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Infoleht

Harvade variantide analiiiis poliitsiistiliste munasarjade siindroomiga seotud

geneetiliste variantide tuvastamiseks

Poliitsiistiliste munasarjade siindroom (ingl k Polycystic Ovary Syndrome, PCOQOS) on
maailmas laialt levinud endokriinne komplekshaigus reproduktiivses eas olevatel naistel.
Haigust iseloomustavad paljud erinevad tunnused nagu nditeks hiiperandrogenism,
munasarjade tsiistiline morfoloogia, insuliinresistentsus ning iilekaal v4i rasvumine. Haiguse
etioloogia on siiani jddnud ebaselgeks, selle leidmiseks on 1dbi viidud mitmeid sagedastele
variantidele keskenduvaid iilegenoomseid assotsiatsiooniuuringuid, mis on pakkunud mitmeid
kandidaatgeene. Uheks uuemaks viisiks leida siiani tabamatuks jainud PCOS-i peidetud
parilikkust on harvade variantide analiiiis, mis on ladbiviidud ka kdesoleva magistritoo raames,

kasutades selleks Eesti populatsioonist périt indiviide.
Mirksonad: poliitsiistiliste munasarjade siindroom, PCOS, harvade variantide analiiiis

CERCS kood: T490, biotehnoloogia

Rare variant analysis to find genetic variants associated with polycystic ovary syndrome

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is a common complex disease among women in
reproductive age. PCOS is characterized by different traits among which are
hyperandrogenism, polycystic ovarian morphology, insulin resistance and overweight or
obesity. The etiology of the disease remains unknown, but different genome-wide association
studies, using common variants, have revealed many candidate genes. New approach in order
to find the so-called missing heritability of PCOS is rare variant analysis. Under this
Master’s thesis, a rare variant analysis using Estonian cohort is conducted in order to find

possible associations between rare variants and PCOS.
Keywords: polycystic ovary syndrome, PCOS, rare variant analysis
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Sissejuhatus

Poliitsiistiliste munasarjade siindroom on komplekshaigus, mis esineb kuni kiimnel protsendil
reproduktiivses eas olevatel naistel, olles seega iiks enamlevinud endokriinseid haiguseid.
Stindroomi iseloomustavad mitmed siimptomid, mille hulka kuuluvad néiteks poliitsiistilised

munasarjad, menstruaaltsiiklihdired ja hormonaalsed haired.

PCOS-i geneetilisi pohjuseid on varasemalt uuritud nii aheldusanaliiiisides kui ka
ilegenoomsetes assotsiatsiooniuuringutes, mis on kiill paljastanud mitmeid seotud lookuseid,
kuid sellest hoolimata on suur osa PCOS-i geneetilisest taustast seni tuvastamata (Day et al.,
2015; Hayes et al., 2015).

Uks voimalikke ja seni viheuuritud PCOS-i geneetilise eelsoodumuse allikaid on harvad
genoomsed variandid. Lisaks on vdimalik, et ka teadaolevad assotsiatsioonid sagedaste
geneetiliste variantidega on pohjustatud samades piirkondades leiduvate ja sagedaste
variantidega aheldunud harvade kausaalsete variantide poolt. Seetottu uuringi antud t60s
kodeerivad harvu variante, millel v3ib olla otsene pohjuslik mdju PCOS-i tekkimisel. Leides
geneetilisi variante, mis mdjutavad PCOS-iga seotud geene ja nende funktsioone, oleks
voimalik edasi uurida just nimelt assotsieerunud geenide funktsioone. See aitaks kaasa
haiguse bioloogilise tausta paremale mdistmisele ja vdimaldaks tulevikus hakata otsima

taiendavaid diagnostika ja ravivoimalusi.

Kiesolev magistritdd on valminud Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramus ja selle eesmirgiks on
labi viia hiipoteesivaba harvade variantide analiiiis, mille sihiks on leida assotsiatsioone

poliitsiistiliste munasarjade siindroomiga.



1. Kirjanduse iillevaade

1.1 Poliitsiistiliste munasarjade siindroom

1.1.1. PCOS-i fenotiiiip

Poliitsiistiliste munasarjade siindroom (ingl k Polycystic Ovary Syndrome, PCOS) on haigus,
mille esmakirjeldus jddb aastasse 1935 ning mis on iiks enimlevinud kompleksseid
endokriinseid metaboolseid haigusi reproduktiivses eas naistel (Azziz et al., 2009). PCOS-i
podejaid on kirjanduse andmetel tédnasel pdeval kogu maailmas ligikaudu 7-15%, soltuvalt
kasutatavast diagnoosikriteeriumist. Diagnoosimisel kasutatakse kolme peamise tunnusena
menstruaaltsiikli héireid, hiiperandrogenismi ehk korgenenud meessuguhormoonid taset ning

tsiistilise morfoloogiaga munasarjade esinemist (Diamanti-Kandarakis ja Dunaif, 2012).

PCOS-i kdige isedralikumaks tunnuseks on poliitsiistilised munasarjad, kuid lisaks leidub veel
teisi kliinilisi ja biokeemilisi tunnuseid, mis siindroomi iseloomustavad: nagu néiteks viljatus,
androgeenide, insuliini ja luteiniseeriva hormooni kdrgenenud kontsentratsioon seerumis ning
viahenenud insuliintundlikkus (Crosignani ja Nicolosi, 2001). Hiiperandrogenism, mis on
oluline siindroomi tunnus, diagnoositakse PCOS-i puhul juhul, kui haigel esineb hirsutism
ehk liigne karvakasv, androgeenne alopeetsia ehk meestiilipi juuksekadu, akne voi
korgenenud androgeenide tase (Diamanti-Kandarakis et al., 1999; Sirmans ja Pate, 2013;
Zhang et al., 2013). PCOS-i metaboolne fenotiiiip sisaldab eeskitt selliseid omavahel tihedalt
seotud siimptomeid nagu metaboolne siindroom, insuliinresistentsus, iilekaal voi rasvumine ja
suurenenud risk tiitip II diabeediks (Casarini ja Brigante, 2014; Diamanti-Kandarakis et al.,
1999; Diamanti-Kandarakis ja Dunaif, 2012). On niidatud, et metaboolne fenotiilip on
levinud rohkem Kesk-Aasias ning Ameerikas, samal ajal kui hiiperandrogeenne fenotiiiip on

rohkem esindatud Euroopas ning teistes maailma piirkondades (Casarini ja Brigante, 2014).

PCOS-ile iseloomulikud anovulatsioon ja oligo-ovulatsioon ning hiiperandrogenism, on
peamiselt pdhjustatud ebakorrapérasest gonadotropiinide, mille perekonda kuuluvad ka
luteiniseeriv hormoon (ingl k Luteinizing Hormone, LH) ja folliikuleid stimuleeriv hormoon
(ingl k Follicle-Stimulating Hormone, FSH), sekretsioonist (Diamanti-Kandarakis ja Dunaif,
2012). Korgenenud LH tase stimuleerib munasarjades testosterooni tootmist ning PCOS-i
puhul ongi kdrgenenud androgeenide produktsioon osaliselt LH-sdltuv. Teisel gonadotropiinil
FSH-il on keskne roll munasarja follikulogeneesis. PCOS-iga naistel on follikulogenees
hairitud tingituna eeskitt just FSH sekreteerimise vaegusest (S Franks ja Hardy, 2010; Franks
et al., 2008). Korgenenud testosteroonitaseme tagasiside hiipotaalamusele pohjustab
7



omakorda ebakorrapdrast gonadotropiini vabanemist (Hayes et al., 2015). Katseloomade
puhul on ndidatud, et PCOS-ile omane fenotiiiip tekkis juhul, kui neile kriitilisel arenguhetkel
tdiendavalt androgeene manustati, millest v3iks jareldada, et sarnane mehhanism voib toimida
ka inimorganismis (Abbott et al., 2002). Lisaks leidub PCOS-i puhul gonadotropiin-sdltuvas
prenataalsete folliikulite arengus anormaalsusi, mille tulemuseks on primaarsete folliikulite
liig vorrelduna normaalsete munasarjadega (Hayes et al., 2015). Siiski on oluline vélja tuua,
et rohkem kui 20 protsendil regulaarse menstruaaltsiikliga naistel, eriti just noortel naistel,
esinevad munasarjades tsiistid, ehkki nad ei poe PCOS-i (Johnstone et al., 2010). Peamised

PCOS-i siimptomid, mida kasutatakse ka haiguse diagnoosimiseks, on vélja toodud joonisel 1.

hiiperandrogenism

Joonis 1. PCOS-i peamised tunnused. PCOS-i diagnoosimise kriteeriumid sisaldavad kahte
voi rohkemat joonisel esitatud tunnustest: hiiperandrogenism, menstruaaltsiikli hdired ja
poliitsiistilised munasarjad. (mugandatud Diamanti-Kandarkis ja Dunaif jargi, 2012).

Uuringutes on tidiendavalt ndidatud, et PCOS-iga kaasnev hiiperandrogenism on iilekaalulistel
ja normaalkaalulistel patsientidel tingitud erinevatest aspektidest. Nimelt on piistitatud
hiipotees, et {ilekaalulistel PCOS-i patsientidel on hiiperandrogenismi pd&hjuseks
hiiperinsulineemia (olukord, kus kehas ringleb liigselt insuliini), mis toob kaasa suurenenud
androgeenide produktsiooni. Normaalkaalulistel aga liigsest kasvuhormooni ja LH tasemest
(Insler et al., 1993). Nimelt normaalne munasarja funktsioon on kontrollitud peamiselt LH ja

FSH poolt, mida toodetakse ajuripatsis ja mille sekreteerimist reguleerib gonadotropiine
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vabastav hormoon (ingl k Gonadotrophin Releasing Hormone, GnRH). Rasvarakkudest
tulenev hormoon leptiin ja pankreasest (ning ka munasarjast) tulenev insuliin muudavad
kattesaadavaks Ostradiooli ja testosterooni, mojutades seeldbi suguhormoone siduva globuliini
(Sex Hormone-Biding Globulin, SHBG) produktsiooni maksast. Kui aga inimene on
tilekaaluline, siis kaasnevad sellega erinevad muutused, sealhulgas suurenenud rasvarakkude
hulk ning kdrgenenud leptiini, insuliini ja LH tase (FSH tase samal ajal ei muutu). Nimetatud
muutuste kogumojuna hakatakse testosterooni liias tootma ning folliikulid ei arene 10puni
vilja, mistottu on ka progesterooni tase madal. Neid muutuseid siivendab lisaks veel insuliini
poolt pohjustatud SHBG vihenemine, mis omakorda véimendab munasarjade poolt toodetava

testosterooni tdusu (joonis 2). (Sharpe ja Franks, 2002).

