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Sissejuhatus

Skisofreenia on psiitihikahdire, mille enamlevinud siimptomid véljenduvad héiretena
tajumises, motlemises ning tunde- ja tahteelus. Siimptomite pohjal on skisofreenia jaotatud
erinevateks haigusmudeli tiitipideks. Skisofreenia on iiks tdsisemaid inimkonda ohustavaid
haigusi, mille rohkeid etioloogilisi tegureid veel ei tunta. Kuna tegemist on
komplekshaigusega, siis voivad keskkonnast tingitud tegurite korval haiguse teket mojutada
ka geneetilised tegurid. Tanaseks on teada, et tegemist on védga poliigeense ja erinevate

geneetiliste variatsioonidega haigusega, mille geneetiline péritavus ulatub 80%-ni.

Wolframi siindroom on haruldane autosomaalne retsessiivselt péritav neurodegeneratiivne
haigus, mille peamisteks siimptomiteks on noorena esinev magediabeet, insuliin-puudulik
diabeet, ndgemisnarvi atroofia ja kurtus ehk teise nimetusega DIDMOAD (diabetes insipidus,
diabetes mellitus, optic atrophy and deafness). Wolframi siindroomi pdhjustavad erinevad
geneetilised muutused WFS1 geenis. Samal ajal on korduvalt tdheldatud geenmutatsiooni
voimalikel kandjatel ka suuremat riski haigestuda erinevatesse psiihhiaatrilistesse haigustesse.
Sellega seoses on ka antud t6ds vOetud ldhema uurimise alla WFS1 geenis esinevad
poliimorfismid, et uurida vdimalikke seoseid skisofreenia tekkega. Kédesolev t60 on osa

koostooprojektist TU fiisioloogia instituudi ja TU psiihhiaatriakliinikuga.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Skisofreenia

Skisofreenia on psiihhiaatriline siindroom, mille levimus on 4/1000-st ning suremusrisk
7,2/1000-st inimesest (Saha, jt., 2005). Haiguse geneetiline paritavus ulatub 80%-ni (Cardno
ja Gottesman, 2000; Sullivan, jt., 2003) ning seetdttu on skisofreeniat kui geneetilist haigust
ulatuslikult uuritud. Tanaseks on teada, et haigus on védga poliigeenne ning véga erinevate
geneetiliste variatsioonidega (Kim, jt., 2011). Korge paritavuse protsent ei tulene ainult
geneetilistest mojutustest, vaid skisofreeniat késitletakse kui komplekshaigust, mis on
pohjustatud geneetiliste ja keskkonna faktorite interaktsioonist ja mdjust (van Os ja Kapur,
2009).

Skisofreenia moiste vottis esimesena kasutusele Eugen Bleuler 1911. aastal. Tema eesmérgiks
oli algselt erinevate haigustena késitletud motlemise hédired, hallutsinatsioonid ja luulumdtted
liigitada {ihe haiguse alla, kuna vaadeldud stimptomid esinesid paljudel juhtudel koos
(Bleuler, 1988).

Ténapdeval on skisofreenia enamasti noores tdiskasvanueas algav raske, psiihhooside hulka
klassifitseeritud psiitihikahdire (Insel, 2010). See on {iiks tdsisemaid ja komplitseeritumaid
inimkonda ohustavaid haigusi, mille rohkeid etioloogilisi tegureid veel kiillaldalselt ei tunta
(Murray ja Lopez, 1996). Skisofreenia haigusepisood algab jarsku v&i kujuneb jark-jargult.
Haiguse diagnoosimine eeldab vdhemalt iihe- kuni kuuekuulist (olenevalt klassifikatsioonist)
kestust ja dge staadium iihe kuu pikkust haigusndhtudega perioodi (van Os ja Kapur, 2009).
Skisofreenia mojutab kognitiiv-kditumuslikke ja emotsionaalseid funktsioone. Paljude
patsientide stiimptomid muutuvad elu jooksul ning suuremal osal patsientidest esineb
haigusnéhte hulk aastaid voi ka aastakiimneid. Kui skisofreeniasse haigestutakse lapsepdlves
v0i1 noorukina, ei saavuta patsient enamasti skisofreeniat mittepddevatele indiviididele omast
tegutsemistaset. Paremal juhul voib skisofreeniast ka paraneda, kuid halvemal juhul voib

haigus muutuda krooniliseks (Insel, 2010).

Morfoloogiliselt kasitletakse skisofreeniat kui aju arengu varajast héiret. Raseduse Il trimestril

liiguvad nérvirakud geneetiliselt programmeeritud migratsiooni teel periventrikulaarsest



piirkonnast ajukoore suunas (Khashan, jt., 2008). Haigetel esinevad hidired néarvirakkude
kihilises struktuuris. Vélimiste rakukihtide neuronite tihedus vorreldes tervetega on vdiksem
ning sligavamates kihtides suurem. Modned uusimad etioloogilised hiipoteesid seostavad
skisofreenia tekkimist protsessiga, mille kdigus aju areng, ajupoolkerade astimmeetria ning
diferentseerumine voimaldavad erikéelisuse, kone- ja Kkeelefunktsioonide véljakujunemist

(Vita, jt., 2006; Ellison-Wright ja Bullmore, 2009; Glahn, jt., 2008).

Skisofreenia pohjuseid tipselt veel ei tunta, kuid arvatakse, et need voivad olla véiga erinevad
ja koosneda paljudest teguritest. Haiguse tekkega seoses on erilist tdhelepanu pooératud
geneetilistele ja keskkonnast tingitud teguritele ning nende koostoimimisele. Kliinilist tdhtsust
omab skisofreenia esinemine ldhisugulastel, skisotiilipne isiksus, rasedus- voi
slinnitustiisistus. Teoreetilist tdhtsust omavad kesknarvisiisteemi haigused, kohmakus, aeglane

areng, madal intelligentsustase ja dppimisraskused (van Os ja Kapur, 2009; Insel, 2010).

Euroopas ja Ameerikas on aastate jooksul véljatootatud kaks peamist juhendit, mille jargi
skisofreeniat diagnoositakse ning mille sisuline pool on véga sarnane. Euroopas on levinud
Maailma Tervishoiorganisatsiooni (World Health Organisation — WHO) poolt véljaantud
Rahvusvaheline Haiguste Klassifikatsiooni 10. viljaanne (International Classification of
Diseases 10th edition — ICD-10), mille viiendas osas Kkésitletakse psiiiihika- ja
kaitumishdireid. Ameerikas on levinud Ameerika Psiihhiaatriaseltsi (American Psychiatric
Association — APA) poolt véljaantud Vaimsete Haiguste Diagnostiline ja Statistiline juhendi
4. véljaanne (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 4th edition — DSM-1V).

1.1.1 Skisofreenia siimptomid

Skisofreenia kliinilised siimptomid erinevad noorukite ja tdiskasvanute puhul. Haigele
noorukile on iseloomulikud motlemishdired, nagu seosetus ja omaparased assotsiatsioonid,
ning hallutsinatsioonid ja motoorikahdired. Sageli voivad esineda ka paranoilisus ja
kuulmishallutsinatsioonid. Esineda voib meeleolu koikumist, rahutust, tahtmatuid voi
stereotiilipseid liigutusi ja sotsiaalset abitust. Teadvus jddb tavaliselt selgeks ja vaimsed
voimed siilivad, kuigi aja jooksul vdivad kujuneda teatud puudujddgid teabe kisitlemisel.

Luulumotete esinemine ei ole tiilipiline koikidele haigetele ning nende intensiivsus voib



haiguse erinevatel arenguetappidel olla vahelduv. Nutt, naer, viha ja muud tugevad
emotsioonid vdivad vahelduda kiiresti, ilma et need oleksid seotud teiste psiiihiliste
protsesside voi viliste siindmustega. Skisofreenia korral pole siiani esinenud {ihtegi
stimptomit, mis esineks 100%-It koikidel haigetel (van Os ja Kapur, 2009; Tandon, jt., 2009).

Traditsiooniliselt on skisofreenia siimptomeid jagatud positiivseteks ehk ,,produktiivseteks*
simptomiteks, mille all moistetakse normaalsete psiiiihiliste funktsioonide héirumist ja
negatiivseteks siimptomiteks, mis tdhendavad normaalsete psiitihiliste funktsioonide
ndrgenemist voi lausa puudumist. Tabel 1 annab lithililevaate tdnaseks véljatootatud
stimptomite gruppidest ja nende iseloomulikest tunnustest (van Os ja Kapur, 2009; Tandon,
jt., 2009).

Tabel 1. Skisofreenia siimptomite gruppide iseloomustus (van Os ja Kapur, 2009; Tandon, jt.,
2009).

Stimptomite grupid | Iseloomustus

Hallutsinatsioonid; luululised ning motlemise héired; avatuse voi
Positiivsed kontrolli moétted; organiseerimatu, luululine ja veider kditumine; erutus-
ja rahutusseisundid; keelelised ja kommunikatsiooni hdired

Normaalse psiitihika funktsioneerimine on alanenud voi lakanud; huvide
ja elurddmu kadumine; alanenud tdhelepanu; emotsionaalne lamedus,
tuimenemine ja tahtetus; kone ja motlemise vaegus; sotsiaalne
isoleerumine

Negatiivsed

Alanenud meeleolu; tujutus, drritatavus ja iiksindustunne; pidev drevus ja
Afektiivsed stiitunded; mure ja pinge

Infotddtluse ja tahelepanuhiired; t66- ja Oppimisvoime langus;
Kognitiivsed maéluhdired ja assotsiatsioonide puudulikkus; hdirunud spontaanse kone
produtseerimine

. Vigivaldsus; teiste ja enesevigastamise oht; vara kahjustamine ning
Agressiivsed | impulsi kontrollihdired

Skisofreenia haiguskulg voib olla pidev voi perioodiline. Haigus voib avalduda &dgeda
psiihhoosina voi ilmneda vdhehaaval, mistdttu on viimasel juhul haigust raske avastada.
Samuti voib skisofreenia esineda tihe voi mitme haigusepisoodina, millest patsient osaliselt
voi tdielikult paraneb. Haigusperioodi kuulub aktiivne jdrk, mil esinevad positiivsed
stimptomid, kuid vdib ilmneda ka negatiivsed siimptomid. Lisaks aktiivsele perioodile vdib

haigusjarku kuuluda ka eel- ja jadkndhtude etapp. Sel ajal avalduvad hdired enamasti




negatiivsete stimptomitena, kuid monikord ka vaibunud positiivsete ndhtudena (Tandon, jt.,
2009).

