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INFOLEHT

Monoamiinoksiidaas-A uVNTR poliimorfismide moju nikotiinisoltuvusele Vietnami

meeste seas

Monoamiinoksiidaas-A (MAO-A) on ensiiim, mille iilesanne on neurotransmitterite -
dopamiini, noradrenaliini ja serotoniini oksiidatiivse deaminatsiooni kataliiseerimine.
Ensiitimi  kodeeriva geeni promootorpiirkonnas paiknevad poliimorfismid on nédidatud
mojutavat MAO-A aktiivsust ajus. Antud t60s wuuriti nende poliimorfismide mdju
nikotiinisdltuvusele, sealhulgas ka nikotiinisdltuvusest vabanemise faktoritele. To0s kisitleti
nikotiinisoltuvust mojutegurite ja MAOA alleelide vahelist seost. Uuringu kiigus leiti seos iihe
soltuvuse tugevust mojutava teguriga. Uurides soltuvusest vabanemist leiti alleelide
esinemissageduse ja loobumise tahte olemasolu ning iiritamise vaheline seos. Hinnati ka
MAOA poliimorfismide rolli suitsetamise alustamise vanusele, ja leiti oluline erinevus. Need
tulemused aitavad paremini moista nikotiinisOltuvuse  geneetilist tausta  ning
personaalmeditsiini arenguga vOiks olla suund sOltuvuse paremaks raviks ja ka efektiivsemate

ravimite loomisel.
Mirksonad: monoamiinoksiidaas-A, uVNTR poliimorfismid, nikotiinisdltuvus, suitsetamine.
CERCS B220 Geneetika, tsiitogeneetika

Monoamine oxidase A uVNTR polymorfism impact on nicotine addiction in Vietnamese

males

Monoamine oxidase A is an enzyme that catalyzes the oxidative deamination of
neurotransmitters, like dopamine, noradrenaline and serotonin. The MAOA gene promotor
variable number tandem repeats (VNTR) cause different activity of MAO-A in brain. This
research paper describes the effects of MAOA-uVNTR on nicotine addiction in smokers. It is
investigated how the strength of nicotine addiction is affected. During the analysis the
difference in the age of starting smoking was evaluated in relations with the polymorphisms.
The assessment of allele frequencies and the will to give up smoking was also carried out.
This research helps to understand better the genetic background of nicotine addiction and may

help to improve the treatment of the condition in the future.
Keywords: monoamine oxidase A, uVNTR polymorphisms, nicotine addiction.

CERCS B220 Genetics, cytogenetics
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KASUTATUD LUHENDID

dVNTR - distal variable number tandem repeats, distaalsed varieeruva hulga kordustega
tandeemsed jirjestused

GABA - gamma amino butyric acid, gamma aminovoihape

FTND - Fagerstrom Test for Nicotine Dependance, Fagerstromi nikotiinisdltuvuse skaala
MAO -A - monoamine oxidase-A, monoamiinoksiidaas-A

MAO-B - monoamine oxidase-B, monoamiinoksiidaas-B

NAc - nucleus accumbens piirkond ajus

nAChRSs - nicotinic acetylcholine receptors, nikotiini atsetiiiilkoliini retseptorid

NRT - nicotine replacement therapy, nikotiini asendus ravi

uVNTR - upstream variable number tandem repeats, varieeruva hulga kordustega

tandeemsed jirjestused, iilesvoolu suunas

WHO — World Health Organization, Maailma Terviseorganisatsioon



SISSEJUHATUS

Suitsetamine on niivord levinud probleem, et Maailma Terviseorganisatsioon on kuulutanud
selle globaalseks epideemiaks (WHO, 2017). Suitsetamisega sissehingatavad kartsinogeensed
tthendid pohjustavad organismis, eelkdige kopsukoes, mutatsioone, mille hdirunud parandus-
mehhanismide korral tekib oht vihi arenguks (Pfeifer jt., 2002). Suitsetamise tagajérjel tekkiv
hingamisteede &rritus viib krooniliste pdletikkude tekkimiseni, mis omakorda vdib soodustada
kasvajate teket. Nikotiin on tubaka suitsus leiduv psithhoaktiivsete toimetega aine, mis on

peamine mojutegur suitsetamise ehk nikotiin sdltuvuse kujunemiseks.

Kéesolevas uurimistdos analiiiisiti monoamiinoksiidaas-A rolli nikotiini soltuvuses. Ensiitimid
monoamiinoksiidaas-A ja -B omavad ajus neurotransmitterite regulatsiooni funktsiooni.
Nikotiini sdltuvuses on nende roll suitsetamise positiivsete mdjude pikaaegsem tundmine,
ensliimide aktiivsuse regulatsiooniga toimub serotoniini ehk heaolu tunnet reguleeriva

monoamiini toimeaja mojutamine.

Antud  magistritod  keskendub = monoamiinoksiidaas-A  geeni  promootorpiirkonna
poliimorfismide mdju nikotiini sdltuvusele uurimisele. Vaatluse all on uVNTR (upstream
variable number tandem repeats) polimorfismid, mida on teada, et modjutavad
monoamiinoksiidaas-A aktiivsust. Monoamiinoksiidaaside ja nende poliimorfismide, uVNTR
ja dVNTR (distal variable number tandem repeats), uurimine on aktuaalne teema, uuringutes
on toestatud uVNTR ja dVNTR mdju geeni transkriptsiooni aktiivsusele ja ldbi selle on

mojutatud ensiiiimi aktiivsuse tase ajus (Manca jt., 2018).

Uuringus mdiirati katsealuste DNA-st uVNTR poliimorfismid ja analiiiisiti nende esinemist
nikotiini soltuvuskditumise aspektidega, ldhtuvalt uuritavate poolt tdidetud kiisimustikest
saadud andmetest. Uuringus osalejad on Vietnamist périt mehed, Eesti ja Vietnami koostdo
meditsiiniteaduste valdkonna projekti raames. Nikotiini sdltuvuse uurimine aitab moista
soltuvuse kujunemist molekulaarsel tasandil, see on vajalik nii haiguse mdistmise seisukohalt

kui ka selle ravimise ja uute ravimite loomise jaoks.

Kiesolev magistritod on valminud Tartu Ulikooli Bio- ja siirdemeditsiini Instituudi

patofiisioloogia osakonna laboris.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Monoamiinoksiidaaside iilevaade

Monoamiinoksiidaasid (MAQO) on mitokondriaalsed ensiiiimid, mille funktsioon on
oksiideerida viikesemolekulisi monoamiine ja poliilamiine, modifitseeritud aminohappeid
valkudes (Gaweska ja Fitzpatrick, 2011). Monoamiinoksiidaasid metaboliseerivad
katehholamiine nagu noradrenaliin, dopamiin ja serotoniin jt (McAllister, 2015).
Monoamiinoksiidaaside  perekonda kuuluvad monoamiinoksiidaas-A (MAO-A) ja
monoamiinoksiidaas-B  (MAO-B), mis degradeerivad biogeenseid amiine ja seeldbi
kontrollivad neurotransmitterite hulga taset kesknérvisiisteemis (Domschke, 2005).
Aminohappelise jdrjestuse alusel on MAO-A ja MAO-B sarnased umbes 70% ulatuses,
ensiiiimidel on erinev afiinsus monoamiinidele: MAO-A metaboliseerib eelistatult serotoniini
(5-hiidroksiitriiptamiin), noradrenaliini ja dopamiini; MAO-B metaboliseerib bensiiiilamiini,
dopamiini ja feniiiiletiileenamiini; noradrenaliini ja serotoniini metabolism on MAO-B puhul
vihemeelistatud ja toimub aeglasemalt (Gaweska ja Fitzpatrick, 2011). Ensiitimi aktiivsus on
tdhtis normaalseks aju arenguks. Geneetiliselt determineeritud, aga ka toitumisest sh
vitamiinide defitsiitidest, ja ka suitsetamise poolt mojutatud ensiitimiaktiivsuse tase omab rolli

isiksuse ja soltuvuskditumise kujunemises (Youdim jt., 2006).

