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INFOLEHT

Steroidhormoonide moju geeniekspressioonile endomeetriumi stroomarakkudes

poliitsiistilise munasarja siindroomiga patsientidel

Kéesolev t66 annab pogusa iilevaate reproduktiivsiisteemist ja pdohjalikuma {ilevaate
poliitsiistilise munasarja siindroomist. Kirjeldatakse hormoonide mdju munasarjas ja
endomeetriumis. Tuuakse vélja peamised stimptomid ja oletatavad pohjused, mis osalevad
stindroomi kujunemisel. Eksperimentaalses osas on vaadeldud steroidhormoonide esmast
vastust endomeetriumi strooma fibroblasti rakkudes. Tapsemalt on uuritud, kuidas 6strogeen,
progesteroon ja testosteroon mojutavad geeniregulatsiooni PCOS patsientidel ning vorreldud

neid kontrollrithmaga.

Mairksonad: poliitsiistiline munasarja siindroom, PCOS, steroidhormoonid, endomeetriumi

stroomarakud, geeniekspressioon

CERCS kood: B220 Geneetika, tsiitogeneetika

Effects of steroid hormones on gene expression in endometrial stromal cells in patients of

polycystic ovary syndrome

This thesis provides a brief insight into female reproductive system and a thorough overview
on polycystic ovary syndrome (PCOS). It describes the impact of sex hormones on ovary and
endometrium. Main symptoms and putative mechanism that participate in the developement of
PCOS are pointed out. In the experimental part the early response to steroid hormones is
evaluated in cultured endometrial stomal fibroblasts. It is investigated how estrogen,
progesterone and testosterone treatment affects gene expression of specific genes in patiens
with PCOS compared to control group.

Keywords: polycystic ovary syndrome, PCOS, steroid hormones, endometrial stromal cells,

gene expression
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KASUTATUD LUHENDID

AES — Hiiperandrogenismi iithing (Androgen Excess Society)
AMH — Anti-Miilleri hormoon

ASRM — Ameerika reproduktiivmeditsiini tthing (American Society for Reproductive
Medicine)

CAMP - Tsiikliline adenosiinmonofosfaat (cyclic adenosine monophosphate)
Ct — lavitsiikkel (cycle threshold)

DHT — dihiidrotestosteroon

E1l — Ostroon

E2 — 6stradiool

E3 — Ostriool

ES — eelsekretoorne (early-secretory)

ESHRE — Euroopa Inimese Reproduktsiooni ja Embriioloogia Uhing (European Society for
Human Reproduction and Embryology)

FSH — folliikuleid stimuleeriv hormoon

GnRH — gonadotropiini vabastav hormoon (Gonadotropin-releasing hormone)
HESCs — inimese endomeetriumi stooma rakud (human endometrial stromal cells)
HK — koduhoidja geen (housekeeping gene)

HPO — hiipotalamus-hiipofiitis-munasarjad (hypothalamic-pituitary-ovarian)

IVF — in vitro viljastamine (in vitro fertilization)

KMI — kehamassiindeks

LH — luteiniseeriv hormoon

MAPK — mitogeen-aktiveeritud proteiinkinaas (mitogen-activated protein kinase)
MS — kesksekretoorne (mid-secretory)

NIH — USA riiklik tervishoiu instituut (National Institutes of Health)



P4 — progesteroon

PCOS - Poliitsiistilise munasarja siindroom (Polycystic ovary syndrome)
RHK-10 — Rahvusvaheline Haiguste Klassifikatsioon, 10. versioon
RNA-seq — RNA sekveneerimine

RT-gPCR — Kvantitatiivne poordtranskriptsiooni PCR

S-FBS — dekstaaniga to6deldud veise loote seerum (Charcoal-dextran treatment of fetal

bovine serum)

STRT — iihe raku pohine pdordtranskriptsioon (single-cell tagged reverse transcription))
T — testosteroon

TNF — kasvaja nekroosifaktor (tumor necrosis factor)

VEH - taustlahus (vehicle)



SISSEJUHATUS

Poliitsiistilise munasarja siindroom (PCOS) on endokriinne haire, mida esineb 5-20 protsendil
reproduktiivses eas olevatel naistel. PCOS-i peamisteks tunnusteks on korge androgeeni tase
veres, ovulatsioonihdired ja munasarjade poliitsiistilisus. Ligi 40 protsenti PCOS-i kandjatest
on viljatud. Kuigi viljatus ei kujuta ohtu fiitisilisele tervisele, on see vaimselt kurnav. PCOS

diagnoosiga naistel on ka kdrgem risk raseduse komplikatsioonideks Kui tervetel naistel.

Téanini pole selge, mis on poliitsiistilise munasarja siindroomi tekke pdohjustajaks. Selle
uurimiseks on tehtud palju tilegenoomseid uuringuid On uuritud nii hormoonide taset kui ka
ovulatsioonihdireid pohjustavaid mehhanisme. PCOS patsientidel on mitmeid kdrvalekaldeid

endomeetriumi funktsioonides, kuid seda on veel vihe uuritud.

Kéesoleva t66 eesmirgiks oli uurida, kuidas Ostrogeen, progesteroon ja testosteroon
reguleerivad geeniekspressiooni endomeetriumi strooma rakkudes, kasutades selleks RT-gPCR
meetodit ning seejarel vorrelda geeniekspressiooni tervetel ja PCOS-i patsientidel. Kolmandaks
vorreldi  s66tmel kasvatatud rakkude geeniekspressiooni stroomast eraldatud rakkude

geeniekspressiooniga.

T606 teostati Tervisetehnoloogiate Arenduskeskuses koostods Oulu iilikooliga Soomes. Antud
uurimustéo on osa pilootuuringust. Rakkude kogumine ja nende hormoonidega to6tlemine

toimus Oulu iilikoolis ning autori eksperimentaalne osa algas RNA eraldamisest rakuliisaadist.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Naise reproduktiivsiisteem

1.1.1 Munasarja morfoloogia ja oogenees
Munasari on reproduktiivsiisteemi iiks tdhtsamaid organeid, kuna seal toimub ootsiiiitide

kiipsemine. Munasarja ehitust saab kirjeldada kihiti, véljastpoolt sissepoole jirgnevad
tiksteisele: iihekihiline kuupepiteel, valkjaskest, munasarjakoor ja munasarjasiasi. Oogenees
toimub munasarja koores. Puberteedieas on primaarseid ootsiilite u 20 000, kuid 16plikult
areneb neist vilja keskmiselt 400. Ootsiitidi kiipsemine ehk follikulogenees toimub jargmiselt:
primaarne ootsiitit - primordiaalfolliikul - primaarfolliikul - sekundaarfolliikul -
tertsiaarfolliikul - poisfolliikul e Graafi follitkul. Graafi folliikul on Idppastmeks esimesel
kiipsemisjagunemisel ja algab ovulatsioon. Ovulatsioon on munaraku vabanemine munasarjast
ning antud protsess on reeglipéraselt viga tdpne: 28-pdevase menstruaaltsiikli puhul toimub see

14. paeval (kuni 2 paevase eksimusega). (Lepp, 2012)
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Joonis 1. Menstruaaltsiikli ajal toimuvad hormonaalsed muutused. (Palmer, 2013)

Reproduktiivsiisteemi normaalne areng ja talitlus soltub steroidsetest suguhormoonidest, mis
on reguleeritud hiipotalamus-hiipofiitis-munasarja (HPO) teljega (Joonis 1). Hiipotalamus
produtseerib ja sekreteerib gonadotropiini vabastavat hormooni (GnRH), mis seondub
ajuripatsis ehk hiipofiitisis. See vabastab biokeemilise ahela, mille haripunktiks on

luteiniseeriva hormooni (LH) ja follitkuleid stimuleeriva hormooni (FSH) tootmine hiipofiiiisis.
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FSH stimuleerib munasarjas ootsiilitide meioosi, ootsiiiidi imber tekib rakkude kiht, mis
moodustab folliikuli. Folliikulrakkude tilesandeks on Ostrogeeni tootmine — madal dstrogeeni
tase inhibeerib FSH sekretsiooni negatiivse tagasiside kaudu, korge Ostrogeeni tase aga
stimuleerib #kilise FSH ja LH taseme tousu, vallandades ovulatsiooni — munarakk eraldub

folliikulist ja viimastest kujuneb vilja kollakeha. (Tamm et al., 2011; Nienstedt et al., 2011)

Ovulatsioon kiivitab menstruaaltsiiklis luteaalfaasi, kus endomeetrium kiipseb ja valmistub
embriio vastuvotuks. Endomeetriumi kasvu stimuleerib progesteroon ja 6strogeen, mida toodab
kollaskeha. Progesteroon annab omakorda negatiivset tagasisidet hiipotalamusele, mille
tulemusel GnRH sekretsioon inhibeeritakse ja ei siinteesita ka FSH-d ja LH-d ning seega ei
kéivitata ka uut meioosi munasarjas. Kui viljastumist ei toimu, siis kollaskeha taandareneb ja
el siinteesita enam progesterooni ja dstrogeeni. Ilma progesteroonita algab menstruatsioon ja

uus tsiikkel. (Tamm et al., 2011; Nienstedt et al., 2011)

1.1.2 Endomeetriumi morfoloogia ja retseptiivsus
Emakas on lihaseline 60neselund, mille kdige sisemist kihti nimetatakse endomeetriumiks ehk

limaskestaks. Emakadone limaskest on sile ja nddrmete tSttu paks ja kahekihiline — pindmisel
poolel on iihekihiline silinderepiteel ja selle all sidekude (Joonis 2). (Lepp, 2012) Fertiilses eas
naistel  jaguneb endomeetrium  funktsionaalselt kaheks kihiks: basaalkihiks ja
funktsionaalkihiks. Basaalkiht on aluseks funktsionaalkihi regeneratsioonile. Viimane on aga
mojutatud hormoonidest ja allub igakuistele tsiiklilistele muutustele (proliferatsioon,
sekretsioon, nekroos ja irdumine). Funktsionaalkihi koosseisu kuuluvad spiraalarterid, mis

kasvavad igakuiselt vastavalt tsiiklile ja nad nditavad endomeetriumi kiipsust. (Ménnik, 2010)

Endomeetriumi retseptiivsus on emaka suutlikkus vastu votta embriiot. Implantatsioon on
keeruline ja mitmeid tegureid iihendav protsess. Onnestunud implantatsioon vajab tervet
embriiot, retseptiivset endomeetriumi, siinkroniseeritud ja edukat molekulaarset kooskdla ema

immuunsiisteemiga.

