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Sissejuhatus

Endometrioos on Ostrogeenist soltuv  komplekshaigus, mis esineb umbes 10%-I
reproduktiivses eas olevatest naistest. Haigust iseloomustab endomeetriumi sarnase koe
esinemine ja talitlemine véljaspool emakadoont. Kohuddnes paiknevad veritsevad
endometrioosikolded pohjustavad poletikulisi protsesse, mis voivad viia alakohu valude
tekkeni. Poletikuliste protsesside tagajérjel voivad tekkida alakohus ka liited, mis omakorda

voivad viia viljatuse kujunemiseni.

Kuigi haigust kirjeldati esmakordselt aastal 1860, pole endiselt selge, miks see tekib. Vilja on
pakutud erinevaid haiguse kujunemist selgitavaid teooriaid ja mehhanisme, kuid tikski neist
teooriatest ei suuda siiski piisavalt veenvalt endometrioosi teket seletada. Arvatakse, olulist
rolli voivad mingida nii hormonaalsed, immunoloogilised, geneetilised kui ka
keskkonnafaktorid. Hiljutised uuringud on vélja pakkunud, et endometrioosi kujunemine v3ib
olla seotud muutustega endomeetriumi ja endometrioosikollete rakkude DNA

metiilatsioonimustris.

DNA metiilatsioon on oluline epigeneetiline mehhanism, mis osaleb geeniekspressiooni
regulatsioonil ja koespetsiifiliste geenide avaldumisel. Lisaks mingib see rolli paljudes
organismis olulistes protsessides nagu transponeeruvate elementide mahasurumine, X
kromosoomi inaktiveerimine, genoomne imprinting jne. On leitud, et muutused
metiilatsioonimustris voivad mojutada paljude erinevate haiguste, nagu néiteks vahkkasvajate
kujunemist ning autoimmuunhaiguste teket. See on ajendanud otsima ka vdimalikke seoseid

endometrioosi kujunemise ja DNA metiilatsioonimustri muutuste vahel.

Too tldeesméargiks on anda {lilevaade endometrioosist, endometrioosiga seotud DNA
metiilatsiooni uuringutest ning sellest, kuidas DNA metiilatsiooni muutused voiksid

endometrioosi kujunemisel rolli méngida.
T606 teostati Tervisetehnoloogiate Arenduskeskus AS-s.

Mairksonad: Endometrioos, DNA mettilatsioon



1. Kirjanduse iilevaade

1.1 Ulevaade endometrioosist

1.1.1 Haiguse iseloomustus

Endometrioos on levinud gilinekoloogiline haigus, mille esinemissagedus reproduktiivses eas
naiste ildpopulatsioonis on ligikaudu 10% ja viljakusprobleemidega naistel isegi kuni 50%
(Houston jt, 1987; Signorile jt, 2009). Haigust iseloomustab endomeetriumi ehk emaka
limaskesta sarnase koe esinemine ja talitlemine véljaspool emakadont (Giudice, 2010;
Kitawaki jt, 2002). Endometrioosi on esmakordselt mainitud juba aastal 1860, mil Poola arst
Von Rokitansky kirjeldas kdhudones paiknevaid veritsevaid koldeid (Rokitansky, 1860).
Endometrioosikolletena kasvav endomeetrium reageerib organismi hormonaalse tasakaalu
muutustele koe perioodilise kasvuga ning sarnaselt emakas olevale endomeetriumile toimub
ka kolletes menstruatsiooni ajal endomeetriumi koe lagunemine. Kdhudonde sattunud veri
kutsub esile pdletikulisi ja liitelisi protsesse, mille tagajérjel tekivad haigusega seotud
simptomid nagu Vvalulik menstruatsioon, valulik suguiihe, valulik urineerimine,
vaagnapiirkonna kroonilised valud ja sageli ka viljatus. Vaagnapiirkonna valud vdivad
langeda kokku menstruaaltsiikli algusega vdi esineda iihtlaselt kogu menstruaaltsiikli jooksul
(Burns ja Schenken, 1999). Samas voib haigus kulgeda ka astimptomaatiliselt (Giudice jt,
2012).

Endometrioosikolded vdivad esineda koikide kohuddne elundite pinnal. Enamlevinud
kohtadeks on munasarjad, kdhukelme, munajuhad, emakakael, soolte pind, Douglase 63s,
emakat toetavad sidemed, pdis ja kusejuhad (Joonis 1). Harvemini on koldeid leitud kopsudel,
kesknérvisiisteemis, rinnakelmel, diafragmal, stidamepaunal ja operatsiooniarmidel (Comiter,
2002; Giudice jt, 2004). On teada juhtumeid endometrioosi esinemisest meestel, kes on
saanud pikka aega eesnddrmevdhi raviks Ostrogeenipreparaate (Suginami, 1991).
Teismeliseeas enne menarhet on endometrioos haruldane ning haigus enamasti taandub

menopausi jarel (Kauppila, 2008).
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Joonis 1. Endometrioosikollete voimalik paiknemine. Kolded voivad esineda koikide
kShuddne elundite pinnal. Sagedasemad asukohad on munasarjad, kuse- ja munajuhad,
emakakael, Douglase 00s, kohukelme ja uterosakraalligamendid (muudetud joonis

http://www.endo-resolved.com/surgical procedures.html).

Epidemioloogilised uuringud on vilja toonud haigestumise riski tdstvaid tegureid nagu
varajane menarhe ja lithikesed ning vererohked menstruaaltsiiklid. Riskigruppi kuuluvad ka
naised, kes pole kunagi last stinnitanud (Giudice jt, 2012). Arvatakse, et endometrioosi
levimus on kasvamas ning selle pdhjusteks loetakse menarhe nihkumist varasemale ajale,
raseduste arvu vdhenemist, liihemat imetamise perioodi ning vanuse kasvu esimese lapse

stinnitamisel (Missmer jt, 2004).

1.1.2 Endometrioosi diagnoosimine ja ravi

Endometrioosi diagnoosimine voib votta palju aega. Uuringud on leidnud, et alates
siimptomite esmakordsest esinemisest kuni haiguse diagnoosimiseni voib nditeks USA-S
kuluda keskmiselt 11,7 aastat (Hadfield jt, 1996). Kahjuks puuduvad endometrioosi
varajaseks Kliiniliseks diagnoosimiseks mitte-invasiivsed diagnostilised testid ning haiguse
tuvastamiseks ning raviks kasutatakse laparoskoopilist uuringut, mis vdimaldab vaadelda ja
eemaldada kohudones paiknevaid endometrioosikoldeid (Ballard jt, 2006; Bulun, 2009).
Laparoskoopia kadigus eemaldatud koebiopsiatele tehakse histoloogiline uuring, kus
endomeetriumilaadsete rakkude ehk epiteeli ja strooma olemasolu kinnitab haiguse diagnoosi


http://www.endo-resolved.com/surgical_procedures.html

(Dunselman jt, 2014). Lisaks kasutatakse haiguse diagnoosiks ultraheliuuringut voi
magnetresonantstomograafiat (MRT), mis on vorreldes laparoskoopiaga ebatdpsemad
meetodid, kuid asendamatud endometrioomide ehk munasarja tsiistide tuvastamisel
(Exacoustos jt, 2014). MRT abil on voimalik endometrioosikoldeid visualiseerida Kkui
laparoskoopia kasutamine pole liidete tottu voimalik (Bis jt, 1997). Samas on alla 2-3
millimeetriste ning subperitoneaalsete kollete leidmine MRT abil vahetohus (Signorile ja
Baldi, 2015).

Endometrioosi jagatakse vastavalt kollete paiknemisele kolmeks alatiiiibiks: peritoneaalne ehk
kohuddne endometrioos, ovariaalne ehk munsasarja endometrioos ja siigav nodulaarne ehk
sO0lmeline stivaendometrioos. Endometrioosikolded voivad esineda kas tihe kindla
alamtiiiibina (nditeks ainult peritoneaalsed kolded) voi siis esinevad koos mitu erinevat
alamtiitipi (nditeks munasarja endometrioos koos peritoneaalsete kolletega) (Donnez jt, 1997;
Brosens ja Benagiano, 2012). Peritoncaalse endometrioosi korral voib leida punakaid,
sinakas-mustjaid ning valkjaid, mis paiknevad pigem pindmiselt. Valkjaid koldeid peetakse
juba paranenud endometrioosikolleteks, punakaid noorteks ning sinakas-mustjaid
edasiarenenud endometrioosi kolleteks (Redwine, 1987; Nisolle jt, 1993). Ovariaalse
endometrioosi korral on tiilipiliseks leiuks ,,Sokolaaditsiistid* ehk vanast verest ja rakumassist
tekkinud tumepruunid pdisjad moodustised. Siivaendometrioosi korral voivad kolded esineda
rektovaginaalses vaheseinas, uterosakraalsidemetel, utero-ovariaalsidemetel ja vaagnaelundite

lihaselises seinas (Brosens ja Benagiano, 2012).

Vastavalt ASRM (American Society for Reproductive Medicine) klassifikatsioonile
eristatakse Kkirurgiliste leidude alusel nelja endometrioosi raskusastet, mille méadramisel
voetakse arvesse vaagnaelundite kahjustuste ulatust, munajuhade ldbitavust, liidete esinemist,
kollete paiknemist, hulka, stigavust ja suurust (ASRM, 1997). I staadium tdhistab minimaalse
astme, Il staadium kerge astme, III staadiumi modduka astme ja IV staadium raske astme
endometrioosi. Minimaalse ja kerge astme endometrioosi korral leitakse kohuddnest iiksikuid
pindmiseid koldeid. Munajuhad on enamasti lébitavad, munasarjad voivad olla kahjustunud,
vOib esineda vaagnavalu ning viljatust, kuid kaebused vodivad ka puududa. Haigust on
voimalik medikamentidega kontrolli all hoida. Mddduka astme endometrioosi korral
tdheldatakse suurenenud vaagnavalu, munajuhad vdivad olla muutunud ldbimatuks, koldeid
on rohkem ja nad on siigavamad ning munasarjad ja emakas voivad olla kahjustunud. Lisaks

on liidete hulk kohuddnes suurenenud. Raske astme endometrioosi korral on eelnevalt



kirjeldatud siimptomid veelgi voimendunud, liidete osakaal suurenenud, kolded siigavamad ja
ulatuslikumad. Lisaks voib esineda iile 2,5 cm suuruseid munasarja endometrioome (ASRM,
1997). Kuigi antud Klassifikatsiooni kasutatakse laialdaselt, ei vdimalda see hinnata patsiendi

valu ulatust, viljatuse riski ning ravijargset rasestumisvoimet (Audebert jt, 1991).

Ainuke teadaolev efektiivne viis endometrioosist vabanemiseks on kollete Kkirurgiline
eemaldamine. Farmakoloogiline ravi aitab vaid siimptomeid leevendada, haigusest
vabanemiseks see piisav ei ole (Bulun, 2009). Ravi méédratakse patsiendile individuaalselt
soltuvalt siimptomitest, viljakusest ning tema vanusest. Tavaliselt kasutatakse Kirurgilist ning
farmakoloogilist ravimeetodit kombineeritult. Esialgu korvaldatakse kohudonest kdoik
nidhtavad kolded ning seejdrel kasutatakse hormonaalseid preparaate, nagu nditeks
rasestumisvastaseid medikamente, et vihendada menstruatsioonil erituva vere hulka (Bulletti
jt, 2010). Veritsemine vdheneb ka endometrioosikolletes ja see omakorda takistab valu ja
pOletiku teket (Huang, 2008). Pikema aja peale endometrioosikolded taanduvad ning
stimptomid leevenduvad, sageli paraneb ka vOime rasestuda. Samas on leitud, et peaaegu

pooltel juhtudel taaspuhkeb haigus ravi jargselt (D'Hooghe jt, 2004).

