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INFOLEHT
»Kaasasiindinud munandite laskumise hiire pirilikud tegurid*

Munandite laskumatus ehk kriiptorhism on sageli esinev kaasasiindinud arenguhdire
vastsilindinud poistel, mille korral on munandikotis puudu vihemalt iiks munand. Kriiptorhism
vOib esineda mone arengugeneetilise siindroomi raames voi isoleeritult. Mittesiindroomse
kriiptorhismiga seostuvaid geneetilisi variante on peamiselt seostatud INSL3, RXFP2 (INSL3
retseptor) ja Androgeeni retseptori geenidega. Eksoomi sekveneerimine (ES) on laialdaselt
kasutatav tehnoloogia tdnapideva personaalmeditsiinis, mida saab rakendada haigusseoseliste
geenivariantide avastamisel. Kédesoleva magistritoo esimeseks eesmirgiks oli koostada
teaduskirjanduse pohjal kriiptorhismi kandidaatgeenide nimekiri. Teiseks eesmérgiks oli
teostada ES andmete alusel kandidaatgeenide uuring, et tuvastada haigusseoselisi geenivariante

kriiptorhismi ja sellega kaasneva spermatogeneesihdire diagnoosiga meestel.
Mirksonad: eksoomi sekveneerimine, kriiptorhism, munandite laskumise héire, SNV

CERCS kood: B220 Geneetika, tsiitogeneetika; B450 Arengubioloogia, teratoloogia,

ontogenees, (inim)embriioloogia; B790 Kliiniline geneetika
»Hereditary factors of congenital undescended testes*

Cryptorchidism, is a common congenital malformation in newborn boys in which at least one
testicle is missing from the scrotum. This condition may occur either in the context of a
developmental disorder or in an isolated form. Non-syndromic cryptorchidism has been linked
to pathogenic variants in the INSL3, RXFP2 (receptor of INSL3) and Androgen receptor genes.
Exome sequencing (ES) is a widely used technology in personal medicine to discover
pathogenic variant causative to genetic disorders. The first aim of this study was to compile a
list of candidate genes for cryptorchidism using scientific literature. The second aim was to
carry out candidate gene analysis using ES dataset of patients diagnosed with cryptorchidism

accompanied by spermatogenic failure.
Keywords: cryptorchidism, exome sequencing, SNV, undescended testes

CERCS code: B220 Genetics, cytogenetics; B450 Development biology, teratology, ontogeny,
embryology (human); B790 Clinical genetics
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SISSEJUHATUS

Munandite laskumatus ehk kriiptorhism on iiks sageli esinev kaasaslindinud arenguhéire
eclkdige enneaegselt siindinud poistel (Elamo et al., 2022), mis &igeaegse kirurgilise
sekkumiseta voib raskematel juhtudel anda aluse nii munandivéhi arengule kui ka meeste
viljatusele (Bitran et al., 2020). Kriiptorhismi patogeneesi riskiteguriteks peetakse nii
keskkonnast tingitud kui ka geneetilisi pohjusi (eelkdige siindroomse kriiptorhismi korral).
Varasemate perekondlike uuringute pdhjal on teada, et iihe voi mdlema munandi laskumatus
parandub jargmise polvkonna pereliikmetele (Jensen et al., 2010; Schnack et al., 2008). Samas
jaab mittesiindroomse ehk isoleeritud kriiptorhismi geneetika teadmistest tanapdeval ikkagi
puudu (Elamo et al., 2022).

Eksoomi sekveneerimist (ES) peetakse kliinilises praktikas silamaani tiheks efektiivseimaks
diagnostiliseks meetodiks tuvastamaks monogeensete haiguste geneetilisi pdhjusi. ES-i
lahenemisviis keskendub genoomis olevatele konkreetsetele piirkondadele ehk eksonitele ja
nendes esinevatele geneetilistele variantidele, mis lihtsustab oluliselt andmete analiiiisimist.
Lisaks annab ES palju kdrgema diagnostilise saagise (20-50%), vorreldes mitmete teiste

geneetiliste meetoditega (Suwinski et al., 2019).

Antud magistrit60 kirjanduse osas antakse iilevaade normaalsest munandite laskumisest ning
pohjalikumalt keskendutakse selle protsessi héirumisele ehk kriiptorhismile, selle
epidemioloogiale, voimalikele kaasuvatele haigustele ning geneetilisele taustale. Lisaks on
kirjeldatud eksoomi sekveneerimist, kui iiht tohusaimat molekulaardiagnostilist meetodit,
tuvastamaks patogeenseid geneetilisi variante. Samuti on toodud vélja juhend hindamaks

eksoomi sekveneerimise jirgselt saadud geenivariantide haigusseoselisust.

Antud t66 tldeesmirgiks oli uurida vdimalikke haigusseoselisi variante kriiptorhismi
kandidaatgeenides idiopaatilise munandi laskumishdirega meespatsientide valimis rakendades

eksoomi sekveneerimise tehnoloogiat.

Kiesolev magistritdd on valminud Tartu Ulikooli bio- ja siirdemeditsiini instituudi (TU BSMI)

inimese geneetika oppetoolis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Kriiptorhism

Kriiptorhism ehk munandi laskumishdire on poistel iiks sagedasemaid kaasasiindinud
urogenitaaltrakti vddrarenguid, mille korral puudub munandikotist vdhemalt ks munand
(Leslie et al., 2020). Antud véirareng voib esineda nii isoleeritud kujul kui ka eraldi
komponendina 46,XY soo arengu hiirete (Garcia-Acero et al., 2020) ja kaasasiindinud
stindroomide (nditeks Noonani, MIM: 610733) korral (Hebron et al., 2022).

Kriiptorhism on eelkdige iseloomulik enneaegselt (enne 37. rasedusnddalat) siindinud
poisslaste seas ja selle esinemise osakaal on umbes 30% (Bartz et al., 2020). Eestis on munandi
laskumishéirega siindinud poiste sagedus umbes 2,1% koikidest vastsiindinutest. Esimeseks
eluaastaks on munandite iseeneslik laskumine tdheldatud 62% kriiptorhismiga siindinud

eelkdige enneaegselt ja viikesekaalulistel poisslastel (Kiibarsepp et al., 2022).

1.1.1. Normaalne munandite laskumine

Kiimnendal nidalal parast viljastumist alustavad munandid oma litkumist munandikotti, mis on
alguse saanud loote neljandal arengunéddalal labioskrotaalsest tursest ning sopistub vélja umbes
12. gestatsiooninddalaks (Agrawal, 2017; Garcia ja Sajjad, 2020). Normaalne munandite
laskumise protsess on kontrollitud nii anatoomiliste kui ka hormonaalsete faktorite poolt
(Rodprasert et al., 2020).

1.1.1.1. Anatoomiline mudel

Munandite laskumine on embriionaalse arengu kiigus erinevatel ajahetkedel toimuv kahe-
etapiline protsess, mille eesmirgiks on munandite liikumine oma esialgsest asukohast
munandikotti (Titi-Lartey ja Khan, 2020). Esmases ehk transabdominaalses munandite
laskumisetapis hakkab tagumise kohuseina kiiljele kinnitatud munand liikkuma kubeme
piirkonna suunas. Antud protsess algab 10. gestatsiooninddalal ja kestab umbes viis niddalat
(Bitran et al., 2020; Titi-Lartey ja Khan, 2020). Selles etapis on eriti oluline roll munandi
juhtsidemel (gubernaculum Hunteri), mis moodustub enne munandite laskumisprotsessi algust
(Mékeld et al., 2019; Rodprasert et al., 2020).

Munandi juhtside on mesenhiimaalne struktuur, mis asub munandi ja kubeme piirkonna vahel

(Joonis 1a) (Mikela et al., 2019). Munandi juhtside ei ole proksimaalselt munandiga seotud,
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vaid on kinnitatud Wolffi juha vdi munandimanuse kaudaalse poolusega (Hadziselimovic,
2017). Munandi juhtsideme distaalne ots paisub labi rakkude jagunemise ning hiialuroonhappe
kuhjumise ekstratsellulaarse maatriksi, mille abil moodustub nn munandi juhtsideme sibul
(gubernacular bulb) (Joonis 1b) (Rodprasert et al., 2020; Titi-Lartey ja Khan, 2020). Samal
ajal kraniaalselt munanditega seotud mesonefrilise sideme (cranial suspensory ligament)
taandarenemine aitab aga hilisemale munandite laskumisele (Titi-Lartey ja Khan, 2020).
Kubemekanal moodustub loote varases arengujargus ning munandi juhtsideme paisumise tottu
toimub kubemekanali laienemine, mis samamoodi hdlbustab munandite laskumise hilisemat
etappi (Rodprasert et al., 2020). Munandid jouavad kubeme piirkonnas areneva sisemise
kubemekanali avani (internal inguinal ring) umbes 12. loote arengunddalaks. Kubemekanali
ava juures paigal hoidmine on tagatud munandi juhtsideme proksimaalse otsa lithenemise ja
munandi juhtsideme sibula jark-jargulise kasvamisega (Rodprasert et al., 2020; Titi-Lartey ja
Khan, 2020).

Péarast esimest munandite laskumisetappi jadvad munandid umbes 12 nddalaks paigale. 26.
nédalal pérast viljastumist leiab aset munandite migreerumise teine faas, mille korral jouavad
munandid oma sihtkohta (Joonis 1c) (Mékeld et al., 2019). Antud faasis on vdtmeroll
ventraalsel evagineerumisel (processus vaginalis), mis leiab aset kdhukelme mdlemal pool.
Selline evagineerumine jérgib kaudaalselt pikeneva munandi juhtsideme suunda (Titi-Lartey ja
Khan, 2020). Munandi juhtside omakorda pikeneb sigiti-reienérvilt vabastatud kaltsitoniini
geeniga seotud peptiidi tottu (CGRP, calcitonin gene-related peptide) (Bitran et al., 2020;
Elamo et al., 2022). Munand koos munandimanuse ja munandi juhtsidemega migreeruvad
modda laienenud kubemekanalit vélimisest kubemekanali avast (external inguinal ring) ja
jouavad munandikotti kdhu seest tekkiva rohu tottu (Joonis 1d) (Mékela et al., 2019; Titi-Lartey
ja Khan, 2020). Munandite laskumise 16ppemisel hakkavad mdlemad munandi juhtsidemed
tombuma kokku ja evagineerumise protsessi kdigus tekkinud stivend sulgub. Tavaliselt peavad
munandid olema tdielikult munandikotti laskunud enne siindi ehk umbes 35.

gestatsiooninddalaks (Mékela et al., 2019).



Joonis 1. Munandite laskumise protsess.

Transabdominaalne faas (10-14 GN)

a Tagumine kéhusein b

Mesonefrilise sideme
taandarenemine

INSL3
Kubemekanal
Kasvav munandi
" . . juhtside
Eesmine kéhusein (kubeme piirkond) J
Migreerumine kubemest munandikotti (26-35 GN)
Cc d Kubemekanali
ava
\
—— -
Munandikott
—d
Tiielikult taandarenenud
Taandarenev munandi juhtside

munandi juhtside

T (c) (Kohandatud Bitran et al., 2020 jargi).

1.1.1.2. Hormonaalne kontroll

Munandite migratsiooni kdhuddnest munandikotti kontrollitakse erinevate hormonaalsete

faktorite poolt. Tdhtsamad nendest on insuliinilaadne peptiid 3 (INSL3, insuline-like peptide 3)

ja androgeenid, aga ka anti-Miilleri hormoon (AMH) (Rodprasert et al., 2020).

Transabdominaalse munandite laskumise faasi algatamine on vdimalik INSL3 sekretsiooni

tottu Leydigi rakkudest, mis paiknevad munandites. INSL3 on véike peptiidhormoon, mis
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Munandite laskumine toimub kaheetapiliselt.
Transabdominaalne faas (a, b) toimub 10-14. gestatsiooninddalal (GN), mil munandi juhtsideme
paisumist mdjutavad Leydigi rakkude (L) poolt produtseeritud INSL3 ning Sertoli rakkude (S) poolt
toodetud anti-Miilleri hormoon (AMH). Testosteroon (T) kontrollib mesonefrilise sideme
taandarenemist. AMH ja T koos INSL3-ga annavad aluse munandi juhtsideme paisumisele (b).
Munandi migreerumine kubeme piirkonnast munandikotti toimub 26-35 gestatsiooninddala
vahemikus (c, d). Munandi juhtsideme suunas evagineerumise ja kohudone poolt tekitatud rohu tottu
jouab munand kubemekanali avast munandikotti. Munandi juhtsideme taandarenemisele aitab kaasa



struktuuri poolest vidga sarnaneb kasvufaktoritega ning mille sekretsiooni reguleerivad
platsentaarne inimese kooriongonadotropiin ja luteiniseeriv. hormoon (LH). Antud
peptiidhormooni peamiseks iilesandeks on munandi juhtsideme kasvu ja paisumise
stimuleerimine (Kuiri-Héanninen et al., 2019; Rodprasert et al., 2020). Seda teostab INSL3 14bi
munandi juhtsideme pinnal oleva relaksiin perekonna valk 2 (RXFP2) retseptoriga seondumise
(Bitran et al., 2020). Hiiremudelitel on ndidatud, et Insl3 geeni vaigistamisel munandi juhtside
ei paisu. Selle tagajarjeks on kahepoolsed abdominaalselt paiknevad munandid (Nef ja Parada,
1999).

Munandite laskumise teine etapp soltub aga enamasti ainult androgeenidest. Selles
arengujdrgus vastutavad androgeenide slinteesimisprotsessi eest samuti Leydigi rakud, mille
stimuleerimine saavutatakse loote LH ja folliikuleid stimuleeriva hormooni (FSH) kdrgema
produktsiooni tottu. Nii testosteroon kui ka 5a-dihiidrotestosteroon mdjutavad munandi
Jjuhtsidet 1dbi androgeeni retseptorite. On ndidatud, et androgeenide puudulikul aktiivsusel voi
androgeeni retseptorite funktsioneerimist hdirivate geenivariantide korral jadvad 46,XY lootel

munandid kohudonest laskumata (Kuiri-Hanninen et al., 2019).

Arvatakse, et munandite Sertoli rakkudest parit AMH-1 on samamoodi oma kindel iilesanne
munandite laskumise edendamises, tdpsemalt osaleb antud hormoon munandi juhtsideme
lihikesena sdilitamises (Maékeld et al., 2019). Samuti vastutab AMH Miilleri juhade
taandarenemise eest (Elamo et al., 2022). Normaalses 46,XY lootes on AMH tase tipriski korge,
seega muutused AMH geenis vdivad olla nii piisiva Miilleri juha siindroomi (persistent
Miillerian duct syndrome) kui ka kohudonesiseste munandite pohjuseks (Bitran et al., 2020;
Rodprasert et al., 2020).

Stinnijargselt ilma komplikatsioonideta munandikotti migreerunud munandite korral on
vastslindinu nabavédddivere LH ja FSH tasemed iipris madalad platsenta hormoonide korge
kontsentratsiooni tottu (Renault et al.,, 2020). Gonadotropiinide vaértused suurenevad
markimisvaarselt enne kuuendat elukuud, kui toimub hiipotaalamuse-hiipofiiiisi-gonaadide
telje aktiveerumine ehk minipuberteet (Lanciotti et al., 2018; Renault et al., 2020). Kuni
esimese eluaastani jaavad INSL3, inhibiin B, AMH ja testosterooni kontsentratsioonid
madalaks, mis viitab normaalsele Leydigi ning Sertoli rakkude funktsioneerimisele (Fénichel

et al., 2015). Uheaastastel poistel, kellel esineb madal INSL3 ja testosterooni tase, vdib
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pOhjuseks olla kriiptorhism (Rodprasert et al., 2020). Kaasastindinud kriiptorhismi korral on
taheldatud, et testosterooni tase puberteedi ajal ei kdorgene. Lisaks on kahepoolsele
kriiptorhismile iseloomulik kdrge seerumi FSH ja LH ning madal inhibiin B tase, mida peetakse
Sertoli rakkude funktsiooni hidirumise tunnuseks (Rodprasert et al., 2020; Rohayem et al.,
2017).

1.1.1.3. Munandite laskumise olulisus

Munandite iiks peamisi funktsioone on seemnerakkude tootmine. Eluvoimeliste
seemnerakkude valmimine nouab kindlaid tingimusi, mis tagatakse just munandite laskumisega
munandikotti (Titi-Lartey ja Khan, 2020).

Efektiivse spermatogeneesi toimumiseks peavad munandid paiknema kehatemperatuurist 2-6
kraadi vorra madalamas keskkonnas (Titi-Lartey ja Khan, 2020). Juhul, kui munandid jaavad
munandikotti laskumata ja neid iimbritseb normaalse spermatogeneesi toimumiseks ebasoodne
temperatuur, siis 46,XY loote primaarsed sugurakud ei diferentseeru spermatogoonideks ning
enamik rakke ldaheb apoptoosi. Mida vihem jdéb alles spermatogoone, seda vihem tekib ka
puberteedijdrgseks  spermatogeneesiks  tiivirakke, mis 13puks pdhjustab  viljatust.
Diferentseerumata primaarsed sugurakud annavad aga aluse pahaloomuliste kasvajate tekkeks
parast puberteediea saavutamist. Seega on munandite laskumisel munandikotti téhtis eesmérk

mehe reproduktiivtervise sdilitamises (Bitran et al., 2020).

