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KASUTATUD LUHENDID

ABP — Androgene binding protein (androgeeni siduv valk)

ADHD - Attention-deficit hyperactivity disorder (tdhelepanu puudulikkuse ja hiiperaktiivsuse
héire )

AR — Androgen receptor (androgeeni retseptor)

ARE — Androgen response element (androgeeni vastuselement)

CAA — Cerebral amyloid angiopathy (peaaju amiiloidangiopaatia)

CNS — Central nervous system (kesknérvisiisteem)

CNV — Copy number variant (koopia arvu varieeruvus)

DMPK — Myotonic dystrophy protein kinase (miiotoonilise diistroofia proteiin-kinaas)
DRPLA — Dentatourupallidoluysian atrophy (dentatorupallidoliiiitiline atroofia)

EEG — Electroencephalogram (elektroentsefalograafia)

FMRI1 - Fragile X Mental Retardation 1 protein (Fragiilse X siindroomi mentaalse alaarengu
proteiin 1)

FMR2 — Fragile X Mental Retardation 2 protein (Fragiilse XE siindroomi mentaalse
alaarengu proteiin 2)

FMRP — FMR-1 protein (FMR - 1 proteiin)

FRAXA — Fragile X syndrome (Fragiilse X siindroom)

FRAXE — Fragile XE syndrome (Fragiilse XE siindroom)

FRDA — Friedrichs ataxia (Friedrichi ataksia)

FSH - Follicle Stimulating Harmone (folliikuleid stimuleeriv hormoon)

FXN — Frataxin (frataksiin)

HD — Huntingtons disease (Huntingtoni tobi)

HGMD — Human Gene Mutation Database (Inimese geeni mutatsiooni andmebaas)
HGP — Human Genome Project (Inimese Genoomi Projekt)

HGVS — Human Genome Variation Society (Inimese genoomi variatsiooni selts)
HUGO — Human Genome Organisation (Inimese Genoomi Organisatsioon)

HVP — Human Variome Project (Inimese varieeruvuse projekt)

ISV — Intermediate-sized structural variant (intermediaatide strukturaalne varieeruvus)
LH — Luteinizing Harmone (luteiniseeriv hormoon)

MD — Myotonic Dystrophy (miiotooniline diistroofia)

MR — Mental retardation (vaimne alaareng)

MRI — Magnetic resonance imaging (magnetresonantskuvamine)

MSV — Multisite variant (multisaisaitide varieeruvus)
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mtDNA — Mitochondria genome (mitokondriaalne DNA)

NCV — Nerve-conduction velocity (nérvi juhtivuskiirus)

NFT — Neurofibrillary tangles (neurofibrillaarsed kimbud)

OCD — Obsessive-compulsive disorder (obsessiiv-kompulsiivhéire)

PDD — Pervasive developmental disorder (pervasiivne arenguhdire)

POLG — DNA polymerase y (DNA poliimeraas y)

RFLP - Restriction fragment length polymorphism (restriktsioonifragmentide pikkuse
poliimorfismi analiiiis)

SBMA — Spinobulbar muscular atrophy (spinaarne bulbaarne lihasdiistroofia)
SCA — Spinocerebellar ataxia type (spinotserebellaarne ataksia)

SNP — Single nucleotide polymorphism (iithenukleotiidne poliimorfism)

STR — Simple tandem repeat (lihtne tandeemne kordus)

Topo II — Topoisomerase II (topoisomeraas 1)

VNTR — Variable number of tandem repeats (varieeruv arv tandeemseid korduseid)



SISSEJUHATUS

Eestis on loomulik iive ehk rahva taastootmise vdime viimaste aastakiimnete jooksul pidevalt
kahanenud, muutudes 1990. aastate esimesel poolel negatiivseks. Sellest ajast piisib iive
jatkuvalt tunduvalt alla taastootmiseks vajaliku méiéra. Pérast teist maailmasdda on meeste
viljakus Euroopas aasta-aastalt drastiliselt langenud: viiekiimne aastaga peaaegu poole vorra.
Spermatosoidide arv iihel seemnepurskel, mis on viljakuse peamine néitaja, kahaneb Euroopa
meestel iga aastaga peaaegu miljoni vOrra ithe milliliitri kohta. Véheneb ka sperma hulk.
Seega voib oOeclda, et mehepoolse viljakuse peamiseks kriteeriumiks on efektiivselt ja

stabiilselt toimuv spermatogenees.

Genoomis esineb palju erinevaid kordusjérjestusi, mis pohjustavad erinevaid haiguseid. Need
korduvjirjestused vdivad esineda nii kodeerivates, kui mitte kodeerivates alades. 1990-ndatel
avastati fakt, et nende tavaliste mikrosatelliitsete korduste pikenemine genoomis viib viga
tosiste pdrilike haiguste tekkeni. Haiguslikult pikkadel kordustel on kalduvus pikeneda
generatsioonide jooksul ning korduste arv on positiivses korrelatsioonis haiguse varase
avaldumise ning ka haiguse raskusega - mida enam kordusi, seda varem haigused avalduvad
ja seda dgedam on nende kulg. Uldiselt on mikrosatelliitsete korduste haigused dominantselt
paritavad voi X-seoselised, kuid on tliks erand - Friedrichi ataksia, mis on autosomaalne

retsessiivne haigus.

Mikrosatelliitsete (trinukleotiidsete) variatsioonide ekspansioonist tingitud haigused vdib
jagada kaheks: mitte kodeerivas jérjestuses olevatest kordustest pohjustatud haigused ja
kodeerivas jdrjestustes olevatest kordustest pohjustatud haigused. Iga haiguse puhul on
olulised nii korduste arv, kui nende paiknemine. Erinev on ka korduv trinukleotiid.
Kodeerivas jirjestuses on korduv trinukleotiid kdige sagedamini glutamiin ning seetottu
nimetatakse ka vastavaid haigusi poliiglutamiin-haigusteks. Kokku on teada 15 trinukleotiidi
korduste haigust. Erinevate geenide trinukleotiidsed kordused mdjutavad ka spermatogeneesi
kvaliteeti. Hea néide trinukleotiidsete korduste ja spermatogeneesi kvaliteedi omavahelistest

seostest on androgeeni retseptori geeni variatsioonid viljatutel meestel.

Kédesoleva t60 eesmirgiks on luua mehe fertiilsusgeenide andmebaas, milles sisaldub
informatsioon nendes geenides esinevate mirkosatelliitsete ja koopiaarvu variatsioonide ehk

CNV-de kohta. Selle paremaks mdistmiseks on teoreetilises osas antud {ilevaade



spermatogeneesi toimumise protsessidest, mikrosatelliitidest ja CNV-dest ning nendega

kaasnevatest haigustest.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Spermatogenees

Spermatogeneesiks nimetatakse isassugurakkude moodustumist, mis algab looteeas kui
moodustuvad munandite algmed ning toimub ka sugurakkude eelrakkude paljunemine.
Toeline spermatogenees, mis viib spermide kujunemiseni, algab 11-14 a. vanuselt.
Spermatogenees kestab meestel elu 10puni, kui ei teki héireid. Antud protsessi tulemuseks on
meessugurakud, mida nimetatakse spermideks (vt. joonis 2). Uhest eelrakust tekib 4 spermi.

Efektiivne spermatogenees on mehe viljakuse eelduseks.

Eestikeelses kirjanduses on kasutatud spermatogeneesi siinoniiiimina spermiogeneesi, kuid
kirjanduses kaisitletakse terminiga spermiogenees vaid spermatogeneesi iihte perioodi —

transformatsiooni. Viimase slinoniiiimiks on ka spermiotelioos. (Kdrner, 1997).

Kokkuvdtvalt voib vilja tuua jargnevad spermatogeneesile omased tunnused:

1. spermatogenees toimub sugukiipsuse saabumisest kuni surmani;

2. spermatogenees toimub keha temperatuurist umbes 4 °C madalamal temperatuuril. See
on tagatud 2 mehhanismiga:

e munandid laskuvad munandikotti, mis on kdhuddne viline. Kui seda pole
toimunud on tegemist peitmunandilisusega e. kriiptorhismiga;

e munanditel on eriline verevarustus. Arterid ja veenid, mis suubuvad ja
viljuvad munandist on oma seintega tihedas kontaktis ja soojusiilekandega
alandavad munanditesse tuleva vere temperatuuri;

3. mehel viltab kogu spermatogeneesitsiikkel keskmiselt 68-76 pideva ning tdiskasvanud
mees toodab iga pdev miljoneid sperme ning terve elu jooksul produtseerib mees
seega kuni 10" seemnerakku;

4. sugurakud on kehavddrad rakud ja seetdttu spermatogenees peab olema eraldatud
otsesest kokkupuutest verega. Niiteks trauma munanditega v3ib pdhjustada eluaegse
viljatuse;

5. vdga palju spermatosoide on atiiiipilised ja need viljastumises ei osale.
Spermatogenees toimub piki spermatogeneesi epiteeli, kusjuures formeerunud
spermatosoidid satuvad seemnetorukeste valendikku. Spermatogenees on normaalne,

kui pole kahjustatud spermatogeneesi epiteel;



6. erinevad geenid ekspresseeruvad spermatogeneesi erinevatel etappidel, produtseerides

erinevaid valkusid. (Eddy, 1998).

1.1.1. Spermatogeneesi etapid

Spermatogeneesi saab jagada neljaks perioodiks (vt. joonis 1):

e Paljunemine: mille kdigus jagunevad (mitootiliselt) tiivirakud ehk spermatogoonid ja
neist parinevad eellasrakud. Selle eesmérk on rakkude arvu suurendamine mitoosi teel.

o Kasvamiseks: kui spermatogoonid on lédbinud kasvamisstaadiumi, siis on tegemist
primaarsete spermatotsiilitidega. Enne meioosi esimest jagunemist on toimunud DNA
replikatsioon ja esineb 46 2-kromatiidilist kromosoomi. Vorreldes oogeneesiga on
spermatogeneesi puhul kasvamine suhteliselt tiihine, aga sugurakkude mass suureneb
siiski.

e Kiipsemine ehk meioos: meioosis toimub omakorda kaks jagunemist:

1. T jagunemise tagajirjel tekib iihest primaarsest spermatotsiiiidist 2 sekundaarset
spermatotstiiiti, milles kummaski on 23 2-kromatiidilist kromosoomi;

2. II jagunemise tulemusena tekib {iihest sekundaarsest spermatotsiiiidist 2
spermatiidi, milles kummaski on 23 1-kromatiidilist kromosoomi. Seega
10pptulemusel saadakse haploidsed tiitarrakud. Kokkuvottes tekib igast
spermatotstiiidist 4 haploidset spermatiidi.

e Transformatsioon: selle etapi tulemusena omandab spermatiid spermatosoidi ehituse ja
kuju:

1. viburi ehk saba formeerumine;

2. suur hulk tsiitoplasmat eemaldatakse rakust;

3. tekib akrosoom. See on spermatosoidi pea osas olev membraanidega piiritletud

hiidroliiiitiliste ensiilimide kompleks. (Kérner, 1997; Son jt., 1999).
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Joonis 1: Joonisel on nididatud sprmatogeneesi etapid. Spermatogeneesi jooksul ldbivad
imetaja idurakud nii mitoosi, meioosi kui ka strukturaalsed remodelleerimised, mille
tulemuseks on spermatosoidid. Joonisel on tsiitoplasma virvitud rohelisega ning DNA

roosaga. (modifitseeritud: Cooke ja Saunders, 2002).

Spermitiidide transformeerumist 16plikeks seemnerakkudeks nimetatakse spermiogeneesiks
(vt. joonis 1, viimane etapp). Selle tulemusel saadakse liikumis- ja adheseerumisvoimeline
sugurakk, mis suudab viljastada munaraku. Nimetatud etapp on mehe viljakuse puhul
kriitilise tdhtsusega. Selle protsessi kédigus toimub haploidse spermatiididega drastilisi
muudatusi. Muutuste seast on olulisemad jiargnevad kolm modifikatsiooni: (i) tuum n.o.
"tdombub kokku" ja on valdavalt heterokromatiinne, (ii) Golgi kompleks tekitab akrosoomi
(organell, mis sisaldab spermi munarakku sisenemist hdlbustatavaid ensiiiime) ning (iii)
muutub ka raku kuju (Hess, 1999). Nimelt kiips sperm on spermatiidist tunduvalt pikem ning
seemneraku kaelaossa liiguvad mitokondrid ja kaks tsentriooli, millest iiks annab aluse spermi
sabale, milleks on tiilipiline eukariiootne viburi aksoneem, mis koosneb 9 x 2 perifeersest ja
kahest tsentraalsest mikrotorukesest (Hess, 1999). DNA pakkimisel omavad olulist rolli
histoonide posttranslatsioonilised modifikatsioonid, sinna hulka kuuluvad histoonide
atsetiileerimine, gliikoksiileerimine, fosforiileerimine, metiileerimine jne (Li jt., 2007). Seega

spermatiid on vorreldes kiipse spermiga veidi suurem ning sisaldab rohkem tsiitoplasmat.

Enamus spermi tsiitoplasmast fagotsiiteeritakse Sertoli rakkude poolt, mille tulemusel
spermatiid muutub viljastumisvdimeliseks spermatosoidiks. Spermiogeneesi iiheks

tdhtsamaiks protsessiks on spermi DNA iimberpakkimine, milles omab olulist rolli Topo II
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(DNA topoisomeraas II), mille iilesandeks on teha spermi DNA-sse teha kaheahelalisi katkeid

(Peschon ja Behringer, 1987), mis seejdrel ligeeritakse.