1.1.3 Endometrioosi kujunemise teooriad

On vilja toodud mitmeid teooriaid, mis piitiavad seletada endometrioosi patogeneesi
mehhanisme. Tuntumad nendest on implantatsiooniteooria ja tsbloomse metaplaasia teooria.
Neist kahest tdendolisemaks peetakse implantatsiooniteooriat, mille korral liigub
endomeetriumi kude retrograadsel ehk araspidisel menstruatsioonil 1dbi munajuhade
kdhudonde ja kinnitub sealsetele organitele (Sampson, 1921). Teooria poolt radgib see, et
retrograadset menstruatsiooni esineb naistel véga tihti. Seda kinnitab ka uuring, kus 90%-I
tervetest naistest leiti menstruatsiooni jargselt peritoneaalses vedelikus menstruaalverd
(Halme jt, 1984) ning elujoulist endomeetriumikudet (Koks jt, 1997). Sampsoni teooriale
radgib vastu asjaolu, et sellega ei suudeta seletada endometrioosi tekkimist meestel,
menopausis naistel, noortel naistel, kellel pole menstruatsioon veel alanud (Laufer, 2000;
Nap, 2012; Oliker, 1971) ning kollete esinemist ebatiilipilistes asukohtades nagu néiteks
kopsudel voOi kesknérvisiisteemis. Samuti esineb 90%-l naistest kill retrograadne
menstruatsioon, kuid endometrioos kujuneb vaid kuni 10%-I naistest. See annab alust arvata,
et lisaks retrograadsele menstruatsioonile peavad haiguse kujunemisel rolli méngima ka teised
tegurid, mis loovad eeldused endomeetriumi rakkude implantatsiooniks kdhudones (Burney ja
Giudice, 2012).



Teiseks enamlevinud teooriaks on tséloomse metaplaasia teooria. Selle jargi voib ts6loomne
kude muutuda endomeetriumi sarnaseks koeks. Kuna lisaks Miilleri juhadele areneb
tsdloomsest seinaepiteelist vilja ka rinna- ja kohukelme (Donnez jt, 2012), siis saaks teooria
abil seletada kollete paiknemist véljaspool vaagnapiirkonda. Samuti selgitaks see
endometrioosikollete esinemist meestel ja ka naistel, kellel on menopaus voi kellel pole
menstruatsioone veel esinenud. Ka selles teoorias esineb siiski vasturddkivusi. Kui tsdloomne
epiteel saab kergesti metaplaasia abil muutuda, siis peaks haigust rohkem esinema ka meeste
seas. Samuti peaks endometrioosi sagedus vanusega tOusma nagu tduseb vanusega
metaplaasia esinemissagedus. Lisaks peaks koldeid esinema rohkem rindkere &0nes, kuna
ts6loom méngib lisaks peritoneumiddne arengule rolli ka rinnaddne arengus (Nap jt, 2012).
Arvatakse, et metaplaasia tekkepohjused vGivad peituda nii hormonaalse tasakaalu muutustes,
pdletikulistes protsessides (Nap jt, 2012) kui ka EDC-des (endokriinsiisteemi kahjustavates
kemikaalides) (Crain jt, 2008).

Lisaks eelpool nimetatud teooriatele on vilja pakutud ka embriionaalsete rudimentide,
induktsiooni- ja tiivirakkude teooriat ning endomeetriumi koe levikut veresoonkonna ja/voi
limfisiisteemi abil. Embriionaalsete rudimentide teooria kohaselt vdivad kolded tekkida
Ostrogeeni mojul rakkudest, mis jdid alles embriionaalse arengu ajal toimunud Miilleri juha
migratsioonil (Burney ja Giudice, 2012). Induktsiooniteooriat peetakse tsbloomse metaplaasia
teooria laienduseks, mille kohaselt kohudodnde sattunud endomeetrium eritab mingit
tundmatut biokeemilist voi immunoloogilist ainet, mis stimuleerib mesenhiimaalseid rakke
diferentseeruma endomeetriumilaadseks koeks (Levander ja Normann, 1955). Tiivirakkude
teooria jargi voivad endometrioosikolded tekkida erinevate faktorite mdjul endomeetriumi
tiivirakkudest, mis satuvad menstruatsiooni ajal 1dbi munajuhade ja liimfi- ja/v3i1 veresoonte
kaudu emakavilisesse piirkonda (Gargett jt, 2008). Teooriale, mille jargi endomeetriumi kude
levib liimfisiisteemi abil, radgivad kaasa endomeetriumi koe leiud limfisoontest ja —sdlmedest
(Aoki, 1967). Endomeetriumi rakkude levikut vereringe abil toetab see, et adenomiioosi ehk
emaka endometrioosi patsientide emaka veresoontes on leitud endomeetriumi kudet
(Sampson, 1927). Kuigi liimfisiisteem ja vereringe vdivad patogeneesil rolli méingida, pole
need ilmselt peamised mehhanismid, sest maksa, kopsu ja rindkere endometrioos on pigem
harv ndhtus (Donnez jt, 2012).
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Ukski eelpool mainitud teooria pole siiski piisav, et veenvalt seletada endometrioosi
viljakujunemist ning on vdimalik, et eri piirkondades asuvatel kolletel on erinevad

patogeneesimehhanismid.

1.1.4 Endometrioosi patogeneesi mehhanismid

Endometrioosi tdpsed kujunemismehhanismid pole siiani selged. Arvatakse, et haiguse
kujunemises maéngivad olulist rolli nii immunoloogilised, pdletikulised, hormonaalsed
faktorid kui ka geneetiline eelsoodumus ja epigeneetilised ning keskkonnaga seotud tegurid
(Joonis 2).
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Joonis 2. Endometrioosi voimalikud patogeneesi mehhanismid. Joonisel on kujutatud
endometrioosikoldeid emakal, munasarjadel ja munajuhadel ning liiteid, mis on muutnud
munajuhad ldbimatuks ja kahjustanud emakat. Lisaks on vilja toodud haiguse vdimalikud

patogeneesi mehhanismid (muudetud http://www.clearpassage.com/what-we-

treat/infertility/endometriosis-infertility/).
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1.1.4.1 Immunoloogilised ja poletikuga seotud tegurid haiguse kujunemises

Normaalselt funktsioneeriv immuunsiisteem peaks dra tundma ja hdvitama vales kohas
paikneva endomeetriumi koe. Endometrioosi korral jdavad aga endomeetriumi rakud
kohuodnde alles, saavad seal kinnituda ning luua oma veresoonte vorgustiku et
immuunsisteem seda takistada suudaks. Seetdttu arvatakse, et endometrioosikollete
kujunemisel méngivad olulist rolli ka immuunsiisteemi héired (Gazvani ja Templeton, 2002).
On vilja pakutud rakulise immuunsuse kdrvalekaldeid nagu T-rakkude vahendatud
tsiitotoksilisuse vdhenemine (Dmowski jt, 1981) ning ka NK-rakkude (natural killer ehk
loomulike tapjarakkude) tsiitotoksilisuse vdahenemine (Oosterlynck, 1991), mille tottu jaib
kohukelmele sattunud endomeetriumi  kude immuunsiisteemi poolt hédvitamata. Just
immuunsiisteemi héireid peetakse iiheks voimalikuks endometrioosiga seotud viljatuse
pdhjuseks (Kalinina ja Matt, 2003). Endometrioosi patsientidel on tuvastatud B-liimfotsiiiitide
aktiivsuse tousu, mis omakorda soodustab autoantikehade tootmist (Kyama jt, 2003). Leitud
on nii organspetsiifilisi kui ka mitte-organspetsiifilisi antikehi, sagedamini anti-
endometriaalseid, anti-ovariaalseid ja antifosfolipiid-antikehi (Kalinina ja Matt, 2003).
Vereseerumis ja emakakaela sekreedis leiduvad antikehad vdivad takistada embriio
implanteerumist ning mojutada emaka limaskesta kiipsemist kinnitudes endomeetriumile,
emaka veresoonte endoteelile voi ladestudes immuunkompleksidena (Geva jt, 1997; Burns ja
Schenken, 1999).

Endometrioosi korral on peritoneaalvedelikus tdusnud podletikuline aktiivsus ning ka
makrofaagide hulk, suurenenud on tsiitokiinide IL-1 (interleukiin-1), I1L-6 (interleukiin-6),
TNF-o (tuumornekroosifaktor o) ning kasvufaktorite TGF-f (transforming growth factor f)
ja VEGF (veresoonte endoteeli kasvufaktor) tase (Kyama jt, 2003). Uuringud on nididanud, et
VEGF ning IL-6 tasemed peritoneaalvedelikus on endometrioosi puhul korgemad kogu
menstruaaltsiikli jooksul vorreldes tervete kontrollidega ning korreleeruvad positiivselt
haiguse raskusega (Witz, 1999; Mahnke jt, 2000). IL-6 hulk on suurenenud ka
endometrioosihaigete naiste eutoopilises endomeetriumis ning ka endometrioosikolletes
(Bergqvist jt, 2001). IL-6 osaleb munasarjades steroidhormoonide produktsioonis,
follikulogeneesis ja implantatsiooni protsesside reguleerimisel (Tsudo jt, 2000),
endometrioosi haigetel voib IL-6 aga vihendada NK rakkude tsiitotoksilisust endomeetriumi
fragmentide vastu kdhuodnes (Kang jt, 2014). VEGF, mida toodavad makrofaagid IL-6

toimel, osaleb angiogeneesis, koevigastuste parandamises ja fibroosi moodustamises (Donnez
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jt, 1998; Witz, 1999) ja seega voib VEGF olulist rolli méingida endometrioosikollete
verevarustuse loomisel. Tsiitokiin TNF-o. on seotud endomeetriumi rakkude adhesiooni ja
proliferatsiooni  stimuleerimisega ning  ekstratsellulaarset ~ maatriksit  lagundavate
metalloproteinaaside (MMP) ekspressiooni suurendamisega (Kyama jt, 2003). MMP-d koos
metalloproteinaaside koeinhibiitoritega (TIMP - tissue inhibitor metalloproteinase) osalevad
veresoonte moodustumise, endomeetriumi uuenemise (Kyama jt, 2003) ja pdletiku tekitamise
protsessides (Parks jt, 2004). Endometrioosihaigete endomeetriumis on ndidatud MMP-de
geeniekspressiooni profiili muutusi vorreldes tervetega naistega (Uzan jt, 2004). Samuti on
ndidatud, et tsiitokiinid IL-1 ja kasvufaktor TGF-B soodustavad endometriaalse koe
Kinnitumist ja arengut ning aitavad kaasa poletikulise keskkonna loomisel ja siilitamisel
(Kyama jt, 2003). Lisaks on endometrioosi patsientidel peritoneaalses vedelikus suurenenud
ka IL-8, angiogeensete omadustega tsiitokiini, kontsentratsioon ning tema taseme tdus voib
kaasa tuua kohuddonde sattunud endomeetriumi suurenenud proliferatsiooni ja
fibronektiinidele kinnitumise, luues sellega soodsad tingimused kollete tekkimiseks (Arici,
2002).

1.1.4.2 Keskkonnafaktorid haiguse kujunemises

Arvatakse, et endometrioosi kujunemist vdivad mojutada ka keskkonnafaktorid, tdpsemalt
endokriinsiisteemi kahjustavad kemikaalid enk EDC-d (endocrine disrupting chemicals).
Viimase 15 aasta jooksul on endometrioosi patogeneesiga seostatud 29 erinevat dioksiini ja
dioksiini taolist endokriinsiisteemi kahjustavat kemikaali (Anger ja Foster, 2008; Rier ja
Foster, 2003; Bruner-Tran jt, 2008). Nendest 7 on olnud poliiklooritud-dibenso-para-
dioksiinid (polychlorinated-dibenzo-p-dioxins, PCDD), 10 poliiklooritud dibensofuraanid
(polychlorinated-dibenzofurans, PCDF) ja 12 poliiklooritud bifeniiiilid (polychlorinated-
biphenyls, PCB). Need EDC-d vdivad aktiveerida, inhibeerida vdi jiljendada hormoonide
tood (Sonnenschein ja Soto, 1998) ning seonduda kas hormoonide endaga voi nende
retseptoritega. Nad voivad mojutada nii hormoonide siinteesi, sekreteerimist, lagundamist,
transporti kui ka seondumist retseptoritele, mis omakorda voib mdjutada keha homdostaasi,
arengut, kaitumist ja reproduktiivsiisteemi (Sofo jt, 2015). Samuti voivad need kemikaalid
toimida kui kasvajate promootorid (Warner jt, 2002) ning mojutada transkriptsiooni
regulatsiooni seondudes tuuma pinnal paiknevatele retseptoritele. EDC-d voivad inhibeerida
aromataasi, olla dstrogeeni ja androgeeni retseptorite antagonistid voi agonistid (YYang, 2006)

ning vdhendada néiteks progesterooni retseptorite hulka (Nayyar jt, 2007). Reesusahvidel on
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leitud doos-soltuv seos kodige miirgisema endokriinsiisteemi kahjustava kemikaali 2,3,7,8-
tetraklorodibenso-para-dioksiini enk TCDD ja peritoneaalse endometrioosi vahel (Rier jt,
1993). Uuringud inimestega on aga vastuolulised. Vorreldes kontrollidega leiti
endometrioosiga naistel vereseerumist rohkem TCDD kemikaali (Mayani jt, 1997). Inimeste
endomeetriumikoe in vitro uuringus mdjutas TCDD endomeetriumi endoteeli rakkude
proliferatsiooni, mis viitab selle rollile angiogeneesis (Bredhult jt, 2007). Samas on TCDD
mdju endomeetriumile siiski pigem oletuslik, kuna in vivo uuringute 1dbi viimine ja TCDD
mdju suuruse ja tagajirgede hindamine on keeruline. Samas on ka uuringuid, mis ei ole
leidnud veenvaid tdendeid hiipoteesile, et keskkonnafaktorid suurendaksid inimesel

endometrioosi kujunemise riski (Guo, 2009).

