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LUHENDID JA MOISTED

AFC
Ahr
AMH
BMP-15
BPES
BRCA1l
CNV
DACH2

DGV

FMR1
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LOH
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OMIM

Antraalfolliikulite arv (antral follicle count)

Aromaatne siisivesinikretseptor (aromatic hydrocarbon receptor)
Anti-Miilleri hormoon

Luu morfogeneesi valk 15 (bone morphogenetic protein 15)
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Fragiilse X-i vaimse arengu mahajadvuse geen 1 (The Fragile X mental
retardation 1 gene)

FMR valk (FMR protein)
Folliikule stimuleeriv hormoon
FSH-retseptor

Fragiilse X-seoseline primaarne munasarja puudulikkus (fragile X-
related primary ovarian insufficiency)
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Kasvu diferentseerumise faktor 9 (growth differentiation factor 9)
Peidetud Markovi mudel (Hidden Markov model)
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Luteiniseeriv hormoon

LH-retseptor
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Inimese Périlike Haiguste andmebaas (Online Mendelian Inheritance in
Man®)
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SNP
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Enneaegne munasarjade voimetus (premature ovarian failure)
Primaarne munasarjade puudulikkus (primary ovarian insufficiency)

Reaalaja kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon (real-time
quantitative polymerase chain reaction)
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Uhenukleotiidne poliimorfism (single-nucleotide polymorphism)
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SISSEJUHATUS

Naiste viljatus on oluline sotsiaalprobleem ja tervisehdda. Naise viljatuse iiks peamisi pohjusi
on primaarne munasarjade puudulikkus (primary ovarian insufficiency; POI), mis on saamas
itha enam huvipakkuvaks uurimisteemaks oma korge haigusjuhtumite arvu ja efektiivse ravi

puudumise tottu.

POI tekkepohjused on viga heterogeensed, olles seotud nii geneetiliste pohjuste, vahiravi kui
ka metaboolsete, viiruslike ja autoimmuunsete haigustega. Ligi veerand POl vormidest on
latrogeensed, seotud nii radio- ja kemoteraapia aga ka vaagnaluu operatsioonidega, kuid pea
pooltel haigusjuhtumitel on tépne etioloogia endiselt teadmata. On vdimalik, et mitmel neist

on geneetiline pohjus, mida toetab ka haiguse sage esinemine perekondades.

Traditsiooniline kariiotiipiseerimine on olnud peamine analiiisimeetod POI patsientidel
genoomsete imberkorralduste detekteerimiseks, kuid antud tehnoloogiaga pole vdimalik
tuvastada alla 10 Mb suurusi genoomseid aberratsioone. Viimastel aastatel on itha enam
hakatud kasutama POI patsientidel submikroskoopiliste koopiaarvu muutuste tuvastamiseks
korge resolutsiooniga DNA mikrokiibi tehnoloogiaid. Antud meetodite abil on leitud mitmeid

POI seoselisi koopiaarvu variatsioone ning kandidaatgeene.

Kéesoleva magistritod eesmirgiks oli anda kirjandusel pdhinev iilevaade primaarse
munasarjade puudulikkuse olemusest ja selle peamistest tekkepdhjustest. T66 praktilise osa
eesmargiks oli kromosomaalse mikrokiibianaliitisi abil tuvastada primaarse munasarjade
puudulikkuse diagnoosiga patsientidel haigusseoselisi koopiaarvu variatsioone ning

vastavates piirkondades esinevaid POI seoselisi kandidaatgeene.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Primaarne munasarjade puudulikkus

Loomulik menopaus algab naistel keskmiselt 50-aastaselt, kuid ligi 9,7%-1 naistest algab
menopaus enne 45. eluaastat (tegu varajase menopausiga), 1%-1 enne 40.eluaastat ja 0,1%-I
enne 30.eluaastat (tegu enneaegse menopausiga). POI-d defineeritakse klassikaliselt kui neli
kuud voi enam kestvat amenorrdad (menstruatsiooni puudumine alaliselt voi ajutiselt) alla 40-
aastastel naistel koos seerumi folliikule stimuleeriva hormooni (FSH) tdusuga menopausi
tasemele (tavaliselt tile 40 IU/L, saaduna vdhemalt iihekuuliste vahedega) ning Gstradiooli
taseme langusega alla 50 pg/mL, mis viitab hiipodstrogenismile. Soltuvalt POI kujunemise
elueast naisel jagatakse haigusjuhtum primaarseks amenorrdaks, Kkui naisel pole
menstruatsioon alanud enne 16-18.eluaastat, ja sekundaarseks amenorréaks, Kui
menstruatsioon on naisel alanud Giges vanuses, kuid katkeb hiljem neljaks v3i enamaks kuuks
(Persani et al., 2010).

POI on varasemas teaduskirjanduses laialdaselt kasutusel olnud ka enneaegse munasarjade
voimetuse (premature ovarian failure; POF) nimel all, kuid vottes arvesse tdendid POI pika ja
varieeruva kliinilise pildi kohta, on pakutud vilja primaarne munasarjade puudulikkuse
termin, et teaduslikult tdpsemalt kirjeldada kulgu munasarjade funktsiooni peatumiseni (Welt,
2008).

1.1.1 POI tagajarjed

POI tekitab kahte tiiiipi tagajirgi. Uks neist on enneaegne hiipodstrogenism, mis omakorda
pohjustab mitmete dstrogeeni sihtmérk-kudede enneaegset vananemist ning tuues seega kaasa
osteoporoosi, kardiovaskulaarsete ja neurodegeneratiivsete haiguste riski tousu. Teine
tagajarg on viljatus. HiipoOstrogenismi saab praegusel ajal ravida hormoonasendusraviga kuni
fiisioloogilise menopausi kujunemiseani. Vastupidiselt, pole aga viljakust vdimalik taastada
peale POI diagnoosi ja sageli ei suudeta haigust diagnoosida varajases faasis, kui Kliinilised
tunnused puuduvad (Persani et al., 2010). Kuid pea 50%-1 POI patsientidel, kel esinevad
menopausile sarnased kliinilised nditajad, on tdheldatud siiski muutuvat ja ettearvamatut

munasarjade funktsiooni ning u 5-10% on suutnud rasestuda (Jin et al., 2012).



1.1.2 Mehhanismid, mis viivad munarakkude reservi enneaegse
kahjustumiseni

Arenevas munasarjas on embriiogeneesi ajal olemas umbes 7 miljonit primordiaalset
folliikulit. Suurem osa neist folliikulitest ldheb kaotsi siinnieelses ja -jargses elus atreesia
(folliikulite degenereerumine ja reabsorbeerumine) abil ning ainult 400-500 neist ovuleeruvad
enne fiisioloogilist menopausi. Voimalikud mehhanismid POI tekkeks voivad olla seega a)
algsete primordiaalsete folliikulite hulga vihenemine, b) kiirenenud folliikulite atreesia voi c¢)
primordiaalsete folliikulite hédiritud kiipsemine ja munasarjast vabanemine (joonis 1) (Persani

etal., 2010).

A Folliikulite fusioloogiline diinaamika

Folliikulite koguarv

Elu etapid (primordiaalne/primaarne)

Atreesia
Loote-eas (20.nadal) 7 x 106
¥ 6 .
S 1x10 Ovulatsioon
Puberteet 300000
Menopausi eel <1000
Menopaus 0 400 - 500
2} Follikulogeneesi etapid
Gonadotropiin soltumatu Gonadotropiin séltuv
Primordiaalne  Primaame Preantraalne Antraalne
® > a > >

Afreesia

POI voimalikud tekkemehhanismid

¥ Primordiaalsete follikulite arv M Atreesia Muutunud folliikulite maturatsioon

Joonis 1 Folliikulite areng, kiipsemine ja POI vodimalikud tekkemehhanismid (A)
Folliikulite diinaamika ja fiisioloogiline follikulogeneesi protsessi illustratsioon. (B) POI

voimalikud tekkemehhanismid vdivad mdjutada follikulogeneesi eri etappe (Persani et al.,

2010).



1.1.3 POI diagnostika

POI téhtsus iiha kasvab, kuna naised rasestuvad {iha enam 30ndates ja 40ndates eluaastates.
Seetottu on sellealase teadustoé eesmargiks Kindlaks teha markerid, mis suudaks ette
ennustada enneaegset menstruatsiooni peatumist ja seetdttu lubada POI riskiga naistel
planeerida varajasemat rasestumist. Biokeemilised markerid, nagu FSH, 6stradiool, inhibiin B
ja anti-Miilleri hormoon (AMH), on praegu peamiselt kasutusel kinnitamaks POI diagnoosi,
millele viitab menstruatsiooni ebaregulaarsus. POI etteennustamine sdltub seetdttu suuresti
haiguse patogeneesi paremast tundmisest ja uute kandidaatgeenide, antikehade ning
usaldusvéirsete biomarkerite avastamisest ja valideerimisest (Jin et al., 2012; Persani et al.,
2010).

1.1.4 POlI etioloogia

POI etioloogilised pdhjused on vdga heterogeensed ja vdivad olla, kas a) geneetilised,
sealhulgas aberratsioonid nii X-kromosoomil kui ka autosoomidel ja samuti mutatsioonid
vastavates kromosoomides paiknevates geenides vOi nende regulatoorsetes alades, b)
munasarjade autoimmuunsed kahjustused, ¢) metaboolsed haigused, d) viirusinfektsioonid, €)
iatrogeensed faktorid, nagu radio- ja kemoteraapia ning ka vaagnaluu operatsioon vdi f)
toksiinid ja muud elustiili ning keskkonna faktorid (Goswami and Conway, 2005; Jin et al.,
2012). Umbes 25% koigist POI vormidest voib klassifitseerida iatrogeenseteks ning on seotud
viahiraviga, kuid rohkem kui 50% juhtumitest on idiopaatilised ja seega on POI tekkepdhjus
endiselt suuresti teadmata (Persani et al., 2010). On voimalik, et suurel osal idiopaatilistel POI
juhtudel on geneetiline pdhjus, mida toetab ka haiguse sage esinemine perekondades (Cordts
et al., 2011). Ligikaudu 10-15%-1 POI juhtumitest on positiivne perekondlik seos. Samuti on
mitmetel geenidel leitud seos perekondliku POI-ga (Jin et al., 2012). Davis jt uurisid 41
perekondlikku POI juhtumit ja leidsid selge geneetilise seose 11 juhtumi puhul. Ulejiinud 30
perekonna liikmetel ilmnes iilekaal uuritud naiste seas, mis voib viidata X-kromosoomi
defektide olulisusele POI perekondlikes juhtudes (Davis et al., 2000).



1.2 POI geneetilised pohjused

Geneetilisi pdhjusi peetakse peamisteks menopausi iga méiravateks faktoriteks ning samuti
7%-1 POI tekkepohjusteks. Kromosomaalsed aberratsioonid on peamiselt seotud X-
kromosoomiga, kuid iiha enam leitakse seoseid ka autosoomidega. Kuigi on leitud mitmeid
POI-ga seotud geene, mille rolli patogeneesi tekkel mdistetakse, siis nende tdpne geneetiline
mehhanism jidb sageli siiski selgusetuks. Uldiselt vdivad need aberratsioonid kahjustada
meioosi vidiksema geenidoosi ja mittespetsiifiliste kromosomaalsete defektide kaudu,
vdhendades niiviisi primordiaalsete folliikulite reservi ja kiirendades folliikulite atreesiat (Jin
etal., 2012).

1.2.1 X-kromosoomi defektid

POI iiheks tekkepohjuseks peetakse X-kromosoomil suuri aberratsioone tekitavaid defekte,
nende hulgas {ihe X-kromosoomi tdielik deletsioon (Turneri siindroom), X-kromosoomi
trisoomia, X-kromosoomi osalised deletsioonid voi X:autosoomi translokatsioonid (Cordts et
al., 2011).

1.2.1.1 Turneri siindroom

Turneri sindroom (TS) esineb 1:2500 vastsiindinud tiidrukul ja seda kirjeldatakse
tsiitogeneetiliselt kui X-kromosoomi monosoomiat (45,X) (Cordts et al., 2011). Umbes 50%-I
juhtudest esineb téielik iihe X-kromosoomi kaotus, samas iilejddanutel TS patsientidel vdib olla
tegu X-kromosoomi mosaiiksuse (u 25%) voi struktuuriliste muutustega (U 25%), mis toob
kaasa n-6 pehmema fenotiiiibi (Bharath et al., 2010). TS-iga naiste kliinilised tunnused on
gonaadide degenereerumine koos primaarse amenorrdaga, seksuaalne alaareng, nahavolt

kaelal, kiitinarliigese hiiperekstentsioon ja lithike kasv (Cordts et al., 2011).

