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INFOLEHT

Kuulmislangusega seotud mitokondri RNR1 geenimutatsioonide re-sekveneerimine

rakuvabast DNA-st

Kuulmislangust pdhjustavad kolm mutatsiooni mitokondri RNRI1 geenis: m.1095T>C,
m.1494C>T ja m.1555A>G. Need mutatsioonid muudavad 12S rRNA jirjestuse mitokondris
sarnaseks prokartioodi 16S rRNA jarjestusele, mis pohjustab aminogliikosiidide paremat
seondumist ning ototoksilisust. Kéesolevas t60s uuriti mitteinvasiivse prenataalse testimise
(NIPT) tulemustes mutatsioonide esinemissagedust tdiendava PCR-amplifikatsiooni ja re-
sekveneerimise 1dbi. Mutantne alleel kinnitati, kui selle osakaal kdigist lugemitest
sekveneerimistulemustes iiletas 50%. Kolme mutatsiooni kumulatiivne esinemissagedus oli
0,23%. Re-sekveneerimise kinnituse abil oli voimalik NIPT tulemustest eemaldada
valepositiivsed tulemused ja kinnitada tdelised mutatsiooniga proovid 100% spetsiifilisusega.
Mutatsiooni kajastamine elektroonilistes terviseandmetes aitab véltida aminogliikosiidide

manustamisest pohjustatud kuulmislanguse teket riskialleelidega patsientidel.
MT-RNRI1, aminogliikosiidid, ototoksilisus, NIPT
CERCS: B790 Kliiniline geneetika

Re-sequencing of mitochondrial RNR1 variants linked to hearing loss using cell-free DNA

Three specific mutations in the MT-RNR1 gene, m.1095T>C, m.1494C>T, and m.1555A>G,
are known to cause hearing loss. These mutations alter the mitochondrial 12S rRNA sequence
to resemble the prokaryotic 16S rRNA, increasing the binding affinity of aminoglycoside
antibiotics and thereby causing ototoxicity. This study investigated the prevalence of these
mutations using non-invasive prenatal testing (NIPT) data, followed by targeted PCR
amplification and re-sequencing for validation. A mutation was confirmed if over 50% of
sequencing reads carried the mutant allele. The combined frequency of the three mutations was
found to be 0.23%. Re-sequencing allowed for the elimination of false positives from the NIPT
results and ensured 100% specificity in confirming true positive samples. Integrating mutation
information into electronic health records enables clinicians to avoid prescribing

aminoglycosides to at-risk individuals, reducing the likelihood of preventable hearing loss.
MT-RNRI1, aminoglycosides, ototoxicity, NIPT

CERCS: B790 Clinical genetics
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KASUTATUD LUHENDID

cfDNA

cffDNA

ctDNA

MT-RNR1

mtDNA

NIPT

rRNA

Tm

cell-free DNA; rakuvaba DNA

cell-free fetal DNA; loote péritolu rakuvaba DNA

circulating tumor DNA; tsirkuleeriv kasvaja DNA
MITOCHONDRIAL RIBONUCLEOTIDE REDUCTASE 1
mitochondrial DNA; mitokondriaalne DNA

non-invasive prenatal testing; mitteinvasiivne prenataalne testimine
ribosomal RNA; ribosomaalne DNA

melting temperature; praimeri sulamistemperatuur



SISSEJUHATUS

Kuulmine on inimese igapdevase toimimise ja elukvaliteedi oluline osa, mille kahjustus toob
kaasa mirkimisviirse sotsiaalse ja majandusliku koormuse. Uks kuulmislanguse pdhjustaja on
mitokondriaalses ~ genoomis  esinevad  variatsioonid, eriti  mitokondri  RNRI
(MITOCHONDRIAL RIBONUCLEOTIDE REDUCTASE 1, MT-RNRI1) geenis, mis
muudavad inimese vastuvotlikuks aminogliikosiid-antibiootikumide ototoksilisele toimele.
Teaduslikult on kinnitatud, et mutatsioonid m.1555A>G, m.1494C>T ja m.1095T>C
suurendavad riski podrdumatuks kuulmislanguseks pérast aminogliikosiidide manustamist

(McDermott, Wolf, et al., 2022).

Kuna aminogliikosiidide manustamine on kliiniliselt levinud, eriti neonatoloogias, kus ravi
tuleb sageli alustada enne tdielikku diagnostilist selgust, on riskiriihma kuuluvatel patsientidel
mutatsiooni eelnev tuvastamine oluline. Farmakogeneetiline 1&henemine vdimaldab tuvastada
indiviide, kellel on suurenenud risk ravimite kdrvaltoimete tekkeks. Kui mutatsioonikandja on

eelnevalt teada, saab viltida sobimatu antibiootikumi kasutamist ja sellega seotud tiisistusi.

Kéesolevas magistritoés uuriti kolme MT-RNR1 geenimutatsiooni esinemissagedust
mitteinvasiivse prenataalse testimise (NIPT) andmetes. Mutatsioonipositiivsete leidude
valideerimiseks tootati vidlja cfDNA-pohine toovoog, mis voOimaldas I4bi viia PCR-
amplifikatsiooni ja mitokondri DNA re-sekveneerimist. T60 eesmdrk oli rakendada

farmakogeneetiline testimine kliinilisse praktikasse.
Kéesoleva t60 tulemuste pohjal on valminud ka teaduspublikatsiooni kisikiri.

To0 teostati ettevottes Celvia CC.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Aminogliikosiidid ja nende kasutamine neonatoloogias

Aminogliikosiid-antibiootikume  (gentamiitsiin, tobramiitsiin, amikatsiin, netilmitsiin,
plasomitsiin, kanamiitsiin, streptomiitsiin, paromomiitsiin, neomiitsiin) kasutatakse aeroobsete
gramnegatiivsete bakterite poolt pohjustatud infektsioonide raviks (MacDougall & Schooley,
2023). Aminogliikosiidid pérsivad valgusiinteesi, seondudes prokariiootide 30S ribosoomi 16S
ribosomaalse RNA (rRNA) A-saidiga, muutes sellega bakteriaalse valgusiinteesi ebatépseks ja

bakterirakule toksiliseks (Kotra et al., 2000).

Aminogliikosiidide jaotumine organismis on ebaiihtlane, mis selgitab nende nefrotoksilist ja
ototoksilist potentsiaali. Nimelt on aminogliikosiidide manustamisel antibiootikumi
kontsentratsioon kdrge just neerukoores ja sisekdrva endo- ja periliimfis (MacDougall &

Schooley, 2023) ning madal kudedes ja sekreetides (Panidis et al., 2005).