1.1.4.3 Hormonaalsed faktorid haiguse kujunemises

Endometrioosi peetakse Ostrogeensdltuvaks haiguseks, kuna endometrioosikolletes on
nédidatud suurenenud lokaalset Gstrogeeni biosiinteesi, mis vdib olla pShjustatud aromataasi
ekspressiooni hiiretest. Aromataasi normaalses endomeetriumis ei leidu, seega ei toodeta seal
lokaalselt ka Ostrogeeni. Kiill aga on aromataas aktiivne endometrioosikolletes ja
endometrioosihaigete endomeetriumis ning selle tulemusel on suurenenud ka Ostrogeeni
lokaalne tootmine (Kitawaki jt, 1997). Ostrogeen stimuleerib tsiiklooksiigenaas-2 (cyclo-
oxygenase-2, COX-2) tootmist, mis omakorda suurendab prostaglandiini E, kogust. Poletiku
ja valuga seostatud prostaglandiin aga suurendab endometrioosihaigetel omakorda aromataasi
aktiivsust ja seeldbi jéllegi oOstrogeeni hulka (Kitawaki jt, 1997; Simpson jt, 1980).
Bioloogiliselt aktiivne Ostrogeen ehk Ostradiool on oluline endomeetriumi funktsionaalkihi
taastamisel parast menstruatsiooni. Kollete poolt toodetud ostradiool voib aga lihtsustada

endometrioidsete kudede implantatsiooni kohudonde (Noble jt, 1997).

Lisaks aromataasiga seotud lokaalselt suurenenud ostradiooli biosiinteesile on endometrioosi
patogeneesiga ilmselt seotud ka progesterooni vastane resistentsus. Normaalses organismis on
progesterooni roll inhibeerida Gstrogeeni toimet menstruatsioonitsiikli sekretoorses faasis ja
valmistada endomeetriumi ette implantatsiooni toimumiseks. Endometrioosi patsientidel on
aga progesterooni retseptorite hulk endometrioosikolletes véhenenud, mis teeb koldeid
progesterooni osas resistentsemaks (Bulun jt, 2006; Attia jt, 2000). Kollete resistentsus
tdhendab aga omakorda, et lokaalselt toodetakse rohkem Ostrogeene, sest progesteroon ei

aktiveeri Ostradiooli inaktiveerivat 17[-hiidroksiisteroidi dehiidrogenaasi tiiiip 2 (173-HSD2)
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ensiiiimi  (Cheng jt, 2007). Ostradiooli suurem hulk voib jillegi soodustada

endometrioosikollete kasvu.

1.1.4.4 Geneetilised tegurid haiguse kujunemises

Uhe peamise endometrioosi kujunemist mdjutava tegurina on vilja toodud haiguse
voimalikku geneetilist tagapdhja. Geneetilisest eelsoodumusest annab mirku see, et raske
astme endometrioosiga naise esimese astme sugulastel on keskmiselt 7 korda kdrgem risk
endometrioosi kujunemiseks, vorreldes esimese astme sugulastega tervel naisel (Moen ja
Magnus, 1993). Samuti kinnitavad ka kaksikutel 1dbi viidud uuringud, et iihemunakaksikutel
on 2x korda suurem risk saada endometrioos vorreldes erimunakaksikutega, mistottu peetakse
parilikkuse méadraks umbes 50% (Treloar jt, 1998; Saha jt, 2015).

Endometrioosi geneetilise tausta véljaselgitamiseks on kasutatud erinevaid uurimismeetodeid.
Naiteks on 1dbi viidud suur hulk kandidaatgeenidel pohinevaid assotsiatsioonianaliiiise, Kus
otsitakse iihenukleotiidseid poliimorfisme (single nucleotide polymorphism, SNP) geenides,
millel voiks olla seos haiguse avaldumisega. Selleks vorreldakse kandidaatgeenide SNP-de
esinemissagedusi haigetest ja tervetest indiviididest koosnevates gruppides (Cardon ja Bell,
2001). Endometrioosi geneetilise tagapdhja mdistmiseks on uuritud vdhemalt 70
kandidaatgeeni ning pohjaliku iilevaate 2008 - 2012 aastatel avaldatud kandidaatgeenide
uuringute kohta on teinud Rahmioglu koos kaasautoritega (Rahmioglu, 2012). Nad tdid vélja
sagedamini uuritud geenide grupid (Tabel 1).

Autorid leidsid, et enim uuritud geeniks oli VEGF. Kuigi varasem metaanaliiiis néitas, et
VEGF-i viiest poliimorfismist iiks (rs3025039) oli statistiliselt oluline endometrioosi
kujunemise riski suurendamisel (Liang jt, 2012), ei suudetud Austraalias 1dbi viidud mahuka
uuringu kdigus selle poliimorfismi statistilist olulisust leida (Zhao jt, 2008). Rahmioglu ja
kaasautorite metaanaliitis vottis kokku eelnevad kandidaatgeenide uuringud ning joudis
tulemuseni, et ei VEGF-i ega iihtegi teist kandidaatgeeni ei saa piisavalt veenvalt

endometrioosi kujunemisega seostada (Rahmioglu jt, 2012).
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Tabel 1. Sagedamini uuritud kandidaatgeenide grupid

Uuritud kandidaatgeenid

Adhesioonimolekulid ja maatriksi CDHL, ICAML, MMP2, MMP9. MUC2, MUC4

ensiitimid
Apoptoos, DNA reparatsioon, onkogenees AKT1, APE1, CDKN1A CDKN1B, HOGG1,
ja rakutsiikli regulatsioon PIBKCA, TP53, XPD, XPG, XRCC1, XRCC3

C3, CTLA4, DR4/5, FCRL3, IFNG, IL10, IL16,
IL18, IL1B, IL2RB, IL6, LOXL4, NFKBI,
PTGS2, PTPN22, TCRB, TNFA, TNFR1,
TNFR2, TNFRSF11B, TNFSF13B, TRAIL

Poletikureaktsioonid voi tstitokiinid

Steroide siinteesivad enstiimid, CYP17A1, CYP19Al1, CYP1A1, CYP1A2,
detoksifikatsiooni ensiitimid ja retseptorid CYP2C19, GSTM1, GSTP1, PPARG
Ostradiooli metabolism COMT, HSD17B1, HSD17B2
BNC2, FGF1, FGF2, IGF1, IGFI1R, IGF2,

Kasvufaktorid TGFB1, VEGF

CCL21, CD40, HLA regioon, HLA-DRB1,

Immuunsiisteem IRF5, STAT4, TRAF1-C5, VDR

Teised ensiiiimid ja metaboolsed rajad ~ eNOS, IRS2, LHB, SERPINE

Endometrioosi geneetilise tagapdhja tuvastamiseks on kasutatud ka {lilegenoomseid
assotsiatsiooniuuringuid (genome-wide association study, GWAS). GWA uuringute Kkorral
vorreldakse SNP mikrokiibi andmeid patsientide ja tervete kontrollide vahel, et leida kas
moni SNP esineb haigust kandvate indiviidide seas sagedamini ja vOiks seega olla haiguse
kujunemisega seotud. Siiani on ldbi viidud neli GWA uuringut (Adachi jt, 2010; Uno jt, 2010;
Painter jt, 2011; Albertsen jt, 2013) ja mitmeid replikatsiooniuuringuid (Pagliardini jt, 2013;
Sundgvist jt, 2013; Sapkota jt, 2015) ning uuringute metaanaliiiise (Nyholt jt, 2012;
Rahmioglu jt, 2014; Sapkota jt, 2015). Viimatine metaanaliiiis, mis kaasas 11506 patsienti ja
32678 kontrolli, leidis 8 iilegenoomse olulisusega SNP-d (Tabel 2) (Rahmioglu jt, 2014;
Sapkota jt, 2015). Kaheksast SNPst viis (rs12700667, rs7521902, rs1537377, rs7739264 ja
rs13394619) niitasid tugevamat efekti suurust mddduka ja raske astme endometrioosi korral.
Antud metaanaliiis t6i védlja mitmeid huvipakkuvaid geene nagu nditeks WNTA4,
CDKN2BAS1, FN1 ja IL1A, mis vodiksid olla seotud haiguse kujunemisega. CDKN2BAS1
lookus osaleb mitmete tuumorsupressor geenide (CDKN2B, CDKN2A, ARF) regulatsioonis
(Pasmant jt, 2007; Jarinova jt, 2009; Liu jt, 2009). Inaktiveerunud CDKN2BASL1 on leitud
endometrioosi ja emakakehavihi patsientidel (Goumenou jt; Martini jt, 2002; Guida jt, 2009).
SNP rs7521902 lahedal paiknev geen WNT4 kodeerib naiste suguorganite arenguks vajalikku
valku, milleta ei kujune vélja Miilleri juha ega selle derivaadid (Vanio jt, 1999). On leitud, et
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WNT geenid avalduvad nii kohukelmes kui ka endomeetriumis (Gaetje jt, 2007). FN1 ehk
fibronektiin-1, kust leiti rs1250248, on seotud raku adhesiooni ja migreerumise protsessidega
nagu niiteks embriiogeneesi, haavade paranemise, vere hiilibimise, peremeesraku kaitsevdime
ja metastaasidega (Pankov ja Yamada, 2002). IL1A kodeerib valku, mis kuulub tsiitokiin

interleukiin-1 (IL-1) perekonda ja on seotud immuunvastuse ja pdletikuliste protsessidega.

Tabel 2. Endometrioosi haigestumise riskiga seotud SNPd GWA uuringute ja
replikatsioonianaliiiiside andmestiku metaanaliiiisist (Rahmioglu jt, 2014; Sapkota jt,
2015).

SNP OR* Statistiline olulisus ~ Kromosoom Léihim geen
rs7521902 1,18 1,8x 10 1 WNT4
rs12700667 1,13 1,6 x 107 7 Intergeenne
rs1537377 1,12 1,0 x 10°® 9 CDKN2BAS
rs1250248 1,11 8,0x 10°® 2 FN1
rs10859871 1,18 48 x 107" 12 VEZT
rs7739264 1,15 6,2 x 1070 6 ID4
rs13394619 1,13 2,9x 107 2 GREB1
rs6542095 1,15 8,0x 107 2 IL1A

OR — odds ratio ($ansside suhe)

Kuigi GWA uuringud on andnud olulist infot endometrioosi kujunemist mojutavate SNP-de
kohta, on haigusega seostatud SNPde efekti suurused jadnud siiski keskparasteks ning lisaks
pole need variandid ka véga head molekulaarsed markerid otsesteks diagnostilisteks testideks
(Visscher jt, 2012). Kuna iilegenoomsete uuringute panus haiguse pdhjuste tuvastamisel on
jaanud tagasihoidlikuks, on endometrioosi uuringud asunud otsima haiguse epigeneetilist
tagapohja. Huviorbiiti on tdusnud eelkdige DNA metiilatsiooni muutused, mida on asutud

otsima nii endometrioosi haigete endomeetriumitest kui endometrioosi kolletest.