1.1.2. Kriiptorhismi klassifikatsioon

Munandi laskumishéiret saab jaotada vastavalt erinevatele kliinilistele tunnustele. Enamik
laskumata munandite juhtumeid tuvastatakse siindimisel, millest tuleneb ka nimetus
,kaasastindinud* kriiptorhism. Siinnimomendiks normaalselt laskunud munanditega poistel
vOib aga testis hilisemas lapsepdlves munandikotist iiles tousta — sellisel juhul on tegemist

,omandatud® voi ,,teisese* kriiptorhismiga (Bitran et al., 2020; Rodprasert et al., 2020).

Eristatakse ka uni- voi bilateraalset kriiptorhismi, mis vastavalt tihendab kas iihe v3i mdlema
munandi  puudumist munandikotis. Kahepoolseid munandi laskumishdireid esineb
mérkimisvaarselt harvemini kui iihepoolseid (20% vs 80%), bilateraalset kriiptorhismi
seostatakse aga korgema viljatuse riskiga tdiskasvanueas (Barbotin et al., 2019; Bitran et al.,
2020).
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Munandikotist puuduv munand voib olla kdega katsutav voi mitte. 80% olukordadest paikneb
palpeeritav munand tavaliselt munandi normaalse laskumise teel munandikotis pinnapealselt,
vahel ka kubemekanalis (Joonis 2). Mittepalpeeritava munandi tuvastamine iilejaanud 20%
juhtudel nduab aga lisauuringute tegemist, sest munand voib jadda kdhuddnde nii sees- kui ka

véljaspool Kinni ning moningatel juhtudel tiielikult puududa (Bitran et al., 2020; Rodprasert et
al., 2020; Toliczenko-Bernatowicz et al., 2020).
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Joonis 2. Kriiptorhismi korral munandi véimalikud asukohad. Tavaparaselt peaks munand paiknema
munandikotis. Juhul, kui munand ei ole munandikotis kdega Katsutav, on tegemist munandi
laskumishédirega. Munand vO&ib paikneda normaalsel laskumise teel kas munandikoti keskel,

pinnapealselt voi kubeme piirkonnas. Mittepalpeeritav munand paikneb tavaliselt kohudones, harva voib
olla tegemist ka puuduva munandiga (Kohandatud Bay et al., 2011 jargi).

1.1.3. Kriiptorhismi epidemioloogia ja patogenees

Meeste reproduktiivsiisteemi hédirete (sh kriiptorhismi) esinemissagedus on viimaste
kiimnenditega aina tousnud. Samas on kriiptorhismi levimuses ndha selget geograafilist
varieeruvust, nditeks Taanis siinnib neli korda rohkem kriiptorhismi diagnoosiga poisse kui
Soomes (Boisen et al., 2004; Gurney et al., 2017). Seega arvatakse, et Kriiptorhismi
esinemissagedus jiib siindimise hetkeks ligikaudu 1,8-8,4% vahemikku. Uheaastaste poiste
seas on munandi laskumishdire sagedus 1,5% (Rodprasert et al., 2020; Virtanen ja Toppari,

2008), kuna umbes 50-75% kriiptorhismiga siindinud poistel v3ib laskumata munand esimese

kolme elukuu jooksul spontaanselt munandikotti migreeruda. Viimane on vdimalik
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hiipotaalamuse-hiipofiitisi-gonaadide telje ajutise aktiveerumise ehk minipuberteedi alguse
tottu (Mékela et al., 2019; Rodprasert et al., 2020).

Juhul, kui munand pole kuuendaks elukuuks iseseisvalt munandikotti vajunud, kaalutakse
orhidopeksia lébiviimist ehk munandi imberpaigutamist kirurgilisel teel (Leslie et al., 2020).
Mida hiljem teostatakse orhidopeksiat, seda suurem on tdendosus, et Sertoli rakkude areng
peatub ja nende arvukus viaheneb (Hadziselimovic, 2017; Rodprasert et al., 2020). Antud
tahelepanek tuleneb sellest, et esimeseks eluaastaks kitsenevad markimisvaarselt
kriiptorhismiga poiste munandites seemnetorukeste diameetrid ning nende sees paiknevate
sugurakkude arv viheneb (Krishna et al., 2019; Rodprasert et al., 2020). Uhtlasi on tiheldatud,
et ka Leydigi rakkude puhul esineb hiipoplaasia ja nende funktsioneerimine héairub
(Hadziselimovic, 2017).

1.1.3.1. Kriiptorhismi riskitegurid

Isoleeritud kriiptorhismi késitletakse tdnapdeval kui idiopaatilise taustaga kaasasiindinud
arenguhdiret, mille patogenees on komplitseeritud (Bitran et al., 2020). Arvatakse, et isoleeritud
kriiptorhismi pdhjuseks voivad olla nii anatoomiliste protsesside anomaaliad kui ka munandite
laskumise eest vastutavate hormoonide madalad kontsentratsioonid (Hutson, 2018; Rodprasert
et al., 2020). Samas on kirjeldatud, et kriiptorhismi esinemist vdivad soodustada erinevad
riskitegurid (Toliczenko-Bernatowicz et al., 2020). Naiteks kaasasiindinud kriiptorhismi
tdendosus suureneb enneaegselt slindinud vastsiindinutel, kuna munandite laskumine
munandikotti toimub tavaliselt kolmanda trimestri 16pus (Kiibarsepp et al., 2022; Skakkebaek
etal., 2016). Samuti on Kiibarsepp et al. ndidanud seost kriiptorhismiga vastsiindinute osakaalu
ja vastsiindinu kaalu vahel — mida véiksem on siinnikaal, seda rohkem on kaasasiindinud
kriiptorhismi juhtumeid. Alla 2500 g siinnikaaluga poisslastel esineb sagedamini kahepoolne
(89%) kui tihepoolne (17%) kriiptorhism (Kiibarsepp et al., 2022). Lisaks seostatakse
kriiptorhismiga loote kasvupeetust ning darmuslikult viikesekaalulist platsentat, mis on tingitud
platsenta puudulikkusest (Barthold et al., 2016). Modningad tdoendid viitavad sellele, et
kriiptorhismi teket soodustavad ka erinevad emapoolsed tegurid nagu vanus ja tilekaalulisus
(Rodprasert et al., 2020; Toliczenko-Bernatowicz et al., 2020). Suuremat moju avaldab
munandi laskumishdire tekkele raseduse jooksul ebatervislik eluviis, nditeks suitsetamine
(Kjersgaard et al., 2018).
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Munandi laskumishdiret voivad lisaks esile kutsuda anti-androgeenide ja/voi Ostrogeenide
sarnaste kemikaalidega kokkupuutumine raseduse ajal. Dietiitilstilbestroolil ehk siinteetilisel
Ostrogeenil on otsene toime INSL3 tootmise inhibeerimisele, mistdttu suudab antud aine
peatada 7-15 gestatsiooninddalatel toimuvat transabdominaalset munandite laskumise faasi
(Skakkebaek et al., 2016). Seda kinnitab ka roti mudeli pohjal tehtud uuring, kus kirjeldati anti-
androgeenide tarbimise mdju isasloomade suguorganite kriitilisele arenguperioodile (Welsh et

al., 2008).

1.1.4. Véimalikud Kkriiptorhismiga kaasuvad haigused

1.1.4.1. Munandivéihk

Munandi pahaloomuline kasvaja on harvaesinev vihivorm, olles meestel 20. kohal kdige
levinumate vihkide nimekirjas GLOBOCAN 2020. aasta iilemaailmsete andmete pdohjal
(https://gco.iarc.fr/today/home). Munandivihi esinemissagedus on kasvavas trendis 15-40
aasta vanuste meeste seas, eelkdige geneetiliste ja keskkonnategurite tottu (Boccellino et al.,
2017).

Munandividhk périneb enamikel juhtudel (95%) diferentseerumata gonotsiiiitidest, seega
nimetatakse munandivahki ka munandi sugurakkude kasvajaks (TGCT, testicular germ cell
tumor) (Boccellino et al., 2017). Tapset TGCT tekkimise pdhjust pole seni teada, kuid selle
patogeneesile vdivad kaasa aidata erinevad riskifaktorid, sealhulgas kromosomaalsed
korvalekalded, epigeneetilised muutused, aga ka emapoolsed riskitegurid raseduse ajal, nditeks

tileméddrane Ostrogeeni tase, suitsetamine ja korge vanus (Lobo et al., 2019; Miiller et al., 2020).

TGCT esinemise peamiseks riskiteguriks peetakse siiski munandi laskumishéiret, sest
kriiptorhismiga poistel on kuni Vviis korda suurem tdendosus munandiviahi tekkeks (Boccellino
et al., 2017; Loebenstein et al., 2020). See on pohjustatud eelkdige munandi suhtelisest
asukohast, kuna kehatemperatuurist tingitud kuumasokk pérsib vastsiindinu gonotsiiiitide
normaalset diferentseerumist A tiitipi spermatogoonideks ja tekitab edasikanduvaid muutusi
DNA-s (Echeverria Sepulveda et al., 2022). Muteerunud gonotsiiiite ei korvaldata
apoptoosiraja inhibeerimise tottu, mistottu sailivad sellised rakud peidetuna mitmeid aastaid.
Tavaliselt jatkavad kasvajarakud prolifereerumisega hormoonide toimel pérast sugukiipsuse
saavutamist (Al-Obaidy et al., 2020).
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Kuigi orhidopeksiaga suudetakse munandivdhi riski taandada, pole seda siiski vdimalik
taielikult korvaldada. Uuringud on ndidanud, et mida hiljem orhidopeksiat 14bi viiakse, seda
suurem on toendosus TGCT arenemiseks tdiskasvanueas (Osterballe et al., 2017). Petterssoni
et al. suures kohortuuringus tehti kindlaks, et orhidopeksiat 1abinud 13-15-aastastel poistel oli
TGCT Sansside suhe 2,5 korda korgem vorreldes 0-6-aastaste poistega (5,06 vs 2,02)
(Pettersson et al., 2007). Seega on operatsioon soovitatav 1abi viia hiljemalt 18. elukuuks, et

tagada sugurakkude optimaalne areng (Bitran et al., 2020).

1.1.4.2. Meeste viljatus

Viljatus esineb iilemaailmselt kuni 12% paaridest, sealjuures on ~30% juhtumitest pohjustatud
mehepoolsete tegurite tdttu (Punjani ja Lamb, 2020). Meeste viljakuse langemist seostatakse
kdige enam geneetiliste tegurite, hormonaalsete korvalekallete ja elustiiliga (Babakhanzadeh et
al., 2020). Ka urogenitaaltrakti kaasastindinud véddrarengud (nditeks kriiptorhism) v&ivad
pShjustada viljatust (Punjani ja Lamb, 2020). Niiteks Eesti 1737 viljatu meespatsiendi seas on
kriiptorhismi osakaal viljatuse tekkes umbes 8,2% (Punab et al., 2017).

Nii tihe- kui ka kahepoolse kriiptorhismi korral on siinnihetkest alates tegemist kas gonotsiiiitide
ebatiieliku diferentseerumise voi apoptoosiga ning seda eelkdige neid iimbritseva korgenenud
temperatuuri  tottu (Loebenstein et al., 2020). Sellest tingituna vdheneb omakorda
spermatogoonide arv (Agrawal, 2018; Hildorf et al., 2020). Véga sageli hilineb vdhenenud
spermatogoonide arvu tottu meioosi algus, mis toob omakorda kaasa nii puuduliku
spermatogeneesi, vihenenud seemnerakkude kontsentratsiooni ja liikuvuse ejakulaadis kui ka
viiksema tdeniosuse lapsi saada (Agrawal, 2018; Loebenstein et al., 2020). Uhepoolse
kriiptorhismi korral esineb ebanormaalne seemnevedelik 30% meestest, samas kahepoolse
kriiptorhismi korral 80% meestest (Hanson et al., 2018). Lisaks on Rohayem et al. poolt
labiviidud uuringus maérgitud, et lapsepdlves laskumata munanditega meestel on vdrreldes
kontrollrithmaga tdiskasvanueas méarkimisvéarselt madalam munandimaht ja seda eelkdige

kahepoolse kriiptorhismi korral (Rohayem et al., 2017).

Nii nagu ka munandivéhi korral, on orhidopeksial ja selle teostamise ajal votmeroll meeste
viljakuse sdilitamises, sest kauemaks laskumata jadnud munand alandab viljakuse maééra.
Olenemata kirurgiliselt munandi asukoha parandamisest, jaddb mone indiviidi viljakuse maér

ainult 20-25% vahemikku, mis viitab sellele, et tegemist ei ole ainult keskkonnafaktoritest, vaid
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ka geneetilistest teguritest tingitud vaararenguga (Hildorf et al., 2020; Kuiri-Hénninen et al.,
2019; Punjani ja Lamb, 2020). Tosisemad viljakusprobleemid tekivad bilateraalse kriiptorhismi
diagnoosiga meestel, kuna nende viljatuse risk on kuus korda korgem vorreldes iildise
populatsiooniga. Isegi orhidopeksia jarel voib viljatus esineda ligikaudu 54% meestest
(Barbotin et al., 2019; Loebenstein et al., 2020). Kahepoolse kriiptorhismi korral on tdheldatud,
et azoospermia ehk seemnerakkude tiielik puudumine ejakulaadis esineb 89% juhtudest, samas

tthepoolse kriiptorhismi korral ainult 13% juhtudest (Agrawal, 2018).

1.2. Kriiptorhismi geneetiline taust

1.2.1. Kriiptorhismi perekondlik eelsoodumus

Kriiptorhismi esinemissagedus on tldiselt palju kdrgem jargmiste pdlvkondade pereliikmetel,
juhul, kui peres on antud véarareng juba varem esinenud (Barthold et al., 2016). Seda tdestab
Czeizel et al. poolt tehtud suur perekondlik uuring, kus esines suhteliselt kdrge kriiptorhismi
perekondlik eelsoodumus (0,67 +0,16) (Czeizel et al., 1981). Sama tulemust naitasid Schnack
et al. 2008. aastal oma uuringus, kus kriiptorhismi kordumise riskisuhted (recurrence risk ratio)
olid koige korgemad iithemunakaksikutel (10,1) ja vendadel (3,5) (Schnack et al., 2008).
Kd&rgemat kriiptorhismi esinemise riski on tdheldatud nii vendadel kui ka poolvendadel. Samas
on emapoolsetel poolvendadel suurem tdendosus munandi laskumishéire tekkeks kui
isapoolsetel (6% vs 3,4%) (Jensen et al., 2010; Skakkebaek et al., 2016). Sellise kahe riihma
vahelise erinevuse pdhjuseks on asjaolu, et ema voib olla haiguse asiimptomaatiline kandja.
Kui aga mehel esineb kriiptorhism, siis suure tdendosusega viheneb tal viljakuse miér

(Echeverria Sepulveda et al., 2022).

1.2.2. Olulisemad munandite laskumisega seotud geenid

Munandite laskumise protsess on reguleeritud kindlate geenide poolt (Bitran et al., 2020).
Kirjanduses on suuremat tihelepanu podratud munandite laskumises osalevatele hormoone
kodeerivatele geenidele (INSL3 ja RXFP2), millel on selge mdju mdlemale munandite

laskumise etapile (Elamo et al., 2022).

1.2.2.1. Insuliinilaadne peptiid 3 ja relaksiin perekonna valk 2

Retsesiivselt paranduvad INSL3 ja RXFP2 geenid on molemad ekspresseeritud Leydigi

rakkudes ja kodeerivad ligand-retseptor siisteemi, mis reguleerib munandite laskumise esimest

etapi (Chavez-Saldafia et al., 2018). Vaatamata INSL3 ja RXFP2 geenide variantide tugevale
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potentsiaalile munandi laskumishdire avaldumises, on patogeensed variandid mdlemas
retsessiivselt paranduvas geenis tiliharvad (Elamo et al., 2022). Haigusseoseliste variantide
osakaal RXFP2 geenis moodustab kuni 4% ning INSL3 geenis vaid 1-2% (Kalfa et al., 2019;
Toliczenko-Bernatowicz et al., 2020). Niiteks INSL3 geenivariandid p.Val18Met ja p.Pro49Ser
kutsuvad esile muteerunud valgu tootmist, mis ei ole voimeline RXFP2 retseptorit aktiveerima,
p.Arg73* variant aga kutsub esile translatsiooni peatamist (Foresta et al., 2008). Ayers et al.
2019. aasta uuringus avastatud RXFP2 geeni homosiigootne variant p.Gly499Glu esines iihest
perest parit mittesiindroomse bilateraalse kriiptorhismiga neljal poisil, kusjuures vanematel oli
antud variant heterosiigootne (Ayers et al., 2019). Bilateraalse kriiptorhismiga InsI3 ja Rxfp2
knock-out hiirte puhul on Nguyen et al. ndidanud, et normaalne spermatogenees saab hiljem
toimuda juhul, kui munandid viiakse kirurgiliselt munandikotti kohe siinnijargselt. Antud
tulemus viitab sellele, et InsI3 ja Rxfp2 geenide muutused ei mdjuta munandite endokriinseid

tunnuseid, vaid ainult nende asukohta (Foresta et al., 2008; Nguyen et al., 2002).

