TARTU ULIKOOL
ARSTITEADUSKOND

Merli Saare

Androgeeni retseptori ja Sa-reduktaasi tiilip 2 geenide
poliimorfismide seos idiopaatilise mehepoolse
viljatusega

Magistritdo

Juhendajad: Maire Peters, Ph.D.
Helle Karro, MD, Ph.D.

TARTU
2008






Sisukord

Lithendid
Sissejuhatus
1. Kirjanduse iilevaade
1.1. Viljatuse olemus ja ulatus
1.2. Mehe viljakus
1.2.1. Mehe viljakust mdjutavad tegurid ja viljatuse pohjused
1.2.2. Mehe viljatuse diagnoosimine
1.3. Spermatogenees ja selle hormonaalne regulatsioon
1.3.1. Spermatogenees
1.3.2. Spermatogeneesi hormonaalne regulatsioon
1.4. Mehe viljatuse geneetilised pohjused
1.4.1. Mehe viljatusega seotud kromosoomanomaaliad
1.4.2. Mehe viljatusega seotud geenimutatsioonid
1.5. Androgeenide toimed
1.6. Androgeeni retseptori geen
1.6.1. Androgeeni retseptori geeni poliimorfismid
1.7. Sa-reduktaas ja DHT roll spermatogeneesis
1.8. Sa-reduktaasi tiilip 2 geen
1.8.1. Sa-reduktaasi tiilip 2 geeni poliimorfismid
2. To6 eesmargid
3. Materjal ja metoodika
3.1. Uuringugrupi iseloomustus
3.2. DNA eraldamine
3.3. Genotiipiseerimine
3.3.1. SNP-de valik ja genotiipiseerimine
3.3.2. Mikrosatelliitsete jirjestuste genotiipiseerimine
3.4. Andmete statistiline analiiiis

4. Tulemused

4.1. Uuritavate patsientide ja kontrollgrupi kliiniliste andmete analiiiis

4.2. Androgeeni retseptori geeni haplotiilipide seos viljatusega

4.3. Androgeeni retseptori geeni mikrosatelliitsete kordusjérjestuste variatsioonid

4.4. Androgeeni retseptori geeni haplotiiiipide ning CAG ja GGN mikrosatelliit-

sete variatsioonide omavahelised seosed

10

11
13
14
15
16
18
19
20
21
23
23
26

27
27

28

29

31

32
33

35



4.5. Sa-reduktaas tiiilip 2 geeni poliimorfismide seos viljatusega
S. Arutelu
5.1. Androgeeni retseptori geeni poliimorfismide seos viljatusega
5.2. Androgeeni retseptori geeni CAG/GGN mikrosatelliitsete korduste seos
viljatuse tekkega
5.3. So-reduktaasi tiilip 2 geeni variatsioonide seos viljatusega
Kokkuvote
Summary
Téanuavaldused
Kasutatud kirjandus
Lisad

36

40
41

43
46
47
48
49
56



Lithendid

AR
D’
CFTR

DHT
FSH
GnRH
htSNP
kb

LD
LH
OR

PCOS
PCR
RFLP

SD

SNP
SRDS5A1
SRD5A2
tagSNP
Taq

WHO

androgeeni retseptor

standardiseeritud ahelduse tasakaalustamatuse (LD) koefitsent D

tsiistilise fibroosi transmembraanse juhtivuse regulaatori geen (Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator )

dihiidrotestosteroon

folliikuleid stimuleeriv hormoon

gonadotropiini vabastajahormoon

haplotiiiipi kirjeldav iihenukleotiidne poliimorfism (haplotype tagging SNP)
tuhat aluspaari

ahelduse tasakaalustamatus (Linkage Disequilibrium)

luteiniseeriv hormoon

Sansside suhe (Odds Ratio)

kromosoomi lithike dlg

poliitsiistiliste munasarjade siindroom

poliimeraasi ahelreaktsioon (Polymerase Chain Reaction)
restriktsioonifragmendi pikkuste poliimorfism (Restriction Fragment
Length Polymorphism)

standardhilve (standard deviation)

ithenukleotiidne poliimorfism (Single Nucleotide Polymorphism)
So-reduktaas tiitip 1

So-reduktaas tiilip 2

omavahel aheldunud markereid kirjeldav iiksik SNP

Thermus aquaticus’e DNA poliimeraas

tihik (Unit)

Maailma Tervise Organisatsioon (World Health Organization)



Sissejuhatus

Lastetus puudutab kiimmet kuni viitteist protsenti kooselavatest paaridest ja ligikaudu
pooltel juhtudel on viljatus tingitud mehepoolsetest pdohjustest. Suur osa mehe viljatusest
(31-45%) on idiopaatiline ehk teadmata pdhjusega viljatus, mille iiheks vdimalikuks
tekkepdhjuseks peetakse geneetiliste variatsioonide esinemist reproduktiivsiisteemiga
seotud geenides. Spermatogeneesi protsessiga on seotud rohkem kui 2000 erinevat geeni,
mis muudab viljatust pdhjustavate potentsiaalsete kandidaatgeeni(de) leidmise &drmiselt
keeruliseks. Tdendoliselt ei vastuta idiopaatilise pdOhjusega spermatogeneesi hdirete
tekkimise eest TUiks kindel geen, vaid muutused spermatogeneesi rajas vOi
spermatogeneesiga seotud siisteemides on seotud mitme geeni mutatsioonide vOi
poliimorfismidega.

Uheks vdimalikuks mehe viljakust mdjutavaks kandidaatgeeniks on X kromosoomis
paiknev androgeeni retseptori geen (4R). Spermatogeneesi toimumiseks on androgeenid,
testosteroon ning tema bioloogiliselt aktiivne metaboliit 5-a dihiidrotestosteroon (DHT)
védga olulised. Nii testosteroon kui ka DHT seonduvad AR-le, kutsudes esile androgeen
seoseliste geenide transkriptsiooni. Kui AR geeni mutatsioonid kutsuvad esile erineva
raskusastmega androgeenide tundlikkuse hdireid, siis geneetilist varieeruvust lisavate iihe
nukleotiidiliste poliimorfismide (SNP-d) mdju retseptori toimimisele ei osata veel tipselt
hinnata.

Teiseks potentsiaalseks kandidaatgeeniks on testosterooni dihiidrotestosterooniks
(DHT) redutseeriva ensiilimi So-reduktaasi tlilip 2 geen (SRD5A42). Kui SRDS5A2
mutatsioonid, mille tagajérjel tekivad erineva raskusastmega soo diferentseerumise héired
ning enamasti viljatus, on hdsti kirjeldatud, siis teadmised SRD542 SNP-de mdjust mehe
viljakusele on vihesed.

Antud magistritod eesmadrgiks oli ldbi viia assotsiatsiooni uuring Eesti
populatsioonis, et vélja selgitada AR geeni iihenukleotiidiliste poliimorfismide ja kahe
trinukleotiidse korduse (CAG ja GGN) ning SRD5A42 geeni poliimorfismide vdimalikud

seosed mehepoolse viljatuse tekkimisega.



1. Kirjanduse illevaade

1.1. Viljatuse olemus ja ulatus

“Room oma lastest ja lastelastest on iiks suurimaid rodme, mis inimesele elus osaks
saab. Seepirast pole ka raske moista, kui suureks mureks on mure kui lapsi ei

saada." Paul-Eerik Rummo, rahvastikuminister 2003-2006

Viljatuks ehk infertiilseks peetakse jérglasi soovivat paari, kus vaatamata regulaarsele
suguelule ei ole naine rasestunud aasta jooksul kuigi paar pole kasutatud
rasestumisvastaseid vahendeid (Rowe et al. 1993). Kuni eelmise sajandi keskpaigani piisis
miiiit, et viljatuse pohjused saavad peituda ainult naises, lastetu mees seevastu oli aga
valinud endale kaaslaseks viljatu naise, kellest vdis ennast lasta lahutada. Kui ka uus abielu
jarglasi ei andnud, arvati et meest saadab ebadnn naiste valikul. Praeguseks on miiiit
kummutatud ning teada, et viljatuse naisepoolsete pdohjuste osakaal on ligikaudu 39%,
mehepoolsed pdohjused tingivad viljatuse 20%-1 juhtudest, 26%-1 on pdhjused
modlemapoolsed ja 15%-1 juhtudest ei suudeta viljatuse pohjust kindlaks teha ehk tegemist
on idiopaatilise viljatusega (WHO 1987).

Vaatamata rahvastiku arvu kiirele kasvule on lastetuse probleem kogu maailmas viga
aktuaalne. Arvatakse, et sOltumatult rassist ja geograafilisest asendist puudutab lastetus
umbes 15% jéirglasi soovivatest paaridest (Spira 1986). Tdendoliselt touseb viljatute
paaride hulk ldhitulevikus veelgi, kuna fertiilses eas paarid liikkkavad lapse saamise jérjest
hilisemale elueale, kus loomulik viljakus hakkab juba langema. Samuti prognoositakse
mehepoolse viljatuse osakaalu suurenemist. Seda kinnitab ka viimati avaldatud IVF (in
vitro fertilization) patsientide uuring, kus vaadeldi ravile po6rdunud patsientide diagnoose
moOodunud 12 aasta ldikes. Selle uuringu tulemusena selgus, et mehepoolse viljatuse
osakaal protseduuri ldbivate paaride hulgas on aasta-aastalt suurenenud (Terdvid et al.
2008).

Eestis arvatakse olevat umbes 15000-20000 viljatut paari, kelledest ainult vdike osa
jouab viljakusraviga tegelevatesse kliinikutesse. Tartu Ulikooli naistekliiniku
uurimisaruande pdhjal esines 16,3%-1 naistest, vanuses 16 kuni 44 aastat, elu jooksul
viljatust (perioode, mil sooviti rasedaks jddda, kuid see ei olnud dnnestunud iihe aasta
jooksul regulaarse suguelu korral). 35 - 44 aastastest naistest oli viljatust esinenud 23%-1
ning ligikaudu 40% naistest olid podrdunud uuringutele voi ravile viljatuse tottu (Part et al.

2007). Eesti riikk on viimastel aastatel astunud suuri samme toetamaks lastetuse ravi,



muutes sellega raviteenuse paljudele patsientidel kittesaadavamaks. 2008 aasta andmetel
teostatakse lastetuse ravi neljas kliinikus— Tartu Ulikooli naistekliinikus, Elite kliinikus,
Ida-Tallinna Keskhaigla naistekliinikus ning Nova Vita kliinikus. Kahjuks puudub koiki
kliinikuid hdlmav statistiline andmebaas ning andmed ravile podrdunud patsientide
diagnoosidest ning mehepoolse viljatuse osakaalu suurusest ei ole kittesaadavad. Nova
Vita kliiniku patsientidel pdhineva uuringu andmetel on 27%-1 protseduuri ldbinud

paaridest viljatuse pdhjused mehepoolsed (Sarapik 2005).

1.2. Mehe viljakus

Esimesed statistilised andmed Eesti meeste viljakuse niitajatest parinevad alles 1996.
aastast kui Tartu Ulikooli Kliinikumi Androloogia kabinet liitus taanlaste poolt
koordineeritud noorte meeste uuringuga (Jergensen et al. 2002; Punab et al. 2002). Eesti
noorte meeste sperma kontsentratsioonid olid vorreldes teiste balti riikide (Lé&ti, Leedu)
ning pohjamaade vastavate nditajatega (Taani, Norra ja Soome) kiill suurimad (62-67 X
10°/ml), kuid véirtused jdid tublisti alla Carlseni ja kaasautorite (Carlsen et al. 1992) poolt
ndidatud poole sajandi vanustele tulemustele. Nimelt tddes Carlsen koos kaasautoritega
(Carlsen et al. 1992) oma 1992 aastal avaldatud metaanaliilisis, et meeste viljakus on
langemas. Kui 1938 aastal oli spermatosoidide hulk 113 x 10°/ml, siis 1990 aastaks oli see
langenud ligikaudu poole vorra (66 x 10%ml). Jirgnevad meeste viljakuse uuringud on
joudnud moneti vastuoluliste tulemusteni, kus monede autorite t66d nditavad sperma
kontsentratsioonide drastilist langust, teiste autorite tulemused kinnitavad sperma

kontsentratsioonide stabiilsust 1dbi aastate (Jorgensen et al. 2006; Jorgensen et al. 2002;

Vierula et al. 1996).

1.2.1. Mehe viljakust mgjutavad tegurid ja viljatuse pohjused

Mehe viljakust vdivad mdjutada nii pre-testikulaarsed, testikulaarsed, kui ka post-
testikulaarsed tegurid (Tabel 1). Spermatogeneesi efektiivsust vdhendavad kemo- ja
radioteraapia, moningad ravimid, kdrge temperatuur ning keskkonna saastatus (de-Kretser
1997). Samuti vdhendavad viljakust ebaterved eluviisid (vdhene kehaline koormus,
suitsetamine ja alkohol) ning pidev stress.

Seni ilmunud mehe viljatuse pdhjuseid kisitlevad andmed viitavad sellele, et

idiopaatiline viljatus on kdige suurema osakaaluga (31-45%) viljatuse pohjus (Diemer and
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Desjardins 1999; Niesclag 1997; WHO 1987). Enamikes maailma kliinikutes hinnatakse
mehe viljakust ainult sperma analiiiisi alusel, pooramata tihelepanu teistele mehe viljakust
mdjutavatele niitajatele nagu munandi maht ja suguhormoonide tase. Seega voib oletada,
et idiopaatilise viljatuse osakaal mehe viljatuse pohjustajana on iilehinnatud. Toendoliselt
jddvad paljudel juhtumitel spermapatoloogia tegelikud pdhjused vilja selgitamata (Punab
2007). Siiski on toodud vilja viljatutel meestel sagedamini esinevad haigused nagu
varikotseele (17%), sugunddrmete infektsioonid (9%), kaasasiindinud sugutrakti hiired
nagu hiipogonadism (9%) ja kriiptorhism (9%), silisteemsed haigused (5%) ja
immunoloogilised pdhjused (4%) (Niesclag 1997). Geneetiliste pdhjuste osakaal mehe
viljatuse tekkes moodustab umbes 10-15% (Ferlin et al. 2006).

