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INFOLEHT

»Sekundaarsed geneetilised leiud viljatutel meestel ja nende kliiniline olulisus”

Viljatuse pd&hjuseid ei suudeta leida kuni 20% azoospermiaga meestest. Idiopaatilise viljatuse
diagnoosimiseks on tks kulutdhusamaid meetodeid eksoomi sekveneerimine, mille raames on
patsientidel voimalik uurida ka sekundaarseid leide. Kdaesoleva t66 peamiseks eesmargiks oli
tuvastada sekundaarsed leiud 85 geenis idiopaatilise mitte-obstruktiivse azoospermiaga meeste
valimis. Lahtudes hipoteesist, et viljatusel ja kasvajate arengul vdib olla Uhine geneetiline
etioloogia, uuriti lisaks onkogeensete variantide rikastatust antud valimil. T66 kaigus tuvastati 29
sekundaarset leidu 3,5% patsientidest, mis on proportsionaalne eelnevate teadustéodega.
Onkogeensete variantide rikastatust ei leitud, kuid anallilisitud kasvajate juhtgeenide piiratud

arvu ja vaikse valimi tottu vois seos jaada tuvastamata.
Marksdnad: sekundaarsed leiud, mitte-obstruktiivne azoospermia

CERCS klassifikaatorid: B220 geneetika, tsitogeneetika; B570 slinnitusabi, gilinekoloogia,

androloogia, paljunemine, seksuaalsus; B790 kliiniline geneetika
“Secondary findings in infertile men and their clinical significance”

Up to 20% of azoospermia cases go undiagnosed. One of the most cost-effective methods to
determine the genetic cause of idiopathic infertility is exome sequencing. With sequencing data
it is also possible to determine other clinically important variants — secondary findings. The main
aim of this thesis was to identify secondary findings in men with idiopathic non-obstructive
azoospermia. In addition, based on the hypothesis that infertility and cancer share the same
genetic etiology, enrichment of oncogenic variants was explored. 29 secondary findings were
identified in 3.5% of the cohort, which is proportional to previously published works. No
enrichment of oncogenic variants was found, however, because of the small sample size and

limited number of oncogenes analyzed, the association might not have been identifiable.
Keywords: secondary findings, non-obstructive azoospermia

CERCS classification: B220 genetics, cytogenetics; B570 obstetrics, gynaecology, andrology,

reproduction, sexuality; B790 clinical genetics
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SISSEJUHATUS

Umbes 15% reproduktiivses eas paaridest ei dnnestu (he aasta jooksul regulaarse kaitsmata
suguelu kaigus rasestuda. Nendest juhtudest ligikaudu 50% on ainu- vdi kaaspOhjuseks
mehepoolne viljatus, millest kdige raskem viljatuse vorm on azoospermia, s.t mehe ejakulaadis ei
esine sperme (Jungwirth et al., 2018). Tihti on selle pShjuseks hdired spermatogeneesis ning see

on defineeritud kui mitte-obstruktiivne azoospermia (NOA) (World Health Organization, 2010).

NOA juhtudest umbes veerand on diagnoositud teadaolevate geneetiliste pdhjustega (Punab et
al., 2017). Kuna aga spermatogeneesis osaleb suur hulk geene, vdib viljatuse geneetilisi pohjuseid
olla palju ning seetdttu on NOA puhul tegu vdga heterogeense haigusega, mille geneetiliste

pOhjuste valja selgitamiseks on parimad eksoomi vGi genoomi sekveneerimise uuringud.

Sekveneerimise kdigus on voimalik lisaks patsiendi primaarse haigusega seotud geenivariantidele
tuvastada ka muid Kkliiniliselt olulisi ja potentsiaalselt sekkumistbhusaid variante ehk
sekundaarseid leide. Seetdttu on mitmed organisatsioonid, nagu ACMG (American College of
Medical Genetics and Genomics) (Kalia et al., 2017), GHS (Geisinger Health System) (Schwartz et
al., 2018) ja ClinGen (Clinical Genome Resource) (Webber et al., 2018) valja tod6tanud nimekirjad
geenidest, milles leiduvatest haigusseoselistest variantidest tuleks patsiente teavitada. Selleks, et
patsientidele raporteerida vaid patogeenseid variante, on ACMG poolt vélja to6tatud ka juhised

geenivariantide patogeensuse hindamiseks (Richards et al., 2015).

Kuna eksoomi sekveneerimisandmete analliis on kdige kulutéhusam meetod idiopaatilise
viljatuse geneetiliste poShjuste viljaselgitamiseks, on NOA patsientidel vdimalik uurida ka
sekundaarseid leide, eriti arvestades, et varasemalt on viljatutel meestel tuvastatud ka kérgem

kaasuvate haiguste esinemissagedus (Del Giudice et al., 2020b; Hanson et al., 2016).

Kédesoleva magistritoo eesmargks oli ACMG, GHS ja ClinGen geeninimekirjade p&hjal tuvastada
sekundaarsed leiud idiopaatilise NOA-ga meestel ning vorrelda nende esinemissagedust
Uldpopulatsiooniga. Lisaks pustitati hiipotees, et raske spermatogeneesi héiretega patsientidel

esineb kasvajatega seotud geenides varieeruvuste rikastatus vorreldes lldpopulatsiooniga.

Kiesolev t66 on teostatud Tartu Ulikooli bio- ja siirdemeditsiini instituudis inimese geneetika

uurimisgrupis.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Spermatogenees

Inimorganism saab alguse kiipse munaraku viljastumisel spermiga, mil mdlemalt vanemalt
parinev geneetiline materjal fuseerub ja moodustub diploidne rakk (Monroy, 2020). Haploidne
sperm ise aga moodustub spermatogeneesi kaigus, mille eesmark on tagada igapaevane

diferentseerunud spermide tootmine (Sutovsky ja Manandhar, 2006).

Spermatogenees leiab aset testistes paiknevates vaanilistes seemnetorudes ja kogu protsessi
toetavad Sertoli rakud, varustades arenevaid sperme toitainetega (joonis 1). Spermatogenees
saab alguse diferentseerumata tlvirakkudest ehk spermatogoonidest, mis jagunevad
asimmeetriliselt, uuendades tivirakkude populatsiooni ning andes aluse primaarsetele
spermatotsiitidele. Need rakud labivad spermatogeneesi esimese meiootilise jagunemise ja
moodustavad haploidsed sekundaarsed spermatotsiitidid. Sekundaarsed spermatotsitdid
labivad teise meiootilise jagunemise ning sellega antakse algus spermatiididele. Spermatiidid
labivad spermiogeneesi, mille kdigus moodustuvad kiipsed spermid. Spermatogeneesi [dppfaasis
transporditakse kiipsed spermid labi pika vaanilise seemnetoru testise munandimanusesse, kus
nad paiknevad kuni ejakulatsioonini (The Editors of Encyclopaedia Britannica, 2020). Kdik
spermatogeneesi faasid toimuvad samaaegselt, tagades seeldbi pideva spermide tootmise

(Sutovsky ja Manandhar, 2006).

Spermatogenees on reguleeritud 1abi hipotalamuse-hiipofiilsi-sugundarme hormoonide telje.
Hilpotalamus toodab ja sekreteerib gonadotropiini vabastavat hormooni (GnRH, gonadotropin-
releasing hormone), mis stimuleerib hiipofiilisi eessagarat vabastama folliikuleid stimuleerivat
hormooni (FSH) ja luteiniseerivat hormooni (LH). FSH stimuleerib vaanilistes seemnetorudes
paiknevaid Sertoli rakke toetama spermatogeneesi. LH aga omakorda stimuleerib testistes
olevaid Leydigi rakke tootma ja vabastama testosterooni (Choy ja Amory, 2020). Testosteroon on
vajalik spermide produktsiooniks ja kiipsemiseks ning sekundaarsete sugutunnuste arenguks ja
funktsioneerimiseks (Oduwole et al., 2018). Osa testosteroonist muudetakse hormoonideks
Ostradiool ja inhibiin B, mis annavad hiipotalamusele ja hiipofllsile negatiivset tagasisidet LH ja

FSH sekretsiooni vahendamiseks (Choy ja Amory, 2020).



testis / Sertoli rakk

/

munandimanus
Q—spermatogoon
vaanilised I
wseemnetorud (E@\
™~ primaarne &/
S\ o oe
S\ spermatotsulit J\\«/ N
\ R CLE
I meioos <7
= Yy sekundaarne % o=
I [ spermatotstitit ,/’ :/G\)i
Il meioos ﬁx V¥ -V
A \ N /‘\ /\6'\,,/
G SO B spermatud V1 ¥
JOIOFCOUT X \
@@ @ SOOI ¥
S ® o 4 o7 A k
~'-ca,‘1’f..-.\ OR205 '@E ups sperm ——
(g‘.o ) EOL valendik
O ®. O
OR2IEI00Y ) ® Qé(;};
00 @YY Yo, @®
DY 5 ©)le) —. @0 ?5
\@"_.@.@ c’;‘.@@‘
@
°®

Joonis 1. Spermatogenees. Spermid saavad alguse spermatogoonidest, mis spermatogeneesi kaigus
labivad mitmeid jagunemisi. Kiipsed spermid transporditakse labi vaaniliste seemnetorude valendiku
munandimanusesse. Kohandatud The Editors of Encyclopaedia Britannica (2020) jargi.

1.2 Mehepoolne viljatus

1.2.1 Definitsioon ja levimus

Viljatus on defineeritud kui haigus, mil paaril ei dnnestu Ghe aasta jooksul regulaarse kaitsmata
suguelu kaigus rasestuda (Zegers-Hochschild et al., 2009). Selle definitsiooni kohaselt on viljatud
umbes 15% reproduktiivses eas paaridest, nendest 50% on ainu- vdi kaaspdhjuseks mehepoolne
viljatus (Jungwirth et al., 2018). Kesk- ja Ida-Euroopas on viljatuid mehi hinnanguliselt 8—12%,

mujal Euroopas 7,5%, Austraalias 8-9% ning PGhja-Ameerikas 4,5-6% (Agarwal et al., 2015).

Mehe viljakuse hindamiseks kasutatakse lihe meetodina seemnevedeliku analiitsi, milles
hinnatakse mitmeid parameetreid. Maailma Terviseorganisatsioon (WHO, World Health
Organization) on avaldanud standardiseeritud meetodi inimese seemnevedeliku hindamiseks
ning antud juhis sisaldab ka normaalse viljakuse referentsvaartuseid (tabel 1) (World Health

Organization, 2010).



Tabel 1. Normaalse seemnevedeliku referentsvaartused Maailma Terviseorganisatsiooni® andmetel ja
hormonaalse analiiiisi referentsvaartused Tartu Ulikooli Kliinikumi® andmetel.

Alampiir-
Parameeter Hormoon Vanusegrupp | Referentsvaartus
vaartus
Ejakulaadi maht 1,5 ml FSH 218 a 1,5-12,4 U/L
Spermide kontsentratsioon 15 min/ml LH 218 a 1,7-8,6 U/L
Spermide koguarv 39 min/ml 19a-50a | 8,64-29,0 nmol/L
Testosteroon
Liikuvus 40% >50a 6,68—25,7 anl/L
Progressiivne liikuvus 32% Vaba 18a-50a >0,22 nmol/L
testosteroon
Normaalne morfoloogia 4% 250 a >0,18 nmol/L

FSH — folliikuleid stimuleeriv hormoon. LH — luteiniseeriv hormoon.

@ World Health Organization (2010).

b Tartu Ulikooli Kliinikum. Uhendlabor.
www.kliinikum.ee/yhendlabor/index.php?option=com_content&view=article&id=32&Itemid=44.
Kasutatud 25.05.2021.

Lisaks seemnevedeliku analiitsile on viljatuse diagnoosimisel olulisel kohal ka hormoonide
anallits, nendest koige tahtsamad on gonadotropiinid FSH ja LH ning testosteroon. Tihti esineb
erinevate viljatuse fenotilpide puhul kdrgenenud FSH ja LH tase koos vdi ilma madala
testosterooni tasemega (Jungwirth et al., 2018). Veel on viljatuse hindamisel olulised

meditsiiniline ajalugu, fuusiline Ulevaatus ja geneetiline testimine (Agarwal et al., 2021).

Vastavalt ejakulaadis esinevale spermide arvule saab spermatogeneesi efektiivsuse jagada
kolmeks: normozoospermia ehk normaalne spermide arv, oligozoospermia ehk spermide koguarv
vOi kontsentratsioon on alla alampiirvaartuse ja azoospermia ehk spermide taielik puudumine

ejakulaadis (World Health Organization, 2010).
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1.2.2 Azoospermia

Kdige raskem mehe viljatuse vorm on azoospermia, s.t mehe seemnevedelikus ei esine sperme
(World Health Organization, 2010). Ekstreemsele fenotilbile vaatamata esineb azoospermia
Uldpopulatsioonis umbes tihel mehel 100-st (Practice Committee of the American Society for
Reproductive Medicine in collaboration with the Society for Male Reproduction and Urology,

2018) ning viljakusprobleemidega meestest 10—-20% (Olesen et al., 2017; Punab et al., 2017).

Azoospermia pdhjuseid on mitmeid, sh geneetilised ja keskkonna faktorid, kill aga umbes 17%
juhtudest ei suudeta pohjust leida, mispuhul on tegu idiopaatilise azoospermiaga. Eestis kogutud
andmete pdhjal on azoospermia pdhjused kajastatud joonisel 2. Azoospermia jagatakse kaheks:
obstruktiivne azoospermia (OA) ja mitte-obstruktiivne azoospermia (NOA, non-obstructive

azoospermia).

100 0,5%
.y - 2'6%
Geneetilised péhjused I
Sekundaarne hipogonadism 75 20
Kaasasindinud 4.9% Autosomaalsed
urogenitaaltrakti anomaaliad 14,2% Umberkorraldused
. . 16,2% CFTR bialleelsed
Onkoloogilised haigused 50 8,0% patogeensed variandid
0,8% ) .
Raszeuzfukﬁﬁzﬂgﬁ 0 Sugukromosoomide haired
25,8% Y kromosoomi

Seemnekanali obstruktsioon

25
Muud testikulaarsed faktorid
Idiopaatiline I l
0 0

Joonis 2. Azoospermia teadaolevate pohjuslike tegurite jaotus 388 Eesti meespatsiendi pShjal Punab et al.
(2017) andmetel. Kdige sagedasemateks teadaolevateks pohjusteks on raske seksuaalne disfunktsioon ja
geneetilised faktorid, millest enim esineb sugukromosoomide haireid. Umbes 17% juhtudest jaab viljatuse

mikrodeletsioonid

pohjus vilja selgitamata (idiopaatiline azoospermia).
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1.2.2.1 Obstruktiivne azoospermia

OA puhul puuduvad seemnevedelikus spermid fllsilise obstruktsiooni tdttu ning see esineb pea
30% azoospermia haigetest (Punab et al., 2017). Obstruktsioon véib olla kas kaasaslindinud (nt
bilateraalne seemnejuha puudumine) voi omandatud (nt vasektoomia, infektsiooni voi trauma
tagajarjel) ning see vGib asuda (ihes voi mitmes mehe reproduktiivsiisteemi osas, nt
munandimanuses, seemne- vOi purskejuhas (Jungwirth et al, 2018). Kaasaslindinud
obstruktsiooni kdige sagedasem pdhjus on monogeenne muutus. Enamus juhtudest on pdhjuseks
bialleelsed patogeensed muutused geenis CFTR, mis sageli pohjustab kaasastindinud bilateraalset
seemnejuha puudumist (CBAVD, congenital bilateral absence of the vas deferens), ning seetdttu
on CFTR testimine sees ka kliinilistes juhistes (Bieth et al., 2021; Jungwirth et al., 2018). Uksikutel

juhtumitel on tegu hiljuti kirjeldatud X-liitelise geeni ADGRG2 muutustega (Pagin et al., 2020).