Valmis spermatosoidid (vt. joonis 2) vabanevad véaniliste seemnetorukeste seinast ja liiguvad
modda valendikku munandimanusesse ehk epididiilimisse, kus toimub nende kogunemine,
kiipsemine ja sdilitamine (Alberts jt., 2002). Sabaga sperm koosneb peast, kaelaosast, vahe-
ehk keskosast ja sabast ehk viburist. Spermi peaosas votab imetaja suguraku tuum enda alla
iile 60%. Tuuma ees paikneb akrosoom - spermile spetsiifiline rakuorganell, mis sisaldab
hiidroliititilisi enstiime munaraku kestade lammutamiseks. Akrosoomi ja tuuma vahel paikneb
lisaks globulaarse aktiini kogumik, mida on vahel kirjeldatud ka kui subakrosomaalset

vakuooli (L1 jt., 2007).

Akrosoom
" =
Nuklaus ~—8 By
Uhendus kokt-13
Proksimaalne — = Kasl
Lsentrioal |
Witlised | Kesk-
mikrotuubulid a 05
Keskmisad
mikrotuubulid 3;\ b, |
Fiibrid *
—Saba

Joonis 2: Joonisel on tdiskasvanud mehe spermatosoid. (modifitseeritud: http://medical-

dictionary.thefreedictionary.com).

Samuti jddb peaossa proksimaalne tsentriool, mis kantakse viljastumisel munarakku ja seega
osaleb organismi edaspidises arengus. Kaelaosas on vaadeldav moondunud distaalne
tsentriool, millest kasvab vélja viburi toes ehk aksoneem, mis ldbib terve seemneraku saba.
Aksoneem koosneb kahest tsentraalsest paaritust mikrotorukesest ja nende limber asuvast
itheksa mikrotorukese dubletist. Paarilistest mikrotorukestest on vaid iiks tdieliku seinaga
tubuliini 13 protofilamendist. Tema paariline on C-tdhe kujuline ja koosneb vaid 11

protofilamendist (Li jt., 2007).

Aksoneemi paarilistele mikrotorukestele kinnituvad haaradena diineiini valgu molekulid.

Diineiin hiidroliiiisib ATP molekuli ja konverteerib saadud energia spermi saba
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mehhaaniliseks liikumiseks. Aksoneemiga on tihedalt seotud veel mitmed valgud, millest
tuleks esile tdsta histoon HI1. Sellele tuntud tuumavalgule omistatakse aksoneemis
mikrotorukesi stabiliseerivat toimet (Li jt., 2007). Spermi kaelaosast alates kuni saba aheneva
I6pposani on aksoneem {iimbritsetud nii sirgete kui ka spiraalniitidega, mis lisavad
seemneraku liikumisaparaadile tugevust. Lisaks on spermi keskosas iimber aksoneemi

soltuvalt liigist mitokondrid v&i mitokonder, kust saadakse energiaks vajalik ATP.

1.1.2. Spermatogeneesi anatoomia ja flsioloogia

Kolmandal embriionaalsel arengunidalal eristuvad rebukoti (loote abiorgan) seinas erilised
sugurakkude eellasrakud ehk gonotsiiiidid, mis migreeruvad kemotaksise abil amdboidselt
litkudes lootesse. Tekivad sugunddrmete algmed - kaks rakkude kogumikku (ca 100 rakku)
tulevaste gonaadide asukohas. Gonotsiiiitide arv suureneb mitooside teel (proliferatsioon) ja

kolmandaks elukuuks on moodustunud embriionaalne gonaad.

Imetajatel toimub spermatogenees testiste sees paiknevate véaniliste seemnetorukestes (vt.,
joonis 3), mis on reastatud epiteelile ning sisaldavad vedelikuga tiidetud luumenit.
Seemnetorukese luumenisse vabanevad téielikult valminud spermid (Hess, 1999). Imetaja
isassugundirmed meenutavad seega ehituselt torujaid liitnd4rmeid. Viljastpoolt on nad kaetud
kahekordse kihnuga, mille vélimine osa on serooskest, ja sisemine sidekiuline valkjaskest
(Cooke ja Saunders, 2002). Munandi parenhiiiimi moodustavad seemnetorukesed on spermide

arenemise paigaks.
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Sertol rakkude nukleus

Leydigi rakud
_.?q’/ Sertoli rakuwd

Luusmen Basaalmembraan

seamnetorukesed

Joonis 3: a) Lébildige testistest, kus on édra ndidatud véaaniliste seemnetorukeste paiknemine ja
asetus; b) ldbildige sfédrilistest seemnetorukestest koos idurakkudega (helerohelised) ja
Sertoli rakkudega. Seemnetorukeste vahel on veresoonterikas intertubulaarne sidekude, mis
sisaldab poliigonaalseid interstitsiaal- ehk Leydigi rakke. Kiipsed spermid on ndidatud dra

tumeroheliselt seemnetorukeste luumenis. (modifitseeritud: Cooke ja Saunders, 2002).

Seemnetorukeste epiteelis esineb kahte sorti rakke: somaatilised rakud ning tiivirakud.
Viimaste rakkude puhul on leitud kahes erinevas arengufaasis olevaid rakke (vt. joonis 4): A
spermatogoonid (mitootiliselt jagunevad tiivirakud) ja B spermatogoonid (diferentseeruvad
edaspidi primaarseteks spermatotsiiiitideks) (Hess, 1999). A spermatogoonid jidvad
spermatogoonideks ning edasi ei diferentseeru, moodustades nii tiivirakkude varu, millest

omakorda mitootiliste rakujagunemiste kéigus tekivad molemat tiitipi spermatogoone.

Organismi sugukiipsuse saabudes B tiilipi spermatogoonid 1dpetavad mitootilise jagunemise
(PI), ldhevad meioosi, suurenevad ja muutuvad primaarseteks ehk I jarku spermatotsiiiitideks
(L), sisaldades kaks korda rohkem DNA-d kui diploidsed somaatilised rakud. Esimese
meiootilise jagunemise (M-1) kdigus muutub iga primaarne spermatotsiiiit kaheks
sekundaarseks spermatotsiitidiks (ss). Jargneb meioosi teine jagunemine (M-2), mille korral
igast sekundaarsest spermatotsiiiidist tekib kaks spermatiidi. Spermatiidid on haploidsed
rakud, mis teevad ldbi mitmed arenguetapid (1-7) transformeerudes esialgu piklikeks
spermatiidideks (8-19) ning hiljem kiipseteks spermideks ehk spermatosoidideks. Kiipsed

spermid vabanevad aga seemnetorukese valendikku. (vt. joonis 4).
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Joonis 4: Antud joonisel on toodud tiivirakkude areng roti spermatogeneesis, kuid protsess
iseenesest on sarnane inimestele. Seemnetorukeste seintes asetsevad primitiivsed
diferentseerumata tiivirakud nn. spermatogoonid, mille jagunemise tulemusel tekib kahte
tiilipi  spermatogoone: A tlilipi spermatogoonid (Al1-A4) ja B tiiipi spermatogoonid.

(modifitseeritud: Hess, 1999). Seega igast primaarsest spermatotsiiiidist tekib neli spermatiidi.

1.1.3. Spermatogeneesi regulatsioonis osalevad rakud

Spermatogenees on tépselt hormonaalselt reguleeritud (vt. joonis 5), milles omavad suurt
tahtsust rakk-rakk integraktsioonid, milledest olulisemaks v3ib pidada Sertoli rakkude ja
spermatogoonide omavahelisi interaktsioone (Cooke ja Saunders, 2002). Nimelt asuvad
spermatogeneesis osalevate rakkude vahel tugi- ehk Sertoli rakud (vt. joonis 6) (Hess, 1999).
Tapsemalt védnilise seemnetorukese siseseinas paikneva spermatogeense epiteeli ehk
iduepiteeli rakkude vahel (Hess, 1999). Sertoli rakud on suured, seemnetorukeste

basaalmembraanile toetuvad rakud.
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Joonis 5: Erinevad hiipotalamuse hormoonid - LH (luteiniseeriv hormoon) ja FSH (foliikuleid
stimuleeriv hormoon) ja teised regulaatorid (nditeks inhibiinid ning Ostrogeen), mis koik
reguleerivad testiste funktsioneerimist. Spermatogeneesi regulatsioonil osalevad samuti
erinevad geeniekspressiooni modulaatorid (joonisel nédidatud negatiivne tagasiside). Kindlad

rakud toodavad LH ja FSH retseptoreid (modifitseeritud: Cooke ja Saunders, 2002).

Sertoli rakud on eukromatiinse tuuma ja suure tuumakesega rakud, mis omavad
spermatogeneesi toimumisel olulist funktsiooni. Nimelt toetavad need rakud spermatogeneesi
toitumuslikult ehk alimentaarselt — Sertoli rakk on kontaktis spermatogeense epiteeliga tsiikli
erinevatel staadiumitel (Kérner, 1997). Seega peab Sertoli rakk toime tulema iiheaegselt
erinevates arengufaasides olevate rakkude kordineerimisega. Spermatogeense tsiikli
staadiumites sekreteerivad Sertoli rakud mitmesuguseid valke, nditeks ABP (androgeeni siduv

valk), tsiikliline valk 2, transferriin ja tseruloplasmiid (Kérner, 1997).
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Kui tiivirakud diferentseeruvad kasvades ja arenedes erinevat tiilipi rakkudeks (vt. joonis 4),
liiguvad need Sertoli raku kiilge médda seemnetorukeste luumenisse, kus toimub vabanemine.
Samas kaitsevad Sertoli rakud enneaegse akrosoomreaktsiooni toimumise ecest, sdilitades
seeldbi seemnerakkude viljastumisvoimet (Hess, 1999). Sertoli rakud produtseerivad ka
Ostrogeene (naissuguhormoone, mille teatav kogus on vajalik spermatogeneesi toimumiseks)
ja inhibiini (FSH siinteesi pidurdav valguline hormoon) ning hulga teisi spetsiifilisi {thendeid

(Pentikainen ja Erkkila, 2000).

Sertoli rakud
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Joonis 6: Sertoli rakud. Kaks B-tiilipi spermatogooni on omavahel terve diferentseerumise
perioodi jooksul ithendatud tsiitoplasmaatiliste sildadega. Rakujagunemiste kéigus ei toimu
Ioplikku tsiitokineesi ning seetdttu moodustavad iihest spermatogoonist tekkinud tiitarrakud
siintsiilitiume. Siintsiilitsiumi tsiitoplasmaatilised sillad lagunevad alles kui diferentseerunud
spermatosoidid vabanevad vééniliste seemnetorukeste luumenisse (modifitseeritud: Alberts

jt., 2002). Sertoli raku tsiitoplasma aitab hoida silda diges kohas paigal (Hess, 1999).

Diferentseerumisprotsessid ~ toimuvad  enamasti  pédrast meioosi toimumist ehk
postmeiootiliselt. Sellest tulenevalt omavad tsiitoplasmaatilised sillad veel iihte iilesannet
spermatogeneesis, nimelt aitavad need haploidsetel seemnerakkudel funktsioneerida
diploidsetena (Braun ja Behringer, 1989). Sellega seoses saavad korvuti asetsevad rakud

kasutada naabruses asetsevate rakkude geeniprodukte.

Viiniliste seemnetorukeste vahel, tavaliselt kapillaaride 1dheduses, asetsevad interstitsiaalsed
ehk Leydigi rakud, mille iilesandeks on toota testosterooni. Testosterooni siinteesi Leydigi
rakkudes reguleerib LH. LH on enim tuntud meessuguhormoon, mis teiste iilesannete korval
tagab spermatogeneesi pideva ja stabiilse toimumise. Lisaks omistatakse sellele LH-le

androgeenide (nditeks testosteroon) ning prostaglandiinide, angiotensiini ja oksiitotsiini
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stinteesi stimuleerimist (Holstein jt., 2003). Leydigi rakud on mittejagunevad, mille talitust

reguleerivad hiipofiiiisi eessagara gonadotroopsed hormoonid - FSH ja LH (Bogerd jt., 2005).

1.1.4. Kapatsitatsioon

Munandis asuvad spermatosoidid on liikumatud ning arvatakse, et nad ei ole suutelised
munarakku viljastama. Spermatosoidide litkuvus ja viljastumisvdoime kasvavad jark-jargult

transpordil 1abi munandimanuse.

Taieliku viljastumisvdime saavad spermid alles emassuguteede Ildbimisel asetleidva
protsessiga, mida nimetatakse kapatsitatsiooniks. Kapatsitatsiooni kéigus kaotavad spermid
ensiiiime inhibeerivad ja membraane stabiliseerivad valgud ning siisivesikud, mis katavad
sperme isassuguteedes ning mida on iilehulkades seemnevedelikus. PShjalikult muutub ka
spermi membraani lipiidne koostis ja pinnaretseptorite topograafia. Emassuguteedes olev
albumiin ja lipiidi transportvalk 1 kdrvaldavad spermi plasmamembraanist kolesterooli.

(Kérner, 1997).

Peale kapatsitatsioonikeskkonna, on emassuguteed suutelised reguleerima spermide eluiga,
peroksiideerides seemnerakkudes lipiide (Kéirner, 1997). Peroksiidatsiooniproduktid on
ohtlikud ennekdike spermi mitokondrite talitlusele, modifitseerides viimaste membraanide

permeaablust ja ensiitimide aktiivsust ning nende kaudu ka spermide eluiga.

1.1.5. Peamised spermatogeneesi haired

Androgeeni retseptor on transkriptsiooni faktor, mis omab kriitilist rolli mehe seksuaalsete
tunnuste véljaarenemisel, spermatogeneesis ja hormonaalse tasakaalu séilitamisel (Eacker jt,
2007). AR-i (androgeeni retseptor) produtseeritakse tdiskasvanud mehe testistes nii Sertoli

rakkudes, Leydigi rakkudes kui ka seemnetorukestes (Merlet jt, 2007).