1.1.2 Skisofreenia tiiiibid

Mboistmaks paremini skisofreeniat, kui vdga erinevate tunnustega haigust, on tidnaseks kdige
enam koosesinenud siimptomite jirgi vélja kujunenud erinevad skisofreenia tiiiibid.
Kédesolevas magistritods késitletakse ldhemalt paranoidset, hebefreenset, katatoonset,
residuaalset, diferentseerumata, lihtsat, skisotiilipset ja skisoafektiivset skisofreenia tiilipi
(Kendler, 1981). Haigusmudeli tiiiipidele on omased siimptomid, mis ei pruugi alati
patsientidel esineda. Sellele vaatamata piiilitakse koikidel patsientidel skisofreenia

diagnoosimisel dra miidrata koige ligilihedasem tiiiip.

Paranoidne skisofreenia on {iiks enamlevinum skisofreenia vorm. Kodige sagedasemad
stimptomid on piisivad paranoilised luulumdtted. Tihti kaasnevad ka hallutsinatsioonid ja
tajuhdired. Paranoidse tiilibi siimptomiteks loetakse ka jélitamise ja suhtumise luulumotteid,
dhvardavaid kuulmishallutsinatsioone ning 16hna- ja maitsehallutsinatsioone. (Weinberger ja
Harrison, 2011, 47-53; Lonnqvist ja Heikkinen, 1999, 42-45). Emotsioonid on tavaliselt
vihem tuimenenud kui skisofreenia teiste vormide puhul. Haigus kulg voib olla episoodiline
voi perioodiline ning algus on enamasti hilisem, kui hebefreense ja katatoonse vormi puhul.
Hiljem alanud skisofreenia korral ei méngi périlikkus voi raseduskomplikatsioonid nii olulist

rolli, kui vara alanud haiguste puhul.

Hebefreenset skisofreeniat juhivad emotsioonide, tahteelu- ja mottekdiguhdired. Kéitumine
voib olla ettearvamatu, kdne laialivalguv ja seosetu. Samuti voivad esineda inadekvaatsed
kéaitumuslikud reaktsioonid. Emotsioonid viéljenduvad sageli itsitamisega vOi omaette
naermisega. Erinevalt paranoidsest tiiiibist esineb luulumotteid vahem ning Kkiiresti ilmneb
isoleerumistendents. Hebefreenne tiiiip on tavaliselt halva prognoosiga, kuna negatiivsed
stimptomid ilmnevad kiiresti. Antud tiiiibile on iseloomulik suhteliselt varajane esmasepisood,
vahel ka enne 20-ndat eluaastat. (Lonnqvist ja Heikkinen, 1999, 42-45)

"http://www.kliinikum.ee/psyhhiaatriakliinik/lisad/ravi/ph/20psyhhoos.htm
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Katatoonse skisofreenia valdavateks ilminguteks on viljendunud psiithhomotoorsed héired.
Sundasendid ja —poosid voivad piisida pikka aega. Silmatorkavaks tunnuseks on édgeda
motoorse rahutuse episoodid. Katatoonse skisofreenia diagnoosimiseks peab kliinilises pildis
domineerima kas alanenud reaktsioon vilisdrritustele, vidhenenud spontaansed liigutused,
rahutus, poseerimine, negativisim, rigiidsus voi kone ning tegevuse jiljendamine. Oluline on
todeda, et katatoonsed ndhud voivad tdhendada ka ajuhaigust, ainevahetushéiret, depressiooni

voi alkoholi ja uimastite kasutamist. (Weinberger ja Harrison, 2011, 30-40)

Lihtsa ja skisotiiiipse skisofreenia korral ei ole tuvastatud peamist enamlevinud siimptomit
ning seetdttu on mdlemad tiitibid suhteliselt harva diagnoositavad. Lihtsa skisofreenia puhul
voivad aeglaselt progresseeruda negatiivsed siimptomid, kuid siinkohal ei pruugi esineda
hallutsinatsioone vo0i luulumdtteid. Skisotiitipse haiguse puhul peavad diagnoosimiseks
kindlasti esinema vdhemalt neli antud tiitibile omast siimptomit. Enamlevinumad tunnused on
kohatud ja vdhesed emotsioonid, sotsiaalne eraldumine, paranoilised mdtted ning juhuslikud
mooduvad poolpsiihhootilised episoodid. Samuti voib skisotiitipse skisofreenia puhul esineda

veidrat kditumist ning tundeelu ja métlemise haireid.

Skisoafektiivne hiire esineb episoodiliselt, kus domineerivad afektiivsed ja skisofreenia
siimptomid. Enamasti esinevad siimptomid liheaegselt ning kestavad vihemalt mdne pédeva.
Skisoafektiivne hiire on paigutatud skisofreenia ja meeleoluhdirete vahepeale, kuna esinevad
tillipilised meeleoluhdired koos skisofreenia tiiiipiliste slimptomitega. Meeleoluhdiretena
voivad esineda nditeks depressiooni, maania voi segatiilipi perioodid. (Weinberger ja
Harrison, 2011, 30-40)

Viimasena kaisitletakse antud uurimistdos residuaalset ja diferentseerimata skisofreeniat, kus
diferentseerimata skisofreenia korral esinevad samaaegselt mitmele skisofreenia vormile
iseloomulikud tunnused. Residuaalset skisofreeniat loetakse haiguse arengu krooniliseks
staadiumiks, kus toimub ilmne tileminek haiguse hilisstaadiumile. Iseloomustavaks on pikema

perioodi viltel piisivalt avaldunud negatiivsed siimptomid ja haired."

Ténaseks kdige enam diagnoositud skisofreenia tiiiibid on paranoidne ja diferentseerimata

skisofreenia nende tiilipide kdige sagedamate stimptomite esinemise tottu.
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1.1.3 Skisofreenia epidemioloogia

Skisofreenia esinemissagedus DSM-1V poolt raporteerituna on 0,5-1% (American Psychiatric
Association, 1994). Meestel on tidheldatud skisofreenia esmasepisoodi kdige sagedamini 20. —
28. eluaasta vahel ja naistel 24. — 32. eluaasta vahel. See voib osaliselt olla tingitud tile 40-
aastaste haigestunud naiste rohkusest. Siinkohal on oluline nentida, et skisofreenia voib alata
ka enne 10-ndat voi pérast 50-ndat eluaastat (Aleman, jt., 2003). Samal ajal on hilisemad
uuringud nédidanud, et patsiendi sugu ei mojuta statistiliselt oluliselt skisofreenia teket (Saha,
jt., 2005). Kiill on tdheldatud paljudes uuringutes mitmete muude elu jooksul indiviidi
mojutavate tegurite osatdhtsust skisofreenia tekkele. Naiteks leiti, et skisofreeniasse vdivad
kergemini haigestuda elukohta migreerunud indiviidid vorreldes pdliselanikega (McGrath, jt.,
2008). WHO poolt labiviidud kiimne riigi uuringus niidati, et skisofreeniat on samuti
tunduvalt kergem prognoosida arengumaades vorreldes arenenud riikidega, mis tdhendab, et
arengumaades on siimptomid paremini dratuntavad (Jablensky, jt., 1992; Bresnahan, jt.,
2003).

Eestis haigestub skisofreeniasse voi teistesse psiithhootilistesse hdiretesse igal aastal umbes
400 - 450 inimest. Skisofreenia tttu saab igal aastal ravi 0,025 — 0,05% populatsioonist.
Eestis on iile 10 000 skisofreenia haige, kellest statsionaarsel ravil on haiguse dgenemise tottu

umbes 500 - 700 haiget. (Lonnqvist ja Heikkinen, 1999, 27)

Eelnevalt mainitud suremusrisk on 7,2/1000-st (Saha, jt., 2005) indiviidist, kuid siinkohal on
oluline mérkida, et iiks sagedasemaid surmapohjusi skisofreeniahaigetel on suitsiid.
Ligikaudu pooled haigetest on teinud vdhemalt iihe suitsiidikatse elu jooksul (McGrath, jt.,
2008). Skisofreenia on siiski vdga raske haigus, mille puhul vaid teatud arvul juhtudest on
ravi tulemuseks tdielik voi osaline tervenemine. Kahjuks on hea prognoosiga haigete osakaal
siiski veel suhteliselt védike ning ligi pooltel haigestunutest esineb markimisvaarseid hiireid
kogu elu viltel. Suhteliselt vdheste tervenemisjuhtude tottu on viimase 20 aasta jooksul

ptiitud 1dheneda haigusele geneetiliselt.
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1.1.4 Skisofreenia geneetilised uuringud

Alles moned aastad tagasi teati skisofreenia geneetilise pildi kohta markimisvadrselt véhe
ning enamasti pohineti spekulatsioonidel. Skisofreenia geneetiliste uuringute peamiseks
eesmérgiks on olnud arendada tdielikku nimekirja geneetilistest lookustest ja radadest, et
saada iilevaadet haiguse pohjustest ja voimalikest ravivoimalustest véltimaks haigestumist ja
suremust. Pohinedes sellele, kui vdhe on teada selle salapdrase, kliiniliselt heterogeense ja
geneetiliselt kompleksse haiguse kohta, vdib iga viiksemgi uuring laiendada arusaama

skisofreenia geneetilise pildi kohta.

Skisofreenia uurimiseks on 1dbi viidud mitmeid erinevaid geneetilisi ja mittegeneetilisi
uuringud. Addington ja kaasautorid (2009) viisid 14bi kliinilise jarelvalve, kus arstide poolt
uuriti patsientide perekonna ajalugu. Uuringu kéigus ei teostatud iihtegi DNA-analiiiisi ning

tulemuseks ei leitud paraku iihegi sugupuu sees selget Mendeli paritavust.