Endomeetriumi tsiikli voib jagada kolmeks osaks: proliferatsioonifaas (vastab follikulaarfaasile
munasarjas), sekretsioonifaas (vastab luteaalfaasile munasarjas) ja menstruatsioonifaas.
Sekretoorne faas on defineeritud kui aeg ovulatsiooni ja menstruatsiooni vahel. Kui
implantatsiooni ei toimu, siis kasvanud limaskest nekrotiseerub ja irdub menstruatsiooni ajal.
(Ruiz-Alonso et al., 2012)
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Joonis 2. Libildige endomeetriumi koest (Cunningham et al., 2010)

Proliferatsioonifaas on kontrollitud Ostrogeeniga ning sel ajal toimub strooma rakkude,
nddrmete ja spiraalarterite kasv. Pdrast ovulatsiooni tduseb progesterooni tase, mis toob endaga
kaasa sekretoorsed muutused, 14bi mille endomeetrium omandab retseptiivsuse, voimaldades
blastotsiisti implantatsiooni — see periood on ka tuntud kui implantatsiooniaken.
Implantatsiooniaken ,,avaneb® 19. v4i 20. menstruaaltsiikli pdeval ja seda neljaks kuni viieks
péevaks, kuniks progesteroon jouab enda maksimaalse kontsentratsioonini. Retseptiivsuse
faasis 1dbib endomeetrium morfoloogilised, biokeemilised ja geneetilised muutused, et saada
funktsionaalselt kompetentseks. (Mahajan, 2015) Siiani pole teada tapseid mehhanisme, kuidas
endomeetrium retseptiivseks muutub, kuid ks olulisim protsess on detsidualisatsioon.
Detsidualisatsiooni kdigus labivad endomeetriumi strooma fibroblasti rakud nii morfoloogilisi
kui ka funktsionaalseid muutusi, spetsialiseerudes sekretoorseteks rakkudeks, mis tagavad
energia ja immuuntolerantsuse, mis on vajalik embriio implantatsiooniks ja platsenta arenguks.
Antud protsess on juhitud progesterooni taseme ja lokaalse tsiiklilise adenosiinmonofosfaadi

(CAMP) produktsiooniga. (Gellersen ja Brosens, 2014)

1.2 Steroidhormoonid
Steroidhormoonid on rasvlahustuvad kolesterooli derivaadid. Hormoone stinteesitakse
neerupealisekoores, sugunddrmetes ja platsentas. Nad lébivad ténu lipiidsele struktuurile

kergesti rakumembraani ning mdjutavad raku tuuma (Joonis 3).
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Joonis 3. Hormooni toime rakus. Steroidhormoon lébib sihtraku plasmamembraani (1),
hormoon kinnitub retseptorile ning moodustub hormoon-retseptor kompleks (2). Kompleks
lilgub tuuma (3) ja seondub DNA-ga (4). DNA pealt siinteesitakse vastav mRNA (5), millelt
stinteesitakse valk (6). (Addison Wesley Longman, Inc, 1999)

Steroidhormoonide alla kuuluvad androgeenid, Gstrogeenid, progestiinid, glitkokortikoidid ja
mineralokortikoidid (Nienstedt et al., 2011). Ostradiool (E2) on &strogeenide hulka kuuluv
suguhormoon. Ostrogeenide alla kuulub veel dstroon (E1) ja 6striool (E3) aga ostradiool on
neist kolmest kdige bioaktiivsem. Ostradiooli siinteesitakse reproduktiivses naistel peamiselt
munasarja granuloosarakkudes. Lisaks toodab seda kollaskeha, platsenta ja neerupealisekoor,
aromatiseerides siinteesitud androgeene (nt testosteroon). Eeskdtt E2 toimel formeerub
menstruaaltsiikkel (lisaks arenevad suguelundid ja kujunevad sekundaarsed sugutunnused). E2
ja progesterooni koostdos toimub emaka ettevalmistus implantatsiooniks ja need on vajalikud
raseduse piisimiseks. Kui E2 on vihe, siis vGivad esineda menstruaaltsiikli hdired ja viljatus.

(Nienstedt et al., 2011)

Progesteroon (P4) on progestiinide hulka kuuluv hormoon, mida toodab kollaskeha. P4 kutsub
esile sekretsioonifaasi, pdhjustab munajuhade limaskesta paksenemist ja erituse suurenemist.
(Nienstedt et al., 2011) P4 taseme langus viitab platsentaarsele puudulikkusele ja voib viia

iseenesliku abordini.

Dihiidrotestosteroon (DHT) kuulub androgeenide hulka ning on konverteeritud testosteroonist.
Naistel stinteesitakse androgeene peamiselt neerupealistes ja munasarjades. Testosterooni
stinteesitakse ka kollakehas, mis moodustub ovulatsiooni kiigus. Androgeene vajatakse

varajases etapis folliikulite arenguks ja dstrogeeni produktsiooniks. (Lebbe ja Woodruff, 2013)
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1.3 Poliitsiistilise munasarja siindroom

Poliitsiistilise munasarja siindroom (PCOS; RHK-10 diagnoosi kood E28.2) on endokriinne
héire, mille tunnusteks on hiiperandrogenism ning ovulatsioonihdired ilma muu teadaoleva
haiguseta. Esimesena kirjeldasid seda haigusndhtu Stein ja Leventhal aastal 1935 (Stein ja
Leventhal, 1935) ning sellest tulenevalt nimetatakse seda ka Stein-Leventhali toveks. PCOS
esineb 5-20% reproduktiivses eas naistel. Tihtipeale avastatakse probleem just viljatuse
uuringute kdigus. (Azziz et al., 2016; Knochenhauer et al., 1998; de Melo et al., 2017)

Naiste reproduktiivsiisteemi véadrtalitlus on tdnapéeval aina kasvav mure. Viljatus md&jutab
keskmiselt 15% paaridest. Kuigi viljatus ei kujuta ohtu fiilisilisele tervisele, on see vaimselt
kurnav. Viljatus on paari voimetus rasestuda ja kanda rasedus 10puni aasta jooksul, samal ajal
hoidudes rasestumisvastastest vahenditest. (Agarwal et al., 2015) Eesti naiste tervise uuringu

jargi esineb viljatust 20-44-aastaste naiste seas 20,2% (Sildnik, 2017).

Naisepoolset viljatust pohjustavad sagedased pdletikud, erinevad patoloogiad nagu néiteks
infektsioonijargne munajuha kahjustus, endometrioos ja emaka anomaaliad (Abrao et al.,
2013), endokriinsed hiired (siia alla kuulub PCQOS), autoimmuunhaigused ja ebatervislik
elustiil (suitsetamine, alkohol, narkootikumid, halb toitumine jne) (The ESHRE Capri
Workshop Group, 2002). Alati ei suudeta méaérata pohjust viljatusele, sellisel juhul nimetatakse

seda idiopaatiliseks viljatuseks.

1.3.1 Poliitsiistilise munasarja siindroomi siimptomid ja diagnoosimine

Pole tépselt teada, mis pShjustab poliitsiistilise munasarja siindroomi, kuid arvatavasti on sellel
nii geneetilised kui ka keskkonnast soltuvad pdhjused (Azziz, 2017). Patsientidel on mitmeid
erinevaid simptomeid, kuid koiki tunnuseid ei pruugi esineda igal haiguse kandjal, seetottu ei
saa seisundit liheselt médratleda (Ehrmann, 2005). PCOS diagnoosimise kriteeriumid on aja
jooksul veidi varieerunud. Enamasti kaalutletakse kolme tunnuse vahel — androgenism,
munasarja véartalitlus ja poliitsiistilised munasarjad. Kuigi viimane kriteerium diagnoosimiseks
anti vélja aastal 2009 (Androgen Excess and PCOS Society), on enamlevinud juhend PCOS-i
madramiseks 2003. aastal kinnitatud Rotterdami definitsioon. Ka Eestis mdaratakse PCOS-i
nende Kriteeriumite jargi (Haldre, 2014). Rotterdami konsensuskriteerium nduab kahte
stimptomit kolmest: (Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS Consensus Workshop
Group, 2004)

1. oligomenorrda/ anovulatsioon

2. Kkliiniline ja/ v4i biokeemiline hiiperandrogenism

12



3. palju tsiiste munasarjas (ultraheliuuringul tihes munasarjas vahemalt 12 folliikulit

1abimodduga 2—-9 mm)

Siinkohal vo6ib vilja tuua, et kuigi nimetus on poliitsiistilise munasarja siindroom, siis
poliitsiistiliste munasarjade olemasolu ei mééra tiksi diagnoosi ja ka vastupidi, PCOS voib olla

inimesel, kellel pole munasarjade poliitsiistilisust.

Kuigi diagnoosiks on vaja kahte stimptomit kolmest, on PCOS patsientidel palju erinevaid

stimptomeid (Ehrmann, 2005; Bremer, 2010):

1. Menstruaaltsiikli hdired
a. Menstruatsiooni puudumine (vahemalt 6 kuud) ehk amenorrda
b. Sagedased menstruatsiooni vahele jddmised ehk oligomenorrda
c. Vidga tugeva voolusega menstruatsioon
d. Ovulatsiooni puudumine ehk anovulatsioon

2. Rasvumus — kaalus juurde votmine, voi ka raskus kehakaalu kaotada, eriti puusade
imbert.

3. Viljatus — paljud PCOS patsiendid on viljatud ning selle pohjustab peamiselt
anovulatsioon, kuid see pole ainuke pohjus.

4. Hiperandrogenismist tulenevad tunnused: akne, hirsutism ehk liigne karvakasv,
kiilanemine

5. Rasune nahk

6. Vaagnavalu

1.3.2 Poliitsiistilise munasarja siindroomiga seotud viljatuse pohjused

PCOS-i ja viljatuse vahel on tugev seos — ligi 40% patsientidest on viljatud (Teede et al., 2010).
Viljatust pohjustavaid tegureid on erinevaid, iiheks neist on haired hormonaalses tasakaalus.
Hormoonide taset mdjutavad niditeks endokiinsed nddrmed (kilpndire, neerupealised, pankreas)
ja ka mitte-endokriinsed organid (maks, neerud). Need mitte-endokriinsed organid on seotud
reproduktiivsete hormoonide metabolismiga — kui nende funktsioon on taandarenenud, siis
HPO regulatsiooniteljetagasiside mehhanismid on hédirunud, mille tulemuseks on ootsiiiidi
kiipsemise diisregulatsioon, ovulatsiooni hidirumine ja viimaks viljatus. Anovulatsioon on
stimptom, mis nditab endokriinset vdi metaboolset ebanormaalset talitlust, mille tagajarjeks
voivad olla menstruatsioonihdired ja viljatus, kuid anovulatsioon pole diagnoos v4i haigus ise.