1.2.2.2. Androgeeni retseptor

Munandi laskumise teises etapis osaleva testosterooni vahendajaks on X-liitelise AR geeni poolt
kodeeritud androgeeni retseptor. On leitud, et AR geeni muutused vdivad peatada nii munandi
liilkumise kubemekanalist munandikotti kui ka meessoole iseloomulike sise- ja
vilissuguelundite arengut. Sellisel juhul fenotiiiibiliselt viljenduv kriiptorhism tavaliselt
moodustab ainult iihe osa kaasasiindinud androgeeni puudulikkuse siindroomist (androgen
insensitivity syndrome, AIS) (MIM: 300068) (Kojima et al., 2009). AlS-ga indiviidide
peamiseks fenotiilibiliseks tunnuseks on naissoole iseloomulike vélissuguelundite olemasolu,
kuid munasarjade ja emaka puudumine (Elamo et al., 2022; Nguyen et al., 2022). On néidatud,
et koige sagedamini pShjustavad AIlS-i patogeensed variandid AR geeni ligandi siduvas
domeenis (eksonid 4-8) (Wang et al., 2019). Juhul, kui androgeenide tundlikkus on osaliselt
hédirunud, siis tegemist on osalise androgeeni puudulikkuse stindroomiga (partial androgen
insensitivity syndrome, PAIS). Antud siindroomiga patsientidel esinevad ebaméirased
suguelundid nii nais- kui ka meessoost iseloomulike tunnustega — alates klitoromegaaliast kuni
mikropeenise ja hiipospaadiani (Elamo et al., 2022; Ovidiu et al., 2021). Nii AIS kui ka PAIS
kuuluvad 46,XY soo arengu héirete hulka (Cavadias et al., 2022).
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1.2.3. Teised voimalikud geenid

Arvatakse, et kriiptorhismi kujunemises vdivad osaleda ka munandi laskumist otseselt
mittereguleerivad geenid. Nende osalus kriiptorhistliku fenotiitibi kujunemises on naidatud labi
hiirte mudelite (Foresta et al., 2008). Naiteks Hox (homeobox protein) geenide perekonda
kuuluv HoxalO (homeobox protein A10) osaleb varases embriionaalses arengus ja on valdavalt
ekspresseeritud hiire  munandi juhtsidemes transkriptsioonifaktorina ning selle geeni
vaigistamine pShjustab hiirtel kGhusiseseid munandeid (Massart ja Saggese, 2010; Toliczenko-
Bernatowicz et al., 2020). Inimuuringu tulemused néitavad, et HOXA10 geeni esimese eksoni
haigusseoselised variandid on sagedasemad laskumata munanditega patsientidel, kuid ei pruugi

olla peamiseks kriiptorhismi patogeneesi pohjuseks (Cheng et al., 2017; Kolon et al., 1999).

Kuna munandi laskumishdire kujunemisse annab panuse iileliigne Ostrogeenide toime, siis
arvatakse tiheks kandidaatgeeniks olevat Ostrogeeni retseptori o-t (ERa) kodeeriv ESR1
(estrogen receptor 1) geen, mis méngib ka olulist rolli mehe reproduktiivtervises (Foresta et
al., 2008). Cederroth et al. uuringus tehti kindlaks, et kriiptorhism esines Esrl knock-out isastel
hiirtel, kes olid prenataalselt kokku puutunud dietiiiilbestrooliga (Cederroth et al., 2007).
Kriiptorhismiga jaapanlastel on leitud ESR1 geeni 3’ regiooni ehk AGATA alleeli iileesindatus
(Yoshida et al., 2005), samas kui itaallaste populatsioonis on antud haplotiiiip seotud munandi

laskumishéire vihenenud riskiga (Galan et al., 2007).

1.2.3.1. S00 arengu hiiireid pohjustavad geenid

Kriiptorhism vdib olla soo arengu héirete iiheks komponendiks (peatiikk 1.1). Soo arengu
hédired on véga laia ja heterogeensete kliiniliste tunnustega kaasasiindinud haigusseisundite
grupp, mille korral indiviidi suguelundite fenotiiip ei lange kokku Kkartiotiiiibi ega
sugunadrmete sooga (Garcia-Acero et al., 2020). Soo arengu héirete sagedus iildpopulatsioonis
moodustab 1:4500-5000 vastsiindinu kohta (Laan et al., 2021a), samas kui votta arvesse ka
kriiptorhismi ja hiipospaadia juhtumid, siis esinemissagedus on juba 1:200-300 vastsiindinu
kohta (Garcia-Acero et al., 2020).

Soo arengu héireid saab eristada kariiotiiiibis olemasolevate sugukromosoomide pdhjal (46,XX;
46,XY voi muu). Edasi on vdimalik jagada mitmeks alamklassiks — kas sugunddrmete ja
suguelundite arengu héirete voi hormoonide puuduliku toime alusel (Globa et al., 2022;

Granada ja Audi, 2021). 46,XY soo arengu héirete alla lahevad sugundirmete arengu hiired,
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androgeeni siinteesi ja toime hdired, piisiva Miilleri juha siindroom ning klassifitseerimata

haired (hiipospaadiad) (Cools et al., 2018).

Enamikul juhtudel (75%) on soo arengu héired diagnoositud 46,XY kariiotiilibiga meessoost
patsientidel (Laan et al., 2021a), kellel esineb osaline gonaadide diisgenees ehk sisemiste ja/voi
vélimiste suguelundite varieeruvus (Elamo et al., 2022). Tanapdevaks on kokku kirjeldatud
umbes 60 46,XY soo arengu héireid pohjustavat kandidaatgeeni, millest ~30 on kdige rohkem

uuritud.

Uhes suuremas soo arengu hiireid ja selle diagnoosimist kisitlevas artiklis oli Eggers et al.
poolt kirjeldatud 151 unikaalset varianti 28 46,XY soo arengu héiretega seotud geenis, millest
kdige rohkem geneetilisi variante esines X-liitelises AR geenis (26). AR geenis patogeensete
variantidega 26 indiviidil oli kartiotiiiibiks 46,XY, kuid esines fenotiitibilisi erinevusi — alates
hiipospaadiatest kuni naissoole iseloomulike vilissuguelunditeni (Eggers et al., 2016). Ka
hiljutises Gomes et al. uuringus oli 209-st mittesiindroomse 46,XY soo arengu hiirega
patsiendist leitud 20 patogeenset varianti AR geenis, kusjuures patsientide diagnoosiks oli
pandud kas AIS voi PAIS (Gomes et al., 2022).

46,XY soo arengu hiiretega patsientidel on samuti kirjeldatud palju patogeenseid variante
neerupealiste kui ka munandite arengu eest vastutavas NR5AL geenis (Eggers et al., 2016;
Gomes et al., 2022; Song et al., 2018). Fenotiiiibi poolest vdivad patsiendid olla nii nais- kui
ka meessoole iseloomulike tunnustega (Gomes et al., 2022). Laan et al. artiklis aga leiti NR5A1
geeni heterosiigootset splaiss-saidi varianti (c.991-1G>C) kahel ndol, kellel esines kahepoolne
kriiptorhism, hiipospaadia ja azoospermia (Laan et al., 2021b). Ulejé4nud sugunééirmete arengu
eest vastutavates geenides (DHH, GATA4, SOX9, WT1 ja teised) olevad patogeensed variandid
on iildjuhul harvemad ja 46,XY patsientidel pohjustavad gonaadide diisgeneesi (Nagaraja et
al., 2019).

Uks kdige sagedaseim 46,XY soo arengu hiirete pdhjus on 5-a reduktaas tiilip 2 puudulikus,
mida kutsuvad esile mittesiinoniiiimsed tihenukleotiidsed variandid (naiteks p.Glul97Asp,
p.Pro212Arg) SRD5A2 geenis (Maria Guadalupe et al., 2022). Antud geenis on kirjeldatud
umbes 60 haigusseoselist varianti, mille tagajérjeks on ebamédraste suguelundite esinemine (Li
et al., 2018; Maria Guadalupe et al., 2022). RNA helikaasi kodeeriv ja munandite arengus

osalev DHX37 geen on aga uusim 46,XY soo arengu hédirete raames uuritud geen, mille
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patogeenseteks hinnatud variandid esinesid kodige rohkem gonaadide diisgeneesiga patsientidel
(McElreavey et al., 2020).

Tabelis 1 on toodud vilja 46,XY soo arengu héireid koige sagedamini pShjustavate geenide

nimekiri (Laan et al., 2021a).

Tabel 1. 46,XY soo arengu hiireid kdige sagedamini pohjustavad geenid

Geeni
parilikkus

Kliiniline diagnoos/fenotiiiip

Viited

Meessoost Ssugunddrmete arengu eest vastutavad geenid

AR
AD

AD

AD
AD

AD

Taielik voi osaline gonaadide diisgenees

Gonaadide diisgenees,
stidamehéired

Taielik voi osaline gonaadide diisgenees,
kriiptorhism, hiipospaadia, mikropeenis

kaasasiindinud

Taielik voi osaline gonaadide diisgenees

Osaline gonaadide diisgenees, Wilmsi
tuumor, Denys-Drash stindroom
Taielik voi osaline gonaadide diisgenees

Meessoost Ssugunddrmete diferentseerumise eest vastutavad geenid

Geen Geeni
MIM
kood

DHH 605423

GATA4 600576

NR5A1 184757

SOX9 608160

WT1 607102

ZFPM?2 603693

AR 313700

ARX 300382

ATRX 300032

CYP11A1 118485

DHX37 617362

HSD17B3 605573

POR 124015

SRD5A2 607306

XLR

XL
XLD

NA

AD

AR

AR
AR

Androgeeni  puudulikkuse  siindroom
(taielik voi osaline)
Osaline gonaadide diisgenees

Osaline gonaadide diisgenees

Taielik vo0i osaline soo podrdumine,
neerupealiste puudulikkus
Taielik voi osaline gonaadide diisgenees

17B-hiidroksiisteroid dehiidrogenaas tiitip
3 puudulikkus

P450-oksiidoreduktaasi puudulikkus

5-a reduktaas tiitip 2 puudulikus,

ebamairased suguelundid, kriiptorhism,
mikropeenis

Elzaiat et al., 2022

van den Bergen et al.,
2020

Laan et al., 2021;
Song et al., 2018

Audi et al., 2018
Ferrari et al., 2022;
Gomes et al., 2022
Audi et al., 2018

Gomes et al., 2022

Audi et al., 2018
Audi et al., 2018;
Elzaiat et al., 2022
Yatsenko ja Witchel,
2017

McElreavey et al.,
2020

Gomes et al., 2022

Eggers et al., 2016

Gomes et al., 2022;
Maria Guadalupe et
al., 2022

AD — autosoom-dominantne, AR — autosoom-retsessiivne; NA — info puudub; XL — X-liiteline; XLR —
X-liiteline retsesiivne

Tabelis on toodud vilja 14 koige sagedasemat 46,XY soo arengu héireid pShjustavat geeni 60-st (Laan,
et al., 2021a), mis on jaotatud kahte rithma vastavalt geenide osalemisele meessoost suguniddrmete
arengus ja diferentseerumises.

Geenide asukohad, MIM koodid ja parilikkus parinevad OMIM andmebaasist (https://www.omim.org/).

21




1.2.3.2. Ras-mitogeen-aktiveeritud proteiinkinaasi signaalraja geenid

Isoleeritud kriiptorhismi esinemise pdhjuse {iheks hiipoteesiks on pakutud vilja
haigusseoselised variandid Ras-mitogeen-aktiveeritud proteiinkinaasi (MAPK) signaalraja
geenides (Laan et al., 2021b; Rodriguez et al., 2018). Ras-MAPK signaalraja geenid (Tabel 2)
osalevad nii rakutsiikli reguleerimises ja rakkude kasvus, diferentseerumises kui ka
vananemises. Kd&ik need protsessid on iiliolulised organismi normaalseks arenguks, seega
defektid antud signaalrajas vGivad mojutada nii embriionaalset kui ka hilisemate etappide
arengut. On kindlaks tehtud, et hdired antud signaalraja komponentides pShjustavad inimestel
erinevaid siindroome, mis kannavad iildnimetust ,,RASopaatiad®. RASopaatiad on iildjuhul
autosoom-dominantselt paranduvad haigused ja sinna alla kuuluvad naiteks Noonani siindroom
(NS) (MIM: 163950), Costello siindroom (MIM: 218040) ja LEOPARD-i siindroom (MIM:
151100) (Hebron et al., 2022).

Tabel 2. Ras-mitogeen-aktiveeritud proteiinkinaasi signaalraja tihtsamad geenid.

Geen Geeni Geeni Kodeeritav | Kliiniline siindroom (MIM kood)
MIM périlikkus | valk
kood
BRAF 164757  AD BRAF NS tiiiip 7 (613706)
KRAS 190070 = AD KRAS NS tiitip 3 (609942)
Siidame-, ndo- ja nahasiindroom 2 (615278)
LZTR1 600574 AR LZTR1 NS tiitip 2 (605275)
AD NS tiitip 10 (616564)
HRAS 190020 AD HRAS Costello siindroom (218040)
Siidame-, ndo- ja nahasiindroom 3 (615279)
MAP2K1 176872  AD MEK1 Siidame-, ndo- ja nahasiindroom 3 (615279)
MAP3K1 600982 AD MEKK1 NS koos 46,XY gonaadide diisgeneesiga (613762)
NRAS 164790 AD NRAS NS tiitip 6 (613224)
PPP1CB 600590 AD PPP1CB NS-ile sarnane hiire koos lahtiste anageensete
juustega (617506)
PTPN11 176876 AD SHP2 LEOPARD siindroom 1 (151100)
NS tiitip 1 (163950)
RAF1 164760 AD RAF1 NS tiitip 5 (611553)
LEOPARD siindroom 2 (611554)
RIT1 609591 AD RIT1 NS tiitip 8 (615355)
RRAS2 600098 AD R-RAS2 NS tiiiip 12 (618624)
SOS1 182530 @ AD SOS1 NS tiiiip 4 (610733)
SOS2 601247 AD SOS2 NS tiitip 9 (616559)

AD — autosoom-dominantne, NS — Noonani siindroom.

Geenide asukohad, MIM koodid ja parilikkus parinevad OMIM andmebaasist (https://www.omim.org/).
Geenide poolt kodeerivate valkude nimetused vdetud UniProt andmebaasist.
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NS on iiks sagedasemaid RASopaatiaid, mille korral on umbes 60-77% meessoost patsientidel
taheldatud ka munandite laskumise héaire esinemist (Hebron et al., 2022). Rodriguez et al. poolt
tehtud uuringus osalesid Tsiilist périt isoleeritud kriiptorhismiga 273 patsienti ja nendest viiel
tuvastati neli mittestinoniitimset muutust (SOS1 p.Arg497GIn, BRAF p.Phe595Leu, NRAS
p.Thr50lle ja MAP2K2 p.Tyrl34Cys variandid), kusjuures kontrollrithmal (n=100) antud
geenivariante ei esinenud (Rodriguez et al., 2018). Eesti paritolu perekonna uuring eesmargiga
leida osalise gonaadide diisgeneesi geneetiline pohjus nditas, et iihel patsiendil, kelle
fenotiilibiks oli bilateraalne kriiptorhism ja kriiptozoospermia, esineb SOS1 geenis varem
kirjeldamata heterosiigootne ja tdendoliselt patogeenne variant p.Tyr136His. Vastavalt leiule
vOib oletada, et spermatogeneesi kdigus spermatogoonides tekkinud de novo geenivariandid
Ras-MAPK signaalrajas voivad anda aluse nii kriiptozoospermiale kui ka sporaadilisele
kriiptorhismile (Laan et al., 2021b).

1.3. Eksoomi sekveneerimine

Uue polvkonna sekveneerimise (next generation sequencing, NGS) tehnoloogiate juurutamine
Kliinilisse praktikasse toi kaasa laialdast genoomsete andmete kasutamist nii personaliseeritud
meditsiini raames kui ka harvaesinevate haiguste diagnoosimises (Suwinski et al., 2019).
Vaatamata sellele, et valke kodeerivate alade (eksonite) osakaal moodustab kogu genoomist
vaid ~1%, siis enamik teadaolevaid monogeenseid haiguseid (~95%) pdhjustavaid
geenivariante esinevad just eksonites (Posey, 2019; Ross et al., 2020). Lisaks on enamik
parilike haiguste pohjuseks eelkdige just muutused genoomi valke kodeerivates alades — 80%
koikidest ClinVar-is raporteeritud variantidest ning ligi 90% teadaolevatest patogeensetest
variantidest asuvad genoomi eksoonsetes piirkondades (Barbitoff et al., 2020). Seega on
kasutusele voetud eksoomi sekveneerimine (ES), mis vdimaldab iiheaegselt uurida ~20 000
valku kodeerivat inimese geeni ja nende kodeerivates alades esinevaid haigusseoselisi
tihenukleotiidseid variatsioone (SNV, single nucleotide variation) kui ka viiksemaid (kuni

1000 bp) insertsioone ja deletsioone (Posey, 2019; Suwinski et al., 2019).

1.3.1. Diagnostiline saagis eksoomi sekveneerimisel
Ténu ulatuslikule rakendamisele kahtlustatavate geneetiliste haiguste suhtes jiddb ES-i
diagnostiline saagis keskmiselt vahemikku 20-50% (Deelen et al., 2019; Posey, 2019), mis on

korgem kui teistel geneetilistel testidel nagu kariiotiipiseerimine (5-15%) ja kromosomaalne
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mikrokiibi analiitis (15-20%) (Yang et al., 2013). ES-i diagnostilise saagise véirtus voib
koikuda soltuvalt uuringus osalevate indiviidide arvust kui ka fenotiiiipidest (Seo et al., 2020).
Vottes arvesse lapseeas avalduvaid geneetilisi haigusi, on koige védiksem ES-i diagnostiline
saagis kirjeldatud autismi (8,4%) ja kaasasiindinud siindroomsete siidame arenguhéirete korral
(9,7%) (Wright et al., 2018), samas ulatub diagnostiline saagis korgemale néiteks
hingamisteede ripsmete diiskineesia (76%) ning epileptilise entsefalopaatia (70%) korral
(Wright et al., 2018). Moddukat diagnostilist saagist voib markida nii vereloomega seotud
geneetiliste hdirete (27-46%) (Wright et al., 2018) kui ka soo arengu héirete korral (20-45%)
(O’Connell et al., 2021; Xu et al., 2019).

