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Naiste viljakusega seotud tunnuste geneetilised korrelatsioonid

Liihikokkuvéte: Naiste reproduktiivne eluiga viltab enamasti aastakiimneid, seda ilmestavad
mitmed muutused, mille tulemusena naiste viljakuse hetkeseis muutub. Kéesolevas t66s leiti
erinevate naiste viljakust peegeldavate tunnustega seotud geneetilised variandid geenides,
millele on omane kdrge ekspressioon testistes ja naiste reproduktiivtraktis. Uhtlasi on
mitmetel leitud geenidel kdrge ekspressioon kesknérvisiisteemis, millest tulenevalt on alust
arvata, et need mdjutavad reproduktiivkditumist. Antud magistritoo raames ei leitud erinevate
naiste viljakusega seotud tunnuste vahel jagatud geneetilist tausta, kuid neid vdivad siduda
t00s késitlemata tunnused. Naiste viljakust peegeldavad tunnused omavad seost mitmete
tunnustega epidemioloogilisel tasandil, kd&ige sagedamini on kirjeldatud seost
kehamassiindeksiga. Magistritods leiti, et kehamassiindeks on geneetilises korrelatsioonis nii
vanusega menarhe ajal kui ka vanusega esimese raseduse ajal, mille vdimalikud {ihised

bioloogilised komponendid on leptiini ja insuliiniga seotud geenirajad.

Mirksonad: naiste viljakus, GWAS, geneetilised korrelatsioonid

CERCS: B110 Bioinformaatika, meditsiiniinformaatika, biomatemaatika, biomeetrika

Genetic correlations of traits associated with female fertility

Abstract: Duration of female reproductive lifespan is in most cases decades. It is
characterized by several changes that affect female fertility. In this study, genetic variants
associated with differents traits depicting female fertility were found, several of them were in
genes that have high expression in testis and female reproductive tract. Several genes also
have high expression in central nervous system. Thus, they could influence reproductive
behavior. In this study, different traits depicting female fertility do not share genetic
background, but they could be genetically binded by traits that were not included in master
thesis. Traits depicting female fertility have been associated with different traits on
epidemiological level, most frequently with body mass index. In this thesis, genetic
correlations between age at menarche and body mass index and also between age at first
pregnancy and body mass index were found. Candidates for shared biological component

between female reproductive health and body mass index could be leptin and insulin.
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Kasutatud liihendid ja moéisted

CR ingl call rate, edukalt genotiipiseeritud markerite protsentuaalne osakaal

EAF ingl effect allele frequency, efektialleeli sagedus

EGG ingl Early Growth Genetics Consortium, Varajase Kasvu Geneetika Konsortsium
FSH folliikuleid stimuleeriv hormoon

GIANT ingl Genetic Investigation of Anthropometric Traits, Antropomeetriliste Tunnuste
Geneetilise Uurimise konsortsium

GLGC ingl Global Lipids Genetics Consortium, Globaalne Lipiidide Geneetika Konsortsium

GnRH ingl gonadotropin-releasing hormone, gonadotropiine vabastav hormoon

GRCh37 ingl Genome Reference Consortium GRCh37, inimese referentsgenoom GRCh37

GWAS ingl genome-wide association study, iilegenoomne assotsiatsiooniuuring

h? paritavuskoefitsient

hAMSC ingl human adipose tissue-derived mesenchymal stem cells, inimese adipotsiiiitide
mesenhiimaalsed tiivirakud

HDL ingl high-density lipoprotein, kdrge tihedusega lipoproteiin

HWE ingl Hardy-Weinberg equilibrium, Hardy-Weinbergi tasakaalustatus

HPO ingl hypothalamic-pituitary-ovarian axis, hiipotaalamuse-ajuripatsi-munasarjade telg
IBD ingl identity by descent, péritolust tulenev identse DNA osakaal genoomis

IBS ingl identity by state, sugulusest tulenev iihiste alleelide osakaal genoomis
KMI kehamassiindeks

LD ingl linkage disequilibrium, aheldatuse tasakaalutus

LDL ingl low-density lipoprotein, madala tihedusega lipoproteiin

LH luteiniseeriv hormoon

MAF ingl minor allele frequency, harvema alleeli sagedus

Mb ingl mega base pairs, miljon aluspaari

MCP-1 ingl monocyte chemoattractant protein-1, monotsiiiitide kemoatraktandi valk 1
NA ingl not available, puuduv vidrtus

PCOS  ingl polycystic ovary syndrome, poliitsiistiliste munasarjade siindroom

Iy geneetiline korrelatsioon

REML ingl restricted maximum likelihood, piiratud suurima tdepéra meetod

SNP ingl single nucleotide polymorphism, ihenukleotiidne poliimorfism
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corpus luteum lad kollaskeha
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Sissejuhatus

Naiste enamasti aastakiimneid véltav reproduktiivne iga on piiritletud kahe siindmusega —
menarhe ja menopausiga. Senised naiste reproduktiivtervist kdsitlevad uuringud on peamiselt
keskendunud sellesse ajavahemikku jadvatele patoloogilistele seisunditele ning normaalse
reproduktiivtervise kontekstis on eelkdige uuritud menarhe ja menopausi geneetikat, mis on
olemuselt iileminekuperioodid. Reproduktiivkditumist mdjutavad eelkodige sotsiaalsed tegurid,
mille seast on kd&ige olulisemal kohal indiviidi personaalsed valikud: kas ja millal luua
perekond. Selle taustal on oma koht ka geneetikal ja sellega kaasnevatel bioloogilistel
protsessidel, mis méadravad reproduktiivse perioodi pikkuse ja edukuse. Sellest tulenevalt on
oluline selgitada, mis pohjustab reproduktiivsete tunnuste varieeruvust normaalses vahemikus
indiviiditi ning kuidas see on seotud reproduktiivse edukusega. Ulegenoomsete
assotsiatsiooniuuringutega on voimalik leida tunnustega seotud uusi bioloogilisi radu. Leitud
geenid on iihtlasi potentsiaalsed sihtmérgid biomarkeritele, mille abil on vdimalik hinnata
naise viljakuse seisundit konkreetsel ajahetkel, ldahtuvalt geneetilisest ja bioloogilisest
vaatenurgast. Geneetilise iihisosa leidmine vdimaldab hinnata, kas erinevatel naiste
viljakusega seotud tunnustel on jagatud geneetikast nii omavahel kui ka epidemioloogilisel
tasandil seotud tunnustega, nditeks kehamassiindeksiga. Sellest tulenevalt on vdimalik leida

tihist bioloogilist komponenti.

Kiesoleva t606 tiheks eesmirgiks oli leida geneetilisi variante, mis on seotud erinevate naiste
viljakust peegeldavate tunnustega, kasutades selleks iilegenoomseid assotsiatsiooniuuringuid.
T66 teiseks eesmérgiks oli hinnata naiste viljakusega seotud tunnuste omavahelist jagatud
geneetikat ja vaadelda korrelatsioone epidemioloogilisel tasandil seotud tunnustega, leidmaks
voimalikku iihist bioloogilist komponenti. Tunnuste vahelise geneetilise korrelatsiooni
leidmisel kasutati LD skoori regressiooni meetodit. Antud magistritod raames lébiviidud

uuringud olid pilootprojektiks edasistele naiste reproduktiivtervist késitlevale projektidele.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1. Menarhe

Naiste reproduktiivse eluea algust margib esimene menstruatsioon ehk menarhe. Arenenud
maades toimub tiidruku esimene menstruatsioon keskmiselt 12.—13. eluaastal (Whincup et al.,
2001; Anderson et al., 2003). Eestis toimub tiidruku esimene menstruatsioon 2014. aasta
seisuga keskmiselt vanuses 13,1 aastat (Lippus et al., 2015). Lisaks indiviididevahelisele
varieeruvusele mojutab menarhet nii geograafiline asukoht kui ka etniline kuuluvus (WHO,
1986; Morabia & Costanza, 1998), nii saabub ekvaatori ldhedal elavatel tiidrukutel menarhe
varem kui suurematel laiuskraadidel elavatel tiidrukutel (Dossus et al., 2013). Ameerika
Uhendriikides lidbiviidud uuringus leiti, et Euroopa piritolu tiidrukutel saabub menarhe
keskmiselt mitmeid kuid hiljem kui Mehhiko ja Aafrika péritolu tiidrukutel (Chumlea et al.,
2003). Jaapani uuringus leiti, et naiste keskmine vanus menarhe ajal on 50 aasta viltel
muutunud 1,6 aastat varasemaks (Hosokawa et al., 2012). Selline trend on omane ka Eestile -
kui 2004. aastal oli keskmine vanus menarhe ajal 13,2 aastat (Part et al., 2007), siis juba 2014,

aastal oli keskmine vanus menarhe ajal 13,1 aastat (Lippus et al., 2015).

Frisch ja Revelle sonastasid 1971. aastal esmakordselt , kriitilise kehakaalu hiipoteesi, mille
kohaselt naised jouavad reproduktiivsesse eluikka alles teatud kehakaalu (47 kg)
saavutamisel. Naistel, kes on kriitilise kaalu saavutanud, kiireneb samuti ainevahetus, mis
omakorda pdhjustab munasarjade ja emaka kiipsemist ja sellest tulenevalt ka menarhet (Frisch
& Revelle, 1971). Menstruatsiooni toimumiseks peab tiidrukutel keharasva olema vdhemalt
17% ning menstruatsiooni piisimiseks ja regulaarseks muutumiseks peab keharasva olema
22% (Baker, 1985).

Menarhe ajastust mgjutab nii naise pikkus kui ka kehamass, mis mdlemad on omakorda
tugeva geneetilise taustaga tunnused (Wood et al., 2014; Locke et al., 2015). Uhtlasi sdltuvad
molemad tunnused toitumisest, seega sOltub menarhe ajastus nii geneetilistest kui ka
keskkonnafaktoritest ning arvatavasti ka nende omavahelistest interaktsioonidest. Hetkel pole
tiheselt selge, kas suurenev kehamassiindeks (KMI) on varasema menarhe pohjuseks voi
varajane sugulise kiipsuse saavutamine pShjustab keharasva hulga suurenemist ja keharasva
jaotumist. Laste rasvumuse epideemia, mis algas 20. sajandi 1dpul’, vdib mdjutada tiidrukutel
puberteedi nihkumist varasemaks. Varane puberteet on positiivses seoses tdiskasvanuea
rasvumusseisunditega ja selle metaboolsete tagajargedega edasises elus, kui on arvestatud

lapseea kehamassiindeksit (Ng et al., 2014). Selle pohjuseks voib olla lapseea

! http://www.who.int/end-childhood-obesity/facts/en/
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kehamassiindeksi ning tdiskasvanuea kehamassiindeksi tugev geneetiline korrelatsioon (Felix
et al., 2016). Varane menarhe on seotud erinevate haigusseisunditega, niiteks suurenenud
riskiga Il tiiipi diabeedile, mitmetele hormoontundlikele vihkkasvajatele ja kardio-
metaboolsetele haigustele (Osuch et al., 2010; Li et al., 2007; Prentice & Viner, 2013). He jt
uuringus leiti, et {ihe aasta vorra hilisem menarhe vdhendab II tiiiipi diabeedi riski 10% (He et
al., 2010). Lisaks on varane menarhe oluline riskifaktor depressioonile (Kaltiala-Heino et al.,
2003) ja toitumishairetele (Kaltiala-Heino et al., 2001).

Ka siinnieelne kehaline areng voib mdjutada menarhe ajastust. Stinnikaalu ja menarhe seosest
on raporteeritud vastuolulisi tulemusi: nii leiti Uhendkuningriigis ldbiviidud uuringus, et
védiksema siinnikaaluga naistel toimus menarhe oluliselt varem (Morris et al., 2010), kuid
Ameerika Uhendriikides libiviidud uuringus ilmnes vastupidine seos, kus suurema
stinnikaaluga naised saavutasid varem sugukiipsuse (Wang et al., 2012). Lisaks voib
siinnikaalu ja menarhe seoses rolli midngida ka pikkus silindides. Tiidrukutel, keda siinnil
kirjeldati pikkade ja saledatena (> 49 cm, < 3 kg), toimus menarhe ligikaudu 6 kuud varem

kui tiidrukutel, keda siinnil kirjeldati lithikeste ja kergetena (< 49 cm, < 3 kg)(Adair, 2001).

Enamik menarhe péaritavuse hinnanguid tuginevad kaksikute uuringutele. Hollandis 1dbiviidud
uuringu kohaselt on individuaalsed erinevused menarhe ajastuses suuresti périlikud,
sealhulgas kirjeldavad aditiivsed geneetilised faktorid tunnuse varieeruvust viahemalt 70%
ulatuses. Lisaks voib 1,5% ulatuses menarhe ea varieeruvuse pdhjuseks olla genotiiiibi-
keskkonna vahelised interaktsioonid, mille korral tiidrukutel, kellel on geneetilised eeldused
hiliseks menarheks, omavad keskkondlikud faktorid suuremat mdju menarhe ea kujunemisele

(van den Berg & Boomsma, 2007).

Menarhe on kompleksne geneetiline tunnus, mille uurimiseks on 1dbi viidud mitmeid
tilegenoomseid assotsiatsiooniuuringuid (genome-wide association study — GWAS) ning
samuti paljusid kohorte hdolmavaid iilegenoomsete assotsiatsioonianaliiiiside meta-analiiiise.
Kuivord menarhe ja pikkus on omavahel epidemioloogiliselt seotud, ilmnes ka
ilegenoomsetest uuringutest, et pikkusega seotud geneetilised variandid mojutavad samuti
menarhe geneetikat. Esimesed GWAS uuringud tuvastasid assotsiatsiooni signaali 6qg21
lookuses LIN28B ldhedal ja intergeenses piirkonnas 9931.3 lookuses (He et al., 2009). Kokku
on GWAS uuringutes leitud iile 100 menarhe vanusega seotud lookuse ja signaali, mis
seletavad ainult 3,6-6,1% menarhe ajastuse varieeruvusest (Elks et al., 2010). Populatsiooni
tasemel on GWAS-i sagedaste geneetiliste variantide puhul leitud, et {ksiku variandi

efektisuurus menarhe ajastusele varieerub vahemikus umbes 2 nidalat kuni 5 nédalat (Perry et
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al., 2014). Koige enam senistest leidudest mdjutavad menarhe ajastust populatsioonis
madalama sagedusega esinevad geneetilised variandid ALMS1 geenis, mille tulemusena
likkub menarhe umbes 3 kuud edasi (Lunetta et al., 2015). Leitud geneetilised lookused on
seotud mitmete bioloogiliste protsessidega, nditeks energia homdostaas, geenivaigistus ja
hiipotaalamuse-ajuripatsi-munasarjade (hypothalamic-pituitary-ovarian axis — HPO) telje

regulatsioon (Perry et al., 2014)(Joonis 1).