Monoamiinoksiidaas-A ja -B variante kodeerivad geenid MAOA ja MAOB, mis paiknevad X
kromosoomi lithikesel olal regioonis Xpll.3. MAOA geeni promootorpiirkonnas asub
varieeruva arvu tandeemse korduse (variable number tandem repeat, uWNTR) poliimorfne
sait (Voltas jt., 2015). MAOA-uVNTR poliimorfismid on 30 bp pikkused kordusjérjestused 1,2
kb MAOA geeni kodeerivast jarjestusest eespool; seni on identifitseeritud 2-, 3-, 3.5-, 4-, 5- ja
6-kordsed kordused (Brummett jt., 2007, Jacob jt., 2005). Uuringutest eri variantide mojust
transkriptsioonilisele aktiivsusele on leitud, et 3-kordne kordus viib geeni madalama
transkribeerimiseni, 3.5- ja 4-kordne kordus on korgema efektiivsusega, teiste variantide
puhul ei ole iiheselt kindlaks tehtud mdju geeni aktiivsusele (Brummett jt., 2007). Geeni
paiknemine X-kromosoomil voimaldab naistel olla heterosiigootsed alleelide kandjad, mehed

on homosiigootsed; senini ei ole teada heterosiigootsuse moju geeniekspressiooni aktiivsusele.



1.2 Kliiniline olulisus

MAO-A ja MAO-B rolli neurotransmitterite inaktivatsioonis, ning monoamiinoksiidaaside
diisfunktsiooni seostatakse erinevate neuroloogiliste ja psiihhiaatriliste haiguste kujunemises.
MAO-A ja MAO-B aktiivsuse muutust on leitud depressiooni ning aktiivsus ja
tdhelepanuhiire (attention deficit hyperactivity disorder, ADHD) korral (Domschke, 2005,
Meyer, 2006). Monoamiinoksiidaaside inhibiitorid (MAQOI) on kasutusel antidepressantidena,
inhibeeritakse MAO-A v6i MAO-B ensiitimi t66d, mille tagajirjel noradrenaliini, serotoniini
ja dopamiini I0hustatakse vdhemal méiral ja nende neurotransmitterite kontsentratsioon
suureneb ajus. Lisaks depressiooni ravimisele on voimalik kasutada MAOIleid drevushiirete,
sh paanikahdire ja sotsiaalfoobia puhul; MAO-B inhibiitoreid ka Parkinsoni tdve ja

Alzheimeri tove korral (Stahl ja Felker, 2008, Youdim jt., 2006).

1.3 Suitsetamine

Suitsetamine on iilemaailmselt levinud probleem (Joonis 1). Kdige suuremad suitsetajate
sagedused esinevad Euroopas ja Aasias (sh Kagu-Aasias). Nendes piirkondades on kriitilise
tdhtsusega ldbiviidavad suitsetamise ennetustood, seadusemuudatused jm, eesmirgiga

vihendada sigarettide tarbimist ja libi selle mdjutada inimeste paremat tervist.

Vanus standardiseeritud suitsetamise levik inimeste seas alates 15. eluaasta vanustest ja vanemad, 2015

Tubaka suitsetamise sagedus (%)
Vanus standardiseeritud,

per 100 000 pop.

<10.0
[710.0-19.9
[0 20.0-29.9
2R\
BN 300-399 | Andmed pole teada Q@ Organivasion
B 40 [ | Kohaldamatu

2

Joonis 1. Suitsetamise iillemaailmne levimus, alates 15. eluaastast (WHO, 2016).
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Tervise Arengu Instituudi poolt 2016. aastal ldbiviidud tervisenditajate uuringus Eesti
tdiskasvanud  rahvastiku (vanusegrupp 16-64 eluaastat) seas oli igapdevaseid mees-
suitsetajaid 29,9%, Eesti naiste seas on igapédevaseid suitsetajaid 15,5% (Veideman ja Tekkel,
2017). Samas Tartu Ulikooli Geenivaramu andmetele tuginevas uuringus niidati, et kogu
valimist (n=51 756) oli meeste, vanusest alates 18. eluaasta (n=17 777), seas suitsetajaid:
endiseid 20,8% ja hetkel suitsetavaid 39,8%; naiste seas, vanuses samuti alates 18. eluaasta
(n=33 979), suitsetajaid: endiseid 10% ja hetkel suitsetavaid 22,7% (Koks jt., 2017). Seega
Eestis on suitsetajate osakaal iile poole populatsioonist. Vietnami {iildisest populatsioonist
(vanuses 15+ eluaastat) aastal 2015 oli suitsetajaid 22,5%, kuid meeste seas oli suitsetajaid

45,3% ja naiste seas 1,1% ( Van Minh jt., 2017, WHO, 2017).

Nikotiini tarvitamisest tulenev kahju on eelkdige tubaka suitsetamisega sissehingatavatest
kahjulikest iihenditest nditeks etiileenoksiid, 1,3-butadieen, atseetaldehiiiid jpt (Pfeifer jt.,
2002). Suitsetajate suurenenud haigusriskid on seotud peamiselt suurenenud riskiga
hingamiselundkonnale, kardiovaskulaarhaiguste ning pahaloomuliste kasvajate tekkeks, mille
ravimine on tervishoiusiisteemidele kulukas (Centers for Disease Control and Prevention,
2017). Kopsuvihi suhteline elulemus Eestis on 13%, see tdhendab, et haigus diagnoositakse
sageli liiga hilja ja ka parim saadaolev ravi vdib osutuda vaid palliatiivseks (Innos ja Aareleid,

2016).

Suitsetamine on iilemaailmselt iga-aastaselt viahenenud, kuid jitkuvalt on tegu probleemse
valdkonnaga, seda nii Eestis kui ka Vietnamis, kus suur osa populatsioonist on suitsetajad.
Suitsetamisvastane ennetustdd on aktiivne, kuid lisaks on vajadus luua efektiivset
farmakoteraapiat niktoiini sdltuvuse raviks. Oluline on selgitada vélja soltuvuse kujunemise
tdpsed mehhanismid, seejdrel oleks vdimalik senisest paremat ravi rakendada, luues
sihtmérgipohisemaid terapeutikume. Samas on eesmirgiks ka soltuvuste tekke ja tugevuse
geneetilise tausta uurimine, mis vdoimaldaks selgitada ravimite sobivuse ja edukuse erinevatel
patsientidel. Suitsetamisest loobumise edukus on madal, hinnanguliselt 80% suitsetamisest
loobumise iiritajatest hakkavad uuesti suitsetama esimese kuu jooksul, vaid 3% loobujatest

suudab sdilitada vihemalt 6 kuud ilma taasalustamiseta (Benowitz, 2009).



1.4 Nikotiinisoltuvuse molekulaarne mudel

Nikotiin avaldab toimet ajus ldbi neuronitel paiknevate nikotiini atsetiiiilkoliini retseptorite
(nicotinic acetylcholine receptors, nAChRs). Funktsionaalse retseptori moodustavad viis
membraan-seoselist alaithikut a ja f (Joonis 2) (Hendrickson jt., 2013, Tuesta jt., 2011).
Retseptori moodustavad vastavalt kas heteromeerselt voi homomeerselt alaiihikutest (Joonis
2). Alaiihikute esinemine on lokalisatsiooni-spetsiifiline (Tabel 1) ja retseptori alaiihikute

varieeruvus sOltub neuronite paiknemises, nditeks erinevates aju piirkondades.