CFTR bialleelsed haigusseoselised muutused pdhjustavad lisaks ka lapseeas algavat kroonilist
kopsuhaigust ehk tsustilist fibroosi (TF). CBAVD patsientidel, kel TF-i ei esine, vdib siiski olla
eelsoodumus hingamisteede nakkushaiguste raskekujulisele pddemisele ja kroonilisele
pankreatiidile ehk kdhunaarmepdletikule (Bombieri et al., 2011). Lisaks on neil meestel kdrgem
risk saada TF-i pddevaid lapsi, juhul kui ka nende partner on patogeense CFTR variandi kandja

(Bieniek et al., 2021).

1.2.2.2 Mitte-obstruktiivne azoospermia

NOA-ga on tegemist, kui spermide tdielik puudumine seemnevedelikus on pdhjustatud
spermatogeneesi hairetest ning fllsilist obstruktsiooni ei esine. NOA on vdga heterogeenne
haigus, kuna sel on palju erinevaid pohjuseid, mil mdjutatud on erinevad protsessid nagu
sugunaarmete diferentseerumine, hiipotalamuse-hipofiisi-sugundaarme telje funktsioon voi
spermatogenees (Tournaye et al., 2017). Azoospermiaga meestest esineb NOA umbes 70%

(Olesen et al., 2017; Punab et al., 2017).

NOA pdhjused saab jagada pretestikulaarseteks ja testikulaarseteks. Pretestikulaarsete NOA
poOhjuste alla kuuluvad harva esinevad endokriinstisteemi héired (nt Kallmanni siindroom) ja
hiipofiiisiga seotud haigused, mispuhul on meestel FSH tasemed madalamad. Testikulaarsed

NOA pohjused ehk primaarne testikulaarne puudulikkus vGib olla kas kaasastindinud v&i elu
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jooksul omandatud ning seda peegeldab FSH kdrgenenud tase (Hwang et al., 2018). Tllpilised
omandatud pdhjused on varikotseele ehk seemnevaadi veenilaiendid, orhiit ehk munandi pdletik,
keemiaravi ja radiatsioon ning trauma (Jungwirth et al., 2018). Kaasaslindinud pd&hjused on
tavaliselt Y kromosoomi mikrodeletsioonid (kuni 18% NOA juhtudest) ja kromosomaalsed haired,
millest enim esineb 47,XXY kariotuipi ehk Klinefelteri sindroomi (kuni 15% NOA juhtudest)
(Krausz et al., 2003; Punab et al., 2017; Tittelmann et al., 2011). Kuigi NOA p&hjuseid on mitmeid,
jaavad kuni 20% azoospermia juhtudest idiopaatilisteks (Punab et al., 2017; Tuttelmann et al.,

2011).

Lisaks kromosomaalsetele hairetele ja Y kromosoomi mikrodeletsioonidele on NOA geneetilisteks
pOhjusteks ka monogeensed patogeensed variandid, mille tulemusel vdib hairuda
spermatogenees, sugunaarmete areng ja funktsioon vdi reproduktiivsiisteemi endokriinne
regulatsioon. Mitmes séltumatus uuringus kinnitatud NOA-ga seotud geene on tdnaseks teada
ainult paarikiimne ringis ning nendest enamik pdhjustavad spermatogeneesi maturatsiooni
seiskumist (FANCM, MEI1, MEIOB, STAG3, TEX11, TEX14, TEX15, NR5A1, SETX, WT1) (Kasak ja
Laan, 2021; Krausz et al., 2020; Wyrwoll et al., 2020). Nende geenide haigusseoselisi variante on

aga kirjeldatud kogu maailmas vaid mdnesajal patsiendil.

Mehe genoomist on kuni 10% seotud reproduktsiooniga (Kasman et al., 2020), s.t {ile 2000 geenis
paiknevad geneetilised hdired vbivad mdjutada mehe viljakust. Seeldbi on NOA viga
heterogeenne haigus, mille geneetiliste pdhjuste valja selgitamiseks on kdige paremad eksoomi
ja genoomi sekveneerimise uuringud. Seetdottu on NOA patsientidel vdimalik uurida ka
sekundaarseid leide, arvestades, et viljatutel meestel on tihti ka Uldtervis kehvem kui viljakatel

meestel.

1.3 Viljatus ja muud terviseriskid

Viljatutel meestel on hinnatud krooniliste ja muude haiguste esinemise sagedus kdrgemaks kui
viljakatel meestel (Kasman et al., 2020). Naiteks 38 a kestnud Taani uuringus leiti, et llelldine
hospitaliseerimise risk on kdrgem madalama sperma kontsentratsiooniga meestel ning kdrge
sperma kontsentratsiooniga (195-200 min/mL) mehed hospitaliseeritakse esmakordselt

keskmiselt seitse aastat hiljem kui madala sperma kontsentratsiooniga (0—5 min/mL) mehed (Latif
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et al., 2017). M66dunud aastal ilmunud uuringus leiti, et azoospermiaga ja oligozoospermiaga
meestel on kdrgenenud surmarisk (riskitiheduste suhe (ingl hazard ratio) vastavalt 2,01 ja 1,17)
(Del Giudice et al., 2020a). Antud tulemuseni on jéudnud ka varasem t66, kus tle 380 000 meest
hdlmanud uuringus leiti azoospermiaga meestel kdrgenenud surmarisk (Glazer et al., 2019).
Madala spermide arvuga meestel on erinevad lldtervise naitajad kehvemad, nt kdrgem
kehamassiindeks (KMI), vo6 imbermddt, vererdhk, kérgem LDL-kolesterool ja madalam HDL-

kolesterool, lisaks on nende seas metaboolse siindroomi levimus kdrgem (Ferlin et al., 2021).

Kaasuvate haiguste esinemist kirjeldatakse tihti labi Charlsoni komorbiidsusindeksi (CCl, Charlson
comorbidity index). Kdrgema CCl vaartusega meestel on kirjeldatud madalam sperma maht ja
kontsentratsioon, spermide liikuvus ja koguarv ning testosterooni tase (Eisenberg et al., 20153;
Ventimiglia et al., 2015). Veel enam on CCl 21 meeste seas oligozoospermia ja NOA sagedus

korgem (Ventimiglia et al., 2015).

Mitmed uurimused on keskendunud vahktdve esinemissageduse ja levimuse uurimisele viljatutel
meestel ning need andmed toetavad seost viljatuse ja erinevat tllpi kasvajate vahel. 2015. a
naitasid Eisenberg et al., et viljatutel meestel on kdikide vahkide, eriti munandivahi ja mitte-
Hodgkini limfoomi risk kdrgem (Eisenberg et al., 2015b). Kaks aastat varem leiti, et hinnanguliselt
on viljatutel meestel 1,7 ja azoospermiaga meestel 2,9 korda tGendolisem haigestuda vahki
vorreldes Uldpopulatsiooniga (Eisenberg et al., 2013). Samas hilisemas Hanson et al. (2016)
uuringus azoospermia korral kdrgenenud vahiriski ei leitud, kuid sel puhul vdis tegu olla vaiksest
valimist tuleneva artefaktiga. Kiill aga leiti, et oligozoospermiaga meestel on munandivahki
haigestumise risk lile kiimne korra kdrgem. Lisaks leiti ka potentsiaalne seos sperma kvaliteedi ja
melanoomi haigestumise vahel (Hanson et al., 2016). Hilisemas Rootsi uuringus, mis hélmas (le
miljoni mehe, leiti, et tanu viljatusravile isaks saanud meestel oli statistiliselt kdrgem
eesnaarmevahi risk vorreldes meestega, kes said isaks loomulikul viisil (riskitiheduste suhe 1,64).
Veel enam haigestusid viljatusraviga rasestunud paaride mehed eesnaarmevahki varasemas eas
(Al-Jebari et al., 2019). Kasvajate ja mehepoolse viljatuse puhul on diskuteeritud ka voimaliku
Uhise geneetilise etioloogia Ule ning tuvastatud on mitmeid kandidaatgeene, mis vGiksid selgitada

erinevates teadustoodes leitud Gihist geneetilist riski (Nagirnaja et al., 2018).
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Peale onkoloogiliste haiguste on viljatust seostatud ka erinevate kardiovaskulaarsisteemi (KVS)
haigustega. 1737 Eesti viljakusprobleemidega meespatsientide seas on leitud kdérgem KVS
haiguste ja ka muude krooniliste haiguste esinemise sagedus vorreldes viljakate meestega (Punab
et al., 2017). Seda tulemust kinnitavad ka muud uuringud, kus on leitud, et KVS haigustega
meestel on kehvemad sperma parameetrid. Naditeks on KVS haigustega meestel spermide koguarv
ja liikuvus madalam (Latif et al., 2017), lisaks on hiperkolesteroleemiaga meestel kirjeldatud
spermide morfoloogia muutuseid ja sperma mahu vdahenemist (Schisterman et al., 2014) ning
hlpertensiooniga meestel lildist madalamat sperma kvaliteeti (Eisenberg et al., 2015c). Vastavate
haiguste sagedus viljatutel meestel on samuti kdrgem, nimelt esineb hlipertensiooni viljatute seas
10,7% vorra rohkem ning hiperlipideemiat, mille alla kuulub ka hiperkolesteroleemia, 3,2% vorra
rohkem kui viljakatel meestel (Shiraishi ja Matsuyama, 2018). Veel enam on viljatute meeste
puhul kirjeldatud ka kérgemat riski haigestuda siidame isheemiatdvve (Eisenberg et al., 2016).
Madala sperma kontsentratsiooniga (<15 min/mL) meestel on tdheldatud kdrgemat KVS haiguste
tottu hospitaliseerimise sagedust vorreldes >40 min/mL sperma kontsentratsiooniga meestega

(Latif et al., 2017).

Viljatutel meestel on kirjeldatud ka kdrgemat diabeeti haigestumise riski (Eisenberg et al., 2016;
Glazer et al., 2017). Lisaks on leitud, et diabeeti podevatel meestel on vdiksem seemnevedeliku
maht, vdahenenud spermide liikuvus ja kdrgenenud FSH tase, samas kui LH ja testosterooni
tasemed on korras (Pergialiotis et al., 2016). Kill aga on leitud, et prediabeedi diagnoosiga
meestel on madalamad kogu testosterooni ja suguhormoone siduva globuliini (SHBG, sex-
hormone binding globulin) tasemed ning kérgemad FSH ja 6stradiooli tasemed. Veel enam on

prediabeediga meeste seas idiopaatilise NOA levimus kérgem (Boeri et al., 2019).

Mitmed avaldatud uuringud toetavad llekaalu ja rasvumise ning infertiilsuse vahelist seost.
2013. a meta-analidsis leiti, et Ulekaaluliste ja rasvunud meeste seas on azoospermia ja
oligozoospermia levimus kdrgem (Sermondade et al., 2013). Kdrgema KMI-ga meestel on leitud
madalam ejakulaadi maht, sperma kontsentratsioon, spermide arv ja liikuvus (Bieniek et al., 2016;
Ehala-Aleksejev ja Punab, 2015; Eisenberg et al., 2014). Lisaks on kdrgema KMI-ga vGi metaboolse
sindroomiga meestel tdheldatud madalamad testosterooni, SHBG, inhibiin B ja anti-Miilleri
hormooni tasemed ning kdrgem Ostradiooli tase (Bieniek et al., 2016; Ehala-Aleksejev ja Punab,

2015; Ventimiglia et al., 2016).
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Kuna meeste sperma kontsentratsioon ja spermide koguarv on languses (Levine et al., 2017), vGib
edasikestva allakdigu puhul mehepoolse viljatuse levimus suureneda. Sel puhul vdib viljatus kui

biomarker osutuda tahtsaks meeste lldtervise kirjeldamisel.

1.4 Sekundaarsed leiud

1.4.1 Rahvusvahelised juhised sekundaarsete leidude tuvastamiseks

Eksoomi ja genoomi sekveneerimise kasutamine on meditsiinis tOusuteel. Peale spetsiifiliste
leidude identifitseerimise vOib sekveneerimisandmete analldsil valja tulla ka muid kliiniliselt
tahtsaid geneetilisi variante. Selliseid variante voib leida juhuslikult (juhuleiud) véi sihilikult

otsides (sekundaarsed leiud).

Juhu- ja sekundaarsed leiud on defineeritud kui geneetilised variandid, mis ei ole seotud testimise
primaarse pohjusega, kuid mis on potentsiaalselt haigusseoselised ja sekkumistdhusad. 2013. a
martsis andis Ameerika Meditsiinigeneetika ja Genoomika Kolleegium (ACMG, American College
of Medical Genetics and Genomics) vélja algse nimekirja geenidest, milles leiduvatest
patogeensetest ja tdendoliselt patogeensetest geenivariantidest tuleks patsiente teavitada
(Green et al., 2013). Antud nimekiri sisaldas esialgu 56 geeni (ACMG SF v1.0), kuid hiljem on seda
taiustatud ning nimekirja teine versioon sisaldab 59 geeni (ACMG SF v2.0) (Kalia et al., 2017) ja
kolmas versioon 73 geeni (ACMG SF v3.0) (Miller et al., 2021a). Valitud on geenid, milles leiduvate
patogeensete variantide tottu voivad tekkida haigused, mis on kas ennetatavad, neile on olemas
ravi vOi mille korral haiguse simptomid véivad olla pikalt varjatud, kuid valise stiimuli mdjul
vOivad avalduda ja kiiresti progresseeruda (Green et al., 2013). Seega on selliste haigusseoseliste
sekundaarsete geneetiliste variantide identifitseerimine oluline, kuna tagasisidet andes on
voimalik mdningaid hilisavalduvaid haigusi ennetavate meetmetega ara hoida, edasi liikata voi

leevendada.

ACMG alusel on oma geenide nimekirjad loonud ka Geisingeri Tervishoiusisteem (GHS, Geisinger
Health System) seoses projektiga MyCode (MyCode Community Health Initiative) ning ClinGen-i
(Clinical Genome Resource) t60grupp. Geisingeri nimekirja kuulus 76 geeni (GHS76), millest 56
kattusid ACMG SF v2.0 nimekirja geenidega (Schwartz et al., 2018). Kiill aga on antud

geeninimekiri hiljem lle vaadatud ning alles on jaetud vaid ACMG SF v2.0 nimekirja kuuluvad
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geenid ning lisaks HFE geeni (ks muutus (c.845G>A), mille homosigootseid leide tuleks
raporteerida (Kelly et al., 2021). ClinGen geeninimekirjas on kokku 22 geeni, millest kuus ei ole

esindatud ACMG SF v2.0 ega GHS76 nimekirjades (Webber et al., 2018).

ACMG SF v2.0, GHS76 ja ClinGen nimekirjade peale on kokku 85 geeni, millest kolm on seotud
autosoom-retsessiivse ja kolm X-liiteliste pdrandumismustritega haigustega. Ulejdidnud 79 geeni
on autosoom-dominantsete parandumisega haiguste geenid. Nimekirjadesse kuuluvad 85 geeni

on vdimalik jagada viide riihma (tabel 2):

1. Haiguste Kontrolli ja Torje Keskuse (CDC, Centers of Disease Control and Prevention)
esimese taseme (ingl tier 1) haigused, milleks on parilik rinna- ja munasarjavahk (BRCA1 ja
BRCA2), Lynch’i sindroom (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) ja perekondlik hiper-
kolesteroleemia (APOB, LDLR, PCSK9). Nende haigustega pered ei ole tihti teadlikud
kdrgemast haiguse riskist, kuid varajane avastamine ja sekkumine vdhendavad
margatavalt haigestumust ja suremust (CDC. Tier 1 Genomics Applications and their
Importance to Public Health. Kasutatud 04.03.2021).