Tulenevalt menarhe ja KMI epidemioloogilisest korrelatsioonist on otsitud ka nende tunnuste
geneetilist tihisosa. Peaaegu koik KMI-d suurendavad GWAS leiud mojutavad ka menarhe
ajastust (Perry et al., 2014; Speliotes et al., 2010). Seda toetab ka Bulik-Sullivan jt uuringu
leid, mille kohaselt menarhe aeg omab kdige enam geneetilist iihisosa erinevate
antropomeetriliste tunnustega (Bulik-Sullivan et al., 2015). HPO telg reguleerib munasarjade
poolt sekreteerivate suguhormoonide tootmist ning mitmed monogeensed reproduktiivhdired
tulenevad normaalse HPO telje regulatsiooni hdirumisest. Sellest tulenevalt esineb iilekatet
menarhe ajastust mojutavate geneetiliste variantide ning monogeenseid reproduktiivhéireid
pohjustavate geneetiliste piirkondade vahel. Menarhe ajastust mojutavad geneetilised
variandid paiknevad mitmetes steroidhormoonide retseptorvalke kodeerivates geenides,
sealhulgas Gstrogeeni, progesterooni ning kilpnddrme hormoonide retseptorites (Perry et al.,

2014).

Hiipotaalamus
'/—GnRH sekretsioon P A Energia homdostaas ja kas\x

Retinoidhappe signaal GnRH pulsatsiooni FTO LIN28B
GABA:-1I signaal algataja SECIGB  SIXE
Histoonide demetiilaasid TMEM18 CENPW-NCOA7
MAGEL2-MKRN3 NEGR1 LEKR1

TNNIZK DIKI

Ajuripatsi

juripatsi i [ GNPDA2
Ajuripatsi areng ja funktsioon EET T oneD
TACR32 TENM2 ot
FR53 LGR4 g

Ostradiool e
FSH Inhibiin & LEPR
&@ Aktiviin & /

Perifeerne tagasisidestus

TBX6  POUIFI
\

Hormoonide siintees ja
bioaktiivsus
PCSK1 ESR1

LH®

PCSK2 VDR g:f,q
STARD4 THRB
NR3A2 PGR Munasari

RXRG

Joonis 1. Menarhega seostatud geenide vodimalikud rollid hiipotaalamuse-ajuripatsi-
munasarjade teljel ja teised voimalikud menarhet mdjutavad bioloogilised
mehhanismid. Gonadotropiine vabastav hormoon (gonadotropin-releasing hormone -
GnRH). (Perry et al., 2014, kohandatud).



1.2. Menstruaaltsiikli iseloomustus

Naiste normaalset reproduktiivset eluiga ilmestavad igakuised riitmilised muutused nii
hormoonide sekretsioonis kui ka neile vastavad fiisioloogilised muutused munasarjades ja
teistes suguorganites (Joonis 2). Hiipotaalamuses toodetakse GnRH, mille mdjul ajuripatsi
gonadotroopsed rakud sekreteerivad luteiniseerivat hormooni (LH) ja folliikuleid
stimuleerivat hormooni (FSH) kindla pulsatsiooniga. FSH on ajuripatsi hormoon, mis
stimuleerib ootsiilite sisaldavate munasarjafolliiklite kiipsemist. Munasari reageerib FSH ja
LH taseme muutustele tsiiklilisel viisil. Iga tsiikkel kestab ligikaudu 28 pdeva ning see on
jagatud kaheks ligikaudu 14-paevaseks faasiks. Follikulaarfaas algab tsiikli esimesel paeval,
milleks loetakse menstruatsiooni esimest pdeva. Follikulaarfaasis toimub folliikulite
kasvamine ning suureneb Ostradiooli sekretsioon. Munasarja follikulaarfaasile vastab
endomeetriumi proliferatiivne faas, mil 6stradiooli toimel endomeetriumi epiteeli ja strooma
rakud prolifereeruvad (Bergeron & Ferenczy, 1988; Ferenczy & Bergeron, 1991). See on
endomeetriumi kiipsemise esimeseks faasiks ehk valmistumine embriio implantatsiooniks,
mis leiab aset menstruaaltsiikli teises pooles. Ovulatsiooni, mis margib munaraku vabanemist
munasarjast, pohjustab oOstrogeen-sdltuv LH tous maksimumini menstruaaltsiikli keskel.
Ovulatsioon toimub LH maksimumi algusest 3544 tunni jooksul (Tsafriri et al., 1993).
Parast ovulatsiooni areneb 16hkenud folliikulist ja follikulaarrakkudest kollaskeha (corpus
luteum), mis sekreteerib ostradiooli, progesterooni ja inhibiin A-d (Shikone et al., 1997).
Tsiikli luteaalfaasis (vastab endomeetriumi sekretoorsele faasile) progesterooni toimel
endomeetriumi epiteelrakud diferentseeruvad ja muutuvad sekretoorseteks rakkudeks
(Bergeron & Ferenczy, 1988; Ferenczy & Bergeron, 1991) ning umbes néddal peale
ovulatsiooni on endomeetrium valmis embriio implantatsiooniks. Luteaalfaasi 10pus raseduse
puudumisel kollaskeha taandareneb ning Gstradiooli, progesterooni ja inhibiin A sekretsioon
langeb (Shikone et al., 1997). Endomeetrium irdub, pohjustades tsiiklilist menstruatsiooni
(Ziegler et al., 1992) ja kollaskeha taandarenemisest tuleneb FSH taseme tous, mis voimaldab

uue tsiikli initsiatsiooni (Nestour et al., 1993).



follikulaarfaas luteaalfaas

I I
MENSTRUATSIOON ~ OVULATSIOON

folliikuli areng

progesteroon

ajuripatsi ja
munasarjade
hormoonide
tasemed

endomeetriumi
tsiikkel

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
© 2013 Encyclopeedia Britannica, Inc. menstruaaltsiikli piiev

Joonis 2. Menstruaaltsiikli iildine iseloomustus. (Encyclopcedia Britannica, 20137
kohandatud).

1.3. Menstruaaltsiikli pikkus ja regulaarsus

Menstruaaltsiikli pikkus on védga varieeruv naiste reproduktiivtervist peegeldav tunnus,
varieerudes oluliselt isegi samasse eagruppi kuuluvate naiste vahel. Varieeruvus tuleneb
erinevustest follikulaarfaasi (10-23 pédeva) ja luteaalfaasi (7—19 pdeva) kestvuses, nditeks
ainult kiimnel protsendil 28-pdevase menstruaaltsiikliga naistel on 14-pdevane follikulaar- ja
luteaalfaas (Harlow, 2000). Koige suurem varieeruvus on follikulaarfaasi kestvuses, mis
viljakuse langedes liiheneb 3—7 péeva. Folliikuli kiipsemise liigse hdirumise korral ei toimu
ovulatsiooni. Sellele jargnevalt on menstruaaltsiiklid ebaregulaarsed ning kestavad kaua
(Waller et al., 1998; Wilcox et al., 2000).

Peamine informatsioon menstruaaltsiikli pikkusest ning selle varieeruvusest reproduktiivse

eluea wviltel pohineb eelkdige 1960.-1970. aastatel ldbiviidud neljal pikaaegsel

2 http://www.britannica.com/science/menstrual-cycle
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menstruaalkalendrite uuringul (Treloar et al., 1967; Chiazze et al., 1968; Vollman, 1977
Matsumoto et al., 1962). Uuringutest selgus, et populatsioonisisene varieeruvus
menstruaaltsiikli pikkuses on suurim pérast menarhet ja vahetult enne menopausi. Menarhe
tileminekuperiood viltab ligikaudu 2-5 aastat ning menopausi iileminekuperiood kestab
keskmiselt ligikaudu 6-10 aastat. Molemale perioodile on iseloomulikud suurenenud
sagedusega nii vaga pikad kui ka viga liihikesed menstruaaltsiiklid. Tstikli pikkus varieerub
20-40 aastastel naistel vihem, kuid kahe aastakimne véltel menstruaaltsiikkel keskmiselt
liheneb siiski paari pdeva vorra (Harlow & Ephross, 1995). Ligikaudu 30%
premenopausaalsetest naistest kogevad rohkem kui 14-pédevast variceruvust tsiikli pikkustes
aasta viltel. Kdige stabiilsem on menstruaaltsiikli pikkus vanuses 25-35 aastat (Miinster et
al., 1992). Lisaks vanusele on peamised menstruaaltsiikli pikkust mojutavateks teguriteks

stress, suitsetamine ja kofeiini tarbimine (Marks et al., 1994; Benowitz, 1990).

Menstruaaltsiikli hdired on amenorrda (primaarne ja sekundaarne), poliimenorréa ja
oligomenorrda. Amenorréa on menstruaaltsiikli héire, mille korral menstruatsioonid
puuduvad. Juhul kui menstruatsioone pole kunagi olnud, on tegu primaarse vormiga, kuid
menstruatsioonide puudumine 6 kuud ja enam on omane sekundaarsele vormile. Sekundaarne
amenorrda esineb normaalse seisundina raseduse, imetamise vOi menopausi Kkorral.
Poliimenorrda on menstruaaltsiikli hdire, mille korral tsiikli intervall on lithem kui 23 péeva.
Seda pohjustab follitkuli kiipsemise hadire, mil tsiikli follikulaarfaas on patoloogiliselt lithike
voi tsiikkel jadb anovulatoorseks. Sagedamini on seda mdne aasta jooksul péarast menarhet voi
enne menopausi. Oligomenorrda korral on menstruaaltsiikkel tavalisest pikem (> 35 pdeva) ja

sageli ebaregulaarne (Ylikorkala & Kauppila, 2008).

Noorukieas on menstruatsiooni ebaregulaarsus sagedane ndhtus, eriti 2—3 aastat pérast
menarhet. Intervall esimesest menstruatsioonist teise menstruatsioonini voib olla pikk, kuid
jargnevad tsiiklid varieeruvad enamasti 21-35 pédeva vahel ning vaid harva pole selles
vahemikus. Menarhe jargselt ldaheb ligikaudu 5-7 aastat, mil hiipotaalamuse-ajuripatsi-
munasarjade telg saavutab kiipsuse, mis tagab edasised regulaarsed menstruaaltsiiklid.
(Venturoli, 1992; Flug et al., 1984). Menstruaaltsiiklite regulaarsuse muutused kaasnevad

tihtlasi naiste viljakuse langemisega, mis toimub iileminekul menopausi (Weiss, 2001).

Ebaregulaarsete menstruaaltsiiklite pohjuseks voib olla poliitsiistiliste munasarjade stindroom
(polycystic ovary syndrome — PCOS), mis on sage hormonaalne héire, pohjustades viikeste
tsiistide arengut munasarjades ning sellega kaasnevaid ebaregulaarseid menstruaaltsiikleid.

See on iihtlasi iiheks peamiseks naisepoolse viljatuse pohjuseks. Siimptomeid on vdimalik
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madrata juba noorukieas, kuid need on ajaliselt {ilekattes sugulise kiipsuse saavutamise
perioodiga, mil menstruaaltsiikkel on ebaregulaarne. Sellest tulenevalt diagnoositakse

stindroomi harilikult alles tiiskasvanueas (Welt & Carmina, 2013).

Menstruaaltsiikli geneetilist regulatsiooni on hakatud pohjalikult uurima alles hiljuti. Ruth jt
uuringus leiti, et menstruaaltsiikli pikkust mdjutab FSHB lookus, mis kodeerib FSH hormooni
B-subiihikut. FSHB promootoris paiknev T-alleeli poliimorfism alandab FSH taset ning selle
tulemusena pikeneb menstruaaltsiikkel umbes 1 pédeva vorra. Lisaks leiti FSHB piirkonnast
tihenukleotiidne insertsioon, mille tulemusena menstruaaltsiikkel samuti pikeneb pédeva vdrra

(Ruth et al., 2016).

1.4. Reproduktiivkiitumine

Peaacgu koik Euroopa riigid on joudnud demograafilise iilemineku faasi, millele on
iseloomulik madal siindimus ja korge oodatav eluiga. Arenenud riikides on viimastel
aastakiimnetel muutunud trendiks alustada pereplaneerimist aina hilisemas eas.
Keskkondlikud faktorid, nditeks naiste haridusvdimaluste paranemine ja osalemine to6turul
ning majanduslik ebakindlus mojutavad tugevalt naiste viljakust peegeldavaid tunnuseid
(Mills et al., 2011). Tulenevalt antud muutustest on arenenud riikides esmasiinnitajate vanus
tdusnud®*, selline trend on omane samuti Eestile (Joonis 3A)(Tiit, 2015°). Arenenud riikides
on kontratseptiivide laialdane kittesaadavus alates 1960.—1970. aastatest koos muutustega
pereplaneerimishoiakutes mojutanud stindinud laste arvu perekonna kohta. Euroopa Liidu 15
riigis oli 1965. aastal naisel keskmiselt 2,72 last, kuid juba 1975. aastaks oli keskmine laste
arv langenud 1,96-ni ning niitidseks on naisel keskmiselt alla 1,50 lapse (Leridon, 2006).
Selline langev trend on omane ka Eestile, 2014. aastal oli naisel keskmiselt 1,54 last (Joonis
3B)(Tiit, 2015%). Vorreldes 20-24. aastaste naistega, on 25-29. aastaste naiste viljakus
keskmiselt langenud 6%, 30-34. aastastel naistel 14%, 35-39. aastastel naistel 31% ning
edaspidi jatkub veel jarsem langev trend (Menken et al., 1986). Esmasiinnitajate vanuse tous
koos loomuliku vanusest tingitud viljakuse langusega voib pohjustada suurenenud viljatuse
riski. Viljatust esineb arenenud maades kuni 16,7% paaridel ning vidhem arenenud maades
kuni 9,3% paaridel (Boivin et al., 2007).

