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INFOLEHT

Meessuguelundite arengu anomaaliate geneetilised pohjused iihe patsiendi eksoomi

sekveneerimise andmete pdhjal.

Kéesolevas t66s annan kirjanduse pdhjal iilevaate mehe reproduktiivsiisteemi arengust ning
nimekirja geenidest, milles esinevad geneetilised variandid voiksid pdhjustada hiipospaadiat
ning hiipogonadismi. Konealuse fenotiiiibiga patsiendi eksoom ehk geenide kodeerivad osad,
millelt toimub ekspressioon ja valkude siintees, sekveneeriti ning saadud andmeid vorreldi
kandidaatgeenide nimekirjaga. Uhtegi patsiendi fenotiiiipi pdhjustavat geneetilist varianti

nende geenide seast ei leitud.

Meessuguelundite areng, reproduktiivsiisteem, eksoomi sekveneerimine, hiipospaadia,

hiipogonadism

B790 Kliiniline geneetika

Genetical causes of male reproductive system developmental disorders using single patient’s

exome sequencing data.

This study gives a brief overview about the development of male reproductive system and a
list about genes, which could carry genetical variants that have been previously related to
hypospadias and hypogonadism. Exome of a patient with this phenotype was sequenced and
results were compared with candidate gene’s variants. Exome is a part of human genome that
consists protein coding genes. Ultimately, no genetical variants were found from the

candidate gene list that could cause patient’s phenotype.

Development of male genitalia, reproductive system, exome sequencing, hypospadias,
hypogonadism

B790 Clinical genetics
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KASUTATUD LUHENDID

AMH — anti-Miilleri hormoon (anti-Miillerian hormone)
BWA - Burrows-Wheeleri joondaja (Burrows-Wheeler Aligner)

CADD skoor — skoor, mis nditab, kui kahjulik on antud iihenukleotiidne muutus voi

insertsioon-deletsioon inimese genoomis (combined annotation-dependent depletion)
CNV — DNA koopiaarvu variatsioonid (copy number variation)

DHT - Sa-dihiidrotestosteroon

EDC — endokriinide t66d hairivad kemikaalid (endocrine disrupting chemicals)

EXAC — eksoomi sekveneerimise andmete andmebaas (Exome Aggregation Consortium)

FIMM — Helsingi Ulikooli Molekulaarmeditsiini osakond (Institute for Molecular Medicine
Finland)

FSH — folliikuleid stimuleeriv hormoon (follicle-stimulating hormone)

g - raskuskiirendus

GnRH — gonadotropiine vabastav hormoon (gonadotropin-releasing hormone)
GWAS - iilegenoomne assotsiatsiooniuuring (genome wide association study)
INSL3 — insuliinilaadne peptiid (insuline-like peptide 3)

LH — luteiniseeriv hormoon (luteinizing hormone)

MGI — hiire genoomi andmebaas (Mouse Genome Informatics)

NCBI — andmebaas (National Center for Biotechnology Information)

OMIM - andmebaas (Online Mendelian Inheritance in Man)

PSAP — bioinformaatilise analiiiisi td6voog, mis vordleb eksoomi sekveneerimise iiksikuid

variante tervete inimeste populatsioonidega (population sampling probability)
SHBG - suguhormoone siduv globuliin (sex hormone-binding globulin)

SIFT — tarkvara, mis ennustab geneetilise variandi kahjulikkust (Sorting Tolerant from

Intolerant)

TBE - Tris-boorhape-EDTA puhvrilahus



TDS — testise diisgeneesi siindroom (testicular dysgenesis syndrome)

UCSC - andmebaas (University of California Santa Cruz), mis sisaldab informatsiooni nii

inimese kui paljude mudelorganismide genoomi kohta
VCF — eksoomi voi genoomi sekveneerimise variantide tekstifail (Variant Call Format)

VCP — geneetiliste variantide esilekutsumise késurida (variant-calling pipeline)



SISSEJUHATUS

Soolise arengu hidire on kaasasiindinud haigus, mille puhul esineb anomaaliad
fenotiiiibis, suguelundites vOi kromosoomide &iges echituses ning arvus. Tegemist on
multifaktoriaalse haigusega, kus patsiendi fenotiilip sdltub nii keskkonna faktoritest kui ka
patsiendi geneetilisest taustast. Kodigest 13% soolise arengu hédirega patsientidest saab dige
geneetilise diagnoosi (Eggers jt., 2016). Soolise arengu héire toob endaga kaasa suurenenud
riski munandivihile ning viljatusele (Skakkebaek jt., 2016). Samuti on tegemist traumeeriva
haigusega nii lapsele kui vanematele. Viimastel aastatel on uute haigustega seotud geneetiliste
variantide tuvastamiseks hakatud kasutama hiipoteesivaba suuremahulist analiiiisi, mille
kéigus uuritakse koiki inimese eksoomi ehk genoomi valke kodeerivad alasid (eksoneid).

Eksoomi sekveneerimine kujutab endast valke kodeerivate alade (eksonite)
nukleotiidse jérjestuse madramist, mis moodustavad kogu inimese genoomist umbes 2%
(Bamshad jt., 2011). Viimasel ajal on aina populaarsust kogunud monogeensete haiguste
diagnostikas eksoomi sekveneerimise andmete kasutamine (Chaitankar jt., 2016), sealhulgas
ka viljatusega seotud geenide poliimorfismide tuvastamine (Rui jt., 2015).

Kéesolevas bakalaureuset6os annan kirjanduse osas iilevaate mehe suguelundkonna
arengust, arengut mojutavatest keskkonna ning geneetilistest faktoritest ning soolise arengu
anomaaliatest. Eksperimentaalses osas koostasin nimekirja geenidest, mille variante on
kirjanduses varasemalt seostatud mehe soolise arengu hiiretega, eelkdige hiipogonadismi ning
hiipospaadiaga. Antud nimekirja vordlesin hiipospaadia ja hiipogonadismi diagnoosiga
patsiendi eksoomi sekveneerimise andmetega.

Too eesmirgiks on {iihe patsiendi eksoomi geneetilisi variante vorrelda

kandidaatgeenide nimekirjaga ning teha kokkuvdte leitud muutustest.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Mehe sooline areng

1.1.1. Prenataalne mehe suguorganite areng
Primaarne soo maéératlus toimub {ildjuhul Y-kromosoomi olemasolu vdi puudumise kaudu.
Monedel putukatel ning imetajatel on esmaseks soo méérajaks kas teine X kromosoom, mille
korral siinnib tiitar (XX), voi Y kromosoom poiste puhul (XY). Sugurakud ning gonaadid
tekivad molemad {ihisest bipotentsiaalsest organist. Munasarja ning testiste kujunemine on
geenide poolt juhitud protsess (Joonis 1). Meessoo kujunemiseks on Y kromosoomi
olemasolu suure tdhtsusega, sest kodeerib testist-madravat faktorit (TDF v&i SRY), mis
suunab bipotentsiaalse gonaadi arenema munanditeks (Gilbert, 2010; Sinclair jt., 1990).
Munandid toodavad kahte olulist faktorit: anti-Miilleri hormooni (AMH) ja
androgeene, testosterooni ja Sa-dihiidrotestosterooni (DHT). Sertoli rakud siinteesivad AMH-
d, mis viib Miilleri juha degenereerumiseni. Leydigi rakkude poolt androgeenide tootmise
tulemusena kujunevad Wolffi juhadest sisemised meessuguelundid — seemnejuha,
munandimanus, seemnepdicke. Paljud soospetsiifilised arengu héired on pdhjustatud
androgeenide toime regulatsioonis osalevate geenide mutatsioonidest (Gilbert, 2010).
Meessuguelundid arenevad vilja bipotentsiaalsest gonaadist, mis kujuneb loote
neljandal arengunddalal ning siilib seitsmenda nddalani (Joonis 1). Sugurakud migreeruvad
kuuendal raseduse néddalal somaatiliste rakkude keskele. Alates kaheksandast nédalast
hakkavad arenema meessugutunnused (Gilbert, 2010). Y-kromosooomil paikneva geeni SRY
poolt kodeeritud valk aktiveerib nii autosomaalse SOX9 (SRY-box 9, kromosoom 17) kui ka
teiste sooliseks arenguks vajalike geenide ekspressiooni, reprogrammeerib kromatiini
struktuuri ja juhib Sertoli rakkude arengut (Oh ja Lau, 2006). Sertoli rakkude arenguks on
oluline  SOX9 transkriptsioonifaktor, koos SF1  (steroidogenic  factor 1)
transkriptsioonifaktoriga reguleerivad AMH geeni ekspressiooni. (Morais da Silva jt., 1996).
Nii SRY kui SOX9 aktiveerivad koos jargmiste meessoo arengus oluliste geenide
ekspressiooni: FGF9 (fibroblast growth factor 9) (Colvin jt.,, 2001), FGF13 (fibroblast
growth factor 13) (Cory jt., 2007), WT1 (Wilms tumorl) (Hammes jt., 2001), BMP7 (bone
morphogenic protein 7) (Ross jt., 2007). K&ik need geenid on olulised bipotentsiaalse gonaadi
tekkeks (Joonis 2) (Li jt., 2014).
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Joonis 1. Bipotentsiaalse gonaadi areng mees- ning naissuguelunditeks.
Bipotentsiaalse gonaadi staadiumis on olemas nii Wolffi kui Miilleri juha. Naissuguelundid
arenevad Miilleri juhast, mis diferentseerub emakaks, munajuhaks, emakakaelaks.
Testosterooni puudumise tottu degenercerub Wolffi juha. Meestel arenevad munandimanus
ning seemnejuha Wolffi juhast. Loote Sertoli rakud sekreteerivad AMH-d, mis ei lase
naissuguelunditel areneda. Kohandatud Gilbert, 2010 joonise 14.3 jargi.

