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2. Kasutatud luhendid ja mdisted

bp
CAMP
CG
CGB
FSH
FSHR
GnRH

hCG

HPG

kb

LH
LH-beeta
LHB
LHCGR
nmol

PCR
PCR-RFLP

P-vaartus

SNP

SNV
TBE

aluspaar

cyclic adenosine monophosphate ehk tstkliline adenosiin-monofosfaat
kooriongonadotropiin

Kooriongonadotropiini hormooni beeta-alatihikut kodeerivad geenid
folliikuleid stimuleeriv hormoon ehk follitropiin

follitropiini retseptor

Gonadotropine releasing hormone  ehk gonadotropiine vabastav
hormoon

Human chorionic gonadotropin ehk inimese kooriongonadotropiini
hormoon

Rahvusvaheline  thik  (international  unit).  Rahvusvaheline
kokkuleppeline suurus, mille médtmisel ldhtutakse hormooni véi muu
substantsi bioaktiivsusest. Luteiniseeriva hormooni puhul on see
hormooni kogus, mis vastab 0.0668 mg hormooni aktiivsusele (World
Health Organization, 1975).

hypothalamus-pituitary-gonadal axis ehk hipotaalamus-hipofuds-
gonaadide telg

kilo-aluspaari ehk tuhat aluspaari

luteiniseeriv hormoon ehk lutropiin

luteiniseeriva hormooni beeta-alaiihik

Luteiniseeriva hormooni beeta-alalihikut kodeeriv geen

Luteiniseeriva hormooni ja kooriongonadotropiini retseptor

nanomool

Polumeraasi ahelreaktsioon (polymerase chain reaction)
Restriktsioonifragmentide pikkuse poliimorfismi vérdlev PCR
Statistiline véartus, mis annab infot l&biviidud analliiisi vOi testi
tulemuste télgendamiseks. P-vaartust vorreldakse valitud olulisusnivoo
vastu, kui see on sellest suurem, vaib oletada et testi null-hiipotees peab
paika.

Uhenukleotiidiline asendus DNA nukleotiidide vahel (Single-
Nucleotide Polymorphism), mis on populatsioonis levinud

single nucleotide variation ehk tihenukleotiidiline varieeruvus

0.5x Tris-boraat EDTA puhver
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TSH kilpnaaret stimuleeriv hormoon ehk turotropiin

TSHR tlrotropiini retseptor
V-LH variantne luteiniseeriv hormoon, asendustega Trp8Arg ja Thrl5lle
ul mikroliiter



3. Sissejuhatus

Inimese viljakus on reguleeritud erinevate hormoonide poolt, mis Uhtse siisteemina vastutavad
sugulise arengu, sugurakkude kipsemise ning raseduse kulu eest. Stisteemis mangivad olulist
rolli gonadotroopsed hormoonid: luteiniseeriv hormoon, folliikuleid stimuleeriv hormoon
ning kooriongonadtropiin. Need kolm hormooni moodustavad koos tlreotropiiniga

glukoproteiinsete hormoonide riilhma, olles struktuurilt sarnased.

Luteiniseeriv hormoon (LH) méngib olulist rolli nii meeste kui naiste viljakuses. Hormoon
pbhjustab meestel testosterooni sunteesi ning naistel ovulatsiooni, samuti 6strogeeni
stinteesiks vajalike androgeenide tootmist (Moyle ja Campbell, 1996). Lisaks metsiktupi
hormoonile on levinud ka variantne LH (V-LH), mille struktuur on kahe aminohappelise
asenduse tottu erinev (Trp8Arg SNV rs1800447, llel5Thr SNV rs34349826). Erinevused
struktuuris méjutavad hormooni seondumist retseptoriga, ning seelédbi ka V-LH kandjate
fenotulpi. Senised uuringud on néidanud, et VV-LH védhendab naiste viljakust ja suurendab LH
taset veres (Furui jt., 1994; Takahashi jt., 1998; Takahashi jt., 1999; Du jt., 2012). Uuringuid
mdjust meeste viljakusele on aga vahe ning avaldatud uuringutes on kasutusel véikesed

valimid, mille puhul pole arvesse voetud teisi parameetreid, mis mdjutavad hormooni taset.

Kéesoleva bakalaureusetdd Kkirjanduse Ulevaates antakse ulevaade glukoproteiinsete
hormoonide toimimisest organismis ning vaadeldakse tdpsemalt luteiniseeriva hormooni ning
tema variantse vormi moju viljakusele. Kasitletakse ka Uhenukleotiidiliste variantide
tuvastamise vOimalusi. Eksperimentaalosas on genotlpiseeritud Eesti noorte meeste
kohortvalim ning Eesti viljatute meeste valim thenukleotiidilise variandi rs1800447 suhtes,
mis maarab V-LH alleeli. Saadud andmete analudsis on vaadeldud, kas leidub seoseid

viljatuse ning luteiniseeriva hormooni tasemega.

Antud t66 on osa projektist HAPPY PREGNANCY (http://www.happypregnancy.ut.ee/).

Projekti eesmargiks on valja tootada uued mitteinvasiivsed biomarkerid inimese viljakuse
hindamiseks ning rasedustusistuste ennustamiseks ja varaseks avastamiseks. To0 tulemusi on
kasutatud avaldatud artiklis (Punab jt., 2015).

Marksdnad: V-LH, luteiniseeriv hormoon, lutropiin, glikoproteiinsed hormoonid, viljakus


http://www.happypregnancy.ut.ee/

4. Kirjanduse Ulevaade
4.1 Glukoproteiinsed hormoonid

Luteiniseeriv hormoon (LH) ehk lutropiin kuulub koos folliikuleid stimuleeriva hormooni
(FSH) ehk follitropiini ning tlreoidstimuleeriva (kilpnaaret stimuleeriva) hormooni (TSH)
ehk tlrotropiiniga ajuripatsis sunteesitavate glikoproteiinsete hormoonide hulka.
Glukoproteiinsete  hormoonide hulka kuulub ka inimese platsentas siinteesitav
kooriongonadotropiin (CG, inimese hormooni puhul hCG). Glukoproteiinsete hormoonide
puhul kuulub valgu struktuuri lisaks aminohapetele ka suhkruahel. Koéik neli hormooni
koosnevad kahest alatihikust, millest Uks on vaadeldud hormoonidel thine. FSH, LH ning
hCG moodustavad gonadotroopsete hormoonide perekonna (Pierce ja Parsons, 1981). Antud

t60s on vaadeldud tdpsemalt inimese glikoproteiinseid hormoone.

4.1.1 Glukoproteiinsete hormoonide funktsioon

FSH ja LH on olulised meeste ja naiste sugurakkude ja suguhormoonide regulatsioonis. FSH
on meestel looteeas vajalik Sertoli rakkude paljunemiseks ja arenemiseks. Sertoli rakud on
vajalikud spermatosoidide arenguks, nad sunteesivad erinevaid parakriinseid ja endokriinseid
produkte, mis mdjutavad Leydigi rakkude arengut. Téaiskasvanueas on FSH vajalik
normaalseks spermatogeneesiks. (Plant ja Marshall, 2001). Naistel pdhjustab FSH folliikulite

klpsemist, nagu ka hormooni nimi viitab (McGee ja Hsueh, 2000).

Luteiniseeriv._hormoon on oluline paljunemiseks. LH marklaudrakkudeks on meestel
munandite Leydigi rakud, kus ta stimuleerib testosterooni siinteesi ning on oluline esmase
spermatogeneesi kéivitamiseks. Testosterooni on vaja spermatogeneesiks ja sekundaarsete
sugutunnuste arenemiseks ning plsimiseks. Naistel pOhjustab LH jérsk tdus munaraku
kiipsemise jarel ovulatsiooni ehk munaraku vabanemist munasarjast, ning kollaskeha (corpus
luteum) arenemist. Samuti pdhjustab LH naistel teeka rakkudes androgeenide stinteesi, millest
toodetakse hiljem granuloosa rakkudes 6strogeeni. Ostrogeen on vajalik naiste sekundaarsete

sugutunnuste arenemiseks ning pusimiseks (Gharib jt., 1990; Moyle ja Campbell, 1996).

Kooriongonadotropiini (hCG) toodetakse inimese platsentas ning ta seondub sama
retseptoriga mis LH (LHCGR). Kooriongonadotropiin sdilitab raseduse esimesel trimestril
kollaskeha, mis sekreteerib progesterooni. Progesteroon hoiab emaka limaskesta paksu ning
veresoonterikkana, vdimaldades lootel platsenta kaudu sellega ainevahetust. Raseduse

hilisemas jargus voOtab progesterooni silnteesi Ule platsenta (Moyle ja Campbell, 1996).
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Arvatakse, et hCG v6ib omada rolli juba blastotsisti implantatsioonis emaka limaskestale

(Cole ja Butler, 2010).

Turotropiin  stimuleerib kilpnddrme epiteelrakkude kasvu ja tlroksiini (T,) tootmist.
Turoksiinist toodetakse aktiivset trijodoturoniini (T3), mis mojutab vaga paljusid inimkeha

flsioloogilisi protsesse, sealhulgas metabolismi aktiivsust (Moyle ja Campbell, 1996).

4.1.2 Glukoproteiinsete hormoonide struktuur

FSH, LH, TSH ning hCG on suhteliselt suured (30-40 kDa) heterodimeersed valgud, ehk
koosnevad kahest erinevast alauhikust. Alfa-alatihik on nendel hormoonidel Uhine, beeta-
alauhik on igal hormoonil unikaalne ning méarab hormooni toimet ja retseptoriga seondumist.

Subiihikud on seotud mittekovalentsete sidemete abil (Themmen ja Huhtaniemi, 2000).

Alfa-alatihiku valk koosneb 92 aminohappest. Valgul on kaks N-glikostleerimiskohta, mille
kaudu on seondunud suhkruahelad. Valgu struktuuris on 10 tsusteiini, mis osalevad alathiku-
siseste disulfiidsildade moodustamises, mis on olulised beeta-alathikuga seondumiseks (Sato
jt., 1997; Hiro'oka jt., 2000).

Hormoonide beeta-alaihikud on omavahel sarnased (aminohappelises jarjestuses 32%
sarnasust LH-TSH paari puhul, 83% LH-hCG paari puhul). Nende struktuuris on 12 tsisteiini,
mis moodustavad kuus subtihiku-sisest disulfiidsilda. FSH, TSH ning hCG beeta-subiihikud
sisaldavad kahte N-glikostleerimiskohta, LH tihte. hCG C-terminaalses otsas on lisaks veel
neli O-glikostleerimiskohta (Joonis 1). Alathiku pikkused varieeruvad 111-145 aminohappe

vahel (Themmen ja Huhtaniemi, 2000; Morgan jt., 1975).

-alaiihik ars
O (x -alaithik G -l .
Bl - b- C- terminaalne ofs
seondumise
i |
kﬂhﬂd\ Retseptoriga R%f{’%g
~“seondumise  °
ko f’g?x‘
B -alaiihik s
~ "
B-alaiihik ESH LH &5 B-alauhlk FEE

Joonis 1. Gonadotroopsete hormoonide struktuur. Alfa-alaihikud on toodud punase, beeta-
alatihikud sinise joonega. Suhkruahelad on toodud helesiniste pallidena. Roosalt on méargitud

retseptoriga seondumise kohad (Leao ja Esteves, 2014).



Glukoproteiinsete hormoonide puhul on lisaks aminohapetele oluline osa struktuurist
suhkruahelad. Glikoproteiinseid hormoone glukosuleeritakse erinevate suhkruahelatega,
sealhulgas siaalhappe ning sulfoonhappe rihmadega. See pdhjustab hormoonide erinevate
isovormide teket, mis erinevad poolestusaja ja bioaktiivsuse poolest (Choi ja Smitz, 2014).
Luteiniseeriva hormooni ja folliikuleid stimuleeriva hormooni puhul séltub erinevate
isovormide osakaal veres naistel menstruaaltsukli faasist (Anobile jt., 1998). On leitud, et
sulfoneeritud gonadotropiinide poolestusaeg on lihem ning siallseeritud gonadotropiinide
poolestusaeg pikem (Wide jt., 2009). Sufoneeritud-sialliseeritud gonadotropiinide tasakaal
muutub ka vanusega, soltub soost ja naiste puhul menstruaaltsukli faasist ning politsustiliste
munasarjade sundroomi puhul on seotud kehamassiindeksiga (Wide jt., 2007).
Kooriongonadotropiini  puhul  eristatakse tavalist hCG hormooni (36 kDa)
hlperglikosuleeritud hCG hormoonist (h-hCG, 40-41 kDa). h-hCG-d siinteesitakse rohkem
raseduse alguses. Selle madalat osakaalu on seostatud raseduse katkemisega (Kovalevskaya
jt., 2002; Sasaky jt., 2008). hCG seondumata beeta-subiihiku leidumist verest seostatakse
erinevate patoloogiatega, seejuures vahiga, ning arvatakse, et see takistab rakusurma (Choi ja
Smitz, 2014). Kuigi LH ja hCG on aminohappeliselt jarjestuselt sarnased, on LH poolestusaeg
alla tunni ning hCG poolestusaeg ~24 tundi (Diebel ja Bogdanove, 1978; Wehmann ja Nisula,
1981). Arvatavasti on pdhjus hCG suuremas glukosuleerituses (LH puhul 3 potentsiaalset
glukosuleerimiskohta, hCG puhul 8, joonis 1).

4.1.3 Glukoproteiinsete hormoonide tootmine

Luteiniseerivat hormooni (LH), folliikuleid stimuleerivat hormooni (FSH) ning kilpnééaret
stimuleerivat hormooni (TSH) toodetakse hipofulsi ehk ajuripatsi eessagaras. TSH-d
toodetakse turotropiinsetes rakkudes, LH-d ning FSH-d toodetakse gonadotroopsetes
rakkudes. Gonadotroopsed rakud moodustavad ligikaudu 5-10% ajuripatsi ndarmerakkudest.
Nende pohiline Ulesanne ongi vastavate hormoonide tootmine (Prendergast jt., 2008).
Gonadotroopseid hormoone slinteesitakse ja pannakse subuhikutest kokku endoplasmaatilises
retitkulumis. Valgu tootlemine ehk posttranslatsiooniline modifikatsioon, sealhulgas
suhkruahelate lisamine, toimub enne endoplasmaatilisest retiikulumist véljumist. Peale
slinteesi ja tootlemist hoitakse hormoone rakus vesiikulites — LH ja FSH kumbki eraldi
(Moyle ja Campbell, 1996). Mdlemat hormooni eritatakse ka sama vabastajahormooni —
GnRH ehk gonadotropiinide vabastajahormooni (gonadotropin releasing hormone) mdjul,
mida toodetakse hupotaalamuses (Schally jt., 1971). LH ja FSH hormoonid on osa

hlipotaalamus-hipofliis-gonaadide (HPG ehk hypothalamus-pituitary-gonadal axis) teljest
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(joonis 2). Selle abil kontrollitakse inimese sugurakkude ning suguhormoonide tootmist

sugukupses eas.