Tabel 1. Mehe viljakust mojutavad tegurid*

Pre-testikulaarsed tegurid

Hiipotaalamuse haigused: Hiipofiiiisi haigused:

Isoleeritud gonadotropiinide puudulikkus (Kallmani | Hiipofiilisi puudulikus (kasvajad, infiltratiivsed
stindroom), protsessid, operatsioonid, radiatsioon),
Isoleeritud luteiniseeriva hormooni (LH) puudulikkus, | Hiiperprolaktineemia

Isoleeritud folliikuleid stimuleeriva hormooni (FSH) | Eksogeensete hormoonide (6strogeenide,
puudulikkus, androgeenide, gliikokortikoidide) liigtarvitamine
Kongenitaalne hiipogonadotroopne siindroom

Testikulaarsed tegurid

Kromosomaalsed héired (Klinefelteri siindroom, XX | Bilateraalne anorhia
hiired, XYY siindroom)

Miiotoonne diistroofia | Sertoli rakkude aplaasia |
Gonadotoksiinid (ravimid, radiatsioon) | Traumad |
Orhiit | Androgeenide siinteesi v3i toime hiire |
Stisteemsed  haigused (neerupuudulikus, maksa | Varikotseele

haigused)

Kriiptorhism | |

Post-testikulaarsed tegurid

Sperma transpordi hdired (kaasasiindinud, omandatud ja funktsionaalsed héired) |

Spermatosoidide liikuvuse voi funktsiooni hdired (spermatosoidi saba defektid, kiipsemishéired,
immunoloogilised héired, infektsioonid)

Seksuaalne diisfunktsioon |

*http://www.emedicine.com/med/TOPIC1167.HTM



Eesti viljatutel meestel esinesid sagedamini varikotseele, sugutraktipdletikud (kaasa
arvatud leukotsiitospermia) ning kriiptorhism (Punab et al. 2003). Mitmed autorid on
ndidanud azoospermiaga ja oligozoospermiaga eesti viljatute meeste seas suurt geneetiliste
hiirete [kromosomaalsed hidired, CFTR (tsiistilise fibroosi transmembraanse juhtivuse
regulaator) geeni mutatsioonid, Y kromosoomi mikrodeletsioonid] esinemissagedust
(Lissitsina et al. 2006; Tamm et al. 2000). Idiopaatilise viljatuse esinemissageduse kohta

Eestis andmed puuduvad.

1.2.2. Mehe viljatuse diagnoosimine

Mehe viljakuse hindamise uuringutesse kuuluvad lisaks poletiku analiilisidele ja
suguorganite fiilisilisele ldbivaatlusele veel pohjalik anamnees, milles vaadeldakse nii
iimbritsevat keskkonda, eluviise kui ka kahjulikke harjumusi (Punab 2007). Peamiste
laboratoorsete ~ uuringumeetoditena  kasutatakse = suguhormoonide  (testosteroon,
gonadotropiinid) médramist vereseerumist ning seemnevedeliku analiiiisi, milles
hinnatakse spermatosoidide liikuvust, kontsentratsiooni ja morfoloogiat vastavalt WHO
(World Health Organization) kriteeriumitele (Tabel 2) (WHO 1999).

Seemnerakkude kvaliteedi méddramiseks kasutatavad WHO normatiivid on
refernentsviirtused, mida tuleks kohandada vastavalt laboratooriumile, geograafilisele
asendile, keskkonna faktoritele, uuritavate etnilistele ning geneetilistele erinevustele

(Haugen et al. 2006 ).

Tabel 2. Spermatosoidide kvaliteedi nditajad (WHO 1999)

Normozoospermia Kontsentratsioon > 20 X 10° /ml
Liikuvus: A>25% ja/vdi A+B>50%
Morfoloogia: normaalseid spermatosoide >5%
Oligozoospermia Kontsentratsioon <20 X 10%/ml
Asthenozoospermia Liikuvus: A<25% ja/vdi A+B<50%
Teratozoospermia Morfoloogia: normaalseid spermatosoide <5%
Azoospermia Ejakulaadis spermatosoide ei leidu
Aspermia Ejakulaat puudub
Leukotsiitospermia Leukotsiiiite >1x10°/ml
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Bonde ja kaasautorite (1998) poolt 1dbiviidud uuringust selgus, et sperma kvaliteet
ja kontsentratsioon mdjutavad viljakust ning viljastamisvOoime vdheneb madrgatavalt kui
spermatosoidide arv seemnevedelikus on < 40 x 10° /ml. Loomulikuks rasestumiseks
vajalik minimaalne spermatosoidide hulk on 10 x 10° /ml ning sellest allapoole on raseduse
tekkimine véhetdendoline. Kui patsiendi anamneesist on vélistatud kdik muud pdhjused,
siis spermatosoidide arvu langus 5 x 10°/ml ja alla seda viitab suure tdendosusega viljatuse

tekke geneetilistele pohjustele (Bonde et al. 1998).

1.3. Spermatogenees ja selle hormonaalne regulatsioon

1.3.1. Spermatogenees

Spermatogenees on kompleksne protsess, milles osalevaid védnilistes seemnetorukestes
asuvaid spermatogeneesi rakke kontrollitakse ning juhitakse endokriinsete ja parakriinsete
mehhanismide poolt (Holstein et al. 2003).Vead iikskdik millises spermatogeneesi etapis
voi sellega seotud silisteemis vdivad viia spermatosoidide hulga védhenemiseni ja
funktsionaalse voimekuse langemiseni ning seeldbi mdjutada mehe viljakust.
Spermatogenees toimub testistes paiknevate védniliste seemnetorukeste seintes ning
selles voib eristada kolme etappi: spermatogoonide jagunemine mitoosi abil, meiootiline
jagunemine, mille kdigus tekivad diploidsetest rakkudest haploidsed rakud ning rakkude
diferentseerumine, mille kéigus tekivad spermatiididest spermatosoidid (Joonis 1).
Seemnetorukeste seintes, vahetult basaalmembraanil, asetsevad primitiivsed
diferentseerumata tlivirakud— spermatogoonid. Organismi sugukiipsuse saabudes
Iopetavad osa spermatogoone (ca 3 milj. iga pdev) mitootilise jagunemise, lihevad
meioosi, suurenevad ja muutuvad primaarseteks spermatotsiiiitideks (sisaldavad kaks korda
rohkem DNA-d kui diploidsed somaatilised rakud). Iga primaarne spermatotsiiiit 1ébib
meioosi esimese poole ja muutub kaheks sekundaarseks spermatotsiiiidiks (sisaldavad
kahte kromosoomistiku koopiat). Jargneb meioosi teine pool, kus iga sekundaarne
spermatotsiilit annab aluse kahele spermatiidile, mis sisaldavad ainult {ihte
kromosoomistiku koopiat. Seega tekib igast primaarsest spermatotsiitidist neli spermatiidi,
mis ldbivad keerulise arenemisprotsessi, spermiogeneesi ning saavad kiipseteks, litkumis-

ja adheseerumisvdimelisteks spermideks (Bergmann 2005).
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Joonis 1. Skemaatiline {ilevaade spermatogeneesist.
http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/150/devel/c7.46.12.spermatogenesis.jpg

Spermatogeneesil degradeeritakse voi hidvitatakse apoptoosi teel ligikaudu 75%
arenevatest seemnerakkudest, vaid 25% kogu toodetud spermatosoididest jouab ejakulaati
ja neist ligi pooled on arenguhiiretega. Seega on viljastamisvdimelised (reproduktiivne
potentsiaal) vaid 12 %-1 sugurakkudest (Holstein et al. 2003).

Lisaks arenevatele seemnerakkudele asuvad seemnetorukeste seintes tiheliidustega
ithendatud, basaalmembraanile toetuvad Sertoli rakud, mis loovad sugurakkude arenguks
vajaliku hemato-testikulaarse barjddri ning varustavad arenevaid spermatosoide kasvuks
vajalike ainetega (Mruk and Cheng 2004; Skinner 2005).

Viiniliste seemnetorukeste vahel, tavaliselt kapillaaride l&dheduses, asetsevad
androgeene, kasvufaktoreid ning neuroendokriinseid ithendeid sekreteerivad Leydigi rakud
(Haider 2004; Mendis-Handagama 1997; Walker and Cheng 2005).

Valmis spermatosoidid vabanevad viéniliste seemnetorukeste seinast ja liiguvad
modda valendikku munandimanusesse, kus toimub nende kogunemine, kiipsemine ja
sdilitamine. Spermatogeneesi iithekordne tsiikkel toimub tdiskasvanud meesterahval ca 65-

75 paevaga.
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1.3.2. Spermatogeneesi hormonaalne regulatsioon

Seemnerakkude arenemist reguleerib mitmeastmeline hormonaalne kaskaad, kus
endokriinsiisteemi rakkudes toodetud peptiid- voi steroidhormoonid mdjutavad erinevaid
spermatogeneesis osalevaid rakke. Nii on védnilistes seemnetorukestes paiknevad Leydigi
rakud (Mendis-Handagama 1997), véénilisi seemnetorukesi iimbritsevad ja toetavad
miieloid rakud (Maekawa et al. 1996) ja Sertoli rakud (Griswold 1998) otseseks
sihtmirgiks iihele vdi mitmele erinevale hormoonile (Holdcraft and Braun 2004). Lisaks
endokriinsele stimulatsioonile reguleeritakse spermatosoidide arengut, kiipsemist ja
vabanemist ka parakriinsete regulatsiooni mehhanismide poolt, kus spermatogeneesi
rakkude poolt toodetavad bioloogiliselt aktiivsed iihendid mdjutavad nii enda kui
naaberrakkude talitlust.

Spermatogeneesi kdivitab gonadotropiini vabastajahormooni (GnRH) pulsatiivne
sekretsioon, mis stimuleerib ajuripatsi eessagara gonadotropiinide, FSH ja LH sekretsiooni

(Holstein et al. 2003) (Joonis 2).

HUPOTAALAM
| HUPO US |e ~

SEEMNERAKK

TESTOSTEROON

SEEMNETORUKE
INTERSTHTSIUM

Joonis 2. Spermatogeneesi regulatsioon. GnRH sekretsioon kutsub esile FSH ja LH vabanemise hiipofiiiisist.
LH stimuleerib testosterooni siinteesi ja sekretsiooni Leydigi rakkudest. Sekreteeritud testosteroon mojutab
spermatosoidide arengut mojudes nii Sertoli rakkudele kui ka arenevatele spermidele (testosterooni toimed
on skeemil toodud pideva joonega). Testosteroon reguleerib enda siinteesi 1dbi negatiivse tagasiside nii
hiipofiilisi kui hiipotaalamuse tasemel (toodud joonisel katkendliku joonega). Testosterooni sekretsiooni
pérsivad samuti Sertoli rakkudes toodetud inhibiin B ja kesknérvisiisteemis testosterooni aromatiseerumisel
tekkinud Ostradiool (E2). Nii Leydigi rakud kui Sertoli rakud toodavad spermatogeneesi toimumiseks
vajalikke bioaktiivseid iihendeid. Spermatogeneesi parakriinne regulatsioon on joonisel tdhistatud punaste
nooltega.

Vastusena LH taseme tdusule suureneb androgeenide siintees ja sekretsioon Leydigi

rakkudes. FSH mdjutab spermatogeneesi kaudselt, toimides iile FSH retseptorit omavate
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Sertoli rakkude, seemnerakkudel endal FSH retseptorid puuduvad (Walker and Cheng
2005). Testosteroon reguleerib oma produktsiooni negatiivse tagasiside abil, vihendades
nii GnRH eritumist hiipotaalamusest kui ka LH ja FSH sekretsiooni hiipofiiiisist.
Testosterooni  produktsiooni inhibeeritakse ka kesknérvisiisteemis testosterooni
aromatiseerimisel saadud Ostradiooli abil (Hayes et al. 2001). Lisaks testosteroonile ja
ostradioolile on ka Sertoli rakkude poolt toodetaval inhibiin B-1 FSH eritumist pidurdav
toime (Skinner 2005).

Hiipofiiisist sekreteeritud LH sihtmirgiks munandites on ligikaudu 500 miljonit
androgeene produtseerivat Leydigi rakku (Neaves et al. 1984), mis lisaks androgeenidele
sekreteerivad neuroendokriinseid iihendeid, raku adhesiooni molekule ning kasvufaktoreid,
millega mojutatakse kdorvalasuvaid Leydigi rakke, veresooni, seemnetorukeste lamina
propria’t ja Sertoli rakke (Davidoff et al. 1993; Holstein et al. 2003). Leydigi rakkude
poolt sekreteeritud iihendid reguleerivad munandi verevarustust, kontrollivad toitainete ja
hormoonide sisaldust ning kutsuvad esile miiofibroplastide kontraktiilsuse tdusu, mis tagab
spermatosoidide edasiliikumise seemnetorukeses (Holstein et al. 2003)

FSH stimulatsioon kutsub esile Sertoli rakkudes erinevate valkude ja hormoonide
stinteesi ning sekretsiooni. Nii varustatakse arenevaid spermatosoide nende metabolismiks
vajalike itihenditega nagu laktaat, transferriin, androgeen-seoseline valk, kasvufaktorite
(TGF-a ja TGF-B), insuliini sarnane kasvufaktori-I (IGF-I), fibroblastide kasvufaktori
(FGF), epidermaalse kasvufaktori (EGF) ning spermatogeneesis oluliste hormoonidega
(inhibiin B, 0Ostrogeen) (Meachem et al. 2005). Sertoli rakkude poolt sekreteeritud
Ostrogeene vajatakse spermatogeneesi korrektseks toimimiseks (Rochira et al. 2005). Kuna
Ostrogeenide retseptoreid (ERa ja ERP) on leitud spermatosoidide mitokondrite
membraanidest, siis tdendoliselt vajatakse Ostrogeene spermatosoidide litkuvuse

tagamiseks (Solakidi et al. 2005).