Koigepealt diferentseeruvad somaatilised rakud Sertoli rakkudeks, mis {imbritsevad
sugurakke ning moodustavad esmased seemnetorukesed. Pdrast kaheksandat arengunédalat
hakkab kujunema sugurakkude ja seemnetorukeste timber paks ekstratsellulaarne maatriks.
Sellest hetkest arenevad sugurakud seemnetorukeste sees. Sertoli rakud eritavad AMH-d ja
seega blokeerivad naissuguorganite arengu ning on hiljem vajalikud spermatogeneesiks.
Samuti arenevad lootel mesenhiimaalsetest rakkudest Leydigi rakud, mis toodavad
testosterooni (Gilbert, 2010). Hiire embriios tekivad Leydigi rakud 12,5 pdeva (inimesel
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vastavalt 40 pdeva, Joonis 2) pérast viljastumist ning on olulised maskuliniseerumise
regulaatorid (Byskov, 1986). Loote Leydigi rakkude t66 ei soltu LH-st ega tema retseptorist
(O’Shaughnessy jt., 1998). Munandisse tekib ka hulgaliselt veresooni (Moody, 2007).

Liik Carniege |1 |2 3 |4 5 |6 7 |8 9 |10 |11 |12
staadium
Inimene | Pédev 1 |23 |4- |56 |7- |13- |15-|17- |20 |22 |24 |28
5 12 | 15 17 |19
Hiir Pdev 1 |2 3 |4 5 |6 7 |8 9 |95 |10 105

Liik Carniege |13 |14 (15|16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23

staadium
Inimene | Piev 30 |33 |36 |40 |42 |44 |48 |52 |54 |56 |58
Hiir Piev 11 |115|12 |125|13 |135|14 |145|15 | 155 | 16

Joonis 2. Hiire ja inimese varajaste embriionaalsete pdevade vordlus koos nn. Carniege
staadiumitega.

Carniege staadiume hakati klassifitseerima 1900-ndate alguses ning maédratakse embriio
sisemiste ning viliste morfoloogiliste tunnuste jargi. Inimeses katavad staadiumid raseduse
esimesed kaheksa néadalat. Kohandatud Otis ja Brent, 1954 jérgi.

Peale munandite kujunemist méngivad kaheksandast arengunddalast kuni siinnini
olulist rolli kolm pdhilist hormooni: AMH, testosteroon ja insuliinilaadne peptiid 3 (INSL3).
AMH vastutab Miilleri juha degenereerumise eest, testosteroon Wolffi juha tekkimise eest
ning INSL3 munandite laskumise eest munandikotti (Moody, 2007). Oluline on ka DHT, mis
konverteeritakse testosteroonist ning osaleb seemnejuha, eesnddrme, peenise ja
munandikottide arengus (Siiteri ja Wilson, 1974).

Gonaadi algest bipotentsiaalse gonaadi tekkeks on teiste seas vaja ka LHX9, SF1 ning
WT1 geenide produkte (Joonis 3). Hiirtes on ndidatud, et nende geenide inaktiveerimisel
suguelundeid ei teki (Gilbert, 2010). Bipotentsiaalne gonaad suunatakse arenema
naissuguelunditeks RSPO1 ja WNT4 poolt ning meessuguelunditeks Y -kromosoomil asuva
SRY ja autosomaalse SOX9 poolt. SF1 suunab testosterooni ning AMH siinteesi, mille
tagajdrjel arenevad seemnejuha, munandimanus, seemnepdiekesed ning peenis, eesndire,

munandikotid (Gilbert, 2010).

10
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Joonis 3. Inimese meessuguelundite areng ning arengut mdjutavad geenid. Kohandatud Gilbert, 2010 joonise 14.1 jérgi

FGF9 — fibroblast growth factor 9; GATA4 — GATA binding protein 4; LHX9 — LIM homeobox 9; RSPO1 — R-spondin 1;
SF1 — splicing factor 1; SOX9 — SRY-box9; SRY — sex determing region Y; WNT4 — Wingless-type MMTV integration site
family, member 4; WT1 — Wilms tumor 1

11



1.1.2. Postnataalne mehe suguorganite areng

Sekundaarne soo determinatsioon toimub suguelundite poolt toodetud hormoonide ning
parakriinsete faktorite mojul (Gilbert, 2010). Rakud, milles on SOX9 ekspresseeritud,
toodavad parakriinset signaalhormooni- prostaglandiin D-te, mis vdib ka teistes rakkudes
reguleerida SOX9 ekspressiooni (Quinn ja Koopman, 2012). Tekib soole omane fenotiiiip.
Meeste puhul keha- ja ndokarvade kasv, madal hdil, luude ja lihaste suurenemine, munandite
ja peenise suurenemine.

Stindides on keskmine munandimaht poistel 0,5 ml. Sertoli rakkude proliferatsiooni
tottu suureneb iiheksandaks eluaastaks 1,5 milliliitrini (Nistal jt., 1982). Puberteedica 16puks
on munandimaht suurenenud sugurakkude arvu suurenemise arvelt 15-25 milliliitrini (Joonis
4) (Rey jt., 2012). Puberteedieas arenevad poistel seemnetorukesed 16puni ning sugurakud
migreeruvad torukeste perifeeriasse. Spermid alustavad oma kiipsemist ning arengut just sealt

ning valmides liiguvad keskosa poole (Gilbert, 2010).

Sertoli rakud

strooma

Sugurakud

—————

15-25 mL Munandimaht

Stind 9-aastane, Hilispuberteet,
eelpuberteet tdiskasvanud

Joonis 4. Munandimahu muutumine mehe elu jooksul. Kohandatud Rey jt., 2012 artikli
joonise 1.b jargi.

1.1.2.1. Minipuberteet
Peale siindi hakkab gonadotropiinide tase langema ning langeb kuni kuuenda elukuuni, mil

algab minipuberteet (Joonis 5). Sel ajal aktiveerub liihiajaliselt hiipotaalamuse-hiipofiiiisi-

12



gonaadi telg, tduseb mérgatavalt hormoonide LH, FSH, INSL3, AMH ja inhibiin B tase.
Minipuberteet on oluline varajaseks postnataalseks mehe sugutunnuste kujunemiseks —
peenise edasiarenemiseks, munandimahu suurenemiseks seemnetorukeste suurenemise arvelt,
Sertoli rakkude ja sugurakkude arvu suurenemiseks ning tulevase spermatogeneesi
ettevalmistuseks. Samuti toimub aju maskuliniseerumine, kus testosteroon mdjutab aju
arengut. Minipuberteeti on seostatud ka Leydigi rakkude arenguga, sest suureneb nii
testosterooni kui LH tase (Dhayat jt., 2017). Kuigi munandites on testosterooni tase nii
looteeas kui parast stindi korge, siis meioosi siiski ei indutseerita, sest androgeeni retseptor on
sel arenguperioodil Sertoli rakkudes vdhe ekspresseeritud (Berensztein jt., 2006; Rey jt.,
2012).

Hormoo-  3.-6.
nide elukuu

tase

T and
INSL3

4

Stind Lapsepdlv Puberteet Taiskasvanud

Joonis 5. Hormoonide LH, FSH, INSL3, inhibiin B, AMH ja testosterooni tase mehe elu
jooksul. Kohandatud Rey jt., 2012 artikli joonise 1.a jargi.

Peale siindi hakkab kohe ka Leydigi rakkude arv tdousma ning saavutab maksimumi
kolmandal elukuul. Sel ajahetkel koosneb Leydigi rakkude populatsioon kahest osast: kiipsed
Leydigi rakud ning vidiksemad Leydigi rakud, mis regresseeruvad (Prince, 1984). Nad
ekspresseerivad LH retseptorit ning androgeenide biosiinteesiks vajalikke steroidogeenseid
ensiilime (Svechnikov jt., 2010). Peale seda ldhevad lootelist paritolu Leydigi rakud apoptoosi
(Nistal jt., 1986).

Minipuberteediga kaasnevat androgeenide taseme tdusu on seostatud ka teatud kudede
mojutamisega eesnddrmes, neerudes ning ajus, mis on vajalik, et tdiskasvanueas antud koed

androgeenide toimele digesti vastaksid (Svechnikov jt., 2010).
13



1.1.2.2. Puberteet

Puberteedi algust iseloomustab gonadotropiinide ning testosterooni taseme jérsk tdus.
Testosteroon indutseerib AMH taseme langust (Josso jt., 2006), Sertoli rakkude kiipsemise,
rakkude suurenemise ning sellega ka munandite mahu suurenemise. Kliiniliselt loetakse
puberteedi alguseks, kui munandimaht on suurenenud iile 4 ml. Spermatogenees algab poistel
tavaliselt 12-15-aastasena, mil munandimaht on keskmiselt 10-12 ml (Nielsen jt., 1986).
Inhibiin B sekretsioon, mis on reguleeritud FSH ja sugurakkude poolt, suureneb puberteedieas
(Jensen jt., 1997). Inhibiin B on pdhiline FSH sekretsiooni reguleerija tdiskasvanud mehe

munandites (Joonis 6).

1.2. Taiskasvanud mehe munandite funktsioneerimine

1.2.1. Steroidogenees

Endokriinsete faktorite siintees (LH ja FSH), mis juhib munandite digesti to6tamist sdltub
hiipotaalamuse, hiipofiilisi ning munandite vahelisest signaliseerimise rajast (hiipotaalamus-
hiipofiilis-gonaadi telg). Hiipotaalamus stimuleerib 1dbi gonadotropiini vabastava hormooni
(GnRH) ajuripatsit eritama luteiniseerivat hormooni (LH) ja folliikuleid stimuleerivat
hormooni (FSH). GnRH sekreteerimist juhib omakorda kisspeptiin. FSH stimuleerib Sertoli
rakke, mis omakorda mdjutavad spermatogeneesi ning LH seondub Leydigi rakkudega, mis
vastutavad testosterooni tootmise eest. Toimub ka negatiivne tagasisidestamine, kus
testosteroon inhibeerib LH tootmist ning Sertoli rakkude sekreteeritud inhibiin B inhibeerib
FSH siinteesi. Leydigi rakkude poolt toodetud steroidhormoonid (androgeenid, &strogeen,
progesteroon) stimuleerivad uuesti marklaudrakke reproduktiivsiisteemis (Sharpe, 1994; Laan
jt., 2012). Vastupidiselt loote Leydigi rakkudele soltub tdiskasvanud mehe Leydigi rakkude
t66 LH-st. Reproduktiivhormoonide toimimise skeem on kujutatud joonisel 6.
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HUPOTAALAMUS

kisspeptiin
GnRH
HUPOFUUS
MUNAND
Sertoli rakud Leydigi rakud
Inhibiin B Androgeenid
Ostrogeen
Progesteroon