2. Kardiovaskulaarsete ja hematoloogiliste haigustega seotud geenid, nt SCN5A (Brugada
sindroom, pika QT stndroom), LMNA, MYBPC3, MYH7, TNNI3 (perekondlik
hipertroofiline/dilatatiivne kardiomiiopaatia).

3. Kasvajatega seotud geenid, nt RET (endokriinse hulgikasvajate siindroom, perekondlik
medullaarne kilpndarme vahk), WT1 (Wilmsi tuumor).

4. Endokrinoloogiliste haigustega seotud geenid, nt HNF1A (monogeenne diabeet).

5. Muud geenid, milles olevad patogeensed variandid vdivad pdhjustada adrenoleuko-
dustroofiat (ABCD1), dopamiinitundlikku diistooniat (GCH1), ornitiini transkarbamiilaasi
puudulikkust (OTC), maliigse hipertermia eelsoodumust (RYR1) v&i Wilsoni haigust
(ATP7B).

Nendest 26 geenist, mis olid esindatud vaid GHS76 ja/vdi ClinGen nimekirjas, on hiljutisse ACMG
SF v3.0 lisatud neli geeni: ACVRL1, BTD, ENG ja HNF1A (Miller et al., 2021a).
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Tabel 2. ACMG SF v2.0%, GHS76? ja ClinGen® nimekirjade geenid ning nendele vastavad fenotiibid.

Avaldumise

Pdarandumise

Fenotiiiip . Geen o Funktsioon Allikas
iga tiitip
CDC 1. taseme haigused
MLH1
MSH2
Lynch’i sindroom T AD DNA reparatsioon 1,2
MSH6
PMS2
APOB Rasvade transport
Perekondlik hiiperkolesteroleemia L/T LDLR AD Plasma kolesterooli taseme regulatsioon 1,2,3
PCSK9 Plasma kolesterooli taseme regulatsioon
BRCA1 Tuumorsupressor, DNA reparatsioon
Parilik rinna- ja munasarjavahk T AD 1,2
BRCA2 DNA reparatsioon
Kardiovaskulaarsed ja hematoloogilised haigused
Ariitmogeenne parema vatsakese
& . P . L/T JUP AD Tsutoskeleti struktuur, rakk-rakk adhesioon 2
displaasia
DSC2 Desmosoomi komponent
DSG2 Desmosoomi komponent, transmembraanne kaltsiumit siduv
Ariitmogeenne parema vatsakese glikoproteiin
. . L/T AD 1,2
kardiomiiopaatia bsp )
Desmosoomi komponent
PKP2
TMEMA43 Tuumamembraani struktuuri sdilitamine
CACNAIC L .
Osa kaltsiumi kanalist
CACNB2
Brugada siindroom L/T GPD1L AD Katallits 2
HCN4 Tsukliliste nukleotiidide poolt avatav kaaliumi kanal
KCNE3 Osa kaltsiumi kanalist
Brugada slindroom, kodade SCN1B o .
. o L/T AD Osa naatriumi kanalist 2
virvendusaritmia SCN3B
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Ehlers-Danlosi siindroom (tuilip 4) L/T COL3A1 AD Kortikaalse arengu regulatsioon pehmetes sidekudedes 1,2
Katehhoolaminergiline poliimorfne . .
. R ) L/T RYR2 AD Lihaskontraktsioon 1,2
ventrikulaarne tahhikardia
Kodade virvendusaritmia L/T KCNJ2 AD Aktsioonipotentsiaal 2
SMAD3 Geenide aktiivsuse ja raku proliferatsiooni regulatsioon 1,2,3
TGFB2 Angiogeneesi ja sidame arengu regulatsioon 3
Loeys-Dietz'i sindroom L TGFB3 AD Embriiogeneesi ja rakkude diferentseerumise regulatsioon 2,3
TGFBR1 . ) .
Signaali transduktsioon 1,2,3
TGFBR2
Marfan’i siindroom, Loeys-DietZz’i
siindroom, perekondlikud rinnaaordi L/T FBN1 AD Kaltsiumit siduva mikrofibrilli struktuurne komponent 1,2,3
aneurlismid ja dissekatsioonid
Perekondlik dilatatiivne T DES AD Lihaste struktuur ja funktsioon 2
kardiomiiopaatia LMNA Tuuma stabiilsus, kromatiini struktuur ja geenide avaldumine 1,2
MyYL2 . . .
Perekondlik hiipertroofiline Stidamelihase kontraktsioon
o _ L/T MYL3 AD 1,2
kardiomUliopaatia - - — -
PRKAG2 Rakulise energia metabolismi regulatsioon
ACTC1 Lihaskudede kontraktiilsus
MYBPC3 Siidamelihase kontraktsioon 1,2
Perekondlik hiipertroofiline MYH7 Muosiini koostisosa
kardiomUliopaatia, perekondlik L/T PLN AD Kaltsiumi regulatsioon stidamelihases 2
dilatatiivne kardiomiiopaatia TNNI3 o L
Troponiini subUhik
TNNT2 1,2
TPM1 Kaltsium-séltuva vootlihase kontraktsiooni regulatsioon
KCNE1 5
KCNE2 o _
. . Osa kaaliumi kanalist
Pika QT siindroom L/T KCNH2 AD 19
KcNQ1 ’
SNTA1 Membraanvalkude subtsellulaarse lokalisatsiooni organiseerija 2
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Pika QT siindroom, Brugada stindroom L/T SCN5A AD Osa naatriumi kanalist 1,2
Pika QT siindroom, kodade . .
) L L/T SCN4B AD Osa naatriumi kanalist 2
virvendusaritmia
Pika QT stindroom, perekondlik .
. . L . L/T CAV3 AD Kaveooli komponent 2
hlpertroofiline kardiomiopaatia
ACVRL1 TGF-B retseptor, vajalik angiogeneesis 2,3
Parilik hemorraagiline teleangiektaasia LT NG AD TGF-B retseptorkompleksi komponent, angiogeneesi 5 3
regulatsioon !
ACTA2 Vaskulaarne kontraktiilsus ja vererdhu homoostaas 13
Parilik rindkere aordi haigus L/T MYH11 AD MUosiini koostisosa o
MYLK Sudamelihase kontraktsioon 2,3
Kasvajad
Endokriinsete hulgikasvajate
. L/T MEN1 AD Tuumorsupressor 1,2
siindroom
Endokriinsete hulgikasvajate . . . . . .
. . Rakkude proliferatsioon, arenguline migratsioon ja
siindroom, perekondlik medullaarne L/T RET AD . . 1,2,3
S . diferentseerumine
kilpndarme vahk
Hiperparatiiroidism-ldualuu kasvaja
B T CDC73 AD Tuumorsupressor 3
siindroom
B . . . BMPR1A TGF-B signaalraja retseptor 1
Juveniilsete poliipooside siindroom L/T AD — - - —
SMAD4 Tuumorsupressor, epiteelirakkude proliferatsiooni inhibitsioon 1,23
Li-Fraumeni siindroom L/T TP53 AD Tuumorsupressor 1,2
Neurofibromatoos L/T NF2 AD Hippo/SWH signaalraja regulatsioon 1,2
. . L/T APC AD Tuumorsupressor
Perekondlik adenomatoosne poliipoos — - 1,2
T MUTYH AR Okstidatiivne DNA reparatsioon
Peutz-Jeghers'’i siindroom L/T STK11 AD Tuumorsupressor 1,3
PTEN hamartoomi tuumori stindroom L/T PTEN AD Tuumorsupressor 1,2
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SDHAF2 Suktsinaadi dehlidrogenaasi kokkupanek
Parilik paraganglioom- SDHB
paragang™ L/T AD L o 1,2
feokromotsitoomi siindroom SDHC Elektronide liigutamine suktsinaadilt ubikvinoonile
SDHD
Retinoblastoom L RB1 AD Tuumorsupressor 1,2
TSC1
Tuberoosne skleroos L AD Tuumorsupressor 1,2
TSC2
Von Hippel-Lindau siindroom L/T VHL AD Ubikvitineerumine ja sellele jargnev degradatsioon 1,23
Wilmsi tuumor L WT1 AD Transkriptsioonifaktor, loote arenguline programmeerimine 1,2
Endokrinoloogilised haigused
Biotinidaasi puudulikkus L BTD AR Vaba biotiini regeneratsioon 3
Glukolipiidide ja glikoproteiinide a-galaktoslllrihmade
Fabry haigus L/T GLA XL P a8 P . L 8 1,2
hidrollus
. Transkriptsioonifaktor, maksa-spetsiifiliste geenide
Monogeenne diabeet L/T HNF1A AD . 3
ekspressioon
Muud haigused
Adrenoleukodistroofia L/T ABCD1 XL Vaga pika ahelaga rasvhapete transport
Dopamiinitundlik diistoonia L GCH1 AD Tetrahtlidrobiopteriini (BH4) bioslinteesi enstiim
Ornitiini transkarbamilaasi . . L o
. L/T oTC XL Mitokondriaalse maatriksi enstiim 1,2
puudulikkus
. . . CACNA1S Osa kaltsiumi kanalist
Maliigse hiipertermia eelsoodumus L/T AD - - 1,2
RYR1 Lihaskontraktsioon
Wilsoni haigus L ATP7B AR Vase transport rakust vélja 1

T —tdiskasvanueas. L — lapseeas. AD — autosoom-dominantne. AR — autosoom-retsessiivne. XL — X-liiteline.

! Kalia et al. (2017).
2 Schwartz et al. (2018).
3 Webber et al. (2018).
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1.4.2 Sekundaarsete leidude esinemissagedus lildpopulatsioonis
Mitmed uuringud on keskendunud erinevates valimites sekundaarsete leidude tuvastamisele,
millest enamik on kasutanud ACMG poolt vdljapakutud algset 56 voi hilisemat 59 geeni sisaldavat

nimekirja (tabel 3).

Tabel 3. Vordlus sekundaarsete leidude uurimustest.

) L Valimi | Sekundaarsed Kandjad
Uurimus Nimekiri _
suurus leiud n %

ACMG SF v2.0°
Kelly et al. (2021) 130048 980 3355 2,6

+ 1 HFE variant

109 geeni 422 647 3,0
Gordon et al. (2020) 21519

ACMG SF v2.0 398 549 2,6
Van Hout et al.

ACMG SF v2.0 49 960 548 992 2,0
(2020)
Capalbo et al. (2019) |ACMG SF v2.0 14 125 218 327 2,3
Hart et al. (2019) ACMG SF v1.0° 6240 75 74 1,2
Thauvin-Robinet et | 244 geeni 28 55 7,9

700

al. (2019) ACMG SF v2.0 13 13 1,9
Chen et al. (2018) ACMG SF v2.0 421 11 12 2,9
Sapp et al. (2018) ACMG SF v1.0 1197 14 18 1,5
Tang et al. (2018) ACMG SFv2.0 954 21 24 2,5

2 Kalia et al. (2017).
® Green et al. (2013).

Enim sekundaarsete leidudega lldpopulatsiooni indiviide (7,9%) on tuvastatud Thauvin-Robinet
et al. (2019) uuringus, kus ACMG SF v2.0 listi geenidele oli lisaks uurimisel veel 185 geeni, kuid
vaid ACMG geene arvestades leidus sekundaarseid variante antud uuringus 1,9% osalenutest, mis
on kooskdlas teiste uuringutega (Thauvin-Robinet et al., 2019). Geisingeri MyCode projekti
raames on ACMG SF v2.0 + 1 listi kasutades tuvastatud sekkumistohusaid leide 2,6% vaba-
tahtlikest osalejatest (Kelly et al., 2021). Selekteerimata valimites on veel ACMG SF v1.0 pdhjal
leitud sekundaarseid leide 1,2-1,5% (Hart et al., 2019; Sapp et al., 2018) ning ACMG SF v2.0
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nimekirja kasutades 2,6% osalenutest (Gordon et al., 2020). Gordon et al. (2020) uuringusse olid
lisaks kaasatud ka 50 ACMG nimekirja mittekuuluvat geeni ning kdigi 109 geeni peale tuvastati
sekundaarseid leide 3% valimist (Gordon et al., 2020). Suurbritannia geenivaramu 49 960 indiviidi
eksoomiandmete anallisil tuvastati ACMG SF v2.0 nimekirja alusel sekundaarseid leide 2% (Van

Hout et al., 2020).

Eelselekteeritud uuringuriihma kasutades on sekundaarseid leide ACMG SF v2.0 listi pohjal
tuvastatud veidi alla 3% valimist (Capalbo et al., 2019; Chen et al., 2018; Tang et al., 2018).
Hirschsprungi tove pddevate ja mittepddevate inimeste seas ldbiviidud uuringus tuvastati
sekundaarseid leide 2,5% (Tang et al., 2018) ning nii terveid, rasvunud kui kaasastindinud
sidamehaigustega lapsi kaasanud uuringus 2,9% (Chen et al., 2018). Sugurakkude doonoreid ja
kehavalist viljastamist kasutanud paaride hulgas on sekundaarseid leide raporteeritud 2,3%

(Capalbo et al., 2019).

Antud uuringute pdhjal saab jareldada, et ACMG nimekirjade pohjal voib keskmine oodatav

sekundaarsete leidudega patsientide hulk erinevates valimites olla 1-3%.

1.4.3 Tagasiside andmine sekundaarsete leidude kohta

Sekundaarsete leidude otsimisega kaasnevad kisimused, kas ja millistest leidudest tuleks
patsiente teavitada. ACMG soovituste jargi tuleks patsiente teavitada sekundaarsetest leidudest,
mis on sekkumistdhusad ja kdrge penetrantsusega, samas peab kdigile patsientidele jaama digus
antud informatsiooni mitte teada. V6imalus saada infot oma sekundaarsete leidude kohta tuleks
tagada igale patsiendile nende vanusest sdltumata ning iga patsient peaks ldabima testieelse ja
-jargse geneetilise ndustamise (Miller et al., 2021b). Kill aga soovitab Euroopa Inimesegeneetika
Uhing (ESHG, European Society of Human Genetics) viltida patsiendi primaarse haigusega
mitteseonduvate geenide anallilisimist, et ennetada sekundaarseid leide, ning enne testimist
noustada patsiente juhuleidude kohta, kiisides nGusolekut nende raporteerimiseks (Matthijs et
al., 2016). Juhul kui otsida sekundaarseid leide, tuleks keskenduda hasti teadaolevatele kdrge
penetrantsusega variantidele, mida saaks edukalt ja efektiivselt ennetada ja/voi ravida. Seejuures
tuleks arvestada ka konkreetse variandi penetrantsust konkreetses populatsioonis (de Wert et al.,

2021).
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Sarnased soovitused on ka Kanada Meditsiinigeneetikute Kolleegiumi (CCMG, Canadian College
of Medical Geneticists) poolt. CCMG ei kiida heaks sihilikku juhuleidude otsimist, kuid on siiski
paika pannud selged soovitused sekundaarsete leidude raporteerimiseks (Boycott et al., 2015;

Hume et al., 2019):

e Teovdimeliselt tdiskasvanutelt tuleks enne testimist kiisida informeeritud ndusolek.

o Lastel leitud korge penetrantsusega leidudest, mis on lapseeas sekkumistéhusad, tuleks
teavitada lapsevanemaid. Taiskasvanueas avalduvate haiguste kohta ei tohiks
informatsiooni anda, v.a juhul kui lapsevanemad seda soovivad ja selle info jagamine
aitaks potentsiaalselt ennetada lapsevanema vdi muu pereliikme rasket haigust.

e Teovdimetute tdiskasvanute korge penetrantsusega sekkumisthusatest variantidest
tuleks teavitada nende seaduslikku esindajat, v.a kui kdnealune isik veel teov@imelisena

soovis vastupidist.

