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INFOLEHT
TCF7L2 geeni polimorfism rs7903146 ja gestatsioonidiabeet

Gestatsioonidiabeet on susivesikute ainevahetuse haire, mis tekib ainult raseduse kaigus. TCF7L2
on valku kodeeriv geen, mis on peamiselt seotud B-rakkude proliferatsiooni ja proinsuliini stinteesi
reguleerimisega. TCF7L2 polumorfismi rs7903146 on kdige rohkem seostatud teist tidbi
diabeediga, kuid kuna teist tulipi diabeet ja gestatsioonidiabeet on patofusioloogiliselt sarnased, on
seda poliimorfismi uuritud ka gestatsioonidiabeedi patsientide seas. Selle uurimistd6 eesmargiks
oli madrata TCF7L2 pollimorfismi rs7903146 genotlubid gestatsioonidiabeedi riskirihma
kuuluvatel rasedatel ning analulsida polumorfismi mdju genotlubiti nii gestatsioonidiabeedi
kujunemisele kui ka sellega seotud tulemitele. Uuritavate riilhma moodustasid 473 naist, kellest
gestatsioonidiabeedi diagnoosiga oli 181. Tulemustest selgus, et TCF7L2 riskigenotulp T/T
polnud seotud gestatsioonidiabeedi diagnoosi, veresuhkru ega C-peptiidi véartustega, kuid

suurendas insuliinravi vajaduse Sanssi raseduse 16pus.

Marksonad: gestatsioonidiabeet, polimorfism, TCF7L2, rs7903146
CERCS: B500 immunoloogia, seroloogia, transplantoloogia

TCF7L2 gene polymorphism rs7903146 and gestational diabetes mellitus

Gestational diabetes mellitus is a carbodydrate metabolic disorder, which occurs only during
pregnancy. TCF7L2 is a protein encoding gene and it regulates p-cell proliferation and the synthesis
of proinsulin. TCF7L2 gene polymorphism rs7903146 is mostly associated with type 2 diabetes,
but has also been studied in women with gestational diabetes, since the two metabolic disorders
share similarities in their pathophysiology. The aim of this study was to genotype the TCF7L2
polymorphism rs7903146 in pregnant women at risk for gestational diabetes and analyze the effect
of the polymorphism on gestational diabetes development and related outcomes. The study group
consisted of 473 women, 181 of whom were diagnosed with gestational diabetes. The results
showed that the TCF7L2 risk genotype T/T was not associated with gestational diabetes diagnosis,
blood glucose, or C-peptide values, but increased the odds for insulin therapy requirement in the
end of pregnancy.
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KASUTATUD LUHENDID
EDTA — etileendiamiintetraddadikhape (ethylenediaminetetraacetic acid)
GABA — y-aminov0ihape (gamma-amino-butyric acid)

GADA - glutamaadi dekarbokstilaas 65 vastased autoantikehad (glutamic acid decarboxylase 65

autoantibodies)

GDM - gestatsioonidiabeet (gestational diabetes mellitus)

GTT — glukoositolerantsustest (glucose tolerance test)

HDL — suure tihedusega lipoproteiinid (high density lipoproteins)

IA-2A — insulinoomiga seotud valk 2-e vastased autoantikehad (insulinoma-associated protein 2

autoantibodies)

IADPSG — (International Association of Diabetes and Pregnancy Study Groups)
KMI — kehamassiindeks

LDL — véikese tihedusega lipoproteiinid (low density lipoproteins)

MODY - noorte kiipsuseas algav diabeet (maturity onset diabetes of the young)
OR - sansside suhe (0dds ratio)

SNP — uihenukleotiidne polimorfism (Single Nucleotide Polymorphism)
ZnT8-A — tsingi transporter 8 vastased autoantikehad (Zinc transporter 8 autoantibodies)
T1DM — esimest tiilipi diabeet (type 1 diabetes mellitus)

T2DM — teist tlupi diabeet (type 2 diabetes mellitus)

TCF7L2 — (transcription factor 7-like 2)

UV — usaldusvahemik



SISSEJUHATUS

Susivesikute ainevahetuse haire, mis tekib ainult raseduse ajal ja taandub selle jargselt nimetatakse
gestatsioonidiabeediks (GDM). Maailmas on GDM-i levik erinev, mis vdib suuresti tuleneda
sellest, et kasutusel on erinevad diagnoosimise kriteeriumid. GDM vGib raseduse ajal ja stinnitusel
ohtu panna nii ema kui ka lapse tervise ning hilisemas elus kujuneb neil naistel sagedamini teist
tllpi diabeet (T2DM). Lisaks on leitud, et GDM diagnoosi saanud naistel on suurem risk ka
autoimmuunse diabeedi ehk esimest tulpi diabeedi (T1DM) kujunemiseks. TLDM tunnuseks on

diabeediga seotud autoantikehade esinemine.

GDM-i olemus sarnaneb T2DM-ga. Uheks sarnaseks tunnuseks on insuliinresistentsus, mis tekib,
kui k6hunadrmes insuliini tootvad B-rakud ei tooda seda enam piisavalt véi on mingil pohjusel
hairunud nende rakkude t606. Seetdttu on mitmeid T2DM-ga seotud geneetilisi faktoreid uuritud ka
GDM-i puhul. Enim on uuritud geene, mis on seotud just B-rakkude funktsiooniga. Kdige tugevam
seos T2DM-ga on leitud TCF7L2 geeni polimorfismil rs7903146. Sellest lahtuvalt oli kéesoleva
t00 eesméargiks méaarata TCF7L2 geeni polimorfismi rs7903146 genotulibid GDM-riskiriihma

kuuluvatel rasedatel.

Magistritoo viidi 1abi SA TU Kliinikumi naistekliiniku ja Tartu Ulikooli bio-ja siirdemeditsiini
instituudi  immunoloogia osakonna koost66 ,,Autoimmuunsuse molekulaarsed ja rakulised
mehhanismid: autoimmuunse diabeedi ja kaasnevate haiguste uuring raames. Uuritav materjal
saadi naistekliinikust ning praktiline to66 viidi labi immunoloogia osakonnas. T66 autor osales
eksperimentaalses osas DNA eraldamisel ja viis labi kdik RT-gPCR eksperimendid ning

andmeanal(iisi.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Gestatsioonidiabeet

Susivesikute ainevahetuse hairet, mis tekib raseduse ajal ja taandub pérast seda, nimetatakse
gestatsioonidiabeediks (GDM — gestational diabetes mellitus). GDM-i esinemissagedus maailmas
varieerub 1% kuni 28% (Franzago et al., 2019). 2012.—2013. aastal Eestis labiviidud Tartu Ulikooli
Kliinikumi uuringus diagnoositi GDM 6% uuritavatel (Kirss et al., 2015). Lisaks sellele, et GDM
on seotud mitmete terviseriskidega nii emale kui ka lapsele, on neil naistel hilisemas elus 7 korda
suurem risk haigestuda teist tulpi diabeeti (T2DM — type 2 diabetes mellitus) (Francaite-
Daugeliene et al., 2021). Samuti on neil suurem risk esimest tulpi diabeedi (TIDM — type 1
diabetes mellitus) tekkeks (Rosik et al., 2020), kuid selle esinemistdendosus on oluliselt vaiksem
(Francaite-Daugeliene et al., 2021). GDM-i riskiteguriteks on (lekaalulisus, ema vanus,
geneetilised faktorid (néiteks Uhenukleotiidsed polumorfismid), diabeedi levimus perekonnas,
emal olevad insuliinresistentsusega seotud haigused (nditeks polUtsistiliste munasarjade
stindroom), ema toitumine ja muud elustiiliga seotud tegurid ning keskkonnafaktorid (Plows et al.,
2018).

GDM moodustab the riihma koos teiste veresuhkru ainevahetushdirega haigustega, mille Gheks
pdhitunnusjooneks on hipergliikeemia ehk veresuhkru kdrgenenud tase. Selles grupis olevaid

metaboolseid haigusi saab jagada nelja erinevasse riihma (Maraschin et al., 2010):

a) T1DM

b) T2DM

c) Rasedusaegne diabeet

d) Muudel pohjustel tekkinud diabeedi tltbid

T1DM puhul on tegemist autoimmuunhaigusega, mille korral khun&éarmes insuliini tootvad -
rakud on héavinenud autoreaktiivsete immuunrakkude riinnaku téttu (Katsarou et al., 2017; Rosik
et al.,, 2020). TIDM erijuht, LADA (latent autoimmune diabetes of adults), on sarnase
tekkemehhanismiga nagu T1DM, kuid kujuneb palju aeglasemalt ja Gldjuhul Gle 30-aasta vanustel
isikutel (Maraschin et al., 2010). TLDM esinemissagedus on 5-10% k&ikidest diabeedijuhtudest
(American Diabetes Association, 2021). T1IDM vastandiks on T2DM, mille iseloomustavaks
tunnuseks on insuliinresistentsus (Rosik et al., 2020). Selles osas sarnaneb GDM T2DM-ga, kuid

GDM-i puhul on kirjeldatud ka autoimmuunse patogeneesiga haiguse vormi (Haller-Kikkatalo &



Uibo, 2016). T2DM levimus diabeedijuhtude hulgas on 90-95% (American Diabetes Association,
2021).