® http://www.cdc.gov/nchs/data/databriefs/db232.htm
* https://www.oecd.org/els/soc/SF_2_3_Age_mothers_childbirth.pdf
> https://www.stat.ee/311832
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Joonis 3. Reproduktiivkiitumist ilmestavad ajalised trendid. (A) Keskmine siinnitamise
ja esmasiinnitamise vanus Eestis aastatel 1970-2014. (B) Keskmine laste arv naise kohta
Eestis aastatel 1970-2014. (Tiit, 2015°).

Eelnevalt on leitud, et bioloogilisel viljakusel on ka geneetiline komponent (Stolk et al., 2009)
ning kaksikute uuringu kohaselt voib viljakuskditumise péaritavus olla ligikaudu 40% (Kohler
et al., 1999). On leitud, et sagedased tihenukleotiidsed poliimorfismid (single nucleotide
polymorphism — SNP) mdjutavad 4-10% ulatuses siindinud laste arvu varieeruvust ja 5-15%
ulatuses esmasiinnitajate vanuse varieeruvust (Tropf et al., 2015; Tropf et al., 2016).
Uuringutes leitud hinnangute erinevus voib tuleneda sellest, et geneetiliste efektide suurus on

populatsioonide vahel véiksem kui populatsioonisiseselt, millest tulenevalt enamik viljakust
13



mojutavatest geneetilistest variantidest on populatsioonispetsiifilised (Tropf et al., 2016).
Uhtlasi on niidatud, et esmasiinnitajate vanuse ja laste arvu omavaheline geneetiline
korrelatsioon on -0,62. Selle kohaselt on geenid, mis vastutavad hilisema esmasiinnitamise
vanuse eest, samuti seotud véiksema siindinud laste arvuga. Molemat tunnust voivad
mojutada samad geneetilised variandid vai siindinud laste arvu mojutavad geneetilised efektid
tulenevad esmasiinnitamise vanusest ning ka nende kombinatsioonist (Tropf et al., 2015).
Bangladeshi naiste seas labiviidud raseduste ja laste arvuga seotud iilegenoomne uuring
seletas 14,9% laste arvu péritavusest ning ainult 0,7% raseduste arvu péritavusest, kuid
ilegenoomselt olulisi sagedasi geneetilisi variante ei tuvastatud. Olulisemad leitud seosed oli
kromosoomides 4., 5. ja 6. eelkdige geenide vahelistes piirkondades paiknevate geneetiliste
variantidega (Aschebrook-Kilfoy et al., 2015). Hiljutises suuremahulises Day jt uuringus leiti,
et neuronaalse raku adhesioonmolekuli kodeeriva geeni CADM2 intronis paiknevad
tthenukleotiidsed poliimorfismid on seotud laste arvuga (Day et al., 2016). Lisaks leiti
Ostrogeeni retseptorit kodeerivas geenis ESR1 paiknevate SNP-de seos varasema
esmasiinnitamise eaga ning suurema laste arvuga. RBM6-SEMA3F lookuse geneetiline variant
oli seotud varasema esmasiinnitamise vanusega, suurema laste arvuga ning ka viiksema
toendosusega jadda lastetuks. Sellest tulenevalt on alust arvata, et reproduktiivne edukus on
seotud nii  kesksete protsessidega hiipotaalamuse ja ajuripatsi suguhormoonide

signaliseerimisel kui ka neurokognitiivsete tunnustega (Day et al., 2016).

1.5. Raseduskatkemised

Raseduskatkemised toimuvad 12—-15% Kliiniliselt tuvastatud raseduste korral (Zinaman et al.,
1996). Sagedus suureneb, kui arvestada ka varajasi raseduskatkemisi, mis definitsiooni
kohaselt on toimunud ligikaudu 14 pdeva pirast viljastumist. Need raseduskatkemised
toimuvad ajaliselt jdrgmise menstruatsiooni ldhedal, mistdttu veritsust voib pidada
menstruatsioonile omaseks. Selliste varajaste raseduskatkemiste arvatav sagedus on 17-22%
rasedustest (Ellish et al., 1996). Raseduskatkemiste sagedus varieerub ka eagrupiti. Naistel
vanuses 20-22 aastat on raseduskatkemiste esinemissagedus 10%, kuid 40-44. aastastel
naistel katkevad juba iile poolte (51%) rasedustest (Nybo Andersen et al., 2000). Peamiseks
raseduskatkemise pohjuseks on loote kromosoomianomaaliad. Hinnanguliselt on ligikaudu
75% embriiotest 3. arengupédevaks vihemalt osaliselt aneuploidsed, omades nii meiootilist kui
ka stigootilist péritolu vigu (Wells & Delhanty, 2000; Voullaire et al., 2000), mille
esinemissagedus tduseb koos ema vanusega (Lamb et al., 2005). Korduvate raseduse
katkemiste korral on naisel toimunud kolm v&i enamat jérjestikust raseduskatkemist enne 22.

rasedusnéddalat. Korduvate raseduskatkemiste sagedus on 1-3% ning selle pdhjused on viga
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mitmekesised (endokriinsed, immunoloogilised ja anatoomilised) voi tihti hoopis ebaselged
(Christiansen et al., 2008). On leitud, et korduvate raseduskatkemistega naiste ldhisugulastel
on samuti suurem tdendosus nii sporaadilisteks kui korduvateks raseduskatkemisteks, mis
annab alust arvata, et raseduskatkemiste etioloogias on oma koht ka ema geneetikal
(Christiansen et al., 1990; Rull et al., 2012). McCoy jt leidsid, et mitootiliste vigade tekke
tiheks pohjuseks voib olla ema genoomis 4. kromosoomis 28.1 kuni g28.2 piirkond, kus
paikneb PLK4 geen, milles paikneva geneetilise variandi harvemini esineva alleeli korral
suureneb mitootiliste vigade maéar. Selle tulemusena toimub rakutsiikli anafaasis hilinemine
ning hilinenud kromosoomi ei suudeta lisada tuuma koosseisu. Uhtlasi leiti, et antud
genotiiiipidega naistel voib minna keskmisest kauem aega eduka raseduse saavutamiseks
(McCoy et al., 2015). Harvemini esineva alleeli sagedus (minor allele frequency — MAF) on

erinevates populatsioonides 20-45% (Durbin et al., 2010).

1.6. Ulegenoomsed assotsiatsiooniuuringud

Ulegenoomsed  assotsiatsiooniuuringud pdhinevad aheldatuse tasakaalutuse (linkage
disequilibrium — LD) printsiibil populatsiooni tasemel. LD on mittejuhuslik assotsiatsioon
alleelide vahel, mis paiknevad erinevates lookustes. See pdhineb evolutsioonilistel
protsessidel nagu mutatsioonide teke, geenitriiv ja valik ning seda lahutab rekombinatsioon.
Uldiselt on fiiiisiliselt lihestikku paiknevad lookused suuremas LD-s kui lookused, mis
paiknevad {iksteisest kromosoomil kaugemal (Daly et al., 2001). Ulegenoomsed
assotsiatsiooniuuringud vodimaldavad uurida komplekstunnuste ja -haiguste geneetikat
populatsiooni tasemel, vorreldes iga tliksiku uuritava geneetilise variandi alleelisageduste
erinevust juhtude ja kontrollide vahel, voi siis seostatuna uuritava pideva tunnusega. GWAS-i
suureks eeliseks on, et uuringud on disainilt hiipoteesivabad. GWAS-i kédigus leitakse seoseid
eelkdige sagedaste geneetiliste variantidega, kus harvema alleeli sagedus on uuritavas
populatsioonis suurem kui iiks protsent. Uksikuna on GWAS-i kiigus leitud geneetiliste
variantide efektid viikesed ja ka nende kumulatiivne efekt kirjeldab ainult osa tunnuse

eeldatavast geneetilisest varieeruvusest (Visscher et al., 2012).

Uuringu planeerimisel on vaja arvestada uuritava komplekstunnuse voi -haiguse iseloomulike
joontega. Kaheks peamiseks uuringute tiiiibiks on kategooriline (tihti binaarne juht-kontroll)
ja kvantitatiivne. Juht-kontroll tiilipi uuringus on véga oluline, et juhtude madramisel ei
esineks vigu klassifikatsioonis. Lisaks on vaja arvestada, et juhud ning kontrollid oleks sama
etnilise taustaga, et vidhendada valepositiivsete assotsiatsioonisignaalide arvu, mida

pohjustavad erinevused alleelisagedustes, kui tiks etniline grupp on iileesindatud kas juhu voi
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kontrollina (Pearson & Manolio, 2008). Analiiiitilised meetodid, niiteks peakomponentide
analiiiis, voimaldavad kohandada mitmeid m&otmata populatsioonide erinevusi (populatsiooni
stratifikatsioon). Leitakse omavahel korreleeruvad tunnused ja neist konstrueeritakse uued
tunnused — pShikomponendid, mis omavahel definitsiooni jargi enam ei korreleeru (Stranger
etal., 2011).

1.7. LD skoori regressiooni iilevaade

Komplekstunnuste GWAS analiiiisides on véiga suur osa paritavusest seotud SNP-dega, mis eli
saavuta seniste uuringu mahtude juures iilegenoomset olulisust. LD skoori regressioon on
meetod, mis voimaldab leida tunnuste vahelisi geneetilisi korrelatsioone, et hinnata nende
tunnuste omavahelisi geneetilisi seoseid, kasutades selleks GWAS andmestike
koondstatistikuid. Geneetiliste Kkorrelatsioonide hindamisel arvestatakse koikide SNP-de
efekte, sealhulgas ka selliste, mis ei saavutanud tilegenoomset olulisust. Eelnevad meetodid,
mis hindasid tunnuste vahelisi geneetilisi korrelatsioone, ldhtusid eeldusest, et on olemas
ainult tiks pohjuslik SNP iihe uuritava lookuse kohta, arvestamata vdimalusega, et samas
lookuses voib olla osalises LD-s ka mitmeid geneetilisi variante, mille seosed tunnusega on
taielikult voi osaliselt soltumatud (Bulik-Sullivan et al., 2015). Peamised kaks tehnikat
GWAS andmestikest geneetiliste korrelatsioonide leidmiseks on piiratud suurima tdepéra
meetod (restricted maximum likelihood — REML)(Yang et al., 2011) ja poliigeensed skoorid
(Dudbridge, 2013). Need meetodid kasutavad individuaalsete genotiiiipide informatsioonti,
kuid kuna mitmed suurimad GWAS analiitisid on labiviidud meta-analiiisidena, mille korral
on saadaval ainult koondstatistikud ning enamasti puudub informatsioon individuaalse
genotiilibi tasemel, pole voimalik neid meetodeid vdga suures mahus rakendada. Sellest
tulenevalt on eelpool mainitud meetodeid rakendatud vidheste fenotiitipide korral, sest
indiviidide tasemel genotiiiibi informatsioon vajab informeeritud ndusolekuid (Bulik-Sullivan
etal., 2015).

LD skoori regressiooni metoodikal on mitmeid eeliseid. Néaiteks ei vaja see indiviidi tasemel
genotliiibi andmeid, ning ei pdhine mitte iiksnes iilegenoomselt olulistel geneetilistel
variantidel, vaid kasutab koikide uuritavate variantide efekte. Selle metoodika korral ei
pOhjusta valimite tilekate geneetilise korrelatsiooni hindamisel nihet ning on arvutuslikult
véga kiire. Meetod ei eelda samade indiviidide erinevate tunnuste modtmisi, millest tulenevalt
saab 1dbi viia rohkem geneetiliste korrelatsioonide hindamisi, kui oli vdimalik seniste

meetoditega (Finucane et al., 2015).
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LD skoori regressiooni on vdimalik rakendada korraga ainult kahe tunnuse omavahelise
geneetilise korrelatsiooni leidmiseks, mis on iihtlasi ka meetodi peamine puudus. Geneetilist
korrelatsiooni ei mojuta keskkondlikud segajad vaid ainult geneetilised segajad, néiteks kui
iiks geen vOib mojutada mitme tunnuse avaldumist (pleiotroopsus). Kuigi geneetiliste
korrelatsioonide hinnanguid ei kalluta juhtude iileesindatus, vdivad seda teha teised valimi
korvalekalded, néiteks vale klassifikatsioon (Cross-Disorder Group of the Psychiatric
Genomics Consortium et al., 2013). LD skoori regressioon eeldab suurt valimit vorreldes
indiviidi tasemel genotiiiibi andmeid kasutavate metoodikatega. Kuivord LD skoori
regressiooni abil leitakse geneetilised korrelatsioonid LD referentspaneeli pohiselt, siis sellest
tulenevalt on hetkel voimalik meetodit rakendada ainult {htset etnilist péritolu
populatsioonidele, mille jaoks on olemas sobilik LD referentspaneel (Bulik-Sullivan et al.,
2015). Geneetiliste korrelatsioonide hindamisel LD skoori regressiooniga ei ole seni uuritud
positiivse valikulise paardumise mdju. Poliigeensete tunnuste jaoks loodud meetodid nagu LD
skoori regressioon ja REML on koige efektiivsemad, kui neid rakendatakse tunnustele, mis on
poliigeense geneetilise arhitektuuriga. Tunnustel, mille pédritavus soltub mérkimisvaarsel
hulgal ainult kindlatest SNP-dest, v&ib ainult nendel geneetilistel variantidel pShinev analiiiis
olla parem valik. Hetkel ei suuda LD skoori regressioon optimaalselt kasutada geneetilise

korrelatsiooni leidmiseks véga suure efektiga geneetilisi variante (Finucane et al., 2015).
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2. Eksperimentaalosa

2.1. Too eesmark

Kéesoleva magistritod eesmirgiks oli iilegenoomse assotsiatsioonianaliiiisi abil leida uusi
geneetilisi seoseid naiste viljakusega seotud erinevate tunnustega. To0 teiseks eesmirgiks oli
LD skoori regressiooni meetodit kasutades hinnata naiste viljakusega seotud tunnuste
omavahelist jagatud geneetikat ning lisaks vaadelda korrelatsioone epidemioloogilisel tasandil
seotud tunnustega, nditeks kehamassiindeksi ja erinevate kolesterooli tasemetega, et leida

tunnuste vahelist jagatud bioloogilist komponenti.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Valim ja uuritavad tunnused

Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu on Eestis elavaid tiisealisi vabatahtlikke indiviide koondav
populatsioonipdhine biobank, millega on liitunud ligi 52 000 inimest. See moodustab ligi 5%
Eesti tdiskasvanud elanikkonnast, olles tihtlasi suurim epidemioloogiline kohort Balti riikides.
Geenidoonorid on vérvatud iile Eesti koostdods perearstide, haigla eriarstide ja medddedega.
Osalejad annetasid vereproovid, mida kasutati DNA, valgete vererakkude ja vereplasma
kogumiseks. Lisaks vastasid indiviidid kiisimustikule, mis holmas isiklikke ja genealoogilisi
andmeid, Kliinilisi diagnoose vastavalt ICD-10° klassifikatsioonile ja elustiili informatsiooni,
samuti sisaldab kiisimustik eraldi naiste reproduktiivtervist puudutavat osa (Lisa 1)(Leitsalu et
al., 2014). Antud uurimuse kaigus kasutati 9702 naise andmeid (naiste keskmine vanus oli
44,0 (std. hdlve 18,9) aastat ja keskmine KMI oli 25,6 (std. hilve 5,9)), kellel oli olemas info
vastavate  fenotlitipide  kohta ja kes olid genotiipiseeritud {ilegenoomsete
genotiipiseerimiskiipidega. Kéesoleva t00 raames teostavate uuringute ldbiviimiseks on
geenidoonorid andnud informeeritud ndusoleku ning on olemas Tartu Ulikooli inimuuringute
eetika komitee kooskodlastus (nr. 234/T-12).

