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INFOLEHT

»Kardiometaboolsete sekundaarsete leidude esinemine Eesti idiopaatilise mehepoolse

viljatusega patsientidel ja kontrollindiviididel*

Meeste viljatust peetakse iildise tervise seisukohalt oluliseks biomarkeriks ning paljud
teadustood on kinnitanud krooniliste haiguste korgemat riski viljatutel indiviididel. Genoomi ja
eksoomi sekveneerimiste laiem kasutuselevott toob endaga kaasa sekundaarsete leidude
tuvastamise, mis on patsiendi primaarsest seisundist korvalekalduv kliiniliselt oluline
geneetiline leid. Sekundaarsed leiud hdlmavad sekkumistdhusaid monogeenseid ehk iihe geeni
muutusest tingitud haigusi ning Ameerika Meditsiinigeneetika ja Genoomika Kolleegium on
avaldanud miinimumnimekirja selliste haigustega seotud geenidest. Kéesolev bakalaureuset6o
testib hiipoteesi, mille kohaselt on sekundaarsete leidude levimus suurem viljatute meeste
hulgas vorreldes viljakate meestega. Too tulemusel leiti 17 haigusseoselist varianti, millest 10

esinesid viljatutel (1,9%) ja seitse viljakatel (2,2%) meestel. Hiipotees kinnitust ei leidnud.
Mirksonad: sekundaarsed leiud, monogeensed haigused, mehepoolne viljatus

CERCS kood: B220 geneetika, tsiitogeneetika; B570 siinnitusabi, giinekoloogia, androloogia,

paljunemine, seksuaalsus; B790 kliiniline geneetika

»Prevalence of cardiometabolic secondary findings in Estonian idiopathic male infertility

patients and control subjects"

Male infertility is considered an important biomarker for overall health and many studies have
confirmed a higher risk of chronic diseases in infertile individuals. Genome and exome
sequencing leads to the identification of secondary findings which are clinically significant
genetic findings unrelated to the patient’s primary condition. Secondary findings include
actionable monogenic diseases, and the American College of Medical Genetics and Genomics
has published a minimum list of genes related to such diseases. This bachelor thesis tests the
hypothesis that the prevalence of secondary findings is higher among infertile men compared
to fertile men. As a result, 17 disease-related variants were found, of which 10 occurred in

infertile (1.9%) and seven in fertile (2.2%) men. The hypothesis was not confirmed.
Keywords: secondary findings, monogenic diseases, male factor infertility

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

reproduction, sexuality; B790 clinical genetics
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KASUTATUD LUHENDID

ACMG — Ameerika Meditsiinigeneetika ja Genoomika Kolleegium (7he American College of

Medical Genetics and Genomics)

AMP — Molekulaarse Patoloogia Uhing (4ssociation for Molecular Pathology)
AZF — azoospermia faktor

B — healoomuline (benign)

ClinGen — Clinical Genome Resource

ESTAND — Estonian Andrology

FIMM — Soome Molekulaarse Meditsiini Instituut (/nstitute for Molecular Medicine Finland)
GEMINI — GEnetics of Male [Nfertility Initiative

IGV — Integrative Genomics Viewer

KS — Klinefelteri siindroom

LB — toenéoliselt healoomuline (likely benign)

LoF — funktsioonikadu (loss-of-function)

LP — tdendoliselt patogeenne (likely pathogenic)

NCBI — Riiklik Biotehnoloogia Teabekeskus (National Library of Medicine)
NGS — jargmise polvkonna sekveneerimine (next generation sequencing)
NOA — mitteobstruktiivne azoospermia (non-obstructive azoospermia)

OA — obstruktiivne azoospermia

P — patogeenne

SF — sekundaarne leid (secondary finding)

VEP — Variant Effect Predictor

VUS - ebaselge tdhtsusega variant (variant of uncertain significance)

WES — kogu eksoomi sekveneerimine (whole exome sequencing)

WGS — kogu genoomi sekveneerimine (whole genome sequencing)



SISSEJUHATUS

Mehepoolne viljatus mojutab tilemaailmselt hinnanguliselt 7% meestest ning 15% juhtudest on
tingitud geneetilistest teguritest (Agarwal et al., 2015; Krausz & Riera-Escamilla, 2018).
Meeste viljatuse pohjused on heterogeensed, kuid kuni 60%-1 juhtudest jé4b viljatuse pShjus
tuvastamata (Punab et al., 2017). Mitmed uuringud on kinnitanud, et viljatusega kaasneb
tihtipeale ka korgenenud risk krooniliste haiguste tekkeks, nditeks siidame-veresoonkonna ja

ainevahetushaigused (Eisenberg et al., 2015, 2016; Punab et al., 2017).

Sekundaarsed leiud on geneetilise testimise kdigus leitud geenivariandid, mis ei ole seotud
patsiendi esmase seisundiga (Green et al., 2013). Sekundaarsed leiud hdolmavad
sekkumistohusaid monogeenseid ehk ithe geeni muutusest tingitud haiguseid. Tdisgenoomi ja
-eksoomi sekveneerimise integreerumine igapédevasesse kliinilisse praktikasse voimaldab
analiiiisida juba teadaolevaid pirilike haigustega seotud geene, mis voivad sisaldada
sekundaarseid leide. Ameerika Meditsiinigeneetika ja Genoomika Kolleegium on avaldanud
nimekirja geenidest, mida genoomi/eksoomi sekveneerimisel silmas pidada (Alfares et al.,
2018; Miller et al., 2022). Enamike nimekirjas olevate geenidega seotud haigustel on olemas
varase diagnoosimise ja testimise voimalus ning tdhus ravi, mistottu digeaegne sekkumine on

elulise tdhtsusega (Miller et al., 2022).

Kéesoleva bakalaureusetod kirjanduse iilevaade keskendub meeste viljatuse erinevatele
vormidele ja nende geneetilistele pohjustele, genoomi/eksoomi sekveneerimisele ja nende
kdigus avastatud sekundaarsetele leidudele ning nende levimuse ja tdhtsuse selgitamisele. T66
eksperimentaalosa eesmérgiks oli tuvastada parilike monogeensete siidame-veresoonkonna ja
ainevahetushaiguste ehk kardiometaboolsete fenotiiiipidega seotud geenide haigusseoselised
variandid ning {ihtlasi testida hiipoteesi, mille kohaselt esineb mehepoolse viljatusega

patsientidel rohkem sekundaarseid leide kui viljakatel kontrollgrupi indiviididel.

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

oppetoolis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Mehepoolne viljatus

Mehepoolne viljatus on keeruline ja mitmetest teguritest tingitud patoloogiline haigus, mis on
fenotiitlibiliselt vdga heterogeenne ning mojutab ligikaudu 7% meestest iile maailma (Agarwal
etal.,2015; Krausz, 2011). Mehepoolse viljatuse voib jagada neljaks suuremaks etioloogiliseks
kategooriaks: hiipotalamuse-hiipofiilisi-sugunddrme teljega seotud hiired, kvantitatiivsed ja
kvalitatiivsed spermatogeneesihdired ning seemnerakkude litkumisteede (munandimanused,
seemnejuhad, purskejuhad) sulgus ehk obstruktsioon vdi talitlushdired. Kvalitatiivne héire
mojutab spermide morfoloogiat ja litkuvust. Kvantitatiivsed spermatogeneesihéired
viljenduvad kahjustunud spermatogeneesi protsessides, mis mojutavad negatiivselt spermide
tootmist ja arvukust (Tournaye et al., 2017). Teatud juhtudel voib mehepoolne viljatus osutada

tosisemale terviseseisundi muutusele (Leslie et al., 2023).
1.1.1. Kbvantitatiivsed spermatogeneesihiired

Meeste viljatuse kodige raskem vorm on azoospermia ehk seemnerakutus, mis viitab spermide
taielikule puudumisele seemnevedelikus (joonis 1). Azoospermia voib klassifitseerida
jargnevalt: obstruktiivne (OA) voi mitteobstruktiivne (non-obstructive azoospermia — NOA)
(Agarwal et al., 2021). OA néol on tegemist munandimanuse ehk epidiidiumi juhade, seemne-
voi purskejuhade obstruktsiooniga, mis mdjutab spermatogeneesi protsesse negatiivselt
(Llabador et al., 2015; Pena et al., 2020). NOA on tingitud peamiselt kaasasiindinud teguritest,
mille tagajirjeks on puudulik spermatogenees (Kasak & Laan, 2021). Azoospermia puudutab
ligi 1% meestest ning 30% haigusjuhtudest on obstruktiivsed ja iilejaidnud 70% NOA juhud
(Kasak & Laan, 2021; Tournaye ef al., 2017).
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Joonis 1. Erinevat tiiiipi kvantitatiivsed spermatogeneesihdired ja geneetiliste faktorite sagedus igas kategoorias.
Poordvordeline korrelatsioon esineb spermide arvukuse ja geneetiliste pohjuste sageduse vahel. Kohandatud
Krausz & Riera-Escamilla, 2018 jérgi.



Kriiptozoospermia on kvantitatiivne spermatogeneesihdire, mille korral puuduvad
seemnerakud virsketes spermaproovides, kuid esinevad tsentrifuugitud preparaatides
(spermide arvukus seemnevedelikus alla 1 mln/ml) (joonis 1) (Krausz & Riera-Escamilla,
2018). Bioloogilisest vaatenurgast on NOA ja kriiptozoospermia ldhedalt seotud ning seda ka
kliiniliste mdjude osas — viljastamine on praktiliselt voimatu (World Health Organization,

2021).

Oligozoospermia on kvantitatiivne spermatogeneesihéire, mille korral on spermide arv alla 39

min 1 ml seemnevedeliku kohta (joonis 1) (Krausz & Riera-Escamilla, 2018).
1.1.2. Kriiptorhism

Kriiptorhism ehk peitmunandilisus on munandi laskumishéire, mis véljendub {lihe voi mdlema
munandi puudumises munandikotis ehk skrootumis. Kriiptorhism on kdige sagedam
sisesekretsiooninddrmete ja suguelunditega seotud héire poisslastel, mis voOib esineda
iiksikjuhtumina voi seoses teiste kaasasiindinud hidiretega (Kolon et al., 2014). Haigus levimus
on ligi 2-9% vastsiindinud poisslaste seas ning 1-3%-1 pole laskumist toimunud kolmandaks
elukuuks (Hutson & Thorup, 2015). Aastatel 2012-2015 Tartu Ulikooli Kliinikumis libiviidud
uuring leidis, et 1,6%-1 valimist esines kriiptorhism siinnil, 1%-1 kolmandal elukuul ja 0,8%-1
kuuendal elukuul (Kiibarsepp et al., 2022). Juhul kui laskumine pole toimunud kuuendaks
elukuuks, on vihetdendoline, et munandid peale seda spontaanselt laskuvad (Shin & Jeon,

2020).