1.1.5 DNA metiilatsioon

1.1.5.1 DNA metiilatsiooni olemus

Epigeneetika uurib muutusi geneetilises materjalis, mis mdjutavad geeni ekspressiooni, jittes
seejuures DNA jirjestuse muutmata (Wolffe ja Matzke, 1999). Uheks enim uuritud
epigeneetiliseks modifikatsiooniks on DNA metiilatsioon ehk DNA metiiiilimine. DNA

metiilatsiooni puhul on tegemist biokeemilise protsessiga, mille korral adeniini voi tsiitosiini
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nukleotiidile lisatakse metiitilgrupp (-CH3). Eukariiootides on levinum tsiitosiini
modifikatsioon, mille korral on metiiiilriihm lisatud tsiitosiini plirimidiini 5’ siisinikule (Joonis
3). Protsessi viivad ldbi C5-DNA metiiiiltransferaasid (DNMT-d) ja nende t66 tulemusel tekib
5-metiiiiltsiitosiin (5mC) (Jeltsch, 2006; Razin ja Chedar, 1977). Metiilatsiooni viivad labi
kolm pohilist metiiiltransferaasi: DNMT1, DNMT3A ja DNMT3B. DNMT1 ehk
»sdilitamise* metiililtransferaas metiileerib eelkdige hemi- ehk poolmetiileeritud DNAd, mille
iks ahel on eelnevalt metiileeritud (Okano jt, 1998). DNMT3A ja DNMT3B ehk ,,de novo*
metiililtransferaasid metiileerivad eelnevalt metiileerimata saite ja hemimetiileeritud DNA-d
(Okano jt, 1998). Nad on eriti olulised metiilatsioonimustrite loomisel varajases arengus.
Samas on leitud, et lisaks DNMT1-le on ka DNMT3A ja DNMT3B vodimelised osalema
metiilatsioonimustrite séilitamisel (Jones ja Liang, 2009) ning kdik DNMT-d on vajalikud

embriionaalse arengu kdigus (Bestor jt, 1992).

N NH,
“)j DNMT NE | @

~ o
0% SN ; ; 0% SN
sAME@) sAH |

H;

|
H

Tsiitosiin S-meftiiiiltsiitosiin

H

Joonis 3. DNA metiilatsiooni skeem. Tsiitosiinile lisatakse metiiiilgrupp, mille tulemusena
tekib 5-metiiiiltsiitosiin. Metiiiilgrupi doonoriks on SAM ehk S-adenosiiiilmetioniin,
metiilatsiooni tagajérjel tekib lisaks 5-metiiiiltsiitosiinile ka SAH ehk S-adenosiiiil-L-
homotsiisteiin. Reaktsiooni viivad 1dbi DNA metiiiiltransferaasid ehk DNMT-d (muudetud

http://pubs.niaaa.nih.gov/publications/arcr351/6-16.htm).

Imetajatel toimub DNA metiilatsioon pohiliselt siis, kui C nukleotiidile jargneb nukleotiid G.
Need alad on tuntud kui CpG saidid, mida on hajusalt inimese haploidses genoomis
umbkaudselt 28 miljonit (Jaffe jt, 2012; Rakyan jt, 2011). CpG sait voib olla kas tédielikult
metiileeritud, poolmetiileeritud vOi metiileerimata. Metiileerituse tase vOib sdltuda nii
kromosoomi piirkonnast, raku tiiiibist, arengustaadiumist kui ka alleeli péritolust (Reinius,
2012). Inimesel on umbkaudselt 70-80% CpG saitidest metiileeritud (Bock, 2012). Esineb ka
500-2000 nukleotiidilisi piirkondi, mis on iilejadnud genoomiga vdrreldes CpG saitide
rikkamad. Neid alasid nimetatakse CpG saarekesteks (CpG islands, CGI) (Ng ja Bird, 1999).
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Arvatakse, et need saarekesed on olemas rohkem kui pooltes selgroogsete geenides. Inimese
genoomis on selliseid saarekesi umbes 30000. CpG saarekesed vodivad paikneda nii
transkriptsiooni algussaidi (transcription start site, TSS) ldaheduses kui ka geeni sees. TSSi
laheduses paiknevad CpG saarekesed pole tavaliselt metiileeritud (Jones, 2012).
Metiilatsiooni taseme osas varieeruvamad on saarekeste korval paiknevad CpG-kaldad, mille
CpG saitide tihedus on vorreldes CpG saartega viiksem (Irizarry jt, 2009). Uhe CpG saidi
tasandil esinevat metiilatsiooni varieeruvust kirjeldatakse terminiga metiilatsiooni suhtes
varieeruv positsioon (methylation variable position, MVP), mis on vorreldav geneetikas SNP-
ga (Rakyan jt, 2011). Kui metiilatsioon on muutunud mitmes korvuti paiknevas CpG saidis,
siis nimetatakse seda piirkonda erinevalt metiileeritud regiooniks (differentially methylated
region, DMR). DMR-id on tavaliselt alla 1000 nukleotiidi pikkused, kuid leidub regioone,
mis on {ile miljoni aluspaari pikad (Frigola jt, 2006).

1.1.5.2 DNA metiilatsiooni bioloogiline olulisus

DNA metiilatsioon ning metiilatsioonimustrite muutused on olulised organismi normaalses
arengus ning rakkude diferentseerumisel. Lisaks on DNA metiilatsioonil oluline roll
koespetsiifiliste geenide avaldumisel (De Smet jt, 1999) ning geeniekspressiooni
reguleerimisel. Naiteks mdjutab geeniekspressiooni see, kus paikneb metiileeritud regioon.
Kui transkriptsiooni algussaidi vahetusldheduses on CpG-d metiileeritud, siis toimub
transkriptsiooni initsiatsiooni blokeerimine. Samas kui metiileeritud CpG saidid paiknevad
geeni sees promooterregioonist eemal, siis vOib blokeerimise asemel hoopis toimuda
transkriptsiooni  elongatsiooni etapi stimuleerimine (Jones, 2012). Transkriptsiooni
blokeerimine toimub peamiselt kahe meetodi abil: esiteks takistab tsiitosiinile lisatud
metiitilrithm otseselt transkriptsioonifaktorite seondumist (Joonis 4; Comb ja Goodman, 1990)
ja teiseks kutsub DNA metiileerimine esile geeniekspressiooni vaigistamist vahendavate
valkude seondumist (Tate ja Bird, 1993). Naiteks vahendab metiileeritud CpGd siduv valk 2
(MeCP2) histoone modifitseerivate ensiitimide, nagu nditeks histooni deatsetiilaasi (HDAC)
kompleksi seondumist, mille tulemusel muutub kromatiini struktuuri suletuks ja
geeniekspressioon vaigistatakse, sest transkriptsioonifaktorite juurdepads on takistatud (Nan
jt, 1998).
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Transkriptsiooni- Transkriptsiooni-
faktor faktor

Trans.kriptsioon Transkriptsiooni ei
toimub toimu
— 5

2299992299 = 09999909 900

CpG saar CpG saar

DNMT
? Mettileeritud CpG

? Mettileerimata CpG

Joonis 4. DNA metiilatsioon ja transkriptsiooni regulatsioon. DNA metiilatsioonil
lisatakse metiiiiltransferaaside (DNMT-de) abil CpG dinukleotiidi tsiitosiinile metiitilgrupp.
Kui CpG saar on metiileeritud, siis transkriptsioonifaktorite scondumine DNAle on takistatud
ja geeni transkriptsioon on inhibeeritud. Kui CpG saar pole metiileeritud, siis saavad

transkriptsiooni faktorid seonduda ning tranksriptsioon toimuda (muudetud Nasu jt, 2011).

DNA metiilatsioon on oluline erinevates bioloogilistes protsessides nagu néiteks
transponeeruvate elementide vaigistamisel (Bestor, 1998), tiivirakkude diferentseerumisel
(Meissner, 2010), embriionaalse arengul (Reik, 2010), genoomsel imprintingul (Barlow,
2011), kroonilise poletiku tekkel (Martin ja Herceg, 2012) ning X kromosoomi

inaktiveerimisel (Hellmann jt, 2007).

On leitud, et metiilatsioonimustri muutused voivad mojutada erinevate haiguste, nagu niiteks
vihkkasvajate ning autoimmuunsushaiguste kujunemist (Fraga, 2005; Javierre, 2009).
Kasvajate puhul on avastatud, et nende metiilatsioonimuster on muutunud vorreldes
normaalsete sama koe rakkude DNA metiilatsioonimustriga (Feber jt, 2011). Lisaks on
metiilatsioonimustri muutuseid avastatud ka diabeedi, skisofreenia ja hulgiskleroosi puhul
(Rakyan jt, 2008).

1.1.5.3 DNA metiilatsiooni uurimise meetodid

DNA metiilatsiooni uurimine on keeruline, sest erinevalt genoomist, mida on inimesel iiks,
vOib epigenoome olla mitmeid olenevalt koetiilibist ja organismi arengufaasist ning need
voivad olla ajas muutuvad. Lisaks on raske médrata, kas muutunud metiilatsioonimustri

profiil on tekkinud haiguse tagajérjel voi pohjustab haigust (Rakyan jt, 2011). Metiilatsiooni
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taset genoomis saab hinnata, kas modtes metiileerituse hulka tildiselt voi lookusspetsiifiliselt,
mida omakorda saab hinnata vaadates kogu genoomi voi kandidaatgeene. Lookusspetsiifiliselt
kandidaatgeenide metiilatsiooni taset hinnatakse niiteks metiilatsioonitundliku PCR-i abil,
mille puhul kasutatakse naatriumbisulfit to6tlusega DNA-d (Joonis 5). Tootluse tulemusel
muutuvad metiileerimata C nukleotiidid U-deks, metiileeritud C-d piisivad aga muutumatuna
(Frommer jt, 1992). Bisulfit to6tluse puudujddgiks on see, et meetod ei tee vahet 5-
metiiiltsiitosiinil ja hiljuti DNA-s avastatud 5-hiidroksiimetiiiiltsiitosiinil. Tdpsema tulemuse
saamiseks kasutatakse bisulfit sekveneerimist, mille abil saab kvantitatiivselt mdota

metiileeritud ja metiileerimata C-de hulka.

m
—CG—CG—  Genoomse DNA
—GC—GC— fragmendid
w

l Denaturatsioon
m
—CG—CG—

Tootlus
naatriumbisulfitiga

m .
—CG—UG— Metiileerimata tsiitosiini
muutmine uratsiiliks

Teise ahela stintees
l PCR-ga
m
—CG—UG—
GC—AC
l PCR
CG—TG
GC—AC

Joonis 5. Naatriumbisulfit t6otlus. DNA denatureeritakse ning toodeldakse seejérel
naatriumbisulfitiga, mille tulemusel muudetakse metiileerimata tsiitosiinid (C) uratsiilideks
(U). PCR-i kdigus muudetakse uratsiilid tiimiinideks samal ajal kui metiileeritud tsiitosiinid
jadvad muutmata. Bisulfit totluse jargse jargselt pole DNA ahelad enam komplementaarsed
ning PCR-il kasutatavad praimerid on disainitud nii, et saaks hinnata iihe kindla ahela

metiilatsiooni staatust (muudetud Zilberman ja Henikoff, 2007).