Joonis 6. Hiipotaalamus-hiipofiitis-gonaadi (HPG) telg. Modifitseeritud Laan jt., 2012 artikli
joonise jargi.
1.2.2. Spermatogenees
Spermatogenees on protsess, kus sugurakkude eellasrakkudest arenevad spermatosoidid. Voib
jaotada kolme suuremasse osasse: mitootiline faas, kus arenemata sugurakud ldabivad mitu
jagunemise tsiiklit; meioosi faas, kus spermatotstitidid 1dbivad kaks jagunemist ning tekivad
haploidsed spermatiidid; spermiogeneesi faas, mille kédigus spermatiidid omandavad
transformatsiooni kéigus viburi ning moodustuvad spermatosoidid (Jegou, 2000).
Spermatogenees soltub tiielikult reproduktiivhormoonidest FSH-st ja LH-st. On
ndidatud, et homosiigootsed mutatsioonid FSHB geenis pdhjustavad meestel azoospermiat.
Seega on FSH oluline spermatogeneesi programmeerija varajases arengus (Nagirnaja jt.,
2012). Sugurakkude arenguks on vajalikud ka androgeenid, mis vastutavad spermatotsiiiitide
meioosi ning spermatiidide tekkimise eest. Spermatogeneesi mdjutavad veel Ostrogeen ja
aktiviinid (O’Shaughnessy, 2014). Sertoli rakud on olulised kdikide spermatogeneesi etappide

juures. Nende pinnal on retseptorid, millega seostuvad nii FSH kui androgeenid
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(O’Shaughnessy, 2014). Sertoli rakud varustavad igat sugurakkude generatsiooni nii fiiiisiliste
kui keemiliste signaalidega, mida on vaja jagunemiseks, differentseerumiseks ja
metabolismiks (Jegou, 2000). Peale hormonaalse regulatsiooni on vaja spermatogeneesiks ka
vajalike geenide ekspressiooni, mis osalevad sugurakkude proliferatsioonis ja apoptoosis,
homoloogilises rekombinatsioonis, DNA replikatsioonis ning reparatsioonis meioosi ajal ja

kromatiini pakkimises (Matzuk ja Lamb, 2008).

1.3. Inimese meessuguorganite arengu anomaaliad

1.3.1. Mehe suguelundite anomaaliate definitsioonid

Loote maskuliniseerumine toimub 7.-14. raseduse néadalal (Welsh jt., 2008). Soolise arengu
hiire holmabki endas ebatiilipilist fenotiiiipi, testiste mittetoimimist voi vélja arengut, mis on
tingitud vigadest androgeenide siinteesis ning nende oOigesti toimimises (Bashamboo ja
Mcelreavey, 2016; Eggers jt., 2016).

Soolise arengu hiire voib jagada osaliseks ja tdielikuks suguelundite diisgeneesiks.
Esimesel juhul on munandid osaliselt arenenud ning koosnevad nii Wolffi kui Miilleri juhast.
Téieliku diisgeneesi korral on vélimised suguelundid naistele omased ning Miilleri juha on
vélja arenenud (Bashamboo ja Mcelreavey, 2016). Tiielik diisgenees esineb niiteks koos
Swyer-i siindroomiga. Osalise diisgeneesiga esineb koige sagedamini 45,X/46,XY kariiotiiiip
(McCann-Crosby jt., 2014).

Swyer-i siindroom ehk XY gonaadi diisgenees on heterogeenne haigus, mille korral on
Y- kromosoomis struktuursed anomaaliad, mis viivad SRY geeni mittetoimimiseni. Samuti on
stindroomi seostatud autosomaalsete mutatsioonidega. Patsiendid siinnivad naise fenotiiiibiga,
aga ei ole voOimelised tootma suguhormoone, mis on puberteedi alguseks olulised.
Sekundaarseid naissugutunnuseid ilma hormoonravita ei kujune (Moody, 2007).

Androgeenide tundetuse (insensitiivsuse) siindroom kujuneb, kui on olemas X- ja Y-
kromosoomid, aga patsient on resistentne androgeenide suhtes, sest nende retseptoris esineb
mutatsioon. Seega areneb vilja kas tdielik vOi osaline naise fenotiilip, sest AMH toimel
degenereerub Miilleri juha, kuid Wolffi juha regresseerub, sest puudub voime testosteroonile
reageerida. Samuti puuduvad sisemised suguelundid (Moody, 2007). Osalise androgeenide
insensitiivsuse stindroomiga kaasneb hiipospaadia, mikropeenis ja giinekomastia. Munandid
ei lasku oma Gigele kohale ning eemaldadakse tavaliselt enne puberteeti, et vdhendada

kasvajate tekkimise ohtu (Matzuk ja Lamb, 2008).
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Hermafrodismi korral on patsientidel olemas nii meessoo (XY) kui ka naissoo (XX)
kromosoomid ehk organism on mosaiikne. Seega on nii meeste kui naiste vilimised
sugutunnused ning leidub nii testikulaarset kui ovariaalset kude. Naistiiiipi
pseudohermafrodismi korral on kariiotlilip naisele omane (46, XX), kuid genitaalid on omased
kas mehele voi segamini mdlemale soole. Meestiilipi pseudohermafrodismi korral on
kariiotiilip mehele omane (46, XY), munandid on diferentseerunud, kuid esineb ka
naissugutunnuseid (Moody, 2007).

Turneri siindroomi iseloomustab vigane gonaadide areng ning sugukromosoomide
arvu anomaalia (45, X). Esinemissagedus on 1 juhtum 2500 elussiinni kohta. Patsiendid on
fenotiiiibilt naised ning samuti arenevad vélimised ning sisemised naissuguorganid, sest
puudub AMH ja testosteroon. Sugurakud aga degenereceruvad peale gonaadi joudmist (Oktay
jt., 2016).

Kriiptorhism on patoloogia, mille korral munandid ei ole laskunud munandikotti,
vaid paiknevad kohuddnes voi kubemekanalis. Jaotatakse kaasasiindinud ning omandatud
kriiptorhismiks ja tehakse vahet uni- ning bilateraalsel variandil. Samuti loetakse iiheks kdige
sagedasemaks siinnidefektiks poisslastel (Skakkebaek jt., 2016). 66% juhtudest laskuvad
munandid oma odigele kohale esimese eluaasta jooksul, teistel juhtudel tuleb sekkuda
kirurgiliselt (Krausz, 2000).

Hiipospaadia on peenise védidrareng, mille puhul kusiti ei avane peenisepea tipus vaid
alumisel pinnal (Skakkebaek jt., 2016). Tema esinemissagedus on iiks juhtum 200 poisslapse
kohta. Kuigi haigus tavaliselt mehe tervist ei mojuta, voib ta olla siiski viljatuse pohjuseks

(https://www.kliinik.ee/haiguste abc/hupospaadia/id-546).

Hiipogonadism jaguneb hiipo- ja hiipergonadotroopseks. Hiipogonadotroopne ehk
sekundaarne hiipogonadism viitab madalale LH ning FSH tasemele, véhesele testosterooni
tootmisele ning véikesele munandimahule. Sekundaarse tiilibi korral tuleneb madal LH ja
FSH tase liiga vihesest GnRH tootmisest hiipotaalamuse vOi ajuripatsi vea tottu (Fraietta jt.,
2013). Hipergonadotroopse ehk primaarse hiipogonadismi korral on probleem munandites,
FSH ning LH tase on korge, kuid testosterooni tase madal. Eristatakse veel kaasasiindinud
ning omandatud hiipogonadismi. Omandatud hiipogonadismi pdhjuseks on niiteks kasvajad,
infektsioon, kiiritusravi. Kaasastindinud vormi esineb 1-10 juhtumit iga 100 000 siinni kohta,
millest Kallmanni siindroom moodustab 75% ning iilejddnud loetakse idiopaatiliseks (Fraietta

jt., 2013). Kallmanni siindroomi seostatakse mutatsioonidega KAL1 geenis (Zhang jt., 2011).
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1.3.2. Mehe suguelundite anomaaliate pohjused

Munandi diisgenees on tingitud nii geneetilistest kui keskkonna teguritest, olles seega
multifaktoriaalne haigus (Joonis 7). Suguelundkonna arengu jaoks on vajalik, et juba
varajases embriionaalses eas oleksid aktiveeritud Oiged signaalide iilekanderajad. Koige
olulisem on SRY geeni aktiveerimine, mille tulemusel algab munandite arenemine
bipotentsiaalsest gonaadist (Koopman jt., 1991). Loote munandite poolt toodetud hormoonid,
eelkodige testosteroon, mdjutavad kogu keha maskuliniseerumist (Jost, 1972). WNT
signaliseerimise rada on oluline naissugutunnuste tekkeks (Joonis 3). Geeni inaktivatsiooniga
hiirte mudelite peal on ndidatud, et WNT4 ekspressioon on mdlema soo puhul algselt olemas,
kuid 11,5 hiire arengupédeval (inimesel vastavalt 33. péeval, Joonis 2) vdheneb meestel
ekspressioon, kuid naistel tduseb. Kui mingil pdhjusel jddb ekspressioon siiski meestel
kdrgeks, siis represseerib see SOX9 ekspressiooni (Quinn ja Koopman, 2012).

Téieliku suguelundite diisgeneesi patsientidest ligikaudu 15% kannab mutatsiooni SRY
geenis (McElreavey ja Fellous, 1999), mida on seostatud munandite arengu hdiretega. Samuti
on SRY mutatsioonid tavaliselt de novo, ehk isa sugurakkude eellasrakkudes on tekkinud
mutatsioonid (Bashamboo ja Mcelreavey, 2016).

Kriiptorhism ja hiipospaadia esinevad sageli koos ning jagavad mitmeid riskifaktoreid.
Samuti on ndidatud, et samad tegurid mojutavad ka sperma kvaliteeti ning munandivéhi teket
(Toppari jt., 2010). Tegemist on multifaktoriaalsete haigustega ning suurel médaral mojutavad
keskkond ja elustiil patoloogiate esinemist, kuid on néidatud ka geneetilise paritavuse rolli.
Patoloogiad saavad alguse loote arengu kdigus toimuvatest muutustest (Dalgaard jt., 2012).