Nelja erineva autori poolt teostati neli sdltumatut uuringut, mille aluseks voeti geneetiline
epidemioloogia. Ka nendes uuringutes ei tehtud DNA-analiiiise, vaid skisofreeniat diagnoositi
erinevas suguluses olevatel patsientidel, niditeks perekonnas erinevatel pdlvedel ning samuti
kaksikutel ja adopteeritud lastel. Uuringute 1dpptulemusena leiti tugevaid, kuid kaudseid
toendeid suguluse ja skisofreenia kdrge péaritavuse vahel (Lichtenstein, jt., 2006; Lichtenstein,
jt., 2009; Sullivan, 2005; Sullivan, jt., 2003).

Olulise ldbimurde tegi Bassett’i toogrupp 2000. aastal, kus patsientidel otsiti genoomi
muutuseid tsiitogeneetilise uuringu abil. T66 tulemusena leiti haigetel 22. kromosoomi pikast
oOlast regioonist 11.2 deletsioon, mis osutus haruldaseks riskifaktoriks skisofreeniale.
Skisofreenia uurimiseks on lébi viidud ka veel segregatsiooni analiitise (McGuffin ja Huckle,
1990; Wray ja Visscher, 2010), iilegenoomilisi aheldusanaliiise (Ng, jt., 2009) ja
kandidaatgeeni assotsiatsiooni analiiiise (Collins, jt., 2011; Sanders, jt., 2008), kuid koikide
nende uuringute tulemused ei ole andnud statistiliselt olulist tulemust skisofreenia geneetilise

pildi védlja toGtamiseks.

Viimaste aastate jooksul on haiguse uurimiseks tehtud ka vdga palju iilegenoomseid

assotsiatsioonianaliitise (genome-wide association studies — GWAS) (Athanasiu, jt., 2010;
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Purcell, jt., 2009; Lencz, jt., 2007; Need, jt., 2009; O’Donovan, jt., 2008; Shi, jt., 2009;
Stefansson, jt., 2009; Sullivan, jt., 2008). Parast GWAS-uuringuid on joutud arusaamale, et
statistiliselt oluliste tulemuste saamiseks tuleb uuringusse kaasta voimalikult suuri
uuringugruppe. Samuti on GWAS-metoodika andnud tunduvalt rohkem voimalusi tuntumate

geneetiliste variatsioonide identifitseerimiseks.

Skisofreenia uurimisel on samuti védga oluliseks ostunud koopiaarvu variatsioonid (copy
number variants — CNV). Need on kiill vidga haruldased, aga omavad potentsiaalset riski
skisofreenia tekkele. Genoomis on juba praeguseks tuvastatud mitmeid erinevaid deletsioone
ja duplikatsioone (Levinson, jt., 2011). Suured genoomimuutused on mittespetsiifilised ja
suurendavad riski mitmesuguste psiihhiaatriliste, neuroloogiliste ja teiste sarnaste haiguste

tekkimisele (Sebat, jt., 2009).

Niitidseks on juba tekkinud kogemustel pohinev ja otsene iilevaade skisofreenia geneetilise
arhitektuuri kohta. Leitud andmed annavad selgust, et skisofreenia tekkimisele kaasa aitavad
geneetilised variatsioonid vdivad olla viga sagedased kui ka védga haruldased. Tehtud
uuringud annavad selge suuna, kuidas skisofreeniat edasi uurida. Sealhulgas on koige
olulisem votta vOimalikult suur uuringugrupp, et ka koige haruldasemad geneetilised
variatsioonid annaksid statistliselt olulisi tulemusi. Tehtud uuringutest on veel niha, et kdige
suurema tdendosusega annavad positiivseid ja informatiivseid tulemusi just GWAS- ja
sealhulgas ka CNV-uuringud. Kodige uudsemad tehnoloogiad, mille abil tdna veel
skisofreeniat uuritakse, on Tllegenoomi sekveneerimine ning eksoomi sekveneerimise
metoodika. Paraku on aga tegemist senini vdga kalli analiiiisimeetoditega ning tulemusteni,

mille pohjal jareldusi teha, joutakse aeglaselt.
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1.2 Wolframi siindroom

Esimesena kirjeldas Wolframi siindroomi (MIM 222300) 1938. aastal dr. D. J. Wolfram, kelle
jargi on siindroom ka nime saanud (Wolfram ja Wagener, 1938). Wolframi siindroom (WS)
on haruldane autosomaalne retsessiivselt péritav neurodegeneratiivne haigus, mille
peamisteks siimptomiteks on noorena esinev magediabeet, insuliin-puudulik diabeet,
ndgemisndrvi atroofia ja kurtus ehk teise nimetusega DIDMOAD (diabetes insipidus, diabetes
mellitus, optic atrophy and deafness) (Strom, jt. 1998).

Siindroom on neurodegeneratiivne hdlmates kesknédrvisiisteemi, perifeersed nérvid ja
neuroendokriinse koe. Kui laps voi lapsed on haiged ja vanemad terved, siis on tdenéoliselt
tegemist retsessiivse périlikkusega, kus mdlemad vanemad on heterosiigoodid Wolframi

stindroomi suhtes (Fraser ja Gunn, 1977; Gunn, jt., 1976).

Wolframi ja Wageneri uuringutes olid patsientide peamisteks siimptomiteks nooruses tekkiv
insuliin-puudulik diabeet (diabetes mellitus, DM) ja ndgemisnérvi atroofia ehk kdhetumine
(optic atrophy, OA). Hilisemalt on ldbi viidud iile 200 uuringu, kus on WS siindroomiga
patsientidel tdheldatud ka teisi sagedasti esinevaid siimptomeid (Rigoli, jt., 2011). Ka téna
loetakse diagnoosimise minimaalseks kriteeriumiks DM ja OA esinemist (Barrett, jt., 1995).
Sensorineuraalne kurtus, vidikeaju ataksia, perifeerne neuropaatia, vaimse arengu peetus,
psiihhiaatrilised haigused ja neerukulgla arengupuuded, nagu tagasihoidmatus ja
neuropaatiline uriin, ning muud neuroloogilised ja endokriinsed anomaaliad on
lisastimptomid, mida on tdheldatud suurel osal WS patsientidest (Rigoli, jt., 2011). Samuti
voivad esineda neuropsiihhiaatrilisi korvalekaldeid nagu dementsus, psiithhoos ja afektiivne
hiire (Kinsley, jt., 1995; Swift, jt., 1990). Eeldatavad geenmutatsiooni kandjad voivad tihti
kannatada just psiihhiaatriliste haiguste kdes (Swift, jt., 1990).

Noorena tekkiv insuliin-puudulik diabeet (DM) on tavaliselt {iks esimesi stimptomeid, mis
tekib keskmiselt 6 aasta vanuselt ja viljendub viikeste veresoonte komplikatsioonidena. On
taheldatud, et see areneb tunduvalt aeglasemalt kui tavaline 1. tiilipi diabeet ning peaaegu kdik

patsiendid vajavad insuliinisiiste (Ganie ja Bhat, 2009).
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Teiseks véga oluliseks siimptomiks on ndgemisnarvi atroofia (OA), mis avaldub keskmiselt
11 aasta vanuselt, kuid voib esineda ka vahemikus 6 elukuud kuni 30 eluaastat. Atroofia
véljendub vdhenenud ndgemisteravuses ning varvipimeduses. OA on progressiivne haigus,

mis jdtab enamuse patsientidest 16puks pimedaks (Rigoli, jt., 2011).

Osaline kraniaalne magediabeet (diabetes insipidus, DI) esineb 73 - 75% patsientidest ning
keskmiselt 14 aasta vanuselt, kuid voib ilmneda ka vahemikul 3 elukuud kuni 40 eluaastat. DI
allub hasti nina kaudu voi oraalselt annustatud desmopressiinile. Viimane enamlevinud
stimptom WS-i puhul on sensoneuraalne kurtus, mis tekib keskmiselt 16 aasta vanuselt, kuid
voib esineda ka 5- kuni 39-aastaselt (Rigoli, jt., 2011).

Wolframi siindroomi on uuritud ka morfoloogiliselt, kus magnetresonantstomograafia
(magnetic resonance imaging — MRI) skaneerimismeetod néitab siindroomi korral iildist aju
atroofiat, eriti vdikeajus. Samuti on tdheldatud tagumise hiipofiilisi signaali puudumist ning

signaali vihenemist optilisest nérvist (Rigoli, jt., 2011).

WS sagedus on ennustatud 1/770 000 UK-s, kus kandja sagedus on 1/354 (Barrett, jt., 1995).
Antud sageduse tase on tunduvalt madalam kui Pohja-Ameerikas, kus 1/100 000 on haige ja
1/100 on kandja (Fraser ja Gunn, 1977). WS patsientide keskmine suremus on 30 aastat, mis
on tunduvalt vdiksem eluiga vorreldes niiteks keskmine suremusega 1. tiiiipi diabeediga
patsientidel (Kinsley, jt., 1995). WS patsiendid surevad tihti tsentraalse hingamispuudulikkuse
tottu, mis on pohjustatud ajutiive atroofiast (Barrett, jt., 1995).

1.2.1 Wolframiini geen ja valk

Mutantne Wolframi siindroomi geen identifitseeriti 1998. aastal geneetilise kaardistamise ja
kandidaatgeenide abil kahe sdltumatu tdogrupi poolt. Geen sai nimetused WFS1 (Inoue, jt.,
1998) ning wolframiin (Strom, jt., 1998).

WFS1/wolframiini geen koosneb keskeltldbi 33,4 kb genoomsest DNA-st ning asub 4.
kromosoomi lithikeses 0la 16.1 regioonis. Geen koosneb seitsmest vidiksemast ja iihest

suuremast eksonist, millest 1. ekson on mittekodeeriv ning suurim on 8. ekson (Joonis 1).
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Antud uurimustoos uuritakse ldhemalt just 8. eksonit, mille kogupikkus on 2609 aluspaari
(bp). Sellest pikkusest kodeeriv ala moodustab 1812 bp ja mittekodeeriv 797 bp.
Translatsiooni alguspunkt geenis asub 2. eksonis ning WFS1 geen kodeerib 890-aminohappe

pikkust wolframiini valku molekulaarmassiga 100 kDa (Hofmann, jt., 2003).