Ulegenoomseteks lookusspetsiifilisteks uuringuteks kasutatakse nii meetodeid, mis pdhinevad
kiipidel kui meetodeid, mis kiipe ei vaja. Kiipidel pohinevate meetodite puhul kasutatakse

DNA  eeltootluseks  tavaliselt kas  metiilatsioonitundlikke  restriktsiooniensiiiime,
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metiitiltundlike antikehadega voi valkudega rikastamist voi juba eelnevalt mainitud to6tlust
naatriumbisulfitiga. Metiilatsiooni  tundlikud restriktsioonilised endonukleaasid ehk
restriktaasid suudavad eristada metiileeritud ja metiileerimata DNA-d ning 1digata seda sait-
spetsiifiliselt. Olenevalt sellest, millist restriktsiooni ensiiiimi kasutatakse, jaab vaid iiht tiitipi
DNA (metiileeritud vOi metiileerimata) restriktaaside poolt Idikamata, mistottu on seda
voimalik hiljem eristada. Metiiiiltundlike antikehade voi valkudega rikastamise puhul
kasutatakse 5-metiiiiltsiitosiini vastaseid antikehasid ja valke, et eraldada metiileeritud DNA
metiileerimata DNA-st. Metiilatsioonikiibid, mis on nditeks Illumina voi Affymetrix poolt
toodetud, voimaldavad metiilatsioonitaset madrata kogu genoomi ulatuses suhteliselt kiiresti.
[llumina Infinium tehnoloogia puhul on mikrokiibi abil voimalik mdota CpG metiileeritust
kasutades kahte erinevat oligonukleotiidide disaini (Infinium I ja Infinium I1), mis tunnevad
dra kas metiileeritud voi metiileerimata lookuse (Illumina Inc). CpG saidi metiilatsioonitaseme
viljendamiseks kasutatakse beeta véirtust, mille leidmiseks vdrreldakse kahe alleeli

fluorestsentssignaali intensiivsuste suhet (Bibikova jt, 2011).

Samas tidpsema iilegenoomse tulemuse annab siiski bisulfit sekveneerimine, mille korral
bisulfit tootlusega DNA sekveneeritakse teise polvkonna sekveneerimise abil ning
analiiiisitakse CpG saitide metiilatsiooni taset aluspaarilise tdpsusega kogu genoomi ulatuses
(Lister jt, 2009). Lisaks on selle abil voimalik tdpsemini kaardistada metiilatsiooni erinevat
tiitipi  kordusjdrjestustes, mis on keeruline mikrokiipidel pohinevate tehnoloogiatega.

Probleemiks on aga sekveneerimise ajamahukus.

22



2. Uurimus

2.1 Too eesmirgid
Kéesoleva bakalaureusetoo eesmargiks oli:

1) Anda iilevaade endometrioosi DNA metiilatsiooni uuringutest.
2) Analiiiisida, kas ja kuidas vdiksid muutused metiilatsioonimustris olla seotud

endometrioosi kujunemisega.

2.2 Materjal ja metoodika

Referatiivseks uurimistooks kasutati pohiliselt PubMed andmebaasi. Kasutatud artiklite
avaldamisperiood oli detsember 2002 kuni aprill 2016. Kasutati ainult inglisekeelseid
artikleid. Marksonad, mille jargi artikleid otsiti, olid ,endometriosis” eraldi ning
kombineeritult sonadega ,candidate gene studies,” ,,diagnosis,” ,,DNA methylation,
»endocrine disrupting chemicals,” ,,environmental factors,” ,,epidemiology,” ,,epigenetics,*
»genetics,” ,,GWAS,“ | hormonal factors,” ,,immunology,” ,,linkage studies,” ,,microarray,” ja
»pathogenesis®.

Erinevate geenide funktsiooni leidmiseks kasutati NCBI Gene ning ka PubMed andmebaasi,
kuhu sisestati iilegenoomsetes metiilatsiooniuuringutes kattunud geenide nimesid koos sonaga
»function” ning ka ilma selleta. DNA metiilatsiooni uuringute andmete ithisosa leidmiseks

kasutati Venni diagrammi (Heberle jt, 2015).

2.3 Tulemused

2.3.1 Kandidaatgeenidel pohinevad DNA metiilatsiooni uuringud

Esimesed endometrioosi kandidaatgeenidel pdhinevaid DNA metiilatsiooniuuringud
parinevad juba aastast 2005 ning niitidseks on vaadeldud juba seitsmeteistkiimne erineva
geeni DNA metiilatsiooni (Tabel 3). Enim uuritud geenide hulka kuuluvad HOXAL10,
steroidifaktor 1 ehk SF-1 (NR5AL1), ensiitimi tsiiklooksiigenaas 2 kodeeriv COX-2,
progesterooni retseptori isoformi PR-B kodeeriv geen PR ning &strogeeni retseptorit ER-S

kodeeeriv geen ESR2.
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Tabel 3. Endometrioosi kandidaatgeenidel pohinevad DNA metiilatsiooni uuringud.

Erinevalt metiileeritud

Geen Metiileeritus Viide
kude
CDHL Hiipermetiilatsi Endomeetrium Liit 2016
UPEIMEMAISIOON 1 dometrioosikolle )t
Hiipometiilatsioon Endomeetrium Kulp jt, 2016
Fambrini jt, 2013;
HOXALO Endomeetrium Szczepanska jt, 2010;
Hiipermetiilatsioon Wu jt, 2005
Endomeetriumi strooma Lu jt, 2013
Endometrioosikolle Andersson jt, 2014
) Endometrioosikolle Zidan jt, 2015
COX-2 Hiipometiilatsioon - -
Endomeetrium Wang jt, 2012
LINE-1  Hiipometiilatsioon Endometrioosikolle Senthong jt, 2014
RUNX3  Hiipermetiilatsioon ~ Endometrioosikolle Guo jt, 2014
RASSF2  Hiipermetiilatsioon ~ Endometrioosikolle Ren jt, 2014
ESR1 - Endometrioosikolle Meyer jt, 2014
- Endometrioosikolle Meyer jt, 2014
ESR2 i00si
Hiipometiilatsioon Endometrioosikolde Xue jt, 2007
strooma
Hiipermetiilatsioon Endometrioosikolde Xue jt, 2014; Xue jt, 2011
SF-1 strooma
(NRSAL) Hiipometiilatsioon Endometrioosikolde Xue jt, 2007
strooma
HOXA1l Hiipermetiilatsioon Endomeetrium Szczepanska jt, 2012
hMLH1  Hipermetiilatsioon =~ Endometrioosikolle Martini jt, 2002
CYP-19 Hiipometiilatsioon Endometrioosikolde Izawa jt, 2011
(aromataas) stroomarakud
ERVW-1  Hiipometiilatsioon Endometrioosikolle Zhou jt, 2014
PAX-2 - Endometrioosikolle De Graaff jt, 2012
Endomeetrium :
PR (PR-) i Endometrioosikolle Wu jt, 2006
PR (PR-f) Hiipermetiilatsioon  Endometrioosikolle Meyer jt, 2014; Wu jt, 2006
DUSP?2 i Endometrioosikolde Wu jt, 2011

stroomarakud




HOXA10 ehk homeobox A10 on transkriptsioonifaktor, mille metiilatsiooni on endometrioosi
korral koige sagedamini uuritud (Kulp jt, 2016; Andersson jt, 2014; Lu jt, 2013; Fambrini jt,
2013; Szczepanska jt, 2010; Wu jt, 2005). HOXA10 ekspresseerub endomeetriumis ning on
oluline endomeetriumi kasvamisel, diferentseerumisel ning embriio implantatsiooni ajal
endomeetriumi retseptiivseks muutumisel (Zanatta jt, 2010). HOXA10 ekspressioon on
endomeetriumis stimuleeritud 6strogeeni ja progesterooni poolt ning antud geeni ekspressioon
touseb menstruaaltsiikli kesksekretoorses faasis (Eun Kwon ja Taylor, 2004). HOXA10
olulisust endometrioosi patogeneesis hakati lahemalt uurima siis, kui avastati, et haigetel
naistel ekspresseeritakse sekretoorses faasis vihem HOXAL0 vorreldes kontrollidega.
HOXA10 ekspressiooni languse tagajarjel viaheneb endomeetriumi retseptiivsuseks vajalike
geenide ekspressioon ning seeldbi vOib endometrioosiga naistel kujuneda viljatus
(Szczepanska jt, 2010). HOXA10 hiipermetiilatsioon promooterpiirkonnas voib viia
geeniekspressiooni  vdhenemiseni, mis omakorda vdiks seletada endometrioosihaigete
vihenenud viljakust. Kuigi viimane kandidaatgeeni metiilatsiooni uuring niditas HOXA10
geeni promooterregioonis paiknevate CpG saitide ning ka intronite piirkonnas paiknevate
CpG saarte hiipometiilatsiooni endometrioosiga naiste endomeetriumis (Kulp jt, 2016), on
siiski koik teised tulemused leidnud, et HOXAL10 geen on endomeetriumis ja kolletes

hiipermetiileeritud.

Mitmed uuringud vaatlesid ka NR5A1 geeni, mis kodeerib SF-1 ehk steroidofaktor 1. See on
oluline transkriptsioonifaktor, mis méngib rolli steroidogeense akuutse regulatoorse valgu ehk
STAR-i ja aromataasi kodeeriva CYP19A1 aktiveerimisel, mis omakorda on seotud dstrogeeni
slinteesiga. SF-1 tase on maérkimisvédrselt suurem endometrioosikolde stroomarakkudes
vorreldes normaalse endomeetriumiga. Xue jt, 2007 uuringus leiti, et endometrioosikolletes
oli SF-1 promooterpiirkonnas paiknev CpG saar hiipometiileeritud ning tervete naiste
endomeetriumis hiipermetiileeritud. Kaks SF-1 uuringut (Xue jt, 2011; Xue jt, 2014) on
avastanud, et CpG saar, mis ulatub SF-1 ekson IlI-st kuni intron 1ll-ni, on
endometrioosikolletes hiipermetiileeritud. Endometrioosikoldes toimuv promootoris paikneva
CpG saare hiipometiilatsioon ning promooterist kaugemal asuva CpG hiipermetiilatsioon vdib
SF-1 ekspressiooni vdimendada. Kuna SF-1 on ka aromataasi siinteesi aktiveerija, siis
voimaldaksid nende kolme uuringu leiud tdpsemalt seletada, miks on kolletes aromataasi

suntees suurenenud.
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Kuna endometrioosi peetakse hormoonsdltuvaks haiguseks ning endometrioosikolletes on
ndidatud suurenenud vastuvotlikkust Ostrogeenile ja suurenenud ER-g retseptorite hulka
(Brandenberger jt, 1999), siis on ka rohkem uuritud ESR2 metiilatsiooni (Meyer jt, 2014; Xue
jt, 2007). ESR2 kodeerib Ostrogeeni retseptorit B ehk ER-B, mis seondab bioloogiliselt
aktiivset Ostrogeeni ehk Ostradiooli ja seeldbi saavad Ostrogeeniga seotud funktsioonid
avalduda. Uuring, kus vorreldi omavahel haigete naiste endometrioosikolde stroomat ja
tervete naiste endomeetriumi stroomat, niitas ER-£ hiipometiilatsiooni (Xue jt, 2007), mis
voimaldaks seletada Ostrogeeni retseptoreid kodeeriva geeni ESR2 suurenenud ekspressiooni
ning seeldbi retseptorite hulga kasvu ja vastuvotlikkuse suurenemist endometrioosikolletes.
Samas Meyer jt, 2014, kes vordlesid endometrioosikollet endomeetriumiga, ei suutnud ESR2

metiilatsiooni muutust leida.

Samuti on uuritud PR-# promooteri metiilatsioonitaset endometrioosikolletes (Wu jt, 2006;
Meyer jt, 2014). PR-£ on isovorm, mis on kodeeritud geeni PR poolt ja selle ekspressioon on
endometrioosikolletes vihenenud, mistdttu on vihenenud ka progesterooni retseptorite hulk,
mis voib omakorda pdhjustada endometrioosile omast progesterooni resistentsust.
Kandidaatgeenide uuringutes on leitud, et PR-B promotooterregioon on hiipermetiileeritud,
mis voiks seletada PR-§ retseptorite hulga vdhenemist ja seeldbi tekkinud Kollete

progesterooni resistentsust endometrioosi haigetel patsientidel.

Geeniekspressiooni uuringud on nididanud, et COX-2 on endometrioosikolletes iile-
ekspresseeritud ning on leitud, et selle hulk korreleerub patsientide valu tugevusega ning on
seotud ka haiguse taastekkega péarast kollete kirurgilist eemaldamist (Ota jt, 2001; Matsuzaki
jt, 2004; Buchweitz jt, 2006). Kandidaatgeenide metiilatsiooniuuringud on leidnud, et
eutoopilises endomeetriumis ja endometrioosikolletes on COX-2 promooterregioon
hiipometiileeritud. Sellega seoses on nididatud samades kudedes ka COX-2 mRNA hulga
kasvu (Wang jt, 2012; Zidan jt, 2015). COX-2 ekspressioonitasemete muutused on seotud
prostaglandiini E; iileliigse tootmisega, mis omakorda suurendab endometrioosihaigetel

aromataasi slinteesi aktiivsust ja seeldbi Ostrogeeni hulka.