Naiste viljakuse geneetika uurimiseks oli vaatluse all 7 erinevat tunnust: vanus menarhe ajal,
menstruaaltsiikli pikkus ja regulaarsus, raseduste esinemine, vanus esimese raseduse ajal,

raseduste arv ning raseduskatkemiste esinemine (Tabel 1).

® http://rhk.sm.ee/
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Tabel 1. Uuritavate tunnuste valimi suurus koos tunnuse keskmise viirtusega. Tabelis
on iga tunnuse pdhiselt naiste arv valimis. Juht-kontroll tiilipi uuringu korral on vélja toodud
juhtude ja kontrollide arv ning juhtude protsentuaalne osakaal. Mdodetava védrtusega
tunnustel on esitatud tunnuse keskmine ning standardhidlve. Juhtudena on esitatud naised,
kellel on vastavalt regulaarne menstruaaltsiikkel, raseduste esinemine voi raseduskatkemiste
esinemine.

Uuritav tunnus Valimi suurus Tunnuse keskmine
(std.hilve) voi %
Vanus menarhe ajal 5723 13,5 (1,4) aastat
Menstruaaltsiikli pikkus 4375 26,6 (2,7) pdeva
(juhud) 4376
Menstruaaltsiikli regulaarsus ) 95%
(kontrollid) 231
o (juhud) 544
Raseduste esinemine ) 26%
(kontrollid) 1548
Vanus esimese raseduse ajal 4741 22,2 (4,1) aastat
Raseduste arv 2794 2,7 (2,6)
) - (Juhud) 1371
Raseduskatkemiste esinemine 16%

(kontrollid) 7441

Iga tunnuse korral kasutati valimi filtreerimisel jargmisi kriteeriume:
Menarhe

Menarhe ehk esimese menstruatsiooni toimumine margib reproduktiivse eluea algust.
Uuritava tunnusena kasutati vanust menarhe ajal tdisaastates. Védga varane voi hiline menarhe
on mojutatud mitmetest teguritest, mis on indiviiditi vdga varieeruvad ning voivad olla seotud
mone haigusseisundiga. Sellest tulenevalt jaeti menarhe vanuse uuringust vilja naised, kelle

vanus esimese menstruatsiooni ajal oli <9 voi > 17 aastat.
Menstruaaltsiikli pikkus ja regulaarsus

Menstruaaltsiikli pikkus ja regulaarsus varieerub naiste reproduktiivse eluea jooksul ning neid
mojutavad mitmed antropomeetrilised tunnused, néiteks kehamassiindeks. Menstruaaltsiikli
pikkusena oli defineeritud naiste menstruaaltsiikli pikkus nende 25.-35. eluaastal, mil
menstruaaltsiikkel on véljakujunenud sagedusega (Miinster et al., 1992). Parast 35. eluaastat
toimub naiste viljakuse jarsk langus ning ka muutused menstruaaltsiikli pikkuses.
Menstruaaltsiikli pikkus on indiviiditi vdga erinev ning sellest tulenevalt on tunnus
kiisimustikus jagatud kategooriateks. Antud to0s teisendati need kategooriad iimber

menstruaaltsiikli pikkuseks padevades, kasutades antud kategooria keskmist vaartust, et tunnust
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saaks analiiisida kvantitatiivsena (Lisa 1). Antud uurimuses kasutati indiviidide andmeid,
kelle vastused tsiikli pikkuse kohta liigitusid jargmistesse kategooriatesse: 1) tsiikli pikkus <
21 péeva, 2) tsiikli pikkus 21-24 pdeva (keskmine 22,5 pdeva), 3) tsiikli pikkus 25-29 pieva
(keskmine 27 pédeva), 4) tsiikli pikkus 30-35 pédeva (keskmine 32,5 pdeva) ning 5) tsiikli
pikkus > 35 péeva.

Menstruaaltsiikli ~ regulaarsust ~ on  uurimuses  hinnatud  binaarse  tunnusena:

regulaarne/ebaregulaarne.
Raseduste esinemine

Raseduste esinemise valimis vorreldi omavahel naisi, kes on olnud elu jooksul rasedad,
nendega, kes pole teadaolevalt seda olnud. Selle aluseks olid vastavad vastused kiisimustikus.
Valimis kasutati ainult menopausis naisi, sest reproduktiivses eas naised on hetkeseisust

sOltumata voimelised veel rasestuma.
Vanus esimese raseduse ajal

Esimese raseduse aja valimisse olid kaasatud koik naised, kellel on olnud védhemalt tiks

rasedus ja vastavad andmed olemas.
Raseduste arv

Raseduste arvu valimis olid naised, kellel on menopaus ja kellel on olnud rasedusi ning
naised, kellel on olemas info menopausi kohta vdi on vanusega > 55 aastat ning neil pole

rasedusi esinenud.
Raseduskatkemiste esinemine

Raseduse katkemiseks on palju pohjuseid, sellest tulenevalt on antud uurimuses késitletava
tunnuse korral vélistusdiagnoosideks naiste endi kromosoomidefektid, erinevad endokriinsed
ja immunoloogilised haigused, lisaks anatoomilistest ja geneetilistest eriparadest tulenevad
haigusseisundid (tdpne nimekiri haiguskoodidest, mille alusel on naisi uuringust vilistatud, on
Lisas 2). Antud uuringus vorreldi naisi, kellel oli iiks v3i rohkem raseduskatkemist, naistega,

kellel oli rasedusi, ent teadaolevalt polnud raseduskatkemisi.

2.2.2. Konsortsiumite assotsiatsiooniuuringute meta-analiiiiside koondstatistikud

Antropomeetriliste Tunnuste Geneetilise Uurimise konsortsium (Genetic Investigation of
ANthropometric Traits — GIANT) on rahvusvaheline koostédprojekt, mille eesmargiks on

tuvastada geneetilisi lookusi, mis mdjutavad inimeste keha suurust ja kuju, sealhulgas pikkust
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ning rasvumuse madra. GIANT konsortsium toimib koost6os erinevate toogruppide, asutuste,
rilkide ning uuringute vahel. Peamiseks ldhenemisviisiks on iilegenoomsete
assotsiatsiooniuuringute andmestikega voi teiste suuremahuliste geneetiliste andmestikega
labiviidavad meta-analiitisid. GIANT konsortsium uurib antropomeetrilisi tunnuseid nagu
KMI ja pikkus ning tunnuseid, mis on seotud talje imbermddduga, néiteks talje-puusa suhe
(TPS). GIANT konsortsium on seni tuvastanud antropomeetriliste tunnustega seotud sagedasi
geneetilisi variante sadades lookustes’. Antud magistritdds on kasutatud GIANT konsortsiumi
kehamassiindeksi GWAS meta-analiitisi andmestikku, mille kdigus 249 796 indiviidi andmete
analtisil leiti 18 uut kehamassiindeksiga seotud geneetilist lookust. GIANT konsortsiumi
uuringu esimeses etapis viidi 1dbi kehamassiindeksi GWAS meta-analiiiisid, mille korral
kasutati 2,8 miljonit HapMap2 referentsil imputeeritud ja genotiipiseeritud geneetilist
markerit 123 865 indiviidil 46 uuringust. GIANT konsortsiumi uuringu teises etapis viidi labi
assotsiatsioonianaliiisid 42 kehamassiindeksiga seotud geneetilise variandiga 125931
indiviidil  (Speliotes et al., 2010). Samuti on kéesolevas magistritoos kasutatud
kehamassiindeksile kohandatud talje-puusa suhte GWAS meta-analiitisi andmestikku, mille
korral kasutati HapMap2 referentsil imputeeritud geneetilisi variante lisaks 77 167 Euroopa

paritolu indiviidi andmetele 32 uuringust (Heid et al., 2010).

Globaalne Lipiidide Geneetika Konsortsium (Global Lipids Genetics Consortium — GLGC)
on 2006. aastal diabeedi geneetikaga seotud iilegenoomse assotsiatsiooniuuringuga algatatud
koostdoprojekt, mille eesmargiks on selgitada plasma lipiidide geneetikat, sealhulgas madala
tihedusega lipoproteiinide (low-density lipoprotein — LDL) ja  korge tihedusega
lipoproteiinide (high-density lipoprotein — HDL) geneetikat, mis seletaks LDL kolesterooli
taseme, HDL kolesterooli taseme ja trigliitseriidide taseme varieeruvust indiviiditi. GLGC
toimib koostdds >200 uurija ning > 80 institutsiooniga iile maailma®. Antud uuringus on
kasutatud LDL Kkolesterooli taseme ja HDL kolesterooli taseme GWAS meta-analiiiisi
andmestikke, mis pohinevad 188 577 Euroopa paritolu ja 7898 mitte-Euroopa péritolu
indiviidi tilegenoomsetel genotiipiseerimisandmetel ja HapMap2 referentsil imputatsioonil
(Willer et al., 2013). Mdlemad GWAS meta-analiiisi andmestikud hdlmavad erinevate
rasside andmeid, mis pole LD skoori regressiooni jaoks ideaalne, kuid on siiski antud

fenotiilipide jaoks parimad andmestikud.

Varajase Kasvu Geneetika Konsortsium (Early Growth Genetics Consortium — EGG

konsortsium) on koostodprojekt, mille eesmargiks on erinevate uuringute GWAS andmestike

" https://www.broadinstitute.org/collaboration/giant/index.php/GIANT _consortium
® http://www.kathiresanlab.org/collaborators/global-lipids-genetic-consortium/
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kombineerimisel tuvastada inimgenoomist lookuseid, mis on seotud varajase kasvu erinevate
tunnustega. Antud uuringus on kasutatud siinnikaalu GWAS meta-analiilisi andmestikku,
milles on kombineeritud 26 836 indiviidi genotiipiseerimisandmed 18 populatsiooni-pShisest
uuringust Euroopas. Andmestikus on kokku > 2 miljoni genotiipiseeritud ja HapMap projekti

referentsil (release 27) imputeeritud geneetilist varianti (Horikoshi et al., 2013).

2.2.3. Genotiipiseerimine

Antud projekti raames ei viidud 1dbi genotiipiseerimist, vaid kasutati olemasolevaid
genotiipiseerimisandmeid, mis on saadud kasutades Illumina HumanCNV370-DUO,
HumanOmniExpress ja HumanCoreExome-12v1.0 kiipe. Neist koige suurema katvusega on
HumanOmniExpress, millel on enam kui 715 000 markerit. HumanCNV370-DUQ Kkiibil on
370000 markerit ning HumanCoreExome-12v1.0 kiibil on iile 500000 markeri®.
Genotiipiseerimine teostati TU Eesti Geenivaramu Tuumiklabori Genotiipiseerimiskeskuses

vastavalt tootja protokollile.

2.2.4. Kvaliteedikontroll

Genotiipiseerimise jargselt 14bis uuritav valim kvaliteedikontrolli jirgnevate parameetrite ja

niitajate osas:

1) edukalt genotiipiseeritud markerite protsentuaalne osakaal (call rate — CR) iga
indiviidi ja geneetilise variandi kohta

2) harvem esineva alleeli sagedus

3) Hardy-Weinbergi tasakaalustatus (Hardy-Weinberg equilibrium — HWE)

4) indiviididevaheline sugulus

5) genotiiiibi- ja fenotiiliibipdhise soo ebakdla

Edasisest analiilisist jdeti vélja isikud, kelle CR oli alla 95% ning inimesed, kelle genotiiiibis
ilmnenud sugu ei vastanud fenotiiiibilisele soole. Indiviididevaheline sugulus leiti {ihiste
alleelide osatdhtsuse (identity by state — IBS) hindamise jargi genoomis, millest tulenevalt
ennustati iga sugulaspaari paritolult identse DNA (identity by descent — IBD) osatdhtsus.
Olukorras, mil IBD osatéhtsus kahe indiviidi vahel oli > 10% genoomist, eemaldati edasistest
analiiiisidest tiks sugulastest. Lisaks eemaldati SNP-d, millel oli CR < 95%, MAF < 1% ning
HWE testi p-vairtus < 10°°. Andmete kvaliteedikontrollil ja filtreerimisel kasutati programmi
PLINK vs 1.08 (Purcell et al., 2007).