El-Shanti ja teised identifitseerisid 2000. aastal oma uuringus ka potentsiaalse teise lookuse,
WEFS2 (MIM 604928), mis asub 4. kromosoomi pikema 06la 22-24 regioonis. Nad leidsid, et
uuringus kasutatud patsientide fenotiitip oli veidi erinev kui WFS1 patsientidel. Nimelt
puudus magediabeet haigestunud perekonnaliikmetel ning osadel patsientidel esinesid iilemise
seedetrakti siigavad haavandid ja veritsus (El-Shanti, jt., 2000). Kodeeritav valk lokaliseerub
endoplasmaatilises retiikulumis, kuid ei interakteeru otseselt wolframiini valguga (Amr, jt.,
2007).

Ekson: 1 2 3 4 5 6

bp: 165 23 83 145 17 a1 149

Joonis 1. WFS1 geen, mis koosneb kaheksast eksonist. Ekson 1 on mittekodeeriv.

WFS1 geen transkribeerib 3,6 kb mRNAd, mis kodeerib endoplasmaatilise retiikulumi (ER)
membraan-seoselist wolframiini valku (Takeda, jt., 2001). Wolframiin on hiidrofoobne ja
tetrameerne valk, mis koosneb kolmest strukturaalsest domainist. Esiteks N-terminaalne
ekstratsellulaarne hiidrofiilne regioon, kus on ligi 300 aminohapet. Teiseks oluliseks
doméiniks on tsentraalne hiidrofoobne osa, kus asub iiheksa helikaalset transmembraanset
segmenti ligi 350 aminohappe pikkusena. Kolmandaks doméidniks on C-terminaalne
tstitoplasmaatiline hiidrofiilne regioon. Valgu N-terminaalne ots asub tsiitoplasmas ning C-
terminaalne ots ER luumenis (Joonis 2) (Hofmann, jt., 2003). Valgu lokalisatsiooni tottu ER-S
eeldatakse, et wolframiin omab fiisioloogilisi funktsioone membraani ldbilaskvuses,
sekretsioonis ja kaltsiumi homoostaasi regulatsioonis. Wolframiini valgu puhul on tegemist
endogliikosidaasi ning membraani gliikoproteiiniga (Takeda, jt., 2001). Erinevad mRNA

uuringud on ndidanud wolframiini ekspressiooni viga mitmesugustes kudedes. Valk on
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ekspresseeritud koikides rakutiilipides, sealhulgas siidames, ajus, platsentas, kopsudes,

maksas, neerudes ja pankreases (Inoue, jt., 1998; Strom, jt., 1998).

N-terminaalne ots

kIR R ITY

aa: 333 340 422 429 581 588 652
ER luumen

C-terminaalne ots

Joonis 2. Hiipoteetiline wolframiini valgu struktuur transmembraanse regiooni asukohaga. (Rigoli, jt., 2011)

Endoplasmaatilisel retiikulumil on palju erinevaid rolle, sealhulgas post-translatsiooniline
modifikatsioon ning dsja siinteesitud valkude, nagu insuliini, kokku pakkimine. ER-i erinevate
funktsioonide hdirumine voib tekitada tasakaalustamatust nimetatud protsesside vahel, mis
viib valesti pakitud ja ka mittepakitud valkude kuhjumiseni. Sellised takistused voi valkude
iletootlus voivad tekitada endoplasmaatilise retiikulumi stressivastuse voi kutsuda esile
apoptoosi. Hiljuti leiti, et WFS1 omab olulist rolli negatiivsel regulatsioonil ER stressivastuse
korral, kus valk takistab sekretoorsete pankrease P-rakkude surma. Rakkude surm on
pohjustatud ER-i signaaliraja diisregulatsioonist (Fonseca, jt., 2010). Nimelt reguleerib WFS1
negatiivselt peamist transkriptsiooni faktorit (TF), mis osaleb ER stressivastuses, aktiveerides
transkriptsiooni  faktorit 6a (ATF6a) ldbi ubikvitiin-proteasoomi raja. ATF6a on
endoplasmaatilise retiikulumi II tiiiipi transmembraanne transkriptsiooni faktor (Yoshida, jt.,
1998).

Zatyka ja kaasautorid leidsid oma uuringutes, et wolframiini valgu C-terminaalne domeen,
mis asus ER-i luumenis, seondub Na+/K+ ATPaasi beta-1 subiihiku (ATP1B1) C-terminaalse
domeeniga. Naatrium/kaalium-pump asub tavaliselt plasmamembraanis, kuid valmimisel
leidub seda ka pdgusalt endoplasmaatilises retiitkulumis. Pumba puudulikkus mdjutab tugevalt
apoptoosi ja neuraalsete degeneratiivsete haiguste teket. Na+/K+ ATPaasi puudulikkust voib
paljudes organites pohjustada just WFS1 geenis olevad mutatsioonid. Samuti v3ib kuulmise

kadumine olla pdhjustatud kaaliumi tsirkulatsiooni muutustest sisekdrvas. Kaaliumi taseme
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muutused vodivad olla tingitud wolframiini ja Na+/K+ ATPaasi bl subiihiku vdhesest

interaktsioonist voi selle puudumisest (Zatyka, jt., 2008).

Wolframiini vdimalikule rollile valgu biosiinteesil, modifikatsioonil, pakkimisel ning
kaltsiumi homoostaasi reguleerimisel on viidatud ka hilisemates uuringutes (Zatyka, jt., 2008;
Yamaguchi, jt., 2004; Fonseca, jt., 2005; Yamada, jt., 2006; Hofmann, jt., 2006; Yurimoto, jt.,
2009). Toode tulemused naitasid, et wolframiin voib aidata hoida Giget kaltsiumi ioonide taset
rakus, kontrollides endoplasmaatilises retiikulumis varutud kaltsiumi ioonide hulka (Takel, jt.,
2006).

Aina sagedamalt on esinenud juhtumeid, kus Wolframi siindroomiga patsiendid kannatavad
dgeda depressiooni ja psiithhoosi all ning on nii verbaalselt kui ka fiitisiliselt agressiivsed
(Swift, jt., 1990; Swift, jt., 1998). Wolframi siindroomiga patsientidel on tihti tdheldatud
neuroloogilisi komplikatsioone ja psiihhiaatrilisi haigusi. Ligi 60% Wolframi siindroomiga
patsientidest kannatavad just psiihhiaatriliste siimptomite all (Swift, 1990) ning WFS1
mutatsiooni kandjatel on 7-korda suurem risk sattuda haiglasse psiihhiaatriliste haiguste tottu
(Swift ja Swift, 2005). Takeda ja kaasautorid leidsid oma uuringus, et rottidel on kdrge WFS1
mRNA ja valgu ekspressiooni tase limbilise siisteemi teatud aladel. Sealhulgas ka mandelkeha
piirkonnas, hipokampuse CA1 regioonis ja haistekobrukestes (Takeda, jt., 2001). Erinevad
neuroanatoomilised uuringud néitavad, et WFS1 valgu funktsiooni puudumine vdib olla
seotud mitmete neuroloogiliste ja psithhiaatriliste simptomitega WS patsientidel (Sequeira,
jt., 2003). Koik siiani ldbi viidud uuringud on andnud voimaluse hiipoteesile, et WFS1 geeni

mutatsioonide heterosiigootsus voib etendada olulist rolli psiihhiaatriliste haiguste tekkes.

1.2.2 WFS1 geeni mutatsioonid seoses skisofreeniaga

Geneetilised analiiisid on aidanud leida erinevaid mutatsioone WFS1 geenis, mis voivad
oluliselt mojutada skisofreenia teket (Tabel 2). Paljudel patsientidel esineb genoomis
funktsiooni kaotuse mutatsioone nagu stop-, raaminihke ja splaissimissaidi mutatsioonid.
Raaminihke mutatsioonid moodustavad ligi 40% kogu mutatsioonidest, mis WS patsientidel
on leitud. Samuti esineb vdga palju missense mutatsioone (ligi 35%) ning tuvastatud on ka

deletsioone ja insertsioone. Missense mutatsioonid lokaliseeruvad peamiselt valgu C-
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terminaalses hiidrofiilses osas (Hardy, jt., 1999). Seitsme aminohappe mutatsioonid valgu C-

terminaalse osa 10pus voivad viga tugevalt mojutada fenotiiiipi (Sam, jt., 2001).

Koik WFS1 geenis tuvastatud mutatsioonid jaotuvad juhuslikult iile kogu kodeeriva jarjestuse

(Khanim, jt., 2001). Suurem osa teadaolevatest mutatsioonidest esineb 8. eksonis, kuid see

tuleneb vastava eksoni tunduvalt suuremast alast vorreldes teiste eksonitega, kus mutatsioonid
saavad tekkida (Inoue, jt., 1998; Strom, jt., 1998; Gasparin, jt., 2009; Colosimo, jt., 2003).

Koikide tuvastatud mutatsioonide puhul ei ole siiani tekkinud selget fenotiiiip-genotiiiip suhet

ning samuti ei ole kindlaid mutatsioonide klastreid voi alasid, kus neid oluliselt tihedamalt

esineks. Arvatakse, et WFS1 geeni koik funktsioonid ei ole veel tuvastatud ning seetdttu on

raske hinnata mutatsioonide olulisust valgu funktsioonile ja selle bioloogilisele tdhtsusele.

Tabel 2. Tabelis on vilja toodud mutatsioonid, mis on leitud seoses skisofreeniaga 8. eksonis.

Koikide mutatsioonide korral on toimunud aluse asendus. (Torres, jt., 2001)

Ekson Mutatsiooni askoht Mutatsioon Asendus Patsientide fenotiilip

E-8 935T>G ATG>AGG M312R Skisofreenia

E-8 1294C>G CTG>GTG L432V Skisofreenia, depressioon
E-8 1554G>A ATG>ATA M518lI Skisofreenia

E-8 1672C>T CGC>TGC R558C Skisofreenia

E-8 2312A>G GAC>GGC D771G Skisofreenia

E-8 2314C>T CGC>TGC R772C Skisofreenia

E-8 2356G>A GGC>AGC G786S Skisofreenia

E-8 2452C>T CGC>TGC R818C Skisofreenia, bipolaarne héire
E-8 2596G>A GAC>AAC D866N Skisofreenia
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Too eesmark

Kiesoleva magistritoo eesmérgiks oli sekveneerida WFS1 geeni 8. eksonit kodeeriv piirkond
skisofreenia fenotiiiibiga patsientidel ja kontrollindiviididel, et leida uusi mutatsioone ja
analliiisida wolframiini geeni poliimorfismide sagedusi ning leida nende vdimalikke seoseid

skisofreenia kujunemisega.