Homomeersed nAChRs

\

[ a7 a7 | a9 a9
[ —. | ct?\' 09‘ a9
a7 GQA

a7 a9
Heteromeersed nAChRs
B2 B2 B2 a
% €L
a4p2 a4a6B2p3 a3p4

Joonis 2. Nikotiini atsetiiiilkoliini retseptorite ehitus (Hendrickson jt., 2013)

Inimesel on identifitseeritud 16 erinevat nAChRs alaiihikut/geeni (Tabel 1), kdige levinumad
retseptori alatiiiibid ajus on 04p2, a3p4 ja a7 (homomeerina) (Joonis 2) (Benowitz, 2009).
Mesolimbiline dopamiini (DA)-siisteem on keskne sdltuvuse mediaator, 1dbi dopaminergiliste
neuronite (DA-neuronite) toimub soltuvust tekitavate ainete tarvitamisel tekkiv monutunne ja
ka soltuvuse kujunemise tugevnemine (Picciotto ja Kenny, 2013). Senini teaduslikult
toestatult vahendab peamiselt a4f2 retseptor nikotiini sdltuvust, mis esineb DA-neuronitel

(Benowitz, 2009, Tuesta jt., 2011).
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Tabel 1. Inimese nikotiini atsetiiiilkoliini retseptorite jaotus paiknemise alusel ja geenid

Neuronaalselt paiknevad tiitibid Lihastes paiknevad tiitibid
02, a3, a4, a5, ab, a7, a9, al0, B2, B3, p4 al, B1,90,v, €
CHRNAI, CHRNA2, CHRNA3, CHRNA4, CHRNAS, CHRNAG,
id
& geetl CHRNA7, CHRNAY, CHRNAI0
) CHRNBI, CHRNB2, CHRNB3, CHRNB4
B geenid
dlely CHRND, CHRNE, CHRNG

DA-ergiline rada ldhtub ventraalsest tegmentaalsest piirkonnast (ventral tegmental area,
VTA) keskajus. Lisaks dopaminergilistele neuronitele VTAs on ka y-aminovdihappe-ergilised
(y-aminobutyricacid, GABA) neuronid, millel on samuti a4f2 retsepror (Tuesta jt., 2011).
VTA piirkonnast tulev stiimul avaldab md&ju 1dbi DA- ja GABA-ergiliste neuronite
depolariseerumise aju piirkonnas nucleus accumbens (NAc), mis on ventraalses juttkehas
(ventral striatum), ja prefrontaalkorteksis (prefrontal cortex); kus neuronite siinapsist vabaneb
dopamiin, ja lisaks ka teisi neurotransmittereid: noradrenaliin, atsetiiiilkoliin, serotoniin,

GABA, glutamaat ja endorfiinid (Benowitz, 2009, Tuesta jt., 2011).

Vabanenud neurotransmitterid haaratakse neuronisse tagasi ldbi vastavate membraanseoseliste
transportvalkude. Katehholamiine lagundab rakust viljaspool ensiiim katehhool-O-
metiiiiltransferaas (catechol-O-methyltransferase, COMT). Rakku tagasihaaratult lagundab
dopamiini monoamiinoksiidaas, eelistatult MAO-A aga ka MAO-B. Uuringutest on leitud, et
sigaretisuitsuga inhaleeritavad ithendid pOhjustavad monoamiinoksiidaaside madalama taseme
suitsetajatel (Tuesta, 2011). Tubaka suitsus sisalduvad molekulid, mis on ndidatud MAO-A ja
MAO-B inhibitoorse efektiga, mis on hetkeks tuvastatud, kuuluvad B-karboliin alkaloidide
riithma, norharmaan (B-karboliin) ja harmaan (I-metiiiil-B-karboliin) (Herraiz ja Chaparro,

2005). Monoamiinoksiidaaside inhibeerimine mdjutab dopamiini saadavust, ja mdjutab
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suitsetamise soltuvuse kujunemist koos nikotiini mojuga aditiivselt. Katsetest hiirtega on
nédidatud, et monoaiinoksiidaaside suitsetamistest tulenev inhibitsioon suuurendab hiirtel tungi
nikotiini omale manustada, seeldbi soodustades pidevat vajadust nikotiini jdrele (Guillem jt.,
2005). Samas toimuvad nikotiini korduval manustamisel teatavad neuronaalsed adaptsioonid,
eelkdige nAChRs iilesregulatsioon, mis soodustab veelgi soltuvust ja tolerantsust selliselt

tasemel, et loobumise korral tekivad drajiima nidhud (Ho ja Tyndale, 2007).

Inimese ajus saavutab tdieliku kiipsemise eessagar alles 25. eluaastal, nikotiin kui
psithhoaktiivne aine mojutab viga kergesti teismeliste arenevat aju ja selle keemilist
tasakaalu. Noorukieas suitsetades suurendab nikotiin a4 ja B2 alaiihikuid sisaldavate nAChRs
ekspressiooni eessagaras, selle tagajdrjel suureneb nikotiin-indutseeritud GABA-ergiliste
stinapsite iilekanne (Goriounova ja Mansvelder, 2012). See tihendab seda, et enne eessagara
taieliku arenemise 16ppu on nikotiini mdju ajule suurem, kuna nikotiini molekulaarne efekt on
suurem, saadavad positiivsed mdjud on intensiivsemad ja sdltuvus on sedavord kergem
tekkima. Pohjus on ka nikotiini mdju NAc piirkonnale, milles tduseb ekstratsellulaarse
serotoniini tase, mis annab positiivse tagasiside ja heaolutunde (Yuan jt., 2015). Tulenevalt aju
arengust on nikotiini mdjud noorukitele ja tdiskasvanutele viga erinevad: vorreldes efektidega
tdiskasvanutele on noorukid tundlikumad nikotiini positiivsetele mdjudele, vodrutusnidhud on
kergemad, moju liigutuskiirusele parendav, ka korgemad nikotiini kogused on paremini
talutavad; samas nooruki nikotiini tarvitamine suurendab soovi tarvitada teisi
psiihhostimulante nagu kokaiin ja amfetamiini ning alkoholi — sellist efekti tdiskasvanute

puhul ei tdheldata (Yuan jt., 2015).

1.5 Suitsetamisest loobumise ravi

Suitsetamisest loobumiseks on kittesaadavad erinevate ravimvormidena nikotiini sisaldavad
preparaadid. Eestis on miiiigiloaga ravimpreparaate saadaval suuddnespreina (1 mg/1
pihustus), ravimndrimiskummina (2 vdi 4 mg/ndarimiskumm), transdermaalse plaastrina
(7/14/24 mg/24h vo6i 10/15/25 mg/16h) ja pressitud losengina (1,1/4 mg/loseng) (Ravimiamet,
Ravimiregister, 2018). USA Toidu- ja Ravimiamet (US Food And Drug Administration, FDA)
on lisaks nikotiini asendusravile heakskiitnud ka antidepressandina kasutatava bupropiooni
sisaldavad preparaadid nikotiinsdltuvuse raviks. Bupropioon on katehholamiinide
(noradrenaliini ja dopamiini) neuronaalse tagasihaarde selektiivne inhibiitor, ei pérsi

monoamiinoksiidaase (Ravimiamet, Ravimiregister, 2018). Eestis on bupropioon (Elontril)
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ravimi miitigiloaga, ndidustatud depressiooni raviks, kuid nikotiinisdltuvuse raviks ei ole ette

nihtud (Ravimiamet, Ravimiregister, 2018).

Suitsetamisest loobumiseks ndidustatud varenikliin loodi just eesmérgipdraselt, tegu on
nAChRs osalise agonistiga (partial agonist, seostudes retseptoriga avaldab endogeensele
ligandile sarnast toimet, kuid mitte maksimaalset toimet) (Tuesta jt, 2011). Varenikliin
(Champix) omab Eestis ravimi miitigiluba (Ravimiamet, Ravimiregister, 2018). Kliinilised
uuringud on nididanud, et 12 nédalat kestnud 2 mg/pdevas varenikliini ravi saanud
katsealustest olid 13...24 nédala pikkusel ravijirgsel perioodil 20,8% vorra rohkemad
jatkuvalt suitsetamisest loobunud (Champix 70,6% vs platseebo 49,8%) (Euroopa Meditsiini
Agentuur, 2018). Kuid pikemaajalisel, 13...52 niddalat peale ravi varenikliiniga piisis
suitsetamisest loobumine 44% ravi saanud katsealustel, ja platseebo grupis olnud katsealustest
37,1% suutsid siilitada nikotiini mittetarvitamist, erinevus kahe uuringugrupi vahel 6,9%
(Euroopa Meditsiini Agentuur, 2018). Ravimitootja poolt tehtud uuringud on nididanud, et
varenikliin seondub nikotiini atsetiiiilkoliiniliste retseptoritega a4f2. Varenikliin stimuleerib
nikotiinist vdhemal méidral retseptorite vahendatud aktiivsust; nikotiin ja varenikliin
konkureerivad samale retseptorile seondumisele, millele varenikliin on afiinsem ja seelédbi
takistab nikotiini aktiveerimast dopamiini siisteemi ja seega ei kaasne patsiendil nikotiini

kasutamisega seotud naudingutunnet (Euroopa Meditsiini Agentuur, 2018).