Kuigi Euroopas puuduvad selged ja konkreetsed soovitused vdi juhised sekundaarsete leidude
raporteerimiseks ning tldine ldhenemine on pigem konservatiivne ja ettevaatlik, leiab Prantsuse
Prognostilise ja Personaalse Meditsiini Uhing (ingl French Society of Predictive and Personalized
Medicine), et patsiente tuleks informeerida sekundaarsetest leidudest geenides, mis on seotud
parilike kasvajate eelsoodumusega. Samas tuleks enne igasugust geneetilist testimist patsiente
sekundaarsete leidude osas ndustada ning votta nende raporteerimiseks informeeritud ndusolek,

jattes patsiendile Giguse sellest hiljem loobuda (Pujol et al., 2018).

Viimastel aastatel on ldbiviidud mitmeid uuringud, kus on viélja selgitatud erineva taustaga
inimeste soovid seoses geneetiliste leidude raporteerimisega. Mone aasta taguses uuringus, kuhu
olid kaasatud pea 7000 indiviidi 75 eri riigist, leiti, et 98% mitte-tervishoiutdotajatest tahaksid
saada infot sekkumistohusate sekundaarsete leidude kohta ning 73% lisaks ka mitte-
sekkumistdhusate variantide kohta. Uuringusse kaasatud kliinilistel geneetikutel, geeniteadlastel
ja tervishoiutdotajatel olid veidi konservatiivsemad arvamused, nimelt sooviksid neist 96% teada
sekkumistohusatest ja 65% mitte-sekkumistbhusatest leidudest (Middleton et al., 2016).
Perearstid on leidnud, et sekundaarsete leidude informeerimise peamine kasu on
sekkumistdhusus ning informatsioon leidude kohta, mis pole sekkumistdhusad, on kasutu ja

potentsiaalselt kahjulik ning vdib patsientidel tekitada drevust (Sebastian et al., 2021).
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Teismeliste seas labiviidud kisitlustes on leitud, et kuni 83% noortest soovivad teada lisaks
sekkumistdhusatele variantidele ka nendest variantidest, millega seotud haigused pole kas
ravitavad vOi ennetatavad, tuues peamiseks pdhjusteks, et see aitaks neil oma tulevikku
planeerida (Hufnagel et al., 2016; Pervola et al., 2019). Mighton et al. (2020) uuringus leiti, et
peamine pohjus, miks inimesed tahavad teada nii sekkumistdhusatest kui ka mitte-
sekkumistdhusatest sekundaarsetest leidudest, on elukvaliteedi parandamine. Sama pdhjuse tdid
vdlja ka inimesed, kes ei soovinud lildse teada oma sekundaarsetest leidudest. Lisaks toodi valja,
et sekundaarsete leidude kasulikkus seisneb voimaluses olla vaimselt ettevalmistunud, toetab
tuleviku planeerimist ja tagab véimaluse jagada tulemusi perelilkkmetega (Mighton et al., 2020).
Seni on uuringutes leitud, et enamik patsiente, kellel on tuvastatud ja raporteeritud
sekundaarseid leide, ei kahetse oma valikut ning pstihholoogilise stressi esinemine nende seas on

madal (Hart et al., 2019; Sapp et al., 2018).

Antud uuringutest vOib jareldada, et enamik inimesi sooviksid neid puudutavastest
sekkumistdhusatest variantidest teada, kuid igalt geeniuuringus osalejalt peaks enne
geenianallilsi erinevate geneetiliste leidude raporteerimise osas kisima informeeritud
nousoleku. Lisaks on siinkohal oluline aspekt ka patsientide ndustamine seoses nendel tuvastatud
haigusseoseliste geneetiliste leidudega, kaasates vajadusel diskussiooni ka teised pereliikmed.
Noustamise jargselt saavad patsiendid teha informeeritud otsuseid testimisvéimaluste, tervise

jalgimise, ravi ja pereplaneerimise osas.

1.5 Geenivariantide patogeensuse hindamine

Selleks, et patsiente teavitada vaid haigusseoselistest variantidest, on vajalik hinnata eksoomi voi
genoomi sekveneerimisel leitud variantide patogeensust. Eesmadrgiga muuta kliiniliste
geenivariantide hindamine (htlasemaks ja labindhtavamaks, avaldati 2015. a ACMG ja
Molekulaarpatoloogia Assotsiatsiooni (AMP, Association of Molecular Pathology) koostdos
soovitused mendeliaarsete haiguste geneetiliste variantide patogeensuse hindamiseks. Antud
juhend koosneb 16 patogeensuse ja 12 healoomulisuse hindamise kriteeriumist, mis votavad
arvesse populatsiooni, funktsionaalsuse, in silico programmide ennustuse, segregatsiooni jm

andmeid. Vaga tugevale patogeensusele viitab nullvariant geenis, kus funktsioonikadu on sage
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haiguse tekkemehhanism, tugevale patogeensusele viitavad naiteks de novo variant (kui on
olemas vanemate andmed), variandi statistiliselt krgem levimus haigetel vorreldes kontrollidega
vOi kui sama aminohappelist muutust on varem patogeenseks hinnatud. NGrgemad patogeensuse
nditajad on naiteks variandi puudumine populatsiooni andmebaasides, paiknemine korge
mutatsioonilise aktiivsusega (ingl hot spot) alas voi asendusvariant geenis, kus on madal
healoomuliste asendusvariantide esinemissagedus. Geenivariandi healoomulisusele viitavad
nditeks kdrge minoorse alleeli esinemissagedus, kahjustava efekti puudumine funktsionaalsetes
uuringutes vO0i segregatsiooni puudumine haigusega. Iga variandi puhul tuleb hindajal otsustada,
millised kriteeriumid on taidetud ning nende kombineerimisel jagatakse variandid Ghte neljast
rGhmast: patogeenne (P), tdendoliselt patogeenne (TP), healoomuline (HL) voi tdendoliselt
healoomuline (THL). Kui kriteeriumite kombineerimise tulemus ei sobi tGihtegi eelmainitud riihma,
on tegu teadmata patogeensusega variandiga (VUS, variant of unknown significance) (Richards et

al., 2015).

Antud kriteeriumite hindamine vdib aga kohati olla subjektiivne ja erinevate inimeste poolt
erinevalt tolgendatud. SeetOttu on valja tootatud mitmeid algoritme, mis lihtsustaksid ja
Uhtlustaksid meditsiinigeneetikute ja arstide t60d geenivariantide patogeensuse hindamisel.
Sellised on naiteks ACMG juhistel pohinevad InterVar (Li ja Wang, 2017), VarSome (Kopanos et
al., 2019) ja Franklin (franklin.genoox.com). InterVar on bioinformaatiline kdsureapdhine tarkvara
geneetiliste variantide kliiniliseks interpreteerimiseks, mis hindab 18 ACMG kriteeriumi taitmist.
Lisaks sellele on vidlja tootatud ka veebiserver winterVar, mis vdimaldab variantide

automatiseeritud interpretatsiooni koos manuaalse kohendamisega (Li ja Wang, 2017).

Franklin on veebipdhine tooriist variantide patogeensuse interpreteerimiseks, mis kasutab
tehisintellektil pdhinevat variantide klassifikatsiooni mootorit (ingl artificial intelligence-based
variant classification engine), et minimaliseerida ACMG juhendite télgendamise varieeruvust,
tuginedes 17 ACMG kriteeriumile. Uks eesmirke Franklini puhul on kdigi haigusseoseliste
variantide kinnipltidmine, seega patogeensuse hindamisel vOib juhtuda, et kriteeriumite
spetsiifilisust langetatakse. Sellest tulenevalt antakse variantidele ka tugevus- ja usaldushinnang,
et kasutaja saaks teha |0pliku informeeritud otsuse variandi haigusseoselisuse kohta

(https://franklin.genoox.com).
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VarSome’i puhul on tegu inimese geneetiliste variantide otsingumootoriga, kus variantide
patogeensuse hindamine toimub automaatse variantide klassifikaatori abil, mis hindab
haigusseoselisust vastavalt ACMG juhiste 21 kriteeriumile. Osadel juhtudel on lisaks arvestatud
VarSome’i Teadusndukogu (ingl Scientific Advisory Board) ja globaalse kogukonna
ekspertarvamusi (Kopanos et al., 2019). Lisaks automatiseeritud kriteeriumitele saab Franklinis ja
VarSome’is labi kasutajaliidese kriteeriume lisada (ja eemaldada), mis on vajalik eelkdige

patsiendi fenotilpi arvestavate parameetrite korral.

Eelmainitud tarkvarad séltuvad suuresti teistest andmebaasidest, kust infot kogutakse. Uks
omanadoline andmebaas, mis sdltub erinevate laborite, to6gruppide ja ekspertpaneelide esitatud
andmetest, on ClinVar. See on NCBI (National Center for Biotechnology Information) poolt
hallatud avalik andmebaas inimese geneetilistest variantidest ja nende mojust haiguste tekkele.
ClinVar sai loodud peamise eesmargiga olla andmebaas, kus kliinilise geneetika laborid saavad
jagada variantide patogeensuse hinnanguid ja tdendeid, kuidas antud otsuseni jouti. ClinVari
kogutakse kokku info eri suuruses variantide kohta genoomi eri piirkondadest (Landrum et al.,
2018). Osadele geenivariantidest on oma haigusseoselisuse hinnangu andnud ka ekspertpaneelid,
kes fokuseeruvad keerulistele variantidele, sh VUS-id ja vastuolulised (ingl conflicting) variandid

(Landrum ja Kattman, 2018).

Hiljuti on oma geenivariantide klassifikatsioonimudeli vdlja to6tanud ja avaldanud ka ESHG. Antud
mudelit nimetatakse ABC silisteemiks ning seda on vdimalik kasutada eraldiseisvalt voi
kombinatsioonis ACMG klassifikatsioonislisteemiga. ABC siisteemi jargi antakse variandile esmalt
funktsionaalne ja seejarel kliiniline hinnang ning nende kombineerimisel maaratakse antud

variandile klass A—F voi klass 0, kui kliinilist hindamist ei peetud vajalikuks (Houge et al., 2021).
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2 UURIMUS

2.1 To0 eesmargid ja llesehitus

Kdesoleva t00 eesmargid olid:

1) tuvastada Kkliiniliselt olulised sekundaarsed leiud idiopaatilise mitte-obstruktiivse
azoospermiaga meeste valimis;

2) anallilisida, kas idiopaatilise mitte-obstruktiivse azoospermiaga meestel esineb
voimalikke sekkumistéhusaid geenivariante rohkem kui tGldpopulatsioonis;

3) testida hlpoteesi, kas raskete spermatogeneesi hdirete ja kasvajate geneetiline etioloogia
on omavahel lilekattes;

4) vdimaldada patsientidele lahitulevikus haigusriskide osas tagasisidet.

Antud magistrito0 raames tehtud ja sellele eelnenud t66d iseloomustab joonis 3.

924 idiopaatilise NOA-ga patsiendi DNA GEMINI konsortsium
kogumine, eraldamine ja sekveneerimine (alapeatiikid 2.2.1-2.2.2)

Prof M. Laan ACMG, GHS
Analllsitavate geenide valik ~ ja ClinGen pdhjal
(alapeatiikk 2.2.3, tabel 2)

Geenivariantide annoteerimine ja
prioritiseerimine

Geenivariantide patogeensuse hindamine

— Kaesolev magistritoo

Eesti patsientide sekundaarsete leidude
valideerimine

Geenivariantide koormuse testimine

Joonis 3. Ulevaade kdesoleva magistritdé raames tehtud ja sellele eelnenud tdést.
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2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Valimi kirjeldus

Kdesolevas t00s kasutati GEMINI (GEnetics of Male INfertility Initative) konsortsiumi 924
idiopaatilise NOA-ga patsiendi taiseksoomi sekveneerimisel saadud andmeid. GEMINI puhul on
tegu rahvusvahelise konsortsiumiga, kuhu on kaasatud Uheksa riigi 20 keskust ning (ile 1500
patsiendi ja 2000 kontrolli. Patsiendid on peamiselt kas NOA vdi oligozoospermia diagnoosiga
ning konsortsiumi teadustegevus keskendub mehepoolse viljatuse geneetiliste pdhjuste

identifitseerimisele ja kirjeldamisele (gemini.conradlab.org).

Kaesolevas magistritéos analttsitud 924 patsienti olid kogutud 11 keskuses (tabel 4) ning neil oli
diagnoositud azoospermia (n=915, spermide puudumine ejakulaadis) voi raske oligozoo-
/kriptozoospermia (n=9, spermide kontsentratsioon <~1 min/mL) ning kategoriseeritud kui NOA
vastavalt fldsilisele Ulevaatusele (munandimaht), endokriinsetele naitajatele (FSH, LH ja
testosteroon) ning histoloogilistele leidudele. Enamik patsiente olid Euroopa pdritolu (91%),
Ulejaanud Louna-Aasia (4%), Aafrika (3%) ja Ida-Aasia (2%) paritolu. Meeste keskmine vanus oli
35,5 aastat. Keskmine seerumi LH kontsentratsioon oli 8,1 IU/L, FSH kontsentratsioon 20,4 |U/L
ja kogu testosterooni kontsentratsioon 14,7 nmol/L. Ko&ikidest keskustest on olemas

eetikakomitee luba ning kdigilt meestelt on voetud kirjalik ndusolek uuringus osalemiseks.

Eestist on GEMINI konsortsiumis esindatud nii Tartu Ulikool (prof Maris Laan, BSMI inimese
geneetika uurimisriihm) kui ka SA Tartu Ulikooli Kliinikumi Meestekliinik (dr Margus Punab). Eesti
patsientide keskmine vanus oli 35,5 aastat, keskmine LH kontsentratsioon 7,8 IU/L, FSH 22,0 IU/L

ja testosteroon 16,2 nmol/L.

Tartu Ulikooli inimuuringute eetikakomitee poolt on vilja antud heakskiit 74/54 (viimane

muudatusettepanek 288/M-13).
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Tabel 4. Kdesoleva magistritdo valimi jaotus GEMINI projektis osalevate keskuste vahel (n=924).