Kliinilises praktikas rakendatakse aminogliikosiidide manustamiseks kahte peamist skeemi:
iiks suur annus kord pievas vdi mitme viiksema annuse manustamine 24 tunni viltel. Uhe korra
pdevas manustamine on efektiivne aminogliikosiidide farmakokineetika tdttu — nende
bakteritsiidne toime on parem korgematel kontsentratsioonidel ja post-antibiootiline efekt
voimaldab séilitada terapeutilist toimet ka siis, kui ravimikontsentratsioon veres langeb alla
minimaalse inhibeeriva taseme (MacDougall & Schooley, 2023). Mitme véikse annuse
manustamisel ei touse aminogliikosiidide kontsentratsioon sama korgele, kui iihekordsel
manustamisel, kuid langeb alla toksilisuse ldvendi ainult lithikeseks perioodiks enne uue doosi

manustamist (MacDougall & Schooley, 2023).

Rasedatel, lastel ja vastsiindinutel on eelistatud suure doosi manustamine korra 24 tunni
jooksul, sest see aitab viltida aminogliikosiidide kumulatsiooni neerudes ja sisekorvas.
(Contopoulos-loannidis et al., 2004; Nestaas et al., 2005). Uhekordse suure annuse
aminogliikosiidi manustamise puhul jddb ravimi kontsentratsioon plasmas pikemat aega alla
toksilisuse ldvendi, voimaldades efektiivset ravi vdiksemate kdrvaltoimete riskiga (MacDougall

& Schooley, 2023).



Vastsundinutel kasutatakse sepsise ravimiseks aminogliikosiide kombinatsioonis teiste
antimikroobsete ravimitega, et katta laiemat patogeenide spektrit (Chattopadhyay, 2002; Shane
etal., 2017).

1.2. Kdrva anatoomia ja aminogliikosiidide pohjustatud kahjustused

Inimese korva jaotatakse kolmeks osaks: viliskorv, keskkorv ja sisekorv. Viliskorv piiiiab ja
suunab helilained keskkorva ning holmab korvalesta, véliskuulmekanalit ja kuulmekilet.
Kuulmekile vonkumised kanduvad edasi keskkorvas paiknevatele kuulmeluukestele, mis

voimendavad heli ning suunavad selle ovaalakna kaudu sisekdrva. (Bruss & Shohet, 2023)

Sisekorv tdidab lisaks kuulmise vOimaldamisele ka tasakaalu- ehk vestibulaarelundi
funktsiooni. Sisekorva struktuur koosneb kahest osast — luulisest labiirindist ja selle sees
paiknevast membraansest labiirindist, mis on omavahel eraldatud periliimfiga. Membraanse
labiirindi moodustab tigu, poolringjuhad, mdik ja kotike ning selle sees on endoliimf.
Poolringjuhad, mdik ja kotike vastutavad tasakaalu eest. Tigu on spiraalne torukujuline 63s ning
on kuulmiselundiks. Tigu koosneb kolmest osast: esikuastrik, trummiastrik ja teojuha.
Esikuastrik ja trummiastrik on tdidetud periliimfiga ning teojuha endoliimfiga. Esikuastrikut ja

trummiastrikut eraldab basilaarmembraan, millel asetseb Corti elund. (Bruss & Shohet, 2023)

Ovaalaknalt tulevad vibratsioonid panevad periliimfi sisekorvas litkkuma ning selle kaudu
liiguvad basilaarmembraanil karvarakud. Corti elund koos karvarakkudega transformeerivad
mehaanilised periliimfist tulenevad vonked narvierutuseks. Kuulmisnérvi kiud viivad impulsid

edasi ajju. (Bruss & Shohet, 2023)

Kéesoleva t00 kontekstis on oluline just sisekdrv, sest seal avaldub aminogliikosiidide

kuulmiskahjustav toime.

Aminogliikosiidid 1dbivad vere-labiirindi barjééri ja sisenevad endoliimfist karvarakkudesse (H.
Li & Steyger, 2011). Aminogliikosiidid inhibeerivad mitokondris valgusiinteesi, suurendavad
mitokondri sisemise membraani ldbilaskvust, pdhjustavad fosfatidiililseriini paiknemist
karvarakkude pinnale ning reaktiivsete hapnikuiihendite tootmist, mis pdohjustavad
karvarakkude surma (Hutchin & Cortopassi, 1994; Dehne et al., 2002; Jiang et al., 2006, Rybak
& Ramkumar, 2007; Goodyear et al., 2008). Kahjustus on tavaliselt po6rdumatu ning viib

sensorineuraalse kuulmislanguseni.



1.3. Mutatsioonid MT-RNRL1 geenis ja aminogliikosiidide méju

Mitokondri ribosoom koosneb 28S ja 39S subiihikust ning neile vastavad 12S ja 16S rRNA-d
(Amunts et al., 2015; Greber et al., 2015). Need rRNA-d on vajalikud mRNA transleerimiseks
mitokondri valkudeks (Yang er al., 2014). Mitokondri RNR1 geen kodeerib 12S rRNA
subiihikut, mis on struktuurilt viga sarnane prokariioodi 16S rRNA-ga, mistdttu on oht, et
prokartioodi-spetsiifilised antibiootikumid mdjuvad ka mitokondri ribosoomidele (McDermott,
Wolf, et al., 2022). MTRNRI1 geenis teadaolevate mutatsioonide tottu muutub 12S rRNA
jarjestus veel sarnasemaks 16S rRNA jérjestusele, mis pohjustab aminogliikosiidi efektiivsuse
tousu mitokondri ribosoomi vastu (Hamasaki & Rando, 1997; Qian & Guan, 2009; Rando &
others, 2002).

Erinevatest uuringutes on leitud kolm mitokondri 12S rRNA mutatsiooni, m.1095T>C,
m.1494C>T jam.1555A>G, mis mdjutavad aminogliikosiidide ototoksilist toimet. m.1555A>G
esinemissagedus erinevates populatsioonides on kuni 0,5%, olles kolmest uuritavast
mutatsioonist kdige sagedasem (Usami & Nishio, 2004). m.1494C>T levimus on kuni 0,25%
(Usami & Nishio, 2004). Kdige vdhem uuritud ja harvem mutatsioon on m.1095T>C.
Mutatsioonid m.1494C>T ja m.1555A>G voivad muuta 12S rRNA sekundaarstruktuuri nii, et
aminogliikosiididele tekib seondumiskoht rRNA A-saiti, mis viib mitokondri valgusiinteesi
inhibeerimisele antibiootikumi poolt (Guan et al., 1996; H. Zhao et al., 2004). m.1095T>C

mutatsiooni puhul on ndidatud defekte valgusiinteesi initsiatsioonis (Thyagarajan et al., 2000).

