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Sissejuhatus

Meeleolu- ja édrevushdirete ndol on tegemist komplekshaigustega, mis lisaks
tagajargedele individuaalsele elukvaliteedile, toovad kaasa raskusi ka patsiendi
lahedastele ning on olulisteks toovoimetuse pdhjustajateks. Vaatamata sagedasest
esinemisest tingitud intensiivsele uurimistéole on nende hiirete tekkemehhanismid
10puni vélja selgitamata. Seni on pohiliselt uuritud muutusi monoamiinidest
neurotransmitterite funktsioneerimises, kuid tegemist on vaid osaga tervikust. Samas
viitab jérjest suurenev andmete hulk loomuliku immuunsiisteemi, eriti pdletikuvastuse,
osalusele depressiooni viljakujunemises. Arevushiirete puhul on vastavaid tdendeid
vihem, kuid tdnu korgele komorbiidsusele meeleoluhdiretega, on ka selles osas
voimalik jagatud bioloogiliste tekkemehhanismide olemasolu.

Interleukiin-10 (IL-10) ja selle hiljuti avastatud paraloogid interleukiin-19 (IL-19),
interleukiin-20 (IL-20) ja interleukiin-24 (IL-24) osalevad kdik pdletikuliste protsesside
regulatsioonis. Uhtlasi on tuvastatud nende olulisus pdletikuliste haiguste
patofiisioloogias. Sellest 1dhtuvalt oli antud uurimust6d eesmérgiks kindlaks méérata
seosed mainitud tsiitokiinide geenide poliimorfismide ning meeleolu- ja drevushdirete
vahel. Lébi viidi juht-kontroll assotsiatsiooniuuring Eesti populatsioonis ning lisaks
analtiiisidele liksikute poliimorfismide 18ikes, teostati ka nendevaheline aheldusanaliitis
ja assotsiatsioonianaliiiis saadud haplotiilipidega.

Kiesolev magistritéd on valminud TU Arstiteaduskonna Fiisioloogia Instituudis

koostdos TU Psiihhiaatriakliinikuga.



1. Kirjanduse tlevaade

1.1 Meeleolu- ja arevushaired

Meeleolu- ja é&revushdired on psiihhiaatrilised haigused, mille tottu kannatab
mérkimisvddrne osa inimkonnast. Depressiooni, kui levinuima meeleoluhdire
eluaegseks prevalentsuseks hinnatakse 2-19% (Lesch, 2004). Kdige sagedasemaks
arevushdireks on paanikahdire, umbes 1-3% populatsioonist (Weissman et al., 1997).
Madlemaid esineb naistel umbes kaks korda sagedamini kui meestel (Moldin et al.,
1991; Kessler et al., 1994).

Rahvusvahelise haiguste klassifikatsiooni ICD-10 (International Statistical
Classification of Diseases and Related Health Problems) viienda peatiiki kohaselt
kuuluvad meeleoluhdirete (F30—F39) hulka maniakaalne episood ehk mania (F30),
bipolaarne meeleoluhdire (F31), depressiivne episood ehk depressioon (F32), korduv
depressiivne hédire ehk korduv depressioon ehk unipolaarne hédire (F33), piisivad
meeleoluhdired (F34), muud meeleoluhdired (F38) ja tipsustamata meeleoluhdired
(F39). Depressiooni pdhisiimptomiteks on alanenud meeleolu, huvi ja elurdomu
kadumine ning energia vdhenemine. Iseloomulik on meeleolu piisivus ja mittevastavus
tegelikule olukorrale.

Neurootiliste, stressiga seotud ja somatoformsete héirete (F40-49) hulka
kuuluvad muu hulgas foobsed &revushdired ehk foobiad (F40), mille {iheks
alakategooriaks on sotsiaalfoobia (F40.1), muud drevushéired (F41), kuhu kuuluvad
paanikahdire (F41.0) ja generaliseerunud &drevushdire (F41.1) ning obsessiiv-
kompulsiivne hédire ehk sundseisund (F42). Paanikahiire pohiliseks tunnuseks on
korduvad rasked drevushood ehk paanikahood, mis ei ole seotud kindla situatsiooni voi
muude vilistingimustega ning on seetdttu subjektile ootamatud ja prognoosimatud.
Fiitisilised stimptomid varieeruvad, tavalisemad on siidamekloppimine, valu rindkeres,
lambumistunne, norkus- ja ebareaalsustunne.

Nii meeleolu- kui ka drevushdirete korral on haiguse viljakujunemises selge
geneetiline komponent. Parilikkuse osaks hinnatakse unipolaarse depressiooni puhul
31-42% (Sullivan et al., 2000), kuid on pakutud ka kuni 70% (Levinson et al., 2003),
bipolaarse meeleoluhdire puhul 59-87% (Smoller & Finn, 2003) ja paanikahiire puhul
ligikaudu 48% (Hettema et al., 2001). Lisaks esineb korge komorbiidsus, eriti



unipolaarse depressiooni ja paanikahdire vahel (Merikangas et al., 1996), mis viitab

voimalikele jagatud mehhanismidele etioloogias (Howland & Thase, 2005).