(Luciano et al., 2013)

Poliitsiistilise munasarja stindroomi puhul on organismis tavaparasest rohkem luteiniseerivat
hormooni (LH), testosterooni ja Anti-Miilleri hormooni (AMH). Vidhem produtseeritakse aga
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folliikuleid stimuleerivat hormooni (FSH), ostradiooli ja progesterooni. (Pigny et al., 2006)

Enamik neist on reguleeritud HPO teljega (Joonis 1).

Terve naise hormonaalne tasakaal

30 TU/ml LH

y —
vere] ooks

36 78 910111213141516171819202122232425262728

FSH

1234
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—] H FSH

200 Ostradiool prggesterchn
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50
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o .
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PCOS patsiendi hormonaalne tasakaal
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~qp Ostradiool progesteroon
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n dstradiool

p progesteroon
A,

343678 9101112153141516171819202122232425262728

Joonis 4. Terve versus PCOS patsiendi hormonaalne tasakaal. Erinevalt tervetest, PCOS

patsientidel ei teki LH, FSH ja progesterooni taseme tdusu, ka dstradiooli tase on madalam.
(kohandatud Nienstedt et al., 2011; Sterling, 2011)

Kui hormonaalne tasakaal pole paigas, on munarakkude kiipsemine ja vabanemine héiritud

(Joonis 4). Normaalolukorras LH taseme tdus kaivitab ovulatsiooni. Korge androgeenide tase

aga parsib LH tootmist ja munarakud kiill kiipsevad ja suurenevad, kuid ei vabane ja jadvad

munasarja. Igal jargmisel kuul toimub tsilkkel samamoodi ning tekivad poliitsiistilised

munasarjad (Joonis 5). Munasarjades kuhjunud 16puni kiipsemata munarakud moodustavadKi
tsiiste. (Hopkinson et al., 1998)

Normaalne
munasari

Poliitsiistiline
munasari

Joonis 5. Poliitsiistilise ja normaalse munasarja vordlus. Kui ovulatsiooni ei toimu, siis
munarakud kuhjuvad munasarja ning tekib poliitsiistiline munasari. Mayo Foundation for

Medical Education and Research (mayoclinic.org)
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Munaraku vabanemisel moodustub kollaskeha, mis vastutab P4 tootmise eest, mis omakorda
vastutab endomeetriumi kasvamise ja arengu eest. See hormoon on Kriitiliselt oluline
detsidualisatsioonil, implantatsioonil ja raseduse piisimiseks. PCOS patsientidel aga HPO telje
hormonaalregulatsiooni hairingu tdttu ovulatsiooni ei toimu, mis tdhendab, et ei teki ka
kollaskeha ega sellest tulenevalt ei toodeta ka vajalikus koguses P4, olgugi et vaike kogus P4
on organismis olemas, sest seda toodetakse ka neerupealistes. P4 puudulikkusest tekib
amenorrda, mis on iikks PCOS siimptom. (Wetendorf and DeMayo, 2012) PCOS patsientidel on
taheldatud ka P4 tundlikkuse vihenemist ja resistentsust, mida hiipoteetiliselt pdhjustab vihene
P4 tase emakas. Seda teooriat toetab ka varasem geeniekspressioonianaliiiis. (Savaris et al.,
2011) Progesteroon-resistentsel emakal voib esineda hiiperplaasiat ja kartsinoomi (Li et al.,
2014).

Endomeetriumi areng ja talitlus on peamiselt kontrollitud Ostrogeeni ja progesterooniga.
Ebatdiuslik steroidhormoonide talitlus pohjustab ka emaka limaskestakoe ebapiisavat
kiipsemist ja kui emakas pole retseptiivne, siis viljastumist ei toimu. (Mehdinejadiani et al.,
2018; Tepekoy et al., 2015)

Endomeetriumi proliferatsiooni mojutab dstrogeen, mis toimib 14bi Wnt signaaliraja. Wnt raja
funktsiooni munasarjas pole veel kirjeldatud. On tdoendeid, et teatud Wnt raja geenid parsivad
testosterooni siinteesi neerupealise koores, seega on voimalik, et Wnt gliikoproteiinid osalevad
ka munasarja hormoonide tootmises. Wnt antagonist DKK1 on iilesreguleeritud ja Wnt ligand
on alla reguleeritud teeka rakkudes PCOS patsientidel, mis osutab, et Wnt signaalirada on
PCOS puhul pérsitud teeka ja/voi granuloosa rakkudes. Seega antud hiipoteesi kohaselt voivad
haired Wnt rajas tekitada poliitsiistilise munasarja fenotiiiipi, kuigi see vajab veel tdiendavaid

uuringuid. (Wood et al., 2004)

Uheks viljatust pdhjustavaks faktoriks on rasvumus. Ulekaalulisus toob endaga kaasa
hiipotalamuse-hiipofiiiisi-munasarjade  (HPO) regulatsioonitelg  hdirumise, ootsiiiitide
kvaliteedi ja endomeetriumi retseptiivsuse halvenemise. Rasvade ainevahetusel on tugev moju
suguhormoonide sekretsioonile ja metabolismile, tulemuseks on muutused Ostrogeeni ja
androgeeni kittesaadavuses. Kuna kolesterool on koikide steroidhormoonide eellaseks, siis
koos rasvumisega suureneb ka vaba Ostradiooli ja testosterooni tase ning lisaks toimub
luteiniseeriva hormooni (LH) hiipersekretsioon. Endokriinse keskkonna muutus mdjutab

omakorda negatiivselt follikulogeneesi. (Talmor ja Dunphy, 2015)

Rasvumus on seotud insuliini resistentsusega, kdrgvererohutdvega, diislipideemiaga ja mitmete

metaboolsete siindroomidega. Nende mdju follikulogeneesile ja endomeetriumi retseptiivsusele
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on 16puni vilja selgitamata, kuid teatav moju viljatusele on olemas. (Talmor ja Dunphy, 2015).
PCOS patsientidel on tdheldatud insuliini resistentsust — seisund, kui rakud ei tunne dra
insuliini. Rakud ei reageeri insuliinile ning gliikoosi kontsentratsioon veres tduseb, mille tdttu
toodetakse veel rohkem insuliini. Tulemuseks on hiiperinsulineemia, mis stimuleerib liigset

androgeeni produktsiooni munasarjas. (Diamanti-Kandarakis ja Dunaif, 2012)

Poliitsiistilise munasarja stindroomiga naistel on korgem risk raseduse komplikatsioonideks Kui
tervetel naistel. Kuni 50% rasedustest katkeb (Chakraborty et al., 2013) ja paljud siinnitavad
ennetdhtaegselt. Ohuks on neil suurenenud vererdhk, preeklampsia (rasedusmiirgitus) ja

gestatsioonidiabeet (rasedusaegne diabeet). (Palomba et al., 2015)

1.3.3 Poliitsiistilise munasarja siindroomi ravi

Kuna PCOS on viga heterogeenne, ei ole sellele {ihtset ravi, mistdttu tegeletakse peamiselt
stimptomite leevendamisega. Hirsutism ja akne tulenevad korgest androgeeni tasemest, mida
viahendatakse valkudega, mis seovad androgeeni, blokeerides selle toimet sihtkoes.
Kasutatavateks ravimiteks on suukaudsed rasestumisvastased vahendid, antiandrogeenid,
gliikkokortikoidid. (Ehrmann, 2005)

Androgeeni taset vidhendatakse ka laparoskoopiaga, mille kdigus eemaldatakse tsiistid
munasarjast. Munasarjas tsiistide ja strooma hdvitamisega kaasneb androgeeni taseme langus
ja suureneb FSH tase (taastatakse HPO telg). (Mitra et al., 2015)

Krooniline anovulatsioon on seotud suurenenud riskiga endomeetriumi hiiperplaasia ja
kartsinoomi tekkeks (Park et al., 2011). Seetdttu neil, kellel pole olnud terve aasta jooksul
menstruatsiooni, soovitataks esmalt vaadelda ultrasonograafiaga endomeetriumi paksust ja
kahtluse korral teha biopsia analiiiis. Endomeetriumi rakkude kasvu on vdimalik inhibeerida
progesterooniga vdi suukaudsete rasestumisvastaste vahenditega, mis sisaldavad endas nii

Ostrogeeni kui ka progesterooni. (Ehrmann, 2005)

Ulekaaluliste naiste puhul on abiks kehakaalu langetamine. See vihendab nii androgeeni kui ka
insuliini taset ja parandab munasarja funktsioone. Varasem uuring nditas, et 11 naisest 9
rasestus vOi taastus normaalne menstruaaltsiikkel pérast 5% kaalukaotust (Kiddy et al., 1992).
Kaalukaotus aitab ka insuliini resistentsuse ja gliikoositalumatuse puhul. (Ehrmann, 2005; dos
Santos et al., 2017)

1.3.4 Poliitsiistilise munasarja siindroomi geneetilised uuringud
Poliitsiistilise munasarja siindroom on heterogeenne haigus ja seda pdhjustavad nii geneetilised

kui ka keskkonnast tulenevad tegurid. Selle hiipoteesi kinnituseks on lébi viidud palju
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uuringuid, leitud ka mitmeid kandidaatgeene, kuid tdielikku pohjust siiski ei teata. (Azziz,
2017; Day et al., 2015; Legro et al., 1998)

Palju on uuritud PCOS-i puhul hormoonide taset ja ovulatsioonihdireid. Naiteks on vaadeldud
hiiperandrogenismi pdrilikkust PCOS-i patsientide seas ning tulemuseks saadi, et
hiiperandrogenism esines 46% 0dedel (Legro et al., 1998). VVarem on kirjeldatud, et androgeeni
poolt reguleeritud geenide ekspressioon on votmetegur PCOS-i patogeneesi tekkel (Jansen et
al., 2004).

Oluline on ka uurida PCOS patsientidel endomeetriumit. Raseduse komplikatsioonid voivad
tuleneda muutunud detsidualisatsioonist. Pikas perspektiivis on PCOS-i seostatud ka
endomeetriumi kasvajaga. PCOS patsientidel on mitmeid kdrvalekaldeid endomeetriumi

funktsioonides ning on oluline uurida, millest see tingitud on. (Piltonen, 2016)
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 To6 eesmérgid
Kéesoleva bakalaureusetoo eesmargiks oli kirjeldada steroidhormoonide moju tervete ja
PCOS-iga patsientide endomeetriumi strooma rakkudele. Konkreetselt piistitati jargmised

ulesanded:

1) kuidas steroidhormoonid (6strogeen, progesteroon, testosteroon) reguleerivad
geeniekspressiooni endomeetriumi strooma rakkudes RT-gPCR abil;

2) vdorrelda geeniekspressiooni tervetel ja PCOS-iga patsientidel;

3) vorrelda rakukultuuris kasvatatud ja indutseeritud MS faasi geeniekspressiooni

stroomast eraldatud rakkude geeniekspressiooniga

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Rakkude kogumine ja kasvatamine

Eksperimentide l1dbiviimiseks kasutati endomeetriumi strooma fibroblasti rakke (saadud Prof.
Terhi Piltonen’ilt ja Masuma Khatun’ilt, Oulu Ulikool, Soome), mis eraldati heterogeensest
koest, vastavalt varasemalt kirjeldatud meetodile (Chen ja Roan, 2015). Koguti kahe terve ja
kahe PCOS diagnoosiga naise endomeetriumi strooma rakkude (HESCs) biopsiad. Koeproovid
olid parit naistelt, kes olid vanuses 24-41 aastat. Tervete patsientide kehamassiindeksid (KMI)
jaid ,,normaalkaalu‘ ning haigete KMI-d ,,rasvunud* kategooriasse. PCOS patsientidel esines

munasarjade poliitsiistilisus ja hirsutism.