McDermott et al. (2022) artiklis on vélja toodud mitmed uuringud, mis tdestavad, et kolm
huvipakkuvat mitokondri mutatsiooni voimaldavad paremat aminogliikosiidide seondumist
12S rRNA-ga kui metsiktiitipi 12S rRNA-ga, mis on seotud suurema aminogliikosiidide

pOhjustatud kuulmislanguse riskiga.

30. eluaastaks on aminogliikosiid-antibiootikume saanud ja m.1555A>G mutatsiooniga
inimesel tdendosus kurdiks jddda 96,5%, vorreldes 39,9% toendosusega sama mutatsiooniga
inimesel, kellele pole manustatud aminogliikosiide (Estivill et al., 1998). Uhes uuritud
perekonnas oli aminogliikosiididega kokkupuutel kurtuse penetrantus 80% ning ainult 40%
patsientide seas, kellele ei manustatud aminogliikosiide (Wu et al., 2018). Kiimnest mutatsiooni
m.1555A>G kandvast imikust, kes said ka aminogliikosiide, oli kolmel hiireid
kuulmiskontrollis (Gopel et al., 2014). Kuigi mutatsiooni m.1555A>G kandjatel inimestel,

kellele ei oldud manustatud AG, oli kuulmine suurte kohortuuringute kohaselt normaalne
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(Bitner-Glindzicz et al., 2009; Rahman et al., 2012), selgus teistes uuringutes, et
aminogliikosiid-antibiootikumide véltimine m.1555A>G mutatsiooniga inimestel ei ennetanud
kurdiks jdamist (Estivill er al., 1998; Usami et al., 1997, 2000). Aminogliikosiidide
manustamine m.1555A>G mutatsiooniga inimestele suurendas kuulamislanguse tekke riski

ning taset.

Aminogliikosiidide manustamine m.1095T>C, m.1494C>T ja m.1555A>G mutatsioonidega
patsientidele pdjustas neil kerget kuni siigavat kuulmislangust. Mutatsiooni m.1555A>G
kandev patsient sai 21-aastasena aminogliikosiid gentamiitsiini 5 mg/kg/doos, mille tagajirjel
avaldus tal kahe nddala pérast kuulmislangus (Wu et al., 2018). Antud patsiendi ja tema
perekonnas aminogliikosiide saanud m.1555A>G mutatsiooni kandjate kuulmisldvi, ehk
helitugevus, millest tasasemaid helisid inimene ei kuule, oli paremini kuulvas kdrvas: 90 dB,
35 dB, 85 dB ja 55 dB ehk varieerus kergest siigavani (Wu et al., 2018). Uhekordne doos 40
mg gentamiitsiini pohjustas kerget kuulmislangust viieaastasel patsiendil, kes kandis
mitokondri 12S rRNA-s mutatsiooni m.1095T>C (L. Zhao et al., 2004). Mutatsiooni
m.1494C>T kandvas perekonnas l4bi viidud uuringus leiti, et aminogliikosiidide manustamine
alla kiimneaastastele patsientidele pohjustas sligava kuulmislanguse, kuid 20-aastastel

patsientidel hinnati kuulmislangust kergeks kuni raskeks (H. Zhao ef al., 2004).

Mutatsioone m.1095T>C, m.1494C>T ja m.1555A>G kandvad patsiendid voiksid véltida
aminogliikosiidide tarvitamist, kuigi see ei pruugi tdielikult dra hoida kuulmislangust.
Aminogliikosiidide toimel vOib nimetatud mutatsioonidega patsientidel vilja kujuneda
korgema raskusastmega kuulmislangus voi toimub kahjustus kuulmisele varasemas eas

vorreldes olukorraga, kus aminogliikosiide poleks manustatud.

1.4. CfDNA ja selle kasutamine kliinilises praktikas

CfDNA on vabalt kehavedelikes ringlevad DNA fragmendid. Esimest korda kirjeldasid cfDNA-
d Mandel & Metais (1948). CfDNA vabaneb rakkude apoptoosis ja nekroosis. cfDNA
fragmentide pikkus on 160—180 bp (Kustanovich et al., 2019). CEDNA muutub ja ringleb kehas
kiirelt, mis on kliinilise praktika vaatenurgast on oluline, sest voimaldab reaalajas organismi

kohta infot saada (Volik et al., 2016).
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1989. aastal kinnitasid Stroun et al., et véhipatsientidel on cfDNA hulgas kasvajaspetsiifiline
ctDNA. CtDNA on osutunud onkoloogias kasulikuks tooriistaks nii vihi diagnoosimisel, ravi

jélgimisel kui ka prognoosimisel (Cheng et al., 2016; Chen & Zhao, 2019).

Teine oluline avastus 1989. aastal tehti Lo et al.poolt, kui rasedate veres leiti suur osakaal
cffDNA-d. See avastus 161 aluse NIPT testimisele. CffDNA pédrineb platsenta trofoblasti
rakkudest (Taglauer ef al., 2014) ning eemaldatakse seega kiirelt ema verest peale siinnitamist

(Lo et al., 1999).

1.5. Mitteinvasiivne prenataalne testimine (NIPT)

NIPT on meetod loote geneetiliste korvalekallete tuvastamiseks, mis pdhineb ema verest
eraldatud cfDNA analiiiisil. Raseduse ajal ema vereringes olevast cfDNA-st on 3,4-20,4% loote
péritolu, lootest parineva cffDNA proportsioon kasvab raseduse arenemisega (Lo et al., 1998;
Lun et al., 2008). CffDNA osakaal ema cfDNA-st on médrav tegur NIPT testi tundlikkuse ja

tapsuse seisukohalt.

NIPT analiilis voimaldab tuvastada mitmeid kromosoomhaigusi, mikrodeletsioone ning
sugukromosoomide anomaaliaid (van der Meij et al., 2019; Paluoja et al., 2025). Kuna analiiiis
pOhineb ema vereproovil, on tegemist ohutu ja mitteinvasiivse alternatiiviga invasiivsetele

protseduuridele, nagu amniotsentees voi koorionbiopsia.

1.6. NIPT-i laiendamine MT-RNR1 genotiipiseerimiseks

Huang et al. (2023) viisid 1&bi suuremahulise uuringu Hiinas, kus analiiiisiti 77 328 NIPT-
proovi, et hinnata mutatsioonide m.1555A>G ja m.1494C>T esinemist loote cfDNA-st.
Analiilisi kaasati 76 842 proovi, mille puhul naise vereproov oli voetud raseduse erinevates
trimestrites: 10 893 proovi 9.—13. nédalal, 65 553 proovi 14.-27. nédalal ja 416 proovi 28.
nddalal v&i hiljem. Mutatsioonide tuvastamise aluseks oli kaks kriteeriumit: vihemalt kaks
mutantset lugemit huvipakkuvas positsioonis ja mutantse alleeli osakaal iile 10% voi iiks

mutantne lugem, kui mutantse alleeli osakaal oli vihemalt 30%.