1.3.2. Haigusseoselisuse hindamine

2015. aastal andsid Ameerika Meditsiinigeneetika ja -genoomika Kolleegium (American
College of Medical Genetics and Genomics, ACMG) koostoos Molekulaarpatoloogia
Assotsiatsiooniga (Association of Molecular Pathology, AMP) vilja mendeliaarsete
haigusseoseliste geenivariantide Kkliinilise tolgendamise juhendi. Selle juhendi kohaselt
jaotuvad geenivariandid vastavalt healoomulisteks, toendoliselt healoomulisteks, ebaselge
tadhendusega, patogeenseteks ja toendoliselt patogeenseteks (Richards et al., 2015).
Kirjeldamaks geenivariante on kasutuses 28-st kriteeriumist koosnev siisteem (Lisa 1), mis
hdlmab endas populatsiooni, funktsionaalsuse ja segregatsiooni andmeid (Li ja Wang, 2017).
Kriteeriumid jaotuvad kahte suurde rithma — 16 kriteeriumit kasutatakse patogeensete ja
tdendoliselt patogeensete variantide kirjeldamiseks, tlilejadnud 12 pohjal klassifitseeritakse
healoomulisi ja tdendoliselt healoomulisi geenivariante. Ebaselge tdhendusega (VUS, variant
of uncertain significance) nimetatakse varianti, mille puhul koik eelnimetatud 28 kriteeriumit

on vastuolus ja/voi ei ole tdidetud (Li ja Wang, 2017; Richards et al., 2015).

Geeni nullvariant (nditeks raaminihe vOi enneaegne stoppkoodon) iseloomustab suure
toendosusega patogeensust, mille puhul geeni funktsiooni kadu on otseses seoses haiguse
tekkimisega. Juhul kui on tegemist varasemalt teadaoleva patogeense variandiga ja samas
positsioonis teine nukleotiidne muutus annab samasuguse aminohappe (niiteks c.34G>C
(p.Vall2Lleu) jac.34G>T (p.Vall2Leu)), siis on eeldatavalt viimane variant samuti patogeenne.
Lisaks viitavad patogeensusele de novo variant, funktsionaalsete uuringutega kinnitatud
kahjustav toime geeni produktile ning haigetel laialdasem variandi levimus kui kontrollgrupil.

Healoomulisi variante liigitatakse jargmiste peamiste Kkriteeriumite alusel: alleeli
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esinemissagedus on iile 5%, uuringutega ei ole leitud kahjustavat toimet valgu
funktsioneerimisele ning segregatsiooni puudumine haigetel perekonnaliikmetel (Richards et
al., 2015).

1.3.3. Eksoomi analiiiisi kasutamine haigusseoseliste variantide tuvastamiseks

ES-i kasutamine eesmairgil tuvastada haigust tekitavaid geenivariante annab aluse veel iihele
suuremale Kliinilise praktika viljakutsele, sest iihe sekveneeritud eksoomi kohta saadakse kuni
20 000 varianti, millest ainult 5-10 on toeliselt patogeensed (Posey, 2019). Selleks, et dige
patogeense variandini jouda, tuleb saadud algandmeid etapiviisiliselt toodelda (Ergun et al.,
2017).

ES-i andmete analiiiisimine kujutab endast variantide filtreerimist, kus potentsiaalsete
patogeensete variantide nimekirja kitsenemisele aitab oluliselt kaasa iildpopulatsioonis levinud
ja stinoniiimsete variantide elimineerimine (Ergun et al., 2017). Variantide annoteerimise
kdaigus kogutakse informatsiooni iga variandi genoomse asukoha, populatsiooni
esinemissageduse ja kliinilise seose kohta, mille abil on variante voimalik edaspidi lihtsamini
klassifitseerida ja prioritiseerida. Variantide annoteerimine teostatakse tavaliselt tarkvarade voi
andmebaaside abil, mis on avalikult kdttesaadavad (Salgado et al., 2016). Kui eesmérgiks on
tuvastada haigusseoseline variant, siis enim kasutatavad in silico tooriistad Polyphen-2
(Adzhubei et al., 2013), MutationTaster (Schwarz et al., 2010) ja SIFT (Vaser et al., 2016) on
voimelised ennustama variandi patogeensust valgulise funktsiooni suhtes (Li ja Wang, 2017).
Lisaks saab rakendada CADD (Combined Annotation Dependent Depletion) skoori algoritmi,
mille ennustatav vaartus (1-99) néitab tihenukleotiidsete muutuste kahjulikkust. Mida kdrgem
on C-skoor, seda kahjulikum toime ennustatakse {ihenukleotiidsele muutusele. Tavaliselt on
kahjuliku variandi piirvaartuseks C-skoor iile 15-20 (Rentzsch et al., 2019;
https://cadd.gs.washington.edu/info).

Vaatamata esmase filtreerimise kdigus haigusseoseliste kandidaatvariantide arvu
koondamisele, voib 10plik nimekiri sisaldada mitusada voimalikku varianti. Seetottu on
kirjeldatud tdiendavaid ldhenemisviise, kuidas dige patogeense variandini jouda. Niiteks
harvaesineva monogeense haigusega peres mitme perekonnaliikme ES-i teostamine vdib
oluliselt kaasa aidata patogeense variandi leidmisele. Viga heterogeensete geneetiliste haiguste

korral vdib meioosi kdigus suureneda de novo variantide tekke tdoendosus, mille tuvastamiseks
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tavaliselt teostatakse trio ES. Samuti aitab kaasa patsiendi ja vanemate ES-i teostamine

retsessiivselt paranduvate haiguste puhul. Perelitkmete eksoomi andmestiku puudumisel saab

prioritiseerida pdhjuslikke variante ldhtudes haigusliku fenotiiiibiga seotud geenidest (Gilissen

etal., 2012).

1.3.4. Eksoomi analiiiisimisel kasutatavad andmebaasid

Eksoomi sekveneerimisandmete analiiiisimisel ning variantide tdlgendamisel aitavad oluliselt

kaasa erinevad bioinformaatilised andmebaasid (Tabel 3).

Tabel 3. Eksoomi analiiiisimisel ja variantide tdlgendamisel kasutatavate andmebaaside

kirjeldused

Andmebaasi nimetus

Kliinilised andmebaasid

ClinVar

Online Mendelian
Inheritance in Man

ClinGen

Human Gene
Mutation Database

Liihikirjeldus

Tolgendab inimese geneetilisi variante erinevate
haiguste kontekstis.
Keskendub  inimese  geneetikale, geneetilistele

fenotiilipidele ning ka geneetilistele haigustele ja nende

Autoriteetne infoallikas, mis annab kliinilisi tdlgendusi
geenidele ja variantidele.

Kogub endas kdiki teadaolevaid geenides esinevaid
variante, mis pohjustavad parilikke haigusi.

Populatsioonis variantide alleelisagedusi holmavad andmebaasid

gnomAD

dbSNP

eksoomide kui ka genoomide
mitmetest  sekveneerimis-

Holmab  nii
sekveneerimisandmeid
projektidest.

Sisaldab inimese erinevate geneetiliste variantide kohta
populatsiooni sageduse infot.

In silico patogeensust ennustatavaid tooriistasid sisaldavad andmebaasid

Franklin

VarSome

Teised andmebaasid

Mouse Genome
Informatics

Human Phenotype
Ontology

Hindab geneetiliste variantide patogeensust, tuginedes
ACMG juhistele.

Annab geneetilistele variantidele hinnangu
patogeensuse suhtes, tuginedes ACMG juhistele.

Rahvusvaheline hiirte andmebaas, mis hdolmab
laborihiirte genoomi andmeid, alleelivariante kui ka
fenotiiiipe.

Annab informatsiooni inimese haigustega seotud
fenotiitibiliste korvalakallete osas.
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Uheks selliseks andmebaasiks on niiteks ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)
(Landrum et al., 2020). 2022. aastaks on ClinVar-i kogutud ~1 200 000 unikaalset varianti,
millest suurem osa moodustavad véikesed variandid, nagu SNV-d ning liihikesed insertsioonid
ja deletsioonid (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/submitters/). ClinVar-is peaks iga
esitatud variant omama geneetilist kirjeldust, millise haiguse suhtes on variant tdlgendatav ja
kliinilist tdhendust vottes aluseks ACMG juhiseid (peatiikk 1.3.2.1) (Landrum et al., 2020).
Siiski voib tihel geenivariandil esineda korraga nii healoomulisi kui ka patogeenseid hinnangud,
mis pohjustavad vastuolusid variandi-haiguse vahelise seose tdlgendamises. Juhul, kui
patsiendil on leitud vastuolulise tdlgendusega variant, on vaja pddrata erilist tdhelepanu
patsiendi fenotiilibile ja vorrelda seda antud variandiga seostuvate haiguste fenotiilipidega.
Lisaks vOib vastuolulise patogeensusega variandile lahenduse leida ekspertide paneeli poolt

véljatoodud tolgenduste abil (Landrum ja Kattman, 2018).

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) (https://www.omim.org/) on 50 aasta jooksul
olnud iiks peamisi kliinilisi andmebaase, kuhu on kogutud informatsioon nii monogeensetest
haigustest kui ka ligikaudu 16 000 inimese geeni kohta. 2022. aastaks on statistiliste andmete
kohaselt OMIM-is iile 7000 fenotiitibi, mille molekulaarne alus ehk haigusseoseline geen on
teada. Haigusi avaldavaid geenivariante on kirjeldatud praeguseks hetkeks iile 4500. OMIM-i
ajakohasuse ja autoriteetsuse tottu jadb see peamiseks teabeallikaks geenide ja haiguste

vaheliste seoste kirjeldamisel (Amberger et al., 2019).

Patogeensete variantide tuvastamisel on {lioluline arvestada huvipakkuva variandi
tildpopulatsiooni sagedusega, kuna haigusseoselised variandid on iildjuhul vdhem levinud.
Eesmérgiga {htlustada eksoomi ja genoomi sekveneerimisandmeid ning tagada
teadusringkonnale teavet variantide sagedustest, on Broad Instituudi (USA) poolt loodud
Genome Aggregation Database (gnomAD) (https://gnomad.broadinstitute.org/). Andmebaasis
toodud informatsioon on loodud Klinitsistide abil ja tuginedes teaduskirjandusele
(Gudmundsson et al., 2021).

Franklin (franklin.genoox.com/clinical-db/home) ja VarSome (varsome.com) on veebipdhised
otsingumootorid, kuhu on koondatud informatsioon inimese geenivariantide kohta genoomi
kontekstis muudest andmebaasidest. Lisaks on otsingumootoritesse sisse programmeeritud

geenivariantide automaatne patogeensuse hindamine vastavalt ACMG juhistele. Viimane
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omadus on abistavaks tooriistaks eelkdige varem kirjeldamata geenivariantide puhul, kuna
patogeensuse hindamisel voetakse arvesse koiki ACMG juhiste kriteeriume (Kopanos et al.,
2019).

Human Phenotype Ontology (HPO) (https://hpo.jax.org) on alates 2008. aastast avalikult
kéttesaadav andmebaas, mis Kirjeldab iile 15 000 périliku haiguse (Kohler et al., 2021). HPO
andmebaas on iilesehitatud nii, et kdik haiguslikud fenotiiiibid on esitatud annotatsioonide kujul
(nn HPO terminid) ning on jaotatud rithmadesse nende sarnasuse pohjal, kuna enamik
geneetiliselt paranduvaid haigusi omavad tihiseid fenotiiiibilisi tunnuseid (Kohler et al., 2019).
HPO-ga on voimalik haigusseoselisi kliinilisi omadusi omavahel vorrelda ning Kinnitada
patsiendi Kliinilist fenotiiiipi voi leida geenide ja haiguste vahelisi seoseid (Kohler et al., 2019,
2021). Seega on HPO kasutamine niitidseks tavapédrane ES andmete analiiiisimisel (Kohler et
al., 2019). Raidkides HPO eelistest on sellel palju siigavam ja laiaulatuslikum fenotiitipide
kattuvus, kui teistel kliinilistel andmebaasidel ning HPO pdhjal tehtud in silico haigusmudeleid

saab kasutada peaaegu koikides genoomi uurivates tarkvarades (Kohler et al., 2021).

Inimese tervist ja parilikke haigusi késitlevates teadusuuringutes on olnud votmeroll hiirtel,
kelle genoom sarnaneb suures osas inimese genoomiga. Alates 1989. aastast on vdetud
kasutusele  hiire  genoomi  andmebaas Mouse  Genome Informatics (MGI)
(http://www.informatics.jax.org/), mis holmab endas nii hiire geenide kirjeldusi, genoomi
sekveneerimisandmeid, fenotiitipe kui ka alleele (http://www.informatics.jax.org/; Eppig et al.,
2015). MGI loomise peamine eesmark oli nii hiirte kui ka inimese haigusmudelite kasutamise
holbustamine, selleks et paremini mdista haigusi pohjustavaid geneetilisi tegureid.
Léhitulevikus on MGI konsortsiumi poolt plaanitud hiirtel pdhinevate inimhaiguste mudelite

laiendamine ning ka inimese ja hiire vordleva genoomika virskendamine (Blake et al., 2021).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. T66 eesmiirgid
Kéesoleva magistritoé uuringu eesmargid olid jargmised:

1) anda pohjalik iilevaade kriiptorhismist kui mittesiindroomsest kaasasiindinud arenguhdéirest
ning selle geneetilisest taustast;

2) koostada kriiptorhismi kandidaatgeenide nimekiri, kasutades teaduspublikatsioone ja
bioinformaatilisi andmebaase;

3) tuvastada eksoomi sekveneerimise andmestikust kandidaatgeenide alusel kriiptorhismiga

seostuvaid harvaesinevaid mittestinoniiiimseid geenivariante ja hinnata nende patogeensust.

Joonisel 3 on vilja toodud antud magistritoé eksperimentaalosa ldbiviimise skeem etappide

kaupa.

Kéesolev magistritoo on 1abi viidud ETAG rithmagrandi PRG1021 raames "Meeste viljatuse
mono- ja digeensed pdhjused: uued leiud eksoomi sekveneerimise ajastul, nende pleiotroopsed

mdjud ja kliiniline kasu" (1.01.2021-31.12.2025; vastutav tiitja: Maris Laan, TU BSMI).
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Eesti kriiptorhismiga meespatsientide (n=72) eksoomi
sekveneerimine

Kriiptorhismiga seotud kandidaatgeenide nimekirja koostamine ja
iseloomustus
Kasutatud allikad:
2. HPA (Human Protein Atlas)
HPO (Human Phenotype Ontology)
MGI (Mouse Genomics Informatics)
OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)
Teaduspublikatsioonid

Sekveneerimisel tuvastatud variantide annoteerimine
ANNOVAR-i abil

Eesti kriiptorhismiga meespatsientide (n=72) annoteeritud
eksoomi sekveneerimise andmetest kandidaatgeenide (n=49)
variantide filtreerimine

b

Kandidaatgeenides tuvastatud harvade variantide (MAF<0,01)
S kontrollimine IGV-ga ja patogeensuse hindamine kasutades
ClinVar, VarSome ja Franklin andmebaase

Patogeensete, tdendoliselt patogeensete ja VUS
variantide sisuline analiiiis ja tdlgendamine

7. Saadud leidude valideerimine Sanger sekveneerimisega

Joonis 3. Kiesoleva magistritoo eksperimentaalosa toovoo skeem. Eesti Kriiptorhismiga
meespatsientide (n=72) vereproovid koguti SA Tartu Ulikooli Kliinikumi androloogiakeskuses (uuringu
koordinaator prof. Margus Punab). Patsientide eksoomi sekveneerimine viidi 1dbi Helsingi
Molekulaarmeditsiini Instituudi (Institute for Molecular Medicine of Finland, FIMM) sekveneerimise
tuumiklaboris. Sekveneerimisel saadud variantide VCF-failide annoteerimise ANNOVAR-iga (Yang ja
Wang, 2015) teostas magistrit66 juhendaja Anna-Grete Juchnewitsch. Harvad variandid klassifitseeriti
minoorse alleeli sageduse (MAF, minor allele frequency) alusel. Kandidaatgeenidest filtreeritud
variantide olemasolu kontrolliti sekveneerimise lugemite joondustel kasutades Integrative Genomics
Viewer (IGV) tarkvara, millega on vdimalik huvipakkuvaid genoomseid piirkondi visualiseerida. Sanger
sekveneerimine viidi 1ibi Tartu Ulikooli genoomika instituudi sekveneerimise tuumiklaboris.
Kéesolevas magistrit66s autori poolt teostatud etapid on mérgitud sinist vérvi kastidega.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Eetikakommitee luba

Uuringu lidbiviimiseks on TU inimuuringute eetikakommitee load 286/M-18 (Maris Laan) ja
288/M-13 (TU BSMI inimese geneetika dppetooli kliiniline koostdd partner prof. Margus
Punab; PRG1021 pohitditja). Kaasatud patsiendid on andnud oma informeeritud ndusoleku

uuringus osalemiseks.
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2.2.2. Valim

Kiesolevas to6s kasutatud patsiendid kaasati SA Tartu Ulikooli Kliinikumi Meestekliinikus
(prof. Margus Punab, dr. Stanislav Tjagur, dr. Olev Poolamets, dr. Kristjan Pomm, dr. VVladimir
Vihljajev, dr. Sven Tennisberg, dr. Viljo Kiibarsepp). Uuringu disaini ja valimi koostasid prof.
Margus Punab ja prof. Maris Laan. Valim koosneb 72 Eesti meespatsiendist, kellel on
diagnoositud idiopaatiline uni- voi bilateraalne kriiptorhism ning spermatogeneesihdire. Kdik
72 meest on labinud tavapirase kliinilise androloogide poolt labivaatuse (Tabel 4). Nendest 58
patsiendil méadrati 46,XY Kkariiotiitip. Kokku 14 mehel ei olnud kartiotlipiseerimist 1dbi viidud,
aga 46,XY Kkartiotiitip kinnitati eksoomi sekveneerimise andmete alusel (Dr. Avirup Dultta,
teadur, inimese geneetika Oppetool, BSMI; suuline kommunikatsioon). Genoomne DNA

eraldati TU BSMI inimese geneetika dppetoolis spetsialistide poolt.