1.4. Mehe viljatuse geneetilised pohjused

Mehe geneetilist viljatust, mis viljendub tdsise oligo- vOi azoospermiana, voivad
pOhjustada nii autosoomsete kui ka sugukromosoomide arvu, struktuuri ning
iimberpaiknemise anomaaliad. Samuti vdivad spermatogeneesi héired olla tingitud arengu,
diferentseerumise ning endokriinsiisteemi, meioosi, spermatogeneesi ning spermatosoidide
funktsioone mdjutavate geenide mutatsioonidest voi poliimorfismidest (Joonis 3)(Carrell et

al. 2006).
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1.4.1. Mehe viljatusega seotud kromosoomanomaaliad

Kromosoomanomaaliaid leitakse ligikaudu 5%-1 viljatutest meestest. Suurem osa viljatust
pohjustavatest anomaaliatest (3,7%) hdlmab sugukromosoome ja vaid véike osa (1,3%)
autosoomseid kromosoome. Siiski on selliste hdirete esinemissagedus iildpopulatsioonis
viike, esinedes vaid 0,2-0,6%-1 indiviididest (Ferlin et al. 2006).

Kodige levinum sugukromosoomide arvuga seotud hiire mehepoolse viljatuse
poOhjustajana on Klinefelteri siindroom (47XXY), esinedes 1:700-1000 vastsiindinud
poisslapse kohta. Klinefelteri siindroomiga meestel on Leydigi rakkude puuduliku
funktsiooni tagajdrjel langenud testosterooni tase organismis, mis tingib sekundaarsete
sugutunnuste arenguhdire (primaarne hiipogonadism), giinekomastia ning sageli viljatuse
(Hargreave 2000). Enamus seda siindroomi kandvatest meestest on azoospermsed (Ferlin
et al. 2006), kuid mosaiiksetel meestel (47,XXY/46,XY), kes toodavad spermatosoide
erineval hulgal on jarglaste saamine voimalik (Seshagiri 2001).

Sugukromosoomide struktuuri muutustest on levinumad Y kromosoomi
mikrodeletsioonid. Y kromosoomi pikas Olas esineb kolm spermatogeneesi geenide
piirkonda— AZFa, AZFb ja AZFc. AZFa deletsiooni korral puuduvad spermatogeneesi
rakud tdielikult, AZFb deletsiooni korral tekib spermatogeneesi meiootiline arrest ning
AZFc deletsiooni korral produtseeritakse {liksikuid kiipseid spermatosoide. Samuti voivad
esineda osalised deletsioonid nii AZFa (Foresta et al. 2000), AZFb kui AZFc piirkonnas,
millede tagajérjel tekib oligozoospermia (Foresta et al. 1999).

Viljatuse tekkimisega on seotud ka autosoomsete kromosoomide struktuuri ja
imberpaiknemise anomaaliad, nagu Robertsoni translokatsioonid ja retsiprooksed
translokatsioonid. Robertsoni translokatsioonid tekivad kahe akrotsentrilise kromosoomi
kokku pdimumisel. Selle tagajérjel tekib iiks ebanormaalne ditsentriline kromosoom.
Kdige sagedasemad kombinatsioonid on 13-nda ja 14-nda ning 14-nda ja 21-e kromosoomi
vahel. Sellist translokatsiooni kandvatel meestel esinevad erineva raskusastmega
spermatogeneesi hidired (Ferlin et al. 2006). Retsiprookseid translokatsioone, kus kaks
autosoomset kromosoomi vahetavad omavahel osad, kandvate meeste spermas esineb
rohkesti defektseid spermatosoide, mis vdib vihendada normaalset viljakust (Carrell et al.
2006).

Lissitsina ja kaasautorite (2006) poolt ldbiviidud infertiilsete Eesti meeste
tsiitogeneetiline uuring néitas, et koikide kromosomaalsete hiirete esinemissagedus
viljatute meeste grupis oli 47,8%, mis on oluliselt suurem (12,6-28,3%) kirjanduses

toodust. Viljatutel meestel esinesid autosoomsete kromosoomide struktuurianomaaliad
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sagedamini kui sugukromosoomide arvuanomaaliad (vastavalt 7,8% ja 5,6%). Samuti
esines 12%-1 azoospermiaga meestest sugukromosoomide arvuanomaaliaid (47XXY) ning
10%-1 oligozoospermiaga meestest autosoomsete kromosoomide struktuurianomaaliaid

(Lissitsina et al. 2006).

1.4.2. Mehe viljatusega seotud geenimutatsioonid

Siiani teadaolevalt on spermatogeneesi protsessiga seotud ligikaudu 2000 erinevat geeni
(Carrell et al. 2005), milledest vaid 30 paiknevad Y kromosoomis. Valdav enamus
spermatogeneesi mojutavatest geenidest paikneb autosoomsetes kromosoomides ning on
lisaks spermatogeneesi protsessile seotud kogu organismi elutegevuse regulatsiooniga
(Hargreave 2000) (Joonis 3).

Viljatusega seotud geenimutatsioonidest on sagedasemad CFTR geeni
mutatsioonid. CFTR mutatsiooni kandvatel meestel esineb kaasasiindinud vas deferens’i
(viimajuha) obstruktsioon. Sellise geenimutatsiooniga meestel toimub spermatogenees
normaalselt, kuid viimajuha obstruktsiooni tdéttu puuduvad seemnevedelikus
spermatosoidid (Claustres et al. 2000).

Mutatsioonid ja poliimorfismid spermato- ja spermiogeneesiga seotud geenides
voivad viia azoospermia vOi tdsise oligozoospermia tekkimiseni ning vdhendada
seemneraku funktsionaalset voimekust (seemneraku penetratsiooni héired, akrosoomi
reaktsiooni puudulikkus, hiiritud pronukleaarne reaktsioon) (Carrell et al. 2006; Feng
2003).

Samuti vOivad spermatogeneesi efektiivsust mojutada ka meioosi ja
rekombinatsiooniga seotud geenide mutatsioonid (Seshagiri 2001; Venables and Cooke
2000) ning mutatsioonid endokriinsiisteemi geenides, mis vdivad viia so0o0
diferentseerumise hiireteni ja pdhjustada tdsise spermapatoloogia tekkimist (Dierich et al.
1998; Holdcraft and Braun 2004; Lei et al. 2001; Singh et al. 1995). Uhenukleotiidilised
poliimorfismid endokriinsiisteemi geenides vdivad pohjustada vaevuméirgatavaid muutusi
kas retseptori afiinsuses vOi hormoonide bioaktiivsuses, mille tulemusena rikutakse
spermatogeneesiks oluline, &irmiselt tdpselt reguleeritud hormoonide toime kaskaad
(Carrell et al. 2005). Mitmete geenide mutatsioonid kutsuvad esile mehe sugutrakti
normaalse arengu kdrvalekaldeid ning modjutavad primordiaalsete sugurakkude

migratsiooni ja proliferatsiooni (Bogatcheva and Agoulnik 2005; Carrell et al. 2006).
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Arenguidiferentzeerumizega seotud geenidd
ja kromosoomanomaaliad

2RY IMELS 47 ZZEY ja mosaiiksus
B0ED LGRE Translokatsioonid

CTFR ckIT [trrersioonid/deletsioonid
EMP4 BLIPE Jeerd imprinting

Endokrinsilstesmiga seotud geenid Spermatosoidide funktziooniga seatud geenid

CGHMEH  KAL PRM]  CSHE2A2
AR SRDS PREM2Z  APOE

LH FaH THFl  ADAMZS
LHE FSHE SPERM1 ROS

Meioozi protaessiga sectud geenid Spermatogeneesiga seotud geenicd

SPO11 DMCI CREM  ACT
DAZ o

SCP3 MISH4

MLH1  SVCP3 UBEZE QAZS
FEM  BaX

Joonis3. Ulevaade mehe viljatusega seotud geenidest (Carrell et al. 2006). Arengu ja
diferentseerumisega seotud geenid: SRY (sex determining region Y), SOX9 (sex determining region Y-box
9), INSL3 (insulin-like factor 3), LGRS (leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 8), c-KIT
(v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog), BMP8 (bone morphogenetic protein 8).
Meioosi protsessiga seotud geenid: SPO11 (meiotic protein covalently bound to DSB homolog), DMC1
(dosage suppressor of mckl homolog), SCP3 (synaptonemal complex protein 3), MSH4 (muts-like protein
4), MLH1 (mutL homolog 1), SYCP3 (synaptonemal complex protein 3) Spermatogeneesiga seotud geenid:
CREM (cAMP responsive element modulator), DAZ (deleted in azoospermia), ACT (actin-like protein), CDC
(cell division cycle related), UBE2B (ubiquitin-conjugating enzyme E2B, RAD6 homolog), RBM (similar to
RNA binding motif protein, Y chromosome, family 2 member B), OAZ3 (ornithine decarboxylase antizyme
3), BAX (BCL2-associated X protein). Spermatosoidide funktsiooniga seotud geenid: PRM1 (protamine 1),
PRM?2 (protamine 2) TNP1 (transition protein 1, during histone to protamine replacement), CSNK2A42 (casein
kinase 2, alpha prime polypeptide), APOB (apolipoprotein B), ADAM 2,3 (metallopeptidase domain 2), ROS
(v-ros UR2 sarcoma virus oncogene homolog 1). Endokriinsiisteemiga seotud geenid: GNRH
(gonadotropin-releasing hormone), KAL (Kallmann syndrome 1 sequence), LH (luteinizing hormone beta
polypeptide), LHR (luteinizing hormone receptor), FSH (follicle stimulating hormone), FSHR (follicle
stimulating hormone receptor), SRDS (steroid-5-alpha-reductase, alpha polypeptide), AR (androgen receptor).

Teadlaste suur huvi mehe reproduktiivsiisteemiga seotud geenide ja
geenimutatsioonide vastu lisab spermatogeneesiga seotud geenide nimekirja pidevalt uusi
potentsiaalseid kandidaatgeene. Kahjuks ei ole siiani leitud spermatogeneesi mdjutavad
geenid aidanud lahendada idiopaatilise viljatuse vdimalikke tekkepdhjuseid. Voimalik, et
idiopaatilist viljatust pohjustav geen vdi poliimorfism on seni veel leidmata, kuid suure
toendosusega ei ole idiopaatilise azoo- ja oligozoospermia tekkimine seotud vaid iihe
kindla geeni mutatsiooni vdi poliimorfismiga, vaid mitmete vastastikku seotud erinevate
geenide talitluse hdirega, mis kutsuvad esile muutusi spermatogeneesi rajas. Ja kuigi
kromosoomanomaaliad ja geenide mutatsioonid on peamised mehe geneetilise viljatuse

pohjustajad, on mehe viljatuse tekkes oluline roll ka DNA integreerumise, kromatiini
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pakkimise ja epigeneetiliste modifikatsioonide hiiretel ning iiheahelaliste DNA katkete

esinemisel (Carrell et al. 2006).

1.5. Androgeenide toimed

Androgeenid on mehe fenotiiiipi midravad ja sdilitavad meessuguhormoonid (George and
Wilson 1994). Olulisemaks androgeeniks on Leydigi rakkudes produtseeritud testosteroon,
mille toimeefektid vOib jagada kolmeks— reproduktiivfunktsioone (mehe suguelundite
diferentseerumine, sekundaarsete sugutunnuste avaldumine, spermatogenees) mojutavad
toimed, anaboolseid efekte (lihasmassi ning tugevuse suurenemine, luude kasv ning
tiheduse suurenemine, hdile jimenemine, naha paksenemine) vahendavad toimed ning
pstiiithikale (libiido, potents, seksuaalkditumine) mdjuvad toimed (Rajender et al. 2007).
Ligikaudu 4 9% tsirkuleerivast testosteroonist muudetakse sihtmirkkoes
bioloogiliselt aktiivsemaks metaboliidiks, dihiidrotestosterooniks (Santner et al. 1998).
Testosterooni ja DHT bioloogilised toimed sihtmirkkudedes viljenduvadki kas otseselt,
seondudes androgeeni retseptorile vOi kaudselt ldbi testosterooni aromatiseerumise
Ostradiooliks (Hayes et al. 2001). Androgeenide interaktsiooni AR-ga ning retseptori

aktivatsiooni sihtmérk rakus kirjeldab joonis 4.

Testosteroon /' U - \

b " Androgeeni Translaipisioon Joonis 4. Androgeeni retseptori aktivatsioon.
e —— L,_: (A) Leydigi rakkudes sekreteeritud
SRS testosteroon difundeerub 1dbi rakumembraani
() DHT plasmasse ning kantakse kas albumiiniga voi
T — suguhormoor}l S}duva globullunlga (SHBG sex
e hormone binding globulin) seotult AR
__/u omavatesse sihtméarkorganitesse (osades AR
A b Tsiitoplasma T sihmirkrakkudes konverteerib 5-a reduktaas
testosterooni  5-a  dihiidrotestosterooniks
(DHT). Testosteroon vo6i DHT seonduvad
androgeeni retseptori C-terminaalse hormooni
B Koaktivaatorid siduvale domaéénile, mis kutsub esile
- retseptori konformatsioonilise muutuse ning
dimerisatsiooni. ~ (B)  Retseptor-hormoon
f \ kompleks liigub tuuma ning seondub
androgeeni vastus elemendile (ARE-androgen
DHT.  DHT responsive element), kus koos koaktivaatorite
—> STF g pol ja globila!sete trankripsioi)ni faktoritqga
(GTF) pdhjustab androgeensodltuvate geenide

transkriptsiooni (Lindzey et al. 1994).