45,X karliotiilibiga naistel esineb ootsiiiitide kaotus meioosi profaasi varajases staadiumis,
tuues endaga kaasa juba lapseeas gonaadide degenereerumise ja primaarse amenorréa koos
korgendatud FSH tasemega. Siiski, spontaanset menstruatsiooni algust ja rasedust on

esinenud mitte ainult mosaiikse kartiotiiiibiga patsientidel, vaid ka mittemosaiikse 45,X
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kartiotliiibiga naistel (Persani et al., 2010). TS-i fenotiilip vo0ib olla tekkinud mitme
mehhanismi poolt, nende seas X-kromosoomi defektne paardumine meioosi kaigus, kuid
koige pohjendatum neist on X-seoseliste geenide haplopuudulikkus (geenid, mis ei osale X-
kromosoomi inaktivatsioonis ja mida vajatakse munasarjade funktsiooni tagamiseks kahes
koopias) (Zinn et al., 1998). Kahekordse doosi vajalikkust teatud X-liitelistel geenidel voib
toestada tdhelepanek, et 30-40%-1 mosaiikse kariiotiiiibiga TS-iga patsientidel kujuneb vilja
taielik spontaanne puberteet ja samuti sageli on neil FSH-i tase palju madalam vorreldes 45,X

kariiotiitibiga patsientidel (Persani et al., 2010).

1.2.1.2 X-kromosoomi trisoomia

X-kromosoomi trisoomia (47,XXX) puhul on tegu sugukromosoomi aneuploidiaga, mis
esineb 1:1000 vastsiindinud tiidrukul, kuid arvatakse, et seda diagnoositakse vaid u 10%-I
juhtudest (Tartaglia et al., 2010). Seda haigusjuhtumit kirjeldati esmalt 1959.aastal 35-aastasel
naisel, kel olid normaalsed intellektuaalsed voimed, kuid esines sekundaarne ammenorrda
19.eluaastast (Jacobs et al., 1959). Peale algset avastust on Kirjeldatud vaid paarsada juhtumit,
kus fenotiiiibiline varieeruvus on olnud suur. Kuigi mittemosaiiksed 47,XXX kartiotiiiibid on
koige sagedasemad, siis u 10%-l juhtudest on leitud mosaiiksust erinevates
kombinatsioonides, nagu 46,XX/47,XXX ja 47,XXX/48 XXXX, vdi kombinatsioonis TS-i
rakuliinidega, nagu 45,X/47,XXX ja 45,X/46,XX/47, XXX (Tartaglia et al., 2010). Kuigi
enamikel juhtudel meditsiinilisi probleeme ei esine, siis X-kromosoomi trisoomia puhul on
taheldatud urogenitaalsiisteemi héireid, seal hulgas munasarjade ja emaka védrarenguid (Lin
et al., 1993). Mitmetel X-kromosoomi trisoomiaga naistel on kirjeldatud POI-d, kuid
suuremat uuringut POI levimuse kohta 47, XXX noorukite ja tdiskasvanute seas ei ole 1ibi
viidud (Tartaglia et al., 2010). Goswami jt viisid 1dbi 52 POI patsiendi geneetilise skriiningu
ja leidsid 2 patsienti X-kromosoomi trisoomiaga ning jareldasid, et 3,8%-1 POI patsientidest
esineb 47, XXX kartiotiitip (Goswami et al., 2003).

1.2.1.3 X-kromosoomi iimberkorraldused ja POI

Tasakaalustatud X:autosoom translokatsioonidega POl patsientide tsiitogeneetilised ja

molekulaarsed analiiiisid viisid X-kromosoomi pikal 6lal Xq13.3—g27 munasarjade arenguks,
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funktsiooniks ja sdilumiseks n-6 kriitilise regiooni avastamiseni (Rizzolio et al., 2006).
Peaaegu koiki selles regioonis asuvaid terminaalseid deletsioone on seostatud primaarse
amenorrdaga ja munasarjade hiirega. See piirkond on jagatud kahte funktsionaalselt
erinevasse osasse: X(g13.3-g21.1, mis kannab nime POF-2, ja Xg21.3-g27, mis kannab nime
POF-1. Tasakaalustatud translokatsioonide korral asub enamik murdepunkte POF-2 regioonis,
kuid samas POF-1 regioonis (tdpsemalt Xq25-26) olevate murdepunktidega patsientidel
kaasneb sageli sekundaarne amenorréa (Jin et al., 2012). Munasarjade defekti pShjustavad
mehhanismid voivad sdltuda kriitilise regiooni Xq suurusest, millega piirnevates geenides
toimunud iimberkorraldused vdivad pohjustada positsiooni efekti vOi otsest lookuse
katkestust. Positsiooni efekt on mehhanism, mille puhul deleteerub voi translokeerub
regulatoorne domédidn genoomi teise piirkonda, mis vdib endaga kaasa tuua muutusi geenide

transkriptsioonis (Persani et al., 2010).

On vilja pakutud hiipotees, et aktiivse X-kromosoomi epigeneetilised imberkorraldused
voivad pdhjustada positsiooni efekti autosomaalsete geenide promootoritele tasakaalustatud
translokatsioonide kaudu (Persani et al., 2010). Rizzolio jt niitasid, et Xql3-g21
heterokromatiini {imberkorraldused surusid alla munasarjas ekspresseeritud geene folliikulite
ja munaraku arengu ajal, viidates X-liitelise POI epigeneetiliste pohjuste voimalikkusele
(Rizzolio et al.,, 2009). On vilja pakutud idee, et mdned translokatsioonid rikuvad X-
kromosoomi struktuuri, tuues kaasa defektse meiootilise paardumise ja idurakkude
kiirendatud apoptoosi meioosi kontrollpunktides, mis voib viia POI tekkele (Persani et al.,
2010).

1.2.2 POl-ga seotud geenid X-kromosoomil

1.2.2.1 FMR1 geen

Fragiilse X-i vaimse arengu mahajaamuse geen 1 (The Fragile X mental retardation 1 gene;
FMR1) asub Xg27.3 (Goswami and Conway, 2005). FMR1 mutatsioon voib tekitada
poliimorfse CGG-korduste arvu suurenemise 5’ mittetransleeritavas alas. See korduste ala
voib muutuda ebastabiilseks pikkuse suurenemisel polvkonnast pdlvkonda. Vastavalt korduste
arvule jagatakse alleelid 4 klassi: normaalne (26-34 kordust), keskmine (35-54 kordust),
premutatsioon (55-199 kordust) ja tdismutatsioon (iile 200 korduse) (Gleicher et al., 2012).

Téismutatsiooni korral geen vaigistatakse metiileerides, mis toob kaasa FMR valgu (FMR
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protein; FMRP) ekspressiooni puudumise ja intellektipuude kujunemise. FMR1 geeni
premutatsioon, eriti u 80-99 kordust, on kdige sagedasem spontaanse 46,XX POI geneetiline
pohjus. Kujunevat POI-d nimetatakse fragiilse X-i seoseline primaarne munasarja
puudulikkus (fragile X-related primary ovarian insufficiency; FXPOI). Premutatsiooniga
alleele ei metiileerita ja neilt suureneb FMR1 transkriptsioon, kuid vdiheneb FMRP tase.
Premutatsioon esineb u 7%-1 sporaadilise POI ja u 21%-I perekondliku POI-ga juhtumil, see
on madrgatavalt suurem arv, vorreldes Ttldpopulatsiooniga. Premutatsiooniga naistel
taheldatakse sageli munasarjade funktsiooni vdhenemist erinevas raskusastmes soltuvalt
CGG-korduste arvust ja keskkonnafaktoritest. Téaismutatsiooni ei seostata POI-ga.
Suurenenud korduste arv voib mingida rolli POI patogeneesis mRNA transkripti taseme tdusu
kaudu. Hetkel tootatakse vélja FMR1 premutatsiooni detekteerimisvoimaluse kasutamist

rutiinse biomarkerina, mille abil tuvastada potentsiaalseid POI patsiente (Jin et al., 2012).

1.2.2.2 BMP-15

Luu morfogeneesi valk 15 (bone morphogenetic protein 15; BMP-15) ja kasvu
diferentseerumise faktor 9 (growth differentiation factor 9; GDF-9) on pea koigi
folliikulogeneesi etappide ajal folliikulites esinevad kasvufaktorid. Nad jagavad kattuvat
primaarstruktuuri ja aegruumilist ekspressioonimustrit munasarjas. Nende kahe valgu rollid
folliikulite kasvus ja arengus vdivad olla kooperatiivsed, kuid nad omavad liigile omaseid
granuloosaraku vastuseid. GDF-9 asub autosoomil 5931.1 alas, kuid BMP-15 geen jaib X-
kromosoomi viikse dla POI kriitilisse regiooni Xp11.2 (Jin et al., 2012).

BMP-15 on ootsiiiidispetsiifiline kasvu- ja diferentsioonifaktor, mis stimuleerib
follikulogeneesi ja granuloosarakkude kasvu. On ndidatud, et BMP-15 knock-out isastel hiirtel
esineb normaalne viljakus, kuid emaste viljakus on langenud ning vdiksem on ka pesakonna
suurus (Jin et al., 2012; Yan et al., 2001).

Esimene POI-ga seotud BMP-15 mutatsioon avastati kahel del, kel oli normaalne kariiotiiiip,
kuid esines hiipergonadotroopne munasarjade puudulikkus munasarjade diisgeneesi tottu. See
mutatsioon oli A-G transitsioon BMP-15 geeni 704. aluspaaril, mis tekitas
mittekonserveerunud asenduse p.Y235C (joonis 2). Tegu oli heterosiigootse
dominantnegatiivse mutatsiooniga, mille tiitred périsid tervelt isalt. Antud mutatsioon

pOhjustas valgu valet protsessimist, mistdttu mutantne BMP-15 antagoniseeris metsiktiilipi
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valgu stimulatoorset aktiivsust ja selle kaudu viahendas granuloosarakkude proliferatsiooni (Di
Pasquale et al., 2004).

Hiljem on leitud mitu uut mutatsiooni BMP-15 geenis USA, Euroopa, Pohja-Aafrika, India,
Hiina ja Aasia POl patsientide hulgas (joonis 2). Peaacgu koigi puhul oli tegu
heterosiigootsete missense mutatsioonidega. Need asusid BMP-15 valgu proregiooni
kodeerivas geeni jarjestuses, mis on oluline valgu protsessimises ja bioaktiivsete dimeeride
sekretsioonis. Antud missense mutatsioonidega rekombinantseid produkte uuriti ja leiti, et
mutatsioonidega vektorid tootsid muutunud hulgal BMP-15 valmis valku vorreldes
metsiktiitibiga, viidates valgu kahjustunud protsessimisele. Kasutades BMP tundlikku
lutsiferaasi reporteranaliiiisi inimese granuloosarakkude liinil, ndidati nende mutatsioonidega
kaasnevat méarkimisvéirset bioloogilise efekti vihenemist. Defektsete mutantide ja vordsel
hulgal metsiktiitipi BMP-15 cDNA-ga 1dbi viidud kotransfektsiooni katsega ei suudetud téiesti
taastada normaalset transkriptsioonilist aktiivsust. Kuna ka Western-blot analiiiisil tuvastati, et
bioaktiivse valgu tootmine on vidhenenud, siis arvati, et antud heterosiigootsed missense
mutatsioonid vdivad pdhjustada BMP-15 geeni haplopuudulikkust. Koigi leitud mutatsioonide
hulgas pdhjustas iiks (p.E211X) enneaegset stoppkoodonit proregioonis, mis tdi kaasa valmis
BMP-15 valgu téieliku puudumise (Persani et al., 2010; Rossetti et al., 2009). Esimene valmis
valku kodeerivas BMP-15 regioonis leitud missense asendus (p.R329C) voib kahjustada valgu
diget voltumist ja muuta seeldbi BMP-15 valgu struktuuri, kuid selle tdestuseks on vaja teha

lisakatseid (Wang et al., 2010).

Erinevate lambatdugude uurimisel on avastatud BMP-15 geenis mitmeid punktmutatsioone,
mis voivad mojutada ovulatsiooni varieeruvust. BMP-15 ja/vo1 GDF-9 eellasvalkude héiritud
posttranslatsiooniline protsessimine vdhendab valmis valkude hulka ja seda seostatakse
suurenenud ovulatsiooni ning pesakonna hulgaga. Seetdttu, need mutatsioonid vdivad naistel
reproduktiivea teatud varajases faasis enne POI diagnoosi pohjustada kiirenenud ovulatsiooni
ja viljakust, suurendades disiigootsete kaksikute vdimalikkust, kuid samas hilisemas eas
pohjustada POI-d enneaegse munasarjade reservi vahenemise tottu (Inagaki and Shimasaki,
2010; Jinetal., 2012)
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Joonis 2. POI patsientidel tuvastatud BMP-15 geeni variandid (Persani et al., 2010).

Eri vérvi kastid nditavad voimalikke variantidega seotud bioloogilisi mehhanisme, mida Di
Pasquale ja Rossetti toorithmad in vitro testisid (Di Pasquale et al., 2004; Rossetti et al.,
2009). Kahel ilma timbritseva kastita variandil ei tuvastatud funktsionaalset defekti ja neid
peaks arvatavasti pidama missense mutatsioonideks puuduva vdi mdoduka bioloogilise

efektiga. Esimese valmis valgus leitud mutatsiooni bioloogiline mdju on hetkel teadmata.