Tulemuste pdhjal leiti, et mutatsioon m.1555A>G esines 0,215% ja m.1494C>T 0,021%

analiilisitud raseduse puhul. Positiivsete leidude ennustav viairtus (positive predictive value,
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PPV) oli 90,73%, mis viitab testimeetodi korgele usaldusviirsusele. See kinnitab, et NIPT
tehnoloogiat saab edukalt laiendada ka farmakogeneetilisse konteksti, voimaldades tuvastada

ravimitundlikkusega seotud mutatsioone enne ravimi madramist.

1.7. Suunatud tehnoloogiad MT-RNR1 mutatsioonide tuvastamiseks

Mutatsioonide genotiipiseerimiseks on vilja tootatud mitmeid molekulaarbioloogilisi
tehnoloogiaid, mis erinevad nii tundlikkuse, kulukuse kui ka ajakulu poolest erinevateks

kliinilisteks rakendusteks.

Restriktaasi pdhine meetod PCR-RFLP on iiks lihtsamaid viise mutatsioonide tuvastamiseks.
Meetodis kasutatakse restriktaasensiiime, mis Idikavad DNA-d kindlatest jérjestustest.
Mutatsioonid muudavad restriktsioonimustrit ja sellega tekivad erineva pikkusega DNA
fragmendid (Chuang et al., 2008). Meetod on odav ja tehniliselt lihtne, kuid selle tédpsus on

piiratud ning see ei sobi kdigi mutatsioonide tuvastamiseks.

Sangeri sekveneerimine on kuldstandard mutatsioonide genotiipiseerimisel, kuna see
voimaldab ligi 100% tipsusega tuvastada SNP-sid DNA jérjestuses. Meetod on aegandudev ja

kulukas, eriti suure proovide hulga korral.

gPCR-pdhine genotiipiseerimine vdimaldab mutatsioonide kiiret ja kvantitatiivset médramist.
Selle puhul kasutatakse alleelispetsiifilisi probe’e, mis tuvastavad erinevaid alleele reaalajas
PCR tsiikli jooksul. Meetod on kiire, tdpne ja sobib histi juba teada olevate mutatsioonide

tuvastamiseks.

Tagmentatsioon on jargmise polvkonna sekveneerimise (NGS) raamatukogude valmistamise
meetod, kus kasutatakse Tn5 transposaasensiilimi, mis samaaegselt fragmenteerib DNA ja lisab
sellele adapterjirjestused (Adey, 2021). Tagmentatsioon voimaldab cfDNA-pohistes proovides
luua kiirelt ja efektiivselt sekveneerimiseks sobivaid raamatukogusid. Meetodi eeliseks on
kiirus ja voime toddelda vdikest hulka DNA-d. Kédesolevas t60s kasutati tagmentaasil pohinevat

meetodit.
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1.8. Ennetav sekkumine aminogliikosiidide ototoksilisuse vihendamiseks

Aminogliikosiide manustades on suur risk kuulmislanguse tekkeks m.1095T>C, m.1494C>T ja
m.1555A>G mutatsioonidega patsientidel. Sellise genotiilibiga patsientidel on kuulmislanguse

tekkimise ennetamiseks oluline viltida aminogliikosiidide manustamist.

Bitner-Glindzicz et al. (2009) uurisid Euroopa laste populatsiooni ning leidsid, et valitud
populatsioonis esines m.1555A>G mutatsioon 0,19% lastes, kuid neil ei olnud tekkinud
kuulmislangust, kuna neile ei olnud kunagi aminogliikosiide manustatud. See néitab, et antud
mutatsioon iiksinda ei pohjusta kuulmiskahju, vaid haigusrisk realiseerub alles
aminogliikosiidide kasutamisel. Autorid rdhutasid 12S rRNA mutatsioonide genotiipiseerimise

olulisust enne ravikuuri alustamist, et viltida poordumatut, kuid ennetatavat kuulmiskahjustust.

Geneetiline testimine enne aminogliikosiidravi algust voimaldab tuvastada korge riskiga isikud
ning viltida neile aminogliikosiidide manustamist, vélja arvatud juhul, kui puudub sellele ravile
alternatiiv. Aminogliikosiide tuleks véltida, vilja arvatud olukordades, kus potentsiaalne
eluohtlik infektsioon kaalub iiles kuulmiskahjustuse riski (MacDougall & Schooley, 2023). Kui
aminogliikosiid on ainus efektiivne ravim, peab ravivalik olema teadlikult kaalutletud,

arvestades nii nakkuse raskust kui ka alternatiivide puudumist.

Kliinilisse praktikasse integreerituna vOib MT-RNRI1 genotiiiibi pdhine antibiootikumi
madramine oluliselt vihendada kuulmislanguse all kannatavate arvu. Selleks on oluline
arendada digitaalseid vahendeid ja patsiendikeskseid ravijuhendeid, mis integreerivad

geneetilise info elektroonilistesse terviseandmetesse ja toetavad raviotsuseid.

Ennetusel on ka laiem majanduslik ja sotsiaalne mdju. Kuulmislangus mojutab oluliselt
elukvaliteeti, suhtlemisvOoimet ja haridusteed ning vOib vajada piisivaid abivahendeid,
sealhulgas kuulmisimplantaate, mille maksumus on korge (Sinnathuray et al., 2003). Seetottu

on kasulik juba varakult tuvastada riskikandjad ja véltida ototoksilist ravi.

Geneetiline testimine enne aminogliikosiidide médramist ei ole mitte ainult teaduslikult
pohjendatud, vaid ka eetiliselt ja sotsiaalselt vastutustundlik tegevus, millel on potentsiaal

ennetada eluaegset kuulmiskahjustust.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmargid

Kéesoleva t00 ecesmark oli kaardistada mitokondriaalse DNA (mtDNA) mutatsioonide
m.1095T>C, m.1494C>T ja m-1555A>G esinemissagedus NIPT teenuslabori proovidest ja
tootada vilja sOltumatu cfDNA pohine to6voog NIPT-is tuvastatud mutatsioonide re-

sekveneerimiseks ja tulemuste kvantifitseerimiseks.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. NIPT analiiiisi tulemused

Kiesolevas t00s kasutati andmeid, mis périnesid Celvia CC teenuslaboris juba varem teostatud
NIPT proovidest. Kokku analiiiisiti 5529 proovi, mis olid kogutud alates 2023. aasta mirtsist
kuni 2024. aasta juunini. Proovid périnesid iiksikrasedusega patsientidelt, kellele teostati NIPT

test 10.—20. rasedusnéddalal.