Mees Naine

—* Hiipotaalamus Hiipotaalamus

!

_ITestnstemnnI I.u]ulmnl— _l D““‘Eml Iﬂ-h-;]lllli-—

Joonis 2. HPG ehk hulpotaalamus-hiipofuls-gonaadide telg, hormonaalne signaalrada.
Hormonaalne regulatsioon mehel (vasakul) ja naisel (paremal). Joonisel on ndidatud

negatiivne tagasiside miinusega, positiivne plussiga (Grigorova, 2011).

Follitropiini vdi lutropiini stinteesitakse sdltuvalt GnRH hulgast ning méjuperioodi pikkusest,
ning ka teiste hormoonide tagasisidest. Uldiselt pShjustavad madala sagedusega GnRH pulsid
(intervalliga tle 2 h) FSH vabastamist, kdrge sagedusega GnRH pulsid aga LH vabastamist
(60 minutiste intervallidega maksimaalset) (Lim jt., 2009). GnRH suur kogus p6hjustab suure
hulga LH vabastamise, mis toob naistel esile ovulatsiooni. Meeste puhul on GnRH pulsid
uhtlased, naiste puhul aga muutuvad vastavalt menstruaaltsiikli faasidele (Bliss jt., 2010).
hCG-d toodetakse védhesel mé&éral ka ajuripatsi gonadotroopsetes rakkudes. Ajuripatsis
stinteesitud hCG moju arvatakse olevat sama mis LH (Cole ja Butler, 2010). LH poolt
indutseeritud suguhormoonide — testosterooni ja dstrogeeni, toimel inhibeeritakse GnRH ning
vaiksemal mééral ka LH sinteesi. Selline negatiivne tagasiside pdhjustabki GnRH hormooni
eritumist nn pulssidena. Kdrge ostrogeeni tase aga toimib hoopis positiivse tagasisidena,
suurendades LH sinteesi enne ovulatsiooni (Bliss jt., 2010). Peale GnRH osalevad FSH
stinteesi regulatsioonis veel hormoonid inhibiin, aktiviin ja follistatiin. Nendest kolmest

hormoonist inhibiini toodetakse gonaadides. Aktiviin suurendab FSH sunteesi ning GnRH
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sekretsiooni ja selle retseptori slinteesi. Follistatiin ning inhibiin vahendavad aktiviini méju —
follistatiin otseses interaktsioonis aktiviiniga, inhibiin konkureerides seondumisel retseptoriga
(Gregory ja Kaiser, 2004).

Inimese varases embriionaalses arengus osalevad kaks testikulaarset hormooni — anti-Mdilleri
hormoon ja testosteroon. Anti-Mulleri hormoon takistab naissuguorganite arenemist
meesorganismis. Meessuguorganite areng s6ltub testosteroonist, mida sinteesitakse hCG
mojul — munandites on juba embriionaalses arengus gonadotropiinide retseptorid.
Naissuguorganite areng on gonadotropiinidest s6ltumatu ning looteeas puuduvad
munasarjadel gonadotropiinide retseptorid (Themmen ja Huhtaniemi, 2000). Peale sundi
sekreteeritakse luhikese aja jooksul palju gonadotropiine. Selle perioodi jarel on
gonadotropiinide suntees vaga madal kuni puberteedieani. Puberteedi ajal kaivitub HPG telg,
pbhjustades suguhormoonide tootmist, seksuaalse arengu jatkumist ning sugukipsuse

saabumist (Themmen ja Huhtaniemi, 2000).

4.1.4 Glukoproteiinsete hormoonide seondumine retseptoriga

Hormoonid avaldavad rakule moju kinnitumisel oma retseptorile. Glukoproteiinsete
hormoonide seondumisel nende retseptoritega on olulised nii alfa- kui beeta-alatihik, kuid
spetsiifilise retseptori seondumiseks maédrab &ra hormoonide unikaalne beeta-alalhik.
Monomeersed voi beeta-alatihiku homodimeersed hormoonide vormid ei suuda retseptoriga
seonduda (Jiang jt., 2014). FSH ja TSH seonduvad vastavalt FSH retseptoriga (FSHR) ning
TSH retseptoriga (TSHR). Luteiniseeriva hormooni ning kooriongonadotropiini retseptor
(LHCGR) on (ks ja sama — hormoonide suure sarnasuse tdttu suudavad retseptorile kinnituda
mdlemad. (Themmen ja Huhtaniemi, 2000). Kuigi LH ja hCG retseptor on sama, ei mdju
hormoonid retseptorile samamoodi. On leitud, et LH m&ju rakule on kiirem (saabub 10 minuti
jooksul vs 1 tund hCG puhul), samal ajal kui hCG pdhjustab ligi 5 korda rohkema tstiklilise
AMP tootmise. Samal ajal on lutropiiniga stimuleeritud rakkudes aktiivsemad ERK
(extracellular signal-regulated kinases ehk rakuvalise signaali poolt reguleeritud kinaasid)
ning AKT (ehk proteiinkinaas B) signaalrajad (Casarini jt., 2012). LH ja hCG seondumist
retseptoriga mojutavad ka retseptori erinevad variandid. Ka LHCGR valgus on erinevaid
glukosulatsioonikohti, ning LHCGR-geeni transkript l&bib alternatiivse splaissimise, mille
tulemuseks on suur hulk isovorme. Erinevad isovormid seovad ning reageerivad LH ja hCG
hormoonidele erinevalt (Choi ja Smitz, 2014). Lisaks moodustavad glikoproteiinsete
hormoonide retseptorid oligomeere, mis mojutavad retseptori kaitumist (Jiang jt., 2014).
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Glukoproteiinsete hormoonide retseptoriteks on G-valguga seotud retseptorid (G protein
coupled receptors). G-valguga seotud retseptorid koosnevad seitsmest membraani labivast
alfa-heeliksist, mille struktuur on retseptoritel sarnane. Membraani valimisel kiljel,
retseptorvalgu N-terminaalses osas, on retseptori hormoonspetsiifiline osa, mis vastutab dige
signaalmolekuliga seondumise eest. Membraani sisemisel kuljel on retseptoriga seotud
trimeerne G-valk ehk GTPaas. Retseptori ja seeldbi G-valgu konformatsiooni muutumisel
eraldub kompleksist valgu alfa-sublhik ning aktiveerib adentlaadi tsiiklaasi, mis tekitab
tsuklilise AMP. Tsukliline AMP aktiveerib proteiinkinaasi, mille 1&bi aktiveeritakse rakus

vajalik valk v@i enstiim (Jiang jt., 2014).

4.1.5 Luteiniseeriva hormooni alatihikuid kodeerivad geenid

Luteiniseerivat hormooni, follitropiini ja turotropiini leidub kdigis selgroogsetes, nende
alathikuid kodeerivad geenid on korgelt konserveerunud kuni luukaladeni valja.
Kooriongonadotropiini leidub aga vaid primaatidel (selts Primates), hobuste perekonnas
(perekond Equus) ja inimestel (Homo Sapiens) (Moyle ja Campbell, 1996). Hobuste
perekonnas on LH-beeta ja kooriongonadotropiin-beeta aminohappelised jarjestused samad
ning transkribeeritud sama geeni poolt (Sherman jt., 1992). Uue maailma ahvidel (new world
monkeys ehk primaatidel taksonist Platyrrhini) on LH beeta-alatihiku geen
mittetranskribeeritav (pseudogeen) ning LH ja CG tootmine toimub the CGB-geenivariandi
pealt. Vana maailma ahvidel (old world monkeys ehk primaatidel taksonist Cercopithecidae)
toodetakse kooriongonadotropiini beeta-alalihikut aga eraldi geenide transkriptsioonist,
sealjuures geenikoopiate arv on varieeruv (inimesel 4 CGB geeni millest 2 pseudogeenid,
gorilladel ~50) (Nagirnaja jt., 2010).

4.1.5.1 Inimese gltikoproteiinsete hormoonide alfa-alatihikut kodeeriv geen

Inimese luteiniseeriva hormooni alfa-alatihik on kodeeritud Uhe geeniga, glikoproteiinsete
hormoonide alfa-polipeptiidi geeniga (CGA), mis asub 6. kromosoomi pikemas dlas (6912-
g21) ja on 9,4 kb (kilo-aluspaari) pikk. Geenil on kaks teadaolevat transkribeeritavat
isovormi, millest ks sisaldab viite, teine nelja eksonit. Geeni ja valgu struktuur on néidatud
joonisel 3. Geen on korgelt konserveerunud: teadaolevalt 150 organismil on inimese CGA
geeni ortoloogid (NCBI Gene, 2015).
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1 | 1L CGAgeen

CGA valk
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Joonis 3. Glukoproteiinsete hormoonide alfa-alalihiku geeni ja valgu struktuur. Eksonid on
maérgitud geeni joonisel kastikestena, valgulist jarjestust kodeerivad eksonid on varvitud seest
tumedaks. Valgu joonisel on toodud valja valmis hormooni esimene aminohape numbriga 1
ning kolmnurkadega ja aminohapete jargi nummerdatult on téhistatud N-
glukosuleerimiskohad. Hall ala t&histab signaalpeptiidi, mis valgu to6tlemisel eemaldatakse
ning kiipses valgus puudub. Geeni ja valgu joonise all on ndidatud ka mddtkava — tahistatud
on 1 kb ehk kilo-aluspaar ning 10 aa ehk aminohapet (muudetud Themmen ja Huhtaniemi,
2000).

Inimesel on seni teadaolevalt vaid Uks alfa-alatihiku valgulist jérjestust mdjutav geenivariant.
Tegemist on mutatsiooniga, mis leiti vahirakkudest ning pdhjustab asenduse Glu->Ala valmis
valgu 56 positsioonis. Sellise asendusega alfa-alatihik ei moodustunud beeta-alatihikuga
dimeere ning valgu molekulmass oli metsikttipi valgu omast margatavalt suurem (Nishimura
jt., 1986). Lisaks valgulist jérjestust mdjutavatele variantidele on leitud mitmeid
stinonliumseid asendusi (asendusi geenijarjestuses, mis pdhjustavad sama valgulise jérjestuse
kodeerimist), mis on patogeensed (NCBI ClinVar, 2015). Arvatavasti ei esine rohkem
geenivariante, kuna alfa-alatihik osaleb ka hCG moodustamises, millel on oluline roll juba
loote implantatsioonis. Mittefunktsionaalne alfa-alaiihik viiks tGen&oliselt selleni, et

rasestumist ei toimu vOi rasedus katkeb.

4.1.5.2 Inimese luteiniseeriva hormooni beeta-alatihikut kodeeriv geen

Inimese luteiniseeriva hormooni beeta-alathikut kodeerib samuti ks geen (LHB geen), mis
asub 19. kromosoomi pikemas dlas (19913.32) ja on 1111 aluspaari pikk ning kodeerib 121
aminohappelist jarjestust (joonis 4). Geen koosneb 3 eksonist ning alternatiivseid splaiss-
vorme pole (Nagirnaja jt., 2010). Arvatakse, et LH-beeta geen on tekkinud FSHB-st
duplitseerumise teel. Sellele viitavad geenide samasse perekonda kuuluvad naabergeenid
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KCNA4 ja KCNA7, geenide ja valkude suur sarnasus, ning valgu sama alfa-alatihikuga

seondumine (Nagirnaja jt., 2010).

Ekson 123
dlk
| | kb LHB geen
/b \
LHB valk
20 & ‘ A 121
e 8 15 3

Joonis 4. LH beeta-alalihiku geeni ning kodeeritava valgu struktuur. Eksonid on margitud
geeni joonisel kastikestena, valgulist jarjestust kodeerivad eksonid on vérvitud seest
tumedaks. Valgu joonisel on toodud valja valmis hormooni esimene aminohape numbriga 1
ning kolmnurkadega ja aminohapete jargi nummerdatult on tahistatud N-
glukosuleerimiskohad. Valgu joonisel on toodud vélja ka variantse vormi aminohappeliste
asenduste kohad, mis on toodud varvitud rombiga ning kolmnurgaga (viieteistkimnendas
positsioonis on vaid V-LH puhul suhkruahel). Hall ala tahistab signaalpeptiidi, mis valgu
tootlemisel eemaldatakse ning kipses valgus puudub. Joonise vasakus servas on ndidatud
mootkava: téhistatud on 1 kb ehk kilo-aluspaar ning 10 aa ehk aminohapet (muudetud

Themmen ja Huhtaniemi, 2000).

LHB asub Klastris nelja hCG hormooni beeta-alaiihikut kodeeriva geeniga (CGB, CGBS5,
CGB8 ja CGB7) ning kahe sarnase koopiaga (CGB1 ja CGB2), mille tilesannet seni ei teata
(joonis 5) (Policastro jt., 1986; Nagirnaja jt., 2010). Klastril on kérge G/C nukleotiidide
osakaal — 57% vorreldes inimese genoomi keskmise, 41%-ga. Samuti on piirkonnal kdrge

Alu-korduste hulk - 23,2% vorreldes keskmise 13,1%-ga (Nagirnaja jt., 2010).

DHDH BAX FTL RUVBL2 cGB2 CGES SNENPTO LINTB PPFIA3
> . - [

Kromosoom GYST 7’ /LHE CGB CGB1 CGBB CGET NTF4 KCNAT ACO08ERT. 5
19913.3 , \
’ W
s \

LHB CGB CGB2 CGB1 CGBS CGBE8 CGBT

T 5 5 5

Joonis 5. LH-hCG geeniklaster inimesel. Nooltega on ndidatud iga geeni

transkribeerimissuunda (muudetud Nagirnaja jt., 2010).
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Alu-kordused on primaatidel ,,copy-paste* meetodil levinud korduselemendid. Need
elemendid voOivad genoomis pOhjustada Umberkorraldusi. Arvatavasti toimub Alu-rikastes
piirkondades Alu-elementide vahel rekombinatsioon, mis suurendab piirkonna geneetilist
varieeruvust ning aitab kaasa duplitseerumisele (Bailey ja Eichler, 2003). Kooskdlas Alu-
korduste rikkusega on piirkonna geenide kdrge varieeruvus. LHB geeni puhul on see 12,6
SNP/kb, teiste klastrisse kuuluvate geenide puhul 6,7-15,6 SNP/kb (Hallast jt., 2005).

