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KASUTATUD LUHENDID

170HD

AMH

AMOTL1

BAF

BMP15

BPES

CNV

CYP17Al

CYP19A1

DACH?2

ESR1

ESR2

FSH

FMR1

FMR?2

FOXL2

FOXO3

GALT

GnRH

17-alfahiidroksiilaasi defitsiit (17-hydroxylase deficiency)
anti-Miilleri hormoon (antimullerian hormone)
(angiomotin like 1)

alleelide intensiivsuste suhe (B allele frequency)

luu morfogeneesi valk 15 (bone morphogenetic protein 15)

blefarofimoos-ptoos-epikantus inversus siindroom (blepharophimosis-ptosis-

epicanthus inversus syndrome)
DNA koopiaarvu variatsioon (DNA copy-number variation)

tsiitokroom P450 17A1 (cytochrome P450, family 17, subfamily A, polypeptide
1)

aromataas ehk tsiitokroom P450 19A1 (cytochrome P450, family 19, subfamily
A, polypeptide 1)

(dachshund family transcription factor 2)

Ostrogeeni retseptor 1 (estrogen receptor 1)

Ostrogeeni retseptor 2 (estrogen receptor 2)

folliikuleid stimuleeriv hormoon (follicle stimulating hormone)
fragiilse X-i intellektipuude geen 1 (Fragile X mental retardation 1)
fragiilse X-i intellektipuude geen 2 (Fragile X mental retardation 2)
(forkhead box L2)

(forkhead box O3)

galaktoos-1-fosfaat  uridiililtransferaas  (galactose-1-phosphate  uridylyl-

transferase)

gonadotropiini vabastav hormoon (gonadotrophin-releasing hormone)



GnRHa

GWAS
INHA
INHB
IVF
KMI
LH

LHCGR

LRR
NR5A1

PIWIL4

PMM?2
POF

POI
gPCR
SLC26A4
SNTG2
TG

TGFp

TGFBR3

TPO

gonadotropiini vabastava hormooni agonist (gonadotrophin-releasing hormone

agonist)

iilegenoomne assotsiatsiooni-uuring (genome-wide association study)
inhibiin A (inhibin alpha)

inhibiin B (inhibin beta)

in vitro viljastamine (in vitro fertilization)

kehamassiindeks (body mass index)

luteiniseeriv hormoon (luteinizing hormone)

luteiniseeriva hormooni retseptor (luteinizing hormone/choriogonadotropin

receptor)
signaalide intensiivsuste logaritmiline suhe (log R ratio)
tuuma retseptor 5A1 (nuclear receptor subfamily 5, group A, member 1)

piwi-laadne RNA-vahendatud geeni vaigistamine 4 (piwi-like RNA-mediated

gene silencing 4)

fosfomannomutaas 2 (phosphomannomutase 2)

enneaegne munasarjade puudulikkus (premature ovarian failure)
primaarne munasarjade puudulikkus (primary ovarian insuficiency)
kvantitatiivne PCR (quantitative PCR)

(solute carrier family 26, member 4)

slintropiin gamma 2 (syntrophin, gamma 2)

tiiroglobuliin (thyroglobulin)

transformeeriv kasvufaktor B (transforming growth factor )

transformeeriv kasvufaktor B retseptor 3 (transforming growth factor, beta

receptor 3)

kilpnadrme peroksidaas (thyroid peroxidase)
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TS Turneri siindroom (Turner’s syndrome)

TSHR kilpnéddret stimuleeriva hormooni retseptor (thyroid stimulating hormone
receptor)

TU EGV Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu (Estonian Genome Center of the University
of Tartu)



SISSEJUHATUS

Enneaegne munasarjade puudulikkus (POF, premature ovarian failure) on iiks olulisemaid
naiste viljatuse pohjuseid. See on muutumas suureks probleemiks, sest naised liikkkavad laste
saamist aina korgemasse vanusesse. POF-i tekke pdhjused on vdga heterogeensed ja suures
osas veel teadmata. Praeguseks on POF-iga seostatud kromosomaalseid ja geneetilisi muutusi,
metaboolseid héireid, autoimmuun- ja viirushaiguseid ning ravimitest ja keskkonnast tingitud
viljatuse pohjustajaid. Moningaid POF-i siimptomeid on vdimalik hormoonasendusraviga
leevendada, kuid viljakust enamasti taastada ei suudeta. Seetottu on oluline luua vdimalusi
POF-i véljakujunemise riski hindamiseks juba noortele naistele, et neil oleks vdimalik teha

informeeritud otsuseid oma pere planeerimise kohta.

Traditsiooniliselt on POF-i pohjuste otsimisel kasutatud kariiotiipiseerimist, et detekteerida X-
kromosoomi aneuploidiaid ja suuremaid genoomseid iimberkorraldusi. Ténapdeval on
kasutusse vOetud DNA mikrokiibid, mis voimaldavad SNP markerite abil mé&édrata ka
submikroskoopilisi DNA koopiaarvu variatsioone (CNV, copy number variation). Nii saab
analiiiisida palju patsiente lithikese aja jooksul ja tuvastada POF-i kandidaatpiirkondi. DNA
mikrokiipidega on leitud juba mitmeid CNV-sid ja nendes asuvaid geene, millel vdib olla roll

POF-i viljakujunemises.

Kéeoleva magistritod esimeses osas antakse iilevaade POF-i tekkimise pohjustest,
tagajargedest ja ravivoimalustest ning tutvustatakse DNA mikrokiipe kui POF-iga seotud
CNV-de tuvastamise meetodit. To0 teise osa eesmirgiks on DNA mikrokiipide abil tuvastada
enneaegse menopausiga naistel esinevaid genoomi iimberkorraldusi, mis vdiksid pdhjustada

POF-i. Lisaks teadaolevatele pohjustele otsitakse ka uusi POF-i kandidaatpiirkondi ja —geene.

Kiesolev t66 on valminud iihe osana Tartu Ulikooli Molekulaar- ja Rakubioloogia Instituudi
Biotehnoloogia oppetooli prof Ants Kure toorithma ning AS Tervisetehnoloogiate
Arenduskeskus koostooprojektist, mis keskendub POF-i geneetilistele pdhjustele ning
haigusseoseliste CNV-de ja geenide leidmisele Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu

geenidoonoritel.

Mirksonad: enneaegne munasarjade puudulikkus, POF, CNV



KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. ENNEAEGNE MUNASARJADE PUUDULIKKUS

Loomulik menopaus algab naistel keskmiselt 51-aastaselt, kuid umbes 1%-I naistest juba enne
40. eluaastat (Coulam et al., 1986). Enneaegne munasarjade puudulikkus (POF, premature
ovarian failure) tdhendab vdhemalt neli kuud kestnud amenorrdad ehk menstruatsiooni
puudumist alla 40-aastastel naistel. Sellega kaasneb kdrgenenud folliikuleid stimuleeriva
hormooni (FSH) ja madal Ostradiooli tase. POF-iga on paralleelselt kasutuses ka termin
primaarne munasarjade puudulikkus (POI, primary ovarian insufficiency). Mitmed autorid
vaidlevad nende terminite korrektsuse ja tdhenduse iile, kuid kuna haiguse nimetuses ei ole
konsensuseni joutud, kasutatakse kéesolevas t60s enimlevinud nimetust POF (Shelling,
2010). Kui naisel ei ole menstruaaltsiiklid kunagi alanudki, nimetatakse seda primaarseks
amenorrdaks, kui aga on alanud normaalses vanuses, kuid enne 40. eluaastat vihemalt neljaks

kuuks katkenud, siis sekundaarseks amenorroaks (Timmreck ja Reindollar, 2003).

POF-i tagajdrgedeks on hiipodstrogenism ja viljatus. Hiipodstrogenism pohjustab
osteoporoosi, siidame- ja veresoonkonnahaiguseid ning neurodegeneratiivseid haiguseid, kuid
neid on voimalik hormoonasendusraviga leevendada. Viljatust pracgu ravida ei osata, mistottu
keskendutakse POF-i avastamisele voimalikult varajases eas, et riskigrupi naistel oleks soovi
korral voimalik viljastuda noorena (Persani et al., 2010). POF on naiste viljatuse pShjuseks
umbes 10%-I juhtudel (Lindstrand et al., 2008).

1.2. POF-1 TEKKIMISE POHJUSED

Embriiogeneesi ajal on munasarjas umbes seitse miljonit primordiaalset folliikulit, millest
enamus sureb labi atreesia, ning siinni ajaks jadb neid alles iiks kuni kaks miljonit (Markstrom
et al., 2002). Lapseeas atreesia aeglustub ja menarhe ehk menstruatsioonide algusajaks on
alles 300-400 tuhat primordiaalset folliikulit (te Velde ja Pearson, 2002). Viljaka ea jooksul
ovuleerub vaid 400-500 munarakku. POF-i peamiseks poOhjuseks on vidhenenud
embriionaalsete primordiaalsete folliikulite hulk, kuid seda vdivad tekitada ka kiirenenud
atreesia vOi hdired munarakkude kiipsemisel. Primordiaalsete folliikulite hulk v3ib viheneda

paljude faktorite tottu: kromosomaalsed, geneetilised, autoimmuunsed, metaboolsed,
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infektsioonilised ja ravimitekkelised (Goswami ja Conway, 2005). Umbes veerand POF-i
juhtumeid saab seostada vihiraviga, kuid 50-65% juhtumite korral ei ole POF-i tekkimise
pOhjus teada (Persani et al., 2010; Luisi et al., 2015). Voib ecldada, et paljud POF-i juhtumid

on geneetilist péritolu, kuna need esinevad tihti perckondades (Cordts et al., 2011).

1.2.1. Turneri siindroom

Turneri siindroom (TS) on tdielik voi osaline X-kromosoomi monosoomia, mis esineb 1:2500
vastsiindinud tiiddrukul (Sybert ja McCauley, 2004). Umbes pooltel juhtumitel on tegemist
taieliku  monosoomiaga, llejddnud  juhtudel mosaiiksuse voi  X-kromosoomi
timberkorraldustega, mis pohjustavad patsiendil kergemat fenotiilipi (Bharath et al., 2010).
Haiguse fenotiiiibiks on lithike kasv, iilekaal, nahavolt kaelal, madalal paiknevad kdrvad ja
juuksepiir, siidame ja neerude anomaaliad ning gonaadide diisgenees (Persani et al., 2009).
46,XX kariiotiilibiga naistel toimub tthe X-kromosoomi inaktivatsioon, kuid mitmed geenid
padsevad inaktiveerumisest, kuna need on vajalikud X-kromosoomi normaalseks

funktsioneerimiseks (Zinn ja Ross, 1998).

TS-ga naistel toimub munarakkude atreesia kiiremini ja folliikulid voivad degenereeruda juba
stindimise ajaks. Seda voivad pdhjustada doositundlikud X-kromosoomi geenid, mis on
vajalikud normaalseks oogeneesiks, kuid tegemist voib olla ka meioosihdirega, mis on
tingitud paardumata X-kromoomist. Histoloogilised uuringud niitavad, et probleemseks
kohaks on diploteeni ootsiiiitide kaasamine folliikulitesse, mistottu ei toimu téielike

folliikulite valmimist (Loughlin et al., 1991; Pouresmaeili ja Fazeli, 2014).

Téieliku TS korral on patsiendi FSH tase juba imikueas vastav postmenopausaalsele tasemele,
kuid mosaiikse TS-ga patsientidel on FSH tase madalam kui tiieliku TS-i korral (Hagen et
al., 2010). Seetottu toimub umbes 10%-1 taieliku TS-i ja 40%-1 mosaiikse TS-i patsientidel
spontaanselt menarhe ning on ka juhtumeid, kus nii tiieliku kui osalise TS-ga naised

loomulikult rasestuvad ja siinnitavad terveid lapsi (Livadas et al., 2005; Bondy, 2014).

Tsiitogeneetiliste analiilisidega on leitud 2,6 Mb suurune regioon, mis on statistiliselt seotud
nii TS-i kui POF-iga. See regioon, Xpl11.2-p22.1, on identne X- ja Y-kromosoomidel ning
selles piirkonnas paiknevad geenid jddvad X-inaktivatsiooni jérel aktiivseks, mistottu voib

arvata, et nende geenide mdlemad alleelid on organismi normaalse arengu jaoks vajalikud

(Kosho et al., 1999; Fortuno ja Labarta, 2014).

9



1.2.2. X-kromosoomi trisoomia

X-kromosoomi trisoomia (47,XXX) on levinud aneuploidia, mis esineb 1:1000 vastsiindinud
tidrukust. Kdige enam on levinud 47,XXX karliotiitip, kuid 10% patsientidel esineb
mosaiiksust 46,XX/47, XXX vo1 47, XXX/48XXXX voi koos TS-ga 45 X/47XXX voi
45,X/46, XXI4TXXX (Nielsen ja Wohlert, 1990). Haiguse fenotiiiibiks on pikk kasv,
opiraskused, konehdired, kaitumisprobleemid, krambihood, urogenitaaltrakti ebanormaalsused
ja POF, kuid paljudel juhtudel haigusndhud ei avaldu ning trisoomia jadb diagnoosimata
(Nielsen ja Wohlert, 1990; Tartaglia et al., 2010).