1.2.2.3 Teised potentsiaalsed POI tekkega seotud geenid X-kromosoomil

Potentsiaalsed POI tekkega seotud geenid X-kromosoomi pikal Slal on a) Diaphanous
homoloog 2 (DIAPH2), mida on secostatud tsiitoskeletiga ja osalusega oogeneesis; Db)
Dachshund homoloog 2 (DACH2); ¢) POF1B, mis asub POF-2 distaalosas Xg21 ja mida
seostatakse rakujagunemisel olulist rolli omava mittelihaselise miiosiiniga; d) X-inaktiveeriv
geen (XIST), mis asub Xgl3 ja mida seostatakse munasarjade arenguks oluliste geenide
haplopuudulikkusega; e) X-propiiiilaminopeptidaas 2 (XPNPEP2), mis asub Kkriitilises
regioonis Xg25; f) FSH primaarse vastuse homoloog 1 (FSHPRH1), mis asub Xg22 ja mida

ekspresseeritakse arnevas munasarjas (Jin et al., 2012).
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1.2.3 POI-ga seotud geenid autosoomidel

1.2.3.1 GDF-9

GDF-9 on ootsiititide poolt sekreteeritav kasvufaktor, mis mdjutab ootsiiiitide, granuloosa- ja
teekarakkude diferentseerumist. GDF-9 geen asub 5.kromosoomil (5931.1). On niidatud, et
GDF-9 knock-out hiirtel isaste fertiilsus ei ole hairitud, samas emased on viljatud (Dong et al.,
1996). Neil emastel hiirtel olid palju védiksemad munasarjad vorreldes metsiktiitibiga, kuna
arvatavasti olid neil granuloosarakud kaotanud oma mitootilise voime ja folliikulite kasv oli
blokeeritud primaarses ilihe kihi folliikuli staadiumis (Otsuka et al., 2011). GDF-9 geeni
kodeerivas regioonis on lammastel avastatud mitmeid {ihenukleotiidseid poliimorfisme
(single-nucleotide polymorphism; SNP), millest p.S77F ja p.S109R homosiigootseid variante
seostatakse emaste lammaste steriilsusega (Hanrahan et al., 2004; Nicol et al., 2009). Palmer
jt leidisd 6 uut GDF-9 varianti disiigootsete kaksikute emadel. GDF-9 geeni variandid olid
palju rohkem levinud disiigootsete kaksikute emade kui kontrollriihma seas, viidates GDF-9
variantide seosele poliiovulatsiooniga. Samuti on leitud seost POI ja kaksikute saamise vahel.
Nimelt, on leitud, et disligootsete kaksikute emadel saabub menopaus palju varem Kui

monosiigootsete kaksikute emadel (Palmer et al., 2006).

1.2.3.2 FOXL2

Blepharophimosis-ptosis-epicanthus inversus siindroom (BPES) on autosomaaldominantne
haigus, mida pohjustab FOXL2 geeni mutatsioon. BPES-i iseloomustatakse silmalau
kompleksse vaddrarenguga. Soltuvalt POI esinemisest jagatakse BPES-i kaheks. Esimest tiiiipi
BPES-iga kaasneb POIl. FOXL2 geen paikneb 3g22-23 (Goswami and Conway, 2005).
Pisarska jt nditasid, et FOXL2 on koekspresseeritud LATS1-ga hiire munasarja viikeste ja
keskmiste folliikulite granuloosarakkudes. LATSI1 fosforiileerib FOXL2 seriinijadkidel ja
toetab selle kaudu FOXL2 represeerivat aktiivsust StAR promootorile, mis osaleb
granuloosarakkude diferentseerumises. Mutantne FOXL2 voi tema ebadige reguleerimine
LATS1 poolt vOib kaasa tuua valel tasemel granuloosarakkude diferentseerumise ja

folliikulite maturatsiooni, mis vdib olla POI pdhjuseks (Pisarska et al., 2010).
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1.2.3.3 Folliikuleid stimuleeriv hormoon ja luteiniseeriv hormoon

FSH ja luteiniseeriva hormooni (LH) rada hiipotalamuse-hiipofiiiisi-munasarja telje osana on
kesksel kohal munasarjade normaalses funktsioonis. FSH-# asub 11pl3 ja selle geeni
mutatsiooni on tdheldatud kahel primaarse amenorrdaga naisel (Matthews et al., 1993). FSH-
retseptor (FSHR) on iilioluline munasarja folliikulite vdarbamises ja nende kiipsemises. FSHR
geen asub 2p21-pl6. C566T (p.Alal89Val) missense mutatsioon leiti mitme Soome pere
primaarse vOi sekundaarse amenorroaga 46,XX naisel, kuid samas see mutatsioon niib olevat
haruldane mujal (Aittomaki et al., 1995). Kuuel POI patsiendil on avastatud {iheksa erinevat
nn funktsiooni kaotavat mutatsiooni ja samuti on leitud FSHR mutatsioone, mida on seostatud
resistantse munasarja stindroomiga (Bachelot et al., 2009; Goswami and Conway, 2005).
POI-ga naistel on leitud sagedamini LH-B subiihiku variante kui kontrollrithmal ning LH-3
homosiigootne mutatsioon leiti sekundaarse amenorrfaga naisel ja tema kahel
hiipogonadismiga vennal (Lofrano-Porto et al., 2007). LH-retseptor (LHR) on oluline
folliikulite ovulatsiooniks. LHR geen asub 2p21, mis on FSHR lookuse ldhedal (Simpson,
2008). LHR mutatsioonid voivad pdhjustada 46,XX naistel gonaadide degenereerumist voi
POI-d. Latronico jt uurisid 46,XY viliste naissuguorganitega pseudohermafrodiidi ja tema
viljatu ning ebraregulaarse menstruatsiooniga ¢ DNA-d. Neil esines gonaadide LH
resistentsus, mille pohjuseks vdis olla molemal LHR geenis leidunud deletsioon, mis viis Leu-
608 ja Val-609 deleteerumiseni. Selle tulemusena oli suurem o0sa mutantsest retseptorist
intratsellulaarselt sdilinud. See viike osa mutantsest retseptorist, mida ekspresseeriti
rakupinnale, sidus hormoone normaalselt, kuid oli vdimetu aktiveerima endaga seotud G-
valku (Latronico et al., 1998).

1.2.3.4 Inhibiin

Inhibiinil on kahekordne mdju FSH sekretsioonile hiipofiilisi ja gametogeneesi kaudu. On
leitud tugev seos POI ja inhibiin-o subiihiku geeni (INHA) variantide vahel, nagu néiteks
G769A missense mutatsiooni esinemine India ja Uus-Meremaa naispopulatsioonis. INHA
G769A mutatsiooni esinemissagedus on 0-11% erinevates populatsioonides. See mutatsioon
toob kaasa normaalse dimeerse inhibiin A ja B tootmise, kuid pdhjustab inhibiin B hiiritud
bioaktiivsust, mis voib olla seotud POI kujunemisega (Chand et al., 2010; Goswami and
Conway, 2005). Madalat seerumi inhibiin B taset on seostatud reproduktiivse vananemise,
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viheneva munarakkude reservi ja POI-ga. Arvatakse, et kui preantraalsete folliikulite arv

viheneb teatud piirini, siis kaasneb sellega inhibiin B taseme langus, mis toob kaasa

monotroopse FSH taseme tdusu, mis omakorda kiirendab folliikulite vihenemist ja menopausi

saabumist (Petraglia et al., 1998; Soules et al., 1998).

1.2.3.5 Teised potentsiaalsed POI tekkega seotud geenid autosoomidel

Tabel 1 votab kokku teised voimalikud POI tekkega seotud geenid naistel. Nende geenide

kasutamiseks POI geneetilises diagnostikas on vaja lébi viia aga lisauuringud.

Tabel 1 Potentsiaalsed POI tekkega seotud geenid ja nende kromosomaalsed asukohad

(Jin et al., 2012 jirgi, http://www.omim.org/").

Geeni nimi

Asukoht kromosoomil

Fragiilse X-i vaimse arengu mahajadmuse geen 2 (FMR2)
Vastslindinu munasarja homeobox geen (NOBOX)
Faktor iduliinis-a (FIGLa)

Forkhead box O3 (FOXO03)

Ostrogeeni retseptor 1 geen (ESR1)
Ostrogeeni retseptor 2 geen (ESR2)

Tuuma retseptori alaperekond 5 (NR5A1/SF1)
Eukariiootne initsiatsiooni faktor 2B2, 4 ja 5 (EIF2B2, EIF4 ja
EIF5)

NOG geen
17-hiidroksiilaas (CYP-17)

Wilmsi kasvaja supressorgeen-1 (WT1)

Ataxia telangiectasia mutated (ATM)
Mitokondriaalse DNA poliimeraas-y geen (POLG)
Konneksiin 37 (CX37)

CYP-19
G-valk seoseline retseptor 3 (GPR3)

LIM homeobox geen 8 (LHX8)

NANOS3

X028

7935
2p13.3

6021
6025.1
14g23.2-923.3
9933.3
14q24.3, 2p23.3, 3927

17922
10q24.32
11p13
11g22.3
15925
1p34.3
15921.2
1p36.11
1p31.1
19p13.13
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1.2.3.6 Ulegenoomsed uuringud

Schuh-Huerta jt viisid 14bi iilegenoomse uuringu munasarjade reservi kohta 25-45.aastaste
regulaarse menstruatsiooniga ja reproduktiivselt normaalsete naiste seas. Uuringus osales 232
Euroopa péritolu ja 200 Afro-Ameerika naist, olles seega suurim teadustoo selles vallas.
Teadlased analiiiisisid iile genoomi FSH ja AMH-ga seotud geneetilisi variante ja avastasid
mitu olulist SNP-d miicloid seotud diferentseerumismarkerilaadse (myeloid-associated
differentiation marker-like; MYADML) geeni seest ja ldhedalt. Neid variante seostati FSH
tasemetega. Samuti leidsid nad mitu AMH ja FSH-ga seotud varianti samas genoomses
regioonis 12p13.1-p13.2 ja 13ql12.13, mis voib olla oluline piirkond munasarjade reservi
mdjutavate alleelide jaoks. Ukski variant ei olnud iihegi teadaoleva munasarjadega seotud
geeni sees vOi ldheduses, seega uurimus pakkus vélja hdid kandidaatgeene POI geneetiliste

pOhjuste viljaselgitamiseks (Schuh-Huerta et al., 2012).

1.3 Metaboolsed haigused POI tekkepohjusena — galaktoseemia

Klassikaline  galaktoseemia on  kaasasiindinud  autosoomretsessiivselt — paranduv
ainevahetushaigus, mis on pohjustatud 9. kromosoomis (9p13.3) paikneva galaktoos-1-
fosfaaturidiiiiltransferaasi (GALT) geeni defektist ja sellest tuleneva GALT-valgu
puudulikkusest. Tosisemad fenotiitibid voivad pdhjustada surmavat toksilist siindroomi ning
kognitiivseid ja motoorseid héireid. 17-67% galaktoseemiat pddevatest naistest esineb POI ja
uuringud néitavad, et klassikaline galaktoseemia pohjustab eri inimestel eri tasemel
munasarjade hdireid, kuid pea koigil GALT geeni homosiigootse mutatsiooniga naistel
kujuneb POI varem voi hiljem nende elus. FSH tase hakkab klassikalist galaktoseemiat
podevatel tiiddrukutel sageli tdusma véga noores eas 4-kuuselt kuni 4-aastaselt. On ndidatud, et
vastsiindinu munasarjad on normaalse morfoloogia ja follikulogeneesiga, kuid noortel naistel
on primordiaalsete folliikulite arv suuresti vahenenud ja neil puuduvad kiipsed folliikulid (Jin
etal., 2012; Rubio-Gozalbo et al., 2010).

Folliikulite arenguhédire mehhanismid ja ajastus on endiselt ebaselge. On vilja pakutud, et
galaktoosi ja tema toksiliste metaboliitide kuhjumine peale siindi (kuna loote toksilised
metaboliidid peaksid olema kiiresti eemaldatud ema ensiiimide poolt) tekitab munasarjadele

otsesi kahjustusi. Samuti kaasneb sellega gliikoproteiinide ja —lipiidide hiipogliikosiileerimine,
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okstidatiivne stress ja apoptoosi aktiveerumine, mis omakorda voivad pdhjustada FSH
valetalitlust. Valet FSH gliikosiileerimist on peetud pohiliseks POI tekkepohjuseks
galaktoseemiaga naistel. Gubbels jt vordlesid FSH isovormide mustreid viie loomuliku
menoupausijargse naise, viie galaktoseemiat pddeva ja iihe primaarse gliikosiileerimisshiirega
patsiendi vahel ning leidsid, et hiipogliikosiilatsioonist tingitud vdhemhappelised seerumi FSH
isovormid ei ole mirkimisvairselt seotud POI kujunemisega. Samuti vdivad pohjuseks olla
autoimmuunsusmehhanismid, kuid {ihtegi antikeha ei ole siiani leitud (Forges et al., 2006;
Goswami and Conway, 2005; Gubbels et al., 2011).