LHB sarnasus klastrisse kuuluvate hCG hormooni beeta-alatihikut kodeerivate geenidega on
92%-93%, hCG-beetat kodeerivate geenide omavaheline sarnasus 97%-99% ning sarnasus
CGBL1 ja CGB2-ga on 85%. Suur sarnasus nditab, et geenidel on téené&oliselt Ghine paritolu —
hCG-beeta geenid voisid tekkida LHB-st duplitseerumise tulemusel (Hallast jt., 2005).
Hormoonide erineva ekspressiooni ja Dbioloogilise rolli  erinevused tulenevad
promootorpiirkonnast (Henke ja Gromoll, 2008). Véga sarnase jarjestusega piirkondades
toimub sage geenikonversioon. Geenikonversioon on protsess, mille kdigus DNA-jarjestus
doonorsaidis asendab jarjestuse aktseptorsaidis, mille tulemusena doonorsaidi jarjestus jaab
samaks, kuid aktseptorsaidi jarjestus muutub. LHB/CGB piirkonnast on leitud poliimorfisme
vorreldes kokku 27 geenikonversiooni saiti, millest kahe puhul oli aktseptorsaidiks LHB geen
(Hallast jt., 2005).

4.1.6 Inimese luteiniseeriva hormooni beeta-alatihiku geneetilised variandid

Kuigi LHB puhul on t&heldatud palju SNV-sid (1499 seisuga 25.05.2015)(Ensemblr 2015),
mdojutavad vahesed neist valgu aminohappelist jarjestust. Muudatusi, mida esineb véga harva
ning mille to6ttu kaob valgu bioaktiivsus, ei vaadelda geneetiliste variantidena vaid
mutatsioonidena ning need pohjustavad dldiselt viljatust. Selliseid mutatsioone on LHB
geenist leitud 3 ning lisaks on leitud 3 Ghenukleotiidilist muudatust, mis muudavad valgu
aminohappelist jarjestust, kuid mille mdju pole teada. Veel on leitud 2 geneetilist varianti

lisaks metsiktlupi hormoonile (Nagirnaja jt., 2010).

Asendus geeni kolmandas eksonis, 961 positsioonis, G nukleotiidi asemel A, p&hjustab
glutsiini asendumise seriiniga valmis valgu 102. positsioonis. Selline asendus p6hjustab
teadaolevalt menstruaaltsiiklihdireid naistel ning viljatust meestel (Ramanujam jt., 1999;
Ramanujam jt., 2000). Sellise muutusega LH puhul on ndidatud vaiksemat seondumisvdimet
retseptoriga ning madalamat progesterooni sinteesi (Liao jt., 2002). See minoorne alleel on
madala sagedusega, Glemaailmselt 0,1%. Alleel on populatsioonispetsiifiline, paljude rahvaste

seas ei esine seda ldse. Seda on leitud Vietnamis (0,51%), Hiinas (0,48%-0,97% erinevate
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rahvaste seas) ja Egiptuses (15,7%) (Hashad jt., 2012; The 1000 Genomes Project
Consortium, 2012).

Asendused geeni teises eksonis, positsioonis 443 T nukleotiidi asemel C (rs1800447) ja
positsioonis 465 samuti T nukleotiidi asemel C (rs34349826), ehk vastavalt triptofaani
asendumine arginiiniga 8. positsioonis ja isoleutsiini asendumine treoniiniga 15. positsioonis
valmis valgu jarjestuses, esinevad seni teadaolevalt alati koos (Nilsson jt., 1998; Punab jt.,
2015). Lisaks on selliste asendustega alleelselt aheldatud 8 Uhenukleotiidilist muudatust geeni
promootorpiirkonnas, mis pdhjustab geeni kuni 40% suuremat ekspressiooni (Jiang jt., 1999).
Selliste asenduste kombinatsioonile vaadatakse antud t66s edaspidi kui V-LHd ehk variantset
luteiniseerivat hormooni. Arvatavasti on nende koosesinemine pdhjustatud geenikonversiooni
poolt mdne CGB kodeeriva geeniga, sest kdigil CGB geenidel on selles piirkonnas samad
nukleotiidid (Hallast jt., 2005). V-LH alleeli sagedus erineb populatsiooniti suurelt. Euroopas
on see keskmiselt 8%, kuid Ulemaailmselt jd&b vahemikku 0% (Kotas Lduna-Indias) kuni
28,3% (Austraalia aborigeenidel, alleeli kandjaid 53,5%) (Huhtaniemi jt., 2010; Nilsson jt.,
1998).

Asendus Trp8Arg tottu on V-LH osade immunoloogilise mééaramise vahenditega tuvastamatu
(Suganuma jt., 1996). Selline anomaalia andis aluse V-LH avastamiseks (Pettersson jt., 1992;
Furui jt., 1994). Seda kasutatakse (he levinuima meetodina V-LH tuvastamiseks, kus
vOrdluseks on V-LH-d tuvastav immunoloogilise maaramise test (Nilsson jt., 1997; Nilsson
jt., 1998). Teised kasutatud meetodi V-LH tuvastamiseks on sekveneerimine ning PCR-RFLP
(Elter jt., 1999; Ramanujam jt., 2000; Lee jt., 2003; Berger jt., 2005; Du jt., 2012). Asendus
I1e15Thr on analoogselt kooriongonadotropiini valgu samale paigale N-gliikostleerimiskoht,
mille kaudu valguga seondub vdrreldes metsiktitpi hormooniga (ks suhkruahel rohkem
(Suganuma jt., 1996). Et suhkruahelatel on otsene mdju valgu poolestusajale (vt peatiikk
3.1.2), on tden&oliselt ka V-LH poolestusaeg erinev metsikttpi LH-st. Seni avaldatud
andmed on selles osas aga vastuolulised — kolme uurimuse puhul on néidatud, et see on lihem
(Haavisto jt., 1995; Suganuma jt., 1996; Manna jt., 2002), Ghe puhul aga, et pikem kui
metsiktidpi variandil, kusjuures V-LH puhul leiti rohkem siaalhappe rihmi (Wide jt., 2010).
Voimalik, et modtmistulemuste erinevused sOltuvad mdotmismeetodist. Osade uurimuste
puhul on taheldatud, et metsiktlipi ning V-LH seondumine mddtmiseks kasutatavate
antikehadega on erinev, mistdttu voib V-LH kontsentratsiooni md6tmisviga olla suurem
(Elter jt., 1999).
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4.1.6.2 V-LH mdju inimese fenottubile

V-LH lisandunud suhkruahel omab tdendoliselt m&ju hormooni seondumisele retseptoriga.
On néidatud, et VV-LH p6hjustab suuremat tsuklilise AMP ning progesterooni tootmist, mis on
kooskdlas tema sarnasusega hCG’le. Samuti pdhjustas V-LH 1,8 korda rohkemat inositool-
trifosfaadi tootmist kui metsiktlupi hormoon (Manna jt., 2002; Casarini jt., 2012).
Tden&oliselt mojutab variantse hormooni toimimist ka selle suurem tootmine ning erinev
poolestusaeg, mille téttu vdib hormooni kontsentratsioon veres erineda metsiktiipi hormooni
omast. Seni on erinevad uuringud ndidanud, et V-LH puhul on naistel ja noortel meestel
hormooni kontsentratsioon veres suurem, kesk- ja vanemaealistel meestel aga véiksem Kkui
metsiktidpi hormooni puhul (Du jt., 2012; Huhtaniemi jt., 2010; Punab jt., 2015).

Naiste puhul on leitud seoseid V-LH esinemise ning véhenenud viljakusega (subfertiilsusega),
mis on tingitud erinevatest ovulatoorsetest hdiretest (Furui jt., 1994; Takahashi jt., 1998;
Takahashi jt., 1999; Du jt., 2012). V-LH puhul taheldati kdrgemat testosterooni, 6stradiooli ja
suguhormoone siduva globuliini taset (Rajkhowa jt., 1995). On leitud ka, et V-LH kandjate
seas on kunstlikul viljastamisel véiksem tundlikkus vélisele FSH hormooni annustamisele
(Alviggi jt., 2013).

Meeste puhul on leitud, et V-LH on riskifaktoriks munandivéhile ning munandite
laskumatajdamisele ehk kraptorhismile (Elkins jt., 2003; Kaleva jt., 2005). On leitud ka, et V-
LH kandjatel on puberteedi kulg sugukipsuseni aeglasem ning aeglasem kasv, nad olid
Iihemad ning neil oli vaiksem munandimaht (Raivio jt., 1996).

Lisaks on uuritud V-LH seost polltsustiliste munasarjade slindroomiga, menstruaalhéiretega,
endometrioosiga, subfertiilsusega ning meeste puhul meeste eunuhhi sindroomiga ja
viljatusega, kuid seost pole leitud (Rajkhowa jt., 1995; Elter jt., 1999; Tapanainen jt., 1999;
Ramanujam jt., 2000; Ramanujam jt., 1999; Gazvani jt., 2002; Shiraishi ja Naito, 2003; Lee
jt., 2003).
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4.5 Uhenukleotiidiliste variantide genotiipiseerimine

Inimese genoomis esineb erinevaid geneetilisi variante, mida on seostatud fenotiilibiga, aga
oma to0s keskendun teadaolevate Uhenukleotiidsete geneetiliste variantide (SNV-de ehk
single nucleotide variant) hupoteesipohiste genotlpiseerimise meetoditele. Kasitletud ei ole

kdiki meetodeid, vaid levinumaid.

4.5.1 DNA mikrokiibid

DNA mikrokiibid (microarrays) pohinevad hibridisatsioonil. DNA vdi RNA paardub kiibil
olevate Uheahelaliste I16ikudega, kui selle jérjestus vastab kiibi jarjestusele. Kiibil on enamasti
nii metsiktulpi kui variantne DNA, ning vaadeldes millisega seondumine toimus, saadakse
teada kumba alleeli indiviid kandis. Uhe kiibi peal on tavaliselt tuhandeid kuni miljoneid
DNA IGike, nii et korraga on vdimalik vaadata suurt hulka erinevaid SNV-sid (Steemers ja
Gunderson, 2005).

4.5.2 TagMan’i meetod

TagMan’i meetod SNV-de genotiipiseerimiseks on reaalaja polimeraasahelreaktsioon (PCR
ehk polymerase chain reaction). Meetod pdhineb Tag pollimeraasi enstimi 5°-3’
eksonukleaassel aktiivsusel. Praimerid on 5° otsast seotud fluorestsentsvérviga ning 3’ otsast
fluorestsensi kustutajaga. Fluorestsentsi kustutaja kaotab fluorestseerumisefekti seni, kuni ta
asub fluorestsentsvarvi lahedal. Taq poliimeraas lagundab praimerit, nii et fluorestsentsvérv
eemaldub fluorestsentsi kustutajast. Seeldbi on vastavalt fluorestseerumise heledusele
vOimalik tuvastada PCR-i DNA kogust. SNV-de esinemise korral seondub praimer DNA-ga
halvemini kui metsikttipi DNA puhul, mille jaoks praimer disainitud on, ning fluorestsents

on vaiksem kuna Taq ensium ei I6ika vaba praimerit (Shen jt., 2009).

4.5.3 PCR-RFLP

PCR-RFLP ehk poliimeraasahelreaktsiooni restriktsioonifragmentide pikkuse polimorfism
(polymerase chain reaction — restriction fragment length polymorphism) pdhineb PCR kaigus
amplifitseeritud DNA I6ikude ldikamisel restriktsioonienstiimidega, mis on spetsiifilised
variantse koha suhtes. Enstiim 18ikab seetdttu metsiktidpi ning variantset alleeli erinevalt,
tekitades erineva pikkusega 16ike. DNA kantakse agaroosgeelile ning jooksutatakse seda
elektroforeesvannis, kus lihemad DNA fragmendid liiguvad kiiremini. Geeli on tavaliselt
lisatud  fluorestsentsvérviga  seonduvat  ainet,  nditeks  etiidiumbromiidi,  mis
fluorestsentsvarviga segatud DNA-proovid helendama paneb. Vordluseks kasutatakse

teadaoleva pikkusega DNA 16ike, ning nii saadakse teada, millise pikkusega fragmendid
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antud DNA proovis tekkisid, ehk millis(t)e alleeli(de) kandja antud indiviid oli (Chang jt.,
2010). Seda meetodit on kasutatud ka antud t66s.

4.5.4 Alleelispetsiifiline PCR

Meetod pdhineb praimerite kasutamisel, mille 3 otsas on sellised nukleotiidid, mis teise
alleeliga ei paardu ning seetottu amplifitseerivad vaid (he alleeli DNA-d. Kokku kasutatakse
kolme praimerit, millest kaks on alleelispetsiifilised ning (ks Ghine. Eristamaks erinevate
praimeritega amplifitseeritud DNA |6ike, disainitakse praimerid nii, et Ghe puhul oleks PCR
produkt mérgatavalt pikem. Produkti pikkust on vdimalik tuvastada elektroforeesvannis geelil
ulalkirjeldatud meetodil (Birdsell jt., 2012).
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5. Eksperimentaalosa
5.1 T60 eesmargid
Kéesoleva t00 praktilise osa eesmargiks oli uurida:

1. Kas V-LH kandjate seas on suurem risk viljatuse esinemiseks, vorreldes V-LH
esinemissagedust kohortvalimis ning viljatute meeste valimis.
2. V-LH alleeli seost LH tasemega, vorreldes V-LH kandjate ning mittekandjate

hormooni taset veres.

Eesmarkide saavutamiseks kasutati PCR-RFLP meetodit. Selleks amplifitseeriti PCR abil
LHB-geenildik, mis sisaldab kahte V-LHd mé&é&ravat pollimorfisimi, ning leiti restriktsiooni
abil uuritavate indiviidide genotulp SNP rs1800447 ja rs34349826 suhtes.

T6O autor viis labi PCR-RFLP reaktsioonid ning analtdsis leitud genotliupide seoseid

fenotulibiga. Antud t60 on osa avaldatud artiklist (Punab jt., 2015).
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5.2 Materjal ja metoodika

5.2.1 Valim

Uurimise labiviimiseks kasutati:

1) Eesti Androloogiakeskuse poolt kogutud kohortvalimit Eesti noortest meestest
(keskmine vanus 19,2 a), 502 indiviidi.

2) Valimit idiopaatilise (teadmata pdhjusega) viljatuse, madala vdi madalapoolse
normaalse testosterooni tasemega <15 nmol/L (normaalne testosterooni tase on
vahemikus 12-40 nmol/L) ning oligozoospermiaga (spermide arv <20 miljonit/ml)
meestest, 152 indiviidi (Nieschlag jt., 2010).