Tabel 4. Valimi kliinilised parameetrid.
Kriiptorhismiga indiviidid (n=72)

Parameetrid Mediaanviirtused Vahemik (min-max) Referentsviirtused
Vanus 32,0 20,0-47,8 -

KMI! 26,5 18,7-47,9 18,5-24,9

FSH (IU/L) 22,7 8,3-126,3 1,0-12,0

LH (1U/L)? 9,8 3,6-41,1 0,8-7,0
Testosteroon (nmol/L)? 13,3 0,3-33,0 8,0-30,0
Parem munand (ml)? 12,0 0,0-24,0 >20,0
Vasak munand (ml)? 11,0 0,0-27,0 >20,0
Seemnerakkude arv 0,0 0,0-8,5 >39,0

ejakulaadis (mlIn)

KMI — kehamassiindeks
1 Pghineb 55 indiviidi andmetel
2Pohineb 71 indiviidi andmetel

FSH, LH ja testosterooni referentsvédartused on voetud SYNLAB laboriteatmiku referentsvéartuste
tabelist (https://synlab.ee/arstile/laboriteatmik/referentsvaartused/); munandimahu referentsvaértused
Tartu Ulikooli Kliinikumi Meestekliiniku kodulehekiiljelt
(https://www.Kliinikum.ee/meestekliinik/uuringud-meestehaiguste-korral); seemnerakkude arv
ejakulaadis Maailma Terviseorganisatsiooni (WHO) inimese seemnevedeliku analiiiisimise juhendi
kuuendast véljaandest (aasta 2021).

2.2.3. Eksoomi sekveneerimise andmed
Eksoomi sekveneerimiseks saadeti BSMI inimese geneetika Oppetoolis eraldatud ja
nduetekohaselt ettevalmistatud DNA-d (laborant Eve Laasik, prof. Maris Laan) Helsingi
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Ulikooli Molekulaarmeditsiini Instituudi (Institute for Molecular Medicine of Finland, FIMM)
sekveneerimise tuumiklaborisse. Eksoomi rikastamine viidi 1dbi rakendades SeqCap EZ
MedExome Target Enrichment Kit-i (Roche NimbleGen, Madison, WI) jargides tootjapoolset
protokolli. SeqCAP EZ MedExome Kit keskendub inimese eksoomile ja selle eeliseks on
iihtlasem meditsiiniliselt oluliste geenide katvus, millega on voimalik paremini tuvastada
haigusseoselisi  geenivariante (https://www.genomeweb.com/resources/new-product/roche-
nimblegen-seqcap-ez-medexome-target-enrichment-kit). ES teostati Illumina HiSeq 2500
sekveneerimisplatvormil (San Diego, CA, USA). Primaarse jdrjestuse analiilisimiseks ja
variantide méadramiseks kasutati Variant Calling Pipeline (VCP3.7) (Sulonen et al., 2011).
Illumina paarisotsa lugemid olid eemaldatud rakendades Trimmomatic (versioon 0.36) (Bolger
et al., 2014) ning sekveneeritud lugemeid joondati Burrows-Wheeler joondaja (BWA, versioon
0.6.2) abil GRCh37/hgl9 inimese referentsgenoomi vastu. Peale joondamist olid PCR
reaktsiooni duplikaatjarjestused eemaldatud kasutades Picard MarkDuplicates (versioon 2.9.0).
SNV-d koos insertsioonide ja deletsioonidega olid esile kutsutud vastavalt SAMtools (versioon
1.4) ja Pindel (versioon 0.2.5b8) (Ye et al., 2009) programmidega. VCF (Variant Call Format)
failis koondatud sekveneerimisjargselt tuvastatud tihenukleotiidsed variandid ning kuni 1000
bp insertsioonid ja deletsioonid annoteeriti  ANNOVAR-iga (ANNOtate VARiation)

(annovar.openbioinformatics.org) magistritd juhendaja Anna-Grete Juchnewitschi poolt.

2.2.4. Uurimistoos kasutatud andmebaasid
Antud uuringu raames tulemusteni joudmiseks Kkasutati erinevaid andmebaase,

otsingumootoreid ja programme, mille liihikirjeldused on toodud vélja Tabelis 5.
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Tabel 5. Kasutatud andmebaasid, otsingumootorid ja programmid

Andmebaasi,
otsingumootori voi
programmi nimetus

Liihikirjeldus

Veebiaadress

ANNOtate Kogub virsket informatsiooni geenivariantide kohta https://annovar.openbioinformatic

VARiation nende funktsionaalseks annoteerimiseks. s.org/en/latest/

(ANNOVAR)

ClinVar Tdlgendab inimese geneetilisi variante erinevate https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clin
haiguste kontekstis. var/

Franklin Hindab geneetiliste variantide patogeensust, tuginedes https://franklin.genoox.com/clinic
ACMG juhistele. al-db/home

GenomeTester Kontrollib PCR praimerite eeldatavat produktide ning  https://bioinfo.ut.ee/genometester/
seondumiskohtade arvu.

gnomAD Holmab nii  eksoomide kui ka genoomide https://gnomad.broadinstitute.org/

sekveneerimisandmeid mitmetest sekveneerimis-

projektidest.

Human Protein Atlas
(HPA)

Kaardistab valguekspressiooni inimese rakkude,

kudede ja ka elundite tasemel.

https://www.proteinatlas.org/

Human Protein
Ontology (HPO)

Annab informatsiooni inimese haigustega seotud
fenotiiiibiliste kdrvalakallete osas.

http://www.informatics.jax.org/

Integrative Genome
Viewer (IGV)

Genoomset andmestikku visualiseeriv tarkvara.

https://software.broadinstitute.org
[software/igv/

Mouse Genome
Informatics (MGI)

Rahvusvaheline hiirte andmebaas, mis hdlmab
laborihiirte genoomi andmeid, alleelivariante kui ka
fenotiilipe.

http://www.informatics.jax.org/

National Centre of
Biotechnology
Information (NCBI)

Kogub endas molekulaarbioloogilisi andmeid.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Online Mendelian
Inheritance of Man
(OMIM)

Keskendub inimese geneetikale, geneetilistele
fenotiitipidele ning ka geneetilistele haigustele ja
nende omavabhelistele seostele.

https://www.omim.org/

Primer-BLAST

Disainib PCR praimereid ning annab informatsiooni
teiste voimalike produktide tekkimise kohta.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/too
Is/primer-blast/

Primer3web PCR praimerite disainimise tooriist. https://primer3.ut.ee/

PubMed Sisaldab iile 33 miljoni artikli biomeditsiini, tervise https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
ning ka teiste teaduste valdkondadest.

UCSC Genome Sisaldab andmeid inimese referentsgenoomist, mida https://genome.ucsc.edu/

Browser saab visualiseerida.

UniProt Keskendub valkude jérjestustele ning https://www.uniprot.org/
funktsionaalsusele.

VarSome Annab  geneetilistele  variantidele  hinnangu https://varsome.com/

patogeensuse suhtes, tuginedes ACMG juhistele.
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2.2.5. Analiiiisitavad kandidaatgeenid ja nendes esinevate variantide hindamine

2.2.5.1. Kandidaatgeenide nimekirja koostamine

Kriiptorhismi  kandidaatgeenide nimekirja koostamisel kasutati peamiselt kolme
teadusinfoallikat: Human Phenotype Ontology (HPO) (https://hpo.jax.org/app/), Mouse
Genomics Informatics (MGI) (http://www.informatics.jax.org/) ja Eggers et al. 2016. aasta
artiklit. Viimane valiti pdhjusel, kuna on suurim rahvusvaheline soo arengu héirete geneetikat
ja selle diagnoosimist kasitlev artikkel. HPO ja MGI andmebaasides kriiptorhismiga seotud
geenide otsimiseks kasutas autor mérksdnu ,,cryptorchidism®, ,,unilateral AND/OR bilateral
cryptorchidism®, ,,non-syndromic cryptorchidism* ning ,undescended testis (testes)“.
Kandidaatgeenide loetellu kuulusid geenid, millel oli leitud seos meessoost gonaadide
diferentseerumise vdi 46,XY soo arengu hiiretega (peatiikk 1.2.3.1) (Tabel 1). Kriiptorhismi
kandidaatgeenideks valitud geenide tdpsemate kirjelduste jaoks otsiti lisainformatsiooni
teaduspublikatsioonidest ning National Centre of Biotechnology Information (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Online Mendelian Inheritance of Man (OMIM)
(https://www.omim.org/), Human Protein Atlas (HPA) (https://www.proteinatlas.org/) ja

UniProt (https://www.uniprot.org/) andmebaasidest.

Vottes aluseks peatiikis 1.2.3.2. kirjeldatud geneetilised leiud Ras-MAPK signaalrajas munandi
laskumise héirega patsientidel (Laan et al., 2021b), piistitati juhendajate poolt hiipotees Ras-
MAPK signaalraja geenide seosest kriiptorhismiga. Kéesoleva magistritd raames koostati selle
bioloogilise raja geenide nimekiri (Tabel 2). Ras-MAPK signaalrajasse kuuluvate geenide
leidmiseks voeti arvesse Hebron et al. 2022. aasta artiklis vilja toodud geene (Hebron et al.,
2022) ning ClinGen-i (https://clinicalgenome.org/) RASopaatiatega seotud geenide
ekspertpaneeli hinnangud. Ras-MAPK signaalraja geenide kohta tdiendav informatsioon voeti
OMIM  (https://www.omim.org/), NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), MedlinePlus
(https://medlineplus.gov) andmebaasidest.

2.2.5.2. Kandidaatgeenides esinevate variantide filtreerimine
Annoteeritud  eksoomiandmestikust ~ voeti edasisse analiiisi  ainult  kriiptorhismi

kandidaatgeenides olevad variandid. Geenivariante valiti jargmiste kriteeriumite pohjal:

1) asuvad eksonites voi ekson-intron piiril (splaiss-variandid);
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2) mittesiinoniiimsed, raaminihkega, raaminihketa voi funktsioonikaoga (stoppvariandid,
splaiss-saidi variandid, insertsioonid ja deletsioonid) variandid;
3) harvad variandid (minoorse alleeli esinemissagedus gnomAD andmebaasi jargi < 0,01) voi

uued variandid (ei esinenud gnomAD andmebaasis).

2.2.5.3. Kandidaatgeenides esinevate variantide patogeensuse hindamine

Geenivariantide patogeensuse madramisel olid arvesse voetud jargmised kriteeriumid:

1) Clinvar  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)  andmebaasi  ning  VarSome
(https://varsome.com/) ja Franklin (https://franklin.genoox.com/clinical-db/home) (peatiikk
1.3.4.) otsingumootorite patogeensuse suhtes hinnangud voi

2) Autori poolt iseseisev patogeensuse hindamine ACMG juhistest (peatiikk 1.3.2.) (Lisa 1)
lahtudes ning

3) Annotatsioonifailis tihenukleotiidsete muutuste kahjulikkust ennustatav CADD skoori

védrtus >20 (peatiikk 1.3.3.).

2.2.5.4. Variantide kontrollimine

Esmase filtreerimise jargselt jadnud variante uuriti genoomibrauser Integrative Genomics
Viewer (IGV) (versioon 2.12.2) (Robinson et al., 2011) tooriistaga, mille abil saadakse iilevaade
huvipakkuvast geeni alast ning millega on voimalik kontrollida jérjestuse lugemite kvaliteeti.
Heterosiigootsete geenivariantide puhul olid edasisse analiiiisimisse kaasatud need
geenivariandid, mille alternatiivse alleeli protsendiline véértus oli vahemalt 30% kogu lugemite

arvust (vaikimisi on IGV programmis piirvaartuseks pandud 20%).

2.2.6. Sanger sekveneerimine leitud geenivariantide kinnitamiseks

2.2.6.1. Praimerite disainimine

Veebibrauseri Primer3web (versioon 4.1.0) (Kdoressaar et al., 2018) abil disainis autor
praimerid, mida kasutati PCR reaktsioonil. Praimerite spetsiifilisust ning seondumiskohtade ja
produktide arvu kontrolliti vastavalt veebilehtede Primer-Blast (Ye et al.,, 2012) ja
GenomeTester 1.3 (Andreson et al., 2006) abil. Praimerite disainimisel olid arvesse voetud
jargmised tingimused: 1) praimeripaari sulamistemperatuuri erinevus ei tohi olla rohkem kui 2
kraadi, 2) produkt peab olema iiks ja viahemalt 400 bp pikk; 3) uuritavat geenivarianti peaks
mdlemalt poolt timbritsema vdhemalt 50 aluspaari. Disainitud praimerite jarjestused viie

geenivariandi jaoks on toodud vélja Tabelis 6.
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Tabel 6. Viie geenivariandi valideerimiseks disainitud praimerite jéirjestused

Geen Variant  Forward praimer (5°— 3°) Reverse praimer (5°— 37)

AR c.C1723G ACCTGAGACTTCACTTGCCT GGACCACCTTCACTGCCTAA
p.L575V

INSL3 c.C278T CATCTGTGAAAGCGGGGATC GCATGTCCTCTGTCGTTTCC
p.P93L

MAP2K1 ¢.G880A CAGGAGGCCAAATTCAAGAGG CTGGAGACCCTTGCTGCTT
p.G294R

NR5A1 c.C334T CACCTGGTCCTCATCCGG TATGAGGGGTGGCCGGAA
p.Q112X

PTPN11 c.A1510G GTTGGCAAGTGAGGGAATCC CCAAGAGGCCTAGCAAGAGA
p.M504V

2.2.6.2. PCR reaktsioon

PCR-i reaktsioonisegu valmistati iga uuritava geenivariandi jaoks mahuga 25 ul, mis sisaldas
14,3 ul destilleeritud H20, 2,5 ul 10X B2 puhvrit (Solis Biodyne), 2,5 ul 2,5 mM MgCl», 2,5 ul
2,5 M dNTP segu (Solis Biodyne), 1 ul PCR forward (10 uM) ja 1 pul reverse (10 uM) praimerit
(Microsynth) (Tabel 3), 0,2 ul 5U/ul HOT FIREPol DNA poliimeraasi (Solis Biodyne) ja 1 pl
100-250 ng/ul genoomset DNA-d. PCR reaktsiooni viidi 1dbi Applied Biosystems GeneAmp
PCR System 2700 masinaga. Erinevate geenivariantide PCR reaktsioonideks vajalikud
programmid on toodud vilja Lisa 3 tabelis. Amplifitseeritud PCR produktide olemasolu
kontrollimiseks viidi 14bi geelelektroforees 2% agaroosgeelil (0,5x TBE) 100 V juures 1 h.
Saadud produktide suuruste vordlemiseks oli kasutatud 100 bp DNA Ladder Ready to Load

(Solis Biodyne) marker.

Tdendoliselt haigusseoseliste geenivariantide valideerimiseks viidi 1dbi Sanger sekveneerimist

Tartu Ulikooli genoomika instituudi sekveneerimise tuumiklaboris.

2.2.7. Andmete analiiiis
Patsientidelt saadud eksoomiandmestiku kandidaatgeenides esinevate harvade variantide
analiiiisi teostas autor MS Office Excel programmis. Sanger sekveneerimise tulemuste

visualiseerimiseks kasutati SnapGene Viewer (versioon 6.0.3) tarkvara.
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2.3. Tulemused

2.3.1. Kriiptorhismiga seotud geenide nimekiri

Kasutades erinevaid andmebaase ja teaduskirjandust, koostati Kriiptorhismiga seotud
kandidaatgeenide nimekiri (Tabel 7). Vilja valitud geenid jaotati kolme erinevasse gruppi.
»Kriiptorhismiga seotud geenide* hulka kuulub kaks peamist kriiptorhismi patogeneesis
osalevat geeni (INSL3 ja RXFP2). ,,Soo arengu héirete geenide* hulka kuuluvad geenid (n=33),
mille funktsioon on seotud 46,XY indiviididel gonaadide diferentseerumisega ja enamik
kirjeldatud patogeenseid iihenukleotiidseid geenivariante annavad aluse soo arengu héiretele
(Gomes et al., 2022). Eraldi sai koostatud ,,Ras-MAPK signaalraja geenide loetelu (n=14)
nagu oli kirjeldatud peatiikis 2.2.5.1. Kokkuvodttes jédi 1oplikku nimekirja 49 geeni. Tdiendav

informatsioon kandidaatgeenide kohta on toodud vélja Lisa 2 tabelis.
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Tabel 7. Nimekiri kriiptorhismi kandidaatgeenidest

Geen

Geeni kirjeldus

Kriiptorhismiga seotud geenid

INSL3
RXFP2

Kodeerib insuliin-relaksiin perekonna peptiidhormooni.

Kodeerib insuliin-relaksiin perekonna peptiidhormooni jaoks G-valgu seoselist
retseptorvalku.