® www.illumina.com
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2.2.5. Imputatsioon

Imputeerimine on statistiline meetod, mis vdimaldab haplotiilipide referentspaneeli pohjal
ennustada genotiipiseerimata jadnud SNP-de genotiilipide tdendosusi, suurendades seega
analiiiisitavate markerite arvu ning tostes uuringu voimsust (Marchini et al., 2007). Seda
voimaldab puuduvate SNP-ide LD Kiibil olevate markeritega. LD korral on geneetilised
variandid erinevates lookustes omavahel aheldunud tugevamalt kui voiks juhuslikkuse korral
eeldada. Tépseks imputeerimiseks peavad referentspaneeli andmestik ja uuritav andmestik
olema geneetiliselt 1ahedased ja tihise LD struktuuriga (Halperin & Stephan, 2009).

Peale kvaliteedikontrolli jagati genotiipiseerimisandmeid kromosoomide kaupa eraldi
failidesse, kasutades programmi ShapelT v2 (Delaneau et al., 2013). Faasimisel Ileiti
voimalikud vanematelt vanematelt parandunud haplotiiiibid. Seejdrel imputeeriti kiipidel
puuduolevad variandid, kasutades programmi Impute v2.2.2 (Howie et al., 2009) 5 miljoni
aluspaariliste (mega base pairs — Mb) genoomildikude kaupa. Referentsina kasutati 1000
Genoomi Projekti raames sekveneeritud haplotiilipe, vastavalt autosoomide korral 1000
Genomes Phase 3 integrated variant set, Oct 2014 ning X-kromosoomi korral 1000 Genomes

Phase 1, March 2012. Imputeerimise viimases etapis tosteti kromosoomide tiikid taas kokku.

Andmete kvaliteedikontrolli ja imputeerimise viis ldabi Evelin Mihailov, vilja arvatud

Illumina HumanCoreExome-12v1.0 X-kromosoomi analiiiis, mille teostas to6 autor.

2.2.6. Ulegenoomne assotsiatsioonianaliiiis

Geneetiliste markerite ja fenotiiiibi vaheliseks assotsiatsioonianaliiiisiks kasutati pidevate
tunnuste korral lineaarset regressiooni ning binaarsete tunnuste korral logistilist regressiooni,
molemal korral kasutati aditiivset geneetilist mudelit programmis SNPTEST v2.5 (Marchini
et al., 2007). Analiitisides kasutati kovariaatidena proovide suguluste maatriksi pohjal leitud
nelja esimest peakomponenti, kahandamaks voimalikku populatsiooni stratifikatsiooni. Lisaks
kasutati kovariaadina vanuse asemel siinniaastat, et kohandada ka voimalikele seksuaal- ja
reproduktiivkditumist mdjutavatele ajalistele trendidele. Menstruaaltsiikli pikkuse korral oli
kovariaadina arvestatud ka seda mojutav kehamassiindeks. Arvutused viidi 1dbi Tartu

Ulikooli teadusarvutuste keskuses™®.

2.2.7. Meta-analiiiis

Meta-analiitisis thildati kolme kiibi assotsiatsioonianaliiiiside tulemused, mille tulemusena

suurenes analiilisi voimsus ja vdhenes valepositiivsete leidude arv. Selleks kasutati GWAMA

19 http://www.hpc.ut.ee
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programmi (Mégi & Morris, 2010). Sisendfaile filtreeriti imputatsiooni kvaliteedi suhtes (info
> 0,4) ja populatsiooni stratifikatsiooni korrigeerimiseks kasutati genoomset kontrolli
(Genomic control ON). Meta-analiiiisi jargselt filtreeriti edasiseks analiilisiks markerid, mis
olid peale filtreerimist olemas vahemalt kahel kiibil ning mille heterogeensus (Cochrani Q-
testi p-véartus) oli > 0.05 ning harvem esineva alleeli sagedus > 1%. Mitmesest testimisest
tulenevate vigade véltimiseks loeti iilegenoomselt statistiliselt oluliseks markereid, mille p-
védrtus oli < 5x10® (Pe’er et al., 2008).

Assotsiatsiooniuuringu tulemused visualiseeriti Manhattan joonistena. Mitmed valitud
tulemused visualiseeriti ka regionaaljooniste abil. Positsioonid on kujutatud inimese
referentsgenoomist hgl9/GRCh37 ldhtuvalt. LD viértused on ldhtuvalt 1000 Genoomi Nov
2014 EUR referentsist. Joonistel halli varviga esitatud markeritel puuduvad referentsis LD
vaartused. Regionaaljoonistel on y-teljel negatiivne kiimnendlogaritm p-véértusest ning x-
teljel on esitatud 1 Mb wulatuses umbritsev lookus. Lisaks on joonistel esitatud

rekombinatsiooniméér ja antud regioonis paiknevate geenide nimed (Pruim et al., 2011).

2.2.8. LD skoori regressioon

LD skoori regressioon voimaldab leida geneetilisi korrelatsioone, mille pdhjal saab hinnata,
kas tunnuste epidemioloogiliste seoste aluseks on ka jagatud geneetika. Tunnuste vahelise
jagatud geneetika leidmiseks kasutati LDSC (LD SCore) v1.0.0 programmi, mis hindab
tunnuste péritavust ja tunnuste vahelist geneetilist korrelatsiooni, kasutades GWAS
koondstatistikuid (Bulik-Sullivan et al.,, 2015). GWAS koondstatistikud sisaldavad
informatsiooni antud valimiga lébiviidud iilegenoomses assotsiatsioonianaliiisis kasutatud
koikide SNP-ide efektisuuruste, standardhilvete, alleelisagedusete ja p-véartuste kohta. Antud
meetod toetub faktile, et GWAS kéigus leitud kindla SNP-i efektisuurused holmavad koikide
SNP-ide efekti, mis on antud SNP-iga aheldatuse tasakaalutuses. Meetod voimaldab tunnuste
vordlemisel kasutada ka geneetilisi variante, mis polnud iilegenoomselt statistiliselt olulised.
Lisaks ei ndoua koondstatistikute informatsioonil pohinev meetod indiviidi tasemel
genotiipiseerimisandmeid, mille kéttesaamine on tihti informeeritud ndusolekute tottu

raskendatud (Finucane et al. 2015).

Esimese sammuna konverteeriti koondstatistikute fail .sumstats formaati, kasutades
munge_sumstats.py programmi, mis on LDSC (LD Score) v1.0.0 kaasnev laiend.
Koondstatistikute fail peab sisaldama SNP-i identifitseerimiseks vajalikku infot (nditeks rs-
number), valimi suurust, z-skoori (efektisuurus jagatud standardveaga) voi z-skoori kujule

viidavaid andmeid, efekti alleeli ning teist alleeli. Antud programm ei vdimalda LD skoori
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regressiooni  rakendada sugukromosoomidele, seetottu kasutati analiilisis  ainult
autosomaalseid kromosoome. Meetodit pole voimalik rakendada insertsioonidele ja
deletsioonidele, mistottu need on eemaldatud GWAS andmestikest. Teise etapina arvutatakse
péritavuskoefitsient (h%) ning geneetiline korrelatsioon (rg). Kahe tunnuse vahelise geneetilise
korrelatsiooni leidmisel on oluline, et mdlema tunnuse GWAS andmestikud oleks iihtset
etnilist paritolu. LD skoori regressioon vdimaldab arvutada geneetilist korrelatsiooni néiteks
kahe Euroopa péaritolu GWAS andmestiku vahel voi kahe Aasta péritolu GWAS andmestiku
vahel, kuid programm ei ole suuteline leidma geneetilist korrelatsiooni Euroopa ning Aasia
paritolu GWAS andmestiku vahel. Lisaks ei vdoimalda programm kasutada korrelatsiooni
leidmisel kahe mitme kontinendi pdhiseid meta-analiitiside andmeid. Sellisel juhul leitakse
igale kontinendile eraldi geneetiline korrelatsioon ning hiljem arvutatakse tulemuste iihine
keskmine. LD skoori regressiooni korral on oluline valimi suurus — usaldusvaérsete tulemuste
jaoks on vajalik valimi suurus ligikaudu 5000 indiividi. Lisaks vdib standardhélve suureneda,
kui valimis on vihem kui 600 000 SNP-i. Meetodit ei ole vdimalik rakendada andmetele, mis
périnevad spetsiifilistelt genotiipiseerimiskiipidelt (niiteks lllumina Cardio-MetaboChip)**.

Tulemused on visualiseeritud R tarkvarapaketiga (v3.1.1)*.

2.3. Tulemused

2.3.1. Ulegenoomsete assotsiatsiooniuuringute meta-analiiiisid

Antud t66 raames viidi 1dbi iilegenoomsed assotsiatsiooniuuringud, leidmaks geneetilisi
variante, mis on seotud naiste viljakust iseloomustavate tunnustega. Geneetiliste variantide
positsioonid on ldhtuvalt inimese referentsgenoomist GRCh37 (Genome Reference
Consortium GRCh37, Feb 2009). Meta-analiiiisi kiaigus {iihildati kolme kasutatud
genotiipiseerimiskiibi assotsiatsioonianaliitiside tulemused. Uuringus vaadeldi 7 erinevat
tunnust: vanus menarhe ajal, menstruaaltsiikli pikkus, menstruaaltsiikli regulaarsus, raseduste
esinemine, vanus esimese raseduse ajal, raseduste arv ning raseduskatkemiste esinemine.
Ulegenoomsete assotsiatsooniuuringute meta-analiiiiside kiigus leitud iilegenoomselt olulised
markerid on esitatud Tabelis 2. Ulegenoomselt olulisi (p-viirtus < 5x10®) markereid leiti
neljale tunnusele: menstruaaltsiikli pikkus, menstruaaltsiikli regulaarsus, raseduste esinemine
ja raseduskatkemiste esinemine. Kokku leiti meta-analiiiisidest 9 iilegenoomselt olulist
markerit. Kolmel tunnusel — vanusel menarhe ajal, vanusel esimese raseduse ajal ja raseduste
arvul, iilegenoomselt olulisi markereid antud uuringu raames ei tuvastatud. Seetdttu on vilja

toodud antud tunnustega seotud markereid, mille p-viirtus oli viiksem kui 5x107.

' https://github.com/bulik/ldsc/
12 https://www.r-project.org/
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Menarhe vanuse assotsiatsiooniuuringu kéigus ei leitud vaadeldava tunnusega {ihtegi
tilegenoomselt statistiliselt olulist seost. Statistiliselt mitteolulised, ent madalaimad p-
vasrtused olid geneetilise variandiga rs34231612 (p-véirtus 1,62x107), mis asub geeni
CNTNG lihedal 3. kromosoomis ja geneetilise variandiga rs56376587 (p-viirtus 3,08x107),

mis paikneb 18. kromosoomis geeni NFATCL1 intronis.

Menstruaaltsiikli pikkusega assotsieerus geneetiline variant rs147328053 (p-véartus 1,91x10°
%) 3. kromosoomis SGOL1 geeni lihedal. Tegemist on deletsiooniga, mille sagedus on

populatsioonis ligikaudu 3%.

Menstruaaltsiikli regulaarsuse assotsiatsiooniuuringus leiti iiks tilegenoomselt assotsieerunud
lookus 7. kromosoomis, mis holmab geene STK31 ja FAM221A (Joonis 4A). Leitud kolme
markeri seast oli statistiliselt koige olulisem STK31 geenis paiknev rs79734846 (p-véartus
6,27x10°)(Joonis 4B). Teisteks leitud geneetilisteks variantideks olid rs74524971 (p-viirtus
6,80x10"°), mis asub geenis FAM221A ning geneetiline variant rs74904363 (1,71x10°®), mis
asub geenis STK31.
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Tabel 2. Ulegenoomse assotsiatsiooniuuringute meta-analiiiiside kiigus leitud iilegenoomselt olulised markerid. Efektialleeli sagedus (effect
allele frequency — EAF). Inimese referentsgenoom GRCh37 (Genome Reference Consortium GRCh37, Feb 2009).

Uuritav tunnus TuTTuse Marker Kromosoom Léahim geen Ef(.aktla”eell EAF Efekt " P-vairtus
titiip ja positsioon teine alleel (standardhiilve)
Menstruaaltsiikli L 5
" Kvantitatilvne  rs147328053 3:20570696 SGOL1 G/GA 0,16 0,18 (0,03) 1,91x10°
pikkus
rs74524971 7:23743366 FAM221A CIG 0,04 -1,02 (0,18) 6,80x10°
Menstruaaltsiikli . 9
I Binaarne rs79734846 7:23747984 STK31 T/G 0,04 -1,02 (0,18) 6,27x10
regulaarsus
J rs74904363 7:23787549 STK31 TIG 0,04 -1,00 (0,18) 1,71x10°
S rs150079937 2:230404792 DNER CIT 0,03 -1,64 (0,29) 2,71x10°
aseduste
_ _ Binaarne rs200713680 2:230428227 DNER G/A 0,04 -1,69 (0,29) 8,35x107
esinemine
chr3:100797937:1  3:100797937 ABI3BP CTA/C 0,39 -0,73 (0,13) 1,68x10°
Raseduskatkemiste Bi rs79309044 4:109669412  AGXT2L1 CIG 0,02 0,71 (0,12) 3,49x10°
inaarne
esinemine rs115007121 4:109708225  AGXT2L1 AIG 0,03 0,67 (0,12) 2,94x10°
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Joonis 4. Menstruaaltsiikli regulaarsuse GWAS tulemused. (A) Ulegenoomse
assotsiatsiooniuuringu tulemused visualiseerituna Manhattan joonisel. Y-teljel on
negatiivne kiimnendlogaritm assotsiatsiooni p-vaartusest. X-teljel on genoomsed asukohad.
Rohelised tipid on iilegenoomselt statistiliselt olulised assotsiatsioonid, antud juhul 7.
kromosoomis. (B) Markeri rs79734846 regionaaljoonis. Erineva vérvusega on kujutatud
markerite LD (r’) markeriga rs79734846 (lilla romb). X-teljel on markerite positsioonid ja
geenide asukohad genoomis. Vasakpoolsel y-teljel on negatiivne kiimnendlogaritm p-
védrtusest ja parempoolsel y-teljel kujutab sinine joon rekombinatsioonimééra.
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Raseduste esinemise assotsiatsioonianaliiiisis leiti kolm iilegenoomselt olulist seost (Joonis
5A). Kdige olulisem leitud geneetiline variant rs200713680 (p-viirtus 8,35x10°) asub 2.
kromosoomis DNER geenis (Joonis 5B), kus paikneb ka geneetiline variant rs150079937 (p-
vadrtus 2,71x10®). Lisaks oli iilegenoomselt oluline seos 3. kromosoomis positsioonil
chr3:100797937 paikneva insertsiooniga (p-vairtus 1,68x10®).