Kogutud rakud jaotati kaheks (endomeetriumi epiteelirakud ja strooma fibroblastid) kasutades
0,1% kollagenaasi ja 0,02% deoksiinukleaasi lahust, mis on kaltsiumi ja magneesiumi vaba,
tasakaalustatud Hanksi soolalahus (Joonis 6). Strooma rakke kasvatati 2% SCM (Stromal cell
medium) sootmes. Koikidele sootmetele oli lisatud fenoolpunasevaba RPMI-1640 (Roswell
Park Memorial Institute medium) lahust koos 0,ImM naatriumpiiruvaadiga, 100 U/ml
penitsilliini, 100 Ig/ml streptomiitsiini ja 10% dekstraaniga toddeldud veise loote seerumit (S-
FBS).
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Joonis 6. Strooma fibroblastide eraldamine (kohandatud Chen ja Roan, 2015).

Rakke kasvatati 100mm 1dbimddduga koekultuuri tassidel kuni kahe passaazini 37°C juures
5%-lisel CO2 kontsentratsioonil. Kui rakud saavutasid 90% konfluentsuse, toodeldi neid
steroidhormoonidega. Steroidhormoonide kontsentratsioonid on jirgmised: E2 — 10 nM, P4 —
1 uM, DHT —100nM. Lisaks kasutati virgatsainet Br-cAMP (edasipidi CAMP) 0,5mM, rakkude

tootlused on esitatud joonisel 7.

TERVE PCOS
& z
E)BIOPSIAQA

/ HESCs + cAMP |

+E2 + P4 ‘ HEES ;f ;?W

/HESCs + cAMP
. +E2+P4

Joonis 7: Rakkude tootlemine. Terve naise rakke t6odeldi 3h Gstrogeeniga, 4 pdeva cAMP ja
3h progesterooniga, 3h etanooliga (VEH — vehicle). PCOS diagnoosiga naise rakke toodeldi
jargmiselt: 3h Ostrogeeniga (E2) , 3h dstrogeeni ja dihiidrotestosterooniga (E2+DHT), 4 paeva
CAMP ja 3h oOstrogeeni ja progesterooniga (E2+P4), 4 pdeva cAMP ja 3h &strogeeni,
progesterooni ja dihiidrotestosterooniga (E2+P4+DHT), 3h etanooliga (VEH).
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Hormoonide to6tluseks valiti 3 tundi, et vaadelda esmast vastust hormoontootlusele. Tsiiklilise
AMP-ga inkubeeriti aga 4 pideva, et indutseerida detsidualisatsiooni, mis vdimaldab

eelsekretoorses (ES) faasis rakkudel iile minna kesksekretoorsesse faasi (MS).

Rakkude kogumine ja rakukultuuri katsed toimusid Oulu Ulikoolis ning RNA eraldamised ja
geeniekspressiooni katsed Tervisetehnoloogiate Arenduskeskuses.

2.2.2 RNA eraldamine
Toodeldud rakkudest eraldati totaalne RNA RNeasy Mini Kitiga (Qiagen, Hilden, Saksamaa),
kasutades tootja originaalprotokolli.

Antud t60s kasutati 10 cm 1dbimodduga koekultuuri tasse. Tassi suurusest ja rakkude kogusest
tulenevalt (5-10 M rakku) lisati tassile 600 pl raku litisipuhvrit RLT (Qiagen). Rakuliisaati
homogeniseeriti 1dbi siistlandela 10 korda. Lisati 600 pl 70% etanooli, pipeteeriti RNeasy Spin
tuubi (Qiagen), tsentrifuugiti 15 sekundit 8000 x g juures, mis sidus RNA kolonni membraanile.
Membraan pesti 350 pl puhvri RW1-ga (Qiagen), tsentrifuugiti 15 sekundit 8000 x g juures.
Edaspidi toodeldi RNA-d DNaasiga: valmistati lahus, kuhu lisati iga proovi kohta 10 ul DNaasl
ja 70 ul puhvrit RDD (Qiagen). Jargnevalt lisati eelnevalt valmistatud DNaasi-puhvri segu (80
ul) otse kolonni membraanile ja inkubeeriti 30°C juures 15 minutit. Jargmiseks lisati 350 pl
pesupuhvrit RW1 (Qiagen) kolonni ja tsentrifuugiti 15 sekundit 8000 x g juures. Pesu jitkati
puhviga RPE (Qiagen): kolonni lisati 500 ul puhvrit ning tsentrifuugiti 15 sek 8000 x g, mida
korrati kaks korda. Et kuivatada RNA-d etanooli jadkidest, tsentrifuugiti kolonnid 10000 x g
juures 1 min. Jargmiseks toimus RNA elueerimine. Lisati 30 ul RNaasi-vaba vett otse kolonnis
olevale membraanile ja tsentrifuugiti 1 minut 8000 x g juures. Viimast sammu korrati veel {iks
kord, et suurendada eraldatud RNA kogust. Katse tulemusena saadi rakkudest eraldatud RNA-
d 60 pl, mille kontsentratsioon jai vahemikku 135...450 ng/ul.

Eraldatud RNA puhtust ja kontsentratsiooni méérati NanoDrop™ 2000 spektrofotomeetriga
(Thermo Scientific, Wilmington, USA)

2.2.3 Komplementaarse DNA siinteesimine
Saadud RNA-st siinteesiti cDNA RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit-iga (Thermo
Scientific, Wilmington, USA), kasutades tootja originaalprotokolli.

Reaktsiooni ettevalmistus toimus jaal. Tuubi lisati 0,9 ug totaalset RNAd, 1 pl Random
Hexamer praimerit (100 pM) ja milli-Q vett mahuni 12 pl. Seejérel 4 ul 5x reaktisoonipuhvrit,
2 ul 10 mM dNTP segu ning viimasena RiboLock RNaasi inhibiitorit (20 U/ul) ja RevertAid
M-MuLV RT-d (200 U/ul), kumbagi 1 pl. Komponendid tuubis segati ja tsentrifuugiti. Saadud
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20 pl reaktsioonisegu inkubeeriti 5 minutit 25°C juures, millele jargnes 60 minutit 42°C juures.

Reaktsiooni 10petamiseks kuumutati 70°C juures 5 minutit.

Saadud cDNA puhtust ja kontsentratsiooni méirati NanoDrop™ 2000 spektrofotomeetriga
(Thermo Scientific, Wilmington, USA).

2.2.4 Geenide ja nende praimerite valik

Geenid ekspressiooni analiitisiks valiti PubMed-is (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/)
olevate artiklite pdhjal. Viljavalitud geenide nimekiri sisaldas tuntud detsidualisatsiooni ja
PCOS markereid, retseptiivsuse ja metabolismiga seotud geene. Praimerid uuritavate geenide
analiiisimiseks vOeti PrimerBank andmebaasist (https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/) ja
nende sobilikkust analliiisiti GenomeTester 1.3 programmis

(http://bioinfo.ut.ee/genometester/), jalgides seondumissaitide ja produktide arvu.

T66 kaigus valiti vdlja 19 geeni (Tabel 1), nende praimerite jarjestus on esitatud lisas 1.
Koduhoidja geeniks valiti TBP (Vandesompele et al., 2002).

Tabel 1. Uuringus kasutatud geenid

Geeni Geeni nimi

lithend Ulesanne

Androgen receptor | Geeni produktiks on androgeeni siduv valk. Selle
ekspressioon on PCOS patsientidel erinev tervetest.

1/AR (Urbanek et al., 1999; Piltonen, 2016)
C-C motif Immunoregulaator,  mis  osaleb  poletikulistes
chemokine ligand 2 | protsessides. PCOS munasarjades on antud geen alla
2|CCL2 reguleeritud. (Schmidt et al., 2014; Piltonen, 2016)
Cyclin D1 Ostradiool ~ ja  testosteroon  mdjutavad  raku
proliferatsiooni. Geeni ekspresseeritakse terves ja PCOS
3|CCND1 patsiendis erinevalt. (Plaza-Parrochia et al., 2014)
Cathepsin B Transpordib gaase ja nii mikro- kui makroelemente, mis

on olulised endomeetriumi kasvuks, et embriio saaks
kinnituda. ~ Strooma  spetsiifiline marker. Ules
reguleeritud, kui detsidualisatioon on toimunud. (Song

4|CTSB et al., 2010)
Dickkopf WNT Strooma spetsiifiline marker ja retseptiivsuse marker.
signaling pathway | Geen on reguleeritud Ostrogeeni ja progesterooniga.
5|DKK1 inhibitor 1 (Wang et al., 2009)
Dual specificity Fosfataasi kodeeriv geen. Osaleb mitmes rakulises
phosphatase 1 protsessis.  On  tdheldatud  ekspressiooni  alla
reguleerimist PCOS patsientidel. Mojutab ovulatsiooni.
6 | DUSP1 (Jansen et al., 2004)
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Forkhead box O1

On tdheldatud tema ekspressiooni muutust munasarjas ja
endomeetriumis, mis on reguleeritud Ostrogeeni ja

