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LUHENDID

T-ARMS-PCR  tetra-primer amplification refractory mutation system-polymerase chain

reaction
BLOC-1 biogenesis of lysosome-related organelles complex 1
CLR C-type lectin receptor
GABA gamma-aminobutyric acid
ICD-10 International Classification of Diseases, Tenth Revision
IFN interferon
IxB inhibitor of kappa B
IKK IxkB kinase
IL interleukin
IL-1R IL-1 receptor
LPG2 laboratory of genetics and physiology 2
LPS lipopolysaccharide
LRR leucine-rich repeat
Mal MyD88 adaptor-like protein
MAVS mitochondrial antiviral-signaling protein
MDAS5 melanoma differentiation-associated protein 5
MINI Mini International Neuropsychiatric Interview
MyD88 myeloid differentiation factor 88
NAP1 NF-xB activating kinase-associated protein 1
NCoR nuclear receptor corepressor
NEMO NF-«xB essential modulator
NF-xB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NLR nucleotide oligomerization domain (NOD)-like receptor
NMDA N-methyl-D-aspartate
PAMP pathogen-associated molecular pattern
Poly(1:C) polyinosinic:polycytidylic acid
PRR pattern recognition receptor
RIG-I retinoic acid-inducible gene | protein
RLR retinoic acid-inducible gene I (RIG-I) like receptor
SINTBAD similar to NAP1 TBK1 adaptor



TANK

TBK1
TIR
TLR
TNF
TNF-R1
TRAM
TRIF

TNF receptor-associated factor (TRAF) family member-associated NF-xB
activator

TANK-binding kinase 1

Toll/interleukin-1 receptor

Toll-like receptor

tumor necrosis factor

TNF receptor-1

TRIF-related adaptor molecule

TIR domain-containing adaptor inducing interferon-g



SISSEJUHATUS

Skisofreenia on tdsine ajuhaigus, mis on vaevanud inimesi libi ajaloo. Praegune arusaam
skisofreeniast tuleneb peamiselt Emil Kraepelini, Eugen Bleuleri ja Kurt Schneideri toddest.
Haigust iseloomustavad nii positiivsed siimptomid nagu hallutsinatsioonid ja luulud, kui ka
negatiivsed stimptomid nagu apaatsus ja sotsiaalne vOOrandumine. Skisofreenia
esinemissagedus on iisna korge, vahemikus 0,4—0,7% ning selle haiguse moju majandusele on
suur. Skisofreenia on multifaktoriaalne haigus, millel eristatakse mitmeid alatiiiipe ning mille
tekkel on olulised nii geneetilised eelsoodumused kui ka keskkonnast tingitud faktorid.

Paraku pole selle haiguse tekkepohjused veel selged.

Uheks tuntumaks keskkonnast tingitud riskifaktoriks on ema infektsioon raseduse ajal, mida
seostatakse lapse suurema tdendosusega haigestuda skisofreeniasse. Enim téhelepanu on
palvinud ema haigestumine grippi, kuid ka haigestumine teistesse viirus- ja bakteriaalsetesse
haigustesse on nédidanud olulisi seoseid. Mehhanism, mis pdhjustab suurenenud haigestumise

riski, on aga veel vilja selgitamata.

Kéesoleva uurimustoé eesmargiks on uurida IKBKE geeni, mille produkt IKKe osaleb
viirusvastastes signaaliradades, poliimorfismide rs1539243, rs2274902, rs1930437 ja
rs1953090 voimalikku seost skisofreeniaga juht-kontroll assotsiatsiooniuuringus Eesti
populatsioonis. Varasemalt on leitud seos eelnevalt mainitud poliimorfismide ja depressiooni

ning paanikahiire vahel. Uurimust66 viidi 1dbi TU arstiteaduskonna fiisioloogia osakonnas.

Mirksonad: skisofreenia, IKBKE, SNP, juht-kontroll assotsiatsiooniuuring



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Ajalugu

Praegune arusaam skisofreeniast tuleneb peamiselt Emil Kraepelini, Eugen Bleuleri ja Kurt
Schneideri toodest. Erinevused nende ideedes haiguse olemuse kohta on viimasel sajandil
pohjustanud palju lahkarvamusi haiguse definitsiooni suhtes (Hoenig, 1983). Kuigi esimeste
skisofreeniale omaste kirjelduste vanus on mitu tuhat aastat, siis haiguse kui sellise mdiste
parineb 19. sajandi keskpaigast. Ewald Hecker ja Karl Ludwid Kahlbaum kirjeldasid
hebefreeniat ja katatooniat kui eraldiseisvaid vaimse mandumise seisundeid. Jean-Pierre
Falret oli eelnevalt kirjeldanud folie circuilare'i, mis on tidnapéeval tuntud kui bipolaarne
héire. Kraepelin markis dra sarnasused katatoonia, hebefreenia ja paranoidse dementsusega
patsientide vahel. Sarnasused pohinesid haiguse alguses nooruki- vOi varajases
tdiskasvanueas, tendentsis halvenemisele ning haiguse tulemis, milleks oli dementsus voi
vaimne tuhmus. Ta eristas selle grupi, mida ta nimetas dementia praecox’iks folie
circulare’st, mida ta nimetas maniakaaldepressiivseks hulluseks. Viimast iseloomustas

episoodilisus, halvenemise puudumine ning parem tulem (Tandon jt, 2009).

Kraepelin uskus, et skisofreenia on iihese etioloogiaga, kindla patoloogiaga haigus. Tol
perioodil saadaval olevad meetodid ei olnud piisavad piiritlemaks etioloogiat voi patoloogiat
ning ta rohutas ,,ildise kliinilise pildi“ olulisust haiguse méiiratlemisel. Mojutatuna siiiifilise
patsientidest, kellel oli tekkinud neurosiiiifilis ning kelle puhul haiguse kulg ja tulemus olid
seotud haigustekitaja tuvastamisega, tundus talle, et haiguse kulu ja Idpptulemuse
kirjeldamine on parim lahendus eristamaks erinevaid psiihhiaatrilisi haiguseid. Seega ta
identifitseeris skisofreenia selle alguse (algab nooruki- voi varajases tdiskasvanueas), kulu
(krooniline ning halvenev) ning Idpptulemuse (piisiv ja valdav vaimne kahjustus) libi

(Tandon jt, 2009).

Eugen Bleuler defineeris rea siimptomeid, mida ta arvas olevat ainuomased just skisofreeniale
ning mis alati esinevad antud haiguse puhul. Ta arvas, et haiguse kulg ja tulem vdivad
varieeruda. Lisaks arvas ta, et skisofreenia olemus ei peitu védrkujutlustel ja
hallutsinatsioonidel, pidades neid kaasnevateks siimptomiteks. Haiguse olemus peitus tema
arvates psiiiihiliste funktsioonide killustumises, mis viis pohisiimptomite tekkele, mis olid
esindatud koikidel patsientidel ning milleks olid taju kadumine, tuimus, ebakindlus ja autism.

Ta uskus ka, et eksisteerib ka palju kergemaid vorme ning laiendas seega oluliselt



skisofreenia kui haiguse kasitlusala (Tandon jt, 2009). Bleuler nimetas ka dementia praecox'i

imber skisofreeniaks, et viljendada oma modtteid haiguse tekkepdhjusest (Hunter ja
Woodruff, 2005).

Karl Jaspers uskus, et skisofreenia peamine defekt on empaatilise suhtluse kahjustus ning
kasutas ,,mitte moistmist skisofreeniat eristava tunnusena. Kurt Schneider arendas seda
kidsitlust edasi ning defineeris 11 esimese astme siimptomit, mida ta arvas olevat
iseloomulikud just skisofreeniale. Téanapédeval tuntakse neid slimptome positiivsete

stimptomite nime all ning need ei ole skisofreeniale ainuomased (Tandon jt, 2009).