Antud uurimustdd on osa koostddprojektist TU Fiisioloogia Instituudi ja TU Psiihhiaatria

kliiniku vahel.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Materjal

2.1.1 DNA proovid

Patsientide (127 mittesuguluses olevat isikut) ja kontrollindiviidide (103 mittesuguluses
olevat isikut) vereproovid koguti viljadppinud meditsiinide poolt TU psiihhiaatriakliinikus.
Koikidel patsientidel oli diagnoositud skisofreenia. Diagnooside koodid vastavad Maailma
Tervishoiuorganisatsiooni (WHQO) Rahvusvahelisele Haiguse Klassifikatsioonile (ICD-10)
ning on kinnitatud ka vastavalt Vaimsete Haiguste Diagnostilise ja Statistilise Juhendi (DSM-
IV) kriteeriumitele struktureeritud diagnostilise intervjuu (Structured Clinical Interview for
DSM-1V - SCID) abil.

Patsiendid on jagatud vastavalt diagnoosidele 8 skisofreenia haigustiiiibi gruppidesse:
paranoidne, hebefreenne, katatoonne, diferentseerumata, residuaalne, lihtne, skisoafektiivne ja
skisotiilipne hdire (Tabel 3). Kdige enam esines paranoidse haigustiiiibiga patsiente (n=88).
Uurimistoosse kaasatud patsientide keskmine esmasepisoodi vanus jdi 15 ja 27 eluaasta
vahele (Tabel 3). Kontrollgrupi sooline ja ealine jaotuvus on toodud tabelis 4, kus naiste
osakaal oli meeste osakaalust poole suurem ning indiviidide keskmine vanus oli 34 eluaastat.
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Tabel 3. Uuringus kasutatud patsientide ealine ja sooline jaotuvus ning haigustiiiibid.

Indiviidide arv Vanus
Haiguse tiiiip Mehed | Naised | Kokku | Vanusepiirid Keskmine Esmas-episoodi
vanus keskmine vanus
Paranoidne 41 47 88 23-74 52,9 26
Hebefreenne 4 6 10 41-58 49,5 19
Katatoonne 4 5 9 29-68 51,2 20,7
Diferentseerumata 1 0 1 30 30 15
Residuaalne 2 0 2 65-70 67,5 23,5
Lihtne 2 4 6 27-70 47,3 18
Skisoafektiivne 5 5 10 29-71 457 27,4
Skisotiitipne 0 1 1 24 24 18

Tabel 4. Kontrollindiviidide ealine ja sooline jaotuvus.

Indiviidide arv Vanusepiirid Keskmine vanus
Mehed 36 18-63 32,4
Naised 67 18-67 35,2
Kokku 103 18-67 34,2
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2.2 Metoodika

2.2.1 Vere kogumine ja siilitamine

DNA saamiseks voeti uuritavatelt veeniverd (kaks 9-milliliitrist katsutit) EDTA-ga katsutisse.
Katsutid kodeeriti ning varustati kuupievaga ja saadeti laborisse edasiseks uurimiseks. DNA
eraldati tdisverest standardsel soolapuhvritega eraldamise teel (Lahiri, jt., 1991) ning séilitatati
TE (Tris-EDTA) lahuses. Eraldatud DNA-d hoiti kuni analiitisimiseni -80°C juures. DNA
kvaliteeti ja puhtust kontrolliti NanoDrop ND-1000 spektrofotomeetriga.

2.2.2 Alleelspetsiifiline PCR

Pérast tdisverest eraldamist amplifitseeriti DNA proovid poliimeraasi ahelreaktsiooni
(polymerase chain reaction - PCR) meetodiga. Iga indiviidi geenilt amplifitseeriti 8. eksonit
kodeeriv piirkond. Uuritava DNA jaoks kasutatud praimerid on toodud tabelis 5.

Tabel 5. Poliimeraasi-ahelreaktsioonis kasutatud praimerid

Praimeri nimetus Jarjestus 5'-3'

WFS1hum8FO GTGGTCAGAGGGAGGCGTG
Alleel-spetsiifiline PCR

WFS1hum8RO GGAGTGCAGGCTCTGCTGATTC

WFS1hum8sekvFO CAGAGGGAGGCGTGAGATG

WFS1hum8sekvRO TGCAGGCTCTGCTGATTCTCAC
Sekveneerimise PCR

WFS1hum8FI CAGAGGATCTGGGTGCGC

WFS1hum8RI-3 GACAGAGCTCCTCCTCGGCCGT

PCR-i reaktsioonid viidi 1ibi 50 pl 16ppmahus. Uks reaktsioon sisaldas 28,5 ul destilleeritud
vett, 10 ul 5x Phusion GC puhvrit (Thermo Scientific), 5 ul 2mM dNTP (algkonts. 0,2 mM),
2,5 ul 1uM praimerit (algkonts. 0,05 uM) (Tabel 5), 0,5 ul Phusion DNA poliimeraasi (0,02
U/uL) (Thermo Scientific) ja 1 ul template DNA-d (100 ng/ul). Reaktsioonid viidi 14bi
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termotsiikleris (GeneAmp® PCR System 2700, Applied Biosystems) kasutades alljargnevaid

parameetreid:

PCR programm

Temperatuur (°C) Aeg Korduste arv
Algne denaturatsioon 98°C 30s
Denaturatsioon 98°C 20s
Praimerite seondumine 60°C 20's 40x
Praimerite ekstensioon 72°C 1 min
Lopp-ekstensioon 72°C 5 min
5°C hoia

Produktid lahutati  1%-lises 3,5 ul etiidiumbromiidi sisaldanud agaroosgeelis
geelelektroforeesil 0,5 x TBE puhvris (0,045 M Trisboraat; 0,001 M EDTA).
Visualiseerimiseks kasutati 6x laadimispuhvrit (6x Loading Dye; Fermentas) ning

pikkusmarkeriks oli Eco130l, 16 (Fermentas).

2.2.3 Produktide puhastamine

PCR-i produktid puhastati GeneJET PCR Purification Kit (Fermentas) abil. Puhastamise
eesmdrgiks on eemaldada produktidest praimerid, dNTPd, ensiiimid ja muud

reaktsiooniosakesed. Puhastamine viidi 1dbi alljargnevalt:

e Esmalt lisati PCR produktidele 48 pl sidumispuhvrit (1:1 tuubis olnud produkti
mahuga), mis denatureerib valgud ning aitab jargmises etapis DNA-I seonduda filtri
membraani kiilge. Segati korralikult vorteksil.

e Jargnevalt viidi lahus tootja poolt lisatud tuubi, mis sisaldas filtrit. Proove
tsentrifuugiti 1 min tdispooretel (14 000 podret minutis). Filtrist 1dbi voolanud vedelik

visati ara.
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e Proovidele lisati 700 pl pesupuhvrit, et pesta vilja jadgid. Tsentrifuugiti 1 min
taispdoretel ning visati 1dbi voolanud vedelik &ra. Tiihja tuubi tsentrifuugiti veel 1 min
taispooretel.

e GenelET tuubidest tdsteti filtrid imber puhastesse 1,5-ml tuubidesse ning lisati 30 pl
elueerimispuhvrit. Tsentrifuugiti 1 min tdispooretel.

e Ldpetuseks lasti 1dbi voolanud 30 pl elueerimispuhvrit teistkordselt samast filtrist 14bi,
et kdik DNA filtri kiiljest kdtte saada. Tuubi tsentrifuugiti veel 1 min tiispooretel.

e Puhastatud DNA sdilitati -20°C juures.

2.2.4 DNA puhtuse ja kvaliteedi analiiis

Puhastatud produktide kontsentratsioon méairati NanoDrop ND-1000 spektrofotomeetriga.
Spektrofotomeetri t66pdhimdte seisneb vajalikus spektri osas valguse neeldumise mddtmises
ainetest ldbiminekul. Saadud tulemus véljendub OD véirtustena. Kontsentratsiooni jérgi
arvutati DNA ja vee kogus sekveneerimise PCR-I. Puhta DNA oodatud kontsentratsioon pidi
jddama vahemikku 30-50 ng/ul, mille korral lisati PCR reaktsiooni 1 ul DNA-d. Lubatud olid
ka kontsentratsioonid, mis on suuremad kui 50 ng/ul, kuna suurema kontsentratsiooniga

tulemused oli samuti hilisemal analiitisil arvutiprogrammis loetavad.

2.2.5 Sekveneerimise PCR

Jargnevalt tehti proovidele sekveneerimise PCR, kus iiks reaktsioon sisaldas 30-50 ng DNA
kontsentratsiooni korral 1 ul DNA-d, 6,14 pl destilleeritud vett, 2 pl 5x lahjenduspuhvrit
(BigDye® Terminator v1.1, v3.1 5x Sequencing Buffer) (Applied Biosystems), 0,16 ul 10
uM praimerit (Tabel 5), 0,7 ul Terminator Ready Reaction mix (BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing) (Applied Biosystems). Reaktsiooni kogumahuks oli 10 ul. Reaktsioonid
viidi 1dbi termotsiikleris (GeneAmp® PCR System 2700, Applied Biosystems) kasutades

alljargnevaid parameetreid:
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PCR programm

Temperatuur (°C) Aeg Korduste arv
Algne denaturatsioon 95°C 1 min
Denaturatsioon 95°C 15s
Praimerite seondumine 52°C 10s 30x
Praimerite ekstensioon 60°C 1 min
4°C hoia

2.2.6 Sadestamine

Sekveneerimise PCR-i jéargselt proovid sadestati. Kdigepealt médrati kindlaks kas ja kui palju
oli lahuse kogus reaktsiooni kédigus vihenenud. Seejdrel viidi vihenenud lahuse maht veega

tagasi 10 pl-ni. Sadestamine viidi labi alljargnevalt:

e Proovidele lisati 2 pl sadestamissegu (1,5 M NaOAc/Dextran) ja 30 ul -20°C 96%-list
piiritust, segati tugevalt vortexil ning hoiti 10 minutit -20 °C juures.

e Jargnevalt tsentrifuugiti proove 10 minutit maksimaalsetel pooretel (14 000 podret
minutis) ning eemaldati supernatant veejoa-vaakumpumba abil.

e Lisati 200 pul 70 %-list -20 °C piiritust, tsentrifuugiti 5 minutit maksimaalsetel pooretel
ning eemaldati supernatant veejoa-vaakumpumba abil.

e Lisati 200 pul 70 %-list -20 °C piiritust, tsentrifuugiti 5 minutit maksimaalsetel pooretel
ning eemaldati supernatant veejoa-vaakumpumba abil.

e Proove kuivatati 10 minutit toatemperatuuril voi 37°C juures 5 minutit. DNA vdeti
tiles 10 pl formamiidis ning tehti korralik vorteks.

e Proove sdilitati kuni sekvenaatorisse minemiseni -20 °C juures.