7| FOXO1 progesterooniga (Wang et al., 2009).
Endometrial Endomeetriumis GLUT4 ekspressiooni muutused PCOS
glucose transporter |patsiendil on seotud androgeeni retseptori geeni
4 parssimisega. Samuti mdjutab insuliini retseptorit.
Antud geen on PCOS-i ja detsidualisatiooni marker ning
peaks olema alla reguleeritud proliferatsiooni faasis.
8| GLUT4 (Piltonen, 2016; Li et al., 2015)
Glutathione Geeni  ekspressioon tduseb implantatsiooniaknas
9| GPX3 peroxidase 3 (Farimani Sanoee et al., 2014).
Insulin like growth | Antud geen kodeerib insuliinisarnast kasvufaktorit 2,
factor 2 mis stimuleerib insuliini toimet nagu nditeks
munasarjades  androgeeni  sekretsiooni.  PCOS
patsientidel on antud geen iiles ekspresseeritud. (GerSak
10| IGF2 ja Ferk, 2007)
Insulin like growth
factor binding Endomeetriumi  retseptiivsuse ja detsidualisatiooni
11 |IGFBP1 |protein1 marker. (Piltonen, 2016)
Insulin receptor Aktiveeritud INSR algatab molekulide kaskaadi,
sealhulgas insuliini retseptorite substraatite teket.
Mingib rolli ka GLUT4 translokatsioonil. On PCOS ja
12 | INSR detsidualisatiooni marker. (Shaikh et al., 2014)
Insulin receptor On vahendaja insuliini ja tema retseptori vahel. On
substrate 1 kirjeldatud ekspressiooni muutust PCOS patsientidel.
13 |IRS1 (Urbanek et al., 1999; Kosova ja Urbanek, 2013)
Mitogen-activated |On seotud androgeeni ja Ostrogeeni metabolismiga.
protein kinase PCOS  patsientidel  hiipoteesi  kohaselt  on
14 | MAP3K4 |kinase kinase 4 geeniekspressioon alla reguleeritud. (Lan et al., 2015)
Matrix Osaleb molekulide signaalitilekandes. Sellelt geenilt
metallopeptidase 2 | kodeeriv valk on seotud endomeetriumi menstruatsiooni
héiretega. Testosterooni mdjul on negatiivne efekt
rakkude jagunemisel ja detsidualisatioonil
15 [ MMP2 endomeetriumi stooma rakkudes. (Freis et al., 2017)
Plasminogen On seotud ovulatsiooniga. PCOS patsientidel on see
16 | PLAT activator geen tiles reguleeritud. (Jansen et al., 2004)
Prolactin On kasvufaktor mitmetes kudedes, ka immuunsiisteemi
rakkudes.  Detsidualisatiooni ~ marker, mis on
17 |PRL indutseeritud cAMP mojul. (Gellersen ja Brosens, 2014)
Stanniocalcin 1 Kesksekretoorses  faasis on  geeniekspressioon
normaalolukorras iles reguleeritud. MJdjutab ka
proliferatsiooni endomeetriumis. Retseptiivsuse marker
18 |STC1 endomeetriumis. (Aghajanova et al., 2016)
TATA-box binding
19 (TBP protein Koduhoidja geen (Vandesompele et al., 2002).
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TIMP Inhibeerib raku proliferatsiooni. Selle geeni pealt
metallopeptidase kodeeritud RNA osaleb mitmete tsiitokiinide ja
inhibitor 1 hormoonide vastustes. PCOS patsientidel peaks see geen
20 | TIMP1 olema alla reguleeritud. (Schmidt et al., 2014)

2.2.5 Kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon ehk gPCR

Kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon teostati, et uurida geeniekspressiooni erinevalt
mdjutatud endomeetriumi stroomarakkudes. Kasutati 50 ng cDNAd, 0,5 ul mdlemat praimerit
(Idppkontsentratsioon 250 nM) ning 4 pul 5x EvaGreen® DNA poliimeraasi valmislahust (Solis
BioDyne, Tartu, Eesti). Negatiivse kontrollina kasutati reaktsioone, mis sisaldasid koiki

eelnimetatud koostisosi, vilja arvatud cDNA-d. K&ik reaktsioonid viidi 14bi kahes korduses.

Reaktsiooni temperatuuriprotokoll oli jirgmine:

DNA poliimeraasi aktiveerimine 10 min 95°C juures,
millele jargnes 40 tsiiklit:
DNA denaturatsioon 15 sekundit 95°C juures
Praimerite seondumine DNA-ga ja DNA siintees 1 min 60°C juures

Samuti teostati DNA sulamiskdverate analiiiis, et kontrollida produkti spetsiifilisust. Oigeks

loeti oodatud sulamistemperatuuril ainult iihte produkti sisaldavad reaktsioonid.

2.2.6 Andmete statistiline analiiiis

Saadud tulemusi analiiiisiti AACt meetodiga (Livak ja Schmittgen, 2001). Ct on lavivéartus RT-
qPCR tsiiklis, andmete analiiiisil kasutati duplikaatide aritmeetilist keskmist. ACt on
ekspressioonitaseme erinevus vorreldes HK geeniga ning AACt on tervete ja PCOS patsentide
vaheline ekspresiooni muutus. Analiiiis teostati Microsoft Exceli programmis valemiga 222",
AACt=ACt(uuritav geen)- ACt(kontroll). Eskpressioonimuutuse kordaja nditab mitu korda ekspressioon
muutub. Kui ekpressiooni kordaja on alla 1, siis tegemist on geeni alla-regulatsiooniga. Sellisel
juhul ekspressiooni muutuse kordarvu (ingl.k. fold change) saamiseks arvutati
ekspressioonikordaja poordvaartus. Miinusmérk pandi ekpressiooni muutuse kordarvu ette
maérgistamaks, et tegemist on alla-regulatsiooniga.

2.2.7 Uhe rakurakupopulisatsiooni spetsiifiline RNA sekveneerimise meetod

STRT (single-cell tagged reverse transcription) RNA sekveneerimise (RNA-seq) andmeid
kasutati t60s vilja valitud geenide ekspressiooni muutuste vordluseks. Vorreldi tervete,
viljakate naiste endomeetriumi stroomarakkude geeniekspressiooni hormoon-to6deldud

rakkude geeniekspressiooniga. RNA-seq andmebaas koosnes 19-st proovist eelsekretoorsest ja
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24-st proovist kesksekretoorsest endomeetriumist, mille teostas Mariann Koel (TUMRI).
Endomeetriumi faasi hinnati LH taseme jargi uriiniproovist. Eelsekretoorse faasi proovid voeti
kaks pdeva parast LH piiki (LH2) ja kesksekretoorse faasi proovid kaheksa paeva péarast LH
piiki  (LH8). Tervete naiste biopsiatest eraldati strooma rakupopulatsioon
labivoolutsiitomeetriaga, kasutades CD13 stroomarakkude pinnamarkereid. Totaalne RNA
eraldati sorteeritud rakkudest, kasutades RNeasy Micro kit’i (Qiagen Hilden, Saksamaa),
jargides tootja originaalprotokolli. Komplementaarne DNA siinteesiti ja analiiiisiti varasemalt
kirjeldatud meetodi jirgi (Krjutskov et al., 2016). STRT andmed périnevad KrjutSkovi
uurimisrithma projektist ja pohjalik informatsioon osalejatest ja proovidest on esitatud

varasemas toos (Altmaée et al., 2017).

Varem analiitisitud diferentsiaalsed ekspressiooni véairtused (differential expression values)
geenides CCL2, CTSB, DKK1, DUSP1, FOXO1, GPX3, IGF2, PRL, STC1 ja TIMP1 olid vilja
valitud, et vorrelda nendega kdesolevas t00s saadud geeniekspressioone. Antud geenide
ekspressiooni muutused omasid statistilist olulisust STRT analiitisil. Diferentsiaalsed
ekspressiooni vaartuseid, mis olid ajapunktis LH8, vorreldi kdesoleva uurimustoo tervete naiste
progesterooni tootlusega, mis imiteerib kesksekretoorset faasi. Kahe ekspressooni vaértuste
vahel leiti omavaheline seos ehk korrelatsioon. Korrelatsioon teostati Microsoft Exceli

programmis, valemiga ,,correl “.

2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1 Tootlus dstrogeeniga

Esmalt vaatlesime, kuidas hormoonid mdjutasid terve patsiendi geene. Ostrogeeniga tootlusel
jaid geeniekspressiooni muutused vahemikku 1,012...1,784. Koik tulemused on esitatud lisas
2. Vordluseks vaatlesime samasugust tootlust PCOS patsiendi puhul, kus geeniekspressioon jdi
vahemikku 1,002 ... 2,4, kus koige suurem muutus toimus geenis GLUT4 (Joonis 8).
Varasemates toodes pole Ostrogeeniga toddeldud endomeetriumi koes GLUT4
geeniekspressiooni muutust statistiliselt oluliseks peetud (Cui et al., 2015). Seega on plaanis
teostada korduskatsed, selgitamaks, kas muutus on statistiliselt oluline, kuna vaheste proovide

tottu ei olnud voimalik méarata selles to0s statistilist olulisust.
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Ostrogeenist sdltuvad geeniekspressiooni muutused
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Joonis 8. Ostrogeenist séltuvad suhtelised ekspressiooni muutused. Andmed on esitatud
aritmeetilise  keskmise kordavuna, vorrelduna kontrolltootlusega. Veapiirideks on
standardhélve.

Ostrogeeni todtlusest peaksid olema mdjutatud jirgmised rakkude jagunemise eest vastutavad
geenid: CCND1, DKK1 ja FOXO1. Katsetes leidsime, et antud geenide ekspressiooni muutus
vihe, mis vois olla tingitud lithikesest hormoontddtlusest. Teistes toddes on nahtud Gstrogeeni
mdju alles 12 tunni méédudes, olgugi et endomeetriumi epiteelrakkudes (Tamm et al., 2009).

Edasipidi on plaanis teha pikema inkubatsiooniajaga hormoontd6tlused.

2.3.2 Tootlus progesterooniga
Tervetel patsientidel oli suurim geeniekspressiooni muutus toimunud geenis PRL, mis oli iiles

reguleeritud 40,9 korda. Ules oli reguleeritud ka IGFBP1, mille ekspressioon muutus 17,3
korda. PCOS patsientidel oli samuti PRL ja IGFBP1 geeniekspressioon iiles reguleeritud, kuid
muutus oli méargatavamalt vdiksem kui kontrollrithmal (Joonis 9). PRL on iiles reguleeritud 15,7
korda (38% viiksem ekspressiooni muutus vorreldes kontrolliga) ning IGFBP1 4,1 korda (24%

viiksem ekspressiooni muutus vorreldes kontrolliga).

Tsiiklilise AMP mojul indutseeritakse kasvatatud rakkudel detsidualisatsiooni ning geenide
PRL ja IGFBP1 ekspressiooni tous oli kinnituseks, et protsess toimus (Gellersen ja Brosens,
2014). Tervetel patsientidel oli ekspressiooni tous olemas ja detsidualisatsioon ilmselt ka
toimunud. PCOS patsientidel oli aga geeniekspressiooni muutus vdiksem ning on voimalik, et

neil on detsidualisatsioon héiritud ega toimu sama efektiivselt kui tervetel.