Idiopaatilise viljatusega mehi uuriti jargmiste diagnooside suhtes, mille avastamisel mehed
valimist valja jéeti: obstruktiivne azoospermia, kriptorhism, kromosomaalsed
umberkorraldused, Y-kromosoomi deletsioonid, hipogonadotroopne hiipogonadism,
munandite haigused, seksuaalsed hdired, anaboolsete steroidide kuritarvitamine, traumad ning

operatsioonid genitaalpiirkonnas, kemo- ja radioteraapia (Punab, 2007).

Kohortvalimist jaeti vélja mehed, kellel avastati azoospermia, Kkriptorhism, anaboolsete

steroidide kuritarvitamine vdi munandite haigused.

Valimite kliiniliste andmete kogumine viidi labi Eesti Androloogiakeskuse tootajate poolt.
Kéesoleva t60 raames kasutati andmete analliisiks kogutud andmeid ning
genotlpiseerimiseks verest eraldatud DNA proove. T60 autor viis eraldatud DNA proovidega
l&bi PCR-RFLP reaktsioonid ning analtdisis tulemuse seost valimi andmetega.

5.2.2 SNPde rs1800447 ja rs34349826 tuvastamine PCR ja restriktsiooni abil

Genoomse DNA lahjendused amplifitseeriti touch-down PCR meetodil. Reaktsioonisegu
koostis on toodud tabelis 1. Kasutati praimereid artiklist Elter et al., 1999, mille spetsiifilisust

kontrolliti programmi NCBI primer-BLAST abil (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/). Tulemuseks saadi, et alla tuhande aluspaari pikkustest amplifikatsioonil6ikudest parim
vaste oli LHB geenil (lisa 1 on toodud LHB geen, kus on markeeritud ka praimerite
seondumiskohad, lisa 2 on toodud Primer-BLAST tulemused) (Ye jt., 2012). Praimerid olid

jargmised:
VLH_F 5’-GAAGCAGTGTCCTTGTCCCA-3’
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VLH_R 5’-GAAGAGGAGGCCTGAGAGTT-3’

Tabel 1. PCR reaktsioonisegu

Reagent Kogus (ul) | Loppkontsentratsioon
10x Puhver B1 1.25 1x

MgCl, 1.25 2.5 mM

dNTP mix (Solis BioDyne Tartu, Eesti) 1.25 0.25 mM

Praimerid vLH-F ja vLH-R (Solis BioDyne Tartu, | 0.5 +0.5 | 0.4+ 0.4 pmol/ul
Eesti)

Enstiim Solis BioDyne hot start firepol (Tartu, Eesti) 0.05 0.02 U/l
gDNA 3.5 2.8 ng/ul
ddH,0 4.2

Kokku: | 12.5

Tabelis 2 on toodud PCR programmi temperatuurid ning kestused. Kasutati touch-down PCR,
mille puhul iga tsikliga temperatuuri alandati, et praimerite algne seondumine oleks

spetsiifilisem ning saada puhtamat produkti.

Tabel 2. PCR programm

Temperatuur (°C) Aeg Korduste arv
Algne denaturatsioon 95 15 min 1

95 45 sek
Praimerite seondumine 64 (-1°C igal | 30 sek 10

kordusel)
Ekstensioon 72 1 min
Denaturatsioon 94 45 sek
Praimerite seondumine | 54 30 sek 25
Ekstensioon 72 1 min

72 10 min 1

PCR dnnestumist kontrolliti 1% agaroosgeelil, mis oli valmistatud 0,5xTBE puhvri baasil
ning millele oli lisatud 7 ul etiidiumbromiidi (5mg/ml) 150 milliliitrit lahuse kohta.
Vordluseks kasutati O’GeneRuler 100 bp DNA markerit Thermo Fisher Scientific firmalt,
Waltham, USA, 2012. Geeli jooksutati elektroforeesvannis, samas puhvris mida geelis
kasutati, 40 minutit 125 V juures. Joonisel 6 on toodud néidis PCR geeli pildist, kust vdib

naha, et saadi dige pikkusega produktid.
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Joonis 6. PCR fragmendid geelil. Fragmentide pikkuseks on 662 aluspaari (bp). Parempoolne
aarmine rada on kontroll — seal on ilma DNA proovita PCR segu. Paremalt teisel rajal on

marker — valja on toodud fragmentidele lahedase pikkusega markeril6ikude pikkused.

Saadud PCR produktidele viidi labi restriktsioon. Viljatute meeste valimi puhul viidi
restriktsioon labi kahe enstiimiga: Ncol (tuvastab SNP rs1800447 A>G v-LH Trp28(8)Arg)
ja BseGl (tuvastab SNP rs34349826 A>G v-LH Thr35(15)lle) firmalt ThermoScientific,
Tartu, Eesti, 2012. Kuna SNP’d on tugevas aheldatuses, kasutati noorte meeste valimis vLH

tuvastamiseks vaid Ncol. Ensutimide &ratundmis- ja I6ikekohad on jargnevad:

e Ncol
5"..CICATGG...3
3.GGTACTIC.>

e BseGl (tuntud ka kui BtsCI vdi Fokl)
5.GGATGNN]..3
3...CCTACINN..5

Restriktsiooni 1dbiviimisel vdeti 3 pul PCR produkti reaktsiooni kohta, ning 5,5 pl
restriktsioonisegu. Restriktsioonisegu koosnes 4,5 ul ddH;0, 0,5 ul puhver ,,Tango* ning 0,5

ul enstitimi.

Seejarel hoiti enstiime vastavalt 55°C juures BseGl puhul, ning 37°C juures Ncol puhul,
keskmiselt 12 tundi.
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Restriktsiooni Gnnestumist kontrolliti 3% agaroosgeelil, mis oli valmistatud TBE puhvri
baasil ning millele oli lisatud 7 pl etiidiumbromiidi 150 ml lahuse kohta. VV&rdluseks kasutati
O’GeneRuler 100bp DNA markerit Thermo Fisher Scientific firmalt, Waltham, USA, 2012.
Geeli jooksutati elektroforeesvannis, samas puhvris mida geelis kasutati, 90 minutit 100 V
juures. Joonistel 7 ja 8 on toodud néidised restriktsiooni geelipiltidest.

Joonis 7. Restriktsioon ensiiimiga BseGIl (rs34349826). Né&ha on erinevused
restriktsioonifragmentide pikkustes: AG genotulbi puhul 45 bp, 64 bp, 165 bp, 394 bp ja 437
bp, AA (metsiktiibi) puhul 45 bp, 64 bp, 165 bp ja 394 bp, GG puhul 64 bp, 165 bp ja 437

bp.

Restriktsioon  enstimiga Ncol (rs1800447). Né&ha on erinevused

Joonis 8.
restriktsioonifragmentide pikkustes: AG genotudibi puhul 85 bp, 96 bp, 185 bp ja 473 bp, AA

(metsikthdbi) puhul 85 bp, 96 bp ja 473 bp, GG puhul 185 bp ja 473 bp.
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5.2.3 Statistiline anallids

Andmete anallitisimiseks kasutati programmeerimiskeele ,,R* versiooni 3.2.0 (R Core Team,
2012) ning geneetilise statistika programmi ,,Plink* versiooni 1.07 (Purcell jt., 2007).
Diagrammide joonistamiseks kasutati R paketti ,,ggplot2“ (Wickham, 2009). Analudsiti
valimite genotulpide jaotust ning genotulpide seost LH seerumi tasemega. Valimite
genotuitipide jaotust vdrreldi Pearsoni »° testi abil ning Fisheri testi abil. Leitud alleelide

esinemissagedust testiti Hardy-Weinbergi tasakaalu suhtes, mille halvet hinnati 5 testi abil.

Mdlema valimi indiviidide kohta on teada luteiniseeriva hormooni tase veres,
kehamassiindeks ning vanus. Noorte meeste kohortvalimi kohta on teada ka vere vGtmise
kellaaeg, sest hormooni kontsentratsioon veres s6ltub kellaajast (Grigorova jt., 2011). Lisas 3
on toodud joonised vere vGtmise kellaaja, vanuse ning kehamassiindeksi seosest luteiniseeriva
hormooni tasemega. Andmed valimite parameetrite kohta on toodud tabelis 3. Alleelide
esinemissagedust hinnati kohaldatuna loetletud parameetrite suhtes geneetilise assotsiatsiooni
lineaarse regressiooni testiga, eeldades additiivset geneetilist mudelit. Luteiniseeriva
hormooni tase veres arvestati testides logaritmitud véartusena, et saavutada vaartuste
normaaljaotus, mida on vaja lineaarse regressiooni testi tulemuse tépsuse jaoks. Tulemuste
regressiooni koefitsiendi () ja standardvea vaartused on tagasi transformeeritud. Lisas 4 on
toodud joonis logaritmitud ja logaritmimata luteiniseeriva hormooni taseme kohta, kust vdib
naha, et logaritmitud vadrtuste puhul saavutati normaaljaotusele l&hedane jaotus.
Normaaljaotuse hindamiseks kasutati ka Shapiro-Wilks normaaljaotuse testi, mis nditas et
logaritmimata LH vadrtused ei ole normaaljaotuses (p<0.001 mdlemas valimis) ning
logaritmitud vaartused on normaaljaotuses (p=0.4454 Eesti viljatute meeste valimis, p=0.5844

Eesti noorte meeste valimis).

Vaatlemaks paremini luteiniseeriva hormooni kontsentratsiooni veres, jaotati indiviidid
mdlemas valimis genotiilpide jargi rihmadesse (AA, AG, GG variantide kandjad) ning toodi
valja iga rihma puhul hormooni kontsentratsiooni keskmine sisaldus veres, tabelis 4. V-LH
kandjate ja mittekandjate vere LH kontsentratsiooni vaartuste jaotuste erinevust vorreldi ka
Kruskal-Wallise testi abil, kus kasutati logaritmimata véartusi, ning mille abil saab hé&sti
vOrrelda erineva suurusega gruppe. See test ei kasuta kofaktoreid, mistfttu jatab arvestamata

muude parameetrite mdju LH tasemele.
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Kuna Eesti viljatute meeste valimis oli vaid 2 indiviidi ning valim oli véike, mis mdjutab
statistiliste testide tulemusi, riohmitati mdlema valimi indiviidid V-LH kandjateks ja
mittekandjateks. Rihmi vorreldi Mann-Whitney U-testi abil.
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5.4 Tulemused ja arutelu

5.4.1 V-LH alleeli sagedus ei erine Eesti noorte meeste kohorti ja Eesti viljatute
patsientide vahel

Genotupiseerimise tulemusena saadud genotiilipide ja alleelide sagedused olid mdlemas
valimis sarnased (tabel 3). TOestamaks, et sagedused ei erine margatavalt vaadeldavates
valimites, viidi labi traditsiooniline Pearsoni y* test kahe valimi genotiiiipide vérdluseks,
vottes null-hiipoteesiks Eesti noorte meeste jaotuse ning vdrreldes viljatute meeste jaotust
selle vastu. y* test andis kinnitust jaotuste sarnasusest (x°=2.55 ja p=0.28). Viidi labi ka
Fisheri test (Fisher’s exact test), mille nullhipoteesiks oli, et jaotused on samad. Testi

tulemus nditab, et jaotused on samad (tabel 3).

Madlema valimi kohta tehti Hardy-Weinbergi test (tabel 3). Kui tavaliseks olulisusnivooks
vOetakse 0.05, vBib lugeda Eesti noorte meeste valimis vaartus piiripealseks. Viljatute meeste
valimi puhul oli tulemus Hardy-Weinbergi jargi tasakaalus, kuid margatavalt erinevat p-

vaartust vOib seletada valimite suuruse erinevusega.

Tabel 3. Valimite karakteristikud

Eesti noored mehed, n=502 Viljatud mehed, n=152 Fisheri
Keskmine + |Mediaan (5-95) |Keskmine = |Mediaan (5-95)  (testi p-
standardhélve standardhélve \vaartus,
vanus19.2 £ 1.8 18.6 (17.2 -22.8) [32.8+5.9 32.7 (24.8-43.6) |vOrreldes
(aastates) valimeid
Kehamassi22.3+ 2.7 22.0 (18.7-27.5) [28.3+5.2 28.0 (21.0-36.0) |[omavahel:
indeks (kg/m?)
vere vOtmise10:40 £ 1:29 [10:30 (8:30—
kellaaeg 13:07)
AA0.80 (401) 0.82 (126) 0.86
AG|0.18 (91) 0.17 (26)
GG0.02 (10) 0.01 (2)
A0.89 (893) 0.90 (278) 0.60
G0.11 (111) 0.10 (30)
Hardy-0-0795 0.6213
Weinbergi p-
vaartus
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5.4.2 V-LH kandjatel on keskmine luteiniseeriva hormooni kontsentratsioon veres
kdrgem

Vaadeldi ka seost V-LH ja seerumi LH taseme vahel (tabel 4). Ulejaanud tulemuste
tendentsist erineb margatavalt vaid Eesti viljatute meeste valimi GG genotlubiga indiviidide
rihm, kuid selles riihmas oli ka vaid 2 indiviidi.

Tabel 4. Luteiniseeriva hormooni kontsentratsioonid veres noorte meeste valimi ning viljatute

meeste valimi erinevate genotidpide puhul.

Genotulp Eesti noored mehed Viljatud mehed
rs1800447 keskmine + standardhalve keskmine + standardhalve
Mediaan (5-95)(1U/) Mediaan (5-95)(1U/I)
4.00+1.71 4.14+2.34
AA | 3.70 (1.80-7.21) 3.50 (1.56-9.15)
4.21+£1.59 5.10£3.00
AG | 3.96 (2.20-7.07) 4.06 (2.06-10.45)
4.53+1.63 2.31+0.30
GG | 4.33 (2.83-7.15) 2.31 (2.12-2.50)

LH taseme ja genotlupide vordluses Kruskal-Wallis testis voeti null-hlipoteesiks, et AA, AG
ja GG alleelide kandjate LH taseme jaotus on sama. Kruskal-Wallis testi puhul saadi Eesti
noorte meeste valimis p-véartuseks 0.1855 ja Eesti viljatute meeste valimis 0.08354. Antud

testi tulemust Eesti viljatute meeste valimis vdib lugeda piiripealseks.

Madlema valimi genotilpide ning luteiniseeriva hormooni kontsentratsiooni sisalduse veres
vOrdluseks joonistati ka graafikud karpdiagramm (boxplot) ning viiuldiagramm (violin plot),
mis on toodud joonisel 9. Karpdiagrammilt vdib néha, et vLH alleelide arvu suurenedes
kasvab rihma LH taseme mediaan (jattes vélja viljatute meeste valimi GG kandjate riihma,
kus oli vaid 2 indiviidi). Viiuldiagramm toob esile LH taseme jaotuse riilhmades — on ndha et

viljatutel meestel on see oluliselt ebalhtlasem.
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Joonis 9. Noorte meeste valimi (A) ning viljatute meeste valimi (B) LH vaartuste kohta (y-
teljel). Koigil graafikutel on valimid jaotatud kolme riihma vastavalt vLH genotiibile, rihm
on toodud x-teljel. Joonisel on valja toodud ka lineaarse regressiooni testi P- ja beeta-

koefitsiendi véartused. Viiuldiagrammi joonisele on lisatud mediaanvéértus punktina.