1.4 Autoimmuunhaigused POI tekkepohjusena

Uuring 357 POI patsiendiga nditas, et 14,3% haigusjuhtumitest on kliiniliselt voi
bioloogiliselt seotud autoimmuunsusega (Bachelot et al.,, 2009). Autoimmuunhaiguste
esinemine POI pohjusena on teistes uuringutes hinnatud 10 kuni 55%-ni (Goswami and
Conway, 2005).

POI-d seostatakse mitmete autoimmuunhaiguste ja —siindroomidega, nagu Addisoni tobi,
poliiglandulaarne autoimmuunsiindroom, kuiva silma siindroom, myasthenia gravis,
reumatoidartriit ja stisteemne eriitematoosne luupus (Jin et al., 2012). Bakalov jt viisid 14bi
uuringu 266 spontaanse POI-ga 46,XX naise seas ja leidsid seose histoloogiliselt kinnitatud
autoimmuunse munasarjapdletiku ja neerupealiste koore antikehade vahel. Umbes 4%-I
spontaanse POIl-ga patsientidest esineb steroide tootvate rakkude antigeenide vastast
autoimmuunsust (Bakalov et al., 2005). Autoimmuunset munasarjapdletikku kirjeldatakse kui
thetuumsete rakkude selektiivset infiltratsiooni antraalfolliikuli teekarakkude kihti.
Steroidrakkude autoimmuunsusest tulenev primaarne munasarjade puudulikkus (steroid cell
autoimmunity primary ovarian insufficiency; SCA-POI) on pohjustatud teekarakkude
havimisest autoimmuunsiisteemi poolt, mis toob kaasa inhibiini kontsentratsiooni tousu.
Samas on tiheldatud %-1 SCA-POI-ga naistest normaalset seerumi AMH taset, mis tdhendab,
et neil patsientidel sdilub ka teatud hulga funktsioneerivaid folliikuleid (La Marca et al.,
2010).

Mitmed munasarja autoimmuunsusmehhanismid voivad pohjustada POI-d ja immunoloogilise
tolerantsi hdirumise vdivad esile kutsuda nii geneetilised kui ka keskkonnafaktorid. Samas,

munasarja antikehade patogeensuse tdhtsus ja spetsiifilisus on siiski kiisitav, seetottu
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autoimmuunsusest tingitud POI diagnoosimine on endiselt raske {ilesanne. Vd&imalikud
autoimmuunkahjustusi pdhjustavad munasarjadega mitteseotud antikehad POI kujunemises
on steroide tootvate rakkude, zona pellucida 3. epitoobi ja 3B-hiidroksiisteroiddehiidrogenaasi
(3B-HSD) autoantikehad ning antitiiroid-, antiparatiiroid-, FSHR ja LHR vastased antikehad
(Bakalov et al., 2005; Goswami and Conway, 2005).

1.5 Iatrogeensed POI tekkepohjused

Potentsiaalsed elupaastvad ravimeetodid, nagu kemo- ja radioteraapia, on viga mitmete POI
juhtumite pdhjuseks. Kemo- ja radioteraapia efekt soltub ravimitiilibist, radiatsioonivélja
asukohast, doosist ja patsiendi vanusest (Goswami and Conway, 2005). Alkiiiiliv iihend
tsiikklofosfamiid (cyclophosphamide; CYC) on rakutsiikli mittespetsiifiline ravim, mis on
tsiitotoksiline isegi mitteaktiivsetele rakkudele ja seega ka gonadotoksiline, tuues kaasa kuni
40%-lise POI riski reproduktiivses eas naiste seas (Clowse et al., 2009). Alkiileerivate
thendite, antimetaboliitide, antratsiikliliste antibiootikumide, vinka-alkaloidide voi
prednisolooni ravi ldbinud patsientide munasarjade histoloogilised uuringud néitasid
kortikaalset fibroosi, veresoonte kahjustusi ja vdhenenud folliikulite arvu. Vidhivastased
ravimid peatavad sageli olulisi rakuprotsesse, peatavad rakkude proliferatsiooni ja seetdttu
kahjustavad munasarjade stroomat ja folliikuleid. Kemoteraapia kahjustab kdige rohkem
kiipseid munasarja folliikuleid ravi ajal, indutseerides apoptoosi granuloosarakkudes. Kuid
kahju suuruse viljaselgitamiseks primordiaalsetele ja n-6 puhkavatele folliikulitele on vaja
teha veel lisauuringuid (Jin et al., 2012).

Kuigi monede teadlaste arvates 65-70% POI juhtumitest on iimberpdorduvad pérast ravimite
vOtmise 10petamist, siis pikaajalised viljakuse kahjustused on endiselt probleemiks. 26%-I
keskmiselt 3,45-aastaselt kogu kohule kiiritust saanud patsientidest kujunes ca 23,5-aastaselt
vélja POIL. Olgugi, et ndhakse palju vaeva kaitsmaks gonaade kiirituse eest vdhiravi ajal, siis
on ikkagi keeruline siilitada munasarjade funktsiooni puutumatuna. Isegi kraniaalne kiiritus
voib mojutada ovulatsiooni ja viljakust, hdirides hiipotalamuse-hiipofiiiisi-munasarja telge.
Otsene Kiiritus kahjustab munasarju sarnaselt kermoteraapiale, tuues kaasa folliikulite

suurenenud aktivatsiooni ja pohjustades kiirendatud atreesiat (Jin et al., 2012).
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Operatsioonid, eriti vaagnapiirkonnas, nagu hiisterektoomia, voivad samuti pohjustada POI-d,

mdjutades munasarjade verevarustust voi pohjustades lokaalseid pdletikke (Amato and

Roberts, 2001).

1.6 Viirushaigused POI tekkepohjusena

Mitmeid mumpsi ja munasarjade pdletiku juhtumeid on peetud vdimalikeks POI pohjusteks
(Morrison et al., 1975). Uhendriikide multikeskuse uuring 1139 HIV seropositiivse ja 292
seronegatiivse naise kohta nditas, et HIV seropositiivsetel naistel oli kolm korda suurem
toendosus ldbi elada pikenenud amenorrdad (vdhemalt 1 aasta) kui HIV seronegatiivsetel
(Cejtin et al., 2006). Pilootuuring Prantsusmaal modtis 78 HIV  seropositiivse naise
munasarjade funktsiooni, kasutades markereid, nagu antraalfolliikulite arv (antral follicle
count; AFC), FSH, inhibiin B ja AMH. Kdik need neli markerit olid ebanormaalselt korgete
véadrtustega. Need tulemused néitasid, et HIV infektsioon vdi kaasnev antiretroviirusteraapia
voivad kahjustada munasarjade funktsiooni ja viljakust ning tuua kaasa POI viljakujunemise
(Ohl et al., 2010).

1.7 Toksiinid ja muud keskkonna ning elustiili faktorid POI
tekkepohjusena

4-viniitltsiikklohekseen diepoksiid (4-vinylcyclohexene diepoxide; VCD) on munasarjadele
toksiline kemikaal, mida tekib niiteks autorehvide tootmisel. VCD korduvad doosid vdivad
kiirendada atreesia apoptootilisi protsesse ja selektiivselt hdvitada rottide ja hiirte
primordiaalseid ja primaarseid folliikuleid. Molekulaarsed uuringud, kus kasutati
vastsiindinud roti terveid munasarju, néditasid, et VCD interakteerub spetsiifiliselt ja inhibeerib
raku kasvuga seotud kriitilise signalisatsiooniraja votmemolekulide c-kit retseptorite
autofosforiilatsiooni ja seega hidirib normaalset ootsiiidi kasvu. Seega, VCD-ga
kokkupuutuvaid naisi peetakse POI tekke riskigruppi (Kappeler and Hoyer, 2012).

Suitsetamine vOib kahjustada naise viljakust ja loodet raseduse ajal ning pdohjustada

enneaegset menopausi ja tosta idiopaatilise POI tekkimise riski. Moned uuringud véidavad, et
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suitsetamine on seotud korgenenud FSH tasemega ja teatud muudatustega AFC voi AMH
tasemetes, aga uuringud ja valideerimised suurema uurimisrithma peal on vajalikud (Jin et al.,
2012). Tubaka toksiinid voivad mojutada munasarjade reservi, kiirendades follikulaarset
atroofiat ehk mahu védhenemist ja atreesiat ldbi suurenenud apoptoosi primordiaalsetes
idurakkudes (Schuh-Huerta et al., 2012). Naiteks poliitsiiklilised aromaatsed siisivesinikud,
mis on tubaka toksilised kemikaalid, mdjutavad aromaatse siisivesinikretseptori (aromatic
hydrocarbon receptor; Ahr) kaudu Bax geeni ekspressiooni ootsiiiitides, millele jargneb
apoptoos. Ahr-st sdltuv Bax geeni transkriptsioon on evolutsiooniliselt konserveerunud
rakusurma signalisatsioonirada, mis pdhjustab keskkonna miirkidest tulenevat munasarjade
voimetust (Matikainen et al., 2001).

Sharara jt tdodesid kokkuvotvalt oma artiklis, et keskkonna miirgid, nende seas
endokriinsiisteemi  kahjustajad,  raskemetallid, lahustid, pestitsiidid, plastikud,
toostuskemikaalid ja tubakasuits, on seotud munasarjade vdimetuse, reproduktiivsushéirete ja
jérglaste siinnidefektidega loomade seas, ent nende miirkide toimemehhanisme pole piisavalt
kirjeldatud. Samuti leidsid nad vastuolulisi tulemusi inimeste seas nende miirkide kohta
(Sharara et al., 1998).

Klein jt kirjutasid, et epilepsiat pddevad naised omavad suuremat riski POl kujunemises kui
iildpopulatsioon (Klein et al., 2001). Samuti on eluaegset ebaregulaarset menstruaalmustrit ja
lastetust peetud POI riskifaktoriks (Testa et al., 2001).
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2 EKSPERIMENTAALNE OSA

Too eesméark

Minu magistritod eesmirk oli kromosomaalse mikrokiibianaliilisi abil tuvastada primaarse
munasarjade puudulikkuse diagnoosiga patsientidel haigusseoselisi koopiaarvu variatsioone
(copy number variations; CNVs) ning vastavates piirkondades esinevaid POl seoselisi

kandidaatgeene.
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2.1 Materjal ja metoodika

2.1.1 Uuritud patsientide fenotiiiibid

Kéesolevas uuringus osales 21 primaarse munasarjade puudulikkuse diagnoosiga patsienti,
kellel tdpne haiguspdhjus on teadmata. Patsiendid périnesid SA Tartu Ulikooli Kliinikumi
naistekliiniku ja Reproduktiivmeditsiini TAK AS poolt koostdds kogutud primaarse
munasarjade puudulikkusega patsientide hulgast. Uuuritud patsientide fenotiiiibid on
kokkuvdtlikult toodud tabelis 2.

Tabel 2. Uuritud patsientide fenotiiiibid.

Patsiendi kood Vanus BMI Amenorroa FSH (1U/L)
B1204 31 19.3 sec 31.1
B1209 19 22.6 sec N/A
B1221 34 22 sec 88.6
B1228 41 21.1 sec 125
B1229 37 32.8 sec 57.8
B1230 39 26.2 sec 52
B1231 36 22.9 sec 98
B1232 33 19.3 sec 7.47
B1233 32 19.8 sec 80.4
B1234 34 20 sec 55.7
B1235 33 20.6 sec 33.7
B1236 35 25.2 sec 55.7
B1237 42 22.7 sec 42.7
B1238 30 N/A N/A N/A
B1239 31 29.1 sec 29.4
B1240 36 20.9 sec 60.4
B1241 29 22.9 sec 75.4
POF2 41 24.7 sec 89.6

POF20 N/A N/A N/A N/A
POF21 N/A N/A N/A N/A
POF22 N/A N/A N/A N/A

BMI — kehamassiindeks (body mass index); sec — sekundaarne amenorroa

25



2.1.2 Mikrokiibianaliius

CNV-de detekteerimiseks POI patsientidel teostati tilegenoomne SNP genotiipiseerimine
[llumina HumanCytoSNP-12 mikrokiibi (Illumina Inc., San Diego, CA, USA) tehnoloogiat
kasutades. Genotiipiseerimise protseduur toimus, jérgides tootjafirma poolt vilja todtatud
standardprotokolle ja kasutades tootja poolt valmistatud reaktiivide komplekte. Antud
analiiiside  eksperimentaalne osa viidi 1dbi Eesti Biokeskuse Genotiipiseerimise
Tuumiklaboris téotavate spetsialistide poolt. HumanCytoSNP-12 BeadChip-il paiknevad SNP
proovid katavad kogu inimese genoomi keskmiselt 10 kb suuruste vahedega, voimaldades
seeldbi ca 100 kb-st efektiivset lahutusvdimet (see on 10 jdrjestikust markerit). Antud
mikrokiibil on ca 220.000 tsiitogeneetiliseks analiiiisiks vajalikku tilegenoomset SNP markerit
ning lisaks sellele pea 250-le igapédevaselt tsiitogeneetikalaboris kontrollitavale genoomsele
regioonile spetsiifilised proovid, mille hulgas on subtelomeersed ja peritsentromeersed
regioonid, = sugukromosoomid ja  lisaks  ligi 400  haigusseoselist  geeni

(http://www.illumina.com/products/humancytosnp 12 dna analysis beadchip kits.ilmn)z.