Kriiptorhismi patsientidel on kdrgenenud risk viljatuseks ja munandivihi tekkeks (Cobellis et
al., 2014). Austraalias ldbiviidud uuringu pohjal selgus, et tervete meestega vorreldes on
kriiptorhismi patsientidel méirkimisvéérselt vihenenud munandi- ja seemnevedelikumaht ning
samuti spermide kontsentratsioon (Hart et al., 2015). Lisaks on ligikaudu 17% azoospermia

juhtudest otseselt seotud varases eas esinenud kriiptorhismiga (Olesen, et al., 2017).

1.2. Mehepoolse viljatuse geneetilised pohjused

Mehepoolset viljatust voivad pohjustada mitmed tervisehdired ja riskitegurid, mis jagunevad
omandatud ja kaasasiindinud ehk geneetilisteks spermatogeneesi kahjustavateks faktoriteks
(Agarwal et al., 2021). 30-60%-1 juhtudest jddb viljatuse pohjus tuvastamata ning viljatus
klassifitseeritakse kui idiopaatiline ehk selgitamata (Agarwal et al., 2021; Jungwirth et al.,
2012; Punab et al., 2017).



Geneetilised tegurid pohjustavad vdhemalt 15% meeste viljatusjuhtumitest (Krausz & Riera-
Escamilla, 2018). Peamised teadaolevad geneetilised meeste viljatuse pohjustajad on
bialleelsetest haigusseoselistest ehk patogeensetest muutustest CFTR (CF transmembrane
conductance regulator) geenis tingitud kaasasiindinud kahepoolne seemnejuha puudumine
(congenital bilateral absence of vas deferens — CBAVD), kromosomaalsed kdrvalekalded ja
Y-kromosoomi mikrodeletsioonid, mis viivad eraldiseisvate spermatogeneesi defektide

kujunemiseni (Agarwal et al., 2021).

Klinefelteri siindroom (KS) on kdige sagedam geneetiline meeste viljatuse pdhjustaja. On
leitud, et KS pohjustab kuni 10% azoospermia juhtumitest ning moodustab kuni 2%
viljatusjuhtumitest iildises meeste populatsioonis (Vloeberghs et al., 2018). Klinefelteri
stindroomi puhul on tegemist 47, XXY kartiotiiiibiga. Haiguse fenotiiiibid on varieeruvad, kuid
lisaks iihele vO1 mitmele lisa X-kromosoomile on tiilipilised KS-i tunnused ka
hiipogonadotroopne hiipogonadism (madal luteiniseeriva hormooni ja folliikuleid stimuleeriva

hormooni tase), testosterooni puudulikkus ning viljatus (Groth ef al., 2013).

Azoospermia ja oligozoospermia kdige sagedamad geneetilised pohjused on Y-kromosoomis
asuva azoospermia faktori (AZF) piirkonna mikrodeletsioonid ja iilalmainitud KS (Krausz &
Riera-Escamilla, 2018; Oud et al., 2017). AZF on regioon, mis paikneb Y-kromosoomi pikas
Olas ja reguleerib spermatogeneesi ning selle deletsioon vdib esile kutsuda spermatogeneesi
seiskumist ja selle tagajérjel ka viljatust (Liu, 2012). Kim et al. (2017) poolt 1abiviidud uuringus
leiti, et Y-kromosoomi mikrodeletsioonid esinesid 14%-1 NOA patsientidest ja 20%-1

oligozoospermia patsientidest.

Rohkem kui 20% kindlaks méédratud mehepoolse viljatuse geenidest on seotud
spermiogeneesiga (spermatogeneesi viimane etapp, mille kdigus omandab spermatiid
litkumisvdime ning tulemuseks on kiips sperm) ja haruldaste kvalitatiivsete
spermatogeneesihdiretega. See-eest geene, mis vastutatavad varases etapis toimunud
spermatogeneesihdirete eest ja moodustavad suurema osa monogeensetest azoospermia

juhtudest, on kindlaks méératud palju vihem (Laan, 2019).

1.2.1. Mehepoolse viljatuse monogeensed pohjused

Kaasasiindinud haigused, mis on pdhjustatud patogeensest geneetilisest muutusest ehk
mutatsioonist iihes geenis, nimetatakse monogeenseteks haigusteks. Monogeensete haiguste

esinemissagedus on keskmiselt 1% (Benjamin et al., 2016).



Mehepoolse viljatuse monogeensete pohjuste uurimine ja kaardistamine on olnud aeglane
protsess (Laan et al., 2021). Aastaks 2021 oli tuvastatud 104 geeni, mis olid seotud 120
mehepoolse viljatuse fenotiiiibiga. Siiski on tegemist alamfenotiitipidega, mida kohatakse harva
(Houston et al., 2021). Kindlaks tehtud monogeensete pohjuste (<1,5% juhtudest) hulgast on
leitud pohjuslikud seosed OA ja CBAVD ning CFTR ja ADGRG2 (adhesion G protein-coupled
receptor G2) geenide vahel (Agarwal et al., 2021; Patat et al., 2016). Spermatogeneesis ja
munandite funktsiooni regulatsioonis osalevate geenide arv on suur, mistottu NOA
monogeensed pohjused on viga heterogeensed (Chalmel et al., 2012; Soraggi et al., 2021).
Spermatogeneesi eri etappidega, eriti esimese meiootilise jagunemisega (sekundaarsete
spermatotsiiiitide teke) seotud geenides toimunud mutatsioonide tagajiargedeks on NOA ja
seemnerakkude kiipsemise peatumine vai Sertoli-raku stindroom (Kasak & Laan, 2021). Suure
kategooria moodustavad NOA fenotiilipi pohjustavad geenimutatsioonid, mis on seotud

hiipotalamuse-hiipofiilisi-sugunddrme teljega (Laan, 2019).
1.2.2. Mehepoolne viljatus ja kardiometaboolsed haigused

Ligikaudu 10% inimese genoomist on seotud reproduktiivse tervisega, mistottu pole vilistatud,
et geneetiline muutus, mis mojutab viljakust, voib mojutada ka teisi siisteeme organismis (Choy
& Eisenberg, 2018). Leidub iiha rohkem tdendeid, mis viitavad asjaolule, et mehepoolne
viljatus on tugevalt seotud mitmete haigusseisunditega. Niiteks 2015. aastal avaldatud
ristldikeuuring, mis keskendus seemnevedeliku kvaliteedi ja iiletildise tervise vahelise suhte
uurimisele, nditas, et 44%-1 valimist (9387 viljatut meest) esines iiks ning 30%-1 valimist kaks
vdi enam kaasuvat haigust (Eisenberg et al., 2015). Ameerika Uhendriikides viidi 1ibi uuring,
mille eesmérgiks oli vilja selgitada krooniliste haiguste esinemissagedus viljatusega
diagnoositud meestel. Leiti, et viljatutel meestel oli vorreldes kontrollgrupiga korgem risk
mitmete haiguste tekkeks, nditeks diabeet, siidame isheemiatdbi ja depressioon (Eisenberg et

al., 2016).

Mitmed kardiovaskulaarsetele haigustele keskendunud teadust6dd on kinnitanud, et
stidamehaiguste esinemissagedus viljatute meeste seas on margatavalt korgem kui viljakatel
meestel. Taiwanis viidi 1dbi retrospektiivne kohortuuring ligikaudu 11 600 mehe seas, kellest
2326 (20%) oli diagnoositud viljatus ja iilejdédnud olid viljakad. Tulemuste pohjal selgus, et
viljatutel meestel oli 1,5 korda korgem risk siidame-veresoonkonna haiguste nagu
korgvererohktove, isheemiatove ning stidamereuma tekkeks kui kontrollgrupil (Chen et al.,
2022). Sarnane kohortuuring viidi 1dbi Taanis, kus analiiiisiti sperma kvaliteedi ja haigestumuse
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suhet. Uurimustulemustest selgus, et meestel, kelle seemnerakkude kontsentratsioon jéi alla 15
mln/ml, oli 50% suurem tdendosus sattuda haiglasse mdone haigusseisundi tagajirjel ja 40%
suurem risk kardiovaskulaarse haiguse esinemiseks, kui meestel, kelle seemnerakkude
kontsentratsioon oli lile 40 mln/ml (Latif et al., 2017). Kasman ef al. (2019) kinnitasid oma
uuringuga kardiovaskulaarsete haiguste suuremat levimust viljatute meeste seas ning seda

olenemata osalejate rassist, elamispiirkonnast ning sotsiaalmajanduslikust taustast.

Sarnaselt kardiovaskulaarsetele haigustele on leitud seoseid metaboolse tervise ja viljatuse
vahel. Xu et al. (2020) vordlesid tervete kontrollide ja erinevate viljatusdiagnoosidega
patsientide seminaalplasma (ejakulaadi tsentrifuugimisel saadud sademepealne vedelik)
metaboolset koostist ning tegid kindlaks, et 17 metaboliidi tase mojutas otseselt sperma
parameetreid. Nii energia tootmise kui ka hormonaalse regulatsiooniga seotud metaboliitide
tase oli korrelatsioonis spermide kontsentratsiooni ja morfoloogiliste muutustega (Xu et al.,
2020). Mehepoolse viljatuse seost metaboolsete fenotiiiipidega on enim uuritud metaboolse
stindroomi ning tiitip 1 ja 2 diabeedi ndol. Condorelli et al. (2018) teadustdds jareldus, et tiiiip
1 ja 2 diabeediga patsientide seemnerakkude kontsentratsioon seemnevedelikus oli oluliselt
madalam vdrreldes kontrollgrupiga. Tartu Ulikooli Kliinikumi meestekliinikus ldbiviidud
ristldikeuuringu tulemused néitasid, et metaboolne siindroom mdjutas testosteroonitaset ning

oli tunduvalt rohkem levinud viljatute meeste seas (Ehala-Aleksejev & Punab, 2018).

Kodike seda arvesse vottes voib mehepoolne viljatus osutuda potentsiaalseks biomarkeriks

tervise seisukohalt hilisemas elus.
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1.3. Sekundaarsed geneetilised leiud

1.3.1. Eksoomi ja genoomi sekveneerimine

Viimasel  aastakiimnel on  genoomiuuringud  joudsalt arenenud tinu  uute
sekveneerimistehnoloogiate  véljatootamisele, mida kutsutakse jirgmise pdlvkonna
sekveneerimiseks (next generation sequencing — NGS) (Stranneheim & Wedell, 2016). NGS

voimaldab jdrjestada kiirelt suurel hulgal DNA segmente kuni kogu genoomini vilja.