Potsensiaalse ravimina voib vilja tuua tsiitisiini. Tegu on taimse alkaloidiga ja nikotiini
osalise agonistiga, mis seondub nAChRs 042 retseptorile ja mida kasutatakse osades Ida- ja
Kesk-Euroopa riikides suitsetamisest loobumist kergedava ravimina (Zatonski jt., 2006,
Ziedonis jt., 2017). Teiste seas kasutatakse ka mekamiilamiini, mis on algselt hiipertensiooni
ravimina turule tulnud. See blokeerib nAChRs o34 ajus ja seetdttu on hakatud hiljem
kasutama kui nikotiinisdltuvust leevendava ravimina, kuid ravimil pole paljudes riikides
miiiigiluba (Lippiello, 2008, Ziedonis jt., 2017). Suitsetamisest looobumise uued
ravimikandidaadid on eelkdige juba turul olevad ravimid, mille kohta farmaatsiafirmad teevad

lisa kliinilisi ravimiuuringuid mgjust suitsetamisest loobumise edukusele.

Lisaks farmakoteraapiale on soovitatav kasutada nikotiini asendus ravi ja psiihhoteraapiat
koos, mis voiksid anda parema efekti nikotiini sdltuvusest vabanemiseks. Hetkel ei ole siiski
head iihest miiligiloaga ravimit, mis sobiks kdigile patsientidele ja oleks efektiivne ka
pikaajaliselt. SOltuvuse kujunemisel ja tugevusel, ja ka osade ravimpreparaatide efektiivsusel,

on geneetiline taust, mistdttu on vaja personaalmeditsiinilist ldhenemist uute ravimite
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loomiseks ja ravi edukuse parandamiseks. USA kliiniliste uuringute andmebaasi andmetel
2018 aasta seisuga kdimas 399 kliinilist uuringut, mis on seotud nikotiinisdltuvusega; enim
uuringuid on bupropiooni ja varenikliini kohta sdltuvuse raviks, kuid uuritakse jirjepidevalt
ka soltuvuse kujunemise mehhanisme ja organismis toimuvaid muutusi seoses nikotiini
manustamisega. Mitmed uuringud kasutavad ka psiihhotroopseid aineid nikotiini sdltuvuse
raviks, sh ka hetkel kiiv Johns Hopkinsi Ulikooli poolt sponsoreeritav suitsetamisest
loobumise piloot ravimiuuring. Antud uuringu kidigus manustatakse uuringualustele
hallutsinogeenset psilotsiibiini korges doosis (30 mg/70 kg kehakaalu kohta) ja lisaks
osalevad uuritavad kognitiivses kditumisteraapias (U.S. National Library of Medicine, 2018).

Uuringu eeldatav 16pp on detsember 2021. aastal.

Uuringud uute ravimite leidmiseks grupiti on: tritsiiklilised antidepressandid,
anksioliiiitikumid, selektiivsed serotoniini tagasihaarde inhibiitorid, monoamiinokiidaaside
inhibiitorid, nAChRs antagonistid, selektiivsed kannabinoid 1 retseptor antagonistid,
dopamiini agonistid, noradrenaliini tagasihaarde inhibiitorid, ja nikotiini vastased vaktsiinid.
Koikide nende ravimrithmade seas olevad kandidaadid osalevad 1-4 faasi kliinilistes

uuringutes.

1.6 Soltuvuste senituvastatud geneetiline taust

Kaksikutel ldbiviidavatest uuringutest on selgitatud, et nikotiinsdltuvuse, sh loobumisvoime ja
pdevas suitsetatud sigarettide hulk, puhul on oluline roll hinnanguliselt 50% geneetikal ja
ilejaanut mojutab keskkond (Lessov-Schlaggar jt., 2008). Soltuvuste puhul on koige
tdoendolisemalt tegu poliigeense haigusega ja nikotiinsdltuvuse puhul on tdendoliselt tegu
mitme erineva fenotiiiibiga, millel on erinev geneetiline taust (Benowitz, 2009). Siiani on
uuritud hulgaliselt ithe nukleotiidseid poliimorfisme (single nucleotide polymoorfisms, SNP),
mida seostatakse tubaka kasutamisega. Sobivaks nditeks CHRNAS5-A3-B4 geeniklastris
paiknevad SNPid, ehk tegu on nAChRs retseptorite geneetilise varieeruvusega, mistdttu on

muuhulgas md&jutatud nikotiini seondumisvoime retseptorile (Weiss jt., 2008).

MAOA promootor piirkonnas on senituvastatult kaks VNTR-1 (variable number tandem
repeats) paiknemist, uVNTR (upstream variable number tandem repeats), ja sellest 500 bp
tilevoolu (upstream) suunas paikneb d- ehk distaalne VNTR (dVNTR) (Manca jt., 2018).
Mboélemi VNTR-i puhul on ndidatud mdju MAOA geeni ekspressioonile, kuid teema vajab

jatkuvalt pohjalikku uurimist (Manca jt., 2018).
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2 EKSPERIMENTAALOSA

2.1 TOO EESMARK

Magistritoo eksperimentaalosa eesmérgiks on:

1. selgitada monoamiinoksiidaas-A uVNTR poliimorfismide seost nikotiinisdltuvuse

tugevust mojutavate tegurite vahel

2. selgitada monoamiinoksiidaas-A uVNTR poliimorfismide seost nikotiinisdltuvusest

vabanemise edukuse vahel

3. selgitada monoamiinoksiidaas-A uVNTR poliimorfismide seost suitsetamise

alustamise vanusega
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2.2 MATERJALID JA METOODIKA

Kéesoleva uurimustdo alguseks on uVNTR midramise PCR metoodika véljatodtamine
vastavalt labori tingimustele ja katse ndudmistele. Valimi loomine, DNA eraldamine ja
kiisitluste 1dbiviimine ning kodeerimine olid osad suuremast projektist ja teostatud enne antud

t00 alustamist.

2.2.1 Valimi kirjeldus

Kéesolev magistritoo on alguse saanud projekti "Eesti ja Vietnami koost6d meditsiiniteaduste
valdkonnas" raames. Projektil on luba Tartu Ulikooli Inimuuringute Eetika Komiteelt (luba nr
242/T-4), Da Nang University of Medical Technology and Pharmacy ja Hue University of
Medicine and Pharmacy poolt heaks kiidetud projektide kasutatavad protokollid ja

nousolekuvormid.

Uuringusse kaasati 2015. aastal Kesk-Vietnami Na Dang ja Hue piirkondadest parit mehi.
Projekti eesmirgiks oli koguda 2000 isiku andmed ja DNA proovid. Uuring keskendus
meestele, sest Vietnamis on kultuurilistel pdhjustel nais-suitsetajaid minimaalselt,
suitsetavatesse naistesse suhtutakse iihiskondlikult halvakspanuga. Meeste seas on
suitsetamine iihiskondlikult soositud ja omab pigem positiivset kui negatiivset kuvandit.
Lisaks sellele MAOA poliimorfismide médramise seisukohalt oli oluline just meestest koosnev
valim, sest MAOA geen paikneb X-kromosoomil, mis tidhendab, et meestel esineb
homosiigootne alleelivariant, naistel voib esineda heterosiigootsus ja selle korral ei ole
voimalik hinnata poliimorfismi otsest mdju, vaid hindama peaks vastavate alleelide esinemise

koosmdju nikotiinisdltuvuse teguritele.

Koguti tdisealiste Vietnami meeste (n=1938) siiljeproovid, millest eraldati DNA. Uuringus
osalejad allkirjastasid ndusolekuvormi ja tditsid kiisimustiku (Lisa 1) suitsetamiskditumise
kohta. Proovidest midrati monoamiinoksiidaas-A uVNTR poliimorfismid ja valimist
eemaldati DNAd, millel ei suudetud MAOA-uVNTR adekvaatselt mddrata. Pohjuste seas voib
nimetada eelkdige analiilisitulemustes esinenud heterosiigootsust, mis viitas proovi
saastumisele. Teiste pOhjuste seas oli nditeks DNA hulga vihesus vdoi PCR-i inhibiitorite
esinemine proovis. Tulemusena moodustus 1722 mehe andmetest koosnev 16ppvalim.
Loppvalimi moodustasid suitsetavad mehed (n=1355), kellest praegusi suitsetajaid oli 1153 ja

endiseid suitsetajaid 202, ja mitte-suitsetajatest koosnev kontrollgrupp (n=367).
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2.2.2 DNA eraldamine

Katsealuselt voetud siiljeproovist eraldati Saliva DNA Isolation Kit (Norgen Biotek Corp.,
Canada) abil genoomne DNA. DNA hulk kvantifitseeriti, kasutades NanoDrop ND-1000
spektrofotomeetrit. Saadud DNA-d siilitati Eppendorfi katsutites, vastavalt markeeritud
osalejale midratud koodiga, Tartu Ulikooli Bio- ja siirdemeditsiini Instituudi Patofiisioloogia

osakonnas, -80 °C juures.