Uheks oluliseks geeniks on ka CYP-19 ehk aromataas, mida ennast pole kiill
kandidaatgeenide metiilatsiooni uuringutes palju uvuritud, kuid mille ekspressiooni vdivad
mojutada teised kandidaatgeenide uuringutes kajastatud erinevalt metiileeritud geenid. Sellel
on oluline roll androgeeni muutmisel Gstrogeeniks (Simpson jt, 1994) ja seda peetakse

endometrioosikolletes iiheks olulisemaks hiiperdstrogeense keskkonna kujundajaks. Tervete
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naiste endomeetriumis aromataasi ekspressiooni kirjeldatud ei ole (Kitawaki jt, 1997), kiill on
aga endometrioosiga naiste endomeetriumis ja endometrioosikolletes ndidatud aromataasi
ekspressiooni. Aromataasi ekson II puhul on uuring ndidanud CpG saarte hiipometiileeritust
endometrioosikolletes ja hiipermetiileeritust tervete naiste endomeetriumis (Izawa jt, 2011).
Aromataasi hiipometiilatsiooni tottu voib selle ekspressioon olla endometrioosikolletes

suurem ja see omakorda voib mdjutada dstrogeeni kontsentratsiooni kasvu kolletes.

2.3.2 Ulegenoomsed DNA metiilatsiooni uuringud

Ulegenoomsed metiilatsiooni uuringud on paljulubavaks viisiks endometrioosile omase
epigeneetilise mustri tuvastamisel. Siiani on ldbiviidud viis {ilegenoomst DNA
metiilatsiooniuuringut (Borghese jt, 2010; Dyson jt, 2014; Nagvi jt, 2014; Yamagata jt, 2014;
Saare jt, 2016). Erinevad t66d on keskendunud erinevatele koetiiiipidele. Uuritud on
vordlevalt tervete ja endometrioosiga  naiste endomeetriumeid, vdorreldud omavahel
endometrioosikoldeid ja endomeetriumeid ning Kolletest ja endomeetriumitest parinevaid
endometriaalseid stroomarakke. Ulegenoomsetes metiilatsiooni uuringutes kasutatud kiibid

ning patsientide ja kontrollide hulk on toodud vilja tabelis (Tabel 4).

Tabel 4. Endometrioosi iilegenoomsed metiilatsiooni uuringud.

Patsiendid (n) Kontrollid (n) Kiip Viide

IHlumina Infinium

7 (EN) 6 (E) HumanMethylation27 Assay Naqvi jt, 2014
Infinium
31 (EN) 24 (E) HumanMethylation450 Saare jt, 2016
Beadchip
Affrymetrix GeneChip .
150 20 (E) Human Promoter 1.0R Array Borghese jt, 2010
Infinium
6 (LSC) 6 (ESC) HumanMethylation450 Dyson jt, 2014
beadchip
3(LSC) HumanMethylation27 .
3 (ENSC) 3 (ESC) BeadChip Yamagata jt, 2014

E — tervete naiste endomeetrium, EN — endometrioosiga naiste endomeetrium, L —
endometrioosikolded, SC — stroomarakud, ESC - tervete naiste endomeetriumi
stroomarakud, LSC — kolde stroomarakud, ENSC — endometrioosiga naiste endomeetriumi
stroomarakud
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2.3.2.1 Endomeetriumi DNA metiilatsiooni uuringud

Endometrioosiga naiste endomeetriumite DNA metiilatsiooniprofiile on vaadeldud kahes t66s
(Naqgvi jt, 2014; Saare jt, 2016). Naqvi jt, 2014 t66s vorreldi tervete ning endometrioosi
haigete naiste endomeetriumit. Metiilatsioonikiibi abil uuriti 27578 CpG saidi
metiilatsiooniprofiile ning leiti 120 geeni, mille metiilatsioonitase oli statistiliselt oluliselt
muutunud. Neist 59 olid hiipermetiileeritud ja 61 hiipometiileeritud. gRT-PCR abil kontrolliti
ka seda, et kas on muutunud nende geenide ekspressiooni tase. Oma t60s valisid nad neist
geenidest vilja 10, mille rolli varasemalt ei olnud endometrioosiga ndidatud ning mida on
seostatud pdletikuga ning apoptoosi protsessidega seotud radadega. Leiti, et MGMT,
DUSP22, CDCA2, ID2 ja RBBP7 olid hiipermetiileeritud ning BMPR1B, TNFRSF1B,
ZNF681, IGSF21 ja TP73 hiipometiileeritud. Samuti niitasid nad, et hiipermetiileeritud
geenide MGMT, DUSP22, CDCA2 ja ID2 mRNAde tasemed olid endometrioosiga patsientide
endomeetriumis oluliselt vihenenud. Hiipometiileeritud geenide ekspressioon oli kiill ildiselt
suurenenud, kuid mitte nii palju, et see oleks statistiliselt oluline. Statistiliselt oli oluline vaid
ZNF681 ekspressiooni suurenemine ning hiipometiileeritud 1GSF21 ekspressiooni
viahenemine. Toodi esile ka HOXA10 ekspressiooni vahenemist ning hiipermetiilatsiooni, kuid
antud tulemused ei olnud siiski statistiliselt olulised, sest metiilatsiooni taseme muutus jii

véaiksemaks autorite enda poolt maaratud olulisuse lavendist.

Saare jt, 2016 t60s leiti, et olulist erinevust haigete ning tervete kontrollide endomeetriumite
metiilatsiooni profiilides ei ole, kiill aga néidati, et endomeetriumi metiilatsiooniprofiil oli
mdjutatud menstruaaltsiikli faasidest. Kui menstruaaltsiiklit arvesse ei vdetud, leiti t66s vaid
28 erinevalt metiileeritud regiooni, mis olid seotud 16 geeniga: PI3, SLC43A3, MGAT5B,
MUC4, HIVEP3, FGG, CLCF1, CANT1, LTK, AHRR, AKR1B1, APEH, CST11, ELOVLA4,
HBE1, NEGR1. Siiski tuleb mainida, et enamuse leitud erinevalt metiileeritud geenide
metiilatsioonitasemete muutused olid vdga tagasihoidlikud ja mitmete geenide (PI3,
SLC43A3, MGAT5B, MUC4, HIVEP3, FGG, CANT1, LTK) metiilatsioon oli mdjutatud
menstruaaltsiiklist. Autorite arvates on siiani ebaselge, kuidas viikesed muutused DNA

metiilatsioonis vOiksid muuta geeniekspressiooni ja olla olulised haiguse kujunemises.

2.3.2.2 Endometsioosikollete DNA metiilatsiooni uuring

Endometrioosiga naiste endometrioosikollete DNA metiilatsiooniprofiili on maératud vaid

tthes uuringus (Borghese jt, 2010). Borghese jt, 2010 poolt 14dbi viidud uuring oli kdige

28



esimene iilegenoomne metiilatsiooni analiilis, millega uuriti rohkem kui 25000 promooteri
metiilatsiooni. Antud uuringus médrati DNA metiileeritus erinevatest endometrioosikollete
titipidest (nagu endometrioomid, siivaendometrioos, pindmine endometrioos) ja
endomeetriumist moodustatud DNA segudes. Toos leiti, et hiipermetiileeritud regioonid
paiknevad pigem kromosoomide otstes ning hiipometiileeritud regioonid paiknevad iile kogu
kromosoomi. Uuringus vdrreldi omavahel erinevat alatiilipi endometrioosi tervete naiste
endomeetriumiga ning leiti, et pindmise kdhudone endometrioosi puhul esines 229 erinevalt
metiileeritud regiooni, munasarja endometrioosi puhul 161 ja siiva-endometrioosi puhul oli
neid regioone 108. Kui vaadeldi koiki kollete alatiiipe korraga, siis leiti 20 regiooni, mis olid
muutunud metiilatsiooniga (FLJ38379, DEFB125, GOLGB1, PERP, NOM1, CNTLN,
RASSF4, C10orf25, ZNF22, HRAS, LRRC56, F7, DKFZp451A211, ADPRHL1, TPSD1,
PYDC1, TEX14, RAD51C, RNF126, FSTL3, FTHL19) ning nendest regioonidest olid 11
hiipometiileeritud. Siiski leidsid autorid, et vastavalt korrelatsioonianaliilisile {ildine
metiilatsioonitase endometrioosi erinevate alamtiiiipide ja endomeetriumi vahel ei erinenud,

seega sai taaskord Kinnitust see, et endomeetrium ja endometrioosikolle on sama paritolu.

2.3.2.3 Endometrioosikolde ja endomeetriumi stroomarakkude DNA metiilatsiooni

uuringud

Lisaks endomeetriumi ja kollete DNA metiilatsiooni uuringutele on vaadeldud ka muutusi
endometrioosikolletest ja endomeetriumist eraldatud ning in vitro kasvatatud
endometriaalsetest stroomarakkudes. Dyson jt, 2014 t66s uuriti kuue endometrioosiga naise
kolletest ja kuue terve naise endomeetriumist périnevaid stroomarakke ning leiti 42248
erinevalt metiileeritud CpG-d, mille hulgas olid 403 geeni statistiliselt oluliselt muutunud
metiilatsiooni profiiliga. Nende hulgas oli palju transkriptsioonifaktoreid ja geene, mis on
juba teadaolevalt seotud endomeetriumi  detsidualisatsiooni ja  endometrioosi
patofiisioloogiaga. Nad wuurisid ldhemalt GATA2 ja GATA6 geene ning leidsid, et
endometrioosikolletes on GATA2 hiipermetiileeritud ja allasurutud ning GATA6 on
hiipometiileeritud ja rohkelt ekspresseerunud. GATA6 on mitmete steroidogeensete
ensiilimide, nagu nditeks aromataasi, oluline regulaator (Lavoie ja King, 2009). Autorid
leidsid, et GATAG6 suurendab NR5A1 (SF-1) ja CYP19Al (aromataas) ekspressiooni
endomeetriumis ning GATA2 toimib endometrioosikoldes GATA6 ja CYP19Al
antagonistina. Samas ei ole teada, miks GATA6 endometrioosikoldes avaldub. GATA
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perekonna metiileerituse hiired korreleeruvad GATA geenide ekspressiooni muutustega ning

voivad mojutada haiguse kulgu ja aromataasi ekspressiooni haireid.

Yamagata jt, 2014 t66s vorreldi in vitro kasvatatud endomeetriumi stroomarakkude profiile
endometrioosita (n=3) ja endometrioosiga (n=3) naistel ning lisaks vorreldi kontrollidega ka
haigete endomeetriumikolde strooma (n=3) metiilatsiooni profiile. Endomeetriumite
omavahelises vordluses leiti vaid moned oluliselt erinevalt metiileeritud geenid. Ainult 9
CpGd olid haigete naiste endomeetriumis hiipometiileeritud ning 6 CpGd hiipermetiileeritud.
Kui vorreldi koldeid tervete naiste endomeetriumitega, leiti kolletes 368 hiiper- ning 515
hiipometiileeritud CpGd. Need paiknesid vastavalt 329-s ja 441-s geenis. Analiiiisi tulemusel
jouti jareldusele, et kolletel on omane neile spetsiifilise metiilatsiooni profiili olemasolu.
Yamagata jt, 2014 t66s kinnitati ka kandidaatgeenide uuringus (Xue jt, 2007) leitud tulemust,
et SF-1 promooterregioon on endometrioosikollete stroomarakkudes hiipometiileeritud

vorreldes endomeetriumi stroomarakkudega.

2.3.2.4 Ulegenoomsete DNA metiilatsiooni uuringute omavaheline vérdlus

Selleks, et leida seni ldbiviidud {ilegenoomsete DNA metiilatsiooni uuringute {ihisosa ja vélja
selgitada geene, mis vdiksid olla olulised haiguse kujunemisel, vordlesin omavahel erinevaid

uuringuid kasutades Venn diagrammi (Heberle jt, 2015, joonis 6).