L~
[
[
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On teada, et androgeenid mdjutavad spermatogeneesi ldbi reproduktiivkudedes ja
rakkudes paiknevate androgeeni retseptorite (Solakidi et al. 2005), kuid millises koes vdi
rakus paikneb androgeenide peamine sihtmérk, pole veel iiheselt selge (McLachlan et al.
2002). Munandis on AR retseptoreid leitud nii Leydigi rakkudes (Suarez-Quian et al.
1999), Sertoli rakkudes (Sanborn et al. 1977) kui ka peritubulaarsetes miieloid rakkudes
(Bremner et al. 1994). Kuni viimase ajani arvati, et androgeenide toimet arenevatele
seemnerakkudele vahendavad Sertoli rakud ning seemnerakkudel endal androgeeni
retseptorid puuduvad (Lyon et al. 1975; Walker and Cheng 2005). Hiljutised uuringud on
toestanud AR olemasolu spermatosoidide kaelaosas asuvates mitokondrites (Solakidi et al.
2005) ning spermatosoidide pea piirkonnas (Aquila et al. 2007). Seemnerakkude kaelaosas
paiknevad mitokondrid siinteesivad litkumiseks vajalikku ATP-d ning mitokondrites leitud
AR viitavad vdimalusele, et androgeenid vdivad muuta mitokondriaalsete geenide
ekspressiooni, mille tagajérjel tekivad muutused spematosoidide litkkuvuses (Solakidi et al.

2005).

1.6. Androgeeni retseptori geen

X kromosoomi pikas olas (Xql1-12) paiknev AR geen koosneb kaheksast eksonist, mis
kodeerivad nelja funktsionaalset domiéni. AR koosneb poliimorfsest N-terminaalsest
transaktivatsiooni doméénist (kodeeritud 1. eksoni poolt), konserveerunud DNA-d siduvast
doméénist (kodeeritud 2. ja 3. eksoni poolt) ning C-terminaalsest ligandi siduvast
domaéénist (kodeeritud 4.-8. eksoni poolt) (Lubahn et al. 1989; Lubahn et al. 1988) (Joonis
5).

AR geen Xq 11-12

Ekson 1 2 3 4 5 6 7 8
(CAG)n (GGN)n
icont suurs(ep) I‘L‘m‘llr_\ i r i I e M s T i B
Introni suurus(kb) 18 96 42 25 5.8 4.2 08 0.7 40
SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6
AR valk
[ I . ] 919 aa
N-terminaalne doméaan DNA-d siduv domaéan Ligandi siduv doméaéan

Joonis 5. AR geeni skemaatiline joonis. Joonisel on nididatud eksonite ja intronite paiknemine, nende
suurused ja kuue haplotiiiipi kirjeldava SNP ning AR valgu funktsionaalsete doméanide paiknemine.
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AR mutatsioonide andmebaasis (http://www.mcgill.ca/androgendb/) on kirjeldatud

605 erinevat mutatsiooni (Gottlieb et al. 2004). AR geeni mutatsioonid vdivad pdhjustada
tdielikku voi osalist androgeeni resistentsuse siindroomi (vastavalt, complete androgen
insensitivity syndrome-CAIS ja partial androgen insensivity syndrome-PAIS) (Quigley et
al. 1995). AR téieliku resistentsuse siindroomi nimetatakse ka testikulaarse feminisatsiooni
siindroomiks, kus siindinud poisslapsel puuduvad meesterahvale iseloomulikud
sugutunnused (46 XY naise fenotiiiibiga). Ainult mehe viljatusega on seostatud vaid

iiksikuid 4R geeni mutatsioone (Rajender et al. 2007).

1.6.1. Androgeeni retseptori geeni poliimorfismid

AR geenile lisavad varieeruvust veel 212 erinevat SNP-d (http://snpper.chip.org),
milledest 6 kirjeldavad enamlevinud haplotiitipe (haplotype-tagging SNPs- htSNP-s)
(Terry et al. 2005).

AR haplotiiiipide mdju erinevate haiguste, nagu munasarjavédhi (Terry et al. 2005),
eesnddrmevihi (Freedman et al. 2005a) ja endomeetriumivdhi (McGrath et al. 2006)
tekkele on kiill uuritud, kuid positiivseid assotsiatsioone pole siiani leitud. Mehe viljatuse
tekkeriski ja AR haplotiiiipide seose kohta puuduvad varasemad uuringud.

AR geeni esimeses eksonis paiknevad kaks poliimorfset trinukleotiidset
mikrosatelliitset kordust (CAG ja GGN) (Joonis 5). CAG jirjestused kodeerivad
poliiglutamiintrakti, mille pikkus varieerub 8-31 jdrjestuseni (Edwards et al. 1992). CAG
korduste arvu tdus iile 45 jérjestuse pohjustab X-liitelist spinaal- ja bulbaarsete lihaste
atroofiat (Kennedy haigus), kus patsientidel esineb lisaks progressiivsele lihaste ndrkusele
ning atroofiale ka androgeenide osaline tundetus. Kennedy haigusega kaasnevad ka
mitmed erinevaid endokriinsed héired, hiipogonadism, halvenenud sperma kvaliteet ja
infertiilsus (La-Spada et al. 1991). See on andnud aluse hiipoteesile, et CAG korduste arvu
muutused vdivad pdhjustada 4R geeni funktsiooni hdirumist ning mojutada seeldbi mehe
viljakust. Seda teooriat toetas ka 1994 aastal avaldatud Chamberlaini ja kaasautorite poolt
labiviidud in vitro uuring, kus nididati, et pikemad CAG jarjestused pohjustavad AR
vahenenud transkriptsioonilist aktiivsust (Chamberlain et al. 1994).

Arvukad t66d, kus on otsitud seost CAG korduste arvu varieeruvuse ja viljatuse
vahel, on andnud vastukdivaid tulemusi. Mitmed t60grupid on leidnud seose suurenenud
CAG korduste ja halvenenud sperma parameetrite vahel (Casella et al. 2003; Dowsing et

al. 1999; Mengual et al. 2003; Tut et al. 1997; Wallerand et al. 2001), teiste autorite t66d
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toestavad, et seost CAG jdrjestuste arvu ja viljatuse vahel ei eksisteeri (Canale et al. 2005;
Dadze et al. 2000; Ferlin et al. 2004; Komori et al. 1999; Lund et al. 2003; Thangaraj et al.
2002). Viimati avaldatud metaanaliiiisis (hdlmas 33 avaldatud publikatsiooni) leiti, et CAG
korduste arvu suurenemine on seotud riskiga mehe viljatuse tekkeks (Davis-Dao et al.
2007).

CAG kordusjdrjestuste analiilisi raskendab korduste arvu varieeruvuse esinemine
erinevate etniliste gruppide vahel (Esteban et al. 2006; Kittles et al. 2001; Sasaki et al.
2003b). Lithimad CAG alleelid on afro-ameeriklastel (keskmiselt 19-20 jérjestust),
keskmised kaukasoididel ja asiaatidel (keskmiselt 21-22 jérjestust) ning pikimad mehhiko-
ameeriklastel (keskmiselt 25 jérjestust) (Edwards et al. 1992; Irvine et al. 1994; Mruk and
Cheng 2004).

Poliigliitsiini kodeerivate GGN trinukleotiidsete korduste arv (10-30 kordust)
varieerub vihem, koosnedes peamiselt 22-24 kordusest (Lundin et al. 2003). In vitro
katsed on ndidanud, et GGN trakti pikkus voib olla oluline AR transaktivatsioonis (Gao et
al. 1996). Mitmed autorid on leidnud, et AR valgu optimaalseks konformatsiooniks ja
aktiivsuseks on vajalikud 23 GGN kordusjérjestust, korduste arvu muutused optimumist
vahendavad AR aktiivsust (Lundin et al. 2007; Lundin et al. 2006a; Platz et al. 1998).
Viimased uuringud vididavad, et GGN trakti pikkus vdib mdjutada AR valgu translatsiooni
efektiivsust (Brockschmidt et al. 2007).

Varasemad t60d ei ole leidnud seoseid GGN korduste arvu muutuste ja mehe
viljatuse tekkeriski vahel (Ferlin et al. 2004; Lundin et al. 2003; Rajender et al. 2006;
Ruhayel et al. 2004; Tut et al. 1997).

1.7. Sa-reduktaas ja DHT roll spermatogeneesis

Testosteroon muudetakse sihtmirkkudedes ensiilimi Sa-reduktaas (SRDS5SA) abil
bioloogiliselt aktiivseks DHT-ks (Joonis 6). Kuigi DHT-ks muudetakse ainult véike osa
(ligikaudu 4%) kogu tsirkuleerivast testosteroonist (Santner et al. 1998) tdestavad in vitro
uuringud, et vorreldes testosterooniga on DHT-1 mitmeid kordi suurem sidumisafiinsus
(Kumar et al. 1999), samuti kutsub DHT esile AR-i efektiivsema transaktivatsiooni (Zhou
et al. 1995).

Ensiiim SRD5A esineb kahe isovormina (SRD5A1 ja SRD5A2), mis erinevad
iiksteisest nii kineetiliste omaduste kui ka koespetsiifilise ekspressiooni mustri poolest.

SRD5A1 ekspresseeritakse siinni jdrgselt maksas, nahas (v.a genitaalpiirkond) ning
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SRD5A2 ekspresseritakse kogu eluea jooksul aktiivselt eesnddrmes, Wolfi juhades ja

genitaalpiirkonna nahas (Thigpen et al. 1993).

S-o-redulctaas =

Testosteroon » Dihiidrotestosteroon

Joonis 6. So-reduktaas redutseerib testosterooni 4,5 kaksiksideme, mille tagajarjel tekib DHT

Inimesel on DHT seoseid spermatogeneesi ning fertiilsusega uuritud kasutades
SRDS5A?2 inhibiitoreid finasteriidi (inhibeerib ainult SRD5A?2) ja dutasteriidi (inhibeerib nii
SRD5A1 kui ka SRD5A2). Katsed on ndidanud, et ravimite kestev manustamine kutsub
tervetel meestel esile DHT taseme languse seerumis, kuid muutused sperma mahus,
litkkuvuses ja kontsentratsioonis on vihesed (Amory et al. 2007). Jarow ja Zirkin (2005)
nditasid, et kuigi intratestikulaarse testosterooni kontsentratsioon on pea 100 korda suurem
kui seerumis, moodustab DHT sellest ainult 2% ja vaatamata DHT suuremale
seondumisafiinsusele AR-le ei tohiks see mojutada tekkivate spermatosoidide hulka (Jarow
and Zirkin 2005). Nii Amory koos kaasautoritega (2007) kui ka Matthiesson koos
kaasautoritega (2005) on viitnud, et spermatogeneesi normaalseks toimumiseks vajatakse
primaarse androgeenina testosterooni ning DHT roll spermatogeneesi protsessis vdib olla
teisejarguline (Amory et al. 2007; Matthiesson et al. 2005). Neid viiteid ndib kinnitavat ka
fakt, et osadel kaasasiindinud SRD5A2 puudulikkusega patsientidel vdib olla normaalne
sperma kontsentratsioon ja maht (Nordenskjold and Ivarsson 1998).

Mitmete autorite arvates vOib aga DHT reguleerida spermatogeneesi protsessi
munandi véliselt, mdjutades seemnepdiekeste ja eesnddrme funktsiooni ning arengut (Cai
et al. 1994) vdi munandimanuses spermatosoidide kiipsemist (Henderson and Robaire
2005). Henderson ja Robaire nditasid oma uuringus, et SRD5SA inhibiitori PNU157706
kasutamine rotil mdjutas munandimanuse sisese mikrokeskkonna stabiilsuse eest
vastutavate geenide ekspressiooni (Henderson and Robaire 2005). Muutused
munandimanuse siseses mikrokeskkonnas vdivad viia omakorda spermatosoidide liikuvuse
héireteni. Moningaid muutusi spermatosoidide liikuvuses téheldasid ka Amory koos
kaasautoritega, mida pdhjendasid just DHT vdimaliku mdjuga munandimanusele (Amory

et al. 2007).
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Senised teadmised DHT rollist spermatogeneesi protsessis on siiski puudulikud ning

vajatakse kindlasti tdiendavaid uuringuid (Jarow and Zirkin 2005).

1.8. Sa-reduktaasi tiiiip 2 geen

Ensiitimi SRD5A isovormid toodetakse kahe eraldiseisva geeni poolt (Jenkins et al. 1992).
SRDS5A1 geen lokaliseerub viiendas kromosoomis (5p15) ning SRD5A42 geen paikneb teise
kromosoomi lithikeses dlas (2p23). SRD5A2 koosneb viiest eksonist (Joonis 7), millelt
transleeritakse 254 aminohappe pikkust valku.

SHP4
E ksaoni number 1 2 3 4 5
E k=oni suunis (b 351 164 102 151 1677
= = = |
Irtroni suurus (b 46553 2130 1913 3044
supr SMPE OB oups sups sps

Joonis 7. SRD5A2 geen. Joonisel on nididatud eksonite ja intronite paiknemine, nende suurused ja kuue
tagSNP asukohad

SRD5A2 geenis on kirjeldatud 45 erinevat mutatsiooni, millest 37 on mitte-
stinoniiimsed ehk aminohappe muutust pdhjustavad mutatsioonid, iiks mutatsioon on
seotud splaissinguga ja iiks mutatsioon asub geeni regulatoorses piirkonnas. Samuti on
kirjeldatud ka neli védikest deletsiooni (Human Gene Mutation Database 2007,

http://www.hgmd.cfac.uk). SRD542 geeni mutatsioonid on harvaesinevad. Kaasasiindinud

SRD5A2 puudulikkus pdhjustab enamusel 46 XY meestel ebapiisava DHT toime tagajérjel
pseudohermafrodismi, kus vastsiindinud poistel vdivad esineda naisele iseloomulikud
vilisgenitaalid, bilateraalsed munandid ja normaalselt maskuliseerunud Wolfi juhad, mis
Iopevad tupega (Wilson et al. 1993). Kliiniline pilt on siiski véga heterogeenne,

varieerudes normaalsest naise fenotiiiibist kuni hiipospaadia ja mikropeenisega meesteni.