Proovide sekveneerimiseks jargiti protokolli, mis hdlmas 36 proovist koosneva DNA
raamatukogu valmistamist, sekveneerimist ja sekveneerimisandmete to6tlust. Kasutusel olid
N2 ja N3 sekveneerimise protokollid. N3 protokolli eristab N2 protokollist DNA raamatukogu
suurusselektsioon cfDNA fragmentide rikastamiseks. Analiilisitud 5529 uuringuproovist
toodeldi 5291 proovi N3 protokolli alusel. N3 protokolliga to6deldud proovidest sekveneeriti
4162 proovi Illumina NextSeq 500 ja 1129 proovi Illumina NextSeq 1000 instrumendiga.
Lisaks toodeldi 238 proovi N2 protokolli jargi, mis ei sisalda suurusselektsiooni sammu, ning

need sekveneeriti NextSeq 500 instrumendiga.

Sekveneerimine viidi ldbi Illumina NextSeq 500 ja NextSeq 1000 instrumentidega, kasutades
85 bp pikkuseid iiheotsalisi lugemeid, mis sobivad hésti liihikeste cfDNA fragmentide
analiiisiks. Sekveneerimistulemused laaditi alla [llumina BaseSpace’i platvormilt ning
andmetootlus  viidi  libi  Tartu  Ulikooli  korgjdudlusega  andmetootluse  (HPC)
serverikeskkonnas. Sekveneerimisandmetes esinesid ka mtDNA jérjestused, mis voimaldasid
kdesoleva t60 raames kolme huvipakkuva mitokondri mutatsiooni analiiiisi (m.1095T>C,

m.1494C>T ja m.1555A>G). Taiendavale valideerimisele PCR ja re-sekveneerimise abil
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suunati ainult need proovid, kus koigi kolme sihtpositsiooni katvus oli vihemalt iiks lugem ja

mutatsioonilise alleeli sagedus oli >20%.

Kéesoleva to66 autor ei osalenud proovide kogumise ega laboratoorse td6tluse protsessides kuni
NIPT testi tulemuste genereerimiseni ning sai ligipddsu ainult anoniilimsete andmete

analiiiitilisele vdljundile.

2.2.2. cfDNA eraldamine ja loote péritolu cfDNA rikastamine

NIPT testi eelduseks on patsiendi tdisverest cfDNA eraldamine ning sellest loote péritolu

cfDNA rikastamine.

Vereproove tsentrifuugiti esmalt 20 minutit 2000 g juures ning seejdrel eraldatud
plasmafraktsiooni 10 minutit 16 000 g juures, tsentrifuugimiste eesmirk oli eemaldada rakud

ja raku fragmendid. Edasiseks todtluseks kasutati puhastatud plasmafraktsiooni.

CfDNA eraldus viidi 1dbi Celvia CC teenuslabori standardiseeritud laboriprotokolli alusel
rutiinis NIPT analiiiisi 1dbiviivate laborispetsialistide poolt. Eralduse kdigus t66deldi plasma
proove 20% SDS lahuse ning proteinaas K-ga ning inkubeeriti 60 °C juures 30 minutit. CFDNA
1soleerimiseks kasutati automaatset KingFisher Apex siisteemi (Thermo Fisher Scientific),

rakendades magnetkerade pohist puhastusmeetodit.

Eraldatud cfDNA-st cffDNA rikastamiseks teostati proovidele suurusselektsioon (Liang et al.,
2018). Eelistati liihemaid fragmente, mis teadaolevalt on peamiselt lootelist péritolu (Y. Li et
al., 2004). Selline ldhenemine tagas analiilisiks piisava katvuse ka cffDNA-st périnevatel

mtDNA jérjestustel.

2.2.3. Praimerite disainimine

CfDNA-st vastava mtDNA jérjestuse amplifitseerimiseks disainis t66 autor esmalt spetsiifilised
PCR-praimerid. Mutatsioonid m.1095T>C, m.1494C>T ja m.1555A>G asuvad MT-RNR1
geenis, seega hangiti vastav mitokondri jirjestus Ensembl'i andmebaasist ((Dyer ef al., 2025).
Analiitisiks  sobivad praimeripaarid disainiti Primer3 veebipdhise tdoriista  abil
(https://primer3.ut.ee/, (Koressaar & Remm, 2007; Untergasser et al., 2012; Koressaar et al.,

2018). Praimerite disainimisel seati jirgmised parameetrid: praimeri pikkus 20-27 bp, praimeri
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sulamistemperatuur (Tm) 58—64 °C, maksimaalne praimerite Tm erinevus 5 °C, praimeri GC-

sisaldus 30-70%. Genereeriti kaks forwad ja kaks reverse praimerit (tabel 1).

Tabel 1. Disainitud praimerite sulamistemperatuur (Tm) ja GC osakaal (100 uM, Metabion)

Praimeri nimetus | Jirjestus Tm (°C) GC%
Forl GATTAACCCAAGTCAATAGAAGCCG | 59.99 44.00
For2 AGTGGCTTTAACATATCTGAACACAC | 59.85 38.46
Revl TTCATAGTAGAAGAGCGATGGTGAG | 59.99 44.00
Rev2 TGTAAGTTGGGTGCTTTGTGTTAAG | 60.16 40.00

Erinevate forward ja reverse praimerite kombineerimisel amplifitseeriti mtDNA piirkond ja
vorreldi nelja erinevat amplikoni agaroosgeelelektroforeesil. PCR-produktid lahutati 1%
agaroosgeelelektroforeesil 0,5x TAE puhvris pingel 100V 20 minutit. Agaroosgeelil
visualiseeriti DNA fragmente etiidiumbromiidiga UV-valguses ning hinnati amplifikatsiooni
efektiivsust ja produkti oodatavat suurust. Loplik otsus kasutatava praimeripaari valiku kohta

pohines tulemuste sektsioonis kirjeldatud sekveneerimise katvuse ja kvaliteedi hinnangul.

2.2.4. Mitokondriaalse 12S rRNA re-sekveneerimine

Eelnevalt disainitud praimeritest valiti iiks forward ja reverse praimer (tabel 1), mida kasutades
viidi 14bi esimene samm mitokondri re-sekveneerimises, milleks oli PCR-reaktsioon kolme
uuritava mutatsiooniga mitokondriaalse piirkonna amplifitseerimiseks. Forward ja reverse
praimer segati kokku ning viidi 10 pM kontsentratsioonini. PCR-segusse, mille 1dppruumala
oli 10 pl, lisati 5 pl Phusion HF Master Mixi (Thermo Fisher Scientific, 2%), 1 ul forward ja
reverse praimeri segu (Metabion, 10 uM) ning 4 pl uuritavat cfDNA-d (0,1-0,5 ng/ul).

PCR-reaktsioon viidi 1dbi Mastercycler Nexus SX1 (Eppendorf) termotstikleris jargmise

programmiga:
98 °C 30 sekundit,

*98 °C 10 sekundit,
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*68 °C 30 sekundit,
72 °C 10 minutit.
Térniga téhistatud etappe korrati 30 tsiiklit.