Muude pdhjuste tdttu tekkinud diabeedi tulbiga haigusrihma kuulub néiteks noorte kiipsuseas
algav diabeet (MODY — maturity onset of diabetes). Tegemist on monogeense haigusvormiga,
millel on kuus erinevat alatttpi (sulgudes on kirjas, millise geenimutatsiooniga vastav haigusvorm
on seotud): (1) MODY1 (hepaatiline transkriptsiooni faktor, HNF-4a — hepatocyte nuclear factor-
4-alpha); (2) MODY?2 (glikokinaas, GCK - glycokinase); (3) MODY3 (HNF-1a — hepatocyte
nuclear factor-1-alpha); (4) MODY4 (insuliini promootori faktor, IPF — insulin promoter factor);
(5) MODY5 (HNF-1p — hepatocyte nuclear factor-1-beta); ja (6) MODY®6 (neuro-D1 ehk
neurogenic differentiation factor-1). Kéige rohkem esineb MODY?2 ja MODY3 vormi (vastavalt
15-20% ja 30-50% kdikidest MODY juhtudest), tlejaanud on vaga haruldased (Maraschin et al.,
2010). Kdikidest diabeedijuhtudest on MODY osakaal véike, jaddes 1-5% juurde (Urakami, 2019).
Lisaks MODY-le vdib diabeet olla seotud endokrinopaatiatega (Cushingi sindroom,
akromegaalia) ja eksokriinsete pankrease haigustega (pankreatiit, hemokromatoos) (Maraschin et
al., 2010).

1.1.1 Gestatsioonidiabeedi patoftisioloogia

Rasedusaegse diabeedi (heks teguriks on insuliinresistentsuse teke, millel v6ib oma osa olla
ulekaalulisusel, adipotsutokiinidel ja rasedusaegsel fisioloogilisel insuliini toime vahenemisel
(Mirghani Dirar & Doupis, 2017). Selles protsessis on omavahel seotud mitu erinevat organit —

rasvkude, maks, lihased, platsenta ja aju (Plows et al., 2018).

Insuliin on peptiidhormoon, mida toodavad kdhund&rmes olevad B-rakud. Insuliini vabastamise
kaudu reguleeritakse organismi gliukoositaset. Glikoos on rakkude esmane energiaallikas.
Insuliinresistentsus tekib, kui insuliini vajadus organismis suureneb, kuid B-rakud ei tooda piisavas
koguses insuliini vOi on rakkude vastuvGtlikkus insuliinile vdhenenud. Mdlemal juhul on
tulemuseks veresuhkru taseme suurenemine ehk hiiperglikeemia. Molekulaarsel tasandil on selle
protsessi peamiseks pdhjuseks héired insuliini signalisatsioonikaskaadi t66s. Glikoosi transporter
4 (GLUT4) funktsiooniks on aidata glukoosil rakkudeni jéuda (joonis 1) (Plows et al., 2018).



TNFa, IL-6, IL-1p @ Insuliin Gliikoos

Adiponektiin l
Pro-inflammatoorne
retseptor

Insuliini retseptor (IR) O GLUT4

PIP3 O_O Plasmamembraan
GLUT4
@ translokatsioon

Joonis 1. Insuliini toimemehhanism. Insuliin seondub vastava retseptoriga (IR — insulin receptor), mille

tulemusena aktiveeritakse IRS-1. Sellele aktivatsioonile aitab kaasa adiponektiin ja AMP-aktiveeritud
proteiinkinaas (AMPK). Seejarel IRS-1 aktiveerib fosfatidudlinositool-3-kinaasi (P13K), mis fosforileerib
fosfatidudlinositool-4, 5-bisfosfaadi (PIP2) fosfatidudlinositool-3, 4, 5-fosfaadiks (PIP3). PIP3 omakorda
aktiveerib Akt2, mis on vajalik GLUT4 translokatsiooniks ja seeldbi glukoosi sisenemiseks rakkudesse.
Poletikutsttokiinidel (TNF-a, 1L-6, IL-1pB) on aga vastupidine roll selles signalisatsiooni kaskaadis — nad
aktiveerivad proteiinkinaas C (PKC) I«xB kinaasi (IKK) abil. Selle mehhanismi labiviimisel takistatakse
IRS-1 aktivatsiooni (kohandatud Plows et al., 2018 jargi).

Rasvkude on endokriinne organ, mille Ulesandeks on ainevahetuse kéigus tekkiva energia
salvestamine ning erinevate signaal-ja mediaatorvalkude, tapsemalt adipokiinide (leptiin ja
adiponektiin) ja tsttokiinide (TNF-a, IL-6 ja IL-1P) sekreteerimine (Plows et al., 2018). On
naidatud, et need faktorid osalevad ka insuliini tundlikkuse vahenemisel (Buchanan et al., 2007).

Diabeedi korral vbivad B-rakkudes tekkida haired mitmes insuliini produktsiooni etapis, néiteks
proinsuliini stnteesil vdi insuliini sekretoorsete graanulite eksotsutoosil. Samuti vBivad moju
avaldada ka insuliini post-translatsioonilised modifikatsioonid. Lisaks on leitud, et ka p-rakkude
arv voib mojutada glitkoosi ainevahetust. Naiteks B-rakkude vahenemise korral voib selline kadu
allesjaanud p-rakke Ulekoormata. Véheneb insuliini sekretsioon ja seeldbi ammenduvad
vahehaaval insuliini sekretoorsetes graanulites olevad varud. T2DM-patsientidel on leitud B-
rakkude hulga véhenemine 40-60% ulatuses. Ka rasedus ise on B-rakkudele koormav, mistottu see
vOib olla tiheks insuliinresistentsuse kujunemist vallandavaks pdhjuseks. Seet6ttu on naistel, kellel

on olnud rohkem rasedusi, suurem risk GDM-i kujunemiseks (Plows et al., 2018).

Raseduse alguses suureneb ema organismis insuliintundlikkus. Seda eelkdige selleks, et tagada
raseduse kulgedes piisav energiavarude hulk emale ja kasvavale lootele. Ilma insuliinita gliikoos
8



rakkudesse ei padse, samuti pole vdimalik tagada energiavarude salvestamine rasvkoesse. Platsenta
kaudu toimub glukoosi, aminohapete ja rasvade transport lootele. Platsentas toodetakse mitmeid
hormoone (6strogeeni, progesterooni, kortisooli ning platsentaspetsiifilist laktogeeni ja platsenta
kasvuhormooni) ja ka immuunmediaatoreid (leptiini, tsutokiine). Nende Ulesandeks on raseduse
teises pooles suurendada insuliinresistentsuse teket, et vere glikoosi sisaldus suureneks ja hoiaks
seeldbi optimaalsel tasemel loote ja platsenta energiavarud. Insuliini tundlikkuse ja resistentsuse
vahel tasakaalu hoidmiseks toimub ema pankrease B-rakkudes hupertroofia ja huperplaasia.

Rasedusejargselt taandub ema insuliintundlikkus tagasi normaalsele tasemele (Plows et al., 2018).

1.1.2 Diagnoosimine ja ravi

Glukoositolerantsustest (GTT) on GDM-i diagnoosimise aluseks. Maailmas on hetkel kasutusel
mitu diagnoosimise kriteeriumit (WHO, ADA — American Diabetes Association, IADPSG —
International Association of Diabetes in Pregnancy Groups), mistottu puudub Uhtne Ulevaade
GDM-i levimusest (Kirss et al., 2015; Mirghani Dirar & Doupis, 2017). Eestis kasutatakse 2011.
aastast uut juhendit, milles on jargitud IADPSG soovitusi (Metzger et al., 2010). Selle juhendi jargi
hinnatakse raseduse | trimestril GDM-i haigestumise riski suurust (madal, m6ddukas, kérge risk —

tabel 1) anamnestiliste tegurite ja objektiivse leiu pdhjal (Kirss et al., 2015).

Tabel 1. Gestatsioonidiabeeti haigestumise risk ja vastavad riskitegurid (Kirss et al., 2015)

Kdrge risk Moddukas risk Madal risk
GTT tehakse I ja Il trimestril ~ GTT tehakse I trimestril GTT-d ei ole teha vaja
e Raseduseelne KMI > e Raseduseelne KMI e Raseduseelne KMI
30 kg/m? 25,0-29,9 < 25 kg/m?

e GDM eelneva raseduse
) e Vanus > 40 aasta
ajal

e Anamneesis ) )
) _ e Gllikosuuria
glukoositaluvushaire
e Diabeedi esinemine
lahisugulastel (ema, isa, e Liigne kaaluiive
0de, vend)
e Anamneesis Ule 4,5 kg

N e Polihiidramnion
kaaluv vastsuindinu



Tabel 1 (jatk)

Kdrge risk Maoddukas risk
e Anamneesis ebaselge e Loote oletatav
pdhjusega lootesurm makrosoomia

e Paastuglikoosi tase
5,2-6,9 mmol/L

e Juhuslik veresuhkru
tase 7,0-10,9 mmol/L

e Polltsustiliste

munasarjade sindroom

KMI - kehamassiindeks

Kdigil rasedatel mdddetakse esmalt veresuhkru véartus esimesel trimestril. Korge GDM riskiga
rihma kuuluvatele rasedatele teostatakse GTT juba esimesel rasedustrimestril ning korratakse
teisel trimestril. Kahe tunni GTT 75 g glukoosiga teostatakse kdrge ja madala GDM riskiga
rasedatele 24.-28. rasedusnadalal. GTT alusel GDM-i diagnoosikriteeriumid on valja toodud
tabelis 2. Rasedusaegne diabeet diagnoositakse, kui vahemalt ks glikoositaseme véartustest on
normist kdrgem. GTT-d ei ole vaja teha, kui tiihja kdhu veresuhkru tase on > 7,0 mmol/L, juhuslik
veresuhkru tase on > 11,0 mmol/L v6i enne rasedust esineb TIDM v6i T2DM, kuna tegemist on

juba valja kujunenud diabeediga (Kirss et al., 2015).