Ulekaal/PCOS

viib seetottu munasarja

l vahendab SHEGtaset ja
suurenenud androgeenide

Joonis 2. Hormonaalsed muutused ja nende tagajirg iilekaalulistel PCOS-iga
indiviididel (mugandatud Sharpe ja Franks jérgi, 2012). Ulekaalulistel on kdrgenenud
leptiini, LH ja insuliini tase. Tekkiv hiiperinsulineemia toob kaasa SHGB taseme languse ning
see viib korgenenud androgeenide tootmiseni munasarjades. Leptiini ning LH taseme tdusuga
kaasneb samuti testosterooni liias tootmine. See koik viib olukorrani, kus folliikulid ei arene
16puni, tekib anovulatsioon, mistottuon ka progesterooni tase madal. Androgeenide liig toob
omakorda kaasa hiiperandrogenismi, mille siimptomite alla kuulub ka hirsutism.
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Lisaks on oluliseks PCOS-i siimptomiks viljatus, mida esineb ligikaudu 40% haigetest
naistest (Teede et al., 2010). Kui tervel naisel folliikulid kiipsevad ja munarakk vabastatakse
igas menstruaaltsiiklis, siis PCOS-i puhul ei toodeta piisavalt hormoone selleks, et folliikul
10puni areneks, mis pShjustab olukorra, kus munarakk ei vabane ning ovulatsiooni ei teki, mis

omakorda toobki kaasa viljatuse (joonis 3) (Hart et al., 2004).

Primordiaalne Sekundaarne
folliikul Primaarne folliikul
folliikul J

Areng peatub

s S

o)
S ‘ )
i o B ‘0.‘@")\\ Ebakiipsed
Corpus albicans / . folliikulid
Ovulatsioon
Corpus luteum
Normaalne munasari Poliitsiistiline munasari

Joonis 3. Follikukogenees tervetel ja PCOS-iga naistel. PCOS-i puhul folliikuli areng
peatub ning ovulatsiooni ei toimu. Ebakiipsed folliikulid jadvad munasarja ning pdhjustavad
tsiistilise munasarja. (mugandatud http://www.clearpassage.com/what-you-should-know-
about-pcos/ (kasutatud 06.05.2016)).

PCOS-i siimptomite leevendamise iiheks koige efektiivsemaks viisiks on elustiili muutmine —
eelkdige kaalukaotus. Ligikaudu 50% PCOS-iga naistest on iilekaalulised voi rasvunud
(Domecq et al., 2013). Lisaks on teada, et rasvumine siivendab mairgatavalt PCOS-i
stimptomeid ja sellel vdib olla oluline roll hiiperandrogenismi ja kroonilise anovulatsiooni
tekkimisel (Yildiz et al., 2008). Suurenenud rasvkoe hulka on seostatud arvukate

suguhormoonide metabolismihdiretega, sealhulgas suurenenud androgeenide tootmisega.
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Taiendavalt on tdheldatud, et rasvunud PCOS-i patsientidel on kardiovaskulaarste ja
metaboolsete haiguste risk mérgatavalt kdrgem kui neil, kes on normaalses kaaluvahemikus
(Cattrall ja Healy, 2004; Daan et al., 2014). Sellest tulenevalt on kaalulangetamine iiheks
koige efektiivsemaks haiguse leevendamise meetodiks, see kiill ei ravi haigusest terveks, kuid

leevendab tunduvalt olemasolevaid siimptomeid (Domecq et al., 2013; Moran et al., 2013).

1.1.1.1. PCOS-i diagnoosimise kriteeriumid

Tulenevalt asjaolust, et PCOS-i tdpsed pohjused on siiani jaanud ebaselgeks ja haiguse
Kliiniline pilt on védga varieeruv ning mitmekesine, on ka diagnoosimiseks kasutusel erinevad
kriteeriumid (Diamanti-Kandarakis ja Dunaif, 2012). Esimene kriteerium, mille jargi PCOS-i
diagnoosima hakati, on National Institutes of Health ehk NIH kriteerium. Nimetatud
kriteeriumi kohaselt peavad PCOS-i diagnoosi panemiseks inimesel esinema kas kliiniline voi
biokeemiline hiiperandrogenism ja krooniline an- voi oligo-ovulatsioon ning vélistatud
peavad olema haigused, millel on sarnased siimptomid (nditeks kaasasiindinud neerupealiste
hiiperplaasia, Cushingi siindroom ning androgeene eritavad kasvajad) (Azziz et al., 2004,
Diamanti-Kandarakis ja Dunaif, 2012; Teede et al., 2010). Pdhjus, miks NIH kriteeriumi
hulka ei lisatud poliitsiistilisi munasarju, seisnes selles, et 20-30 protsendil naistest, kellel oli
regulaarne menstruaaltsiikkel, leiti ultrahelivaatluse kdigus munasarjadest tsiiste (Polson et
al., 1988). NIH-le jirgnes ESHRE/ASRM ehk Rotterdami kriteerium, mis lisas
diagnoosimiseks vdimalike siimptomite hulka poliitsiistilised munasarjad. Teisisonu peavad
PCOS-i diagnoosimiseks Rotterdami kriteeriumi jérgi esinema vahemalt kaks jargnevast
kolmest stimptomist: Kliiniline voi  biokeemiline hiiperandrogenism (defineeritud Kui
korgenenud seerumi androgeenide tase vOi hirsutism ja/vdi akne), an- voi oligo-ovulatsioon
ning poliitsiistilised munasarjad. Rotterdami kriteerium kasutuselevotmine tdi kaasa selle, et
PCOS-i diagnoosi alla koondusid mitmed erinevad fenotiiiibid. Néiteks voib sama diagnoos
olla naisel, kellel on poliitsiistilised munasarjad ja hiiperandrogenism, aga mitte anovulatsioon
vOi naised, kellel on anovulatsioon ja poliitsiistilised munasarjad, kuid ei esine
hiiperandrogenismi (Teede et al., 2010). Teades, et haigete fenotiilip on varieeruv, ei ole siiani
olnud vdimalik kindlalt delda, kas erinevate PCOS-i fenotiilipide geneetiline taust on samuti

erinev voi mitte (Hayes et al., 2015).
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2006. aastal tuli vilja kolmas niinimetatud Androgen Excess and PCOS Society kriteerium,
mis nduab diagnoosimiseks seda, et esineks nii hiiperandrogenism, poliitsiistilised munasarjad
kui ka an- voi oligo-ovulatsioon (Azziz et al., 2006). Androgen Excess and PCOS Society
kriteerium on neist kolmest kdige rangem ning sellele tuginedes on siindroomi maidramine
koige tédpsemalt piiritletud ja puudub vdimalus, et siindroomi kandjatel on iiksteisest erinev
fenotiilip. Lisaks on joutud konsensusele, et NIH kriteeriumit jargides on kdige suurem risk
madratleda PCOS-ina insuliinresistentsusega fenotiilipi, mis on ennckodike seotud ka
metaboolsete tunnusjoontega, samal ajal kui teise kahe kriteeriumi korral on PCOS-i
patsientide metaboolne risk viiksem (Diamanti-Kandarakis ja Dunaif, 2012). Téiendavalt,
PCOS-i esinemissagedus reproduktiivses eas olevate naiste seas sOltub samuti sellest,
missugust diagnoosikriteeriumit on kasutatud (Sirmans ja Pate, 2013). Ulevaade kolmest

diagnoosikriteeriumist asub tabelis 1.

Tabel 1. PCOS-i diagnoosikriteeriumid

ESHRE/ASRM ehk Androgen Excess and PCOS

NIH .
Rotterdam Society
PCOS diagnoositakse kui kdik  PCOS diagnoositakse, kui PCOS diagnoositakse kui kdik
kolm jérgnevat punkti on esineb kaks kolmest tunnusest:  kolm jargnevat punkti on
taidetud: taidetud:

e Kkliiniline voi e Kkliiniline voi e Kkliiniline voi
biokeemiline biokeemiline biokeemiline
hiiperandrogenism hiiperandrogenism hiiperandrogenism

e an- voi oligo- e an- voi oligo- e an- voi oligo-
ovulatsioon ovulatsioon ovulatsioon

. e poliitsiistiliste e poliitsiistiliste

e vilistatud on sarnaste ) )

. ) munasarjade munasarjade
siimptomitega haigused ) )
morfoloogia morfoloogia

1.1.2 PCOS-i pirilikkus

Hoolimata sellest, et PCOS on laialt levinud haigus, ei ole selle etioloogia senini 15plikult
selge. Uuringutest on kiill selgunud, et haigusel on olemas péritav komponent ja vélja on
pakutud mitmeid kandidaatgeene, kuid sajaprotsendiliselt ei ole haiguse péritolu osas

konsensusele joutud (Day et al., 2015; Hayes et al., 2015; Shi et al., 2012; Welt et al., 2012).
12



2006. aastal viisid Vink jt Hollandis 1&bi kaksikute uuringu eesmirgiga hinnata PCOS-i
péritavust. Uuringus kasutati 1332 ithemunakaksikute ja 1873 kahemunakaksikute paari
andmeid ning PCOS-i diagnoosimisel ldhtuti Rotterdami kriteeriumist (Vink et al., 2006).
Uuringu tulemusena leiti, et PCOS-i paritavus on kuni 79 protsenti. (Vink et al., 2006).

Kaks aastat hiljem, 2008. aastal, avaldasid Franks jt t66, mille hiipotees oli, et munasarjade
morfoloogia on périlike biokeemiliste tunnuste markeriks. Munasarjade morfoloogia
parilikkust uuriti sellepdrast, et nii hiiperandrogenismil kui ka metaboolsetel anormaalsustel
on PCOS-i puhul olemas perekondlik koosesinemine (Yildiz et al., 2003). Uuringusse
kaasatud katseisikutel (n=125) oli PCOS diagnoositud juhul, kui neil esines anovulatsioon,
ja/voi hiiperandrogenism ja poliitsiistilised munasarjad. Lisaks kuulusid valimisse oed, kellel
olid poliitsiistilised munasarjad, soltumata sellest, kas neil esines muid PCOS-ile
iseloomulikke siimptomeid voi mitte ja ded, kellel oli normaalne munasarja morfoloogia. T66
tulemustest jareldasid Franks jt, et androgeenide kontsentratsiooni ja munasarja morfoloogia
vahel on viga tugev seos, sOltumata teistest kliinilistest tunnustest (Franks et al., 2008).
PCOS-i perekondlikku klasterdumist uurivates toddes keskendutakse peamiselt munasarjade
morfoloogiale, menstruaaltsiikli héiretel ja hiiperandrogenismi siimptomitele. Samuti on
selliste uuringute kaigus tdheldatud, et PCOS-iga naiste meessoost sugulastel esineb

sagedamini enneaegset kiilanemist ehk alopeetsiat (Crosignani ja Nicolosi, 2001).