Vanus esimese raseduse ajal assotsiatsiooniuuringus ei leitud iilegenoomselt olulisi seoseid.
Ulegenoomselt statistiliselt mitteolulised, kuid madalaima p-viirtusega seosed olid 5.
kromosoomis 5q15 lookusega. Kdige tugevam leitud seos oli markeriga rs2351012 (p-véaartus
2,52x10"), mis asub geeni ERAP1 intronis.

Raseduste arvu assotsiatsioonianaliiiisis ei leitud iilegenoomselt olulisi seoseid. Uuringus leiti
koige tugevam seos geneetilise variandiga rs117885050 (p-viirtus 1,06x107), mis asub 17.
kromosoomis geenide SLC16A11 ja CLEC10A vahelises piirkonnas. Tunnusega leiti veel
seoseid 3p.13 lookuses PDZRN3 geenis paiknevate geneetiliste variantidega. Piirkonnast
leitud assotsiatsioonidest oli kdige olulisem seos geneetilise variandiga rs9818960 (p-vaartus
2,73x107), mis asub PDZRN3 intronis. Samas genoomses piirkonnas asuvad iihtlasi leitud
markerid rs11926413 (p-véirtus 3,75x107) ja rs4677314 (p-véirtus 2,79x107).

Raseduskatkemise esinemise assotsiatsiooniuuringus leiti kaks tilegenoomselt olulist seost
4925 lookuses (Joonis 6A). Leitud geneetiline variant rs79309044 (p-viirtus 3,49x10®)
paikneb AGXT2L1 geeni intronis ning rs11500712 (p-vaartus 2,94x10®)(Joonis 6B) asub
geeni COL25A1 lahedal.
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Joonis 5. Raseduste esinemise GWAS tulemused. (A) Ulegenoomse
assotsiatsiooniuuringu tulemused visualiseerituna Manhattan joonisel. Y-teljel on
negatiivne kiimnendlogaritm assotsiatsiooni p-véirtusest. X-teljel on genoomsed asukohad.
Rohelised tipid on iilegenoomselt statistiliselt olulised assotsiatsioonid. (B) Markeri
rs200713680 regionaaljoonis. Erineva varvusega on kujutatud markerite LD (r’) markeriga
rs200713680 (lilla romb). X-teljel on markerite positsioonid ja geenide asukohad genoomis.
Vasakpoolsel y-teljel on negatiivne kiimnendlogaritm p-véartusest ja parempoolsel y-teljel
kujutab sinine joon rekombinatsioonimééra.
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Joonis 6. Raseduskatkemiste esinemise GWAS tulemused. (A) Ulegenoomse
assotsiatsiooniuuringu tulemused visualiseerituna Manhattan joonisel. Y-teljel on
negatiivne kiimnendlogaritm assotsiatsiooni p-véirtusest. X-teljel on genoomsed asukohad.
Rohelised tdpid on iilegenoomselt statistiliselt olulised assotsiatsioonid. (B) Markeri
rs115007121 regionaaljoonis. Erineva viirvusega on kujutatud markerite LD (r*) markeriga
rs115007121 (lilla romb). X-teljel on markerite positsioonid ja geenide asukohad genoomis.
Vasakpoolsel y-teljel on negatiivne kiimnendlogaritm p-véértusest ja parempoolsel y-teljel
kujutab sinine joon rekombinatsioonimaéra.
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2.3.2. LD skoori regressioon

Koikidele uuritavatele tunnustele leiti  paritavuse hinnangud, mida kajastab
péritavuskoefitsiendi h® véirtus ning selle standardhilve (Tabel 3). Neljal tunnusel —
menstruaaltsiikli pikkusel, menstruaaltsiikli regulaarsusel, raseduste esinemisel ja raseduste
arvul ei Oonnestunud péritavuskoefitsienti usaldusvidirselt hinnata liiga véikse valimi tottu.
Kolmel tunnusel — vanusel menarhe ajal, vanusel esimese raseduse ajal ja raseduskatkemiste

esinemisel leiti paritavuse hinnangud, mis varieerusid 20% ringis.

Tabel 3. Uuritavate tunnuste piritavuskoefitsiendi h? viirtused ning standardhilve.
Puuduv vairtus (not available — NA).

Uuritav tunnus Piritavuskoefitsient h” (standardhilve)

Vanus menarhe ajal 0,27 (0,06)
Menstruaaltsiikli pikkus NA
Menstruaaltsiikli regulaarsus NA
Raseduste esinemine NA

Vanus esimese raseduse ajal 0,24 (0,07)
Raseduste arv NA

Raseduskatkemiste esinemine 0,17 (0,06)

Geneetiliste korrelatsioonide leidmiseks sai kasutada ainult tunnuseid, mille valimi suurus oli
piisav paritavuskoefitsiendi arvutamiseks: vanus menarhe ajal, vanus esimese raseduse ajal ja
raseduskatkemiste esinemine. Lisaks kasutati geneetiliste korrelatsioonide leidmisel vabalt
kattesaadavaid GIANT konsortsiumi kehamassiindeksi ning kehamassiindeksile kohandatud
talje-puusa suhte GWAS andmestikke, GLGC konsortsiumi HDL ja LDL kolesterooli GWAS
andmestikke ning EGG konsortsiumi siinnikaalu GWAS andmestikku. Kd&ikide LD skoori
regressiooniks kasutatud tunnuste vahelised korrelatsioonid on esitatud Joonisel 7.
Raseduskatkemiste esinemisel puudusid nominaalselt olulised geneetilised korrelatsioonid

teiste vaadeldavate tunnustega.

Vanus menarhe ajal oli negatiivses geneetilises korrelatsioonis kehamassiindeksiga
(geneetiline Kkorrelatsioon -0,32; p-viirtus 1,28x10°). Geneetilised eeldused kdrgemaks
kehamassiindeksiks on seotud ka varasema menstruatsiooni ajastusega. Uhtlasi oli tegu
menarhega koige tugevamalt seotud tunnusega uuritavate geneetiliste korrelatsioonide hulgas.
Vanus menarhe ajal oli ndrgas positiivses geneetilises korrelatsioonis HDL kolesterooli
tasemega (geneetiline korrelatsioon 0,14; p-viirtus 3,03x1072). Naistel, kellel on geneetilised

eeldused korgemaks HDL kolesterooli tasemeks, algab menstruatsioon hiljem voi
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vastupidiselt — naised, kellel on hiljem menarhe, on geneetiliste eeldustega korgemaks HDL

kolesterooli tasemeks.

Vanus esimese raseduse ajal ja kehamassiindeks olid moddukas negatiivses geneetilises
korrelatsioonis (geneetiline korrelatsioon -0,28; p-viirtus 3x10™), millest tulenevalt naised,
kellel on geneetilised eeldused korgemaks kehamassiindeksiks ka rasestuvad varasemas eas
kui naised, kellel selleks geneetilised eeldused puuduvad. Vanus esimese raseduse ajal oli
mdodukas positiivses geneetilises korrelatsioonis HDL kolesterooli tasemega (geneetiline
korrelatsioon 0,27; p-véirtus 4,80x10'3). Geneetilised eeldused korgemaks HDL kolesterooli
tasemeks on eeldusteks ka hilisemaks esimeseks raseduseks. Erinevalt seosest HDL
kolesterooli tasemega, oli vanus esimese raseduse ajal ning LDL kolesterooli tase ndrgas
negatiivses geneetilises korrelatsioonis (geneetiline korrelatsioon -0,19; p-viirtus 4,56x107?),
millest tulenevalt naised, kellel on geneetilised eeldused korgemaks LDL kolesterooli
tasemeks, on esimese raseduse ajal nooremad kui naised, kellel puuduvad vastavad
geneetilised eeldused. Vanus esimese raseduse ajal oli mdddukas positiivses geneetilises
korrelatsioonis siinnikaaluga (geneetiline korrelatsioon 0,38; p-véirtus 4,80x107). Naised,
kellel oli geneetilistest eeldustest tulenevalt korgem siinnikaal, on eeldus ka hilisemaks

raseduseks.

Geneetilist korrelatsiooni ei leitud vanusel menarhe ajal ning vanusel esimese raseduse ajal.
Vanus menarhe ajal kui ka vanus esimese raseduse ajal omasid positiivset geneetilist
korrelatsiooni HDL Kkolesterooli tasemega, kuid vanusel esimese raseduse ajal oli leitud
korrelatsioon oluliselt tugevam. Vanusel esimese raseduse ajal oli negatiivne korrelatsioon
LDL kolesterooli tasemega, kuid vanusel menarhe ajal ja LDL kolesterooli tasemel oluline
geneetiline korrelatsioon puudus. Vanus esimese raseduse ajal oli tugevas positiivses
geneetilises korrelatsioonis siinnikaaluga, kuid menarhe ja siinnikaalu vahel antud uuringu

raames geneetilist korrelatsiooni ei leitud.
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vahel. Rohelisega on mérgitud positiivsed geneetilised korrelatsioonid, sinisega on margitud
negatiivsed geneetilised korrelatsioonid. Tunnustest moodustuvast diagonaalist jédvad
tilespoole leitud korrelatsioonid ringidena kujutatuna: mida tugevam on seos, seda suurem on
ring. Diagonaalist allapoole jadvad leitud seoste ry vddrtused numbritena. Ristiga on margitud
seosed, mis ei ole statistiliselt olulised (nominaalne nivoo p-véirtus < 0,05). Peale mitmese
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2.4. Arutelu

Antud magistrit6o tiheks eesmérgiks oli leida geneetilisi seoseid naiste viljakust peegeldavate
erinevate tunnustega. Naiste viljakusega seotud tunnusteks olid — vanus menarhe ajal,
menstruaaltsiikli pikkus, menstruaaltsiikli regulaarsus, raseduste esinemine, vanus esimese
raseduse ajal, raseduste arv ja raseduskatkemiste esinemine. Selleks viidi 1dbi iga uuritava
tunnusega iilegenoomne assotsiatsiooniuuring. Naiste viljakusega seotud tunnustega leiti
iilegenoomse assotsiatsioonianaliiiisi kdigus iilegenoomselt olulisi geneetilisi seoseid nelja
tunnusega — menstruaaltsiikli pikkusega, menstruaaltsiikli regulaarsusega, raseduste
esinemisega ja raseduskatkemiste esinemisega. Jargnevalt vaadeldi naiste viljakusega seotud
tunnuste omavahelist jagatud geneetikat, kasutades selleks LD skoori regressiooni meetodit.
Esmalt leiti igal tunnusele paritavushinnangud, kuid tulenevalt valimi suurusest, suudeti
ainult kolmele tunnusele leida péritavuskoefitsient. Nendeks tunnusteks olid vanus menarhe
ajal, vanus esimese raseduse ajal ja raseduskatkemiste esinemine. Naiste viljakusega seotud
tunnustel puudusid omavahelised geneetilised korrelatsioonid. Lisaks uuriti antud
magistritdds, kas naiste viljakusega seotud tunnustel on korrelatsioone epidemioloogilisel
tasandil seotud tunnustega. Geneetilised korrelatsioonid epidemioloogilisel tasandil seotud

tunnustega leiti vanusele menarhe ajal ja vanusele esimese raseduse ajal.

Menarhe ajaga ei leitud iilegenoomses assotsiatsiooniuuringus iilegenoomselt olulisi seoseid,
kuid olulisemad seosed olid geneetiliste variantidega 3. ja 18. kromosoomis. Geneetilised
variandid 3. kromosoomis paiknevad CNTNG6 geeni ldhedal, mis on seotud raku adhesiooni ja
neuronaalse arenguga (Bouyain & Watkins, 2010; Hu et al., 2015). Naiste reproduktiivtervise
kontekstis on Day jt varasemalt leidnud seose neuronaalse raku adhesioonmolekuli kodeeriva
geeni CADM2 intronis paiknevate SNP-de ja laste arvu vahel (Day et al., 2016). Geneetilised
variandid 18. kromosoomis paiknevad NFATCL1 geeni intronis, mille poolt kodeeritavat valku
on eelnevalt seostatud immuunvastuses vajalike geenide transkriptide indutseerimises
(Kaminuma et al., 2008). Leitud piirkonnad ei iihtinud seni kdige suuremahulisema menarhe
aja ililegenoomse assotsiatsiooniuuringu koige olulisemate tulemustega (Perry et al., 2014).
Peamine pdhjus selleks on valimi suurus, kuigi menarhe aja valimis oli ligi 6000 naist, jadb

see suuruselt alla uuringutele, millesse on kaasatud andmed kiimnetest uuringutest.

Menarhe aeg oli negatiivses geneetilises korrelatsioonis kehamassiindeksiga, mis kinnitab ka
epidemioloogilistes uuringutes leitud seoseid. Peters jt uuringus leiti, et naistel, kellel on

menarhe enne 12. eluaastat, on keskmine kehamassiindeks 29,0. Naistel, kellel on menarhe
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alles pédrast 14. eluaastat, on keskmine kehamassiindeks 26,5 (Peters et al., 2016). Menarhe
aja ning tdiskasvanuea kehamassiindeksi vaheline geneetiline seos voib tuleneda eelkdige
lapseea kehamassiindeksist, kuivord hiljutises uuringus on leitud, et lapseea kehamassiindeks
ning tdiskasvanuea kehamassiindeks on tugevas geneetilises korrelatsioonis (Felix et al.,
2016).