Uheks NGS-i meetodiks on kogu eksoomi sekveneerimine (whole exome sequencing — WES),
mis voimaldab kiirelt ja tGhusalt analiitisida kdigi geenide kodeerivaid jérjestusi ehk eksoneid
(Yang et al., 2014). Teine meetod on kogu genoomi sekveneerimine (whole genome sequencing
— WGS), mis méérab nii kodeerivate kui ka mitte-kodeerivate alade jarjestuse (Alfares et al.,
2018). WGS katab kuni 98% inimgenoomist, samas kui WES katab kuni 95% kodeerivatest
aladest, kuid ainult 1-2% genoomist. Ometi eelistatakse hetkeseisuga veel WES-i, sest ligi 85%
haigusseoselistest variantidest asuvad just kodeerivas alas (Majewski et al., 2011). Lisaks
sellele on WES-il proovi kohta madalam hind, sihtpiirkondades suurem katvus ning lihtsam

andmetootlus (Alfares ef al., 2018; Saunders et al., 2012).
1.3.2. Sekundaarsed leiud eksoomi ja genoomi sekveneerimisel

Aina rohkem kasutatakse eelnimetatud WES/WGS meetodeid kliinilises praktikas uurimaks
geneetilisi haiguseid ja nende parandumismustreid (Alfares et al., 2018). WES-i ja WGS-i
laiem kasutuselevott suurendab juhuleidude tuvastamise tdendosust, kuid voimaldab analiitisida
ka juba teadaolevaid périlike haigustega seotud geene, mis voivad sisaldada sekundaarseid leide
(Kalia et al., 2016). Geneetilised sekundaarsed leiud (secondary findings — SF) on defineeritud
kui geenivariandid, mida otsitakse aktiivselt médratletud nimekirja kuuluvate geenide hulgast
ning mis ei ole seotud patsiendi primaarse haiguse ega seisundiga (Green et al., 2013; Miller et

al., 2022).

1.3.3. Ameerika Meditsiinigeneetika ja Genoomika Kolleegiumi sekundaarsete leidude

geeniloend

Ameerika Meditsiinigeneetika ja Genoomika Kolleegium (7he American College of Medical
Genetics and Genomics — ACMG) on avaldanud miinimumnimekirja sekkumistohusatest
périlike haigustega seotud geenidest, mida peaks silmas pidama kliinilisi WES/WGS lébi viies
(Miller et al., 2022). ACMG SF nimekirja fookus on geenidel, mis on seotud périlike
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monogeensete haigustega, mistottu kaasati loendisse geenid, kus enamik patogeenseid variante
oleksid tuvastatavad rutiinse WES-i kédigus (Green et al., 2013; Kalia et al., 2016; Miller et al.,
2021).

Uha suuremal miiral WES-i ja WGS-i integreerimine kliinilisse ravisse tdi kaasa otsuse, et
ACMG SF geeniloendit tuleks wuuendada igal aastal eesmaérgiga sdilitada seda
miinimumloendina (Kalia ef al., 2016). Uus versioon vOib sisaldada suuremaid voi védiksemaid
muudatusi. Suuremate parandustega versioon hdlmab kontseptsioonilisi muutusi geeni
kategooriate osas vOi suurel hulgal geenide lisamist/eemaldamist. Sellise versiooni number
iimardatakse jargmiseks tdisarvuks (v2.0, v3.0 jne). Viiksemate muudatustega versioon kujutab
endast mone iiksiku geeni lisamist/eemaldamist, ilma et loendi iilesehitus muutuks. Sellise

versiooni numbrile lisatakse komakoht (v3.1, v3.2 jne) (Miller et al., 2022).

Viimane versioon — ACMG SF v3.1 (2022) koosneb 78 geenist, mis on seotud erinevate
haigustega vihist kuni siidamehaigusteni. Vorreldes v3.0-ga lisandus viis uut geeni: BAG3
(BAG cochaperone 3), DES (desmin), RBM20 (RNA binding motif protein 20), TNNCI
(troponin C1, slow skeletal and cardiac type), TTR (transthyretin), millest viimane on seotud
pariliku TTR-seoselise amiiloidoosiga ja iilejddnud dilatatiivse kardiomiiopaatiaga (Miller et

al., 2022).

1.3.4. Ameerika Meditsiinigeneetika ja Genoomika Kolleegiumi geeniloendi tiiendamine

TTN niiitel

ACMG SF tidiendamisel voetakse arvesse potentsiaalse SF-1 meditsiinilise sekkumise
voimalust, geeni avaldumist ja penetrantsust (sagedus, millega konkreetne genotiilip avaldub
selle kandjate fenotiiiibis) ning koormust, mis langeks laboritele ja meditsiiniasutustele (Green
et al., 2013). Geen TTN (titin) on seotud dilatatiivse kardiomiiopaatiaga ning varajane
sekkumine 77N haigusseoseliste variantide puhul annaks patsiendile vOimaluse haigust
ennetada ja/voi Oigeaegselt raviga alustada. 77N-1 penetrantsuse uurimine on aga raskendatud
geeni suuruse tottu (Miller et al., 2021). Nimelt 77N-ni kodeerivas alas asub 363 eksonit, mis
kodeerivad pikimat valku titiini (Bang et al., 2001). Uuringute pohjal on aga selgunud, et teatud
TTN geenimuutused, nditeks varajast stopp-koodonit tekitavad variandid, osutavad erilist riski
kardiomtiopaatia tekkeks, mistottu on soovitatud 77N geeni puhul edastada ainult

funktsioonikaoga (loss-of-function— LoF) haigusseoselisi geenivariante (Miller et al., 2021).
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1.3.5. Ameerika Meditsiinigeneetika ja Genoomika Kolleegiumi geeniloendi

kardiometaboolsete haigustega seotud geenid

ACMG SF v3.1 geeniloendis on 49 kardiometaboolse haigusega seotud geeni: iiheksa
metaboolse ja 40 kardiovaskulaarse fenotiiiibiga (tabel 1) (Miller et al., 2022). Enamik
nimekirja kuuluvatest haigustest on autosomaal-dominantse parandumismustriga, kuus geeni

on seotud autosomaal-retsessiivse ning kaks X-liitelise pdrandumismustriga haigustega.

Stidame-veresoonkonna haigustega geene on ACMG SF nimekirjas enim ning neist 21 on
seotud kardiomiiopaatiaga. Kardiovaskulaarse fenotiiiibiga seotud geenid on lisatud ACMG SF
nimekirja pohjusel, et siidamehaiguste puhul on voimalik digeaegse sekkumisega ennetada
akilist siidame seiskumist ja siidamepuudulikkust (Miller et al., 2021). Niiteks haigusseoselised
MYH7 (myosin heavy chain 7) geenivariandid pohjustavad {iile 80% hiipertroofilise
kardiomtiopaatia juhtudest (Alfares et al., 2015; Pugh et al., 2014). Hiipertroofilise
kardiomtiiopaatia patsiendid on tihtipeale asiimptomaatilised, mistdttu on périliku riski varajane

hindamine oluline (Geske et al., 2018; Merlo et al., 2018).

Sarnaselt siidame- ja veresoonkonnahaigustele on ACMG SF nimekirja metaboolsete
geenidega seotud haigused sekkumistohusad. Niiteks ainevahetushiirega seotud geeni BTD
(biotinidase) patogeensete variantide poolt pohjustatud biotinidaasi puudulikkusele on olemas
efektiivne ravi nii laste kui ka tdiskasvanute jaoks (Canda et al., 2020). GAA (alpha
glucosidase) geeniga seotud Pompe tovele on olemas tdhus ensilitimasendusravi nii varases kui

ka hilisemas eas avaldunud juhtudeks (Kuperus et al., 2017).

Kdik ACMG SF nimekirja geenid on seotud haigustega, millel on maéiratletud kliiniliste
tunnuste kogum, varajase diagnoosimise ja testimise voimalus ning tohus ravi (Miller et al.,

2022).
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Tabel 1. Kardiovaskulaarsete ja metaboolsete hdiretega seotud geenid ACMG SF v3.1 geeniloendist

(Miller et al., 2022).

Haigus Geen Parandumis-
muster
Kardiovaskulaarsete haigustega seotud geenid
Ariitmogeenne parema vatsakese | o noGo pSp, PKP2, TMEM43 | AD
kardiomtiiopaatia
. . L . BAG3, DES, FLNC, LMNA, RBM?20),
Dilatatiivne kardiomiiopaatia INNCI, TNNT2, TTN ® AD
. . L . ACTCI, MYBPC3, MYH7, MYL2,
Hiipertroofiline kardiomiiopaatia MYL3, PRKAG2. TNNI3, TPM] AD
Katehhoolaminergiline CASQ2 AR
poliimorfne ventrikulaarne RYR2 AD
tahhiikardia TRDN AR
Loeys-Dietzi siindroom SMAD3, TGFBRI, TGFBR?2 AD
Marfani stindroom FBNI AD
Perekondlik hiiperkolesteroleemia | APOB, LDLR, PCSK9 AD
Perekondlikud rinnaaordi ACTA2, MYHI1 AD
aneuriismid ja dissekatsioonid
Pika QT siindroomi 1. ja 2. tiilip KCNQI, KCNH?2 AD
Pika QT sgndrooml 3. tiitip; SCN5A AD
Brugada stindroom
Parlllk hemorraagﬂme ACVRLI, ENG AD
telangiektaasia
Périlik 7TR-seoseline amiiloidoos | 77R AD
Y‘askulaame Ehlers-Danlosi COL3AI AD
stindroom
Metaboolsete haigustega seotud geenid
Biotinidaasi puudulikkus BTD AR
Fabry tobi GLA XL
Maliigne hiipertermia CACNAIS, RYRI AD
Noo.rffe kiipsuseas algav diabeet HINFIA AD
(3. tiilip)
Orn1t119 transkarbamiilaasi OTC XL
puudulikkus
Pompe tobi GAA AR
Pirilik hemokromatoos HFE® AR
Wilsoni tobi ATP7B AR

2 Ainult funktsioonikaoga variandid tuleks
® Ainult HFE p.Cys282Tyr homosiigootne
AD — autosoom-dominantne périlikkus
AR — autosoom-retsessiivne parilikkus

XL — X-liiteline parilikkus

edastada sekundaarsete leidudena.

variant tuleks edastada sekundaarse leiuna.
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1.3.6. Sekundaarsete leidude levimus

SF tuvastamise toendosus koos rutiinse WES-iga on tdusuteel ning sellega koos ka teadustoode
arv sellel teemal. Mitmed t66d on votnud aluseks ACMG SF geeniloendi ning uurinud SF-de
levimust erinevates rahvastikugruppides. Tabelis 2 on vilja toodud kdige hilisemad teadust6dd,
mis on ldhtunud vastavalt ACMG SF v2.0, v3.0 ja v3.1-st. ACMG SF v2.0 nimekirja geene
uurinud t66d néitasid SF-de levimust 2,0-2,3%-1 valimist (Elfatih ef al., 2021; Gordon et al.,
2020; Van Hout et al., 2020). Gordon et al. (2020) uuringusse kaasati lisaks HFE (homeostatic
iron regulator) geeni NM_000410.3:¢.845G>A (p.Cys282Tyr) homosiigootsed leiud, mis oli
kolmas kdige levinum SF. Johnston et al. (2022) leidsid, et vorreldes ACMG SF v2.0-ga
suurendab ACMG SF v3.0, mis sisaldab 14 geeni rohkem, SF-de tuvastamise sagedust 22%
vorra. Kodige hiljutisem teadust6d, mis ldhtus ACMG SF v3.1-st, nditas SF-de esinemist

2,7%-1 valimist (Skrahin et al., 2023).