1.1.3 PCOS-i geneetika

Mitmetest uuringutest on selgunud, et PCOS-il on olemas tugev geneetiline komponent.
Geneetiliste uuringute kaudu on voimalik tuvastada peamisi haigusega seotud geene ja
signaaliradu aidates seeldbi PCOS-i etioloogiat paremini mdista (Day et al., 2015). Lébi
viidud kandidaatgeeniuuringuid on vélja pakkunud erinevaid geene, mis vdiksid haigusega
seotud olla. Paraku ei ole enamik neist leitud seostest hilisemates uuringutes replitseerunud,
seda eelkdige uuringute madala voimsuse ja viikese valimi tottu (Barber ja Franks, 2013).
Assotsiatsiooniuuringute kdigus on uuritud vdhemalt 70 erinevat kandidaatgeeni, mis on
peamiselt seotud suguhormoonide, insuliinresistentsuse ja poletikuliste protsessidega, nagu
néiteks folliikuleid stimuleeriva hormooni retseptor (FSHR), insuliini retseptor (INSR) ja
interleukiin-6 (IL6) (Chen et al., 2011). Ulegenoomsed assotsiatsiooniuuringud on olnud
heaks meetodiks PCOS-i uurimisel seetdttu, et need on hiipoteesivabad ja ei eelda varasemat

haiguse patogeneesi téielikku moistmist. See vdimaldab esile kerkida uutel patogeneesi
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radadel ja mehhanismidel, mis voivad PCOS-i kujunemisega seotud olla (Barber ja Franks,
2013).

Uhed suurematest iilegenoomsetest assotsiatsioonianaliiiisidest, mis seni seoses PCOS-iga
teostatud, on 1abi viidud han-hiinlaste seas. Chen jt teostasid uuringu, kus uurisid 744 PCOS-i
juhtu ja 895 kontrollindiviidi ning viisid seejérel ldbi 2-astmelise replikatsiooni: esimese
pOhja han-hiinlaste seas (2840 juhtu ja 5012 kontrolli) ning teise 16una ja kesk han-hiinlaste
seas (498 juhtu ja 780 kontrolli). Koik sealsed PCOS-i juhud olid diagnoositud 1dhtudes 2003.
aasta Rotterdami kriteeriumist. Uuringu tulemusena leiti kolm uut PCOS-iga assotsieeruvat
lookust (Chen et al., 2011). Teine suuremahuline uuring han-hiinlaste seas kinnitas eelnevalt
leitud kolme lookust ning lisaks tuvastati kaheksa uut assotsiatsiooni, mis asusid geenide
C9orf3, YAP1, RAB5B, HMGA2, TOX3, INSR, SUMO1P1 ja FSHR ldheduses (Shi et al.,
2012). Siiski ei ole enamik tulemusi, mis on leitud han-hiinlastega 14bi viidud uuringutes, seni
veel Euroopa péritolu valimiga uuringutes replitseerunud (Day et al., 2015; Goodarzi et al.,
2012; Welt et al., 2012). Pohjus voib peituda asjaolus, et han-hiinlaste kohordis saadud
tulemused on omased just sealsele piirkonnale ega avaldu teistes kohortides, sealhulgas

Euroopa péritolu valimis.

2015. aastal avaldasid Hayes jt t60, mille eesmirk oli leida siindroomiga vdimalikus seoses
olevaid uusi lookuseid, kasutades NIH kriteeriumit, mille kasutamisel on PCOS-i patsientide
hulgas enim metaboolsete haiguste ja kdrgenenud suguhormoonide tasemega haigeid (Hayes
et al., 2015). Uuringus viidi esmalt 18bi lilegenoomne assotsiatsiooniuuring (ingl k genome-
wide association study, GWAS), milles kasutati 984 PCOS-i juhtu ja 2964 kontrolli. Sarnaselt
han-hiinlaste suuremahulisele uuringule viisid ka Hayes jt oma t60s ldbi kaheetapilise
replikatsiooni, mille esimeses etapis kasutati 1799 PCOS-i juhtu ning 1231 kontrolli. Teises
replikatsioonis kasutati 24 parimat tulemust, mis saadi pohiuuringu ja esimese replikatsiooni
meta-analiilisist ning see viidi 1dbi tdiendava 217 PCOS-i juhu ja 1335 kontrolliga (Hayes et
al., 2015). Teostatud GWAS-ist ilmnes kolm lookust, mis olid iilegenoomselt olulised ja need
paiknesid geenide DGKI, CASC2 ja FSHB/ARL14EP liheduses. Nimetatud geenid on
vastavalt seotud testosterooni, folliikuleid stimuleeriva hormooni ja luteiniseeriva hormooni
tasemetega (Hayes et al., 2015). Kombineerides kolm analiitisi (GWAS ja
replikatsioonianaliiiisid), leiti kaks uut lookust, mis iiletasid {ilegenoomse statistilise olulisuse
ning need asusid geenide GATA4/NEIL2 ja FSHB/ARL14EP ldheduses. Taiendavalt oli
iilegenoomselt oluline veel {iks lookus, mis oli {iles kerkinud ka Shi jt poolt 1dbi viidud han-

hiinlaste t66s ning selleks oli lookus C90rf3/FANCC lidheduses. Need leiud viitavad sellele, et
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FSH geneetiline varieeruvus omab olulist rolli PCOS-i etioloogias Euroopa paritoluga naistel,
kes on diagnoositud NIH kriteeriumi pohjal (Hayes et al., 2015). Teine uus lookus, mis
Euroopa paritolu valimis PCOS-iga assotsieerus, asus GATA4 ja NEIL2 ldheduses. GATA4 on
geen, mis kodeerib tsinksdrme transkriptsioonifaktorit, mis omakorda reguleerib gonaadide

arengut ja steroidogeensete (ingl k steroidogenic) geenide transkriptsiooni.

Hayes jt kohandasid oma uuringut kehamassiindeksile, kuna see on PCOS-iga tugevas seoses.
Oluline tdhelepanek nende t6ost oli see, et nad ei tuvastanud iihtegi tilegenoomse olulisusega
assotsiatsiooni PCOS-i ja teadaolevate rasvumise ega tiitip 2 diabeediga seotud geenide vahel.
Sellest voib jareldada, et geenid, mis on olulised kehamassiindeksi seisukohast, ei pruugi

omada PCOS-i geneetikas olulist moju. (Hayes et al., 2015).

Jargmine mahukas uuring, mille valimisse kuulusid Euroopa péritolu indiviidid, viidi 1dbi Day
jt poolt. Valim koosnes 5184 ise raporteeritud (ingl k self-reported) PCOS-i juhust ja 82 759
kontrollist ning kontrolluuringu valimisse kuulus 2000 kliiniliselt kinnitatud PCOS-i juhtu ja
100 000 kontrolli. Uuringu tulemusena leiti kuus signaali, mis olid iilegenoomset olulised:
neli uut leidu ning kaks varasemalt teistes uuringutes kirjeldatud lookust (Day et al., 2015).
K&ik leitud signaalid olid vdhemalt nominaalselt olulised (p-véértus <0,05), kasutades ainult
Kliiniliselt valideeritud PCOS-i juhte. Tugevaima uudse signaali andis Day jt t66s lookus
ERBB4/HER4 intronis, mis kodeerib epidermaalse kasvufaktori retseptori perekonna (EGFR)
litkmeid. Voib-olla kdige huvipakkuvam assotsiatsioon, mis uuringust ilmnes, oli signaal, mis
asus geeni FSHB ldheduses. Huvitav on tulemus seetdttu, et Day jt lugesid seda kiill uudseks
signaaliks, kuid tegelikkuses olid seda vahetult enne artikli ilmumist kirjeldanud Euroopa
paritolu valimi seas Hayes jt (Day et al., 2015; Hayes et al., 2015). Tulenevalt sellest, et
FSHB ilmnes molemas suures Euroopa péritolu valimiga ldbiviidud uuringus ning see on
seotud follikulogeneesi ja korgenenud LH/FSH suhtega, voib seda lugeda tugevaks PCOS-i
kandidaatgeeniks. Teised varasemalt Kirjeldamata signaalid, mis ilmnesid, asusid geenide
RAD50 ja KRR1 ldheduses, mis on vastavalt seotud DNA kaksikahelalise katke parandamise

ja ribosoomi assambleerimise (ingl k assembly) faktori kodeerimisega (Day et al., 2015).

Day jt vordlesid oma tulemusi lisaks veel kahe suure han-hiinlaste seas labiviidud uuringuga
(Chen et al., 2011; Shi et al., 2012). Uheteistkiimnest han-hiinlaste valimis leitud
assotsiatsioonist ilmnes Euroopa péritoluga uuringus vaid kaks geeni, milleks olid YAP1 ja
THADA. Ulejiinud iiheksa tugevat assotsiatsiooni, mis Chen jt ning Shi jt tdddes esile

kerkisid, ei ndidanud Day jt t60s iilegenoomset statistilist olulisust. Sellised tulemused vdivad
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peegeldada Hiina ja Euroopa piritolu gruppide alleelse struktuuri erinevusi, mida on
varasemalt ka teistes toodes kirjeldatud (Mutharasan et al., 2013). Lisaks voib sellest
jareldada, et alleelsetest erinevustest tulenevalt voib olla keeruline nende kahe populatsiooni
vahel 14bi viia tavapdrast meta-analiiisi (Day et al., 2015). Veel iiks véga oluline jéreldus,
milleni artiklis jouti, on see, et haigusjuhtude ise raporteerimine on uuringu iilesehituse
seisukohast vaadatuna véga tOhus meetod. See vOdimaldab kasutada suuremal hulgal
haigusjuhte kui ainult kliiniliselt kinnitatud juhud ja annab seeldbi uuringule piisava
voimsuse, millega PCOS-iga assotsieeruvaid geneetilisi signaale otsida. Lisaks tdheldati, et
ise raporteeritud juhtude ja Kkliiniliselt kinnitatud juhtudega teostatud analiiiisid andsid
samavaarseid tulemusi. (Day et al., 2015). Suuremate PCOS-iga seotud uuringute kokkuvote

on toodud tabelis 2.

Tabel 2. Suuremate PCOS-i uuringute koondtabel. Vilja on toodud uuring, selle esimene
autor, valimi suurus ning téddest ilmnenud kandidaatgeenid. Juhtude ja kontrollide arvudes
on esimesena vélja toodud algse uuringu indiviidide arv ning peale pluss mérki sama uuringu
replikatsioonis olnud indiviidide arv (Chen jt t60 raames viidi 1dbi kaheastmeline
replikatsioon).