Tabel 2. Gestatsioonidiabeedi diagnostilised kriteeriumid 2-tunni glikoositolerantsustesti

teostamisel 75 g glikoosiga (Kirss et al., 2015)

Modtmise ajapunkt Veresuhkru referentsvaartus (mmol/L)
Tihja kéhu veresuhkur <51
1 tund pérast koormust <10,0
2 tundi pdarast koormust <85
Gestatsioonidiabeedi diagnoos Uks vaartustest on ule referentsvaartuse

GDM-i korral on peamine raviviis tervisliku mitmekesine toitumise jargimine. Umbes 70-85%

juhtudest piisab dieetravist ja fudsilisest aktiivsusest, kuid 15-30% juhtudel on lisaks vaja kasutada
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medikamentoosset ravi. Neid on vaja raviplaani lisada juhul, kui veresuhkru vaartused on normist
kdrgemad. Kasutatakse kas insuliini voi suukaudselt manustatavat ravimit metformiini voi
glaburiidi (Lende & Rijhsinghani, 2020).

1.1.3 Esimest tiupi diabeediga seotud autoantikehad gestatsioonidiabeedi korral
GDM-diagnoosiga naiste hulgas on ka neid, kellel tekivad autoimmuunsele diabeedile omased
autoantikehad. T1DM-spetsiifilised autoantikehad on need, mille sihtmargiks on insuliin voi -
rakud (joonis 2):

a) Pankrease saarekese vastased autoantikehad (ICA — islet-cell antibodies).

b) Insuliini vastased autoantikehad (IAA — insulin autoantibodies).

c) Glutamaatdekarboksiilaas 65 vastased autoantikehad (GADA - glutamic acid
decarboxylase 65 autoantibodies).

d) Tdurosiini fosfataasi vastased autoantikehad (IA-2A — protein tyrosine phosphatase
autoantibodies, nimetatakse ka insulinoma-associated antigen-2 autoantibodies).

e) Tsink transporter 8 vastased autoantikehad (ZnT8-A — Zinc transporter 8 autoantibodies)
(Dereke et al., 2016; Incani et al., 2019; Rudland et al., 2015).

Insuliini graanul

Insuliin

Beeta rakk

|A-2

ZnT8

GADG65

Mikrovesiikulid

Joonis 2. Philiste antigeenide asukohad pankrease -rakus, mida autoantikehad &ra tunnevad: 1A-2 jaZnT8
asuvad insuliini sekretoorsetes graanulites ja GAD65 leidub mikrovesiikulites (kohandatud Williams &
Long, (2019) jargi).
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Neuroendokriinne molekul 1A-2 on transmembraane glukoproteiin, mille funktsiooniks on
kodeerida 979-aminohappest koosnevat valku. 1A-2 kuulub turosiini fosfataasi-laadsete proteiinide
perekonda ja asub pankrease B-rakkudes (Acevedo-Calado et al., 2019). On leitud, et IA-2A esineb
32-75% isikutel, kel TIDM teke on algusjargus (Niechciat et al., 2018).

Glutamaatdekarbokstlaas on ensttm, millel eristatakse kahte isovormi — GADG65 ja GAD67 ning
nende nime taga olev number viitab molekulaarmassile kilodaltonites (kDa). GAD-i
ekspresseeritakse peamiselt kesknarvislisteemi preslnaptilistes y-aminovdihappe (GABA -
gamma-amino-butyric acid)-ergilistes neuronites ja pankrease p-rakkudes. GADG65 leidub
narviraku aksoni terminaalis, kuid GADG67 asub tsttoplasmas. Mdlema isovormi tlesandeks on L-
glutamaadist GABA sunteesimine, kus kofaktorina osaleb puridoksaal-5"-fosfaat (PLP —
pyridoxal-5"-phosphate) (Graus et al., 2020; McKeon & Tracy, 2017). GABA on inhibitoorne
neurotransmitter, mis on GABAA ja GABAg-retseptorite ligandiks (McKeon & Tracy, 2017).
GADA esineb 50-80% T1DM juhtudel, olles levinuim autoantikeha diabeedi korral (Niechciat et
al., 2018).

ZnT8 on 369-st aminohappest koosnev transmembraanne valk, mida kodeeritakse SLC30A8 geeni
poolt kromosoomi piirkonnas 8ql4.11 (Niechciat et al., 2018). See valk koosneb N-ja C-
terminaalsest sabast (Williams & Long, 2019). Tsink on insuliini biostnteesi struktuurne
komponent, mis viiakse ZnT8 abil tstitoplasmast insuliini sekreteerivatesse graanulitesse (Rudland
et al., 2015). ZnT8-A sihtmérgiks on vastava transportervalgu C-terminaalne epitoop (Dereke et
al., 2012). Seni on kirjeldatud ZnT8-A epitoobi kolme varianti, mille erinevus s6ltub 325.
positsioonis asuva aminohappe esinemisest — ZnT8R (arginiin, R325), ZnT8W (triptofaan, W325)
ja ZnT8Q (glutamiin, Q325) (Dereke et al., 2012; Rogowicz-Frontczak et al., 2018).

Autoantikehade olemasolu GDM-patsientidel v6ib viidata aja jooksul toimuvale B-rakkude
kahjustusele autoimmuunsete protsesside tottu (Incani et al., 2019). Veelgi enam, on néidatud, et
autoantikeha positiivsetel naistel on raseduse ajal tdusnud insuliinravi vajadus (Dereke et al.,
2012). Seetdttu on oluline uurida pB-rakkudega seotud autoantikehade teket ka GDM-patsientidel.
Dereke et al., (2012) leidsid, et 19- GDM-diagnoosiga rasedal 193-st oli vahemalt (iks TIDM
spetsiifiline autoantikeha — GADA 52,6%, ZnT8-A 21,1% ja IA-2A 15,8%. Véga vaikese osa
moodustas kahe vdi enama autoantikeha esinemine, mida leiti vaid 10,5% juhtudest. Samuti leiti,
et ZnT8-A ilmesid GDM-i puhul Ka siis, kui teised autoantikehad puudusid. Uldjuhul esinevad
GDM-naistel peamiselt kaks autoantikeha (GADA ja IA-2A), mille korral vGib suureneda T1DM
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haigestumine tulevikus (Dereke et al., 2016). Uhes uuringus leiti, et 96% GDM-naistel, kel oli
vahemalt Uks positiivne autoantikeha (kas GADA vdi IA-2A) kujunes T1DM 8 aasta jooksul peale
rasedust. Lisaks on t&heldatud, et kui GDM-naistel esinesid T1DM-omased autoantikehad, oli neil

2,65 korda suurem risk glukoositaluvuse héire tekkeks (Incani et al., 2019).

1.1.4 Riskid emale ja lapsele

Diagnoosimata GDM voi normist kdrgemad veresuhkruvééartused raseduse ajal ohustavad nii ema
kui ka last. Emal on peamised GDM-st tulenevad riskid preeklampsia, enneaegne siinnitus ja
rasedusaegse hiipertensiooni kujunemine (Rosik et al., 2020). Kérge KMI korral on GDM-naistel
8 korda suurem tdendosus preeklampsia tekkeks (Mirghani Dirar & Doupis, 2017). GDM-
diagnoosiga naistel on ka kdrgem risk haigestuda diabeeti hilisemas elus. On leitud, et 10%
juhtudel ilmneb diabeet siinnitusjargselt. Kusjuures 20-60% juhtudel kujuneb diabeet 5-10 aasta

jooksul peale sunnitust (Buchanan et al., 2012).

Vastsundinuid ohustab GDM-i tdttu poluhidramnion ja enneaegne sindimine (Lende &
Rijhsinghani, 2020). GDM-i Uhe tunnuse, hiperglikeemia, korral v8ib vastsiindinut ohustada
hoopiski hiipoglikeemia ehk madal veresuhkru tase. See on tingitud hiperinsulineemiast, mis
tekib, kui loote organism toodab ema kdrgema veresuhkru normaliseerimiseks rohkem insuliini.
Sunnitusjérgselt ei ole vastsundinu enam seotud ema vereringega, mistottu ei vaja ta ka enam nii
palju insuliini (Mirghani Dirar & Doupis, 2017). Makrosoomiaks nimetatakse seda, kui
vastslindinu kaalub rohkem kui 4,5 kg. See on ks pdhilisi GDM-ga seotud komplikatsioone ning
sellega on seotud stinnitusel tekkida voiv 6lgade distookia, hiipoksia ning huperbilirubineemia. On
tdheldatud, et suurema kehakaaluga lapsi v8ib hilisemas elus ohustada llekaalulisus, T2DM ja
erinevad kardiovaskulaarsed haigused (Li et al., 2015). GDM-rasedustest stundinud lastel on
taiskasvanueas (19-27 aasta vanuses) 8 korda suurem risk haigestuda diabeeti (Mirghani Dirar &
Doupis, 2017).