Tabel 2. Sekundaarsete leidude teadustodde vordlus.

. Valimi Sekundaarsed Kandjad

Uurimus .

suurus leiud n %
Skrahin et al. (2023)* | 863 24 23 2,7
Johnston et al. (2022)° | 1473 25 61 4,1
Elfatih et al. (2021)° 6045 60 141 2.3
Gordon et al. (2020)¢ | 21 915 556 557 2,5
Van Hout et al.
(2020)¢ 49 960 548 992 2,0

2 Teadustdo lahtus ACMG SF v3.1 geeniloendist (78 geeni).
® Teadustdo ldhtus ACMG SF v3.0 geeniloendist (73 geeni).
¢ Teadustdo 1ahtus ACMG SF v2.0 geeniloendist (59 geeni).
4 Uuringusse kaasati lisaks HFE geeni NM_000410.3:¢.845G>A (p.Cys282Tyr) homosiigootsed leiud.

Uuringud on keskendunud ka konkreetsete haigustega seotud geenide SF-de uurimisele. Abicht
et al. (2021) teadustdo uuris SF-de levimust ACMG SF v2.0 kardiovaskulaarsete haigustega
seotud geenides, keskendudes arlitmogeense parema vatsakese kardiomiiopaatia geenidele.
SF-de levimus koigis siidame-veresoonkonna haigustega seotud geenides oli 1,0% ning 0,2%
ariitmogeense parema vatsakese kardiomiiopaatiaga seotud geenides (DSC2 — desmocollin 2,
DSG?2 —desmoglein 2, DSP — desmoplakin, PKP2 — plakophilin 2, TMEM43 — transmembrane
protein 43). Diebold et al. (2020) uurisid ACMG SF v2.0 périliku ariitmia haigustega (pika QT
stindroom, Brugada siindroom, katehhoolaminergiline poliimorfne ventrikulaarne tahhiikardia)

seotud geene. Tulemuste pohjal selgus, et 0,4%-1 valimist esines SF iihes neljast ariitmia
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fenotiilibiga seotud geenides (RYR2 — ryanodine receptor 2, KCNQI — potassium voltage-gated
channel subfamily Q member I, KCNH2 — potassium voltage-gated channel subfamily H
member 2, SCN5A — sodium voltage-gated channel alpha subunit 5). Smith et al. (2022) votsid
vaatluse alla indiviidid, kellel oli perekonnas varasemalt esinenud kardiomiiopaatia voi ariitmia

juhtumeid ning tuvastasid SF-id 2,2%-1 valimist.

Teadustoddes on kdige levinumad SF-d leitud vihi ning kardiovaskulaarse fenotiiiibiga seotud
geenides. Tabelis 3 on vélja toodud teadustéodes kodige sagedamad kardiometaboolsete SF-ga
geenid. Enim kerkisid esile geenid, mis olid seotud haigustega nagu hiipertroofiline
kardiomtiopaatia (MYBPC3 — myosin binding protein C3), ariitmogeenne kardiomiiopaatia
(PKP2) maliigne hiipertermia (RYR! — ryanodine receptor 1), perekondlik
hiiperkolesteroleemia (LDLR — low density lipoprotein receptor) ja pika QT siindroom
(KCNQI).

Tabel 3. Teadustdodes kdige suurema sekundaarsete leidude saagisega kardiometaboolsed geenid.

Geen Haigus Sagedus (%)
LDLR Perekondlik hiiperkolesteroleemia 0,14-0,35?
KCNQI Pika QT siindroomi 1. ja 2. tiiiip 0,11-0,35°
RYRI Maliigne hiipertermia 0,08-0,23°
MYBPC3 Hiipertroofiline kardiomiiopaatia 0,10-0,23?
PKP2 Arilitmogeenne parema vatsakese kardiomiiopaatia 0,09-0,11°¢

2 Elfatih et al., (2021), Gordon ef al. (2020), Skrahin et al, (2023), Van Hout et al. (2020).
b Elfatih ef al. (2021), Gordon et al. (2020), Skrahin et al. (2023).
¢Elfatih et al. (2021), Gordon et al. (2020), Van Hout ef al. (2020).

ACMG SF geenidega seotud siidamehaigustest on koige sagedam perekondlik
hiiperkolesteroleemia, mis esineb ligikaudu iihel inimesel 230-st (Abul-Husn et al., 2016; Benn
et al., 2016). Perekondlik hiiperkolesteroleemia on pdhjustatud haigusseoselistest variantidest
APOB (apolipoprotein B), PCSK9 (proportein convertase subtilisin/kexin type 9) voi LDLR
geenides, kuid kuni 90% perekondliku hiiperkolesteroleemiaga seotud mutatsioonidest
toimuvad LDLR geenis (Benito-Vicente et al., 2018). Mutatsioonid geenis MYBPC3
pohjustavad hiipertroofilist kardiomiiopaatiat, mis on périlik siidamelihaseid mdjutav haigus
(Toepfer et al., 2019). Hiipertroofilise kardiomiiopaatia sagedus on hinnanguliselt 0,07-0,08%
(Husser et al., 2018). Ariitmogeenne kardiomiiopaatia on pdrilik siidamehaigus, mille
fenotiilibid on vdga heterogeensed (Costa ef al., 2021). Haigusega enim seostatud geen on

PKP2, mis pohjustab kuni 75% haiguse juhtudest (Marcus et al., 2013). Kaasasiindinud pika
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QT siindroom on samuti siidame riitmihdire, mida vdivad mdjutada omajagu geene, kuid neist

levinum on KCNQ1 (Schwartz et al., 2012).

Metaboolsete haigustega seotud geenidest leidus enim SF-e geenis RYR/. Patogeensed RYR]
geenivariandid pohjustavad hinnanguliselt 75% maliigse hiipertermia juhtudest, mis on
farmakogeneetiline (geneetilistest teguritest tingitud vastus ravimitele) metaboolne haigus

(Miller et al., 2018; Rosenberg et al., 2015).
1.3.7. Geenivariantide patogeensuse hindamine

Aastal 2015 avaldasid ACMG ja Molekulaarse Patoloogia Uhing (4ssociation for Molecular
Pathology — AMP) geenivariantide tolgendamise juhise, mis kirjeldab variantide
klassifitseerimise ajakohastatud standardeid. Juhis lahtub viieastmelisest
klassifikatsioonisiisteemist: (1) patogeenne (P), (2) tdenéoliselt patogeenne (/ikely pathogenic
— LP), (3) ebaselge tdhtsusega (variant of uncertain significance — VUS), (4) tdendoliselt
healoomuline (likely benign — LB), (5) healoomuline (benign — B). Antud siisteem on
kohandatud koikidele variantidele geenides, mis pdhjustavad mendelliku parilikkusega haigusi.
Patogeensete vOi1 tdendoliselt patogeensete variantide klassifitseerimiseks on eraldi
kriteeriumid: ,,vdga tugev (PVS1), ,,tugev* (PS1-4), ,,mdddukas* (PM1-6) voi ,,toetav* (PP1-
5). Termin ,tdendoliselt patogeenne/healoomuline tuleks lisada, kui variant on iile 90%
toendosusega patogeenne vOi healoomuline. Juhul kui variant ei vasta patogeense voi
healoomulise variandi kriteeriumidele voi toendid healoomulisuse ja patogeensuse kohta on

vastuolulised, on tegu VUS-iga (Richards et al., 2015).

Teatud geenides esinevate variantide patogeensuse hindamisel tuleb ldhtuda erijuhistest.
ClinGen (Clinical Genome Resource) on loonud ekspertide komisjonid, et kohandada
ACMG/AMP standardiseeritud klassifitseerimiskriteeriumeid konkreetsete geenide ja haiguste
jaoks. Niiteks RYRI geenivariantide klassifitseerimist raskendavad muutuv ekspressiivsus,
mittetdielik penetrantsus ja korge alleelne heterogeensus (Johnston et al., 2021). Vastav
komisjon on ajakohastanud ACMG/AMP kriteeriume ning klassifitseerinud 335 maliigse
hiipertermiaga seotud RYR/ geenivarianti (Johnston et al., 2022). Sarnaselt RYRI-le on
erijuhised ka nditeks MYH7 ja LDLR geenivariantide tolgendamiseks (Chora et al., 2022; Kelly
etal., 2018).

Patogeenseks voivad osutuda niiteks LoF variandid, mille alla kuuluvad varajast stopp-

koodonit, raaminihkemutatsioone ja splaiss-saidi mutatsioone tekitavad variandid. Lisaks viitab
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patogeensusele ka variandi suur levimus haigete inimeste seas vorreldes kontrollgrupiga. Siiski
tuleb enne klassifitseerimist teha kindlaks, kas wvariandi patogeensus on kooskdlas

parandumismustriga (Richards et al., 2015).