Uuring Han-hiina 1 Han-hiina2 Euroopa l (Hayes Euroopa 2 (Day
(Chenetal., 2011) Shi et al., et al., 2015) et al., 2015)
2012)
Juhtude arv 744+2840+498 1510+8226 5187+2000 984+1799
Kontrollide arv 895+5012+780 2016+7578 82 759+100 000 2964+1231
IImnenud FSHR FSHR GATA4/NEIL2 THADA
kandidaatgeenid THADA THADA C9orf3 ERBB4
DENND1A DENND1A FSHB RAD50
LHCGR FSHB
C9orf3 YAP1
YAP1 KRR1
RAB5B/SUOX
HMGA2
TOX3
INSR
SUMO1P1

16



1.2 Peidetud périlikkus

Ulegenoomsed assotsiatsiooniuuringud on vdimaldanud kiill saada viirtuslikke teadmisi
inimese geneetiliste haiguste kohta (Hindorff et al., 2009), kuid samas on komplekshaiguste
paritavusest siiani suur osa leidmata (Eichler et al., 2010; Manolio et al., 2009). Selles vallas
on ndha joudsat edasiminekut, nditeks inimese pikkusel, mis on samuti suure périliku
komponendiga (paritavus umbes 80%) komplekstunnus, suudeti 2008. aastaks kirjeldada 40
tolleks hetkeks leitud geneetilise variandi abil varieeruvusest ligikaudu 5 protsenti (Visscher,
2008). Aastaks 2010 oli leitud aga juba 180 pikkusega seostuvat lookust (Lango Allen et al.,
2010). Kasutades koiki sagedasi variante, suudeti Kirjeldada ligikaudu 45% pikkuse
geneetilisest varieeruvusest ning spekuleeriti teemadel, et suur osa seni kirjeldamata

varieeruvusest voiks olla seostunud harvade variantidega (Yang et al., 2010).

Ulegenoomsetes assotsiatsiooniuuringutes leitud geneetilised variandid on enamasti viikese
efetrisuurusega (Altmiiller et al., 2001; Manolio et al., 2009), mis on viinud vaidluseni selle
tile, kus voiks peituda komplekshaiguste peidetud parilikkus (ingl k missing heritability)
(Eichler et al., 2010). Peidetud périlikkuse olulisus seisneb selles, et markimisvdidrne osa
haiguse vastuvotlikkuse individuaalsetest erinevustest tuleneb geneetilistest faktoritest ja selle
geneetilise varieeruvuse moistmine vOib aidata kaasa haiguste paremale ennetamisele,

diagnoosile ja ravile (Manolio et al., 2009).

Peidetud parilikkusele on vilja pakutud mitmeid erinevaid seletusi, nditeks seni leidmata
arvukad viikese efektisuurusega geneetilised variandid, mida on olemasolevate
genotiipiseerimiskiipidega raske tuvastada; strukturaalsed variandid, mida on samuti seniste
kiipidega raske leida; geen-geen interaktsioonide tuvastamise vidhene vdimsus ning ebapiisav
keskkonnafaktorite arvesse votmine sugulaste vahel (Manolio et al., 2009). Ehkki konsensus
neile seletustele puudub, loetakse iiheks peidetud périlikkuse aluspdhimotteks harva variandi
— sagedase haiguse hiipoteesi, mis iitleb, et geneetilise haiguse, mis on populatsioonis sage
(levimus populatsioonis iile 1-5%), geneetilised pohjused ei pruugi peituda sagedaste
geneetiliste variantide hulgas nagu véidab sagedase variandi — sagedase haiguse hiipotees.
See-eest voivad aga haiguse pohjused holmata arvukaid riskialleele, mis koik on
populatsioonis haruldased ehk sagedast haigust voivad samaaegselt pohjustada mitmed
erinevad harvad variandid erinevates geenides. (Gibson, 2012; Schork et al., 2009). Harva

variandi — sagedase haiguse hiipotees margib, et sage poliigeenne haigus voib peegeldada
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mitmete harvade variantide konvergentsi samas geenis (alleelne heterogeensus) voi mitmetes

erinevates geenides (lookuse heterogeensus) (El-Fishawy, 2013).

Selle iile, kas peidetud périlikkus voib peituda harvades variantides (MAF <0,5%), on palju
spekuleeritud. Juhul kui MAF on vidga vidike, muutub assotsiatsiooni leidmise tdendosus
seniste genotiipiseerimiskiipidega vdga viikeseks, lisaks ei pruugi nende efektisuurus olla
piisav selleks, et need ilmneks klassikalise perekonna aheldatusanaliiiisi kdigus (Manolio et
al., 2009; McCarthy ja Hirschhorn, 2008). Véimalik on assotsiatsioone leida vaid juhul kui
nende variantide efektisuurus on viga suur nagu niiteks monogeensete haiguste puhul

(Manolio et al., 2009).

Hetkel on peamine ning koige tohusam viis harvade variantide leidmiseks sekveneerimine,
mis on suunatud kas kindlale regioonile vo6i kogu genoomile. Harvade variantide
identifitseerimine pohineb selliste genoomsete regioonide sekveneerimisel, mille 1dhedalt on
varasemate lilegenoomsete assotsiatsiooniuuringute kdigus leitud tugevaid ja korduvaid
sagedaste variantide assotsiatsioone, lisaks on sekveneeritud &adrmuslike fenotiilipidega
inimeste genoomist suuremaid fragmente (Manolio et al., 2009). Juhul kui puuduvad
varasemalt leitud assotsiatsioonid, mille Umbrust uurida, on voimalik sekveneerida
ekstreemsete kvantitatiivsete tunnustega indiviidide kandidaatgeene, mille kaudu on vdimalik
tuvastada nii sagedasi kui ka harvu variante (Kotowski et al., 2006; Manolio et al., 2009).
Alternatiivne voOimalus kiillaltki kallile sekveneerimisele on genotiipiseerimiskiipide
kasutamine. Nende puhul on aga problemaatiliseks asjaolu, et need on eelkdige disainitud
sagedaste variantide tarbeks ega suuda harvu variante piisavalt hésti tabada (Morris ja
Zeggini, 2010).

Teiseks oluliseks peidetud périlikkuse allikaks on keskkond. Geeni ja keskkonna
interaktsioonide suurim moju voib avalduda harvade alleelide puhul, mida on aga véga raske
leida juhtumi kaupa teostatavates uuringutes. Heaks niiteks on uuringud, kus vaadatakse,
kuidas keskkond mojutab transkriptoomi ja metaboloomi. (Eichler et al., 2010). Veel voiks
peidetud périlikkust otsida geneetilistest variatsioonidest, mis mdjutavad mittekodeerivate
RNA-de ekspressiooni. Naiteks 2010. aastal ilmunud Nicoloso jt to6s néidati, et SNP-d, mis
assotsieeruvad rinnavdhi riskiga, voivad olla osalised mikro-RNA geeniregulatsiooni

muutmises (Nicoloso et al., 2010).
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2. Ekperimentaalosa

2.1. To6 eesmirk

Kidesoleva magistritod eesmérgiks on harvu geneetilisi variante analiiisides uurida
poliitsiistiliste munasarjade siindroomi geneetilist tagapdhja. Antud uuringu kéigus teostasin
harvade geneetiliste variantide (MAF <1%) nii tiksiku markeri pohiseid kui ka geenipohiseid

analiiise.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Valim
Toos kasutasin kahte andmestikku: DNA proove, mis on kogutud prof Andres Salumetsa
to0grupi poolt Tartu Ulikooli Kliinikumi Naistekliinikus ning lisaks Tartu Ulikooli Eesti

Geenivaramu andmestikku.

Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu kohorti kuulub ligikaudu 52 000 tiiskasvanut (vanuses >
18), mis moodustab 5% Eesti tdiskasvanute populatsioonist. Koik proovid on kogutud
vabatahtlikelt geenidoonoritelt kdikidest maakondadest, tinu millele on kaetud Eesti inimeste
vanuseline, sooline ja geograafiline jaotumus. Biopanka kuuluvad ligikaudu 5,5% koigist
tidiskasvanud Eesti naistest ning meesdoonorite hulk Biopangas moodustab umbkaudu 3,4%

Eesti tdisealistest meestest. (Leitsalu et al., 2014).

Kvaliteedikontrolli 1dbinud valimisse kuulus 169 PCOS-i diagnoosiga naispatsienti.
Kontrollgrupp koosnes 4437 indiviidist, kelle hulka kuulus lisaks naistele (64%) ka mehi
(36%). Uuringus kasutati inimesi vanuses 18 kuni 69. Kontrollgrupi keskmiseks vanuseks oli
30,8 ja juhtude keskmine vanus oli 30,9. Kehamassiindeks oli vahemikus 14,5 kuni 58,4,
keskmise vaartusega 23,6 kontrollidel ja 26,2 juhtudel. Valimisse kuulunud indiviidide

iseloomustus on esitatud tabelis 3.
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Tabel 3. Valimi iseloomustus. Tabelis on véljatoodud uuringus osalenute arv, naiste hulk
juhtude ja kontrollide seas, valimi keskmine kehamassiindeks ja vanus.

Juhud Kontrollid
Indiviidide arv 169 4437
Naiste osakaal 100% 64%
Keskmine kehamassiindeks
26,2 (6,7) 23,6 (5,3)
(std hiilve)
Keskmine vanus (std héilve) 30,9 (8,5) 30,8 (7,4)

Tartu Ulikooli Kliinikumi Naistekliiniku proovide seas (n=110) oli PCOS fenotiiiip
defineeritud Rotterdami kriteeriumi jargi, kus PCOS diagnoositakse juhul, kui patsiendil

esineb jargnevatest simptomitest vihemalt kaks:

1. an- voi oligoovulatsioon,
2. hiiperandrogenism,

3. poliitsiistilised munasarjad.

Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu andmestikust périt juhtude (n=59) niol oli tegemist ise
raporteeritud juhtudega, mille kasutamine on geneetilistes uuringutes aktsepteeritav (Day et
al., 2015). Kontrollgrupi litkmed valiti geenidoonorite hulgast juhuslikult ja sellesse kuulusid

indiviidid, kellel teadaolevalt polnud PCOS-i diagnoositud.

Antud magistritdo raames ldabiviidud uuringutesse kaastatud geenidoonorid on selleks andnud
oma ndusoleku, samuti on uuring kooskdlastatud Tartu Ulikooli inimuuringute eetika-

komiteega (luba 234/T-12).