Et saada teada V-LH alleeli efekt LH tasemele, viidi labi programmi ,,Plink* additiivse
mudeliga lineaarse regressiooni test. Tulemused noorte meeste valimis olid P=0.09,
tagasitransformeeritult g koefitsient (mdju suurus)=0.2587 IU/L ja standardviga= 0.1486.
Viljatute meeste valimis olid véaartused P=0.5061 ning tagasitransformeeritult B koefitsient
(mdju suurus)=0,2529 IU/L ja standardviga=0.3858.
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Et vdhendada minoorse alleeli heterosligootide riihma vaiksuse moju tulemuste analliusile,
jagati mdlemad valimid kahte rihma: a) vLH kandjad b) vLH mittekandjad (joonis 10).
Nende rihmade vordluses tehti valimitele mitteparameetriline Mann-Whitney U-test, kus
vorreldi valimi rihmade LH taset veres. Noorte meeste valimi puhul saadi p-vaartuseks
0.0802, viljatute meeste valimi puhul oli p-vaartus 0.2813. Noorte meeste puhul on tegu

piiripealse tulemusega, millest v@ib jareldada, et vLH geenil vdib olla mdju meeste LH

tasemele.
. . o i Eestiviljatute meeste valim
13- Eesti noorte meeste valim o i Maymn-Whitney p-vaartus = 0.2813

e Mann-Whitney p-vaartus = 0.082 : -
» » £ .':: ;i..
= el
i i = i3
= ¥ { e
fo . i

LH
@
LH

AA n=401 AG+GG n=101 An 1=126 AG+GG =28
Joonis 10. Luteiniseeriva hormooni tase grupeerides valimid kahte ruhma V-LH
kandjastaatuse jargi.

5.4.3 Arutelu

Antud t66s vorreldi V-LH sagedust Eesti noorte meeste kohortvalimis ning Eesti idiopaatilise
viljatusega meeste valimis, samuti uuriti seost seerumi LH tasemega. Valimite
genotupiseerimise meetodiks valiti PCR-RFLP, kuna see meetod tagab vajaliku tépsuse
(praimerite ja restriktsioonienstiimide valiku 1&bi), mis on oluline LHB geeni sarnasuse tottu
CGB geenidega. Alternatiivset immunoloogilise mé&ramise vahenditega (immunoassays)
tuvastamist ei kasutatud, kuna see meetod to6tab halvemini madala seerumi LH tasemega
indiviididel, ei pruugi hésti eristada heterosiigoote ning tuvastab vaid Ghe asenduse V-LH
puhul. Viljatute meeste valimit genottpiseeriti mélema asenduse vastu V-LH geenis, et saada
kindlust nende koosesinemisest. Et hinnata paremini V-LH mdju seerumi LH tasemele, voeti

arvesse ka seda mojutavaid teisi faktoreid.
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Leitud V-LH alleeli sagedused 11% Eesti noorte meeste valimis ja 10% Eesti viljatute meeste
valimis ei erine oluliselt, millele andsid kinnitust ka erinevad statistilised testid: Pearsoni
test ning Fisheri test. Tulemus on kooskdlas varem avaldatud t66dega (Ramanujam jt., 2000;
Lee jt., 2003) ning jadb pisima ka suurema valimi puhul (Balti noorte meeste kohortvalim,
n=986) (Punab jt., 2015), millest vaib jareldada, et V-LH kandjatest meeste seas ei ole suurem
risk viljatuseks. Varasemalt on néidatud, et seos leidub naiste viljakuse ja V-LH vahel (Furui
jt., 1994; Takahashi jt., 1998; Takahashi jt., 1999; Du jt., 2012). Selle tapset pdhjust ei ole
valja toodud, kuid on néidatud, et V-LH puhul erineb hormooni tootmine, poolestusaeg ning
retseptoriga seondumine, mis mdjutavad hormooni bioaktiivsust ning voib omada rolli ka
meeste seas (Jiang jt., 1999; Casarini jt., 2012; Manna jt., 2002). Erinevus V-LH mojust
viljakusele meeste ja naiste seas tuleneb tGené&oliselt sellest, et meestel on LH tase Usna
stabiilne, kuid naistel muutub menstruaaltsukli véltel, ning muutunud poolestusaja ning
ekspressiooniga V-LH tase seerumis on kdrgem (Du jt, 2012), mis v0ib hairida

menstruaaltsukli reguleerimist.

Valimite genotlipide jaotuse analliis Hardy-Weinbergi tasakaalu kohta ei andnud
statistiliselt olulist erinevust (p=0.62 viljatute meeste valimis, p=0.08 Eesti noorte meeste
valimis). Kui vaadata Balti noorte meeste kohortvalimit, millest iks osa analliusitud Eesti
noorte meeste kohortvalim oli, siis andis Hardy-Weinbergi test aga kindla tulemuse (p=0.55)
ning jaotus vastas eeldatavale (Punab jt., 2015). Tden&oliselt oli korvalekalle Eesti noorte
meeste kohortvalimis tingitud juhuslikkusest ning seda vOiks kinnitada edasiste uuringutega.
V-LH homostligootsete indiviidide uurimisel voiks ka potentsiaalselt saada rohkem teada

luteiniseeriva hormooni taseme regulatsioonist V-LH kandjatel.

Hindamaks V-LH alleeli m&ju seerumi LH tasemega, kasutati erinevaid meetodeid ja
statistilise analliusi teste. Vorreldes rihmade LH taseme mediaani (tabel 4, joonised 9 ja 10),
on n&ha tendentsi V-LH alleelide arvu kasvamisel LH taseme tdusuks. Statistilised testid ei
andnud otsest kinnitust selle tendentsi mittejuhuslikkuse kohta, kuid iga testi puhul oli
vahemalt Uhe valimi tulemus piiripealne. Suurendades valimit ning vottes arvesse 1593 Balti
mehe LH taseme ning V-LH kandjastaatuse, saadi aga tulemuseks kindel seos V-LH alleelide
arvu ning LH kdrgema taseme vahel (Punab jt., 2015). Statistilised testid kasutavad seoste
hindamisel ka valimite suurust. Vaiksema valimi puhul on juhuslikult erinevad vaartused
suurema mdojuga kogu tulemi hindamisel, nii et testide tulemust vdis mdjutada viljatute
meeste valimis minoorse alleeli kandjate vahesus (heterosuigoote 2 ja homosiigoote 26) ning
Eesti noorte meeste valimis mazoorse alleeli homosigootide LH taseme suurem

standardhélve (tabel 4).
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Senised uuringud on ndidanud, et naiste seas on V-LH kandjatel luteiniseeriva hormooni
kontsentratsioon veres suurem, kuid uuringud kesk- ja vanemaealiste meeste seas on ndidanud
V-LH kandjate hormooni madalamat taset (Huhtaniemi jt., 2010; Du jt., 2012). Antud t60s
vaadeldi seost noorte meeste seas, mida seni uuritud pole, ning saadi tulemuseks V-LH
kandjate kdrgem hormooni tase vaadeldud valimites. Laiendades valimit Balti meeste peale
(n=1593) ning uurides V-LH kandjastaatuse seost teiste reproduktiivsete parameetritega, leiti,
et ka munandite kogumaht on V-LH kandjate seas vaiksem (Punab jt., 2015). Sellest vdib
oletada, et kuigi pikema poolestusaja (Wide jt., 2010) ning kGrgema transkriptsiooniaktiivsuse
(Jiang jt., 1999) mojul on LH tase V-LH kandjatel kérgem, on V-LH madalama
bioaktiivsusega, mis on tdendoliselt tingitud tema suuremast sarnasusest hCG hormooniga
(Hallast jt., 2005), mille seondumine LHCGR retseptorvalguga erineb LH seondumisest
(Casarini jt., 2012). V-LH madalam bioaktiivsus vdiks mdjutada munandite suurust labi
madalama testosterooni taseme puberteedieas, sest luteiniseeriv hormoon mdjutab otseselt
testosterooni taset (Moyle ja Campbell, 1996). Seos vadiksema munandite mahuga LH
kandjate seas on leitud ka varasemates uuringutes, milles vaadeldi vaikese valimi poiste
puberteedi kulgu ning leiti lisaks seosed liihema ja aeglasema kasvuga (Raivio jt., 1996).
Edaspidistes uuringutes vOiks vaadelda, milline on V-LH kandjate luteiniseeriva hormooni
tase seerumis puberteedi ajal, et hinnata paremini variantse vormi bioaktiivsust ning moju

fenotlibile.
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6. Kokkuvote

Kéesoleva bakalaureusetdd kirjanduse Ulevaate osa eesmargiks oli pohjalikult vaadelda
glukoproteiinseid hormoone ning tdpsemalt luteiniseerivat hormooni ning selle variantset
vormi. Samuti kasitleti Ghenukleotiidiliste variantide genotupiseerimise meetodeid. Antud t66
kirjanduse Ulevaade peaks andma hea aluse mdistmaks eksperimentaalosas valitud meetodeid,

uuringukisimusi ning saadud tulemuste tdhendust.

Eksperimentaalse t66 eesmaérgiks oli uurida, kas V-LH kandjate seas on suurem risk viljatuse
esinemiseks, vorreldes V-LH esinemissagedust kohortvalimis ning viljatute meeste valimis, ja
uurida V-LH alleeli seost LH tasemega, vorreldes V-LH kandjate ning mittekandjate

hormooni taset veres.

T60 eksperimentaalosas leiti, et V-LH alleeli sagedus ei erine Eesti noorte meeste valimis
ning Eesti viljatute meeste valimis, millest vGib jareldada, et V-LH ei pdhjusta meeste
viljatust. Alleelide jaotused valimites olid ka Hardy-Weinbergi tasakaalus, millest vGib

jareldada, et geen ei ole loodusliku valiku all.

Antud t66 andmete pohjal voib mérgata tendentsi V-LH alleelide suurema arvu ja kdrgema
LH seerumi taseme vahel. Statistilised testid ei kinnitanud tendentsi mittejuhuslikkust, kuid
varieerusid oma tulemustes suuresti, andes mitmel juhul piiripealseid véartusi. Arvatavasti on

testide tulemused mdjutatud valimite vaiksusest.
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7. Summary

Association of the variant luteinizing hormone determining genetic variants with
idiopatic male infertility and serum LH level

Tiina Kuura

The purpose of this bachelor’s thesis was to give an overview of glycoprotein hormones and
study the effect of variant luteinizing hormone on male fertility and levels of serum

luteinizing hormone.

Human fertility is regulated by various hormones, which as a system are responsible for
sexual development, gamete maturation and the course of pregnancy. In this system, the
gonadotropine hormones: luteinizing hormone (LH), follicle stimulating hormone (FSH) and
chorionic gonadotropine (CG) play a central role of regulating both male and female fertility.
The gonadotropine hormones together with thyroid stimulating hormone (TSH) form the

group of glycoprotein hormones.

The glycoprotein hormones are similar in structure, consisting of a common alpha-subunit
and specific beta-subunit. The subunits are united by non-covalent bonds and cystine-knot
tertiary structures. Both of the subunits are glycosylated with different sulfonic- and sialic-
acid residues, which raise the number of each hormone’s known isoforms and cause different
bioactivity of the hormone. The receptors of these hormones are similar as well and are also
glycosylated. While FSH and TSH have each specific receptors, LH and CG share a common
receptor, which binds to both hormones, but results in different inner-cellar reaction

depending on the hormone.

Luteinizing hormone is responsible for synthesis of testosterone in males and ovulation and
synthesis of estrogen precursors in females. In addition to wild-type LH, there is a common
variant (V-LH), which has two amino-acid substitutions in the beta-subunit: Trp->Arg on the
position 8 of the mature subunit, and lle->Thr on the position 15 of the mature subunit. The
change 1lel5Thr creates an extra glycosylation site in V-LH compared to the wild-type
hormone. This alters the hormone’s half-life and binding to the receptor. In addition, 8 single-
nucleotide changes have been found to be in linkage disequilibrium with the changes causing
amino-acid substitutions. This causes the promoter of V-LH being up to 40% more active in

transcription.

Studies on V-LH have shown that it has an effect on female fertility and the serum luteinizing

hormone levels. Studies about male VV-LH carriers have found that VV-LH is a risk factor for
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testicular cancer and cryptorchism, and causes a slower progression of puberty and lower

testes volume.

The current study genotyped Estonian young men cohort (n=502) and Estonian idiopatic
inferitility patients (n=154) for VV-LH carrier status with PCR-RFLP method. The results were

analyzed to find answers to following questions:

1) Is there a higher risk for male infertility among V-LH carriers?

2) Is there an association between V-LH and serum LH levels in males?

The data was analyzed with statistical analyzis program ,,Plink* and the programming
language ,,R*“. Factors that affect the LH levels were included in the linear regression analyzis
with Plink. For both study groups, body mass index and age were included, for Estonian

young men cohort, the time of LH measurement was included as well.

It was found that there is no difference of V-LH carrier status between cohort and infertile
study groups. This was supported by Pearsons ¥ test and Fisher’s exact test. The study groups

were in Hardy-Weinberg equilibrium for the V-LH and wild-type-LH alleles.

There was a tendency of higher V-LH allele number and higher serum LH level, but the
statistical tests were inconsistent about this tendency. None of the tests gave p-value below
0.05 on either study group, but some of the values could be considered borderline significant.
The results might be affected by the small size of study groups and low frequency of V-LH

homozygotes.

This study is a part of project HAPPY PREGNANCY (http://www.happypregnancy.ut.ee/).