1.8.1. Sa-reduktaasi tiiiip 2 geeni poliimorfismid

SRDS5A2 geenis paiknevad 174 SNP-d (http://snpper.chip.org). Kdige paremini on

kirjeldatud neist kolm: valiin-leutsiin muutus 89. koodonis (V89L), alaniini transversioon

treoniiniks 49. koodonis (A49T) ning arginiin-glutamiin muutus 227. koodonis (R227Q).
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V8IL  (rs523349) poliimorfismi esinemist on uuritud seoses erinevate
haigusseisunditega. Nii in vivo (Allen et al. 2003; Hsing et al. 2001) kui in vitro
(Makridakis et al. 2000) uuringud on ndidanud, et leutsiini esinemine vdhendab SRD5A2
aktiivsust 10-40%. SRD5A2 kineetilised uuringud on niidatud, et 89. positsioon asub
ensiilimi substraadiga seondumise piirkonna vahetus ldheduses ja aminohappe muutus
selles positsioonis vOibki olla iiheks ensiiiimi aktiivsuse vdhenemise voimalikuks
pohjuseks (Makridakis et al. 2000).

Kuna eesnddrmevahk on androgeensdltuv kasvaja, siis on arvatud, et L- alleeli
esinemine vOiks vdhendada véhki haigestumise riski, kuid populatsioonide pdhised
geneetilised uuringud on andnud vastuolulisi andmeid (Giwercman et al. 2005; Gsur et al.
2004; Hayes et al. 2007). Samuti on ndidatud, et L- alleeli esinemine PCOS-i
(poliitsiistiliste munasarjade siindroom) patsientidel omab protektiivset efekti siindroomi
tekkimisele (Goodarzi et al. 2006). Samas hiipospaadiate geneetilised uuringud nditavad, et
just madala aktiivsusega L- alleeli esinemine on seotud suurema riskiga hiipospaadia
tekkimiseks (Thai et al. 2005). V- alleeli esinemissagedus kaukasoidses populatsioonis on
ligikaudu 67% ning arvatakse, et V- alleeli esinemine vdib soodustada haigestumist
levinud haigustesse nagu PCOS (Goodarzi et al. 2006) ja eesnddrmevihk (Nam et al.
2001). Samuti tdheldati V- alleeli esinemissageduse tdusu epiteliaalse munasarjavihiga
patsientidel, kuid saadud seost ei kinnitanud V89L poliimorfismiga tugevalt aheldunud (r*
= 0,945) poliimorfismi (rs632148) assotsiatsiooni uuringud (Beesley et al. 2007).

Mehe viljakuse ja V8IL poliimorfismi vahelisi uuringuid on siiani ldbiviidud vaid
iiks, kus FElzanaty koos kaasautoritega analiilisisid V89L poliimorfismi seoseid
spermaparameetrite muutusega ning leidsid, et V- alleeli esinemine tagab spermatosoidide
parema liikkuvuse (Elzanaty et al. 2006).

A49T (rs9282858) alleelse variandi esinemist on uuritud kui potentsiaalset geneetilist
riskitegurit eesnddrmevahi tekkes (Giwercman et al. 2005). Korgenenud DHT taset
eesnddrmes peetakse iiheks peamiseks eesnddrmevihi tekkepdhjuseks. Makridakis ja
kaasautorite poolt 1dbi viidud in vitro uuringute pdhjal tdstab T- alleeli esinemine SRD5A2
aktiivsust 6 korda, kiirendades oluliselt testosterooni konversioon DHT-ks (Makridakis et
al. 2004). Eesnddrmevihiga patsientide uuringud on aga joudnud vastukéivate tulemusteni.
Giwercman ja kaasautorid joudsid jéreldusele, et vorreldes tildpopulatsiooniga esineb T-
alleel sagedamini eesnddrmevahki haigestunud meestel (Giwercman et al. 2005). Seevastu
Soome populatsioonis 1dbi viidud uuringus (Mononen et al. 2001) erinevusi patsientide ja
kontrollgrupi vahel ei leitud. Kdrge aktiivsusega T- alleeli esinemist on peetud ka tiheks

potentsiaalseks geneetiliseks riskiteguriks hiipospaadiate tekkes (Silver and Russel 1999).
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A49T poliimorfismi ja mehe viljakuse vahelised uuringud on nédidanud kdorge
aktiivsusega T- alleeli kandvate meeste korgemaid sperma kontsentratsioone vorreldes AA
alleeli kandvate meestega (Elzanaty et al. 2000).

R227Q (rs9332964) poliimorfismi on kirjeldatud vaid Aasia populatsioonides, kus
homostigootses olekus Q- alleeli on seostatud hiipospaadia ja mikropeenise tekkimisega

(Sasaki et al. 2003a).
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2. Too eesmargid

To606 eesmérgid olid:

1. Kirjeldada ja analiiiisida patsientide ja kontrollindiviidide kliinilisi andmeid, AR geeni
poliimorfismide jaotust, sagedasemaid haplotiiipe, CAG ja GGN mikrosatelliitsete
korduste varieeruvust, ning leida geneetiliste variatsioonide voimalik seos ebaselge

etioloogiaga mehe viljatuse tekkimisega.
2. Kirjeldada ja analiilisida SRD5A2 geeni poliimorfismide jaotust nii patsientidel kui

kontrollindiviididel ning leida nende vdimalik seos mehe idiopaatilise viljatuse

tekkimisega.
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3. Materjal ja metoodika

3.1. Uuringugrupi iseloomustus

Antud t60s kasutatud 161 uuritava ja 212 kontrollgrupi indiviidi vereproovid on kogutud
koostdds dr. Margus Punabiga (M.D, PhD) TU Androloogia keskusest.

Uuritavate grupi moodustasid 2005-2006 aastal Tartu Androloogia keskusesse
poordunud mehed, kelledel diagnoositi ebaselge etioloogiaga mitteobstruktiivne
azoospermia vdi tdsine oligozoospermia (< 5 x 10° spermatosoidi 1 ml-s ejakulaadis).
Uuritavatel méérati munandite suurused kasutades Praderi orhidomeetrit, maarati FSH, LH
ja  testosterooni sisaldused vereseerumist kasutades kemiluminestsentsmeetodit
immuunanaliisaatoril IMMULI (Immulite 2000 station, Diagnostic Products Corporation,
Los Angeles, CA, USA) ning teostati spermaanaliilis jirgides WHO soovitusi (WHO
1999). Patsientidel vilistati levinumad viljatuse pohjused, nagu sugukromosoomi arvu
hiired, Y kromosoomi mikrodeletsioonid ning eesnididrme patoloogiad.

Kontrollgrupi moodustasid 212 sdjavde-eelsesse kontrolli tulnud, heade sperma
parameetritega (sperma kontsentratsioon 75 - 716 x 10°/ml) noort meest, kelledel miérati
munandite suurused ja FSH, LH ja testosterooni sisaldused vereseerumist ning teostati
spermaanaliilis.

Uuringugruppide kliinilised parameetrid on toodud tabelis 4 (Tulemuste osas).

Kéesoleva uuringu ldbiviimiseks oli Tallinna Inimuuringute Eetikakomitee luba

(nr.791/2005).

3.2. DNA eraldamine

DNA eraldamiseks lisati EDTA-verele (2-4 ml) neljakordses mahus puhver A-d [0,32 M
sahharoos, 1 mM Tris-Hel (pH 7,5), 5 mM MgCI2, 1% Triton X-100, ddH,O], segati ning
tsentrifuugiti temperatuuril 4°C 15 minutit 3000 rpm. Supernatant eemaldati ning korrati
sama etappi kahekordse mahu puhver A-ga. Tsentrifuugiti ning supernatant eemaldati.
Sademele lisati (0,9 x esialgse vere ruumala) puhver B-d [400 mM NaCl, 2 mM EDTA
(pHS), 10mM Tris-HCI (pH7,5), ddH,O] ning sade lahustati. Seejérel lisati (0,1 X esialgse
vere ruumala) puhver C-d (10% SDS, 2 mg/ml proteinaasK, ddH,O) ning inkubeeriti iiled6
temperatuuril 37°C. Jargmisel pdeval lisati inkubeeritud lahusele kiillastatud NaCl-i (0,27 X

esialgse vere ruumala) ning segati umbes 15 sekundit. Jargnevalt tsentrifuugiti
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toatemperatuuril 15 minutit 4000 rpm. Suprenatant tdsteti uude puhtasse tuubi ning lisati
kahekordne kogus 96% etanooli. Seejérel segati drnalt ning saadud DNA sade eemaldati
Pasteuri pipetiga, kuivatati ning lahustati sdltuvalt kasutatud EDTA-vere kogusest, 400-
600 pl ddH,O-s.

3.3. Genotiipiseerimine

3.3.1. SNP-de valik ja genotiipiseerimine

AR geenis genotiipiseeriti kuus haplotiiiipi kirjeldavat tagSNP-d (rs962458, rs6152,
rs1204038, rs2361634, rs1337080, rs1337082) (Terry et al. 2005). Kahe poliimorfismi
tuvastamiseks (rs1204038 ja rs1337082) teostati alleelspetsiifiline PCR, iilejadnud neli
poliimorfismi tuvastati restriktsioonifragmentide pikkuse poliimorfismide e. RFLP
meetodil.

SRD5A2 geeni variatsioonide kirjeldamiseks kasutati kuut tagSNP-d (rs11892064,
1s2268797, 15632148, rs2300701, rs12470143, rs523349), mis valiti védlja kasutades
rahvusvahelise HapMap projekti andmebaasi andmeid (International HapMap Project),

http://www.hapmap.org/  ning  Haploview 3.2 (Haploview  version  3.2;

http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview) programmi tooriista Tagger (de-Bakker et al.

2005). SRD5A2 poliimorfismide tuvastamiseks kasutati RFLP meetodit.

AR ja SRD5A42 genotiipiseerimiseks kasutatud PCR praimerite jérjestused, kasutatud
restriktaasid (MBI Fermentas, Leedu) ning saadud restriktsiooni fragmentide pikkused on
lisatud tabelis 3.

Iga PCR-i reaktsioonisegu sisaldas ~50 ng DNA-d, 0,2 mM dNTP, 2,5 mM MgCl,,
Ix PCR puhvrit (Solis BioDyne, Eesti), 10 pmol praimereid ja 0,8 U Hot Start
termostabiilset DNA poliimeraasi HOT FIREPol (Solis BioDyne, Eesti) ning ddH,O-d
16ppmahuni 10 pl. Amplifikatsioonid viidi 1&bi GeneAmp® PCR System 2700 (Applied
Biosystems, USA) PCR-i masinaga. Amplifikatsiooni  reaktsioonile  eelnes
reaktsioonisegude eelkuumutamine 95°C, 15 minutit. PCR-i programm koosnes 35-st
amplifikatsiooni tsiiklist ja viidi 14bi jargmiselt: 1) DNA denaturatsioon temperatuuril
95°C, 30 sekundit 2) praimerite seondumine matriitsile sdltuvalt praimeri
seondumistemperatuurist (51-63°C), 30 sekundit, 3) DNA siintees temperatuuril 72°C,

soltuvalt amplifitseeritava fragmendi pikkusest, 30-60 sekundit.
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Kdik PCR-i produktid ning restriktsioonifragmentide pikkused kontrolliti
geelelektroforeesil 2% agaroosgeelis 0,5% TBE [(45 mM Tris-boraat; 1 mM EDTA-Na,

(dinaatriumetiileendiamiintetraatsetaat)] puhvris.

3.3.2. Mikrosatelliitsete kordusjirjestuste genotiipiseerimine

AR geeni CAG ja GGN trinukleotiidsete jdrjestuste pikkuste variatsioonid méérati
Anastassia Belousova poolt. CAG kordusi sisaldava 4R geeni piirkonna
amplifitseerimiseks kasutati praimereid 5’-6-FAM-GTCTACCCTCGGCCGCCGTC ja 5°-
GTAGCCTGTGGGGCCTCTACG ning GGN  kordusi  sisaldava  piirkonna
amplifitseerimiseks 5’-TAMRA-CCTGGCACACTCTCTTCACA ja 5’-
ACATCAGGTGCGGTGAAGTC praimereid. Reaktsioonisegu (15 pl) sisaldas [50 ng
genoomset DNA-d, 0,2 mM dNTP-de segu, 2,5 mM MgCl,, 1 x PCR puhvrit (Solis
BioDyne, Eesti), 10 pmol praimereid ja 0,8 U Hot Start termostabiilset DNA poliimeraasi
HOT FIREPol (Solis BioDyne, Estonia). GGN fragmentide amplifitseerimiseks lisati veel
reaktsioonisegule 2 x solution S (Solis BioDyne, Eesti). PCR-i programm koosnes 34-st
amplifikatsiooni tstiklist ja viidi 1dbi jargmiselt: 1) denaturatsioon 95°C, 30 sekundit, 2)
praimeri seondumine 60°C, 30 sekundit 3) ekstensioon 72°C, 30 sekundit.
Amplifikatsioonireaktsioonile eelnes reaktsioonisegude eelkuumutamine 95°C, 15 minutit.
PCR-1 saadud fragmentide suurused méérati vastavalt standardtingimustele ABI Prism 377
DNA sekvenaatoril (PE Applied Biosystems), kasutades Genescan 2.1 tarkvara (PE
Applied Biosystems). Fragmentide suuruse méédramiseks kasutati Rox 500 (PE Applied

Biosystems) suurus-standardit.