Jarjestuse médramine teostati Eesti Biokeskuse DNA Genotiipeerimise ja Sekveneerimise
tuumiklaboris, kasutades Applied Biosystems 3730 xI DNA Analyzer masinat. Saadud DNA
jérjestuste analiiisimiseks kasutati arvutiprogrammi ChromasPro Version 1.5 (Technelysium
Pty Ltd).

27




2.3 Andmete statistiline analiitis

Kéesolevas to0s kasutati sekveneerimise tulemusel saadud poliimorfismide statistiliseks
analliiisiks arvutiprogrammi Haploview (Version 4.2) (Barrett, jt., 2005). Antud programmiga
arvutati alleeli- ja haplotiilibisagedused patsientidel ja kontrollindiviididel. Samuti kontrolliti
iga arvesse voetud iihenukleotiidse poliimorfismiga (single nucleotide polymorphism — SNP)

lookuse genotiiiipide jaotuvuse vastavust Hardy-Weinbergi tasakaalule.

Alleelisageduse arvutusele patsientide ja kontrollide rithmas iga SNP-i 16ikes jérgnes saadud
erinevuste hindamine assotsiatsioonianaliiiisis. Alleelse jaotuvuse erinevuse médramiseks

kasutati y? testi ning tulemuste statistilist olulisust hinnati p-viirtusega.

Statistilisel analiilisil saadud tulemuste interpretatsioon sdltub olulisustdendosusest ehk p-
védrtusest (significance probability), mis kirjeldab tdendosust, et tulemused on saadud
juhuslikult. P-vaartuse leidmiseks kasutatatakse tildiselt olulisusnivoo (significance level)
taset, kus 0=0,05. Antud t60s loetakse samuti kdik p-vadrtused, mis on vordsed voi jadvad
alla 0,05 statistliselt oluliseks tulemuseks. Siinkohal on oluline lisada, et komplekshaiguste

puhul nagu skisofreenia on peetud antud taset liiga pehmeks kriteeriumiks.

Enne haplotiilibianaliiiisi viidi 14bi SNP-de omavahelise aheldatuse analiiiis LD (linkage
disequilibrium). LD-d hinnati kdigi polimorfismide paaride vahel mdlemas uuringugrupis.
Aheldatuse hindamiseks kasutati log-lineaarset mudelit ning selle viljendamiseks D’ védrtust,
mis on vastavalt alleelisagedustele standardiseeritud LD koefitsent D. D’ viértus hindab kahe
lookuse vahelise juhusliku assotsiatsiooni hélvet (Lewontin, 1988). Kui D’ on vdrdne iihega,

siis ei ole rekombinatsiooni toimunud.

Kéesolevas t60s klassifitseeriti LD analiiiisi tulemused jargmiselt:

D’>0,9 kaks poliimorfismi on téielikult aheldunud

D’=0,8 — 0,9 poliimorfismid on aheldunud

LD analiiiis aitas leida geenisiseseid aheldunud piirkondi, et viia 1dbi edasine

haplotiiiibianaliilis. Haplotiilibianaliilis viidi samuti 1dbi arvutiprogrammiga Haploview
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(Versioon 4.2), kus vaadeldi levinumate haplotiiiipide sageduste erinevusi patsientidel ja
kontrollindiviididel. Haplotiiiibiefekti statistilist olulisust hinnati X p-vdirtusega ja loeti

oluliseks, kui p-véartus oli vdiksem voi vordne 0,05.
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3. TULEMUSED JA ARUTELU

3.1 Tulemused

Kiesoleva magistritoo raames sekveneeriti WFS1 geeni 8. ekson 230 indiviidil, kellest 127
olid TU psiihhiaatriakliinikus diagnoositud skisofreenikud ning 103 olid terved indiviidid.

T66s uuriti 1ahemalt 44 wolframiini geeni iihenukleotiidset poliimorfismi.

Algselt kaasati uurimistoosse 44-s lookuses esinenud SNP-i, millest enamus esinesid nii
patsientidel kui ka tervetel indiviididel. Hilisemal analiiiisil selgus, et iiheteiskiimne lookuse
puhul ei saadud piisavalt informatiivseid andmeid, et lugeda saadud tulemusi
usaldusvédrseteks. Seega uuriti edasise t60 kdigus wolframiini geenis 33 lihenukleotiidset
poliimorfismi. Seetottu voisid ka antud t66s algselt késitletud 44-st poliimorfismist vélja

jadnud 11 SNP-i esineda vaid mdnel iiksikul indiviidil.

3.1.1 Assotsiatsioonianaliiiis

33 ihenukleotiidse poliimorfismiga osas viidi 1dbi statistiline analiilis kasutades
arvutiprogrammi Haploview (Versioon 4.2). Nimetatud programm voimaldab teha erinevaid

populatsioonigeneetilisi uuringuid.

Esmalt uuriti lookuste genotiilipse jaotuvuse vastavust Hardy-Weinbergi (HW) tasakaalule.
Selleks arvutati HW p-viartus Haploview programmiga. HW tasakaalu vastavust uuriti ainult
kontrollrithma indiviididel, kuna patsientide hulgas vdibki HW tasakaal olla nihkunud.
Analiiiisi tulemusel leiti, et 32 SNP-i vastasid HW tasakaalule ning iikks SNP 1938 T/C rs-
koodiga rs1046317 ei vastanud HW tasakaalule (p<0,05). Seega jdeti antud poliimorfism

edasistest uuringutest vilja.

Jargnevalt uuriti alleelide jaotuvust patsientide ja kontrollrithma indiviidide vahel. Patsientide
ja kontrollriithma vordluses langesid alleelide sagedused enamjaolt kokku ning 31
polimorfismi  puhul ei tuvastatud statistiliselt olulisi  tulemusi (Tabel 6).

Assostiatsioonianaliiiisil leiti iiks SNP 2027 C/T, mille puhul saadi statistiliselt oluline
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tulemus p=0,0093. Tegemist on geeni mittekodeerivas alas asuva poliimorfismiga, mis esines

ainult patsientidel. Siinkohal tuleb kindlasti 1&bi viia kordusanaliilise, et kontrollida leitud

SNP-i statistiliselt olulise tulemuse usaldusvdirsust, kuna tegemist voib olla ka juhusliku

korvalekaldega.

Tabel 6. Alleelisagedused ja p-vaartused patsientidel ja kontrollindiviididel. Poolpaksult on

vélja toodud statistiliselt olulise SNP-i andmed.

SNP Patsiendid Kontrollindiviidid P-vaartus
1 214 G/A 0,341/0,659 0,357/0.643 0.7364
2 241 CIT 0,955/0,045 0,972/0.028 0.3753
4 294 T/C 1,000/0,000 0.994/0,006 0.2392
5 402 C/T 0,410/0,590 0,460/0.540 0.3035
6 498 G/A 0,996/0,004 1,000/0.000 0.3925
8 530 C/T 0,971/0,029 0.962/0,038 0.5757
9 589 G/A 0,935/0,065 0,950/0.050 0.5141
10 717 CIT 0,411/0,589 0,440/0.560 0.5381
11 893 G/A 1,000/0,000 0.995/0,005 0.247
12 946 C/T 0,959/0,041 0,973/0.027 0.427
13 1050 G/A 0,484/0,516 0,488/0.511 0.9055
17 1376 A/IG 0,984/0,016 0,990/0.010 0.5863
20 1543 G/A 0,959/0,041 0,973/0.027 0.4298
21 1549 AIT 0,988/0,012 1,000/0.000 0.1291
22 1651 G/A 0,421/0,579 0,472/0.528 0.2994
23 1675 C/T 0,996/0,004 0.9830/0,017 0.1918
24 1783 A/IG 0,383/0,617 0,431/0.569 0.3288
25 1829 G/A 0,996/0,004 0.989/0,011 0.3985
26 1836 C/T 0,996/0,004 1,000/0.000 0.3879
27 1855 G/A 0,996/0,004 1,000/0.000 0.3934
29 1981 G/A 0,936/0,064 0,947/0.053 0.6545
30 1982 C/T 0,335/0,665 0,359/0.641 0.6146
31 2024 C/T 0,992/0,008 0.983/0,017 0.4162
32 2027 CIT 0,962/0,038 1,000/0.000 0.0093
33 2040 G/A 0,415/0,585 0,429/0.571 0.7756
35 2150 G/A 0,920/0,080 0,944/0.056 0.3486
36 2171 AIG 0,954/0,046 0,966/0.034 0.5237
37 2172 G/C 0,996/0,004 1,000/0.000 0.3846
39 2242 TIG 0,996/0,004 1,000/0.000 0.3827
42 2459 C/G 0,943/0,057 0.922/0,078 0.3881
43 2500 G/C 0,414/0,586 0,469/0.531 0.248
44 2579 C/T 0,410/0,590 0.459/0.541 0.3044
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3.1.2 LD-analiiiis

Ahelduse tasakaalustamatus (LD) on kahe (v0i enama) genoomse lookuse kas alleelne voi
genotliipne mittejuhuslik, reeglipdrane assotsiatsioon. LD-saared esinevad genoomis
ebaiihtlaselt ning sisaldavad haplotiiiibiblokke. Blokkide suurus on varieeruv sdltudes néiteks
konkreetse uuringugrupi suurusest. Antud uurimustods viidi 1dbi LD-analiilis, et méérata

aheldusastet 32 iihenukleotiidseid poliimorfisme sisaldavate lookuste vahel.