The purpose of the project is to develop new non-invasive biomarkers for human fertility
assessment and prediction of pregnancy complications and early detection. The results of the
study was used in published article (Punab jt., 2015).
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10. Lisad
10.1 Lisa 1: LHB geeni jarjestus

>hg19_dna range=chr19:49519237-49520347 5'pad=0 3'pad=0 strand=- repeatMasking=none

GCACCAAGGATGGAGATGCTCCAGGTAAGACTACAGGGCCCCTGGGCACC
TTCCACCTCCTTCCAGGCCATCACTGGCATGAGAAGGGGCAGACCCGTGT
GAGCTGTGGAAGGAGGCCTCTTTCTGGAGGGGCATGACCCCCAGTAAGCT
TCAGGTGGGGCAGTTCCTGAGGGTGGGGATCTGAAATGTTGGGGCATCTC
AGGTCCTCTGGGCTGTGGGGTGGGCTCTGAAAGGCAGGTGTCCGGGTGGT
GGGTCCTGAATAGGAGATGCCGGGAAGGGTCTCTGGGTCTTTGTGGGTGG
TGTACCACGCGGGATGGGAAGGCCAGGACTCGGGGCTGCGGTCTCAGACC
TGGGTGAAGCAGTGTCCTTGTCCCAGGGGCTGCTGCTGTTGCTGCTGCTG
AGCATGGGCGGGGCATGGGCATCCAGGGCAGCCGCTTCGGCCATGGTGCCA V-LH rs1800447
CCCCATCAATGCCATCCTGGCTGTCGAGAAGGAGGGCTGCCCAGTGTGCA V-LH rs34349826
TCACCGTCAACACCACCATCTGTGCCGGCTACTGCCCCACCATGGTGAGC
TGCCTGGGGCCAGGGGCAGATGCTGCCACCTCAGGGCCAGACCCACAGAG
GCAGCGGGGGAGGAAGGGTGGTCTGCCTCTCTGGCCTGCGGTTGGGGAAT
GGGGTGTGGGAAGGCAGGAACAGAGGGCTTCCTGGGCTCCTGAGTCCAGG
ACCTGTGGGGTCAGCTTGGGAGCTCAGCTGAGGCGCTGGCCTCAGGCACA
TGCTCATTCCCCCACTCACACGGCCTCCAGATGCGCGTGCTGCAGGCGGT
CCTGCCGCCCCTGCCTCAGGTGGTGTGCACCTACCGTGATGTGCGCTTCG
AGTCCATCCGGCTCCCTGGCTGCCCGCGTGGTGTGGACCCCGTGGTCTCC
TTCCCTGTGGCTCTCAGCTGTCGCTGTGGACCCTGCCGCCGCAGCACCTC
TGACTGTGGGGGTCCCAAAGACCACCCCTTGACCTGTGACCACCCCCAAC
TCTCAGGCCTCCTCTTCCTCTAAAGACCCTCCCCGCAGCCTTCCAAGTCC
ATCCCGACTCCTGGAGCCCTGACACCCCGATCCTCCCACAATAAAGGCTT
CTCAATCCGCA

Joonis 11. LHB geeni jarjestus. Paksus kirjas on toodud praimerite seondumisalad,

allajoonitult ning halli taustaga on toodud V-LH asendused.
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10.2 Lisa 2: Primer-BLAST tulemused

All on toodud praimerite analtilisi programmiga Primer-BLAST tulemused. Product length
néitab PCR produkti pikkust. Praimeri ja jarjestuse vastavuse korral on praimeriga kohakuti

asuval real punktid, mittevastavuse korral on toodud valja antud kohal asuvad nukleotiidid.

Self Self 3'
Sequence (5'->3") Tm GC% complemen complemen
tarity tarity
Fgrri"r‘;irrd GAAGCAGTGTCCTTGTCCCA 59.89 55.00 3.00 1.00
Eﬁ‘i’;?f GAAGAGGAGGCCTGAGAGTT 58.43 55.00 6.00 0.00

Products on target templates

>NC_000019.10 Homo sapiens chromosome 19, GRCh38.p2 Primary Assembly

product length = 662
Features associated with this product:
lutropin subunit beta precursor

lutropin subunit beta isoform X1

Forward primer 1 GAAGCAGTGTCCTTGTCCCA 20
Template 49016735 ..o 49016716

Reverse primer 1 GAAGAGGAGGCCTGAGAGTT 20
Template 49016074 .. 49016093

product length = 3838
Features associated with this product:
chorionic gonadotropin, beta polypeptide 5 precursor

chorionic gonadotropin, beta polypeptide 8 precursor

Forward primer 1 GAAGCAGTGTCCTTGTCCCA 20
Template 49044556 ... 49044575

Forward primer 1 GAAGCAGTGTCCTTGTCCCA 20
Template 49048393 ... ... 49048374

product length = 3842
Features associated with this product:
choriogonadotropin subunit beta variant 2 precursor

choriogonadotropin subunit beta variant 2 isoform X1

Forward primer 1 GAAGCAGTGTCCTTGTCCCA 20
Template 49032483 o 49032502

Forward primer 1 GAAGCAGTGTCCTTGTCCCA 20
Template 49036324 ... ... C.... 49036305

>NC _000008.11 Homo sapiens chromosome 8, GRCh38.p2 Primary Assembly
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568815579?from=49016074&to=49048393&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568815579?from=49016068&to=49017081&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568815579?from=49016068&to=49016777&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568815579?from=49044210&to=49045294&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568815579?from=49047655&to=49048739&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568815579?from=49032096&to=49033221&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568815579?from=49032441&to=49033221&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568815590?from=51906513&to=132456333&report=gbwithparts

product length = 2929
Features associated with this product:
potassium voltage-gated channel subfamily KQT member 3 is...

Forward primer 1 GAAGCAGTGTCCTTGTCCCA 20
Template 132456333 ......... GG..... T... 132456314

Reverse primer 1 GAAGAGGAGGCCTGAGAGTT 20
Template 132453405 . G...Toceoocuaa-- G. 132453424

product length = 3278
Features flanking this product:
986251 bp at 5" side: sorting nexin-16 isoform X3
1355485 bp at 3" side: RNA-binding Raly-like protein isoform 1

Forward primer 1 GAAGCAGTGTCCTTGTCCCA 20
Template 82826236 TGT......... AA ... 82826255

Reverse primer 1 GAAGAGGAGGCCTGAGAGTT 20
Template 82829513 .......... AA..G.. ... 82829494

product length = 3067
Features flanking this product:

45363 bp at 5" side: protein-L-isoaspartate O-methyltransferase domain-
contain. ..

202679 bp at 3" side: suppression of tumorigenicity 18 protein isoform
X2

Reverse primer 1 GAAGAGGAGGCCTGAGAGTT 20
Template 51909579 C....A....G........ A 51909560

Reverse primer 1 GAAGAGGAGGCCTGAGAGTT 20
Template 51906513 AG.T..... Al .. A 51906532

>NC_000005.10 Homo sapiens chromosome 5, GRCh38.p2 Primary Assembly

product length = 975
Features associated with this product:
uncharacterized protein C5orf64

Forward primer 1 GAAGCAGTGTCCTTGTCCCA 20
Template 61655844 T.CA.T...cecooooo-. C 61655825

Reverse primer 1 GAAGAGGAGGCCTGAGAGTT 20
Template 61654870 ...A..A..C......... C 61654889

>NC _000014.9 Homo sapiens chromosome 14, GRCh38.p2 Primary Assembly

product length = 776

Features flanking this product:
242163 bp at 5" side: rho GTPase-activating protein 5 isoform X1
35608 bp at 3" side: A-Kkinase anchor protein 6 isoform X1

Reverse primer 1 GAAGAGGAGGCCTGAGAGTT 20
Template 32397885 A........ A...C..T... 32397866

Reverse primer 1 GAAGAGGAGGCCTGAGAGTT 20
Template 32397110 CTG...A . ... A.. 32397129
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568815590?from=132129262&to=132480532&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568815590?from=81803210&to=81839986&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568815590?from=84184999&to=84920911&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568815590?from=51827351&to=51861151&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568815590?from=51827351&to=51861151&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568815590?from=52112259&to=52214257&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568815590?from=52112259&to=52214257&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568815593?from=61654870&to=61655844&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568815593?from=61643364&to=61704033&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568815584?from=32397110&to=32397885&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568815584?from=32090670&to=32154948&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568815584?from=32433494&to=32824773&report=gbwithparts

10.3 Lisa 3: Valimi parameetrite seos LH tasemega veres
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Joonis 12. Vere votmise kellaaja seos LH tasemega veres. y teljel on toodud vere votmise
kellaaeg minutites alates kella kaheksast hommikul, x teljel on toodud luteiniseeriva
hormooni tase veres rahvusvahelistes Ghikutes liitri kohta (IU/L). Andmepunktide p&hjal on
lisatud lineaarse regresssiooni joon (p=0.00027, koefitsient=-8.6 IU/L). Joont Umbritsev hall

ala néitab 95% tdendosuse piirkonda.
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. Eesti noorte meeste valim (n=502) * Eesti viljatute meeste valim (n—=154)
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Joonis 13. Kehamassiindeksi ja vanuse mdju vere LH tasemele Eesti noorte meeste valimis
(vasakul) ning viljatute meeste valimis (paremal). Andmepunktide pdhjal on lisatud lineaarse
regressiooni joon (kehamassiindeks p=0.8 noortel meestel, p=0.3 viljatutel. Vanus p=0.00078,
moju suuruse koefitsient 0.1454 noortel meestel, p=0.0876, moju suuruse koefitsient 0.05787

viljatutel meestel). Joont imbritsev hall ala nditab 95% tGen&osuse piirkonda.
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10.4 Lisa 4: Luteiniseeriva hormooni tase logaritmitud ja logaritmimata vaartustena
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Joonis 14. Eesti noorte meeste valimi (uleval) ning viljatute meeste valimi (all) luteiniseeriva
hormooni (vasakul) ja logaritmitud luteiniseeriva hormooni (paremal) tasemete histogrammid.

Histogrammile on lisatud vééartuste keskmine punase katkendjoonega, ning sagedusjoon.
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Luteiniring hormone (LH) is a pituitary heerodimeric glycoprotein essential in male and female reproduction. Its functional pay-
morphic variant (V-LH) is determined by two missense mutations (rs1800447, A/G, TrpBArg rS449826, A/G, Del5Thr in the LH B-
subunit encoding gene (LHE; 19g133; 1111 by 3 exons). Among women, V-1H has been associated with higher circulating IH and
reduced fertility, but the knowledge of its effect on male reproductive parameters has been inconclusive. The objective of this study
was to assess the effect of V-LH on hormonal, seminal and testicular parameters in the Baltic young men cohort (n - 986 age:
201 + 21 years) and Estonian idiopathic infertility patients (n = 607; 35.1 + 5.9 years). V-LH was detected by genotyping of the
underdying DNA polymorphisms using PCR-RFLP combined with resequencing of a random subset of subjects. Genetic associations
were tested using linear regression under additive model and results were combined in meta-analysis No significant difference was
deected between young men and infertility patients for the V-1H allele frequency (11.0 v 93%, respectively). V-LH was associated
with higher serum LH in both, the young men cohort (p =~ 0022, alldic effect = 026 IU/L) and the idiopathic infertility group
(p = 0.008, effect = 0.59 [U/L). In meta-analysis, e statistical significance wasenhanced (p = 0.0007, resistant to Bonfermoni cormrec-
tion for multiple fesing effect = 033 [U/L). The detected significant asociation of V-LH with increased serum LH remained
unchanged after additional adjustment for the SNPs previously demonstrated to affect LH levels (FSHE -211G/T, FSHR Am68(Ser,
FSHR -29A/G). Addition ally, a suggestive rend br association with reduced testicular volume was observed among young men, and
with lower serum FSH among infertility patients. The V-1H carder status did not affect sperm parameters and other circulating
reproductive hormones. For the first time, we show a conclusive contribution of V-LH to the natural variance in male serum LH lev-

el Its downstream clinical consequences are still to be leamed.

INTRODUCTION

Lusteinizing hormone (LH) i a pituitary- derived heterodimeric
ghycoprotein that shares the common a-subunit with ISH, hOG
and TSH, but possesses a unigue B-subunit conferring the bio-
logical specificity of LH (Pierce & Parsons, 1981; Gharib & al.,
1990). In both genders, LH is essential for reproduction and its
action is mediated through binding to its receptors in testes and
ovariex Inmen, LH stimulates the producion of testosterone by
testicular Leydig cells. In women, LH triggers ovulation and the
development of the corpus hsteum (o prepare the endometrium
for an implantation (Moyle & Campbell, 1996).

A functional variant of LH (V-LH), first detecied in Finland
(Petiersson o al, 1992) and Japan (Funs o al, 194), is deter-
mined by two misense mutations (TrpSArg. Hel5Thr) in the
gene coding for the LH B-subunit (LHE 1111 bp; 3 exons; chr.

© 2015 The Authon. Andmiagy published by john Wiey & Sons Lid on behalf of Amedan Sodety of Andralogy.

19q13.3) (Pettersson ef al., 1994). The two SNPs coding for V-LH
(A>G, m1800447; A->G, s34349826) are located in the LHE exon
2 and exhibit complete linkage disequilibrium (LD) (Nikson
« al, 1998). V-LH seems to be a universally common variant
with the average minor allele frequency among Europeans 8%
(range 7.34-11 8% Huhtaniemi ef al, 2010). The change fom
isoleucine to threonine (Tlel 5Thr) creates an extra glycosylation
site Asn'Ala-Thr in V-LH compared to the wild-type (WT) LH
(four ve. three oligosaccharide chains) (Suganuma ef al, 1996).
As the half-life of pituitary gonadotropins depends on the num-
ber and type of olignsaccharide side chains (Morell ef of, 1971;
Strott, 2002), V-LH is predicted to have an altered half-life in cir-
culation. However, it is not certain whether the circulating V-LH
has increased or decreased stability compared to WT-LH and the
published datn are also inconsistent concerning the halflife of

Andrology, 14 1
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these hormone variants (Haavisto et al, 1995 Suganuma et al,
1996; Manna et al, 2002 Wide et al, 2010). In addition, the
V-LH determining polymorphisms wem meported to be in LD
with a certain LHB pmmoter haplotype characterized by signifi-
cantly higher basal transcriptional activity (Jiang et al, 1999).

Although the V-LH was reported to possess an increased in vi-
tro bioactivity (Manna et al, 2002}, most clinical observations
suggest that V-LH is functionally less potent than WT-LH
(Magirnaja et al, 2010). Case—control association studies in male
patients have suggested V-LH as a risk factor for cryptorchidism
(Kaleva et al, 2005) and testicular cancer (Elkins et al, 2003). A
small-scale study (n = 49) investigating the onset and progres-
sion of puberty in healthy boys reported slower progression of
puberty and lower testes volume in V-LH carders (Raivio ef al,
1936). In a Furopean cohort of middle-aged and elderly men
(EMAS study: m = 2748 men, eight European countries), V-LH
was associated with reduced levels of serum LH (Huhtaniemi
et al, 2010). In fernale patents, several studies have associated
V-LH with subfertlity because of ovulatory disorders (Furoi
et al, 19%4; Takahashi et al, 1998, 199%; Du e al, 2012). Among
women, Du e al (2012) showed an association of V-LH with
higher levels of serum LH and Rajkhowa ef al (1995) has
reported increased levels of testosterone, cestrogen and SHBG.