29



Tabel 3. Praimerite jérjestused ja restriktaasid

Poliimorfism Aplifitseerimiseks kasutatud praimerite Restrik- Alleel DNA
jarjestused taasid fragmendi
F-forward, R-reverse(5'- 3") suurus (bp)
AR
SNP1 F-CCGTAGCCTTCTGGAAAACATC Bsh12361 | T 149
(rs962458) *R-CACAATTTTACTTAAAAATGCGC C 24+125
SNP2 F-CTCCGGACGAGGATGACTCA Ecol471 A 255
(rs6152) R-TGGCGTTGTCAGAAATGGTCGAA G 186+69
SNP3 FI-GAACTTGGTCTAATTCCCTTC C 160
(rs1204038) F2-GAACTTGGTCTAATTCCCTTT T
R-CTTCGCTAGACACGAGTTCA
SNP4 F-ATGAGGTAAAGTTACAAACCTGG Xcel A 398
(rs2361634) R-AACATGGTCCCTGGCAGTCTC G 224+120+54
SNP5 F-GAATTGGAGGGAGATAGGTG Ndel G 268
(rs1337080) R-CTCAATGAGGACAAGGAACTC A 137+131
SNP6 F-GGAGGCATCTTGAGACCAAT C 217
(rs1337082) R1I-ATCTTGAACAATTATTTAACCTTC T
R2-ATCTTGAACAATTATTTAACCTTT
SRD5A2
SNP1 *F-GAGAGCGCGGCCCCCGCAAGC Eco47lll | C 180
(rs632148) R-GGCCTTCGTTCTCCTCCGGCCA G 158+22
SNP2 F- GTGAAGGCGGCGTCTGTG Rsal G 275
(rs523349) R- TCGGGCCACCTGGGACGCTA C 235+40
SNP3 F-ATCAACTTGAGGTGGATTTTGGGATC | Pagl G 148
(rs2300701) R-GCTGCTCTTCATAGGCTTGCTGA A 126+22
SNP4 F-CACTCCAATGTTTGCCTCTGTC Bcll C 190
(rs2268797) *R-TCATATATTTAGTGTGCCATTGATC T 166+24
SNP5 F-GTTTATTCTTCCAATTGCTTAAGC Eco1051 C 251
(rs12470143) *R-AATAGATTGCGGTGGAGTATACGT T 227+24
SNP6 *Fw-AATCTAGGTCTTCTGATAATAC Beul C 144
(rs11892064) Rev- CCAAGCTTACTTAACTATGGA T 123+21

*Praimer on modifitseeritud, alla joonitud nukleotiidid on modifitseeritud spetsiifilisele restriktaasile
ldikamiskoha tekitamiseks
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3.4. Andmete statistiline analiiiis

Patsientide ja kontrollgrupi indiviidide kliiniliste parameetrite vordlemiseks kasutati Mann-
Whitney U testi. CAG ja GGN korduste erinevused miérati t-testiga. Seos AR ja SRD5A2
geenide poliimorfismide ja kliiniliste parameetrite vairtuste varieerumise vahel leiti
lineaarse regressiooni mudeli abil. AR ja SRD5A2 geeni variatsioonide vdimalikku seost
viljatuse fenotiilibiga hinnati logistilise regressioonanaliiiisi abil.

Alleelse jaotuvuse erinevuse miiramiseks kontrollidel ja patsientidel kasutati
testi ning tulemuste tdhendusrikkust hinnati p-vdirtusega. Antud td0s loeti statistiliselt
oluliseks p-véértust < 0,05.

Haplotiiiibi analiitis viidi 14bi kasutades programmi Haploview 3.2 (Haploview

version 3.2; http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview). LD (ahelduse tasakaalustamatus e.

linkaged disequilibrium) hindamiseks kasutati D’ védrtust, mis on tuletatud LD
koefitsiendist D ja hindab korvalekallet lookustevahelisest juhuslikust assotsiatsioonist
(Lewontin 1988). Antud t60s klassifitseeriti LD analiilisi tulemused jargmiselt:

D’>0,9 kaks poliimorfismi on téielikult aheldunud (absoluutne D’ = 1)

D’=0,8-0,9 poliimorfismid on aheldunud

Markerite vahelise LD tugevuse hindamiseks kasutati ka r* testi. r* niitab statistilist
korrelatsiooni kahe markeri vahel ning r* = 1 kirjeldab olukorda, kus ithe SNP alleeli
esinemine ennustab alati teise SNP vastava alleeli esinemist. r* vadrtused on vahemikus 0
(ei ole LD) kuni 1 (tdielik LD). Kiesolevas t6ds oli tagSNP-de valikukriteeriumiks r* > 0,9
(valitud tagSNP-de keskmine véirtus oli r’ = 0,96).

Haplotiitibi efekti hinnati Sansside suhtega (OR- odds ratio). Antud t06s
klassifitseeriti OR véirtus jargmiselt:

OR<I haplotiiiip omab protektiivset efekti viljatusele,

OR>1 haplotiiiip on seotud suurema riskiga viljatuse tekkeks ehk tegemist on nn.
riskihaplotiiiibiga.

Saadud OR véirtust tdlgendati soltuvalt 95% usaldusvahemiku intervallist
(confidence interval, Cl-riskifaktori véirtuste vahemik, kuhu jddvad 95% saadud
riskifaktori vidrtustest). Haplotiiiibiefekti statistilist tdhendusrikkust hinnati y* p-
véadrtusega. Korduvanaliiliside vea vahendamiseks kasutati permutatsioontesti.

Statistilised testid teostati koostods Kadri Halleriga kasutades programmi R 2.0.0 A

Language and Environment (Free Software Foundation, Boston, MA).

31



4. Tulemused

4.1. Uuritavate patsientide ja kontrollgrupi kliiniliste andmete analiiiis

Patsientide ja kontrollgrupi indiviidide kliiniliste nditajate andmed ja statistilise analiiiisi
tulemused on toodud tabelis 4. Patsientide gruppi kuuluvad mehed olid vanemad, nende
keskmine munandi maht oli vidiksem, spermogrammi néditajad halvemad, testosterooni
kontsentratsioonid madalamad ning FSH ja LH tasemed korgemad. Kliiniliste andmete
vordlus néditas, et munandite keskmise mahu tdus oli seotud sperma kontsentratsiooni

suurenemisega (Pearsoni korrelatsiooni test; p < 0,001).

Tabel 4. Patsientide ja kontrollgrupi isikute kliiniliste néitajate vordlus kasutades Mann-Witney U-testi

Iseloomustus Mann-Witney U-
Patsiendid (n =161) Kontrollgrupp (n=212) test
Mediaan Min. Max. Mediaan Min. Max. p viirtus

Vanus (aastates) 31,0 19,0 49,0 18,0 17,0 25,0 < 0,001

Keskmine testise 18,5 3,0 50,0 26,0 15,0 45,0 < 0,001

maht (ml)

Abstinentsi kestus 4,0 1,0 10,0 4,6 0 13,0 < 0,001

(pievades)

Ejakulaadi maht 3,8 0 10,2 3,2 0,9 8,9 0,003

(ml)

Sperma 1,0 0 14,0 122,0 75,0 716,0 < 0,001

kontsentratsioon

(10%/ml)

Sperma A + B 16,5 0 74,0 57,5 30 80 < 0,001

liikuvus (%)

Seerumi FSH 8,6 1,1 62,2 3,1 0,7 9,3 < 0,001

aun

Seerumi LH (IU/1) 4.5 0,6 23,8 2,9 0,9 10,2 < 0,001

Seerumi 17,6 3,5 43,7 20,6 10,9 | 48,6 < 0,001

testosteroon

(nmol/l)
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4.2. Androgeeni retseptori geeni haplotiiiipide seos viljatusega

AR geeni haplotiitipide kirjeldamiseks genotiipiseeriti kuus haplotiiiipi iseloomustavat
htSNP-d: SNP1 (rs962458), SNP2 (rs6152), SNP3 (rs1204038), SNP4 (rs2361634), SNP5
(rs1337080), SNP6 (rs1337082) (joonis 5) 112 patsiendil ja 212 kontrollindiviidil.

LD analiiiis patsientide ja kontrollindiviidide tihendgrupis néitas, et kdik analiiiisitud
SNP-d on omavahel peaaegu tdielikult aheldunud (D’ > 0,8) ning moodustavad iihtse, 238
kb suuruse haploploki (Joonis 8).
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Joonis 8. AR geeni LD analiiiis patsientide ja
kontrollindiviidide  ithendgrupis.  Joonisel on
ndidatud  uuritavad kuus  htSNPd, nende
lokalisatsioon X kromosoomis. Koiki kuut htSNPd
iseloomustas tugev LD. Iga ruut nditab kahe SNP
omavahelist aheldatust (D’ védrtused on joonisel
korrutatud sajaga). Punane véirv mérgib tugeva
statistilise usaldusvéddrsusega LD-d. Sinakas-lilla
varv seevastu margib tugevat LD-d, mis on madala
statistilise usaldusvéérsusega.

Haplotiiiibi analiiiisil leiti, et need kuus omavahel aheldunud poliimorfismi
moodustavad 13 erinevat haplotiiiipi (andmed pole lisatud), millest neli (HAP1-4) esinevad
populatsioonis sagedusega iile 5%-i (Tabel 5). Kontrollindiviidide ja viljatute patsientide
haplotiilipide sageduste analiitisil leiti, et HAP4 esines viljatutel patsientidel statistiliselt
oluliselt sagedamini kui kontrollindiviididel (OR = 5,19; p = 0,003). Antud tulemus jii
oluliseks ka peale permutatsioontesti (p = 0,002). HAP4 esinemissageduse tdus oli seotud
sperma kontsentratsiooni langusega, esinedes normozoospermiaga kontrollgrupi meeste
hulgas 2,4% (5/212), oligozoospermiaga meeste hulgas 6,9% (5/73) ja azoospermiaga
meeste hulgas 12,8% (5/39), (OR = 2,60; 95% CI 1,61 - 4,20; p < 0,001). Kdikide
haplotiitipide sagedusi vorreldi esimese haplotiiiibi (HAP1) suhtes, mille esinemissagedus
oli uuritavates gruppides kdige suurem. HAP4 ja reproduktiivhormoonide (T, FSH, LH)
ning munandimahu keskmiste véértuste vahelisi seoseid uuritavates gruppides ei leitud

(andmed pole lisatud).
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Analiiiisides erinevaid poliimorfisme iiksikult, selgus et SNP2 A alleel (OR = 2,15;
p=0,014), SNP 6 C alleel (OR =2,02; p =0,017) ja SNP 3 T alleel (OR = 1,90; p = 0,051)
olid seotud korgenenud riskiga mehe viljatuse tekkeks. Riskialleelid jdid samaks ka peale
mddduka oligozoospermiaga (n = 8; sperma kontsentratsioonid 6 — 14 x 10°%ml)

patsientide vélja arvamist analiilisitavast uuringugrupist.

Tabel 5. AR geeni sagedasemate haplotiilipide jaotus patsientidel ja kontrollgrupil

Haplotiiiibi Haplotiiiip Patsiendid Kontrollgrupp OR (95% CI), p véirtus
number % (n) % (n)
*HAP1 TGCAAT 67,0 (75) 75,9 (161) 1
HAP2 TGCGAT 3,6 (4) 7,1 (15) 0,57 (0,18-1,78); 0,336
HAP3 CATAGC 7,1 (8) 5211 1,56 (0,60—4,04); 0,359
HAP4 TATAAC 10,7 (12) 2,4 (5) 5,15 (1,75-15,15); 0,003
Teised 11,6 (13) 9,4 (20) 1,40 (0,66-2,95); 0,384

* HAP1 on voetud referents genotiiiibiks

4.3. Androgeeni retseptori geeni mikrosatelliitsete kordusjéirjestuste variatsioonid

AR geeni CAG ja GGN poliimorfsed mikrosatelliitsed kordusjarjestused genotiipiseeriti
112 patsiendil ja 212 kontrollindiviidil. Kontroll- ja patsientidegrupi vahelist CAG
korduste arvu varieeruvust ei tdheldatud (vastav keskmine = SD oli 21,1 + 2,5 vs. 21,2 +
2,4; T-test, p = 0,850). Patsientide CAG alleeli pikkused varieerusid 16-34 korduseni,
kontrollgrupis 16-28 korduseni. Samuti ei erinenud {iiksteisest kahe grupi 4R GGN
korduste arvud (keskmine + SD 22,5 £ 1,6 vs. 22,4 = 1,9; T-test, p = 0,618). GGN korduste
arvud patsientidel varieerusid 17-27 korduseni ja kontrollgrupil 16-27 korduseni (Joonis 9
A, B). Kdigi uuritud indiviidide andmete analiilis nditas positiivset korrelatsiooni CAG ja
GGN korduste arvu suurenemise vahel (Pearson'si korrelatsioon r = 0,147; p = 0,032).
Kodige sagedasem AR geeni CAG/GGN kombinatsioon infertiilsetel meestel oli
CAG=21/GGN=22 ja CAG=22/GGN=22 kontrollgrupis. Uhegi CAG/GGN haplotiiiibi

puhul ei leitud seost idiopaatilise mehepoolse viljatusega.
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Joonis 9 AR mikrosatelliitsete kordusjarjestuste arvu varieeruvus patsientide- ja kontrollindiviidide grupis.

(A) CAG korduste arvu jaotus kontrollgrupis ja patsientidel. (B) GGN korduste arvu jaotus kontrollgrupis ja
patsientidel.

4.4. Androgeeni retseptori geeni haplotiiiipide ning CAG ja GGN mikrosatelliitsete

variatsioonide omavahelised seosed

Kéesolevas uuringus leiti, et AR geeni haplotiilibid on seotud CAG ja GGN korduste
arvuga (Tabel 6). HAP2 genotiiiibi esinemine on seotud mirkimisvéirselt pikemate CAG
kordustega (r = 1,17; p = 0,033) ja HAP3 genotiiiibi esinemine on seotud lithemate CAG
kordustega (r = -2,63; p < 0,0001). Samas on HAP3 ja HAP4 genotiiiipide esinemine
seotud pikemate GGN jirjestustega (r = 1,35; p = 0,001 jar = 1,36; p = 0,002).

