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Kasutatud lithendid

CGAS—kandidaatgeenidel pdhinevaid assotsiatsioonianaliiiisid (Candidate Gene Association
Study)

COX-2-tsiiklookstigenaas (cyclooxygenase-2)

CR-markerite protsentuaalne osakaal (Call Rate)

DAG—diatsiiiilgliitserool (diacylglycerol)

DEHP-di(2-etiiiil-heksiitil)ftalaat (Bis(2-ethylhexyl) phthalate)
DES—dietiiiilstilbostrool ehk siinteetiline dstrogeen (diethylstilboestrol)
EDC-endokriinsiisteemi kahjustavad kemikaalid (endocrine disrupting chemicals)
EGCUT- Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu (Estonian Genome Center, University of Tartu)
GWAS-iilegenoomsed assotsiatsiooniuuringud (Genome-Wide Association Study)
HWE-Hardy-Weinbergi tasakaalustatus (Hardy-Weinberg equilibrium)
IBD—eellaselt paritud alleelid (identical by descent)

IL—interleukiin (interleukin)

IP3—inositooltrifosfaat (Inositol trisphosphate)

KMI-kehamassiindeks (body mass indeks)

MAF-harvema alleeli sagedus (Minor Allele Frequency)

MRT- magnetresonatstomograafia (Magnetic Resonance Tomography)

NK-rakkud- loomulikud tapjarakkud (rnatural killer cells)

PGE,—prostaglandiin E; (prostaglandin E>)

RFCl-membraanvalk (reduced folate carrier)

SNP—iihenukleotiidsed poliimorfismid, (single nucleotide polymorphism)
TNF-o—tuumornekroosifaktor o (Tumor necrosis factor a)

TGF-p—kasvufaktor B (Transforming growth factor p)
TCDD-2,3,7,8-tetraklorodibenso-para-dioksiin (2,3, 7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin)
UBR2-E3 ubikvitiinsdltuv valgu ligaas (E3 ubiquitin-protein ligase)

VEGF-vaskulaarne endoteeli kasvufaktor (vascular endothelial growth factor)



Sissejuhatus

Endometrioos on giinekoloogiline haigus, mis mojutab naiste reproduktiivtervist ning
elukvaliteeti. Haigus esineb 7—10% noortest naistest ning taandub menopausiga.
Endometrioosi iseloomustab endomeetriumi sarnase koe asumine ning talitlemine viljaspool
emakat. Kuigi monedel naistest moddub haigus asiimptomaatiliselt, kaasneb enamusel

endometrioosiga valulik menstruatsioon, alakohuvalud ning ka viljatus.

Vaatamata endometrioosi suhteliselt kdrgele esinemissagedusele, ei ole haiguse etioloogia ja
patogenees tiielikult teada. Toendoliselt on endometrioos multifaktoriaalne haigus, mida
pohjustavad mitmete erinevate tegurite koosmdju. Vilja on toodud erinevaid teooriaid, kuid
iikski ei suuda haiguse olemust ja tekkimist tdielikult selgitada. Endometrioosi teket ja kulgu
voivad mojutada geneetilised tegurid, hormonaalsed muutused, immuunsiisteemi hdired kui
ka keskkonnafaktorid. Lisaks on pakutud vilja, et erinevatel endometrioosi haigustiitipidel

voivad olla erinevad tekkepohjused.

Uheks peamiseks endometrioosi kujunemist mdjutavaks teguriks peetakse geneetilisi
faktoreid. Endometrioosihaigete esimese astme sugulastel on risk haigestuda seitse korda
kdrgem kui iildpopulatsioonil. Endometrioosi geneetilise tausta véljaselgitamiseks on
kasutatud erinevaid uurimismeetodeid. Ldbi on viidud suur hulk kandidaatgeenidel
pohinevaid kui ka iilegenoomseid assotsiatsioonianaliiiise. Enamus haigusega seotud

variantidest iseloomustavad raske taseme endometrioosi geneetilisi faktoreid.

Kidesoleva magistritod eesmirgiks oli uurida endometrioosi seost sagedaste ja harvade
geneetiliste  variantide  vahel Eesti  populatsioonis, viies 1dbi  iilegenoomse
assotsiatsiooniuuringu. Lisaks identifitseerida endometrioosi tekke riski tdstvaid harvu
geneetilisi variante. Selleks teostati {the markeri pohised analiiiisid ja geenipiirkondade
pohised analiiiisid vaadeldes harvasid variante antud geenipiirkonnas. T66 on osa suuremast

konsortsiumi metaanaliilisist.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Endometrioos

Endometrioos on giinekoloogiline haigus, kus endomeetriumi sarnane kude asub ja talitleb
véljaspool emakaddnt (Kennedy jt., 2005). Endometrioosi peetakse Ostrogeen-soltuvaks
haiguseks, millele on iseloomulik endometrioidse strooma ja néddrmete esinemine
endometrioosikolletes. Viljaspool emakat paiknev kude allub organismi tsiiklilistele
hormonaalse tasakaalu muutustele ning kasvab ja irdub perioodiliselt. KShuddnde kogunenud
veri tekitab pdletikulisi ja liitelisi protsesse, mille tagajérjel tekivad alakdhuvalud.
Endometrioosiga seotud alakdohuvalud esinevad enamus juhtudest menstruatsioonitsiikli algul,
kuid vdivad kulgeda kogu menstruaaltsiikli viltel (Kennedy jt., 2005). Lisaks alakdhuvalule
esinevad siimptomid nagu valulik menstruatsioon, valulik suguiihe, valulik urineerimine,
vaagnapiirkonna kroonilised valud ja sageli ka viljatus (Berkley jt. 2005; Giudice ja Kao,
2004). Samas 20—25% juhtudest kulgeb haigus asiimptomaatiliselt (Bulletti jt., 2010).

Reproduktiivses eas olevate naiste iildpopulatsioonis on endometrioosi sagedus 5—10%. Kuni
55% viljatutest naistest, kellele tehakse laparoskoopia uuring, diagnoositakse endometrioos
(Cramer jt., 1986). Haiguskoldeid vo0ib esineda koikidel kdhuddne elunditel. Kdige
sagedamini leiab haiguskoldeid munasarjades, emakal, munajuhadel, kohukelmel, soolestiku
pinnal, pdies, kusejuhadel ning véikese vaagna sidekoes (Giudice ja Kao, 2004). Sagedased
haiguskolded on ndidatud joonisel 1. Harvemini on koldeid leitud kopsudel,
kesknérvististeemis, rinnakelmel, diafragmal, siidamepaunal ja operatsiooniarmidel (Comiter,
2002; Giudice ja Kao, 2004). Harvadel juhtudel on ka meestel, kes on eesnddrmevéhi raviks
saanud Ostrogeenipreparaate, leitud kohuddones endometrioosikoldeid (Martin ja Hauck,
1985). Teismeliseeas enne menstruatsiooni algust on endometrioos haruldane ning haigus

enamasti taandub menopausi jérel (Kauppila ja Ylikorkala, 2008).
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Joonis 1. Sagedasemad endometrioosikollete esinemise kohad. Haiguskoldeid voib esineda
koikidel kohuddne elunditel. Kodige sagedamini leiab haiguskoldeid munasarjades,
munajuhadel, pdies, kusejuhadel, sooltepindadel, kdhukelmel ning viikese vaagna sidekoes.
(Muudetud joonis périneb veebilehelt
http://www.familyhealthonline.ca/tho/womenshealth/WH_painfulmens FHd95.asp)

1.2 Endometrioosi staadiumid

Endometrioosi haiguskolde peamised tunnused on endometriaalsed rakud, krooniline veritsus
ja poletikuline reaktsioon, mis pdhjustab kdhuddne armistumist ja adhesioonide
moodustamist. Ténapdeval on kasutusel Ameerika Reproduktiivmeditsiini Uhingu poolt vilja
tootatud klassifitseerimissiisteem. Téanu sellele saab erinevate tunnuste ja haiguse tdsiduse
jérgi jagada endometrioosi nelja raskusastmesse (ASRM, 1997). Eristatakse I taseme ehk
minimaalse astme, II astme ehk kerge astme, III astme ehk mdodduka astme ja IV astme ehk
raske astme endometrioosi. Kdige sagedasemad on minimaalne vdi kerge endometrioos, mille
korral leitakse kohust {iksikuid pindmisi koldeid. Munajuhad on ldbitavad, kuid munasarjade
iimber voib leida endomeetriumi liiteid. Kerge endometrioosi puhul vdib esineda viljatust,
kuid kaebused voivad ka puududa. Modduka astme endometrioosi korral on koldeid rohkem
ning nad on siigavamad ja liidete hulk kéhudodnes suurenenud. Munajuhad vdivad olla
adhesiooni tottu ldbimatud ning munasarjad tsiistide tottu kahjustunud. Raske astme

endometrioosi korral on siimptomid veelgi vdimendunud ning lisaks munasarjadele ja -
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juhadele on ka emakas tdsiselt kahjustatud (ASRM, 1997). Antud klassifitseerimissiisteemi
abil on vdimalik kiill méddrata haiguse tdsidus, kuid ei saa hinnata haige valu ulatust,

rasestumisvdimalust ning viljatuse riski (Audebert jt., 1991).

Tavaliselt eristatakse kolme tiilipi endometrioosi, vastavalt nende kollete paiknemisele:
peritoneaalne ehk kdhuddne endometrioos, ovariaalne ehk munsasarja endometrioos ja
rektovaginaalne endometrioos (Nisolle ja Donnez, 1997). Peritoneaalse endometrioosi
iseloomustavad punakad, sinakas-mustjad ning valkjad pindmised kolded kdhuddne elunditel.
Noored kolded on punast vérvi. Iga menstruatsiooniga eritub kolletest verd, mis jadb
poletikureaktsiooni tottu kapslisse kinni, mille tulemusel kolded kasvavad ning eraldunud veri
varvib punakad kolded sinakas-mustjaks (Nisolle jt., 1993). Siiani teadmata pdhjustel vahel
endometrioosikolded paranevad ning nendest jddvad alles valkjaskollased armitaolised
kolded, mis vdivad siiski mdne aja pérast taas kasvama hakata (Nisolle ja Donnez, 1997).
Ovariaalse endometrioosi korral on tiilipiliseks leiuks vanast verest ja rakumassist tekkinud
tumepruunid pdisjad moodustised ehk tslistid, mis on munasarjade sisse sopistunud
(Hudgesdon, 1957). Lisaks pdhjustavad tsiistid ka poletikke, mille tulemusel vdivad
munasarjade ja emaka Umber kasvada liidesed (Brosens, 1994). Siigava nodulaarse
endomeetrioosi korral vdivad kolded tekkida wuterosakraalsidemetel, retrovaginaalses
vaheseinas, utero-ovariaalsidemetel ja vaagnaelundite lihaselises seinas. Kollete erinevad
alatliiibid vodivad esineda kas iihe alatiiiibiga voi siis omavahel kombineeritult (Burney ja

Giudice, 2012).