Kuigi X-kromosoomi trisoomiaga naistel toimub seksuaalne areng normaalselt, on osadel
neist diagnoositud POF. Enne POF-i avaldumist on enamus trisoomiaga naisi voimelised
rasestuma, kuid raseduse jooksul esineb palju komplikatsioone ning umbes ainult pooled
rasedused 10ppevad terve lapse slinniga. Suuremaid uuringuid X-kromosoomi trisoomia ja
POF-i seoste vahel ei ole tehtud, kuid POF-i patsiente uurides on leitud, et 3,8%-I neist on ka
X-kromosoomi trisoomia. Arvatakse, et POF-i pohjustab inaktivatsioonist padsevate geenide
tileekspressioon ja 47,XXX-ga seotud autoimmuunhaigused, kuid sarnaselt TS-le vdib
paardumata X-kromosoom pdhjustada meioosihdireid (Goswami et al., 2003; Tartaglia et al.,
2010).

1.2.3. X-kromosoomi iimberkorraldused

POF-iga seotud deletsioonid X-kromosoomis paiknevad nii lithikeses (Xp11.2-p22.1) kui
pikas (Xql3-q27) olas. Kdige sagedamini on deletsioone leitud regioonidest Xq21.3—Xq27 ja
Xq13.3-Xq21.1, mida nimetatakse ka POF-i kriitilisteks regioonideks, vastavalt POF1 ja
POF2 (Tachdjian et al., 2008; Knauff et al., 2011; Fortuno ja Labarta, 2014). Deletsiooni
paiknemise kohta distaalses vO1 proksimaalses osas on andmed vastukdivad, seetdttu ei saa
asukoha jargi deletsiooni moju usaldusvéaarselt hinnata (Simpson ja Rajkovic, 1999;
Yachelevich et al., 2011). Kiill aga on lithikese 0la deletsioone seostatud pigem primaarse
amenorrdaga ja pika Ola deletsioone nii primaarse kui sekundaarse amenorroaga (Sybert ja
McCauley, 2004). Deletsioonide mdju on tdendoliselt sarnane TS-le, kus doositundlike
geenide iihe alleeli kadumisel ei saa munasarjad normaalselt areneda voOi funktsioneerida

(Pouresmaeili ja Fazeli, 2014).
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Nii X-kromosoomi sisesed kui X:autosoom translokatsioonid vdivad pohjustada POF-i.
Sarnaselt deletsioonidele toimuvad ka translokatsioonid viga sageli X-kromosoomi pikas
olas, eriti regioonis Xq21 (Rizzolio et al., 2006). Translokatsioonide roll POF-i tekkimisel ei
ole tipselt teada, kuid on vilja pakutud, et a) geeni sattumisel vale regulatoorse elemendi
mojuvilja ei ekspresseeru see digel tasemel voi b) meioosi kdigus tekib valepaardumine, mis
kaivitab DNA kahjustuse kontrollpunkti mehhanismi (Hernando et al., 2004; Ochalski et al.,
2011).

X-isokromosoom tekib siis, kui tsentromeer poolitub vales tasapinnas ja tulemuseks on
kromosoomid, millel on identsed 6lad. Enim on levinud kahe pika 6laga X-isokromosoom
koos normaalse X-kromosoomiga (46,X,i(Xq)). Sellistel patsientidel on TS-i fenotiilip ja
tavaliselt ka POF (Young, 2010; Akbas, 2012).

1.2.4. POF-iga seotud geenid X-kromosoomis

Molekulaarsete uuringute ja transgeensete loommudelite katsete tulemusena on leitud
mitmeid geene, mis on tdendoliselt olulised POF-i tekkimises. Siiski esineb nendes geenides
mutatsioone vaid umbes 10% POF-i patsientidel ning kuna nende tipne funktsioon ei ole
teada, ei kasutata neid ka POF-i geneetilise markeritena (Harris et al., 2002; Goswami ja
Conway, 2005).

1.241. FMR1

FMR1 (Fragile X mental retardation 1) geen asub regioonis Xg27.3 ja on seotud fragiilse X-i
stindroomiga. Tervetel indiviididel on FMR1 geenis kuni 55, premutatsiooni korral 55-200 ja
haigetel iile 200 CGG korduse. On ndidatud, et 15-25%-l premutatsiooniga naistest esineb
POF, kuid tdismutatsiooniga naiste seas on POF-i sagedus sama, mis iildpopulatsioonis
(Sullivan et al., 2011; Gleicher et al., 2012). Tosh et al. tegid hiljuti suure metaanaliiiisi, kus
uuriti FMR1 premutatsiooni ja POF-i seost péritolust sdltuvalt, ning leidsid tugeva seose
Euroopa pdaritolu naistel, mis nditab et FMR1 premutatsiooni esinemine Euroopa
populatsioonis tostab POF-i riski (Tosh et al., 2014). POF-i tekkemehhanism FMR1 kaudu ei
ole tapselt teada, kuid arvatakse, et folliikulite diinaamika kiireneb ja nad vananevad kiiremini
(Sullivan et al., 2005; Willemsen et al., 2011).
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1.242. FMR2

FMR2 (Fragile X mental retardation 2) geen asub regioonis Xg28, 600kb FMR1-st
distaalsemalt. Sarnaselt FMR1-ga paikneb ka FMR2-s trinukleotiidsete korduste blokk, mis
suurtes kordustes rikub antud geeni normaalse funktsiooni ning pohjustab vaimse arengu
mahajddmust. Osadelt POF-iga naistelt on leitud deletsioon FMR2 geeni oletatava
transkriptsioonisaidi ldhedal. On vodimalik, et deletsioonid selles piirkonnas pdhjustavad
transkriptsiooni termineerimist vOi suunavad kasutusse alternatiivse start-saidi, tekitades
seeldbi ebatiitipilisi FMR2 transkripte. Arvatakse, et FMR2 osaleb RNA alternatiivse
splaissingu regulatsioonis, kuid POF-i viljakujunemise mehhanism FMR2 mutatsioonide
korral pole teada (Murray et al., 1999; Cordts et al., 2011).

1.2.43. BMP15

BMP15 (bone morphogenetic protein 15) geen asub regioonis Xpl11.2 ja kuulub TGFp
(transforming growth factor B) superperekonda, mis vastutab embriionaalse arengu jooksul
mitmete protsesside eest (Hogan, 1996). BMP15 ekspresseerub ainult ootsiiiitides ning
stimuleerib granuloosarakkude proliferatsiooni ja follikulogeneesi, ennetab ootsiiiitide
apoptoosi ja reguleerib ovulatsiooni (Persani et al., 2010; Chang et al., 2013). POF-iga naiste
BMP15 geenist on leitud mitmeid SNP-e ja deletsioone. Need mutatsioonid takistavad
BMP15 valgu posttranslatsioonilist protsessimist, mistottu on tema kontsentratsioon
organismis madal. Sellest tulenevalt esineb lithike korgenenud viljakusega periood, millele
jargneb munarakkude reservi vihenemine ja voib vélja kujuneda POF (Inagaki ja Shimasaki,
2010; Li et al., 2014; Ma et al., 2015).

Lisaks on BMP15 iiks nendest geenidest, mis X-inaktivatsiooni jérel jadb aktiivseks, mistttu
voib arvata, et mdlemad geenikoopiad on normaalseks arenguks vajalikud. Duplikatsioonid ja
deletsioonid selles piirkonnas vdivad mdjutada BMP15 ekspressiooni taset, mis omakorda
mojutab viljakust (Goswami ja Conway, 2005). BMP15 mutatsioone on seostatud nii
primaarse kui sekundaarse amenorrdaga ning on POF-i pdhjuseks kuni 15%-1 naistest

(Persani et al., 2011).
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1.2.44. DACH2

DACH2 (dachshund family transcription factor 2) geen asub regioonis Xq21.3 (POF-i
kriitilises regioonis POF1) ja on oluline raku saatuse madramisel. Bione et al. uurisid Itaalia
POF-i patsiente ja leidsid DACH2 kodeerivast osast viis aminohapet muutvat SNP-i. Neid
SNP-i alleele leidus ka kontrollgrupil, kuid oluliselt vdhem, mistottu jareldati, et iga iiksik
geenivariant POF-i ei pdhjusta, kiill aga on mitme riskialleeliga indiviidi POF-i haigestumise
toendosus suurem (Bione et al., 2004). Lisaks on POF-iga naistel leitud translokatsioon, mis
katkestab DACH2 geeni. DACH2 tipne roll POF-i kujunemisel ei ole teada (Prueitt et al.,
2002).

1.2.5. POF-iga seotud geenid autosoomides

1.251. LHjaLHCGR

Luteiniseeriv hormoon (LH, luteinizing hormone) on heterodimeerne gliikoproteiin, millel on
oluline roll progesterooni ja teiste steroidhormoonide tootmisel ning ootsiiiitide kiipsemisel.
Lisaks on see vajalik ovulatsiooni toimumiseks ja folliikulite luteiniseerimiseks, mis
omakorda pohjustab androgeenide tootmist, mis on substraadiks Ostradiooli siinteesiks
munasarjades. Ebanormaalne LH sekretsioon pohjustab enneaegset ootsiiiitide kiipsemist,
menstruaalhdireid, poliitsiistiliste munasarjade siindroomi, raseduse katkemist ja viljatust

(Jeppesen et al., 2012).

LH B-subiihikut kodeeriv geen paikneb regioonis 19g13.32 ning selles on leitud mitmeid
POF-iga seostatud mutatsioone. Laialdaselt on levinud mutatsioon valgu positsioonis 102,
gliitsiini asendus seriiniga, mille korvalahel on polaarne ja takistab hiidrofoobsete
interaktsioonide teket. Tdendoliselt takistab see LH korrektse konformatsiooni teket ja
normaalset toimimist. See pohjustab viljatust nii meestel kui naistel (Ramanujam et al., 1999;
Ramanujam et al., 2000; Du et al., 2012).

LH retseptori (LHCGR, luteinizing hormone/choriogonadotropin receptor) geen asub
regioonis 2p21. Mutatsioonid selles geenis pOhjustavad retseptori vdiksemat aktiivsust ning

selle tulemuseks on amenorrda ja viljatus (Knauff et al., 2009; Jeppesen et al., 2012).
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1.252. FSHR

FSH koos LH-ga reguleerivad folliikulit timbritsevate teekarakkude Ostradiooli ja
progesterooni tootmist. FSHR (follicle stimulating hormone receptor) geen asub regioonis
2p21. Mutatsioonid FSHR-is vdivad mojutada tema afiinsust FSH-le voi takistada signaaliraja
aktivatsiooni (Sundblad et al., 2004; Piersma et al., 2007).

Hiired, kellel on muteerunud FSHR geen, on steriilsed, sest nende follikulogenees on
blokeeritud. Kui selliste hiirte munasarja siistida FSHR-1 ekspresseerivat adenoviirusvektorit,

taastub nende follikulogenees ja vdime toota dstrogeeni (Ghadami et al., 2010).

Inimestel on FSHR geenis leitud erinevaid mutatsioone, mis on seotud viljatusega. Mitmes
Soome perekonnas leidub iiks konkreetne retsessiivne mutatsioon (C566T — Alal89Val),
mis vihendab oluliselt FSHR vastust FSH-le ning seetdttu primordiaalsete folliikulite areng
peatub (Aittomaki et al., 1995). Seda mutatsiooni on hetkel leitud vaid Soome populatsioonis,
kuid ka mujal maailmas on avastatud FSHR geeni variante, mida on seostatud viljatusega (Pu
etal., 2014).

1.253. ESRljaESR2

Inimese organismis leidub kahte tiiiipi Ostrogeeni retseptoreid: Gstrogeeni retseptor alfa, mille
geen ESR1 (estrogen receptor 1) paikneb regioonis 6025.1, ja dstrogeeni retseptor beeta, mille
geen ESR2 (estrogen receptor 2) paikneb regioonis 14923.2 (Walter et al., 1985; Mosselman
et al.,, 1996). Nendes geenides leiduvaid poliimorfisme on seostatud ebanormaalse
hormoonide tasemega, loomuliku menopausi algusega ja menarhe vanusega (Kolibianakis et
al., 2005; Qin et al., 2012; Liu et al., 2013).