Nendes kolmes kisitluses on selged erinevused. Kraepelinil ei olnud kindlaid kriteeriume
diagnoosi méédramiseks, vaid ldhtus ,,ildisest kliinilisest pildist“ ning rohutas pikaajalise
haiguskulu ning tulemi osatéhtsust. Bleuleril ja Schneideril olid kindlad kriteeriumid, aga
need olid véga erinevad ning keskendusid kindlatele haiguse aspketidele. Praegune arusaam
skisofreeniast holmab endas Kraepelini késitletud kroonilisust, Bleuleri negatiivseid
simptomeid ning Schneideri positiivseid stimptomeid, ehkki kasutab nende elementide

erinevaid kombinatsioone ja tdlgendusi (Tandon jt., 2009).

1.2 Uldine

Skisofreenia on tdsine ajuhaigus, mis on oluliseks koormaks nii tervishoiusiisteemile kui
majandusele ildiselt. Tavaliselt kulub skisofreeniale 1,5-3% tervishoiu eelarvest (Knapp jt,
2004). Skisofreenia esinemissagedus jadb vahemikku 0,4-0,7% (Saha jt, 2005) ning
metaanaliitisi, mis hdlmas 1965. kuni 2001. avaldatud uurimusi, tulemusena saadi skisofreenia
esinemuse mediaaniks 15,2 100 000 inimese kohta aastas (McGrath jt, 2004). Uldtuntud
arusaam on, et nooremas vanuse astmes on meestel kdrgem risk haigestuda ning vanuses iile
40 on naistel haigestumise risk kdrgem. Lisaks on leitud, et meestel on eluaja jooksul 1,4
korda suurem risk haigestuda skisofreeniasse kui naistel (Aleman jt, 2003). Uurimused on
ndidanud, et skisofreenia esinemus on linnapiirkondades suurem vorreldes maapiirkondadega
ning (im)migrantide hulgas suurem kui kohalike elanike hulgas (McGrath jt, 2004).
Skisofreenia algab vanusevahemikus 15-45 eluaastat ning harva esineb ka juhtumeid, kus see

on alanud enne puberteeti vai peale 50. eluaastat (Tandon jt, 2009).

1.3 Siimptomid
Haigust iseloomustavad viga mitmekesised slimptomid, mida jagatakse positiivseteks ja

negatiivseteks. Positiivseteks siimptomiteks nimetatakse stimptomeid, mida tervetel inimestel
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el esine, negatiivseteks aga neid, mis viljenduvad normaalse emotsionaalse vastuse voi
motlemisprotsesside defitsiidis. Positiivsete siimptomite hulka kuuluvad niditeks moonutatud
reaalsustaju, hallutsinatsioonid ja luulud. Kuigi skisofreenikutel on tdheldatud palju erinevaid
luulude tiitipe, loetakse kdige sagedasemateks jilitusega seotud luulusid ning vddrarusaamu,
et tavalised siindmused, esemed voi kellegi kditumine omavad isedranis just temale tavatut
tadhendust. Hallutsinatsioonidest on koige tavalisemad need, mis on seotud kuulmisega.
Tavaliselt kuuleb inimene dhvardavat voi siilidistavat hédlt. Negatiivsete siimptomite hulka
kuuluvad néiteks apaatsus, sotsiaalne vodrandumine, motivatsiooni langus, lohakus hiigieenis
ja riietumises ning sdnade vaesus konelemisel, mis rasketel juhtudel voib kujuneda n-6

sonasalatiks (Tandon jt, 2009).

1.4 Skisofreenia alatiiiibid ja teised psiihhootilised hiired

Tuntakse mitmeid erinevaid skisofreenia alatiitipe. ICD-10 (International Classification of
Diseases, Tenth Revision) kirjeldatud alatiitipide hulka kuuluvad jargnevad:

» Paranoidne skisofreenia (F20.0), mille puhul on valdavaks hallutsinatsioonid ja
luulumdtted. Kergemal kujul vdivad esineda ka katatoonsed stimptomid, emotsioonide vaesus
ja jutu seosetus.

»  Hebefreenset skisofreeniat (F20.1) iseloomustavad emotsioonide vaesus ja eesméargitu
ning arusaamatu kditumine. Voivad esineda ka hallutsinatsioonid ja luulud, kuid need ei tohi
domineerida iildises kliinilises pildis.

« Katatoonne skisofreenia (F20.2), mida iseloomustavad védhemalt teatud perioodil
esinenud katatoonsed stimptomid. Siia kuuluvad stuupor, rigiidsus, ebasobivates voi
kummalistes asendites piisimine ja eesmargitud liigutused.

« Diferentseerumata skisofreenia (F20.3) diagnoositakse sellisel juhul, kui esinevad
skisofreeniale omased tunnused, kuid nendest ei piisa patsiendi liigitamiseks teiste tiitipide
alla voi esinevad mitmele alatiiiibile omased stimptomid.

»  Skisofreenia jdreldepressioon (F20.4) on seisund, mille puhul esinesid skisofreeniale
omased stimptomid viimase 12 kuu jooksul, kui antud hetkel on peamisteks depressioonile
omased stimptomid.

» Residuaalne skisofreenia (F20.5) tdhendab seda, et teatud perioodil esinesid skisofreenia
teistele alatiilipidele omased siimptomid, kui antud momendil need puuduvad. Lisaks on
esindatud negatiivsed siimptomid, nagu nditeks passiivsus ja initsiatiivi puudus, kone vaesus,

viahenenud sotsiaalne aktiivsus ja enese eest hoolitsemine.



« Lihtne skisofreenia (F20.6) diagnoositakse juhul, kui isikul ei ole eelnevalt diagnoositud
iihtegi teist skisofreenia alatiilipi ega mingisugust teist psiihhootilist hdiret, kuid esineb

aeglane aga pidev negatiivsete siimptomite siivenemine.

Lisaks skisofreeniale kuuluvad psiihhootiliste héirete alla veel skisotiilipne héiire, piisivad
luululised héired, dge ja modduv psiihhootiline episood, indutseeritud Iuululine hédire ja
skisoafektiivne héire.

»  Skisotiiipne hidire (F21) on seisund, millel ei ole kindlat juhtivat siimptomit, kuid haigust
iseloomustavad kummaline kditumine, hiiritud motlemine ning tundeelu tuimenemine.
Skisotiilipne hdire diagnoositakse juhul, kui pole eelnevalt diagnoositud skisofreeniat.

* Pisivad luululised hiired (F22) diagnoositakse siis, kui patsient ei vasta koigile
skisofreenia diagnoosiks vajalikele kriteeriumitele, kuid esinevad luulud, millest tavalisemad
on jélitus-, hiipohondrilised, kadedusega seotud, erootilised ja suurusluulud.

« Agedat ja moddduvat psiihhootilist episoodi (F23) iseloomustab kiire psiihhootiliste
stimptomite nagu nditeks illusioonide, hallutsinatsioonide voi seosetu kone teke.

* Indutseeritud luululisele hdirele (F24) on omane, et ilihel inimesel arenevad vilja
samasugused luulud, nagu eelnevalt olid ilmnenud temaga lihedalt seotud inimesel.

»  Skisoafektiivne haire (F25) on seisund, mida iseloomustavad nii skisofreeniale kui
meeleoluhdiretele omased siimptomid. Meeleoluhéiretele omasteks siimptomiteks on nditeks

depressioon ja mania.

1.5 Skisofreenia levinumad hiipoteesid

Skisofreenia tekke kohta on mitmeid erinevaid neurokeemilisi hiipoteese. Enamlevinumad
neist puudutavad dopamiini, glutamaati ja y-aminovdihapet (gamma-aminobutyric acid,
GABA).

Dopamiinihiipotees on olnud iiks pdhjalikumalt uuritud ideid psiihhiaatrias. Algselt arvati, et
skisofreenia tekkel omab rolli dopamiini liig (Carlsson, 1977). Seda ideed on jargnevalt
kompleksemaks muudetud uute teadmiste ilmsikstuleku tottu. 1991. aastal avaldasid Davis jt
artikli, mida nad kutsusid skisofreenia modifitseeritud dopamiini hiipoteesiks. Selle peamiseks
ideeks oli, et skisofreenia tekkel on oluline prefrontaalne hiipodopaminergia ning
subkortikaalne hiiperdopaminergia. Davis jt spekuleerisid, et skisofreenia negatiivsed
stimptomid tulenevad frontaalsest hiipodopaminergiast ning positiivsed siimptomid tulenevad
mesolimbiliste dopamiinineuronite hiiperdopaminergiast. Dopaminergilist mudelit toetab ka

suuresti fakt, et koik hetkel saadaval olevad antipsiihhootikumid té6tavad 1dbi
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dopaminergiliste retseptorite blokeerimise ning iihtlasi ka uurimused, mis nditavad
psiihhootiliste siimptomite ilmnemist peale amfetamiini korduvat manustamist (Keshavan jt,
2011).