Kuigi palju on teada fenotiiiibiliste muutuste kohta AR-1 mutatsioonide esinemisel, on vihem
teada AR geeni aktiivsuse mojust erinevatele fenotiiiibilistele muutustele. Affymetrixi mRNA
geeniekspressiooni meetodit kasutades identifitseeriti, et AR mutatsioonide korral on
geeniekspressioon testistes ligikaudu kaks korda suurem, kui AR wild type korral (Merlet jt,

2007). Seega AR omab peamiselt transkriptsiooni repressori rolli testistes. Uuringu kdigus

17



vorreldi 6 kb pikkuseid 16ike transkriptsiooni alguspunktist, otsides konsenveerunud ARE-sid
(androgeni vastuselemendid) ning identifitseeriti vahemalt iiks ARE, kus 65 % geenidest olid
valesti reguleeritud (Merlet jt, 2007). Avatavast, et just need valesti reguleeritud geenid on

otseselt AR-1 sihtmérkideks.

Teine geen, mille poliimorfism voib pohjustada spermatogeneesi hdireid on POLG e. DNA
poliimeraas y. Mehe viljakus sdltub suuresti spermatosoidide produtseerimise efektiivsusest.
Mitmete uuringute kdigus on ndidatud, et POLG geeni regulatsioon méngib olulist rolli
meeste viljakuses erinevates populatsioonides. Uurides spermatosoidide funktsionaalsust,
hakati iiha enam téhelepanu pddrama spermatosoidide mitokondritele, mis produtseerivad
vajaminevat energiat. Mitokondritel on oma genoom, mis kodeerib vajalikke proteiine.
Kodeerivad valgud leiavad kasutust respiratoorsetes radades ning oksiidatiivse
fosforiileerimises (Jensen jt., 2004). Paljud uuringud on peale seda hakanud omavahel siduma
mtDNA-s (mitokondriaalne DNA) esinevaid poliimorfisme, mutatsioone ning deletsioone

spermatosoidide mittefunktsionaalsusega.

POLG usutakse olevat ainukene poliimeraas, mis leiab kasutust mtDNA elogatsioonil ja
vigade parandamisel (Harris jt., 2006). POLG-i kataliiiitiline subiihik, mis on kodeeritud
POLG geeni poolt, lokaliseerub 15924 ja omab erineval hulgal CAG korduseid selles
regioonis (Jensen jt., 2004). Nédidatud on, et CAG liigne korduste arv POLG geenis omab
olulist rolli mehe viljakuse vdhenemisel. Normaalsel juhul esineb homosiigootsel mehel
molemas POLG geeni alleelis 10 kordust. Mutatsioonid POLG geenis vodivad pohjustada

seega mitokondriaalsete mutatsioonide akumulatsiooni (Harris jt., 2006).

Seega POLG geeni poliimorfismi tuleks pidada arvatavaks pdhjuseks viljatusel, kui patsiendil

esineb normaalne spermiogramm.

1.2. Mehepoolne viljatus

Vaatamata meditsiini kiirele arengule on meeste viljatuse pohjuste uurimisel oluliselt vihem
vOimalusi kui naiste viljatuse pdhjuste véljaselgitamisel. Viljatus puudutab iga viiendat
kooselavat paari. Viljatuse pohjused on 40% naisepoolsed, 40% mehepoolsed ja 20% tingitud
molemapoolsetest probleemidest. Mehepoolne viljatus voib tuleneda kaasasiindinud
arenguhdiretest (nagu niiteks kriiptorhism), hormoonhéiretest, kroonilistest suguteede

poletikest, nakkushaigustest, munandiveeni laienditest (ehk wvarikotseele), erinevatest
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kromosoombhaigustest, néarvisiisteemi kahjustustest, stressist ja miirav on ka eluviis. Mehe
viljatust voivad pdhjustada samuti erinevad toksilised faktorid (nditeks raskemetallid,
orgaanilised iihendid, alkohol, tubakas ja ioniseeriv kiirgus), ravimid (niiteks anaboolsed
steroidid ja psiihhotroopsed ravimid) ning traumad. Mehe viljakust saab hinnata

seemnevedeliku analiiiisi abil.

1.3. Mehepoolset viljatust péhjustavad tegurid

1.3.1. Testikulaarsed probleemid

Meeste viljatuse peamiseks pdhjuseks on reproduktiivorganite patoloogiad. Seemnerakkude
kontsentratsioon, nende liikuvus ja morfoloogia on mehe viljakuse seisukohalt kriitilise
tdhtsusega ja seetdttu nende parameetrite korvalekalded voivad tihti pdhjustada viljatust.
Suurema osa seemnevedeliku mahust moodustab seemnepdiekeste ja eesnddrme sekreet.
Ejakulaadi esimene osa sisaldab tavaliselt kdige rohkem spermatosoide ja suuremat osa
eesnddrme sekreetidest, samas kui teine osa koosneb valdavalt seemnepdickeste sekreetidest

ja sisaldab vihem spermatosoide (Alberts jt., 2002).

Oligozoospermia (seemnerakkude kontsentratsiooni langus) korral on probleemiks, et
munajuhasse ei joua piisavalt seemnerakke, et toimuks viljastumine (Alberts jt., 2002).
Liikuvuse seisukohalt peavad seemnerakud joudma emakakaela piirkonda 15-20 minuti
jooksul peale ejakulatsiooni, vastasel juhul seemnerakud inaktiveeritakse tupe happelise

keskkonna poolt.

Kaasastiindinud hédired spermatosoidide transpordil on tingitud mehe suguteede teatud osade
osalisest voi tdielikust puudumisest. Néiteks tsiistilise fibroosi korral esineb meestel sageli
munandimanuse, seemnejuhade ja seemnepdiekeste kaasasiindinud hiipoplaasia. Enamasti
toob see kaasa seemnerakkude puudumise seemnevedelikus. Omandatud héired spermide
transpordil on tavaliselt tingitud suguteede infektsioonidest, mille korral voib munandimanus
armistuda ja spermatosoidide transport blokeerub. Spermatosoidide transporti vdib

seemnevaddi kahjustamise kaudu héirida ka operatiivne tegevus kubemepiirkonnas.
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1.3.2. Kruptorhism

Kriiptorhism ehk munandi laskumishédire on iithe v6i mdlema munandi jaédmine kohudonde,
kubemekanalisse. Tegemist on sageda arengudefektiga, mis esineb umbes 0,8% tdiskasvanud
meestest. Laskumata munandi koe struktuur kahjustub juba varajases lapseeas. Munandi
allatoomine lapsepdlves ei taga tdiskasvanuna normaalset munandi arengut. Laskumata
munandis tekivad sageli kasvajalised (kasvajate esinemise tdendosus on tdusnud 8 korda)

muutused (Pettersson jt., 2007).

Munandite laskumise probleem pdhjustab spermatogeneesi héiret, mis on tingitud
testikulaarse metabolismi korvalekalletest. Ligikaudu 20% iihepoolse e. unilateraalse
kriiptorhismiga poistest puutub hilisemas elus kokku viljatuse probleemiga. Vastav niitaja
tduseb aga kuni 70%-ni kahepoolse e. bilateraalse kriiptorhismi korral. Ligikaudu %4 juhtudel
on tegemist bilateraalse kriiptorhismiga, mis esineb 2-5% siindivatel poistel (Pettersson jt.,

2007).

1.3.3. Seemnerakkude vastased antikehad

Seemnerakkude vastased antikehad vdivad olla viljatuse pdhjuseks umbes 3-7% viljatutel
meestel. Sellisel juhul esinevad seemnerakkude vastase autoantikehad kas vereplasmas voi
seminaalplasmas (Vujisic jt., 2005). Immuunsiisteem ei pdhjusta tavaliselt tdielikku viljatust,
kuid voib pdhjustada viljakuse vdhenemist. Uurimused on ndidanud, et naise rasestumise
toendosus viheneb umbes 20% kui mehel esinevad seemnerakkude vastased autoantikehad

(Vujisic jt., 2005).

Normaalses olukorras on seemnetorukestes arenevad seemnerakud, testikulaarse barjiari tottu
eraldatud seemnetorukesi iimbritsevatest veresoontest, et &dra hoida immuunvastust.
Immuunvastus tekib siiski, kui seemnerakud satuvad vereringesse ning mehe immuunsiisteem
ei ole vOimeline &dra tundma seemnerakkude antigeene. Immuunvastus véljendub
seemnerakkude vastaste autoantikehade tekkimisena ja raskematel juhtudel isegi

autoimmuunse reaktsioonina testistes (Eddy, 1998).
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1.3.4. Geneetilised defektid

Erinevad geneetilised defektid vdivad olla kiillaltki sageli mehepoolse viljatuse pohjuseks.
10-15% viljatutel meestel on viljatus seotud kromosoomide aberatsiooni ning {iksikute
geenide mutatsioonidega (Ferlin jt., 2006). Viljatute meeste seas esineb viiskiimmend korda
sagedamini 47,XXY kariiotiiiipi (Klinefelteri slindroom), neli korda sagedamini 47,XYY
kariiotiitipi, kuuskiimmend korda sagedamini 46,XX Kkartotiilipi, kakskiimmend korda
sagedamini 46,X,derY kariiotiiiipi, kaheksa ja pool  korda sagedamini Robertsoni
translokatsioone, viis korda sagedamini retsiprookseid translokatsioone, kaheksa korda
sagedamini inversioone ning kolm korda sagedamini marker kromosoome (Crosignani ja
Rubin, 1998). Toendolisemalt esinevad nimetatud geeetilised pohjused azoospermsetel

(seemnerakud puuduvad) meestel.

Lisaks vdivad mehepoolset viljatust pohjustada X-kromosoomi liiteliste geenide mutatsioonid
(androgeeni retseptori geeni mutatsioonid ja variatsioonid) ning autosoomsetes
kromosoomides esinevate geenide mutatsioonid (nditeks tsiistilist fibroosi pohjustava CFTR
geeni mutatsioonid) (Ferlin jt., 2006). Mehepoolse viljatuse pohjuseks voivad olla ka mtDNA
deletsioonid (Jensen jt., 2004).

1.3.5. Muud pdhjused

Ravimid ja kiiritus vdivad samuti mojutada spermatogeneesi. Isegi véikese kiiritusannuse
saanud meestel voib normaalse spermatogeneesi taastumine votta 2-3 aastat. Narkootiliste
ainete kasutamine on samuti seotud seerumi testosterooni taseme ja spermatogeneesi
héiretega. Sportlaste poolt kasutatavad anaboolsed steroidid vdivad pdhjustada ajutist
viljatust. Kubemeoperatsiooni kdigus vdivad tekkida iatrogeensed vigastused, mis
kahjustavad munandite verevarustust voi spermatogeenset kude. Olulisel kohal meeste
viljatuse tekkel on liaks reaktiivsete hapnikuiihendite liigne produktsioon spermas.
Umbes 25% viljatusprobleemidega meestest esineb idiopaatiline ehk teadmata pohjusega

viljatus.

1.4. Inimese genoomi varieeruvus

Liabi aastate on inimese geneetika uurimise pohikiisimuseks kujunenud seosed genotiiiibi ja

fenotiiiibi vahel. Tapsemalt, millised erinevad muutused DNA-s toovad esile teatud muutused
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inimese fenotiiiibis. Oluline osa meie genoomist (umbes 5 %) koosneb segmenteeritud

duplikatsioonidest, mis on oluliselt mdjutanud uuringuid antud valdkonnas (Bailey jt., 2001).

Erinevate uuringute kdigus on vélja selgitatud, et inimeste vaheline DNA on sarnane 99,9 %
ulatuses (Freeman jt., 2006). Seega ainult 0,1 % genoomist paneb aluse inimestevahelisele
geneetilisele varieeruvusele. Peamiselt USA, Kanada ja Suurbritannia teadlased on teinud
kindlaks suured DNA piirkonnad, mis vdivad erinevatel inimestel oluliselt erineda. Need
erinevused on seotud eelkdige DNA segmentide erinevate korduste arvu ning erineva
asetusega nendes piirkondades (vt. tabel 1). Nende hulka kuuluvad nditeks: SNP-d
(iihenukleotiidne polimorfism), VNTR-d (varieeruv arv tandeemseid korduseid),
transponeeruvate elementide olemasolu/puudumine ja genoomsed struktuaalsed muudatused

(nt. deletsioonid, duplikatsioonid ja inversioonid) (Freeman jt., 2006).
Seni on DNA segmentide erinevad korduste arvud jddnud paljuski tdhelepanuta, kuna
teadlased on keskendunud eelkdige siisteemsete jérjestuste otsimisele ning korduvate

segmentide kindlakstegemine on seetdttu olnud raskendatud.

Tabel 1: Geneetiline variceruvus inimese genoomis (Feuk jt., 2006)

Variatsiooni tiilip | Variatsiooni kirjeldus Sagedus inimese genoomis

SNP Uhealuspaariline variatsioon, mis 10 miljonit SNP-d

esineb rohkem kui 1% populatsioonis | inimpopulatsioonis

Insertsioon/ DNA segmendi insertsioon/ 1 miljon insertsiooni/
deletsioon deletsioon. Holmab viikeseid deletsiooni poliimorfismi >1
poliimorfseid muutuseid, suuri bp inimgenoomis

kromosomaalseid kahjustusi

Mikrosatelliit Varieeruva arvuga 1-6 bp pikkused >1  miljoni  mikrosatelliiti,
korduvjirjestused, kogupikkusega moodustades  umbes 3%
<200 bp jérjestustest

Minisatelliit ja Poliimorfne jérjestus. 6-100 bp 150 000 minisatelliiti, millest

VNTR kordused 20-50 koopiana umbes 20% on poliimorfsed

MSV Uhenukleotiidne komplekssete MSV-de arv on praegu veel

(multisaisaitide omadustega variant CN'V voi geeni inimpopulatsioonis

varieeruvus) konversiooni tottu tuvastamata

CNV >1 kb segmendi koopia arvu muutus | CNV-de arv inimpopulat-

sioonis on samuti teadmata
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Tabeli 1 jarg

Variatsiooni tiitip | Variatsiooni kirjeldus Sagedus inimese genoomis

Inversioon Umberkorraldus, kus DNA segment | Mikroskoopiliselt — detekteeri-
on orienteerunud vastupidises suunas | tavate inversioonide sagedus
on 0,12-0,7% (peritsentrliselt)
ja 0,1-0,5% (paratsentriliselt).
Submikroskoopiliste sagedus

on seni teadmata

Translokatsioon Umberkorraldus, mille kiiigus DNA | 1/500  on  heterosiigootne

fragmendi asukoht kromosoomistikus | retsipookse translokatsiooni ja

muutub 1/1000  Robertsoni  trans-
lokatsiooni
ISV >8 kb DNA segmendi deletsioon/ 297 ISV-d identifitseeriti iihes
(intermediaatide duplikatsioon. Sisaldab ka genoomis kasutades fosmiid
struktuaalne inversiooni murdepunkte raamatukogu

varieeruvus)

Sarnaseid valke kodeerivaid geene nimetatakse geeniperekondadeks, mis vodivad kohati
sisaldada kuni sadu liikmeid (nditeks immunoglobuliinid, transplantatsiooni antigeenid).
Lisaks funktsionaalsetele duplitseerunud geenidele esineb genoomis ka duplitseerunud
mittefunktsionaalseid geenikoopiaid e. pseudogeene. Lisaks duplitseerunud ja tandeemselt

esinevatele geenidele leidub taimede ja loomade genoomis mitmeid korduv-DNA klasse.