ACMG on soovitanud patsientidele edastada WES/WGS-il tuvastatud P ja LP hinnanguga SF-
id (Miller et al., 2021). HFE on erandlik geen, mille puhul on soovitatud edastada ainult kindla
valgumuutuse homosiigootseid variante (HFE NM _000410.3:c.845G>A p.Cys282Tyr) ning
TTN geeni puhul edastada ainult LoF LP/P variante (Miller et al., 2021).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. To66 hiipotees ja eesmiirgid

Kéesoleva bakalaureusetdo hiipoteesi kohaselt on viljatutel patsientidel kdrgem sekundaarsete
leidude esinemissagedus kui kontrollindiviididel. Hiipoteesi kontrollimiseks piistitati jargmised

eesmargid:

1) tuvastada annoteeritud sekveneerimisandmetest parilike monogeensete
kardiometaboolsete haigustega seotud geenide haigusseoselised variandid l&htudes
ACMG sekundaarsete leidude geeniloendist;

2) vilja selgitada, millised sekundaarsed leiud tulevad esile uurimisgrupis vorreldes

kontrollgrupiga ning kas nende vahel on statistiliselt oluline erinevus.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Uurimistoo etapid ja iilesehitus

Joonis 2 annab iilevaate kdesoleva uurimuse etappidest ja lilesehitusest.

Uuritava valimi tdiseksoomide sekveneerimine

Sekveneerimisandmete annoteerimine tooriistaga Variant Effect Predictor (VEP)

Analiiiisitavate geenide valik Ameerika Meditsiinigeneetika ja Genoomika Kolleegiumi
sekundaarsete leidude geeniloendi pdhjal

Geenivariantide prioritiseerimine ja patogeensuse hindamine

Haigusseoseliste variantide statistiline analiiiis

Joonis 2. Bakalaureusetdo raames tehtud ja sellele eelnenud t66 tilesehitust. Halliga on mérgitud etapid, mida t66
autor ise ei teostanud. Sekveneerimisandmed annoteeriti inimese geneetika dppetooli bioinformaatika teadur dr
Avirup Dutta poolt. Ulejadnud etapid viis 1dbi t66 autor.
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2.2.2. Valimi Kkirjeldus

Uurimus pdhineb Tartu Ulikooli Kliinikumi meestekliinikuga koostdds kogutud valimil, mis
koosneb 519-st idiopaatilise viljatusega patsiendist ning 323-st normozoospermiaga
kontrollindiviidist. Kdik osalejad on andnud informeeritud ndusoleku uuringus osalemiseks.
Tartu Ulikooli inimuuringute eetikakomitee poolt on vilja antud heakskiit 74/54 (viimane

muudatusettepanek 288/M-13).

Idiopaatilise viljatusega patsiendid kuuluvad ESTAND (Estonian Andrology) kohortvalimisse
(Punab et al., 2017). Valimisse kaasati mehed, kelle spermide koguarv oli <39 mln/ejakulaadis.
Kdik indiviidid olid Euroopa péritolu ning Eestis elavad mehed vanuses 18-75. Viljatusega
patsiendid jagunesid vastavalt haiguse fenotiiiibile kolme alamgruppi: (1) mitte-obstruktiivne
azoospermia, (2) oligozoospermia, (3) kriiptorhism. Kriiptorhismi patsientidel esines

kriiptorhism koos spermatogeneesihiirega (spermide arv <39 mln/ejakulaadis).

Kontrollindiviide ehk normozoospermiaga osalejaid koguti Tartu Ulikooli Kliinikumi ja Li#ne-
Tallinna Keskhaigla naistekliinikute kaudu. Lopliku kontrollgrupi moodustasid rasedate naiste
meespartnerid, kelle spermaparameetrid olid korras (Ehala-Aleksejev & Punab, 2018; Punab ef
al., 2017). Koigi analiiiisitavate indiviidide androloogiliste parameetrite mediaan- ja

referentsvéértused on vilja toodud tabelis 4.
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Tabel 4. Analiiiisitavate indiviidide androloogiliste parameetrite mediaan- ja refentsvaartused.

Viljatud (n=519) Kontroller
u
Parameeter NOA Oligozoospermia | Kriiptorhism ( n:32g3) R
(n=186) (n=182) (n=151)
Vanus (a) 35,4 35,5 32,4 31,0
Kehamassiindeks 26,6 26,5 26,3 25,8
Spermide arv
ejakulaadis (x10°) 0 2,0 0 303,1
Ref: >39 x 10°
FSH (IU/N)
Ref: 1,5-12,4 TU/I 21,7 15,9 21,0 3,5
LH (1IU/N)
Ref: 1,7-8,6 IU/I 9.2 8,0 9.3 3,6
Testosteroon (nmol/l)
Ref: 13,6 15,5 14,2 16,1
19-49 a: 8,6-29,0 nmol/l ’ ’ ’ ’
>50 a: 6,7-25,7 nmol/l
Vasaku munandi maht 13,0 13,0 12,5 23.0
(ml)
Parema munandi maht 15.0 15.0 13.0 24,0
(ml)

FSH —folliikuleid stimuleeriv hormoon, LH — luteiniseeriv hormoon, NOA — mitte-obstruktiivne azooospermia,
Ref — referentsvéirtus (Tartu Ulikooli Kliinikumi Uhendlabori andmed).

2.2.3. Eksoomi sekveneerimisandmed

Uurimistods kasutatud genoomne DNA eraldati Tartu Ulikooli bio- ja siirdemeditsiini
instituudi inimese geneetika dppetoolis vdi Tartu Ulikooli Kliinikumi Uhendlaboris. Uuritava
valimi tdiseksoomide sekveneerimine teostati kahes keskuses. Nimelt, 445 proovi sekveneeriti
Soome Molekulaarse Meditsiini Instituudis (/nstitute for Molecular Medicine Finland —
FIMM), Helsingis. Ulejisinud 397 proovi (sh 82 ESTAND patsienti ja 315 kontrolli)
sekveneerimine leidis aset Washingtoni Ulikooli McDonnell Genoomi Instituudis St. Louis’,
Missouri osariigis, Ameerika Uhendriikides (genome.wustl.edu) rahvusvahelise GEMINI
(Genetics of Male Infertility Initiative) projekti raames (https://gemini.conradlab.org, Nagirnaja
etal., 2022).

Analiitisitavate  geenide  valikul ldhtuti ACMG SF v3.1 nimekirja geenidest.
Sekveneerimisandmete kvaliteedikontrolli, annoteerimise ja eelfiltreerimise (tabel 5) viis 14dbi
inimese geneetika dppetooli bioinformaatika teadur dr Avirup Dutta. Annoteerimiseks kasutati
Ensembl (Cunningham et al., 2022) andmebaasi tooriista Variant Effect Predictor (VEP)

(v.105) (McLaren et al., 2016). VEP annoteerib erinevate variantide, nditeks insertsioonide,
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deletsioonide, iihenukleotiidsete poliimorfismide ja teiste geneetiliste muutuste moju geenidele,

transkriptidele, valgujérjestustele kui ka regulaatoraladele.

Tabel 5. Annoteeritud sekveneerimisandmete eelfiltreerimisel rakendatud kriteeriumid.

Parameeter Filter

gﬁgﬁﬁgjﬁ%_ AF Vilja arvata >0.01
BIOTYPE Kaasata ,,protein _coding*
Canonical Kaasata ,,yes*

INTRON Kaasata ,,-,,

EXON Vilja arvata ,,-,,

Kaasata, kui vihemalt iiks jargnevatest kriteeriumitest on tdidetud:
Hframeshift variant“, ,missense variant“, ,stop gained",
Consequence wStop lost”, ,start_lost”, ,splice region_variant*

Vilja arvata koik jargnevad variandid: ,,inframe_deletion*,
Linframe duplication®, ,inframe_insertion*

Impact Vilja arvata ,,LOW*

SIFT Vilja arvata (juhul, kui PolyPhen tiidetud) ,,folerated*

PolyPhen Vilja arvata (juhul, kui SIFT tdidetud) ,,benign*

CADD_PHRED Vilja arvata <10

CLINSIG :i/:gez; arvata ainult ,,benign‘ ja ,,likely benign‘* (kdik muud jadvad
Vilja arvata ainult ,,benign* ja ,likely benign* (kdik muud jadvad

ClinVar_CLNSIG

sisse)

Biotype — biotiiip, CADD (Combined Annotation-Dependent Depletion) — tdoriist hindamaks variandi
patogeensust, canonical — kanooniline, CLINSIG (Clinical significance) — kliiniline téhtsus ClinVar
andmebaasi hinnangute pohjal, consequence — tagajirg, exon — ekson, frameshift variant — raaminihke variant,
gnomAD_AF (Genome Aggregation Database allele frequency, v2.1.1) — alleelisagedused gnomAD
koondandmebaasis, gnomAD_NFE_AF —alleelisagedused gnomAD andmebaasis eurooplaste (v.a soomlased)
populatsioonis  (v2.1.1), impact — mdju, inframe deletion/duplication/insertion — raamisisene
deletsioon/duplikatsioon/insertsioon, region — regioon, missense variant — mittesiinoniiimne muutus, coding —
valku kodeeriv, SIFT (Sorting intolerant from tolerant) ja PolyPhen (Polymorphism Phenotying) — tddriistad
mittesiinoniilimsete/stinoniiiimsete variantide mdju ennustamiseks, splice region variant — spaiss-saidi variant,
stop-gained — varajase stoppkoodoni teke, stop lost/start lost — stoppkoodoni/initsiaatorkoodoni kadu, tolerated
— tolereeritud.

2.2.4. Geenivariantide prioritiseerimine ja patogeensuse hindamine

Kéesoleva to0 aluseks voeti ACMG SF v3.1 geeniloend, millest keskenduti 49-le
kardiometaboolse fenotiilibiga seotud geenile (Miller et al., 2022) (ptk 1.3.5., tabel 1).
Patogeensuse hindamisel ldhtuti andmebaaside andmestikest, teaduslikest publikatsioonidest
ning ACMG variantide tdlgendamise juhisest (Richards et al., 2015), kus on sonastatud reeglid

erinevate kriteeriumite kombineerimiseks (ptk1 1.3.7.).
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Geenivariantide  prioritiseerimine algas ebasobivate geenivariantide vilistamisega.
Annoteeritud sekveneerimisandmetest valistati esmalt autosomaal-retsessiivse
parandumismustriga geenides leiduvad heterosiigootsed variandid (v.a juhul, kui vastaval
indiviidil leidus ka teine heterosiigootne variant). 77N geeni puhul on soovitatav SF-na
edastada vaid LoF variandid (Miller et al, 2021), mistottu valistati koik 77N
mittesiinoniilimsed variandid. Mittesiinoniilimne mutatsioon on geneetiline muutus, mille
tagajarjel muutub antud valgu jarjestuses iiks aminohape (Petrosino et al., 2021). HFE
geenivariantidest on soovitav SF-na edastada vaid HFE NM_000410.3:c.845G>A
p.Cys282Tyr valgumuutusega homosiigootses olekus variandid (Miller et al., 2021), seega
arvati vilja kdik sellest erinevad. Lisaks vélistati madala usaldusvairsusega mononukleotiidses

kordusjérjestuses esinevad variandid.