2.2.3 Uuringus osalejate soltuvuskaitumise taustinfo

K&ik uuringus osalejad tditsid kiisimustiku (Lisa 1). Saadud andmed kodeeriti ja andmestik
loodi kasutades veebi-pohist andmebaasi RedCap (Research Electronic Data CAPture)
tarkvara. Osalejatel mddrati kiisimuste 10-15 (Lisa 1) pohjal nikotiini sdltuvuse tugevus
kasutades Fagerstromi nikotiini soltuvushinnangu skaalat (Fagerstrom Test for Nicotine
Dependance, FTND). Soltuvuse skaala on nullist kiimneni, mille puhul 10 on maksimaalne

fiiiisilise soltuvuse tugevus.

2.2.4 uVNTR mairamise PCR metoodika

Uuringuks vajalikud DNA-d eemaldati -80 °C siigavkiilmast, sulatades vastavalt vajadusele,
kuid sdilitades +4 °C juures kasutusajaks. Kasutamisjédrgselt toimus reagentide ja DNA

stigavkiilmutamine vastavates tingimustes.

Uuritavate MAOA-uVNTR poliimorfismide méidramiseks kasutati PCR (Polymerase Chain

Reaction) metoodikat.

Praimerid (Tabel 2) lahjendati 18pp-kontsentratsioonini 10 pmol/ul, kasutades
dietiiiilptirokarbonaadiga (diethylpyrocarbonate, DEPC)-t66deldud vett (Invitrogen, USA).

Tabel 2. Toos kasutatud DNA praimerid (Sabol jt., 1998)

Praimer
Forward 5-GAACGGACGCTCCATTCGGA-3~
Reverse 5-ACAGCCTGACCGTGGAGAAG-3”
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Kasutusel oli 5x HOT FIREPOL GC Master Mix (Solis BioDyne, Eesti), koostises DNA
poliimeraas, GC puhver, 7,5 mM MgCl,, dNTP-d, veise seerumist eraldatud albumiin (bovine
serum albumin, BSA). Juurde lisati MgCl, ja dimetiiiil sulfoksiidi (dimethyl sulfoxide,
DMSO). Kogu PCR segu koostis esitatud (Tabel 3), antud kogused iihe analiiiisitava kohta.

Tabel 3. PCR segu koostis

Komponent Kogus | Lopp kontsentratsioon
5x HOT FIREPOL GC Master Mix | 3,0 ul 1x
25 mM MgCl, 0,3 ul 2 mM
Forward praimer 0,5 ul 0,25 uM
Reverse praimer 0,5 ul 0,25 uM
100% DMSO 1,5 ul 10%
gDNA 1,0 ul Varieeruv
H,O 8,2 ul
Kokku 15,0 ul

PCR viidi 1dbi Veriti 96 well Thermal Cycler masinal (Applied Biosystems, USA). PCR
sooritamiseks vajalikud tingimused on toodud vilja Tabelis 4, lidhtuti Sabol jt. (1998)

toorithma protokollist ja PCR lahuste tootja (Solis BioDyne) poolsetest juhistest.
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Tabel 4. PCR tingimused

Etapp Temperatuur (°C) Kestvus Tsiikleid

Algne aktivatsioon 95 127 1

Denaturatsioon 95 207
Praimerite

seondumine ! 207 3
Elongatsioon 72 307

Loplik elongatsioon 72 5 1

Sailitus 4 1

Saadud tulemused interpreteeriti geel-elektroforeesil, mis viidi ldbi elektroforeesiaparaadiga
Bio-Rad Sub-Cell Model 192, kasutades 3% agaroos-geeli (BioTop, Austria), millele lisati
etiiddiumbromiidi. PCR produktide suuruse hindamisel kasutati DNA markerina Generuler 50

bp DNA ladder (Thermo Scientific, USA). Visualiseerimiseks kasutati UV valgust (Syngene,

UK). Tulemused pildistati (Syngene, UK), ja analiiiisiti.

PCR produktide visualiseerimise ja pildistamise jidrgselt toimus tulemuste analiiiis. DNA
suurusmarkerist ldhtuvalt hinnati produktide suurus (Joonis 3), positiivse kontrollina kasutati
291 bp suurust (2-kordusega alleel) produkti. Kdige sagedasemini esines 321 bp (3-kordusega
alleel) ja 351 bp (4-kordusega alleel) suurust (Joonis 3). 5-kordusega alleel on 381 bp

suurunc.
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Joonis 3. Geel-elektroforeesi interpretatsioon (+/- positiivne ja negatiivne kontroll).

2.2.5 Statistiline analiiiis

Statistiline andmeanaliiiis viidi 14dbi, kasutades vabavara ,,R” (versioon 3.4.4) (http://www.1-
project.org) keskkonda, mille abil viidi 1dbi ANOVA ja TukeyHSD ning hii-ruut testid.

Statistiliselt oluliseks tulemuseks loeti p<0,05.
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2.3 UURINGU PIIRANGUD

Kéesoleva uuringu valim on vaid meestest, seega hinnatakse vaid homosiigootset efekti
haigusele ja seega ei ole teada heterosiigootse variandi moju. Samuti kuulusid valimisse vaid
tihe riigi elanikud, kuigi erinevatest piirkondadest, on teatav uuringus osalejate heterogeensus
mojuteguriks, mistottu ei pruugi uuringu tulemused olla rakendatavad kogu populatsioonile.
Seoses kindla riigi elanike seas ldbiviidud uuringus on oluline mdjutegur kultuurilisel ja
sotsioekonoomilisel eripdral, kuna nikotiinisdltuvus kui haigus on mdjutatud hinnanguliselt
50% ulatuses keskkonna poolt, Viethami meeste seas on suitsetamine sotsiaalselt soositud,
seega on suitsetajate osakaal populatsioonis korge ja nikotiinisdltuvus voib olla tugevam.
Suitsetamiskiditumise kohta tiditsid uuritavad kiisimustiku iseseisvalt, mistdttu on ankeedi
tditmisel andmed mdojutatud vastajate aususest, kiisimuste mdistmisest ja uuritava

mailetamisest suitsetamise alustamise vanuse kohta.

Uuringus médrati ja hinnati vaid ithe markeri seotust haigusega; ei hinnatud senituvastatud
mojutegurite koostoimed, kuigi haigus on poliigeenne. Antud uuring on osaline suuremast
uuringust, kus mdiiratakse lisaks potentsiaalseid nikotiini-sdltuvust mojutavaid markereid
nditeks 5-HTTLPR (seotonin-transporter-linked  polymorphic  region) ja dVNTR
poliimorfisme ja hilisemal andmeanaliiiisil on vOimalik hinnata koosmojusid, millesse

kaasatakse ka antud uurimustoo tulemused.
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2.4 TULEMUSED

2.4.1 Valimi iilevaatlikud karakteristikud

Kiesolevas uurimust6os mddrati  uuringus osalevate isikutelt saadud rakkudest eraldatud
DNA pdhjal MAOA-uVNTR poliimorfismid, kasutades PCR metoodikat. Saadud DNA 16igud
geel-elektroforeesiti ja seejirel pildistati ning analiiiisiti tulemused Saadud tulemuste ja
katsealuste poolt tdidetud kiisimustike pohjal viidi Idbi statistiline analiitis. Kogu valim
moodustus 1722 mehe andmetest, kellest suitsetajaid oli 1355 (79%), sh praegusi suitsetajaid

1153 ja endiseid suitsetajaid 202, ja kontrollgrupi moodustavaid mitte-suitsetajaid mehi 367
(21%).