Kuna erinevad publikatsioonid ja nende lisad ei sisaldanud alati téielikke erinevalt
metiileeritud geenide nimekirja, siis kasutati Venn diagrammi loomiseks saadaolevaid
andmeid jérgnevalt: Yamagata jt, 2014 toost kaasati nimekirjad geenidest, mis olid erinevalt
ekspresseerunud ning erineva metiilatsioonitasemega, Naqvi jt, 2014 toost vaid artiklis
viljatoodud 13 erinevalt metiileeritud geeni, Borghese jt, 2010 t66st koik erinevalt
metiileerunud piirkondadega seotud geenid soltumata endometrioosi alatiiiibist ning Saare jt,

2016 ja Dyson jt, 2014 uuringutest koik erinevalt metiileeritud regioonidega seotud geenid.
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Yamagata jt, 2014

Saare jt, 2016
(16)

Nagvi jt, 2014
(13)

Dyson t, 2014

(391) Borghese jt, 2010

(382)

Joonis 6. Venn diagramm iilegenoomsete metiilatsiooni uuringute tulemustest (tarkvara

Heberle jt, 2015).

Venn diagrammi pohjal endometrioosiga naiste endomeetriumite  DNA metiilatsiooni
uuringutes (Saare jt, 2016; Naqvi jt, 2014) iihisosa puudus, ning iihtegi iihist erinevalt
metiileeritud geeni neis kahes uuringus ei leitud. Kui vorreldi omavahel Nagvi jt, 2014 poolt
labiviidud endomeetriumi t66 tulemusi endometrioosikollet uurinud t66 tulemustega
(Borghese jt, 2010), leiti kolm geeni, mis olid muutunud metiilatsiooni profiiliga: MAFB,
HOXD11 ja HOXD10. Viimane neist tuvastati ka endomeetriumi stroomarakke uurinud t66s
(Yamagata jt, 2014). Saare jt, 2016 t66s kattus Borghese jt, 2010 t66ga iiks geen, milleks oli
APEH. Geen APEH kodeerib atsiiiilpeptiidi hiidrolaasi ensiitimi ning selle geeni deletsioone
on seostatud kartsinoomidega. Geenid MAFB, HOXD10 ja HOXD11 kodeerivad aga erinevaid
transkriptsioonifaktoreid, millest MAFB on seotud vereloome regulatsiooniga ning HOXD10
ja HOXD11 jasemete arenguga. HOXD10 ekspressiooni on tuvastatud ka emaka kasvajates
(Redline jt, 1994). Lisaks on HOXD10 ekspressooni nididatud endomeetriumi stroomas ja
nadrmeepiteelis, kus seostati HOXD10 ekspressiooni implantatsiooniakna ajal endomeetriumi

retseptiivseks muutumisega (Xu jt, 2014). Arvatakse, et HOXD geenid vdivad koos HOXC
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geenidega olla olulised endomeetriumi arengul ja vohamisel. Kuigi on tehtud uuringuid, mis
on tuvastanud HOXD10 ja HOXD11 geenide ekspressiooni endomeetriumis proliferatiivse
faasi ajal (Akbas ja Taylor, 2004), pole seni siiski iihtegi kattuvatest geenidest konkreetselt

seoses endometrioosiga uuritud.

Endomeetriumi stroomatrakkudel ldbiviidud uuringutes (Yamagata jt, 2014; Dyson jt, 2014)
leiti vaid iiks iihine geen, milleks oli MFAP2 ehk mikrofibrilliga seotud valk 2 (microfibrillar-
associated protein 2, MFAP2). Ka selle geeni puhul pole endometrioosiga seoses uuringuid
tehtud. MFAP2 geen kodeerib elastiiniga seotud mikrofibrillide perekonna suurt antigeeni
valku, mida on seostatud parilike sidekoe haigustega. Arvatakse, et MFAP2 ekspressiooni
viahenemisel voib olla seos implantatsiooni hdiretega (Turkyilmaz jt, 2012), mis omakorda

vOib pohjustada endometrioosiga kaasnevat viljatust.

Kui vorreldi omavahel stroomarakkude (Dyson jt, 2014) ja endometrioosikolletel (Borghese
jt, 2010) labiviidud DNA metiilatsiooni uuringute tulemusi, siis leiti kuus kattuvat geeni:
Clorfl80 (LINCO01555), Clorf86(FAAP20), CITED4, FAM41C, PRKCZ ja SLC16A4. Mitte
tihtegi nendest kattuvatest geenidest pole uuritud seoses endometrioosiga. Nendest C1orf180
(LINC01555) ja FAM41C kuuluvad mittekodeerivate RNA-de hulka. C1lorf86 (FAAP20) on
Fanconi aneemia tuumakompleksi valku kodeeriv geen (Kim jt, 2012), mida pole seni
seostatud iihegi reproduktiivsiisteemi mojutava haigusega. CITED4 puhul on tegemist
transkriptsiooni koaktivaatorite perekonda kuuluva geeniga, mis voib olla seotud kasvajate
tekkega rinnavdhis (Fox jt, 2004) ning see vdib avalduda ka folliikulites, kus tema
ekspressiooni indutseerib luteiniseeriv hormoon. Ta on seotud ovulatsiooni esile kutsumisega
reguleerides ovulatsiooni toimumiseks olulisi geene (Zhang jt, 2014). PRKCZ ehk proteiini
kinaas C zeta kuulub seriini/treoniini kinaaside hulka, mida on seostatud tuumafaktor-xB
(nuclear factor-«B, NF-xB) aktivatsiooniga miiomeetriumis ehk emaka lihaskestas (Dallot jt,
2005) ning raseduse l0ppfaasis tekkivate emaka kokkutdmmetega (Di Liberto jt, 2003).
Lisaks voib PRKCZ kaasa aidata vihi tekkele pohjustades rakkude polaarsuse hdirumist ning
seeldbi koe timberorganiseerumist (Grifoni jt, 2007). Samuti on seda seostatud munasarjavéhi
tekkega, sest vahendab teiste oluliste signaalmolekulide ekspressiooni ja mdjutab seeldbi
kasvajarakkude vohamist ja migratsiooni (Seto ja Andrulis, 2015). SLC16A4
(monocarboxylate transporter 4, MCT4) puhul on tegemist transportervalku kodeeriva

geeniga, mille produkt kataliitisib monokarboksiilaatide (nditeks laktaat voi piiruvaat) Kiiret
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transporti 1dbi plasmamembraani. See on pohiline laktaadi transporter platsentas (Moreau jt,

2014) ja seda on tuvastatud ka miiomeetriumis (Akerud jt, 2009).

Dyson jt, 2014 kollete ja endomeetriumi stroomarakkude uuringu ning Naqvi jt, 2014
endomeetriumi uuringu tulemuste vordlusel leiti iiks tihine geen, IGSF21, mis kuulub
immunoglobuliinide superperekonda IGSF ja mida on seostatud endomeetriumi rakkude
adhesiooniga (Singh ja Aplin, 2009). Dyson jt, 2014 ja Saare jt, 2016 t66de vahel kattus vaid
tiks transkriptsioonifaktorit kodeeriv geen HIVEP3 (kB and RSS recognition component,
KRC), mida pole naistel seostatud iihegi reproduktiivsiisteemi haigusega. Mdlema geeni

seosed endometrioosiga vajavad veel uurimist.

33



2.4 Arutelu

Endometrioos on komplekshaigus, mille kujunemise pdhjused on siiani ebaselged. Viimasel
ajal on jarjest rohkem hakatud uurima metiilatsiooni rolli endometrioosi kujunemisel. Selleks
hinnatakse, kas kolletel ning haigete naiste endomeetriumil on vorreldes tervete naiste
endomeetriumiga erinev metiilatsiooniprofiil. Labi on viidud nii kandidaatgeenide kui ka

tilegenoomseid metiilatsiooni uuringuid.

Kandidaatgeenidel pdhinevad metiilatsiooni uuringud on vilja toonud mitmeid geene, nagu
nditeks HOXA10, SF-1, COX-2 ja PR-B, mille erinevat metiilatsiooni on suudetud niidata
mitmes erinevas kandidaatgeenide uuringus. Kahjuks antud geenide erinevat metiilatsiooni
tervete ja haigete indiviidide vahel ei ole suudetud aga kinnitada iilegenoomsetes uuringutes
ja vaid ihes t6os (Yamagata jt, 2014) leiti endometrioosikolletes tervete naiste
endomeetriumiga vorreldes SF-1 (NR5A1) promootori hiipometiilatsioon. Lisaks NR5A1-le on
koikidest uuritud kandidaatgeenidest kordunud iilegenoomsetes uuringutes Vvaid raku
prolifereerumise ning diferentseerumisega seotud tuumorrepressor-geen RUNX3, mis esines
Dyson jt td0s, ja Ostrogeeni retseptor alfat kodeeriv ESR1, mis esines Yamagata jt to6s. On
ndidatud, et RUNX3 metiilatsioon korreleerub positiivselt ESR1 ekspressiooniga ja selle geeni
promootori hiipermetiilatsioon vdib olla seotud ovariaalse endometrioosi muutumisega
pahaloomuliseks ovariaalseks kartsinoomiks (Guo jt, 2014). Huvitav on maérkida, et ESR1
kohta tehtud kandidaatgeeni uuring metiilatsiooni muutust ei leidnud (Meyer jt, 2014) ning

kumbki nendest geenidest ei kordunud iiheski teises lilegenoomses uuringus.

Ulegenoomseid metiilatsiooni uuringuid on libi viidud viis, kuid vaadates erinevates
uuringutes saadud tulemusi on nende omavaheline kattuvus siiski iisna viike. Uhegi
iilegenoomsetes metiilatsiooni uuringutes kattunud geenide rolli pole endometrioosi
kujunemises lahemalt uuritud. Kahte {ilegenoomsetes uuringutes korduvatest geenidest,
HOXD10 ja HOXD11, on varasemalt seostatud endomeetriumi tsiikliliste muutustega.
HOXD10 ekspressiooni on tuvastatud emakas ning seda on seostatud ka endomeetriumi
retseptiivseks muutmisega (Xu jt, 2014; Akbas ja Taylor, 2004). Seega voib antud geenide
muutunud metiilatsioon olla seotud implantatsiooni hiiretega ja endometrioosiga seotud
viljatuse iiheks voimalikuks pohjuseks. Samuti seostatakse implantatsioonihdiretega ka teist
erinevates uuringus kattuvat geeni, MFAP2 (Turkyilmaz jt, 2012). Uks iilegenoomsetes
uuringutes kordunud geen, IGSF21, on oluline endomeetriumirakkude adhesioonil, seega voib

ka IGSF21 kaudselt endometrioosi kujunemisel rolli méngida. Muutunud IGSF21
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metiilatsioon endomeetriumis vOib viia rakkudevahelise hédirunud immuunvastuseni ning
mojutada kohuddnde sattunud endomeetriumi  rakkude adhesiooni ektoopilistesse

piirkondadesse.