Analiiiisi tulemusel tuvastati patsientide ja tervete indiviidide ithendgrupis peaaegu tdieliku
aheldatuse esinemine iiheteistkiimnel lookusel 32-st uuritavast. Esiteks leiti peaaegu tdielik
aheldatus SNP-de rs1801212 ja rs1801206 vahel, kus D’ vairtus oli 0,9. Teiseks tuvastati
peaaegu téielik aheldatus SNP-de rs1801214, rs734312, rs1046314, rs1046316 vahel, kus D’
védrtus jdi vahemikku 0,97-0,99. Sama tulemus saadi ka SNP-de rs1046319 ja rs1046320
korral (D’=0,96) ning SNP-de rs12508118, rs9457 ja rs3200 puhul. Seega jaotusid tiksteist
omavahelist aheldatust ndidanud lookused nelja haplotiiiibi blokki. Kdige pikem vahemaa

kahe aheldunud lookuse vahel oli 1 Kb (Joonis 3).
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Joonis 3. T66s uuritud SNP-de vaheline aheldatus. LD mustri leidmiseks ja haplotiiiibi blokkide visualiseerimiseks kasutati arvutiprogrammi Haploview. Joonisel on

aheldunud D’ véirtused ndidatud punase virviga, mis on korrutatud sajaga. Haplotiiiibiblokid on timbritsetud poolpaksu musta joonega ning sulgudes on toodud darmiste
SNP-de vahelised kaugused tihes blokis.
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3.1.3 Haplotiiiibianaliiiis

LD-analiilis oli vaheetapiks enne haplotiiiibianaliiiisi, et leida peaaegu téielikult aheldunud
lookused. Haplotiilibianaliiis viidi 1dbi arvutiprogrammiga Haploview (Versioon 4.2).
Haplotiitibianaliitisist jdeti vélja koik iilejdédnud poliimorfismid, mis ei nédidanud
lookustevahelist aheldatust. Samuti jéeti vélja eelnevalt assotsiatsioonianaliiiisis statistiliselt
olulisuse tulemuse andnud SNP rs56067149, kuna antud lookuse D’ véirtus oli 0,4 ning
saadud tulemuse pohjal ei saa usaldusvéirselt véita, et tegemist oli aheldatusega. Lahtudes
LD-analiilisi tulemustest tuvastati patsientide ja tervete indiviidide tihendrithmas kolme
enamlevinud haplotiiiibi esinemissagedused esimeses haplotiiiibi blokis — AT, GC, AC, mis

kokku moodustasid 99,8% koigist vaadeldud haplotiitipidest (Tabel 7).

Tabel 7. Haplotiitibiblokk 1 koos enamlevinud haplotiiiipide esinemissageduste ja p-

vadrtustega.
Haplotiiiibi Blokk 1 Haplotiiiibi-
) P-véirtus
nimetus rs1801212 rs1801206 sagedus(%)
HT1 A T 56,4 0.3046
HT2 G C 34,6 0.8255
HT3 A C 8,8 0.218

Teises blokis leiti lausa nelja SNP-i vaheline aheldatus, kus nelja enamlevinud haplotiiiibi —
TAAG, CGGA, TGAG, CGGG esinemissagedused moodustasid 99,1 % koigist vaadeldud

haplotiitipidest.

Tabel 8. Haplotiiiibiblokk 2 koos enamlevinud haplotiiiipide esinemissageduste ja p-

(Tabel 8.)

vaartustega.
Haplotiiiibi Bl Haplotiiibi- | P-
nimetus rs1801214 | rs734312 | rs1046314 | rs1046316 | sagedus (%) | vaartus
HT1 T A A G 51,1 0.7883
HT2 C G G A 38,5 0.5741
HT3 T G A G 5,3 0.1854
HT4 C G G G 4,2 0.886




Jargnevalt tuvastati kolmandas haplotiiiibiblokis kolme enamlevinud haplotiiiibi — TA, CG,
TG esinemissagedused, mis moodustasid 99,2 % kdigist vaadeldud haplotiitipidest. (Tabel 9.)
Sarnaselt teisele blokile, leiti ka viimases ehk neljandas haplotiiiibi blokis nelja enamlevinud
haplotiiiibi esinemissagedused — CCT, CGC, GGC, CGT, mis moodustasid koikidest
vaadeldud haplotiitipidest 99,5% (Tabel 10).

Tabel 9. Haplotiiiibiblokk 3 koos enamlevinud haplotiiipide esinemissageduste ja p-

vadrtustega.
Haplotiitibi Blokk 3 Haplotiiiibi-
) P-véirtus
nimetus rs1046319 rs1046320 sagedus (%)
HT1 T A 57 0.5047
HT2 C G 33,5 0.9567
HT3 T G 8,7 0.6438

Tabel 10. Haplotiiiibiblokk 4 koos enamlevinud haplotiiiipide esinemissageduste ja p-

vadrtustega.
Haplotiiiibi Blokk 4 Haplotiiiibi-
i P-vairtus
nimetus rs12508118 rs9457 rs3200 sagedus (%)
HT1 C C T 55,7 0.1709
HT2 C G C 36 0.6986
HT3 G G C 6,7 0.3869
HT4 C G T 1,1 0.1069

Haplotiitibianaliitisi tulemusel selgus, et koikide uuritud lookuste haplotiilibisagedused
patsientidel ja tervetel indiviididel ei erinenud sedavord, et pidada tulemusi statistliselt
oluliseks. Haplotiiiibiefekti hinnati X p-vairtusega, mis iileval toodud tabelites viljendub

oluliselt suuremana kui 0,05 (p>0,05).

Kéesolevas uurimustdos tuvastati ka iiks uus iihenukleotiidne poliimorfism 294 T/C, mis
esines ainult tervetel indiviididel. Leitud mutatsioon asub geeni kodeerivas alas, kus
aminohape valiin asendub alaniiniga. Uus poliimorfism vastas HW tasakaalule, kuid

assotsiatsioonianaliiiisil ei andnud statistiliselt olulist tulemust. Samuti ei tuvastatud ka LD-
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analiiiisil aheldatust teiste uuritud lookustega. Uue SNP-i1 usaldusvédrsuse kinnitamiseks ja

statistliselt olulise tulemuse saamiseks on vaja teha tdiendavaid kordusanaliiiise.

3.2 Arutelu

Magistritod eesmérgiks oli vaadelda ldhemalt WFS1 geenis esinevate poliimorfismide
voimalikke seoseid skisofreenia tekkega. T60s uuriti tdpsemalt 32-s lookuses esinevat SNP-i,
mille puhul ei ole eelnevalt uuritud seoseid skisofreeniaga. Kiill aga on neid poliimorfisme

uuritud seoses teiste vaimsete haigustega.

Skisofreenia on psiiiihikahdire, millele on omased héired tajumises, motlemises, tundeelus ja
tahteelus. Seoses haiguse korge geneetilise pdritavuse tdttu (kuni 80%) on skisofreeniat
viimase kiimnendi jooksul ulatuslikult uuritud. Ténaseks on teada, et haigus on viga
poliigeenne ning véga erinevate geneetiliste variatsioonidega. Tanu DNA-tehnoloogia kiirele
arengule on haigust uuritud erinevate analiitiside kaudu, kuid siiani on kdige enam statistiliselt
olulisi tulemusi andnud GWAS- ja CNV-metoodikatega labi viidud uuringud. Teised
geneetilised uuringud ei ole olnud tulemuslikud tdenioliselt vdikese valimi tdttu. GWAS
metoodikas saab uurida vdga mitmeid erinevaid poliimorfisme iile genoomi ja seega on ka

suurem voimalus leida olulisi tulemusi kiiremini.

Tegemist on komplekshaigusega, mis tdhendab, et skisofreenia teket voivad modjutada nii
geneetilised kui ka keskkonnast tingitud tegurid. Seega on oluline meeles pidada, et
uuringusse kaasatud tiksikud geneetilised markerid ei pruugi fenotiilibile olulist mdju
avaldada. Kiill aga on vdimalus geneetilistele interaktsioonidele, mille puhul vdivad mitme
erineva poliimorfismi interaktsioon fenotiiiibile olulist moju avaldada. Komplekshaiguse
puhul tuleb kindlasti arvestada ka geen-keskkond interaktsioonidega, mis tdhendab, et
uuringusse kaasatud patsientidel tuleks uurida ka voimalikke skisofreeniat esile kutsuvaid
keskkonnategureid ja nende voimalikke seoseid genoomis leiduvate poliimorfismidega. Seega
vOib esineda vdimalus, et indiviid on tdiesti terve, kuigi tema geneetika soodustab
skisofreenia teket. Sel juhul vdivad méngida olulist rolli keskkonnast tingitud tegurid, mis ei

soodusta haiguse teket.
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Ténaseks on WFS1 geenis identifitseeritud ligi 150 DNA jérjestuses esinevat SNP-i, kuid
siiski suur osa neist on viga haruldased ning leitud vaid mdnes iiksikus populatsioonis. Antud
to0s voeti ldhema uurimise alla WFS1 geeni 8. eksoni voimalikud seosed skisofreenia
tekkega, kuna varasemalt on tdheldatud geenmutatsiooni kandjatel korgenenud riski
haigestuda psiihhiaatrilistesse haigustesse. WFS1 geeni on suhteliselt palju uuritud, kuid selle
seoseid konkreetselt skisofreeniaga siiski vihe. Torres ja toogrupp leidsid 2001. aastal oma
uuringus mitu uut polimorfismi, kuid kdikide antud mutatsioonide statistiline olulisus ei
olnud piisavalt korge, et neid tulemusi lugeda usaldusvéirseks. Pohjus vois olla néiteks
uuringus kasutatud viikses valimis voOi juhuslikult vidikese arvu oluliste poliimorfismide
esinemises antud populatsioonis. Vihestest uuringutest ja ebausaldusvairsetest tulemustest
hoolimata arvatakse, et psiihhiaatriliste haiguste scos WFS1 geeniga on olemas, mistottu viidi

14bi ka kédesolev uurimustoo.