ESR1 geen sisaldab kahte POF-iga seostatud SNP-i, A351G (rs9340799) ja T397C
(rs2234693), ja promootoris paikneb varieeruva pikkusega (TA)-kordus (Syrrou et al., 1999;
Yang et al., 2010; Cordts et al., 2012). Syrrou et al. leidsid, et POF-i patsientidel on
tildpopulatsiooniga vorreldes viga madal (TA)-korduste arv, kuid hiljem néitasid Bretherick
et al. vastupidist korrelatsiooni, kus POF-iga seostati just korget (TA)-korduste arvu (Syrrou
et al., 1999; Bretherick et al., 2008). ESR1 promootor on véga keerulise organisatsiooniga,
sisaldades mitut start-saiti ja alternatiivseid splaiss-saite. (TA)-korduse pikkus v3ib mojutada
alternatiivse promootori kasutamist, mille tulemuseks on sobimatu ESR1 produktsioon osades

kudedes (Bretherick et al., 2008; Yoon et al., 2010).
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1.2.54. INHA

Inhibiinid on dimeersed gliikoproteiinid, mida toodetakse peamiselt gonaadides. Inhibiin A
(INHA) ja B (INHB) on aktiivsed menstruaaltsiikli erinevates faasides. INHA (mille geen
asub regioonis 2q35) tase touseb tsiikli keskel, kui seda toodab preovulatoorne folliikul, ja
uuesti luteaalses faasis, kui seda toodab kollaskeha. INHB (mille geen asub regioonis 2g13)
tase on korge tsiikli keskel. Nende iilesandeks on reguleerida FSH sekretsiooni, et tagada

korrapérane kiipse folliikuli ovulatsioon (Groome et al., 1996; Messinis et al., 2014).

Santoro et al. niitasid, et mutatsioonid INHA geenis pdhjustavad inhibiini tasemele langust,
mis koos korge aktiviin A tasemega pdhjustavad korget FSH taset. See omakorda Kiirendab
munarakkude reservi vdhenemist. Kui FSH tase touseb menopausieelsele tasemele, voib
patsiendil vilja kujuneda POF (Santoro et al., 1999; Cordts et al., 2011). On leitud mitmeid
INHA geeni poliimorfisme, mida on seostatud POF-iga, ja oleks vdimalik kasutada POF-i
geneetilise markerina (Dixit et al., 2004; Rah et al., 2014).

1.2.55. NR5A1l

NR5AL (nuclear receptor subfamily 5, group A, member 1) geen asub regioonis 9933 ja on
vajalik gonaadide arenguks. Granuloosa-spetsiifilised NR5A1 knock-out-hiired on steriilsed,
neil on viahem folliikuleid, puudub kollaskeha ja esinevad hemorraagilised tsiistid. See viitab,
et NRSA1 on munasarjas kindlasti vaja, tdendoliselt Ostrogeeni tootmisel. Seetdttu voivad
mutatsioonid NR5AL geenis tdsiselt hdirida steroidhormoonide siinteesi ning tagajarjena
pohjustada POF-i ja mitmeid teisi suguhormoonide hairetega seotud haigusi (Jeyasuria et al.,
2004; Park et al., 2010).

Mitmed uuringud on leidnud erinevaid NR5A1 mutatsioone, mis pohjustavad naistel POF-i ja
meestel azoospermiat (spermide puudumine ejakulaadis) ja testiste arengu héireid (Camats et
al., 2012; Philibert et al., 2013; Safari et al., 2014). Harrison et al. uurisid perekondliku soo
arengu hdirete, hiipospaadia ja POF-iga patsiente ning leidsid iihes perekonnas
mikrodeletsiooni, mis holmab NR5A1 geeni, mis tdendoliselt pohjustas haigusliku fenotiiiibi
nii mehel kui naisel. Siiski nentisid autorid, et NR5A1 deletsioonid on viga haruldased, kuid
neid tasuks kindlasti uurida, kui fenotiilip ei ole tingitud klassikalistest pohjustest (Harrison et
al., 2013).
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1.2.56. FOXL2

FOXL2 (forkhead box L2) geen asub regioonis 3g23. FOXL2 on vdga konserveerunud
transkriptsioonifaktor ning seda ekspresseeritakse silmalaugudes ja munasarjades.
Mutatsioonid selles geenis pdhjustavad 1 tiilipi blefarofimoos-ptoos-epikantus inversus
stindroomi (BPES) (OMIM 110100), mis lisaks silmahaigustele pdhjustab ka POF-i (Pisarska
et al., 2004).

FOXL2 knock-out-hiirte munasarjades granuloosarakud ei diferentseeru. See viib nende
primordiaalsete folliikulite enneaegsele aktiveerumisele ja pohjustab folliikulite atreesiat
(Schmidt et al., 2004). Kirjeldatud on tile 260 FOXL2 mutatsiooni, millest umbes 100 asuvad
kodeerivas regioonis. BPES kujuneb vélja ka heterosiigootse mutatsiooni korral, kuna selle
ekspressioonitase on ebanormaalne ning see tekitab hdireid granuloosarakkude
diferentseerumises ja folliikulite kiipsemises. Kuigi valdavalt kujuneb POF vilja koos BPES-
ga, on kirjeldatud ka patsiente, kellel on FOXL2-e mutatsioonist pohjustatud POF, kui BPES-i
ei ole (Laissue et al., 2009; Pisarska et al., 2010; Caburet et al., 2012).

1.257. FOXO3

FOXO3 (forkhead box O3) geen asub regioonis 6g21. FOXO3 on transkriptsioonifaktor, mis
ekspresseerub munasarjades ja on oluline selle arengus ja funktsioneerimises (Watkins et al.,
2006). FOXO3 knock-out-hiired on steriilsed. Nende folliikulid, mis sisaldavad munarakku,
aktiveeritakse tunduvalt varem ja laiemalt, kui normaalsetes hiirtes. Kui folliikul
aktiveeritakse, hakkab see kiipsema ning sellel on piiratud eluiga. Seetdttu sureb enamus
munarakke juba vdga varakult dra ja hiirtel tekib POF (Castrillon et al., 2003; Gallardo et al.,
2008). Watkins et al. uurisid FOXO3 geeni POF-iga naistel. Nad leidsid kaks statistiliselt
olulist mutatsiooni (C1262T ja G1517A), mis pohjustavad aminohappe muutust (vastavalt
Ser421Leu ja Arg506His) ja voivad seetdttu olla POF-i kujunemisel olulised (Watkins et al.,
2006).
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1.258. TGFBR3

TGFBR3 (transforming growth factor, beta receptor 3) geen asub regioonis 1p33-32 (Hempel
et al., 2008). TGFP superperekonna valgud (nditeks INHA ja BMP15) osalevad embriio
gonaadide arengus ja follikulogeneesis ning nende funktsionaalset mitmekesisust aitavad
suurendada koretseptorid, nditeks TGFBR3. Kuna missenssmutatsioonid INHA ja BMP15
geenis pohjustavad POF-i, on tdendoline, et ka mutatsioonid nende valkude retseptoris vdivad

seda teha (Dixit et al., 2006; Persani et al., 2011; Rah et al., 2014).

INHA inhibeerib FSH tootmist ja sekretsiooni hiipofiilisist, mis on vajalik munasarjade
normaalseks funktsioneerimiseks. Seetottu, kui INHA aktiivsus on maha surutud, vananevad
follitkulid kiiremini ning voib vélja kujuneda POF (Welt et al., 2005). INHA afiinsus
TGFBR3-le on viga suur vorreldes alternatiivsete retseptoritega ja seetdttu on TGFBR3
aktiviini ja BMP signalisatsiooni mahasurumisel vdga oluline. TGFBR3 knock-out-hiired on
viaga madala elulemusega — ainult 0,3% embriiotest 10ppeb elussiinniga. Need, kes ellu jéid,
olid madalama viljakusega, kuid muidu terved (Stenvers et al., 2003). Ka POF-iga naistelt on
mitmes uuringus leitud TGFBR3 mutatsioone, mistdottu on see kindlasti {iks POF-i
kandidaatgeen (Dixit et al., 2006; Chand et al., 2007; Qin et al., 2011; Qin et al., 2012).

1.2.6. POF-iga seotud metaboolsed hiired

1.2.6.1. Galaktoseemia

Galaktoos-1-fosfaat uridiiiiltransferaasi puudulikkus ehk galaktoseemia (OMIM 230400) on
pohjustatud regioonis 9p13 asuva GALT (galactose-1-phosphate uridylyltransferase) geeni
defektist. Juba imikueas hakkab galaktoos toksilistes kogustes kuhjuma ja see pohjustab
silma-, neeru- ja maksakahjustusi. Kui patsient juba noorena ravi ei saa, tekib tal lisaks ka
intellektipuue (Kaufman et al., 1981). 70-80%-1 galaktoseemiaga naistest kujuneb vélja POF
(Guerrero et al., 2000; Dixit et al., 2010).

Galaktoseemia patsientidel on GALT geenis kirjeldatud iile 150 mutatsiooni. Koige
laialdasemalt on levinud mutatsioon, mis pohjustab GALT valgus GIn188Arg asendust. See
pOhjustab umbes 70% galaktoseemia juhtudest (Guerrero et al., 2000). Elsas et al. uurisid
erinevaid GALT valgu mutatsioone ja leidsid, et just GIn188Arg on homosiigootses olekus

korrelatsioonis nii POF-i esinemise kui ka iildiselt raskema haigusfenotiiiibiga (Elsas et al.,
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1995). Sarnaseid uuringuid on ka hiljem tehtud ning leitud, et ka osadel heterosiigootse
GIn188Arg mutatsiooniga naistest esines POF. Teiste mutatsioonidega galaktoseemia
patsientide seas ei leitud tihtegi POF-i juhtumit (Guerrero et al., 2000; Gubbels et al., 2008).

1.2.6.2.  Gliikosiiiilimise defekt 1a

Gliikosiitilimise defekt la-d (OMIM 212065) pohjustavad regioonis 16p13 asuva PMM2
(phosphomannomutase 2) geeni mutatsioonid. Defektse fosfomannomutaasi tdttu ei saa
mannoos-6-fosfaati konverteerida mannoos-1-fosfaadiks ning selle kuhjumisel tekivad
neuroloogilised probleemid, niiteks tasakaaluhdired, hiiperrefleksia, madal vererdhk ja
epilepsia, intellektipuue, raskematel juhtudel suudavad patsiendid liikuda ainult ratastoolis v3i
on voodihaiged. Tegemist on vdga raske haigusega, mida on viliselt kerge &ra tunda
diismorfse ndo ja korvade, selgrookoveruse ja puudulike motoorsete oskuste jirgi. Esimese
eluaasta jooksul on suremus 20% ning haigust hetkel ravida ei osata (Bjursell et al., 1997;
Kjaergaard et al., 2001).

Kuna haigus avaldub enamasti juba enne esimest eluaastat, tehakse enamus uuringuid laste
kohta. Kuid siiski on mdned tehtud ka tdiskasvanutega ning on leitud, et kodigil naistel, kellel
on glikkostiilimise defekt 1a, kujunes valja POF, vilja arvatud iihel 28-aastasel naisel, kellel
uuringu hetkel oli veel normaalne menstruaaltsiikkel. Haigusest mojutatud meeste viljakus on
normaalne. POF-i tekkimise molekulaarne mehhanism ei ole teada (Stibler et al., 1994;
Kjaergaard et al., 2001; Perez-Duenas et al., 2009; Monin et al., 2014).

1.2.6.3.  17-alfahiidroksiilaasi defitsiit

17-alfahiidroksiilaasi defitsiit (17OHD, 17-hydroxylase deficiency, OMIM 202110) on
pohjustatud regioonis 10924.3 asuva CYP17Al (cytochrome P450, family 17, subfamily A,
polypeptide 1) geeni mutatsioonidest. Kui organismis on 17-alfahiidroskiilaas puudulik, ei saa
17-alfahiidroksiiprogesterooni konverteerida 11-desoksiikortisooliks ega androsteendiooniks,
mis on prekursoriteks kortisooli, androstenediooni, testosterooni ja Ostrogeenide siinteesile
(Yanase, 1995). Haiguse siimptomiteks on kdorge vererohk, kaaliumivaegus, primaarne

amenorroa ja sekundaarsete sugutunnuste arengupeetus (Marsh ja Auchus, 2014).
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Kirjeldatud on tile 100 CYP17Al mutatsiooni geeni erinevates asukohtades. Kergemate
mutatsioonide puhul séilib ensiitimi aktiivsus kuni 40% ulatuses, kuid enamuse puhul ei suuda
see enam lildse kataliiiisi 14bi viia. Selle tulemusena ei siinteesita organismis enam androgeene
ega Ostrogeene ning sekundaarsed sugutunnused jddvad nii naistel kui meestel téiesti vélja
arenemata. Osalise 170HD puhul toimub kiill moningane sugutunnuste areng, kuid naistel
esineb siiski primaarne voi sekundaarne amenorréa (Miura et al., 1996; Taniyama et al.,
2005; Marsh ja Auchus, 2014). Kuigi 170HD patsientide organism ise suguhormoone ei
stinteesi, on nende gonaadid siiski tundlikud eksogeensetele hormoonidele. Siiani on olnud
tiks juhtum, kus osalise 170HD-ga naisele tehti in vitro viljastamine (IVF, in vitro
fertilization) koos hormoonraviga raseduse sdilitamiseks ning ta siinnitas elusad kolmikud.

Rohkem elussiinde 170HD patsientidel raporteeritud ei ole (Levran et al., 2003).

1.2.6.4. Aromataasi defitsiit

Aromataasi geen CYP19A1 (cytochrome P450, family 19, subfamily A, polypeptide 1) paikneb
regioonis 15g21.1. Aromataas asub samuti suguhormoonide siinteesi rajas, kuid tema
funktsiooniks on androgeenide aromatiseerimine, mille tulemuseks on Ostrogeenid ja

progesteroonid (Morishima et al., 1995).