Peenise arengut reguleerib looteeas DHT, mida toodetakse lokaalselt 5-a-reduktaasi
poolt testosteroonist. Kuigi on teada mitmed geenid, mille mutatsioon viib hiipospaadiani
(AR, ATF3, CYP11A1, SRD5A2, MAMLD1) (Eggers jt., 2016), siis geneetiline pdhjus leitakse
patsientidel harva (Kalfa jt., 2009). 20% juhtudest saab seostada endokriinide
ebanormaalsusega (Rey jt., 2005).

Kdige rohkem on uuritud pestitsiiddide moju hiipospaadia tekkele, sest need pirsivad
hormoonide t66d (Toppari jt., 2010). Samuti on vélja toodud, et taimetoitlastest emade lastel
on suurenenud risk hiipospaadia esinemiseks (North ja Golding, 2000). Raseduse ajal dietiiiil
silbestrooli (DES) kasutamine viis genitaalide védrarenguni, sealhulgas hiipospaadia ning
kriiptorhismini. DES mojutab epigeneetiliselt (Toppari jt., 2010). Samuti on raskemetallidega
ning endokriine segavate kemikaalidega (EDC) kokkupuutunud rasedate naiste lastel suurem
risk hiipospaadia tekkeks (Giordano jt., 2010).
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Kriiptorhism tekib, kui munandite laskumiseks vajalike hormoonide, testosterooni ja
INSL3 tootmine on héiritud. Mdlema sekreteerimise eest vastutavad Leydigi rakud, mida
omakorda stimuleerib LH. Kdige sagedasemaks pohjuseks ongi androgeenide tootmise ning
nende tootamisega seotud vead. Nii INSL3 kui androgeene on vaja, et munandi juhtside
(gubernaculum) odigesti t6otaks ning loote munandid Gigele kohale juhiks. Kemikaalid, mis
kdituvad antiandrogeenidena ning androgeenide retseptorite antagonistidena, mojutavad
munandite laskumist. Ka 6strogeenid voivad INSL3 tootmist hdirida (Skakkebaek jt., 2016).

Ema suitsetamine ning alkoholi tarbimine raseduse ajal soodustab samuti kriiptorhismi
kujunemist lapsel (Damgaard jt., 2007; Thorup jt., 2006). Suitsetamine mdjutab loote kasvu,
seega kui loode on gestatsiooniaja kohta siindides liiga viike, siis ei ole ka munandid
laskunud. Samuti on enneaegsus tugev riskifaktor (Skakkebaek jt., 2016). Raseduse 14-22.
nidalal paratsetamooli tarvitamist on seostatud suurenenud riskiga kriiptorhismi tekkeks
lootel (Snijder jt., 2012).

Kaasasiindinud hiipogonadism tekib, kui loote gestatsiooni teises pooles, mil FSH ning
LH méngivad suurt rolli munandite flisioloogia kujunemisel, esineb probleeme (Petersen ja
Soder, 2006). Mitmeid geenide mutatsioone on seostatud hiipogonadismiga: FGF8, FGFRL1,
CHD7 (Rey jt., 2012). Sekundaarne kaasasiindinud hiipogonadism esineb, kui leidub
poliimorfisme GnRH sekreteerimise ning regulatsiooni eest vastutavates geenides. (R0SS ja
Bhasin, 2016). Idiopaatilise hiipogonadotroopse hiipogonadismi puhul on tegemist pigem
mitme geeni mutatsiooniga (Balasubramanian jt., 2010).

Munandivihk on tugeva geneetilise eelsoodumusega. Mitmed {ilegenoomsed
geneetilise assotsiatsiooni uuringud on ndidanud, et munandividhiga seostatud geenid asuvad
enamasti regioonides, mis vastutavad reproduktiivorganite arengu ning sugurakkude oigesti
toimimise eest (Skakkebaek jt., 2016). KITLG, SPRY4 ja BAKL1 geenid osalevad munandite
arengus ja gametogeneesis ning neis esinevaid geneetilisi varieeruvusi on seostatud suurema
munandivdhi tdendosusega. Samuti on 3,7 korda suurem risk munandivdhi tekkeks
patsientisel, kellel on Y-kromosoomi AZFc piirkonnas mikrodeletsioon (Nemtsova jt., 2016).
Vorreldes viljakate meestega, on oligozoospermiaga meestel suurenenud risk munandivéhi

tekkimiseks (Hanson jt., 2016).
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Joonis 7. Munandi diisgeneesi teket mojutavad tegurid ja tagajarjed. Kohandatud Toppari jt.,
2010 artikli joonise jéargi.

1.3.3. Mehe suguelundite anomaaliate tagajirjed

Nii kriiptorhism, hiipospaadia kui hiipogonadotroopne hiipogonadism viivad vihenenud
meeste viljakusele (Punab jt., 2016) ning suurenenud soodumusele sugurakkude vihiks
(Dalgaard jt., 2012).

Kliinilised hiipogonadismi tagajirjed olenevad, millisel eluetapil siimptomid vélja
kujunevad. Kaasasiindinud hiipogonadism viib soolise arengu hédireni. Voib kujuneda tiielik
vOi osaline naise fenotiilip, sest testosterooni ei toodeta piisavalt (Rey ja Grinspon, 2011).
Puberteedieas avastatud hiipogonadism toob kaasa puberteedieaga kaasnevate muutuste
kadumise- ei kujune sekundaarseid sugutunnuseid. Hadlemurret ei teki, luustiku areng ei
kulge dige kiirusega, munandite maht ei suurene ning seega ei alga ka spermatogenees.
Téiskasvanueas omandatuna toob hiipogonadism kaasa vihenenud libiido, impotentsuse ning
oligo- vdi azoospermia (Rey jt., 2012). Primaarse ehk hiipergonadotroopse hiipogonadismiga
kaasnevateks siimptomiteks on vdhenenud libiido, erektsioonihdired, rasvumine, lihaste
ndrkus, depressioon (Fraietta jt., 2013). Sekundaarne hiipogonadism on meeste viljatuse

pOhjuseks (Punab jt., 2016).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmirgid

To60 eesmarkideks on:

1. Kirjandusest otsida kandidaatgeene, milles esinevad mutatsioonid vdivad pdhjustada
hiipospaadiat ning idiopaatilist hiipergonadotroopset hiipogonadismi.

2. Analiiiisida SA TUK Androloogiakeskusesse pddrdunud hiipospaadia ning
idiopaatilise hiipergonadotroopse hiipogonadismi diagnoosiga patsiendi eksoomi
sekveneerimse andmetest teadaolevate kandidaatgeenide variante.

To60 skeem on esitatud joonisel 8.

Patsiendi verest DNA eraldamine,
DNA  kvaliteedi  hindamine,
gDNA ettevalmistamine eksoomi

sekveneerimiseks

.

Eksoomi sekveneerimine (Roche

Nimblegen SeqCap EZ

MedExome platvorm) ja esmane

andmete analiiiis

'

Eksoomi sekveneerimise andmete Kandidaatgeenide otsimine
tootlns kirjandusest
Eksoomi sekveneerimise

andmetes esinevate variantide

vordlemine kandidaatgeenidega

Joonis 8. Bakalaureusetdo raames teostatud uuringu skeem. Valgel taustal osa on 14bi viidud
FIMM-is ning ostetud teenusena. Sini-valge triibulisega osa kujutab endast PSAP késurea
jooksutamist (Wilfred jt. 2016), mis on moeldud iiksikute patsientide eksoomi analiiiisiks ja
on vilja tootatud professor Donald F. Conradi uurimisrithma poolt Washingtoni Meditsiini
iilikoolis (Washington University School of Medicine in St. Louis) ning rakendatud minu
poolt. Sinise taustaga etapid teostasin kdesolevas bakalaureusetdos.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Patsiendi fenotiiiip

Patsient ~ poordus SA Tartu Ulikooli Kliinikumi Meeste Kliinikumi androloogiliste
probleemidega. Ta on siindinud 1998. aastal ning uuringusse voetud 2015. aasta juulis,
proovide vGtmise ajal oli patsient 17-aastane. Tal diagnoositi hiipospaadia raske vorm ning
idiopaatiline hiipergonadotroopne hiipogonadism. Tabelist 1 on néha, et nii FSH kui LH
tasemed on normaalsest palju korgemad, kuid testosterooni tase jddb normide piiresse,

vaatamata mdlema munandi véga véikesele mahule.

Tabel 1. Patsiendi kliinilised néitajad.

Niitaja Analiiiisitud TU Kliinikumi Eesti noorte meeste
patsiendi referentsviirtuste | kohort? (19,2+1,7)
kliinilised vahemik (13-18 a.) | Mediaan (5-95%0)
andmed
FSH (1U/L) 60,4 0,4-7,4 3(1,3-6,7)
LH (1U/L) 23,7 0,15-5,33 3,8(1,8-7,3)
FSH/LH 2,5 - -
Testosteroon (nmol/L) 15,8 0,98-38,5 28,4 (16,9-45,6)
SHBG (nmol/L) 38,5 17,9-113,1 32 (18-55,9)
Parema munandi maht (ml) 4 >20 25 (18-35)
Vasaku munandi maht (ml) 2 >20 25 (18-35)
Pikkus (cm) 175 - 180 (170,1-192)
Kaal (kg) 72,9 - 72 (60-90)
Kehamassiindeks (kg/m?) 23,8 18,5-24,9 22 (18,8-27,4)

2 Eesti noorte meeste kohordi andmed péarinevad teadusartiklist Grigorova jt., 2008, millest

leiab ka valimi tapse kirjelduse

2.2.2. DNA eraldamine patsiendi vereproovist

Patsiendilt vdeti vereproov veenist SA Tartu Ulikooli Kliinikumi Androloogiakeskuse

Tallinna filiaalis. Kuni DNA eraldamiseni hoiti proovi EDTA vaakumkatsutis -80°C juures.
Genoomse DNA eraldasin verest vilja soolamise meetodil. Jargnevad kogused kaivad

1 ml vere kohta. Kodigepealt sulatasin proovi toatemperatuurini ja lisasin verele 4 ml puhvrit A

ning loksutasin tuubi ornalt. Tsentrifuugisin puhvri ja vere segu 30 min 4°C ja 1942 x g

(raskuskiirendus) juures. Supernatandi valasin dra ning keerasin tuubi {imber, et ka viimane
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puhvri jddk vilja voolaks. Kordasin eelnevat etappi. Viimaks lisasin 2 ml puhvrit A,
loksutasin sademe pohjast lahti ning tsentrifuugisin 20 min 4°C ja 1942 x g juures. Valasin
dra supernatandi, ndrutasin tuubi ja lisasin 0,9 ml puhvrit B. Tilkhaaval lisasin 100 pl puhvrit
C ning inkubeerisin segu iile66 loksutil 37°C juures.