Lisaks oli suurem muutus toimunud ka geenis STC1. Tervel naisel peaks STC1 olema

kesksekretoorses faasis tugevalt iiles reguleeritud vorreldes eelsekretoorse faasiga. Ka meie
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tulemuste puhul on see kontrollgrupile iseloomulik: 6strogeeniga téotlusel (Joonis 8) sel geenil
muutust ei tdheldatud ning P4 ja CAMP t66tlusel ekspressioon tousis 17 korda. PCOS patsiendi
puhul me nii suurt muutust aga ei ndinud. On kirjeldatud, et STC1 on mojutatud cAMP poolt
ning on seostatud detsidualisatsiooni diisregulatsiooniga. Lisaks on sellist olukorda varem

taheldatud ka endometrioosi ja idiopaatilise viljatuse puhul (Aghajanova et al., 2015, 2016).

Progesterooni ja CAMP to6tlusest tingitud geeniekspressiooni
muutus PCOS
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Joonis 9. Progesterooni tootlusest tingitud geeniekspressiooni muutused. Andmed on
esitatud aritmeetilise keskmise kordavuna, vorrelduna kontrolltdotlusega. Veapiirideks on
standardhélve.

Progesterooni roll oli osaleda rakkude detsidualisatsioonil ja juhtida geeniekspressiooni
retseptiivse endomeetriumi fenotiilibi suunas. Paraku ilmus siin vilja katse iiks kitsaskoht —
cAMP mojust tingitud efekt varjutab P4 poolt indutseeritud ekspressiooni muutusi. Tuleks
sooritada eraldi P4 ja cAMP t66tlus, mille abil saaks analiiiisida P4 mdju. Antud t66s me ei
ndinud P4 mdju vaid P4 ja cAMP koosmgju ning v3ib oletada, et cAMP-I endal oli tugevam
mdju kui P4-l. Progesteroon kutsub esile rakkude proliferatsiooni enne detsidualisatsiooni
(Vallejo et al., 2014).

2.3.3 Tootlus dihiidrotestosterooniga
Erinevalt tervetest, toodeldi PCOS patsiendi rakke ka androgeeniga DHT. Vérreldud oli PCOS

rakkude to6tlusi: E2+P4+DHT+cAMP (uuritav) vs E2+P4+cAMP (kontroll) ja E2+DHT
(uuritav) vs E2 (kontroll).
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Androgeeni mdju detsidualiseeritud ja detsidualiseerimata PCOS
patsientide rakkudes
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Joonis 10. Geeniekspressiooni muutused, mis on tingitud androgeeni lisamisest PCOS
patsientidel detsidualiseeritud ja detsidualiseerimata rakkudes. Andmed on esitatud
aritmeetilise  keskmise kordavuna, vorrelduna kontrolltootlusega. Veapiirideks on
standardhilve.

Detsidualiseeritud rakkudes oli androgeeni mojul PRL iiles reguleeritud 21 korda (Joonis 10).

Antud tdus on oodatud tulemus detsidualiseeritud rakkude puhul, nagu juba eespool kirjeldatud.

GLUT4 geeniekspressioon oli detsidualiseeritud rakkudes alla reguleeritud 11,3 korda,.
Varasemalt on kirjeldatud, et rottidel, kellele on manustatud DHT, on GLUT4 ekspressioon
endomeetriumi strooma rakkudes statistiliselt oluliselt vihenenud (Li et al., 2015). Samuti on
leitud GLUT4 ekspressiooni vahenemist endomeetriumi epiteelrakkudes (Zhang ja Liao, 2010).
Nende vaatluste pohjal vdib oletada, et hiiperandrogeneemia PCOS patsientidel voib otseselt

mojutada GLUT4 ekspressiooni.

Suuremate muutustena voib veel vilja tuua IGF2 ja DKK1. Neid késitletakse metabolismi

alapunktis.
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2.3.4 Metabolismigeenid

Geeniekspressiooni muutused PCOS patsiendis vorreldes
tervetega

50
45

40
35
30 T

25
20
15

E I fli m It wl Iﬂ ﬂ:[ m I i

— -y
Irr 21| J_J_'l: 1t == - = - TEF F22 [T Ll¥)

—
p—

ITT

=Y

-10
-15

Geeniekspressiooni muutuste kordarv

PEFEFS I %@ RGO

Rakutootlused:

VEH ®mE2 =P4+cAMP

Joonis 11. PCOS rakkude geeniekspressiooni muutused vorreldes tervetega. Andmed on
esitatud aritmeetilise keskmise kordavuna, vorrelduna kontrolltootlusega. Veapiirideks on
standardhélve.

PCOS patsientidel oli tervetega vorreldes iiles reguleeritud DKK1, mis viitab Wnt signaaliraja
hédirumisele (Joonis 11). On kirjeldatud, et kui DKK1 on iiles reguleeritud, siis Wnt rajas on
hiired ning testosterooni siinteesi neerupealiste koores ei parsita (Wood et al., 2004). See voib
olla tiheks pohjuseks, miks PCOS patsientidel on korgem androgeenide tase veres. Teistes
toodes on samuti margatud Wnt signaaliraja muutust PCOS patsientidel kontrolliga vorreldes
(Jansen et al., 2004). Wnt raja kaudu on reguleeritud rakkude kasvamine ja diferentseerumine
ning probleemid selles rajas vdivad Viia retseptiivse fenotiilibi hairingule (Wang et al., 2009).
Wnt raja héireid seostatakse ka hiiperplaasiaga endomeetriumis, mida esineb PCOS-iga

patsientide seas 21,4% (Park et al., 2011; Wang et al., 2009).

CCL2 oli 2,5 korda ja TIMP1 2,3 korda alla reguleeritud PCOS patsientidel progesterooni
tootlusega (Joonis 9). CCL2 on immunoregulaator ja on piistitatud hiipotees, et PCOS
pOhjustajaks voivad olla poletikulised protsessid (Schmidt et al., 2014). TIMP1 inhibeerib raku
proliferatsiooni ja see geen on reguleeritud mitmete tsiitokiinide ja hormoonide poolt.
Varasemalt on kirjeldatud, et PCOS patsientidel on see geen alla reguleeritud nagu ka
kdesolevas t60s. (Schmidt et al., 2014; Piltonen, 2016)
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Varasemalt on margatud DUSP1 tugevat alla reguleeritust PCOS patsientide munasarjades
(Jansen et al., 2004). DUSP1 alla reguleeritust selles t66s ei taheldatud, kiill aga oli MAP3K4
alla reguleeritud PCOS patsientidel vorreldes tervetega (Joonis 11). DUSP1 poolt m&jutatud
substraadid osalevad mitogeen-aktiveeritud proteiinkinaaside radadel (hagu p38 MAPK (p38
mitogen-activated protein kinase) rada). Kuna need rajad on DUSP1 fosfataasi aktiivsuse poolt
inaktiveeritud, voib madalam DUSP1 mRNA tase PCOS munasarjades aktiveerida eelmainitud
signaaliradu. Nende aktivatsioon on vajalik pdletikuvastaste tsiitokiinide (nagu TNF) poolt
indutseeritud apoptoosi vahendamiseks. (Jansen et al., 2004) MAP3K4 on samuti MAPK
kaskaadi geen ning selle ekspressiooni langust on varem Kkirjeldatud munasarjade
granuloosarakkudes. On leitud korrelatsioon MAP3K4 ja reproduktiivsuse vahel, kus jéreldati,
et MAPK signaalirada méingib olulist rolli PCOS-i patogeneesis. (Lan et al., 2015)

IRS1 oli alla reguleeritud PCOS patsientidel vorreldes kontrolliga (Joonis 11) ja GLUT4
geeniekspressioon oli alla reguleeritud androgeeni todtlusega (Joonis 10). Insuliini retseptori
substraat (IRS) on vahendajaks insuliini ja tema retseptori vahel. Varasemates toddes on vilja
toodud, et IRS1 on PCOS patsientidel alla reguleeritud. (Piltonen, 2016). IRS1 geeni alla
regulatsioon seletab osaliselt insuliini resistentust PCOS patsientidel. Samuti on selle
metaboolse rajaga seotud GLUT4, mis peaks olema samuti alla reguleeritud. On Kirjeldatud, et
androgeen voib moduleerida insuliinist sdltuva gliikoositransporteri (GLUT4) lokalisatsiooni
plasmamembraanis. Veel on kirjeldatud, et endomeetriumi epiteelirakukultuuris viaheneb IRS1
ja GLUT4 ekspressioon testosterooni mdjul. Nende tdendite pohjal jareldati, et kdrge
androgeeni tase PCOS patsientidel voib hiirida insuliini signaalirada. (Fornes et al., 2010;
Zhang ja Liao, 2010).

IGF2 ekspressioon oli androgeeniga to6deldud PCOS rakkudes 5 korda iiles reguleeritud
(Joonis 10). Eelnevalt on kirjeldatud, et PCOS patsientidel on geenis IGF2 iihenukleotiidne
poliimorfism, mille tagajirjel on geen iiles reguleeritud kontrollriihmaga vorreldes. IGF2
kodeerib insuliinisarnast kasvufaktorit 2 (IGF2), mis jéljendab insuliini toimeid. (GerSak ja
Ferk, 2007) Nii IGF2 kui ka insuliin seonduvad IGF1 retseptorile. Diisregulatsioon
IGF1/insuliin voi IGF2/IGFIR siisteemis voib viia poliitsiistilise munasarja siindroomini.
IGF1R voib stimuleerida androgeeni tootmist munasarja rakkudes. (Correia et al., 2017; Shaikh
etal., 2014)

2.3.5 Poliitsiistilise munasarja siindroomi markergeenid
Varasemates artiklites on kirjeldatud GLUT4 ja INSR ekspressiooni alla reguleeritust PCOS

patsientide endomeetriumis vorreldes tervetega (Cui et al., 2015; Jones et al., 2015; Li et al.,
2015). Antud t66s ndhti, et GLUT4 oli tugevamini ekspresseerunud PCOS patsientides
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vorreldes tervetega (Joonis 11). On kirjeldatud, et GLUT4 ekspressioon ei ole mdjutatud PCOS-
ist endast vaid just iilekaalulisuse tottu, kuna GLUT4 iiles ekspressiooni on varasemates
uuringutes tdheldatud just rasvunud PCOS patsienditel (Mozzanega et al., 2004). Ka kiesoleval
uuringul osalenud poliitsiistilise munasarja siindroomiga patsiendid olid rasvunud ja kooskdlas
kirjandusega voib oletada, et GLUT4 ekspressioonil ja rasvumusel on omavaheline seos, kuid
selle geeni ekspressiooni uurimiseks PCOS patsientidel oleks vajalik suurem ja heterogeensem
valim. PCOS patsientidel on insuliini tolerantsus iiks paljudest siimptomitest, mille iile
diskuteeritakse, kas sellel on otsene seos voi mitte. Teisest kiiljest oli androgeeni to6tlusega
GLUT4 alla reguleeritud (Joonis 10), seega antud geen on ka androgeenist sdltuv. Varasemates
toodes on kirjeldatud, et hiiperandrogeneemia puhul peaks GLUT4 proliferatsiooni faasis olema
alla reguleeritud (Piltonen, 2016; Li et al., 2015).