2.2.2. Genotiipiseerimine ja andmete kvaliteedikontroll

Selleks, et uurida kodeerivate variantide panust PCOS-i patogeneesi, genotiipiseeriti Tartu
Ulikooli Eesti Geenivaramu tuumiklaboris kommertsiaalse Illumina eksoomi kiibiga 169
juhtu ning 4437 kontrolli. Genotiipiseerimine viidi 1dbi Illmina Infinium CoreExome-24 v1.1
BeadChip kiibigal, mis vdimaldab teostada suureskaalalisi genotiipiseerimisuuringuid.

Nimetatud kiibi kogumarkerite arv on 551 839 ning iihele kiibile on vdimalik kanda kuni 24

! http://ww.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/documents/products/datasheets/datasheet_human_co
re_exome_beadchip.pdf
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proovi. Lisaks on RefSec? geenide hulgast antud kiibile kantud 374 258 markerit.
Genotiipiseerimise kdigus jargiti tootjapoolset laboriprotokolli ja kasutati tootja poolt

pakutavaid reaktiive.

Enne edasist analiiiisimist ning haiguse vdimalike pdhjuslike variantide analiitiside 1dbiviimist
teostasin genotiipiseerimisandmetele nii indiviidi- kui ka markeripShise kvaliteedikontrolli,

milles votsin arvesse jargnevalt vdljatoodud néitajaid.

Indiviidipdhine kvaliteedikontroll:

edukalt genotiipiseeritud markerite protsentuaalne osakaal indiviidil (ingl k Call Rate,
CR)

— heterostligootsus

— singleton SNP-de jaotus proovi kohta

— genotiilibijdrgse soo mittevastavus fenotiiiibi soole

— indiviidide omavaheline sugulus
Markerite kvaliteedikontroll:

— edukalt genotiipiseeritud indiviidide protsentuaalne osakaal markeril
— Hardy-Weinbergi tasakaalustatus (ingl k Hardy-Weinberg Equilibrium, HWE)
— Klastrite eraldusskoor

— GenTrain skoor

Uuringus analiitisisin vaid autosomaalseid ja X-kromosoomi. Kromosoomist Y, mitokondri
DNA-st ning X- ja Y-kromosoomi jagatavast pseudoautosomaalsest regioonist (XY)
parinevaid variante kaasatud ei ole. Indiviidide kvaliteedikontrolli jargselt eemaldasin
jargnevatest analiilisidest need, kelle CR oli viiksem kui 98% ja kelle heterosiligootsuse méar
oli oluliselt suurem keskmisest heterosiigootsusest (keskmine +3xstd hilve), lisaks
eemaldasin analiiisidest singleton-id, ehk geneetilised markerid, mis mérgivad regioonis vaid
iseend ega seostu tilejadnud regiooniga nagu seda teevad nditeks tag-SNP-d (Ke et al., 2008).
Juhul kui genotiipiseerimise jargne sugu ei vastanud fenotiiiibijargsele soole, eemaldasin
indiviid(id) uuringust. Selleks, et teha kindlaks, kas valimis leidub sugulasi, hindasin iga
indiviidide paari jaoks, kui suur on genoomis nende regioonide osakaal, mis on péritud iihiselt
eellaselt (ingl k ldentity by Descent, IBD). Sugulussuhteid omavateks on loetud indiviidide
paarid, kelle pi_hat skoor oli >0,3. Sugulaste eemaldamisel lahtusin sellest, et eemaldatud

2 http://www.nchi.nlm.nih.gov/refseq/
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saaksid indiviidid, kes on suguluses rohkema arvu teiste indiviididega, juht-kontroll paaride
vahel eemaldasin eelistatavalt kontrolli. Sugulussuhteid omavate juht-juht ja kontroll-kontroll

paaride korral jatsin uuringust vilja madalaima CR-iga indiviidi.

Lisaks eemaldasin edasistest uuringutest geneetilised variandid, mille CR jai alla 95%, HWE
p-vidrtus <1x10* Tiiendavalt jiid uuringutest vilja sellised markerid, mille
genotiipiseerimisel ei paigutunud need Kkindlatesse klastritesse (eraldusskoor <0,4) ning
markerid, mille GenTrain skoor oli <0,6. GenTrain skoor on kasutusel eesmérgiga eemaldada
sellised markerid, mille puhul ei suudeta genotiilipe Tlksteisest eristada. Tdiendavalt
eemaldasin uuringust halvasti genotiipiseeritavad HLA (inimese leukotsiitidi antigeen, ingl k
Human Leukocyte Antigen) regioonid, inversioone sisaldavad piirkonnad ja markerid, mille
MAF > 1%. Kvaliteedikontroll teostasin kasutades programmi PLINK v1.07 (Purcell et al.,
2007).

Indiviide, kes ldbisid kvaliteedikontrolli, oli 4606 (169 juhtu ja 4437 kontrolli). Lisaks
kaasasin uuringusse kvaliteedikontrolli ldbinud 197 892 markerit.

2.2.3. Andmete ettevalmistus analiiiisiks

Peamised genotiitibi variantide médramise meetodid on disainitud sagedasete variantide
tarbeks. See toob kaasa olukorra, kus harvade variantide puhul on hésti esindatud vaid
sagedaste alleelide homostigootide klaster, mis limiteerib klasterdamise algoritmide tShusust
(Goldstein et al., 2012). Illumina poolt pakutav geneetiliste variantide méaramine ei suuda
samuti niivord hésti harvu variante midrata, mistottu on kiesolevas magistritoos tdiendavaks

variantide miiramiseks kasutatud zCall-i.

Analiiiisieelselt teostasin VCF (ingl k Variant Call Format) annotatsiooni, kasutades selleks
gencode V14 andmebaasi, mida pakub EPACTS. VCF ise on failiformaat, mis sisaldab endas
andmeid genoomsete positsioonide kohta. Annotatsioon on oluline iiksiku nukleotiidi
variantide, insertsioonide ja deletsioonide interpreteerimiseks. Annoteerimine voimaldab
uurida nende muutuste funktsionaalseid tagajdrgi geenidele, identifitseerida geneetilisi
variante konserveerunud regioonides ning 1000 Genoomi Projektis viljatoodud geneetilistes
variantides (Wang et al., 2010) .
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2.2.4. Geneetiline stratifikatsioon

Geneetiline stratifikatsioon on siistemaatiline alleelisageduste erinevus populatsiooni sees voi
populatsioonide vahel, mis tuleneb erinevast geneetilisest taustast (Kiezun et al., 2012).
Populatsioonistratifikatsioon vaib assotsiatsiooniuuringutes tekitada valepositiivseid tulemusi.
Lisaks voivad populatsioonistratifikatsiooni tdttu ilmneda assotsiatsioonid mitte uuritava
tunnuse ja geneetilise variandi vahel, vaid assotsiatsioonid, mis eristavad niiteks {iht
populatsiooni teisest juhul, kui nende populatsioonide proportsioonid on juhtude ja
kontrollide vahel erinevad (Abraham ja Inouye, 2014). Seda seetottu, et erinevatel
populatsioonidel voib olla erinev alleelisagedus tulenevalt nende erinevast demograafilisest
ajaloost (Kiezun et al., 2012). Uuringus voimaliku populatsioonistratifikatsiooni
eemaldamiseks saab kasutada nditeks peakomponentanaliiiisi. Peakomponentide
véljaarvutamise aluseks on varasem {ihiste alleelide osakaalu leidmine genoomis (ingl k
Identity by State, IBS). IBS on termin, mida geneetikas kasutatakse kahe identse alleeli voi
kahe identse DNA jirjestuse kirjeldamiseks (Stevens et al., 2011). Kéesolevas magistritdds on
IBS leitud PLINK tarkvara kasutades (Purcell et al., 2007). Selle leidmise jargselt oli vdimalik
vélja arvutada peakomponendid eesmirgiga identifitseerida etnilisest péritolust tulenevad
sugulussuhted ja hinnata kohordisisest populatsiooni stratifikatsiooni. Peakomponendid
leidsin samuti PLINK tarkvara abil, milles kasutasin lisaks multidimensionaalse hindamise
(ingl k Multidimnesional Scaling, MDS) analiiiisi, mis aitab detekteerida erinevusi
populatsioonide vahel ja kohandada populatsiooni nende tunnuste suhtes, mis vdivad
stratifikatsiooni pohjustada (Tzeng et al., 2008). Tulemuste visualiseerimiseks ja jooniste
genereerimiseks kasutasin R tarkvara®. Saadud peakomponentidest esimest nelja kasutasin
hilisema statistilise analiiiisi kdigus kovariaatidena populatsiooni stratifikatsiooni arvesse

vOtmiseks.

2.2.5. Statistiline analiiiis

To66 kaigus viisin 1dbi nii harva variandi analiiiisi the markeri kaupa kui ka geenipohised
analiiiisid. Analiiiside 14biviimiseks kasutasin programmi EPACTS v.3.2.4. Kovariaatidena
vOtsin analiiiisides arvesse kehamassiindeksit, vanust ning nelja esimest peakomponenti.

Autosomaalsete variantide analiilisimisel olid kontrollgruppi kaasatud nii naised kui mehed,

3 https://www.r-project.org/
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kuid vordlusena teostasin analiitisi, milles kasutasin vaid naiskontrolle. X-kromosoomi

analiilisides kasutasin samuti kontrollidena vaid naisi.

Markerikaupa analiiiisi viisin l4bi, kasutades EPACTS tarkvaras olevat EMMAX testi* ning

kokku kasutasin iiksiku markeri kaupa labiviidud analiitisides 197 892 iiksikut markerit.

Geenikaupa analiiiisimisel kasutasin EPACTS programmis SKAT-O testi®. SKAT test lubab
kasutada analiilisides kovariaate ning voimaldab arvutada geenide moju olukorras, kus osad
geenis olevad harvad variandid suurendavad ja teised vdhendavad haigusriski (lonita-Laza et
al., 2013). Geenipohised analiitisid teostasin kahe erineva mudeli alusel: (1) kasutades
geenides olevaid mittestinoniitimseid variante ja (2) kasutades geenides olevaid
funktsioonikaoga variante (ingl k Loss-of-Function, LOF). Mdlemal juhul kaasasin
uuringusse sellised variandid, mille harvema alleeli sagedus <1%. Kéesolevas analiiiisis on
geeni LOF variandid defineeritud kui nonsense, splaiss-saidi ning stopp- ja startkoodonis
esinevad mutatsioonid. Mittesiinoniitimsete variantide analiiiisis kasutasin kokku 16 480 geeni
(geenide arv, mis sisaldas vdhemalt iihte mittesiinoniitimset varianti), LOF variantide korral

4299 geeni (geenide arv, mis sisaldas viahemalt tihte LOF varianti).