Igale variandile lisati Franklin (https:/franklin.genoox.com) andmebaasist pdrit hinnang.
Franklin on tervishoiutehnoloogia ettevotte Geenox-i poolt vilja todtatud tehisintellektil
pohinev platvorm klassifitseerimaks geenivariante. Franklini andmebaas integreerib kliinilist ja
genoomset informatsiooni ning on {iiles ehitatud Franklini kogukonna poolt esitatud andmete,
sh esildiste ja publikatsioonide pdhjal. Uhtlasi tehti tuvastatud variantidele kisitsi viljavote
NCBI (National Library of Medicine) andmebaasi alla kuuluvast ClinVar (Landrum et al.,
2018) arhiivist, et leida kdige hiljutisemad hinnangud. Allesjdadanud geenivariandid jagati kolme
gruppi: ,,toendoliselt patogeenne/patogeenne* ehk LP/P, ,,ebaselge tihtsusega®“ ehk VUS ning
»selguseta. Viimane grupp ,,selguseta® oli variantide jaoks, mille andmebaaside hinnangud ei
olnud iihesed. Variantide klassifitseerimine Franklini ning Clinvar-i andmebaaside hinnangute

poOhjal toimus jargmiselt:

e C(ClinVar hinnang puudus:
o Franklin LP/P — LP/P
o Franklin VUS — VUS
¢ C(ClinVar hinnang oli olemas:
o Franklin ja ClinVar LP/P — LP/P
o Franklin ja ClinVar VUS — VUS

o Koik muud kombinatsioonid — selguseta

Seejdrel hinnati koiki variante manuaalselt. ,,Selguseta® grupi variantide klassifitseerimisel
lisati koik variandid, millel esines ClinVar andmebaasis iiks voi rohkem LB/B hinnangut, VUS

gruppi. Geenivariantide klassifitseerimisel voeti arvesse CADD skoori (tddriist hindamaks
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variandi patogeensust), Franklin ja ClinVar andmebaaside hinnanguid ning otsiti toetavaid
toendeid avaldatud kirjandusest. LP/P-ks klassifitseeritud variantide tdlgendamisel ldhtuti
ACMG juhisest (Richards et al., 2015). Teatud geenivariantide tdlgendamiseks on ACMG
juhise jargi kohandatud eeskirjad. Naiteks FBNI (fibrillin 1), HNF1A (HNF1 homeobox A),
LDLR, MYH7 ja RYRI kontrolliti iile vastavates geenides esinevate variantide klassifitseerimise
erijuhiste jirgi (Chora et al., 2022; Johnston et al., 2021, 2022; Kelly et al., 2018; Muifio-
Mosquera et al., 2018; Zhang et al., 2020). Analiilisi esimese poole 10puks oli LP/P

klassifikatsiooniga variante 23.

Analiiiisi teises pooles kontrolliti LP/P-ks klassifitseeritud variantide jarjestuse lugemeid IGV
(Integrative Genomics Viewer) interaktiivse toOriista abil, mis visualiseerib uuritava DNA
piirkonna (Robinson et al., 2023). IGV programm ei toetanud kuut geenivarianti, mistdttu need

variandid valistati.

LP/P-ks klassifitseeriti 17 geenivarianti. Ebaselge tdhendusega ehk VUS variantideks jaid 185

geenivarianti.

2.2.5. Haigusseoseliste variantide statistiline analiiiis

Viljatusgruppide ja kontrollgrupi vahelise statistilise erinevuse testimiseks kasutati Fisheri
tipset testi. Test viidi 1abi GraphPad QuickCalcs veebilehel
(https://www.graphpad.com/quickcalcs/). Statistilise olulisuse nivooks valiti 0,05.
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2.3. Tulemused

2.3.1. Kardiometaboolsete sekundaarsete leidude esinemine Ameerika

Meditsiinigeneetika ja Genoomika Kolleegiumi geeniloendist Liihtudes

Too esimeseks eesmirgiks oli tuvastada annoteeritud sekveneerimisandmetest périlike
monogeensete kardiometaboolsete haigustega seotud geenide haigusseoselised variandid ehk
sekundaarsed leiud ldhtudes ACMG SF v3.1 geeniloendist (Miller et al., 2022). Vastava
fenotiilibiga seotud geene oli analiiiisis 49, nendest 40 kardiovaskulaarse ja iheksa metaboolse
fenotiitibiga (tabel 1). Uurimuse valim koosnes 519-st idiopaatilise viljatusega patsiendist ja
323-st normozoospermiaga kontrollindiviidist (tabel 4). Viljatusgrupi moodustasid 186 NOA,

182 oligozoospermia ja 151 kriiptorhismi patsienti.

Annoteeritud sekveneerimisandmetest tuvastati 17 SF-i kiimnes geenis 16-1 indiviidil (1,9%,
16/842) (tabel 6). Viljatusgrupis leiti SF iiheksal indiviidil (1,7%, 9/519) ning kontrollgrupis
seitsmel (2,2%, 7/323). 186-st NOA patsiendist tuvastati SF neljal indiviidil (2,2%, 4/186), 182-
st oligozoopermia patsiendist kolmel (1,6%, 3/182) ning 151-st kriiptorhismi patsiendist kahel
(1,3%, 2/151). Kdigil leidudega indiviididel esines vaid liks SF, vélja arvatud iihel kriiptorhismi
patsiendil, kellel tuvastati kaks leidu: SCN54 (pika QT siindroom) p.Glul783Lys
valgumuutusega variant ja 77N (dilatatiivne kardiomiiopaatia) p.Trp24578* varajase stopp-
koodoni variant. Koik indiviidid olid antud variantide suhtes heterosiigoodid. Lisaks olid koik

tuvastatud SF-id unikaalsed ning korduvaid leide ei esinenud.
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Tabel 6. Antud t60s tuvastatud sekundaarsed leiud seoses kardiometaboolsete haigustega.

Geen Positsioon c¢cDNA muutus Valgu rs kood Tagajirg ClinVar Hinnang Indiviidi
muutus grupp
APOB 2:21009811 c.7057C>T p.GIn2353* - Stopp-koodon - LP NOA
COL3A41 2:189011692 c.4319C>A p-Pro1440His - Mittesiinoniiiimne - LP Kriiptorhism
DSP 6:7562666 c.613del p.Val205fs - Raaminihe - LP Kontroll
FBNI 15:48487178 c.3486T>A p-Serl162Arg - Mittesiinoniiiimne - LP Oligozoosp
MYH7 14:23424876 c.2572C>T p-Arg858Cys rs2754158 Mittesiinoniiiimne LP/P LP Kontroll
MYH7 14:23430634 c.925G>A p.Asp309Asn rs730880923 Mittesiinoniiiimne LP/P/VUS LP Kontroll
MYH7 14:23429279 c.1207C>T p-Arg403Trp rs3218714 Mittesiinoniiiimne p* P Oligozoosp
PKP2 12:32878298 c.582T>A p-Tyr194* - Stopp-koodon P P Kontroll
RYRI 19:38451843 c.1202G>A p-Arg401His rs193922766 Mittesiinoniiiimne p* P Kontroll
SCN5A 3:38551022 c.5347G>A p.Glul783Lys rs137854601 Mittesiinoniilimne LP/P LP Kriiptorhism
TGFBR2 3:30671943 c.760C>T p.Arg254Cys rs863223856 Mittesiinoniiiimne LP/P/VUS LP NOA
TTN 2:178544316 ¢.95913del p.Val31972fs - Raaminihe - LP Kontroll
TTN 2'1177885566 (?:9820- c.85640 85652del p-Pro285471fs 1s762286447 Raaminihe LP P Kontroll
TTN 2:178572398 c.73734G>A p.Trp24578* - Stopp-koodon LP P Kriiptorhism
TTN 2:178533255 ¢.103360del p.Glu34454fs rs760768093 Raaminihe LP/P/VUS P NOA
TTN 2:178724081 c.21178del p-Ser7060fs - Raaminihe - LP NOA
TTN 2:178689821 c.31838del p-Pro10613fs - Raaminihe - LP Oligozoosp

Kromosomaalne positsioon pShineb hg38 referentsgenoomil. Koik indiviidid olid antud geenivariantide suhtes heterosiigoodid. Sinisel taustal on metaboolse hdirega seotud geen,

teised geenid on seotud kardiovaskulaarsete haigustega. Rohelisel taustal on toodud geenivariandid, mis esinesid samal kahe leiuga indiviidil. ClinVar tulbas on térniga tdhistatud
ekspertpaneeli poolt kinnitatud hinnangud. LP/P — tdenioliselt patogeenne/patogeenne variant. NOA — mitte-obstruktiivse azoospermia grupp. Oligozoosp — oligozoospermia grupp.

VUS - ebaselge tdhendusega variant.
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2.3.2. Sekundaarsete leidude jagunemine vastavalt hinnangule ja tagajirjele

Kdikidest SF-dest kuus varianti hinnati patogeenseks ja 11 tdendoliselt patogeenseks (joonis
3A). Ule poole (58,8%, 10/17) tuvastatud geenivariantidest olid varasemalt raporteeritud
Clinvar (Landrum et al., 2018) andmebaasis ning kaks neist kinnitatud ekspertpaneeli poolt
patogeenseteks variantideks (tabel 6). Geneetilise muutuse tiilibi  jdrgi esines
mittesiinoniitimseid variante kaheksa ja LoF variante {iheksa: kolm varajase stopp-koodoni ja
kuus raaminihke varianti (joonis 3B). LoF variantidest hinnati P-ks viis ning LP-ks neli,
mittesiinoniilimsetest variantidest kaks P-ks ja kuus LP-ks. P/LP mittesiinoniiimsete ja LoF

variantide levimus oli vastavalt 4,0% (8/198) ja 4,5% (9/198).

A B

Patogeensed Tdensoliselt Raaminihe Mittesinoniimne
n=6 patogeensed n=6 n=8

AN / n=11 W e

Varajane stopp-
koodon /

n=3

Joonis 3. Antud t60s tuvastatud sekundaarsete leidude jagunemine vastavalt (A) haigusseoselisuse hinnangule ja
(B) mutatsiooni tiiiibile.