Taken together, the published studies are inconsistent regard-
ing the effect of V-LH on serum LH levels and its downstream
physiological consequences. One of the reasons might be that
the majority of association studies with V-IH have been carried
out on relatively small patient groups and for limited sets of clin-
ical parameters (Nagimaja et al, 2010). In addition, most of the
studies have determined V-LH using a technically demanding
immunoassay-based approach, which measures the two alterna-
tive isoforms of LH. Only a handful of smdies have used direct
and robust detection of the two DNA variants underlying V-LH
(A-=03, rsl BOD44T, TrpBAng A-=0, rs34 349826, 1lel5Thr) either by
sequencing of genotyping (Ramamujam et al, 2000; Lee et al,
2003; Berger et al, 2005 Du et al, 2012). To overcome the limi-
tations of previous studies, we explored for the first time the
effect of V-LH on a comprehensive set of hormonal, seminal and
testicular parameters in a large and well-chamcterzed sample
set consisting of the populaton-based Baltic young men cohaort
(m =986) and the study group of Estonian idiopathic infertility
patents (n = 607).

MATERIALS AND METHODS

Ethics statement

The study has been approved by the Ethics Committee of
Human Research of the University (linic of Tarm, Estonia
(apprmoval date 27.01.2003), the Ethics Committee of Riga Stra-
dins University, Latvia (23.042003) and the Regional Ethics
Committee of Kaunas, Lithuania (approval no. 13, 2003).

The Baltic young male cohort

The Baltic young male cohort was recruited between May
2003 and June 2004 among the participants in a prospective
study Environment and Reproductive Health (EU 5th FP project
QLET-2001-02511) in parallel at three study cemtmes (Tarm,
Estonia; Riga, Latvia; Kaunas, Lithuania). The study group con-
sist of military conscripts from Estonia, Latvia and Lithuania
(age: 201 £ 2.1 years; marital and parenthood statns not

2 Andrology, 1-8
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documented). The recruitment and phenotyping protocols at
the participating centres were identical. Study participation was
voluntary and written informed consent was obtained from all
subjects. Details of the study group formation were described
previously (Punab et al, 2002). Men were mecruited to the study
at the Centre of Andrology, University Clinic of Tartu, Estonia
(m = 578; all born and living in Estonia), at the Riga Family and
Smmual Problems Centre, Latvia (m = 300; all born and living in
Latvia) and at the specialized laboratory of the Institute of Endo-
crinology, Kaunas University of Medicine (r = 326; all born and
living in Lithuania). In genetic association studies, cohort partic-
ipants with clinical factors leading to strongly deviated repm-
ductive physiology (lack of spermatomoa in ejaculate, ie.
axoospermia, i = 2; cryptorchidism, n = 13 abuse of anabalic
steroids, n = 1; omhitis with unilatem] testis damage, n = 1) or
incomplete clinical data (m = 9), have been excluded. For the
current study, DNA samples of a subset (n = 192) of the full
cohort were unavailable for genotyping. The final mumber of Bal-
tic young men analysed for the V-LH variant was 986 (Table 1A).

Estonian idiopathic infertility patients

The study group of olignzoospermic Estonian men with idio-
pathic infertility (n = 750) was recruited at the Andrology Centre,
Tartu University Clinics between June 2003 and August 2008 and
consisted of male parmers of couples failing to conceive a child
for a period of = 12 months. Oligozoospermia was diagnosed
according to the World Health Organization (WHO) criteria valid
at the ime of recruitment (sperm concentration < 20 mlnfml;
World Health Omganization, 1999). Phenotyping protocol was
identical with that in Baltic young male cohort (Punab et al,
2002); the details of the formation of the sudy group are
described elsewhere (Punab, 2007). In brief, al study partici-
pants were of white European ancestry, born and living in Esto-
miz. All men with causal factors for male factor infertility
(obstruction, cryptorchidism, chromosomal abnormalities, ¥
chromosome deletions, hypogonadotmophic hypogonadism, tes-
ticular diseases, sexual dysfunctions, androgen abuse, severe
traumas and operation in genital area, chemo- and mdiother-
apy) were excluded from the analyses resulting in a study group
consisting of GB8 participants. For the curment project, also
patients with azoospermia, that is lack of spermatozoa in ejacu-
late, 7 = 47) wem additionally excluded from the genetic analy-
sis. For the current study, DNA samples of a subset (n = 34) of
the full cohort were unavailable for genotyping. The final num-
ber of analysed subjects successfully genotyped for V-LH was
607 (age: 35.1 + 5.9 years). Among the ncluded infertility
patients (spenn concentration, < 20 min/mL), 376 subjects also
fulfilled the latest Wodd Health Organization, 2010 criteria for
oligozoospermia (sperm count below 39 = 108/ gjaculate; World
Health Organimtion, 2010).

Hormone assays

For all participants of the study, venous blood was obtained
from the cubital vein in the morming and serum was separated
immediately. Serum sampling period for the Baltic cohort was
from 08.00 to 13.00, and for the Estonian infertility patients from
0B.00to 1100,

For the Baltic young men cohort, serum levels of FSH, LH and
total testosterone were determined using time-resolved immu-
nofluorometric assays (Delfia, Wallac, Turky, Finland), estradiol

i@ 3015 The Authors. Androfogy published by John Wiley & Sons Ltd on behalf of Amenican Sodety of Andrology.
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Table 1 Characteristics of the study groups

Parameter

Baltic ma e cohart study group {r = 988

Estonian idiopathic infertility group {p = 600)

Mesn £ 50 Mesadian (25-75th percentile) Mesn + 5D Meadian (25 7T5th percentile)
A General charactenstics
Aage (years) 01 £ 2] 19.8 (18.5-21.5) 351 + 59 .7 (IF.1-34.9)
BAI 224 £ 26 2.1 20.7-23.8) 268 + 45" 26.0(58.7-293)
Abstinence perod (hours) 107.7 + 63.1 86.0 (63.0-134.0) 753 4 448 72.0 (48.0-96.0)
Total testes valume (mi) 491 £ 104 50,0 (41.0-5510) 40,2 £ 102 40,0 (34.0-47.10)
S concentration (10%/mL) BT £ 721 £3.3 (34.7-105.8) B0 +59 7.0(26-13.00
B. Genotyping dats of VoLH (TpBAsg, r] BI0447)
Alle e frequencies, % (numiber of dhom osomes)
A 890 (1756) 0.7 (1101}
G 11.0216) 23(113)
Ganptype frequendcie, % (number of genolype canmiens)®
AJA 791 (780) B2.4 (500)
MG 199 (196) 166 (101}
GG LOOH 1.0 (6)
1 test p=027

Dt e BMAL vl ble for 318 paBents of the E ionian idiopathic infertility group. “Handy-Weinbseng Equilibrium test inBaltic male cohort and Estonian idiopa thic
infertifity group, p= 055 and p = 0L72, respectively.. “povalue from Chi-squared test for differences in VoLH genotype distribution ke tween Eston an idiopathic infertility

group and Baltic male cohort.

by radioimmunoassay (Pantex, Santa Monica, CA, USA) and
Inhibin B by a specific two-sided enzyme immunometric assay
(Serotec, Oxford, UK) at the Department of Gmowth and Repro-
duction in Copenhagen, Rigshospitalet, Denmark in the frame-
work of the Environment and Reproductive Health (EU 5th FP
pmject QLET-2001-02911). The intra- and inter-assay coeffi-
cients of variation (CV) for measurement of both FSH and LH
were 3 and 4.5%, for total testosterone < Band < 5%, for estradiol
7.5 and 13% and for Inhibin B 15 and 18%, respectively.

For the Estonian idiopathic infertility patients, the F5H, LH,
total testosterone and estradiol levels of blood serum were mea-
sured using the Immulite automated chemiluminescence immu-
noassay analyser (Immulite; Disgnostic Products Corp., Los
Angeles, CA, USA) according to mamifacturer's instroctions, at
the United Laboratories, University of Tartu (linics. The intra-
amd inter-assay CV were 4.2 and 8% for FSH; 4.0 and 7.1% for
LH; 6.3 and 9 4% for testosterone; 7.5 and 13% for estradiol.

Semen analysis and physical examination

Semen samples wem obtained by masturbation and all
semen values were determined in accordance with the World
Health Omganization (WHO) criteria valid at the time of recruit-
ment (World Health Organization, 1999). In brief, after ejacula-
tion, the semen was incubated at 37°C for 3040 min for
liquefaction. Semen volume was estimated by weighing the col-
lection tube with the semen sample and subsequently subtract-
ing the predetermined weight of the empty tube assuming
1 g=1ml. For assessment of the sperm concentration, the
samples weme diluted in a solution of 0.6 mol/L. NaHCO3 and
04% (viv) formaldehyde in distilled water. The sperm concen-
tration was assessed wusing  the improved Neubauver
haemocytometers.

Patients weme examined by clinical investigators who had
passed special clinical training. Physical examinaton for the
assessment of genital pathology and testicular size was per-
formed with the man in standing position. i necessary, patholo-
gies were clarified further with the men in supine position. The
orchidometer (made of birch wood, Pharmacia & Upjohn, Den-
mark) was used for the assessment of testicular size. The total
testes volume is the sum of right and left testicles.

i@ 2015 The Authors. Andrology published by john Wiley & Sons Ltd on behalf of Amenican Society of Andrology.
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Genotyping procedure and data

Genotyping by PCR - RFLP (restriction fragment length poly-
morphism) analysis was performed for screening LHE TrpBArg
(A-=(, TslBO044T; Neol, WT-LH specific restriction-site) and
el 5Thr (A->0, rs34 349826, Bse(il, V-LH specific restriction-site)
polymorphisms according to the method described by Elter
et al. (1999). All the 1583 study subjects were initially screened
for the TrpBArg polymorphism. The genotypes of the V-LH vari-
ant carriers (both heterorygotes and homozygotes) were con-
firmed by Beell, cutting specifically V-LH.

A 662 bp fragment in the LHE genic region contzining the
V-LH determining TrpBArg and Ilel5Thr polymorphisms was
amplified using a published primer pair (forward: 5 GAAGC
AGTGTOCTTGTOOCA C© F; reverse: 5 GAAGAGGAGG CCTGAG
AGTT 3% Elter et al., 1999). The PCR product was digested either
by the Nool (TrpBArg A->G) or by BseGl (Ilel5Thr; A->G) restric-
tion enzymes (Thermo Scientific, US) and the restriction
fregments were separated in 5% agarose gel and 0.5 X Tris-
bomte EDTA buffer. The MNrol digestion (TrpRArg) of PCR prod-
ucts produced three DNA fragments (85 bp, 96 bp, 473 bp)
cormesponding to the AfA-genotype in WT-homozygotes, four
fragments (B5 bp, 96 bp, 185 bp, 473 bp) for the A/G- heteroxyg-
otes amd two fragments referring to the G/G-genotype in V-LH
homozygotes (185 bp and 473 bp; Fig. 1AL The BseGl digestion
Mlel5Thr) pmduced four DMNA fragments (392 bp, 165 bp,
62 bp, 43 bp) in the A/A-homozygotes corresponding to WT-LH
carriers, five fragments (436 bp, 392 bp, 165 bp, 62 bp, 43 bp) in
the A/G-heterozygotes and three fragments (436 bp, 165 bp,
62 bp) for the G/G-genotype carriers meferring to the V-LH ho-
mozygotes (Fig 1B). As a further inner quality control, every
tenth individuzl was subjected to direct sequencing to blindly
verify the RFLP-based genotype detection. Sequencing analysis
was performed as described by Hallast et al. (2005). There was
no difference in the results of the three methods used for

confirming V-LH status.

Data analysis

Mean, standard deviation, median and 25-75th percentiles
were calculated for general characteristics (age, BMI, ejaculation
ahstinence pedod) and main outcome variables (hormonal and

Andrology, 1-8 3
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Figure 1 Genotyping of the V-LH determining genetic variants TrpBArg
{AG, rs1B00447) and llel 5Thr {A->G, rs34340826) after amplification of
the targeted LHE region {662 bp). (A) RFLP analysis with Mool restriction
enzyme detecting the alledes of rs18004 47 (allele-specific RFLF bands are
underined): AA- homozygote, fragments 473, 96 and 85; GG-homozygote:
fragments 473, and 185 bp. (B) RFLP analysis with BieGl restriction enzymse
detecting the alldes 349826 (allde-specific RFLF bands are under-
lined): AA-homorygote, fragments 392, 165, 62 and 43 bp; GG-homozy-
gote: fragments 436, 165 and 62 bp. The black amow points to the
fragment characterstic to the [HE varant with the G-allele {V-LH), ‘AG’ lane
indicated PCR-RFLP pattern from a heterorygote individual. Enzyme
digested PCR products were separated on 2.5% agarose gel containing
EtBar.

w (
0 G s B o
_
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100 bp
100 bp 4
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seminal variables, total testes volume) using PASW software
Grad Pack 18.0 (SP55 Inc., Chicago, 1L, USA).

Tests for Hardy-Weinberg equilibriom (HWE) of the geno-
typed SNPs and genetic association testing with male repro-
ductive parameters were i ented in PLIMNK, version 1.07
(http:/f pngumgh.harvard. edu/ purcell/ plink/)  (Purcell et al,
2007). The natural log-ransformation was used to obtain an
approximate normal distribution of values for all studied quan-
titative parameters except free testosterone percentage. SNP-
trait association tests were performed using linear regression,
assuming an additive genetic model. In the Baltc cohort,
regression testing was adjusted for age, BMI, smoking status,
recruitment centre; hormone measurements were additionally
corrected for blood sampling hour, and semen parameters
were corrected for ejaculation abstinence period accomling to
the analysis settings described previously (Table 51; Grigorova
etal, 2011). In the smdy group of Estonian idiopathic infertil-
ity patents, adjustment for age was applied for all parameters
and abstinence period was used as an additonal confounder
in association tests with semen parameters. In an alternative
test, we assessed the independent effect of V-LH in both study
samples by incorporating additonal genetic confounders to
the applied regression models and adjusted the association
test for the three SNPs (FSHE -211 G/T, rs10835638;, FSHR -
29 GfA, rs1394205; FSHR 2039 ASG, rs6166) previously shown
to modify reproductive parameters (Grigomwva et al, 2008,
2013, 2014). Results of associaton testing in the two study
samples were combined in meta-analysis implemented in the
meta package (Schwarzer, 2010, http:/ JCRAN. Rproject.org/
package=meta) developed for the statistical package R (httpe//
www.r-project.org). Meta-analysis was based on inverse vari-
ance method under fived effects model The results of meta-
analysis were subjected to Bonferroni correction for multiple
testing with an esimated threshold 0.05/14 =36 » 107, k-
ing into sccount the number of independent measurements
(seven) and sample sets (twol.