Patsientide
Keskus arv Keskuse koordinaator(id)
Ameerika Uhendriigid 311
Cornell (Weill Cornelli Meditsiini-
205 Peter N. Schlegel
kolledz)
Stanford (Stanford Medicine) 10 Michael L. Eisenberg
. Kenneth I. Aston, Douglas T. Carrell,
Utah (Utah’ Ulikool) 62
James M. Hotaling, Timothy G. Jenkins
WashU (Washingtoni Ulikool) 34 Emly S. Jungheim, Kenan R. Omurtag
Austraalia (Monashi Ulikool) 88 Rob McLachlan
Eesti (Tartu Ulikool ja Tartu Ulikooli
82 Maris Laan, Margus Punab
Kliinikum)
Hispaania (Instituto de
46 Daniel Moreno Mendoza, Csilla Krausz
Investigaciones Biomédicas Sant Pau)
Kanada (Toronto Ulikool ja Mount
35 Keith A. Jarvi
Sinai haigla)
Portugal 275
Lissabon (Instituto Nacional de
147 Jodo Gongalves
Saude Doutor Ricardo Jorge)
Alexandra M. Lopes, Susana Seixas, Filipa
Porto (Porto Ulikool) 128 Carvalho, Susana Fernandes, Alberto
Barros
. Ewa Rajpert-De Meyts, Niels Jgrgensen,
Taani (Kopenhaageni Ulikool) 87

Kristian Almstrup
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2.2.2 Sekveneerimisandmed

GEMINI tiiseksoomi sekveneerimine teostati Ameerika Uhendriikides Washingtoni Ulikoolis
McDonnelli genoomi instituudis (www.genome.wustl.edu), kasutades samas laboris vilja
tootatud ja valideeritud (ingl in-house) eksoomi sekveneerimise reagenti lllumina HiSeq 4000
platvormil. Lugemite katvuseks saadi keskmiselt 80x. Sekveneeritud lugemid to6deldi ja joondati
vastu GRCh38 inimese referentsgenoomi, kasutades tooriistu BWA-MEM (v0.7.17) (Li ja Durbin
2009), Genome Analysis Toolkit (v3.6.0) (McKenna et al. 2010) ja Picard (v2.10.0)
(broadinstitute.github.io/picard). Baasinformaatilise osa teostas dr Liina Nagirnaja (Oregon

Health & Science University, Portland, USA) (Nagirnaja et al., 2021, avaldamisele saadetud).

2.2.3 Analiiisitavate geenide valik
T66s analtisitud 85 geeni olid nimetatud sekkumistdhusateks ACMG (Kalia et al., 2017), GHS
(Schwartz et al., 2018) ja/voi ClinGen (Webber et al., 2018) ekspertide poolt (tabel 2). ACMG

nimekirjadest kasutati antud t66s ACMG SF v2.0 ning GHS puhul esmast 76 geeniga nimekirja.

2.2.4 Analiiisiks kasutatud andmebaasid ja tarkvara

Geneetiliste variantide anallilisi erinevates etappides kasutati mitmeid andmebaase ja
tarkvarasid, mis on vilja toodud tabelis 5. Uldiseks analiitisiks kasutati programmeerimiskeelt R
(v3.6.3) (R Core Team, 2020), Linux terminali ja kdsureapdhist programmi BCFtools (v1.12) (Li et
al., 2009). Jooniste tegemiseks kasutati R paketti ggplot2 (v3.3.0) (Wickham, 2016).
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Tabel 5. Kaesolevas t66s kasutatud andmebaaside ja tarkvarade lGhikirjeldus.

Andmebaas/tarkvara |Kirjeldus

ANNOVAR Tarkvara geenivariantide annoteerimiseks, kasutades erinevaid andmebaase, sh RefGene, ensGene, dbSNP,
gnomAD, ExAc, ClinVar, InterVar (annovar.openbioinformatics.org).

Clinvar Andmebaas, mis sisaldab infot inimese geenivariantide kohta ning nende seoseid haigustega (clinvar.com).

dbSNP (avsnp150)

NCBI alla kuuluv erinevate liikide geenivariantide andmebaas (www.ncbi.nlm.nih.gov/snp).

Ensembli poolt vilja téotatud vahend kodeerivate ja mittekodeerivate geeniregioonide tuvastamiseks

ensGene L .
(genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTrackUi?db=danRer10&g=ensGene).
ExA Populatsiooniandmebaas, mis sisaldab 60 706 isiku eksoomiandmeid. Kuulub niidd gnomAD-i alla
XAc
(exac.broadinstitute.org).
FinchTV Programm Sanger sekveneerimise andmete illustreerimiseks (digitalworldbiology.com/FinchTV).
Franklin Geenivariantide otsingumootor (franklin.genoox.com).
GenomeTester Tarkvara praimerite unikaalsuse kontrollimiseks (bioinfo.ut.ee/genometester).
gnomAD Populatsiooniandmebaas, v2.1 sisaldab 125 748 eksoomi ja 15 708 genoomi andmeid (gnomad.broadinstitute.org).
InterVar Geenivariantide kliiniline interpreteerimine (wintervar.wglab.org).
MGl Hiire geenide, geenifunktsioonide, fenotllpide ja hiiremudelite andmebaas (www.informatics.jax.org).
OMIM Andmebaas, mis holmab inimese geene ja geneetilisi haiguseid, fokuseerides geneetiliste variantide ja fenotlitbi
molekulaarsetele seostele (www.omim.org).
Primer3 Tarkvara praimerite disainimiseks (bioinfo.ut.ee/primer3).

Primer-BLAST

Tarkvara praimerite disainimiseks ja unikaalsuse kontrollimine (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast).

RefGene

Teadaolevate inimese genoomi kodeerivate ja mittekodeerivate geenide kirjeldamine, kasutades NCBI RNA
referentsjarjestuste andmebaasi (RefSeq) (varianttools.sourceforge.net/Annotation/RefGene).

VarSome

Geenivariantide otsingumootor (varsome.com).

32




2.2.5 Variantide annoteerimine ja prioritiseerimine

Kogu eksoomi sekveneerimisel saadud andmed uuritavate 85 geeni kohta annoteeriti
ANNOVAR-iga (ANNOtate VARiation, v20191024). ANNOVAR on tarkvara geneetiliste variantide
interpreteerimiseks ja prioritiseerimiseks, kus on vdimalik rakendada geeni-, regiooni- voi

filtripohist annoteerimist (Wang et al., 2010).
Annoteeritud andmetest filtreeriti sisse variandid:

e mille genotiilipide katvus valimis oli vdhemalt 90%;

e mis asusid eksonites voi ekson-intron piiril (splaiss-variandid);

e mis eiolnud siinonliimsed Ghenukleotiidsed variatsioonid (SNV, single nucleotide variant)
refGene (varianttools.sourceforge.net/Annotation/RefGene) ja ensGene
(genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTrackUi?db=danRer10&g=ensGene) ennustuste pdhjal;

e mis olid uued ehk andmebaasides esindamata vdi harvad variandid ehk mille minoorse

alleeli esinemissagedus (MAF, minor allele frequency) Gldpopulatsioonis <1%.

Geenivariantide MAF vOeti vastavalt andmebaasidele gnomAD (Genome Aggregation Database,
v2.1.1) (Karczewski et al., 2020) ja ExAc (Exome Aggregation Consortium, v03) (Karczewski et al.,

2017).

2.2.6 Geenivariantide patogeensuse hindamine

Edasiseks uurimiseks kasutati automatiseeritud ClinVari (v20200316) (Landrum et al., 2018) ja
InterVari (v20180118) (Li ja Wang, 2017) haigusseoselisuse hinnanguid. Nende pdhjal valistati
variandid, mille mdlemad hinnangud olid VUS (teadmata patogeensusega variant) voi millel

vahemalt ks hinnang oli HL (healoomuline) voi THL (tdenéoliselt healoomuline). Alles jaid:

e Potentsiaalsed patogeensed variandid — vahemalt Gks TP (tdendoliselt patogeenne) voi P
(patogeenne) hinnang ning teine hinnang polnud HL v&i THL.

e Hindamata patogeensusega variandid — hinnangud puudusid.

Allesjadnud variantide haigusseoselisuse kinnitamiseks leiti juurde hinnangud VarSome’ist

(Kopanos et al., 2019) ja Franklinist (franklin.geenox.com) ning tehti tehti manuaalne ClinVari
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valjavote, kuna ClinVari andmebaasi uuendatakse pidevalt. Lisaks anti hinnang ACMG juhiste

jargi. Saadud andmete pdhjal pandi paika kriteeriumid maaramaks variandi I6plikku hinnangut:

e Kui variandile oli olemas ClinVaris ekspertpaneeli hinnang, jai 16plik hinnang vastavalt
sellele.
e Kui variandile leidus nii THL/HL ja TP/P hinnanguid, jai 10plikuks hinnanguks vastuoluline.

e Ulejaanud variantide 18plik hinnang jai vastavalt ACMG hinnangule.

2.2.7 Eesti patsientide patogeensete variantide valideerimine

Eesti NOA patsientidel tuvastatud sekundaarsetele leidudele viidi labi valideerimine Sanger
sekveneerimisega. Selle jaoks disainiti praimerid programmiga Primer3 (v4.1.0) (K6ressaar et al.,
2018) ning unikaalsuse kontrollimiseks kasutati programme Primer-BLAST (Ye et al., 2012) ja
GenomeTester (v1.3) (Andreson et al., 2006). Kasutatud praimerite jarjestused on valja toodud

tabelis 6.

Tabel 6. Valideerimiseks kasutatud praimerite nukleotiidsed jarjestused.

Geen cDNA muutus Produkti pikkus Praimeri jarjestus (F/R)
TCTTGCAGTAAAGCAGGCAAT/
BRCA2 c.1796_1800del 424 bp
TGCTTCAAACTGGGCTGAAC
ACACCTAGCCAAAAGGCAGA/
BRCA2 | c.3645_3646insTTTA 407 bp

TTCACAGCTTTTTGCAGAGC

F —juhtiva ahela jarjestus. R — mahajdava ahela jarjestus.

Praimerite to6tavuse kontrolliks viidi labi PCR, mille jaoks kasutatud programmid on vélja toodud
tabelis 7. PCR produktide geelelektroforees viidi Iabi 1% TBE geelil. Sanger sekveneerimine
teostati Eesti Biokeskuse tuumiklabori poolt. Sekveneerimise andmeid anallilisiti programmiga

FinchTV (v1.4).
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Tabel 7. Valideerimiseks valitud geenivariantide PCR programmid.

Geen cDNA muutus Programm
BRCA2? c.3645 3646 |Algne denaturatsioon 95°C 15 min
insTTTA? Denaturatsioon 95°C 45s

BRCA2® c.1796_1800 |Praimerite seondumine 512/53P °C 30s 35 tstklit

delCTTAT? | Ekstensioon 72°C 45 s
Inkubatsioon 72°C 10 min
Sailitamine 4°C oo

2.2.8 Eksoonsete harvade variantide koormuse testimine

Uuritavas GEMINI valimis (n=924) esinevate harvade geenivariantide koormuse testimiseks
vorreldes gnomAD andmebaasiga kasutati tarkvara TRAPD (Test Rare vAriants with Public Data).
TRAPD puhul on tegu tarkvarapaketiga, mis on moeldud geenipdhiseks koormuse vordluseks
avalike andmebaasidega, arvutades rikastatuse Fisheri tapse testi pdhjal (Guo et al., 2018).
Kaesolevas t60s valiti vordlusvalimiks gnomAD-i eurooplaste (millest on vélja arvatud soomlased,

NFE, non-Finnish Europeans) eksoomiandmed (n=56 885).

Kuna TRAPD ei toeta X-liiteliste geenide testimist, valistati antud parandumistiiiibiga geenid

analtusist (n=3).
Lahtudes Guo et al. (2018) t60st, pandi paika kriteeriumid testitavatele variantidele:

e GEMINI ja gnomAD-i positsioonide >10x katvus vahemalt 90% patsientidest kummaski
valimis (kontroll teostatud TU genoomika instituudi spetsialisti Maarja Lepametsa poolt).

e Variantide populatsioonide maksimaalne MAF <1% gnomAD (v2.1.1) andmebaasi jargi.

e Sinonllimsete variantide testimise abil kinnitati sobiv QD (quality by depth) skooride

lavend.

QD skoori ldavendi kinnitamiseks viidi labi testi kalibreerimine vastavalt md&lemas valimis
esinevatele eksoonsete variantide QD skooridele. Selle jaoks arvutati GEMINI valimi QD
skooridele vastavad 85, 80, 75, 70 ja 65 protsentiilid ja gnomAD-i valimis 95 ja 90 protsentiilid

ning eksoonsete slinonlilimsete harvade variantide peal kombineeriti erinevate protsentiilide
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paare, tehes kindlaks parimad tingimused tasakaalustatud koormuse testi jaoks. Antud

kalibreerimistesti alusel satestati ka statistiline olulisusnivoo.

Seejarel viidi 1abi anallilis harvade (MAF <1%) eksoonsete lugemisraami muutvate indelite,
asendus- ja stoppvariantide ning splaiss-variantide peal. GEMINI QD skoori filtriks valiti 65% (QD
>8,981) ja gnomAD-i valimil 95% (QD 211,383). Olulisusnivoo valiti vastava slinonlimse

kalibreerimistesti (65% vs. 95%) alusel, milleks oli 2,21x10°.

Kuna GEMINI ja gnomAD-i valimite suurused on vaga erinevad, oli oluline konservatiivne analliis,
et valtida juhuslikke p-vaartuseid, mis tulenevad valimi juhuslikest erinevustest sekveneeritud

alades ja nende toorandmete kasitlusest.

2.3 Tulemused

2.3.1 Analiisitud geenide profiil

Uurimistoo kadigus anallisiti ACMG SF v2.0, GHS76 ja ClinGen nimekirjade alusel 85 geenis
asuvaid varieeruvusi (tabel 2, joonis 4). Antud nimekirjades esines nii autosoom-retsessiivse kui
ka X-liitelise parandumismustriga geene kolm, llejaanud 79 geeni olid autosoom-dominantse
parandumisega. Enamik geenidest (55%) olid seotud KVS haigustega, seejarel kasvajatega (31%)

ning endokrinoloogiliste (7%) ja muude haigustega (7%) seotud geenid.
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Joonis 4. ACMG SF v2.0, GHS76 ja ClinGeni nimekirjade geenide (n=85) jaotumine vastavalt haiguste
rihmadele.
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2.3.2 Geenivariantide filtreerimine

Annoteeritud eksoomi sekveneerimisandmetes leidus geenivariante kokku 6428. Varieeruvusi
esines koigis valjavalitud geenides, v.a geenis PLN. Huvipakkuvate ehk potentsiaalselt
patogeensete geenivariantide leidmiseks viidi |abi kdigi geenivariantide filtreerimine vastavalt

uuringus satestatud tingimustele (vt alapeatikid 2.2.4 ja 2.2.5, joonis 5).

Annoteeritud eksoomiandmed
n=6428

<90% katvusega variantide eemaldamine
n=6276

Mitte-eksoonsete ja mitte-splaiss-variantide eemaldamine
n=3017

StinonUUmsete variantide eemaldamine

n=1643
Sagedased variandid Harvad (MAF <1%)
(MAF >1%) ja uued variandid
n=165 n=1478

Joonis 5. Geenivariantide filtreerimise protsess. MAF — minoorse alleeli sagedus.

Parast kodigi variantide filtreerimist alles jadanud erineva sagedusega huvipakkuvate variantide
(n=1643) jagunemine MAF jargi on valja toodud tabelis 8. Valdava enamuse variantide (96,5%)
puhul oli tegu mittesiinonlilimsete ehk asendusvariantidega. Ennustatavalt funktsioonikaoga
(LoF, loss-of-function) variandid, mille alla kuulusid splaiss-saidis asuvad variandid, lugemisraami
muutvad insertsioonid ja deletsioonid ning stopp- ehk nonsenssvariandid, moodustasid kdigist
variantidest 2,2%. Ulejaanud variantide alla kuulusid lugemisraami mitte-muutvad indelid ning

start- voi stoppkoodoni kadu tekitavad variandid (1,3%).
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Tabel 8. Antud t66 valimi patsientidel esinevad geenivariandid (n=1643) vastavalt minoorse alleeli
esinemissagedusele (MAF).