Esimese teabe hdirunud glutamaadisiisteemist skisofreenikutel saadi uurimusest, mis néitas, et
antud patsientidel esines seljaajuvedelikus vidhenenud glutamaadi tase (Kim jt, 1980). Seda
uurimust ei suudetud jargnevalt korrata (Perry, 1982). Seejarel on pakutud vilja hiipotees, et
N-metiiiil-D-aspartaadi (N-methyl-D-aspartate, NMDA) retseptorite hiipofunktsioon voiks
seletada skisofreenia stimptomeid. Mehhanism seisneb kas NMDA retseptorite voi allavoolu
jaavate efektide hairingus, mis pohjustab NMDA retseptorite blokeerimise (Olney jt, 1999).
Seda teooriat toetab NMDA retseptorite inhibeerimine NMDA antagonistide feniiiiltsiiklidiini
vOi ketamiiniga, mis pOhjustab skisofreeniale sarnaste psiithhooside teket tervetel inimestel
ning halvendab siimptome skisofreenikutel (Javitt ja Zukin, 1991; Jentsch ja Roth, 1999, Lahti
jt, 2001) ning, et iihendid, mis toimivad NMDA retseptori gliitsiini modulatoorsele
piirkonnale, leevendavad negatiivseid siimptomeid (Goff jt, 1999). Skisofreenia patsientide
surmajargsed uuringud on nididanud glutamaadi retseptorite, eriti just NMDA retseptori
subiihiku ekspressiooni vdhenemist mitmetes ajupiirkondades nagu prefrontaalne ajukoor ja
hipokampus (Harrison jt, 2003). Kuna glutamaat on peamine virgatsaine nérvisiisteemis, siis
on lisna raske seletada selle siisteemi muutustega skisofreenia suhteliselt lokaliseerunud

héireid (Crow, 1995).

Mitmed uurimused annavad alust arvata, et peamise inhibitoorse virgatsaine GABA
neuroiilekanne on skisofreenia puhul hairunud (Lewis ja Hashimoto, 2007; Benes ja Berretta,
2001). Arvatakse, et skisofreenia kognitiivsete héirete patofiisioloogia iiheks
votmeelemendiks on hiiringud pidurdavates kortikaalsetes vorgustikes (Lewis, 2014). Seda
véidet toetavad mitmed skisofreenia patsientidel ldbiviidud surmajédrgsed uuringud, mis on
ndidanud ajukoores peamise GABA siinteesi eest vastutava ensiitimi, glutamaadi
dekarboksiilaasi 67 kD isovormi mRNA ja valgu taseme langust (Guidotti jt, 2000). Antud
andmed toetavad hiipoteesi, et skisofreeniat iseloomustab véhenenud vdimekus siinteesida
ajukoores GABA-t ning seega on skisofreenikutel kortikaalse GABA tasemed viahenenud
(Lewis, 2014).
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1.6 Périlikkus

Valdav arusaam skisofreenia geneetilisest poolest on see, et see on heterogeenne,
multifaktoriaalne haigus, millele on omased mitmed geneetilised poliimorfismid ning millest
igaliks soodustab vihesel madral haigestumist (Tandon jt, 2008). Skisofreenia parilikkuse
osakaalu ilmestavad hésti erinevate astmete sugulaste haigestumise tdendosused. Kui
keskmine skisofreeniasse haigestumise risk on alla 1%, siis esimese astme sugulastel on see
aga 6,5% (Kendler, 1993). Kahemunakaksikutel, kes jagavad 50% tihist geneetilist materjali
ning juhul kui iiks kakskikutest on haigestunud skisofreeniasse, siis teise kaksiku risk
haigestuda on 10-15%. Uhemunakaksikutel, kellel on 100% sama geneetiline materjal, on
tihe kaksiku haigestumisel skisofreeniasse teisel kaksikul haigestumise risk ligikaudu 40-50%
(Tandon jt, 2008). Kaksikute uuringute pdhjal on hinnatud ka skisofreenia péaritavust ning on
leitud, et see on ligikaudu 80% (Sullivan jt, 2003).

Peamised geenid, mida seostatakse skisofreeniaga on NRG1 (Tan jt, 2007), DTNBP1 (Duan jt,
2007), COMT (Lewandowski, 2007) , DISC1 (disrupted-in-schizophrenia-1) (Chubb jt,
2008), DRD1-4 (Talkowski jt, 2008) ja GRM3 (Mounce jt, 2014). NRG1 kodeerib
neureguliini, mis on signaalvalk, mis vahendab rakk-rakk interaktsioone ning osaleb
nérvisiisteemi, siidame ja teiste organsiisteemide kasvus (Tan jt, 2007). DTNBP1 kodeerib
diisbindiini, mis kuulub BLOC-1 (biogenesis of lysosome-related organelles complex 1)
valgukompleksi ning mis voib olla seotud vesikulaarse liikluse reguleerimisega ning
dendriitide harunemisega (Prasad jt, 2010). COMT kodeerib ensiiiimi katehhool-O-
metiiiltransferaas, mis kataliitisib metillrihma iilekannet S-adenosiitilmetioniinilt
katehhoolamiinidele ning on seotud dopamiini lagundamisega (NCBI). DISC1 geen on
hdirunud translokatsiooniga t(1;11)q42.1;q14.3 (NCBI) ning antud translokatsioon on
ndidanud erilist seost psiihhiaatriliste haigustega (Chubb jt, 2008). Geenid DRD1-4
kodeerivad dopamiini retseptoreid D1-D4(NCBI) ning geen GRM3 kodeerib metabotroopset
glutamaadi retseptorit (NCBI).

1.7 Skisofreenia ja infektsioonide seosed

Skisofreenia etioloogiaga on seostatud mitmesuguseid keskkonnast tingitud faktoreid. Sinna
kuuluvad niiteks D-vitamiini puudus (McGrath, 1999), siind linnas (Marcelis jt, 1999) ja
kdrgem isa vanus (Malaspina jt, 2001). Silmatorkavaid seoseid on saadud ka siinni aastaaja ja
skisofreeniasse haigestumise vahel. Pdhjapoolkeral lébiviidud uuringutes on nididatud, et

talvekuudel siindinutel on umbes 3-15% suurem risk haigestuda skisofreeniasse. (Boyd jt,
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1986; Davies jt, 2003; Gallagher jt, 2007; Pallast jt, 1994). Ldunapoolkeral labiviidud
uuringud ei ole selliseid tulemusi saanud (Morgan jt, 2001). Samas on leitud teistsuguseid
seoseid, nditeks Kirde-Brasiilias on leitud seos vihmaperioodil siinni ja skisofreenia vahel (de

Messias jt, 2001). Arvatakse, et need seosed on tingitud ema infektsioonidest raseduse ajal.

Varajased seroloogilised uurimused nditasid, et ema haigestumine punetistesse tostab lastel
mitteafektiivse psiihhoosi (Brown jt, 2000) ja skisofreenia spektri hdiretesse (Brown jt, 2001)
haigestumise riski. 2004. aastal niitasid Brown jt, et gripiviirusega nakatumine esimesel
trimestril tostis jargmisel polvkonnal seitse korda skisofreeniasse haigestumise riski. On leitud
ka, et mitmesugused bakteriaalsed infektsioonid esimesel trimestril suurendavad jirglastel
skisofreeniasse haigestumist 2,53 korda (Sorensen jt, 2009). Brown jt (2005) toovad vilja ka,
et skisofreenia iiheks riskifaktoriks voib olla rakusisese parasiidi, toksoplasmoosi pdhjustaja

Toxoplasma gondii infektsioon.