Uuringugrupis kasutatud kontrollindiviidid ja patsiendid valiti teadlikult véimalikult suure
vanuse vahemikuga, kuna haigete puhul esinevad skisofreenia esmasepisoodid enamjaolt
varajases tdiskasvanu eas ja iile 50 % patsientidest kogevad haigusepisoode terve elu viltel.
Seega oli oluline, et mdlema uuringugrupi vanuste vahemik oleks sarnane. Kontrollrithma
indiviidide hulgas oli naisi rohkem kui mehi (vastavalt 67 ja 36). Patsientide iildhulgas nii
suurt meeste ja naiste hulga vahet ei olnud ning samuti oli kdikide haigustiitipide gruppides

meeste ja naiste suhe enamjaolt sarnane.

Assotsiatsioonianaliiiisi tulemusel leiti, et 32 lookuse genotiilipne jaotuvus vastas HW
tasakaalule, kus p?+ 2pq + g° = 1 (p ja g on antud lookuse alleelisagedused populatsioonis).
Seega on alust jéareldada, et uuringus kasutatud populatsioonis puudub valik ning on toimunud

juhuslik ristumine.

Edasisel analiiiisil leiti ihe SNP-i puhul statistiliselt oluline erinevus alleelisageduste vahel,
kus p=0,0093, kuid iilejadnud 31 poliimorfismi puhul rohkem statistiliselt olulisi erinevusi ei
leitud. Tulemuseks saadud statistiliselt ebaoluliste tulemuste pohjuseid voib olla mitmeid.
Esiteks on iiks enam levinud iildaksepteeritud probleeme tiiiip I ehk vale-positiivne viga, mille
korral statistiline olulisus fenotiiiibi ja poliimorfismi vahel tuleneb kontrollide ja patsientide
juhuslikust valikust. Selle probleemi tekkimise voimalus tdouseb, kui kasutatakse viikest
patsientide ja kontrollindiviidide hulka. Teiseks voib esineda vastupidine efekt ehk tiiiip 11

viga (vale-negatiivne) viga, kus uurimustdo tulemuste digsus soltub samuti valimi suurusest,
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kuid ka asetatud olulisuse nivoost a. Olulist rolli v4ib eriti komplekshaiguste puhul mingida
ka heterogeensus, kus paranduv fenotiilip voib olla pdhjustatud erinevatest omavahel
interakteeruvatest keskkonna ja geneetilistest teguritest, mistottu likski testitud poliimorfism
ei ole piisavalt haigusega seotud. Antud t60s saadud statistiliselt olulisi ja mitteolulisi
tulemusi voisid mojutada koik eelnevalt ette loetud pohjused. Seega ei saa saadud tulemuste

pohjal usalduvéirselt viita, et uuritud poliimorfismid mdjutavad skisofreenia teket.

Haplotiiiibianaliiiis koosnes uurimust60s kahest etapist, kus koigepealt viidi 1dbi
lookuspaaridevaheline LD analiiis ning seejarel aheldatust nédidanud lookustega
haplotiiiibianaliiiis. LD analiiiisi null-hiipoteesiks Hp voeti, et iiks lookus on sdltumatu teisest
lookusest ning haplotiilibianaliiiisi null-hiipoteesiks Hy oli, et {ihe lookuse haplotiilibid on

soltumatud teiste lookuste haplotiitipidest.

Uuritud 32-st lookusest andsid LD analiiiisil peaaegu tdieliku aheldatuse iiksteist lookust
(D’>0,9), kuid paraku ei andnud iikski neist haplotiitibist statistiliselt olulist efekti haiguse
fenotiiiibile. Siinkohal voib samuti pShjuseks olla vdike valim vdi kindla poliimorfismi véike
esinemissagedus populatsioonis. Seega ei ndita saadud andmed tegelikult WFS1 geeni 8.

eksonist vilja valitud SNP-d usaldusvéirset osalemist skisofreenia tekkes.

T60s avastati ka iiks uus poliimorfism, mis vastas HW tasakaalule, kuid statistiliselt oluliste
tulemuste puudumisel jdi edasistes analiiiisides tdhelepanuta. Leitud uus SNP esines t60s
kasutatud populatsioonis ainult tervetel indiviididel. Statistiliselt ebaoluliste tulemuste
saamine vOib antud juhul olla tingitud véikesest patsientide ja kontrollindiviidide arvust.
Samuti voib olla pdhjuseks ka t60s kasitletud populatsioonis antud mutatsiooni juhuslikult
véike esinemissagedus. Seega tuleb uue poliimorfismi usaldusvédrsuse kinnitamiseks ja

statistliselt olulise tulemuse saamiseks teha tdiendavaid kordusanaliitise.

Kuna magistritdd raames ei leitud vdga palju statistiliselt olulisi tulemusi, siis on alust arvata,
et sekveneerimisel ilmnenud poliimorfismid ei oma seoseid skisofreenia tekkega. Samal ajal
tuleb nentida, et to0s kasutati suhteliselt viikest arvu poliimorfisme. Kuna WFSI1
geenmutatsiooni kandjate sagedus sattuda haiglasse just psiihhiaatriliste haiguste tottu on
tanasel péeval ikka véga suur, siiS on vajalik jargnevate uuringute 14dbi viimine seoses WFS1

geeni teiste erinevate poliimorfismide ja skisofreeniaga.
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Kokkuvote

Kéesoleva magistritod kirjanduse {iilevaates késitletakse ldhemalt skisofreeniat, selle
peamiseid stiimptomeid ja haigustiilipe ning antakse lihililevaade varem skisofreeniaga
labiviidud geneetilistest uuringutest. Samuti radgitakse tdpsemalt Wolframi siindroomist,
WEFS1 geenist ja geeni poolt ekspresseeritavast wolframiini valgust. Vilja on toodud ka siiani
tuvastatud wolframiini valgu funktsioonid ning eelnevad WFS1 geeni uuringud seoses
skisofreeniaga.

T66 praktilises osas sekveneeriti WES1 geeni 8. eksonit kodeeriv osa 230-I indiviidil, kellest
127 olid skisofreenia diagnoosiga patsiendid ja 103 kontrollindiviidid. WFS1 geeni 8.
eksonist valiti l1dhema vaatluse alla 33 lookust. Eesmérgiks oli leida uusi mutatsioone ja nende
voimalikke seoseid skisofreenia tekkega seostatud wolframiini geeni poliimorfismide ja
skisofreenia kujunemise vahel. Koigepealt teostati mdlemale uuringugrupile
assotsiatsioonianaliilis, sellele jiargnes vaheetapina LD analiiiis 32 poliimorfismiga ning

16puks viidi 14bi ka haplotiiiibianaliiiis iiheteistkiimne SNP-ga.

Assotsiatsioonianaliiiisil kontrolliti esmalt koikide lookuste genotiiiipse jaotuvuse vastavust
Hardy-Weinbergi tasakaalule, kus vaid iiks lookus tasakaalule ei vastanud. Jargnevalt
teostatud alleelide esinemissageduste vordlemisel patsientide ja kontrollindiviidide vahel leiti
ithe poliimorfismi 2027 C/T puhul statistiliselt oluline tulemus (p=0,0093).
Assotsiatsioonianaliiiisil vorreldi ka minoorse alleeli esinemissagedust, kuid kahe
uuringugrupi vahelised sagedused olid enamasti kokkulangevad ning statistiliselt olulisi
tulemusi ei saadud. LD analiiiisil tuvastati 11 peaaegu tdielikult aheldunud (D’>0,9) lookust
neljas haplotiilibi blokis, kus kahe lookuse suurimaks vahemaaks oli 1 Kb. Jiargnevalt 14bi
viidud haplotiiiibianaliitisil leiti erinevaid huvipakkuvaid haplotiilipe, kuid t66s késitletud

valimi suuruse juures statistiliselt olulisi haplotiiiibiefekte ei suudetud néidata.
Magistritod raames saadud tulemuste usaldusvidrsuse kontrollimiseks ning rohkemate

statistiliselt oluliste tulemuste saamiseks tuleb kindlasti 1dbi viia tdiendavaid kordusanaliiiise

suurematel uuringugruppidel ning voimaluse korral ka erinevates populatsioonides.
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Research of WFS1 gene and schizophrenia

Sirli Heinsoo

Summary

In the overview of literature of the Master’s thesis the author has looked into schizophrenia,
its premier symptoms and different types of the disease, also a short-overview of genetic
researches, which have been made earlier with schizophrenia have been given. Likewise,
Wolfram syndrome, WFS1 gene and wolframin protein expressed by gene was handled more
closely. Author of the Master’s thesis has brought forth functions of wolframin protein, which

have identified so far and previous researches of gene WFS1 in relation to schizophrenia.

In practical part of the Master’s thesis, the part which codes the eighth exon of gene WFS1
was sequenced on 230 individuals, from whom 127 were patients diagnosed with
schizophrenia and 103 were controls. From the eighth exon of the gene WFS1 33 locuses
were chosen for closer observation. The aim was to find new mutations and their possible
connections between development of schizophrenia and polymorphisms of WFS1 gene, which
has been associated with genesis of schizophrenia. At first, association analysis was made on
both research groups, this was followed by LDanalysis with 32 polymorphisms as middle

phase and haplotype analysis with 11 SNP was carried out at the final phase.

On association analysis, firstly conformity of the locuses division of genotype to Hardy-
Weinberg equilibrium was controlled — only one locus was not conforming to the equilibrium.
In subsequently accomplished comparing of allele frequency between patients and controls
statistically important result (p=0,0093) was found in case of one polymorphism 2027 C/T.
On LDanalysis 11 almost completely linkaged (D>0,9) locuses on four blocks of haplotype,
where longest distance between two locuses was 1 Kb were identified. In haplotype analysis,
which was carried out subsequently, were found different interesting haplotypes, but
statistically significant effects of haplotype were not able to show because of size of the

sample handled in the Master’s thesis.

To control reliability of the results and to get more statistically important results, it is
necessary to carry out supplementary re-analyses on bigger research groups and if possible in
different populations.
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Tanuavaldused

Suurepérase abi, heade nduannete ja toetuse eest kdesoleva t66 valmimisel soovin tdnada oma
juhendajat Kati Koido’t ja Maarja Sadama’t. Samuti tdnan suure abi eest Kétlin Taimsaar’t ja
Aneth Tuurmaa’d. Suur tdnu kdigile tilejadnud Sppetooli inimestele, perele ja sOpradele, kes

aitasid kaasa, toetasid ja uskusid minusse.
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