Geneetilised lookused, mis on seotud keharasva paiknemisega tuhara ning reite piirkonnas
vOiksid mdjutada menarhet, kuivord nendes piirkondades paiknevat rasva on voimalik
vabamalt mobiliseerida kui kdhupiirkonna rasvavarusid reproduktiivseks talitluseks (Snijder
et al., 2003). Uuringu tulemus viitab sellele, et menarhe aeg ei soltu keharasvade paiknemist
vaid ildisest rasvumusseisundist. Menarhe ning kehamassiindeksi bioloogiliseks tihisosaks
voiks olla leptiin. Keharasvadest sekreteeritud leptiin on sddgiisu reguleeriv hormoon
(Friedman & Halaas, 1998), mille moju reproduktiivsele siisteemile on pigem kaudne.
Nariliste katsetel leiti, et eesaju neuronite konditsionaalse leptiini retseptori deletsiooni korral
hilines nérilistel puberteet ja selle tulemusena olid nérilised viljatud, samuti oli blokeeritud
ostradioolist tulenev LH taseme tdus. GnRH neuronite leptiini retseptori deletsiooni korral
ainult isastel nérilistel puberteet hilines, kuid edasisi reproduktiivseid probleeme ei ilmnenud
(Quennell et al., 2009). Samuti v3ib bioloogiliseks ithendusliiliks olla insuliin. In vivo hiirte
uuringus ndidati, et suurenevad insuliini kontsentratsioonid stimuleerivad LH sekretsiooni
ning in vitro mudelis niidati, et otseselt insuliini doosist sdltuvalt toimus GnRH-i

sekretsioonis muutus (Burcelin et al., 2003).

Epidemioloogilistes  uuringutes on  varajast menarhet seostatud ka siidame-
veresoonkonnahaiguste suurenenud riskiga (Prentice & Viner, 2013). Antud magistrit6os
leitud menarhe ja HDL kolesterooli positiivne geneetiline korrelatsioon iihtib varasema Bulik-
Sullivan jt kahe tunnuse vahelise geneetilise korrelatsiooniga (Bulik-Sullivan et al., 2015).
Varasemalt on leitud menarhe ajaga seotud geneetilisi variante steroidhormoonide siinteesis
osalevatest geenidest voi nende ldhedalt. Perry jt uuringus leiti, et mittekodeerivas RNA-s
paiknev geneetiline variant mdjutab lipiidide transpordis ja metabolismis osaleva (Calderon-
Dominguez et al., 2014) STARD4 geeni ekspressioonitaset (Perry et al., 2014). STARDA4
kuulub valguperekonda, mis osaleb steroidhormoonide siinteesis regulaatorina, konverteerides
kolesterooli pregnenolooniks, mis on androgeenide ja Gstrogeenide prekursoriks (Lin et al.,

1995).
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Antud magistritoos leiti menstruaaltsiikli pikkusega olulisim seos SGOL1 geeni, mis on
seotud mitoosis tiitarkromatiidide korrektse segregatsiooniga (Yamagishi et al., 2008), 1dhedal
paikneva piirkonnaga. Varasemalt on assotsiatsiooniuuringutes leitud SGOL1 intergeensest
piirkonnast geneetilised variandid rs13070421" ja rs648238", millel on seos monotsiiiitide
kemoatraktandi valguga-1 (monocyte chemoattractant protein-1 — MCP-1). Lisaks on
eelnevates uuringutes leitud 3p24.3 lookusest marker rs1395103, millel on leitud seos
pstihhiaatriliste haigustega, seahulgas skisofreenia ja toitumishéiretega (Wang et al., 2010).
SGOL1 ja pseudogeeni VENTXP7 intergeensest alast on leitud geneetilised variandid
rs4292253"%, rs1523351% ja rs10440098", millel on assotsiatsioonid siidame isheemiatdvega.
Samuti on intergeensest regioonist leitud marker rs1403651, millel on seos madala tihedusega
lipoproteiinide kolesterooliga (Kathiresan et al., 2007). Naise reproduktiivtervise kontekstis ei
ole SGOL1 ja VENTXP7 geene varem kirjeldatud. Sellest tulenevalt on vaja edasisi uuringuid,
et selgitada, kas ja kuidas need vdiksid olla seotud menstruaaltsiikli pikkusega. Magistrito0s
leitud menstruaaltsiikli pikkusega seotud tulemused ei iihti seni ainsas publitseeritud
menstruaaltsiikli pikkuse tilegenoomse assotsiatsiooniuuringus leitud 11. kromosoomis geeni
FSHB piirkonnaga, milles paikneva geneetilise variandi seos ei osutunud magistritoo
analiiisides oluliseks (p-vddrtus > 0,05). Peamine pdhjus selleks on uuritava tunnuse véike
valim antud magistritods, vorreldes Ruth jt uuringuga, millesse oli kaasatud iile 9000 naise

andmed (Ruth et al., 2016).

Menstruaaltsiikli regulaarsusega leiti tilegenoomselt olulised seosed 7. kromosoomi
piirkonnas, kus paiknevad geenid FAM221A ja STK31l. FAM221A geenil on kdorge
ekspressioon testistes ning seda ekspresseeritakse ka naiste reproduktiivtraktis®. STK31
geenil on tugev ekspressiooni rikastus testistes’®. STK31 avaldab mdju mitmete Kasvajate
korral, omades bioloogilist funktsiooni raku migratsiooni suurenemisel kui ka rakkude
apoptoosi mahasurumisel (Kuo et al., 2014). Yin jt uuringu kohaselt omab STK31
potentsiaalset rolli emakaelavihi prognoosil, diagnoosil kui ka ravil (Yin et al., 2016). Lisaks
on varasemalt assotsiatsiooniuuringus leitud geenide FAM221A ja STK31 intergeensest alast

geneetilise variandi rs6974500 ja rauataseme vaheline seos (Tanaka et al., 2010).

'3 http://www.nchi.nlm.nih.gov/gap/phegeni?tab=2&rs=13070421#pgGAP
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gap/phegeni?tab=2&rs=648238#pgGAP

15 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gap/phegeni?tab=2&rs=4292253#pgG AP
1 http://www.nchi.nlm.nih.gov/gap/phegeni?tab=2&rs=1523351#pgGAP
7 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gap/phegeni?tab=2&rs=10440098#pgGAP
18 http://www.proteinatlas.org/ENSG00000188732-FAM221A/tissue

19 http://www.proteinatlas.org/ENSG00000196335-STK31/tissue
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Raseduste esinemisega leiti olulisemad seosed DNER geeni piirkonnast. DNER on ehituslikult
sarnane Notch signaaliraja retseptoriga ja selle ligandi Deltaga ning seda ekspresseeritakse nii
arenevas kui ka kiipses kesknérvisiisteemis (Eiraku et al., 2002), neerupealsetes ning teataval
méiral ka munajuhas ja endomeetriumis®. Varasemates assotsiatsiooniuuringutes on leitud
DNER geenis oleva markeri rs10197959 seos autoimmuunhaigustega (Lauc et al., 2013).
Uhtlasi on varasemalt seostatud DNER geenis paiknevaid geneetilisi variante Il tiiiipi
diabeediga (Deng et al., 2015; Hanson et al., 2014). See voib tuleneda DNER funktsioonist
adipogeneesis. Park jt leidsid, et DNER inhibeerimise tulemusena suurenes adipotsiiiitide
kiipsemise madr inimese adipotsiilitide mesenhiimaalsetes tiivirakkudes (human adipose
tissue-derived mesenchymal stem cells — hAMSC)(Park et al., 2010). Eelnevalt on DNER
geeni intronis paikneval variandil rs10519389 ning atriaalse natriureetilise faktori, mis on
stidamelihasrakkude poolt sekreteeritav hormoon, vahel leitud assotsiatsioone (Benjamin et

al., 2007).

Vanusesega esimese raseduse ajal ei leitud iilegenoomselt olulisi seoseid, kuid olulisim leitud
seos oli 5915 lookuses ERAP1 geeni intronis paikneva geneetilise variandiga. ERAP1 valk
16ikab  peptiide lihemaks, et need oleksid optimaalse pikkusega peamise
koesobivuskompleksi klass I molekulidega seondumiseks (Saric et al., 2002). Varasemates
uuringutes on leitud esmasiinnitamise vanusega seotud geneetilisi variante ESR1 ja RBM6-
SEMASF geenidest voi nende ldhedalt, mis antud magistritdd raames olulisust ei saavutanud:
ESR1 koige olulisem geneetiline variant puudus esimese raseduse vanuse analiiiisist ja RBM6-
SEMA3F geneetiline variant oli p-vidartusega > 0,05 esimese raseduse vanuse uuringus.
Peamine pdhjus tulemuste erinevuseks tuleneb valimi suurusest, Day jt uuring hdlmas enam
kui 60 000 naise andmeid (Day et al., 2016).

Vanus esimese raseduse ajal oli negatiivses geneetilises korrelatsioonis kehamassiindeksiga.
Seos ei tulene menarhe vanuse ning kehamassiindeksi geneetilisest korrelatsioonist, kuivord
menarhe vanusel ja vanusel esimese raseduse ajal puudub jagatud geneetika. Seni on
esmasiinnitamise vanusega seotud geneetilised variandid leitud ka Gstrogeeni retseptori ESR1
geenist voOi selle ldhedalt (Day et al., 2016). Goulart jt uuringus leiti, et ESR1 geenis
paiknevate poliimorfismide tulemusena on naistel vihenenud risk iilekaalulisusele (Goulart et
al., 2009).

2 http://www.proteinatlas.org/ENSG00000187957-DNER/tissue
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Vanus esimese raseduse ajal oli positiivses geneetilises korrelatsioonis HDL kolesterooli
tasemega, kuid negatiivses geneetilises korrelatsioonis LDL kolesterooli tasemega. Arvatavalt
on vanus esimese raseduse ajal ja HDL kolesterooli taseme seos menarhest sdltumatu. Kuigi
menarhe aja ja HDL kolesterooli taseme vahel oli samuti positiivne geneetiline korrelatsioon,
siis menarhe ajal ning vanusel esimese raseduse ajal puudus omavaheline geneetiline
korrelatsioon. Varast esmasiinnitamist ning suurt laste arvu on epidemioloogilistes uuringutes
seostatud kardiovaskulaarhaigustega, mis voib tuleneda raseduse jargsest vidikesest HDL
kolesterooli taseme langusest (Lewis et al., 1996). Siinnitusjargsele perioodile omane HDL
kolesterooli taseme langus piisib mitmeid aastaid ning see ei tulene kaalutdusust, suurenenud
tsentraalsest rasvumisest ega kaitumuslikest muutustest (Gunderson et al., 2004). Arvatavalt
on rasedusele omaste lipiidide tasemete muutuste aluseks ka suguhormoonide tasemete
muutused. LDL kolesterooli tase on negatiivses seoses progesterooni kontsentratsiooniga ning
HDL kolesterooli tase on positiivses seoses nii Ostradiooli kui ka progesterooni
kontsentratsioonidega (Knopp et al., 1986). Seosed ei voimalda kiill tuvastada pohjuseid ja
tagajargi. LDL kolesterooli ja progesterooni seos voib tuleneda platsenta suurenenud LDL
kolesterooli kasutusest progresterooni sekretsiooni véltel, progesterooni sekretsiooni
suurenedes LDL kolesterooli kontsentratsioonid vidhenevad (Knopp et al., 1998). Emapoolne
kolesterool, LDL kolesterooli kujul, on platsentas peamiseks substraadiks progresterooni
biosiinteesil (Simpson & MacDonald, 1981; Winkel et al., 1980).

Vanus esimese raseduse ajal oli positiivses geneetilises korrelatsioonis siinnikaaluga. Barkeri
hiipoteesi kohaselt loote kahjustunud toitumise tagajérjel siinnib madala siinnikaaluga imik,
kes omab edasises elus sellest tulenevalt suurenenud riski erinevatele haigusseisunditele
(Barker, 1995). Senised uuringud pole késitlenud, kuidas naiste siinnikaal voib mojutada

edasises elus reproduktiivset edukust.

Raseduste arvu iilegenoomses assotsiatsiooniuuringus 0li olulisim seos geneetilise variandiga,
mis paikneb 17. kromosoomis geenide SLC16Al11 ja CLEC10A vahelises piirkonnas.
SLC16A11 geenil on rikastatud ekspressioon munajuhas?. Varasemates uuringutes on
SLC16A11 geenis paiknevaid poliimorfisme seostatud II tiilipi diabeedi suurenenud riskiga
(Lara-Riegos et al., 2015; SIGMA Type 2 Diabetes Consortium et al., 2014). CLEC10A
geenil on rikastatud ekspressioon testistes??. Lisaks leiti seoseid 3. kromosoomis PDZRN3

geeni intronis paiknevate geneetiliste variantidega. PDZRN3 geenil on korge ekspressioon

2! http://www.proteinatlas.org/ENSG00000174326-SLC16A11/tissue
22 http://www.proteinatlas.org/ENSG00000132514-CLEC10A/tissue
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munsarjades kui ka endomeetriumis ning kesknirvisiisteemis®®. PDZRN3 geen on oluline
vaskulaarses morfogeneesis kui ka adipotsiiiitide, osteoblastide ja miioblastide
diferentseerumise reguleerimisel (Honda et al., 2013; Sewduth et al., 2014). Antud
magistrito0 raseduste arvu uuringu olulisemad leiud ei {ihti Bangladeshi naiste uuringu
tulemustega, mille kohaselt raseduste ja laste arvuga voimalikud seotud geneetilised variandid
paiknevad 4., 5. ja 6. kromosoomi piirkondades (Aschebrook-Kilfoy et al., 2015). Tulemuste
mitte kattumise peamiseks pohjuseks voib olla kahes uuringus osalenud naiste erinev etniline
kuuluvus. Lisaks ei tihtinud magistrito6 uuringu tulemused Day jt laste arvu uuringuga, mille
korral olulisemad piirkonnad olid 3. kromosoomis CADM2 geenis ja 6. kromosoomis ESR1
geenis (Day et al., 2016). Day jt uuringu ESR1 geeni kodige olulisem marker oli magistrit6o
raseduste arvu uuringus p-vairtusega 0,01. Kahe uuringu tulemuste erinemise peamiseks

pohjuseks on vahe valimite suuruses.