Aromataasi mutatsioonide korral ostrogeene ei toodeta ning see hiirib tugevalt naiste véliste
sugutunnuste arengut. Siindides on nad tihti ebaselgete suguorganitega. Juba varajases
lapsepdlves tekivad neil munasarjade tsiistid, mis takistavad tulevikus ovulatsiooni. Enamusel
patsientidest ei arene puberteedieas vilja sekundaarseid sugutunnuseid ega toimu ka menarhe.
Liigsetest androgeenidest tingituna tekib tihti akne ja hirsutism. Eksogeensete dstrogeenidega
on voimalik siimptomeid leevendada ning osadel juhtudel tekib ka menstruaaltsiikkel.
Meespatsientidel esinevad kergemad siimptomid, néiteks vdhenenud spremide produktsioon
voi viikesed ja laskumata testised (Morishima et al., 1995; Verma et al., 2012; Cox ja Liu,
2014; Marino et al., 2015).

1.2.7. POF-iga seotud autoimmuunhaigused

POF-i juhtumitest 10-55% saab erinevate uuringute andmetel seostada autoimmuun-

haigustega, nendest tavalisemad on krooniline kilpniddrmepdletik, kilpnddrme alatalitlus,
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korvalkilpnddrme alatalitlus, Addisoni tobi, tiitip I diabeet, kuiva silma siindroom, miiasteenia
(myasthenia gravis), reumatoidne artriit, siisteemne eriitematoosne luupus ja kaasasiindinud

hiipotiireoos (Hoek et al., 1997; Goswami ja Conway, 2005; link 1).

Kilpnddrmehaiguseid on seostatud menstruaalhdirete ja raseduse katkemisega (Poppe ja
Glinoer, 2003; Abalovich et al., 2007). Kilpndarme hormoonid mdjutavad otseselt LH ja FSH
biosiinteesi ja selle kaudu granuloosarakke, kollaskeha ja ootsiiiite, mistottu kilpnidérme
tiletalitlus pohjustab ovulatoorseid héireid (Bals-Pratsch et al., 1997; Cecconi et al., 1999).
Kilpnddrme alatalitltus vOib munasarju modjutada kaudselt, kuna see vidhendab
suguhormoonide sidumisaktiivsust, suurendab prolaktiinide taset ja aeglustab LH vastust
gonadotropiini vabastavale hormoonile (GnRH) (Cecconi et al., 1999; Col et al., 2004).
Kilpnddrme hormoonide retseptoreid on leitud inimese ootsiiiitides, kus nad koos LH ja FSH-
ga stimuleerivad granuloosarakkude funktsioone (nditeks progesterooni tootmist) ja
trofoblastide diferentseerumist (Wakim et al., 1993).

15-20% kilpnddrmehaigustest on pohjustatud defektidest kilpndirme hormoonide
slinteesiradades (Knobel ja Medeiros-Neto, 2003). Koige tihedamini pdhjustavad neid
mutatsioonid TPO (thyroid peroxidase) geenis, aga ka SLC26A4 (solute carrier family 26,
member 4), TG (thyroglobulin) ja TSHR (thyroid stimulating hormone receptor) geenides
(Niu et al., 2002; Dossena et al., 2011). TPO geen paikneb regioonis 2p25 (Endo et al.,
1995). TPO Kkataliilisib tiiroglobuliini tiirosiini jddgi reaktsiooni joodiga, mille tagajirjel
tekivad kilpnddarme hormoonid (Ruf ja Carayon, 2006). Mutatsioonid selles geenis
pohjustavad tdielikku joodi organifikatsiooni defekti, mille puhul iile 80% kilpndarmes
olevast joodist ei suudeta siduda kilpnddrme hormoonidega (Niu et al., 2002; Wu et al., 2002;
Neves et al., 2010). Kirjeldatud on iile 60 TPO mutatsiooni, millest enamus on retsessiivse
loomuga (Ris-Stalpers ja Bikker, 2010).

Lisaks on kirjeldatud autoantikehade tekkimist teekarakkude vastu. Kui immuunsiisteem
hakkab hédvitama teekarakke, tekib munasarjapoletik, millega kaasneb inhibiinide
kontsentratsiooni tdus. Inhibiinide ebanormaalne tase mdjutab ka FSH-d, mis omakorda
reguleerib dstradiooli ja progesterooni tootmist. Seega voib teekarakkude riindamine oluliselt

takistada folliikulite kiipsemist ja menstruaaltsiikli regulatsiooni (La Marca et al., 2010).
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1.2.8. POF-iga seotud viirushaigused

Viirushaigustest on POF-iga otseselt seostatud mumpsi ning AIDS-i. Mumpsiga kaasneb
umbes 5%-1 naistest munasarjapoletik, mille tagajirjeks on tihti viljatus (Senanayake, 2008).
AIDS-i puhul ei ole kindlalt teada, kas POF-i pdhjustab haigus ise voi selle vastased ravimid.
Ohl et al. uurisid 78 HIV-positiivset POF-iga naist ning leidsid, et 63%-1 neist on vdhenenud
antraalsete folliikulite hulk ja ebanormaalselt korge INHB (57%), FSH (36%) ja anti-Miilleri
hormooni (23%) tase. Hormonaalseid muutusi on vo&imalik detekteerida enne POF-i
véljakujunemist, mistottu tuleks neid naisi pidevalt jilgida, et nad saaksid vajadusel

hormoonasendusravi (Ohl et al., 2010).

1.2.9. latrogeensed POF-i pohjused

Paljudel juhtudel voib POF-i pohjustada kasvajate ravi, eriti keemia- ja Kiiritusravi. Kuna
vihiravimid on suunatud peatama mitmeid rakuprotsesse ja rakkude proliferatsiooni, voivad
nad lisaks pohjustada folliikulite apoptoosi. Kdige rohkem saavad kahjustada juba kiipsed
folliikulid (Clowse et al., 2009). Vinca alkaloidid, antratsiikliin ja antimetaboliidid on véikese
toksilisusega, kuid alkiileerivad ained tekitavad DNA-sse kaheahelalisi katkeid ning on
seetottu vdga ohtlikud. Need ained pdhjustavad POF-i umbes 40%-1 keemiaravi saanud
naistest ning POF-i tekkimise risk tduseb koos vanusega (Oktem ja Oktay, 2007; Fleischer et
al., 2011; Soleimani et al., 2011; Bedoschi et al., 2013). Kuna noorematel patsientidel on suur
primordiaalsete folliikulite reserv, siis nende menstruaaltsiikkel taastub tavaliselt 3-6 kuuga,

kuid see ei garanteeri viljastumisvdimelisust (Letourneau et al., 2012).

Otsene kiiritus vaagnapiirkonnale pdhjustab samuti follitkulite atreesiat. Ka kaitsevahenditega
on POF-i keeruline ennetada, sest munasarjad on kiiritusele ddrmiselt tundlikud. Mdnikord
liigutatakse munasarju kirurgiliselt vaagnapiirkonnast eemale, et neid kiirituse eest Kaitsta,
kuid viljakuse taastamiseks on vaja mitmeid abistavaid protseduure (Loren et al., 2013; Cox
ja Liu, 2014). Ka muud vaagnapiirkonna operatsioonid, mis ei ole vihiga seotud, vdivad
pohjustada poletikke ja hdirida munasarjade verevarustust. Selle tagajirjel voib vélja kujuneda
ajutine amenorrdoa voi POF (Amato ja Roberts, 2001; Ebrahimi ja Akbari Asbagh, 2011,
Wang et al., 2015).
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1.2.10. Elustiiliga seotud POF-i pohjused

Lisaks geneetilistele ja haiguslikele pohjustele voib POF-i tekkida tingituna naise eluviisidest.
On tehtud hulgaliselt uuringuid hindamaks kehakaalu, kehamassiindeksi (KMI), suitsetamise
ja alkoholi tarbimise md&ju naise viljakusele, kuid nende tulemused on omavahel

vastuolulised.

Mitmed uuringud leidsid, et suitsetamine pdhjustab munasarjade kiiremat vananemist ja
varasemat menopausi (Harlow ja Signorello, 2000; Chang et al., 2007). Lisaks on suitsetamist
seotud ka korgenenud FSH tasemega (Cramer et al., 2002; Kinney et al., 2007) ja madala
Ostrogeeni tasemega (Westhoff et al., 1996). Kolm teadlaste rithma uurisid seost suitsetamise
ja INHB taseme vahel. Kaks neist ei leidnud seost (Freeman et al., 2005; Kinney et al., 2007),
kuid kolmas néitas et suitsetajate INHB tase on madalam, mis viitab langenud viljakusele

(Lambert-Messerlian ja Harlow, 2006).

Alkoholi tarbimist on scostatud kdrgenenud Ostrogeeni tasemega (Muti et al., 1998) ja
hilisema menopausi vanusega (Kinney et al., 2006). Osad uuringud aga ei leia seost alkoholi

tarbimise ja munasarjade vananemise vahel (Kinney et al., 2007).

Kofeiini tarbimise puhul on samuti leitud seos korgenenud Ostrogeeni tasemega (Lucero et
al., 2001). Samas on teised uuringud kofeiini tarbimist seostanud just viljatusega (Hatch ja

Bracken, 1993; Curtis et al., 1997) ning moned ei leia mingit seost (Kinney et al., 2007).

Lisaks tarbimisharjumustele puutuvad naised igapédevaselt kokku ka selliste ohtlike
kemikaalidega, mida on keeruline véltida. Hinnanguliselt on tldlevinud tile 50 keemilise
tihendi, mis vdivad kahjustada reproduktiivsust, nditeks lipiidides lahustuvad molekulid, mis
pédsevad labi rakuseina ja voivad seonduda steroidhormoonide retseptoritega ning aktiveerida
vOoi  maha suruda modne geeni ekspressiooni. Selline aine on  niiteks
diklorodifentiiiltrikloroetaan, mida kasutatakse laialdaselt kodudes putukatdrjeks ja osades
riikides ka pdllumajanduses. Organismi sattudes seondub see Ostrogeeni retseptorile ja kutsub
esile bioloogilise vastuse, vaatamata sellele, et selle kuju on 6strogeenist véga erinev. Sellised
ithendeid leidub lisaks putukamiirkidele ka plastikus, lahustites, to0stuslikes jadkproduktides
ja ravimites. On ndidatud, et Ostrogeensete iithendite mojul voib naistel tekkida rinnavihk,

varajane menarhe ja enneaegne menopaus (Sharara et al., 1998; Wang et al., 2015).

Peale selle on leitud veel POF-i seost haridusega. Pikema haridusteega naistel esineb POF-i
rohkem, kuid see seos voib olla pdhjustatud sellest, et nad raporteerivad seda oma arstile

tihemini. Samuti on leitud seos raseduste arvu ja POF-i vahel. Mida rohkem on naine
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siinnitanud, seda viiksem on tal POF-i esinemise tOendosus. Veel on tdheldatud, et
ebaregulaarse menstruaaltsiikliga naistel on suurem POF-i risk (Testa et al., 2001; Yasui et
al., 2012).

1.3. POF-I TAGAJARJED

1.3.1. Munasarjade vananemise hindamine

Kuigi munarakkude reservi saab tdpsemini hinnata alles viljakuse 10puperioodil, vdimaldavad
ultraheli ja endokriinsed markerid hinnata folliikulite arvu pikema perioodi jooksul. 25-40-
aastastel naistel on pidevalt kiipsemas 20-150 varajast folliikulit (diameeter 0,05-2,00 mm),
kuid need on liiga viikesed, et neid tavaliste meetoditega loendada. Ainult vdikene osa neist
areneb terveteks antraalseteks folliikuliteks, mis reageerivad hasti FSH-le. Visuaalselt saab
hinnata alles 2-10 mm diameetriga vedelikuga tdidetud folliikulite hulka transvaginaalse
sonograafia abil (Ruess et al., 1996; Committee on Gynecologic Practice, 2015). Mitmed
histoloogilised wuuringud on ndidanud, et antraalsete folliikulite arv korreleerub
primordiaalsete folliikulite arvuga munasarjas (Scheffer et al., 2002; Hansen et al., 2003;
Bancsi et al., 2004). Siiski tuleb arvestada, et iile poole transvaginaalse sonograafia abil
detekteeritud antraalsetest follitkulitest hukuvad atreesia kdigus ning nende kvaliteeti ei saa
ultraheli kdigus hinnata. Seetottu on munasarjade stimuleerimine eksogeensete
gonadotropiinidega ainuke meetod hindamaks FSH-le tundlike folliikulite hulka (Hendriks et
al., 2005).