Sagedased variandid | Harvad (MAF <1%) ja R
okku
(MAF >1%) uued variandid
n % n % n %

Asendusvariandid 161 97,6 1425 96,4 1586 96,5
LoF variandid 2 1,2 34 2,3 36 2,2
Muud variandid* 2 1,2 19 1,3 21 1,3
Kokku 165 1478 1643

LoF — funktsioonikaoga variandid (splaiss-variandid, lugemisraami muutvad indelid ning stopp-variandid).
* Lugemisraami mitte-muutvad indelid ning start- voi stoppkoodoni kadu tekitavad variandid.

Kahe sagedase LoF variandi puhul oli tegu lugemisraami muutva insertsiooniga. Esimese
geenivariandi puhul oli tegu MYLK geeni ekson-intron piiril oleva Gihenukleotiidse insertsiooniga
(c.4289-10dup, rs200371896), mille sagedus uldpopulatsioonis on 3-4% ning mida antud t66
valimis leidus 65 patsiendil, nendest neli homosiigootses seisundis. Teise insertsiooni puhul oli
tegu DSC2 geenis oleva kahenukleotiidse insertsiooniga (c.2686_2687dup, rs200056085), mille
sagedus genoomis on veidi Ule 1%. Selle insertsiooniga patsiente leidus antud t66 valimis 16,
kellest kdik olid heterostigoodid. Kuigi tegu on lugemisraami muutvate insertsioonidega ja seega

LoF variantidega, on ClinVari patogeensuse hinnang mdlemale variandile HL/THL.

2.3.3 Variantide jagunemine geeniti

Geenivariantide filtreerimise jargselt jai alles 1643 varianti (joonis 6). Enim leidus variante geenis
APOB (n=133) ning vahim geenides OTC ja TGFBR1 (n=1). Varieeruvusi ei esinenud geenides
ACTC1, KCNE1, PLN, PTEN ja SDHC. Vastavalt geeni peamise transkripti pikkusele leidus enim
variante geenis TNNI3 (13,1 varianti 1 kb kohta), vahim geenis TGFBR1 (0,2 varianti 1 kb kohta).
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2.3.4 Variantide jagunemine valimi patsientide seas

Parast sagedaste variantide (MAF >1%) valja filtreerimist jai alles 1478 harva vdi varem
andmebaasides esindamata varianti. Selliseid variante esines keskmiselt 3,12 patsiendi kohta.
Enim esines Uhel patsiendil 14 heterosligootset varianti ja kaks homosligootset varianti (tabel 9).
Asendusvariante leidus Uhel patsiendil kdige rohkem 12, Ghelgi patsiendil ei tuvastatud rohkem

kui Uks LoF variant.

Tabel 9. Harvade (minoorse alleeli sagedus <1%) ja uute variantide (n=1478) esinemine valimi 924

patsiendil.
Heterosiigootsed Homosiigootsed
AV LoF Muud Koik AV LoF Muud Koik
Keskmine 2,92 0,03 0,08 3,04 0,05 0,03 0,00 0,05

Mediaan 3,00 0,00 0,00 3,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Max 12,00 1,00 2,00 14,00 2,00 1,00 0,00 2,00

AV —asendusvariandid. LoF — funktsioonikaoga variandid (splaiss-variandid, lugemisraami muutvad indelid
ning stopp-variandid). Muud — lugemisraami mitte-muutvad indelid ning start- vGi stoppkoodoni kadu
tekitavad variandid.

2.3.5 Sekundaarsed leiud valimi patsientidel

Harvade ja uute variantide (n=1478) haigusseoselisuse hindamiseks kasutati t66s satestatud
kriteeriume (vt alapeatiikk 2.2.5), mille jargi hinnati haigusseoselisus 96 geenivariandil (joonis 7).
Sekundaarsete leidudena defineeriti 29 geenivarianti, nendest 14 TP ja 15 P varianti 21 eri geenis
(tabel 10). Leitud geenivariandid esinesid kokku 32 patsiendil 924-st ehk 3,5%. 27 varianti asusid
autosoom-dominantse parandumisega geenides (nendest ks homosiigootses olekus), (ks
hemisligootne variant tuvastati X-liitelises ABCD1 geenis ning (ks homosligootne variant
autosoom-retsessiivse parandumisega MUTYH geenis. Uhelgi patsiendil ei esinenud le {ihe

sekundaarse leiu.

Tuvastatud sekundaarsetest leidudest ei kuulu ACMG SF v2.0 geenide nimekirja ABCD1 ja HNF1A
(kall aga on viimane lisatud ACMG SF v3.0 nimekirja). Seega ACMG SF v2.0 nimekirja jargi leidus
27 TP/P varianti 30 idiopaatilise NOA-ga patsiendil ehk 3,2% valimist.

40



Harvad (MAF <1%) ja
uued variandid

n=1478

N Hinnanguta ja
(Toenaoliselt) - .
healoomulised variandid potentsmalsglt . VUs-id
patogeensed variandid _
n=592 n=790
- n=17+79

Sekundaarsed leiud
n=29

Joonis 7. Geenivariantide patogeensuse hindamise protsess. 1478 geenivarianti jagati kolme gruppi,
millest hinnanguta (n=17) ja potentsiaalselt patogeensetele (n=79) tehti haigusseoselisuse hindamine ning
tuvastati 29 sekundaarset leidu. MAF — minoorse alleeli sagedus. VUS — teadmata patogeensusega variant.

Tabel 10. Tuvastatud sekundaarsed leiud (n=29) 924 idiopaatilise mitte-obstruktiivse azoospermiaga
patsiendil.

cDNA muutus, MAF . Patsientide
Geen rs kood . Hinnang
valgumuutus gnomAD-is (%) arv
C.854G>A,
ABCD1 . rs782635828 0,0014 TP 1
p.Arg285His
c.2299delA,
BRCA1 rs80357786 - P 1
p.Ser767fs*25
c.1670T>G,
BRCA2 rs80358452 - P 1
p.Leu557*
c.1796_1800delCTTAT,
BRCA2 rs276174813 0,0004 P 1
p.Ser599*
¢.5576_5579delTTAA,
BRCA2 rs80359520 0,0016 P 1
p.lle1859fs*3
€.3645_3646insTTTA,
BRCAZ2 - - TP 1
p.R1217Ifs*2
c.3680_3681delTG,
BRCA2 rs80359395 0,0032 P 1
p.Leul227fs*5
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c.8488-1G>A,

BRCA2 rs397507404 - P 1*
c.287G>C,
FBN1 rs794728291 - TP 3
p.Arg96Thr
c.467C>A,
HNF1A rs150513055 0,0012 TP 1
p.Thr156Lys
c.187C>T,
KCNQ1 rs199473662 0,0004 TP 1
p.Arg63Trp
c.1216C>T,
LDLR p.Arg406Trp rs121908043 0,0018 P 1
c.1775G>A,
LDLR rs137929307 0,0057 P 1
p.Gly592Glu
c.1718C>T,
LMNA rs60890628 0,0140 TP 1
p.Ser573Leu
€.3226C>T,
MSH6 rs63750617 0,0095 TP 2
p.Argl076Cys
c.1187G>A,
MUTYH rs36053993 0,3059 P 1*
p.Gly396Asp
c.1484G>A,
MYBPC3 rs200411226 0,0024 TP 1
p.Argd95GIn
c.5083-1G>A,
MYH11 - - P 1
€.2167C>T,
MYH7 rs121913630 0,0012 P 1
p.Arg723Cys
c.2014-1G>C,
PKP2 rs193922674 0,0032 P 1
c.137G>T,
PMS2 rs121434629 0,0173 TP 1
p.Serdé6lle
c.2370G>T,
RET rs75030001 0,0020 P 1
p.Leu790Phe
c.12317delA,
RYR1 rs754572007 0,0040 P 1
p.lle4107fs*15
c.10347+1G>A,
RYR1 rs111436401 0,0004 P 1
c.361C>T,
SCN5A rs199473556 - TP 1
p.Argl21Trp
c.4877G>A,
SCN5A rs199473283 0,0042 TP 1

p.Argl626His
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c.1067G>A,
TGFBR2 rs727504292 0,0018 TP 1
p.Arg356GIn
c.586G>A,
TNNI3 rs104894727 0,0007 TP 1
p.Asp196Asn
c.455delG,
WrT1 - - TP 1
p.G152Afs*11

MAF — minoorse alleeli sagedus. TP — tGendoliselt patogeenne. P — patogeenne. * — homostligoot.

Enim TP ja P variante tuvastati geenis BRCA2 (n=6, nendest (iks homosiigootse kandjaga), mis on
CDC esimese taseme geen ning on seotud pariliku rinna- ja munasarjavahiga (joonis 8). CDC
esimese taseme geenidest tuvastati TP/P variante lisaks geenides BRCA1 (n=1, parilik rinna- ja
munasarjavahk), LDLR (n=2, perekondlik hiiperkolesteroleemia) ning MSH6 ja PMS2 (n=1, Lynch’i
sindroom). Nende haiguste varajane tuvastamine ja sekkumine langetab margatavalt
haigestumust ja suremust. Kokku kuulusid CDC esimese taseme geenidesse 38% tuvastatud

sekundaarsetest leidudest, millest enamus olid P hinnanguga (73%, 8/11).

[]p, cDCT1 ] TP, CDC T1
| | P, mitte CDC T1 || TP, mitte CDC T1
Kasvajad 6 2 3 1
Kardiovaskulaarsed | 3 8
haigused
Endokrinoloogilised | 5 1
haigused
Muud haigused{ 2 1

0 3 6 9 12
Sekundaarsete leidude arv

Joonis 8. Sekundaarsete leidude (n=29) jagunemine vastavalt haiguse kategooriale. P — patogeenne,
TP —tdendoliselt patogeenne, CDC T1 — CDC esimese taseme haiguste geenides olevad variandid.
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Vastavalt haigusgruppidele tuvastati sekundaarseid leide enim (41%, 12/29) kasvajate geenides,
nendest kaks kolmandikku olid P leiud. Uks sekundaarne leid vihem (39%, 11/29) leiti KVS
haiguste geenides, millest pea kolmandik olid P hinnanguga. Kolm leidu (10%, 3/29) tuvastati nii

endokrinoloogiliste kui ka muude haiguste gruppides, millest mélemal juhul kaks olid P leiud.

Marfan’i ja Loeys-Dietz’i siindroomi ning perekondlikku rinnaaordi aneuriisme ja dissekatsioone
pbhjustavas geenis FBN1 tuvastatud TP muutus c.287G>C (p.Arg96Thr) esines valimis kolmel
patsiendil Portugali kahest keskusest, seetdttu vdib antud variandi puhul tegu olla populatsiooni-
spetsiifilise variandiga. Kuna andmebaasides pole seda varianti varem kirjeldatud ja patsientide
kohta detailne suguvdsa anamnees puudus, on keeruline hinnata, kas tegemist on populatsiooni-

spetsiifilise variandiga voi kaugete sugulusastmetega indiviididega.

Lynch’i slindroomi pdhjustavas MSH6 geenis tuvastatud variant c.3226C>T (p.Arg1076Cys) esines
kahel erinevates keskustes (Hispaania, Portugal) uuringusse kaasatud patsientidel, kel omavahel

teadaolevat sugulussidet ei olnud (tabel 11).

Tabel 11. Sekundaarsete leidude (n=29) jaotus valimi keskuste vahel.

Keskus Patsientide arv Sekum':laarsed Kandjad
leiud n %
Ameerika Uhendriigid 311 11 11 3,5
Cornell 205 6 6 2,9
Stanford 10 0 0 0
Utah 62 4 4 6,5
WashU 34 1 1 2,9
Austraalia 88 2 2 2,3
Eesti 82 2 2 2,4
Hispaania 46 1* 1 2,2
Kanada 35 0 0 0
Portugal (Porto + Lissabon) 275 13* 15 5,5
Taani 87 1 1 1,1

* Uhine variant.
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Erinevates valimi keskustes esines sekundaarsete leidudega patsiente keskmiselt 2,6%. Enim
sekundaarsete leidudega patsiente tuvastati Utah ja Portugali keskustes. Uhtegi sekundaarse
leiuga patsienti ei tuvastatud vaikse anallilisitud patsientide arvuga Stanfordi ja Kanada keskustes

(vastavalt n=10 ja 35).

2.3.5.1 Eesti patsientide sekundaarsed leiud

Eesti 82-st NOA patsiendist tuvastati sekundaarseid leide kahel. Mdlemal puhul asus tuvastatud
heterosiligootne variant BRCA2 geenis. Nendele variantidele viidi labi sdltumatu meetodiga
eksperimentaalne valideerimine Sanger sekveneerimisega (joonis 9). Mdlemad variandid

kinnitusid.

1% {:I" \I
N Wy

BRCA2:c.1796_1800del

m™Te6 A A G6GTG GGG 6TTTATTTA CTTTTTTT cC A GT C C

Joonis 9. Eesti patsientide BRCA2 geenis tuvastatud sekundaarsete leidude sekveneerimispildid.
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2.3.6 Eksoonsete harvade variantide koormus
Eesmargina teha kindlaks, kas spermatogeneesi hdirete ja kasvajate geneetiline etioloogia on
omavahel lilekattes, viidi valimis esinevatele harvadele asendus- ja LoF variantidele labi koormuse

testimine. AnalliUs viidi 1abi vastavalt alapeatiikis 2.2.8 satestatud tingimustele.

Analliisi filtritele vastavaid variante esines 65 geenis, millest kolm (RET, ENG ja SCN5A) andsid
statistiliselt olulise (p<2,2x107) tulemuse (tabel 12). RET puhul on tegu onkogeeniga, mis on
sekundaarsete leidude nimekirja valitud, kuna patogeensed muutused selles geenis vdivad
pOhjustada endokriinsete hulgikasvajate siindroomi voi perekondlikku medullaarse kilpnaarme
vahki. ENG ja SCN5A on KVS haiguste geenid, pdhjustades vastavalt parilikku hemorraagilist
teleangiektaasiat ja pika QT vdi Brugada siindroomi.

Tabel 12. Koormuse testi statistiliselt olulised tulemused kaesoleva t66 valimi (GEMINI) ja gnomAD
andmebaasi eksoomiandmete vahel. Koormuse test pdhines Fisheri tapsel testil.

GEMINI (n=924) gnomAD NFE (n=56 885) e
Geen p-vaartus OR
HET HOM % HET HOM %
ENG 20 0 2,2 338 1 0,6 1,8x10° 3,7
RET 16 0 1,7 201 0 0,4 5,3x1077 5,0
SCN5A 13 0 1,4 143 0 0,3 1,6x10°® 5,7

NFE — eurooplased, millest on valja arvatud soomlased. HET — heterosligoodid. HOM — homosiigoodid.
OR —3ansisuhe.

2.4 Arutelu

2.4.1 Eksoonne varieeruvus analiilisitud sekundaarsete leidudega seotud 85 geenis

Kéesoleva to0 kdigus uuriti 924 idiopaatilise NOA patsiendi 85 geeni hGlmavaid eksoomiandmeid.
Geenide nimekiri pandi kokku ACMG SF v2.0 (Kalia et al., 2017), GHS76 (Schwartz et al., 2018) ja
ClinGen (Webber et al., 2018) nimekirjade baasil, mis hdlmavad haigusgeene, milles leiduvatest

patogeensetest variantidest tuleks patsiente teavitada.