Mairatud uVNTR poliimorfismidest esines nelja alleeli: 291 bp ehk 2-alleel, 321 bp ehk 3-
alleel, 351 bp ehk 4-alleel, 381 bp ehk 5-alleel (Joonis 4). Alleeli number médratud vastavalt

30 bp suuruse kordusjirjestuse korduste arvus jargi.

W suitsetaja W mitte-suitsetaja
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726
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608
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300

Valimis esinenud hulk

200

100

16 5

0

291 321 351 381

MAO-A alleelid, jirjestuse pikkus (bp)

Joonis 4. Poliimorfismide esinemine valimis suitsetamis-staatuse alusel

Enamlevinumad alleelid nii suitsetajate kui mitte-suitsetajate gruppides olid 3- ja 4-kordsete
kordusjdrjestustega (vastavalt 321 bp ja 351 bp pikkused jirjestused) (Joonis 4). Suitsetajate
grupis esines 291 bp pikkusega (2-kordusega) alleeli viiel uuritaval, samas mitte-suitsetajate
seas kolmel; tegu kdige vihem esinenud variandiga. Suitsetajate grupis esines 321 bp

pikkusega (3-kordusega) alleeli 726 uuritaval ja mitte-suitsetajate seas 209 korral; tegu koige
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sagedamini esinenud variandiga. 351 bp pikkusega (4-kordusega) aleeli esines 608 suitsetajate
grupi uuritavatest ja 153 mitte-suitsetavatest uuritavatest. 5-kordusega alleel ehk 381 bp
pikkusega jarjestust esines suitsetajate rithmas 16 inimesel, mitte-suitsetajatest vaid kahel.
Hinnati ankeedist saadud vastuse ja midratud MAQA alleelide esinemissageduse vahelisi

seoseid hii-ruut testiga (Tabel 5). Statistiliselt oluliseks hinnati p<0,05.

Tabel 5. Ulevaade faktorite ja MAOA alleelide seostest

Faktor Seos MAOA
alleelidega, p-viirtus
Suitsetamise alustamise vanus 0,5812
Suitsetamise pohjus 0,5369
Peale drkamist suitsetamise aeg 0,7952
Suitsetamisest hoidumine tubakakeeluga 0,2963
kohtades
Millisest tubakavormist ei tahaks loobuda 0,4967
Suitsetatud sigarettide hulk pievas 0,3419
Suitsetamise sagedus hommikul suurem 0,3286
Kas suitsetad ka haigena péev otsa voodis olles 0,03357*
Suitsetamisest loobumise iiritamine 0,1893
Suitsetamisest loobumise pohjus 0,6699
Suitsetamisest loobumise jdrel uuesti 0,5246
alustamine
Suitsetamise uuesti alustamise pohjus 0,9051
FTND skoor 0,8198

* - p-vidrtus statistiliselt oluline (p<0,05.)

Oluliseimaks osutus seos MAOA alleelide ja haigena suitsetamise vahel (p=0,03357) (Tabel
5).
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2.4.2 Haigena suitsetamise seos MAOA alleelidega

Assotsiatsiooni analiiiisil vorreldi ankeedi kiisimuse ,,Kas suitsetad ka haigena pédev otsa
voodis olles” tulemusi. Andmetootlusest selgines MAOA alleelide 3 ja 4 esinemine

(p=0,005746) (Joonis 5).

400 €00 800
I I ]

Valimis esinenud hulk

200
I

212 313 4/4 5/5

MAOQ-A alleeli variant

Joonis 5. MAOA alleelide esinemine suitsetajatel, haiguse korral

2.4.3 MAOA poliimorfismide moju nikotiinisoltuvusest vabanemisele

Soltuvusest vabanemiseks on esmalt vaja patsiendipoolset tahet seda teha. Uuringus osalejate
seast 38,6% ei ole kunagi proovinud suitsetamisest loobuda ja ei oma tahet seda teha. Samas

39% vastanutest on proovinud seda teha iihe korra, kuid dnnestub esimesel korral see vaid
25%.

Eeldus, et MAOA aktiivsus vOiks mojutada suitsetamisest loobumise tahet, pohineb
monoamiinoksiidaaside toime lokalisatsioonist ajus - eessagaras ja nucleus accumbens (NAc)
piirkondades. Eessagara puhul funktsiooniks muuhulgas tahte ja otsustusvdime omamine;
NAc mgjutab monu, rahulolu jm., ldbi serotoniini ja dopamiini, mida just MAO-A kataliiiisib.
Statistilisest analiitisist selgub, et monoamiinoksiidaas-A korgem aktiivsus (alleelid 4 ja 5,

vastavalt 351 bp ja 381 bp) vihendab uuritavatel soovi suitsetamisest loobuda (p=0,04905).
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2.4.4 MAOA poliimorfismide moju suitsetamise alustamise vanusele

Eessagara arengust ldhtuvalt uuriti ka MAO-A mdoju suitsetamise alustamise vanusele. Esmalt
jaotati uuritavad kolme vanusegruppi: 1) suitsetamise algus enne 18.ndat (k.a) eluaastat 2)
suitsetamise algus vahemikus 19 — 30. eluaastat k.a; 3) suitsetamise algus alates vanusest 31.
aastat ja edasi. Hinnati MAO-A aktiivsuse rolli suitsetamise alustamise eale, kus 291/321 bp =
madal aktiivsus ja 351/381 bp = korge aktiivsus.. Analiilisist selgus, et madalam MAO-A

aktiivsus viitab suitsetamise varasemale alustamisele (p=0,0345).

Jagades uuringugrupp kaheks, ldhtuvalt eessagara arengu kiipsuse saavutamise east, 25
eluaastat, esimene grupp suitsetamise alustamise vanus kuni 25 a, ja teine grupp 26 ja
vanemad. Selle puhul madalama MAO-A aktiivsuse ja nooremas vanusegrupis suitsetamise

alustamise sagedasema esinemise vaheline seos tugevam (p = 0,02355).
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2.5 ARUTELU

Nikotiini soltuvust voib kisitleda kui kroonilist haigust. Paljud soltuvuse kédes kannatavad
inimesed sageli proovivad kiill suitsetamisest loobuda, kuid alustavad peagi taas
suitsetamisega. Peamised pOhjused taas-alustamiseks on voorutusnihtude esinemine voi
stressi olukordades tuntav vajadus saada nikotiinist leevendust. Tegu on meditsiinilise
probleemiga eelkdige seetdttu, et nikotiini manustatakse peamiselt tubaka suitsetamisega.
Tubakasuitsu inhaleerimisel satub inimese kopsu kantserogeenseid ja kopsukudet irritavaid
ithendeid, mistottu on tegu peamise kopsuvihi riskiteguriga. Kopsuvihk on ennetatav haigus,
kuna haigusriski mojutatavad nii suitsetamise kestus aastates, kui ka pédevas suitsetatud
sigarettide hulk. Soltuvuse kujunemisel ja hiljem loobumise tahtel ning selle edukusel
mingivad rolli nii keskkondlikud mojutegurid, kui ka geneetiline taust. Ennetustdd raames
saab mojutada just keskkondlike tegureid, kuid nikotiinsdltuvuse kujunemise geneetiline
eelsoodumus ja molekulaarse mudeli mdistmine on olulised haiguse ravis. Vajadus luua

paremaid lahendusi sdltuvuse raviks ja suitsetamisest loobumise toetamiseks on suur.

Senini on laialdasemalt kasutusel nikotiini asendusteraapia, mis vdoimaldab suitsetamise kui
nikotiini manustamisviisi védlja vahetada. Probleem aga seisneb selliste ravimvormide
kulukuses, mis ei pruugi sobida koikidele suitsetajatele. Teiseks, tegu pole sdltuvuse raviga ja
ei elimineeri pOhjust, milleks sageli on psithholoogiline pdhjus, miks inimene vajab nikotiini
manustamist ja sellest loobumisel vdib peagi saabuda tagasilangus ehk alustatakse uuesti
suitsetamist. Efektiivsema ravi jaoks oleks vaja rakendada multiteraapiat ehk lisaks nikotiini
asendus ravile e NRT-le (nicotine replacement therapy) ka psiihhoteraapiat ja
farmakoteraapiat. Kui NRT puhul on turul erinevaid ravimvorme, mille seast valida, ja
psithhoteraapia puhul on vdimalik kasutada kognitiiv-kditumisteraapia meetodeid,
psithhodiinaamilise  psiihhoteraapia meetodeid, aga samas ka pereteraapiat, siis

farmakoteraapilisi ravimvorme on kittesaadaval vihe (Maar, 2015).