Jargmisel paeval lisasin 270 pl kiillastatud NaCl lahust ning raputasin tuubi 15 sek
tugevalt. Tsentrifuugisin toatemperatuuril 30 min 3452 x g juures ja pipeteerisin supernatandi
uude tuubi. Lisasin 96% etanooli kaks korda sama palju, kui tuubis lahust oli. Segasin drnalt
ning eemaldasin Pasteuri pipetiga DNA tuubist ja panin 500 pl TE lahusesse. Eraldatud DNA-
d sidilitasin @ -20°C  juures ja kontsentratsiooni mootsin NanoDrop ND-1000
spektrofotomeetriga. Genoomse DNA terviklikkust kontrollisin 1% agaroosgeelil (0,5x TBE).
Tabel 2. Kasutatud puhvrite koostis.

Puhver A Puhver B Puhver C
Sahharoos 400mM NaCl 10% SDS
1mM Tris-HCI 2mM EDTA 2mg/ml Proteinaas K
5mM MgCl; 10mM Tris-HCI
1% Triton X-100

2.2.3. Teadusliku erialakirjanduse otsimine ja analiiiisimine
Kirjandusest ning andmebaasidest otsisin geene, mis oleksid seotud soolise arenguga ning
mille mutatsioon voiks potentsiaalselt viia patsiendi fenotiilibini. Otsingu teostasin 2017. aasta
maértsis. Kasutasin avalikku PubMed-i andmebaasi (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/),
Mouse Genome Informatics (MGI) andmebaasi (http://www.informatics.jax.org/) ning kahte
arengubioloogia Opikut: Principles of Developmental Genetics (Moody, 2007) ja
Developmental Biology (Gilbert, 2010). MGI andmebaasi sai valitud, sest hiirt kasutatakse
tihti mudelorganismina ning antud andmebaas on moeldud hiirtes inaktiveeritud geenide
seostamiseks haiguseliste fenotiiiipidega.

MGI andmebaasist otsisin geene fenotiiiibi jargi kasutades otsingusona ,,hypospadias®.

Pubmed-ist otsisin artikleid jargmiste otsingusonade jargi: ,testicular dysgenesis
syndrome®, ,,hypospadias‘, ,,hypogonadism*, ,.disorder of sex development®, ,,developmental
genes“. Otsingusonu kasutasin kombineerituna, nditeks ,,hypospadias AND developmental
genes*. Leitud artiklid vaatasin késitsi iile ning valisin sobivad vélja. Keskendusin viimase aja

tilevaateartiklitele, nditeks Eggers jt., 2016.
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Peale patsiendi cksoomi geneetilise varieeruvuse vordlemist kandidaatgeenidega
tootasin  eraldi 1dbi  koik leitud mittesiinontiimsed variandid. Kasutasin OMIM
(https://www.omim.org/), NCBI ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), Ensembl
(http://www.ensembl.org/index.html) andmebaase, et vilja selgitada, kas antud geneetilisi
variante on varasemalt seostatud mdne haigusega. Mittesiinoniilimsete variantide jaoks otsisin
vélja ka SIFT (Sorting Tolerant from Intolerant) ja PolyPhen (Polymorphism Phenotyping)
ennustuse. Molemad ennustavad, kui suure tdendosusega mdjutab aminohappeline asendus
valgu funktsiooni, vaadates ka aminohappe konserveeritust. Mdlemad kasutavad vahemikku
0-st 1-ni, aga SIFT puhul on 1 healoomuline ja 0 pahaloomuline ning PolyPhen-i puhul on 0

healoomuline ja 1 patogeenne (Ng ja Henikoff, 2001; Sunyaev jt., 1999).

2.2.4. Eksoomi analiiiis

2.2.4.1. Eksoomi sekveneerimine

Eksoomi sekveneerimine viidi 1ibi Helsingi Ulikooli Molekulaarmeditsiini osakonna (FIMM)
sekveneerimise tuumiklaboris ning osteti sisse teenusena. Sekveneerimiseks kasutati Roche
NimbleGen SeqCap EZ MedExome siisteemi. SeqCap EZ MedExome Kit katab kogu inimese
genoomi, podrates suuremat tdhelepanu eksonitele geenides, mida on varasemalt seostatud
mone haigusega. Mérklauaks olevad eksonid 1dhtuvad inimese referentsgenoomist GRCh38,
holmates  kliiniliselt ~ olulisi ~ regioone  ning  valke  kodeerivaid  regioone
(http://sequencing.roche.com/products/nimblegen-seqcap-target-enrichment/seqcap-ez-
system/seqcap-ez-medexome.html). Eksoomi sekveneerimise t66voog on nidha joonisel 6.
Proovide ettevalmistamine kujutab endast uuritava DNA fragmenteerimist ultraheliga, tekivad
umbes 300 aluspaari pikad fragmendid, mille otstesse liilitatakse ligikaudu 100
aluspaaripikkused adapterid. Voeti 100 ng gDNA-d ning esimeses etapis amplifitseeriti
gDNA LM-PCR-iga (Ligation Mediated PCR), kus kasutati sekveneerimise adapteritega
komplementaarseid praimereid. Jargmises etapis hiibridiseeriti proovid DNA-sondidega, mis
on 60-90 aluspaari pikad oligonukleotiidid ning mille inkubeerimine kestab 16-20 tundi
(Roche NimbleGen, 2015). DNA-sondid katsid 64,1 Mb genoomist (Chaitankar jt., 2016).
Jargmisena lisati vdikesed magnetilised kerad, mis sidusid eksoneid sisaldavad proovid enda
kiilge ning iilejdédnud mittekodeerivad jérjestused pesti vélja. Lopuks saadakse ssDNA, mille
kogus on aga lisna viike, seega tehakse uuesti LM-PCR (Sulonen jt., 2011). DNA kiillastatust
enne sekveneerimist mdodetakse qPCR-iga kasutades viit praimerite paari viie erineva

lookuse jaoks. Viimaseks etapiks on jérjestuse sekveneerimine (Roche NimbleGen, 2015).
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Proovide ettevalmistus

Proovide amplifitseerimine LM-PCR-iga

A4

Amplifitseeritud proovide segamine

A4

Proovide ja SeqCap EZ DNA-sondide hiibridiseerimine

A4

Saadud DNA pesemine ja taastamine

A

Saadud DNA amplifitseerimine LM-PCR-iga

A

Kiillastatuse mootmine qPCR-iga

Sekveneerimine Illuminaga

Joonis 9. Eksoomi sekveneerimise to6voog. Modifitseeritud Roche NimbleGen SeqCap EZ
Library SR User’s Guide, version 5.1, 2015 jérgi.

2.2.4.2. Bioinformaatiline analiiiis

Toorandmete bioinformaatiline baastootlus, mille eesmirgiks on andmekvaliteedi kontroll,
lugemite joondamine ja analiilisitud indiviidi geneetiliste variantide annoteerimine, teostati
samuti teenusepakkuja poolt. Variantide esilekutsumise kdsurida (VCP) arendati vilja
eksoomi sekveneerimisest saadud andmete analiilisiks. Esmalt filtreeriti FASTQ formaadis
jarjestuste lugemeid kvaliteedi alusel, seejdrel joondati Burrows-Wheeler joondajaga (BWA-
0.6.2) referentsgenoomile ning eemaldati lugemite duplikaatjdrjestused. SAMtools-i
(samtools-1.2) kasutades vorreldi jarjestusi referentsgenooomiga (hgl9 ehk GRCh37) ning
otsiti ithenukleotiidilisi muutusi. Tulemustest moodustus VCF (variant call format) fail, kus

olid ridade kaupa ndidatud koik tihenukleotiidsed variandid. Samuti lisandus fail insertsiooni
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ja deletsiooni variantidega, mida analiiisiti eraldi Pindel (pindel-0.2.5b6) programmiga
(Sulonen jt., 2011).

Rakendasin VCF failile PSAP (population sampling probability) kdsurida, mis on
loodud iiksikute patsientide eksoomi analiiiisiks (Wilfert jt., 2016). Kéasurida vordleb igat
konkreetset geenivarianti kolme erineva andmebaasiga: ExAC
(http://exac.broadinstitute.org/), 1000 Genomes (http://www.internationalgenome.org/,
september 2014) ja ESP6500 (http://evs.gs.washington.edu/EVS/). Analiiiisi tulemuseks on
toendosus, et vorreldav variant on olemas tervetel indiviididel (PopScore ehk p-viirtus)
(Wilfert jt., 2016). Koik loetletud andmebaasid keskenduvad genoomi ning eksoomi andmete
tthendamisele ning geneetiliste variantide seostamisele erinevate fenotiilipidega. Samuti on
tiheks viljundiks CADD (combined annotation dependent depletion) skoor (Kircher jt.,
2014), mis nditab, kui kahjulik on antud ithenukleotiidne muutus vdi insertsioon-deletsioon
inimese genoomis. CADD skoor 10 niitab, et ennustuse kohaselt on tegemist 10% kdoige
kahjulikemate asendustega inimese genoomis. Skoor 20 nditab, et tegemist on 1% koige
kahjulikemate asendustega. Kahjulikeks loetakse poliimorfisme, mille skoor on iile 20
(http://cadd.gs.washington.edu/info).
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2.3. Tulemused

2.3.1. DNA kvaliteet
Patsiendi genoomse DNA (gDNA) eraldasin iilaltoodud protokolli jargi ning selle

terviklikkuse méaédrasin 1% agaroosgeelil (Joonis 10).