Annoteeritud sekveneerimisandmetes leidus geenivariante kokku 6428. Ainsana ei esinenud
varieeruvusi geenis PLN. PLN puhul on tegu kdllaltki lihikese geeniga, mille transkripti pikkus on

2001 bp ja valgu pikkus 52 aminohapet. Kokku leidub gnomAD-is selles geenis vaid 19 asendus-,
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neli LoF ja viis slinonllimset varianti, mistottu on antud geenis varieeruvuste puudumine

oodatav.

Parast eksoomiandmete filtreerimist, mil vélja jaeti <90% valimist kaetud, mitte-eksoonsed ja
mitte-splaiss-variandid ning stinontiimsed SNV-d, ei esinenud filtritele vastupidavaid varieeruvusi
lisaks geenides ACTC1, KCNE1, PTEN ja SDHC. gnomAD andmetel esineb asendus- ja LoF variante
ACTC1 geenis kokku 47 (korgeim MAF eksoomiandmete pdhjal 0,004%), KCNE1 geenis 105 (60%),
PLN geenis 13 (0,003%), PTEN geenis 82 (0,07%) ja SDHC geenis 121 (0,5%). Nendest geenidest
on ainsana korge alleelisagedusega asendus- ja LoF variante sisaldav KCNE1, mistottu oleks ka
antud t66s oodanud selle geeni varieeruvusi. Teiste nelja geeni varieeruvuste puudumine on

oodatav.

Filtritele vastupidavatest variantidest (n=1643) leidus enim asendusvariante (96,5%). LoF
variandid moodustasid kdigist variantidest 2,2%. Ulejadnud 1,3% olid lugemisraami mitte-

muutvad indelid ning start- vdi stoppkoodoni kadu tekitavad variandid.

LoF variandid on sagedamini patogeensed (Pagel et al., 2017; Richards et al., 2015), mist6ttu on
arusaadav nende vdahene esinemine vorreldes asendusvariantidega. Naiteks geenis TNN, mille
produktiks on inimese teadaolevalt pikim valk titiin, leidub gnomAD andmetel asendus- ja LoF
variante kokku veidi tle 20 000, nendest 96% on asendusvariandid. Inimese teadaolevalt pikim
geen on DMD, mille asendus- ja LoF variantidest moodustavad viimased vaid 2%. Seega on igati

ootusparane, et kdesoleva t606 valimis moodustavad vadga suure osa asendusvariandid.

Eelmainitud LoF variantidest kahe puhul oli tegu sagedaste (MAF <1%) lugemisraami muutvate
insertsioonidega, mille haigusseoselisuse hinnang ClinVar andmetel oli THL/HL. Traditsiooniliselt
on LoF variante hinnatud harvadeks ja kdrge tdendosusega patogeenseteks. Samas on mitmetes
uuringutes tuvastatud tervetel inimestel mitmeid LoF variante, mis ei oma mdju fenotiilibile
(Narasimhan et al., 2016), ning on isegi leitud, et osad LoF variandid vdivad kasulikud olla. Naiteks

LoF variandid geenis SLC30A8 vahendavad 2. tllpi diabeedi riski 65% (Flannick et al., 2014).
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2.4.2 Sekundaarsete leidude profiil vorreldes teadustodde andmetega

Edasi uuriti vaid harvu (MAF <1%) ja andmebaasides varem esindamata variante (n=1478).
Manuaalne haigusseoselisuse hindamine viidi 1abi 96 geenivariandil ning sekundaarsed leiud
tuvastati kogu analtitsitud ACMG SF v2.0, GHS76 ja ClinGen geeninimekirju arvestades 3,5%
(n=32, tabel 13) ning vaid ACMG SF v2.0 nimekirja geene arvestades 3,2% (n=30) valimi
patsientidest, mis on |dhedane enamike to6de andmetele. Sekkumistdhusate sekundaarsete
geneetiliste leidude osakaal erinevates teadustoodes on 1,2—7,9% ning vaid ACMG SF v1.0ja 2.0
nimekirju arvestades 1,2-2,9% (tabel 3). Kdesolevas t66s tuvastatud leidude proportsioon on
seega ootusparane tulemus ja kattub varasemate valdavalt Uldpopulatsioonis Ilabiviidud

uuringutega.

MUTYH puhul on tegu onkogeeniga, milles bialleelsed patogeensed muutused vdivad olla
perekondliku adenomatoosse polipoosi pdhjuseks. Vordluses olevatest toddest tuvastati
homosiigootseid indiviide peale kdesoleva t66 veel vaid Gordon et al. (2020) uuringus, kuhu oli
kaasatud veidi ule 20000 indiviidi (Gordon et al., 2020). Mdlemates toodes leiti Uks
homosiigootset varianti kandev indiviid, samas tuleb silmas pidada, et kdesoleva t66 valimi suurus
oli pea 24 korda vaiksem. Kdesolevas uurimuses tuvastatud muutuse (c.1187G>A, p.Gly396Asp)
MAF on gnomAD-is 0,3%, samas Gordon et al. (2020) t606s leitud geenivariant (c.536A>G,
p.Tyr179Cys) pole gnomAD andmebaasis esindatud. Sama olukord on ka geeniga TGFBR2 (Loeys-
Dietz’i sindroom), kus mdlemates t6odes tuvastati Uks selle geeni haigusseoselise variandi
kandja. Kdesoleva t60 variandi (c.1067G>A, p.Arg356GIn) alleelisagedus gnomAD
eksoomiandmete p&hjal on 0,002% ning Gordon et al. (2020) t66s tuvatatud varianti (c.1582C>T,
p.Arg528Cys) pole jallegi gnomAD-is esindatud. Seega kdesolevas t00s tuvastatud variandid on
toendoliselt kdrgema esinemissagedusega ning nende leidmine vadiksema valimi hulgas pole

ootamatu.
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Tabel 13. Erinevates valimites tuvastatud sekundaarsete leidude esinemissagedus vorreldes kdesoleva t0 ja selles esindatud geenidega.

Thauvin-
. .. | Gordon et al. Capalbo et al. Hart et al. i Chen et al. Tang et al.
Kaesolev t60 Robinet et al.
(2020) (2019) (2019) (2018) (2018)
ACMG (2019)
Geen SF n=924 n=21915 n=14 125 n=6240 n=700 n=421 n=954
v1.0/2.0| ACMG SF v2.0, . .
106 geeni (k.a 244 geeni (k.a
GHS76, ACMG SF v2.0 ACMG SF v1.0 ACMG SF v2.0 | ACMG SF v2.0
, ACMG SF v2.0) ACMG SF v2.0)
ClinGen
ABCD1 - 1/924 n.a n.a n.a n.a n.a n.a
BRCA1 + 1/924 1/535 1/706 1/624 0 0 1/954
BRCAZ2 + 1/154 1/274 1/248 1/567 1/175 1/211 1/136
FBN1 + 1/308°2 1/1826 1/942 1/6240 0 1/421 0
HNF1A - 1/924 1/7305 n.a n.a n.a n.a n.a
KCNQ1 + 1/924 1/877 1/1009 1/1560 1/233 0 0
LDLR + 1/462 1/318 1/642 1/1560 0 1/421 1/954
LMNA + 1/924 1/4383 1/14 125 0 0 0 0
MSH6 + 1/462° 1/1565 1/1284 1/2080 0 0 0
MUTYH* + 1/924 1/21 915 0 0 0 0 0
MYBPC3 + 1/924 1/487 1/673 1/2080 0 0 1/318
MYH11 + 1/924 0 0 0 0 0 1/954
MYH7 + 1/924 1/812 1/1009 1/2080 1/700 1/140 1/954
PKP2 + 1/924 1/1153 1/1413 1/6240 0 0 1/318
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PMS2 + 1/924 1/877 1/1009 1/6240 0 1/211 1/954
RET + 1/924 1/1565 1/2354 1/6240 0 0 0
RYR1 + 1/462 1/1289 1/642 1/780 0 0 0
SCN5A + 1/462 1/812 1/2018 1/693 1/350 0 0
TGFBR2 + 1/924 1/21 915 0 0 0 0 0
TNNI3 + 1/924 1/7305 1/2825 1/6240 0 0 0
WT1 + 1/924 1/10 958 0 0 0 0 0

n.a — teadusto0s polnud antud geen uurimisel.

* Naidatud homostigootide arv.

2 Uhine variant kolmel patsiendil.

® Uhine variant kahel patsiendil.
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Lisaks leiti peale kdesoleva t606 vordluses olevatest toodest vaid Gordon et al. (2020) uuringus
sekundaarseid leide WT1 geenis. Kdesolevas t00s tuvastati WT1 geenis (ks Uhenukleotiidne
deletsioon (c.455delG, p.G152Afs*11) ning Gordon et al. (2020) t66s kaks splaiss-varianti
(c.1001+1G>Aja c.1432+5G>A) (Gordon et al., 2020). Kdik kolm varianti on gnomAD andmebaasis
esindamata. Antud t66 patsiendil on see leid potentsiaalselt tema NOA pdhjuseks, mis voib
selgitada selle tuvastamist idiopaatilise NOA-ga meeste valimis ning miks iheski Gordon et al.

(2020) uuringust vaiksema valimiga toddes pole selles geenis sekundaarseid leide tuvastatud.

Kdesolevas t60s tuvastati Uks LMNA geenis sekundaarset leidu kandev patsient (MAF 0,014%).
Antud geenis on vordluses olevatest toodest veel TP/P variante tuvastatud vaid kahes suurima
valimiga uuringutes. Capalbo et al. (2019) t66s tuvastati samuti ks leid (MAF 0,004%) ning
Gordon et al. (2020) t606s viis leidu (gnomAD-is esindamata) (Capalbo et al., 2019; Gordon et al.,

2020). Kaesoleva t60 variant on seega téendoliselt kdige sagedasem.

Antud t6dle sarnaste valimitega uuringutes ei tuvastatud sekundaarseid leide kaheksas geenis
(8/19, 42%), milles antud valimi patsientidel leiti sekundaarseid leide (Chen et al., 2018; Tang et
al., 2018; Thauvin-Robinet et al., 2019). Neli nendest geenidest on ulalpool mainitud (LMNA,
MUTYH, TGFBR2, WT1). Kolme geeni (MSH6, RYR1, TNNI3) puhul tuvastati TP/P variantide
kandjaid koigis kolmes suurima valimitega t6ddes (Capalbo et al., 2019; Gordon et al., 2020; Hart
et al., 2019). Téenaoliselt jai nii kdesolevas to6s kui ka teistes sarnaste valimi suurustega t66des

nendes geenides sekundaarsete leidude kandjad lihtsalt valimi vaiksuse tottu tuvastamata.

Gordon et al. (2020) t60s tuvastati RET geenis seitse haigusseoselist varianti 14 indiviidil (Gordon
et al., 2020), Hart et al. (2019) uuringus Uks variant tihel kandjal ning Capalbo et al. (2019) t66s
Uks variant kuuel kandjal (Capalbo et al., 2019; Gordon et al., 2020; Hart et al., 2019). Gordon et
al. (2020) uuringus seitsmel indiviidil ja Capalbo et al. (2019) t606s kuuel indiviidil tuvastatud RET
variant on Uhine ning gnomAD eksoomiandmete jargi on MAF 0,012%. Teistest kuuest Gordon et
al. (2020) t6o6s leitud variandist on gnomAD-is esindatud kolm (MAF 0,001-0,002%), mis on
kdesolevas t60s tuvastatud RET asendusvariandiga sarnase alleelisagedusega. Hart et al. (2019)

t60s tuvastatud varieeruvus oli veidi madalama alleelisagedusega.

Koikide uuritud geenide kohta aga ei tuvastatud idiopaatilise NOA-ga meestel rohkem
sekundaarseid leide kui varasemalt publitseeritud teadustoodes. Lisaks tasub mainimist, et teistes
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teadustoodes leiti sekundaarsete leidude kandjaid mitmetes geenides, milles kdesolevas t60s

haigusseoselisi geenivariante ei tuvastatud.

2.4.3 Tuvastatud sekundaarsete leidude potentsiaalne seos viljatusega

Sekundaarseid leide tuvastati kdesolevas t60s 21 geenis, nendest seitsme puhul on MGI (Mouse
Genome Informatics) andmebaasis (Bult et al., 2019) hiiremudelitel kirjeldatud kas azoospermiat
vOi spermatogeneesi haireid. Nendeks geenideks on BRCA1, BRCA2, HNF1A, LMNA, PMS2, RET ja
WT1. Sekundaarsete leidudega meestest esines antud geenides TP/P varieeruvusi 12 patsiendil

ehk 38%.

BRCA1, BRCA2 ja PMS2 geenide produktid on seotud DNA reparatsiooniga. DNA parandamise
defektide tdttu voivad hairuda nii meioosi kui mitoosi protsessid ja seeldbi ka spermatogenees.
Antud t60 kaigus tuvastati Uhel patsiendil BRCA2 geenis homosligootne splaiss-variant
c.8488-1G>A. Selle patsiendi puhul on antud variant defineeritud kui primaarne NOA pdhjus

(Nagirnaja et al., 2021, avaldamisele saadetud).

HNF1A geeniproduktiks on kill maksaspetsiifiline transkriptsioonifaktor, kuid geen on
ekspresseeritud ka munasarjades ja munandites. Varasemalt on kirjeldatud potentsiaalne seos
HNF1A ja naistel esineva politsistiliste munasarjade stindroomi (PCOS, polycystic ovary
syndrome) vahel (Castillo-Higuera et al., 2020; Lv et al., 2017). PCOS-iga naistel on sageli
korgenenud LH ja alanenud FSH tasemed. Antud hormoonid on tadhtsad ka mehe
reproduktiivslisteemis, tapsemalt spermatogeneesis, kus LH stimuleerib testosterooni
produktsiooni ja FSH Sertoli rakke (Choy ja Amory, 2020). PCOS fenotiipi on kirjeldatud ka LMNA
patogeensete variantidega naistel (Vantyghem et al., 2008). Seetdttu voib arvata, et antud geenid

vOivad potentsiaalselt olla seotud ka mehepoolse viljatusega.

RET ja WT1 on olulised loote arengus. Hiirtel on ndidatud, et RET valguproduktid on vajalikud
diferentseerumata spermatogoniaalsete tivirakkude sailitamiseks (Naughton et al., 2006). WT1
on tdhtis meessoo determinatsioonil ja idurakkude arengul (Seabra et al., 2015). Raske
oligozoospermia ja NOA-ga patsientidel on WT1 geenis tuvastatud erinevaid asendusvariante,
millel on potentsiaalne seos viljatusega (Seabra et al., 2015; Xu et al., 2017). Kaesolevas t00s
tuvastati Uhel patsiendil WT1 geenis heterosiigootne Uhenukleotiidne deletsioon c.455delG
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(p.G152Afs*11), mis on tOenaoliselt patsiendi primaarne NOA p&hjus. Antud patsiendi kohta on
ka teada, et tal on diagnoositud kriiptorhism ja Wilmsi tuumor (Donald F. Conrad, Portland, USA,

kirjalik kommunikatsioon).

Sekundaarsetest leidudest tuvastati kaks varianti rohkem kui lhel patsiendil. MSH6 geenis
tuvastatud asendusvariant ¢.3226C>T (p.Arg1076Cys) esines kahel eri riigi patsiendil ning geenis
FBN1 tuvastatud asendusvariant c.287G>C (p.Arg96Thr) kolmel Portugali keskuste patsiendil.
Kuna antud valimis tuvastati neid kahte varianti mitmel korral, vdib nende leidude puhul samuti
olla potentsiaalne seos viljatusega, kill aga pole neid geene varasemalt viljatusega seostatud.
Samas MSH6 puhul on tegu DNA reparatsiooni geeniga, mispuhul voib teoreetiliselt

spermatogenees olla hairunud.