S00 arengu hiire geenid

Transkriptsioonifaktorid ja -regulaatorid

ARX

ATRX

CBX2

DMRT1

MAMLD1

NR5A1

SOX9

SRY
Ensiitimid
AKR1C2
AKR1C4
CYP11A1

CYP11B1

CYP17A1

CYP19A1

Kodeerib transkriptsioonifaktorit, mis on oluline normaalseks aju arenguks.

Kodeerib transkriptsioonifaktorit, mis osaleb kromatiini remodelleerimises ning
holblustab DNA replitseerumist.

Kodeerib polilkomb valgu kompleksi komponenti, mis vastutab paljude geenide
transkriptsiooni represseerumise eest.

Kodeerib munandite arengut kontrollivat transkriptsioonifaktorit, mis osaleb meessoo
determinatsioonis ja diferentseerumises.

Kodeerib transkriptsiooni
munandites ja munasarjas.

koaktivaatorit, mille ekspressioon on koige suurem
Kodeerib transkriptsiooni aktivaatorit, mis osaleb soo méairamises ning steroidogeensete
kudede moodustamises.

Kodeerib valku, mis osaleb AMH geeni transkriptsiooni reguleerimises.

Kodeerib HMG perekonna transkriptsiooni regulaatorit, mis kontrollib meessoo arengut.

Kodeerib aldo-keto reduktaasi, mis osaleb aldehiitidide ja ketoonide kataliiiisimises.

Kodeerib tsiitokroom P450 liiget, mis osaleb ravimite metabolismis ning lipiidide
stinteesis.

Kodeerib steroid-17-alfa-hiidroksiilaasi, mis reguleerib 17,20-liiaasi aktiivsust.

Kodeerib tsiitokroom P450 liiget, mis osaleb ravimite metabolismis ning lipiidide
slinteesis.
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Kaasasiindinud hiire

Kriiptorhism, uni- vdi bilateraalne

Kriiptorhism, uni- voi bilateraalne

Gonaadide diferentseerumine (androgeeni siinteesi ja toime
puudulikkus); epilepsia, vaimne alaareng

46,XY DSD koos alfa-talasseemia X-liitelise vaimse
alaarengu stindroomiga

Taielik gonaadide diisgenees

46,XY DSD

Hiipospaadiad

46,XY soo poérdumine tiiiip 3

46,XY gonaadide diisgenees ja kampomeelne diisplaasia

45,X/46,XY segunenud gonaadide arenguhdire

Gonaadide diferentseerumine (androgeeni siinteesi ja toime
puudulikkus); 46,XY soo podrdumine

46,XY soo poordumine (osaline voi
neerupealiste puudulikkusega
Kaasasiindinud neerupealiste puudulikkus steroid 11-beeta
hiidroksiilaasi puudulikkuse tottu

taielik) koos

46,XY DSD; kaasasiindinud neerupealiste puudulikkus
17,20-liaasi puudulikkuse tottu

46,XY DSD — aromataasi puudulikkus

Haiguse MIM
kood ja piérilikkus

219050; AD
219050; AD

300068;XLR
300215; XL
301040; XLD
613080; AR
154230; AD
613762; XLR

612965; AD

114290; AD
400044; YL

614279; AR

613743; NA
202010; AR
202110; AR

613546; AR



HSD17B3 Kodeerib 17-beeta-hiidroksiisteroid dehiidrogenaasi isovormi, mis on ekspresseeritud
ainult munandites.

HSD3B2 Kodeerib  3-beeta-hiidroksiisteroid ~ dehiidrogenaasi, —mis  osaleb  koikide
steroidhormoonide biosiinteesis.

POR Kodeerib endoplasmaatilise retiikulumi oksiidoreduktaasi, mis on oluline mitmetes
ainevahetusprotsessides.

SRD5A2 Kodeerib  steroid-5-alfa-reduktaasi, mis osaleb testosterooni Kkataliilisimises
dihiidrotestosterooniks.

Retseptorid

AMHR2 Kodeerib anti-Miiller hormooni retseptorit.

AR Kodeerib androgeeni retseptorit, mis seob steroidhormoone.

LHCGR Kodeerib G-valgu seoselist retseptorit nii LH kui ka kooriongonadotropiini jaoks.
Muud valgud

AMH Kodeerib TGF-beeta valgu ligandi, mis seob TGF-beeta retseptoreid.

CDKN1C Kodeerib G1-Cdk kompleksi inhibiitorit ja raku proliferatsiooni negatiivset regulaatorit.

CYB5A Kodeerib membraaniga seotud tsiitokroomi, mis osaleb raudhemoglobiini
redutseerimises.

DHH Kodeerib Hedgehog perekonna liiget, mis vabastab morfogeneesi reguleerimise jaoks
signaalmolekuli.

DHX37 Kodeerib ATP-siduvat RNA helikaasi, mis méngib olulist rolli varases munandite
arengus.
GATA4 Kodeerib GATA-seoselist valku, mis osaleb embriiogeneesi reguleerimises kui ka

siidamelihase arengus.

PPP1R12A | Kodeerib PPP1C valgu regulaatorit ja vahendab miiosiiniga seondumist.

STAR Kodeerib valku, mis reguleerib pregnenolooni siinteesimist kolesteroolist.

TSPYL1 Kodeerib tuumakeses paiknevat valku, mis on spetsiifiliselt munandites ekspresseeritud.
WDR37 Kodeerib WD kordustega valku, mis osaleb mitmetes raku protsessides.

WT1 Kodeerib nelja tsink-sdrme motiivi C terminuses ning proliini ja glutamiini sisaldava

DNA siduvat N terminust, millel on oluline roll urogenitaalsiisteemi arengus.

ZFPM2 Kodeerib tsink-sorme valku, mis osaleb GATA valkude sihtmirkgeenide iiles- ja
allareguleerimises.
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46,XY DSD 17-beeta-hiidroksiisteroid dehiidrogenaas III
puudulikkuse tottu

46,XY DSD ja 46,XX DSD 3-beeta hiidroksiisteroid
dehiidrogenaasi puudulikkuse tottu

Tsiitokroom P450 oksiidoreduktaasi puudulikkus

46,XY DSD steroid 5-alfa-reduktaasi puudulikkuse tdttu

Piisiv Miilleri juha siindroom tiitip 2

Gonaadide diferentseerumine (androgeeni siinteesi ja toime
puudulikkus)

46,XY DSD Leydigi rakkude hiipoplaasia t3ttu

Piisiv Miilleri juha siindroom tiiiip 2

Gonaadide diferentseerumine (androgeeni siinteesi ja toime
puudulikkus)

46,XY DSD
46,XY osaline vdi tdielik gonaadide diisgenees
46,XY soo poérdumine tiitip 11

46,XY DSD; munandite anomaaliad koos vo&i ilma
kaasasiindinud siidamehéirega

Urogenitaaltrakti ja/voi aju védrarengu siindroom
46,XY DSD kolesterool desmolaas puudulikkuse tottu
46,XY DSD koos imikute dkksurma siindroomiga
Neurookulokardiourogenitaalne siindroom

Frasier siindroom; Denys-Drash
stindroom;
46, XY osaline gonaadide diisgenees (HPO)

46,XY gonaadide diisgenees

264300; AR

201810; AR

613571; AR

264600; AR

261550; AR
300068; XLR

238320; AR

261550; AR

614732: AD

250790; AR

233420; AR

273250; AD

615542; AD

618820; AD
201710; AR
608800; AR
618652; AD
194080; AD

616067; AD



RAS-MAPK signaalraja geenid

BRAF Kodeerib valku, mis osaleb mitogeensete signaalide iilekandumises rakumembraanist | Noonani siindroom tiilip 7 613706; AD
rakutuuma.

KRAS Kodeerib Ras klassi kuuluvat valku, mis osaleb Ras valkude signaali iilekandumise | Noonani siindroom tiitip 3 609942; AD
aktiveerumises.

LZTR1 Kodeerib BCR E3 ubikvitiin valgu ligaasi kompleksi, mis reguleerib Ras valkude | Noonani siindroom tiiiibid 2 ja 10 605275; AR
ubikvitineerimist. 616564; AD

MAP2K1 Kodeerivad MAPK signaalraja komponenti, mis teiste valkudega interakteerudes | Siidame-, ndo- ja nahasiindroom 3 615279; AD

MAP3K1 vahendab mitmeid rakulisi protsesse. 46,XY gonaadide diisgenees, Noonani siindroom 613762; AD

MRAS Kodeerivad Ras klassi kuuluvat valku, mis osaleb Ras valkude signaali iilekandumise | Noonani siindroom tiiiip 11 618499; AD

NRAS aktiveerumises. Noonani siindroom tiitip 6 613224; AD

PPP1CB Kodeerib seriin-treoniin  spetsiifilist fosfataasi, mis osaleb paljude valkude @ Noonani siindroomile sarnane hiire koos lahtiste = 617506; AD
defosforiileerimises. anageensete juustega

PTPN11 Kodeerib valku, mis osaleb nii valkude defosforiiiilimises kui ka signaali iilekandumises | Noonani siindroom tiiiip 1 163950; AD
rakupinnalt tuuma.

RAF1 Kodeerib seriin-treoniin proteiinkinaasi, mis on Ras GTPaasi ja MAPK kaskaadi | Noonani siindroom tiiiip 5 611553; AD
vaheliili.

RIT1 Kodeerib Ras GTPaasi perekonna valku, mis reguleerib p38 MAPK-sdltuva | Noonani siindroom tiiiip 8 615355; AD
signaliseerimiskaskaadi rakulise stressi puhul.

RRAS2 Kodeerib Ras klassi kuuluvat valku, mis osaleb rakkudevahelise adhesiooni | Noonani siindroom tiiiip 12 618624; AD
moodustumises.

SOS1 Kodeerib guaniin-nukleotiidi vahetusfaktori RAS valkude jaoks ja reguleerib neid. Noonani stindroom tiiiip 4 610733; AD

SOS2 Kodeerib valku, mis osaleb Ras valkude reguleerimises. Noonani siindroom tiitip 9 616559; AD

AD — autosoom-dominantne; AR — autosoom-retsessiivne; DSD — soo arengu hdire; NA — info puudub; XL — X-liiteline; XLD — X-liiteline dominantne;
XLR — X-liiteline retsessiivne; YL — Y-liiteline.

Tabeli koostamiseks on aluseks voetud geenid Tabelist 1 ja Tabelist 2. ,,Soo arengu héirete* geenide alajaotus on tehtud vastavalt geenide poolt kodeeritud
valguproduktide funktsioonile.

Geeni asukoht ja nimetus on vdetud NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) andmebaasist ning geeniga seotud haigused ja nende périlikkus on OMIM
(https://www.omim.org/) andmebaasi alusel.
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2.3.2. Geenivariantide filtreerimine

Kriiptorhismiga patsientide (n=72) eksoomiandmete analiiisimise aluseks olid annoteeritud
failist voetud koik kandidaatgeenid, milles mingis positsioonis erines DNA jérjestus inimese
genoomi referentsjarjestusest (GRCh37/hgl19). SRY geenis ei esinenud tihtegi varianti, mistottu
jai antud geen edasisest analiiiisist vdlja. Antud tulemust voib selgitada asjaolu, et SRY on lithike
geen — 900 bp pikk ja sisaldab ainult iihte eksonit. Lisaks on antud geenis varasemalt kirjeldatud
enamik patogeenseteks hinnatud variante seotud viaga ekstreemsete fenotiilipidega nagu 46,XY
soo podrdumine naistel voi tdielik gonaadide diisgenees (ClinVar, OMIM). Variantide
filtreerimise alguseks oli seega 48 geeni, milles esines 2169 varianti.

Fookuse alla jaid ainult eksoonsed (309) ja splaiss-saidi variant (1). Eksoonsete ja splaiss-saidi
variantide filtreerimisel olid edasisest analiiiisist vélja jddnud stinoniiimsed variandid, mille
tulemusena jdi alles 132 geenivarianti. Vottes lisaks arvesse ka annoteeritud tabelist
geenivariantide minoorse alleeli sagedust (harvad (<0,01) vo6i uued, gnomAD andmebaasis
puuduvad variandid) jéi analiiiisi 29 geeni koos 53 variandiga. Kolmandas filtreerimisetapis
kontrolliti koik soelale jadnud variandid iile IGV-ga ning iihtlasi vaadati iile nende sagedused
uuritavatel patsientidel, et vilistada sageli esinevaid variante. Selle tulemusena jéi analiiisi 36
geenivarianti. Lisaks arvestati analiiiisis geenide parandumisviisiga — juhul, kui tegemist oli
retsessiivselt pédranduvate geenidega, siis geenivariantide 16plikku nimekirja jadmise
eritingimuseks oli indiviidil homosiigootse geenivariandi voi samas geenis kahe heterosiigootse
variandi olemasolu. Suurem osa analiiiisis késitlevaid geenivariante aga esinesid dominantselt
paranduvates geenides ja heterosiigootses olekus. Joonis 4 illustreerib filtreerimise tulemusena

etapijargselt koondatud geenivariante.
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Enne filtreerimist 48 geeni, 2169 varianti

309 eksoonset, 1 splaissing 6 varianti allavoolu alas, 23 varianti tilesvoolu

Filtreerimise 1. etapp l alas, 2 intergeenset, 277 3’ ja5° UTR, 1551

introonset

37 geeni, 132 varianti
84 mittesiinoniitimset, 42 raaminihketa, 5 raaminihet, 1 stoppvariant

Filtreerimise 2. etapp 1

29 geeni, 53 varianti
41 mittesiinoniitimset, 6 raaminihketa, 5 raaminihet, 1 stoppvariant

Filtreerimise 3. etapp 1

20 geeni, 36 varianti
32 mittesiinoniitimset, 3 raaminihketa, 1 stoppvariant

Variantide hindamise jdirel l

6 geeni, 6 varianti
5 mittestinontitimset, 1 stoppvariant

Joonis 4. Kandidaatgeenides esinevate variantide filtreerimise tulemused. Kandidaatgeenide
(n=48) 2169 variandist jdid edasise vaatluse alla ainult eksoonsed ja ekson-intron piiril olevad variandid
(310). Esimese filtreerimise tulemusena valistati siinoniitimsed variandid, mille jarel jéi analiitisi 37
geeni 132 variandiga. Teises variantide filtreerimise etapis voeti arvesse variantide MAF (<0,01 voi
puudub). Viimane filtreerimisetapp seisnes sdelale jadnud 53 variandi valimis sageduste ning IGV-ga
kontrollimises. Mitmeetapilise filtreerimise tulemusena hinnati patogeensust 36 geenivariandil.
Kokkuvotlikult esineb kuues geenis Kkuus tdendoliselt haigusseoselist varianti. UTR -
mittetransleeritavad alad.

2.3.3. Kriiptorhismiga indiviidide potentsiaalselt haigusseoselised leiud

Eksoomi sekveneerimisandmete analiilisimise jargselt oli 36 varianti hinnatud patogeensuse
suhtes, millest kuus varianti hinnati healoomuliseks, 10 tdendoliselt healoomuliseks ning 14
VUS-iks. 72-st patsiendist viiel indiviidil tuvastati viis potentsiaalselt haigusseoselist
geenivarianti (2 toendoliselt patogeenset ja 3 patogeenset) ning iihel meespatsiendil iiks VUS,

millel on potentsiaal tousta tdendoliselt patogeenseks (Tabel 8).
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Tabel 8. Kriiptorhismiga patsientidel leitud geneetilised variandid.

Geen Transkript cDNA AH muutus Rs number CADD | Sagedus | Sagedus | ClinVar VarSome/ Loplik hinnang
(Ensembl) muutus skoor (koik)® (Est)* hinnang Franklin (ACMG juhiste
(haigus) hinnangud | péhjal)
AR! ENST00000374690.3 ¢.C1723G  p.Leu575Val rs376443652 | 23,9 7,1x10° 0 VUS (NA) TP/TP VUS/TP
INSL3 ENST00000317306.7 ¢.C278T p.Pro93Leu rs104894697 11,922  35x10% 0O P (kriiptorhism) = VUS/VUS P
NR5A1 ENST00000373588.4 ¢.C334T p.GIn112* rs1832456567 36 NA NA P (46,XY soo P/P P
arengu hiire;
spermatogeneesi
puudulikkus)
MAP2K1 ENST00000307102.5 c¢.G880A p.Gly294Arg  rs1205783274 23,4 3,9x10% 0 NA P/VUS TP
PTPN11  ENST00000351677.2 ¢.A1510G @ p.Met504Val rs397507547 26,8 3,9x10® 0 P (Noonani P/P P
stindroom)
WT1 ENST00000332351.3 c¢.T1244A  p.Met415Lys NA 27,5 NA NA NA VUS/VUS TP

AH — aminohape; Est — eestlased; NA — info puudub; P — patogeenne; TP — tdendoliselt patogeenne; VUS — ebaselge tdhendusega variant.