1.3 Endometrioosi diagnoosimine ning ravi

Haigust on raske diagnoosida, sest sageli aetakse siimptomid ja tunnused segamini teiste
haigustega voi kulgeb haigus ilma stimptomiteta. Sageli ei pdorata noortel naistel tdhelepanu
valusatele menstruatsioonidele ning haiguse diagnoosimiseni vdib minna aastaid (Huang jt.,
2011). Esmasel uuringul kasutatakse kollete ulatuse kindlaks tegemiseks ultraheli (American
Fertility Society, 1979). Ultraheli on kiillaltki ebatdpne meetod, kuid asendamatu munasarja
tsiistide tuvastamiseks. Koige tidpsem ning enim kasutatud diagnoosimise meetod on
laparoskoopia. Uuring voimaldab ka eemaldada kohudones paiknevaid enodmetrioosikoldeid
(Ballard jt, 2006). Laparoskoopia on invasiivne meetod ja tihti on tulemuseks hilinenud
diagnoos ja ravi, eriti just siimptomaatiliste puberteedieas neiude ning noorte naiste puhul.

Selle tulemusel on haigus levinud ja eisneb rohkem koldeid. Lisaks on laparoskoopia puhul
7



suured piirangud kohudone ja retroperitoneaalsete kahjustuste visuaalsel kontrollil (Brosens
jt., 2003). Seetottu kasutatakse laparoskoopia kdrval ka vajadusel magnetresonatstomograafiat
(MRT). Selle abil saab visualiseerida organitel olevaid haiguskoldeid ning hinnata kaudselt
haiguse raskustaset. Kuna tehnoloogia areneb kiiresti {ritatakse pidevalt parandada
visualiseerimise erinevaid tehnikaid ning leida haiguse diagnoosimiseks sobilikke

molekulaarseid markereid (Aznaurova 2014).

Endometrioosi tuleks vaadelda kui kroonilist haigust, mida iseloomustab vaagnavalu ja
viljatus. Ravi méératakse igale naisele personaalselt olenevalt haiguse raskusastmest, viljatuse
toendosest ning vanusest (Bulletti jt, 2010). Olenevalt haiguse keerukusest madratakse kas
erinevad ravimid, operatsioon vO0i nende kombinatsioon. Peamiselt kasutatakse
hormoonaalseid preparaate vdhendamaks menstruatsioonil endomeetriumist eralduva vere
kogust. Tanu preparaatidele vidhenevad ka kdhuddnes olevate endometrioosikollete veritsus
ning haigusest pohjustatud valu (Huang 2008). Endometrioosist tekkinud probleeme ja
kahjustusi on voimalik leevendada, aga siiani ei osata haigust téielikult vilja ravida.
Pikaaegse hormonaalse ravi tulemusel vihenevad endometrioosikolded ja voib ka paraneda
rasestumisvdime. Sageli endometrioos siiski taasédgeneb pirast ravi lopetamist (Kennedy jt.,

2005).

1.4 Endometrioosi kujunemise teooriad

Vaatamata endometrioosi suhteliselt kdrgele esinemissagedusele, ei ole haiguse etioloogia ja
patogenees tdielikult teada. Vilja on toodud erinevaid teooriaid, kuid iikski ei suuda haiguse
olemust ja tekkimist tdielikult selgitada. Tuntuimad nendest on implatatsiooniteooria ja
tsdloomse metaplaasia teooria. Implatatsiooniteooria kohaselt liiguvad endomeetriumi rakud
retrograadsel ehk é&raspidisel menstruatsioonil 1&bi munajuhade kohuddnde kus kinnitub
sealsetele organitele ning moodustab haiguskoldeid (Sampson, 1927a). Implatatsiooniteooria
on visuaalselt selgitatud joonisel 2. Teooria kasuks rddgib see, et menstruatsiooniverest ning
peritoneaalsest vedelikust on leitud elujouliseid endomeetriumi rakke ning haigus esineb
sageli naistel, kellel esineb retrograadne menstruatsioon (Olive ja Henderson, 1987). Sampson
pakkus viélja ka teooria, et endometrioosi rakud vdivad levida verega ja liimfivedelikuga
(Sampson, 1927b). Seda toetavad endomeetriumi koe leiud emaka veresoontes, liimfisoontest
ja —sdlmedest ning sellega pdhjendas Sampson kollete esinemist ebatiiiipilistes asukohtades

nagu niiteks kopsudel voi kesknérvisiisteemis (Aoki, 1967; Sampson, 1927a). Ilmselt pole
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siiski endometrioosirakkude liikkumine verega voi liimfiga kdige olulisem haiguse
kujunemisel, sest maksa, kopsu ja rindkere endometrioos on pigem harv néhtus (Donnez jt,
2012). Kumbki teooria ei suuda dra pdhjendada miks esineb endometrioos meestel,
menopausis naistel ning noortel naistel, kellel pole veel menstruatsioon alanud (Brosens jt.,
2013b). Lisaks esineb endometrioos vaid 10-15% naistest kellel on retrograadne
menstruatsioon (Halme jt., 1984). Seega peavad haiguse kujunemisel rolli méngima ka teised

tegurid, mida Sampsoni poolt pakutud teooriad ei selgita.

Retrograadne
menstruatsioon

Munajuha

Munasari

Emakas
Makrofaagid

Endomeetriumi rakud

Kohukelme mesoteel

Joonis 2. Implatatsiooniteoorial pohinev endometrioosi rakkude liikumine kéhuédonde.
Retrograadse menstruatsiooni kdigus liiguvad endomeetriumirakud koos eriitrotsiiiitidega 14bi
munajuhade kdhuddnde. Endomeetriumirakud suudavad véltida indutseeritud pdletikusignaali
ning tdnu makrofaagidele on voimelised véltima kohuddnes apoptoosi. Seejdrel kinnituvad
rakud kohukelme vdi modne organi mesoteelile ning prolifereeruvad. Mesoteelil arendavad
haiguskolded teadmata mehhanismide abil vajaliku verevarustuse ning kasvavad ja irduvad
menstruatsiooni ajal nagu emakasisene endomeetrium (aluseks Donnez jt., 2012).

TsO6loomse metaplaasia teooria jirgi voib tsdloomne kude transformeeruda
endomeetriumi sarnaseks koeks. Kuna tsdloomsest epiteelist areneb vilja nii Miilleri juhad
kui ka rinna- ja kohukelme, siis seletab see ka kollete paiknemist véljaspool vaagnapiirkonda
(Donnez jt, 2012). Metaplaasia tekkepohjusteks vdivad olla tundmatud stiimulid,
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hormonaalse tasakaalu muutused, endokriinsiisteemi kahjustavad kemikaalid voi poletikulised
protsessid (Burney ja Giudice, 2012; Crain jt., 2008). Tsdloomne metaplaasia seletaks
endometrioosikollete esinemist meestel, eelpuberteedi eas tiidrukutel ja naistel, kellel on
menopaus (Oliker ja Harris 1971; Schifrin jt., 1973). Selles teoorias esineb vasturdikivusi.
Noortel naistel, kellel pole veel menstruatsioon alanud ei toimu dstrogeeni tootmist. See on
aga oluline hormoon endomeetriumi kasvamiseks ning irdumiseks. Seega voib
eelpuberteediealistel naistel esinev endometrioos erineda reproduktiiveas esinevast vormist
(Figueira jt., 2011). Samuti peaks endometrioosi sagedus vanusega tdusma koos metaplaasia
esinemissagedusega (Burney ja Giudice, 2012). Kuna endometrioosi esineb ka véljaspool
rinnakut ning kdhukelmet ei pruugi antud teooria erinevaid endrometrioosi vorme selgitada

(Brosens jt., 2013a).

Endometrioosi kujunemise vdhem tdestatud teooriad on embriionaalsete rudimentide,
induktsiooni- ja tiivirakkude teooriad. Tuginedes embriionaalsete rudimentide teooriale,
voivad kolded tekkida embriionaalse arengu ajal Miilleri juha migratsioonil alles jadnud
rakkudest Ostrogeeni mojul (Burney ja Giudice, 2012). Induktsiooniteooria kohaselt eritab
kohuddnde sattunud endomeetriumi rakud endogeenset tundmatut biokeemilist voi
immunoloogilist ainet, mis stimuleerib mesenhlimaalseid rakke diferentseeruma
endomeetriumilaadseks koeks (Szczepanska jt., 2003; Shanti jt., 1999). Endomeetriumi
tiivirakud aitavad kaasa uue endomeetriumi kasvamisele parast menstruatsiooni. Tiivirakkude
teooria jdrgi satuvad retrograadsel menstruatsioonil endomeetriumi tiivirakud 14bi
munajuhade ning limfi- ja veresoonte kaudu emakavilisesse piirkonda (Sasson ja Taylor,
2008). Kinnitudes kohuddne organitele, pohjustavad rakud uute kollete tekkimist ning
suurenemist. Koigil mainitud teooriatel on puudused, mistottu ei saa kindlalt viita, milline
neist haigust pohjustab. Kindlasti méngivad suurt rolli haiguse patogeneesimehhanismid ning
on ka vodimalus, et erinevates piirkondade endometrioosikolletel voivad olla erinevad

tekkepdhjused.

1.5 Endometrioosi patogeneesimehhanismid

Erinevad patogeneesi teooriad niitavad, et endometrioos on keeruline ja multifaktoriaalne
haigus, mille viljakujunemises ja levikus mingivad rolli hormonaalsed, geneetilised,
immuunsiisteemi ning keskkonna komponendid. Uks vdimalus, miks endomeetriumirakud

saavad kohukelmele kinnituda, on organismi ummuunsiisteemihdireid. Immuunsiisteemi
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héirete korral ei suuda immuunsiisteem hdvitada véljaspoole emakat sattunud endomeetriumi
rakke. Selle pohjustajaks peetakse T-rakkude vahendatud tsiitotoksilisuse vihenemist ja NK-
rakkude (natural killer ehk loomulike tapjarakkude) aktiivsuse véhenemist (Dmowski jt,
1981; Somigliana jt., 1996). Lisaks on tdheldatud B liimfotstiiitide aktiivsuse tousu, mille
tulemusel on endometrioosihaige naise vereseerumist leitud autoantikehi mis on suunatud
emaka ja endomeetriumi antigeenide vastu (Mathur , 2000). Antikehad vdivad mojutada nii
endometrioosi  patogeneesi, emaka limaskesta kiipsemist kui ka pohjustada
endometrioosihaigel naisel raseduse katkemist (Inagaki jt., 2005). Sageli on endometrioosi
pddeval naisel ka moni muu vdhenenud autoimmuunsusega seotud haigus, niiteks
poletikuline soolehaigus, kilpnddrme alatalitus vdi erinevad allergiad. Ei ole teada, kas need
haigused pohjustavad endometrioosi voi tekivad endometrioosi tiisistustest (Sinaii jt., 2002;

Jess jt., 2012).