Statistical differences between the groups of V-LH camiers
(G/G homozygotes and A/G-heterozygotes) and non-carriers (A
A-homozypotes) in hormonal, testicolar and semen parameters
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were assessed by the non-parametric Mann-Whitney [F-test
PASW software Grad Pack 18.0, 5P5S Inc., Chicago, IL, USA).

RESULTS

Mo enrichment of V-LH among male infertility patients

The Baltic young men cohort (n = 986, aged: 20.1 + 2.1 years;
Table 1A) and Estonian idiopathic infertility group (m =607,
aged: 35.1 + 5.9 years; Table 1A) were genotyped for a common
polymorphism  (TrpBArg rslB00447, A-=(G) determining the
V-LH isoform. All subjects carrying IHP Argh variant were
confirmed to carry also Thrl5 allele. The determined genotype
frequencies were consistent with HWE in both study samples
(p = 0.5). No significant difference was detected between young
men and infertility patients for the V-LH allele frequency (11.0
va. 9 3%, respectively; Table 1H).

Higher LH among the carriers of V-LH in both study samples

V-LH was associated with higher serum LH in both, the Baltic
young men cohort (linear regression additive model: p = 0,022,
allelic effect = 0.26 IU/L) and Estonian idiopathic infertility
group (p =0008 effect = 0.59 IU/L) (Tables 2-3). In metas-
analysis, the statistical significance was enhanced (p = 00007,
resistant  to Bonferroni  correction  for  multple  testing
effect = 033 IU/L; Table 4). The incresse in serum LH level
among the V-LH carriers (AGHGG genotypes) compared to the
WT-1H homozygotes (AA-genotype) in the infertility patient
group (504+23 vs 42 £2010/1; Mann-Whimey [-test,
p = 0.00017) was more pronounced compared to the young men
cohott (4.2 £ L5vs 4.0 £ L7 IU/L; p = 0.035) (Fig. 2).

In the Baltc male cohort, a suggestive association was
detected between V-LH and lower total testes wolume (linear
regression additive model: p = 0.047; allelic effect —1.47 mL;
Table 2). Decreased serun FSH was observed among the V-LH
carriers in the Estomian infertility patent group (p = 0.018;
effect = —0.85 IU/L; Table 3). However, the meta-analysis
across the two study samples did not provide conclusive support
for these pilot ohservations. Sermum total testosterone, estradiol,
SHBG and sperm parameters were not associated with V-LH car-
rier status either in the separate analysis of the two study groups
or in the combined mete-analysis,

Effect of V-LH on LH and total testes volume independent of
other known genetic risk factors

To demonstrate the independent genetic effect of V-LH, linear
regression analysis was performed with additonal adjustm-
ent for the genotypes of the three SNPs (rs1 0B35638, FSHE -211,
Gi'T; ra6166, FSHR, AsnG805er; rs1 394205, F5HR -29, G/A) known
to modify the levels of serum LH. The statstical significance
(resistant to Bonferroni correction) and the effect of V-IH on
serum LH level remained unchanged in the separate analysis of
both study samples, &5 well as in the meta-analbysis combining
the obtained results (Tables 2-4).

DISCUSSION

In this study, a comprehensive set of hormonal, testicular and
seminal parameters was analysed to elucidate the effect of V-LH
in two large and well-characterized andrological samples — the
Ealtic cohort of young men and the Estonian male idiopathic
infertility patient group. The carrier frequency of V-LH

i@ 2015 The Authors. Androfogy published by |ohn Wiley & Sons Ltd on behalf of Amenican Sodety of Andrology.
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Table 2 Male reproductive parametens in the Baltic young men cohort stratified by the V-LH (A->0) genotype

Parametec AJA MG GiG Standard colactors™ Standssd cofacton and

(n= 780 (=196 (n=10) genefic cofsctors™”
pvalue  Gallele sffect povalue  Goallele effect

LH {ILyLy 40417 42415 45+ 16 0.022 0260011  0.022 0327 {0.11)
3B (28-49) 4.0{3.1-50) 43 (3.1-5.6)

Tovtal testostensne (nmel /L) 754932 724 90 0.3+ 76 0931 006 (065 0979 0.02 {0.65)
26.6(20.8-12.7) 261 {20.9-32.7) 28.3(35.5-38.3

Free testostencne (%) 23+ 04 2.3+ 04 23+ 04 0287  -003(003) 0374 =003 {0.03)
23 {20-2.6) 23{20-25) 20{1.9-25)

Estradiol {pmol/L) 929+ 24.5 97.9 + 280 920+ 294 0120 537(343 1N 5.34 {3.49)
BO.0(76.0-1060)  94.0(81.0-110.8) 900 (67.3-104.0)

SHBG {nmeliL) 3.4+ 143 M6+ 128 38.8 4+ 104 0314 091 {ash 0298 0.95 (0.91)
32.0(25.0-41.0 33.0 (25.3-43.0 43.0(2.5-46.0

FSH {IUSLY 31417 29415 36+ 15 0.143 =014 (010 Q258 -0017{000)
28{20-3.9) 25{1.7-36) 3.7 (2.7-4.4)

Ihibin B {pgimL) 23334 7R3 2154+ 7S 2M.1 £ 6.7 0218 -11.00{%3§ Q178 -1224(954)
2R.0{1770-2780) 208.5(163.0-260.0) 214.5(194.0-268.0)

Tovtal tesstes volume {mL) 494 + 106 480+ 932 438+ B2 0.047  -147(07§ 0011  -1EBE{07E)
500 (41.0-56.0) 49.5 (41.8-53.0) 43.0(35.8-103.3)

Total sperm count per ejsculste (x 105) 28001 + 275.2 236.6+ 211.8 305.7 + 231.6 0223 -1569(14.001) Q146 -18.84(14.25)
23.3{1052-3628) 187.5(B69-321.1) 316.2(215.1-423.7)

§ et concentration {x 105/ mL) B394 749 0.8+ 59.8 103.6 £ 491 0234 —4 A6 (404 Q155 =537 (411}
65.9(35.2-1082)  583(31.596.1) 115.8(52.0-131.9)

Semen volume {mL) 354 16 34+ 16 3.2+ 09 0.784 ~003 (01T Q744 =004 {0.12)
3.3(2.3-4.5) 32{23-45) 32 (25-4.0)

AB modtile (%) 57.0+ 135 57.6+ 115 5.0+ 156 0792 231{.1% 0866 020 {1.20)
58.0(50.0-66.0) 59.0 (43.0-67.3) 59.0(47.0-68.0)

*Dista are presented o mean £+ S0 and median (25th to 75th percentile). Sarker trait o socs tion tes ting was pedonmed using linear mgesion under sdditive maodel
writh the adjustment for age, BMI, smoking status and recuitment centee. Hormone measunements wene additionally conected for blood sam pling hour and semen
pammeters wene cormected for sjaculstion sbetinence pedod; nominal o« 005 has been highti ghted in bold. “Linear regression maodel was additiona iy sdjusted for

F5HBErs10835638, FAHR rs6] 66 and rs1 394205,

{heterozy gotes and homozygotes) in the two study groups (209
and 17 6%, respectively. Table 1B) was concordant with the pre-
vious report on V-LH frequency among Estonians determined by
the immunoassay-based isoform detection method (21 3%; Nils-
son et al, 1997). There was no difference in allele and genotype
frequencies of V-LH between idiopathic infertility patients and a
population-based cohort of young men, confirming previous
studies (Ramanujam et al, 2000; Lee et al., 2003). As the major
result, we detected a convincing association between the V-LH
carrier status and increased serum levels of IH in both study
groups. Meta-analysis conclusively supported this evidence as
the statistical significance was enhanced and reached a P-value
resistant to Bonferroni correction for multiple testing (Tables 2—4;
Fig. Zl. We further demonstrated an independent effect of V-LH
on circulating LH concentmtion by applying an additional adjust-
ment of the analysis for the SNPs previously demonstrated to
affect LH levels (Grigomova et al, 2008, 2013, 2014).

There are several lines of published evidence supporting our
study owtcome. Considering that the profile of oligosaccharide
side chains modulates the half-life of pituitary gonadotropins,
there is a reason to believe that the TrpBArg/Ilel5Thr substtu-
tions modify the effect of LH in vivo (Morell e al, 1971; Stmott,
2002). IH molecules with lower number of sulfonated and
higher amount of sialic acid residues wemr reported to survive
longer in the human circulation (Wide et al, 2009). Compared to
WT-LH, V-LH has higher number of sialic acid residues and
indeed, its measured half-life is approximately 40% longer (half-
life: WT-LH 108 min, V-IH 148 min; Wide et al, 2010). The
V-LHf polymorphism was suggested to have originated through
an ancient gene conversion event, where one of the hOGR

i@ 2015 The Authors. Ardrojogy published by john Wiley & Sons Ltd on behalf of Amenican Society of Androbogy.

encoding (B genes has acted as a conversion donor and the
IHE gene as an acceptor of the respective genomic fmgment
Hallast et al, 2005). The concerted substitutions in V-LH exon 2
leading to TrpBArg/llel5Thr comespond to the nucleotide
sequence in the respective positions of all six CGE genes (Nag-
irnaja et al, 2010). Because of the TrpBArg/llel 5Thr substitu-
tions in the encoded LHP subunit it resembles the more stable
hCGR and subsequently, the V-LH has a prolonged half-life com-
pared to WT-LH. Additionally, V-LHp has been associated with a
promoter differing from WT-LHp in eight nucleotide positions
and exhibiting -40% higher basal tmnscriptional activity (fang
et al, 1999). In concordance with these data, we report signifi-
cantly higher serum level of LH in V-LH carriers among the
young Baltic men and Estonian male infertility patients. Consis-
tently, young female V-LH carriers were also measured increased
LH (m = 120, age: 31.4 + 3.6 years; Du et al., 2012).

In contrast, in a cohort of middle-aged and elderly men
(m = 2748 mean age: 602 + 112 year) significantly lower serum
LH levels among V-LH carriers compared to the WT-LH homo-
zygotes were reported (Huhtaniemi et al, 2010). During ageing,
the changes in hormonal pattern gradually lead to primary tes-
ticular dysfunction with declining testosterone levels and an
associaed elevation of LH (Araujo & Wittert, 2011). We speculate
that despite the higher basal activity, the V-IHf promoter is
unable to espond to the increased physiological equirement to
the similar degree as the WT-LH promoter. In ageing men, the
WT-1H homozygotes have increasing levels of serum LH, which
is not the case for the V-1H carriers.

Our chservation that V-LH shows a trend for association with
lower testes volume among the young Baltic men & in

Andrology, 1-8 5§

56



A. M. Punab et ai.

ANDROLOGY

Table 3 Malereproductive paramseters in the Bstonlan idiopat hic infertility g roup strat ified by the V-LH (A->G) genotype

Parameter” AJA ANG Lriled Standard cofacirs” Standamd cofacton and

{r = 5040 {r=101) n=8 genefc cofactorsSe
puvahe  Geallsdes offect povalue  Geallele affect

LH Iy 4220 51+ 23 42 £ 3.0 0. 008 059(0.21) 0.009 0.60 (0. 22)
38(27-52) 4.6 (3.6-6.4) 32{(1.97.0

Total testastenone (nmalfL) 186 = 63 193 £ 63 165 = 8.4 0. 304 0,88 (0.85) 0.280 0.93 (0.86)
18.0{14.0-220)% 18.7{14.4-23 8) 14.7 {9.1-24.3)

Estradiol {pmal/L) 1001 £ 37.2 1010 £ 41.5 1068 + 533 0.8 =0.33 {241} 095 =026 2.43)
BRB(Fi4-116.0h BA5(734-1175) T764(730-1560)

FSH {IU/L) 73 = 60 62+ 55 67 5.8 0018 =0.85 {(D.41) 0.019 = .84 (D400
5.6 (35-8.8) 5.0(3.4-7.00 42(2.1-13.6)

Todtal testes wolume {(mlL) 40.3 = 102 97 4+ 97 470 = 9.9 0.635 =0.52{1.11) 0.563 =064 (1.14)
40.0 (34.0-46.0% A0.0({33.5-47.0) 47.0 (39 5-55.5)

Todtal spenm count per ejsculste (x 10%) 3150 312 343 £ 316 244 219 0,331 =2.18 {256) 0,303 =233 2.59)
27.0(92-52.6) 25.6(9.5-53.4) 14.6 (7 2-49.9)

Sperm concentration (10%imL) 81 59 8.1 £ 5% 5.1 4.2 0,557 =0.22{053) 0.503 =0.33 0.54)
72{26-13.0) 7.0(26-13.0) 39(1.59.0

Semen volume (mL) 4318 4.1 £ 1.7 446 +1.3 0,531 =0.11 {0.19) 0.597 =010 019
39(30-53) 4.0(3.0-5.3) 42(3.7-5.7)

*Dista are presented a5 mean <+ SD and median (25th to 7 S5th percentile). “Warker trait a5 sociation testing was performed using near &g sion under sdditive model
wiith the adjustment for age; semen parameiers we re additionally comected for the sjaculation sbetinence period; nominal g < 005 has been highlighted in bold. “Lin-
ear regresion maode | wes additionally adjusted for FSHErs1 0835638, F5HR rs6166 and rs1 394205,

Figure 2 Tukey boxplots for the distribution of serum LH values in the Baltic
young men cohort (A, n= 780, AGHSG, n= 206) and in the Etonlan
idispathic infertility patient sample (A& n = 500, AGIGG, n= 107) sub-
grouped according to the camer status of the V-LH variant {rs1 800447,
G-allde). p-value of Mann-Whitney U-test ks shown .

Baltic make cohort Estonlan Infertility patients

14 = 0,008 16 : = 000017
10 i 3 12 H
5 B —— _
g 210
EN =3
5. S
4
= 2
(] : ; 0 : .
Yy AGAGG Ak AG+GG

cancordance with the few conducted clinical studies showing
lower invivo potency of V-LH compared to WT-LH. The associa-
tion between V-LH and reduced testes volume has been previ-
ously reported in a small study (49 boys) on pubertal onset and
pmgession, where V-LH carriers additionally exhibited slower
pubertal progression and growth rate (Raivio eral, 1996)

Another study reported increased prevalence of V-LH among
cryptorchid boys born with gestational age > 40 weeks and sug-
gested that the lower hormonal efficacy of V-1H predisposes for
improper testicular descent in late pregnancy (Kaleva er al,
2005). However, as the effect in total testes volume was found
only in the young male cohort, it needs to be confirmed in fur-
ther studies. The same applies to the pilot ohservation of lower
F5H among the V-LH carriers in the Estonian infertility patient
group, which may also represent & chance finding as a result of a
severely altered reproductive physiology in these patients.

In summary, this study demonstrates for the first time a con-
clusive contribution of V-LH to the natural variance in male
serum LH levels. Its downstream clinical consequences are still
to be leamed.
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