1.2 Gestatsioonidiabeedi geneetika

On teada, et GDM kujuneb geneetiliste ja keskkonnafaktorite koostoimel, mistdttu on tegemist
heterogeense haigusega. Enim on uuritud p-rakkude funktsiooniga ja insuliini sekretsiooniga
seotud geene, nditeks TCF7L2, HNF4a (hepatocyte nuclear factor 4a), gliikokinaasi (GCK —
glycokinase), glikokinaasi reguleerivat valku (GCKR — glucokinase regulatory protein) ja nende
polumorfisme (Rosik et al., 2020). Lisaks nendele on uuritud insuliini retseptorite ning energia

ainevahetusega seotud geenide, samuti inimese leukotstudi antigeeni (HLA — human leukocyte
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antigen) serotliipide ja alleelide seost GDM-iga (Mirghani Dirar & Doupis, 2017). SLC30A8
(Solute carrier family 30, member 8) kodeerib B-rakkudes insuliini stinteesi ja sekretsiooni 16pp-
staadiumis osalevat tsink transporterit. On teada, et tsink transporteri vdhenenud aktiivsus
suurendab T2DM-i haigestumise riski, kuid Gleekspressioon stimuleerib insuliini sekretsiooni.
Néiteks on leitud, et SLC30A8 geeni introni piirkonnas asuv polumorfism rs13266634 omab
kaitsvat méju GDM-i kujunemise suhtes (Rosik et al., 2020). Naiteks IRS1 (insulin receptor
substrate 1) kodeerib valku, mis on vajalik insuliini ja insuliini kasvufaktori (IGF-1 — insulin
growth factor 1) retseptori omavahelises signaali Ulekandes, samuti ka GLUT4 translokatsioonil
(Rosik et al., 2020).

121 TCF7L2

TCF7L2 on korge afiinsusega transkriptsioonifaktorite gruppi kuuluv valku kodeeriv geen, mis
asub kromosoomi piirkonnas 10g25.3 ja osaleb Wnt-signaaliraja regulatsioonis (joonis 3) (Del
Bosque-Plata et al., 2021). TCF7L2 geeni ekspresseeritakse rasv- ja maksakoes, Langerhansi
saarekestes ja ka ajus (Zhou et al., 2014). Selle geeni olemasolu on kdige rohkem seostatud T2DM-
iga, aga ka GDM-iga (Chang et al., 2017; Francaite-Daugeliene et al., 2021). TCF7L2 reguleerib
B-rakkude proliferatsiooni ja osaleb inkretiini hormoonide, glikagooni-laadse peptiidi 1 (GLP-1)
ja glukoosist-soltuva insulinotroopse peptiidi siinteesis. Samuti on leitud, et TCF7L2 mdjutab
glikoosi metabolismi (Francaite-Daugeliene et al., 2021).
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Aktiveeritud kanooniline Wnt signaalirada Inaktiveeritud kanooniline Wnt signaalirada

Joonis 3. Kanooniline Wnt-signaalirada. A tahistab aktiveeritud Wnt signaalirada ning B on inaktiveeritud
Wht signaalirada (kohandatud Del Bosque-Plata et al., (2021) jérgi).

1.2.2 Struktuur

TCF7L2 kuulub T-raku ja limfoidse vdimendaja faktori (TCF/LEF — T-cell factor/lymphoid
enchancer factor) transkriptsioonifaktorite perekonda, millega seondub B-kateniin (Locke et al.,
2011). TCF7L2 koosneb 18-st eksonist (Del Bosque-Plata et al., 2021), polimorfism rs7903146
asub 3. intronis (Mitchell et al., 2015). Sellel geenil on mitu kdrgelt konserveerunud regiooni koos
funktsioneerivate domeenidega. B-kateniiniga seonduv domeen asub 1. eksonis ja HMG-box
seonduv domeen vastavalt 10. ja 11. eksonis (joonis 4) (Del Bosque-Plata et al., 2021).
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Joonis 4. TCF7L2 geeni struktuur (t6lgitud Del Bosque-Plata et al., (2021) jargi).

1.2.3 Funktsioon

TCF7L2 geenil on keskne roll proinsuliini stinteesi reguleerimises. Proinsuliini produktsioon on
mojutatud mitmete transkriptsioonifaktorite (nditeks MAFA, PDX1 ja NEURODL1) poolt, mille
reguleerijaks on peamine TCF7L2 sihtmark insuliini geeni vdimendav valk 1 (ISL1 — insulin gene
enchancer protein 1). Lisaks sellele on ISL1 vajalik ka teiste pankrease hormoonide (naiteks
glukagooni ja somatostatiini) ekspressioonis (Zhou et al., 2014). Geoghegan et al., (2019) t6id oma
uuringus valja, et TCF7L2 on adipogeneesis keskne transkriptsiooni regulaator, mis mdjutab

lipiidide ja glukoosi metabolismiga seotud geenide ekspressiooni.

1.2.4 Polimorfismid

Uhenukleotiidne poliimorfism (SNP - Single Nucleotide Polymorphism) on inimese genoomses
DNA-s esineva uksiku aluspaari varieeruvus populatsiooni indiviidide hulgas. Kogu populatsiooni
SNP-de uldine esinemissagedus on ks iga 200-600 aluspaari kohta (Tsalenko et al., 2002), kuid
keskmiselt leidub ks SNP iga 250 aluspaari kohta (Ramirez-Bello & Jiménez-Morales, 2017).
DNA-jarjestuse variatsiooni loetakse SNP-ks, kui selle sagedus populatsioonis on ule 1%
(Tsalenko et al., 2002). SNP-id asuvad genoomi intrageensetel ja ekstrageensetel aladel, on
enamasti bialleelsed ning neid on lihtne genotupiseerida (Ramirez-Bello & Jiménez-Morales,
2017).

TCF7L2 uhenukleotiidseid polimorfisme on seostatud T2DM-ga, neist kdige tugevamat seost on
naidanud rs7903146, genotliubiga CT/TT. On teada, et selle SNP-i puhul on riskialleeliks T, mida
on seostatud nditeks insuliini sekretsiooni toime halvenemisega (Lyssenko et al., 2007). Chang et
al., (2017) viisid labi meta-analldsi, uurimaks kaheksat erinevat TCF7L2 polumorfismi GDM-
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patsientide hulgas: rs7903146, rs12255372, rs7901695, rs290487, rs11196205, rs11196218,
rs12243326 ja rs4506565 (Chang et al., 2017). Nad leidsid, et kuuel SNP-il kaheksast on seos
GDM-iga. Samuti leiti, et kdige tugevam seos on kolmel TCF7L2 geeni SNP-il —rs7903146 [C/T],
rs12255372 [G/T] ja rs7901695 [T/C], kuid samas esines teatud isedrasusi etniliste riihmade vahel.
Francaite-Daugeliene et al., (2021) leidsid samuti, et kdige suurem seos GDM-patsientide hulgas
on SNP-del rs7901695 [C/C ja C/T], rs7903146 [C/T ja T/T] ja rs12255372 [G/T ja T/T]. Nende
GDM-diagnoosiga rasedate etnilise rihma moodustasid ainult europiidid.
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2 EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Uurimist6o eesmargid
Kéesoleva uurimistéd eesmargiks oli hinnata TCF7L2 geeni polimorfismi rs7903146

esinemissagedust ja moju gestatsioonidiabeedi riskirihma kuuluvate rasedate hulgas.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Valimi ja taustaandmete kirjeldus

Uuringus osales 473 Uksikrasedusega naist vanuses 19-45 aastat, kes kuulusid GDM riskirihma
(tabel 1) ja suunati seetdttu raseduse 11 poolel (rasedusnédalatel 21-33) SA TU Kliinikumi (TUK)
naistekliinikus GTT-le ajavahemikul 2013-2019. GTT on glukoosi ainevahetuse hairete
tuvastamise standardiseeritud koormustest. Selle testi kdigus mdddeti naiste veresuhkur pérast 8—
16 tunnist paastumist, seejarel 1 h ja 2 h pdarast 75 g glukoosist valmistatud lahuse joomist.
Vastavalt IADPSG GDM-i diagnoosimise kriteeriumitele (Metzger et al., 2010) (tabel 2),
diagnoosis SA TUK naistekliiniku sisehaiguste arst 181-1 naisel GDM-i. Ulejaanud 292 naist
moodustasid k&esolevas uurimuses GDM-i vordlusriihma. Uuringust jaid valja rasedad, kellel oli
juba varasemalt esinenud glikoositalumatus v6i diagnoositud diabeet ning rasedad, kes olid
viimase nadala jooksul haigestunud mdnda infektsioonhaigusesse. Antud tods Kitsendati
uuringukriteeriume seet6ttu, et sooviti uurida ja vaadelda ainult neid, kellel varasemalt veresuhkru

ainevahetuse korvalekaldeid tdheldatud pole.
Uuringu kaigus kohtusid uuritavad SA TUK naistekliiniku &mmaemandaga kahel korral:

1) uuringusse astumise hetkel GTT l&biviimise paeval,
2) sunnitusjargse visiidi kaigus alates 6. sunnitusjargsest nadalast kuni 1. aasta pérast

sunnitust.

Ammaemand véttis uuritavatelt vereproovi ja kogus nende terviseandmed vastavalt uuringu
kisimustikule. DNA eraldamiseks koguti patsientide tihja kdhu venoosne veri
etlleendiamiintetradddikhappe (EDTA) katsutitesse, mida tsentrifuugiti vereplasma eraldamiseks
toatemperatuuril kiirusel 805 g 15 minutit (Centrifuge 5810R, Eppendorf AG, Saksamaa). Pdarast

plasma eraldamist sdilitati alles jaanud rakkude mass -80°C juures.