Kuivord rasedus on mitme osapoolega siindmus (ema, isa, laps/platsenta), siis sellest
tulenevalt on biopanga andmetel pohineva antud uuringu korral véimalik keskenduda ainult
ema andmetele. Sellest tulenevalt ei saa raseduskatkemise pdhjusena vilistada isa haigusi,
loote haigusseisundeid, infektsioone ning teisi pdhjuseid, mis ema haigusloos ei kajastu.
Antud magistritods leiti lilegenoomselt olulised raseduskatkemistega seotud geneetilised
variandid 4. kromosoomis geeni AGXT2L1 ldhedalt, mis osaleb fosfolipiidide metabolismis
(Schiroli et al., 2013). Uhtlasi on AGXT2L1 tugevalt ekspresseeritud suurajukoores kui ka
hipokampuses®*. Levy jt uuringus leiti antud piirkonnast geneetiline variant rs2575655 geenis
OSTC, mis on seotud vererdhuga (Levy et al., 2007). Lookuses 4025 paikneb geneetiline
marker rs10029851, mida on seostatud amiiotroofse lateraalskleroosiga Ida-Aasia han-
hiinlaste populatsioonis (Xie et al., 2014). Lisaks on piirkonnast varasemalt naistel leitud
geneetilise markeri rs4956211 ja siisteemse eriitematoosse luupuse vaheline seos (Harley et
al., 2008). Seni on kirjeldatud ema genoomist tulenevalt raseduskatkemise pohjusena loote
aneuploidiat pohjustavaid geneetilisi variante 4028 lookuses PLK4 geenis (McCoy et al.,

2015), mis antud magistritoos olulisust ei saavutanud.

Kuigi antud magistritods ei leitud naiste viljakust peegeldavate tunnuste omavahelisi
geneetilisi korrelatsioone, on siiski alust arvata, et mingisugune geneetiline tihisosa esineb
1abi teiste tunnuste. Day jt uuringus leiti, et menarhe aeg on positiivses geneetilises

korrelatsioonis vanusega esimese seksuaalvahekorra ajal. Samuti oli vanus esimese

2 http://www.proteinatlas.org/ENSG00000121440-PDZRN3/tissue
2 http://www.proteinatlas.org/ENSG00000164089-ETNPPL /tissue
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seksuaalvahekorra ajal positiivses geneetilises korrelatsioonis esmasiinnitamise vanusega.
Lisaks leiti, et wvanus esimese seksuaalvahekorra ajal on negatiivses geneetilises
korrelatsioonis laste arvuga. Leitud korrelatsioonide aluseks on riskikditumisega seotud
geneetilised lookused, millest osalt tuleneb ka vanus esimese seksuaalvahekorra ajal (Day et
al., 2016).

Antud t66 tulemuste analiilis nditab, et magistritoos leitud naiste viljakusega seotud
geneetilised variandid paiknevad geenides, millele on omane korge ekspressioon testistes voi
naiste reproduktiivtraktis. Lisaks olid mitmed geenid seotud adipotsiiiitide morfogeneesiga.
Mitmetel leitud geenidel on kdrge ekspressioon kesknérvisiisteemis, millest tulenevalt on
alust arvata, et geneetilised variandid voivad mojutada kéitumist iildisemalt ja sealhulgas ka
reproduktiivkditumist. Antud magistritoos leitud geneetilised variandid ei iihtinud seniste
naiste reproduktiivtervist kisitlevate iilegenoomsete uuringute tulemustega, mille pShjuseks
on voib olla antud uuringu raames kisitletud tunnuste véiksed valimid. Tulenevalt viiksest
valimi suurusest onnestus leida péritavuse hinnangud ainult kolmele tunnusele, mis antud
magistritoé tulemuste kohaselt jagatud geneetikat ei oma. Naiste viljakust kirjeldavate
tunnustega on mitmetel epidemioloogilisel tasandil seotud tunnustel jagatud geneetika, kdige
olulisemad seosed olid kehamassiindeksiga, ning sellest tulenevalt v3ib eeldada, et kahel
tunnusel on siduv bioloogiline komponent. Tulemuste kinnitamiseks viiakse antud tunnustega

1abi analiitisid suuremate valimitega.
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Kokkuvote

Naiste normaalse reproduktiivtervise kontekstis ldbiviidud uuringud on keskendunud eelkdige
kahele siindmusele, mis piiritlevad reproduktiivset eluiga — menarhe ja menopaus. Sellest

tulenevalt on vajalik leida, mis mdjutab naiste viljakust kogu reproduktiivperioodi valtel.

Kéesoleva t00 raames teostati 9702 naise genotiipiseerimisandmetel, mida oli tdiendatud 1000
Genoomi Projekti referentsil pOhineva imputatsiooniga, tilegenoomsed
assotsiatsiooniuuringud, leidmaks geneetilisi variante, mis on seotud erinevate naiste viljakust
peegeldavate tunnustega. Ulegenoomselt olulised geneetilised variandid leiti neljale tunnusele
— menstruaaltsiikli  pikkus, menstruaaltsiikli regulaarsus, raseduste esinemine ja
raseduskatkemiste esinemine. Kaikidele leitud {ilegenoomselt olulistele geneetilistele
variantidele, sealhulgas ka olulisuse piiril olevatele, on iihisjooneks paiknemine geenides,
millel on korge ekspressioon testistes ja reproduktiivtraktis (SGOL1, FAM221A, STK3l1,
DNER, SLC16A11, PDZRN3). Uhtlasi on mitmed geenid korgelt ekspresseeritud
kesknérvisiisteemis (CNTN6, DNER, PDZRN3, AGXT2L1), mistottu need vdiksid mdjutada

kéitumist iildisemalt ning sealhulgas ka reproduktiivkaitumist.

Naiste viljakusega seotud erinevate tunnuste jagatud geneetika leidmiseks kasutati LD skoori
regressiooni meetodit, mis esmalt hindab tunnuse péritavust ja seejarel leiab kahe tunnuse
geneetilise korrelatsiooni. Tulenevalt viikesest valimist, onnestus péritavuse hinnangud leida
kolmele tunnustele — vanus menarhe ajal, vanus esimese raseduse ajal ja raseduskatkemiste
esinemine. Tunnustele ei leitud omavahelist geneetilist korrelatsiooni, mistdttu voib eeldada,
et neil geneetiline tihisosa puudub voi see tuleneb 1dbi tunnuste, mida antud magistritéos ei

vaadeldud.

Varasemalt on naiste viljakusega seotud tunnused epidemioloogilisel tasandil seostatud
erinevate tunnustega, nendest seast kdige sagedamini kehamassiindeksiga, kuid on ebaselge,
kas seosed on ka geneetilisel tasandil ning omavad iihist bioloogilist komponenti. Kdige
olulisemad geneetilised korrelatsioonid olid menarhe vanuse ja kehamassiindeksi vahel ning
esimese raseduse vanuse ning kehamassiindeksi vahel. Naiste reproduktiivtervise kontekstis
on oluline rasvumise maér, mitte keharasvade paiknemine. Naiste reproduktiivtervise ja
kehamassiindeksi jagatud bioloogilise komponendi vdimalikud kandidaadid on leptiin ja

insuliin.
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Genetic correlations of traits associated with female fertility

Anette Kalnapenkis
Summary

Female reproductive lifespan is bounded by two events — menarche and menopause. Previous
studies on female reproductive health have mainly focused on pathologic conditions during
female reproductive lifespan. In the context of normal reproductive health, studies have
mostly only focused on genetics of menarche and menopause, while both of them are
transitional periods. Reproductive behavior is mostly influenced by social factors, most
important of them being personal reproductive choices, if and when to start a family. But it is
influenced by genetics and biological processes that determine length and success of

reproductive lifespan.

During this study genome-wide association analyses were conducted using genotyping data of
9702 women and data based on 1000 Genome Project reference imputation in order to find
genetic variants associated with different traits depicting female fertility. Genetic variants for
four traits — menstrual cycle length, menstrual cycle regularity, ever been pregnant and ever
had a miscarriage. Genetic variants, even those that did not reach genome-wide significance,
were in genes that are highly expressed in testis and female reproductive tract (FAM221A,
STK31, DNER, SLC16A11, PDZRN3). Several genes are also highly in expressed in central
nervous system (CNTN6, DNER, PDZRN3, AGXT2L1). Thus, they could influence overall

behavior and including reproductive behavior.

In order to find shared genetic background between different traits depicting female fertility
LD score regression method was used. Firstly, LD score regression estimates heritability of
traits and then finds genetic correlation between two trait of interest. Estimates of heritability
were found for three traits — age at menarche, age at first pregnancy and ever had a
miscarriage. No genetic correlations were found between traits depicting female fertility.
Thus, it is possible that they don’t have shared genetic background or it comes through traits

that were not included in this study.

Previously traits associated with female fertility have been correlated with different traits on
epidemiological level, most often with body mass index. But it is unclear if correlations exist
on genetic level. Most significant genetic correlations were found between age at menarche
and body mass index also between age at first pregnancy and body mass index. In the context

of female reproductive health the extent of body fat is more important than distribution of
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body fat. Candidates for shared biological component between female reproductive health and

body mass index could be leptin and insulin.
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Lisa 1. Kiisimustik

Kui vanalt algasid Teil menstruatsioonid

Kui pikk oli Teie keskmine menstruaaltsiikkel vanuses 25—35

ei tea

pole menstruaaltsiikleid
ebaregulaarsed

<20 péeva

21-24 péeva

2529 péeva

30-35 pédeva

>35 pdeva

Kui kiiresti peale esimest menstruatsiooni muutusid menstruaaltsiiklid regulaarseteks
kohe vo6i kuni kuue kuu jooksul

aasta moodudes

2a

3a

4a

5 vOi enam aastaga
peale esimest rasedust
kogu aeg ebaregulaarsed

Kas Teil esineb praegu menstruatsioone

Kui jah, siis mitu menstruaaltsiiklit on Teil olnud viimase 12 kuu jooksul

1-3

4-5

6-9

10 voi rohkem
ei tea

Kui ei, siis mis vanuses..........
menopaus
olen praegu rase
muu

Muud pohjused
menopaus
olen praegu rase
rasestumisvastased vahendid
giinekoloogiline operatsioon
ravimid
madal kehakaal
tippspordi tegemine
kaasuv haigus
lapse rinnaga toitmine

veeeeer ... Ja mis pOhjusel menstruatsioonid 16ppesid
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Mitu rasedust TEIl ON OINUA...........ccooiiiiiicc e et sreenes
Mitmel juhul on tegemist olnud

ClUSSUNNIA......veereeieeieiee e
iseenesliku raseduse katkemisega.........
tehisliku raseduse katkemisega.............
emakavilise rasedusega..........
surnultsiinniga............ccceeeereeene

Kui vana Te olite oma esimese raseduse ajal..........ccoooiiiiiiiiiiiiiee e e
Kas Teil on olnud kunstlikku VilJaStamiSt . .........c.cceeeievieeiiierierieenieeieeseese e e eseseesne e e e e e ee e eeeas
Kui jah, siis mitu.....................

Mitu neist on 16ppenud elussiinniga...............c.ocovvevininninnnn..

Kas Te olete kunagi tarvitanud hormonaalseid rasestumisvastaseid vahendeid...........................
Mis selle VAhendi NIMI ON.....oueei e et e e e e neees
Kui vanalt Te nende tarvitamist alustasite................

Kas nende kasutamisel on olnud pause
ei
kuni 6 kuud
6—12 kuud
1-2 aastat
iile 2 aasta
ei tea

Kui Te praegu neid vahendeid ei kasuta, siis kui vanalt Te 1dpetasite nende kasutamise............
Kiisimused menopausi kohta

Kas Te olete kasutanud hormoonravimeid menopausi tOttu. ... ...o.vveivnieriiiieieiiiireieeieaanans
Kui vanalt Te neid tarvitama hakkasite............ ..o
Kas nende kasutamisel on OlNuUd PauSE. .......ouvirtitit ittt et e

ei

kuni 6 kuud
6—12 kuud
1-2 aastat
iile 2 aasta
ei tea

Kas Te kasutate selliseid vahendeid ka praggu.............oouviiiiiiiiiiii e

Mis selle Vahendi MM ON.. ... eei et e
Kui Te praegu neid vahendeid ei kasuta, siis kui vanalt Te 15petasite nende kasutamise................
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Lisa 2. Raseduskatkemiste valistusdiagnoosid

C73 (kilpnddrme pahaloomuline kasvaja), C74 (neerupealise pahaloomuline kasvaja), C75.1
(ajuripatsi pahaloomuline kasvaja), D34 (kilpnddrme healoomuline kasvaja), D35.0
(neerupealise healoomuline kasvaja), D35.2 (ajuripatsi healoomuline kasvaja), D68.5
(primaarne  trombofiilia), D68.6 (muud trombofiilia haigusseisundid, sealhulgas
antifosfolipiidsiindroom), E02  (subkliiniline joodivaegushiipotiirecoos), E03 (muu
hiipotiireoos), E05 (tiir[e]otoksikoos [hiipertiire00s]), E06 (tiir[e]oidiit ¢ kilpndarmepdletik),
E07 (kilpnddrme muud haigusseisundid), E22 (hiipofiiiisi hiipofunktsioon e vaegtalitus e
liigtalitlus), E23 (hiipofiiiisi hiipofunktsioon e vaegtalitlus ja muud vééirtalitlused), E24
(Cushingi slindroom), E25 (adrenogenitaalsed héired), E26 (hiiperaldosteronism), E27
(neerupealiste muud haigusseisundid), E28.2 poliitsiistilise munasarja slindroom, M32
(stisteemne eriitematoosluupus e -séotraig), M35.0 (kuiv siindroom [Sjogren]), Q50-Q56
(suguelundite kaasasiindinud vaérarendid, sealhulgas Q50 munasarjade ja —juhade ning
emakalaisideme kaasasiindinud véirarendid, Q51 emaka ja emakakaela kaasasiindinud
véadrarendid, Q52 naissuguelundite muud kaasasiindinud vdirarendid, Q56 méératlemata sugu
ja pseudohermafroditism), Q90-Q99 mujal klassifitseerimata kromosoomianomaaliad
(sealhulgas Q90 Downi siindroom, Q91 Edwardsi siindroom ja Patau siindroom, Q92
autosoomide mujal klassifitseerimata muud trisoomiad ja osalised trisoomiad, Q93 muijal
klassifitseerimata monosoomiad ja autosoomide deletsioon, Q95 mujal klassifitseerimata
tasakaalustatud rekombinatsioonid ja struktuurimarkerid, Q96 Turneri siindroom, Q97 mujal
klassifitseerimata naisfenotiiibi muud sugukromosoomide anomaaliad, Q98 mujal
klassifitseerimata meesfenotiiiibi muud sugukromosoomide anomaaliad, Q99 mujal
klassifitseerimata muud kromosoomianomaaliad).
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