Endokriinsetest markeritest on munasarjade reservi hindamiseks kasutusel INHB ja anti-
Miilleri hormoon (AMH). INHB-d sekreteeritakse granuloosarakkudes follikulaarse faasi ajal
(Groome et al., 1996). Arvati, et INHB tase voimaldab otseselt hinnata munarakkude reservi,
kuna seda toodavad FSH-le tundlikud antraalsed foliikulid. Kdrgenenud FSH tase ja madalam
ootsiilitide kvaliteet pShjustavad INHB sekretsiooni langust (Hall et al., 1999). Uuemad
uuringud panevad selle kahtluse alla ja pakuvad vélja, et INHB on kiill hea marker
munasarjade aktiivsuse méadramiseks, kuid mitte munarakkude reservi hindamiseks. Siiski on
ndidatud, et viljaka perioodi 16pus toimub INHB taseme jérsk langus, mis viitab menopausi
lahenemisele (Scheffer et al., 2003; van Rooij et al., 2005; Committee on Gynecologic
Practice, 2015).
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AMH-d produtseerivad ekslusiivselt ainult preantraalsed granuloosarakud ja viikesed
antraalsed folliikulid (Vigier et al., 1984). AMH produktsioon algab primordiaalse folliikuli
arenemisega primaarseks ning 10ppeb keskantraalses etapis, kui folliikuli diameeter on 2-6mm
(Weenen et al., 2004). IVF andmed néitavad, et seerumi AMH on eelistatult sekreteeritud
véikeste antraalsete folliikulite poolt ning nende arv on otseselt seotud primordiaalsete
follikulite hulgaga (Catteau-Jonard et al., 2007). Vananedes antraalsete folliikulite arv
vaheneb ja AMH tase langeb, muutudes menopausile ldhenedes madalamaks (van Rooij et al.,
2005; Sowers et al., 2008). POF-iga naistel aitab AMH taseme modtmine hinnata
munarakkude reservi suurust ning seda soltumata menstruaaltsiikli faasist (La Marca et al.,

2007; Knauff et al., 2009; Committee on Gynecologic Practice, 2015).

1.3.2. POF-i diagnoosimine

Kéesolevaks ajaks ei ole tuvastatud kindlaid biomarkereid ega siimptomeid, mille abil
médrata POF-i tekkimise vanust. Patsientidel v3ib menstruaaltsiiklite vaheline aeg nii
pikeneda kui liiheneda, lisaks vdivad esineda oligoamenorrda ja diisfunktsionaalne emaka
verejooks. Patsientidel voivad Ostrogeenide defitsiidist tingituna tekkida vasomotoorsed
stimptomid, meeleolukdikumised, vaginaalne atroofia, osteoporoos, kardiovaskulaarsed ja

neurokognitiivsed hdired (McKinlay et al., 1992; Goswami ja Conway, 2005).

POF-i diagnoosimiseks ei ole vdga hdid kriteeriumeid. Soovituslik on {ile vaadata kogu
patsiendi haiguslugu ning sooritada fiiiisiline {ilevaatus, et vilistada teisi amenorrda
pohjuseid, néiteks rasedus, poliitsiistiliste munasarjade siindroom, diabeet, gluteenitalumatus,
viga madal vai vdga kdrge KMI, hiipotaalamuse ja ajuripatsi haigused, hiiperprolaktineemia,
kilpndarme ala- vo1 liletalitlus. Samuti tuleks uurida, kas perekonnas on eelnevalt esinenud
enneaegset menopausi, kas patsiendile on tehtud vaagnapiirkonnas 16ikusi voi ta on saanud
keemia- voi kiiritusravi (Nelson, 2009; Rafique et al., 2012). Fiiiisilise iilevaatuse kdigus voib
teha transvaginaalse ultraheliuuringu. Kui munasarjad on normaalse suurusega ja antraalsete
folliikulite hulk on suur, ei ole POF eriti tdendoline (Parker et al., 2009; Rebar, 2009;
Committee on Gynecologic Practice, 2015).

Naistel, kellel on vdhemalt neli kuud kestnud amenorrda, miiratakse seerumi FSH ja
Ostradiooli tase. Kui FSH on korgenenud (iile 40 IU/1), korratakse testi kuu aja parast. Kui
FSH on ikka korgenenud ning Ostradiooli tase on samuti korge (>50 pg/ml), on

hormoonasendusravi abil vdimalik ovulatsioon taastada. Kui aga ostradiooli tase on madal,
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diagnoositakse POF ja sellega kaasnevat viljatust reeglina ravida ei saa (Nelson, 2009; Cox ja
Liu, 2014).

1.4. POF-1 RAVI

POF-i diagnoosiga naised peaksid saama mitmekiilgset ravi. See hdlmab hormoon-
asendusravi, raseduse ennetamist, psithholoogilist tuge ja iga-aastast skriiningut, et hinnata

kilpnddrme ja neerupealiste tegevust (Cox ja Liu, 2014).

1.4.1. Hormoonasendusravi

Hormoonasendusravi on soovituslik nendele POF-i patsientidele, kellel esineb menopausist
tingitud siimptomeid. Patsiendid votavad suukaudselt hormoonpreparaate, mis matkivad
loomuliku menstruaaltsiikli hormonaalseid tasemeid (Rebar, 2009; Rivera et al., 2009; Seifer
et al., 2009). Kuigi ei ole tehtud Kliinilisi katsetusi hindamaks optimaalset hormoon-
asendusravi kestust, soovitatakse iildiselt jitkata 51. eluaastani, mis on loomuliku menopausi
keskmine vanus (Parker et al., 2009). Ravi on tildiselt madala riskiga, kuid kui patsiendile on
see vastundidustatud, soovitatakse talle kehalist liikumist, D-vitamiini ja kaltsiumi tarbimist ja

alkoholi ning tubaka viltimist, et viltida luude hdrenemist (Cox ja Liu, 2014).

1.4.2. Viljatuse ravi

Kuigi naisele on pandud POF-i diagnoos, voib ovulatsioon siiski aeg-ajalt toimuda ning 3-
10% POF-iga naistest suudavad rasestuda (Bidet et al., 2008; Bidet et al., 2011). Naised, kes
seda ei soovi, peavad sellest teadlikud olema ja kasutama rasestumisvastaseid vahendeid. Kui
patsiendile on miiratud hormoonasendusravi, tuleks kasutada mittehormonaalseid vahendeid

(Cox ja Liu, 2014).

POF-tekkelist viljatust reeglina ravida ei saa ning POF-i vilja kujunemist ette ennustada ei
osata. Seetottu on naistel, kelle perekonnas on esinenud POF-i, soovituslik kiia
perekonnandustaja juures ja vOimalusel koguda ja siilitada ootsiilite hilisemaks kasutamiseks

(Shelling, 2010). latrogeense POF-i puhul on osadel juhtudel patsiendil enne keemia- voi
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Kiiritusravi saamist voimalik munarakke, embriioid vOi munasarjakude kiilmutada voi
viljakust sdilitada munasarja aktiivsuse allasurumisega ravi ajaks. Tuleb arvestada, et
munasarjade stimulatsioon ja ootsiilitide korjamine vdtavad aega vdhemalt kaks nédalat,
mistottu tuleb enne kindlasti konsulteerida patsiendi onkoloogiga (Pfeifer et al., 2013).
Praegu on koige efektiivsemaks meetodiks viia 1dbi IVF doonori ootsiilitidega, millel on 30-
40% elussiinni toendosus. Voib koguda ka patsiendi ootsiilite ning neid voi embriioid
hiljemaks kasutamiseks kiilmutada, kuid sel juhul on elussiinni tdendosus viiksem. Pohjuseks
voib olla nii kiilmakahjustus kui ka POF-i patsiendi munarakkude halvem kvaliteet (Shelling,
2010; Cox ja Liu, 2014).

Patsientidel, kellel ei ole voimalik vihiraviga viivitada, ja lastel, kellel ei ole menstruatsioonid
veel alanud, on praegu ainsaks vdimaluseks munasarjakoe kiilmutamine. See meetod on
eksperimentaaljdrgus, sest praeguste tehnoloogiatega on ootsiitistide ellujdamus véike ning on
oht, et koos munasarjakoega satuvad kehasse tagasi ka vahirakud (Dunn ja Fox, 2009; Loren
etal., 2013).

Munasarjade aktiivsust voib alla suruda gonadotropiini vabastava hormooni agonistidega
(GnRHa). Huvi selle meetodi vastu tekkis siis, kui pandi tdhele, et puhkeolekus folliikulite
ootsiilidid on keemiaravile vastupidavamad kui kasvavate folliikulite ootsiitidid. Hiirte puhul
on see teooria paika pidanud (Glode et al., 1981), kuid inimeste puhul on arvamused
vastuolulised. Esiteks ei ekspresseeri primordiaalsed folliikulid FSH ega LH retseptoreid,
mistottu on nende aktivatsioon GNRH-st soltumatu (Oktay et al., 2007). Teiseks ei suuda
GnRHa tekitada piisavalt madala Ostrogeeni tasemega olukorda, et munasarju ravimite eest
piisavalt kaitsta (Waxman et al., 1987). Kolmandaks ei ole teada, kas inimese primordiaalsed
folliikulid ekspresseerivad GnRH retseptorit, kiill aga on neid leitud paljudelt
kasvajarakkudelt. See vdib inhibeerida kasvajarakkude apoptoosi ja seega vihendada
keemiaravi efektiivsust (Leung et al., 2003; Cheng ja Leung, 2005). Hetkel ei ole GnRHa ravi
viljakuse séilitamiseks soovituslik, kuid ei saa vilistada, et uute avastustega ei saaks seda

modifitseerida ja siiski kasutusele votta (Bedoschi et al., 2013; Loren et al., 2013).

1.4.3. Psiihholoogiline noustamine

Lisaks fiisioloogilistele haigustele kogevad POF-i patsiendid psiihholoogilisi probleeme.
POF-i diagnoos voib naistes tekitada viha, depressiooni, drevust ja kurbust, eriti kui paaril ei

ole veel lapsi. Neile tuleks pakkuda ndustamist viljatuse, enesepildi ja seksuaalsuse osas.
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Patsient voib kasu saada nii eraviisilisest psithholoogi ndustamisest kui ka tugiriithmadest (van

der Stege et al., 2008; Shelling, 2010).

1.5. DNA KOOPIAARVU VARIATSIOONID JA POF

1.5.1. DNA Koopiaarvu variatsioonide uurimine

DNA koopiaarvu variatsiooniks (CNV, copy-number variation) nimetatakse deletsiooni voi
duplikatsiooni, mis on suurem kui 1 kb (Feuk et al., 2006). CNV-de peamised tekke-
mehhanismid on mittealleelne homoloogiline rekombinatsioon, mittehomoloogiline DNA
otste liitmine, tandemkorduste arvu varieerumine, transponeeruvate elementide ja
pseudogeenide transpositsioon, matriitsi timberliilitamise vead ning replikatsioonikompleksi
libisemine (Connolly et al., 2014). Olenevalt CNV-de asukohast ja suurusest vdivad nad
pohjustada mitmeid haiguseid. Eriti suure tdendosusega pohjustavad haigust deletsioonid ja
duplikatsioonid, milles asuvad doositundlikud geenid. Selliste geenide ekspressioonitase
sOltub nende koopiaarvust genoomis ning liiga kdrge voi madal ekspressioon voib pohjustada
kliinilist fenotiilipi. Probleeme voib tekitada ka see, kui CNV katkestab mdnda geeni ja selle
tulemusena geeni produkti funktsioon muutub voi kaob. Lisaks vdib CNV katkestada voi
modifitseerida geenide regulatoorseid alasid, mis samuti geeniekspressiooni taset mojutavad.
Submikroskoopilisel tasandil on CNV-sid voimalik leida DNA mikrokiipidega (Cooper et al.,
2011). Mikrokiibid on laialt kasutust leidnud ka iilegenoomsetes assotsiatsiooni-uuringutes
(GWAS, genome-wide association studies), mille abil on leitud mitmeid POF-i
kandidaatpiirkondi (Stolk et al., 2012; Perry et al., 2013). Neid meetodeid kasutatakse tihti
just  komplekshaigustele  (nditeks intellektipuue ja  kaasasiindinud anomaaliad)
kandidaatgeenide leidmiseks (Miller et al., 2010; Cooper et al., 2011).

Leitud CNV-de kliinilise tdhenduse tdlgendamisel ei tohi olla liiga rutakas. Patsiendilt leitud
CNV-sid tuleb vorrelda ildpopulatsiooniga — kui konkreetne CNV esineb laialdaselt
tildpopulatsioonis, siis tdenéoliselt ei ole see patoloogiline (Pinto et al., 2007; Shaikh et al.,
2009). Lisaks voiks analiiiisida patsiendi vanemaid, et teada saada, millised CNV-d on péritud
ja millised de novo tekkinud. Tervetelt vanematelt paritud CNV-d on tdendoliselt kahjutud ja
de novo tekkinud CNV-d pohjustavad haigust sagemini kui péritud CNV-d (Vulto-van
Silfhout et al., 2013). Tuleks uurida, kas sarnaste fenotiilipidega patsientidel on samades
piirkondades CNV-sid ning kui suures osas need kattuvad. Usaldusvdidrsed andmebaasid
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patsientide kromosomaalsete ja fenotiilibi andmetega on niditeks DECIPHER (Firth et al.,
2009; link 2) ja ECARUCA (Feenstra et al., 2006; link 3). Koige informatiivsem on
toendoliselt CNV geenisisalduse uurimine — kui palju on antud piirkonnas geene, kas nad on
doositundlikud, kas nad on mone haigusega seotud, mis on nende funktsioon ning millistes

kudedes on nad ekspresseeritud (Vulto-van Silfhout et al., 2013).