2.3.  Tulemused

Kéesoleva t60 raames otsisin Eesti populatsioonist parit PCOS-i diagnoosiga indiviidide
baasil harvu geneetilisi variante, mis vdiksid uurimise all oleva haigusega assotsieeruda.
Varasemalt olen Eesti populatsiooni baasil teostanud iilegenoomse assotsiatsioonianaliiiisi
sagedaste markeritega. Uurimistdos teostasin harvade variantide analiitisi nii tiksiku markeri
kui ka geeni kaupa. Uksiku markeri kaupa analiiiisides (geneetilised variandid sagedusega alla
1%) kasutasin kokku 65 789 mitte-monomorfset markerit, mille keskmine harvema alleeli
sagedus oli 0,01%.

Uksiku markeri kaupa analiiiisil ilmnes uuringust 43 geneetilist varianti, mille seos PCOS-iga
oli statistiliselt oluline peale mitmese testimise korrektsiooni (0,05/65 789 = 7,6x107). Leitud
variantidest 39 olid mittestinoniilimsed, siinoniiiimseid variante oli kaks (geenides CHD?7 ja
EGF), iiks variantidest asus geenidevahelisel alal (ingl k intergenic) ning tiks geeni PRICLE3
intronis. Uksiku markeri pdhise analiiiisi tulemused on esitatud tabelis 2 ning tiiendavalt

visualiseeritud Manhattan joonise abil joonisel 4.

4 http://genome.sph.umich.edu/wiki/EMMAX
5 http://genome.sph.umich.edu/wiki/EPACTS
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Joonis 4. Uksiku markeri analiiiisi tulemused Manhattan joonisel. Ulegenoomselt
statistilise olulisuse nivoo on p < 7,6x107 (mirgitud kollase joonega), millest madalamad olid
43 markeri p-véartused. X-teljel on toodud assotsieerunud markerite genoomsed positsioonil
ja Y-teljel p-vdartuse negatiivne kiimnendlogaritm.
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Tabel 4. Harvade variantide iiksiku markeri kaupa ldbiviidud analiiiisi tulemused. Tabelis on esitletud statistiliselt olulise p-véartusega
(<7,6x107) markerid. *OR mirgib markerite $ansside suhet (ingl k Odds Ratio) ning **CI (ingl k Confidence Interval) selle 95%-list
usaldusintervalli. P-véartus niitab, kui tugevalt kaks tunnust omavahel seotud.

Markeri ID Positsioon Geen Ef-ektalleell MAF OR* (95% CI**) P-viirtus
teine alleel
exm1283088 17:5036249 USP6 GIT 0,001 1,92 (1,71-2,16) 1,64x10%8
exm849225 10:102054300 PKD2L1 CIT 0,0005 2,14 (1,82-2,52) 6,27x10%
exm760920 9:94794758 SPTLC1 CIT 0,0003 2,6 (2,11-3,21) 7,01x10%
exm1509699 19:56156032 ZNF581 A/C 0,0006 1,88 (1,62-2,18) 9,48x10Y
exm488613 5:140762533 PCDHGA7 CIA 0,0023 1,38 (1,28-1,49) 5,58x1016
exm1568790 21:37442658 CBR1 GIA 0,0004 2,04 (1,70-2,45) 2,48x1014
exm759493 9:90500747 C90rf79 GIA 0,0033 1,25 (1,17-1,33) 3,96x10
exm1188448 15:90216467 PLIN1 GIA 0,0009 1,49 (1,32-1,68) 1,92x10%0
exm969699 11:128850539 ARHGAP32 T/IC 0,0006 1,6 (1,38-1,86) 7,77x101°
exm1277716 17:3324574 OR3A3 GIA 0,0006 1,59 (1,37-1,85) 1,06x10°%°
exm619209 7:45726156 ADCY1 GIA 0,0003 1,9 (1,54-2,35) 2,52x10°%
exm221956 2:113676187 IL1F7 C/IA 0,0022 1,26 (1,17-1,36) 3,19x107°
exm1177316 15:75146366 SCAMP2 GIT 0,0003 1,89 (1,53-2,34) 3,47x10°°
exm197788 2:64780206 AFTPH AlG 0,0003 1,88 (1,52-2,32) 5,02x10°%°
exm1394139 18:76753726 SALL3 GIA 0,0003 1,88 (1,52-2,32) 5,81x10°%
exm573403 6:116574371 TSPYL4 CIT 0,0003 1,87 (1,51-2,31) 6,59x10°%°
exm897432 11:27389898 LGR4 GIT 0,0003 1,86 (1,51-2,30) 7,74 x10%°
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exm920300
exm2258913
exm351958
exm1098829

exm695493

exm2262822

exm193071

exm510832
exm951838
exm463845
exm977282

exm351068

exm880340
exm843903
exm765101
exm1511362
exm132950
exm1169722
exm1892945
exm790905

11:62910891
8:61777937
3:133169282
14:45496534
8:37690601

X:49041906

2:48914951

5:179743819
11:103043949
5:79034727
12:6458149
3:131415435

11:3849236
10:96535173
9:100075554
19:56733294
1:193044958
15:65350832

17:4927205
9:135140020

SLC22A24
CHD7
BFSP2

FAM179B

GPR124

intron:
PRICKLE3

LHCGR

GFPT2
DYNC2H1
CMYA5
SCNN1A

CPNE4

RHOG
CYP2C19
C9orfl74
ZSCANSA
TROVE2

RASL12

KIF1C

SETX

C/IA
CIT
G/IA
A/G

G/A

G/A

T/C

CIT
AlG
CIT
G/A

T/C

CIT
T/C
AIG
CIT
AlG
CIT
G/A
AlG
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0,0003
0,0003
0,0003
0,0003

0,0003

0,0003

0,0003

0,0003
0,0003
0,0003
0,0003

0,0003

0,0003
0,0025
0,0018
0,0013
0,0007
0,0007
0,0036
0,0014

1,86 (1,51-2,30)
1,87 (1,51-2,31)
1,86 (1,51-2,30)
1,86 (1,51-2,30)

1,86 (1,51-2,30)

1,86 (1,51-2,30)

1,86 (1,51-2,30)

1,86 (1,51-2,30)
1,85 (1,50-2,29)
1,85 (1,50-2,29)
1,85 (1,50-2,29)

1,85 (1,50-2,28)

1,85 (1,50-2,28)
1,24 (1,15-1,33)
1,29 (1,18-1,41)
1,35 (1,22-1,51)
1,48 (1,29-1,70)
1,48 (1,29-1,70)
1,18 (1,11-1,26)
1,3 (1,18-1,44)

7,85 x10%°
7,86 x1070°
8,32 x10°
8,38 x10°

9,16 x10°

9,73 x10°

9,77 x10°

1,04 x108
1,14 x1008
1,19 x1008
1,21 x108

1,33 1008

1,35 x108
1,53 x1078
1,64 x10708
2,11 x10°%
2,99 x10%8
3,27 x10%8
1,80 x1077
3,39 x10°%7



exm286753

exm351260

exm670140
exm1409414
exm2256278
exm1519012

3:4842276
3:132196983
7:149522165

19:4501243
4:110884420
20:1459244

ITPR1
DNAJC13
Intergenic

AC011498.1
EGF
SIRPB2

G/A
G/A
G/IA
G/IC
CIT
C/IA
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0,0008
0,0008
0,003
0,0004
0,0004
0,0004

1,4 (1,23-1,59)
1,4 (1,23-1,59)
1,2 (1,12-1,28)
1,6 (1,33-1,92)
1,6 (1,33-1,92)

1,59 (1,33-1,91)

3,56 x10°7
3,97 x1077
4,55 x10°
4,68 x10
5,05 x10°7
5,72 x10°7



Geenipohisel analiiiisil kasutasin kahte mudelit, millest {iks oli suunatud geenides olevatele
mittestinoniitimsetele variantidele ning teine geenides olevatele funktsioonikaoga variantidele.
Filtreerisin tulemusi nii, et uuritavates geenides oleks vidhemalt kaks analiiiisitud markerit.
Mittesiinoniiiimsete variantide korral analiitisiti kokku 14 056 geeni, keskmise variantide
arvuga 5,2 geeni kohta (minimaalne 2 ja maksimaalne 272). Geene, milles oli antud variante
ainult tiks, ei kaasatud, sest sellised variandid on kasutusel juba iiksiku markeri analiiiisi
kaigus. Peale mitmese testimise korrektsiooni oli statistilise olulisuse nivooks 0,05/14 056 =
3,56x10°. Leitud nivoost madalama p-viirtusega on kokku Kaksteist erinevat varianti
kaheteistkiimnes erinevas geenis, mis on vélja toodud tabelis 5. Nende 12 geeni seas jéid
mittestinoniiimsete variantide arvud vahemikku kaks kuni viis. Madalaima véértusega oli
geneetiline marker geenis IL1F7, mis on tuntud ka kui IL37 (interleukiin 37).

Tabel 5. Geenipohise analiiiisi mittesiinoniiiimsete (MS) variantide mudeli puhul
statistiliselt olulise p-véirtusega geenide nimistu. Singleton-id on geneetilised markerid,

mis mérgivad regioonis vaid iseend ega seostu iilejdénud regiooniga. P-vdirtus mérgib kahe
tunnuse omavahelise seose tugevust.

MS variantide Singleton-ide

Positsioon Geeni nimi : p-véirtus

arv geenis arv
2:113670627-113676381 IL1F7 2 0 4,4x10 10
9:37441383-37442329 ZBTB5 2 1 1,2x10°
6:116720448-116758473 DSE 3 2 1,4x10°
2:79253283-79255377 REG3G 2 2 6,6x10
1:193038254-193053716 TROVE2 4 0 7,0x10°
1:21924217-21943804 RAP1GAP 5 2 8,3x10 °
2:54482136-54483137 TSPYL6 3 1 4,0x10 8
2:27886669-27908127 SLC4A1AP 3 2 6,6x10 8
11:3659993-366124 ART5 3 1 8,4x10 8
3:133119363-133191385 BFSP2 2 0 7,9x10
9:101570283-101602372 GALNT12 2 0 8,0x10
X:114357331-114414073 LRCH2 2 1 1,9x10®
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Joonis 5. Geenipohise analiiiisi mittesiinoniiiimsete markerite tulemused Manhattan
joonisel. Ulegenoomselt statistilise olulisuse nivoo on p <3,56x10° (mirgitud kollase
joonega), millest madalamad olid 12 markeri p-véirtused. X-teljel on toodud assotsieerunud
markerite genoomsed positsioonil ja Y-teljel p-védartuse negatiivne kiimnendlogaritm.