Viga suur osa eukariiootide genoomist (inimesel umbes 50%) koosneb korduv-DNA-st, kus
teatud jirjestuse elemendid on korratud véga palju kordi, kas iiksteise jdrel paiknevatena e.

tandeemselt voi hajuskordustena unikaalsete jarjestuste vahel.

Korduvate tandeemsete jarjestuselementide hulka kuuluvad mikrosatelliitsed, minisatelliitsed
ja satelliitsed jérjestused. Selline jaotus on tingitud korduste arvu ja jérjestuste pikkuse
erinevusest. Erineb ka vastavate kordusjérjestuste lokalisatsioon kromosoomides. Korduv-

DNA ei ole genoomis paigutunud juhuslikult, vaid organiseerunud teatud kindlal viisil.

Mikrosatelliitsed jarjestused koosnevad tandeemselt korratud liihikestest (1-6 bp pikkustest)
lihtsatest motiividest, sellest ka nende nimetus STR (lihtne tandeemne kordus) (Feuk jt.,

2006). Mikrosatelliidid paiknevad genoomis véga paljudes kohtades ning kujutavad endast
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tandeemselt korratud lihtsaid DNA motiive, mille pikkus inimestel varieerub. Mikrosatelliite
analiitisitakse PCR-i meetodil ning on leitud mono-, di-, tri-, tetra- ja pentanukleotiidesid
tandeemseid kordusi (Mueller ja Young, 1995). STR jérjestustes leitakse koigi nukleotiidide
kombinatsioone. Kodige sagedamini leitakse inimese genoomis (CA),x(GT), dimeerseid
kordusi (Subramanian jt., 2003). Inimese genoomis on leitud kokku umbes 5x104-105 (CA),
korduste koopiat (Muller ja Young, 1995).

Minisatelliidid koosnevad 15-100 bp pikkadest DNA jérjestustest, mida on lookuses
tandeemselt korratud 10-1000 korda (Subramanian jt., 2003). Minisatelliitseid lookusi on
genoomis moni tuhat ning korduste arv erinevates lookustes erineb. Vorreldes satelliitsete
jarjestustega on nad rohkem hajutatud {ile genoomi ning koondunud peamiselt

telomeersetesse piirkondadesse.

Antud t60s vaatame ndidetena mikrosatelliitseid ja CNV-de variatsioone ning nende poolt

pohjustatud haiguseid.

1.5. Mikrosatelliitsed variatsioonid

Klassikalise geneetika reeglite jargi peaks iga valku-kodeeriv DNA segment olema haploidses
tuumas iihekordselt. Reaalselt on aga taimede ja loomade erinevate geenide kloneerimine
ndidanud, et vaid ligi pooled valku-kodeerivatest geenidest on hulkraksete organismide
genoomis esindatud iiksikuna. Ulejidénud on paraku duplitseerunud. Duplitseerunud geenid
kodeerivad sarnaseid, kuid mitteidentseid valke (nditeks beeta-globiinid, tubuliinid). Seega
duplitseerunud geenid pole enamasti identsed, vaid koosnevad véga sarnastest jarjestustest,

mis kodeerivad sarnaseid valke.

Aastate jooksul on kindlaks méiératud paljud erinevad piranduvad neurodegeneratiivsed
haigused, mis on pdhjustatud geneetilistest mutatsioonidest. Uks oluline grupp on
trinukleotiidsed korduvjirjestuste ekspansioonid, mille pdhjuseks on DNAs trinukleotiidsete

korduste lilemadrane arvukus (Subramanian jt., 2003).

Haigust tekitavate geenide identifitseerimine on viinud mudelsiisteemide arendamiseni, mis
uurivad haiguste mehhanisme ning ravimeetodite voimalusi. Tédnaseks pédevaks on
dokumenteeritud 15 haigust, mis on seotud trinukleotiidsete kordustega (Tan ja Lai, 2005).

Tabelis 2 on toodud iilevaade kdigist haigustest ja geenidest, mis antud haigusi pShjustavad.
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Algselt peeti trinukleotiidseid jérjestusi inimese genoomis tavapéraseks, kuid juba 1990-datel

aastatel tOestati, et sellistel korduvjdrjestustel on soodumus pikeneda ja pdhjustada nii

erinevaid, peamiselt neurodegeneratiivseid, haiguseid (Cummings ja Zoghbi, 2000).

Tabel 2: Trinukleotiidsete kordustega seotud haigused. Tabelis kasutatud lithendite selgitus:
FRAXA- Fragiilse X slindroom; FRAXE- Fragiilse XE siindroom; FRADA- Friedreichi
ataksia; MD- Miiotooniline diistroofia; SBMA- Spinaalne bulbaarne lihasdiistroofia; HD-

Huntingtoni tdbi; DRPLA- Dentatorupallidoliiiitiline autroofia; SCA- Spinotserebellaarne

ataksia; DMPK- Miiotoonilise diistroofia proteiinkinaas. (Tan ja Lai, 2005; Schneider jt.,

2006). Tabelis on vélja toodud: haiguse nimi, valgu nimetus koos seda valku kodeeriva geeni

nimetusega, motiiv, motiivi asukoht ning tdpne lokalisatsioon ja samuti ka normaalne

korduste arv ning haiguslik korduste arv.

Haiguse | Geen /valk Lookus | Motiiv | Norm. Haiguslik Korduste
nimi korduste | korduste arv | lokalisatsi
arv oon
FRAXA | FMRI1 Xq27.3 | CGG 5-60 61-200(kesk) | 5'-UTR
(FRAXA)/ FMRP >230(tais)
(FMR-1 proteiin)
FRAXE | FMR2 Xq28 GCC 6-35 61-200(kesk) | 5-UTR
(FRAXE)/ FMR-2 >200(téis)
proteiin
FRADA | X25/FXN 9q13- GAA | 7-34 35-80(kesk) | Intron 1
(Frataksiin) 21.1 >100(tais)
MD DMPK / DMPK 19q13 CTG 5-37 50-80 (kesk) | 3’-UTR
>81(tiis)
SBMA | AR/AR Xql3-21 | CAG | 9-36 38-62 kodeeriv-
ala
HD IT15 / Huntingtiin | 4p16.3 CAG 6-35 36-121 kodeeriv-
ala
DRPLA | B37/ Atrophin-1 12p13.3 | CAG 7-23 49-75 kodeeriv-
1 ala
SCA1 SCA1 / Ataxin-1 6p23 CAG 6-44 39-82 kodeeriv-
ala
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Tabeli 2 jarg

Haiguse | Geen /valk Lookus | Motiiv | Norm. Haiguslik Korduste
nimi korduste | korduste arv | lokalisatsi
arv oon
SCA2 SCA2/ 12q24.1 | CAG 15-31 36-63 kodeeriv-
Ataxin-2 ala
SCA3 SCA3 / Ataxin-3 14q32.1 | CAG 12-40 55-84 kodeeriv-
ala
SCA6 SCA6/ alA-CA2+ | 19p13 CAG | 4-18 21-33 kodeeriv-
kanal ala
SCA7 SCA7 / Ataxin-7 3p12-13 | CAG |4-35 37-306 kodeeriv-
ala
SCAS SCAS8 puudub 13q21 CTG 16-37 110-<250 3’-UTR
SCA12 | PPP2R2B/ PP2A 5p31-33 | CAG 9-28 55-78 5’-UTR
SCA17 | TBP/ TATA box 6q27 CAG 29-42 46-52 kodeeriv-
binding protein ala

Korduvjérjestusi leidub {ile terve inimese genoomi. Esimene korduvjdrjestuse ekspansioon
avastati 1991 aastal, selleks oli trinukleotiidne CAG kordus (La Spada jt., 1991). See esineb
geenis, mis kodeerib AR-i, X kromosoomis. Patsientidel esines neurodegeneratiivne hélve,
mida hakati nimetama SBMA-ks. Normaalseks on 9-36 CAG trinukleotiidset kordust, haiguse
korral aga on trinukleotiidseid korduseid 38 v&i rohkem. Peale haiguse identifitseerimist leiti

jargnenud kahe aasta jooksul iile kiimne sarnase haigusjuhu.

Mikrosatelliidid on ebastabiilsed, seega nende korduste arv voib muutuda pdlvkondade 16ikes
(Richard ja Paques, 2000). Poliimorfseid STR jdrjestusi on kirjeldatud primaatide genoomis
nii geenidevahelistes alades kui ka kodeerivates ja mittekodeerivates (intronites ja
kiilgnevates jérjestustes) geenialades. Kusjuures kodeerivates alades on leitud ainult
trinukleotiidseid kordusi. STR kordused on ideaalseteks markeriteks genoomi kaardistamisel
ja geneetilise ahelduse analiiiisil, olles kasulikud ka haigusgeenide isoleerimisel (niiteks
miiotooniline diistroofia, tsiistiline fibroos ning Huntingtoni tdbi). Samuti on nédidatud, et
poliimorfsete trinukleotiidsete jérjestuste ekspansioon geeni 5' otsas vOib olla paljude raskete
geneetiliste haiguste peamiseks pohjuseks (MD ja FRAXE jt.) (Subramanian jt., 2003).
Poliimorfsed mikrosatelliidid on viga véértuslikud markerid ka kohtumeditsiinis ja isaduse

tuvastamisel, samuti molekulaarse evolutsiooni uurimisel.
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Inimestel on leitud mitmeid trinukleotiidseid korduvjérjestuste ekspansioone geenidest, mis
on seotud erinevate neuroloogiliste haigustega - Fragiilse X stindroomi (Jin ja Warren, 2001),
Huntingtoni tdve, erinevate ataksia vormide (Sermon ja Warren, 2001), miiotoonilise
diistroofia (Timchenok jt., 2001), Friedrichi ataksia ja ka spinotserebellaar ataksiaga. Kokku
on avastatud 15 neuroloogilist haigust, mis on pohiliselt pdhjustatud jargmistest
trinukleotiidsete korduvijérjestuste ekspansioonidest: (CTG),, (CGQG),, (CCG),, (GAA), ning
(CAG), (Cummings ja Zoghbi, 2000). CUG koodon kodeerib leutsiini, CGG arginiini, CCG
proliini, GAA glutamiinhapet ja CAG glutamiini.

Palju on uuritud trinukleotiidseid korduseid terve inimese genoomi ulatuses ning on
tdheldatud, et AGC (kodeerib seriini) ning CCG (kodeerib proliini) kordused paiknevad
tavaliselt kodeerivates regioonides. CCG kordus voib paikneda ka UTR piirkonnas. Uurides
inimese genoomi selgus ka tdsiasi, et peamisteks trinukleotiidseteks kordusteks on AAT ning
AAC kordused ning vihem esineb ACT ja ACG korduseid (Subramanian jt., 2003). Need
leitud trinukleotiidsed korduvjérjestused ei ole siiani seotud veel iithegi haiglasliku

fenotiiiibiga, kuid on selleks sobivad kandidaadid.

Kuigi pikalt on tegeletud haiguste pdhjuste selgitamisega, ei ole siiski veel suudetud vilja
tootada efektiivseid ravimeetodeid. Tripletsed korduvjérjestuste ekspansioonid, mis asuvad
mittekodeerivates alades, pohjustavad tavaliselt kas geeni funktsioonide héiret voi toksilist
efekti mRNA-le (Prospero ja Fischbeck, 2005). Samas korduvjérjestused, mis asuvad
kodeerivates alades, pdhjustavad poliiglutamiini voi poliialaniini osakaalu rohkust proteiini
produktides. Selle tulemusel omakorda proteiin muutub toksiliseks, pdhjustades valkude
véljasadenemist olenemata sellest, kas proteiin kaotab oma algupdrase funktsiooni vdi mitte

(Prospero ja Fischbeck, 2005).

Seetdttu ongi peamiseks terapeudiliseks votteks, mittekodeerivates alades paiknevate
trinukleotiidsete korduvjirjestuste ekspansiooni korral, kas siis algse geeni funktsiooni
taastamine vOi korvamine. Lisaks on kodeerivate alade puhul kasutusel meetod, mille
eesmirgid on otseselt suunatud proteiini toksiliste tagajérgede leevendamisele. (Prospero ja

Fischbeck, 2005).
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1.5.1. Trinukleotiidsetest korduvjarjestustest pdhjustatud haigused

Tegemist on trinukleotiidsete korduvjdrjestuste anomaaliatega erinevates geenides, mis
pohjustavad neuroloogilisi haiguseid. Peamisteks on jargmised tripletid: CGG, GCC, GAA,
CTG ja CAG (mittekodeerivates alades) ning CAG (kodeerivates alades, kodeerides
glutamiini) (Prospero ja Fischbeck, 2005). Korduste tiilip ning selle lokalisatsioon genoomis
defineerib iga anomaalia ja selle patoloogia. Nimetatud anomaaliate tulemuseks on tihti geeni

esialgse funktsiooni kadumine (Cummings ja Zoghbi, 2000).