Vulto-van Silfhout et al. tegid suuremahulise uuringu, kus SNP-kiibiga analiiiisiti tile 5500
indiviidi. Haruldasi CNV-sid leiti umbes neljandikult ning 17%-1 neist oli rohkem kui ks
CNV. Deletsioone ja duplikatsioone leiti peaacgu vordselt. CNV-de suurused varieerusid 5
kb-st kuni 150 Mb-ni, mediaan 1,0 Mb. De novo tekkinud CNV-d moodustasid koikidest
CNV-dest umbes 40% ja olid tunduvalt suuremad kui péritud CNV-d (mediaanid vastavalt
2,6 Mb ja 0,5 Mb). De novo tekkinud CNV-dest klassifitseeriti kahjututeks 18% ning péritud
CNV-dest 43%. Koige tihedamalt leiti CNV-sid telomeeride ldhedusest ja piirkondadest, kus

toimub sagedasti mittehomoloogiline rekombinatsioon (Vulto-van Silfhout et al., 2013).

Uks CNV sisaldas keskmiselt seitset ENSEMBL geeni, kusjuures de novo tekkinud CNV-des
oli rohkem geene kui piritud CNV-des (mediaanid vastavalt 24 ja 3), mida vdis eeldada ka
nende suuruste erinevustest. Lisaks oli de novo CNV-des ka geenide tihedus natuke suurem
(8,0 geeni/Mb vs 6,6 geeni/Mb, p<0,001) (Vulto-van Silfhout et al., 2013).

1.5.2. POF-iga seostatud DNA koopiaarvu variatsioonid

POF-i patsientide CNV-sid on eelnevalt uuritud, kui enamus neist on teostatud madala
resolutsiooniga platvormidel (voimalik tuvastada CNV-sid suurusega vahemalt 0,7 Mb) voi
vaadelnud ainult X-kromosoomi (Aboura et al., 2009; Ledig et al., 2010; Knauff et al., 2011).
Korge resolutsiooniga (voimalik tuvastada CNV-sid suurusega vdhemalt 50 kb) on siiani
tehtud kolm uuringut. McGuire et al. analiiiisisid 88 POF-iga naise CNV-sid Illumina
HumanCNV370-Duo DNA Analysis BeadChip-ga (lllumina Inc., San Diego, CA, USA) ja
leidsid 50 duplikatsiooni ja 148 deletsiooni suurusega 0,1 Mb kuni 3,4 Mb, millest 24 olid
eelnevalt kirjeldamata (McGuire et al., 2011). Norling et al. uurisid 26 POF-iga naise CNV-
sid kohandatud Oxford Gene Technology aCGH-kiipidega (OGT, UK) ning leidsid kiimme
uut POF-i kandidaatpiirkonda (Norling et al., 2014).

Tsuiko et al. analiiiisisid Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu geenidoonoreid, kes olid

raporteerinud menopausi enne 40. eluaastat. Kuna nendel naistel ei ole mdddetud FSH
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tasemeid ning arst ei ole neile POF-i diagnoosi pannud, siis jdeti uuringust vélja naised, kes
vastasid jirgnevatele tingimustele: ebanormaalne kariiotiilip (Turneri stindroom, 46,XY,
47 XXX), KMI iile 30kg/m% giinekoloogilised operatsioonid voi ravimite tarbimine, mis
voivad pohjustada amenorréad. Kokku analiiiisiti 301 naise CNV-sid HumanOmniEXxpress
BeadChip ja HumanCoreExome BeadChip-ga (Illumina Inc.) ning leiti 15 POF-i kandidaat-

piirkonda, millest 12 olid eelnevalt kirjeldamata (TSuiko et al., avaldamata materjalid).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. TOO EESMARGID

Kiesoleva to6 peamiseks eesmérgiks on kromosomaalse mikrokiibianaliiiisi abil tuvastada
Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu (TU EGV) naisdoonoritel POF-iga seotud koopiaarvu

variatsioone ning nendes piirkondades asuvaid POF-i kandidaatgeene.
Uldine t66skeem (joonis 1):

e Geenidoonorite selektsioon menopausi vanuse jargi

e Mikrokiibianaliiiis doonorite DNA-ga

e CNV-de tuvastamine

e CNV-de kliinilise olulisuse hindamine ja kandidaatgeenide tuvastamine

e Kiliiniliselt oluliste CNV-de kinnitamine

Selektsioon Proovid
geenidoonoritelt
Genotﬁiseerimine
Tolgendamine — = . PennCNV
— = == QuantiSNP

Tuvastatud CNV-d

. !

K!iiniliselt' Kinnitamine Vordlus
olulised CNV-d qPCR-iga ildpopulatsiooniga

Joonis 1. Uldine téoskeem. Valitud geenidoonorite DNA genotiipiseeritakse, leitakse ja
tolgendatakse CNV-d. Kliiniliselt olulised CNV-d kinnitatakse ning vdrreldakse

tildpopulatsiooniga.
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2.2. MATERJALID JA MEETODID

2.2.1. Valim

Kiesoleva t66 valimiks on 34 TU EGV naissoost doonorit, kes on ise endal raporteerinud
enneaegse sekundaarse amenorrda enne 40. eluaastat (kaasa arvatud). Uuritavate keskmine (%
standardhilve) vanus oli 55,8+14,0 aastat ning neil algas menopaus keskmiselt 36,1+5,3 aasta
vanuselt. Menarhe ehk esimese menstruatsiooni vanus oli valimis keskmiselt 13,7+1,7 aastat,

mis teeb viljaka ea pikkuseks 22,4+5,5 aastat.

Vihemalt iiks rasedus on olnud 28 uuritaval 34-st, neist esimene 21,4+3,1 aasta vanuselt ja
keskmiselt 3,2+2,4 rasedust on raporteeritud valimis iihe naise kohta. KMI oli uuritavatel
keskmiselt 39,5+6,7 kg/m? ja kdik uuritavad olid iilekaalulised (KMI >25). Samuti oli
uuritavate keskmine v006- ja puusaimbermdodtude suhe 0,90+0,08, mis viitab suurele
tilekaaluliste naiste osakaalule valimis (lilekaalule viitab >0,85). Uuringu hetkeks oli
amenorroa kestnud keskmiselt 19,7+13,4 aastat. Uuritavate fenotiilibid on kokkuvdtlikult

toodud lisas 1.

Antud valim oli osa suuremast projektist, mille eesmérgiks oli uurida POF-iga seotud
piirkondi ja geene TU EGV geenidoonoritel. Kiesolevas t66s uuritavad 34 indiviidi jieti
esialgsest uuringust vélja nende iilekaalu tottu, mis on oluline POF-i riskitegur, kuid samas
pole siiski vélistatud, et nende viljatuse taga on geneetiline pdhjus. Samuti tuleb meeles
pidada, et TU EGV geenidoonorite kohta on kasutada informatsioon, mida nad on
andmekogumisel toimunud arstivisiidi kdigus geenivaramu kiisimustikus enda kohta
retrospektiivselt raporteerinud. Seetdttu ei ole teada nende hormonaalseid tasemeid ega muid
néitajaid menopausi tekke ajal, mis voiksid antud uuringu seisukohalt olulised olla. Teisalt on
geenivaramu doonoreid hea kasutada, sest sealt on kiiresti kéttesaadav védga suur hulk
indiviide, kelle kliiniline kogumine vataks aega kuid vai isegi aastaid (Haller-Kikkatalo et al.,
2015).

2.2.2. Mikrokiibianaliiis

CNV-de detekteerimiseks teostati valimi naistel iilegenoomne mikrokiibianaliiiis

HumanOmniExpress BeadChip (7 doonorit) ja HumanCoreExome BeadChip-ga (27 doonorit)
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(Illumina Inc.). Mikrokiibianaliiiisi eksperimentaalne osa viidi libi TU EGV tuumiklabori

spetsialistide poolt vastavalt tootja poolt vilja to6tatud protokollile.

HumanOmniExpress BeadChip voimaldab paralleelselt analiiiisida tile 715 000 SNP markeri,
mille mediaankeskmine vahe on 2,1 kb. See vdimaldab usaldusvéairselt madrata CNV-sid,
mille suurus on vdhemalt 50 kb. HumanCoreExome BeadChip-il on iile 547 000 SNP
markeri, millest umbes 266 000 asuvad eksoomi regioonides ja markerite mediaankeskmine

vahe on 1,9 kb. Sellega saab usaldusvéirselt mddrata CNV-sid, mille suurus on vdhemalt 100
kb.

2.2.3. Genotiipiseerimistulemuste analiiiis

Genotiipiseerimistulemusi analiiiisiti GenomeStudio Genotyping Module v.3.1 tarkvara abil
(lllumina Inc.). Esmaseks kvaliteedikontrolliks rakendati genotiipiseerimise edukus (call rate)
tile 98%, millest madalama edukusega proovid jdeti edasisest analiiiisist vélja. Kasutades
GenomeStudio poolt arvutatud signaalide intensiivsuste logaritmilist suhet (LRR, log R ratio)
ja alleelide intensiivsuste suhet (BAF, B allele frequency), rakendati veel kahte peidetud
Markovi mudelil pShinevat programmi: QuantiSNP (confidence score > 30) (Colella et al.,
2007) ja PennCNV (confidence score > 10) (Wang et al., 2007). QuantiSNP ja PennCNV
analiiiisid viidi libi vastavalt Olga Zilina ja Margit Ndukase poolt. Kdigi programmide puhul
kasutati autorite poolt soovitatud parameetreid ning valepositiivsete tulemuste vahendamiseks
pidi CNV sisaldama vdhemalt 10 jérjestikust SNP markerit. Saadud tulemused iithendati ning
edasiseks analiilisiks jdeti alles vaid need, mida suutsid tuvastada kdik programmid ning olid

visuaalselt GenomeStudio Genome Viewer tarkvaras tuvastatavad.

2.2.4. CNV-de tolgendamine

Leitud CNV-de bioloogilise tihenduse leidmiseks kasutati UCSC Genome Browser
andmebaasi (link 4), OMIM andmebaasi (link 5) ja NCBI Gene andmebaasi (link 6). CNV-d
peeti kliiniliselt oluliseks siis, kui see kattus mdne piirkonnaga, mis on eelnevalt teadaolevalt
seostatud mone siindroomi vo1 haigusega. CNV loeti neutraalseks, kui neid leidus ka tervetel
indiviididel DGV andmebaasis (link 7) voi kui nad asusid geenivaeses piirkonnas ega

sisaldanud iihtegi haigustega seotud geeni.
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2.2.5. CNV-de kinnitamine kvantitatiivse PCR-i abil

Olulisemad CNV-d kinnitati reaalaja kvantitatiivse PCR-i abil (QPCR, quantitative PCR).
gPCR-i jaoks valiti vilja piirkonnad, mida ei esinenud {ildpopulatsioonis, v3i mis sisaldasid
geene, mille funktsioon vdis mojutada menopausi vanust. Praimerid disainiti veebipdhise
programmiga Primer3web (link 8; Untergasser et al., 2012), véttes aluseks Thornton ja Basu
poolt soovitatud parameetrid gPCR-i praimerite disainiks (Thornton ja Basu, 2011). Lisaks
kasutati internetilehekiilgi NCBI Reverse Search (link 9), Beacon Designer (link 10) ja IDT
UNAFold (link 11), et kontrollida praimerite spetsiifilisust ja sekundaarsturuktuuride
moodustumist. Iga CNV jaoks disainiti kaheksa paari praimereid, millest neli paiknesid CNV

sees ja neli CNV-ga kiilgnevatel aladel. Praimerite jérjestused on toodud lisas 2.

Praimerite efektiivsuste méidramiseks kasutati standardkdvera meetodit. Selle jaoks kasutati
lahjenduste rida (64, 16, 4, 1, 0,25, 0,0625 ng DNA-d reaktsiooni kohta), millega teostati
gPCR. Reaktsioonisegus 1oppmahuga 7,5 ul oli 1,5 ul gPCR segu (Solis BioDyne 5x HOT
FirePol EvaGreen) (Solis BioDyne, Tartu, Eesti), 0,75 pl praimereid kontsentratsiooniga 10
pmol/ul, 2 pl genoomset DNA-d (Roche Holding AG, Sveits) ja 3,25 pul MQ H,O. lgat
reaktsiooni tehti kolmes korduses. Andmeid analiiiisiti SDS 2.2.2. programmiga (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, USA). Praimereid kasutati qPCR-i jaoks, kui nende efektiivsus jéi
vahemikku 1,8-2,2.