Taisvere glukoosisisaldus ja kliinilise vere analtiisid (C-peptiid, kolesteroolid, trigliitseriidid) olid
madratud Tartu Ulikooli Kliinikumi Uhendlaboris vastavalt Cobas p 501 (Roche) ja Cobas e 601

anallisaatoritel. Kdigil uuritavatel olid vereseerumist eelnevalt bio- ja siirdemeditsiini instituudi
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immunoloogia osakonna spetsialistide poolt maaratud T1DM-ga seotud autoantikehad: GADA,
IA-2 ja ZnT8-A, kasutades kommertsiaalseid immunosorptsioonmeetodil pohinevaid kitte (RSR
Ltd., Cardiff, UK) vastavalt tootja juhistele. Piirvaartused olid GADA puhul > 5 U/mL, 1A-2A
puhul > 7,5 U/mL ja ZnT8-A puhul > 10 U/mL. K&ik selles uuringus kasutatud autoantikehade
testid osalesid autoantikehade standardiseerimise programmis (Islet Autoantibody Standardization
Program — IASP).

2.2.2 DNA puhastamine soolamise meetodil ja kontsentratsiooni mdétmine

Kilmutatud rakkude mass EDTA Katsutis sulatati jadl. Kdigepealt lisati rakkude massile lulsisegu
1 (tabel 3) ning tsentrifuugiti erltrotsultide mass pdhja 10 minutit kiirusel 1258 g ilma piduri ja
kiirendajata (Centrifuge 5810R, Eppendorf AG, Saksamaa).

Tabel 3. 1x erttrotstiitide ludsipuhver ehk ltdsisegu 1 komponendid the proovi jaoks

Komponent Kogus (ml) Ghe proovi kohta
dH>0 4,75

20x eritrotstiitide ludsipuhver! 0,25

Kokku (ml): 5

120x ertitrotsudtide lutsipuhvri info komponentide kohta on vélja toodud lisas 1.

Edasi eemaldati supernatant ja sademele lisati 1 ml dH20 (Milli-Q Millipore Synthesis A10, poori
suurus 0,22 um, DNaasi ja RNaasi vaba) ning loksutati pdhjas olev sade lahti. Jargmisena kallati
proov mikrokatsutisse, raputati tugevalt ning tsentrifuugiti kiirusel 13 000 g 2 minutit piduri ja
kiirendajaga 7 (Centrifuge 5410R, Eppendorf AG, Saksamaa). Supernatant eemaldati ning korrati
pesu etappi, kuni supernatant muutus heledaks ja selgeks. Pérast viimast pesu etappi eemaldati
supernatant ja lisati sademele 740 ul lGusisegu 2 (tabel 4). Proove inkubeeriti soojendusblokil 55°C

juures seni, kuni kogu sade oli lahustunud.

Tabel 4. Luusisegu 2 komponendid ihe proovi jaoks

Komponent Kogus (ul) the proovi kohta
Proteinaas-K puhver? 160

Proteinaas-K (1 mg/ml)! 65

20% SDS! 40

dH20 480

Kokku (ul): 745

! Proteinaas-K puhvri, Proteinaas-K (1 mg/ml) ja 20% SDS lahuste komponendid on vélja toodud lisas 1.
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Kui sade oli lahustunud, lisati eppendorfi 300 ul +4°C juures hoitud 5M NaCl (lisa 1), segati ja
tsentrifuugiti 13 000 g 5 minutit. Jargmisena valati mikrokatsuti sisu kiillma 96% etanooli, loksutati
ettevaatlikult edasi-tagasi ja korjati tekkinud niidikogum klaasist Pasteuri pipetile. Seejérel viidi
Pasteuri pipett 10 minutiks +37°C termokappi ja parast seda pesti pipetti kiilma 70% etanooliga
(hoitud -20°C juures). Pérast pesu viidi pipett uuesti 10 minutiks +37°C juurde. Seejérel asetati
Pasteuri pipett 1x TE-lahusega (500 pl, lisa 1) eppendorfi, loksutati sademe lahtitulemiseks ja pandi
+55°C soojendusblokile inkubeerima. 24 tundi hiljem mdddeti DNA kontsentratsioon NanoDrop
ND-1000 spektrofotomeetriga (Thermo Fisher Scientific, USA). DNA puhtust hinnati A2eor280

vadrtuse jargi. Eraldatud DNA proove sdilitati -80°C juures.

2.2.3 DNA lahjendused ja genotipiseerimine

Kdik DNA proovid lahjendati kontsentratsioonile 20 ng/ul. TCF7L2 introni polimorfism C > T
(rs7903146) genotilpiseerimiseks kasutati TagMan (Thermo Fisher Scientific, USA) praimerit
jarjestusega, mis on kirjas tabelis 5. Kasutati kahte TagMan PCR reaktsioonisegu: (1) TagMan
Universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG (Applied Biosystems, USA) vdi (2) TagMan
Genotyping Master Mix (Thermo Fisher Scientific, USA). Lahjendatud DNA lisati
reaktsioonisegusse (tabel 6), segati ja seejarel kanti 96-kaevukesega PCR-plaadile (Bioplastics BV,
Holland). Proovide puhul, mida oli vaja korrata, lisati ménda PCR reaktsioonisegu komponenti
teises koguses, mis on vélja toodud tabelis 7. RT-gPCR-i etapid ja tstklite enk korduste arv on
valja toodud tabelis 8. RT-qPCR labiviimiseks kasutati ABlI PRISM 7000 Sequence Detection
System masinat (Applied Biosystems, USA).

Tabel 5. Praimeri jarjestus

RS-number Jarjestus
5 -TAGAGAGCTAAGCACTTTTTAGATAJ[C/T]
TATATAATTTAATTGCCGTATGAGG-3

rs7903146
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Tabel 6. PCR reaktsioonisegu komponendid TCF7L2 polimorfismi rs7903146 maaramiseks

A. TagMan Universal Master Mix No AmpErase UNG

Komponent

DNA (20 ng/ul)
Puhver (2X)
TagMan Probe (40X)
dH-0

Kokku:

Kogus (tihe proovi kohta)
2 ul

5ul

0,125 pl

2,875 ul

10 pl

B. TagMan Genotyping Master Mix

Komponent

DNA (20 ng/ul)
Puhver (2X)
TagMan Probe (40X)
dH-0

Kokku:

Kogus (tihe proovi kohta)
2 ul

5ul

0,25 pl

2,75 ul

10 pl

Tabel 7. Kordusproovide PCR reaktsioonisegu komponendid TCF7L2 polimorfismi rs7903146

maaramiseks

TagMan Universal Master Mix No AmpErase UNG

Komponent

DNA (20 ng/ul)
Puhver (2X)
TagMan Probe (40X)
dH-0

Kokku:

Kogus (tihe proovi kohta)
1,5 pul

5ul

0,25 pl

3,25 ul

10 pl
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Tabel 8. TCF7L2 polimorfismi rs7903146 genotiipiseerimise RT-qPCR etapid

Etapid Temperatuur (°C) Kestvus Korduste arv
Ensulimi aktivatsioon 95 10 minutit 1
Denaturatsioon* 92 15 sekundit 48
Pikendamine 60 1 minut 48

1 TagMan Genotyping Master Mix PCR reaktsioonisegu jaoks oli denaturatsiooni temperatuuriks 95°C.

2.2.4 Andmete analliis

Hardy-Weinbergi tasakaalu kontrolliti y*-testi abil. Parameetrilised tunnused esitati keskvaartuse
ja standardhélbena ning vorreldi ANOVA dispersioonanaltisil. Mitteparameetriliste tunnuste
analliusimisel kasutati Kruskal-Wallise testi ja tulemused esitati mediaanvaartusena koos
miinimum ja maksimum véértusega. Rilhmitavad tunnused esitati absoluutarvuna ja kasutati -
testi, kui kdikide alleelide sagedused olid >5% vGi Fisheri testi, kui iks sagedustest oli <5%. KMI
véértused rihmitati jargmiselt: KMI < 25 — normaalkaal; KMI > 25 — ulekaal; KMI > 30 —
rasvumine. Arvutati Sansisuhted ja 95% usaldusintervall genotiiiipide seoste anallilisimiseks,
milleks kasutati binoomilist logistilist regressiooni. Kuna omavahel vorreldi TCF7L2 rs7903146
kolme genotulpi, kasutati statistilisel analtitsil Bonferroni korrektsiooni ja statistiliselt oluliseks
loeti, kui p < 0,017. Andmete analttsil kasutati R-i programmeerimiskeelt (versioon 4.0.3) ja
keskkonda koos RStudio tarkvaraga (versioon 1.4.1103).
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2.3 Tulemused
Koigil 473-1 uuritaval maérati TCF7L2 SNP-i (rs7903146) genotulbid. Genotupiseerimine
onnestus 98,5% proovidest (n = 466). Tulemuste kinnitamiseks genotupiseeriti 1,3% proovidest

uuesti ning tulemused langesid kokku 100% juhtudest.

Genotuupide sagedused kogu uuritavate seas olid: C/C 65%, C/T 31% ja T/T 4%. C-alleeli
esinemissagedus oli 73,3% ja T-alleeli esinemissagedus 26,7%. Saadud genotlupide sagedused
vastasid Hardy-Weinbergi tasakaalule nii kogu grupis (p = 0,717) kui ka GDM-i ja vordlusriihmas
(vastavalt, p = 0,523; p = 0,326) ega erinenud rihmade vahel (p = 0,468) (tabel 9).