Endometrioosi korral on k&huddne vedelikus tdheldatud pdletikufaktorite taseme ning
makrofaagide hulga tdusu. Makrofaagid méngivad olulist rolli fagotsiitoosis,
poletikureaktsioonis ja homoostaasis (Murray ja Wynn, 2011). Katsed hiirmudelitel on
ndidanud, et endomeetriumikude kinnitub ka ilma makrofaagideta kdhukelmele, kuid ei ole
voimeline sellel kasvama. Seega on nad vajalikud haiguskollete kasvamiseks ning
makrofaagid on mitmete kemokiinide allikateks, mis aitavad kolletel kdhuddnes areneda
(Bacci jt., 2009). TGF-f (kasvufaktor B) on iiks peamisi tsiitokiine, mille sektretsioon on tédnu
makrofaagidele suurenenud. TGF- kontsentratsioon tduseb tavaliselt operatsioonijargselt
haava piirkonnas ning aitab kaasa rakkude adhesioonile. Arvatakse, et ka endometrioosi puhul
aitab TGF-B kaasa endometrioosi liideste tekkimisele. Lisaks on peritoneaalvedelikus
suurenenud tsiitokiinide IL-1 (interleukiin-1), IL-6 (interleukiin-6), IL-10 (interleukiin-10)
tase (Wieser jt., 2002). IL-1 vastutab podletikureaktsiooni eest. IL-1a ja IL-1p vabanemine
epiteelirakkudest ja secondumine omavahel tekitab pdletikureaktsiooni. IL-1 antagonist IL-1Ra
takistab kahe subiihiku seondumist ning sellega hoiab &ra podletikureaktsiooni signaali edasi
kandumise. Endometrioosihaigetel naistel on endometrioosi varajases staadiumis tdaheldatud
antagonisti taseme langust (Kondera-Anasz jt., 2005). Bergqvisti toogrupp avastas, et
véljaspool emakat asuvates endomeetriumi kolletes on IL-1B tase kdrgem kui haigete ja
tervete naiste eutoopilises endomeetriumis (Bergqvist jt., 2001). Sellest saab jéreldada, et IL-1
tsiitokiinide poletikuvastus kiill indutseeritakse haiguskolletes, kuid immuunsiisteemi rakkude
voime poletiku vastu vdidelda on vdhenenud. Lisaks sekreteerivad makrofaagid ka tsiitokiini
TNF-a (tuumornekroosifaktor o), mida on leitud kdhuddone vedelikus kerge taseme voi alles

algstaadiumis oleva endometrioosi korral (Harada jt., 1997). Seega arvatakse, et TNF-a aitab
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kaasa uute haiguskollete kasvamisele ning on leitud ka korrelatsioon TNF-a kontsentratsiooni
ning haiguskollete suuruse vahel (Pizzo jt., 2002). IL-1 ja TNF-a mdlemad indutseervad
COX-2 (tstiklooksiigenaas, cyclooxygenase-2) ekpressiooni, mis omakorda reguleerib PGE,
(prostaglandiin E,) siinteesi. PGE2 vidhendab makrofaagide tsiitotoksilisust ning soodustab
Ostrogeeni siinteesi, raku proliferatsiooni ja angiogeneesi (Wu jt., 2010). Makrofaagid
toodavad IL-1 abil ka VEGF-i, mis on veresoonte endoteeli kasvufaktor. VEGF osaleb
veresoonte loomises, koevigastuste parandamises ja fibroosi moodustamises (Bourlev jt.,
2006) ja seega voib VEGEF olulist rolli médngida endometrioosikollete verevarustuse loomisel.
Erinevad tsiitokiinid kédituvad enometrioosikollete ldhedal erinevalt. IL-6 mdjutab
endometrioosikollete kasvamist ning IL-1 ja TNF-a sekreteerimist, kuid samas vdhendab NK-
rakkude tslitotoksilisust endomeetriumirakkude vastu (Kang jt, 2014). Tsiitokiinide ja
kemokiinide kditumine ning vajalikkus haiguse arengul on veel segane, kuid arvatakse, et

neid on vaja erinevatel endometrioosikollete arenguetapidel (Aznaurova jt., 2014).

Endomeetriumi koe kasvu reguleerivad Ostrogeen ja progesteroon. Ostrogeeni tootavad
munasarjad ning viheses koguses ka nahk ning adipoosne kude. Bioaktiivse dstrogeenil ehk
ostradioolil on téhtis roll endomeetriumi funktsionaalkihi taastamisel pédrast menstruatsiooni.
Endometrioosi korral siinteesitakse Ostradiooli ka haiguskolletes, kus hormoon aitab kaasa
endometrioosikoe implatatsioonile ning PGE, kdrge kontsentratsioon vdimendab hormooni
tootmist (Noble jt, 1997). Ostrogeeni toimet inhibeerib progesteroon (Graham ja Clarke,
1997). Kiill aga on leitud, et haiguskolletes on progesterooni retseptorite arv vihenenud ning
kolded on hormooni vastu resistentsemad. See omakorda tdhendab, et Ostrogeeni tootmist
haiguskolletes ei kontrollita ning Ostrogeeni korge tase voib tuua kaasa kollete kasvamise

(Herington jt., 2011).

Keskkonnafaktoritest — seostatakse  endometrioosi  kujunemisega  endokriinsiisteemi
kahjustavaid kemikaale (endocrine disrupting chemicals, EDC). EDC-d héirivad
hormoonsiisteemi funktsioone, kditudes nagu endogeensed hormoonid. Nad voivad mojutada
hormoonide siinteesi, sekreteerimist, lagudamist ja ka transporti. On leitud, et naised, kes
puutusid looteeas kokku dietiitilstilbostrooliga (DES) ehk siinteetilise Ostrogeeniga,
haigestusid 80% tdendosusega endometrioosi (Missmer jt., 2004c). Reesusmakaakidel tehtud
uuringutes leiti doos-sdltuv seos 2,3,7,8-tetraklorodibenso-para-dioksiini (TCDD) ja
kohuddne endometrioosi vahel (Rier jt., 1993). Mida suurema doosi ning pikemaajaliselt
TCDD-d reesusmakaagile anti, seda suurem oli tdendosus endometrioosi tekkeks.

Makaakidel, kellele implateeriti inimese endomeetriumi kude tdestati, et TCDD-ga
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kokkupuude mdjutab immuunsiisteemi ning selle tulemusel mdjutab endomeetrioosi kulgu
ning haiguse siivenemist (Yang jt., 2000). Uuringud inimestega on siiani olnud vastuolulised.
Endometrioosihaigetel naistel on leitud vereseerumis kdorgem TCDD tase kui kontrollidel
(Mayani jt, 1997). Samas on uuringuid, mis vdidavad, et TCDD ei mdjuta endometrioosi teket
(Pauwels jt., 2000; Lebel jt., 1998). Leitud on ka korrelatsioon ftalaatide tasemega plasmas ja
endometrioosi vahel. Uuringus leiti endometrioosihaigete naiste plasmas korge di(2-etiiiil-
heksiitil)ftalaadi (DEHP) kontsentratsioon ning india naiste uuringus leiti seos haiguse ja
ftalaadi estrite vahel (Cobellis jt., 2003; Reddy jt., 2006). Leiud keskkonna kemikaalide ja
haiguse seose kohta on siiani pigem oletuslikud. Tehtud on palju katseid, kuid uuringute
meetodid on erinevad ning ka valimi suurused on siiani olnud viikesed, et kinnitada leide
(Birnbaum ja Cummings, 2002). Hetkel saab vaid véita, et keskkonna toksilisus mdjutab

haiguse teket ja kulgu, kuid ei ole teada millisel tasemel ja kuidas.

1.6 Endometrioos ja infertiilsus

Endometrioos pohjustab sageli naistel viljakuse vdhenemist. Tervetel naistel on tdendosus
rasestuda 15—20% piires ja alaneb vanuse suurenedes. Ravimata naistel on endometrioosi ja
viljatuse korral vastav nditaja 2—20%; raske endometrioosi korral tdendosus isegi viiksem kui
2% (Ozkan jt., 2008; Bulletti jt., 2010). Varasemad uuringud on ndidanud, et viljatutel naistel
esineb endometrioosi 25—50% juhtudest ning 30-50% endometrioosiga patsientidest on
infertiilsed (Balasch jt., 1996). Endometrioosiga seotud viljatuse kui pdhjuse ja tagajirje
vahelise seose selgitamiseks on esitatud mitmeid patogeneesi hiipoteese. III-VI taseme
endometrioosi puhul arvatakse viljatus olevat pohjustatud liidetest véikevaagnas ning
kahjustustest emakas. Haiguskolded hidirivad munaraku irdumist, liikkumist munajuhas ja
kinnitumist emakaseinale (Ozkan jt., 2008; Carvalho jt., 2012). Siiski esineb viljatust ka I ja II
taseme endometrioosi korral, mis paneb aluse arvamusele, et haigust mdjutavad erinevad
mehhanismid. Nende sekka kuuluvad endokriinsiisteemi ja ovulatsiooni hiired,
peritoneaalfunktsiooni muutused ning immuunvastuse héired kohuddnes. Need mehhanismid
voivad kaasa tuua kahjuliku mdju nii viljastamata kui ka juba viljastatud munarakule,
spermatotsiitidile, mdjutada negatiivselt munajuha motoorikat ja takistada stigoodi liikumist
munajuhast emakasse (ASRM 2012). Lisaks voivad hormonaalse ja rakulise immuunsuse

eriparad eutoopilises endomeetriumis hiirida siigoodi kinnitumist emaka seinale.
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1.7 Geneetilised tegurid haiguse kujunemises

Uheks peamiseks endometrioosi kujunemist mdjutavaks teguriks peetakse geneetilisi
faktoreid. Endometrioosi perekondlikku klasterdumist on kirjeldatud nii inimestel kui ka
reesusahvidel (Kennedy, 1999). Geneetilisest eelsoodumusest annab mirku see, et raske
astme endometrioosiga naise esimese astme sugulastel on keskmiselt seitse korda kdrgem risk
endometrioosi kujunemiseks, vorreldes esimese astme sugulastega tervel naisel (vastavalt
6.9% ja 1.0%) (Moen ja Magnus, 1993). Lisaks on rasket endometrioosi vormi esinemisel
tdheldatud tunduvalt sagedamini perekondades kui tiksikute haigusjuhtude puhul (61% vs
23%) (Bischoff ja Simpson 2004). Ka kaksikutel ldbi viidud uuringud kinnitavad, et
ihemunakaksikutel on kaks korda suurem risk saada endometrioos vdrrelduna
erimunakaksikutega, mistottu peetakse parilikkuse médaraks umbes 50% (Moen, 1994; Treloar

it, 1998; Saha jt, 2015; Hadfield jt., 1997).