Iga haiguse puhul on olulised: korduste arv, nende paiknemine ja kordusmotiiv. Kuna
kodeerivas jérjestuses on tavapiraselt korratavaks aminohappeks glutamiin, siis nimetatakse

ka vastavaid haigusi poliiglutamiini-haigusteks. (Prospero ja Fischbeck, 2005).

Pikenenud trinukleotiidsed kordused, mis pohjustavad erinevaid geneetilisi haiguseid, jagada
peamiselt kahte rithma:
e kodeerivas alas paiknevad trinukleotiidsed kordused (poliiglutamiini-haigused, mille
puhul on korratavaks motiiviks on CAG). Sellised haigused on nditeks: Huntingtoni
tdbi, Spinaarne bulbaarne lihasdiistroofia, Spinotserebellaalne ataksia tiitip 1, 2, 3, 6, 7
ja 17, Haw-River siindroom ehk Dentatoruoallidoliiiitiline autroofia;
e mittekodeerivas alas paiknevad trinukleotiidsed kordused (mille puhul on
korratavateks motiivideks on: CGG, GCC, GAA, CTG v&i CAG). Sellised haigused
on nditeks: Fragiilse X siindroom, Fragiilse XE siindroom, Friedrich ataksia,

Miiotooniline diistroofia, Spinotserebellaarne ataksia tiilip 8 ja 12.

Uldiselt on sellised eelpool nimetatud haigused kas dominantselt péritavad voi X-seoselised
(erandiks on ainult FRDA, mis on autosomaalne retsessiivne haigus) (Prospero ja Fischbeck,

2005).

Vdoimalikud mehhanismid, mille kaudu trinukleotiidsete korduvjérjestuste ekspansioonid
osalevad patogeensuse tekitamisel, jaotatakse pShiliselt jirgmistesse gruppidesse:
e pikenenud trinukleotiidne kordus voib viia valgus uue funktsiooni tekkeni (gain of
function) — voimalik toksilisus ja/voi uued interaktsioonid teiste valkudega: nt. HD;
e cbanormaalsused proteiini produktides, mis on pohjustatud poliiglutamiini rohkusest

ning usutakse, et modifitseeritud funktsioonid pdhjustavad kdige rohkem patoloogiaid,
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e pikenenud trinukleotiidsed kordused voivad wviia  geenivaigistamise  vOi
transkriptsioonilise puudulikkuseni (loss of function). Esineb FRAXA ning FRAXE
korral ning tulemuseks on proteiini produktide taseme langus;

e valgu aktiivsuse vihenemine vdi muutumine pikenenud ahelast tulenevalt;

e muutunud rakusisene lokalisatsioon;

e pikenenud trinukleotiidi kordus vOdib mdjuda RNA rohkust, niditeks miiotoonilise

diistroofia puhul. (Jasinska jt., 2003).

1.5.2. Mittekodeerivas alas paiknevate trinukleotiidsete korduste poolt pdhjustatud

haigused

Mittekodeerivas alas paiknevate trinukleotiidsete korduste poolt pohjustatud haigusi
iseloomustavad véga pikad ja varieeruvad korduste ekspansioonid. Tulemuseks on erinevate
kudede funktsiooni muutus voi degeneratsioon (Cummings ja Zoghbi, 2000). Erinevate
haiguste puhul erineb nii korduv motiiv kui ka korduste arv, mis pdhjustavad haigust. Nagu

eelpoolgi mainitud vdivad korduvateks motiivideks olla CGG, GCC, GAA, CTG voéi CAG.

Samuti on erinevate haiguste puhul varieeruv ka patogeensust pohjustav mehhanism, sdltudes
enamasti ekspansiooni sisaldava proteiini funktsionaalsuse kao tagajargedest v6i mone
haiguse puhul on tulemuseks ka toksiline produkt (Prospero ja Fischbeck, 2005). Kuna kdigi
sellesse gruppi kuuluvatel haigustel on véga varieeruvad tekkemehhanismid ja erinevad

tagajirjed, siis edaspidi késitletakse iga haigust eraldi pikemalt.

1.5.2.1 Friedrichi ataksia

Tegemist on retsessiivse, autosomaalse (seetottu ei esine ka selle haiguse puhul haiguse
raskusastme siivenemist jargnevates polvkondades ja avaldumist varasemas eas) paranduva
ataksiaga. Nagu enamuste pdrilike ataksiate puhul, on tegu viikeaju kahjustusest tingitud
haigusega, mis avaldub hiiretena tundlikkuses, tasakaalus, liigutustes, konnakus ning tihti
esineb ka diabeeti (Cummings ja Zoghbi, 2000). FRADA on iiks sagedamini esinevaid
parilikku ajukahjustust pohjustav haigus. Olenevalt ataksia alavormist, toimub haiguse

avaldumine erinevas vanuses, kuid peamiselt siiski juba varases nooruses.

Seda kahjustust ei ole suudetud siiamaani téielikult ravida. Enamikul patsientidel esineb

homosiigootne GAA korduvijérjestuse ekspansioon X25 geeni esimeses intronis (Prospero ja
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Fischbeck, 2005). See omakorda lokaliseerub 9-ndas kromosoomis. Sellise olukorra
tulemuseks on enamasti puudujiégid geeni mRNA-des voi proteiinis (Prospero ja Fischbeck,
2005). X25 geenilt kodeeritud FXN kogus on pdordvordeliselt seotud GAA korduvjérjestuse
pikkusega, mis asub patsiendi lilhemas alleelis. Normaalne korduste arv geenis on 7-34 ja
haigust pohjustav geen omab 35 v&i rohkem kordust (Fogel ja Perlman, 2007). Frataksiini
puudujddk viib mitokondriaalse raua akumulatsioonini (kuna rauaioonide transport on
hiiritud), okslidatiivse stressini ja vidheneb oksiidatiivne fosforiilatsioon (Prospero ja

Fischbeck, 2005).

Siiani ei ole selge frataksiini primaarne funktsioon. Tdenéoline on, et vaba-radikaalne
formatsioon ning oksiidatiivne stress pohjustavad Friedrichi ataksiat. Seetottu on viimasel ajal
hakatud suuresti uurima antioksiidantide voimalikke ravitoimeid. Liigne raua akumulatsioon
mitokondris vdib méngida rolli FRADA patogeensuses, kuna raud voib suurendada vaba
radikaali formatsiooni (Prospero ja Fischbeck, 2005). See vdib-olla iiheks vdimaluseks

haiguse pidurdamiseks.

1.5.2.2. Fragiilse X sindroom.

Périlik, kaasasiindinud defektsest X-kromosoomist pohjustatud haigus. Haiguse kandjatel
esineb vaimse arengu mahajéévus ja hiiperaktiivsus ning ka tiilipiline vélimus: suur pea ehk
makrotsefaalia, lihasndrkus ehk hiipotoonia, viga painduvad liigesed, kdrge suulagi, suured
korvad, etteulatuv 16ug (Cummings ja Zoghbi, 2000). Enamasti on poistel simptomid rohkem
viljendunud kui tiidrukutel. Haigus esineb sagedusega 1:1000-1:1500 poisi kohta ja 1:2000-
1:2500 tiidruku kohta. FRAXA on X-liiteline mittetdieliku penetrantsusega geenihaigus.
Puuetega (vaimse alaarenguga) on heterosiigootsed naised ja hemisiigootsed mehed. Kuna
naistel on kaks X kromosoomi, millest iiks pdhjustab haigust, avaldub haigus nendel kergemal

kujul kui meestel.

Haigust pohjustab FMR1 (Fragiilse X siindroomi mentaalse alaarengu proteiin 1) geenis CGG
trinukleotiidsete korduste arvu suurenemine. CGG trinukleotiidne kordus asetseb geeni 5°
UTR piirkonnas (Cummings ja Zoghbi, 2000). Kui normaalses geenis on 5-60 CGG kordust,
siis mutantses geenis on kordusi kuni 1000 koopiat. Liigne korduste arv FMR1 geenis
mojutab sellega kiilgnevate geenide funktsioneerimist (Prospero ja Fischbeck, 2005).
Taismutatsiooni korral on muutunud ka FMRI promootori metiilatsioonimuster, mille

tulemuseks on FMRI1 valgu ebapiisav siintees (Prospero ja Fischbeck, 2005). FRAXA-t
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pohjustav mutatsioon on metafaasi kromosoomidel tsiitoloogiliselt jilgitav, mille korral

oleksid kromosoomi otsad murdunud.

Kindlaks on tehtud, et FMR1 proteiinide puudus korreleerub kliiniliste probleemidega, mis on
seotud Oppimisega ja méaluga. FMR1 knockout hiirte puhul on tdheldatud Gpiraskuseid ning
morfoloogiliselt ebanormaalseid dendriite, sarnanedes FRAXA-t poddevate patsientide
narvirakkudega (Prospero ja Fischbeck, 2005). Ebanormaalsed neuronid knockout hiirtel
muudavad siinapside arengut ja plastilisust. Spekuleeritud on, et selle retseptorite antagonistid
vOiksid vihendada FRAXA stimptomeid, kuna need vdivad parandada neuroanatoomilisi ja

kaitumuslikke defekte (Prospero ja Fischbeck, 2005).

1.5.2.3. Fragiilse XE stindroom

Fragiilsait FRAXE paikneb X-kromosoomi pikal 6lal FRAXA-st distaalsemalt. FRAXE-
lookusega on seotud teine vaimse mahajddmuse siindroom, mille sagedus meestel on
1:50 000. Stindroomi esineb seega oluliselt harvemini kui FRAXA-t. Mdlemad haigused on
pohjustatud trinukleotiidse korduse ekspansioonist X- kromosoomi pikal 6lal (FRAXE Xq28),
vahemaaga 600 kb (Nigro jt., 2000). FRAXE siindroomile tiiiipilisi diismorfseid tunnuseid
pole ja seetdttu on seda ka raske Kkliiniliselt diagnoosida. Kuigi enamus juhtudel on
iseloomulikuks kerge vaimse arengu peetus, kditumis- ja konelemishéired ja ka Spiraskused

(Cummings ja Zoghbi, 2000).

Tegemist on trinukleotiidse CCG korduse ekspansiooniga FMR2 (Fragiilse XE siindroomi
mentaalse alaarengu proteiin 2) geenis. Normaalsel juhul esineb geenis 6-35 kordust,
tdismutatsiooni puhul aga iile 200 korduse (Nigro jt, 2000). Liigsed kordused pohjustavad
FMR?2 geeni ekspressiooni vihenemist ning vdivad viia geeni produkti kadumiseni. Samas
viib ka (CCG), amplifikatsioon ldhedalasuvate CpG saarte hiipermetiilatsioonile (Knight jt.,
1993).

1.5.2.4. Motooniline dustroofia

MD on autosomaalne dominantne haigus, mis avaldub tavaliselt keskeas, kuid esimesed
siimptomid avalduvad juba enne 20-dat eluaastat. Antud haigust iseloomustab miiotoonia,
muskulaarne diistroofia, kataraktid, hiipogonadism, frontaalne kiilaspdisus ja muutused

EKG-s e. elektrokardiogrammis (Cummings ja Zoghbi, 2000). Haiguse kulg on aeglaselt
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progresseeruv, haiged surevad tavaliselt kuuendal elukiimnendil kardiaalsete voi
respiratoorsete komplikatsioonide tottu. Haiguse esinemissagedus on erinevates Euroopa
ritkides 1,2-5 juhtu 1 000 000 inimese kohta (Prospero ja Fischbeck, 2005). On tiheldatud

haiguse raskusastme siivenemist jargnevates polvkondades ja avaldumist varasemas eas.

Haiguse molekulaarseks aluseks on 19. kromosoomis paikneva DMPK (MD proteiinkinaas)
geeni 3" UTR jérjestuses trinukleotiidsete korduste arvu suurenemine (Tan ja Lai, 2005).
Korduvaks motiiviks selles piirkonnas on CTG. Need korduvjirjestused on ebastabiilsed,
omades tendentsi pikenemisele pdlvkondade ldikes, mille tulemuseks on omakorda viga
varieeruv fenotiilip ning keeruline prognoosimine (Pizzuti jt, 1992). Kliinilise pildi raskus
korreleerub korduste arvuga: normaalsetel indiviididel on geenis 5 kuni 37 kordust, kergema
haigusvormi pohjustavad 50 kuni 80 kordust ja raskema 81 ja enam kordust (Tan ja Lai,

2005). Seega haiguse kliinilised siimptomid esinevad, kui korduste arv suureneb iile 50-ne.

1.5.2.5. Spinotserebellaarne ataksia tltp 8

Spinotserebellaarsed ataksiad on grupp neurodegradatiivseid haiguseid, mis on pdhjustatud
diinaamiliste mikrosatelliidsete korduste ekspansiooni poolt genoomis. SCAS8 on pohjustatud
CTG trinuleotiidi ekspansiooni tottu 13. kromosoomi 3’UTR regioonis (tdpsemalt 13q21),
SCAS8 geenis (Sulek jt., 2004). Antud haigusele viitavad véhenenud vibratsioonitaju ning
vidikeaju autroofia (Cummings ja Zoghbi, 2000).

Senini ei ole tdielikult kindlaks méadratud CTG trinukleotiidi korduste arvu, millest alates
esineks alati SCAS8 seoseline neurodegradatsioon. Uuringute kdigus on selgunud, et 99%
populatsioonil on CTG korduste arv vahemikus 16-37 ning juhul kui korduste arv on >110,
esineb antud haigus (Koob jt., 1999). Samas ei korreleeru suur korduste arv alati haiguse
esinemisega, viidates sellele, et moned geneetilised ja keskkonnafaktorid vdivad mojutada

haiguse avaldumist (Koob jt., 1999).