2.1.2.1 Genotiipiseerimistulemuste analiiiis

Genotlipiseerimistulemusi analiiiisiti programmidega GenomeStudio versioon 2011.1
(Mumina Inc.) ja QuantiSNP versioon 2.3 Beta (Colella et al.,, 2007). GenomeStudio
programm kasutab saadud tulemuste analiiiisimiseks kahte parameetrit: signaalide
intensiivsuste logaritmiline suhe (log R ratio; LRR) ja alleelide intensiivsuste suhe (B allele
frequency; BAF).

QuantiSNP genotiipiseerimisandmete analiilisiprogramm pohineb peidetud Markovi mudelil
(Hidden Markov model; HMM). HMM on statistiline meetod, mis modelleerib andmeid
lahtuvalt Markovi protsessist, kus iga kindla vdirtuse esinemise tdendosus teatud ajahetkel
soltub ainult eelmistel ajahetkedel esinenud véairtustest (Wang et al., 2008). QuantiSNP
algoritmi puhul loetakse HMM-i protsessis koopiaarv igas uuritud SNP-s peidetud véartuseks,
mida avaldakse genotiipiseerimiskiipide andmete pohjal, mis koosnevad iga SNP puhul kahest
komponendist: LogR véartusest, mis nditab SNP proovi summaarset fluoressentssignaali
intensiivsust, ja B-alleeli sagedusest, mis nditab {the SNP alleeli signaaliintensiivsuse

osakaalu teise alleeli suhtes (Colella et al., 2007).
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QuantiSNP kasutab SNP markerite summaarseid signaali intensiivsusi koos SNP alleelide
osaintensiivsustega ja vOimaldab statistilise vOimsuse suurendamiseks korraga analiilisida
mitme mikrokiibi andmeid. QuantiSNP kasutab Log Bayes faktorit usaldusvdirsuse
hindamiseks (confidence score) iga identifitseeritud regiooni jaoks. Mida suurem on Log
Bayes faktori véirtus, seda tugevam on tdoestus CNV olemasolu kohta antud regioonis
(Colella et al., 2007). Selles t60s kasutati Log Bayes faktori vaartust 10, mis tdhendab, et 10%
tuvastatud aberratsioonidest on valepositiivsed. Suuremate véirtuste kasutamine voib viia
valenegatiivsete tulemuste arvu suurenemisele. Koiki leitud CNV-sid vdrreldi genoomsete
imberkorralduste variantide andmebaasis (Database of Genomic Variants; DGV)

(http://projects.tcag.ca/variation/)® olevate CNV-dega sorteerimaks vilja neutraalsed CNV-d

ning samuti DECIPHER-i (Database of Chromosomal Imbalances and Phenotype in Humans

using Ensembl Resources) andmebaasis (http:/decipher.sanger.ac.uk/)* olevate CNV-dega

leidmaks haigusseoselisi variante. Samuti, vorreldi olulisemaid tuvastatud CNV-sid Eesti
Geenivaramu 1000 ildpopulatsiooni indiviidi CNV-de andmete ja sagedustega (Nelis et al.,
2009).

2.1.3 Tulemuste kinnitamine reaalaja kvantitatiivsel PCR meetodil

Illumina kogu genoomi genotiipiseerimiskiipide abil leitud olulisemad aberratsioonid kinnitati
sOltumatul reaalaja kvantitatiivsel poliimeraasi ahelreaktsiooni (real-time quantitative
polymerase chain reaction; RT-gPCR) meetodil. CNV-de valideerimiseks disainti praimerid
vabavarana saadaval gRTDesigner versioon 1.2 programmi kasutades

(http://bioinfo.ut.ee/gwRTQPCR)® ja telliti firmast metabion international AG (Martinsried,

Saksamaa). lga deletsiooni voi duplikatsioon kinnitamiseks disainiti, kas 5 voi 8 praimerpaari,
vastavalt kaks voi neli aberratsiooni sisse- ja kolm voi neli véljapoole. Normaliseerimiseks
kasutati kahte referentspraimerpaari. Praimerjérjestused on toodud lisas 1.

Praimerite efektiivsused maéérati, rakendades standardkovera meetodit. Standardkovera
loomiseks kasutati lahjenduste rida (32 ng/ul — 0,03125 ng/ul, kokku kuus erinevat
lahjendust) viielt tsiitogeneetiliselt normaalse naise DNA segust. Andmed analiiiisiti SDS
2.2.2. programmi abil (Applied Biosystems, Foster City, USA) ning efektiivsuse arvutamiseks
kasutati jargmist valemit: E = 100*8'%®)  Edasises t66s kasutati ainult praimereid, mille

efektiivsused jdid 1,8 — 2,2 piiridesse.
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Edasine DNA koopiaarvu hindamine toimus huvipakkuvates lookustes. Iga praimerpaariga
teostati reaktsioonid, kasutades patsiendi DNA-d ning kontrollina viie tsiitogeneetiliselt
normaalse naise ja viie tsiitogeneetiliselt normaalse mehe DNA segu. Normaalsete indiviidide
DNA proove kasutati koopiaarvu arvutamisel kalibreerimiseks.

10 pl reaktsioonisegu sisaldas 2 ul 5x HOT FirePol EvaGreen gPCR Mix Plus’i (ROX) (Solis
BioDyne, Tartu, Eesti); 1 ul forward + reverse praimereid kontsentratsiooniga 10 pmol/ul;
2,5 pul genoomse DNA lahust kontsentratsiooniga 1 ng/ul ning ddH,O 16ppmahuni. Iga
amplifitseerimisreaktsiooni teostati kolme kordusena.

Amplifikatsioon viidi 1abi ABI 9700 Real Time system (Applied Biosystems) masinal,
kasutades jirgmist programmi: DNA poliimeraasi aktiveerimine 95°C juures 15 min; 40
tsiiklit: denaturatsioon 95°C juures 15 s, praimerite seondumine ja siintees 60°C juures 1 min.
Esmane tulemuste analiiiis toimus SDS 2.2.2. tarkvara abil, kus hinnati katse edukust ning
spetsiifilisust. Jirgnevalt analiiiisiti andmeid gbase” arvutiprogrammiga (Biogazelle, Gent,

Belgia), mis rakendab arvutamiseks delta-Ct meetodit (D'Haene et al., 2010).

2.1.4 LOH alades leitud POI-ga seotud geenide sekveneerimine

2.1.4.1 Poliimeraasi ahelreaktsioon

Heterosiigootsuse kaotanud (loss of heterozygosity; LOH) alades leitud POI-ga seotud geenide
kodeerivate jarjestuste amplifitseerimiseks teostati vastavate praimeritega poliimeraasi
ahelreaktsioon (polymerase chain reaction; PCR). Amplifitseeriti kolme geeni BMP-15,
DACH2 ja MutS homoloog 5 (MSH5) eksonid. PCR reaktsiooni jaoks kasutati BMP-15 geeni
kahe eksoni, DACH2 geeni kiimne eksoni ja MSH5 geeni teise eksoni spetsiifilisi praimereid.
MSH5 geenil amplifitseeriti vaid teine ekson, sest sealt on varasemalt leitud POI-ga seotud
mutatsioone ning teist eksonit peetakse mutatsioonide hotspotiks (Mandon-Pepin et al., 2008).
Antud praimerid disainiti vabavarana saadaval Primer3web programmi versioon 4.0.0

kasutades (http://primer3.wi.mit.edu/)® ja telliti firmast metabion international AG. Praimerite

jérjestused on toodud lisas 2.

PCR-i labiviimiseks kasutati FIREPol® DNA Polymerase reagente FIREPoI® DNA
poliimeraas 5 u/ul, (Solis BioDyne); 10x puhver; 25mM MgCl, (Thermo-Fischer Fermentas,
Vilnius, Leedu) ja nukleotiidide segu dNTP Mix, 2mM (Thermo-Fischer Fermentas).
Amplifitseerimiseks kasutati 50 ng DNA-d, Kogu reaktsiooni ruumala oli 20 pl.
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Amplifitseerimisel kasutati masinat PTC-200 Thermo Cycler (GMI Inc., USA) ning jargmist
programmi: DNA algdenaturatsioon 95°C juures 5 min; 35 tsiiklit: denaturatsioon 95°C juures
30 sek, praimerite seondumine 59°C juures 1 min ja siintees 72°C juures 45sek; 10ppsiintees
72°C juures 10 min.

PCR produktide kvaliteeti kontrolliti 1,5% agaroosgeelil, kasutades markerit
O’RangeRulerTM 50bp DNA Ladder (Thermo-Fischer Fermentas).

2.1.4.2 Sekveneerimine

Mutatsioonide detekteerimiseks sekveneeriti BMP-15 geeni koik kaks eksonit, DACH2 geeni
kiimme eksonit ja MSH5 geeni teine ekson ning nende ldhedal asuvate intronite osad,
kasutades samu praimereid, millega amplifitseeriti DNA. Puhastatud PCR produktid
sekveneeriti molemas suunas, et kinnitada esinevaid nukleotiidseid muudatusi.
Sekveneerimisreaktsioonid teostati ja produktid analiiiisiti Eesti Biokeskuse Sekveneerimise

Tuumiklaboris masinal 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems).

2.1.4.3 Andmete analiiiis

Jérjestuste analiiiisimiseks kasutati vabavarana saadaval Bioedit® programmi versioon 7.2.0
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)’. BMP-15, DACH?2 ja MSH5
referentsjarjestusteks voeti vastava metsiktiitipi geeni eksonite DNA Ensembl Andmebaasist

(www.ensembl.org)®. Lisaks vdrreldi nii referentsgenoomi kui saadud jérjestusi, kasutades

ClustalW  mitmekesist  jdrjestuste  joondamist, et viltida vigade esinemist

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)°.
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2.2 Tulemused

2.2.1 Genotiipiseerimistulemused

2.2.1.1 Koopiaarvu variatsioonid

Uuringus osales 21 patsienti, kellel oli diagnoositud primaarne munasarjade puudulikkus,
kuid haiguse tdpne pdhjus oli teadmatata. Koigi patsientide DNA-d analiiiisiti
HumanCytoSNP-12 BeadChip tehnoloogia abil. Kliiniliselt oluliste CNV-de tuvastamiseks
jéeti korvale alla 10 Log Bayes faktori vadrtusega olevad CNV-d ning neutraalseks peeti
DGV andmebaasis® esinenud ja POl-ga seotud geenide alas mittepaiknenud CNV-d.
Keskmiselt leiti iga uuritud genoomi kohta viis CNV-d, kusjuures enamik neist osutusid
neutraalseteks. Kliiniliselt oluliseks peeti nelja CNV-d. Kiibianaliiiiside olulisemad tulemused
on esitatud kokkuvotlikult tabelis 3. Samuti, vorreldi olulisemaid CNV-sid Eesti Geenivaramu
1000 tldpopulatsiooni indiviidi CNV-de andmete ja sagedustega (Nelis et al., 2009). Antud
CNV-de sageduste vordlus on toodud vélja tabelis 4.

Voimalikuks haigusseoseliseks CNV-ks peeti patsiendil POF2 esinenud 24,07 Mb suurust
deletsiooni X-kromosoomil Xp22.33-p21.3 regioonis (lisa 3). Deleteerunud alas asub 89
Inimese Pirilike Haiguste (Online Mendelian Inheritance in Man®; OMIM) andmebaasis®
refereeritud geeni, nende hulgas ka POI kandidaatgeen ZFX (X-linked zinc finger gene ; ZFX)
ning potentsiaalne POI kujunemist mdjutav steroid sulfataasi geen (STS) (Goswami and
Conway, 2005; Quilter et al., 2010).

Patsiendil POF20 leiti oluline CNV 1g21.1-921.2 regioonis (lisa 4). Tegu oli 1,35 Mb suuruse
deletsiooniga. Antud lookuses esinevat deletsiooni on seostatud nérvisiisteemi

arenguhiiretega (https:/decipher.sanger.ac.uk/syndrome/62)™. Leitud deleteerunud alas asub

itheksa OMIM andmebaasis refereeritud geeni.

Patsiendil B1237 avastati 78 kb suurune duplikatsioon 17g21.31 piirkonnas (lisa 5). Antud
regioonis asub munasarja- ja rinnavidhiga seotud rinnavdhigeen 1 (breast cancer gene;
BRCA1). BRCAL geenis asuvaid mutatsioone on seostatud ka naiste varasema menopausi ja
varjatud POI kujunemisega (Lin et al., 2013; Oktay et al., 2010).