Tabel 6. AR geeni sagedasemate haplotiitipide seosed CAG/GGN korduste arvuga.
Haplotiiiip Keskmine CAG **r (p vairtus) Keskmine GGN **r (p vairtus)
korduste arv + korduste arv +
SD SD
*HAP1 21,4+ 2,5 - 22,2+ 1,9 -
HAP2 22,5+ 1,9 1,17 (0,033) 22,4+ 0,5 0,14 (>0,100)
HAP3 18,4+ 0,7 -2,63 (<0,001) 23,6+ 0,6 1,35 (0,001)
HAP4 20,8+ 0,8 -0,45 (>0,100) 23,6 0,5 1,36 (0,002)

* HAP1 on vdetud referents genotiilibiks **lineaarne regressioon, regressiooni koefitsent (r)
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4.5. Sa-reduktaasi tiiiip 2 geeni poliimorfismide seos viljatusega

SRD5A2 geeni variatsioonide kirjeldamiseks genotiipiseeriti 161 viljatut patsienti ja 211
kontrollindiviidi, kasutades kuut tagSNP-d: SNP1 (rs632148), SNP2 (rs523349), SNP3
(rs2300701), SNP4 (rs2268797), SNP5 (rs12470143) ja SNP6 (rs11892064).

Uuringus osalevad mehed jagati vastavalt sperma kontsentratsioonidele kolme
rihma: (i) azoospermiaga (n = 39), (i) oligozoospermiaga (n = 122) ning (iii)
normozoospermiaga (n = 211).

SNP1 asub geeni 5’ mittetransleeritavas piirkonnas, SNP2 (V89L) paikneb 1 eksonis
ning pdhjustab valgus valiin-leutsiin aminohappe muutuse ning iilejadnud tagSNP-d
paiknevad esimeses intronis (Joonis 7. Kirjanduse iilevaade).

SRD5A2 SNP1-5 genotiiiipide sagedused on toodud tabelis 7. SNP6-e¢ genotiiiipne
jaotuvus ei vastanud Hardy Weinbergi tasakaalule (p < 0,05) ning eemaldati edaspidisest
uuringust.

LD analiiiis patsientide ja kontrollindiviidide ithendgrupis néitas, et analiitisitud SNP1
ja SNP2 olid omavahel peaaegu tiielikult aheldunud (r* = 0,88; D’ = 0,96) ning kuulusid
iihte haploplokki (Joonis 10).
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Joonis10. LD analiiiis SRD542 geenis patsientide ja kontrollindiviidide tihendgrupis. Joonisel on néidatud
viis uuritavat tagSNP-d ja nende lokalisatsioon teise kromosoomi liihikeses dlas. Iga ruut nditab kahe SNP
omavahelist aheldatust (D’). Joonisel toodud D’ véértused on korrutatud sajaga. Tumepunane varv mérgib
tugeva ja valge virv mérgib norga statistilise usaldusvaarsusega LD-d.

Logistiline regressioonanaliiiis, mis kohandati vanuse ja abstinentsi ajaga, niitas et C
alleeli olemasolu SNPI-s (genotiiibid CC ja GC) oli seotud riskiga azoo- ja
oligozoospermia tekkeks. Samuti olid SNP2 (V89L) madala aktiivsusega G alleel
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(genotiitibid CG ja GG) ja SNP4 C alleel (genotiilibid TC ja CC) seotud riskiga
azoospermia ja oligozoospermia tekkimiseks. SNP3 A alleel (genotiiiibid GA ja AA) oli
seotud riskiga oligozoospermia, kuid mitte azoospermia tekkeks. SNP5 genotiilipide jaotus
uuritavate gruppide vahel ei erinenud (Tabel 7).

Vaadeldi ka kontrollgrupi kliiniliste andmete seoseid SRD5A42 erinevate
genotiiiipidega. Kontrollgrupis ei olnud poliimorfismide erinevad variandid seotud ei
sperma mahu, liikkuvuse ega seerumi testosterooni voi FSH tasemega. Samas leiti, et SNP1
C alleel (genotiiiibid GC+CC) ja SNP 5 T alleel (genotiitibid TC+TT) olid seotud vdiksema
(r = -1,56; p = 0,020) ja suurema (r = -1,62; p = 0,030), kuid normi piiridesse jddva

munandi mahuga (Tabel 8).
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Tabel 7. SRD5A42 polimorfismide genotiilipide sagedused erinevate spermakontsentratsioonidega meeste

gruppides

Uuringu grupp Genotiiiip, n (%) Kohandatud OR* (95% CI), p

SNP1 rs632148 GG GC+CC
Azoospermia 17 (43,6) 22 (56,4) 4,64 (1,57 - 13,67); p= 0,005
Oligozoospermia 52 (42,6) 70 (57,4) 3,81 (1,58 - 8,18); p = 0,003
Normozoospermia 110 (52,1) 101 (47.9) Referents

SNP2 rs523349 CC CG+GG
Azoospermia 19/39 (48,7) 20/39 (51,3) 2,87 (1,01 - 8,19); p=10,048
Oligozoospermia 53/122 (43,4) 69/122 (56,6) 2,98 (1,26 — 7,05); p= 0,013
Normozoospermia 111/211 (52,6) 100/211 (47,4) Referents

SNP3 rs2300701 GG GA + AA
Azoospermia 15 (38,5) 24 (61,5) 2,12(0,71 - 6,33); p=0,18
Oligozoospermia 36 (29,5) 86 (70,5) 2,83 (1,12-17,12); p= 0,027
Normozoospermia 83 (39.3) 128 (60,7) Referents

SNP4 rs2268797 TT TC+CC
Azoospermia 12 (30,8) 27 (69,2) 5,14 (1,58 — 16,69); p = 0,007
Oligozoospermia 39 (32,0) 83 (68,0) 4,01 (1,55 -10,39); p= 0,004
Normozoospermia 77(36,5) 134 (63.5) Referents

SNP5 1512470143 cC CT+TT
Azoospermia 11 (28,2) 28 (71,8) 1,19 (0,39 — 3,64); p= 0,758
Oligozoospermia 41 (33,6) 81 (66,4) 0,96 (0,39 — 2,36); p= 0,938
Normozoospermia 60 (28,4) 151 (71,6) Referents

*OR kohandati vanuse ja abstinentsi ajaga
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5. Arutelu

5.1. Androgeeni retseptori geeni poliimorfismide seos viljatusega

Mehe normaalseks suguliseks arenguks ja spermatogeneesi korrektseks toimimiseks
vajatakse androgeene ja normaalselt toimivat androgeeni retseptorit. AR geenis on
kirjeldatud paljusid retseptori funktsiooni muutvaid mutatsioone, mis pohjustavad
androgeenide puuduliku toime tagajirjel erineva raskusastmega androgeenide tundlikuse
héireid. AR olulisust viljakusele on ndidatud ARKO (androgen receptor knockout) hiire
mudelil, kus AR puudumisel vdheneb 80% ulatuses munandi maht ja langeb seerumis
testosterooni kontsentratsioon (Yeh et al. 2002). Kuigi AR geeni mutatsioonidega
kaasnevad sageli suured muutused spermatogeneesi efektiivsuses on siiski harvad
juhtumid, kus normaalse fenotiiiibiga meestel oleks viljatuse pohjus tingitud AR geeni
mutatsioonidest. See on ajendanud otsima vdimalikke seoseid retseptori funktsiooni
vihemal méairal mojutavate geneetiliste variatsioonide ning viljatuse tekkeriski vahel.

Haplotiiiipi kirjeldavate SNP-de kasutamine geneetilise varieeruvuse méddramiseks on
kiillaltki uus ja efektiivne ldhenemine, mis vdimaldab iiksikute htSNP-de abil kirjeldada
suuri geeni piirkondi (Gabriel et al. 2002). AR geenis on kirjeldatud kahte (Freedman et al.
2005b) voi kolme (Terry et al. 2005) suuremasse haplotiiiibi plokki kuuluvat 32 htSNP-d,
milledest indiviidide vahelise geneetilise varieeruvuse kirjeldamiseks piisab kuuest htSNP-
st (Terry et al. 2005). Sagedasemaid AR haplotiiiipe ja nende vdimalikke seoseid riskiga
haigestuda erinevatesse hormoonsdltuvatesse kasvajatesse nagu eesndarmevihk (Freedman
et al. 2005a), munasarjavdhk (Terry et al. 2005) ja endomeetriumivihki (McGrath et al.
2006) on kiill uuritud, kuid seni ei ole leitud iihtegi peamist riskihaplotiiiipi.

Kédesolevas t60s vaadeldi esmakordselt AR geeni haplotiilipide mdju
spermatogeneesile ja viljatusele. Labiviidud AR haplotiilibi analiiiisist selgus, et uuritavad
kuus htSNP-d olid omavahel tugevalt aheldunud ning moodustasid {ihe haplotiitibi ploki.
Haplotiiiibi analiiiisil saadud kolmeteistkiimnest haplotiilibist esinesid viljatutel meestel
sagedamini HAP1 (67%), HAP4 (10,7%) ja HAP3 (7,1%) ning kontrollgrupil HAP1
(75%), HAP2 (7,1%), HAP3 (5,2%). Uhe haplotiiiibi, HAP4 esinemissagedus viljatute
meeste grupis oli ligikaudu neli korda suurem (10,7% vs. 2,4%) kui kontrollgrupi meestel.
2006 aastal rootsi meeste hulgas ldbi viidud uuringus leiti, et HPT3 (kdesoleva t66 HAP4)
esinemissagedus sOjavde eelsesse kontrolli tulnud noorte meeste seas oli 6,1%, mis oli
mérgatavalt kdrgem kui meie kontrollgrupis (2,4%) (Lundin et al. 2006b). Saadud

tulemustes voivad olla tingitud uuritud gruppide erinevustest. Kdesolevas t60s kasutatud

40



kontrollgrupi mehed olid eranditult viga heade sperma parameetritega, Lundini ja
kaasautorite (2006) uuringu grupp koosnes aga médramata sperma kontsentratsioonidega
meestest (Lundin et al. 2006b).

Kéesoleva t60 tulemused nditasid selgelt, et HAP4 esinemissageduse tdus kasvas
oluliselt sperma kontsentratsioonide vdhenedes. Kuna HAP4 esinemine ei olnud seotud
reproduktiivhormoonide véértuste ega munandite keskmiste mahtudega, siis voib oletada,
et sperma kontsentratsioonide vdhenemine ei olnud tingitud testikulaarsetest ega
hormonaalsetest probleemidest, vaid pigem just meeste geneetilisest taustast. Seega voib
to0 tulemustest jdreldada, et HAP4 riskihaplotiilipi (TATAAC) kandvad mehed on
predisponeeritud erinevatele viljakust langetavatele keskkonna, elustiili vOi haiguste
mojuritele ning neil on suurem risk spermatogeneesi efektiivsuse vahenemiseks ja viljatuse
tekkimiseks.

Samuti saab viljatuse tekkeriskiga seostada iiksikute SNP-de teatud alleelsete
variantide esinemist. Nii SNP2 A alleel, SNP3 T alleel kui ka SNP6 C alleel voivad
suurendada riski viljatuse tekkeks. Varasemate uuringute pdhjal seostatakse SNP2 (rs6152)
G alleeli suurenenud riskiga haigestuda eesnddrmevahki (Hayes et al. 2005). Vdimalik, et
eesnddrme- véhi ja idiopaatilise viljatuse patogeneesiga on seotud AR SNP2 erinevad
genotiilibid. Kahjuks ei leitud iihtegi viljatuse tekkeriski eest kaitsvat haplotiiiipi ega SNP-
d.

Kuidas need siinoniiiimsed ja mittekodeerivad SNP-d ning erinevad haplotiiiibid
mojutavad AR geeni/valgu funktsiooni ning spermatogeneesi tdpsemalt on siiani veel

ebaselge ning selle viljaselgitamiseks vajatakse edasisi in vitro uuringuid.

5.2. Androgeeni retseptori geeni CAG/GGN mikrosatelliitsete korduste seos

viljatusega

CAG korduste arvu varieeruvust ning selle seoseid halvenenud sperma parameetrite
ja mehe viljatuse vahel on kirjeldatud paljudes erinevates uuringutes, kuid iithtseid tulemusi
pole saadud (Dadze et al. 2000; Ferlin et al. 2004; Lund et al. 2003; Ruhayel et al. 2004;
Thangaraj et al. 2002; Mengual et al. 2003; Wallerand et al. 2001). Viimati avaldatud
metaanaliiiisis leiti, e¢ CAG korduste arvu suurenemine on seotud riskiga mehe viljatuse
tekkeks (Davis-Dao et al. 2007). Erinevused teadustodde tulemustes vdivad peituda
uuringugruppide erinevas etnilises taustas (Esteban et al. 2006; Kittles et al. 2001; Sasaki

et al. 2003b) ning uuringusse kaasatud gruppide suurustes. Ei saa vilistada ka
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diagnoosimata jddnud sperma parameetreid mdjutavaid haigusi, mis muudavad
idiopaatilise viljatuse diagnoosi heterogeenseks ning patsientide sobivuse uuringugruppi
kaheldavaks. Kiesolevas toos leiti, et AR-CAG korduste keskmine arv ja jaotus nii
viljatute meeste kui kontrollindiviidide vahel ei erinenud.

Kui CAG korduste arvu ja mehe viljatuse vahelisi assotsiatsiooni uuringuid on véga
palju ldbi viidud, siis GGN korduste arvu ja mehe viljatuse vahelisi seoseid on seni
vaadelnud vaid moned iiksikud t66grupid (Ferlin et al. 2004; Lundin et al. 2006a; Lundin
et al. 2003; Rajender et al. 2006; Ruhayel et al. 2004; Tut et al. 1997). GGN korduste arvu
ja viljatuse vahel on seoseid leidnud Lundin ja kaasautorid. Nad leidsid, et GGN korduste
arvu vihenemine (< 23) pohjustab AR aktiivsuse languse tagajérjel vihenenud ejakulaadi
hulka (Lundin et al. 2006). Kéesolevas t66 tulemustest selgus, et GGN korduste arv ja
jaotus kahe uuritava grupi vahel ei erinenud ning seoseid GGN korduste arvu ja sperma
parameetrite muutuste vahel ei tuvastatud.