Seega on ema infektsioonid raseduse ajal seotud skisofreeniaga. Kuna enamik viirusi ei iileta
platsentabarjddri, siis loote kahjustused voiksid tuleneda emapoolsest viirusvastasest
immuunvastusest (Patterson, 2009). Naiteks iiks tuntumaid skisofreeniale omaseid
neuroanatoomilisi hélbeid on ajuvatsakeste suurenemine (Wright jt, 2000). Viidet, et loote
kahjustused tulenevad emapoolsest immuunvastusest toetab Ellman jt (2010) poolt 1dbi viidud
uurimus, milles mdodeti 17 skisofreeniku emade seerumit ning leiti, et suurenenud

interleukiin (interleukin, IL)-8 tase on seotud ajuvatsakeste suurenemisega.

Téhelepanuvdirne on ka Kanduc'i (2010) poolt 1dbi viidud uurimus, milles ta uuris inimese
valkude ja gripiviiruse A HSN1 poliproteiini jarjestuse homoloogiat heksameersete
aminohappejarjestuste tasemel ning leidis, et mitmed valgud, mis osalevad ajus rakkude
jagunemises, arengus ja diferentseerumises, omavad jarjestuse homoloogiat HSN1 valkudega.
Uurimistulemused néitasid, et skisofreeniaga seotud geenide produktid nagu neureksiin-1 o ja
neureksiin-1 B (Voineskos jt, 2011), reelin (Fatemi jt, 2000; Eastwood, Harrsion, 2006) ja
DISC1 (Chubb jt, 2008) valgud sisaldavad jérjestuse homoloogiat H5N1 poliiproteiiniga.
Korge jarjestuse homoloogia inimese valkude ja viiruse valkude vahel v3ib aga esile kutsuda

autoimmuunvastuse (Kneeland ja Fatemi, 2013).

1.8 Geen IKBKE
IKBKE geen on 26 647 bp pikk ja selles paikneb 22 eksonit (ENSEMBL) ning see asub
esimeses kromosoomis (1032.1). Selle geeni tidielik nimi on inhibitor of kappa light
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polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase epsilon. See kodeerib mittekanoonilist kB
(inhibitor of kappa B) kinaasi nimega IKK (IkB kinase) €, mis on vajalik viirusvastaste
signaaliradade regulatsioonis (NCBI).

1.8.1 IKKs ja PRR-id

Kaasasiindinud immuunsiisteem on evolutsiooniliselt konserveerunud ning on esmaseks
kaitseks patogeenide vastu (Akira jt, 2006). Imetajate puhul kaasasiindinud immuunsiisteem
aktiveerub, kui PRR-id (pattern recognition receptors) tunnevad dra erinevaid patogeeniga
seotud molekulaarseid mustreid (pathogen-associated molecular patterns, PAMP). PRR-ide
hulka kuuluvad neli erinevat klassi retseptoreid: CLR-id (C-type lectin receptors), NLR-d
(nucleotide oligomerization domain (NOD)-like receptors), TLR-id (Toll-like receptors) ja
RLR-id (retinoic acid-inducible gene 1 (RIG-I) like receptors) (Eisendcher ja Kurg, 2012).
IKK¢ kuulub TLR-ide ja RLR-ide vahendatud signaaliradadesse (Kumar jt, 2011).

Algselt oli Drosophila Toll retseptor tuntud kui retseptor, mis on vajalik arengus dorso-
ventraalse polaarsuse méadramiseks. 1996. aastal aga niidati, et see retseptor osaleb ka
kaasastindinud immuunvastuses seeninfektsioonide vastu (Lemaitre jt, 1996). Jargnevalt leiti
imetajatelt mitmeid antud retseptori homolooge, mis said nimeks Toll like receptor (TLR)
ning mis tundsid dra erinevaid PAMP-e ning aktiveerisid kaasasiindinud immuunsiisteemi,

indutseerides niiteks poletikuliste tsiitokiinide siinteesi (Akira jt, 2006).

TLR-id on iihekordselt membraani ldbivad transmembraansed valgud, mis koosnevad N-
terminaalsetest rakuvilistest leutsiinirikastest jarjetustest (leucine-rich repeats, LRR) ja C-
terminaalsest tsiitoplasmaatilisest domeenist, mis sarnaneb IL-1 retseptorile ning mis on
tuntud kui Toll/IL-1 retseptor (Toll/interleukin-1 receptor, TIR) domeen. LRR-id vastutavad
kindlate patogeeni komponentide &ratundmise eest ning TIR domeen allavoolu
signaalililekande eest. (Kawai ja Akira, 2007). TLR-i perekond koosneb vihemalt 13 liikmest
(Kawai ja Akira, 2008), millest igaiiks tunneb &ra kindlat PAMP-i viirustest, bakteritest,
algloomadest voi seentest (Akira jt, 2006). TLR-e ekspresseerivad mitmed erinevad
immuunrakud, nagu makrofaagid, dendriitrakud, B-rakud ja neutrofiilid ning mitte-
immuunrakud, nagu fibroplastid, epiteelrakud ja keratinotsiitidid. Peale PAMP-ide
aratundmist aktiveerivad TLR-id samu signaalkomponente nagu IL-1 retseptor. TLR-id
varbavad adaptorvalke TIR-domeeni abil. Need interaktsioonid viivad signaalikaskaadideni,
mis on vajalikud transkriptsioonifaktori NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of

activated B cells) aktivatsiooniks. NF-kB kontrollib eelpdletikuliste tsiitokiinide ja
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kemokiinide indutseerimist ning on vajalik ka dendriitrakkudel kostimuleerivate molekulide

arvu suurendamiseks. Viimane on oluline T-raku aktivatsioonis (Kawai ja Akria, 2007).

IKKe kuulub TLR3 ja TLR4 vahendatud signaaliradadesse (Takeda ja Akira, 2004). TLR3
ekspresseeritakse ainult rakusisestes vesiikulites (Kawai ja Akira, 2010) ning see tunneb &ra
SSRNA  viirusi, dsRNA  viirusi, siinteetilist ~dsRNA  analoogi  poly(l:C)
(polyinosinic:polycytidylic acid)-d (Alexopoulou jt, 2001), respiratoorset siintsiitiaalset viirust
ja hiire tsiitomegaloviirust. TLR4 on ekspresseeritud peamiselt raku pinnal (Kawai ja Akira,
2010) ning tunneb é&ra lipopoliisahhariide (lipopolysaccharide, LPS), mannaani,
gliikoinositoolfosfolipiide, imetaja kasvaja viiruse membraani valke, respiratoorse
stintsiitiaalse viiruse fusioonvalke, Streptococcus penumoniae pneumoliisiini ning lisaks
endogeenseid oksiideeritud fosfolipiide, mis on toodetud parast linnugripi HSN1 infektsiooni
(Kumar jt, 2011).

RLR-id on tsiitosoolis paiknevad PRR-id, mis tunnevad dra viraalset RNA-d. RLR-i
perekonda kuuluvad kolm liiget: RIG-1 (retinoic acid-inducible gene | protein), MDA5
(melanoma differentiation-associated protein 5) ja LPG2 (laboratory of genetics and
physiology 2). Kaks esimest, mille signaliseerimine toimub ldbi mitokondriaalse viirusvastase
signaliseerimise adaptori MAVS (mitochondrial antiviral-signaling protein), aktiveerivad
RNA viiruste infektsiooni korral IKKe ja TBK1 (TANK-binding kinase 1). Mdlema retseptori
aktivatsiooni poolt tingitud signaalirada viib NF-xB, IRF (interferon regulatory factor)-3 ja
IRF-7 sdltuvale geeniekspressioonile. RIG-I retseptori ligandideks on néiteks lithike
kaheahelaline RNA, mille 5 otsas on mono- vai trifosfaat ja gripiviirus A. MDAS5-e ligandiks
on néiteks pikaahelaline poly(l:C) (Kumar jt, 2011).