Tabel 9. TCF7L2 rs7903146 genotlupide jaotus

Sagedus kogu riihmas Sagedus GDM-rilhmas  Sagedus vordlusrihmas

Genotutp Oodatav M0oddetud Oodatav Maoddetud Oodatav Moddetud
C/IC 0,64 0,65 0,63 0,63 0,67 0,66
CIT 0,31 0,31 0,34 0,33 0,29 0,31
TT 0,04 0,04 0,03 0,04 0,04 0,04

Tabelis 10 on valja toodud rasedusaegsete kliiniliste andmete vordlus kolme genotliibi vahel,
millest selgus, et T/T genotiilbiga naiste KMI enne rasedust ja ka siinnituse ajal (tabel 11) oli
suurem vordlusrihmade KMI-vaartustest (p < 0,05 mdlemal juhul). Peale Bonferroni korrektsiooni
muutus erinevus statistiliselt mitteoluliseks. Lineaarsel regressioonanalliusil selgus, et T/T
genotiup oli positiivselt seotud KMI-véirtustega kdigis kolmes ajapunktis (vastavalt, = 3.150, p
=0.009; p=3.218, p=0.015 ja p = 2,876, p = 0.025). Seoste statistiline olulisus sdilis mudelite
kohandamisel ema vanusele ja kaasuvate haiguste esinemisele. KMI jaotamisel vahemikesse
ilmnes, et T/T genotlip suurendas Sanssi, et naine oli raseduseelselt rasvunud KMI > 30 (OR =
2,95; 95% UV 1,1 — 7,6; p = 0,026). Peale Bonferroni korrektsiooni statistiline erinevus kadus.
Analiisides eraldi ka T-alleeli mdju, selgus, et T-alleel eraldi ei olnud seotud KMI pidevate

vaartustega ega suurendanud naistel rasvumise Sanssi (p > 0,05 mdlemal korral).

Kuigi T/T genotiibiga uuritavatel olid kdige kdrgemad keskmised vererbhu vaartused ja neil
esines 10% sagedamini hupertooniatdbe, ei saavutanud need erinevused statistilist olulisust. Ka

teiste vaadeldud parameetrite osas erinevusi genotipide vahel polnud, sealhulgas GTT-I
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mdddetud veresuhkru tulemused, C-peptiidi vaartused, GDM-i diagnoos ja autoantikehade
esinemissagedus (tabel 10). Nii l&bi viidud lineaarsel kui logistilisel regressioonil ei ilmnenud
olulisi seoseid T/T genotlubi voi T-alleeli ja loetletud tunnuste vahel.

Vajadus raseduse I8pus insuliini tarvitamiseks oli kull sagedasem T/T genotlubi korral (5,3%
vorreldes 0,6% C/C ja 2,1% C/T genotilbi puhul), kuid seos polnud statistiliselt oluliselt erinev (p
= 0,100) (tabel 11). Kokku vajas raseduse I8pus insuliini 6 GDM rihma kuuluvat uuritavat.
Logistilisel regressioonanaltdsil ilmnes suundumus, et T/T genotulp suurendab insuliini
tarvitamise vajadust OR = 8,36 korda (95% UV 0,7 — 96,6; p = 0,089), mis ei kiilindinud statistilise
olulisuseni. Ka T-alleel eraldi ei suurendanud Sanssi insuliini vajadusele (p > 0,05). Mudeli
kohandamisel naise vanusele, GTT paastuglikoosi vaartusele ja rasedusnadale, ilmnes, et T/T
genotiup suurendas insuliinravi vajaduse riski OR = 19,06 korda (95% UV 1,2 - 300,2; p = 0,036).

Teise ajapukti andmed olid olemas 389-I uuritaval. Vorreldud rihmad ei erinenud omavahel
vaadeldud raseduskomplikatsioonide esinemise osas (tabel 10). Ainult Ghel T/T genotlibiga
uuritaval esines ks vaadeldud neljast rasedusaegsest komplikatsioonist, milleks oli rasedusaegne
hlpertensioon. Vastsiindinute stinniaegsed néitajad ei erinenud uuritavate riihmade vahel (tabel
12).

Sunnitusjargsete Kliiniliste andmete vordlus on toodud tabelis 13. Kuigi T/T genotilbiga
uuritavatel ei olnud Uldkolesterooli ja kdrge tihedusega lipoproteiinide (HDL - high density
lipoproteins)-kolesterooli vaartused vordlusriihmadest statistiliselt oluliselt kdrgemad (vastavalt, p
=0,065 jap =0,076), ilmnes lineaarsel regressioonanaltsil, et T/T genotidp oli vordeliselt seotud
HDL-kolesterooli vaartustega (B = 1,44, p = 6,86 - e®). Ka T-alleel eraldi oli vdrdelises seoses
HDL-kolesterooli vééartustega (p = 0,19, p = 0,046). Seoste olulisus sadilis mudelite kohandamisel
stinnitusjargsele KMI-vaartusele (p = 0,001 ja p = 0,034, vastavalt). Lisaks ilmnes logistilisel
regressioonanalitsil, et T/T genotitp, kuid mitte T-alleel eraldi, suurendas emal $anssi, et tema
sunnitusjargne kolesterooli tase on lle referentsvaartuse (> 1,2 mmol/L) OR = 5,74 korda (95%
UV 1,6 —20,1; p = 0,006).
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Tabel 10. Rasedusaegsete kliiniliste andmete vordlus

TCF7L2
(rs7903146) C/C (n = 303) C/T (n=144) T/T (n=19) P-vaartus
GDM-uuritavad 110 62,5% 60 34,1% 6 3,4% 0,468
(n=176) (54,7-69,5%) (27,2-41,7%) (1,4-7,6%)
GDM-vordlusrihm 193  66,6% 84 29,0% 13 4,5%
(n=290) (60,8-71,9%) (23,9-34,6%) (2,5-7,7%)
Vanus (aastad) 31,0+5,0 30,7+5,4 30,2+5,0 0,711
KMI (kg/m?) 25951 25,7+4,8 29,1+7,2 0,023
Rasedusnadal 26,8+ 1,7 26,7+1,6 265+1,1 0,685
uuringu alguses
GTT tulemus
0 min (mmol/L) 4,7+0,5 47+04 46+04 0,734
60 min (mmol/L) 7,8%£2,0 8,1£20 7,3+£1.8 0,104
120 min (mmol/L) 6,3+1,6 6,6+£1,6 590+£14 0,104
C-peptiid (nmol/L) 0,8+0,3 0,8+04 0,7+0,3 0,602
Suistoolne vereréhk 1205+ 12,4 1196 £115 1255+12,4 0,138
(mmHg)
Diastoolne 72,2+8,2 71,5+8,9 75,7+8,9 0,127
vererdhk (mmHg)
Hipertensioon 33 10,9% 14 9,7% 4 21,1% 0,331
(7,7-15,1%) (5,6-16,1%) (7,0-46,1%)
Esines véhemalt 24 7,9% 7 4,9% 1 5,2% 0,464
Uks autoantikeha (5,2-11,7%) (2,1-10,1%) (0,3-28,1%)
IA-2A 3 1,0% 0 0,0% 0 0,0% 0,607
(0,3-3,1%) (0,0-3,2%) (0,0-21,0%)
ZnT8-A 9 3,0% 2 14% 1 5,3% 0,313
(1,5-5,8%) (0,2-5,4%) (0,3-28,1%)
GADA 12 4,0% 6 42% 0 0,0% 1
(2,2-7,0%) (1,7-9,2%) (0,0-21,0%)
Pidevad tunnused on esitatud keskvéartusena =+ standardhdlve ning vorreldud ANOVA

dispersioonanaliiisil. Rihmitavatel tunnustel on esitatud isikute arv ja veeruprotsent (95% usaldusvahemik)
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ning vorreldud xz-ruut vOi Fisheri testiga. Alagruppide vaheliseks vordluseks kasutati proportsioonitesti.

Statistiliselt olulised vaartused on margitud réhutatud Kirjas.