Geen INSR oli PCOS patsientidel vorreldes tervetega iiles reguleeritud. INSR kodeerib alfa ja
beeta subiihikuid, millest pannakse kokku insuliini retseptor, mis on aluseks insuliini
signalisatsioonirajale. PCOS patsientidel on insuliini rada héiritud ning tulemuseks on insuliini
resistentsus. (Shaikh et al., 2014)

PCOS patsientidel on ekspressiooni muutus tidheldatav ka IGFBP1, STC1, CTSB, DKK1, PRL
puhul (Joonis 11). Erinevus esineb juba ilma hormoonideta to6tlusel, mistdttu voib oletada, et

PCOS patsientidel on need geenid tavaparasest korgemalt ekspresseeritud.

2.3.6 Koekultuuris kasvatatud rakkude vordlus biopsia rakkudega
Selleks, et selgitada, kas hormoont6ddeldud rakkude ekspressioon sarnaneb biopsiarakkude

ekspressiooniga, sooritati geeniekspressiooni korrelatsioonianaliiiis. Vorreldi endomeetriumist
eraldatud MS strooma rakkude ja rakukultuuris kasvatatud ning hormoonidega t6odeldud
rakkude geeniekspressiooni. Rakkude geeniekspressioonid omavahel ei korreleerunud ehk
biopsiast parinevad rakud ei sarnanenud kasvatatud rakkudega, olgugi et vdikest sarnasust oli
néha kahes geenis: STC1 ja PRL (Joonis 12). Pohjuseks oli ilmselt liiga vdike hormoonidega
tootluse aeg, kus ndeme varajast ekspressiooni tousu, mistdttu kdikide geenide ekspressioon

pole veel avaldunud nii nagu organismis, eriti metabolismist soltuvate geenide ekspressioon.

Ekspressiooni muutuste suur erinevus vOib tuleneda ka asjaolust, et rakke kasvatatakse
eraldatuna erinevates tassides, seega rakkudevahelist suhtlust ei saa toimuda ja
geeniekspressioon voib olla sellest mojutatud. Rakkude parakriinsete interaktsioonide
puudumist on varemgi probleemiks peetud (Chen et al., 2013), mis on in vitro katsete iiheks

puuduseks.
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Joonis 12. Korrelatsioon kasvatatud ja biopsiast saadud rakkude geeniekspressiooni
muutuste vahel. Kasutati CCL2, CTSB, DKK1, DUSP1, FOXO1, GPX3, IGF2, PRL, STC1 ja
TIMP1 geenide RT-gPCRI abil leitud ekspressiooni muutuste kordarvu kasvatatud rakkudest ja
STRT sekveneerimisel saadud diferentsiaalset ekspressiooni muutust sorteeritud strooma
rakkudes.

2.3.7 Too jareldused, kitsaskohad ja tulevikuplaanid
Kokkuvotteks voib oelda, et kédesoleva bakalaureusetod tulemused nditavad, et PCOS

patsientidel on héiritud mdningad metaboolsed rajad nagu Wnt ja insuliini rada. Nende
tulemusena toodetakse liigset androgeeni nii neerupealistes kui ka munasarjades. Lisaks néhti,
et geen GLUT4 on mdjutatud androgeenist ja kui vorrelda tervete ja PCOS patsientide GLUT4
ekspressiooni muutusi, siis kooskodlas kirjandusega vdOib oletada, et ilmselt on
geeniekspressioon mojutatud ka hairitud insuliini rajast. PCOS patsientidel on héiritud ka
endomeetriumi retseptiivsuse fenotiilip ja detsidualisatsiooni protsess. Veel leiti, et biopsiast
parinevad rakud ei sarnane kasvatatud rakkudega, mis on ilmselt tingitud rakkudevahelise

suhtluse puudumisest ja on in vitro katsete puuduseks.

Eksperimentides oli hormoonide t66tlusajaks kolm tundi, millega piiiiti iseloomustada varajast
geeniekspressiooni muutust. Seetottu olid suhtelised ekspressiooni muutused pigem véikesed,

kuid sellega nahti esmast vastust hormoonile.

Antud t66s oli valimiks kaks poliitsiistilise munasarja siindroomiga patsienti ning kontrolliks
kaks tervet inimest — pilootuuringuks on valim piisav, kuid nende tulemuste pdhjal ei saa
madrata statistilist olulisust. Samuti esines antud t66s ACt vaartustes suuri varieerumisi, kuigi
HK geen oli stabiilne. Seetdttu on ka veapiirid suured, kuid seda on tulevikus plaanis parandada

suurema valimiga.
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Edaspidi on plaan sooritada suurem katse, kus oleks rohkem bioloogilisi replikaate, mis
voimaldab hinnata statistiliselt olulisi muutusi. Ekspressiooniuuringu jaoks on plaanis lisada
erineva inkubeerimisajaga hormoontddtlused. Hormoonide moju hindamiseks on plaanis viia
kokku varajase geeniekspressiooni muutuse tulemused hormoonretseptoritega seotud
kromatiini immunosadestamisega ning rakendada RNA sekveneerimist, et omandada parem

ilevaade hormoonide poolt indutseeritud ekspressiooni muutustest.

32



KOKKUVOTE

Kéesoleva bakalaureusetod kirjanduse osas on antud pogusalt iilevaade naise
reproduktiivsiisteemi toimimisest ja seda mojutavatest hormoonidest. Peamiselt on
keskendutud naiste poliitsiistilise munasarja siindroomile — on kirjeldatud selle hormonaalset

regulatsiooni, sellega kaasnevaid probleeme nagu viljatus ning ravivoimalusi.

Eksperimentaalse t60 eesmérgiks oli uurida Ostrogeeni, progesterooni ja testosterooni mdju
endomeetriumi stroomarakkude geeniekspressioonile ning vorrelda poliitsiistilise munasarja
stindroomiga patsientide rakkude geeniekspressiooni tervete naiste geeniekspressiooniga. T60s
kasutati kolmetunnilist steroidhormoonide to6tlust, et oleks ndha esmast hormoonidepoolset

ekspressiooni muutust.

Ostrogeeni té6tlusega suuri muutusi ei tiheldatud. Progesterooni ja cAMP to6tlusega kinnitati
tervetel patsientidel detsidualisatsiooni toimumine ning PCOS patsientidel oli
detsidualisatsiooni markergeenid vdiksema ekspressiooniga kui tervetel, mis voib viidata
héiritud detsidualisatsioonile PCOS patsientidel. To6tlus dihiidrotestosterooniga ja vordlus
terve ja PCOS patsiendi rakkude GLUT4 geeniekspressioonis kinnitas meile, et GLUT4
ekspressioon soltub nii androgeenist kui ka insuliini rajast, kuid vajab edasi uurimist suuremas

valimigrupis, kus oleks vdimalik hinnata erinevuste statistilist olulisust.

Lisaks tdheldati INSR iilesregulatsiooni, mis viitab insuliinist soltuva raja hdiringutele. Antud
toos ndhti ka Wnt raja antagonistide iiles ekspressiooni, mis viitab liigse androgeeni
produktsioonile. Samuti tidheldati ka MAP3K4 alla reguleeritust, mis viitab tsiitokiinide poolt
vahendatud apoptoosi regulatsiooni hdirumisele. See voib olla iiheks PCOS patogeneesi

pShjuseks, kuid antud seosed vajavad veel edasist uurimist.

Kéesolev bakalaureusetdo viitab, et PCOS patsientidel on héiritud moningad metaboolsed rajad

ja endomeetriumi retseptiivsuse fenotiiiip.
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Effects of steroid hormones on gene expression in endometrial stromal cells in patients
of polycystic ovary syndrome

Merili Peltser

SUMMARY

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is a common endocrine and metabolic disorder that affects
5-20% of women in reproductive age. PCOS is a heterogeneous condition and the phenotype
varies widely. Main symptoms are androgen excess, ovarian dysfunction and polycystic ovary
morphology without any other specific diagnoses. Up to 40% of women are infertile and they
face a higher risk of complications during pregnancy. The aetiology and pathogenesis of PCOS

is still fully unknown.

The current study describes how steroid hormones (estrogen, progesterone and androgen)
regulate spesific genes in human endometrium stromal cells and describes differences in gene
expression in PCOS patients compared to healthy ones. Gene expression of cultured
endometrial stromal fibroblast cells from two healthy and two PCOS patients was analysed

using reverse transcriptase quantitative PCR (RT-gPCR) method.

The results of the current work show that marker genes for dezidualization — IGFBP1 and PRL
are down-regulated in PCOS versus healty women. STC1 is down-regulated too and may also

be involved in pathogenesis of decidualization defects.

GLUT4 is up-regulated in patients with PCOS except for androgen treatment, so GLUT4 can
be directly regulated by testosterone. IRS1 was down-regulated in PCOS vs healty and INSR is
up-regulated. All of them are part of insulin signaling network and this can be a reason for
insulin resistance in polycystic ovary syndrome. High level of androgen may alter insulin

signaling in PCOS, but further investigation is needed.

FOXO1 and DKK1 is up-regulated, they are Wnt pathway antagonists and may be a reason for
excess androgen production. Also, we noticed mitogen-activated protein kinase (MAPK)
signaling pathway member MAP3K4 down-regulatsion. MAPK signaling pathway may play an
important role in the pathogenesis of PCOS but further studies are required to clarify these

findings.