1.7.1 Kandidaatgeenidel pohinevad assotsiatsioonuuringud (CGAS)

Endometrioosi geneetilise tausta viljaselgitamiseks on kasutatud erinevaid uurimismeetodeid.
Liabi on viidud suur hulk kandidaatgeenidel pohinevaid assotsiatsioonianaliilise (candidate
gene association study, CGAS), kus otsiti ithenukleotiidseid poliimorfisme (single nucleotide
polymorphism, SNP) geenides, millel vaiks olla seos haiguse avaldumisega (Rahmioglu jt.,
2012a). Kokku on endometrioosi geneetilise tagapdhja mdistmiseks uuritud iile 70
kandidaatgeeni, millest kdige sagedamini uuritud geenide grupid on adhesioonimolekulide ja
maatriksi ensiliimide geenid, apoptoosis, DNA reparatsioonis, onkogeneesis ja rakutsiikli
regulatsioonis osalevad geenid ning pdletikureaktsioonidega voi tsiitokiinidega seotud geenid,
mis iihtlasi moodustavad suurima uuritud grupi (Falconer jt., 2007). Veel on uuritud steroide
slinteesivate enstiimide, detoksifikatsiooni ensiiimide ja retseptoritega, Ostradiooli
metabolismiga ja kasvufaktoritega seotud geene. Lisaks eelnevatele on vaadeldud ka inimese
immuunsiisteemi komponentidega seotud geene ning veel teisi ensiiiime ja metaboolseid radu
(Rahmioglu jt., 2012). Enamik kandidaatgeeniuuringutes leitud assotsiatsioone ei replitseeru.
Peamisteks pohjusteks vodivad olla erinev haiguse méiratlus, madal kandidaatgeenide katvus,
viike valim ning ebapiisav kontrollide hulk v&i ka populatsiooni geneetilised erinevused

uuringutes (Rahmioglu jt., 2012).

Siiani pole tikski tile 70 uvuritud geenidest ndidanud 14bi mitme uurimistdd tugevat seost
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endometrioosiga. Uks enim uuritud ning usaldusviirseimaid tulemusi andnud geene on
vaskulaarse endoteeli kasvufaktor (vascular endothelial growth factor, VEGF). Erinevate
uuringute pdhjal tehtud metaanaliilis nditas, et VEGF-i viiest poliimorfismist iiks (rs3025039)
suurendab statistiliselt oluliselt endometrioosi kujunemise riski (Liang jt., 2012). Siiski ei
leitud Austraalias 1dbi viidud mahukas uuringus haiguse seost selle poliimorfismiga (Zhao jt.,
2008). Kuigi paljud leitud geenid vdivad olla haiguse kulgemisega seotud, ei ole siiani leitud
ithelegi leiule tugevat kinnitust (Rahmioglu jt., 2012a). Kandidaatgeenide uuringud on
olemuselt limiteerivad, sest eeldavad, et haiguse bioloogilised mehhanismid on teada.
Endometrioosi uuringuteks sellised analiilisid ei sobi, sest haiguse etioloogia ei ole veel
16puni kindlaks tehtud ning uurides vaid oletuslikult haigusega seotud geene, voivad jddda

leidmata palju olulisemad haiguse kujunemise faktorid (Zondervan jt., 2007).

1.7.2 Ulegenoomsed assotsiatsiooniuuringuid (GWAS)

Endometrioosiga seotud geneetiliste variantide tuvastamiseks on kasutatud ka tilegenoomseid
assotsiatsiooniuuringuid (genome-wide association study, GWAS) leidmaks seoseid sagedaste
geenivariantidega. GWA uuringute korral vorreldakse SNP mikrokiibi andmeid patsientide ja
tervete kontrollide vahel, et leida kas moni uuritav SNP alleel esineb haigust kandvate
indiviidide seas sagedamini ja vdiks seega olla haiguse kujunemisega seotud. Olulisimad
arengud, mis vOimaldavad GWAS ténapdeval laialdaselt kasutada on sagedaste SNP
dokumenteerimine ning leitud SNP-ide aheltasakaalutuse mustrite uurimine erinevate
populatsioonide vahel (The International HapMap C., 2005). Esimene endometrioosi GWAS
analiiiis pdhines Jaapani valimil. Selles leiti kaks varianti, mis seostusid endometrioosiga. Uks
variant asus DKN2B-AS1 geeni 6 intronis (rs10965235) ning teine 1p36 lookuses WNT4 geeni
ldheduses (rs16826658) (Uno jt., 2010). Siiani on ldbi viidud mitmeid GWAS-e,
replikatsiooniuuringuid ning uuringute metaanaliiise. GWA uuringud on tdnaseks seonud
endometrioosiga iliksteist SNP-i iiheksas lookuses, mis on iilegenoomselt statistiliselt olulised
(p<5x 10'8) (Uno jt., 2010; Painter jt., 2011; Nyholt jt., 2012; Albertsen jt., 2013; Treloar jt.,
2005; Zondervan jt., 2007). Viimatine metaanaliiiis, mis kaasas varem uuringutes kinnitatud
variandid, leidis 7 statistiliselt olulist SNP-i, mille efekti suund oli kdigis toddes ithesuunaline
(Rahmioglu jt., 2014). Peamiselt on antud SNP-d seotud keskmise ja raske tasemega
endometrioosiga (III ja IV tase). Lisaks leiti kaks integreenset lookust kromosoomis 2
(rs4141819 ning rs6734792), mille efektide suunad olid uuringute 1dikes erinevad (Rahmioglu

it., 2014).
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Antud metaanaliilis tdi vdlja mitmeid huvipakkuvaid geene nagu niiteks WNT4, CDKN2B-
ASI, GREBI, ID4, FNI ja ILIA, mis voiksid olla seotud haiguse kujunemisega. SNP
1s7521902 ldhedal paiknev geen WNT4 kodeerib valku, mis on oluline naiste suguorganite
arenguks. Hiirtel, kellel oli WNT4 geeni ekspressioon mahasurutud, ei arenendud vilja
Miilleri juha ja selle derivaadid (Vainio jt, 1999). WNT signaalrada on oluline endomeetriumis
epiteeli ja stroomarakkude vaheliseks kommunikatsiooniks ning tdenioliselt mangib tihtsat
rolli endomeetriumi arengus, diferentseerumises ja ka embriio implatatsioonil (Tulac jt.,
2003). FNI geen ehk fibronektiin-1 on seotud embriiogeneesi, rakkude adhesiooni, haavade
paranemise, vere hiilibimise, peremeesraku kaitsevOime ja metastaasidega (Pankov ja
Yamada, 2002). Leitud on, et munasarjavihi korral mingib suurt rolli FN1 regulatsioon
SOX2 transkriptsioonifaktori poolt (Lou jt., 2013). See mdjutab rakkude migratsiooni ning ka
adhesiooni, mis vOib viia véhirakkude arenguni. GREBI on Ostrogeensdltuv geen, mis
reguleerib rinnavédhirakkude kasvamist. GREBI ekspressioon on korgem kohuddnest leitud
endometrioosikolletes kui emaka endomeetriumis. See vdib pdhjendada kollete Ostrogeenist
soltuvat kasvamist véljaspool emakat (Pellegrini jt., 2012). Arvatakse, et VEZT on kasvaja
supressorgeen, mille kaudu reguleeritakse rakkude migratsiooni ja invasiooni, kasvu ja
rakkude adhesiooni geene (Miao jt., 2013). Leitud on, et VEZT reguleerib geeni nimega
TCF19, mis voib olla seotud immuunsiisteemi tasakaalu hoidmisega (Ferreira jt., 2009).
CDKN2B-ASI lookus osaleb tuumorsupressor geenide nagu CDKN2B, CDKN2A, ARF
regulatsioonis (Liu jt, 2009). Endometrioosi ja emakakaelavihi patsientidel on leitud
inaktiveerunud CDKN2B-ASI (Goumenou jt., 2000; Martini jt, 2002). ID4 on munasarja
onkogeen ning see geen on lileekspresseeritud munasarja, endomeetriumi ja rinnavihi
rakkuliinides (Ren jt., 2012). SNP rs4141819 ja rs6734792 asuvad integreenses alas, kuid
nende ldhedal on geenid ETAAI ja NFE2L3. ETAAI kodeerib kasvajaspetsiifilist
rakumembraani antigeeni Ewing sarkoomi kasvajates (Borowski jt., 2006). NFE2L3 on
transkriptisoonifaktor, mis on seotud rakkude diferentseerumisega, pdletikureaktsioonidega
kehas ja kartsinogeneesiga. On leitud, et NFE2L3 ekspressioon on suurenenud rinnavéhi ning
munandivéihi koeproovides (Rhee jt., 2008; Almstrup jt., 2007). Vérskeim uuring leidis ka
kaheksa SNP-i IL1A geenis, millest kolm olid tugevalt seotud endometrioosi III ja IV
tasemega (Sapkota jt., 2014). IL1A geen kuulub interleukiin-1-tsiitokiinide perekonda ja on

seotud pdletikuliste protsessidega kehas ning vereloomega.

GWAS uuringud on andnud olulist infot endometrioosiga seotud geneetiliste variantide kohta,
kuid seostatud variantide efektisuurused on siiski véikesed ning seetdttu pole neid vdimalik

kasutada molekulaarsete markeritena otsesteks diagnostilisteks testideks (Visscher jt, 2012).
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1.8 Endometrioosi seotus kehamassiindeksiga

Mittegeneetilistest faktoritest, mis mojutavad endometrioosi haigestumist, on seni leitud
kehamassiindeks (KMI). Erinevates uuringutes on tdheldatud podrdvordelist seost KMI ja
endometrioosi vahel. Tugevalt rasvunud naistel (KMI > 40) oli 39% madalam endometrioosi
sagedus vorreldes ala- ja normaalkaalus olevate naistega (Shah jt.,2013). Lisaks on leitud seos
KMI ja viljatute endometrioosihaigete vahel, mille kohaselt suureneb viljatuse sagedus
madalama KMI-ga naiste seas (Shah jt., 2013). Kuigi kirjanduses on jérjekindlalt ndidatud
poordvordelist seost endometrioosi ja kehakaalu vahel, puudub iihtne seisukoht kiisimuses,
kas saledus on tekkinud haiguse tulemusel vdi pdhjustab endometrioosi (Cramer jt., 1986;
Missmer jt., 2004a,b; Parazzini jt., 2004; Ferrero jt., 2005) Samas Nagle néitas oma uuringus,
et lapsepdlves korge KMI suurendab riski endometrioosi haigestuda (Nagle jt., 2009), kuid
Vitonise uuring andis vastupidise tulemuse leides, et naised, kes olid lapsepdlves rasvunud,
haigestuvad harvemini endometrioosi kui lapsepdlves saledad olnud naised (Vitonis jt., 2010).
Sarnaselt endometrioosi ja KMI vahelisele seosele on leitud, et ka menopausieelne rinnavahk
ning kehakaal on poordvordeliselt lapsepdlve kehakaaluga seotud. (Trentham-Dietz jt., 1997;
Harris jt., 2011). Seega ei saa vilistada, et lapsepdlve kehakaal mdjutab haigestumise riski.
Keeruline on kinnitada, et inimeste kaal voi kehakuju mdjutaks endometrioosi tekkimist voi
kulgu, sest raske on teha selgeks, millal sai haigus alguse ning kuidas seda mojutas elustiil voi

kehakaal (Shah jt., 2013).