Funktsioonikaoga harvade markeritega labiviidud geenipdhises analiiiisis kasutasin kokku
1716 geeni. Funktsioonikaoga geneetilisi variante oli uuritavates geenides vahemikus kahest
viieni (geene, kus oli vaid iiks funktsioonikaoga variant, ei analiilisitud). Mitmese testimise
korrektsiooni jirgselt (p <2,91x10®) ei esinenud iihtegi geeni, mis oleksid leitud statistilise
olulisuse piirist viiksema p-vdirtusega. Madalaima p-vairtusega marker funktsioonikaoga
harvade variantidega analiiiisis asub esimeses kromosoomis geenis CNKSR1, mille p-vaértus

on 4,23x107 ja selles asus kokku 3 erinevat funktsioonikaoga varianti.
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Joonis 6. Geenipohise analiiiisi funktsioonikaoga markerite tulemused Manhattan
joonisel. Ulegenoomselt statistilise olulisuse nivoo on p <2,91x10%, millest madalamat
tulemust ei omanud iikski geneetiline marker. X-teljel on toodud assotsieerunud markerite
genoomsed positsioonil ja Y-teljel p-véartuse negatiivne kiimnendlogaritm.

Esines kolm geeni, mille variandid omasid peale mitmese testimise korrektsiooni nii liksiku
markeri kui ka mitteslinoniitimsete variantide geenipdhise analiiiisi tulemuste seas statistiliselt
olulist p-vairtust. Need geenid on TROVE2, BFSP2 ja IL1F7. Neist esimese p-vaértused on
tiksiku markeri ja mittestinoniiimsete variantide analiiiisis vastavalt 2,99x10°% ja 7,0x107°.

BFSP2 p-védrtus on iiksiku markeri analiiiisis 8,32x107° ja mittestinoniilimsete variantide

uuringus 7,9x10 7.

2.4. Arutelu

PCOS on reproduktiivses eas olevatel naistel esinev komplekshaigus, mis on oluliseks
viljatuse poOhjustajaks. Kaksikute uuringud on ndidanud, et PCOS-il on tugev geneetiline
komponent (Vink et al., 2006), mistdttu on haiguse tagapdhja véljaselgitamiseks 1dbi viidud
mitmeid {lilegenoomseid assotsiatsioonianaliiiise, mille kdigus uuritakse stindroomi geneetikat
sagedaste variantide seas. Eelnevate uurimistodde kidigus on esile kerkinud erinevaid geene,

kuid PCOS-i tipne geneetiline taust on, sarnaselt teistele poliigeensetele haigustele, tinaseni
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10oplikult vélja selgitamata (Dunaif, 2016). Antud magistritoo raames teostasin Eesti
populatsiooni kasutades analiiiisi, leidmaks harvu geneetilisi variante, mis véivad mdjutada
PCOS-i teket. Kasutatud valim koosnes 169 PCOS-i juhust ja 4437 kontrollist. T66
tulemusena leiti tiksiku geneetilise variandi ja geenipdhise analiiiisi tulemusena 55 erinevat

geeni, mis Eesti populatsioonis omasid PCOS-iga statistiliselt olulist seost.

Uhekaupa geneetiliste variantide analiiiisist ilmnes kokku 43 erinevat markerit, millest kahte
on varasemalt PCOS-iga seostatud, on PLIN1 ja LHCGR (Kawai et al., 2010; Louwers et al.,
2013; Thathapudi et al., 2015). Geenid IL1F7, TROVEZ2 ja PKD2L1 on leidudest samuti {ihed
koige rohkem huvipakkuvamad, sest nendega seoses on kirjeldatud tunnusjooni, mis on

iseloomulikud muuhulgas PCOS-ile.

Perilipiinid on hormonaalselt reguleeritavad fosfovalgud, mida leidub adipotsiiiitide
rasvaladustamise piiskades ning neerupealsete, testisete ja munasarjade teatud rakkudes
(Greenberg et al., 1991). Perilipiini geeni (PLIN1 voi ka PLIN) variante on varasemates
uuringutes seostatud inimese rasvumise ja lipiidide tasemega, mille pohjal piistitati hiipotees,
et PLIN voiks olla seotud PCOS fenotiiiibiga. Selle uurimiseks viisid Kawai jt 2009. aastal
1abi uuringu, milles analiiiisiti seitset SNP-i, mis asusid PLIN geenist 2 kb iiles- vdi allavoolu
ja mille MAF oli >0,01. Nende uuring kinnitas varasemate uuringute tulemusi, mis on
naidanud, et PLIN teatud variandid on seotud ainevahetuse tasakaalutusega, mis on omakorda
seotud tilekaalu, insuliin- ja gliikoosiresistentsusega. Samas oli kdikide uuritud variantide
efektisuurus Kawai jt poolt teostatud uuringus oli PCOS patsientide kui kontrollide vahel

ligikaudu samavaérne, mis viitab sellele, et seotus PCOS-iga puudub (Kawai et al., 2010).

2008. aastal viisid Qi jt naiste seas ldbi juht-kontroll uuringu, milles uurisid, kas PLIN geeni
variandid on seotud iilekaaluga, mis on iiks tiiiip 2 diabeedi suurimatest riskifaktoritest.
Tulemused viitasid sellele, et tilekaal, eriti kGhupiirkonna rasvumine, mojutab naistel oluliselt

assotsiatsioone PLIN geeneetiliste variantide ja tiitip 2 diabeedi vahel (Qi et al., 2008).

Luteniseeriva hormooni/kooriongonadotoropiini retseptorgeeni LHCGR seos PCOS-iga
ilmnes esmalt 2011. aastal, mil han-hiinlaste seas viidi 1dbi iilegenoomne assotsiatsiooni-
uuring (Chen et al., 2011), muuhulgas on leidu kinnitanud ka kaukaasia péritolu inimeste seas
1abi viidud replikatsioonianaliiiisid (Mutharasan et al., 2013). LHCGR puhul on tegemist
geeniga, mis on olulisel kohal imetajate follikulogeneesis, mispérast on seda loetud ka tiheks
toendoliseks PCOS-i kandidaatgeeniks (Thathapudi et al., 2015; Wang et al., 2014; Yung et
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al., 2014). LHCGR-i ekspresseeritakse munasarja teekarakkudes ja munandi Leydigi
rakkudes, aga ka rasvkoes ning see kodeerib nii LH kui ka koorionigonadotropiini
retseptoreid (Thathapudi et al., 2015). Arvatakse, et PCOS-i ja LHCGR-i vaheline seos on
tingitud LHCGR-i hiipometiilatsioonist, mis viib PCOS-i viljakujunemiseni (Wang et al.,
2014).

Uksiku geneetilise variandi kaupa libiviidud uuringus oli huvipakkuv veel geneetiline marker,
mis asus geenis IL1F7, mis on tuntud ka kui IL37 (interleukiin 37) ja mille ekspressiooni
tilesreguleerimist on ndidatud tuberkuloosi patsientidel (Huang et al., 2015). Sama geen omas
muuhulgas mittesiinoniilimsete variantide geenipdhises analiiiisis kdige madalamat p-vadartust,
mis annab alust arvata, et IL1F7 voiks kirjeldada osa PCOS-i geneetilisest komponendist.
PCOS-i uurides on 1L37 puhul huvitav veel see, et seda on scostatud kaitsega iilekaalulisusest
tingitud podletiku ning insuliinresistentsuse vastu ja see on voimalik sihtmérk, kui soovitakse
ravida iilekaalust tulenevat insuliinresistentsust ning tiiiip 2 diabeeti (Ballak et al., 2014).
Ulekaalulisuse korral hakkavad adipotsiiiidid tootma tsiitokiine ja kemokiine, mis vdivad
omakorda aktiveerida makrofaage ja teisi immuunrakke, tuues sellega kaasa kroonilise
poletiku. Jatkuv poletikuline seisund, mida iseloomustab proinflammatoorsete tsiitokiinide
tootmine, segab otseselt insuliini signaalrada, mis 16puks voib viia insuliinresistentsuseni ning
hiljem tiitip 2 diabeedi kujunemiseni (Ballak et al., 2014; Donath ja Shoelson, 2011; Jager et
al., 2007). Ballack jt viisid 2014. aastal 1dbi uuringu (kasutades nii hiiri kui inimesi), kus
nditasid, et IL37 neutraliseerib ilekaalust tingitud rasvkoe pdletikku ning kaitseb
insuliinresistentsuse véljakujunemise eest. Hiirtel, kellel ekspresseeriti inimese IL37 geeni,
tdheldati kaalutdusu peatumist, vdiksemat adipotsiiiitide suurust ja massi, vihem rasvkoe
poletikku ning insuliinresistentsust vorrelduna samasugust dieeti jargivate metsik-tiilipi
hiirtega (Ballak et al., 2014). Ehkki IL37-t ei ole hetkeseisuga PCOS-iga otseselt seostatud,
on see siiski huvitavaks kandidaatgeeniks, sest tisna mitmed PCOS-ile iseloomulikud

tunnusjooned on assotsieerunud IL37-iga (insuliinresistentsus, tiiiip 2 diabeet).

Geeni CBR1, mis samuti on iiksiku variandi analiiiisis statistiliselt olulise vairtusega, ei ole
kirjanduse andmetel varasemalt PCOS-iga seostatud, kiill on aga ndidatud, et see voib olla
seotud munasarjavihiga (Osawa et al., 2015). Karboniitilreduktaas 1 (CBR1) on NADPH-
soltuv oksidoreduktaas, mis aitab vdhendada aldehiiiidide ja ketoonide hulka (Gonzalez-
Covarrubias et al., 2007). Vihenenud CBR1 ekspressiooni taset seostatakse vihi

progresseerumisega. 2015. aastal uurisid Osawa jt CBR1 ekspressiooni ja pahaloomulise
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munasarjavihi vahelist seost. Katse teostati hiirmudelil ning tulemustes ndidati, et hiirtel,
kelle CBR1 iile ckspresseeriti, vidhenes rakujagunemine kontrollhiirtega vorrelduna
margatavalt. Samuti suurenes hiirtel, kellel CBR1 ekspressiooni pérsiti, kontrollhiirtega

vorreldes rakujagunemine tunduvalt. (Osawa et al., 2015).

Veel iiks tiksikute geneetiliste variantide analiiiisist ilmnenud huvipakkuv geen seoses PCOS-
iga on PKD2L1 (tuntud ka kui PKDL vo6i PKD2L), mille mutatsioonid pdhjustavad
poliitsiistilist neeruhaigust (Basora et al., 2002; Guo et al., 2000; Veldhuisen et al., 1999).
PKD2L1 kodeerib poliitsiistiini perekonna liikmeid ning just mutatsioonid poliitsiistiin-2 ja
poliitsiistiin-1, mida kodeerib PKD1, pdhjustavad inimesel autosomaalset dominantset
poliitsiistilist neeruhaigust, mis viib progresseeruva neerupuudulikkuseni (Guo et al., 2000).
Siiski on nimetatud valkude tdpne funktsioon selgusetu (Basora et al., 2002; Veldhuisen et
al., 1999). Huvitav oleks teada nende funktsioone, sest kdne all olev geen on seotud tsiistide
tekitamisega neerudes ning PCOS-i puhul on iiheks haiguse siimptomiks tsiistid munasarjas.
On vdimalik spekuleerida teemal, et nende kahe haiguse puhul vOiks mingi osa tsiistide

tekkest toimude sarnaste mehhanismide l4bi.