Sellel, miks erinevad uuringud jouavad sageli erinevatele tulemustele, voib olla mitmeid
pohjuseid. Ulegenoomsete metiilatsiooni uuringute kattuvus vdib olla mdjutatud eelkdige
erinevustest patsientide valimis ning uuringutes osalevate patsientide ning kontrollide hulgast,
mis on kdikides seni ldbiviidud uuringutes olnud tagasihoidlik. Seega vaadates uuritavate
vidikest arvu, voib arvata, et uuringute voimsus tuvastada vdiksemaid metiilatsiooni erinevusi
voib olla ebapiisav. Kuna on ndidatud, et erinevatel kudedel voib olla neile spetsiifiline
metiilatsioonimuster (Muangsub jt, 2014), siis voib uuringute tulemuste vihene kattuvus olla
pohjustatud erinevate koetiilipide vordlemisest. Toodes on kasutatud erinevaid strateegiad
vorreldes omavahel kas paarilisi koldeid ja endomeetriume, endomeetriume omavahel voi
endomeetriumist ja kolletest parinevaid stroomarakke. Voiks oodata tulemuste kattuvust sama
kudet uurivate autorite vahel, kuid kui sama koetiilipi uurinud t66de tulemusi analiiiisida, Siis
jaab kattuvus siiski vdheseks. Naiteks endomeetriumit uurinud Saare jt, 2016 ning Naqvi jt,
2014 toodes, ei kattunud leitud geenidest omavahel tikski ja endometrioosikolde stroomat
uurinud Dyson jt, 2014 ning Yamagata jt, 2014 t6id omavahel korvutades kattus 459st to6des
leitud geenist vaid iiks geen (MFAP2). Kui koik iilegenoomsetes uuringutes leitud geenid
kokku panna ja kattuvust uurida, siis 870 geenist kattus vaid 13 geeni, mis teeb kokku ainult
1,5%. Uks pdhjus on kindlasti selles, et kdik Naqvi jt tos leitud erinevalt metiileeritud geenid
ei olnud vordluseks kittesaadavad, nii et tegelik kattuvus voib olla uuringute vahel veidi
suurem. Samuti voib iithe pohjusena esile tuua erinevate kiipide kasutamist eri uuringutes.
Borghese jt, 2010 kasutasid oma t66s Affymetrix GeneChip Human Promoter 1.0R array’d,
mis vdimaldab vaadelda umbes 25500 promootorregiooni metiilatsiooni profiile
(Affrymetrix), Yamagata jt, 2014 ja Naqvi jt, 2014 kasutasid Illumina Infinium
HumanMethylation27 Assay kiipi, mille puhul saab metiilatsioonitaset vaadelda 27578 CpG
lookuses enam kui 14000 geenis ning Saare jt, 2016 ja Dyson jt, 2014 Methylation450 Kiipi,
mille abil saab metiilatsioonitaset hinnata rohkem kui 480000 CpG saidis, mis paiknevad
enam kui 21000 geenis iile terve genoomi (lllumina Inc). Kiipide erinevuste tottu saab iga
kiibiga hinnata erinevas koguses CpG saite ning uuritavate saitide asukoht voib varieeruda.
Samuti voib vidlja tuua Borgese jt, 2010 poolt kasutatud DNA nn. segamise ja

immuunsadestamise strateegia, mis ei suuda tuvastada horedalt paiknevate GpC saitide
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metiilatsioonitaset, mistdttu vOib osa olulistest erinevalt metiileeritud CpGdest jddda

fuvastamata.

Ulegenoomsete metiilatsiooni uuringute kattuvus vodib olla mdjutatud ka erinevustest
patsientide valimis. Kuna kirjanduses on viiteid, et DNA metiilatsioonimustrit voib mojutada
vanus (Issa jt, 1994; Fuke jt, 2004) ning see, kas patsient suitsetab (Besingi ja Johansson,
2014; Breitling jt, 2011), siis oleks oluline ka seda informatsiooni patsientide kirjeldamisel
kajastada. Samuti oleks oluline kirjeldada, kas patsiendid on enne operatsiooni saanud
hormoonravi, sest selle tulemusel voib muutuda geeniekspressiooni kolletes ning
endomeetriumis (Kauppila jt, 2008). Viiest iilegenoomsest metiilatsiooni uuringust oli vanust
maininud vaid kolm t66d (Dyson jt, 2014; Saare jt, 2016; Borghese jt, 2014), suitsetamist aga
ainult iks t66 (Saare jt, 2016). Seda, kas patsiendid on saanud hormoonravi enne
operatsiooni, on kajastanud 3 t66d (Dyson jt, 2014; Naqvi jt, 2014; Saare jt, 2016).

Lisaks voivad varieeruda erinevate uuringukeskuste koeproovide to6tlemis- ja
kogumismeetodid. Tulemusi voivad mdjutada ka patsientide erinevad
selektsioonikriteeriumid nagu néiteks haiguse raskusaste ja menstruaaltsiiklifaas. Haiguse
staadiumid on vilja toonud Saare jt, 2016, Yamagata jt, 2014 ning Borghese jt, 2010, kuid
seda pole aga teinud Naqvi jt, 2014 ning Yamagata jt, 2014. Kuna Saare jt, 2016 néitasid, et
menstruaaltsiikkel voib mdjutada geenide metiilatsiooniprofiile, siis tuleks kindlasti ka
menstruaaltsiikli paeva arvesse votta, mida ei ole aga kdik autorid oma t66s teinud (Naqvi jt,
2014).

Selleks, et erinevate uuringute tulemused oleksid omavahel vorreldavad, on oluline uuringud
tihtlustada juba proovide kogumise hetkest. World Endometriosis Research Foundation
Endometriosis Phenome and Biobanking Harmonisation Project (WERF EPHect) poolt on
vélja tootatud uuringute standardprotokollid, mis méddravad &ra, kuidas proove koguda,
toodelda ja sdilitada. Miinimum, mida peaks iga uuring kajastama, on menstruaaltsiikli pdev
ja faas, kas patsient on saanud hormoonravi ja kas on enne tehtud endometrioosiga seoses
kirurgilisi operatsioone. Lisaks on vajalik ka kollete iseloomustus ja histoloogiline kontroll.
Kuna endometrioos voib esineda ka astimptomaatiliselt, siis tuleks laparoskoopiliselt
kontrollida ka kontrollideks valitud indiviide, et kindlasti vélistada endometrioosi olemasolu.
Standardprotokollide kasutusele votmine aitaks kaasa tulemuste korratavusele ning

voimaldaks erinevate endometrioosiga tegelevate uurimisriithmade vahelist koost6dd.
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Kéesoleva t60 puudusteks on analiilis piiratud andmetega. Nimelt polnud kahjuks voimalik

saada katte Naqvi jt, 2014 geenilisti 120 olulise erinevalt metiileeritud geeniga, vaid ainult 13

nende poolt artiklis mainitud geeni. Lisaks on Dyson jt, 2014 artiklis mainitud, et nad leidsid

403 statistiliselt olulist erinevalt metiileeritud geeni, kuid nende geenilisti uurimisel sain

kokku ainult 391.

Too jareldused:

Kuna erinevate uuringute tulemused ei ole oma disaini tottu vorreldavad, siis ei ole
voimalik adekvaatselt hinnata DNA metiilatsiooni olulisust endometrioosi
kujunemises.

Uuringute puuduliku disaini ja patsientide tagasihoidliku fenotiiibilise kirjelduse
probleemidele lisaks on uuritavate grupid ka liiga vdikesed usaldusvéirsete tulemuste
saamiseks. Seega oleks vaja tulevikus kasutusele votta standardprotokollid, et muuta
erinevate uurimisrithmade tulemused omavahel paremini vorreldavaks.

Kuna iihtegi tilegenoomsetes uuringutes kattunud geenide rolli pole endometrioosi
patogeneesiga seoses veel tuvastatud, voiks tulevikus nende geenide seoseid haiguse

kujunemisega uurida.
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Kokkuvote

Endometrioos on komplekshaigus, mille korral emaka limaskesta sarnane kude kasvab ja
talitleb véljaspool emakaddnt ning moodustab koldeid. Haiguse kujunemine pole siiani selge,
kuigi vélja on pakutud, et kujunemist mdjutavad nii hormonaalsed, immunoloogilised,
geneetilised kui ka keskkonnafaktorid. Hiljutised uuringud on piistitanud hiipoteesi, et
endometrioosi  kujunemine vOib  olla seotud muutustega endomeetriumi  ja
endometrioosikollete rakkude DNA metiilatsioonimustris. Selle uurimiseks on 14bi viidud nii
kandidaatgeenidel pdhinevaid kui ka iilegenoomseid metiilatsiooni uuringuid, mille
omavaheline kattuvus on jdinud siiski tagasihoidlikuks. Ulegenoomseid uuringuid
analiiisides tuvastasin vaid mdned erinevates uuringutes kattunud geenid, mis voiksid olla
olulised endometrioosi patogeneesis nagu nditeks HOXD10 ja HOXD11. Kuna HOXD10 ja
HOXD11 osalevad protsessides, mis on seotud embriionaalse arengu, endomeetriumi
tsiikliliste muutuste ning implantatsiooniga, siis vaiksid antud geenid méngida olulist rolli ka
endometrioosi ja sellega seotud viljatuse kujunemisel. Tahtsust voivad omada ka MFAP2 ja
IGSF21, mida on seostatud vastavalt implantatsioonihdirete ja endomeetriumirakkude
vahelise adhesiooniga. Tulevikus vdiks tdhelepanu podrata iilegenoomsetes metiilatsiooni
uuringutes kattunud geenide, eriti HOXD10, funktsiooni uurimisele endometrioosi

kujunemisel, sest seda ei ole seni veel tehtud.

Kuna siiani ldbiviidud DNA metiilatsiooni uurivate té6de metoodikas esineb puudusi, siis
oleks tarvis tulevikus kasutusele votta endometrioosi uurimiseks standardprotokollid, et
tulemused erinevate uuringute vahel oleksid varreldavad. Arvestada tuleks uuritavate vanuse,
menstruaaltsiikli faasi ning sellega, kas uuritavad suitsetavad. Kindlasti on oluline teha
endometrioosikollete proovidele histoloogiline kontroll, kus kinnitatakse haiguse olemasolu.
Kuna endometrioos vdib esineda asiimptomaatiliselt, siis tuleks kontrollide puhul kindlasti
vilistada endometrioosi olemasolu laparoskoopia voi mdne muu meetodi abil, millega saab
kohuodnt visualiseerida. Lisaks sellele oleks tarvis korrata uuringuid suurema valimiga, et
tosta uuringutulemuste voimsust ja usaldusvédrsust. Ténaseni avaldatud uuringute pdhjal ei

ole voimalik teha jareldusi DNA metiilatsiooni olulisuse kohta endometrioosi tekkel.
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Tanuavaldused

Soovin tdnu avaldada oma suurepérastele juhendajatele, Merli Saarele ning Liis Leitsalule,
kes oma nduga minu jaoks pidevalt olemas olid. Eriti soovin tdnada Merli Saaret, kes oma
jarjepidevuse ning kriitilise meele abil aitas minu t66 valmimisele ning analiilisivdime
arengule tugevalt kaasa. Samuti sooviksin tinada Maire Petersit abistavate kommentaaride

eest. Suur aitéh ka perele julgustuse, innustamise ning igakiilgse toetuse eest.

39



The role of DNA methylation in the pathogenesis of endometriosis
Kertu Liis Krigul

Summary

Endometriosis is a complex, estrogen-dependent disease characterised by the ectopic presence
and growth of functional endometrial tissue, glands and stroma, outside of the uterine cavity.
The lesions typically occur in the peritoneal cavity. Endometriosis is classified depending on
the number, size, and superficial and/or deep location of endometrial implants, plaques,
endometriomas, and/or adhesions. The most common symptoms include severe pelvic pain,
especially during intercourse and menstruation, however some women remain asymptomatic.
Endometriosis is also associated with infertility. Current epidemiological studies indicate that
endometriosis occurs in 6-10% of reproductive-age female population (Treloar et al., 1999)
and in 20-50% of women with infertility (Gao et al., 2006).The most common explanation for
the etiology is the implantation theory also known as theory of retrograde menstruation. The
pathogenesis of endometriosis still remains controversial: immunological, hormonal, genetic,
environmental and epigenetic factors may all play a role. Recently it has been purposed that
aberrant DNA methylation may initiate the pathological process of endometriosis by affecting

gene expression and therefore leading to alterations in the cellular microenvironment.

In this study, | found 13 genes that replicated in genome-wide DNA methylation analyses
(MFAP2, Clorf180, Clorf86, CITED4, FAM41C, PRKCZ, SLC16A4, IGSF21, HIVEPS,
MAFB, HOXD10, HOXD11, APEH). None of them have previously been associated with
endometriosis and thus need to be investigated. We also found out that the results about genes
from canditate-gene studies do not usually replicate in genome-wide DNA methylation
analyses, except for NR5A1 and RUNX3.

There are many problems with the methods and design of the studies about endometriosis.
The phenotopical characterisation is deficient and the study sizes are limited. In future studies
about endometriosis, the authors should use standard protocols and bigger sample sizes to
allow comparisons between different study groups. The question remains if the differences in

methylation are causing endometriosis or are they just the mere outcome of the disease.
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