1.8.2 IKKe: avastamine ja interaktsioonid

NF-kB transkriptsioonifaktorid moodustavad homo- ja heterodimeere (Gilmore, 2006) ning
on poletikulistes ja immuunomodulatoorsetes vastustes osalevate geenide ning
rakujagunemises ja raku ellujddmises kaasatud geenide peamised regulaatorid (Ghosh jt,
1998). Imetajate puhul on kindlaks tehtud viis antud perekonna liiget: p50/p105, p52/p100,
p65 (RelA), cRel ja Rel B. Koigile neile on omane Rel homoloogiline domeen N-terminuses,
kuhu kuuluvad tuuma lokalisatsiooni signaal, dimeriseerumise domeen ja DNA-d seondav
domeen, mis vdimaldab seondumist kindlale DNA regioonile, mis on tuntud kui kB sait

(Harris jt, 2006; Kawai ja Akira, 2007). C-terminuses on RelA-le, Rel B-le ja cRel-ile omane
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transkriptsiooni aktivatsiooni domeen, p50-1 ja p52-1 on C-terminuses ankiirin kordused
(Kawai ja Akira, 2007).

Stimuleerimata rakkudes on tsiitoplasmaatilised NF-kB subiihikud seondunud inhibeerivate
IxB molekulidega. IkB perekond koosneb seitsmest liikmest: IkBa, [kBp, IkBy, IkBe, Bcl-3,
IkB( ja IkBNS. Neli esimest maskeerivad NF-kB tuumalokalisatsioonisignaali tsiitoplasmas,
et takistada NF-kB translokatsiooni tuuma. Viimased kolm on olemas tuumas ning
reguleerivad transkriptsiooni interaktsioonide kaudu NF-kB-ga (Kawai ja Akira, 2007). Pérast
stimuleerimist eelpdletikuliste tsiitokiinidega nagu IL-13 voi TNF (tumor necrosis factor)-o
toimub IkB fosforiileerimine multimeerse IkB kinaaside kompleksi poolt. See reaktsioon viib
IxB poliiubikvitineerimisele ning proteasoomsele lagundamisele. Vabanenud NF-«B dimeerid
translokeeruvad tuuma ning toimub NF-kB sihtmérkgeenide transkriptsioon. IKK kompleks
koosneb Kkataliiiitilistest kinaasi subiihikutest IKKa-st ja IKKB-st ning regulatoorsest
subiihikust NEMO (NF-xB essential modulator). Seda rada nimetatakse kanooniliseks rajaks
(Harris jt, 2006).

Jarjestuste sarnasuste pohjal IKKa ja IKKB on leitud kaks kinaasi: TBK1 ja IKKe, mis on
tuntud kui mittekanoonilised IKK-d (Peters jt, 2000; Tojima jt, 2000). IKKe ja TBK1 omavad
nii nagu kanoonilised IKK-d kinaasi, heeliks-ling-heeliksi, leutsiini luku ja ubikvitiinisarnast
domeeni, kuid neil on puudub NEMO-t seondav domeen, mistdttu ei saa need valgud
interakteeruda NEMO-ga. Varreldes teistega on IKKe ekspressioon aga oluliselt piiratum. Kui
IKKa, IKKf ja TBK1 on pidevalt ekspresseeritud enamikus rakutiiiipides, siis IKKe basaalne
ekspressioon on tuvastatav ainult kindlates kudedes (pankreas, tliimus ja pdrn) ning T-
rakkudes ja perifeersetes vere leukotsiiiitides (Verhelst jt, 2013). Teistes rakkutiitipides, nagu
nditeks fibroplastides suureneb IKKe ekspressioonitase kiirelt vastusena tsiitokiinidele (nt
TNF-a, IL-1, IL-6, IFN (interferon)-y), mikroobsetele produktidele (nt LPS ja viraalne RNA)
ning on seetdttu tuntud ka kui indutseeritav IKK ehk IKK-i (Clement jt, 2008; Shimada jt,
1999).

IKKe/TBK1 késitlemine IkBa kinaasina pohineb suuresti uurimusel, et IKKe voi TBK1
ileekspresseerumine rakukultuuris viib IkBa fosforiileerimisele (Shimada jt, 1999). Aga kuna
katsed hiirte embriionaalsete fibroplastidega, millel on IKKe/TBK1 puudu, ei ole ndidanud
IxkBa degradatsiooni kahjustumist, kuid NF-kB soltuv geeniekspressioon on siiski héirunud
(Bonnard jt, 2000, Kravchenko jt, 2003), siis arvatakse, et IKKe mojutab NF-xB

signaliseerimist ja sellega kaasnevat geenickspressiooni IkBa allavoolu (Clement jt, 2008).
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Seda toetab ka leid, et IKKe vahendatud p65 NF-kB subiihiku fosforiileerimine on oluline
NF-«B sihtmirkgeenide ekspressioonis vastusena eelpoletikulistele signaalidele ja
viirusinfektisoonile (Moreno jt, 2010; Bao jt, 2010). On ka néidatud, et fosforiileeritud p65
voimaldab viia IKKe kB-d sisaldavate poletikus osalevate geenide promootorite juurde ning
voimaldab I1KKe-1 fosforiileerida c-Jun-i ning indutseerida NcoR (nuclear receptor
corepressor)-i vabanemist (Huang jt, 2009). Lisaks aktiveerib IKKe NF-kB raja 1abi cRel-i C-
terminaalse transaktivatsiooni domeeni fosforiileerimise, mis viib cRel-IkBa kompleksi

lagunemisele tsiitoplasmas ning cRel-i kuhjumisele tuumas (Harris jt, 2006).

IKKe ja TBKI1 aktiivsust valgutasandil reguleeritakse kindla saidi fosforiileerimise abil
(Kishore jt, 2002). Clark jt (2011) niitasid, et kanoonilised IKK-d fosforiileerivad ning seeldbi
aktiveerivad IKKe ja TBK1 ning IKKe/TBK1 omakorda fosforiileerivad kanooniliste IKK-de
kataliititilisi subiihikuid ja nende regulatoorset subiithikut NEMO-t, millega kaasneb viimaste

aktiivsuse vahenemine.

TBK1 ja IKKe on peamised komponendid IFN-vahendatud viirusevastases vastuses. TBK1 ja
IKK¢ fosforiileerivad IRF-3 ja IRF-7 C-terminaalses regulatoorses domeenis kindlad seriini
jadgid, mis viib nende faktorite dimeriseerumisele, translokatsioonile tuuma, DNA

seondumisele ning tiilip I interferooni geenide aktivatsioonile (Sharma jt, 2003, Clement jt,

2008).

Tapsema iilevaate IKKe signaaliradadest NF-kB p50-p65 néitel annab joonis 1.
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Endosoom

Joonis 1. IKKe vahendatud signaliseerimine.

Mittekanoonilisi IKK-sid (IKKe ja TBK 1) saab aktiveerida labi kahe signaaliraja:

1. IKKa/B vahendatud aktivatsioon.

Ligandi seondumine retseptoritele (TNF-R1 (TNF receptor-1), IL-1R (IL-1 receptor), TLR4,
RIG-I) tingib spetsiifiliste adaptorvalkude (Mal (MyD88 adaptor-like protein), MyD88
(myeloid differentiation factor 88), TRAM (TRIF-related adaptor molecule), TRIF (TIR
domain-containing adaptor inducing interferon-g), MAVS), E3 ubikvitiin ligaaside ja
kinaaside (mitte ndidatud) védrbamise retseptori juurde, mis viib kanooniliste IKK-de
(IKKo/IKKB/NEMO) kompleksi aktivatsioonini. Sellele jargneb IKKpB vahendatud
fosforiileerimine ning IkBo Lys48 seotud ubikvitineerimine, mis tagab selle valgu
proteasoomse lagundamise ja p50-p65 NF-kB heterodimeeri vabanemise ning
translokatsiooni tuuma. Lisaks vdivad kanoonilised IKK-d fosforiileerida IKKe/TBK1, mis
viib viimaste aktivatsioonini.

2. IKKo/IKKp soltumatu ja TRAF3 soltuv IKKe/TBK1 autoaktivatsioon.

TRIF soltuv TLR3 ja TLR4 signaliseerimine ja MAVS-soltuv RIG-I signaliseerimine
indutseerivad IKKe/TBK1 autoaktivatsiooni ldbi TRAF3-e. See eeldab IKKe/TBK1
seondumist erinevatele tugivalkudele (TANK (TNF receptor-associated factor (TRAF) family
member-associated NF-«xB activator), NAP1 (NF-«B activating kinase-associated protein 1),
SINTBAD (similar to NAP1 TBK1 adaptor). Seejiarel vahendavad IKKe/TBK1 erinevaid

reaktsioone:
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A: IKKe/TBK1 fosforiileerivad NF-kB (p65), aidates kaasa NF-xkB sdltuvale
geeniekspressioonile.