The outcomes of the current bachelor’s thesis present that in patients with PCOS Wnt and

insulin signaling and also their decidualization and endometrial receptivity is altered.
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LISAD

Lisa 1. Toos kasutatud praimerid

Praimer Jérjestus 5' > 3'

AR_F GACGACCAGATGGCTGTCATT
AR R GGGCGAAGTAGAGCATCCT
CCL2 F CAGCCAGATGCAATCAATGCC
CCL2 R TGGAATCCTGAACCCACTTCT
CCND1 F |TGGAGCCCGTGAAAAAGAGC
CCND1 R |TCTCCTTCATCTTAGAGGCCAC
CTSB F ACAACGTGGACATGAGCTACT
CTSB R TCGGTAAACATAACTCTCTGGGG
DKK1 F CATCAGACTGTGCCTCAGGA
DKK1 R |CCACAGTAACAACGCTGGAA
DUSP1 F |AGTACCCCACTCTACGATCAGG
DUSP1 R |GAAGCGTGATACGCACTGC
FOXO1l F |TGATAACTGGAGTACATTTCGCC
FOXOl1 R |CGGTCATAATGGGTGAGAGTCT
GLUT4 F |TGCAGTTTGGGTACAACATTGG
GLUT4 R |ATGAGGAAGGAGGAAATCATGC
GPX3 F AGCCGGGGACAAGAGAAGT
GPX3 R CCAGAATGACCAGACCGAAT
IGF2 F GTGGCATCGTTGAGGAGTG
IGF2 R CACGTCCCTCTCGGACTTG
IGFBP1 F |CTATGATGGCTCGAAGGCTC
IGFBP1 R |TTCTTGTTGCAGTTTGGCAG
INSR_F AAAACGAGGCCCGAAGATTTC
INSR_R GAGCCCATAGACCCGGAAG
IRS1 F ACAAACGCTTCTTCGTACTGC
IRS1 R AGTCAGCCCGCTTGTTGATG
MAP3K4 F |[CAATAAGCCTTACCTCAGCCTTG
MAP3K4 R|GTTAAGCCAGAAACCAGACGTA
MMP2 F TACAGGATCATTGGCTACACACC
MMP2 R |GGTCACATCGCTCCAGACT
PLAT F AGCGAGCCAAGGTGTTTCAA
PLAT R CTTCCCAGCAAATCCTTCGGG

PRL F CATCAACAGCTGCCACACTT

PRL R CGTTTGGTTTGCTCCTCAAT
STC1 F CACGAGCTGACTTCAACAGGA
STC1 R GGATGTGCGTTTGATGTGGG
TIMP1 F |ACCACCTTATACCAGCGTTATGA
TIMP1L R |GGTGTAGACGAACCGGATGTC

42



Lisa 2. Geeniekspressiooni muutused

Ekspressioonitaseme erinevus terve ja

Ostrogeenist séltuv ekspressiooni muutus
tervetel (VEH vs E2)

Progesteroonist séltuv ekspressiooni
muutus tervetel (E2 vs E2+P4+cAMP)

PCOS patsiendi vahel (VEH vs VEH)
exprate |fold
ddCT change change
CTSB -3,035 8,196 8,196
GLUTA -2,073 4,206 4,206
IGFBP1 -4,088 17,000 17,000
DKK1 -2,688 6,442 6,442
PRL -2,878 7,349 7,349
GPX3 -2,123 4,354 4,354
INSR -2,175 4516 4516
STC1 -4,303 19,732 19,732
CCND1 0,060 0,959 -1,042
FOX01 -0,353 1,277 1,277
DUSP1 -1,155 2,227 2,227
MMP2 0,105 0,930| -1,075
ccL2 1,135 0,455 -2,196
AR 0,010 0,993 -1,007
TIMP1 0,478 0,718 -1,392
IGF2 1,503 0,353| -2,833
MAP3K4 0,545 0,685 -1,459
PLAT 0,117 1,085 1,085
IRS1 0,630 0,646| -1,548

exp rate |fold exprate |fold
ddCT change |change ddCT change |change
CTSB 0,280 0,824 -1,214 CTSB -0,833 1,781 1,781
GLUT4 0,018 0,088 -1,012 GLUT4 -0,090 1,064 1,064
IGFBP1 0,692 0,619 -1,616 IGFBP1 -4,110 17,268 17,268
DKK1 0,835 0,561 1,784 DKK1 -1,498 2,824 2,824
PRL 0,577 0,670 -1,492 PRL 5,353 40,857 40,857
GPX3 0,505 0,705 1,419 GPX3 0,375 1,297 1,297
INSR 0,615 0,653 -1,532 INSR -0,393 1,313 1,313
STC1 0,285 0,821 -1,218 STC1 -4,128 17,478 17,478
CCND1 0,127 0,915 -1,092 CCND1 -0,352 1,277 1,277
FOXO1 0,118 1,085 1,085 FOXO1 0,253 1,191 1,191
DUSP1 0,120 0,920 -1,087 DUSP1 -0,273 1,208 1,208
MMP2 0,227 0,854 -1,171 MMP2 -0,030 1,021 1,021
ccL2 0,430 0,742 -1,347 ccL2 0,698 0,617| -1,622
AR -0,315 1,244 1,244 AR 0,370 0,774| -1,292
TIMP1 0,185 0,880 -1,137 TIMP1 1,193 0,438 -2,285
IGF2 0,150 0,001 -1,110 1GF2 -1,105 2,151 2,151
MAP3K4 -0,080 1,057 1,057 MAP3K4 -0,382 1,304 1,304
PLAT -0,750 1,682 1,682 PLAT 0,142 1,104 1,104
IRS1 0,733 1,662 1,662 IRS1 0,360 0,779| -1,283

Eel-sekretoorse faasi erinevus tervetel ja
PCOS patsientidel (E2 vs E2)

Ostrogeenist séltuv ekspressiooni muutus
PCOS patsientidel (VEH vs E2)

Progesteroonist séltuv ekspressiooni
muutus PCOS patsientidel
(E2 vs E2+P4+cAMP)

exprate |fold
ddCT change change
CTSB -3,378 10,393| 10,393
GLUT4 -3,333 10,074 10,074
IGFBP1 -4978 31,505 31,505
DKK1 -3,528 11,531 11,531
PRL -3,765 13,595 13,595
GPX3 -2,893 7,426 7,426
INSR -2,868 7,298 7,298
STC1 -4638| 24,800| 24,890
CCND1 -0,045 1,032 1,032
FOX01 -0,240 1,181 1,181
DUSP1 -1,278 2,424 2,424
MMP2 -0,045 1,032 1,032
ccL2 1,415 0375 -2,667
AR 0,055 0,963| -1,039
TIMP1 0,523 0,696 -1,436
IGF2 1,430 0371] -2,694
MAP3K4 0,758 0,592 -1,691
PLAT 0,563 0,677| -1,477
IRS1 0,845 0557| -1,796

exp rate |fold exprate |fold
ddCT change change ddCT change change
CTSB -0,063 1,044 1,044 CTSB -0,088 1,063 1,063
GLUT4 -1,243 2,366 2,366 GLUT4 -0,573 1,487 1,487
IGFBP1 -0,198 1,147 1,147 IGFBP1 -2,045 4,127 4,127
DKK1 -0,005 1,003 1,003 DKK1 -0,933 1,909 1,909
PRL 0,310 1,240 1,240 PRL -3,073| 15,608 15,608
GPX3 -0,265 1,202 1,202 GPX3 -0,498 1,412 1,412
INSR -0,078 1,055 1,055 INSR -0,213 1,159 1,159
5TC1 -0,050 1,035 1,035 sTC1 -2,148 4,431 4431
CCND1 0,022 0,985 -1,016 CCND1 0,448 0,733 -1,364
FOX01 -0,005 1,003 1,003 FOX01 -1,120 2,173 2,173
DUSP1 -0,003 1,002 1,002 DUSP1 0,555 0,681 -1,469
MMP2 0,077 0,948 -1,055 MMP2 0,205 0,868 -1,153
ccL2 0,710 0,611 -1,636 ccL2 1,273 0,414| 2416
AR -0,270 1,206 1,206 AR 0,350 0,785 -1,275
TIMP1 0,230 0,853 -1,173 TIMP1 1,180 0,441 -2,266
IGF2 0,077 0,048 -1,055 IGF2 2,018 4,049 4,049
MAP3K4 0,133 0,912 -1,096 MAP3K4 -0,340 1,266 1,266
PLAT -0,070 1,050 1,050 PLAT 0,588 0,665 -1,503
IRS1 0,518 1,431 1,431 IRS1 0,320 0,801 -1,248

Sekretoorse faasi erinevus tervetel ja
PCOS patsientidel (E2+P4+cAMP vs

Androgeenist tingitud ekspressiooni muutus
PCOS patsientidel (E2 vs E2+DHT)

Androgeenist tingitud ekspressiooni
muutus PCOS patsientidel,
detsidualiseeritud rakkudes

(E2+P4+cAMP vs E2+P4+DHT+cAMP)

E2+P4+cAMP)
exprate |fold
ddCT change change
CTSB -2,633 6,201 6,201
GLUT4 -3,815 14,074 14,074
IGFBP1 -2,913 7,529 7,529
DKK1 -2,963 7,795 7,795
PRL -2,385 5223 5223
GPX3 -3,015 8,084 8,084
INSR 2,688 6,442 6,442
STC1 -2,658 6,300 6,309
CCND1 0,755 0,593 -1,688
FOXO1 -1,108 2,155 2,155
DUSP1 -0,450 1,366 1,366
MMP2 0,190 0,877| -1141
ccL2 1,990 0,252| -3972
AR 0,035 0,976| -1,025
TIMP1 0,510 0,702 -1,424
IGF2 0,518 0,699 -1,431
MAP3K4 0,800 0574| -1,741
PLAT 1,293 0,408 -2,450
IRS1 0,805 0572| -1,747

exp rate |fold exprate |fold
ddCT change change ddCT change change
CTSB 0,313 1,242 1,242 CTSB 0,552 0,682| -1,467
GLUT4 -1,368 2,580 2,580 GLUT4 3,495 0,089 -11,275
IGFBP1 0,515 1,429 1,429 IGFBP1 -1,538 2,903 2,903
DKK1 1,765 0,294 -3,399 DKK1 -2,238 4,716 4,716
PRL -0,125 1,091 1,091 PRL -4398| 21,076| 21,076
GPX3 -0,135 1,098 1,098 GPX3 0,053 0,964 -1,037
INSR -1,208 2,300 2,309 INSR 0,558 0,679 -1472
sTC1 -1,600 3,031 3,031 sTC1 -1,333 2,518 2,518
CCND1 0,115 0,923 -1,083 CCND1 0,297 0,814 1,229
FOXO1 -0,250 1,189 1,189 FOX01 -0,482 1,397 1,397
DUSP1 -1,248 2,374 2,374 DUSP1 0,372 0,772 -1,295
MMP2 -0,300 1,231 1,231 MMP2 0,095 0,936| -1,068
ccL2 0,348 0,786 1,272 ccL2 -0,842 1,793 1,793
AR -0,247 1,187 1,187 AR 0,075 0,049 -1,053
TIMP1 -0,308 1,238 1,238 TIMP1 1,433 0,370| -2,699
IGF2 -0,213 1,159 1,159 IGF2 -2,338 5,054 5,054
MAP3K4 -0,208 1,155 1,155 MAP3K4 -0,213 1,159 1,159
PLAT 0,133 1,096 1,096 PLAT 0,630 0,646 -1,548
IRS1 0,332 0,794 -1,259 IRS1 -0,145 1,106 1,106
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