M P

10 000 .
6000

3000
2000
1500

Joonis 10. Geelelektroforeesi tulemused, patsiendi (P) gDNA terviklikkus 1% agaroosgeelil
(0,5x TBE). Kasutasin Solis Biodyne 1 kb DNA suurusmarkerit (1 kb DNA Ladder Ready to
Load) (M).

Genoomse DNA kontsentratsiooni mddtsin NanoDrop ND-1000 spektrofotomeetriga, mille
tulemused néitasid, et DNA on piisavalt korge kvaliteediga. Nagu niha tabelist 4, siis DNA
kontsentratsioon oli 144,1 ng/ul, 260 ning 280 lainepikkuste suhe 1,84, mis nditab, et
kontamineerivaid valke proovis ei olnud. 260 ning 230 lainepikkuste suhe oli 1,96, mis
nditab, et kontamineerivaid detergente ning DNA eraldamisel kasutatavaid aineid proovis ei
olnud. Eraldatud gDNA-st tegin lahjenduse ldppkontsentratsiooniga 5 ng/ul ning proov
saadeti Helsingisse FIMM-i tuumiklaborisse eksoomi sekveneerimiseks.

Tabel 4. Patsiendi gDNA kontsentratsioon ja kvaliteet. Mdddetud NanoDrop ND-1000
spektrofotomeetriga.

Kontsentratsioon (ng/pl) A260 A280 A260/A280 A260/A230

1441 2,882 1,569 1,84 1,96

2.3.2. Sugulise arengu hiirega seotud geenid
Tabelis 3 on vilja toodud teadusliku kirjanduse ja inimese genoomi, meditsiinigeneetika ja

loommudelite andmebaaside 14bi toGtamise tagajérjel vélja valitud geenid, mis on embriio
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meessuguelundkonna digeks arenguks vajalikud ning mehe fenotiiiibi kujunemiseks votme
tdhtsusega. Iga geeni kohta on niidatud geeni lokalisatsioon inimese genoomis, ekspressiooni
muster, nimetus inglise keeles, funktsioon ja informatsiooni allikas.

MGI (Mouse Genome Informatics) andmebaasist leidsin 19 hiires inaktiveeritud geeni,
mille puhul oli hiire fenotiiiibiks isoleeritud hiipospaadia. Samast andmebaasist tuli vélja ka
kuus hiirel inaktiveeritud geeni, mille puhul kaasnes hiipospaadia koos mone teise
stindroomiga. MGl andmebaasist jai 10puks analiiiisis sdelale 13 geeni.

Kokkuvottes leidsin artiklitest 21 sobivat geeni, kahest raamatust ning MGI
andmebaasist vastavalt 12 ja 13 geeni. Pdrast kattuvate geenide eemaldamist jdi 10plikku
loetellu 32 geeni.

Iga geeni kohta otsisin vilja andmed avaldumise kohta inimese kudedes ning organites
ja kui oli teada, siis ka nende tdpsema funktsiooni. Leitud geenid grupeerisin nelja suuremasse
gruppi: transkriptsioonifaktorid, retseptorid ja koretseptorid, kasvufaktorid, muu (Tabel 3).
Suurem osa geene on avaldunud enamikes kudedes, koe-spetsiifilisem ekspression on
véhestel geenidel. Naiteks LHX9, mis on ekspresseeritud munandites, munasarjades, kopsudes
ning SP8, mis on ekspresseeritud eesnddrmes, nahas. Ainult munandite spetsiifiline
ekspressioon oli kahel geenil, INSL3 ja AMH. Siiski, tdnases andmebaasides ja avaldatud

kirjanduses ei ole piisavat teavet geenide koelise avaldumise kohta loote-eas.
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Tabel 3. Kirjandusest leitud kandidaatgeenid.

Geen

Kromosomaalne
asukoht
(GRCh37.p13)

Ekspressioon

Funktsioon

Viited

Transkriptsioonifaktorid

ATF3 Chrl:212738676- Enamikes kudedes Activating transcription factor 3 (Eggers jt., 2016)
212794119 Kodeerib transkriptsioonifaktoreid, mis on olulised The Human Protein
rakulises stressivastuses. Seostatud isoleeritud Atlas
hiipospaadiaga.
GATA4 Chr8:11534433- Munandites, platsentas, Gata binding protein 4 (Gilbert, 2010)
11617510 munasarjades, Kodeerib tsink-sdrme transkriptsioonifaktoreid, tunnevad | The Human Protein
siidamelihases, maksas, dra GATA jérjestuse ning reguleerivad embriiogeneesi, Atlas
pankreases, sdogitorus, stidamelihase diferentseerumist ja funktsiooni. Vaja
kaksteistsormiksooles, normaalseks munandite arenguks. Seostatud mitme
peensooles, maos erineva vihitiilibiga.
HOXA13 Chr7:27236499- Eesnddrmes, Homeobox A13 (Eggers jt., 2016;
27239725 seemnepodiekestes, Kodeerib transkriptsioonifaktoreid, mis on olulised loote | Moody, 2007)
emakakaelas, platsentas, | arengus ning vastutavad geeni ekspressiooni, MGl
jamesooles, pérakus, morfogeneesi ja diferentseerumise eest. Seostatud kéte- The Human Protein
kusepdies jalgade-genitaalide siindroomiga (hand-foot-genital Atlas
syndrome).
HOXA4 Chr7:27168126- Enamikes kudedes Homeobox A4 (Chen jt., 2007; Geller
27170399 Kodeerib DNA-ga seonduvat transkriptsioonifaktorit, mis | jt., 2014)
reguleerib morfogeneesi, geenide ekspressiooni ja The Human Protein
diferentseerumist. Atlas
IRX5 Chr16:54965111- Kopsudes, nahkkoes, Iroquois homeobox 5 (Geller jt., 2014)

54968397

seedesiisteemis,
neerudes, eesndiarmes,
munandites

Kodeerib transkriptsioonifaktorit, mis osaleb embriio
arenguga seotud protsessides.

The Human Protein
Atlas
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LHX9 Chr1:197881635- Munandites, LIM homeobox 9 (Gilbert, 2010)
197904606 munasarjades, kopsudes | Kodeerib proteiini, mis on oluline transkriptsioonifaktor. | The Human Protein
Viga sarnane hiire valgule, mis inaktiivsena viib Atlas
suguelundite taandarenguni.
MAMLD1 ChrX:149529836- Enamikes kudedes Mastermind-like domain containing 1 (Bashamboo ja
149682448 Kodeerib transkriptsiooni koaktivaatorit. Mcelreavey, 2016;
Eggers jt., 2016)
MGI (Mamldl)
The Human Protein
Atlas
NOG Chr17:54671060- Enamikes kudedes Noggin MGI (Nog)
54672951 Kodeerib poliipeptiidi, mis seostub ning inaktiveerib The Human Protein
BMP4. Osaleb neuraaltoru ja liigeste arengus. Atlas
RSPO1 Chr1:38076821- Enamikes kudedes R-spondin 1 (Gilbert, 2010)
38100595 Kodeerib sekreteeritavat aktivaatorproteiini, mis The Human Protein
reguleerib Wnt signaliseerimisrada. Atlas
SF1 Chr11:64532076- Enamikes kudedes Splicing factor 1 (Gilbert, 2010;
64546515 Kodeerib tuumset pre-mRNA ldikamise faktorit, mida on | Moody, 2007)
vaja varajases splaisosoomi kokkupanekus. The Human Protein
Atlas
SOX9 Chrl7:70117161- Enamikes kudedes SRY (sex determining region Y)-box 9 (Gubbay jt., 1990;
70122561 Kodeerib transkriptsioonifaktorit, mis reguleerib nii AMH | Eggers jt.,2016;
kui ka paljude teiste reproduktiivsiisteemi arenguks Moody, 2007)
vajalike geenide transkriptsiooni, kondrotsiititide The Human Protein
diferentseerumist. Atlas
SP8 Chr7:20821894- Eesnddrmes, nahas SP8 transcription factor MGI (Sp8)
20826508 Kodeerib transkriptsioonifaktorit, mis hiirtes vastutab The Human Protein
korrektse jdsemete arengu eest. Atlas
ZEB2 Chr2:145141942- Enamikes kudedes Zinc finger E-box binding homeobox 2 MGI ( Zeb2)

145277958

Kodeerib proteiini, mis kditub transkriptsiooni

The Human Protein
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repressorina. Seostatud Mowat-Wilsoni siindroomiga.

Atlas

ZFHX3 Chr10:72816784- Enamikes kudedes Zinc finger homeobox 3 (Geller jt., 2014)
73092534 Kodeerib transkriptsioonifaktorit, mis vastutab The Human Protein
stidamelihaskoe ning nérvisiisteemi diferentseerumise Atlas
eest.
TP63 Chr3:189348942- Mandlites, bronhis, Tumor protein p63 MGI (Trp63)
(Trp63 189615068 neelus, sdogitorus, Kodeerib transkriptsioonifaktoreid perekonnast p53. The Human Protein
ortoloog suudones, kusepdies, Osaleb jasemete, hammaste, rindade arengus. Oluline Atlas
inimeses) munandimanuses, epiteelkoe arengus ja siilitamises. Seostatud Rap-
eesnddrmes, tupes, Hodgkin-si siindroomiga, kite ja jalgade véddrarenditega.
emakas,
seemnepoiekestes,
rindades, platsentas,
nahas
WNT4 Chr1:22443798- Enamikes kudedes Wingless-type MMTYV integration site family, member 4 (Gilbert, 2010)

22470474

Kodeerib sekreteeritavaid signaliseerimisproteiine, mis on
olulised onko- ja embriiogeneesis. Mojutab soo
médramise kaskaadi, kditudes sugu méérava faktori
antagonistina. Seostatud Rokitansky-Kuster-Hauser
slindroomiga.

The Human Protein
Atlas

Retseptorid j

a koretseptorid

AR

ChrX:66763874-
66950461

Seemnepodiekestes,
munandites,
munandimanuses,
rindades,
endomeetriumis,

munajuhas, emakakaelas

Androgen receptor

Kodeerib proteiini, mis aktiveerub steroidhormoonidega
ning kéitub transkriptsioonifaktorina, reguleerides
androgeene kodeerivaid geene.