Farmakoloogiliste preparaatide vihesus on tingitud ravimiarenduse pikaldasest protsessist,
aga ka sellest, et tdpselt pole veel selge, mis peaks olema organismis sihtmérk. Teada on, et
geneetika mojutab inimeste haavatavust sdltuvuse kujunemisel, aga ka seda, kuidas ravimid
inimesele mojuvad. Nikotiinsdltuvuse puhul ei ole veel viga head ravimit, mis tuleks nikotiini

sOltuvuse raviga efektiivselt toime. Kiill on aga kdimas hulgaliselt ravimuuringuid, leidmaks
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paremaid lahendusi sdltuvusprobleemidele. Eelkdige kasutatakse juba turul olevaid ravimeid,

katsetamaks nende efekti suitsetamisest loobumise edukusele.

Kéesolevas uurimustods vaadeldi monoamiinoksiidaas-A uVNTR poliimorfismidest tingitud
MAO-A aktiivsuse rolli nikotiini sdltuvuses. Kuna tegu on iithe osana suuremamahulisemast
projektist, mille puhul laboratoorselt midratud faktoreid hetkel rohkem ei ole, ei olnud ka
hetkel voimalik uurida koosmdjusid koos teiste projekti kandidaatgeenidega. Poliigeenseid
haiguseid, mida on ka nikotiinisdltuvus, uurides voib olla kohati iipriski keeruline hinnata

vaid iihe haiguses rolli mingiva faktori tegelikku osakaalu.

Uuringu raames analiiiisitud faktoritest oli statistiliselt oluline seos MAOA alleelide ja haigena
suitsetamise vahel (p=0,03357). Faktor néitab sdltuvuse tugevust ldbi selle, et voodis haigena
olek on keha tsiitohormonaalset regulatsiooni muutev, nii et organismil poleks vajadust
nikotiini jirele. On niidatud, et viirushaiguse korral suitsetamine on kahjulikum ja viirust
dgendav, seega mitte tahtmine suitsetada voiks olla keha kaitsemehhanism, kuid senini ei ole
identifitseeritud pdohjust ja mehhanisme, kuidas see organismis toimub (Kang jt., 2008).
Uuringuga niitasime, et MAQOA alleelid voiksid mdjutada sdltuvuse tugevust. Erinevus
seisneb kolmanda ja neljanda alleeli sageduse muutuses seoses vajadusega haigena
suitsetatada. Madalama aktiivsuse puhul on soov suitsetada ka haigena suurem. Faktor on
itheks FTND skoori miiravaks kiisimuseks, seega leides positiivset seost vOiks aidata

paremini moista sdltuvuse tugevust mojutavate faktorite geneetilist tagapdhja.

Samas, FTND jargi médratletud nikotiini soltuvuse tugevuses MAO-A-ga statistiliselt olulist
seost vilja ei tulnud. Uheks pdhjuseks vdiks lugeda FTND skaala piiratuse, nimelt ei hinnata
suitsetamisest hoidumise raskust ja suitsetamisest loobumise mitte-edukaid katseid. Need
kiisimused olid antud kiisimustikus eraldi ja statistilises analiiiisis hinnati neid sammuti eraldi,
ilma FTND skoorita. FTND skaala on siiski seniolevatest nikotiini sdltuvuse tugevust
miiratlevatest skaaladest kdige pohjalikum ja seega pole alternatiivse testi kasutamine olnud

otstarbekas.

Nikotiini sdltuvuse ravimite kliiniliste uuringute jaoks on olnud ddrmiselt oluline teada saada
just need kehaomased molekulide, mille toime mdjutab suitetamis-kditumist aga samas, mida
oleks vdimalik farmakoloogiliste preparaatidega mdjutada. Uheks paljulubavaks
ravimigrupiks, mida uuritakse, on monoamiinoksiidaaside inhibiitorid ehk MAOId. Seos
antidepressantide  kasutamisega on mitmetahuline, esmalt MAOIde kasutamisega

inhibeeritakse monoamiinoksiidaaside t66d, mille tagajdrjel dopamiini ja serotoniini tase
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touseb. Uuringus niidati statistilist seost MAO-A korge aktiivsuse alleelide ja suitsetamise
varasema alustamise ea vahel (p=0,0345 ja p = 0,02355). V&ib hiipotiseerida, et noorukid,
kellel on korge aktiivsusega alleel, voivad omada madalamaid dopamiini ja serotoniin
hulkasid vdi nende vabanemisel liihiajalisemat efekti. Noorukite esmasel suitsetamise
katsetamisel vOib heatunde efekti anda just suitsetamisega kaasnev monoamiinoksiidaaside
inhibitsioon (tubakasuitsus sisalduva norharmaan ja harmaan tottu), lisaks nikotiini
meelepirasele mojule (Herraiz ja Chaparro, 2005). Antud uuringus nididati, et MAO-A
mojutab suitsetamise alustamist nooremana kui 25 eluaastat (p = 0,02355), mis tdenéoliselt
tuleb aju eessagara mittekiipsusest kuni just nimelt enne 25. eluaastat, eesagara arengu jooksul
paraneb inimestel kditumuslik kontroll ja oluliselt ndha oma tegude tagajérgi, mis puudutab ka
tdendoliselt noorte alustavate suitsetajate voimetust ndha oma tegevuse tOsiseid tagajdrgi ja

mojusid organismile.

Teisalt analiiiisides, on ndidatud suitsetamise peaaegu kaks korda sagedasem esinemine
psiihhiaatriliste haigustega inimestel (22% suitsetajatest ilma psiihhiaatrilise haiguseta, 34,8%
on elu jooksul diagnoositud psiihhiaatriline haigus, 41% viimase kuu aja jooksul on esinenud
psithhiaatriline haigus) (Lasser jt., 2000). Psiihhiaatriliste haiguste taga on sagedasti just
ajukeemia hdired, ja selliste probleemidega patsiendid saavad suitsetamisega kaasnevast
monoamiinide aktiivsuse mojutamisest kasu. MAOIde niidustuseks on depressiooni ravi,
mille puhul monoamiinoksiidaaside tase on liiga kdrge. Nikotiinisdltuvuse raviks samuti voiks
kasutada MAOIsid, kui patsiendil esineb depressioonile omased jooni, ja seda kui primaarset
haigust ravides vOiks viheneda ka sekundaarse haiguse ehk nikotiini vajaduse leevenemine.
Suitsetamisest loobumine peaks sel juhul siis olema ka eelkdige patsiendipoolse sooviga, sest
loobumise puhul mingib rolli ka psiihholoogilisest sdltuvusest vabanemine. Nikotiini
soltuvust tuleks kindlasti késitleda kui haigust ja jatkata teadusliku tooga selle pohjuste ja
toimemehhanismide selgitamiseks. Tuleviku suunaks vOiks olla uurida haiguse fenotiiiibi,

MAO geenide poliimorfismide ja suitsetamise mdjude seost.

Efektiivse ravijuhise ja uute farmakaoloogiliste preparaatide loomise aluseks olevaid
teadussuundasid oleks rohkelt. Vajadus on leida teisi sdltuvust mdjutavaid faktoreid, nagu
selle uurimusto6 puhul oli niha, siis iiks faktor médngib nikotiini sOltuvuses vaid minimaalset
rolli. Haiguse puhul on tegu kindlasti poliigeense ja eri faktorite additiivsete mojudega seotud
hdirega. Kui see uurimus keskendus MAO-A efektile, siis uurimist véart on ka MAO-B, sest

ensiiimidel on kattuvaid funktsioone ja nad on vdimelised teineteise to66d osaliselt
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kompenseerima. Senini on MAO-A olnud teaduslikult rohkemal mééral huvipakkuv, seetottu
MAO-B rollist on vihem teada. Ka MAO-A puhul on rohkelt veel uurimist ja siin uuringus
niitasime, et MAO-A roll on oluline ning edasised teadusuuringud sellel teemal on jitkuvalt
vajalikud. Edaspidiselt tasuks wuurida MAOA geeni promootorpiirkonna uVNTR
poliimorfismide poolt geneetiliselt determineeritud aktiivsuse vastavust veres méératava
MAO-A kontsentratsiooniga, ja ka aju piirkondades avaldatava moju erisust seoses nikotiini
tarvitamisega. Samas uuritakse edasi ka MAOA geeni dVNTR poliimorfisme, mis samuti

mojutavad ensiitimi aktiivsust.