1.5.2.6. Spinotserebellaarne ataksia tttip 12

SCA12 on haruldane autosomaalne, dominantselt paranduv, neurodegeneratiivne haigus, mis

on podhjustatud CAG trinukleotiidi korduste ekspansioonist. Kordused paiknevad 5-das

kromosoomis esinevate PPP2R2B vdi PP2A-PR55f geenide 5’UTR piirkondades (Holmes jt.,

1999). PP2R2B geen kodeerib aju-spetsiifilist proteiin fosfotaas 2A (PP2A) regulatoorset
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subtihikut (Cummings ja Zoghbi, 2000). Antud juhul esinevad CAG kordused
konserveerunud promootori piirkonnas transkriptsiooni alguse ldhedal. Kuid samas ei ole
siiani otseselt ndidatud PPP2R2B transkriptsiooni hdirumist ekspansiooni tdttu. Antud haigus
on tihti vdga raskelt diagnoositav. Kdige enam levinumateks haiguse siimptomiteks on
koordinatsiooni kadu ning seosetu kone. Normaalsetel juhtudel on CAG trinukleotiidsete

korduste arv 9-28 ning haigus esineb, kui korduseid on 55-78 (Holmes jt., 2001).

1.5.3. PolUgutamiini haigused

Poliiglutamiin-haigused on eraldi neurodegeneratiivsete haiguste grupp, mis péranduvad
dominantselt ning on pohjustatud ebanormaalsest poliiglutamiini jérjestuse ekspansioonist
(Conforti jt., 2007). Erinevate haiguste puhul paiknevad kordused erinevates geenides, mille
tulemusena spetsiifilised ajurakud degenereeruvad. Samas juba poliiglutamiini liigne hulk

voib olla toksiline (Prospero ja Fischbeck, 2005).

Selliste haiguste iildisteks iseloomulikeks joonteks on:
e normaalsest pikemad trinukleotiidi CAG kordused kodeerivates jirjestustes;
e enamasti on sellised haigused neurodegeneratiivsed ning ka tdielikult avalduvad;
e seotud erinevate ajupiirkondade degeneratsiooniga;
e mutantsete valkude agregaatide teke tuumas ja tsiitoplasmas;
e enamasti avalduvad keskeas;
e dominantselt paranduvad;
o trinukleotiidi korduste arv on positiivses korrelatsioonis varasema haiguse avaldumise

ning haiguse raskusega. (Nagai jt., 2007).

Uks levinud mudeleid poliiglutamiin-haiguste patomehhanismides on nn. valgu misfolding e.
valesti pakkumine, mis tuleneb poliiglutamiin jirjestuse pikenemisest (Soto, 2003). Tavalised
rakkude degeneratsioonini viivad pohjused on kas oksiidatiivne stress, vabade radikaalide teke
vOi kahjustatud metabolism (Gardian ja Vecsei, 2004). Koik need mehhanismid esinevad
poliiglutamiin-haiguste korral, kuid iikski neist ei seleta haiguskolde spetsiifilisust (Morfini
jt., 2005). Nagu eelpool mainitud on peaaegu koigi poliiglutamiin-haiguste puhul néidatud
inklusioonkehade spetsiifiliste valguagregaatide teket nii tuumas kui tsiitoplasmas.
Valguagregaadid voivad segada raku normaalset funktsioneerimist mitmel erineval tasandil:
muutes transkriptsiooni, olles steeriliseks takistuseks erinevatele raku funktsioonidele voi

aktiveerides otseselt apoptootilisi voi ka teisi signaaliradasid rakus (Morfini jt., 2005).
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Samas on nt. Huntingtoni tove puhul néidatud, et valguagregaatides olev huntingtiin ei ole
rakule toksiline (Arraste jt., 2004). Toksiline on vabalt tsiitoplasmas ja tuumas olev mutantne
huntingtiin voi selle osad. Agregaatide teke vdib rakule olla hoopis kasulik, piiritledes
mutantse valgu paiknemist rakus (Arraste jt., 2004). Uks vdimalik patogeneesi mudel on kiire

aktsionaalse transpordi deregulatsioon ja sellest tulenev neuronaalne apoptoos (vt. joonis 7).
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Joonis 7: Skemaatiline mudel kiire aktsionaalse transpordi deregulatsiooni rollist
poliiglutamiin haiguste patogeneesis. Endogeensete ensiilimide aktivatsioon, mis mdojutab
transporti, viib neuronaalse apoptoosini. Agregaatide tekke tulemuseks voib olla raku

kaitstefuntsiooni tekkimine vOi apoptoosi aktiveeriv mdju. Teiste muutunud valkudega

seostumine vOib muuta geenitranskriptsiooni. (modifitseeritud, Morfini jt., 2005).

1.5.3.1. Huntingtoni tdbi

HD on neurodegeneratiivne letaalne haigus, mis pérandub autosoomselt ning avaldub
dominantselt. HD lokaliseeriti esmaselt RFLP (restriktsioonifragmentide pikkuse
poliimorfismi analiitis) meetodil (Das ja Vaddadi, 2004). HD esineb sagedusega umbes
1:10000, mis teeb HD-st koige enam levinud pariliku neurodegeneratiivse haiguse (Landles ja
Bates, 2004). Haiguse esimesed siimptomid avalduvad tavaliselt 30-50-nda eluaasta vahel.
Haiguse varasel arengul on haiguse progressioon kiirem, ning Idppfaas saabub 7-10 aasta

jooksul. Algselt ilmnevad patsiendil emotsionaalsed hiired (depressioon, depressiivne

34



kditumine), seejdrel motlemisteravuse higustumine, mis 16puks viivad tdieliku dementsuse

ning liikkumishdireteni (Landles ja Bates, 2004).

Haigust pohjustab mutatsioon 4. kromosoomis asuvas IT15 geenis, mis kodeerib valku
huntingtiin. Nimetatud geenis esinevad CAG kordused - normaalselt 6-35 kordust ja haigetel
36-121 kordust (Landles ja Bates, 2004). Mida suurem on korduste arv, seda varem haigus
avaldub. Mutatsiooni tagajirjel muutub valgu funktsioon. Huntingtiin seondub valkudega, mis
osalevad rakkude apoptoosis. Normaalne valk piisib tsiitoplasmas, samas kui mutantne vorm
siseneb tuuma, kaotab oma antiapoptootilise funktsiooni ja genereerib toksilisi produkte (Das
ja Vaddadi, 2004).

1.5.3.2. Spinaarne bulbaarne lihasdistroofia

SBMA-d nimetatakse ka Kennedy haiguseks. Tegemist on vdga haruldase périliku haigusega,
mille slimptomiteks on muskulaarne atroofia, lihaskrambid ning norkus (Adachi jt., 2007).

SBMA esineb meestel ning naised on tavaliselt asiimptomaatilised kandjad.

SBMA-d pdhjuseks on CAG trinukleotiidi ekspansioon AR geeni esimeses eksonis (Adachi
jt., 2007). Normaalsetel juhtudel on korduste arv 9 ja 36 vahel, mutantsust aga pohjustavad
kordused, mis jddvad vahemikku 38-62 (Fischbeck, 1997). AR geen asetseb Xq13-21 (Adachi
jt., 2007). Sarnaselt HD-le, mida suurem on korduste arv, seda varem haigus avaldub ning
enamikul juhtudel avaldub haigus 30-40 eluaastatel (Fischbeck, 1997). Uurimuste tulemused
on niidanud, et SBMA esinemissagedus on umbes 1:40 000 kohta (Fischbeck, 1997). AR
geeni ei ekspresserita mitte ainult suguorganites, vaid ka neerudes, skeletilihastes,
neerupealistes, nahas ning nirvisiisteemis, mis teeb ravivoimaluste leidmise raskeks (Adachi

it., 2007).

1.5.3.3. Spinotserebellaarne ataksia

Antud klassi kuuluvad autosoom-dominantset tiilipi spinotserebellaarsed ataksiad, mis on
kliiniliselt vdga varieeruv progresseeruvate neurodegeneratiivsete haiguste rithm, mille korral
on peamiseks iihiseks stimptomiks progresseeruv tserebellaarne ataksia (Basu jt., 2000).
Uldiselt algavad antud haigused 3. vdi 4. elukiimnendil, kuid haigus vdib alata ka lapse- voi
vanurieas (Tsai jt., 2004). Kuigi haigus algab tavaliselt tdiskasvanueas, on enamusel SCA
tiiiipidel kirjeldatud antitsipatsiooni.
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Molekulaarsel tasandil on kirjeldatud vdhemalt 20 erineva geeni seotust SCA erinevate
tiilipidega. SCA tiilipide 1, 2, 3, 6, 7 ning 17 puhul on iihiseks tunnuseks, et kdigis haigust
poOhjustavate geenide kodeerivates alades on suurenenud glutamiini kodeerivate CAG

korduste arv (Tsai jt., 2004).

1.6. CNV

Uute ja arenenumate geneetiliste uurimismeetodite viljatdotamise ja kasutuselevotuga on
samm-sammult toimunud {ileminek lookus-spetsiifilistelt uuringutelt kogu genoomi
holmavatele uuringutele. Sellega seoses on hakanud {iha enam tekkima ettekujutus CNV-de

olemusest ja nende olulisusest inimese genoomses varieeruvuses (Freedman jt. 2006).

CNV-ks nimetatakse duplitseerunud voi deleteerunud DNA segmenti (vt., joonis 8), mis on
suurem kui 1 kb ja samas viiksem kui 3 Mb, keskmine CNV-de pikkus jiéb siiski 300-460 kb
vahele (Feuk jt., 2006). Seega sarnanevad CNV-d mikrosatelliitidega, selle vahega, et kahe-
voi kolmenukleotiidsete korduste asemel on vdhemalt 1 kb pikkused jarjestused. CNV-de
puhul on oluline, et tegu oleks tandeemsete duplikatsioonidega, mis on védhemalt 1 kb

pikkused. Kuid mikrosatelliitide tekkel toimub poliimeraasi libisemine DNA ahelal.

VARIATSIOONI TUUBID

Kromosoom

w

Ciean
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oenoomist
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Insertsioon (IEN_EN__JEN - T
Inversicon (B9 BN _EX
Koopia arvu PATA| 3 '8 |
WArIALSI00n EnExey

Segmentaalng ) ) _
duplikatsioon EX KN TOEN KN T

Joonis 8: Antud joonisel on ndidatud &dra erinevad vdimalused: deletsioon, insertsioon,
inversioon, koopia-arvu variatsioon ja segmentaalne duplikatsioon. (modifitseeritud:

http://www.ghastlyfop.com).

Siiamaani on ligi 3000 (vt., joonis 9) geeni seostatud CNV-dega iile terve inimese genoomi,

samas kindlasti lisandub neid jargnevate uuringute kdigus (Kehrer-Sawatzki, 2007). CNV-de
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puhul on oluline vahet teha vanematelt pdritud ja de nevo omandatud koopia arvu
varieeruvusel (Holmes, 2006). De novo varieeruvuse juhul toimub inimese elu jooksul teatud
DNA segmendi koopia arvu muutus somaatilistes rakkudes. Esineda voib kaks voimalust: 1.)
eelpool kirjeldatud protsess toimub piirkonnas, mis ei mojuta geenide ekspressiooni ja II.)
protsessi toimub piirtkonnas, mis modjutab geenide ekspressiooni (nditeks muutub

tuumorsupressorgeeni koopia arv voi suureneb onkogeeni koopia arv) (Holmes, 2006).
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Joonis 9: Antud joonisel on ndidatud CNV-de esinemine erinevates kromosoomides. Paremal
pool sinisega on maérgitud CNV pikkus ja vasakul pool, punasega, on maérgitud
esinemissagedus. Mida pikem on punane piik, seda rohkem on antud piirkonnas CNV-sid
kirjeldatud ja vastupidi. (Redon jt., 2006). Tépsemat infot iga CNV jaoks leiab aadressilt:

http://projects.tcag.ca/variation/

1.6.1. CNV-de poolt pdhjustatud haigused

Geeni koopiaarvu muutused genoomis pohjustavad vdga suure osa koigist genoomsetest
iimberkorraldustest, pohjustades nii deletsioone kui ka duplikatsioone. Tulemuseks voib olla
geeni koopiate arvu muutumine. Antud protsessi tulemusel vOib muutuda geeni
ekspressioonitase (toimuda voib nii iile kui ka alaekspressioon). Pdhjustades haigusliku

fenotiiiibi esinemist (Kumar jt., 2005). Mitmed iisna levinud ja ohutud haigused on

37



pohjustatud erinevatest deletsioonidest erinevates geenides, néditeks Rh-negatiivne
(reesusnegatiivne) veregrupp voOi varvipimedus (Holmes, 2006). Samas on CNV-dega
seostatud erinevaid hélbeid nii nérvislisteemi arengus kui ka erinevaid psiihhiaatrilisi

haiguseid.

Viéga palju on geeni koopia arvu varieeruvuse uuringuid l&bi viidud just nirvisiisteemi
arenguga seoses ning antud valdkonna héiretega seotud patoloogiate uurimiseks. Tabelites 3-5

on dra toodud siiamaani kirjeldatud CNV-de poolt pdhjustatud haigused.

Tabel 3: Nérvisiisteemi héireid pdhjustavad genoomi iimberkorraldused ja geeni koopia arvu
variatsioonid. Tabelis kasutatud lithendite seletused: ADHD- tdhelepanu puudulikkuse ja
hiiperaktiivsuse hdire; MR- mentaalne alaareng; OCD- obsessiiv-kompulsiivhéire; EEG-
elektroentsefalograafia; PDD- pervasiivne arenguhidire; MRI- magnetresonantskuvamine;
WBS- Williams-Beureni siindroom; AS- Angelmani siindroom; PWS- Prader-Willi
stindroom; MDLS- Miliiler-Dieker Lissencephaly stindroom; SMS- Smith-Magenisi
sindroom; NF1- Neurofibromatoos; RTT- Rett siindroom; PMD- Pelizacus-Merzbacheri

haigus. (Lee ja Lupski, 2006).