(Eggers jt., 2016)
MGI (Ar)

The Human Protein
Atlas

EFNB2

Chr13:107142079-
107187388

Enamikes kudedes

Ephrin-B2
Kodeerib retseptor tiirosiin kinaasi, mis osaleb
arengulistes protsessides, eriti ndrvisiisteemi arengus ning

MGI (Efnb2)
The Human Protein
Atlas
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eriitropoeesis.

EPHB2 Chr1:23037263- Enamikes kudedes EPH receptor B2 MGI (Ephb2)
23241823 Kodeerib transmembraanset retseptor tiirosiin kinaasi The Human Protein
gliikoproteiini. Seostuvad efriinidega, mis osalevad raku | Atlas
jagunemisel ja diferentseerumisel. Seostatud eesniddrme-
ning ajuvéhiga.
FGFR2 Chr10:123237844- Enamikes kudedes Fibroblast growth factor receptor 2 MGI (Fgfr2)
123357972 Kodeerib fibroblastide kasvufaktori retseptorit, mis The Human Protein
osaleb mitmes signaliseerimisrajas, kaasa arvatud Atlas
mitogenees ning diferentseerumine.
TGFBR3 Chr1:92145900- Enamikes kudedes, Transforming growth factor  receptor type 111 (Dalgaard jt., 2012)
92371559 Kindlasti Membraani proteoglitkaan, mis to6tab tihti koretseptorina | The Human Protein
peritubulaarsetes ning teiste sama perekonna retseptorite jaoks, voib inhibeerida | Atlas
Leydigi rakkudes TGFB signaliseerimise rada.
Ensiitimid
CYP11A1 Chr15:74630103- Munandites, platsentas, Cytochrome P450, family 11, subfamily A, polypeptide 1 | (Eggers jt., 2016)
74660081 neerupealistes Kodeerib ensiitimi mis kdituvad monooksiigenaasina ja The Human Protein
kataliitisib reaktsioone, mis on seotud ravimite Atlas
metabolismiga, kolesterooli, steroidide ja teiste lipiidide
siinteesiga. Seostatud hiipospaadiaga.
HSD3B2 Chr1:119957554- Neerupealistes, Hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase (Eggers jt., 2016)
119965662 munandites, platsentas Kodeerib bifunktsionaalset ensiitimi, mis on oluline The Human Protein
koikide hormonaalsete steroidide biosiinteesis. Atlas
SRD5A1 Chr5:6633500- Enamikes kudedes Steroid-5-alpha-reductase, alpha polypeptide 1 (Eggers jt., 2016)
6669675 Kodeerib ensiitimi, mis kataliiiisib testosterooni The Human Protein
dihiidrotestosterooniks. Atlas
SRD5A2 Chr2:31749656- Maksas, eesnddrmes, Steroid-5-alpha-reductase, alpha polypeptide 2 (Eggers jt., 2016)

31806040

munandites,
seemnepdiekestes,
munandimanuses,

Kodeerib valku, mida ekspresseeritakse korgel hulgal
androgeenitundlikes kudedes (eesnddre). Seostatud
pseudohermafrodismiga ning hiipospaadiaga.

The Human Protein
Atlas
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| munajuhades

Kasvufaktorid

BMP7 Chr20:55743809- Enamikes kudedes Bone morphogenic protein 7 (Dalgaard jt., 2012)
55841707 Osaleb luukoe, neerude ja pruuni rasvkoe kujunemisel. The Human Protein
Atlas
FGF10 Chr5:44305004- Enamikes kudedes Fibroblast growth factor 10 MGI ( Fgf10)
44389808 Kodeerib valku, mis osaleb embriio arengus, rakkude The Human Protein
kasvus, morfogeneesis, kudede regeneratsioonil, Atlas
kasvajate arengus. Hiirtega uuringud on ndidanud, et
osaleb aju arengus, kopsude morfogeneesis ning varajases
jdsemete arengus.
FGF9 Chrl3:22245215- Enamikes kudedes Fibroblast growth factor 9 (Gilbert, 2010)
22278640 Kodeerib proteiine, mis osalevad embriio arengus, The Human Protein
rakkude kasvus, morfogeneesis, kudede parandamisel, Atlas
kasvajate arengus. Hiired, kellel puudus geeni homoloog,
omasid teise sugupoole fenotiiiipi.
Muu
AMH Chr19:2249113- Munandites Anti-Mullerian hormone (Eggers jt., 2016;
2252072 Reguleerib mehe sugulist diferentseerumist, pohjustades | Perry jt., 2016)
Miilleri juha degenereerumist. Seostatud piisiva Miilleri The Human Protein
juha siindroomiga (persistent Mullerian duct syndrome). | Atlas
FKBP4 Chr12:2904108- Enamikes kudedes FK506 binding protein 4 MGI (Fkbp4)
2914589 Kodeerib valku, mis osaleb immuunvastuse The Human Protein
regulatsioonis ja rakulistes protsessides, néditeks valkude | Atlas
voltumises.
INSL3 Chr19:17927322- Munandites Insuline-like 3 (Eggers jt., 2016;
17932383 Kodeerib insuliinilaadsete hormoonide perekonda, osaleb | Moody, 2007) The
urogenitaaltrakti arengus ning munandite laskumisel. Human Protein Atlas
Seostatud kriiptorhismiga.
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MID1

ChrX:10413350-
10851829

Enamikes kudedes

Midline 1

Kodeerib proteiini, mis moodustavad multiproteiinseid
struktuure ja toimivad mikrotuubulitele ankrutena.
Seostatud Opitzi siindroomiga (kaasa arvatud

hiipospaadia).

MGI (Mid1)
The Human Protein
Atlas

MGI (Sp8) nditab, et geen on voetud MGI andmebaasist, kus on toodud hiire geenid. Kromosomaalse asukoha votsin NCBI andmebaasist.
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2.3.3. Geneetiline varieeruvus patsiendi eksoomis
Peale PSAP kisurea rakendamist, mis on moeldud iiksiku patsiendi eksoomi andmete
analiiiisiks ning iga konkreetse geenivariandi vordlemiseks kolme erineva andmebaasiga
(EXAC, 1000 Genomes, ESP6500), sain viljundina faili, kus oli vélja toodud 15 780
mutatsiooni patsiendi eksoomis. Nendest stinoniitimseid 7809, mittestinoniitimseid 7605, 123
teadmata funktsiooniga, 120 stop-koodoni tekkimist pShjustavat mutatsiooni, 12 stop-koodoni
kadumist pdhjustavat mutatsiooni, mille seas on nii homo- kui heterosiigootseid variante ning
111 mutatsiooni, mis voivad olla nii stinoniiimsed, mittestiinoniiimsed kui ka teadmata
tagajarjgedega.

Patsiendi eksoomi andmetest otsisin koiki kandidaatgeenides (Tabel 3) leiduvaid
mutatsioone. Leidsin 10 varianti iiheksas geenis, kdoik muutused olid heterosiigootsed. Nende

seas siinoniitimseid kuus ning mittestinoniiiimseid neli (Tabel 4).

2.3.3.1. Mittesiinoniiiimsed mutatsioonid

Stinontiiimsed mutatsioonid ei pdhjusta aminohappelist muutust valgu struktuuris, seega
keskendun mittestinontiimsetele variantidele, mida oli kokku neli. Kdik need variandid olid
heterosiigootsed ning nii SIFT kui PolyPhen ennustuste jérgi tolereeritavad. Samuti jéid
CADD skoorid kdigil alla 10, mis niitab, et tegemist ei ole patogeensete variantidega. Uhegi
haigusega antud variante seostatud ei ole (OMIM, NCBI ClinVar, Ensembl).

AMH asub 19. kromosoomil (Joonis 11). Leidsin patsiendil antud geenis muutuse
(rs10417628), kus C nukleotiidi asemel on T, alleelide sagedused vastavalt 98,03% ja 1,97%.
Tegemist on mittesiinoniiiimse mutatsiooniga (UCSC).

BMP7 asub kromosoomil 20, ning patsiendil on geneetiline variant, kus G nukleotiid
on asendunud A-ga (rs2148328). G alleelisagedus on 48,08% ning A sagedus 51,92%.

EPHB2 asub 1. kromosoomil, patsiendil on T alleel asendunud A-ga (rs138464253).
Sagedused on vastavalt 98,86% ja 1,14% (UCSC).

IRX5 geeni, mis asub 16. kromosoomil, muutuse puhul on C nukleotiid asendunud A-
ga (rs13336114). Alleelisagedused on vastavalt 55,74% ja 44,26% (UCSC).
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Tabel 4. Patsiendi eksoomist leitud kandidaatgeenide varieeruvus

Geen Krom. Rs number | Geno | SIFT | PolyPh | MAF. MAF. | MAF. | CADD | P- Transkript | cDNA AH
as. tiiiip en ExAC | 1000 ESP6 | Skoor | viirtus muutus muutus
(GRCh3 (%) Genom | 500
7.p13) es (%) | (%)

Mittesiinoniiiimsed

AMH Chr19:22 | rs10417628 | het 0,77 |0 2,10 1,00 2,00 6,50 0,20 ENSTO00000 | ¢.T1544C | p.V515A
51817 221496.4
C>T

BMP7 | Chr20:55 | rs2148328 | het 039 |0 45,6 40,6 41,8 | 7,26 0,55 ENSTO00000 | c.C1196T | p.A399V
748206 450594.2
G>A

EPHB2 | Chrl:231 | rs13846425 | het 0,2 0,042 1,10 0,80 0,99 |8,90 0,31 ENST00000 | c.T14A p.V5D
01708 3 374627.1
T>A

IRX5 Chr16:54 | rs13336114 | het 0,5 0,041 31,3 36,3 27,2 10,04 1 ENSTO00000 | c.C565A | p.P189T
967096 558597.1
C>A ENSTO00000 | c.C760A | p.P254T

320990.5
ENSTO00000 | c.C763A | p.P255T
394636.4

Siinoniiiimsed

AMH Chrl19:22 | rs7252789 | het - - 24,2 8,1 NA 1,92 0,20 ENSTO00000 | c.T1239A | p.G413G
51512 221496.4
A>T

FGFR2 | Chr10:12 | rs1047057 | het - - 36,7 41,4 435 | 0,66 0,68 ENST00000 | ¢.C2107T | p.L703L
3239112 357555.5
G>A

SOX9 | Chrl7:70 | rs2229989 | het - - 19,3 13,7 16,7 9,82 0,32 ENST00000 | c.C507T | p.H169H
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118935 245479.2
C>T
SP8 Chr7:208 | 1534908430 | het 298 270 | 194 |6,06 |044 | ENST00000 | c.G822A | p.S274S
24614 418710.2
c>T ENST00000 | c.G768A | p.S256S
361443.4
ZFHX3 | Chr16:72 | rs2229286 | het 7.70 110 |1,86 |065 |087 | ENST00000 | c.T8178C | p.L2726
828403 268489.5 L
ASG ENST00000 | ¢.T5436C
397992.5 p.L1812
L
ZFHX3 | Chr16:72 | rs61735550 | het 18,0 831 | 181 |413 |089 | ENST00000 | c.C1824T | p.S608S
992221 268489.5
G>A

SIFT ja Polyphen ennustuse andmed on vdetud Ensembl andmebaasist. Poliimorfisme, mille CADD skoor on iile 20 loetakse kahjulikeks (Kircher jt.,

2014).