Jargmine geen, mis kerkis esile nii tiksiku markeri kui mittesiinoniitimsete harvade variantide
analiiiisil on TROVEZ2, mis on tuntud ka kui RO60 ja mida on seostatud Sjogreni siindroomiga
(Lindop et al., 2013; Reed et al., 2010), kuid millel ei ole PCOS-i ega selle siimptomitega
tinase seisuga seost leitud. Ulejisnud iihtteist geeni, mis geeni kaupa tehtud analiiiisides
PCOS-iga statistiliselt olulises suhtes olid, ei ole kirjanduse andmetel varasemalt selle
haigusega seostatud. Kiill aga on mitmeid neist geenidest seostatud erinevate véhiliikidega.
Naiteks on vihiga leitud seos ZBTB5, DSE ja RAP1GAP geenidel (Dong et al., 2012; Koh et
al., 2009; Qiu et al., 2012; Thelin et al., 2012; Tsygankova et al., 2013).

Geen, mis tdiendavalt geenidele TROVEZ2 ja IL1F7 mitmes analiiiisis oluline oli, on BFSP2.
Nimetatud geeni on tugevalt seostatud varajases nooruses tekkiva katarakti ehk hallkaega,
mille voivad kaasa tuua missenssmutatsioonid BFSP2 geenis (Jakobs et al., 2000; Ma et al.,
2008; Zhang et al., 2006).

Funktsioonikaoga harvade variantide analiilisis ei ilmnenud iihtegi statistiliselt olulise
tahtsusega geeni. Madalaim p-véértus selles analiiiisis oli geenil CNKSR1, mis on kirjanduses
tuntud veel kui CNK voi CNK1. Nimetatud geeni osaleb insuliini signaalrajas, mis teeb sellest

huvitava PCOS-i kandidaatgeeni. On niidatud, et CNKZ1/cytohesin interaktsioonid
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soodustavad membraanseoselise Arf GTPaasi signalisatsiooni plasmast fosfatidiilinositool 4-
fosfaat 5-kinaasile (PIP5K), et genereerida PIP2-rikas mikrokeskkond, mis on hddavajalik
insuliini retseptori substraati 1 (IRS1) varbamiseks membraani ja signaali edastamiseks
PI3K/AKT kaskaadi. (Lim et al., 2010). PI3BK/AKT signalisatsioonirada on seostatud ka véhi
ning tiitip 11 diabeediga (Mackenzie ja Elliott, 2014).

Kéesoleva magistritdd raames valminud harvade variantide analiiis poliitsiistiliste
munasarjade siindroomiga seotud geneetiliste variantide tuvastamiseks on tehtud viikese
andmestiku pohjal, mistdttu on oluline saadud tulemusi replitseerida teistes kohortides ja
suurema andmestikuga. Samas on t60s kasutatud andmed osaks PCOS kontsortsiumi
suuremahulisest meta-analiiiisist, mille kéigus loodetavasti selgub suurem osa haiguse

geneetilisest komponendist.

Kokkuvote

Poliitsiistiliste munasarjade siindroom on iile maailma naiste seas laialt levinud
komplekshaigus, mis voib kaasa tuua viljatust ja suurenenud riski erinevatele kaasuvatele
haigustele nagu tiilip 2 diabeet ja insuliinresistentsus. PCOS-ile on iseloomulikud nii
metaboolsed kui ka endokriinsed stimptomid, mille alla kuuluvad muuhulgas {ilekaal ja
rasvumine, hiiperandrogenism ning insuliinresistentsus. Ehkki haigust on ulatuslikult uuritud,
puudub tdnaseni 10plik selgus haiguse etioloogia kohta. Kiill aga on teada, et PCOS-il on
olemas tugev geneetiline komponent. Selle uurimiseks on 14bi viidud mitmeid iilegenoomseid
assotsiatsiooniuuringuid, millest on ilmnenud erinevaid vdimalikke kandidaatgeene. Tihtilugu
on aga uuringude piiranguks olnud véike valim ning asjaolu, et leiud ei ole replitseerunud

teistes populatsioonides.

Kui enamik senini teostatud uuringutest on keskendunud sagedaste geneetiliste variantide
uurimisele, siis antud t66s viidi 14dbi analiilis harvade geneetiliste variantidega. T60 raames
analiitisiti 4606 indiviidi (169 PCOS-i juhtu ning 4437 kontrollindiviidi). Analiiisimine
toimus nii iiksiku markeri kaupa, mille MAF oli alla 1% kui ka geenikaupa, kus uuriti kas
funktsioonikaoga vOi mitteslinoniilimsete geneetiliste variantidega geenipiirkonda, Kus

variantide MAF oli samuti alla 1%.

T66 raames saadud tulemustes ilmnes iiksiku markeri kaupa tehtud analiiiisidest kokku 43
geneetilist varianti, mille p-véartused olid madalamad iilegenoomse statistilise olulisuse piirist
peale mitmese korrektsiooni rakendamist. Markeripdhises analiiiisis asus madalaima p-
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vidrtusega geneetiline variant geenis USP6 (p-viirtus 1,64x107%®). Geenipdhistes analiiiisides,
kus kasutati kahte mudelit — mittesiinoniiiimsete ja funktsioonikaoga geneetiliste variantide
mudel — ilmnes peale mitmese testimise korrektsiooni lilegenoomse statistilise olulisuse piirist
madalamate p-véartustega geene vaid mittesiinoniitimsete variantide uuringus. Kokku selgus
mitteslinoniitimsete uuringust 12 erinevat geeni, neist madalaima p-vaartusega geen IL1F7 (p-
vaartus 4,4x1071%). Nagu 6eldud, ei ilmnenud funktsioonikaoga variantide uuringust iihtegi
geeni, mille p-vairtus oleks olnud madalam statistilise olulisuse piirist; madalaima p-

vidrtusega geen sealses analiiiisis oli CNKSR1 (p-viirtus 4,23x107).

Kéesolevas to0s leiti mitmeid geneetilisi variante, mis vdivad olla PCOS-iga seotud.
Kirjanduse uurimisel selgus, et osasid siinsetest leidudest on juba varasemalt haigusega
seostatud. Kindlasti esineb leidude seas ka valepositiivseid tulemusi ja seda eeskétt valimi
vaiksest suurusest tulenevalt. IImnenud geneetilised variandid, mis antud uuringus PCOS-iga

assotsieerusid, vajavad veel edasist valideerimist.

Tulenevalt sellest, et PCOS-il on olemas tugev parilik komponent, aitab selle uurimine jouda
ldhemale haiguse bioloogilise tausta moistmiseni. See Omakorda vdimaldaks paremat
iilevaadet haiguse tekkemehhanismist ja paremate PCOS-i ennetus- v&i ravimeetodite

arendamist, mis aitaksid selle laialt levinud komplekshaiguse podejaid kogu maailmas.
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Resiimee

Rare variant analysis to find genetic variants associated with polycystic ovary syndrome
Kreete Liill
Summary

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is an endocrine highly heritable complex disorder of
unknown aetiology that affects up to 10% of women in reproductive age. PCOS is
characterized by menstrual irregularities (an- or oligo-ovulation), clinical or biochemical
hyperandrogenism and polycystic ovarian morphology. Women who have PCOS may also
suffer from acne, hirsutism, insulin resistance, overweight or obesity and infertility.
Moreover, people with PCOS have increased risk for type Il diabetes and cardiovascular
diseases.

As said, the aetiology of PCOS remains unknown. Many genetic studies have been conducted
that could identify underlying genes and pathways. Genome-wide association studies among
different populations have found many possible candidate genes that could provide insights
into the origin of PCOS. However, the candidate gene studies have not been conclusive and
only a small portion of loci that were found in Han Chinese population have been replicated
in European population. A possible reason for this could be that some of the studies have been
underpowered, also it is probable that PCOS has, to some extent, different causes in European
and Han Chinese population. As common variants have not managed to explain the
underlying causes of PCOS, it is believed that rare variants could clarify the missing
heritability of PCOS.

In this study, | conducted a rare variant analysis in Estonian population with 169 PCOS cases
and 4437 controls. 110 of the cases were collected in the Tartu Ulikooli Kliinikumi
Naistekliinik based on Rotterdam criteria, where cases presented at least 2 out of these 3
symptoms: clinical and/or biochemical signs of hyperandrogenism, polycystic ovarian
morphology and an- or oligo-ovulation. 59 of the cases were self-reported and genedonors of
Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu. | conducted single variant analysis and gene-based
analysis in which I used two different models (1) non-synonymous variants in a gene and (2)

loss-of-function variants in a gene.
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In single variant analysis, the statistically significant p-value after adjusting for multiple
analysis was 7.6x107. In total 43 variants had lower p-values that, 39 non-synonymous, 2
synonymous, 1 in inter genic region and 1 in a gene intron. In the gene-based analysis, where
non-synonymous variants in a gene were analysed, the statistically significant p-value after
multiple testing adjusting was 3.56x10°. In this analysis, 12 variants in 12 different genes
appeared that had lower p-values. Lowest of them was a variant in gene IL1F7 that has
previously been associated with insulin resistance and tuberculosis. In the second gene-based
analysis where loss-of-function variants were used, the statistically significant p-value was

2.91x10° but none of the variants that were analyzed had lower p-values.

Overall, many rare variants in different genes were found in the current study. Not all of them
were previously associated with PCOS. There still are some interesting findings, for example
PLIN that has been associated with obesity, which is also highly prevalent in PCOS patients.
Another interesting gene is LHCGR, it has been shown that it has a role in human
folliculogenesis and it has been previously shown that it might have a role in PCOS

development.

In this study, different rare variants were found in Estonian population that could explain the
aetiology of PCOS. It is important to keep in mind that these are preliminary results that need
to be replicated in a study with bigger sample size. This study is also a part of a bigger PCOS

consortia meta-analysis that is hopefully able to describe the genetic component of PCOS.
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Tanuavaldused

Soovin tdnada oma juhendajat Reedik Mégi parima vdimaliku juhendamise eest ning Triin

Laisk-Podarit omapoolsete nduannete ning t66 lugemise eest.

Lisaks tdnan pere ja sdpru, kes on mulle magistridppe ajal suureks toeks olnud.
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