Umber - Suurus
Stindroom Lookus |korraldus (MB) | Geen(id) | Stimptomid
WBS |del(7) |7ql1.23 |deletsioon 1,6 CGS, koordinatsiooni héired,
qll1.23 ELN hiiperrefleksia, drevus,
ADHD, MR
dup(7) duplikatsioon |1,6 konehiired, MR, kasvu
qll.23 taandareng
AS 15q11- |emapoolne 4 UBE3A | ataksia, autismile iseloomu-
ql3 deletsioon, likud tunnused, MR, hiiper-
isapoolne aktiivsus, kdne puudumine
disoomia (15)
PWS 15q11- |Isapoolne 4 CGS hiipotoonia, motoorsed
ql3 deletsioon, hiired, Sppimise vdimetus,
emapolne OCD, rasvumine
disoomia (15)
idic(15)|15q12, |triplikatsioon ataksia, hiipotoonia, ebanor-
15q13 maalne EEG, epilepsia,
PDD, MR, konehéired
dup(15)|15q11- | duplikatsioon hiipotoonia, MR, kdnehéired
ql3
MDLS 17q13.3 |deletsioon >1,3 CGS, siledapinnaline aju, MR,
LISI epilepsia, kramptdbi
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Tabeli 3 jarg

Umber - Suurus
Stindroom Lookus |korraldus (MB) | Geen(id) |Stimptomid
SMS 17p11.2 |deletsioon 3,7 CGS, motoorsed héired, MR,
RAIl hiipotoonia, ebanormaalne
EEG, stereotiiiipiline
kditumine
dup(17) duplikatsioon RAIl hiipotoonia, tasakaaluhéired,
pll.2 ADHD
NF1 17q11.2 |deletsioon 1,5/1,2 |CGS, neurofibroom, kesknérvi-
NF1 stisteemi kasvajad, koordi-
natsiooniméluhéired, MR,
ADHD, ebanormaalne MRI
Del(22)q11.2 |22ql1.2 |deletsioon 3 CGS, véikeaju autroofia, kdne
TBX1, puudumine, ADHD, érevus,
COMT psiihhiaatrilised hdired
Dup(22)q11.2 |22q11.2 |duplikatsioon |3-6 CGS motoorsed hdired,
agressioon/depressioon/
arevus, ADHD
Del(22)q13.3 |22q13.3 |deletsioon 0,1-9 | SHANKS3/ | hiipotoonia, hilinenud/
PROSAP |puuduv kdne, MR, autismile
iseloomulikud tunnused
RTT Xq28 deletsioon 0,15- |MECP2 |stereotiilipiline kditumine,
0,08 ataksia, autism, epilepsia,
krambid, osaline halvatus
Rett-like Xq28 duplikatsioon, |0,2-2,2 | MECP2 | hiipotoonia, krambid, MR,
stindroom triplikatsioon kone héired, stereotiitipiline
kditumine
PMD Xqg22.2 |duplikatsioon |0,4-7 PLP1 silmatomblus, ataksia,
disartia, ebanormaalne MRI
deletsioon 0,2- CNS nérvihaigus, hiipo-
0,75 refleksia, ebanormaalne MRI
Dup(X)q26.2- | Xq26.2- |dupliktsioon |7,5 CGS, silmatdmblus, kdne hiired
q27.1 q27.1 SOX3

CNV-d pohjustavad ka erinevaid neurodegeneratiivseid haiguseid. Neurodegeneratiivsete

haiguste korral toimub neuronite progresseeruv ja poordumatu kadu kindlast aju piirkonnast

ja sellega kaasnevad ndhud. Neurodegeneratiivsete haiguste etiopatogeneesis on olulised

geneetilised faktorid, keskkonna faktorid, metabolismi eripirad, vananemine ja oksiidatiivne

stress. Tabelis 4 on dra toodud siiamaani CNV-dega seostatud neurodegeneratiivsed haigused.
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Tabel 4: Neurodegeneratiivsed haigused, mis on pohjustatud CNV-de esinemisest. Tabelis
kasutatud lithendite selgitused: NCV- nérvi juhtivuskiirus; CAA- peaaju amiiloidangiopaatia;
NFT- neurofibrillaarsed kdmbud; PD- Parkinsoni t6bi; SMA- Spinaalne lihasdiistroofia;
ADLD- Leukodiistroofia; CMT1A- périlik motosensoorne neuropaatia; HNPP- hereditaarne
kompressioonineuropaatia; AD- Alzheimeri tobi. (Lee ja Lupski, 2006).

Umber- Suurus

Haigus |Lookus | korraldus (Mb) Geen Siimptomid

PD 421 duplikatsioon |0,22-0,39 |SNCA |liigutusaeglus, kangestus
triplikatsioon |1,61-2,04 varane dementsus

SMA 5q13 deletsioon, 0,006 SMNI1, |hiipotoonia, proksimaalsete lihaste
geeni SMN2 |norkus, kondimisvdimetus
konversioon

ADLD |5¢23,2 |duplikatsioon |0,17-0,34 |LMNBI | krambid, ebanormaalne MRI,
véikeaju ataksia

CMTI1A |17ql2 |duplikatsioon |u. 1,4 PMP22 | Redutseerunud monotoorne NCV,
puuduvad lihase kokkutombe
refleksid, jdsemete ja lihaste norkus

HNPP 17q12 |deletsioon u. 1,4 PMP22 |kangestus, lihaste norkus,
redutseerunud monotoorne ja
sensoorne NCV

AD 21921 |duplikatsioon |0,58-6,37 |APP CAA, NFT

Viga mitmed CNV-de poolt pdhjustatud haigused on seostatud erinevate psiihhiaatriliste
hidiretega. Viimaseid pohjustavad nii keskkonnast tulenevad faktorid kui ka geneetilised
faktorid. Hiljuti ldbi viidud assotsatsioonuuringute tulemusena on kindlaks méératud mitmed
CNV-d, mida saab otseselt seostada haigusliku fenotiiiibi tekkega (Middleton jt., 2004).

Tabelis 5 on dra toodud enimesinevad antud tiiiipi haigused.

Tabel 5: Psiihhiaatrilised haigused (Lee ja Lupski, 2006).

Lookus Umberkorraldus | Psiihhiaatriline fenotiiiip

Kromosoom 4 | UPD4 suured depressiivsuse héired

8922,1-g24,1 | duplikatsioon bipolaarsed héired, konehéired, ADHD, agressiivsus
15q14 duplikatsioon bipolaarsed hiired, hiipotoonia

15924-q26 duplikatsioon paanika ja foobia hidired
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2. PRAKTILINE OSA

Praktilise osa eesmédrgiks on luua andmebaas spermatogeneesi geenidest, mis lisaks sisaldab

infot nendes geenides asetsevate mikrosatelliitide ning CNV-de varieeruvuse kohta.

2.1. Materjal ja metoodika

2.1.1. Inimese genoomi projekt

1988. a. kiivitati USA-s HUGO (Inimese Genoomi Organisatsioon) poolt HGP (Inimese
Genoomi Projekt) projekt (Venter, 2001), mille eesmérgiks seati kaardistada ja sekveneerida
terve inimese genoom ning kirjeldada kdikide geenide funktsioonid. Projekti 16pptulemusena
loodeti lahendada périlike haiguste pohjustega seotud probleemid ning avardada nende

diagnostika ja ravimeetodeid.

Projekti konkreetsed eesmirgid:
1. maiérata kogu inimese genoomi nukleotiidne jarjestus;
2. identifitseerida kdik geenid;
3. sdilitada info andmebaasides;
4. arendada vélja andmeanaliiiisi tarkvara;
5. vastata projekti kédigus tekkivatele eetilistele, diguslikele ja sotsiaalsetele kiisimustele

(Venter, 2001).

Inimese genoomi projekt oli esialgu planeeritud 15 aasta peale, kuid seoses projekti eduka
kulgemisega 10petati see 2 aastat varem, 2003 a. Projekti kdigus sekveneeriti inimese genoom
99% tapsusega (Venter, 2001). Inimese genoomi jdrjestuse esialgne variant saadi valmis
2000. a. juunis. Esialgse variandi tegemisel sekveneeriti iga analiilisitav DNA piirkond 5
korda, tavalise 10 korra asemel. Kiimnekordsel sekveneerimisel saadakse aga
korgekvaliteedilised andmed, mis on 99.9% tépsed ning kus on lubatud vaid 1 viga 10 000

aluspaari kohta.
HUGO poolt kasutati tulemuste saamiseks klooni kaupa sekveneerimist, mis eeldab uuritava

DNA kloonide asukoha fiilisilist kaardistamist. Seega on antud juhul kasutatud meetod

rohkem aegandudev ja toomahukas. Paralleelselt HUGO konsortsiumiga 1opetas 2003. a.
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inimese genoomi sekveneerimise ka “Celera Genomics”, mis ei kasutanud aga kloonide

sekveneerimist vaid hoopis terve genoomi shotgun sekveneerimist (Venter, 2001).

2.1.2. Inimese varieeruvuse projekt

Erinevaid haigusi pOhjustavaid geeni mutatsioone ja varieeruvust kirjeldati molekulaarsel
tasemel esmakordselt 1949 a., kuid alles 1970. a. alustas Victor McKusick nimetatud
geenimutatsioonide kogumist (Cotton, 2007). Loodud on rahvusvaheline andmebaas,
tipsemalt HGMD (Inimese geeni mutatsiooni andmebaas), kuhu kogutakse kirjeldatud
mutatsioonide infot. Siiski oli slistemaatilise mutatsioonide kogumise puudumine toukeks,

mis 1994. a. viis uue, HGVS (Inimese genoomi variatsiooni selts) seltsi loomisele.

HGVS seltsi eesmargiks on soodustada geneetilisi haiguseid pohjustavate geenimutatsioonide
ja —variatsioonide siistemaatilist kogumist (Cotton, 2007). Lisaks on sama selts initsieerinud
HVP (Inimese varieeruvuse projekt) projekti (Cotton, 2007), mille eesmirgiks on inimese
geneetilise varieeruvuse andmete siistemaatiline kogumine. Alustatud projekti missiooniks on

parandada moistmist erinevatest haigustest ning nende geneetilistest tekkemehhanismidest.

Projekti peamisteks eesmérkideks on:
1. kirjeldada ja arhiveerida k&ik inimese geeni mutatsioonidest ja variatsioonidest
tulenevad haigused;
2. vilja tootada standardiseeritud siisteem geeni mutatsioonide/variatsioonide
nomenklatuuri loomiseks;
3. tootada vidlja adekvaatne siisteem, mis tagab vdimaluse andmebaasist eraldada
lookus-, rahvus- ning haigusspetsiifilisi geeni mutatsioone/variatsioone;
pidevalt arendada ja tdiustada spetsiifilist tarkvara;
ithendada keskused, mis kasutavad andmeid ja produtseerivad vastavaid andmeid;
luua tugisiisteem uurimislaboritele;

vilja tootada eetilised andmebaasi kasutamise standardid;

e

toetada ja teostada uurimistdid (Cotton, 2007).
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2.1.3. Geenide valiku kriteeriumid

Antud t66 eesmirgiks on spermatogeneesis oluliste geenide andmebaasi loomine, baseerudes
kirjanduse tilevaatele. Andmebaasi kuuluvad:

1. geenid, mis on vajalikud testiste formuleerumiseks, kasutades cDNA uuringuid, milles
vorreldi inimese loote ning tdiskasvanud meeste testiste geeniekspressiooni.
Uuringusse voeti geenid, mida ekspresseeriti loote testistes, kuid ei ekspresseeritud
tiiskasvanud meeste testistes (Sha jt. 2002);

2. geenid, mis on vajalikud spermatogeneesiks, kasutades cDNA wuuringuid, milles

vorreldi geeniekspressiooni viljakate ja viljatute meeste testistes (Fox jt., 2003).

2.2. Tulemused ja arutelu

2.2.1. Mikrosatelliitide asukohad meie poolt vaadeldud geenides

Vaatluse alla voetud artiklites olid dra toodud vaid GenBank andmebaasi kood ja geeni nimi
(vt. Lisa 1, kokku 724 geeni). Seetottu tuli juurde otsida geeni koodid andmetdotluseks.
Selleks laeti alla andmed Hs.seq.all aadressilt

ftp://ftp.ncbi.nih.gov/repository/UniGene/Homo_sapiens/Hs.seq.all.gz (vt. Lisa 2), mis

sisaldavad fasta formaadis koiki inimese spetsiifilisi geenijérjestusi. Iga jdrjestuse péises oli
kirjas GenBank assession number ja UniGene kood. Andmetodtluse tulemusena saadi
UniGene kood, mida léks vaja geeni asukoha lokaliseerimiseks genoomis tabeli unigene 3.txt
pohjal, mis paikneb aadressil

ftp://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/hg18/database/unigene_3.txt.gz (vt. Lisa 3).

Kuna unigene 3.txt sisaldas kiill infot geeni alguse, 10pu ja eksonite kohta, kuid ei sisaldanud
infot transleeritava ala kohta, siis vordlesime viimast tabelit tabeli refGene.txt-ga, mis paikneb

aadressil ftp://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/hgl8/database/refGene.txt (vt. Lisa 4).