Tabel 11. Stinnitusaegsete kliiniliste andmete vordlus

TCF7L2
(rs7903146) C/C (n = 255) C/T (n=118) T/T (n = 16) P-vaartus
KMI stinnitusel 31,2+5,0 31,252 34,4+6,4 0,050
(kg/m?)
Kaaluiive 14,0 £ 6,7 144+6,4 16,7+ 6,5 0,278
Rasedusnadal 39,7+14 394+18 40,0+£1,0 0,123
stinnitusel
Rasedusaegsed 66 25,7% 31 26,3% 1 63% 0,206
komplikatsioonid (20,5-31,6%) (18,8-35,3%) (0,3-32,3%)
Oht raseduse 27  10,5% 10 8,5% 0 O 0,482
katkemisele (7,2-15,1%) (4,4-15,4%) (0,0-24,1%)
Oht enneaegsele 19 7,4% 13 11,0% 0 0,0% 0,287
stnnitusele (4,6-11,5%) (6,2-18,4%) (0,0-24,1%)
Rasedusaegne 29 11,3% 13 11,0% 1 6,3% 0,823
hlpertensioon (7,8-16,0%) (6,2-18,4%) (0,3-32,3%)
Preeklampsia 6 2,3% 4  3,4% 0 0,0% 0,824
(1,0-5,3%) (1,1-9,0%) (0,0-24,1%)
Loomulik sinnitus 61  24,0% 29 24,6% 6 37,5% 0,474
(19,0-30,0%) (17,3-33,5%) (16,3-64,1%)
Metformiini 15  50% 9 6,3% 2 10,5% 0,413
vajadus (2,9-8,2%) (3,0-11,9%) (1,8-34,5%)
Insuliini vajadus 2 0,6% 3 2,1% 1 53% 0,100
(0,1-2,6%) (0,5-6,4%) (0,3-28,1%)

Pidevad

tunnused on esitatud keskvaartusena =+

standardhélbena ning vorreldud ANOVA

dispersioonanaliiisil. Rihmitavatel tunnustel on esitatud isikute arv ja veeruprotsent (95% usaldusvahemik)

2

ning vorreldud 7y“-ruut testi vOi

Fisheri

proportsioonitesti. Statistiliselt olulised v&artused on margitud réhutatud kirjas.

testiga. Alagruppide vaheliseks vordluseks kasutati
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Tabel 12. Lapsega seotud tunnused

TCF7L2

(rs7903146) C/C (n = 254) C/T (n=118) T/T (n = 16) P-vaartus
Lapse kaal 3631 +492,3 3583 + 601,8 3713 +418,0 0,544
1 eluminuti 83+1,1 83+1,1 83+1,1 0,920
APGAR

5 eluminuti 8,9+09 8,9+0,8 9,1+0,8 0,871
APGAR

1 eluminuti 10  3,9% 7 59% 2 12,5% 0,175
APGAR <7 (2,0-7,3%) (2,6-12,3%) (2,2-39,6%)

5 eluminuti 3 1,2% 1 08% 0 0,0% 1
APGAR <7 (0,3-3,7%) (0,0-5,3%) (0,0-24,1%)

Lapse diagnoos 197 50,8% 94 24,2% 16 4,1% 0,075
terve (58,5-69,4%) (25,5-36,2%) (3,1-8,5%)

Pidevad tunnused on esitatud keskvadrtusena =+ standardhdlbena ning vorreldud ANOVA

dispersioonanaliilisil. Rihmitavatel tunnustel on esitatud isikute arv ja veeruprotsent (95% usaldusvahemik)

ning vorreldud Fisheri testiga. Alagruppide vaheliseks vordluseks kasutati proportsioonitesti.
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Tabel 13. Stinnitusjargsete Kliiniliste andmete vordlus

TCF7L2 P-
(rs7903146) C/C (n = 255) C/IT (n=118) T/T (n =16) vaartus
KMI (kg/m?) 27,1+5,0 27,1+46 30,0£6,2 0,075
Sustoolne vererbhk 1216 £11,6 123,3+ 11,4 122,5+ 13,8 0,399
(mmHg)

Diastoolne vererohk 75,4+ 7,8 76,4+ 8,3 755+9,0 0,529
(mmHg)

Veresuhkur 48+0,5 48+0,5 4,7+04 0,636
paastuplasmas

(mmol/L)

Slnnitusjargne 10  4,0% 2 1,7% 1 63% 0,285
veresuhkur > 6,1 (2,0-7,4%) (0,3-6,7%) (0,3-32,3%)
(mmol/L)

Paastu C-peptiid 0,7+0,3 0,7+0,2 0,7+0,2 0,687
(nmol/L)

Uldkolesterool 53+£0,9 51+£09 57+16 0,065
(mmol/L)

LDL-kolesterool 34+0,8 3,2+0,9 3,7£15 0,113
(mmol/L)

HDL-kolesterool 1,70 (0,67-2,82) 1,66 (0,76-3,12) 2,00 (1,26-20,7) 0,076
(mmol/L)

Triglltseriidid 1,0+0,5 09+04 09+04 0,560
(mmol/L)

Pidevad tunnused on esitatud keskvaartusena tstandardhélve ning vorreldud ANOVA dispersioonanallisil.
Normaaljaotusele mitte vastav pidev tunnus on esitatud mediaanina (miinimum — maksimum vaéartus) ning
vorreldud Kruskal-Wallise testiga. Rihmitavatel tunnustel on esitatud isikute arv ja veeruprotsent (95%
usaldusvahemik) ning vOrreldud Fisheri testiga. Alagruppide vaheliseks vordluseks kasutati
proportsioonitesti. LDL (low density lipoproteins) — madala tihedusega lipoproteiinid, HDL (high density

lipoproteins) — kdrge tihedusega lipoproteiinid.
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2.4 Arutelu

TCF7L2 SNP-id on seotud hiuperglikeemia ja T2DM-ga, kuna neil polumorfismidel on oluline roll
B-rakkude funktsiooni vahenemises (Plows et al., 2018; Rosik et al., 2020). On teada, et TCF7L2
SNP rs7903146 riskialleeliks on T-alleel. Mitmed t66d on néidanud, et see SNP vdib olla seotud
ka GDM-i kujunemisega. Eelnevast lahtuvalt oli selle t60 eesmargiks uurida TCF7L2 SNP-i
rs7903146 genotlupide (C/C, C/T ja T/T) seoseid GDM-i diagnoosi ja sellega seotud faktorite ning
raseduskomplikatsioonidega GDM riskirihma kuuluvate naiste seas. Antud t66 pShitulemusena
leiti, et T/T genotilip tstab insuliinravi vajaduse Sanssi. Samas puudusid seosed GDM-diagnoosi,

veresuhkru ja C-peptiidi vaartustega ning raseduskomplikatsioonidega.

Pohiliselt on GDM-i korral uuritud SNP-i rs7903146 seoseid GDM-i kujunemise riski ja
rasedusaegsete veresuhkru vaartustega. Saadud tulemused on olnud vasturddkivad ja s6ltuvad
uuritavate etnilisest riihmast (Chang et al., 2017; Fritsche et al., 2018). Naiteks Freathy et al.,
(2010) t66s leiti, et TCF7L2 rs7903146 oli seotud paastuglikoosi (p = 0,03), 1-h (p < 0,0001) ja 2-
h veresuhkruga GTT-I (p < 0,0001), kuid need seosed ilmnesid vaid europiidide hulgas, mitte aga
asiaatidel (p > 0,05). Seevastu hiljutises Francaite-Daugeliene et al., (2021) Leedus l&bi viidud
uuringus leiti kill kolme TCF7L2 SNP-i (rs7901695 [C/C ja C/T], rs7903146 [C/T ja T/T] ja
rs12255372 [G/T ja T/T]) kdrgem esinemissagedus GDM-diagnoosiga naiste hulgas, kuid nende

uuringus ei ilmnenud olulist seost veresuhkru tasemega, kolesterooli ega ka KMI-ga.

Ké&esolevas t00s ei eristanud rs7903146 polumorfism GDM riskiriihma kuuluvate naiste seast neid,
kellel diagnoositi GDM, mis vG8ib tuleneda T/T genotulbiga uuritavate vaikesest arvust (n = 19).
Lisaks vdib varasemalt publitseeritud toddest teistsugune tulemus olla tingitud ka lahknevustest
GDM diagnoosimise kriteeriumites, mis erinevad riigiti ning uuritavate rahvusest tulenevatest
isedrasustest. Sarnaselt sellele to6le ei leidnud ka Venemaal hiljuti 1abi viidud uuringus seost GDM
diagnoosi ja TCF7L2 genotulpidega (Popovaet al., 2021). Lisaks GDM diagnoosile ei leitud selles
to6s TCF7L2 genotidpide seoseid GTT veresuhkru vaartustega raseduse ajal. Erinevus varasemalt
avaldatud t66dega voib peale eelpool mainitud teguritele olla tingitud ka sellest, et t66d, mis on
leidnud seose rs7903146 polimorfismi ja veresuhkruga, on uurinud mitte-rasedaid naisi, kelle

gliikoositaseme regulatsioon on erinev rasedusaegsest regulatsioonist (Plows et al., 2018).

Uksikud t66d on naidanud, et T-riskialleeliga GDM patsientidel on suurem vajadus insuliinravi
jarele raseduse viimasel trimestril. Potasso et al., (2020) leidis, et T/T genotlup suurendas vajadust

insuliinravi jérele 3,46 korda, mis on kooskdlas kdesoleva t00 tulemustega, milles leiti, et T/T
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genotlup suurendas insuliinravi vajadust 19,06 korda, kui mudel oli kohandatud ema vanusele,

GTT paastuglikoosi vééartusele ja rasedusnéddalale.

TCF7L2 rs7903146 on (ks pdhilisi T2DM-ga seotud geneetilisi faktoreid. On naidatud, et GDM-
ga naistel, kellel on rs7903146 riskialleel, on hilisemas elus suurem risk T2DM kujunemiseks
(Francaite-Daugeliene et al., 2021). K&esolevas t66s uuriti, kas TCF7L2 rs7903146 polimorfism
on seotud GDM riskirihma kuuluvate naiste sunnitusjargse paastuglikoosi ja C-peptiidi
vadrtustega. Labi viidud analtiusil ilmnes, et rs7903146 polimorfismid ei mdjutanud
stinnitusjargseid tulemusi. Varasemad t66d on leidnud, et T-alleeli kandvatel isikutel vdivad C-
peptiidi véartused olla nii kérgemad kui ka madalamad. Erinevused tulemustes on mdjutatud
sellest, kas on mdddetud paastu- vdi stimuleeritud C-peptiidi ning missugune on olnud uuritava
rihma valim (mdned uurimused on sisaldanud ka mehi v8i T2DM-ga patsiente) (Daniele et al.,
2015; Mathiesen et al., 2020).