B: IKKe/TBK1 fosforiileerivad IRF3 (ja IRF7; pole ndidatud), mis viib nende
homodimeriseerumisele ja translokatsioonile tuuma.

C: IKKe/TBKI1 fosforiileerivad c-Jun-i, mis viib tuuma repressor kompleksi (nuclear
repressor complex, NCoR) vabanemisele.

D: IKKe/TBK1 fosforiileerivad oma tugivalke (TANK, NAP1, SINTBAD), selle funktsioon
pole veel teada.

E: IKKe/TBK1 fosforiileerivad kanoonilisi IKK-sid, mis viib viimaste inaktivatsioonile.
(Verhelst jt, 2013; modifitseeritud)
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmirk

Antud uurimust6o eesmargiks on uurida IKBKE geeni poliimorfismide rs1539243, rs2274902,
rs1930437 ja rs1953090 voimalikku seost skisofreeniaga. Varasemalt on leitud eelmainitud
poliimorfismide seos depressiooni ja paanikahdirega (Koido jt, 2010; Traks jt, kasikiri

véljasaatmisel).

2.2 Materjalid ja metoodika

2.2.1 Katseisikud

Uurimuses osales 127 skisofreenia patsienti ja 170 tervet kontrollisikut. Patsientide grupis
olid nii ambulatoorsed kui haiglaravil viibivad isikud Tartu Ulikooli Kliinikumi
psiihhiaatriakliinikumist. Patsientide diagnoos méérati psiihhiaatri poolt 1dbi viidud intervjuu
ja saadaval oleva haigusloo alusel. Ulevaate patsientidel diagnoositud skisofreenia
alatililipidest annab tabel 1. Terved kontrollgrupi isikud véarvati Tartust ajalehekuulutuse abil.
Nendel hinnati psiiiihikahdirete puudumist Mini International Neuropsychiatric Interview
(MINI 5.0.0) (Sheehan et al., 1998) intervjuu ja vestluse alusel psiihhiaatriga. Vilistati isikud,
kellel vestluse kdigus perekonna ajalugu uurides selgus psiitihikahdirete esinemist temal endal
ja esimese astme sugulaste hulgas. Patsientide grupi ja kontrollgrupi vahel ei esinenud
mirkimisvéirseid erinevusi ei vanuse ega soo osas, sellest annab {ilevaate tabel 2. Kdik katses
osalenud on europiidse rassi esindajad ning elavad Eestis. Samuti on nad kinnitanud oma
ndusolekut uurimuses osaleda kirjalikult ning Tartu Ulikooli inimuuringute eetika komitee on

antud uurimustoo heaks kiitnud.

Tabel 1. Patsientidel diagnoositud skisofreenia alatiiiibid.

Alatiiiip Arv Osakaal (%)
Paranoidne 88 69,29
Hebefreenne 10 7,87
Katatoonne 9 7,09
Diferentseerumata 1 0,79
Residuaalne 2 1,57

Lihtne 6 4,72
Skisoafektiivne 10 7,87
Skisotiilipne hdire 1 0,79
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Tabel 2. Katseisikute sooline ja vanuseline koosseis.

Tunnus Kontroll Patsient
Arv 170 127

Sugu (M/N) 74/96 59/68
Vanus (a.), Xx+to 50,0+8,5 51,5+11,6
Vanuse vahemik 24-71 23-74

X - keskmine

o - standardhélve

2.2.2 DNA eraldamine ja genotiipeerimine

Genoomne DNA oli eelnevalt eraldatud 9 ml venoossest verest kasutades standardset
soolapuhvritega eraldamismeetodit. VVarasemalt oli kontrollgrupi isikute DNA-del uuritavad
SNP-d genotiipeeritud kasutades SNPlex™ genotiipeerimismeetodit (De la Vega, Lazaruk,
Rhodes, & Wenz, 2005). See siisteem pdhineb oligonukleotiidide ligeerimisel/PCR-i
analiiisil, millele jargnevalt hiibridiseeritakse universaalsed ZipChute™
fluorestsentsmirgised produktiga seotud komplementaarsete ZipCode™" jirjestustega. Peale
seda elueeritakse ZipChute™ fluorestsentsmirgised ning lahutatakse elektroforeetiliselt
Applied Biosystems 3730 DNA analiisaatoriga. Genotiiiibid méérati kasutades tarkvara
GeneMapper 3.7 (Applied Biosystems).

Skisofreenia patsientide DNA-del kasutati nelja SNP alleelse variatsiooni kindlaks tegemisel
T-ARMS-PCR-i (Ye et al., 2001). See meetod kasutab kahte praimerite paari, et ithe PCR-i
reaktsiooni kidigus paljundada liles SNP kahte erinevat alleeli. Alleelspetsiifilised amplikonid
saadakse kasutades nii iiht vastavat sisemist alleelspetsiifilist praimerit kui ka iihte
mittealleelspetsiifilist ~ vélimist praimerit. Vélimised praimerid on vajalikud ka
kontrollprodukti siinteesiks. Neli praimerikomplekti, mis on spetsiifilised igale SNP-Ie,

disainiti  veebilehekiiljel:  http://cedar.genetics.soton.ac.uk/ public_html/primerl.html

saadaval oleva programmiga. Tabelis 3 on toodud katses kasutatud PCR praimerid.

Tabel 3. T-ARMS-PCR-i reaktsioonides kasutatud praimerid.

Poliimorfism Praimeri jérjestus (5°-3°) Tm (°C)  Amplikoni pikkus
rs2274902 AIG
Forward inner primer (G-alleel): CCCACTGAGCCCTCAGCCCACAGACG 77 185 bp G-alleel

Reverse inner primer (A-alleel): CCAGGACAGGCAGCAGGTGGAACAGGTTCT 77 154 bp A-alleel
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Forward outer primer: TCCATGTGGCCATTCCACAAGCAAGGGA 77 283 bp kontroll

Reverse outer primer: CCTGGGACAATCTCAAGCCTGGATGCCA 77

rs1930437 G/T

Forward inner primer (G-alleel): AAGGCTACCCTAAGAAGGGCTCCATGCGG 75 217 bp G-alleel
Reverse inner primer (T-alleel): CCCCCGCTCCCTTGCTTGTGGAATAGA 75 280 bp T-alleel
Forward outer primer: GCCTGGCCAGGGTTGCTTCCTACCTTGT 75 441 bp kontroll
Reverse outer primer: GAATGACCTGCCTCAGGAGGGGCTTCAA 75

rs1539243 C/T

Forward inner primer (C-alleel): CCTGCGGAAGCTGAACCACCAGAACCTC 76 204 bp C-alleel

Reverse inner primer (T-alleel): GTCTCCTCCACCGCAAAGAGCTTGCCA 76 290 bp T-alleel

Forward outer primer: ATGGGAGCCCCCATCCAACCAGGCTAAT 76 439 bp kontroll

Reverse outer primer: TGCCCCCTTTGCTCCCTTCTGCAATTTG 76

rs1953090 A/C

Forward inner primer (C-alleel): GGCACTTCTCCTCCCCACCCACCAGAAC 76 238 bp C-alleel

Reverse inner primer (A-alleel): CTCTGGGCTCCAGGCTGAGCCACTCCT 76 289 bp A-alleel
Forward outer primer: TGAGTCCTGTCAGCATCTGTCCCAGGCC 76 472 bp kontroll

Reverse outer primer: ATTGCAGAAGGGAGCAAAGGGGGCAAGG 76

Iga PCR-i reaktsioon viidi 1dbi mahus 20 pl, sisaldades ligikaudu 50 ng genoomset DNA-d,
20 pmol mdlemat sisemist praimerit, 2 pmol kumbagi vilimist praimerit, 0,2 mM dNTP-d, 2,5
mM MgCl,, 1x reaktsioonipuhvrit (10x stock: 750 mM Tris-HCI, pH 8.8, 200 mM
(NH4),S04, 0.01% Tween-20; Naxo, Tartu, Eesti) ja 0.025 U/ul Smart-Taq DNA poliimeraasi
(Naxo, Tartu, Eesti).