Patsiendil B1240 leiti vdimalik POI seoseline CNV Xp22.31 regioonis (lisa 6). Tegu oli 1,2
Mb suuruse duplikatsiooniga. Antud alasse jadab neli OMIM andmebaasis refereeritud geeni,
nende hulgas STS geen, mis voib mojutada ootsiiiitide tootmist ja folliikulite kiipsemist
(Quilter et al., 2010).
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[llumina kogu genoomi genotiipiseerimiskiipide abil leitud aberratsioonid on kinnitatud
soltumatul RT-gPCR meetodil, vilja arvatud 24,07 Mb suurune deletsioon patsiendil POF2,

mida on vOimalik detekteerida kartiotiiiibi analiiiisil.

Tabel 3. POI patsientidel mikrokiibi analiiiisi kdigus leitud olulisemad CNV-d.

Patsient POF2 POF20 B1237 B1240
Kromosoom Xp22.33-p21.3 1921.1-g21.2 17921.31 Xp22.31
Algusposits. (bp) 2704609 146476526 41196363 6864358
Lopp-posits. (bp) 26774900 147828939 41274789 8076813
Alg-SNP ID rs5939323 rs6656361 rs8176320 rs5979096
Lopp-SNP ID rs5944594 rs3009465 rs8176085 rs5978816
Pikkus (Mb) 24,07 1,35 0,78 1,2
Koopiaarv 1 1 3 3
Olulised geenid ZFX ja STS BRCA1 STS
OMIM'-is
refereeritud 89 9 1 4
geenide arv

Koopiaarv 1 puhul on tegu deletsiooniga ja koopiaarv 3 puhul on tegu duplikatsiooniga.

Tabel 4. POl patsientidel tuvastatud CNV-de vordlus Eesti Geenivaramu 1000
iildpopulatsiooni indiviidi CNV-de sagedustega (Nelis et al., 2009).

Patsient Kromosoom Algus (bp) Lopp (bp) Pikkus (Mb) Eesti 1000
POF2 Xp22.33-p21.3 2.704.609 26.774.900 24,07
X 6.468.166 8.095.053 1,6 0.008
X 22.728.031 22.788.784 0,06 0.001
POF20 1921.1-921.2 146.476.526 147.828.939 1,35
1 147.414.362 147.849.072 0,4 0.015
B1240 Xp22.31 6.864.358 8.076.813 1,2
X 6.468.166 8.095.053 1,6 0.008
B1237 17921.31 41.196.363 41.274.789 0,78 N/A
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2.2.1.2 Heterosiigootsuse kaotanud alad

Antud mikrokiibianaliiiisi kdigus tuvastati ka mitmeid heterosiigootsuse kaotanud alasid.
Oluliseks peeti LOH piirkondi, kus asus POI-seoselisi geene. Patsientidel leitud olulisemad
LOH alad on esitatud kokkuvotlikult tabelis 5.

Patsiendil POF20 leiti 13,24 Mb suurune LOH ala piirkonnas Xp11.23-p11.1, kus esineb
BMP-15 geen. Sama patsiendi X-kromosoomi pikas Olas tuvastati ka 29 Mb pikkune LOH ala
Xq12-g21.31 piirkonnas, kus asub POI-seoseline DACH2 geen (lisa 7).

Oluliseks leiuks peeti ka patsiendil B1235 esinenud 6,6 Mb suurust LOH ala 6p22.2-p22.32

piirkonnas, kus asub vdimalik POI kujunemist mojutav geen MSH5 (lisa 8).

Tabel 5. POI patsientidel mikrokiibi analiiiisi kidigus leitud LOH alad.

Patsient POF20 POF20 B1235
Kromosoom Xp11.23-p11.1 Xq12-921.31 6p22.2-p22.32
Alguspositsioon (bp) 45089619 62150601 26354572
Lopp-positsioon (bp) 58339545 91158935 32943151
Alg-SNP ID rs12012827 rs12690363 rs9461245
Lopp-SNP ID rs2942875 rs5942091 rs635688
Pikkus (Mb) 13,2 29 6,6
Koopiaarv 2 2 2
Olulised geenid BMP-15 DACH2 MSH5
OMIMis refereeritud 137 79 156
geenide arv

2.2.2 Sekveneerimistulemused

Mikrokiibi analiitisil tuvastatud LOH alades leidus kolm POI kujunemisega seotud geeni.
Eelnevate uuringute kédigus on niidatud, et LOH alades paiknevate geenide homosiigootsed
mutatsioonid voivad esile tuua retsessiivse fenotiiiibi ja olla geeneetiliselt heterogeensete
haiguste pohjuseks (Alkuraya, 2010; Kearney et al., 2011). Et kontrollida, kas leitud LOH
alades paiknenud POI tekkega seotud geenis asus mdni mutatsioon, sekveneeriti BMP-15
geeni koik kaks eksonit, DACH2 geeni kiimme eksonit ja MSH5 geeni teine ekson.
Sekveneerimistulemuste analiilisimisel ei tuvastatud iihtegi mutatsiooni BMP-15, DACH2 ja

MSHS5 geeni vastavates eksonites.
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ARUTELU

Primaarne munasarjade puudulikkus pdhjustab naistel viljatust ja POl diagnoos on sageli
ootamatu ning ebameeldiv uudis. Lisaks viljatusele kaasnevad POI-ga ka hormonaalsed
muutused, mis voivad kaasa tuua osteoporoosi, kardiovaskulaarsete ja neurodegeneratiivsete
haiguste riski tousu. Pikaaegne hormoonasendusravi on vajalik, et leevendada menopausi
stimptomeid ja ennetada Ostrogeeni puudujddgist tulenevaid pikaaegseid tagajdrgi tervisele.
Suur hulk hormoonasendusravi preparaate on olemas, kuid tlikski uuring ei ole otseselt
vorrelnud erinevaid hormoonravi vdimalusi POI-ga naiste jaoks. Uldiselt on 100 pg-ne
Ostradiooli doos pédevas transdermaalse plaastri kaudu soovituslik, et tagada tavapirane
keskmine seerumi Gstradiooli tase ja efektiivselt leevendada siimptomeid (Jin, Yu et al. 2012).
On tdestatud, et mitmel spontaanse POI-ga naisel on alles munasarja folliikuleid, mis voivad
teatud aja tagant funktsioneerida ja naised vodivad rasestuda isegi mitmeid aastaid peale
diagnoosi. Rasestumine on sageli toimunud tarbides Ostrogeeni ja progestiini, mis vOib olla
meetod viljakuse tOstmiseks neil naistel (Popat, Vanderhoof et al. 2008). Kunstlik
viljastamine doonormunarakkudega on hetkel siiski ainuke viljatuse raviviis, millel on korge
Onnestumistase POI-ga naiste seas. Samuti on POI patsientidel raseduse saavutamiseks
kasutatud embriiote kriiopreservatsiooni, millel on {priski kdrge 30%-ne Onnestumistase

(Goswami and Conway 2007).

Kuigi paljudel POI-ga naistel on vdimalik erinevate viljatuse raviviiside abil rasestuda, siis
peale POI diagnoosi pole normaalset viljakust voimalik enam taastada. Seetottu on oluline
vélja tootada paremad POI diagnostikavoimalused, mis lubaks haiguse kujunemist ette
ennustada. Kuid selle iilesande teevad keeruliseks POI viga heterogeensed etioloogilised
pohjused ning samuti fakt, et pea pooltel POI juhtumitel on haiguse pohjus ja patogeneesi
mehhanism teadmata. Samas, vdivad POI-ga naisel leitud geneetilised aberratsioonid osutuda
kasulikuks perekondlikul ndustamisel, sest nende andmete abil oleks vdimalik naissoost
sugulastel ette ennustada POI kdrgenenud riski ja viljakuse kaotust noores eas. Need naised
saaksid seega planeerida lapse saamise varasemasse ikka enne POI kujunemist. See voimalus
on muutumas iiha olulisemaks ténapdeval, mil naised saavad lapsi iiha enam 30Ondates ja

40ndates eluaastates, mil POI kujunemise risk touseb (Persani et al., 2010).

Kéesoleva t66 eesmargiks oli analiilisida primaarse munasarjade puudulikkuse diagnoosiga

patsiente, kellel oli haiguse tdpne pohjus teadmata. POI-seoseliste koopiaarvu variatsioonide
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leidmine v&ib parandada teadmisi POI geneetiliste pohjuste ja selle heterogeense haiguse

patogeneesi kohta ning voimaldaks arendada POI geneetilist testimist.

Antud t66s leiti neli olulist CNV-d, millest kolmel v&ib olla seos POI kujunemisega (tabel 3).
Vorreldes neid nelja CNV-d Eesti Geenivaramu 1000 tldpopulatsiooni indiviidi CNV
sagedustega, tuvastati kolme CNV puhul madal esinemissagedus, kusjuures kahe CNV puhul
oli tegu vaid osalise katvusega (tabel 4). Seega, niivord madala esinemissageduse juures ei saa

need neli CNV-d olla neutraalsed, vaid tdenéoliselt on tegu haigusseoseliste CNV-dega.

Patsiendil POF2 leiti 24,07 Mb suurune deletsioon piirkonnas Xp22.33-p21.3. Antud
deletsioon voib tdendoliselt olla POI kujunemist mojutav, sest X-kromosoomi véikse Ola
deletsioone regioonis X(pter-p21) on varasemalt seostatud POI kujunemisega ning antud
regioonis asub POI kandidaatgeen ZFX ja potentsiaalne POI kujunemist mojutav steroid
sulfataasi geen (Quilter et al., 2010; Simpson and Rajkovic, 1999).

POl kandidaatgeeni ZFX ekspresseeritakse paljudes kudedes ja see asub Xp22.1-p21.3
piirkonnas. ZFX kodeerib ubikvitineeritult ekspresseeritud teadmata funktsiooniga tsink
sorme seoselist transkriptsioonifaktorit. ZFX klooniti algselt ZFY homoloogina, mis oli
kunagine Y-kromosoomil testiseid maédrava faktori kandidaatgeen. See geen padseb X-
kromosoomil inaktivatsioonist, nii et deletsioon voi mutatsioon iihes koopias voib pdhjustada
haplopuudulikkust. ZFX knock-out hiired on viiksemad, vihem elujoulised ja viljakad ning
neil on vdhenenud idurakkude arv munasarjades ja munandites. ZFX geeni seostatakse ka

naiste lithikese kasvuga (Goswami and Conway, 2005; Simpson and Rajkovic, 1999).

Teine POIl-ga seotud geen antud deleteerunud alas oli steroid sulfataasi geen, mis
ekspresseerib steroid sulfataasi ensiiimi. STS kataliiiisib sulfeeritud steroidprekursorite
muutmist dstrogeeniks raseduse ajal. On teada, et STS ei osale X-kromosoomi inaktivatsioonis
ning mutatsioonid STS geenis pohjustavad X-kromosoomiga seotud ihtiioosi meestel. STS
enslitimi {iletootmine vOib pohjustada aga Ostrogeeni liiga suurt produktsiooni, mis voib
omakorda alla suruda LH ja FSH tootmise ning selle kaudu mojutada ootstiiitide tootmist ja
folliikulite kiipsemist (Quilter et al., 2010).

Patsiendil B1240 leiti 1,2 Mb suurune duplikatsioon piirkonnas Xp22.31, kus samuti asub
STS geen.

Patsiendil B1237 leiti 78 kb suurune duplikatsioon regioonis 17921.31. Antud duplikatsioon

jddb HumanCytoSNP-12 mikrokiibi efektiivse lahutusvdoime piirimaile, ent kuna leitud
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duplikatsioon on kinnitatud RT-gPCR meetodil, siis vdib viita, et tegu on tdelise CNV-ga.
Tuvastatud piirkonnas asub rinna- ja munasarjavidhi tekkega seotud BRCAL geen. BRCA
geenid on kasvaja supressorgeenid ja méingivad olulist rolli kaheahelaliste DNA katkete
paranduses. Mitmed varasemad uuringud on nididanud, et BRCAL geeni haplopuudulikkus
toob kaasa genoomse ebastabiilsuse ja vOib pojustada ning kiirendada kartsinogeneesi
heterosiigootsete BRCA1 mutatsiooni kandjatel muutunud DNA paranduse ja DNA-d
kahjustavate mojude iilitundlikkuse kaudu (Konishi et al., 2011; Rennstam et al., 2010).
Varasemalt on ndidatud olulist seost BRCA1 geeni ja telomeeride pikkuse siilitamise vahel
(McPherson et al., 2006). Telomeerid on nukleoproteiinsed kompleksid kromosoomide otstes,
mis on vajalikud kromosoomide terviklikkuse sdilitamiseks. Hanna jt néitasid, et enneaegse
munasarjade vananemisega naistel on lithema pikkusega telomeerid kui normaalse
munasarjade funktsiooniga viljakatel naistel. See uuringu tulemus toetab hiipoteesi BRCA
mutatsioonide ja enneaegse munasarjade vananemise vahel (Hanna et al., 2009; Tea et al.,
2013).