Vordlus toimus esmalt automaatselt. Juhul kui automaatsele vastet ei leidunud (30%
juhtudel), siis vorreldi manuaalselt geeni alguse ja 16pu koordinaate. Manuaalse t66 tingis
fakt, et unigene 3.txt ja refGene.txt tabelis on erinevusi geeni alguse koordinaatide ja eksonite
(enamalt jaolt mitte transleeritavas osas) asukoha osas. Nende kolme tabeli andmete pdhjal
formuleeriti koontabel vajaliku informatsiooniga, sisaldades nii geeni koodi, asukohta kui ka

alguse ja 10pu koordinaate (vt. Lisa 5).
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Meeste viljatusega seotud geenides ja nende ldhiiimbruses asetsevad tandeemsed
kordusjarjestused otsiti inimese kromosoomidest (vt. Lisa 6) iiles Perlis kirjutatud programmi
abil (vt. Lisa 7). Programm leiab iiles koik 2-30 bp tandeemsed kordused nende asukoha jérgi
uuritava geeni suhtes:

e 60000 bp - 300 bp enne mRNA-d;

e 299 bp - 50 bp enne mRNA-d;

e 49 bp - 0 bp enne mRNA-d;

e mRNA sees, enne ATG signaali;

e intronis, mis asub enne ATG signaali;

e cksonis;

e intronis peale ATG signaali;

e cksonis peale stoppkoodonit;

e intronis peale stoppkoodonit;

e 60000 bp peale mRNA-d.

Programmi tulemusel leiti uuritavatest geenidest kokku 85043 mikrosatelliiti (vt. Lisa 8).
Andmehulga vihendamiseks seadsime kriteeriumiteks, et motiivi pikkus peab olema kolm
(trinukleotiidsed kordused) ning korduseid peaks olema védhemalt > 10 (vt. Lisa 9).
Kitsenduste tulemusel saadud andmete (kokku 56128 kirjet) pohjal formuliseeriti Exceli pivot

tabel (vt. Lisa 10). Olulisemad kokkuvotted on dra toodud tabelites 6 ja 7.

Tabel 6: Antud tabelis on vilja toodud, kitsenduste tulemusel saadud andmetest,

mikrosatelliidi iseloom ning palju neid oli.

Iseloom Arv Iseloom Arv
60000 18312 | | promootor500 137
-60000 19536 | |utr3 ekson 232
ekson 269 utr3 intron 139
ekson to intron 1 utr5 ekson 134
intron 15199 |utr5S ekson to intron |3
intron to ekson 1 utr5 intron 2136
promootor 19 utrS intron to ekson| 1
promootor mRNA |2 teadmata 7
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Tabel 7: Antud tabelis on vilja toodud uuritavatest piirkondadest leitud kolmesed motiivid,
mille korduste arv oli vdhemlat {ile 10 ning nende arvukus uuritavates geenides. Kdige
olulisemaks korduvaks motiiviks voib pidada CAG, mis kodeerib glutamiini, mis liigses

hulgas on toksiline.

Motiiv | Arv Motiiv | Arv Motiiv | Arv Motiiv | Arv
AAA 20252 CAC 260 GAG 271 TAG 33
AAC 484 CAG 162 GAT 128 TAT 393
AAG 243 CAT 100 GCA 133 TCA 83
AAT 707 CCA 183 GCC 122 TCC 346
ACA 99 CCC 155 GCG 91 TCG 1
ACC 127 CCG 67 GCT 165 TCT 143
ACG 2 CCT 416 GGA 380 TGA 107
ACT 18 CGA 5 GGC 146 TGC 142
AGA 120 CGC 73 GGG 125 TGG 209
AGC 151 CGG 93 GGT 148 TGT 126
AGG 371 CGT 5 GTA 33 TTA 599
AGT 24 CTA 36 GTC 2 TTC 248
ATA 385 CTC 294 GTG 173 TTG 729
ATC 93 CTG 211 GTT 623 TTT 22641
ATG 136 CTT 240 NNN 6

ATT 803 GAA 271 TAA 581

CAA 587 GAC 2 TAC 26

2.2.2. CNV-de alad meie poolt vaadeldud geenides

CNV-de analiiiisiks vordlesime juba genereeritud geenide tabelit (vt. Lisa 5) ja CNV tabelit
variation.hg18.txt (vt. Lisa 11), kasutades samuti Perlis kirjutatud programmi (vt. Lisa 12).
Tulemusena formuleeriti andmestik, mis sisaldas informatsiooni CNV-de paiknemise kohta
(vt. Lisa 13). Tabelis on dra toodud CNV-d sisaldava geeni GenBan-ki kood ning inglise
keelne nimi, kromosoomi number ja allikas. Mitmed CNV-d on vélja toodud mitmes erinevad

artiklis ja seetdttu esinevad andmestikus mitmes korduses.

Kokku tuli 105 vastet 68-1t erinevalt geenilt. Vastetest olid 7 seostatud inversiooni

piirkonnaga ja 99 koopiaarvu varieeruvusega.
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2.2.3. Arutelu

Mikrosatelliitide korral on méddrava tdhtsusega selle paiknemise asukoht, korduste arv ja
kordusmotiiv. Paiknemise kohapealt on huvipakkuvamateks mikrosatelliitideks need, mis
paiknevad néiteks eksonites. Pohjustades sellega néditeks mdne valgu esinemise vdhenemise
v0i hoopis puudumise organismis. Nditeks CAG korduste puhul osutub poliiglutamiini liigne
hulk toksiliseks (Prospero ja Fischbeck, 2005). Viimase arvatavaks pohjuseks peetakse
poluglutamiini rohkusest tulenevat valgu konformatsiooni muutust. Korduvatest motiividest
voib huvipakkuvamaks pidada neid triplette, mis kodeerivad monda aminohapet. Mida pikem

on kordus, seda suurem on tdendosus, et hdirub organismile omane tasakaal.

Antud t60s tdheldati, et kdigist valiku alla sattunud kordustest 1,7% (promootori ja eksoni
alad) pakuvad edaspidiseks analiilisiks suurt huvi. Vastavate kordustega vahetult piirnevate
alade vordlemine trace andmebaasiga (sekveneerimise andmebaas, milles hetkel on iile 100
miljoni, keskmiselt 1000 aluspaari pikkust, jirjestust) peaks vilja tooma need kordused, mis

on inimese evolutsiooni kdigus muutunud poliimorfseks.

CNV-de puhul on samuti kaks varianti:

1. koopiaarvu muutused on toimunud piirkonnas, mis ei mdjuta mingit geeni
ekspressiooni. Samas aga eksisteerib voimalus, et somaatilise raku jagunemise kdigus
deleteerub mingi konkreetne tuumorsupressorgeen vOi  mittechomoloogilise
rekombinatsiooni kéigus tekib hiibriidvalk, mis osutub onkogeeniks. Tulemuseks vdib
olla kasvaja teke;

2. geeni koopiaarvu muutused genoomis pdhjustavad véiga suure osa kogu genoomsetest
iimberkorraldustest, pohjustades nii deletsioone kui ka duplikatsioone. Need omakorda
voivad pohjustada muutusi geeni koopiaarvus. Erinev geeni koopiaarv muudab geeni
ekspressioonitaset (toimuda voib nii iile kui ka alaekspressioon) ning vdib pdhjustada

haigusliku fenotiiiibi esinemise antud muutust omaval inimesel.

Kéesolevas to0s leiti, et valitud geenidest 10% asuvad kas siis osaliselt vdi tervikuna
regioonides, mis on kirjeldatud, kui muutuva koopiaarvuga regioone. Huvitavaim neist on
geen Dihydrofolate reductase geen, mis on seotud enneaegse siinnitusega ja laste

arenguanomaaliatega ning mojutab folaadi ainevahetust.
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KOKKUVOTE

Erinevate uuringute kdigus on vilja selgitatud, et inimestevaheline DNA langeb kokku 99,9 %
ulatuses. Seega ainult 0,1 % genoomist paneb aluse inimestevahelisele geneetilisele
varieeruvusele. Kdesolevas t60s voeti vaatluse alla mikrosatelliitide ja CNV-de pdhjustatud

varieeruvus mehe viljakusega seotud geenides.

To6 eesmérgiks oli luua mehe fertiilsusgeenide andmebaas, milles sisaldub ka informatsioon
nendes geenides ja geeniga piirnevates alades esinevate mikrosatelliitide ja CNV-de kohta.
Selle paremaks modistmiseks on teoreetilises osas antud iilevaade spermatogeneesi toimumise

protsessidest, mikrosatelliitidest ja CNV-dest ning nendega kaasnevatest haigustest.

Andmebaasi koostamiseks kasutati andmeid, mis saadi eelnevalt publitseeritud andmetest
(Sha jt. 2002; Fox jt., 2003). Esimeses olid kirjeldatud geenid, mis on vajalikud testiste
formuleerumiseks. Selleks kasutati uuringuid, milles vorreldi inimese loote ning tdiskasvanud
meeste testiste geeniekspressiooni. Tulemuseks saadi geenid, mida ekspresseeritakse loote
testistes, kuid ei ekspresseerita ldkiskasvanud meeste testistes. Ning teises olid dra toodud
geenid, mis on vajalikud spermatogeneesiks. Selleks kasutati cDNA uuringuid, milles vorreldi
tdiskasvanud viljakate ning viljatute meeste testiste geeniekspressiooni. Tulemuseks saadi
geenid mida ekspresseeritakse viljakate meeste testistes, kuid ei ekspresseerita viljatute
meeste testistes. TOO kdigus teostati meeste viljatusega seotud geenide bioinformaatiline

eelanaliiis.

Kéesoleva to6 tulemusena formuleerisime kaks andmebaasi, kus ithes on édra toodud
vaadeldud piirkondades paiknevad CNV-d ja teises nendes samades piirkondades paiknevad
mikrosatelliidid, kusjuures mikrosatelliitide puhul seati kitsenduseks, et motiivi pikkus peab

olema kolm ning korduseid vihemalt iile kiimne.

T66 tulemused aitavad paremini planeerida edasisi uuringuid viljatuse pdOhjuste
viljaselgitamisel meestel. Kindlasti tuleb tulevikus meie toogrupi poolt antud andmebaasi
tdiendad ja teostada praktilist kontrolli. Kéesoleva t66 tulemused on aluseks edaspidistele

praktilistele uuringutele spermatogeneesi geenide osas viljatute ja viljakate meeste vahel.
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Searching for the male infertility genetic markers

Signe Kalamees
SUMMARY

Different research has shown the coincidence of human DNA in 99.9%. So the genetic
variation of people comes from the single 0,1 % of the genome. The present work is a survey

of variation of man fertility genes caused by microsatellites and CNV.

The goal of the research is to create database of man fertility genes with an information about
microsatellites and CNV in genes and areas surrounding them. For better understanding is

given a review of spermatogenesis process, microsatellites and CNV and diseases involved.

Data used for composing database is based on previously published information (Sha jt.
2002; Fox jt., 2003). The first one describes genes necessary for formulation of testicle.
Taking advantage of research on gene expression (genes expressed in embryo testis but do
not express in mature men testicle) comparison of human embryo and mature men testicle. In
second one genes necessary for spermatogenesis. DNA research on comparison of mature
fertile and infertile men gene expression of testicle. Bioinformational pre-analysis of men

infertility was done in the course of paper.

The result was formulation of two databases. One of CNV surveyed in different areas.
Another one micro satellites of the same areas. In microsatellites the restriction of motive

length of three and at least ten repetitions was set.

The result will help better plan the further research on finding out reasons of men infertility.
In future it is necessary to complement the database composed by our work group and check
it practically. The results of this data will be the ground for practical studies of

spermatogenesis genes between infertile and fertile men.
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ftp://ftp.ensembl.org/pub/current_homo_sapiens/data/fasta/dna/

Meditsiiniline sGnaraamat: http://medical-dictionary.thefreedictionary.com

54



LISAD

Lisa 1: Algne geenide nimistu

Antud andmestikus on dra toodud eelnevalt avaldatud uurimustest valitud uuritavate geenide

nimekiri GeneBank koodi ja geeni ingliskeelse nimega.

Lisa 2: Kdik inimese spetsiifiliste geenide jarjestused

Fasta formaadis koik inimese spetsiifiliste geenide jarjestused.

Lisa 3: Inimese spetsiifiliste geenide alguse, 18pu ja eksonite koordinaadid

Sisaldab informatsiooni inimese spetsiifiliste geenide alguse, 10pu ja eksonite kohta.

Lisa 4: Inimese spetsiifiliste geenide transleeritavate alade koordinaadid

Sisaldab informatsiooni inimese spetsiifiliste geenide transleeritavate alade kohta.

Lisa 5: Uuritavate geenide nimekiri koos tdiendava informatsiooniga

Koondtabel, mis sisaldab informatsiooni uuritavate geenide koodi, asukoha kui ka geeni

alguse ja 16pu koordinaatide kohta.

Lisa 6: Inimese spetsiifiliste kromosoomide jarjestused

Antud lisas on éra toodud koikide inimese spetsiifiliste kromosoomide jarjestused eraldi

failidena.

Lisa 7: Perli programm mikrosatelliitide leidmiseks

Perlis kirjutatud programm, mis leiab iiles kdik 2-30 bp tandeemsed kordused nende asukoha

jérgi uuritava geeni suhtes.

Lisa 8: Leitud mikrosatelliitide andmestik

Koondtabel uuritavatest geenidest leitud mikrosatelliitide kohta.

Lisa 9: Valitud mikrosatelliitide andmestik

Kitsendatud koondtabel uuritavatest geenidest leitud mikrosatelliitide kohta.

Lisa 10: Pivot tabel valitud mikrosatelliitide kohta

Exceli pivot tabel uuritud geenides leitud mikrosatelliitide kohta.

Lisa 11: Inimese spetsiifiliste CNV-de nimekiri

Koondtabel seni kirjeldatud inimese spetsiifiliste CNV-de kohta.
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Lisa 12: Perli programm CNV-de leidmiseks

Perlis kirjutatud programm, mis leiab iiles CNV-d meid huvitavates geenides.

Lisa 13: Leitud CNV-de andmestik
Koondtabel, mis sisaldab informatsiooni CNV-de paiknemise kohta meid huvitavates

geenides.

Lisad on &ra toodud t66ga kaasas oleval DVD-I.
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