DNA-fragmentide amplifitseerimiseks kasutati jargmist programmi:

Algne denaturatsioon 95,0°C 5 min
Denaturatsioon 95,0°C 1 min
Praimerite seondumine  78,0°C 1 min - 9 tsiiklit
Ekstensioon 72,0°C 1 min
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Denaturatsioon 95,0°C 1 min

Praimerite seondumine  68,0°C 1 min — 24 tsiiklit
Ekstensioon 72,0°C 1 min
Loppekstensioon 72,0°C 5 min

PCR-i produktid lahutati geelelektroforeesil 2% agaroosgeelis 0,5X TBE puhvris 40 minuti
jooksul pingel 150 V. DNA visualiseerimiseks kasutati etiidiumbromiidi (Naxo, Tartu, Eesti).
Pikkusmarkeriteks olid pUC Mix Marker 8 (Fermentas) ja pBR322 DNA/BsuRI (Haelll)

Marker 5 (Fermentas).

2.2.3 Statistiline analiiiis

Alleelne assotsiatsioonitest (patsientid vs kontrollgrupp), ahelduse tasakaalustamatuse
(linkage disequilibrium) testimine, Hardy-Weinbergi tasakaalu testimine kontrollgrupis,
Cochran-Armitage trend test, Fisher's exact test ning mitmene testimine teostati kasutades
tarkvara Haploview version 4.2 (Barrett, Fry, Maller, & Daly, 2005) ning gPLINK /PLINK
1.07-t (Purcell jt, 2007). Kdigi statistiliste testide olulisusnivooks oli valitud py;s<0,05.

2.3 Tulemused ja arutelu

Eksperimentaalse t60 kaigus genotiipeeriti 127 skisofreeniahaige IKBKE geeni 4 SNP-d.
Kontrollgrupp oli kdikide SNP-de puhul Hardy-Weinbergi tasakaalus. Parimat seost ndidanud
SNP-I oli kontrollgrupp Hardy-Weinbergi tasakaalus (pys:rus=0,17) ja patsientidel ei olnud
tasakaalus. Alleelsete seoste analiiiisi tulemused on toodud tabelis 4 ning ahelduse
tasakaalustamatust erinevate SNP-de vahel iseloomustab joonis 2. T66 tulemusena leiti tiks
statistiliselt oluline seos IKBKE geeni SNP-ga (rs1930437), mille p-vaartuse olulisus siilis ka
peale mitmest testimist Bonferroni meetodil (Pyairs=0,0248). Téiendavalt viidi 1dbi ka
Fisher's exact test, mille puhul antud SNP oli statistiliselt oluline (pyzs=0,0076) ning selle
olulisus siilis ka peale mitmese testimise korrektsiooni Bonferroni meetodil (Pyiirtas=0,0303).
Lisaks viidi 1dabi Cochran-Armitage trend test, mille tulemused on toodud tabelis 5 ning mille
puhul antud SNP statistiline olulisus siilis (pyaurus=0,0019). Katse tulemuste analiilis viitab
antud SNP T-alleeli protektiivsele efektile (OR=0,631; 95% ClI: 0,454....0,878).
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Tabel 4. Alleelsete seoste analiiiisi tulemused kasutades gPLINK/PLINK 1.07-t (hii-ruut
assotsiatsioonitest).

Minor
Major/  alleeli Sansside Permuteeritud
minor sagedused  y>testi  p- suhe 95% usaldus-  p-
SNP Asukoht alleel P K vadrtus vaartus  (OR) intervall (CI)  véértus

rs2274902 Intron2 G/A 0,465 0,485 0,245 0,621 0,921 0,664...1276 1
rs1930437 Intron2 G/T 0,390 0,503 7,495 10,0062 0,631 0,454...0,878 0.0248
rs1539243 Ekson4 C/T 0,197 0,166 0,959 0,328 1,234 0,810...1,882 1
rs1953090 Intron4 A/C 0,295 0,278 0,200 0,655 1,086 0,757...1557 1

P-patsiendid
K-kontrollid

Tabel 5. Cochran-Armitage trend test-i tulemused, saadud kasutades gPLINK/PLINK 1.07-t.

Major/ Vabadus-
minor Alleelide suhted y>-testi  astmete
SNP alleel Patsiendid Katsealused vaidrtus arv — p-védrtus

rs2274902 GI/A 118/136  163/173 0.252 1 0.616
rs1930437 GIT 99/155 170/168 9.604 1 0.0019
rs1539243 GI/T 50/204 56/282 1.017 1 0.313

rs1953090 A/C 75/179 93/241 0.204 1 0.652

s2274902
rs1930437
rs1539243
rs1953090

-
N
w
-

L A

65

Joonis 2. Ahelduse tasakaalustamatus eri SNP-de vahel. Antud joonis on saadud kasutades
Haploview 4.2 tarkvara.
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Antud eksperimentaalses t60s kasitletud IKBKE SNP-dest on eelnevalt leitud seos SNP
rs1953090 ja paanikahdire vahel, SNP-del rs2274902 ja rs1930437 on esinenud statistiliselt
oluline seos depressiooniga ning SNP rs1539243 on ndidanud seost nii paanikahdire kui ka
depressiooniga. Tapsemalt, katsete tulemused viitavad, et SNP rs1539243 T-alleel on seotud
suurema haigestumise tdendosusega paanikahdiresse ja depressiooni, SNP rs2274902 A-alleel
on protektiivne depressiooni suhtes ja SNP rs1953090 C-alleel on protektiivne paanikahéire
suhtes ning SNP rs1930437 G-alleel on seotud suurema tdendosusega haigestuda depressiooni
(Koido jt, 2010; Traks jt, késikiri védljasaatmisel). Arvestades andmeanaliiiisi tulemusi, siis
kédesolev uurimus viitab, et SNP rs1930473 T-alleel omab protektiivset efekti skisofreeniasse
haigestumise suhtes ning arvestades ka eelnevat tulemust on voimalik, et antud SNP G-alleel

on iiheks riskifaktoriks skisofreeniasse ja depressiooni haigestumisel.

Traks jt leidsid kasutades veebipdhist rakendust ConSite (Sandelin jt, 2004), et intronis
paiknev SNP rs1930437 asub oletatavas c-Rel-i seondumissaidis. c-Rel on NF-xB perekonda
kuuluv valk, mis sisaldab transkriptsiooni aktivatsiooni domeeni (Kawai ja Akira, 2007).
Nimelt leidsid nad, et G-nukleotiidi vahetus T-nukleotiidi vastu antud seondumissaidis
pOhjustab hdirumise seondumissaidi jarjestuses ning voib viia NF-kB enhaanser funktsiooni
vihenemisele. Nad pakkusid vidlja, et G-alleel voib olla seotud suurema [|IKBKE
transkriptsiooniga, mis mojutab pdletikuprotsesse ning see vOib omakorda kajastuda
psiihhiaatriliste haiguste tekkel. Antud kontekstis on oluline vélja tuua, et NF-kB indutseerib
eelpodletikuliste geenide transkriptsiooni (Tak ja Firestein, 2001) ning skisofreenikutel on
taheldatud suurenenud eelpdletikuliste tsiitokiinide nagu nditeks IL-1B (Soderlund jt, 2009) ja
IL-6 (Garver jt, 2003) suurenenud taset seljaajuvedelikus ning IL-1B (Liu jt, 2010) ja TNF-a
(Liu jt, 2010, O'Brien jt, 2008) suurenenud taset seerumis. Lisaks on huvitav ka asjaolu, et
IKKe aktiveerib NF-kB raja 1dbi cRel-i C-terminaalse transaktivatsiooni domeeni
fosforiileerimise, mis viib cRel-IkBa kompleksi lagunemisele tsiitoplasmas ning cRel-i
kuhjumisele tuumas (Harris jt, 2006). See mehhanism voib aidata kaasa suuremale IKKe
ekspressioonile. Samas tuleb arvestada, et antud veebipohine rakendus ConSite néitab suurel

hulgal nii c-Rel-i kui NF-xB seondumiskohti IKBKE geenis.