2.3.3. Sekundaarsete leidude jagunemine Ameerika Meditsiinigeneetika ja Genoomika

Kolleegiumi nimekirja kardiometaboolsetes geenides

Haigusseoselised variandid esinesid iiheksas (22,5%, 9/40) siidamehaigusega ja tihes (11,1%,
1/9) metaboolse fenotiilibiga seotud geenis (joonis 4). Kardiovaskulaarsete SF-de levimus oli
1,8% (15/842), metaboolsete leidude levimus 0,1% (1/842) ning SF-de {ildine levimus oli 1,9%
(16/842). Enim haigusseoselisi variante esines 77N ja MYH7 geenides. Geenide RYRI, FBNI,
APOB, SCN54, COL3A41, DSP ja PKP2 SF-de individuaalne levimus oli 0,1% (1/842), MYH7
geeni SF-de levimus oli 0,4% (3/842) ja TTN-10,6% (5/842).
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Ariitmogeenne kardiomiiopaatia (DSP, PKP2)

Pika QT siindroomi 3. tiilip; Brugada siindroom (SCN5A)

Vaskulaarne Ehlers-Danlosi siindroom (COL3A1)

Dilatatiivne kardiomiiopaatia (TTN)

Loeys-Dietzi siindroom (TGFBR2)

Marfani siindroom (FBN1)

Maliigne hiipertermia (RYR1)

B Metaboolne haigus

Hiipertroofiline kardiomiiopaatia (MYH7)

Perekondlik hiiperkolesteroleemia (APOB)

o
N

4 6

Leidude arv

B Kardiovaskulaarsed haigused

Joonis 4. Antud t66s tuvastatud sekundaarsete leidude jagunemine erinevate haiguste vahel.

2.3.4. Sekundaarsete leidude vordlus viljatus- ja kontrollgrupi vahel

Uurimuse teiseks eesmirgiks oli vilja selgitada, kas viljatus- ja kontrollgrupi SF-de levimuse

vahel on statistiliselt oluline erinevus. Hiipoteesi kohaselt esineb viljatusgrupis rohkem SF-e

kui kontrollgrupis. Selle eesmérgi tditmiseks viidi 1dbi Fisheri tdpne test. Testi tulemusel ei

leitud statistiliselt olulist erinevust lihegi viljatusgrupi ega kontrollgrupi vahel ning koik

p-vairtused tiletasid statistilise olulisuse nivoo (tabel 7).

Tabel 7. Viljatus- ja kontrollgrupi leidudega ja leidudeta indiviidide jaotus ning Fisheri tdpse testi

tulemused.
Grupp Leidudega | Leidudeta | GLil0 | Fisheri cipne
indiviidid indiviidid (%) test (p-vairtus)

Normozoospermia | 7 316 2,2 -

Koik viljatud 9 510 1,7 0,796
Kriiptorhism 2 149 1,3 0,725

NOA 4 182 2,2 1,000
Oligozoospermia 3 179 1,6 1,000

NOA — mitte-obstruktiivne azoospermia. Fisheri tdpse testi tulemusel saadud P-vdartused {iiletasid statistilise
olulise nivoo 0,05 kdigi viljatusgruppide ja kontrollgrupi vahel, seega statistiliselt olulist erinevust ei leitud.
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2.4. Arutelu

Publikatsioonide ja uuringute arv SF-de kohta on tdusuteel, kuid SF-de levimus viljatute
indiviidide seas on endiselt viheuuritud teema. Mitmed uuringud on kinnitanud viljatusega
patsientide kOrgemat riski krooniliste haiguste tekkeks, nditeks siidame-veresoonkonna ja
ainevahetushaigused (Condorelli et al., 2018; Eisenberg et al., 2016; Latif et al., 2017). Samas
nii viljatuse kui ka krooniliste haiguste pohjused ei ole iihesed ning on mdjutatud mitmetest

teguritest, nditeks geneetilised, aga ka elustiilifaktorid (Agarwal et al., 2021).

Antud bakalaureusetdo eksperimentaalosas tuvastati 17 SF-1 16-1 indiviidil ning leidude iildine
levimus oli 1,9% (16/842). Kirjanduse iilevaates kasitletud teadustoodes (tabel 3, ptk 1.3.6.),
mis analiilisisid ACMG SF nimekirja koiki geene, oli tuvastatud SF-de levimus 2,0-4,1% ning
suurim just vihi ja kardiovaskulaarsete haigustega seotud geenides (Elfatih ez al., 2021; Gordon
et al., 2020; Johnston et al., 2022; Skrahin et al., 2023; Van Hout ef al., 2020). Kdesolev t66
keskendus vaid ACMG SF v3.1 nimekirja siidame-veresoonkonna ja metaboolsete héiretega
seotud geenidele, mis moodustavad {ile poole nimekirjas esindatud geenidest (62,8%, 49/78).
Haigusseoselised variandid leiti tiheksas kardiovaskulaarse fenotiiiibiga seotud geenis (4POB,
COL31A4, DSP, FBNI, MYH7, PKP2, SCN5A, TGFBR2, TTN) 1,8% valimist (15/842) ning
ithes metaboolse fenotiiiibiga seotud geenis (RYR/) 0,1% valimist (1/842).

Skrahin et al. (2023) uuring, mis ldhtus ACMG SF v3.1 nimekirjast, nagu ka kéesolev t60,
tuvastas 24 SF-1 23-1 indiviidil (2,7% 23/863) ning neist 18 kardiovaskulaarsete fenotiiiipidega
seotud geenides 77N, KCNQI, LDLR, TMEM43, MYBPC3, FBNI1, PCSK9, APOB, TNNT2
(Troponin T2) ja ACTCI (actin alpha cardiac muscle I). Kaks leidu esinesid metaboolse
fenotiilibiga geenis RYRI. Vorreldes antud tooga esinesid mitmed leiud samades geenides: 77N,
APOB, FBNI ja RYRI. Lisaks leidsid ka Skrahin et al. (2023) kdige enam SF-e just 77N geenis
(4) ning metaboolse fenotiiiibiga geenide hulgast SF-d ainult RYR/ geenis (2).

Kirjanduse iilevaates mainitud publikatsioonid analiiiisisid SF-de levimust iildpopulatsioonis,
antud t60 keskendus aga SF-de levimuse uurimisele idopaatilise mehepoolse viljatusega
patsientide ning kontrollindiviidide seas. Viljatusgrupis tuvastati SF iiheksal indiviidil (1,7%,
9/519) ning kontrollgrupis seitsmel (2,2%, 7/323). 186-st NOA patsientist tuvastati SF neljal
indiviidil (2,1% 4/186), 182-st oligozoopermia patsiendist kolmel (1,6% 3/182) ning 151-st
kriiptorhismi patsiendist kahel (1,3% 2/151). Siinkohal saab vordluseks tuua Kasak et al. (2022)
teadusto0, kus uuriti sekkumistohusate SF-de levimust NOA patsientide seas, 1dhtudes ACMG
SF v2.0 nimekirja geenidest. Analiiiisi tulemusel leiti 25 SF-1 19-s ACMG SF v2.0 nimekirja
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geenis. ACMG SF nimekirja geenide SF-de iildine levimus NOA patsentide seas oli 3,0%
(28/836) ning slidame-veresoonkonna haigustega seotud geenides 1,9% (16/836), mis on
sarnane antud to0s tuvastatud SF-de levimusele NOA patsentide seas (2,1%). Kasak et al.
(2022) toos tuvastatud SF-ga geenid, mis esinesid ka antud t66s, olid FBNI, MYH7, PKP2,
RYRI, SCN5A ja TGFBR?2.

Mbonede geenide SF-de sagedused iihtivad varasemate teaduspublikatsioonidega , nditeks RYR/
(0,08-0,23%), PKP2 (0,09-0,11%) (Elfatih et al., 2021; Gordon et al., 2020; Skrahin et al.,
2023; Van Hout ef al., 2020), kuid esineb ka variatsioone, mis suure tdendosusega tulenevad
erinevustest uuringu ja valimi {llesehituses, vastavate indiviidide androloogilistes

parameetrites, variantide filtreerimises ning muudest teguritest.

Antud t60s tuvastati enim haigusseoselisi variante kardiovaskulaarsete fenotiilipidega seotud
geenides MYH7 (3) ja TTN (6). Kirjanduse iilevaate peatiikk 1.2.2. toob nditeid mitmetest
teadustoodest, mis on kinnitanud viljatute meeste suuremat riski siidame-veresoonkonna
haiguste tekkeks. MYH7 haigusseoselised variandid pdhjustavad kuni 80% hiipertroofilise
kardiomtiopaatia juhtudest (Alfares et al., 2015; Pugh et al., 2014). SF-d MYH?7 geentis leiti see-
eest kahel kontrollindiviidil (0,6% 2/323) ja vaid iihel viljatusega patsiendil (0,2% 1/519), seega
patogeensete variantide suurem sagedus MYH7 geenis vOis olla juhuslik. Kuni 85%
mutatsioonidest toimuvad genoomi kodeerivas alas eksoomis ning geenis 77N on iile 300
eksoni (Bang et al., 2001; Majewski et al., 2011), mis voib selgitada haigusseoseliste variantide

suuremat esinemist selles geenis.

Metaboolsete hidiretega seotud geenidest tuvastati vaid iiks SF — RYRI p.Argd401His
valgumuutusega geenivariant iihel kontrollindiviidil. Haigusseoselised variandid RYRI geenis
pohjustavad maliigset hiipertermiat. Nii Miller ef al. (2018b) kui ka Chang et al. (2019)
teadustodd on varasemalt tuvastanud p.Arg401His valgumuutusega RYRI geenivariandid

maliigse hiipertermia patsientide seas.

Geneetilise muutuse tiiiibi jargi esines mittesiinoniiiimseid variante kaheksa ja LoF variante
itheksa: kolm varajase stopp-koodoni ja kuus raaminihke varianti. LoF variantidest viis
klassifitseeriti P-ks ning neli LP-ks, mitteslinoniilimsetest variantidest kaks P-ks ja kuus LP-ks.
Mittesiinoniiiimsed variandid esinevad sagedamini kardiovaskulaarsete fenotiilipidega seotud
geenivariantide seas ning LoF variandid vdhifenotiilipidega variantide seas (Gordon et al.,
2020; Kasak et al., 2022; Van Hout et al., 2020). Mittesilinoniiiimsete variantide tdlgendamine

ja klassifitseerimine on aga keeruline, sest variandil vdivad olla erinevad tagajarjed vastavalt
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geneetilise muutuse asukohale ja aminohappe muutusele (Samocha et al., 2017). Sellest

tulenevalt hinnatakse neid ka tihemini LP-ks.