Huvipakkuv on ka intergeenne lookus kromosoomis 7p15.2 (rs12700667). Nimelt seostatakse
antud SNP-i nii endometrioosi kui ka rasva jaotumisega kehal. Kuigi siiani on véidetud, et
endometrioosi tekkimine ning KMI on omavahel seotud, lilkkkavad virskemad GWAS ning
metiilatsiooniuuringud viite imber (Rahmioglu jt., 2015). Uurides lookuse 7p15.2 poolt
pohjustatud endometrioosi ja rasva jaotumise tegurite seotust, leiti, et nendevaheline
korrelatsioon on tugevam kui endometrioosi ning KMI vahel. Siiski nditasid uuringud, et
mida madalam on puusa-talje suhe, seda tugevam on antud lookuse efekt endometrioosi III/IV

taseme tekkeks.
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2 EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmark

Kiesoleva t66 eesmirgiks oli leida seoseid endometrioosi ning sagedaste (MAF>=1%) ja
harvade geneetiliste variantide (MAF<1%) vahel kasutades uurimuses Tartu Ulikooli Eesti
Geenivaramu (EGCUT) andmestikku ning prof. Andres Salumetsa todgrupi poolt kogutud

endometrioosi proove. Lisaks vorrelda varem leitud variantide replitseeritust antud valimis.

18



2.2 Materjal ja metoodika

Uuringu kiigus viidi ldbi sagedaste geneetiliste variantide lilegenoomne assotsiatsiooniuuring,
kasutades 1000 Genoomi Projekti (1000 Genomes Project') referentsile imputeeritud andmeid
ning harvade variantide markeri- ja geenipdhised analiilisid, kasutades eksoomipiirkondades
olevaid genotiipiseeritud harvu variante. Geneetiliste variantide defineerimiseks on antud
t00s kasutatud nivood, kus sagedaste variantide vihemesineva alleeli sagedus on vastavalt
suurem vOi vOrdne 1%-ga ja harvaesinevate variantide vdhemesineva alleeli sagedus on
viaiksem kui 1%. Uuringu kéigus katsetati erinevaid mudeleid, kasutades kovariaatidena
indiviidide vanust, kehamassi indeksi ja suguluste maatriksi pohjal leitud nelja esimest
peakomponenti, et kahandada vdimalikku populatsiooni stratifikatsiooni. Analiilisiti erinevaid

mudeleid:

1. vanus ja neli esimest peakomponenti
2. KMI ja neli esimest peakomponenti
3. neli esimest peakomponenti

4. vanus, KMI ja neli esimest peakomponenti

Efektihinnangud erinevatest mudelitest tulid sarnased - seepérast kirjeldan t66s ainult mudelit,
mis sisaldas kovariaatidena vanust, KMI ja nelja peakomponenti. Analiiliside tulemustes
vastas p-vadrtuse jaotus juhuslikule jaotusele, mis nditas, et populatsiooni stratifikatsioon ei

mdjutanud oluliselt leitud seoseid.

2.2.1 Valim

Uurimuse ldbiviimiseks kasutati prof. Andres Salumetsa t66grupi poolt kogutud
endometrioosi proove ning Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu geenidoonoritelt kogutud DNA
proove. Valim koosneb ainult naistest. Kokku on kvaliteedikontrolli 1dbinud valimis 3 138
indiviidi: 326 haiget ja 2 812 kontroll. Valimis osalevatel haigetel oli endometrioos kliiniliselt
kinnitatud. Kiill aga puudub haiguse raskusastme iseloomustus ning ka asukoha kirjeldus.

Haigete ja kontrollindiviidide vanuseline ja ealine jaotus on vélja toodud tabelis 1.

L http://www.1000genomes.org
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Tabel 1. Valimi ealine jaotus koos KMI-ga.

EGV Prof. Salumetsa
EGV
endometrioosi- toogrupi kogutud Kokku
kontrollid
haiged endometrioosihaiged

Arv 57 269 2812 3138
Keskmine vanus 447 32,3 31,5 36,2
(standardhiilve) (6,2) (5,8) (7,6) (7,4)
Vanusevahemik 25-73 18-46 20-44 18-73
Keskmine KMI 273 22,2 23,1 242
(standardhiilve) (5,5) (3,5) (5,5) (5,4)

KMI vahemik 18,4-46,1 16,6-37,6 14,5-58,4 14,5-58,4

Kidesoleva t60 raames teostatavate uuringute ldbiviimiseks on geenidoonorid andnud
informeeritud ndusoleku ning olemas on Tartu Ulikooli inimuuringute eetika komitee

kooskdlastus (luba 234/T-12).

2.2.2 Genotiipiseerimine

Indiviidide iilegenoome genotiipiseerimine viidi 1dbi kasutades Illumina Infinium II
tehnoloogiat (Illumina Inc., San Diego, CA, USA). Genotiipiseerimine teostati Illumina
Infinium PsychArray BeadChip kiibiga, kasutades tootja poolt valmistatud reaktiivide
komplekte ja  jirgides tootjafirma  poolt vilja tootatud  standardprotokolle

(www.illumina.com).

Antud kiibiga on vdimalik inimese genoomist genotiipiseerida umbes 277 000 eksoomide
uurimisele fokuseeritud varianti, 271 000 tagSNP-i (omavahel aheldunud markereid kirjeldav
iiksik SNP korge aheldusega genoomi regioonis) ning umbes 60 000 markerist, mida
seostatakse sagedaste psiihhiaatriliste haigustega nagu néiteks bipolaarsus, anoreksia ja

skisofreenia’.

Genotiipiseerimine viidi 1dbi Eesti Geenivaramu tuumiklaboris ajavahemikul mai- september

2014.

2 http://www.cidr.jhmi.edu/supported/Infinium%20PsychArray%20Data%20Sheet.pdf
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2.2.3 Kvaliteedikontroll
Genotiipiseerimise jirgselt 1dbis uuritav andmestik kvaliteedikontrolli jirgnevate parameetrite

ning niitajate osas:

1) edukalt genotiipiseeritud markerite protsentuaalne osakaal (Call Rate, CR) nii indiviidi kui
iga markeri kohta;

2) harvema alleeli sagedus (Minor Allele Frequency, MAF);

3) Hardy-Weinbergi tasakaalustatus (Hardy-Weinberg equilibrium, HWE);

4) indiviididevaheline sugulus;

5) genotiiiibi pdhjal leitud soo mitte-kokkulangevus proovi fenotiilibi andmetega;

6) heterosiigootsus.

Edasistest analiilisidest jédeti vilja indiviidid, kelle CR oli < 95%, liigne heterosiigootsus
(keskmine +(3xSD)), MDS analiiiisil eurooplastest eraldi klasterduvad proovid kasutades
HapMap2 (The International Hapmap Consortium, 2003) referentsi. Ladhisugulusastme
tuvastamiseks hinnati iihiselt eellaselt péritud alleelide (identical by descent, IBD) osakaalu
genoomis ning madalama CR-iga vidhemalt kolmanda pdlve sugulane jdeti edasisest
analiilisist vdlja. Samuti eemaldati indiviidid, kelle raporteeritud fenotiilibi sugu ei vastanud

geneetiliste andmete pohjal ennustatud soole. Kokku eemaldati andmestikust 124 inimest.

Kvaliteedikontrolli kdigus eemaldati SNP-d, mis ei vastanud jiargnevatele kriteeriumitele: CR
< 95%, HWE testi p-véirtus < 1x10°, mitte-autosomaalsed markerid ning markerid, mille
genotiipiseerimisel ei suudetud usaldusvéirselt genotiilipe klasterdada (klastri eraldusskoor <
0,4, GenTrain skoor vastavalt andmetele < 0,6). Sagedaste variantide imputatsiooni eelselt
eemaldati uuringus markerid, mille MAF < 1% ja SNP-d, mille alleelideks olid A/T vdi C/G.
Andmete kvaliteedikontroll ja filtreerimine viidi 14bi kasutades programme Illumina
GenomeStudio versioon 3.1, PLINK v1.8 (Purcell jt., 2007) ja R3.0.2 (R Core Team, 2013).
Peale kvaliteedikontrolli léks sagedaste variantide analiilisi 214 287 genotiipiseeritud varianti,
mille pohjal tehti imputeerimine. Kvaliteedikontrolli teostas EGCUT vanemteadur Reedik

Maigi.

2.2.4 Imputatsioon
Imputeerimise abil on vOimalik hinnata lisaks genotiipiseeritud markeritele ka neid, mille
kohta on puudulik info. Selleks vaadeldakse ldhedal olevad imputeeritud andmeid ja 1dbi selle

ennustatakse korreleerunud geneetiliste variantide genotiilipe. Imputatsiooniks kasutatakse
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referentsandmestikku, mille abil ennustatakse variantide genotiilipe ning tdnu sellele
tostetakse uuringu vdimsust (Spencer jt., 2009). Puuduvate genotiilipide imputatsioon viidi
antud uuringus ldbi programmidega SHAPEIT v2 (imputatsioonile eelnev haplotiitipide
faasimine) (Delaneau jt., 2013) ja Impute v2.2.2 (Howie jt., 2009). Referentsvalimina kasutati
imputatsioonil 1000 Genoomi Projekti referentshaplotiitipe (1000 Genomes Phase 3
integrated haplotypes, Oct. 2014), mis koosnesid 5008 Euroopa péritolu haplotiiiibist’
(Abecasis jt., 2012). Imputatsiooni jirgselt eemaldati analiilisist markerid imputatsiooni
kvaliteediskoori (proper info) ja MAF-i alusel (proper info > 0.8 ja MAF > 0.01). Pérast
imputatsioon oli andmestikus 214 287 genotiipiseeritud ja imputeeritud 6 937 337 markerit..

Imputatsioon viidi labi EGCUT teaduri Evelin Mihailovi poolt.

2.2.5 Statistiline analiiiis

2.2.5.1 Sagedaste variantide analiiiis

Geneetiliste markerite ja fenotiiiibi vahelised assotsiatsioonianaliiiisid viidi 1dbi programmiga
SNPTEST v2.5 (Marchini jt., 2007) kasutades genotiipiseeritud ja imputeeritud geneetilisi
variante MAF-ga iile 1%. Sagedaseid geneetilisi variante analiiiisiti kasutades logistilist
regresssiooni ning kasutades aditiivset alleeliefektide mudelit. Uuringus kasutati

autosomaalsete kromosoomide andmeid.

Stratifikatsiooni korrigeerimisel arvutati kasutades proovide omavahelise suguluse MDS
meetodid peakomponendid programmiga PLINK. MDS meetodiga antakse populatsiooni
geneetilisest varieeruvusest kvantitatiivsed nditajad, visualiseeritakse substruktuurid, ning
identifitseeritakse populatsioonivéliseid indiviide. GWAS-des kasutatakse populatsiooni
struktuuri hindamiseks sagedasi omavahel mitte-korreleeritud (r* < 0.2) SNP-de andmeid

(Purcell jt., 2007).

Mitmesest testimisest tulenevate vdimalike vale-positiivsete tulemuste vihendamiseks, loeti
sagedaste variantide analiilisis statistiliselt oluliseks tulemused, mille p-vdirtused olid

viiksemad kui 5X10°® (Pe’er jt., 2008).