Selles toos leitud seosed rs7903146 T/T genotliubi ja KMI ning Gldkolesterooli véartustega
langevad kokku Franzago et al., (2018) tulemustega. Samas, kaesolevas t60s ilmnenud vordeline
seos T/T genotlubi ja HDL-kolesterooli vaartustega oli Gllatav, kuna just madalamaid HDL-
kolesterooli vaartusi peetakse ennustavaks faktoriks T2DM-i kujunemisele (Barden et al., 2013;

Gobl et al., 2011) ning vajab seet6ttu edasist uurimist.

Raseduse ajal esinev hiperglikeemia on seotud mitmete komplikatsioonidega emal ja lapsel, mis
vOivad tekkida nii raseduse kui sunnituse ajal. Naiteks esineb GDM-rasedatel kdrgem risk
rasedusaegse hupertensiooni ja preeklampsia kujunemiseks (Lende & Rijhsinghani, 2020;
Mirghani Dirar & Doupis, 2017; Plows et al., 2018). T66 autorile teadaolevalt uuriti kéesolevas
toos  esmakordselt TCF7L2  rs7903146  polumorfismi  seoseid GDM-ga  seotud
raseduskomplikatsioonidega. Selle t66 tulemused viitasid, et uuritud TCF7L2 genotliubid pole
seotud raseduse katkemise, enneaegse sunnituse, preeklampsia ega sunnitusviisiga GDM
riskirihma kuuluvate naiste seas. Varasemalt on néidatud, et rs7903146 polUmorfismi T-alleel
suurendab loote slinnikaalu (Beaumont et al., 2018; Freathy et al., 2007), kuid kéesoleva t60

tulemused seda seost ei kinnitanud.

Selle t66 Uheks tugevuseks on, et vaadeldi mitmeid uusi aspekte, mida pole varem seoses TCF7L2
rs7903146 polimorfismiga uuritud, mistdttu lisab t66 uusi teadmisi GDM-i ja sellega seotud
komplikatsioonide mdistmiseks. Lisavaartuseks on andmete olemasolu mitmest ajapunktist, nii

raseduse ajal kui selle jargselt, mis vdimaldab hinnata raseduse mdju leitud seostele. Puudusena
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vOib vélja tuua selle, et T/T genotiibiga isikuid oli vahe (n = 19), mistdttu ei saavutanud mdned

seosed statistilist olulisust vaid jaid piiripealseks.
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JARELDUSED

Vastavalt pustitatud eesmérkidele vGib selle t66 tulemustest jareldada jargmist:

1.

TCF7L2 geeni polimorfismi rs7903146 genotlupide esinemissagedused vastasid Hardy-
Weinbergi tasakaalule GDM riskirihma kuuluvate naiste hulgas ning ei erinenud
vordlusrihmade vahel.

rs7903146 genottdbid ei suurendanud sanssi GDM-diagnoosile, kdrgematele veresuhkru
vadrtustele ega T1DM-ga seotud autoantikehade esinemisele.

T/T genotilibi korral olid suuremad KMI-véartused nii enne rasedust kui ka raseduse ajal
ning ilmnes ka, et T/T genotliup suurendas Sanssi raseduseelsele rasvumisele.

T/T genotudibi korral oli suurem $anss insuliinravi vajadusele.

rs7903146 genotulbid ei olnud seotud vaadeldud raseduskomplikatsioonide esinemisega.

rs7903146 genotulbid ei ole seotud stinnitusjargse veresuhkru ja C-peptiidi vaartustega.
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KOKKUVOTE

Gestatsioonidiabeet (GDM) on raseduse ajal tekkiv ja peale seda taanduv siisivesikute ainevahetuse
haire, mida iseloomustab insuliinresistentsus ja hiperglikeemia. GDM-diagnoosiga naisi
ohustavad mitmesugused raseduskomplikatsioonid. Lisaks sellele on neil naistel suurenenud risk
haigestuda tulevikus esimest vOi teist tlupi diabeeti. Glukoositolerantsustest on seni pdhiline
meetod diagnoosimaks GDM-i. Mitmed uuringud on eelnevalt ndidanud, et kdige tugevamat seost
T2DM-iga (sealhulgas ka GDM-iga) omab TCF7L2 geeni poliimorphism rs7903146.

Selle t60 eesmargiks oli hinnata TCF7L2 geeni polumorfismi rs7903146 esinemissagedust
genotiubiti GDM-i riskirlhma kuuluvate rasedate hulgas ning vaadelda selle m&ju erinevate

Kliiniliste parameetrite seas.

Uuringus osales 473 rasedat naist, kellest GDM-uuritavaid oli 181. Uuritavaks materjaliks oli
soolamise meetodil puhastatud DNA. Lisaks kasutati statistilisel analliusil uuritavatelt kahes
ajapunktis saadud anamnestilisi ja vereanalliiside andmeid. Esimeseks ajapunktiks oli
glukoositolerantsustestiga sama péev raseduse ajal ning teiseks ajapunktiks oli vahemikus 6 nddalat
kuni 1 aasta peale sinnitust toimunud &mmaemanda kordusvisiit. SNP-i genotipiseerimiseks

kasutati RT-qPCR-i ja andmete analutsimiseks R-programmeerimiskeelt.

TCF7L2 geeni SNP rs7903146 genotlpiseerimistulemuste alusel moodustati uuritavatest kolm
rihma: C/C (n=303), C/T (n=144) ja T/T (n =19). Tulemustest selgus, et rs7903146 genotulpide
esinemissagedused ei erinenud vdrdlusrihmade vahel. GDM riskiriihma kuuluvate rasedate seas
polnud T/T genotiiip seotud GDM-diagnoosiga, nii rasedusaegsete kui rasedusjargsete veresuhkru
ja C-peptiidi vaartustega ning raseduskomplikatsioonidega. Kull aga ilmnes, et T/T genotulp
suurendas ema Sanssi raseduseelsele rasvumisele. GDM diagnoosiga naistel, kellel oli T/T

genotidp, oli oluliselt suurem insuliinravi vajaduse raseduse 16pus.
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TCF7L2 gene polymorphism rs7903146 and gestational diabetes mellitus

Evelin Kumpel

SUMMARY

Gestational diabetes mellitus (GDM) is a carbohydrate metabolic disease, which occurs only during
pregnancy. It is characterized by insulin resistance and hyperglycemia. Glycose tolerance test is
the primary diagnosis method for GDM. Women with GDM have a higher risk of developing type
1 (T1DM) and type 2 diabetes (T2DM) in the future. For instance, the risk of getting T2DM later
in life is 7 times higher. In addition to that, both the mother and the child might be affected by
pregnancy complications due to GDM. The transcription factor 7-like 2 (TCF7L2) gene
polymorphism rs7903146 shows the strongest association with T2DM. Since GDM and T2DM
have similarities in their pathophysiology, T2DM associated SNPs have been studied also in GDM.

The purpose of this thesis was to determine the association of genetic variant rs7903146 of the
TCF7L2 gene and to evaluate its effect with clinical parameters in pregnant women at risk for

GDM development.

The study involved 473 pregnant women, of whom 181 were diagnosed with GDM. The study
material was DNA extracted from preipheral venous blood samples by the salting-out procedure.
In addition, anamnestic and clinical chemistry blood analysis data obtained at two time points were
used for statistical analysis. The first time point was the same day as the glucose tolerance test
during gestational weeks 21-33 and the second time point was a repeat midwife visit between 6
weeks and 1 year after delivery. The ABI PRISM 7000 RT-qPCR system was used for DNA
amplification and rs7903146 genotyping. For statistical analysis the R-programming language was

used.

Based on the genotyping results of the TCF7L2 gene SNP rs7903146, the study subjects were
divided into three groups: C/C (n = 303), C/T (n = 144) and T/T (n = 19). The results showed that
the rs7903146 genotype frequencies did not differ between the studied groups. The T/T risk
genotype was not associated with GDM diagnosis, blood glucose or C-peptide values, both during
pregnancy and postpartum, as well as pregnancy complications. However, the T/T genotype
increased the mother's chance of pre-pregnancy obesity. Also, in women with GDM the risk

genotype increased the need for insulin treatment in late pregnancy.
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LISA 1. Toos kasutatud lahused

20x erdtrotsudtide luusipuhver

Komponendid Kogus (ml)
1M sahharoos 32
100% Triton-X 1
1M MgCl> (autoklaavida) 1,2
1M Tris-HCI (pH 7,5 ja autoklaavida) 0,5
dH.0 65,3
Kokku (ml): 100

Proteinaas-K (1 mg/ml)

Komponendid Kogus (ul)
Proteinaas-K (20 mg/ml) 65
dH20 1064
Kokku (ul): 1129

Proteinaas-K puhver

Komponendid Kogus (ml)
5M NaCl 16,5
0,5M EDTA 52,8
dH20 150,7
Kokku (ml): 220

1x TE-puhver

Komponendid Kogus (ml)
10x TE-puhver 1
dH20 9

Kokku (ml): 10




20% SDS (100 ml) toatemperatuuril

Komponendid Kogus
SDS 20 g
H20 100 ml
5M NaCl (100 ml)
Komponendid Kogus
NaCl (M = 58,4 g/mol) 29,29
H20 100 mi
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