PCR-produkte puhastati magnetkeradega (Mag-Bind® TotalPure NGS, Omega Bio-tek).
Magnetkeradega puhastusel lisati PCR-produktile sellega samas ruumalas magnetkerasid,
inkubeeriti proove 5 minutit toatemperatuuril ning jérgnevalt 5 minutit magnet-plaadil. Selle
ajaga tombusid magnetkerad magnet-plaadi vastu ning tuubist eemaldati supernatant.
Magnetkerad suspendeeriti 50 ul MQ vees. DNA kontsentratsiooni modtmiseks kasutati Qubit
4 fluoromeetrit (Thermo Fisher Scientific) koos Qubit dsDNA HS Assay Kit’iga (Thermo
Fisher Scientific). Qubit to6lahus valmistati varvaine ja puhvri seguna vahekorras 1:200 ning
modtmiseks lisati 198 pl toolahusele 2 pl PCR-produkti. Qubit modtmistulemuste pohjal
lahjendati proove MQ veega, et kontsentratsioonid tihtlustada ja saavutada ligikaudu 1 ng/pl

kontsentratsioon.

Proovi ettevalmistamisel sekveneerimiseks fragmenteeriti DNA tagmentaasi toimel.
Tagmenteerimise reaktsioonisegu, Idppruumalaga 10 pl, oli jargnev: 6 ul MQ vett, 1 ul DNase
I reaktsioonipuhvrit (Thermo Fisher Scientific, 10x), 2 ul tagmentaasi (Diagenode), 1 ul PCR-
produkti (1 ng/ul). Tagmenteerimiseks inkubeeriti proovi termotsiikleris 37 °C juures 10

minutit. Tagmenteeritud proov puhastati uuesti magnetkeradega.

Jargnevalt viidi 1dbi teine PCR, mille kéigus lisati igale DNA fragmendile unikaalsed
indeksjérjestused. 11 pl reaktsioonisegu moodustas: 5 pl phusion HF Master Mix (Thermo
Fisher Scientific, 2x), 1 ul indeks praimeri segu (Metabion, 2 uM), 5 pl tagmenteeritud

produkti. PCR programm indeksite lisamiseks oli jargnev:
72 °C 5 minutit,
98 °C 30 sekundit,
*98 °C 10 sekundit,
*63 °C 30 sekundit,
*72 °C 10 sekundit,

72 °C 5 minutit.
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Tarniga tdhistatud etappe korrati 10 tstiklit.

Viimaks puhastati proovid magnetkeradega ning mdddeti nende kontsentratsioon Qubit 4
fluoromeetriga (Thermo Fisher Scientific). Kontsentratsioonid iihtsustati, et kdigi proovide
kontsentratsioonid oleksid 1 nM ning segati kokku raamatukoguks. Sekveneerimiseks valmis
raamatukogu kontsentratsiooni kontrolliti TapeStation masinaga (4150 TapeStation System,
Agilent Technologies). Vajadusel lahjendati raamatukogu MQ veega, et DNA
16ppkontsentratsioon oleks 0,7—1,0 nM.

2.2.5. Sekveneerimisandmete analiiiisimine

Analiitisitava DNA jérjestused tuvastati [llumina NextSeq 1000 instrumendiga ning méératud
jarjestuste pohjal tuvastati kolme uuritava MT-RNR 1 geeni mutatsiooni positsiooni katvused ja

selles positsioonis esinevate nukleotiidide osakaalud.

Sekveneerimistulemused laaditi alla [llumina BaseSpace’i platvormilt ning andmet6étlus viidi
libi Tartu Ulikooli kdrgjdudlusega andmetdotluse (HPC) serverikeskkonnas. Viljundfailid
sisestati Integrative Genomics Viewer (IGV) programmi, mille abil vorreldi tulemusi inimese
referentsgenoomiga GRCh38. Mitokondriaalse DNA fragmendi jarjestuses on vdimalik néha
huvipakkuva positsiooni katvust ehk kui palju sekveneerituid lugemeid vastavale
genoomipositsioonile joondus ning nukleotiide jaotust igas positsioonis (joonis 1). Mutatsiooni
tuvastamiseks arvutati mutantse nukleotiidi esinemise osakaal. Selleks jagati mutantsete
lugemite arv antud positsioonis koigi lugemite koguarvuga. Mutantne alleel loeti kinnitatuks,

kui vastava nukleotiidi osakaal katvuses tiletas 50%.
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Joonis 1. mtDNA katvus (7otal Count) ja nukleotiidide jaotus positsioonis 1555, m.1555A>G
mutatsiooniga patsiendi nditel, kellel tuvastati mutantne alleel kdigis lugemites. Antud
positsioonis ei tuvastatud iithtegi deletsiooni ega insertsiooni (DEL, INS).

2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1. Praimeripaari valimine

Nelja praimerit kombineerides viidi ldbi esimene PCR, mille abil amplifitseeriti
mitokondriaalselt DNA-d uuritavate mutatsioonide piirkond. Geelelektroforeesi abil kontrolliti,
kas koik praimerite kombinatsioonid andsid PCR-produkti. Geelilt oli néha, et PCR-
reaktsioonis silinteesitud DNA fragmendid olid oodatava suurusega ning nende signaalid

agaroosgeelil olid teravad, mis viitab homogeensele produktile (joonis 2).
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Joonis 2. Nelja erineva amplikoni PCR-produktid agaroosgeelelektroforeesis: amplikon 1
pikkus 2657 bp (Forl + Revl), amplikon 2 pikkus 728 bp (Forl + Rev2), amplikon 3 pikkus
610 bp (For2 + Rev2), amplikon 4 pikkus 2539 bp (For2 + Revl). DNA visualiseeriti
etildiumbromiidiga UV-valguses, M tidhistab DNA markerit.

Koigi nelja praimerikombinatsiooniga viidi 1dbi mitokondri re-sekveneerimise analiilis ning
nelja amplikoni sekveneerimisel tuvastatud jérjestusi vorreldi omavahel IGV programmis
(joonis 3). Esmalt jdeti korvale praimer Revl (tabel 1) ehk amplikonid 1 ja 4, sest hoolimata
sellest, et amplifitseeriti ligi 2000 bp pikkune fragment, ei olnud seal iihtegi huvipakkuvat
positsiooni (joonis 3). Varreldes Forl ja For2 praimereid (tabel 1) ja vastavalt amplikone 1 ja
2 amplikonidega 3 ja 4 ilmnes, et For2 praimerit kasutades on katvus amplikoni alguses
ebaitihtlane, seevastu saavutati Forl praimeriga lihtlasem katvus (joonis 3). Seetdttu kasutati

edasises t00s praimeripaari Forl + Rev2.
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Joonis 3. Nelja amplikoni sekveneerimistulemuste visualiseerimine IGV programmis.
Amplikon 1 — Forl + Revl, amplikon 2 — Forl + Rev2, amplikon 3 — For2 + Rev2, amplikon
4 — For2 + Revl. Esimene rida iga amplikoni kohal néitab katvust ehk lugemite arvu igas
positsioonis.