In vitro uuringud niivad kinnitavat CAG (Chamberlain et al. 1994) ja GGN (Gao et
al. 1996; Lundin et al. 2007) korduste arvu mdju AR aktiivsusele. Sellest tulenevalt on
mitmed autorid vaadelnud nende kahe korduse erinevate haplotiiiipide seoseid riskiga
haigestuda rinnavdhki (Gonzalez et al. 2007), eesnddrmevdhki (Irvine et al. 1994),
munandivdhki (Garolla et al. 2005) ning endomeetriumivéhki (Rodriguez et al. 2006).
CAG/GGN haplotiiiipide ja mehe viljakuse vaheliste seoste médramisel on saadud
vastukdivaid tulemusi (Ferlin et al. 2004; Ruhayel et al. 2004). Kdesoleva t60 analiiiisist ei
leitud {iihtegi viljatuse tekkeriski eest kaitsevat ega riski suurendavat CAG/GGN
haplotiitipi.

Uudse ldhenemisena vaadeldi kédesolevas to6s AR geeni haplotiiiipide ning
CAG/GGN korduste arvu omavahelisi seoseid. To0 planeerimisel eeldati, et AR aktiivsust
muutvad, kuid normi piirides varieeruvad CAG vdi GGN kordused vdiksid olla seotud
viljatuse tekkeriski suurendava haplotiiiibiga HAP4-ga. CAG korduste arvu ja HAP4
vahelisi seoseid mehe viljatuse tekkimisega kdesolevas t60s ei tuvastatud. Kiill aga olid
HAP4 ja HAP3 seotud pikemate GGN kordustega. Kdesolevas t60s olid HAP4 ja HAP3-ga
seotud 23 GGN kordusjdrjestust, mis peaks olema retseptori suboptimaalseks
aktivatsiooniks vajalik korduste arv (Lundin et al. 2007).

Samuti tuvastati kahe haplotiiibi (HAP2 ja HAP3) puhul seosed CAG
kordusjérjestuste arvuga. Nimelt oli HAP2 seotud pikemate ja HAP3 lithemate, kuid normi

piires varieeruvate, CAG korduste arvuga.
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5.3. Sa-reduktaas tiiiip 2 geeni poliimorfismide seos viljatusega

Kuigi SRD5A2 roll spermatogeneesis ei ole veel tiheselt selge, on biokeemilised uuringud
ndidanud SRD5A2 korget aktiivsust nii munandites, eesnddrmes, munandimanuses kui ka
seemnepdiekestes (Eicheler et al. 1994). Elzanaty koos kaasautoritega oletasid, et SRD5A42
geeni poliimorfismidest tingitud ensiiimi aktiivsuse muutus mdjutab spermatosoidide
korrektseks produktsiooniks ja funktsioneerimiseks vajalikke testikulaarseid ja post-
testikulaarseid protsesse (Elzanaty et al. 2006). Sarnasele jareldusele tuli ka Amory koos
kaasautoritega, kes panid téhele, et 5% indiviididest reageerisid SRD5A2 inhibiitorite
manustamisele véiga aktiivselt, mille tulemusena indiviidide DHT tase seerumis, sperma
kontsentratsioon ja maht langesid drastiliselt. Autorite arvates tuleks selle pdhjuseid otsida
just indiviidide vaheliste geneetiliste erinevuste olemasolust ehk siis SRD5A2 aktiivsust
muutvatest geneetilistest poliimorfismidest (Amory et al. 2007).

Eelnevalt on SRD5A2 geeni poliimorfisme pdhiliselt uuritud seoses riskiga
haigestuda erinevatesse androgeen sdltuvatesse kasvajatesse nagu eesnddrmevihk
(Giwercman et al. 2005; Gsur et al. 2004; Hayes et al. 2007) ja munasarjavidhk (Beesley et
al. 2007). Samuti on iritatud leida seoseid SRD5A2 polimorfismide ja androgeen
seoseliste haigusseisundite nagu PCOS (Goodarzi et al. 2006) ja meeste kiilanemise
(Alopecia androgenica) (Hayes et al. 2007) vahel. Spermaparameetrite (sperma
kontsentratsioon ja litkuvus) muutusega seoses on SRD35A42 geeni poliimorfisme vaadelnud
vaid Elzanaty koos kaasautoritega (Elzanaty et al. 2006)

Kéesolevas toos viidi esmakordselt 1dbi assotsiatsiooni uuring, kus analiiiisiti
SRD5A2 geeni viie (SNP1-SNP5) poliimorfismi voimalikke seoseid mehe viljatuse
tekkimisega. T60 tulemustest selgus, et SRD542 geeni SNP1 C-alleeli kandvatel meestel
on suurem risk azoo- ja oligozoospermia tekkeks. Samuti leiti, et SNP1 C alleeli
(genotiilibid GC+CC) kandvatel kontrollgrupi meestel olid vorreldes GG alleeli kandvate
meestega, oluliselt vdiksem, kuid siiski normi piiridesse jadv munandimaht. Kuidas vdiksid
SNP1 erinevad alleelsed variandid SRD5A2 funktsiooni ja aktiivsust mdjutada, ei ole
teada. Kuna SNP1 paikneb erinevatel liikidel geeni promootorala hésti konserveerunud
piirkonnas, siis vOib oletada, et iihe nukleotiidi muutus (guanidiini asendumine
tslitosiiniga) vOiks potentsiaalselt muuta SRDS5A2 transkriptsioonilist aktiivsust.
Aheldatuse uuring niitas, et SNP1 oli tugevasti aheldunud SNP2 (V89L) poliimorfismiga.
Seega on vdimalik, et SNP1 mdju mehe infertiilsusele on tingitud hoopis aheldatusest

funktsionaalse SNP2-ga (V89L).
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Nii in vitro kui in vivo uuringud on ndidatud, et leutsiini esinemine V89L
poliimorfismis kutsub esile ensiitimi aktiivsuse languse (Allen et al. 2003; Makridakis et al.
2000). Siiani on ldbi viidud vaid tiks V89L poliimorfismi ja mehe viljakuse vahelisi
seoseid kirjeldav t60, kus leiti, et poliimorfismi VEIL V- alleel on seotud spermatosoidide
parema litkuvusega (Elzanaty et al., 2006). Kui Elzanaty koos kaasautoritega analiitisisid
SRDS5A2 geeni poliimorfismide esinemist tervetel sdjavie eelsesse kontrolli tulnud meestel,
siis kéesolevas t00s vaadeldi SRD5A2 poliimorfisme nii viljatutel patsientidel kui
kontrollgrupis. Kéesoleva uuringu meestel, kes kandisid SNP2 (V89L) madala
aktiivsusega G (L)- alleeli, oli rohkem kui kaks korda suurem tdendosus viljatuse
tekkimiseks, vorreldes CC genotiiiipi kandvate meestega. Kuigi reproduktiivhormoonide
vadrtuste ja SRD5A2 alleelsete variantide vahel seoseid ei leitud, on voimalik et muutused
SRDS5A2 ensiiiimi aktiivsuses pOhjustavad vaevumirgatava, vereseerumist tuvastamatu
nihke just munandisisese testosterooni/DHT tasakaalus. Saadud tulemus on kooskodlas
Elzanaty ja kaasautorite poolt ldbiviidud uuringuga (Elzanaty et al. 2006) ning Amory ja
kaasautorite uuringuga (Amory et al. 2007), kus niidati, et SRD5A2 inhibiitorite
kasutamine ei mdjuta seerumi gonadotropiinide vaartusi (LH; FSH, 6stradiool). Erinevalt
Elzanaty ja kaasautorite t60st (2006), ei tuvastatud kiesolevas uuringus SNP2 (V89L)
erinevate alleelide seoseid spermatosoidide parema litkuvusega ega sperma hulgaga.

Lisaks vaadeldi kdesolevas t00s veel introonis asuvate SNP-de (SNP3 ja SNP4)
seoseid viljatuse tekkega. Analiiiisil selgus, et nii SNP3 A alleel kui ka SNP4 C alleel olid
seotud riskiga oligozoospermia tekkimiseks. Kuid kas SRD5A2 ensiilimi aktiivsust
mojutatakse otseselt voi on SNP3 ja SNP4 aheldunud mone eemalseisva funktsionaalse
poliimorfismiga, peavad vélja selgitama edasised uuringud.

Kéesolevas magistritdds leiti seosed SRD5A2 geeni iihenukleotiidiliste
poliimorfismide ja mehe viljatuse tekkeriski suurenemise vahel. Leitud SRD5A2 geeni
riskialleelide téhtsuse hindamiseks tuleks jargnevates uuringutes vaadelda riskialleele koos
erinevate mehe reproduktiivtervist mdjutavate teguritega. Voimalik, et riskialleele kandvad
mehed on geneetiliselt enam predisponeeritud erinevatele viljakust mdjutavatele teguritele.

Biomeditsiin on hetkel iiks kiiremini arenevaid teaduse valdkondi ning esimesed
geenikiibid (onkogeenide, apoptoosi geenide, kardio-vaskulaar geenid jt.) on juba edukalt
vélja tootatud ja praktilises meditsiinis kasutusele vdetud. Teadlaste suur huvi mehe
reproduktiivsiisteemiga seotud geenide ja geenimutatsioonide vastu lisab mehe viljakust
mdjutavate geenide nimekirja pidevalt uusi kandidaatgeene ja kaugel pole aeg, kus mehe

viljakuse hindamiseks ning viljatuse geneetiliste pdohjuste viljaselgitamiseks on vdimalik
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kasutada geenikiipi. Kéesoleva t66 tulemused lisavad mehe viljakust mdjutavate geenide

nimekirja kaks voimalikku kandidaatgeeni, AR ja SRD5A2 ja nende poliimorfismid
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Kokkuvote

Kéesolevas magistritods uuriti kahe potentsiaalse viljakust mdjutava geeni, AR ja SRD5A2
geneetilisi variatsioone ning nende vdimalikke seoseid mehe idiopaatilise infertiilsuse
tekkega.

Kirjanduse osas anti iilevaade viljatuse probleemi tdsidusest ning hetke olukorrast
Eestis. Omaette peatiikis vaadeldi mehe viljakust, seda mojutavaid tegureid, pohjuseid ja
diagnoosimist ning viljatuse geneetilisi pdhjusi. Olulise osa moodustas iilevaade
spermatogeneesi protsessist ning selle hormonaalsest regulatsioonist. Pikemalt keskenduti
androgeenide rollile spermatogeneesi protsessis ning AR ja SRD5A2 geenide
iseloomustamisele.

Magistritod eksperimentaalses osas uuriti kuut AR geeni htSNP-d ja CAG/GGN
mikrosatelliitseid kordusjirjestusi ning viit SRD5A2 tagSNP-d idiopaatilise viljatusega
eesti meestel ja kontrollindiviididel. AR uuringus tuvastati 13 (HAP1 - HAPI13)
sagedasemat haplotiiiipi, millest HAP4 oli seotud riskiga mehe viljatuse tekkimiseks (OR =
5,15; 95% CI = 1,75-15,15; p = 0,003). Samuti leiti, et CAG/GGN mikrosatelliitsete
kordusjérjestuste arv ei ole seotud riskiga mehe viljatuse tekkeks. Haplotiilipide ja
CAG/GGN korduste omavahelisel analiiiisil leiti, et HAP2 oli seotud pikemate (r = 1,17; p
=0,033) ja HAP3 lilhemate (r = 2,93; p < 0,001) CAG kordusjirjestuste arvuga. HAP3 ja
HAP4 olid seevastu seotud pikemate GGN viirtustega (regressiooni kordajad vastavalt
1,35 ja 1,36). SRD5A2 geeni tagSNP-de analiiiisil leiti, et SNP2 (rs523349) madala
aktiivsusega G alleel oli seotud enam kui kahe kordse riskiga oligozoospermia (OR = 2,98;
95% CI 1,26 — 7,05; p = 0,013) ja azoospermia (OR =2,87; 95% CI 1,01 — 8,19; p = 0,048)
tekkimiseks. Samuti leiti, et SNP1 C alleel, SNP3 A alleel ja SNP4 C alleel olid seotud
suurenenud riskiga mehe viljatuse tekkimiseks.

Magistritod kokkuvotteks voib oelda, et AR geeni riskihaplotiiiipi (HAP4) ja

SRD5A2 geeni riskialleele kandvad meestel on suurenenud risk viljatuse tekkimiseks.
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Summary

The purpose of the current study was to evaluate the importance of AR gene haplotypes
and polymorphic CAG/GGN microsatellites and SRD542 gene polymorphisms in the
aetiology of idiopathic male infertility.

In this study six htSNPs and CAG/GGN microsatellites of the AR gene and five
tagSNPs in the SRD542 gene were genotyped. A total of 13 AR haplotypes (HAP1-13)
were identified, among which HAP4 was found to confer increased risk for male infertility
(OR =5.15; 95% CI = 1.75-15.15; p = 0.003). However, infertile patients and controls had
similar lengths and distributions of both AR CAG and GGN repeats. In addition, HAP2
was associated with longer CAG repeats (r = 1.17; p = 0.033) and HAP3 with shorter CAG
repeats (r = 2.93; p < 0.001) than the major haplotype HAP1. HAP3 and HAP4 were
associated with longer GGN repeats (r = 1.35; p = 0.001 and r = 1.36; p = 0.002,
respectively) than HAP1. SRD5A42 gene (rs523349) low activity G (L) allele of SNP2
(genotypes CG and GG) was associated both with azoospermia (OR = 2.87; 95% CI= 1.01
— 8.19) and oligozoospermia (OR = 2.98; 95% CI = 1.26 — 7.05). Also, the risk for
azoospermia and oligozoospermia was higher for SNP1 C-allele and SNP4 C-allele
carriers. SNP3 A-allele was a risk factor for oligozoospermia but not for azoospermia.

In conclusion, present work describes the AR and SRD5A2 gene variations in
infertile and control men in the Estonian population. The AR gene haplotype analysis and
SRD542 SNP analyses revealed, for the first time, the existence of an AR gene risk
haplotype (HAP4) and SRD5A2 risk alleles for impaired spermatogenesis and male
infertility
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