1 _ X-liiteline geen

2_ antud geenivariandi CADD skoor on <20, kuid variant on hinnatud patogeenseks (selgitus peatiikis 2.4.1)

3 minoorse alleeli sagedus kodikides populatsioonides gnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org/) andmebaasi pohjal

4 minoorse alleeli sagedus eestlaste populatsioonis gnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org) andmebaasi pdhjal
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Soelale jaanud kuuest geenivariandist viis olid mittesiinoniiimsed variandid ja iks
stoppvariant. Kasutades ClinVar andmebaasi ning VarSome ja Franklin otsingumootoreid,
hinnati NR5A1 geeni ¢.C334T (p.GIn112*) ja PTPN11 geeni c.A1510G (p.Met504Val)
heterostigootsed variandid patogeenseteks (P). INSL3 geeni ¢.C278T (p.Pro93Leu) variant oli
samuti hinnatud patogeenseks (P), vaatamata CADD skoori madalale véairtusele (11,92)
(selgitus on antud peatiikis 2.4.1). MAP2K1 geeni heterosiigootne Vvariant c.G880A
(p-Gly294Arg) ja WT1 geeni heterosiigootne variant c.T1244A (p.Met415Lys) klassifitseeriti
ACMG juhiste pdhjal tdendoliselt patogeenseteks (TP) variantideks. VUS tuvastati X-liitelises
AR geenis (c.C1723G (p.Leu575Val)). Viis geenivarianti sisaldavat genoomset piirkonda
kuuest amplifitseeriti PCR reaktsiooniga (Lisa 4) ning seejarel valideeriti Sanger
sekveneerimisega (Joonis 5). 11. kromosoomil paikneva WT1 geeni ¢. T1244A (p.Met415Lys)
varianti ei ole ClinVar-is kirjeldatud. See kinnitati Sanger sekveneerimisega inimese geneetika
uurimisriihma teiste liikmete poolt. Eksoomi sekveneerimise andmete analiilisimise jirel on
soelale jaanud kuus potentsiaalselt haigusseoselist geenivarianti kuuel patsiendil 72-st, seega
diagnostiline saagis moodustab ~8,3%.

A ARC.C1723G p.Leu575vVal B INSL3¢.C278T p.Pro93Leu  C MAP2K1 c.G880A p.Gly294Arg

G/ G G
G G G G G/ G =

!

D NR5A1c.C334T p.GIn112* E PTPN11c.A1510G p.Met504Val
> T 16 T G G G G/ G

Joonis 5. Sanger sekveneerimisega kinnitatud viis potentsiaalselt seotud geenivarianti, mis
tuvastati kriiptorhismiga patsientidel.
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2.4. Arutelu

Kiesoleva magistritod eesmirgiks oli anda pdhjalik tilevaade kriiptorhismist ja selle
geneetilisest taustast ning uurimuse raames koostada kriiptorhismi kandidaatgeenide nimekiri,
mille pohjal saaks eksoomi sekveneerimisandmestiku pdhjal tuvastada vdimalikke

haigusseoselisi geneetilisi variante munandi laskumise héirega patsientide valimis.

Antud t66s saadud diagnostiline saagis (8,3%) on palju madalam vorreldes kirjanduses vélja
toodud diagnostilise saagisega, nditeks ekstreemsete soo arengu héirete puhul (20-45%)
(O’Connell et al., 2021). Diagnostilise saagisega kirjeldatakse kindlaid haigusseoselisi leide
ning suuremas osas sdltub tulemus valimi suurusest ning analiilisitava haigusliku fenotiiiibi
geneetilise tausta teadmisest (Seo et al., 2020). Samuti on oluline mérkida, et SO0 arengu
héiretega 46,XY indiviidide fenotiiiibid on véga laia spektriga (Garcia-Acero et al., 2020),
mistSttu saab uuringutesse kaasata indiviide vahemalt ithe soo arengu héirele iseloomuliku
omadusega. Sellest tulenevalt kasvab nii valimi suurus kui ka voimalik diagnostiline saagis.

Antud t60s jdi aga fookuse alla tiks kindel tunnus — munandite laskumatus.

Kéesoleva to6o raames sai patogeensuse suhtes hinnatud 36 geenivarianti, millest 14 on ClinVar-
i andmete pohjal kirjeldatud vidhemalt kahe erineva haiguse korral. Seetdttu sai enamik selliseid
variante ebaselge tdhenduse (VUS) hinnangu, mida kdesolevas t60s ei kajastatud. VUS-iks
nimetatakse varianti, mille haiguspdhjuslikkust ei ole voimalik hetkel kinnitada tdiendavate
teadmiste ja tdendite puudumise tottu (Richards et al., 2015). See tdhendab, et {ihe ja sama
eksoomi sekveneerimisandmete kordusanaliiiisimisel on tulevikus vdimalik imber hinnata

VUS-e ja tdendoliselt tosta diagnostilist saagist.

2.4.1. Potentsiaalselt haigusseoseliste leidude sisuline analiiiis

Antud magistritdos oli patogeenseks hinnatud ¢.C378T (p.Pro93Leu) variant insuliin-relaksiin
perekonna valku kodeerivas geenis (INSL3) (Joonis 5B), milles varem Kkirjeldatud
haigusseoselised geenivariandid esinevad tiksnes kriiptorhismiga patsientidel (peatiikk
1.2.2.1.). Geenivariantide tdendoliselt patogeenseteks ja patogeenseteks hindamisel oli
toetavaks tingimuseks CADD skoor, mille véartus peaks olema vihemalt 20 (peatiikk 2.2.5.3.).
Vaatamata variandi kiillaltki madalale CADD skoorile (11,92), vorreldes teiste patogeenseteks
vOi tdendoliselt patogeenseteks méddratud variantidega, on antud variant hinnatud siiski

patogeenseks (ClinVar) ja on kindel haigusseoseline leid, kuna tegemist on kriiptorhismiga
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patsientidel esineva ja varasemalt Ferlin et al. artiklis kirjeldatud variandiga (Ferlin et al.,
2003). Ferlin et al., 2003 artikkel on ainus teadaolev INSL3 geenis ¢.C378T (p.Pro93Leu)
varianti kasitlev artikkel, kus antud geenivarianti leiti heterosiigootses olekus unilateraalse
kriiptorhismi, kuid normozoospermia ning normaalsete hormonaalsete tasemetega
meespatsiendil. Samas on oluline mainida, et INSL3 geeni p.Pro93Leu variandiga patsiendi
emal esines samasugune geenivariant ning patsiendi isapoolsel ndol oli bilateraalne munandite
laskumatus. Valgulise struktuuri poolest jadb 93. positsioonis asuv proliin C peptiidi
konserveerunud jarjestuse (QPLPQ) alla ning p.Pro93Leu variant pdhjustab valgu sekundaarse

struktuuri ebastabiilsust koos kogu a-heeliksi kadumisega (Ferlin et al., 2003).

Kéesoleva magistritoé uuritud valimis INSL3 geeni ¢.C378T (p.Pro93Leu) varianti kandva
meespatsiendi kliiniline pilt erines kirjanduses vélja toodud meespatsiendi fenotiiiibist — kdrge
FSH (16,8 1U/L), munandi kogumaht 29 ml ning raske oligospermia (1,2 min seemnerakku)
(referentsvaiartused on toodud Tabelis 4). Lisaks pole uuringu raames meespatsientide
lahisugulaste geneetilisi andmeid késitletud. Tulevikus on esimese sammuna vaja kindlasti
saada lisainformatsiooni antud geenivariandiga patsiendi perest varasemate kriiptorhismi

juhtumite esinemiste kohta.

Androgeeni retseptorit kodeerivas geenis (AR) kirjeldatud variandid on enamikul juhtudest
patogeensed ja annavad aluse AlS-le voi PAIS-le (Elamo et al., 2022). Mdlemad siindroomid
on X-liitelised retsessiivsed haigused, mille puhul 46,XY meesindiviididel voivad olla nii nais-
kui ka meessoole iseloomulikud tunnused (OMIM). Kuna androgeenidel on oluline roll
munandite laskumises, siis muutused AR valgus vdivad olla kriiptorhismi pdhjuseks. Kiill aga
suurem osa isoleeritud kriiptorhismi uurivaid artikleid keskenduvad AR geenis olevatele
trinukleotiidsetele kordustele (CAG ja GGC kordused esimeses eksonis) ning SNV-sid on
isoleeritud kriiptorhismiga seoses vihe kirjeldatud (Landero-Huerta et al., 2021; Wang et al.,
2018). Kéesolevas magistritoos leiti AR geeni ¢.C1723G (p.Leu575Val) variant (Joonis 5A)
munandite ageneesiga (ehk tdieliku puudumisega) meespatsiendil, kellel olid korged FSH ja
LH tasemed (vastavalt 29,5 IU/L ja 25,89 IU/L). p.Leu575Val variant ei ole varem
teaduspublikatsioonides raporteeritud. Kiill aga on ClinVar-is antud variant toodud vélja kui
ebaselge tihendusega variant ilma fenotiitipi Kirjelduseta. Lisaks on ClinVar andmete pohjal
teada, et 172-st kirjeldatud AR geeni mittesiinoniiiimsest variandist on rohkem kui pool (~66%)

kas patogeense (80) voi tdendoliselt patogeense (34) hinnanguga. PubMed-i otsingu tulemusena
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on vilja toodud piiratud arv munandite agenecesi uurivaid artikleid, mis keskenduvad
geneetikale. Vottes kokku andmed AR geeni kohta, on kdesolevas uuringus tuvastatud variant
p.Leu575Val hinnatud VUS-iks, millel on potentsiaal tSusta patogeenseks. Selleks on vaja

saada tdiendavaid kliinilisi andmeid patsiendi kohta.

Enneaegset stoppkoodonit pdohjustav. NR5A1 geeni heterosiigootne variant c¢.C334T
(p.GIn112*) (Joonis 5D) on ClinVar andmebaasis Kirjeldatud oligostinaptilise viljatuse ehk
spermatogeneesi puudulikkusega 46,XY patsiendil. NR5AL geen vastutab soo méidramises
osaleva transkriptsiooni aktivaatori kodeerimise eest ning antud geenis kirjeldatud variante
seostatakse 46,XY indiviididel soo podrdumise, gonaadide diisgeneesi, spermatogeneesi
puudulikkuse ning primaarse neerupealiste puudulikkusega (OMIM). Heterosiigootsete
stoppvariantidega 46,XY indiviididel NR5A1 geenis on 15% juhtumitest Kirjeldatud munandite
diisgeneesi ning vahenenud androgeenide tootmist, fenotiiiibiliselt voivad indiviidid olla nii
46,XY naised kui ka hiipospaadia voi laskumata munanditega mehed (Achermann et al., 2017),
kusjuures neerupealiste puudulikkust neil ei esine (Fabbri et al., 2016; Kohler et al., 2008).
Viimast selgitab asjaolu, et NR5A1 on doositundlik geen ning heterosiigootse enneacgse
stoppvariandi olemasolu pdhjustab suure tdendosusega antud geeni poolt kodeeritud valgu SF1
(steroidogenic factor 1) haplopuudulikkust. Kui normaalse alleeli aktiivsus vastab vahemalt
50% annusele, on see piisav neerupealiste, kuid mitte sugunidérmete normaalseks arenguks
(Fabbri et al., 2016). Antud magistritoos uuritud valimis esines variant ¢.C334T (p.GIn112%*)
parempoolse munandi ageneesi ja azoospermiaga indiviidil, mis voib iseloomustada antud

patsiendi fenotiiiipi, kuid vajalik on lisainformatsioon patsiendi kliiniliste andmete kohta.

WT1 geeni poolt kodeeritav transkriptsioonifaktor on oluline gonaadide kui ka neerude arengus
ning samuti vastutab see embriio meessoole iseloomulike tunnuste véljakujunemise eest (Arya
et al., 2021). Enamik teadaolevaid haigusseoselisi heterosiigootseid WT1 geeni variante
pOhjustavad Wilmsi tuumorit ja Frasier voi Denys-Drash siindroome (Ferrari et al., 2022,
OMIM). Samas on teaduskirjanduses kajastatud gonaadide diisgeneesi ja 46,XY s00 arengu
haireid pdhjustavaid WT1 geeni patogeensed variandid (Arya et al., 2021; Eggers et al., 2016).
Niiteks Arya et al. artiklis on leitud patogeensed WT1 geeni variandid (p.Arg462Trp ja
p.Arg458GIn) atiitipiliste suguelundite ja munandi laskumise héirega neljal 46,XY patsiendil,
kusjuures thel patsiendil esines hilise algusega nefropaatia. Mittesiinoniiimsed ja

stoppvariandid WT1 geeni esimeses viies eksonis voivad tavaliselt anda aluse osalisele
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gonaadide diisgeneesile ja Wilmsi tuumorile, kuid mitte nefropaatiale. Seevastu 6-9 eksonites
olevad mittesilinoniitimsed ja stoppvariandid pShjustavad nii osalist gonaadide diisgeneesi Kuli
ka nefropaatiat (Kohler et al., 2011). Antud magistritos oli leitud WT1 geeni kuuendas eksonis
paiknev tdendoliselt patogeenne C.T1244A (p.Met4l15Lys) variant, mis oli varasemalt
valideeritud Sanger sekveneerimisega inimese geneetika uurimisrithma teiste liikmete poolt.
Patsiendi tdiendava kliinilise informatsiooni saamise jérel selgus, et patsiendil esines iihe neeru
arenguhiire. Antud tulemus viitab sellele, et tegelikult ei ole tegemist munandi laskumise héire

pOhjusliku variandiga.

Potentsiaalselt haigusseoseliste leidude seast on lisaks Kirjeldatud kahte varianti geenides
PTPN11 ja MAP2K1, mis kuuluvad Ras-MAPK signaalrajasse (Hebron et al., 2022). PTPN11
geeni poolt kodeeritud produkt kuulub proteiin tiirosiin fosfataasi perekonda, mis reguleerib
rakkude kasvu ja diferentseerumist (NCBI). PTPN11 geenis leitud heterosiigootne c.A1510G
(p.Met504Val) variant (Joonis 5E) on ClinVar-i andmebaasi ekspertpaneelist 1ahtudes hinnatud
patogeenseks variandiks Noonani siindroomi (NS) korral. Néiteks Hiina péritolu
heterosiigootset €.A1510G (p.Met504Val) varianti kandval 46,XY patsiendil esinesid
titipilised NS-i ndo tunnusjooned (madala asetusega korvad, silmade hiipertelorism),
stidamekodade ning vatsakeste vaheseina defektid, neerude héire, vdike kasv ja kriiptorhism,
kusjuures antud variant oli parandunud isalt (Koh et al., 2019). Selles magistritoos késitletud
valimi sama varianti kandva patsiendi kohta on teada ainult tema reproduktiivne fenotiiiip —
munandi kogumaht moodustab 26 ml, esineb azoospermia ning iilikorge FSH tase (46 1U/L)
(referentsvaiartused Tabelis 4), kuid iilejdanud terviseseisundi ning pere anamneesi kohta

Kliinilised andmed puuduvad.

Teine Ras-MAPK signaalrajasse kuuluv MAP2K1 geen osaleb biokeemiliste signaalide
tilekandmises ning selle kirjeldatud haiguspdhjuslike variante seostatakse samuti NS-ga (NCBI,
OMIM). Leitud heterosiigootset varianti c.G880A (p.Gly294Arg) (Joonis 5C) ei ole ClinVar-i
andmebaasis hetkel kirjeldatud, mistottu on raske leida variandi ja fenotiiiibi vahelist seost. On
aga suur tdendosus, et kdesolevas magistritoos tuvastatud patogeensel variandil on seos
patsiendi munandi laskumise héirega. Kuigi varasemalt on Rodriguez et al. ndidanud, et osadel
isoleeritud kriiptorhismiga indiviididel esinevad RASopaatiaga seostuvad patogeensed
geenivariandid Ras-MAPK signaalraja geenides (peatiikk 1.2.3.2) (Rodriguez et al., 2018), siis

vottes arvesse kdesoleva t60 kahe leiu kohta saadud andmeid, on mdlema patsiendi puhul vaja
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siiski ldbi viia tdiendavad arstlikud 1dbivaatused, et vdlistada RASopaatiat ja sellega kaasnevate

muude terviserikete esinemist.

Kokkuvottes annab magistritdo raames tehtud uuring uusi teadmisi kriiptorhismi geneetikast,
mida eelnevalt pole ldhemalt uuritud. Potentsiaalselt haigusseoseliste leidudega patsientidelt
peaks saama juurde tdaiendavaid Kliinilisi andmeid, kuna teadusuuringutes esinevad teadaolevad
toendid variantide kohta viitavad ka muudele, reproduktiivtervisega mitte seotud
tervisehiiretele. Kdesolev t66 toetas TU BSMI inimese geneetika uurimisrithmas varasemate
teadustoode andmetele tuginedes (Laan et al., 2021b; Rodriguez et al., 2018) piistitatud
hiipoteesi, et Ras-MAPK signaalraja geenide variandid voivad panustada munandite laskumise

héire avaldumisse.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva magistrito6 kirjanduse osas on antud pohjalik iilevaade munandi laskumise hairest ehk
kriiptorhismist ning samuti on esile toodud pracgused teadmised kriiptorhismi geneetikast. Lisaks
kasitleb teoreetiline osa eksoomi sekveneerimist ja sellest saadud andmete analiiiisimist, et

tuvastada haigusseoselised geenivariandid.

Uuringu iildine eesmirk seisnes kriiptorhismiga seotud kandidaatgeenidest harvaesinevate
geneetiliste variantide tuvastamises ning nende patogeensuse hindamises. Antud eesmérgi
saavutamiseks koostati mittestiindroomse kriiptorhismi kandidaatgeenide nimekiri, kasutades
selleks erinevaid teabeallikaid. Kriiptorhismiga seostuvate harvaesinevate (MAF<0,01)
patogeensete geenivariantide leidmiseks oli uuringusse kaasatud prof. Maris Laane ja prof. Margus
Punabi poolt koostatud meespatsientide valim (n=72), kelle diagnoosiks oli idiopaatiline uni- voi

bilateraalne kriiptorhism koos spermatogeneesihdirega.