3 www.1000genomes.org
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2.2.5.2 Harvade variantide analiiiis

Markeri kaupa tehtud harvade variantide analiiiis teostati genotiipiseeritud markeritega, mille
MAF oli < 1%. (EPACT genotiipiseeritud harvad variandid eksoomides (MAF<1%)). Geeni
kaupa analiiiisides valiti  geenipiirkondadest  geneetilised variandid, mis olid
mittestinoniilimsed ja funktsioonikaoga variandid. Kovariaatidena kasutati vanust,
kehamassiindeksi ja nelja esimest peakomponenti. T60ks kasutati programmi EPACTS v3.2.6
- markeri kaupa analiiiisi viidi 1dbi kasutades logistilist Wald testi ning geeni kaupa analiiiis

kasutades SKAT-O testi (Lee jt., 2012).

Mitmesest testimisest tulenevate voOimalike vale-positiivsete tulemuste vdhendamiseks
kasutati Bonferroni korrektsiooni. Bonferroni korrektsiooni kasutatakse kui samaaegselt
viiakse tlihel andmekogul 1dbi mitu soltuvat voi sdltumatut testi. Selline korrektsioon
voimaldab leida olulisi tulemusi kui hiipoteeside arv testimisel suureneb. Korrektsiooni
labiviimiseks jagatakse statistiline p-vidértus (o) ldabi soltumatute testide arvuga. Antud
uuringus jagatakse p-vddrtus (a=0.05) 1dbi kas markerite arvuga uuringus (sagedaste
variantide ja harvade marker-pdhiste variantide leidmisel) vdi geenide arvuga uuringus
(harvade variantide geenipdhistel uuringutel: mittestinoniitimsed ja funktsioonikaoga). Uus

statistilise olulisuse piir on antud jagatise tulemus (Pe’er jt., 2008).
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2.3 Tulemused

2.3.1 GWAS

Antud uurimuse GWAS-sis identifitseeriti 3138 naise (326 endometrioosihaiget ja 2812
kontrolli) pohjal potentsiaalseid endometrioosiga seotud geneetilisi variante. Sagedaste
variantide analiiiisi raames leiti 438 varianti p-véirtusega < 1x10°, kuid ei leitud
iilegenoomselt ~ statistiliselt olulisi (p < 5x10®) assotsiatsioone. Ulegenoomse

assotsiatsioonianaliiiisi tulemused on visualiseeritud joonisel 3.

-log10 p-viirtus

1 2 3 4 5 5] 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 202122
Kromosooom

Joonis 3. Ulegenoomse assotsiatsioonianaliiiisi tulemused visualiseeritud Manhattan
joonisena. X-teljel on assotsieerunud markerite genoomsed positsioonid ning Y-teljel nende p-
vadrtuste negatiivne kiilmnendlogaritm.

Eelnevalt on endometrioosiga seotud GWAS-dest leitud geneetilised variandid 1, 2, 6, 7, 9, 10,
12 kromosoomides. Variandid asuvad vastavalt geenipiirkondades: WNT4 (1p36.12), GREBI
(2p25), ID4 (6p22.3), CDKN2B-AS1 (9p21.3), VEZT (12q22), FNI (2q34) ning intergeensed
piitkonnad ETAAI (2pl14), RDN3 (2q23.3) ja NFE2L3 (7p15.2) geenide ldhedal. Vordlesin
antud SNP-e oma t66ga ja tdoin vilja leitud p-védrtuse ning ka nende efekti suurused.
Teadaolevast 10 variandist kahe variandi (rs1537377 ja rs1333049) p-véartused olid alla 0.05.
Mbolemad variandid asuvad CDKN2B-AS1 geenis ning nende efekt oli vorreldes Rahmioglu
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metaanaliilisis vidlja toodud efektiga samasuunaline. Vorreldes Rahmiogu jt. metaanaliiiisis
leitud variantide efekte, siis olid kaheksa variandi efektid minu analiilisis sama suunaga kui

metaanaliilisis ning kahe variandi (rs1250248 ja rs12700667) suunad erinevad (Tabel 1.).

Tabel 1. Teadaolevad lookused mis méjutavad endometrioosi kulgu. Niidatud on
variantide p-véirtused ning efekti suurused meie analiiiisis. Tulemusi on korvutatud
Rahmioglu jt. metaanaliiiisis leitud efekti suundadega (Rahmioglu jt., 2014).

efekti suund

NP Libimgen | SRTA MO sl
artikliga
rs7521902 WNT4 A/C 0.14 (0.09) 0.13 sama
rs1250248 FN1 G/A 0.07 (0.10) 0.46 erinev
rs13394619 GREBI1 A/G -0.05 (0.08) 0.55 sama
rs4141819 intergeenne T/C -0.09 (0.09) 0.31 sama
rs6734792 intergeenne T/C -0.06 (0.08) 0.50 sama
rs7739264 ID4 T/C 0.06 (0.08) 0.44 sama
rs12700667 Intergeenne A/G -0.01 (0.09) 0.96 erinev
rs1537377 CDKN2B-ASI1 C/T 0.18 (0.09) 0.04 sama
rs1333049 CDKN2B-ASI1 C/G -0.17 (0.09) 0.04 sama
rs10859871 VEZT C/A 0.10 (0.09) 0.25 sama

2.3.2 Harvade variantide analiiiis

Harvade variantide tihe-markeri pohises analiilisis leiti 9 varianti, mille p-véartus oli
statistiliselt oluline peale mitmese testimise korrektsiooni (p < 5x107, kasutades Bonferroni
korrektsiooni (0.05/markerite arv (198 472))). Markeripohise analiiiisi tulemused on
visualiseeritud Manhattan joonise abil joonisel 4. Kdige madalama p-véirtusega geneetiline
variant oli lookuses 11p15.5 olev chrl11:5247914 (p-véirtusega 1.92x10'"), mis asus HBB
geeni teises eksonis. Lisaks olid statistiliselt olulised ka OR3A43 geenis olev variant
positsiooniga chrl17:3324574 (p-viirtusega 3.6x10™""), GRM6 geenis variant chr5:178413163
(p-viirtusega 2.98x10™), PCDHGA7 geenis variant chr5:140762533 (p-viirtusega 1.07x10°
%), PLCDI geenis variant chr3:38052041 (p-viirtusega 1.41x10™), SLCI941 geenis variant
chr21:46951968 (p-vadrtusega 2.19x10™), Cl4orf49 geenis variant 14:95923590 (p-
vadrtusega 5.22x10™), SPATA31E] geenis variant chr9:90500747 (p-viirtusega 4.95x107) ja
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UBR?2 geenis variant chr6:42626026 (p-véirtusega 7.10x107). Varem pole antud variante ja

geene endometrioosiga seostatud. Markeripdhise harvade geneetiliste variantide analiiiisis

o =
1

PLCDI

GRM6
PCDHGAT -
* UBR2

SPATA3IEI

HBB

Cl4orfd49

OR3A3

SLCI9A

-log10 p-viirtus
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tuvastatud genoomsed regioonid on nédidatud tabelis 2.

Joonis 4. Markeripohise

harvade

geneetiliste

I 12 13 14 I5 16 17 1819202122 X

variantide analiiiisi

tulemused

visualiseeritud Manhattan joonisena. Ulegenoomselt statistilise olulisuse piiriks leiti p <
1x10”. X-teljel on assotsieerunud markerite genoomsed positsioonid ning Y-teljel nende p-
védrtuste negatiivne kiimnendlogaritm.

Tabel 2. Markeripohise harvade geneetiliste variantide analiiiisis tuvastatud genoomsed
regioonid, kus leidus markereid p-viirtusega < 1x107.

Markeri ID

exm882341
exm1277716
exm509064
exm488613
exm299900
exm2235149
exm1125331
exm?759493
exm547101

Geeni nimi

HBB
OR3A3
GRM6
PCDHGA7
PLCD1
SLCI9A1
Cl4orf49
SPATA31E1
UBR2

Efektialleeli
sagedus
haigetel

0.0061
0.0107
0.0061
0.0138
0.0061
0.0061
0.0046
0.0138
0.0077

Efektialleeli
sagedus
kontrollidel

0
0.0002
0.0002
0.0012
0.0002

0

0
0.0027
0.0005

p- vairtus

1.92x10™"
3.60x10™""
2.98x107
1.07x10°®
1.41x10°®
2.19x10°®
5.22x10°
4.95x107
7.10x107
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2.3.3 Mittesiinoniiiimsed variandid geeni kaupa

Mitteslinoniilimsete variantide geeni-pdhises analiilisis leiti 4 geeni, mille p-véirtus oli
statistiliselt oluline (p < 3,0x10° kasutades Bonferroni korrektsiooni (0.05/geenide arv (16
480))). Analiiiisi tulemused on visualiseeritud Manhattan joonise abil joonisel 5.
Mittesiinoniilimsete harvade variantide analiiiisis oli kdige madalama p-viirtusega HBB geen,
mille p-véidrtus on 1.00x10”. Statistilise olulisuse piiri iiletasid ka lookuses 21g22.3 asuv geen
SLC19A1 (p-viirtusega 6.13x107), lookuses 17q25.1 asuv geen HID! (p-viirtusega 7.99x10°
7y ning lookuses 5q14.3 asuv TMEM161B geen (p-viirtusega 1.13x10°°). Statistiliselt oluliste

geenide tulemused on néidatud tabelis 3.

S =0
L

HHB

0
1

TMEMI61B HIDI  SLCI9AI
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Joonis 5. Manhattan joonis harvade variantide analiiiisist. Libi viidud geeni kaupa ja
kasutades mittestinoniiiimseid geneetilisi variante. Parast mitmese testimise korrektsiooni leiti
statistilise olulisuse piiriks p < 3,0x10°. X-teljel on analiiiisitud geenide genoomsed
positsioonid ning Y-teljel nende geenide p-védrtuste negatiivne kiimnendlogaritm. Geeni
OR3A3, mis asub lookuses 17p13.2 osales markeripohises harvade variantide analiiiisis, kuid
test tehti ainult {ihe variandi pealt ja seetdttu on dra margitud joonisel, kuid tulemustest vilja
filtreeritud. Antud varianti késitletakse juba tliksikute variantide analiiiisis.

Tabel 3. Markeripohise harvade geneetiliste variantide analiiiisi tulemused. Analiilisis
kasutati mittesiinoniilimseid geneetilisi variante ning on tuvastatud genoomsed regioonid, kus
leidus markereid p-viirtusega < 3,0x10°.

Keskmine variantide Variantide

Geeni nimi alleelisagedus arv p-vairtus
HBB 0.0013 2 1.00x10”
SLC19A1 0.0054 6 6.13x10”
HID1 0.0025 4 7.99x107
TMEM161B 0.0019 2 1.13x10°
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2.3.4 LOF variandid geeni kaupa

Funktsioonikaoga harvade markeritega geenipohises analiiiisis ei leitud geene, mille p-vairtused
oleksid viiksemad pédrast mitmese testimise korrektsiooni leitud statistilise olulisuse piirist (p <
kasutades Bonferroni korrektsiooni (p < 1,1x10”, kasutades Bonferroni korrektsiooni
(0.05/markerite arv (4299))). Analiilisi tulemused on visualiseeritud Manhattan joonise abil

joonisel 5.