Teadaolevalt ei ole avaldatud artikleid, mis késitleksid IKBKE geeni poliimorfismide ja
skisofreenia voi skisofreeniale ldhedaste haiguste nagu autism (Meyer jt, 2011) ja bipolaarne
héire (Purcell jt, 2009) vahelist seost. Avaldatud on aga artikkel, milles on ndidatud seos
kromosoomi regiooni 1932 ja skisofreenia vahel Korea populatsioonis (Jang jt, 2007). Ka on

ndidatud seos antud kromosoomi regiooni ja bipolaarse hiire vahel (Detera-Wadleigh jt,
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1999). Lisaks on ndidatud scost skisofreeniale omaste vOi ldhedaste tunnuste ja
signaaliiilekande radade komponentide vahel, milles osaleb ka antud geeni produkt. Néiteks
on leitud, et IKK aktiivsuse tous naalduvas tuumas, mis osaleb motivatsioonis, tasustamises,
motoorsetes funktsioonides ja dppimises (Shirayama jt, 2006), suurendab hiirtel drevusele ja
depressioonile sarnanevat kéitumist kui ka vastuvdtlikkust stressi poolt tingitud anhedoonia ja
sotsiaalse vodrandumise suhtes (Christoffel jt, 2012). IKBKE geeni produkt IKKe osaleb
TLR3 ja TLR4 vahendatud signaaliiilekande radades (Takeda ja Akira, 2004) ning katsed
TLR3 ligandi poly(l:C)-ga (Alexopoulou jt, 2001) on ndidanud, et kui teatud tiinuse etapil
seda siistida nérilistele, siis nende nériliste jarglastel esineb ajuvatsakeste suurenemine (Li jt,
2009; Piontkewitz jt, 2011). Ajuvatsakeste suurenemine on skisofreeniale iiks omasemaid
neuroanatoomilisi hélbeid (Wright jt, 2000). Katsed TLR4 ligandi LPS-iga (Kumar jt, 2011)
nditavad, et LPS-i poolt esile kutsutud TLR4 aktivatsioon pdhjustab hiirtel mikrogliia poolt
vahendatud neurodegenratsiooni (Lehnardt jt, 2003). Lisaks on Venkatasubramanian ja
Debnath (2013) esitanud hiipoteesi, et TLR3/TLR4 vahendatud signaliseerimine on seotud
lilgse hulga reaktiivsete hapniku- ja ldmmastikuiithendite moodustumises, millega kaasneb
neuronite kahjustumine ja {ildine neurodegeneratsioon ning seoses sellega korgem risk
haigestuda skisofreeniasse. Samas ei viita need ndited IKKe olulisusele antud patoloogiate
kujunemisel, vaid tervikuna antud signaaliradade tdhtsusele haigusele omaste siimptomite

kujunemisel.

Antud eksperimentaalse t60 piiravateks teguriteks olid vidike valim ning see, et antud
uurimustdd raames uuriti ainult 4 SNP-d. Seega oleks edaspidi oluline katsesse kaasata
suuremal arvul katseisikuid, et saada tdiendavat kinnitust saadud tulemustele ning uurida ka
teiste IKBKE geeni SNP-de seoseid skisofreeniaga. Kuna Eesti populatsioonis lébiviidud
katse tulemusena leiti statistiliselt oluline SNP rs1930437, mis on ndidanud olulist seost lisaks
skisofreeniale ka depressiooniga, siis oleks oluline uurida, kas antud SNP v0iks olla omane ka
teistele ldhedastele psiihhiaatrilistele haigustele ning viia uuringuid l&bi ka teistes
geograafiliselt ldhedastes populatsioonides. Vottes arvesse ka asjaolu, et IKBKE geeni
produkt IKKe on viga sarnane valgule TBK1 (Verhelst jt, 2013) ning nende funktsioonid on
teatud maédral asendatavad (Perry jt, 2004), siis oleks oluline uurida ka TBK1 geeni
poliimorfismide seoseid skisofreeniaga kui ka TBK1 ja IKBKE geenide poliimorfisme
kombineeritult seoses skisofreeniaga. Samuti oleks huvitav uurida IKBKE geeni

poliimorfisme skisofreenikute emadel, arvestades asjaolu, et ema immuunsiisteemi
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aktivatsiooni kahjulikku moju lootele seostatakse suurenenud skisofreeniasse haigestumise
riskiga (Patterson, 2009).
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KOKKUVOTE

Geen IKBKE kodeerib kinaasi nimega IKKe, mis osaleb viirusvastastes signaaliradades ning
arvestades asjaolu, et ema infektsioonid raseduse ajal tdstavad skisofreeniasse haigestumise
riski, on huvipakkuv uurida antud geeni seoseid skisofreeniaga. Kéesolevas uurimust6os
genotiipeeriti IKBKE geeni poliimorfismid rs1539243, rs2274902, rs1930437 ja rs1953090.
Antud poliimorfismid on eelnevalt nididanud seost depressiooni ja paanikahidirega. Uuringu
rithma moodustasid 127 skisofreenia patsienti ja 170 tervet kontrollisikut. Eksperimentaalse
t00 tulemusena leiti iiks statistiliselt oluline (Pyauws=0,0062) IKBKE geeni SNP rs1930437,
mille olulisus sdilis ka pérast mitmese testimise korrektsiooni Bonferroni meetodil
(pvaartus=0,0248). Katse tulemused viitavad, et Eesti populatsioonis omab antud SNP T-alleel
protektiivset efekti (OR=0,631; 95% CI: 0,454....0,878) skisofreeniasse haigestumise suhtes.
Kuna antud SNP on ndidanud seost ka depressiooniga, siis edaspidi oleks oluline uurida antud
SNP scoseid ka teiste psiihhiaatriliste haigustega ning viia uuringuid 1dbi ka teistes
geograafiliselt 1ahedastes populatsioonides. Kéesoleva uurimust6d piiravateks teguriteks olid
véike valim ja asjaolu, et uuriti vdhest hulka SNP-sid. Seega oleks oluline katsesse kaasata nii
suuremal hulgal katseisikuid, et saada tdiendavat Kinnitust saadud tulemustele, kui ka uurida

suuremal hulgal IKBKE geeni SNP-sid.
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Associations between IKBKE gene and schizophrenia
Ahto Salumets
Summary

Schizophrenia is a severe brain disease which has a long history of effects on society. The
current understanding of schizophrenia principally derives from the work of Emil Kraepelin,
Eugen Bleuler and Kurt Schneider. Schizophrenia is characterised by positive symptoms
which include hallucinations and delusions, and negative symptoms such as apathy or social
deprivation. Prevalence of schizophrenia ranges from 4 to 7 per 1000 persons. Schizophrenia
is a multifactorial disease with several subtypes and whose aetiology is associated with both

genetic predisposition and environmental risk factors.

Prenatal infections play a significant role in the aetiology of schizophrenia. One of the well-
known risk factors for schizophrenia is a maternal influenza infection during pregnancy. In
addition to influenza, there are several other viral and bacterial infections which have been
reported to be associated with schizophrenia. The precise underlying mechanism which

causes the increased risk of developing schizophrenia is still unclear.

IKBKE gene encodes a protein named IKKe which is involved in antiviral signalling
pathways. The aim of this case-control study was to investigate whether there exists an
association between schizophrenia and IKBKE's single nucleotide polymorphisms rs1539243,
rs2274902, rs1930437 and rs1953090 amongst Estonian population. These polymorphisms
have been previously linked to panic disorder and major depressive disorder. 127

schizophrenia patients and 170 healthy controls participated in this study.

It was found that IKBKE gene polymorphism rs1930437 has a statistically significant
(pvaie=0.0062) association with schizophrenia and the result remained significant after
Bonferroni correction (pyvaie=0.0248). The results of this study refer to the possible protective
effect (OR=0.631; 95% CI. 0.454...0.878) of the T-allele against the genesis of

schizophrenia. Considering the small sample size, further research is required.
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