Iga praimeripaariga teostati qPCR reaktsioon vastava patsiendi DNA-ga. Kontrolliks kasutati
viie tsiitogeneetiliselt normaalse naise ja mehe DNA segu. Reaktsioonisegu 10ppmahuga 10ul
sisaldas 2 pul qPCR segu (Solis BioDyne 5x HOT FirePol EvaGreen), 1 ul praimereid
kontsentratsiooniga 10 pmol/ul, 2,5 pl genoomse DNA lahust kontsentratsiooniga 1 ng/ul ja
4,5 ul MQ H,0. Lisaks kasutati ka kahte referentspraimerit Refl7 ja RefZNF80 (jarjestused

lisas 2). Koiki reaktsioone tehti kolmes korduses.

qPCR analiiis teostati 7900HT Real-Time PCR siisteemiga (Applied Biosystems) ning

kasutati jargnevat programmi:

1) DNA poliimeraasi aktiveerimine 95°C juures 10 minutit;

2) denaturatsioon 95°C juures 15 sekundit;

3) praimerite seondumine ja DNA siintees 60°C juures 1 minut;
4) 95°C 15 sekundit;

5) 60°C 15 sekundit;

6) 95°C 15 sekundit.
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Etappe 2 ja 3 korrati 40 tsiiklit. gPCR-1 tulemusi analiiiisiti SDS 2.2.2. ja qBase+ (Biogazelle,
Gent, Belgia) programmidega. Analiiiisil kasutati Pfaffl-i meetodit, kus arvutamisel vdetakse

arvesse iga praimeripaari efektiivsust (Pfaffl, 2001).

2.2.6. Vordlus kontrollpopulatsiooniga

Kontrollpopulatsiooni moodustasid TU EGV naissoost geenidoonorid, kes olid proovi
andmise hetkel tlile 40-aastased ning neil ei olnud selleks ajaks veel menopaus esinenud.
Doonorite genoom genotiipiseeriti HumanOmniExpress BeadChip-i ja HumanCNV370-Quad
DNA Analysis BeadChip-iga (lllumina Inc.). HumanOmniExpress BeadChip-iga CNV-de
tuvastamiseks pidi nende pikkus olema vdhemalt 20 kb ja sisaldama vdhemalt 10 jérjestikust
SNP markerit. HumanCNV370-Quad DNA Analysis BeadChip-iga pidi CNV pikkus olema
viahemalt 50 kb ning samuti sisaldama vdhemalt 10 jéarjestikust SNP markerit. CNV-d méérati
programmiga PennCNV (confidence score > 10). Peale kvaliteedikontrolli jdi kontrollgruppi
kokku 3189 naist. Seejarel vorreldi eelnevalt leitud kliiniliselt olulisi CNV-sid
kontrollpopulatsiooni CNV-dega ning otsiti alade vahelisi kattuvusi, kusjuures CNV-d
maédrati omavahel kattuvaks ka siis, kui esines tiks voi enam kattuv SNP marker. Vordlus viidi

1abi Margit Noukase poolt.

2.3. TULEMUSED

Mikrokiibianaliilisi tulemusena leiti 22 indiviidil 34-st kokku 53 CNV-d, nendest 23
deletsiooni ja 30 duplikatsiooni. Keskmiselt leiti iihelt doonorilt 1,6+1,7 CNV-d. CNV
pikkused varieerusid 50,8 kb-st 630,2 kb-ni, keskmine pikkus oli 166,7+114,2 kb. POF-i
seisukohalt peeti kliiniliselt oluliseks kolme CNV-d, mis olid koik heterosiigootsed
deletsioonid (tabel 1). Olulistele CNV-de regioonidele disaniti praimerid ja teostati qPCR,
mis kinnitas nende CNV-de olemasolu. Lisaks leiti ihel doonoril Turneri siindroom ning iihel

X-kromosoomi trisoomia, mis olid eelnevalt diagnoosimata.

Doonoril 10 leiti 165,9 kb suurune deletsioon regioonis 2p25.3, milles asuvad SNTG2
(syntrophin, gamma 2) ja TPO geenid. Doonoril 16 leiti 217,7 kb suurune deletsioon
regioonis 11921, milles asuvad geenid PIWIL4 (piwi-like RNA-mediated gene silencing 4) ja
AMOTL1 (angiomotin like 1). Doonoril 29 leiti 152,3 kb suurune deletsioon regioonis 1p22.1,
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mis asub TGFBR3 geeni sees. Doonoril 20 leiti eelnevalt diagnoosimata Turneri siindroom

ning doonoril 15 leiti eelnevalt diagnoosimata X-kromosoomi trisoomia.

Tabel 1. Geenidoonoritelt leitud olulisemad CNV-d.

Doonori kood 10 16 29
Asukoht 2p25.3 11921 1p22.1
Algpositsioon 1359 621 94 310 641 92 187 652
Loépp-positsioon 1525529 94 528 291 92 339 976
Pikkus (bp) 165 909 217 651 152 325
Geenide arv
(RefSeq) ¢ ‘ !
Olulised geenid TPO PIWIL4, AMOTL1 TGFBR3

Alg- ja 16pp-positsioonid vastavad inimese genoomi versioonile hg19.

Vordluses kontrollpopulatsiooniga leiti doonor 29 1p22.1 deletsiooniga iiks osaliselt kattuv
deletsioon ning iiks duplikatsioon. Kontrollgrupi deletsiooni suurus oli 41,9 kb ning see
paiknes terves ulatuses doonor 29 deletsiooni sees. Kontrollgrupi duplikatsiooni suurus oli
281,1 kb ning see kattis doonor 29 deletsiooni tdielikult. Kontrollgrupi deletsiooni ja
duplikatsiooni, doonor 29 deletsiooni ja TGFBR3 geeni paiknemine iiksteise suhtes on
kujutatud joonisel 2. Ulejisinud kaks huvipakkuvat deletsiooni ei kattunud {ihegi

kontrollpopulatsioni CNV-ga.

TU EGV doonoritelt leitud CNV-sid vdrreldi ka eelnevalt teadaolevate POF-i vdi menopausi
vanusega seotud genoomi piirkondadega, mis on leitud GWAS meetodit kasutades (Stolk et

al., 2012; Perry et al., 2013), kuid nende vahel kattuvusi ei esinenud.
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Joonis 2. Doonor 29 deletsiooni paiknemine kontrollgrupi CNV-de ja TGFBR3 geeni
suhtes. Doonoril 29 leiti deletsioon regioonis 1p22.1 ning joonisel on kujutatud selle
paiknemine kontrollgrupist leitud CNV-de suhtes. Alg- ja 15pp-positsioonid vastavad inimese

genoomi versioonile hg19.

24. ARUTELU

Uhel uuritavatest (doonor 10) esines 165,9 kb suurune deletsioon regioonis 2p25.3, milles
asuvad SNTG2 ja TPO geenid. TPO kataliilisib tiirosiini jodeerimist tiireoglobuliinis
kilpnddrmehormoonide T3 ja T4 siinteesil. Kilpnddrme autoimmuunsete haiguste korral
tekivad veres autoantikehad TPO vastu, mis blokeerides jodiidide oksiideerimist, parsivad
kilpndarme hormoonide T3 ja T4 siinteesi. Kui see protsess on héiritud, siis on organismis
kilpnadrme hormoonide T3 ja T4 puudulikkus (Miot et al., 2000). Antud isikul on eelnevalt
diagnoositud suurenenud kilpnddre ehk struuma. Struuma voib kliiniliselt véljenduda nii
kilpnddrme {iile- kui alatalitlusena, mille véljenduseks on T3 ja T4 defitsiit. Paraku ei ole
teada, mis tliipi kilpnddrme haigusega antud isikul tegemist on, kuid kaasuvana tugevalt
viljendunud iilekaalulisus (KMI 40,0 kg/m?) lubab arvata, et tegemist on Kliiniliselt
véljendunud kilpnddrme alatalitlusega. Seega on tdendoline, et antud uuritava
kilpndarmehaigus on tingitud deletsioonist 2p25.3 regioonis. Samas mojutab kilpnddrme
hormoonide langus otseselt LH ja FSH biosiinteesi (Bals-Pratsch et al., 1997; Cecconi et al.,
1999). Ebapiisav LH ja FSH produktsioon pdhjustab aga omakorda munasarjade talitluse
langust ja seega voib vilja kujuneda POF. SNTG2 POF-i seisukohalt oluline ei ole.

Lisaks leiti iihel uuritaval (doonor 16) 217,7 kb suurune deletsioon regioonis 11921, milles
asuvad geenid PIWIL4 ja AMOTLL. Eelnevalt on ndidatud, et PIWIL4 on oluline
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spermatogeneesis ning mutatsioonid selle geenis pdhjustavad meeste viljatust. Tépsemalt
osaleb PIWIL4 piRNA-de sekundaarses protsessimises, mida on vaja sugurakkude DNA
kaitsmiseks transponeeruvate elementide eest (Unhavaithaya et al., 2009; Gu et al., 2010;
Siomi et al., 2011). Hiljem on leitud, et see ekspresseerub ka inimese munasarjades ja voib
arvata, et see mojutab ka naiste viljakust 1dbi piRNA-de protsessimise (Lim et al., 2013).
Kuigi siiani ei ole veel thtegi uuringut, mis seostaks PIWIL4 mutatsioone POF-i
patogeneesiga, voiks see kindlasti olla {iheks kandidaatgeeniks vastavatele uuringutele. Lisaks
varajasele menopausile on antud doonoril olnud kolm raseduse katkemist. Uks vdimalik
pOhjus sellele on AMOTL1 geeni deletsioon, mis on oluline veresoonte moodustumisel,
rakkudevaheliste tihenduste tekkel (Zheng et al., 2009). Kuna varajases raseduses toimub
platsentas vdga intensiivne angiogenees, vOivad mutatsioonid selles geenis pdhjustada

platsentatsiooni héireid pohjustades omakorda raseduse katkemist.

Jargmise leiuna esines valimis tihel isikul (doonor 29) 152,3 kb suurune deletsioon regioonis
1p22.1, mis asub TGFBR3 geeni sees. TGFBR3 on koretseptoriks TGFp superperekonna
valkude (nditeks INHA), mis on &drmiselt vajalikud embriio gonaadide arenguks ja
follikulogeneesiks (Dixit et al., 2006; Persani et al., 2011; Rah et al., 2014). INHA inhibeerib
FSH tootmist, kuid kui INHA ekspressioon on héiritud mutatsiooni voi deletsiooni tottu, on
héiritud ka FSH produktsiooni regulatsioon (Groome et al., 1996; Messinis et al., 2014). FSH
tootmine menstruatsioonitsiikli viltel ei ole stabiilne, olles tsiikli algusfaasis madalam ja
suurenedes preovulatoorselt ning taas langedes tsiikli 10pupoole (Direito et al., 2013). Seega
voib arvata, et hdired FSH ekspressiooni ja/voi sekretsiooni regulatsioonis vdivad olla
pohjuseks, miks antud isikul kujunes vélja amenorrda. Paraku ei ole teada missugustes
védrtustes esines antud isikul vereseerumi FSH, kuid deletsioon TGFBR3 geeni piirkonnas
voib olla POF-i pdhjuseks antud isikul. Ka eelnevalt on mitmelt POF-iga naiselt leitud
TGFBR3 geenis mutatsioone, millest enamus paiknevad 16. eksonis, mis jddb antud
deletsioonist viljapoole (joonis 3). Lisaks on monelt POF-iga naiselt leitud mutatsioon
kaheksandas eksonis (A1370G — Glu459Gly), mis asub uuritava deletsiooni sees, kuid mitte
kontrollgrupist leitud deletsioonis (Dixit et al., 2006; Chand et al., 2007; Qin et al., 2011; Qin
et al., 2012). Pole kindel, kas see konkreetne piirkond on kliinilise tdhtsusega, kuid seda voiks
kindlasti tulevastes uuringutes POF-i seisukohalt uurida. Samuti voib rolli méngida see, et
uuritav deletsioon on peaaegu neli korda suurem kui kontrollgrupi deletsioon. Kontrollgrupist
leitud duplikatsioon hdlmab tervet TGFBR3 geeni, mistdttu kdik transkriptid on normaalsed.
Hetkel ei ole teada, et tegemist oleks doositundliku geeniga.
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Joonis 3. Eksonite 16 ja 8 paiknemine TGFBR3 geenis ja uuritavates deletsioonides.
Doonoril 29 leiti deletsioon piirkonnas 1p22.1. Joonisel on maérgitud uuritava deletsiooni
paiknemine TGFBR3 geeni ja kontrollgrupist esineva deletsiooni suhtes ning POF-iga seotud
piirkonnad — eksonid 16 ja 8. Kollasega on kujutatud ekson 16 asukoht ning oranziga ekson 8
asukoht. Alg- ja 16pp-positsioonid vastavad inimese genoomi versioonile hgl9.

Valimis avastati iiks uuritav (doonor 20), kellel leiti Turneri siindroom (TS), mis ei olnud
eelnevalt diagnoositud. Vastavalt uuritava fenotiiiibi andmetele, mis olid kasutada antud t60s,
viitavad TS-le uuritava lithike kasv (148 cm), kerge iilekaalulisus (KMI 25,6 kg/m?) ning
kehatiive rasvumus (v66- ja puusaiimbermdddu suhe oli 0,91). Uuritaval esines menarhe 14-
aastaselt ja amenorrda kujunes vilja 27-aastaselt. Kirjandusandmetel algab menstruatsioon
kuni 40%-| TS-iga tiitarlastest, kuid rasestuda onnestub vaga vihestel (Livadas et al., 2005;
Bondy, 2014). Antud uuritaval ei olnud esinenud iihtegi rasedust ning paraku ei ole teada, kas

see oli tema isiklik valik voi oli tegemist viljakusprobleemidega.