N w E wv
1 1 1 1
]

-log10 p-viirtus

Kromosoom

Joonis 6. Manhattan joonis geeni kaupa tehtud harvade variantide analiiiisist kasutades
funktsioonikaoga geneetilisi variante. Pirast mitmese testimise korrektsiooni leiti statistilise
olulisuse piiriks 1,1x107. X-teljel on analiiiisitud geenide genoomsed positsioonid ning Y-
teljel nende geenide p-véértuste negatiivne kiimnendlogaritm.
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2.4 Arutelu

Endometrioos on pirilik kompleksne haigus, mida mdjutavad mitmed geneetilised ning
keskkonnategurid. Geneetiliste faktorid identifitseerimine aitaks paremini mdista haiguse
olemust ning pohjuseid. Alates 2010. aastast on ldbi viidud mitmeid assotsiatsiooniuuringuid
ning enim on endometrioosiga seostatud variante geenides WNT4 (1p36.12), GREBI (2p25),
ID4 (6p22.3), CDKN2B-AS1 (9p21.3), VEZT (12q22), FNI (2q34) ning ka intergeensetes
piirkondades geenide ETAAI (2pl4), RDN3 (2q23.3) ja NFE2L3 (7p15.2) ldhedal. Siiani on
suudetud kdige kindlamalt seostada varasemalt leitud variante III ja IV tasemega
endometrioosiga. Kéesolevas t66s viidi ldbi assotsiatsiooniuuringud Eesti populatsioonis
endometrioosi tekkimist mdjutavate ja pohjustavate potentsiaalsete sagedaste ja harvade
geneetiliste variantide leidmiseks. Valim koosnes 326 endometrioosi juhust ning 2812
kontrollist. Vorreldes tulemusi varem endometrioosiga seotud lookustega, leiti kaks varianti
9p21.3 lookuses p-vdirtusega alla 0.05. Variandid rs1537377 ja rs1333049 asuvad geenis
CDKN2B-AS1, mida on seostatud III ja IV taseme endometrioosiga (Uno jt., 2010).
CDKN2B-ASI kodeerib RNA-d mis on seotud CDKN2B, CDKN2A ja ARF geenide
reguleerimisega (Pasmant jt., 2007; Jarinova jt., 2009; Liu jt., 2009). CDKN2A geeni siinteesi
allasurumist promootori hiipermetiilatsiooni kaudu on varem seostatud endometrioosi ning
endomeetriumi vdhiga (Goumenou jt., 2000; Martini jt., 2002; Guida jt., 2009). CDKN2B-
AS1 geenis leitud SNP-e on seostatud ka glaukoomiga, erinevate viahivormidega,
ateroskleroosiga, siidamehaigustega ning ka glioomiga (Osman jt., 2012; Rajaraman jt., 2012;
Wild jt., 2011; Burd jt., 2010). Kuna antud geeniga on seotud palju erinevaid haigused, tuleks
antud lookust ja selle funktsiooni l&hemalt uurida.
Antud t66s 1dbiviidud sagedaste variantide GWAS ei andnud statistiliselt olulisi tulemusi. See
voib olla tingitud viikesest valimist ning ka faktist, et antud t60s ei vaadeldud eraldi
endometrioosi raskuse tasemeid ega ka alatiilipe. Kategooriate mittearvestamine on olnud
kdige suuremaks takistuseks enamustes siiani tehtud uuringutes (Rahmioglu jt., 2014). Kui
koguda rohkem informatsiooni kollete paiknemise ja haiguse raskusastme kohta ning
suurendada valimit, vdimaldaks see uurida eraldi igat haigustaset ning ka alamtiiiipe.
Pohjalikum uurimine vdimaldaks luua parema iilevaate erinevate geneetiliste variantide ja
bioloogiliste radade seosest haigusega.
Tanaseks on GWAS-iga leitud iile kahe tuhande erinevate haigustega seotud sagedase
variandi. Vaatamata suurele assotsiatsioonide arvule, on suur osa haiguste geneetilistest
pohjustest endiselt teadmata (Hindorff jt., 2010). Uks vdimalikke “peidetud” pirilikkuse
allikaid voiks olla harvad, ent suure efektiga variandid (Lee, 2014). Sarnaselt
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Mendeliaalsetele haigustele, leidub ka sagedastel haigustel perekondlikke vorme, mida
pOhjustavad véga tugevate efektidega harvad variandid (Gibson, 2011).

Harvade variantide analiiiisiks on vajalik suur valim, sest nende analiiiiside vdimsus on
viiksem vdrreldes sagedaste variantide analiilisiga - suures uuringus voib olla vaid iiksikuid
mutatsioonikandjaid. Samas eeldades, et haigust pohjustavad harvad variandid peaksid
omama suuremat efekti uuritavale, siis voib siiski loota, et scoseid voib leida ka viiksemas
uuringus. Viimasel ajal on suurt rohku pandud statistiliste meetodite arendamiseks, nagu
nditeks geenidepohised anliiiisid, et suurendada harvade variantide assotsiatsioonianaliiiiside
voimust (Lee jt., 2014).

Kéesolevas t66s viidi 1dbi  iihe-markeri pdhised ning geenipohised uuringud
mittestinoniilimsete ja funktsioonikaoga harvade variantidega. Markerpdhises analiiiisis leiti 9
varianti, mille p-vdirtus oli peale mitmese testimise korrektsiooni statistiliselt oluline (p <
5x10-7, kasutades Bonferroni korrektsiooni). Kdige madalama p-vidirtusega geneetiline
variant oli lookuses 11p15.5 olev chr11:5247914 (p-véértusega 1.92x10-11) ning see asub
HBB geenis. HBB ehk hemoglobiin beeta siinteesib beeta-globiini, mis koos alfa-globiiniga
moodustab punases verelibles hemoglobiini. HBB geenis on leitud sadu erinevaid mutatsiooni
variante. Osad mojutavad otseselt vere hapniku transpordivdimet ning teised kahjustavad
inimese tervist (Bunn, 1997). Koige rohkem uuritud beeta-globiini mutatsioonist tekkinud
haiguseid on sirprakuline aneemia ning beeta-talasseemia (Ashley-Koch jt., 2000; Giardine
jt., 2014). HBB geeni mutatsioone pole varem endometrioosiga seostatud. On leitud, et korge
hemoglobiini ning raua derivaatide kontsentratsioon endometrioosi tsiistides viib DNA
mutatsioonide kuhjumisele, mis omakorda vdib viia munasarjavdhi tekkeni (Iwabuchi jt.,
2015).

OR3A43 geen kodeerib haistmisretseptori valku. Haistmisretseptorid interakteeruvad lohnaaine
molekulidega ninas ning kaivitavad neuronite vastuse, mille tulemusel tekib inimesel
16hnataju. Haistmisretseptorid on seotud lébi seitsme transmembraanse domeeni paljude
neurotransmitterite ja hormoonide retseptoritega ning vastutavad 16hnasignaali tekkimise ja
edastamise eest (Malnic jt., 2004). Siiani ei ole haistmisretseptoreid endometrioosiga
seostatud, kuid on leitud, et endomeetriumi rakkudes on ekspresseeritud mitmed
haistmissignaalraja geenid (Worley jt., 2015).

Lookuses 5q35.3 asuv GRM6 geen kodeerib glutamaadi retseptorit mGluR6, mis on vajalik
saatmaks visuaalset signaali silmadest ajju. Antud neurotransmitter retseptorit leidub vaid
silma reetinas olevates pimedas hiiperpolariseeritavate ON bipolaarsete rakkude siinapsites

dendriitide l&heduses (Nakajima Y jt., 1993). Mutatsioone GRM6 geenis pohjustavad
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peamiselt vaid kanapimedust ning on kirjeldatud ka variante, mis on seotud raske miioopia
vormiga (Xu jt., 2009).

PCDHGA7 geen asub 5q31.3 lookuses ning kuulub protokaderiin gamma perekonda.
Protokaderiini alfa, beeta ja gamma geeniklastrid siinteesivad transmembraanvalke, mis
ekspresseeruvad erinevates inimese nérvirakkudes ning vastutavad ajus rakkudevaheliste
ithenduste eest (Kohmura jt., 1998). Katsed hiirtega on tdestanud, et erinevad protokaderiini
geeniklastrid on vajalikud kesknérvisiisteemi normaalseks arenguks. Protokaderiin gamma
mutatsioonid pohjustavad seljandrvi siinapsites hdireid, neuronite apoptoosi ning silmas
reetina kahjustusi (Lefebvre jt., 2008; Prasad jt., 2008). Endometrioosihaigetel naistel on
leitud protokaderiin-17 geeni ekspressioon emaka endomeetriumis, mille tase on koige
korgem luteaalses menstruaaltsiikli faasis (Sherwin jt., 2008) .

Lookuses 3p22-p21.3 asuv PLCDI geen kuulub fosfolipaas C perekonda. Fosfolipaas C
isoensiiimid on tdhtsad rakumembraanil, hiidroliiisides fofatidiilinositool-4,5-bisfofaati
diatstiiilgliitserooliks (DAG) ning inositooltrifosfaadiks (IP3). See mingib suurt rolli
eukariiootide plasmamembraanses signaalrajas, mis modjutab ka raku kasvamist ning
rakuaktiivsust (Berridge, 1993). PLCDI valk toimib kasvajarakkude supressorina, kuid on
leitud, et mutatsioonid antud geenis pohjustavad portselankiiiinte siindroomi ning hiirtel
karvakasvu puudumist (Kiurul jt., 2011; Nakamura jt., 2008). Lo Vasco jt. t66s on leitud
PLCD1 geeni ekspressioon ka endomeetriumis. Pakutud on vélja, et geen mdjutab
endometrioosi arengul rakkudevahelisi signaaliilekandeid (Lo Vasco jt., 2012).

SLCI19A41 geen siinteesib membraanvalku RFC1 (reduced folate carrier), mis vastutab
folaatide transpordi eest rakku ning osaleb rakusisese folaatide kontsentratsiooni
regulatsioonis. Folaatide kontsentratsioon rakus ja rakuvahelises ruumis on seotud
homotsiisteiini kontsentratsiooniga plasmas. Uuringud on avastanud kolm SNP-i SLC1941
geenis (-43C>T, 80A>G, 696T>C), mis pdhjustavad folaadi transportimise vdhenemist ja
sellega homotsiisteiini kontsentratsiooni tousu (Cho jt., 2015). Arvatakse, et foolhappe
transpordi vdahenemine kehas voib tekitada erinevaid véhi vorme, dementsust, siinnidefekte
ning ka mdjutada naise rasestumist ja selle kulgu (Lucock, 2000). Uuritud on ka seost
endometrioosi ja erinevate folaatide metabolismiga seotud geenide vahel, kuid statistiliselt
olulisi tulemusi ei ole saadud (Szczepanska jt., 2011).