Peale BRCA2 ja WT1 geenides valja toodud primaarsete leidude voivad llejaanud hiiremudelites
viljatusega seotud geenides tuvastatud variandid olla potentsiaalsed spermatogeneesi haire
tekke kaaspanustajad, tdstes pohivariandi penetrantsust. Seda ainult kdesoleva t66 andmete

pohjal veel kinnitada ei saa ning vajalik on teostada lisauuringuid.

2.4.4 Sekundaarsete leidude potentsiaalne lisandvaartus viljatute meeste kasitluses

Eksoomi sekveneerimine on kulutdhus viis idiopaatilise viljatuse geneetiliste pdhjuste vilja
selgitamiseks, kuid ka mitmete teiste kaasuvate haiguste diagnoosimiseks. Mitmetes
teadustoddes on mehepoolse viljatuse puhul leitud kérgem kaasuvate haiguste esinemissagedus
ja korgem suremus (Del Giudice et al., 2020b, 2020a; Glazer et al., 2019). Seega ei peaks viljatu
mehe ravi ja kasitlus fokuseeruma ainult reproduktiivsele tervisele, kuid h6lmama ka Uldtervise
hindamist, kuna kaasuvatel haigustel voib olla m&ju mehe viljatusele ja ka oodatavale elueale.
Sekundaarsete leidude tuvastamisel ja raporteerimisel on véimalus seda protsessi edendada ning

seeldbi voimaldada viljatutele meestele varajast kaasuvate haiguste ennetust, diagnoosi ja ravi.

Lisaks vbivad mitmed haigused ja viljatus olla p&hjustatud thiste geenide ja/vdi molekulaarsete
radade hadirumise tottu (Tarin et al., 2015). Seega tdanu sekundaarsete leidude tuvastamisele voib
juhtuda, et idiopaatiline viljatus voib leida molekulaarse diagnoosi. Kdesolevas t66s tuvastatud
kahe variandi (BRCA2:c.8488-1G>A ja WT1:c.455delG) puhul on téen&oliselt tegu varasemalt
idiopaatilise viljatusega patsientide primaarsete NOA pohjustega.
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Kéesoleva t60 kaigus tuvastati lisaks nendele kahele variandile veel 27 sekundaarset leidu. K&ik
leiud on ka edastatud uuringu juhi prof M. Laane poolt vastavatele rahvusvahelistele kliinilistele
keskustele. Tuvastatud leiud on kas kinnitatud Sanger sekveneerimisega vdi on veel valideerimisel
kas GEMINI koordineeriva partneri (Portland, USA) vdi vastava keskuse molekulaardiagnostika
laborites. Sekundaarsete leidude edastamine GEMINI keskustes soltub kaasatud patsientide
informeeritud ndusoleku vormist ja patsiendi raviarsti otsusest. Hilisemas vanuses avalduva
haiguse suhtes kdorgenenud riskiga patsientidele saab pakkuda ndustamist, et vajadusel alustada
sUstemaatilisema jalgimise ja/vdi ennetava raviga, et haigust edasi likata véi vahendada

haigusest tulenevaid komplikatsioone.

Eesti patsientidest tuvastati sekundaarseid leide kahel ning mdlemad variandid on kdesoleva t66
raames eksperimentaalselt kinnitatud Sanger sekveneerimisega (joonis 9). Uhel patsientidest
tuvastati deletsioon ¢.1796_1800delCTTAT (p.Ser599*). Antud patsiendil on diagnoositud
leiomiiosarkoom, s.o0 harvaesinev silelihaskoes arenev vidhkkasvaja (dr Margus Punab, TUK
Meestekliinik, suuline kommunikatsioon). Leiomiiosarkoomi puhul on tihti tegu muutustega
homoloogilise rekombinatsiooni rajas, sh BRCA2 geenis (Chudasama et al., 2018). Erinevates
uuringutes on BRCA2 muutuseid tuvastatud kuni 10% leiomuosarkoomi jt sarkoomidega
patsientidel, kuid seda suuremas osas naissoost valimites (Hensley et al., 2020; Rosenbaum et al.,

2019; Seligson et al., 2019).

Teisel Eesti patsiendil tuvastati insertsioon c.3645_3646insTTTA (p.R1217Ifs*2). Antud patsiendi

kohta puuduvad reproduktiivtervist mittepuudutavad andmed.

2.4.5 Eksoonsete harvade variantide rikastatus

Kirjanduses on pdstitatud hilipotees, et spermatogeneesi hdiretel ja kasvajate eelsoodumuse
vahel on geneetiline seos (Nagirnaja et al., 2018). Selle hiipoteesi kinnitamiseks viidi valimis
esinevatele harvadele asendus- ja LoF variantidele ldbi koormuse testimine vastu gnomAD
andmebaasi NFE eksoomiandmeid. Antud koormuse testi kdigus tuvastati idiopaatilise NOA-ga
patsientide valimis geenivariantide rikastatus analiilsitud 32 kasvajate juhtgeenidest ainult

onkogeenis RET.
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Geeni RET geen-fenotlitip seosed OMIM andmebaasis (Online Mendelian Inheritance in Man,
OMIM®. Kasutatud 24.05.2021) on kaasaslindinud tsentraalne hilipoventilatsiooni siindroom
(MIM#209880), medullaarne kilpndadrme vahk (MIM#155240), endokriinsete hulgikasvajate
sindroom (MIM#171400, #162300) ja feokromotsitoom (MIM#171300). MGI andmebaasis on
hiiremudelitel tdaheldatud RET geeniga seoses reproduktiivsiisteemi haireid, tdpsemalt on
kirjeldatud vaaniliste seemnetorude degradatsiooni, kriiptorhismi, spermatogeneesi haireid,
ebanormaalset seemnejuha morfoloogiat ning viljatust. Kuigi kirjanduse andmetel ei pohjusta RET
geeni muutused inimesel azoospermiat, pulstitavad kdesoleva uurimistoé andmed hipoteesi

nende vdimalikust panustavast rollist spermatogeneesi haire kujunemisel.

Teadaolevalt on kasvajate juhtgeene 299 (Bailey et al., 2018), samas sekundaarsete leidude
nimekirjades oli nendest geenidest esindatud vaike hulk (21/299, 7%), mistGttu ei saanud
kdesolevas t60s spermatogeneesi hdirete ja kasvajate geneetilise etioloogia seost usaldusvaarselt

testida.

Statistiliselt oluline (p<2,21x10°) rikastatus harvade variante koormuse suhtes tuvastati veel
geenides ENG ja SCN5A. ENG geeni puhul on OMIM andmebaasi jargi ainus geen-fenotiilp seos
pariliku hemorraagilise teleangiektaasiaga (MIM#187300), mille tottu on antud geen ka
sekundaarsete leidude nimekirjas. SCN5A geen-fenotlilip seosed autosoom-dominantse
parandumisega haigustest on perekondlik kodade virvendusaritmia (MIM#614022), Brugada
sindroom (MIM#601144), dilatatiivne kardiomlopaatia (MIM#601154), progresseeruv ja
mitteprogresseeruv siidame seiskumine (MIM#113900) ning pika QT siindroom (MIM#603830).
Antud geene pole kiill viljatusega otseselt seostatud, kuid nagu kirjanduse Ulevaates mainitud,
esineb viljatutel meestel mitmeid muid haiguseid, sh KVS siisteemi haiguseid rohkem kui viljakatel
meestel, mis vdib seletada antud anallsis tuvastatud rikastatust. Pigem vdib aga olla nendes

geenides tuvastatud harvade variantide rikastatus juhuslik ja pdhjustatud vaiksest valimist.

Kuigi idiopaatilise NOA-ga patsientidel leiti kolmes geenis harvade variantide kandluse osas
statistiliselt oluline rikastatus vorreldes gnomAD NFE lldpopulatsiooni valimiga, oli vaid tGihe puhul
tegu kasvajatega seotud geeniga. Seega geenivariantide rikastatus tuvastati antud valimis 4,8%
analllsitud kasvajate juhtgeenidest. See kinnitab, et idiopaatilise NOA-ga patsiendid ei eristu

kasvajatega seotud geenide varieeruvuse madras ja profiilis Gldpopulatsioonist.
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KOKKUVOTE

Kdesoleva magistrito6 esimeses peatikis anti Ulevaade mehepoolsest viljatusest,
spermatogeeneesist ning viljatuse seosest Uldtervisega. Lisaks kirjeldati sekundaarsete leidude
olemust, esinemissagedust lldpopulatsioonis, tagasisidestamist ja geenivariantide patogeensuse

hindamist vastavalt Ameerika Meditsiinigeneetika ja Genoomika Kolleegiumi (ACMG) juhistele.

T66 eesmarkideks oli tuvastada 85 geenist koosneva nimekirja alusel kliiniliselt olulised
sekundaarsed leiud GEMINI konsortsiumi idiopaatilise mitte-obstruktiivse azoospermiaga (NOA)
meeste valimis (n=924) ning teha kindlaks, kas idiopaatilise NOA-ga meestel esineb vdimalikke
sekkumistdhusaid geenivariante rohkem kui tildpopulatsioonis. Lisaks plstitati hlipotees, et raske
spermatogeneesi  hdiretega patsientidel esineb onkogeenides rikastatus vdrreldes

Uldpopulatsiooniga.

Haigusseoselisuse hindamine viidi ldbi 96 geenivariandil. Antud t60 kaigus tuvastati 29
sekundaarset leidu 21 geenis 32 idiopaatilise NOA-ga patsiendil (3,5%) ning vaid ACMG nimekirja
arvestades 27 leidu 30 patsiendil (3,2%). Antud tulemused sarnanevad varasematele
teadustoddele, kus on tuvastatud sekundaarseid leide Gldpopulatsioonil umbes 1-3%. Kaesolevas

t606s tuvastatud leidude proportsioon on seega ootusparane tulemus.

Uhe BRCA2 leiu puhul oli tegu homosiigootse variandiga ning antud leid on suure tdeniosusega
patsiendi primaarne NOA pdhjus. Lisaks tuvastati Ghel patsiendil Ghenukleotiidne deletsioon WT1

geenis, mis vOib samuti olla potentsiaalselt patsiendi primaarne leid.

Kasvajatega seotud geenides esinevate variantide rikastatuse uurimiseks teostati harvade
geenivariantide koormuse test. Vordluseks kasutati gnomAD eksoomiandmeid. Anallitsi kaigus
tuvastati rikastatus kardiovaskulaarsiisteemi haigustega seotud geenides ENG ja SCN5A ning vaid
Uhes onkogeenis RET. Hiiremudelitel on nadidatud RET geeni seos spermatogeneesi hdirete ja
viljatusega. Kuigi kirjanduse andmetel ei pdhjusta RET geeni muutused inimesel azoospermiat,
plstitavad kaesoleva uurimistoé6 andmed hiipoteesi nende vdimalikust panustavast rollist

spermatogeneesi haire kujunemisel.
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Geenivariantide rikastatus tuvastati antud valimis kasvajate juhtgeenidest 4,8%. See naitab, et
idiopaatilise NOA-ga patsiendid ei eristu kasvajate geenide varieeruvuse madras ja profiilis
Uldpopulatsioonist. Samas oli sekundaarsete leidude nimekirjades vahe kasvajatega seotud
geene, mistdttu vois raske spermatogeneesi hdirete ja kasvajate lGhine geneetiline etioloogia

jadada tuvastamata.

Androloogia praktikas on sekundaarsete leidude uurimine olulise vaartusega nii patsientide enda
tervise ja pereplaneerimise kui ka nende pereliikkmetega seoses. Seeldbi vdib lisaks tuvastada ka

potentsiaalseid viljatusele kaaspanustajaid.
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Secondary findings in infertile men and their clinical significance
Kristiina Lillepea

SUMMARY

Infertility is defined as the inability to achive pregnancy after one year, despite having regular
unprotected intercourse. It affects approximately 15% of couples worldwide and about half of the
cases are due to male-factor infertility. Azoospermia, which is the absence of spermatozoa in the
ejaculate, can be observed in about 1% of men. In most cases it is caused by spermatogenic

failure, termed non-obstructive azoospermia (NOA).

Known genetic causes (e.g. Klinefelter syndrome and Y chromosome microdeletions) account for
up to 25% of NOA cases and up to 20% still remain idiopathic. NOA is a very heterogenous
condition, since up to 10% of the male genome is considered to be involved in reproduction.
Because of this, exome or genome sequencing is the most cost-effective method to reach a

molecular diagnosis for NOA patients.

During exome/genome sequencing it is also possible to determine clinically important and
potentially actionable genetic variants that are not associated with the patient’s primary
condition, termed secondary findings (SFs). American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) has published a minimum list of genes that should be evaluated in individuals undergoing
clinical exome/genome sequencing based on the medical actionability of the associated
condition. This list has three versions, the newest version having been published just this May.
Similar gene lists have also been published by Geisinger Health System and ClinGen. Since it is
strongly recommended to only report clinically actionable variants, ACMG and the Association for
Molecular Pathology have jointly developed guidelines for the assessment of evidence in clinical

variant interpretation.

Because exome sequencing is a good way to potentially determine the genetic cause of male-
factor infertility and considering infertile men have been described to have impaired overall

health, it is convenient to also look for SFs in patients with NOA.

The aim of this master’s thesis was to identify medically actionable genetic variants in men with

idiopathic NOA (n=924) and determine whether the prevalence of SFs is higher than in the general
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population. In addition, it was hypothesized that men with severe spermatogenic failure have an

enrichment of oncogenic variants.

Manual curation for pathogenicity was carried out on 96 genetic variants. 29 actionable findings
were identified, with 15 classified as pathogenic and 14 as likely pathogenic. SFs were located in
21 different genes and identified in 32 patients (3.5%). Of these, 27 findings in 30 patients were
variants in genes recommended by the ACMG (SF v2.0). This prevalence is similar to previous

publications, where SFs have been identified in about 1-3% of the general population.

One patient was homozygous for a pathogenic splice-site variant in BRCA2. It is highly likely that
this SF is actually the primary cause of NOA in this patient. One single nucleotide deletion was

identified in WT1, which could also potentially be the primary cause of the patient’s NOA.

A burden test was performed to determine whether men with severe spermatogenic failure have
an enrichment of genetic variants found in cancer-related genes. gnomAD exome sequencing
data of non-Finnish Europeans (n=56,885) was used as a control cohort. Three genes showed
significant enrichment (p<2.2x107), of which only one was an oncogene (RET, p=5.3x107; odds
ratio, OR=5.0). Two others were genes associated with cardiovascular conditions (ENG,
p=1.8x10"%;, OR=3.7 and SCN5A, p=1.6x10"%; OR=5.7). Therefore, the results suggest that men with
severe spermatogenic failure do not have an enrichment of oncogenic variants. However, the
amount of tested cancer-related genes was limited, which is why an association between

spermatogenic failure and cancer cannot be excluded.

In mouse models, RET has previously been associated with abnormal spermatogenesis and
infertility. Altough literature data does not support the association of RET and azoospermia in
humans, the presented data in this thesis proposes the hypothesis of its potential co-contributing

role in the development of spermatogenic failure.

In clinical practice, SFs have significant value for not just patients themselves regarding their
health and family planning, but also for their relatives. Through SFs, it is also possible to determine

potential co-contributing factors for infertility.
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