Oktay jt niitasid, et BRCAL mutatsiooniga patsientidel esines munasarjade stimulatsioonile
ndrgem vastus in vitro viljastamisravi korral kui BRCA1 mutatsioonita patsientidel ning
BRCA1 mutatsiooniga patsientidel oli vdiksem arv munarakkse vdorreldes kontrollrithmaga
(Oktay et al., 2010). Munasarjade stimulatsiooni madalat vastust on varasemates uuringutes
seostatud vdheneva munasarjade reservi ja viljatusega. Seetdttu pakuti vilja hiipotees, et kuna
BRCA mutatsiooniga patsientidel on DNA katkete parandus puudulik, siis ootsiiiidid voivad
olla vastuvotlikumad DNA kahjustustele. Folliikulid voivad munasarjades olla mitukiimmend
aastat ja nende ootsiiiitides voivad kuhjuda letaalsed DNA vead. On nididatud, et tosiste ja
parandamatute DNA kahjustuste korral aktiveeritakse somaatilistes rakkudes apoptoosirada.
Seega on voimalik, et puuduliku BRCA funktsiooniga ootsiitidid kdrvaldatakse enneaegselt
sarnase mehhanismi abil, tuues endaga kaasa varase munarakkude reservi ammendumise ja
POI kujunemise (Oktay et al., 2010).

Tea jt vordlesid BRCA geeni mutatsiooni kandjatel ja tervetel kontrollidel POI tekkega
oluliselt seotud geeni FMR1 genotiiiibi jaotuse mustrit. Uuringu tulemused niitasid FMR1
genotiilibi erinevat jaotust BRCA1/2 mutatsiooni kandjatel vorrelduna kontrollrithmaga.
Lisaks, BRCA1/2 mutatsiooni kandjatel voib olla tendents lithemale reproduktiiveale, kuna
sama t00grupi varasem uuring naitas, et BRCAL1/2 mutatsiooni kandjatel esinenud FMR1
genotiilip esines ka viljastumisraskustega naistel. Seega, nende uuringute tulemused toetavad

BRCA mutatsioonide seost naise reproduktsioonis (Gleicher et al., 2011; Tea et al., 2013).
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Lin jt niitasid oma uuringus, et BRCAL1/2 mutatsiooniga valgetel naistel kujuneb loomulik
menopaus 3-4 aastat varem kui kontrollriihmal ning mutatsiooni kandvatel suitsetajatel veelgi
varem (Lin et al., 2013). BRCA1 geeni olulisust reproduktiivfunktsioonis toetavad ka
uuringud loomadel. On niidatud, et vanemate emaste hiirte ootsiilitides viheneb BRCAL
ekspressioon ja BRCAL vaigistamine RNA interferentsi abil takistab noorte emaste hiirte
ootsiilitides kadviniitide moodustumist, mis viitab puutumata BRCA1 funktsiooni olulisusele
ootsiiiitide ellujdamisel (Pan et al., 2008).

Kuigi, antud artiklites Kirjeldatud patsientidel esines BRCA1 mutatsioonidena peamiselt
deletsioonid ja insertsioonid, on voimalik, et kéesoleva uuringu kidigus tuvastatud
duplikatsioon vdib patsiendil B1237 BRCAL geeni transkriptsiooni ja funktsiooni muuta ja
seega olla seotud POI kujunemisega, kuid selle tdestuseks on vajalikud edasised uuringud

antud mutatsiooni moju kohta BRCAL geeni ekspressioonitasemele ja valgu funktsiooni osas.

Patsiendil POF20 leiti oluline CNV 1g21.1-921.2 regioonis. Tegu oli 1,35 Mb suuruse
deletsiooniga. Antud lookuses esinevaid deletsioone on varasemalt seostatud néarvisiisteemi
arenguhdiretega. Mefford jt avastasid 5218 patsiendi skriinimisel 1,35 Mb suuruse deletsiooni
1g21.1 regioonis 25 patsiendil. See mikrodeletsioon oli kaheksal patsiendil tekkinud de novo,
kolmel péritud haigestunud vanemalt, kuigi nende haigusfenotiilip ei olnud tdsine, ja kuuel
patsiendil paritud ndiliselt tervelt vanemalt ning kaheksal patsiendil ei olnud deletsiooni
péritolu teada. See deletsioon puudus 4737 kontrollisikul. Antud deletsiooniga kaasnes
markimisvddrne fenotiiiibiline varieeruvus: ndrk kuni keskmine vaimse arengu mahajaamus,
mikrotsefaalia, siidame vadrarengud ja kae (Mefford et al., 2008).

Brunetti-Pierri jt kinnitasid 1921.1 mikrodeletsiooni seost pea kasvuga, deletsiooni puhul
seost pea suuruse vidhenemisega ja duplikatsiooni korral vastupidiselt pea suuruse
suurenemisega. Nad avastasid antud deletsiooni 21 patsiendil, kel esines teiste fenotiitibiliste
isedrasuste seas ka slidame vddrarengud (6/21), liigeste hiipermobiilsus vo1 sidemete 16tvus
(5/21), hiipotoonia (5/21), krambid (3/21) ja hall kae (3/21) (Brunetti-Pierri et al., 2008).
Samuti on 1q21.1 deletsiooni leitud mittesiindroomse skisofreeniaga patsientidel. 1g21.1
regiooni genoomsete aberratsioonidega seotud fenotiiiibiline mitmekesisus, mittetdielik
penetrantsus ja kindlate siindroomsete tunnuste puudumine muudab selle regiooni kasutamise
geneetilises ndustamises keeruliseks. Siiski, selle regiooniga seotud timberkorralduste erinev
esinemine patsientidel ja kontrollpopulatsioonis muudab selle kliiniliselt oluliseks leiuks, mis

ndib omavat eelsoodumust nérvisiisteemi arenguhiireteks (https://decipher.sanger.ac.uk/

syndrome/62)™.
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Antud t66s tuvastati mikrokiibianaliitisil mitmeid heterosiigootsuse kaotanud alasid. Oluliseks
peeti kolme LOH piirkonda, kus asub varasemalt POI tekkega seostatud geene.

Patsiendil POF20 leiti 13,24 Mb suurune LOH ala piirkonnas Xp11.23-p11.1, kus esineb
BMP-15 geen. Sama patsiendi X-kromosoomi pikas 0las tuvastati ka 26,2 Mb pikkune LOH
ala Xql12-g21.31 piirkonnas, kus asub POIl-seoseline DACH2 geen. Oluliseks leiuks peeti ka
patsiendil B1235 esinenud LOH ala 6p22.2-p22.32 piirkonnas, kus asub voimalik POI

kujunemist mojutav geen MSHS.

BMP-15 on ootsiiiidispetsiifiline kasvu- ja diferentsioonifaktor, mis stimuleerib
follikulogeneesi ja granuloosarakkude kasvu. Varasemalt on POI patsientidel leitud mitmeid
mutatsioone BMP-15 geenis. BMP-15 geeni peetakse iiheks olulisemaks POI tekkega seotud
geeniks (vaata lehekiilgi 12-14 ja joonis 2).

DACH2 geeni seostati esmakordselt POl-ga selle avastamisel tasakaalustatud
translokatsiooni murdepunktis X-kromosoomi kriitilises regioonis Xql13-gq26 POI-ga
patsiendil (Prueitt et al., 2002). Dachshund homoloogi geeni kirjeldati esimest korda aga
Drosophilal, kus see kodeerib silmade, jisemete ja genitaaldiski arenguga seotud tuumavalku.
Drosophilal on tiks DACH geen, kuid hiirel ja inimesel on avastatud kaks DACH geeni:
DACH1 ja DACH2. DACH1 ja DACH2 geenid on seotud emase hiire genitaaltrakti arenguga.
Inimestel on DACH2 geeni seostatud POI kujunemisega, kuna DACH2 valgu muutused
voivad héirida munasarja folliikulite diferentseerumist (Nodin et al., 2012). Bione jt teostasid
mutatsiooni analiitisi DACH2 geeni 13 eksonis 257-1 itaalia POI patsiendil. Uuringu kéigus
tuvastati 15 SNP-i, millest viis olid geeni kodeerivas osas ja toid kaasa aminohappe muutuse.
Need kodeerivas regioonis olevad missense mutatsioonid olid sagedasemad POI patsientidel
kui kontrollidel (Bione et al., 2004).

MSH5 geen kuulub DNA mismatch parandusega seotud geeniperekonda. MSH5 knock-out
hiired on elujoulised, kuid viljatud. Nendel hiirtel on meioos hiiritud kromosoomide
puuduliku paardumise tottu profaasis I. Nende emaste hiirte munasarjad on siindides
normaalse suurusega, ent degenereeruvad jérk-jargult vdiksemaks ja vanusega vdheneb neil
ka ootstiiitide arv. Mandon-Pépin jt sekveneerisid MSH5 geeni 41 POI patsiendil ja 36 tervel
naisel. Analiiiisi tulemusel leiti MSH5 geeni teises eksonis heterosiigootne missense

mutatsioon kahel patsiendil, ent mitte iihelgi kontrollil. See mutatsioon tdi kaasa mittepolaarse
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aminohappe proliini asendumise polaarse aminohappe seriiniga positsioonil 29 (Mandon-
Pepin et al., 2008).

Eelnevate uuringute kéigus on nididatud, et heterosiigootsuse kaotanud alades paiknevate
geenide homosiigootsed mutatsioonid voivad esile tuua retsessiivse fenotiiiibi ja olla
geeneetiliselt heterogeensete haiguste pohjuseks. Samuti voib homosiigootsuse kaardistamine
vihendada vajadust sekveneerida geneetiliselt heterogeense haiguse korral mitmeid haigusega
seotud geene (Alkuraya, 2010; Kearney et al., 2011). Et kontrollida, kas leitud LOH alades
paiknenud POI tekkega seotud geenides asus moni mutatsioon, sekveneeriti BMP-15 geeni
koik kaks eksonit, DACH2 geeni kiimme eksonit ja MSH5 geeni teine ekson.
Sekveneerimistulemuste analiilisimisel ei tuvastatud tihtegi mutatsiooni BMP-15, DACH2 ja

MSHS5 geeni vastavates eksonites.
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KOKKUVOTE

Primaarse munasarjade puudulikkuse tekkepohjusi on uuritud mitmeid aastaid, kuid endiselt
pole haiguse tdpne patogenees ning pea pooltel juhtumitel POI etioloogia teada. Viimastel
aastal on tiha rohkem uuritud haiguse geneetilisi pdhjusi ja leitud mitmeid POI seoselisi

kandidaatgeene ning koopiaarvu muutusi.

Kéesoleva magistritod raames uuriti 21 primaarse munasarjade puudulikkusega patsienti, et
leida haigusseoselisi CNV-sid ja kandidaatgeene. CNV-de tuvastamiseks POI patsientidel
teostati  ililegenoomne  kiibianaliiiis, kasutades Illumina kogu genoomi SNP
genotlipiseerimiskiipe. Lisaks, sekveneeriti kahel patsiendil kiibianaliiiisil tuvastatud LOH
alades leitud POI seoseliste geenide eksonid: DACH2 kiimme eksonit, BMP-15 kaks eksonit
ja MSH5 teine ekson.

Antud toos tuvastati neli kliiniliselt olulist CNV-d, millest kolmel voib olla seos POI
kujunemisega. Leitud CNV-d olid jargmised: 1) 24,07 Mb suurune deletsiooni Xp22.33-p21.3
regioonis, kus asuvad POI kandidaatgeen ZFX ja potentsiaalne POI kujunemist mojutav STS
geen; 2) 1,2 Mb suurune duplikatsioon piirkonnas Xp22.31, kus asub samuti STS geen; 3) 78
kb suurune duplikatsioon 17g21.31 piirkonnas, kus asub munasarja- ja rinnaviahigeen BRCAL,
mida on samuti seostatud naiste varasema menopausi ja varjatud POI kujunemisega; 4) 1,35
Mb suurune deletsioon 1g21.1-g21.2 regioonis. Antud lookuses esinevaid deletsioone on
varasemalt seostatud ndrvisiisteemi arenguhdiretega. Leitud CNV-d on kinnitatud sdltumatul
RT-gPCR meetodil, vilja arvatud 24,07 Mb suurune deletsioon, mida on vodimalik

detekteerida karuotiiiibi analuisil.