2.3.2. Mitokondriaalse 12S rRNA re-sekveneerimise tulemused

Mitokondri re-sekveneerimise analiiiisiks valiti 27 NIPT analiitisi ldbinud proovi, mille
sekveneerimistulemustes esines iihes huvipakkuvas positsioonis mutantne alleel sagedusega
20% voi rohkem. Mutatsioon m.1555G>A tuvastati 15 proovis, m.1095T>C kiimnes proovis ja
m.1494C>T kahes proovis. Re-sekveneerimise tulemused kinnitasid mutatsioonilise alleeli
olemasolu viies proovis ehk 50% juhtudest m.1095 positsioonil, 50% juhtudest ehk iihes
proovis m.1494 positsioonil ja 40% juhtudest ehk kuues proovis m.1555 positsioonil (tabel 2).

Lisaks kontrolliti kogu analiiiisi tookindlust 135 juhuslikult valitud proovi abil, milles esialgne
NIPT tulemus mitokondri mutatsioonide osas vastas referentsgenotiiiibile. Kokku analiiiisiti
nende proovide pdhjal kolme mutatsioonikohta 135 erinevas proovis. Kdigi proovide puhul
kinnitas re-sekveneerimine esialgset tulemust tdielikult ehk polnud iihtegi valenegatiivset

tulemust. Testi spetsiifilisus on 100%.

Uhes kontrollimisel positiivsena kinnitatud m.1555G>A mutatsiooniga proovis leiti mutantne
alleel, mille osakaal oli 8% (tabel 2). Selline heteroplasmia tase ei ole geneetiliselt dominantne,

mistottu jéeti see proov mutantse alleeli sageduse 10plikust arvestusest vélja.
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Tabel 2. Kolme mitokondri 12S rRNA geenijérjestuse positsiooni NIPT ja re-sekveneerimise
tulemused. Tabelis on esitatud lugemite jaotus nukleotiidide (A, C, G, T) ldikes, mutantse alleeli
sagedus NIPT tulemuses ja re-sekveneerimises (%) ning tulemuste tdlgendus. TP tdhistab tdelist
positiivset ja VP valepositiivset proovi. Metsiktiilipi nukleotiid antud positsioonis on tdhistatud
rohelisega ning mutantne nukleotiid punasega

i i Mutantse alleeli Mutantsg alleeli .
rkondt | NPT LA o | o | T | et | stk | gy,
tulemustes (%) %)
2 0 2 0 0 100 98 TP
11 0 |10 ] O 1 91 99 TP
18 0 |16 | O 2 89 95 TP
3 0 2 0 1 67 98 TP
2 0 1 0 1 50 0 VP
m.1095T>C
3 0 1 0 2 33 0 VP
4 0 1 0 3 25 0 VP
5 0 1 0 4 20 0 VP
6 0 6 0 0 100 100 TP
5 ol1]0]| 4 20 0 VP
1 0 0 0 1 100 0 VP
m.1494C>T
5 olo]|o]|5 100 99 TP
5 0 0 5 0 100 100 TP
12 0 0 112 | 0 100 100 TP
1 0 0 1 0 100 95 TP
6 0 0 6 0 100 99 TP
2 1 0 1 0 50 0 VP
13 7 0 6 0 46 99 TP
7 510|210 29 8 TP
m.1555A>G 4 3 0 1 0 25 0 VP
5 4 1of1fo 20 0 VP
5 4 0 1 0 20 0 VP
5 4 0 1 0 20 1 VP
48 37 0|11 ] 0 23 0 VP
5 4 0 1 0 20 0 VP
6 4 0 2 0 33 31 VP
7 0 0 7 0 100 99 TP
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Genotiiiibi kinnitamise tulemuste pohjal ilmneb, et re-sekveneerimine on pdhjendatud juhul,
kui mutantne alleel on esialgses sekveneerimistulemuses tuvastatud 20% madral. Selliseid

juhtumeid esines 0,51% (27/5291) kdigist analiitisitud NIPT proovidest (tabel 2).

Kokku kasutati kolme mitokondriaalse variatsiooni tuvastamise valideerimiseks 5291 NIPT

testi sekveneerimistulemusi. Kumulatiivse esinemissageduse arvutamisel eemaldati
andmestikust kdik proovid, mille vastavas positsioonis katvus puudus, ning seejdrel arvutati iga
mutatsiooni sagedus (tabel 3). Uuritud valimi pohjal oli kolme mutatsiooni summaarne
esinemissagedus 0,23%. Individuaalsete mutatsioonide sagedused erinesid kirjanduses vilja
toodud esinemissagedustest. Mutatsioonide m.1095T>C ja m.1555A>G sagedus magistritdos
valitud populatsioonis oli vastavalt 0,10% ja 0,11% (tabel 3), kuigi kirjanduses oli sagedaseim
mutatsioon m.1555A>G ning kodige harvem m.1095T>C. Mutatsioon m.1494C>T osutus t60

tulemuste pohjal kdige harvemaks esinemissagedusega 0,02% (tabel 3).

Tabel 3. Proovide katvus ja mutantsete alleelide esinemissagedus NIPT proovidest

NIPT lIma DNA Mutantsed | Mutantsed
proovid (n) katvuseta lugemitega | alleelid (n) | alleelid (%)
proovid (n) | proovid (n)
m.1095T>C 5291 156 5135 5 0,10
m.1494C>T 5291 36 5255 1 0,02
m.1555A>G 5291 18 5273 6 0,11
Kumulatiivne alleeli sagedus 0,23

NIPT testi katvust hinnati 1129 proovi pohjal, mille sekveneerimiseks kasutati NextSeq 1000
instrumenti. Sekveneerimisel oli piisav katvus 3362 lookusel 3387 lookusest (3 x 1129), mis

teeb sekveneerimise edukuse méadraks (call rate) 99,26% (tabel 4).
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Tabel 4. Proovide katvus ja call rate kolmes lookuses NextSeq 1000 instrumendiga
sekveneeritud proovidest

Ilma katvuseta proovid (n) Katvusega proovid (n) Call rate
m.1095T>C 22 1107 98,05%
m.1494C>T 1 1128 99,91%
m.1555A>G 2 1127 99,82%
Kbik proovid 1129 99,26%

Lisakontrolliks viidi 1dbi 135 juhuslikult valitud referentsgenotiiiibiga proovi re-
sekveneerimine, kokku 405 genotiilipi. Kdik tulemused vastasid téielikult esialgsele NIPT-

analuisile, mistottu lahknevusi ei tdheldatud.