Cl4orf49 siinteesib valku nespriin-3, mis on tuuma vilimembraanil asuv transportvalk.
Nespriin-3 valku esineb kdigis inimrakkudes ning kinnitudes plektiinile, seob omavahel
tuuma ning tsiitoskeleti filamendid, aktiinifilamendid ja mikrotuubulid (Wilhelmsen jt.,

2005). Arvatakse, et tuuma ja tsiitoskeletti kommunikatsioon toimib libi erinevate nespriini
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valkude (nespriin-1, nespriin-2, nespriin- 3 ja nespriin-4), mis on tuuma vilismembraanil
(Ketema jt., 2007). Virskeimad uuringud on vaadelnud Il&dhemalt inimese aordi
endoteelirakkudes enspriin-3 funktsiooni ning leidnud, et nespriin-3 reguleerib vaskulaarse
endoteeli rakkude kuju, perinukleaarse tsiitoskeleti arhitektuuri ning tuuma- ja
tsiitoskeletivahelist kommunikatsiooni (Morgan jt., 2011). Siiani pole Cl4o0rf49 geeni
endometrioosiga seostatud.

SPATA31E] asub 9g22.1 lookuses ja siinteesib valku mis mdjutab meestel spermatogeneesi.
Hiirtel tehtud uuringud on ndidanud, et SPATA31 geeni aktiivsuse mahasurumisel vidheneb
mérgatavalt isastel hiirtel spermatosoidide arv ning pdhjustab azoospermiat ning steriilsust.
SPATA31 puudumine vdhendab adhesiooni valgu nektiin-3 ja tsiitoskeleti valgu B-aktiini
ekspressiooni munandites. Selle tulemusel on epiteelkude védnilistes seenetorukestes
deformeerunud ning seemnetorukestesse vabanevad kiipsemata spermid. Kuigi siiani on geeni
uuritud vaid hiirtel, usutakse, et SPATA31 geeni ortoloogid vdivad ka meestel pdhjustada
viljatust. Naistel pole SPATA31E1 geeni mutatsioone haigustega veel seostatud.

UBR?2 geenis leiti variant chr14:95923590, mida varem pole avaldatud. UBR2 geen siinteesib
ensliimi nimega E3 ubikvitiinsdltuv valgu ligaas (UBR2). Ensiliiim kontrollib
regulatsioonivalkude, millel on N-terminaalses otsas degratatsiooni signaal kontsentratsiooni
(Kwon jt., 2002). Selline proteoliilisi regulatsioonisiisteem on olemas koigil organismidel
alates imetajatest ja taimedest kuni seente ja prokariiootideni (Kwon jt., 2000; Kwon jt.,
2001). Uurides geeni hiirtel, leiti, et mahasurutud UBR2 pohjustab emaste hiirte embriiote
suremise kusjuures isased UBR2 mutandid on steriilsed. Hiirte testised ja spermatogoonid olid
terved ning elujoulised, kuid siigoteeni ja pahhiiteeni vahel spermatotsiitidid surevad. Sellest
tulenevalt on leitud, et UBR2 on vajalik spermatogeneesi tdielikuks toimimiseks ning emaste
embriiote arenguks (Kwon, jt.,2003). UBR2 puudulikes somaatilistes rakkudes esineb palju
kromosoomanomaaliaid, sealhulgas hiiperprolifereerumist, kromosoomide ebastabiilsust ning
iilitundlikkust DNA-d kahjustavate reagentide vastu (An jt., 2012).

Analiilisis mittesiinoniiiimsete harvade variantidega geenianaliiiisis oli kdige madalama
p-véirtusega HBB geen. Lisaks sellele iiletasid statistiliselt olulisuse piiri ka SLC19A41
(21922.3) ja HIDI (17925.1), TMEM161B (5q14.3) geenis olevad harvad variandid. HID1
geeni ekspressiooni vidhenemine vdib médngida rolli erinevate inimese kudede védhkkasvaja
arengul. HIDI geen on maha surutud rinnavéhi, kopsuvéhi, endomeetriumi, emakakaela ja
paljude teiste vihirakuliinides (Harada jt., 2001). Huffmann jt. uuringus avastati seos HIDI
geeni harvade variantide ning hemostaasi regulatsiooni vahel (Huffman jt., 2015). See

mdjutab vere hiilibimist ning veretrombide teket. TMEMI61B geen kodeerib
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transmembraanset valku 161B. Antud geeni on védhe uuritud ning tema funktsioon on
teadmata. Funktsioonikaoga harvade markeritega geenipohises analiilisis ei leitud peale
mitmese testimise korrektsiooni statistiliselt olulisi piirkondi (p < 1.1x107).

Magistritoo tulemused  iseloomustavad  endometrioosi ~ keerulist ~ geneetikat.
Assotsiatsiooniuuringud leidsid nominaalse seose varem endometrioosiga seotud geeni
CDKN2B-ASI ja antud tulemuste vahel. Markeripdhises harvade variantide analiiiisis leiti
haigusega seos 9 variandi korral HBB, OR3A3, GRM6, PCDHGA7, PLCDI, SLCI19A41,
Cl4orf49, SPATA3IEl ja UBR2 geenides. Geenipdhises mittesiinoniiiimsete harvade
variantidega leiti endometrioosiga seos HBB, SLC1941, Cl70rf28, TMEMI161B geenides.
Leitud variante ning geene ei ole varem endometrioosiga seostatud. Kiill aga on leitud, et
mone geeni perekonnad on mdjutanud erinevates analiiiisides haiguse teket voi haigusega
seotud signaalradasid. Kuna valim oli vdga vdike ning informatsioon haiguse taseme ning
alamtiiiipide kohta puudus, tuleks leitud variante edasi uurida ning kinnitada sdltumatus

kohordis nende seost haigusega.
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Kokkuvote

Endometrioos on giinekoloogiline haigus, mis mdjutab miljoneid naisi iile maailma.
Haigusega kaasnevad tugevad alakdhuvalud ning olenevalt endometrioosi raskuse astmest ka
viljatus. Endometrioos on multifaktoriaalne haigus ning arvatakse, et geneetilised tegurid
méngivad suurt rolli selle tekkimisel. Endometrioosi geneetilise tausta uurimine voib aidata
kaasa paremini moista haiguse patogeneesimehhanisme ning erinevate raskusastmete

haigustegureid.

Kéesoleva magistritdd0 raames teostati GWAS identifitseerimaks 3138 naise ((326
endometrioosihaige ja 2812 kontrolli) pdhjal potentsiaalseid endometrioosiga seotud
geneetilisi variante. Uurimuse ldbiviimiseks kasutati prof. Andres Salumetsa t66grupi poolt
kogutud endometrioosi proove ning Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu geenidoonoritelt
kogutud DNA proove. Ulegenoomne assotsiatsiooniuuringul kasutati 1000 Genoomi Projekti
(1000 Genomes Project) referentsile imputeeritud andmeid. Harvade variantide markeri- ja
geenipdhises analiilisis kasutati eksoomipiirkondades genotiipiseeritud harvu variante.
Markeri kaupa harvade variantide analiiiis teostati markeritega, mille MAF< 1%. Geeni kaupa
analiiiisides teostati mittesiinoniilimsete ja funktsioonikaoga geneetiliste variantide analiiiisid,
vottes MAF-ks < 1%. Kovariaatidena kasutati vanust, kehamassiindeksi ja nelja esimest

peakomponenti.

Sagedaste variantide GWAS uuringus leiti 438 varianti p-viirtusega < 1x107, millest iikski ei
iiletanud tilegenoomset statistilise olulisuse piiri p-vidrtusega < 5x10°. Vorreldes varem
endometrioosiga seotud lookusi, leiti nominaalne seos (p-vdértusega < 0.05) kahe variandiga.
Variandid rs1537377 ja rs1333049 asuvad geenis CDKN2B-AS1, mida on seostatud III ja IV

taseme endometrioosiga (Uno jt., 2010).

Harvade geneetiliste variantide markerpohises analiiiisis leiti 9 tulemust, mille p- vdértused
olid statistilise olulisuse piirist madalamad. Kodige madalama p-védrtusega variant oli
lookuses 11p15.5 olev chr11:5247914, mis asus HBB geeni teises eksonis. Geenipdhistes
mittesiinoniilimsete harvade geneetiliste variantide analiiiisis leiti neli geeni, mille p-véartus
oli statistiliselt oluline. Kdige madalama p-véértusega oli HBB geen ning statistilise olulisuse
piiri iiletasid ka lookuses 21q22.3 asuv geen SLCI1941, lookuses 17q25.1 asuv geen HIDI
ning lookuses 5ql4.3 asuv TMEMI6IB geen. Funktsioonikaoga harvade geneetiliste
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variantide analiiiisis ei leitud tulemusi, mis {iletaks statistilise olulisuse piiri. Harvade

variantide uuringul leitud geene ei ole varem endometrioosiga seostatud.

Ulegenoomsed assotsiatsiooniuuringud antud t66s ei andnud olulisi tulemusi endometrioosiga
seotud sagedaste geneetiliste variantide kohta. Siiski on téhtis uurida harvade variantide
uuringutes leitud geene mdistmaks, kuidas on need seotud haiguse tekke ja arenguga. See
aitaks paremini aru saada endometrioosi etioloogiast ja patogeneesist ning vodimaldaks

parandada diagnostikat voi vilja to6tada paremaid ravimeetodeid.
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Resiimee/Summary

Genome-Wide Association Study to find common and rare genetic variants

for endometriosis in Estonian population.
Kaisa Aruaas

Endometriosis is a chronic gynaecological disease affecting millions of women worldwide.
This disease leads to severe abdominal pain and depending on the severity of the leasons, to
infertility. Endometriosis is a multifactorial disease, and it is believed that genetic factors play
a major role. Identification of these genetic factors will lead to the better understanding of the

underlying biology of the disease.

The aim of this study was to identify common and rare genetic variants associated with the
endometriosis. In the current study, 3138 women (326 cases and 2812 controls) were tested
for common genetic variants using logistic regression analysis in Genome-Wide Association
Study (GWAS) setting, using the 1000 Genome Project reference based imputed data. Single
variant and gene based analysis was carried out using rare variants (minor allele frequency <

1%).

As a result of common variants in GWAS, no genetic variant exceeded the genome-wide
significance threshold p < 5x10®. Compared to the previous endometriosis associated loci, we
found two variants that had a nominal assosiation (p < 0.05) with the disease in our study.
These variants, rs1537377 and rs1333049, in CDKN2B-AS1 locus have previously shown to

be associated with Stage III and IV endometriosis.

Single variant based analysis of rare variants showed 9 associated variants. The SNP with the
lowest p-value was chrl11:5247914 in the second exon of HBB gene. HBB gene codes
hemoglobin-f that is important for oxigen trasportation in blood. Gene-based analysis with
rare non-synonymous variants found four gene of which p-value was statistically significant.
The gene with the lowest p-value was HBB gene. Other genes that exceeded the significance
threshold were SLC19A1 in locus 21q22.3, HIDI in 17q25.1 and TMEM161B in locus 5q14.3.
Gene-based analysis with rare non-synonymous variants didn't give result that exceeded the
significance threshold. Genes that were found in this study have not been assosiated

with endometriosis before.
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In conclusion Genome-Wide Association Study of common variants did not give any
statistically significant results. Nevertheless, it is important to investigate genes found in the
studies of rare genetic variants to inspect how those are connected to the origin and further
development of the disease. This would lead to better understanding of the etiology and
pathogenesis of endometriosis, which in turn could possibly improve the diagnostics of the

disease and develop better treatments.
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