Samuti leiti kolm LOH ala, kus asus kolm POI seoselist geeni. Tuvastatud LOH alad olid
jargmised: 1) Patsiendil POF20 13,24 Mb suurune LOH ala piirkonnas Xp11.23-p11.1, kus
esineb BMP-15 geen; ja 2) 29 Mb pikkune LOH ala Xql2-g21.31 piirkonnas, kus asub
DACH2 geen; 3) Patsiendil B1235 6,6 Mb suurune LOH ala 6p22.2-p22.32 piirkonnas, kus
asub MSH5 geen. Eelnevad uuringud on nididanud, et LOH alades paiknevate geenide
homosiigootsed mutatsioonid vdivad esile tuua retsessiivse fenotiiiibi ja olla geeneetiliselt
heterogeensete haiguste pohjuseks. Et testida, kas antud geenides asub moni POI seoseline
mutatsioon, sekveneeriti DACH2 kiimme eksonit, BMP-15 kaks eksonit ja MSH5 teine ekson,

kuid tihtegi mutatsiooni nende geenide eksonites ei leitud.
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DNA copy number variations in women with primary ovarian insufficiency

Kati Hiieleek

SUMMARY

The causes of primary ovarian insufficiency (POI) have been studied for many years, but still
the mechanism of the disorder and nearly half of the causing factors of POI remain unknown.
In the recent years many studies have focused on the genetic factors of POl which has lead to
finding new POI related candidate genes and copy number variations (CNVSs).

During the current research project 21 patients with POl were screened to find CNVs and
candidate genes connected to the disorder. Illumina’s Whole-Genome SNP Genotyping
analysis was performed using BeadArray chips to detect these CNVs. In addition, the exons
of the POI realated genes in the loss of heterozygosity (LOH) regions discovered by

genotyping in two patients were sequenced to find mutations associated with POI.

We found four clinically relevant CNVs and three of them could be causing POI. The
discovered CNVs were the following: 1) A deletion of 24.07 Mb in Xp22.33-p21.3 region
where the POI related genes ZFX and STS are located in; 2) A duplication of 1.2 Mb in
Xp22.31 region where also the STS gene is located in; 3) A duplication of 78 kb in 17¢g21.31
region where the ovarian and breast cancer BRCAL gene is situated. BRCA1 mutations have
also been associated with earlier age at natural menopause and POI; 4) A deletion of 1.35 Mb
in 1g21.1-g21.2 region, which is a susceptibility locus for neurodevelopmental disorders. The
CNVs have been confirmed by RT-qPCR method, except the 24.07 Mb deletion, which could
be detected by karyotyping.

In addition, we detected three LOH regions by genotyping where three genes associated with
POI are situated. The discovered LOH regions were the following: 1) A LOH region of 13.24
Mb in patient POF20 in Xp11.23-p11.1 region where the BMP-15 gene is situated; 2) A LOH
region of 29 Mb in patient POF20 in Xq12-g21.31 region where the DACH2 gene is located
in; 3) A LOH region of 6,6 Mb in patient B1235 in 6p22.2-p22.32 region where the MSH5
gene is situated. Recent studies have shown that homozygous mutations in genes located in
the LOH region increase the frequency of recessive phenotypes and therefore can be the cause
of genetically heterogeneous conditions. We sequenced DACH2 ten exons, BMP-15 two
exons and MSH5 second exon to screen for mutations responsible for the development of PO,

but we did not identify any mutations in these genes’ exons.
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LISAD

LISA 1. Toos RT-gPCR-ks kasutatud praimerite jarjestused

Praimerid Kromosoom Forward praimer Reverse praimer

POF20_1_1 1921.1-9g21.2 | TGCCATTTTGAGCCACACGA TCAGCAGTGAACACGAAAGCCA
POF20_1_2 1921.1-921.2 | TTCCTGGGTCAGGCGTTTCATA AACATTTGTTCCCATGCTCCCC
POF20_1_3 1g21.1-g21.2 | TCTTTATGGGCCTGTGCCTTCA TTCCATTGCTGGGTTCATGCTC
POF20_1_4 1921.1-921.2 | TGGGTTAATCGCAGGATCAGCA TTTCCCAGGGCGTTGCTTTT
POF20_1_5 1921.1-921.2 | TTTGAATGGCGCAGTGGGAA TCTTGCCTGCACCGTGAGTTTT
B1237_17_1 17921.31 TCAATGTTCAATGTGCCCAGCA CATTCCCAGCAATCTCCGACAA
B1237_17_2 17921.31 TTGCCGAAGTCAAAGAGGACCA TTCCTGATTCCTGAGGCCATGA
B1237_17_3 17921.31 TTTGCCTGCTGCACATGGATT AGCTGGTGATGCTGGGAAAATG
B1237_17 4 17921.31 ATGCCCGGCCATGCAATTAT AAAACCTCGTTTCTGCTTGGGC
B1237_17_5 17921.31 CGCTGCAACTTGCTGTGTCTTTT CAAATCCAGGTGTCCCAAAGCA
B1237_17_6 17921.31 TCAAGGTGGGAACTGCGTCTTTT | TTGTGGTAGGCAGCTTTGGGAA
B1237_17_7 17921.31 CCCCGGATGACGTAAAAGGAAA TGCAATAAGCCGCAACTGGAA
B1237_17_8 17921.31 TCCATGCTTTAAGAGCTTCCCCA TTTTACTTCCCAAGCCACCCCA
B1240 X 1 Xp22.31 TGGGGAACTGGTAAATTTGGGG AATGAATGGTTTGGGGAGGCA
B1240_X_2 Xp22.31 TGCCAATTTAAGAACCACCTGCC TGCATAAAGGTGTCATGTTCGCC
B1240_X_3 Xp22.31 ACGCAGAAATCAAGGAGCATGTG | AATCGAGAAACAACCCTCAGCCA
B1240 X 4 Xp22.31 ACACTGTGCTGATGTTTGCCCA CACCCAATTCGCCCATTTCA
B1240_X_5 Xp22.31 TGTTGGGGTTCTTTGGGAATGC TGCAAATATTCGGGAACTGGGG
B1240_X_6 Xp22.31 CCAAATCTCCAAATGCCAGCCT ATTTTCCCTCCCCTGCCCATAA
B1240 _X_7 Xp22.31 TGGGACGTGGAATGAAGTGGAA | TGGCAGCATTTGGGGTTTCA
B1240_X_8 Xp22.31 TGTTCTGTGCCCATGAAGCAAAT CCTTCATGCAAAGGGTGTTGGA
Referents- Kromosoom Forward praimer Reverse praimer

praimerid

Refl7 1p35.3 TGCGAAACTGCGTGGACATT ATGCGGAAGCCCATTTCCAT
ZNF80 3g13.3 CTGTGACCTGCAGCTCATCCT TAAGTTCTCTGACGTTGACTGATGTG
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LISA 2. Toos PCR-ks ja sekveneerimiseks kasutatud praimerite jarjestused

Praimeri nimi

Jarjestus 5' -> 3'

DACH2-exon_1F

GTTTGTTGAGCTTGAGCGTG

DACH2-exon_1R

GAAACGAGTGTCTCACCTGG

DACH2-exon_2F

CCCTTATGGCGCTAATGTTTGCCA

DACH2-exon_2R

TGCTGGGCAGTACGAAGAGACA

DACH2-exon_3F AGCCTGCACTTGTACCCCCA
DACH2-exon_3R TCCCACCTCTCTCCTGCCCC
DACH2-exon_4F GGCCTTCCCAGAGGCAGCTT

DACH2-exon_4R

ACACACCCAGTTTTGTGAGGACAG

DACH2-exon_5F

GGCACAAGGAGACACTAAGAT

DACH2-exon_5R

TTTGCATGAAATTGACACCTTTG

DACH2-exon_6F

TCCTTTTGTGTTTCCTTTTGTGT

DACH2-exon_6R

CCAGCTTTTCCCTCTCCTCT

DACH2-exon_7F

AGATGCTTAGTAGAGGTGGCT

DACH2-exon_7R

GGTACAGGAAATGACATGCAGT

DACH2-exon_8F

ACTGCATGTCATTTCCTGTACC

DACH2-exon_8R

CTCCTGACCTCGTGATCCTC

DACH2-exon_9F

ACTGGCATCCCTATTTCATTGC

DACH2-exon_9R

TGCTTTGTTTACCTTGAGTGTGA

DACH2-exon_10F

CCCTTTAAATGGAATCAGGAACC

DACH2-exon_10R CAGAAGCTCATCCCCACCTC
MSH5_2F CCTCTGTGAATCGTTGCTTC
MSH5_2R GGCTCCCAACCCTCTTTTAT
BMP15_1Fb TTTTCTTGCCCCATCCTTGG

BMP15_1Rb TCCACTTCTCTCCCTTCCAG

BMP15_2Fb AAACCTCTGCTCTTGTTCCC
BMP15_2Rb CTAGCCGTACTGTTGCTGTC
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LISA 3. Patsiendil POF2 leitud 24,07 Mb suurune deletsioon

Pilt on saadud patsiendi POF2 genotiipiseerimistulemuste analiiisil programmiga GenomeStudio versioon 2011.1 (Illlumina Inc.). Pildil on
toodud deletsiooni detekteerimine, kasutades parameetrina vastavalt alleelide intensiivsuse suhet (B Allele Frequency) (iileval) ja normaliseeritud
signaaliintensiivsusi (logR ratio) (all). Graafiku X-teljel paiknevad HumanCytoSNP-12 kogu genoomi BeadChip mikrokiibi X-kromosoomil

leiduvad SNP proovid. Y-teljel on SNP-idele vastavad signaaliintensiivsused. Roosa vérviga on téhistatud deletsioon.
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LISA 4. Patsiendil POF20 leitud 1,35 Mb suurune deletsioon
Pilt on saadud patsiendi POF20 genotiipiseerimistulemuste analiiiisil programmiga GenomeStudio versioon 2011.1 (lllumina Inc.). Pildil on

toodud deletsiooni detekteerimine, kasutades parameetrina vastavalt alleelide intensiivsuse suhet (B Allele Frequency) (iileval) ja normaliseeritud
signaaliintensiivsusi (logR ratio) (all). Graafiku X-teljel paiknevad HumanCytoSNP-12 kogu genoomi BeadChip mikrokiibi 1.-kromosoomil

leiduvad SNP proovid. Y-teljel on SNP-idele vastavad signaaliintensiivsused. Roosa vérviga on téhistatud deletsioon.
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GT Samples B1237 [5] (1px|=BKE)
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LISA 5. Patsiendil B1237 leitud 78 kb suurune duplikatsioon
Pilt on saadud patsiendi B1237 genotiipiseerimistulemuste analiiiisil programmiga GenomeStudio versioon 2011.1 (lllumina Inc.). Pildil on

toodud duplikatsiooni detekteerimine, kasutades parameetrina vastavalt alleelide intensiivsuse suhet (B Allele Frequency) (iileval) ja
normaliseeritud signaaliintensiivsusi (logR ratio) (all). Graafiku X-teljel paiknevad HumanCytoSNP-12 kogu genoomi BeadChip mikrokiibi 17.-

kromosoomil leiduvad SNP proovid. Y-teljel on SNP-idele vastavad signaaliintensiivsused. Sinise virviga on tahistatud duplikatsioon.

52



100 GT Samples B1240 [8] (1pxl=14KE)
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LISA 6. Patsiendil B1240 leitud 1,2 Mb suurune duplikatsioon
Pilt on saadud patsiendi B1240 genotiipiseerimistulemuste analiilisil programmiga GenomeStudio versioon 2011.1 (lllumina Inc.). Pildil on

toodud duplikatsiooni detekteerimine, kasutades parameetrina vastavalt alleelide intensiivsuse suhet (B Allele Frequency) (iileval) ja
normaliseeritud signaaliintensiivsusi (logR ratio) (all). Graafiku X-teljel paiknevad HumanCytoSNP-12 kogu genoomi BeadChip mikrokiibi X-

kromosoomil leiduvad SNP proovid. Y-teljel on SNP-idele vastavad signaaliintensiivsused. Sinise virviga on tahistatud duplikatsioon.
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LISA 7. Patsiendil POF20 leitud 13,24 Mb ja 29 Mb pikkused LOH alad

Pilt on saadud patsiendi POF20 genotiipiseerimistulemuste analiiiisil programmiga GenomeStudio versioon 2011.1 (lllumina Inc.). Pildil on
toodud LOH alade detekteerimine, kasutades parameetrina vastavalt alleelide intensiivsuse suhet (B Allele Frequency) (iileval) ja normaliseeritud
signaaliintensiivsusi (logR ratio) (all). Graafiku X-teljel paiknevad HumanCytoSNP-12 kogu genoomi BeadChip mikrokiibi X-kromosoomil

leiduvad SNP proovid. Y-teljel on SNP-idele vastavad signaaliintensiivsused. Roheka varviga on tdhistatud LOH alad.
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LISA 8. Patsiendil B1235 leitud 6,6 Mb suurune LOH ala
Pilt on saadud patsiendi B1235 genotiipiseerimistulemuste analiilisil programmiga GenomeStudio versioon 2011.1 (lllumina Inc.). Pildil on

toodud LOH ala detekteerimine, kasutades parameetrina vastavalt alleelide intensiivsuse suhet (B Allele Frequency) (iileval) ja normaliseeritud
signaaliintensiivsusi (logR ratio) (all). Graafiku X-teljel paiknevad HumanCytoSNP-12 kogu genoomi BeadChip mikrokiibi 6.-kromosoomil

leiduvad SNP proovid. Y-teljel on SNP-idele vastavad signaaliintensiivsused. Roheka vérviga on tdhistatud LOH ala.
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