Patsientide (n=72) eksoomi sekveneerimisandmetest tuvastatud variantidest jai sdelale kuus
toendoliselt haigusseoselist varianti, millest viis valideeriti Sanger sekveneerimisega kiesolevas
to0s. Patogeenseteks hinnati kolm varianti: NR5A1 ¢.C334T (p.GIn112*), PTPN11 c.A1510G
(p-Met504Val), ja INSL3 c¢.C278T (p.Pro93Leu), kusjuures viimane on Kirjeldatud ainult
kriiptorhismi diagnoosiga patsientide seas (Ferlin et al., 2003). MAP2K1 geeni c.G880A
(p.Gly294Arg) ja WT1 geeni c. T1244A (p.Met415Lys) variante hinnati erinevaid bioinformaatilisi
andmebaase ja otsingumootoreid rakendades tdendoliselt patogeenseteks. Koik patsiendid olid
antud variantide suhtes heterosiigootsed. X-liiteliselt paranduv AR geeni ¢.C1723G (p.Leu575Val)
variant on praeguste andmete pohjal ebaselge tdhendusega variant, kuid tdiendavate uuringute

labiviimisel on see vdimalik {imber hinnata patogeenseks.

Analiiiisides saadud tulemusi selgus, et idiopaatilise kriiptorhismiga patsientidel esinevad
haigusseoselised iihenukleotiidsed variandid geenides, mis osalevad nii meessoo gonaadide
diferentseerumise reguleerimises kui ka kuuluvad 46,XY soo arengu héirete geenide nimekirja
(Gomes et al., 2022). Lisaks on kdesolev t66 toetanud hiipoteesi, et Ras-MAPK geenide variandid

voivad osadel indiviididel pdhjustada munandi laskumise héiret.
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Hereditary factors of congenital undescended testes

Galina Belova

SUMMARY

Undescended testis (testes), or cryptorchidism, is a common developmental anomaly in newborn
boys which can occur in isolated form or be a part of other congenital syndromes. Normally, testes
descent within two phases at different stages of embryonic development which are regulated by
hormones like INSL3, AMH and testosterone. In case of cryptorchidism, one testicle or both testes
can be stuck somewhere in the middle of the normal pathway of descent, either in inguinal region
or abdominal cavity. The known risk factors for cryptorchidism are environmental factors, as well
as maternal behaviour during pregnancy. The inheritance of non-syndromic cryptorchidism is still
under investigations, because as for now only INSL3 and RXFP2 have been linked to
cryptorchidism, with pathogenic variants in these genes describing 1-2% and 4% of all
cryptorchidism cases, respectively. Recent studies on cryptorchidism have been focusing on a
wider range of genes that regulate both gonadal differentiation and give rise to disorders of sex
development. In addition, two patient-oriented studies by Laan et al. in 2021 and Rodriguez et al.
in 2018 have shown that some cases of non-syndromic cryptorchidism can be explained by
pathogenic variants in the RAS-MAPK signalling pathway genes commonly associated with

Noonan syndrome (NS).

Exome sequencing (ES) is a part of next generation sequencing (NGS) methods and is a widely
used approach in molecular genetics to investigate protein-coding regions in the genome. Even
though the exome makes up only 1% of the total genome, the causes of rare Mendelian or
monogenic diseases are mostly found in protein-coding and therefore, ES is much more used for
this aim. In order to determine the causality of the disorder, an assessment of pathogenicity of the
genetic variant is required. This assessment is based on a guideline assembled by the American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG), which consists of 28 criteria. Genetic
variants can be classified for pathogenicity between five different classes — benign, likely benign,

variant of uncertain significance (VUS), likely pathogenic or pathogenic.

The overall aim of this master’s thesis was to find rare genetic variants in new candidate genes that

contribute to non-syndromic cryptorchidism and assess their pathogenicity using different
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biological databases. To achieve this goal, firstly, the data from various scientific papers was used
to compile a list of candidate genes for non-syndromic cryptorchidism. Next, for the purpose of
finding rare (MAF<0,01) pathogenic genetic variants associated with non-syndromic
cryptorchidism, the experimental part of the study involved a sample set of male patients (n=72)
with idiopathic unilateral or bilateral cryptorchidism coupled with a disorder of spermatogenesis.
The sample set was prepared and designed by prof. Maris Laan and prof. Margus Punab in
collaboration with doctors of the Tartu University Hospital. After a multi-step filtration, the initial

number of 2169 genetic variants narrowed down to 36 and were further assessed for pathogenicity.

As a result of filtering the candidate gene variants from exome sequencing data of 72 patients, five
individuals had five potential disease-related genetic variants and one patient had a variant, which
was assessed as a VUS. Five variants out of six were validated by Sanger sequencing. WT1
C.T1244A (p.Met415Lys) variant was previously confirmed by other members of the Human
Genetics research group. Three variants in heterozygous state were assessed as pathogenic —
NR5A1 ¢.C334T (p.GIn112*), PTPN1l c.A1510G (p.Met504Val) and INSL3 c¢.C278T
(p.Pro93Leu), the latter being found in patients with cryptorchidism (Ferlin et al., 2003). The
heterozygous variants MAP2K1 ¢.G880A (p.Gly294Arg) and WT1 ¢. T1244A (p.Met415Lys) were
rated as likely pathogenic based on various biological databases. One X-linked AR variant
€.C1723G (p.Leu575Val) is currently classified as a VUS but assessment may be revaluated upon

further investigations.

The results of this master’s thesis revealed that patients who are diagnosed with idiopathic non-
syndromic cryptorchidism may have disease-related single nucleotide variants in genes that are
involved in both the regulation of male gonadal differentiation and the pathogenesis of disorders
of sex development. In addition, this work supported the hypothesis of our research group in the
field of genetic research in male reproductive health, that variants in the Ras-MAPK signalling

pathway may be the cause of undescended testes in some individuals.
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LISAD
Lisa 1. Patogeensete ja healoomuliste variantide klassifitseerimise kriteeriumid

Kriteeriumid patogeensuse poolt
Viga tugev seos patogeensusega
PVS1 Nullvariant (nonsenss, raaminihe, iithe voi

mitme eksoni deletsioon) geenis, Kkus
funktsiooni kadu (loss-of-function, LOF)
on haiguse teadaolev mehhanism

Tugev seos patogeensusega

PS1

PS2

PS3

PS4

Variant pohjustab sama aminohappe
muutus, mis on varem kindlaks tehtud

De novo variant patsiendil, kusjuures
vanemate genotiiiibid on kinnitatud

In vitro voi in vivo funktsionaalsed katsed,
mis toetavad geeniprodukti kahjustatavat
toimet

Variandi sagedus haigetel isikutel on
oluliselt suurem vorreldes sagedusega
kontrollriihmades

Moodukas seos patogeensusega

PM1

PM2

PM3

PM4

PM5

PM6

Variant asub kriitilises ja hésti uuritud
funktsionaalses domeenis

Variant puudub populatsiooni sageduste
andmebaasidest

Retsessiivsete haiguste korral, kui variant
on leitud trans asendis patogeense
variandiga

Valgu pikkust mdjutav variant

Uus mittesiinontitimne variant
aminohappejddgis, milles varasemalt on
leitud patogeenne variant

Ennustatav de novo variant, kuid ilma
vanemate genotiitipide Kinnituseta

Toetab patogeensust

PP1

PP2

PP3

PP4

PP5

Haiguse kosegregatsioon pereliikmetel
teadaolevas haigusseoselises geenis
Mittesiinoniiiimne variant geenis, milles
esineb vihe healoomulisi variante

In silico tooriistad ennustavad kahjustavat
toimet geeni voi geeni produkti suhtes
Patsiendi fenotiiiip v3i pere ajalugu liiga
spetsiifiline geeni jaoks

Usaldusvédrse andmebaasi kohaselt on
tegemist patogeense variandiga

Tabel kohandatud Richards et al., 2015 jargi.

Kriteeriumid

poolt

Eraldi seisev toend healoomulisuse poolt
BAL1 Alleelisagedus >5%

Tugev seos healoomulisusega

BS1 Haiguse alleelisagedus on oodatust kdrgem

BS2 Taheldatud  tervel  isikul  tdieliku
penetrantsusega

BS3 In vitro v&i in vivo funktsionaalsed
uuringud ei ndita kahjulikku moju valgu
funktsioneerimisele

BS4  Pereliikmetel  haiguse  segregatsioon
puudub

Toetab healoomulisust

BP1 Tihendusmuutus geenis, kus ainult
karbimine pohjustab haigust

BP2 Variant on tidheldatud dominantse
variandiga trans asendis vOi patogeense
variandiga cis asendis

BP3 Raamisisesed insertsioonid ja deletsioonid
korduvjarjestustes, mille funktsiooni ei ole
teada

BP4  Insilico tooriistad ei ennusta kahjustatavat
toimet geeni voi geeni produkti suhtes

BP5  Variant leitud juhtumist, millel on haiguse
teine molekulaarne alus

BP6 Usaldusvéddrse andmebaasi kohaselt on
tegemist healoomulise variandiga

BP7 Vaikiv variant ilma splaiss-saidi mdgjuta
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Lisa 2. Lisainformatsioon kandidaatgeenide kohta

Geen

AKR1C2
AKR1C4
AMH

AMHR2
AR

ARX

ATRX

BRAF

CBX2

CDKN1C
CYB5A

CYP11A1

CYP11B1

CYP17A1

CYP19A1

DHH

DHX37

DMRT1

GATA4

HSD17B3

HSD3B2

INSL3

Geeni
asukoht

10p15.1
10p15.1
19p13.3

12g13.13
XQgl2

Xp21.3
Xq21.1
7q34

17425.3

11p15.4
18q22.3

15024.1
8024.3
10024.32
15021.2

12q13.12

12q24.31
9p24.3
8p23.1
9022.32
1p12

19p13.11

Geeni nimetus

Aldo-keto reductase family 1 member C2

Aldo-keto reductase family 1 member C4

Anti-Mullerian hormone

Anti-Mullerian hormone type Il receptor

Androgen receptor
Aristaless related homeobox
ATRX chromatin remodeler
B-Raf proto-oncogene
Chromobox 2

Cyclin dependent kinase inhibitor 1C

Cytochrome b5 type A

Cytochrome P450 family 11 subfamily A
member 1

Cytochrome  P450 subfamily  XIB
polypeptide 1

Cytochrome P450 family 17 subfamily A

member 1

Cytochrome P450 family 19 subfamily A

member 1
Desert hedgehog signaling molecule

DEAH-box helicase 37

Doublesex and mab-3

transcription factor 1
GATA binding protein 4

Hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase

3

Hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase,

3 beta- and steroid delta-isomerase 2
Insulin like 3
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related

Viide
Eggers et al., 2016, HPO, OMIM

Eggers et al., 2016, HPO, OMIM

Eggers et al., 2016; MGI (Amh);
HPO; OMIM

Eggers et al., 2016; HPO

Eggers et al., 2016; MGI (Ar),
OMIM

Audi et al., 2018; Eggers et al., 2016;
UniProt, OMIM

Audi et al., 2018; Eggers et al., 2016;
HPO; UniProt, OMIM

Rodriguez et al., 2018; HPO; NCBI;
OMIM; ClinGen; MedlinePlus

Audi et al., 2018; HPO; UniProt;
OMIM

Eggers et al., 2016; HPO; OMIM

Audi et al., 2018; Eggers et al., 2016;
HPO; OMIM

Audi et al., 2018; Eggers et al., 2016;
HPO; OMIM

Audi et al., 2018; Eggers et al., 2016;
HPO; OMIM

Eggers et al., 2016; HPO; OMIM
Eggers et al., 2016; HPO; OMIM

Eggers et al., 2016; MGI (Dhh);
OMIM

Délot ja Vilain, 2021; McElreavey et
al., 2020; UniProt; OMIM

Baetens et al., 2019; Eggers et al.,
2016; OMIM; UniProt

Eggers et al., 2016; HPO; NCBI;
OMIM

Eggers et al., 2016; HPO; NCBI;
OMIM
Eggers et al., 2016; HPO; NCBI;
OMIM

Eggers et al., 2016; MGI (Insl3);
HPO; NCBI; OMIM



KRAS

LHCGR

LZTR1

MAMLD1
MAP2K1

MAP3K1

MRAS

NR5A1

NRAS

POR
PPP1CB

PPP1R12A

PTPN11

RAF1

RIT1
RRAS2
RXFP2

SOS1

SOS2

SOX9

SRD5A2

SRY

STAR

TSPYL1

12p12.1
2p16.3
22q11.21

Xq28
15¢22.31

5q11.2
3q22.3
9433.3
1p13.2

7911.23
2p23.2
12qg21.2-
g21.31
12g24.13
3p25.2

1922
11p15.2
13g13.1

2p22.1
14q21.3
17q24.3

2p23.1

Yp11.2

8p11.23

6q22.1

KRAS proto-oncogene
Luteinizing hormone receptor
Leucine

regulator 1
Mastermind like domain containing 1

zipper  like

Mitogen-activated protein kinase kinase

1

Mitogen-activated protein kinase kinase

kinase 1
Muscle RAS oncogene homolog

Nuclear receptor subfamily 5 group A

member 1
NRAS proto-oncogene

Cytochrome p450 oxidoreductase

Protein phosphatase 1 catalytic subunit

beta

Protein  phosphatase 1
subunit 12A

Protein tyrosine
receptor type 11

Raf-1 proto-oncogene

phosphatase

Ras like without CAAX 1
RAS related 2

Relaxin family peptide receptor 2

SOS Ras/Rac
exchange factor 1

SOS Ras/Rho
exchange factor 2

SRY-box transcription factor 9

guanine

guanine

Steroid 5 alpha-reductase 2
Sex determining region Y protein

Steroidogenic acute regulatory protein

TSPY like 1
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transcription

regulatory

non-

nucleotide

nucleotide

OMIM; HPO, UniProt; ClinGen;
MedlinePlus

Eggers et al., 2016; MGI (Lhcgr);
OMIM

OMIM; UniProt; ClinGen

Eggers et al., 2016; Flick et al., 2019
ClinGen, MedlinePlus

Eggers et al., 2016; HPO; NCBI;
OMIM; ClinGen; MedlinePlus

ClinGen; HPO; NCBI; OMIM;
UniProt

Eggers et al., 2016; MGI (Nr5al)

Rodriguez et al., 2018; ClinGen;
OMIM

Eggers et al., 2016; HPO; NCBI
ClinGen; OMIM; UniProt

Délot ja Vilain, 2021; OMIM;
UniProt

Délot ja Vilain, 2021; ClinGen;
OMIM; MedlinePlus

Rodriguez et al., 2017; ClinGen;
MedlinePlus; OMIM

ClinGen; OMIM; MedlinePlus
ClinGen; OMIM

Avyers et al., 2019; Eggers et al.,
2016; OMIM

Laan et al., 2021; Rodriguez et al.,
2018; ClinGen; OMIM; MedlinePlus

ClinGen; OMIM

Eggers et al., 2016; HPO; NCBI;
MGI (Sox9); OMIM

Eggers et al., 2016; HPO; NCBI;
OMIM

Eggers et al., 2016; HPO; OMIM;
UniProt

Eggers et al., 2016; HPO; NCBI;
OMIM

Eggers et al., 2016; HPO; NCBI;
OMIM



WDR37 10p15.3 WD repeat-containing protein 37 HPO; OMIM

WT1 11p13 WT1 transcription factor Délot ja Vilain, 2021; Eggers et al.,
2016; HPO; OMIM

ZFPM2 8023.1 Zinc finger protein, FOG family member Eggers et al., 2016; HPO; NCBI,
2 OMIM

Lisa 3. Kasutatud PCR programmid

A. AR ¢.C1723G geenivariandi amplifitseerimiseks

Algne denaturatsioon 96°C 15 min

Denaturatsioon 96°C  45sek

Praimerite seondumine 58.8°C 30 sek 35 tsitklit
Ekstensioon 72°C  45sek

Inkubatsioon 72°C 10 min

Séilitamine 4°C 0

B. INSL3 ¢.C278T ja PTPN11 c.A1510G geenivariantide amplifitseerimiseks
Algne denaturatsioon 96°C 15 min
Denaturatsioon 96°C 45sek )
Praimerite seondumine ~ 60°C*  30sek | 10 tsiiklit

Ekstensioon 72°C 45 sek

Denaturatsioon 96°C 45 sek —

Praimerite seondumine 50°C 30 sek
— 25 tstiklit

Ektsensioon 72°C 45 sek
Inkubatsioon 72°C 10 min —
Séilitamine 4°C 0

*-1°C iga jérgneva tsiikli kohta
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C. MAP2K1 ¢.G880A ja NR5A1 c.C334T geenivariantide amplifitseerimiseks

Algne denaturatsioon ~ 96°C 15 min __

Denaturatsioon 96°C  45sek

Praimerite seondumine  70°C* 30sek | 10 tstklit

Ekstensioon 72°C  45sek
Denaturatsioon 96°C  45sek

Praimerite seondumine  60°C  30sek [ 2> tsuklit

Ekstensioon 72°C  45sek B
Inkubatsioon 72°C 10 min
Séilitamine 4°C o0

*-1°C iga jargneva tsiikli kohta

Lisa 4. Amplifitseeritud PCR produktide geelelektroforees

1 NKI1I 2 NK2 3 NK3 4 NK4 5 NK5 M

" -
-

IR III

500 bp swopp  4840P 4D
432 bp w4 500 bp
W W W ™ e ST

200 bp

1 - MAP2K1,;

NK1 — negatiivne kontroll (MAP2K1 praimerid);
2 — PTPN11;

NK2 — negatiivne kontroll (PTPN11 praimerid);
3—NR5AL;

NK3 — negatiivne kontroll (NR5A1 praimerid);
4 — INSL3;

NK4 — negatiivne kontroll (INSL3 praimerid);
5- AR;

NKS5 — negatiivne kontroll (AR praimerid);

M — marker
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