AH - aminohape
het — heterosiigoot
hom - homosiigoot

Krom. as. — kromosomaalne asukoht

MAF. — minoorse alleeli sagedus
NA — pole teada
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2.4. Arutelu

Kédesoleva t60 raames tOOtasin ldbi  kirjanduse ning panin  kokku nimekirja
kandidaatgeenidest, milles esinevaid geneetilisi variante on varasemalt seostatud mehe soolise
arengu héiretega, eelkdige hiipospaadia ning hiipogonadismiga. Néiteks eraldati 60 isoleeritud
hiipospaadiaga patsiendi DNA, ning uuriti varasemalt hiipospaadiaga seosatud geenide
variante. Uuringu tulemusena néidati, et FGF10 ja FGFR2 geneetilised variandid
suurendavad inimestes hiipospaadia tekke riski (Beleza-Meireles jt., 2007). Samuti on hiirtes
inaktiveeritud HOXAL3 geen, mille tulemusena oli hairitud nii Fgf8 kui Bmp7 ekspressioon
ning hiirtel kujunes hiipospaadia (Morgan jt., 2003). Leitud geenide produktide funktsioonid
sai jargmiselt alagruppideks jaotada: transkriptsioonifaktorid, retseptorid ja koretseptorid,
kasvufaktorid, muud funktsioonid. Mehe sooline areng on mdjutatud paljude geenide ning
erinevate valguliste produktide poolt. Kandidaatgeenide varieeruvuse alusel todtasin libi
patsiendi eksoomi sekveneerimise andmed.

Viimastel aastatel on uute haigustega seotud geneetiliste variantide tuvastamiseks
hakatud kasutama hiipoteesivaba suuremahulist analiiiisi, mille kdigus uuritakse koiki inimese
eksoomi ehk genoomi valke kodeerivad alasid (eksoneid). Kogu eksoomi analiilis (eksoomi
sekveneerimine) ja tulemuste interpretatsioon on lisandunud 2014. aastal Eesti Haigekassa
tervishoiuteenuste loetelusse. Eksoomi sekveneerimine diagnostilise analiilisina on kasutusel
vastslindinu- ja lapseeas avalduvate ebaselge etioloogiaga haiguste pohjuste uurimisel (nditeks
neuroloogilised ja ainevahetushdired). Eksoomi analiilis reproduktiivtervise korvalekallete
geneetiliste pohjuste tuvastamisel ei ole hetkel veel Eestis viga laia kasutust leidnud. Kuna nii
viljatus kui teised reproduktiivsiisteemi haigused on Kliiniliselt komplekssed, siis eksoomi
andmete tdlgendamine voOib olla keerukas ning seega ka vdhem levinud kliinilises
diagnostikas.

Tartu Ulikooli Molekulaar- ja Rakubioloogia instituudi inimese molekulaargeneetika
uurimisrithmal prof. Maris Laane juhendamisel on tugev koostsd SA TU Kliinikumi
Androloogiakeskusega (Dr. Margus Punab), kelle poole pddrdus hiipospaadia ning
idiopaatilise hiipergonadotroopse hiipogonadismi diagnoosiga patsient. Patsiendi eksoom
sekveneeriti Helsingi Ulikooli juures vastav teenust pakkuvas tuumiklaboris, kus viidi 1ibi ka
esmane andmete analiilis. Kandidaatgeenide varieeruvust patsiendi eksoomis uuriti kiesolevas
to0s.

Uheks t66 eesmirgiks oli kirjanduse libitddtamine, et edaspidi hdlbustada eksoomi
sekveneerimise andmete analiilisi. Seega keskendusin analiilisis ainult kandidaatgeenidele.

Uhtegi sobivat geenivarianti, mis oleks seotud patsiendi fenotiiiibiga, nende 32 geeni
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eksonites ei leidnud. Samas voib olla ka olukord, kus mitme heterosiigootse variandi
koosmdju erinevates geenilookusestes vaib viia patsiendi fenotiiiibini. Uhes uurimuses on
vélja toodud, et geenide AR (Androgen receptor) ning POR (P450 cytochrome oxireductase)
heterosiigootsed muutused on pdhjustanud patsiendil soolise arengu héire (46, XY) (Idkowiak
jt., 2010). Antud lahenemisel on mitu kitsaskohta. Uuring ei holmanud potentsiaalseid splais-
saitide mutatsioonide analiilise ja samuti mitte raaminihke mutatsioone. Samuti el
voimaldanud antud meetod tuvastada Y-kromosoomi iimberkorraldusi. Kuna leitud
heterosiigootsed variandid on nii SIFT kui PolyPhen ennustuse jargi tolereeritavad, siis tuleks
edasiseks analiiisimiseks modelleerida nende kodeeritud valkude 3D struktuur, et ldhemalt
néha, kuidas vdivad geneetilised muutused valkude funktsiooni muuta.

Kuna iihtegi patsiendi fenotiilibiga seostatavat geneetilist varianti ei leitud, siis on
plaanis vaadata ka faili, kus on vilja toodud insertsioonid-deletsioonid, mis eksoomi
sekveneerimisest vilja tulid. Antud failile tuleks rakendada PSAP késurida. Tuleks liikuda
hiipoteesipohisest analiiiisist edasi hiipoteesivabale analiilisile ning analiiiisida kogu patsiendi
eksoom. Vaadelda ka splaissaitide mutatsioone ning insertsioone ja deletsioone, mis vdivad

tekitada raaminihke mutatsioone.
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KOKKUVOTE

Kédesolevas uurimistods andsin iilevaate mehe suguelundkonna arengust nii pre- Kkui
postnataalselt ning Oigest funktsioneerimisest tdiskasvanueas. Tdhelepanu pOdrasin mehe
suguelundkonna arengu hiiretele, mida voivad pdhjustada nii geneetilised kui keskkonna
faktorid. Suuremasse fookusesse votsin hiipospaadia ning hiipogonadism, sest uuritaval
patsiendil oli just antud fenotiitip.

Eksperimentaalse osa eesmérgiks oli kirjandusest otsida kandidaatgeene, mille
geneetilised variandid voiksid viia hiipospaadia ning hiipogonadismi tekkeni ning vaadata,
kas antud geenide variandid leiduvad ka sama fenotiiiibiga patsiendi eksoomis. Patsiendi
eksoomi sekveneerimise andmed tootasin 1dbi ning analiiiisisin PSAP kédsureaga, mis on
mdeldud iiksiku patsiendi eksoomi andmete analiiiisiks. Koiki leitud mittestinoniitimseid
asendusi geenides analiitisisin eraldi ning otsisin andmebaasidest antud variantide varasemat
seostatust mone haigusega.

T66 tulemusena moodustus nimekiri geenidest, mille variante on varasemalt seostatud
mehe soolise arengu hédiretega. Patsiendi eksoomist leidsin antud geenide hulgast 10 varianti,
millest kuus olid siinoniitimsed ning neli mittesiinoniitimsed, asudes geenides AMH, BMP7,
EPHB2, IRX5. Uhtegi kandidaatgeenide varianti patsiendi fenotiiiibiga ei seostanud. P&hjus
vOib olla oluliste geenide viljajdamisel kandidaatgeenide nimekirjast, heterosiigootsete
variantide koosmojul, insertsioonide voi deletsioonide esinemisel patsiendi eksoomis.

Tulevikus tuleks kindlasti analiiiisida patsiendi eksoomi hiipoteesivabalt ning
analiiiisida ka eksoomis leiduvaid insertsioone ning deletsioone. Tahelepanu tuleks poodrata ka

voimalike heterostigootsete variantide koosmojule.
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Genetical causes of male reproductive system developmental using single patient’s

exome sequencing data

Eveliis Koppel

SUMMARY

Disorder of sexual development is a congenital condition, which can be indentified as
anomalies in chromosomes, reproductive system or phenotype. However, only 13% of all
reproductive disorders get the right genetical diagnosis (Eggers jt., 2016).

Male sexual development is driven by genetical and environmental factors. The most
important part is from 7-14th weeks of gestation, when bipotential gonads first start
developing into male gonads (Welsh jt., 2008). It is important that correct genes are activated
at this time of development (Gilbert, 2010).

This study aimed to investigate genetic variants that could lead to disorders of sexual
development, especially hypospadias and hypogonadism. In this study, a patient’s exome
sequencing data was compared with the list of candidate genes. The patient had been
previously diagnosed with hypospadias and hypogonadism.

Aming the 32 candidate genes, 10 variants were detected in the patient’s exome. Six of
them were synonymous and four nonsynonymous. The nonsynonymous variants were in
AMH, BMP7, EPHB2, IRX5 genes. In the detailed assessment of the background knowledge, |
concluded that none of these variants were associated with patient’s phenotype.

Patient’s phenotype is very complex and could also be caused by heterozygous
mutatsions in different genes or concurrence of different genetic variants rather than one

mutation. Further hypothesis-free investigation of the patient’s exome is foreseen.
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