Nikotiinisdltuvuse uuringutes jitkatakse kindlasti ka nikotiini retseptorite poliimorfismide
uurimisega, CHRNA geenide erisused on kindlasti seotud nikotiini mdjudega erinevatel
inimestel. Ulegenoomseid assotsiatsiooni uuringud (genome-wide association studies,
GWAS) on siinkohal paljuski teadusuuringutele pakkunud uusi uurimissuundasid ja seoseid

geeniklastrite vahel.
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JARELDUSED

Loputoo eesmarkidest tulenevad jareldused:

1.

selgitati statistilise analiilisiga monoamiinoksiidaas-A uVNTR poliimorfismide seos
nikotiinisdltuvuse tugevust mdjutava teguri — haigena suitsetamise vajaduse — vahel

positiivse seose olemasolu. Korgema aktiivsuse korral sdltuvus tugevam, p=0,005746.

selgitati monoamiinoksiidaas-A uVNTR poliimorfismide seos ja selle mdju
nikotiinisoltuvusest vabanemise tahtele. MAO-A korgem aktiivsus mojutab

suitsetamisest loobumise tahtmist vihendavalt, p= 0,04905.

selgitati seost monoamiinoksiidaas-A uVNTR poliimorfismide ja suitsetamise
alustamise vanuse vahel. Madalam aktiivsus mdjutab nooremalt suitsetamise

alustamise vanus, p=0,0345.
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KOKKUVOTE

Suitsetamine on riskitegur erinevate vihkide tekkimisel, samuti siidame-ja veresoonkonna
haiguste kujunemist soodustav. Suitsetamise pohjuseks on nikotiini soltuvus. Tipselt ei ole
veel teada nikotiini soltuvuse kujunemise molekulaarseid mehhanisme. Suitsetamine on
tilemaailmne probleem, seega on tegu vidgagi aktuaalse temaatikaga, millega

teadusvaldkonnad ka aktiivselt tegelevad.

Kéesoleva magistritoé  eesmirkideks oli selgitada monoamiinoksiidaas-A uVNTR
polimorfismide  seost  nikotiinisdltuvuse  tugevust mojutavate  tegurite  vahel,
nikotiinisdltuvusest vabanemise edukuse vahel ja mdju suitsetamisega alustamise vanusele.
Selle jaoks maddrati uuringus osalejatel MAOA-uVNTR poliimorfismid ja osalejate poolt
vastatud kiisimustike vahel viidi 1dbi statistiline analiiiis. Tulemusi analiitisides leiti, et
uVNTR poliimorfismide alleelid avaldavad mdju nikotiini soltuvuse tugevusele, 14bi haigena
suitsetamise vajaduse — madalama aktiivsusega alleelid (peamiselt 3-allel) suurendavad
vajadust. Nikotiini sdltuvusest vabanemist uurides analiiiisiti osalejate motivatsiooni ehk tahet
suitsetamisest loobuda, monoamiinoksiidaas-A korgem aktiivsus (alleelid 4 ja 5) vidhendab
uuritavatel soovi suitsetamisest loobuda. Monoamiinoksiidaas-A aktiivsus mojutab ka
suitsemisega alustamise vanust, madalam MAO-A aktiivsus viitab suitsetamisega

alustamisele noorukieas.

Selle magistritdd tulemused niitavad, et uWNTR poliimorfismide poolt mdjutatav MAO-A
aktiivsus omab rolli nikotiini sdltuvuse kujunemises ja selle tugevuses. Kinnitust leiab, et
nikotiini sdltuvuse puhul on kindlasti tegu poliigeense ja multifaktoriaalse haigusega, mis on
mojutatud nii keskkonnast kui ka geneetikast. SeetOttu vajab nikotiini sdltuvuse ravi
mitmekiilgsemat ldhenemist, et suitsetamisest oleks vdoimalik loobuda enne kasvajate arengut.
Ravi parendamiseks ja haiguse tdpsemate mehhanismide mdistmiseks on kindlasti oluline

jatkata soltuvushdirete teadustdoodega.
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Monoamine oxidase A uVNTR polymorfism impact on nicotine addiction in Vietnamese

males

Hannaliis Ansip

SUMMARY

Smoking is a risk factor for many cancers, diseases of the pulmonary system and
cardiovascular problems. Discovering the molecular mechanisms of nicotine addiction is
vital, for better understanding of the disease and for creating better pharmacological options

for addiction management.

The aim of this thesis was to assess the effects of monoamine oxidase A gene promotor region
(uVNTR) polymorphisms on niccotine addiction, the age of starting smoking, and effects on
quiting smoking. Through PCR analysis of the DNAs collected from the participants and the
data collected from the questionaires, the statistical analysis was carried out. The following

conclusions were made:

e uVNTR polymorphisms affect nicotine addiction strength through MAO-A acticty
changes. Lower activity (allele 3) of MAO-A affects nicotine addiction through a

factor — smoking when ill in bed most of the day — which means higher addiction.

e uVNTR alleles 4 and 5 (higher activity) affect the will to quit smoking. Higher activity
MAO-A causes the addicts to not want to quit, more than those with lower activity

MAO-A allele.

¢ uVNTR polymorphisms affect the age of starting smoking. Lower activity (allele 3)

seems to cause earlier starting of smoking.

Results of this Master’s thesis show that uVNTR polymorphisms effect on MAO-A activity
affects nicotine addiction development. It is concluded, that nicotine addiction is
multifactorial disease and is affected by more than one gene. Both genetics and environment
have a role in disease formation. Better treatment options are neccesary for nicotine addiction.
It is hoped that through scientific discoveries we gain better understanding of the disease and
pharmacology industry will be helped in the discovery of better drugs to help eliminate

addiction.
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LISA 1. Osalejate ankeet

Ankeedi kiisimused tolgitud originaalkeelest inglise keelde kiisitluse ldbiviijate poolt, seejérel

vabas vormis tolge eesti keelde uurimustod autori poolt. Kiisimused 10-15 of Fagerstromi

testi kiisimused.

1y
2)
3)

4)

5)
6)
7)
8)
9)

10)

11)

12)

13)

14)

15)

Siinniaasta/ Year of birth
Sugu/ Sex
Rahvus/ Ethnicity

“Kas sa oled suitsetanud vdhemalt iihe aasta?”/ “Have you ever smoked at least one

year?”

Kas sa oled praegune vdi endine suitsetaja?/ “Are you current or former smoker?”
Vanus suitsetamise alustamisel/ Age of starting smoking

Suitsetamisest loobumise vanus/ Age of stopping smoking

Kasutatavate tubakatoodete tiiiip/ Types of tobacco products

Suitsetamise peamine pohjus/ The main cause of smoking

Kui kaua peale drkamist liheb aega, enne esimest suitsetamist?/ “How soon after

waking up do you smoke your first tobacco?”

Kas sul esineb raskusi suitsetamisest hoidumisega seda keelavas kohas/“Do you find

it difficult to refrain from smoking in places where it is forbidden?”

Millisest tubakatootest loobumine oleks koige ebameeldivam?/ “Which tobacco

would you hate most to give up?”
Mitu sigaretti pdevas sa suitsetad?/ “How many cigarettes per day do you smoke?”

Kas sa suitsetad hommikuti sagedamini?/ “Do you smoke more frequently in the

morning?”’

Kas sa suitsetad ka siis, kui sa oled enamuse pdevast voodis haige?/ “Do you smoke

even if you are sick in bed most of the day?”

39



16)

17)

18)

19)

Kas sa oled kunagi proovinud suitsetamisest loobuda?/ “Have you ever tried to quit

smoking?”

Mis pohjustel oled sa proovinud suitsetamisest loobuda?/ “For what reasons have you

tried to quit smoking?”

Kas sa oled loobumise jirgselt uuesti suitsetama hakanud?/ “Have you re-started

smoking again?”

Miks sa alustasid uuesti suitsetamist, peale loobumise iiritamist?/ “Why did you re-

start smoking again?”’
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