Sarnaselt eelmisele tuvastati valimis eelnevalt diagnoosimata X-kromosoomi trisoomia
(doonor 15). Uuritava haigusloos puudusid olulised haigused, kuid kuna X-trisoomia
stimptomid ei avaldugi sageli, v3ib see olla ka diagnoosi puudumise pohjuseks (Nielsen ja
Wohlert, 1990; Tartaglia et al., 2010). Uuritav raporteeris menopausi vanuseks 40 eluaastat

ning tal oli esinenud viis rasedust, millest oli siindinud neli last.

Lisaks tuvastatud geneetilistele muutustele esines 13 uuritaval emaka- ja munasarjadega
seotud haigusi, mis voisid neil puhkudel olla POF-i pohjuseks. Samuti vdis amenorréad
pohjustada muude kaasuvate haiguste ravimeetodid, niiteks astmaravimid (vOis oletada
kolmel juhul), vanemad antidepressandid (viis juhtu) ja vererdhualandajad (20 juhtu). Lisaks
tuleb arvestada ka sellega, et koik uuritavad olid iilekaalulised. Tugevast rasvumisest

pOhjustatud Ostrogeeni liig tingib hiipogonadotroopset amenorrdad, mis voib kliiniliselt
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véljenduda menstruatsioonitsiikli hdirena (Malhotra et al., 2013; Mustageem et al., 2015).
Paraku el ole meil andmeid uuritavate vereseerumi suguhormoonide ja gonadotropiinide
vadrtustest tagasiulatuvalt amenorréa kujunemise ajast, et eristada siin rasvumisest tulenevat
ja reeglina madala FSH vaartusega kulgevad amenorrdad primaarselt ovariaalsetest pohjustest
tingitud ja kdrgete FSH viirtustega kulgevast POF-ist. Naistel, kelle KMI on >35 kg/m?, on
26% madalam tdendosus loomulikult rasestuda ning naistel, kelle KMI on >40 kg/m?, lausa
43% madalam tdendosus loomulikult rasestuda vorreldes normaalkaaluliste naistega (van der

Steeg et al., 2008).

POF muutub aina olulisemaks probleemiks, kuna nii esma- kui korduvsiinnitajate keskmine
vanus on pidevas tdusutrendis. Naised liikkkavad pereplaneerimist aina kdrgemasse vanusesse
ning lastetus voib samuti omakorda POF-i tekkimisele kaasa aidata. Kuna POF-il on palju
erinevaid pohjuseid, on selle diagnoosimine ja ennustamine keerulised. Varajane diagnoos on
oluline, sest POF-iga kaasneb hiipodstrogenism, mis pohjustab tdsiseid terviseprobleeme,
nditeks luude horenemist, siidame- ja veresoonkonnahaiguseid ja neurodegeneratiivseid
haiguseid, aga ka kergemaid, kuid siiski ebameeldivad siimptomeid, nditeks unehéireid,
kuumahoogusid ja vaginaalset atroofiat. Kdik need probleemid on hormoonasendusraviga

leevendatavad.

POF-i teine tagajdrg, viljatus, on tdsine sotsiaalne probleem. Viljatuse diagnoos tekitab
naistes viha ja kurbust, langetab enesehinnangut ning pohjustab depressiooni. Eriti tugevalt
mojub see peredele, kus pole wveel {ihtegi last. Seetottu on oluline, et lisaks
hormoonasendusravile tutvustatakse POF-iga naisele ka teisi laste saamise vdimalusi ning
pakutakse psiihholoogilist ndustamist. Mdningatel juhtudel on vdimalik doonormunarakke
kasutades IVF-iga rasedus saavutada ning see ka 16puni kanda, kuid kindlasti tuleks radkida

ka adopteerimise voimalustest.

Praegu ei ole kahjuks vdimalusi POF-i viljakujunemise pikalt ette ennustamiseks. Seetdttu
tuleks uurida voimalikult palju POF-i patsiente ja kirjeldada vdimalikke POF-i pdhjustavaid
geene. Selle jaoks kasutatakse tihti lilegenoomseid meetodeid, mis vdimaldavad analiiiisida
palju patsiente lithikese ajaga ja annavad informatsiooni POF-i kandidaatpiirkondade kohta.
See annaks vOimaluse vilja todtada teste, mida noored naised saaksid soovi korral kasutada,
kui nende peres on eelnevalt enneaegne menopaus probleemiks olnud. Kui naine satub olema
riskigrupis, saab ta teha informeeritumaid valikuid oma tuleviku ja pereplaneerimise kohta.
Lisaks saab arst silma peal hoida tema hormonaalsetel niitajatel ja Oigeaegselt

hormoonasendusraviga alustada, et véltida tdsiseid terviseprobleeme.
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KOKKUVOTE

Enneaegne munasarjade puudulikkus (POF) on kompleksne haigus, mille pdohjuseid ja
tekkemehhanisme on uuritud juba mitmeid aastaid, kuid paljud neist on siiski veel teadmata.
Nende tuvastamiseks on tdnapdeval kasutuses kdrge lahutusvoimega DNA mikrokiibid, mis

voimaldavad detekteerida ka submikroskoopilisi DNA koopiaarvu variatsioone (CNV).

Kiesolevas t60s uuriti 34 Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu doonorit, kellel esines
sekundaarne amenorrda enne 40. eluaastat (kaasa arvatud) ning kelle KMI oli suurem kui 25
kg/m®. DNA mikrokiipide abil tuvastati antud valimi indiviididel CNV-d, mille Kliinilisel
tolgendamisel leiti nii eelnevalt teadaolevaid POF-iga seotud geene kui ka iiks uus

kandidaatpiirkond.

T60s tuvastati kolm kliiniliselt olulist CNV-d. Esiteks, 165,9 kb suurune deletsioon regioonis
2p25.3, milles asuvad lihasdiistroofiaga seotud SNTG2 ja kilpnddrmehaigustega seotud TPO
geenid. SNTG2 ei ole toendoliselt POF-iga seotud, kuid TPO deletsioon vdis antud indiviidil
poOhjustada kilpnddrme alatalitlust, millest tingitud kilpnddrme hormoonide taseme langus
mdjutab FSH ja LH biosiinteesi, mis hiirib menstruaaltsiikli regulatsiooni ning vdib tekkida
amenorrda. Sellele vOis kaasa aidata ka struumast tingitud tugev iilekaal, mis pohjustab
ostrogeenide liiga. Teiseks, 217,7 kb suurune deletsioon regioonis 11g21, milles asuvad
angiogeneesi geen AMOTL1 ja uus POF-i kandidaatgeen PIWIL4. PIWIL4 valku on eelnevalt
seostatud spermatogeneesi hiiretega, kuid hiljuti on ndidatud, et see ekspresseerub ka
munasarjades ning v0ib modjutada ka naiste viljakust. Kolmandaks, 152,3 kb suurune
deletsioon regioonis 1p22.1, mis katkestab TGFp superperekonna valkude (nditeks INHA)
retseptori geeni TGFBR3. INHA ebanormaalne tase hiirib ka FSH produktsiooni, mis on
oluline folliikulite normaalseks kiipsemiseks. Need CNV-d kinnitati kvantitatiivse reaal-aja
PCR-iga. Lisaks leiti veel eelnevalt tuvastamata X-kromosoomi monosoomia ja trisoomia,

mis voivad samuti POF-i pohjusteks olla.

Uute POF-i kandidaatpiirkondade leidmine on oluline, et mdista veel tipsemalt haiguse
pohjuseid ja mehhanisme. Nii on voimalik koostada teste, millega saaks noortel naistel POF-i
haigestumise riski ette ennustada, ning vélja to6tada ravimeetodeid, millega oleks voimalik

viljakat iga pikendada.
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Identifying DNA copy number variations associated with premature
ovarian failure from the gene donors of the Estonian Genome Center of the

University of Tartu

Kati Hensen

SUMMARY

Premature ovarian failure (POF) is one of the major causes for infertility in women. It is
becoming an important problem, as women have children at increasingly higher ages. The
causes of POF are very heterogeneous and still mostly unknown. Currently, chromosomal
aberrations, genetic mutations, metabolic disorders, autoimmune and viral diseases, iatrogenic

and environmental conditions have been shown to cause infertility.

In this thesis 34 gene donors from the Estonian Genome Center of the University of Tartu
with secondary amenorrhea (before the age of 40) were studied. DNA copy number variations
(CNVs) of these women were identified with DNA microarrays. Two previously known

regions and one new candidate region for POF were found after clinical interpretation.

Three clinically important CNVs were identified. Firstly, a 165.9 kb deletion in 2p25.3, which
includes the SNTG2 gene (associated with muscular dystophy) and the TPO gene (associated
with thyroid disorders). Secondly, a 217.7 kb deletion in 11921, which includes the AMOTL1
gene (associated with angiogenesis) and a new candidate gene for POF — PIWIL4. Thridly, a
152.3 kb deletion in 1p22.1, which disrupts the TGFBR3 gene that encodes a receptor for
TGFp superfamily proteins. These deletions were confirmed with real-time quantitative PCR.
Additionally, a previously unidentified X-chromosome monosomy and trisomy were found.

These also could have been the causes for POF.

Discovering new POF candidate regions is important for understanding the causes and
mechanisms of POF more accurately. With good enough understanding of POF, it would be
possible to develop tests to predict the risk of POF in young women and also improve

treatment methods that could elongate the fertile period of these women.
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LISA 1. UURITUD DOONORITE FENOTUUBID

Menopausi vanus  Fertiilse ea pikkus KMI

(aastates) (aastates) (kg/m?) Raseduste arv

Doonori kood

2 39 24 48,3 4

4 40 27 53,5 5

6 32 19 41,5 2

8 35 22 34,2 0

10 38 24 40,0 3

12 37 26 38,1 4

14 40 25 38,6 11

16 34 21 36,4 4

18 40 25 44,3 5

20 27 13 25,6 0

22 35 21 42,0 2

24 35 21 39,4 3

26 18 5 54,0 0

28 40 27 36,1 1

30 40 26 39,9 1

32 40 27 37,6 2

34 34 22 41,1 0
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LISA 2. PRAIMERITE JARJESTUSED

Praimer Regioon Forward praimer Reverse praimer

102 1 2p25.3 TGTGAGGGCTGATTATTTCTCT  TGTGGGTTAGGCAGTTATGG
102 3 2p25.3 ATCCCGCCTTCTTCAATCTAC CAACACAGCAGCATTTCCC
102 4 2p25.3 TGGTTAGGCAGACGATAGGA CCAAGGTGAGTTTCCCAGTT
1025 2p25.3 TCTCTCTCTGTCCGTCCATTT CTTATTCATCTCCGCCCTTCC
10 2 6 2p25.3 CCCTCCATCCCTCCCAAT GCTGTTCCTGACCTCCAC
1027 2p25.3 TCAAGCCTCAATCTCTCCATAG  GGGTGGTGTTTGGGTGTAG
102 8 2p25.3 TGAATCTCTCCTCCCTTCTTTG TCAACCCGCTTTCCTTTGT
2911 1p22.1 AGTAGGGTGGGCTTATTTGTG TTGTGGTGTGTTTGTGGAGT
2912 1p22.1 CCCTTCCCTCTGCTCTGG ATCGTCTGCTCCGTGTTG

29 13 1p22.1 AAGCAGCAAACAGAAAGACAG TGGGTAGAGGAGCAAATAGGA
29 1 4 1p22.1 GTGGACAAGAGGTCAGGAAG GGATGGGCTAATGGCAGAG
2915 1p22.1 CAGTCCACCCTCCATCCT CCTCCCTCGTTCCTTCGT
2916 1p22.1 GTATGGTAGGCTGTTGTGAGG GGGACTGTTCTAAGCATTGTGT
2917 1p22.1 CCCACACTTCTTCATCCACA GTCACTGGTCTTGCCACA
2918 1p22.1 TCAGGCAGCATTTGGGTATTT CGTCAAGTCGGCATCTCC

16 111  11q21 CCTCCTCCAACACCACAC GCCAATCCTGCTCCTATCTT

16 11 2  11q21 TACTGCCTCCCTACTGATGG GCCTGTCGCTTTGCTGA

16 11 4  11q21 TGCCCTGCTTTCATCTATTTCA  TCTGGTTGCTTTGTTTGCTTG
16_11.5 11q21 GGGCAAAGAGGCAACCAAA CACCATCAGGCAGGACATTAC
16_11 6 11921 GGGAAGGAAGACAAAGTGGA TTAGGAGGGCGACAGCA
16_11.8  11q21 GGCAAGGTAAAGAACTGGAGA GTGGGTGTGTAGCGAGAG
Referents-

praimer Regioon Forward praimer Reverse praimer

Refl17 1p35.3 TGCGAAACTGCGTGGACATT ATGCGGAAGCCCATTTCCAT
RefZNF80  3g13.3 CTGTGACCTGCAGCTCATCCT TAAGTTCTCTGACGTTGACTGATGTG
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