Uuritud kolme mutatsiooni tuvastamise tundlikkus NIPT-andmete pohjal oli 100%.
Mutatsioonipositsioonide kaupa esines erinev arv valepositiivseid tulemusi: m.1095T>C
positsioonil 5 juhtu, m.1494C>T positsioonil 1 juhtum ja m.1555A>G positsioonil 7 juhtu
(kokku 13/5291 proovi). Kdigi uuritud positsioonide spetsiifilisus NIPT-andmete pdhjal oli
>99,9%. Tdiendava PCR ja re-sekveneerimise pdhjal oli spetsiifilisus 100%, mis tihendab, et
PCR kinnituse abil oli vdimalik eemaldada valepositiivsed tulemused ja usaldusvidirselt
kinnitada tdelised mutatsioonipositiivsed proovid. Kokkuvottes oli kahe jérjestikuse

genotiipiseerimismeetodi koondspetsiifilisus 100%.

2.3.3. Kliiniline olulisus

T66 tulemused néitasid, et farmakogeneetiline testimine NIPT andmete pdhjal on tehniliselt
teostatav. Selline testimine aitab kliiniliselt véltida ravimipdhist kuulmislangust korge riskiga

patsientidel, eelkdige neonatoloogias.

Tihti on neonatoloogias aminogliikosiidi kasutamise vajadus aegkriitiline, mistdttu on kasulik
juba eelnevalt raseduse ajal vélja selgitada voimalik geneetiline risk kuulmislangusele (Boles
& Friedlich, 2010). Vahetult patsiendi juures tehtav genotiipiseerimine on samuti voimalik ning
votab ainult 26 minutit, kuid see voimaldab tuvastada ainult m.1555A>G mutatsiooni ning
neonatoloogia osakonnas testi kasutades selgus, et 20% proovidest ei olnud vodimalik

genotiipiseerida (McDermott, Mahaveer, ef al., 2022).
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Lisaks on mtDNA jirjestuses olevate mutatsioonide info kliiniliselt oluline nii ema kui ka tema
teiste laste jaoks. Kuna on teada, et mtDNA-d leidub munarakkudes, paranduvad mutatsioonid
mtDNA-s emalt lastele (Barbarino et al., 2016). Mutatsiooni esinemisel lootel vodiksid

aminogliikosiide viltida ka teised ema kaudu suguluses olevad isikud (Usami & Nishio, 2004).
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KOKKUVOTE

Kéesolevas t00s analiiisiti 5529 NIPT analiiiisi sekveneerimisandmeid, et tuvastada kolme
ototoksilisusega seotud MT-RNR 1 mutatsiooni esinemissagedust. Mutatsioonide tuvastamiseks
ja valideerimiseks todtati vélja cfDNA-pohine toovoog, mis holmas olemasolevate NIPT

andmete pohjal proovide, mille mutantse alleeli osakaal oli vidhemalt 20%, re-sekveneerimist.

MT-RNR1 mutatsioonid m.1095T>C, m.1494C>T ja m.1555A>G kinnitati, kui mutantse
alleeli osakaal sekveneeritud lugemitest oli iile 50% koigist alleelidest. Kolme mutatsiooni

kumulatiivne esinemissagedus oli 0,23%.

Re-sekveneerimine kinnitas osad mutatsioonileiud, kuid tuvastas ka valepositiivseid tulemusi,
rohutades NIPT andmete valideerimise vajalikkust. Kontrollproovide analiiiis 135 proovist
nditas NIPT tulemuste téielikku kooskdla re-sekveneerimisel, mis toetab analiiiisi

usaldusvéarsust.

To60 nditab, et mitokondri mutatsioonide sdoeluuring NIPT andmetes on vajalik todriist korge
riskiga patsientide tuvastamiseks. See loob vdimaluse ennetada ravimite poolt pdhjustatud

kuulmislangust juba enne ravi alustamist.

To66 tulemusena saavad patsiendid NIPT testi tulemustes teada ototoksilisust pdhjustava MT-
RNR1 geeni mutatsiooni olemasolu. Riskialleeli info on ndhtav elektroonilistes
terviseandemetes, et tervishoiutddtajad saaksid aminogliikosiidide manustamisel teha

informeeritud otsuse.
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SUMMARY

Re-sequencing of mitochondrial RNR1 variants linked to hearing loss using cell-free

DNA
Benelote Uuskiila
Summary

Hearing is essential for daily functioning and quality of life, and its impairment can lead to
significant social and economic consequences. One known cause of hearing loss is genetic
variation in the mitochondrial MT-RNR1 gene, which increases sensitivity to the ototoxic
effects of aminoglycoside antibiotics. Specific mutations, m.1555A>G, m.1494C>T, and
m.1095T>C, are associated with a heightened risk of irreversible hearing damage following

aminoglycoside treatment.

Since these antibiotics are commonly used in clinical settings, particularly in neonatal care
where treatment often begins before a full diagnosis, early identification of at-risk individuals
is crucial. A pharmacogenetic approach enables the detection of patients with increased

susceptibility to drug-induced side effects.

This study focused on evaluating the utility of non-invasive prenatal testing (NIPT) data for
identifying pathogenic mitochondrial DNA mutations associated with aminoglycoside-induced
ototoxicity. Specifically, the research aimed to detect three well-characterized mutations in the
MT-RNR1 gene — m.1095T>C, m.1494C>T, and m.1555A>G, which are known to

significantly increase the risk of hearing loss when carriers are exposed to aminoglycosides.

A total of 5,529 NIPT sequencing datasets were analyzed. A specialized workflow was
developed for mutation detection using cell-free DNA (cfDNA). Samples with at least 20%
mutant allele reads out of all reads based on NIPT data were selected for re-sequencing to
confirm the findings. A mutation was considered confirmed if more than 50% of reads in the

re-sequenced data carried the mutant allele.

The cumulative prevalence of the three MT-RNR1 mutations was found to be 0.23%. Re-
sequencing validated a portion of the initially detected mutations but also revealed false
positives, emphasizing the importance of validation when working with NIPT-derived data.
Additionally, a control set of 135 samples showed complete concordance between initial NIPT

results and re-sequencing, supporting the reliability of the developed method.
27



The findings highlight the potential of incorporating mitochondrial mutation screening into
routine NIPT workflows as a proactive strategy for identifying individuals at elevated risk for
drug-induced hearing loss. Importantly, detection of MT-RNRI risk alleles through NIPT
allows this genetic information to be integrated into patients’ electronic health records. This
enables healthcare professionals to make informed treatment decisions, especially when
considering the use of aminoglycoside antibiotics, thus reducing the risk of preventable hearing

impairment.
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