Toos kasitletud SF-dega seotud haiguste hulgas on fenotiilipe, mis vdivad avalduda jirsult,
hilisemas eas v01 mitte iildse (mittetdielik penetrantsus). Néditeks maliigne hiipertermia, mida
vOib pohjustada haigusseoseline RYR/ geenivariant, on farmakogeneetiline haigus, mille
vallandavad inhaleeritavad anesteesiaravimid ja/vdi suktsiniililkoliin (farmakoloogiline ravim)
(Riazi et al., 2018). Toendosus, et haigusseoselise RYRI geenivariandiga patsiendil vallandub
anesteetikumidega kokkupuutel maliigne hiipertermia on aga 25% ning enne haiguse
avaldumist vaib patsiendil olla mitu kokkupuudet anesteesiaravimitega, ilma et haigus avalduks
(Nkonge et al., 2020; Riazi et al., 2014). Geeni TTN varajase stopp-koodoni variandid on
sarnaselt RYR/ variantidega mittetdieliku penetrantsusega (~60%) (Franaszczyk et al., 2017).
See-eest on leitud, et 77N-1 varajase stopp-koodoni penetrantsus suureneb peale 40-ndat
eluaastat (~95%-ni) (Herman et al., 2012). Mittetédielik penetrantsus ja haiguse avaldumine voi
mitte avaldumine viitab seega teistele geneetilistele ja/voi keskkonna teguritele, mis voivad

mojutada haiguse avaldumist (Franaszczyk et al., 2017).

To6 eksperimentaalosas uuriti SF-e, mille siimptomid pole (autorile teadaolevalt) avaldunud.
Valimi moodustavate indiviidide kohta olid saadaval androloogilised andmed, kuid
reproduktiivtervist mittepuudutavad tervisenditajad olid puudulikud voi isegi olematud.
Niiteks HNF1A haigusseoseliste variantide poolt pdohjustatava noorte kiipsuseas algava
diabeedi iiheks diagnostiliseks kriteeriumiks on hiipergliikeemia (korge veresuhkru sisaldus)
enne 30-ndat eluaastat (Nkonge et al., 2020). Gliikoosi niitajate olemasolu oleks andnud
voimaluse HNF1A geenivariantide patogeensust paremini hinnata ning mééirata neile vastav
klassifikatsioon. Lisaks gliikoosisisaldusele oleks ka mitmete teiste nditajate olemasolu tulnud
kasuks geenivariantide patogeensuse hindamisel. Suurem andmete kittesaadavus ning iildise
tervisenditajate kooskolastamine androloogiliste andmetega voimaldaks SF-de levimust ning
seost viljatusega hinnata laiemas perspektiivis. Lisaks tervisenditajatele on olulisel kohal ka
perekonna ajalugu ehk terviseandmed patsiendi perekonnalitkmete ja sugulaste kohta. Juhul kui
indiviidi perekonnas on teatud haigus esinenud ka varasemalt, annab see alust arvata, et

haigusseoselise variandiga patsiendil on eelsoodumus teatud haiguse suhtes.

Hiipotees, mille kohasel pidi viljatusgrupis esinema rohkem leide kui kontrollgrupis, kinnitust
el leidnud. Antud t66s analiiiisiti ACMG SF v3.1 geeniloendist vaid kardiometaboolsete

fenotiilipidega seotud geene. Selleks, et korralikult hiipoteesi testida ning vilja selgitada, kas

32



mehepoolse viljatusega patsientidel on geneetiline eelsoodumus, peaks uurima kodiki ACMG
SF nimekirjas esindatud geene. Bakalaureusetod maht ei vdimaldanud antud juhul koikide
geenide uurimist. Vaatamata sellele tuvastati 17 haigusseoselist varianti 16-1 indiviidil. ACMG
on tungivalt soovitanud WES/WGS-il tuvastatud haigusseoselisi geenivariante tdiendavalt
uurida ning vajadusel patsientidele edastada (Miller et al., 2021). SF-de edastamine
patsientidele on aga esile kutsunud vastakaid seisukohti (Crawford et al., 2013; Mackley et al.,
2017). Kéesolevas t60s tuvastatud kliiniliselt olulised geenivariandid on seotud haigustega,
mida on vOimalik enneaegse sekkumisega ennetada (&kiline siidame seiskumine, stidame
puudulikkus, maliigne hiipertermia). Haigusseoseliste geenivariantide edastamine patsientidele
ja kontrollindiviididele teadustaks haiguse voimaliku avaldumise riski, mis annaks voimaluse
patsientidel oma tervist tdhelepanelikumalt jdlgida. Edaspidi oleks oluline antud t66s tuvastatud
geenivariantide valideerimine Sanger sekveneerimisega ning voimalusel patsientide ja nende
perekonnalitkmete pdhjalik kliiniliste andmete kogumine, et hinnata fenotiiiibi avaldumise

toendosust.

Kéesoleva bakalaureusetod tulemustest jareldub, et viljatuspatsientide ja kontrollindiviidide

sekundaarsete leidude levimuse vahel ei1 ole statistiliselt olulist erinevust.
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KOKKUVOTE

Eksoomiuuringute kaasamine kliinilisse praktikasse toob kaasa suurema sekundaarsete leidude
tuvastamise. Sekundaarsed leiud on kliiniliselt olulised geenivariandid, mis ei ole seotud
patsiendi primaarse seisundiga ning mida otsitakse aktiivselt. Ameerika Meditsiinigeneetika ja
Genoomika Kolleegium avaldab igal aastal uuendatud nimekirja geenidest, mis vdivad selliseid
leide sisaldada ning mille haigusseoselised variandid oleksid tuvastatavad rutiinse eksoomi
sekveneerimisega. Teadustood on kinnitanud, et krooniliste haiguste risk viljatuspatsientide
seas on korgem vorreldes viljakate indiviididega. Leidude edastamine patsientidele annab
vOoimaluse alustada raviga ning Oigeaegsel sekkumisel ka tdsisemaid terviseseisundeid

ennetada.

Antud bakalaureuseto6 peamine eesmirk oli tuvastada périlike monogeensete
kardiometaboolsete haigustega seotud geenide haigusseoselised variandid ldhtudes Ameerika
Meditsiingeneetika ja Genoomika sekundaarsete leidude v3.1 geeniloendist. Uhtlasi taheti vilja
selgitada, millised sekundaarsed leiud tulevad esile uurimisgrupis vorreldes kontrollgrupiga
ning kas nende vahel on statistiliselt oluline erinevus. Uurimus pShines 519 viljatuspatsiendi ja
323 kontrollindiviidi eksoomiandmetel. Analiilisi tulemusel tuvastati 17 sekundaarset leidu
16-1 indiviidil (1,9%). Viljatusgrupis oli sekundaarsete leidude levimus 1,7% (9/519) ning
kontrollgrupis 2,2% (7/323). Kdigil leidudega indiviididel esines vaid iliks sekundaarne leid,
vilja arvatud iihel kriiptorhismi patsiendil, kellel tuvastati kaks kardiovaskulaarsete haigustega
seotud leidu. Koik geenivariandid esinesid vaid iihel indiviidil ning korduvaid leide ei olnud.
Haigusseoselised variandid leiti jairgmistest geenidest: APOB, COL31A4, DSP, FBNI, MYH7,
PKP2, RYRI, SCN5A4, TGFBR?2 ja TTN. Patogeensed variandid esinesid iiheksas (22,5%, 9/40)
siidamehaigusega seotud geenis ja lihes (11,1%, 1/9) metaboolse fenotiiiibiga geenis. Enim
patogeenseid variante esines dilatatiivse kardiomiiopaatiaga seotud geenis 77N (6) ja

hiipertroofilise kardiomiiopaatiaga seotud geenis MYH7 (3).

Uurimuse hiipoteesi kohaselt pidi viljatusgrupis esinema rohkem leide kui kontrollgrupis.
Hiipotees ei leidnud aga kinnitust ning sekundaarsete leidude levimus viljatusgrupis ja
kontrollgrupis ei olnud statistiliselt erinev. Ameerika Meditsiinigeneetika ja Genoomika
Kolleegium on soovitanud patsientidele edastada leitud haigusseoselised geenivariandid. Antud
bakalaureusetods tuvastatud sekundaarsed leiud pohjustavad haigusi, mida on vdimalik

ennetada voi ravida, mistottu voib SF-ide edastamine indiviididele olla elulise tdhtsusega.
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Prevalence of cardiometabolic secondary findings in Estonian idiopathic male infertility

patients and control subjects

Triin Veinberg

SUMMARY

Incorporating exome studies into clinical practice will lead to increased detection of secondary
findings. Secondary findings are clinically significant genetic variants unrelated to the patient's
primary condition that are actively sought. The American College of Medical Genetics and
Genomics annually publishes an updated list of genes that may harbor such findings and whose
pathogenic variants can be identified through routine exome sequencing. Studies have
confirmed that the risk of chronic diseases among male infertility patients is higher compared
to fertile individuals. Returning the findings to patients provides an opportunity to start

treatment and prevent serious health conditions.

The main aim of this bachelor's thesis was to identify pathogenic variants in genes associated
with hereditary monogenic cardiometabolic diseases based on the American Medical Genetics
and Genomics Secondary Findings v3.1 gene list. Additionally, the objective was to determine
which secondary findings emerge in the study group compared to the control group and whether
there is a statistically significant difference between them. The study was based on exome data
from 519 infertility patients and 323 control subjects. The analysis identified 17 secondary
findings in 16 individuals (1.9%). The prevalence of secondary findings in the study group was
1.7% (9/519) and 2.2% (7/323) in the control group. All individuals with findings had only one
secondary finding, except for one patient with cryptorchidism who had two findings. All genetic
variants occurred in only one individual and there were no recurrent findings. Disease-
associated variants were found in the following genes: APOB, COL31A4, DSP, FBNI, MYH7,
PKP2, RYRI, SCN54, TGFBR2, and TTN. Pathogenic variants were present in nine genes
associated with heart disease (22.5%, 9/40) and one gene with a metabolic phenotype (11.1%,
1/9). The highest number of pathogenic variants occurred in the dilated cardiomyopathy-related

gene TTN (6) and in the hypertrophic cardiomyopathy-related gene MYH7 (3).

According to the hypothesis of the study, a higher prevalence of secondary findings was
expected in the study group compared to the control group. However, the hypothesis was not
confirmed, and the prevalence of secondary findings in the infertility group and control group

did not differ significantly. The American College of Medical Genetics and Genomics has
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recommended returning pathogenic genetic variants to patients. Secondary findings identified
in this thesis cause diseases that can be prevented or treated, making it crucial to return them to

the patients.
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