1.2 Aju ja immuunststeemi seosed

Vaatamata tdhelepanekutele meditsiini algusaegadest alates on alles viimastel
aastakiimnetel vdimalikuks muutunud pdhjuslike seoste uurimine emotsioonide ja
fiitisiliste haiguste vahel. Seda tdnu tehnilistele arengutele molekulaar- ja
rakubioloogias, geneetikas, neuroteadustes ja aju kuvamismeetodites (Marques-Deak &
Sternberg, 2004). Termini ,,psithhoneuroimmunoloogia” siinniaastaks on 1981, mil
Robert Ader vottis selle kasutusele tdhistamaks uurimisvaldkoda, mis keskendub
interaktsioonidele kesknérvististeemi (KNS) ja immuunsiisteemi vahel ning
kéesolevaks ajaks on kogunenud suurel hulgal empiirilist informatsiooni selle
kahesuunalise kommunikatsiooni kirjeldamiseks (Marques-Deak & Sternberg, 2004).
Antud kommunikatsioonivorgustik, mille kolmandaks komponendiks vd&ib lugeda
endokriinsiisteemi, voimaldab kesknérvisiisteemil reguleerida immuunsiisteemi talitlust
neuroendokriinsel ja neuronaalsel teel ja vastupidi imuunsiisteemil signaliseerida aju

humoraalsel ja neuronaalsel teel (Marques-Deak et al., 2005).

1.2.1 Pohilised kommunikatsiooniteed

Hiipotaalamo-hiipofiisaar-adrenokortikaal-telg (HPA-telg) ja slimpaatiline nérvi-
siisteem on peamisteks stressivastuse neuroendokriinseteks ja neuronaalseteks
komponentideks (Raison et al., 2006). Neerupealiste koorest vabanev kortisool, sésist
vabanevad katehhoolamiinid ja nérvildpmetest vabanev noradrenaliin valmistavad
organismi ette metaboolseteks, fiiiisilisteks ja psiihholoogilisteks stressoriteks ning
toimivad veel kui immuunsiisteemi talitlust reguleerivad mediaatorid. Vastupidises
suunas toimivad immuunsiisteemi poolt produtseeritud keemilised signaalmolekulid
(tstitokiinid), mis vahendavad informatsiooni pdletiku- ja teiste immuunvastuste korral,
ja funktsioneerivad lisaks kui immuunsiisteemi ja neuroendokriinse siisteemi vahelised
mediaatorid (Marques-Deak & Sternberg, 2004) ning toimivad kas vereringe voi
uitndrvi kaudu (Marques-Deak et al., 2005). Sealjuures stimuleerivad perifeerias

vabanenud pdletikulised tsiitokiinid stressivastust ajus ja immuunsiisteemi



supresseerivate kortikosteroidide vabanemist. Moodustuv negatiivne tagasiside
pidurdab immuunsiisteemi tegevust kui selleks vajadus lakkab ning hédired selles
regulatsioonis mingivad rolli autoimmuun-, pdletikuliste, infektsioossete ja allergiliste

haiguste etioloogias (Webster et al., 2002).

1.2.2 Depressioon ja immuunsisteem

Piitides méératleda aju ja kditumise rolli immuunsiisteemi regulatsioonis oli
depressioon ehk unipolaarne hiire algselt suurepirane kliiniline mudel nende
interaktsioonide uurimiseks. Nimelt kaasuvad depressiooniga selged muudatused
kditumises (alanenud meeleolu, hdirunud uni) koos neuroendokriinse ja stimpaatilise
nérvislisteemi diisregulatsiooniga (Irwin & Miller, 2007). Kuivord antud psiitihika-
héirega on seotud peamiselt erinevate eluavalduste ja aktiivsuste kaotused, siis oli ehk
loomulik esialgsete uuringute keskendumine nii rakulise kui ka humoraalse
immuunsuse funktsionaalsuse vdhenemisele (Herbert & Cohen, 1993). Vaatamata
sellele on viimase 15 aasta jooksul kogunenud informatsioon viinud paradigma nihkele
ja algne tdhelepanu immunosupressioonile on jirjest asendunud arusaamaga
depressiivsetest héiretest kui aktiveerunud immuunsusega seisunditest, sealjuures eriti
loomuliku immuunsuse pdletikuvastuse hiiperaktiivsusega (Raison et al., 2006). See
muudatus pole toimunud mitte isolatsioonis, vaid kooskdlas laiema teadusliku
suundumusega, kus poletikulisi protsesse ndhakse mitmete vaevuste, nagu
kardiovaskulaarsed haigused, diabeet ja vihk, keskmes (Willerson & Ridker, 2004;
Wellen & Hotamisligil, 2005; Li et al., 2005). Ténu silmatorkavale komorbiidsusele
nende haiguste ja depressiooni vahel on uurimusi pithendatud potentsiaalsete jagatud
etioloogiliste mehhanismide selgitamiseks (Evans et al., 2005).

Depressiooni pdhjustajatena on kirjeldatud mitmeid erinevatesse signaal-
stisteemidesse kuuluvaid fiisioloogilisi faktoreid. Esiteks ja levinuimaks on teooria,
mille kohaselt indutseerivad depressiooni hdired neurotransmitterite serotoniini,
noradrenaliini ja dopamiini (monoamiinid) toimimises, ning iihtlasi on need ka
peamised sihtmédrgid farmakoloogilises ravis. Teise teooria kohaselt on tegemist
hdiretega peptiidide funktsioneerimises. Oluline on siin kortikotropiini vabastava
hormooni (CRH) hiipersekretsioon. Kuna CRH on peamine stressivastuse hormonaalse
komponendi regulaator (HPA-telje ja stimpaatilise nérvisiisteemi aktivatsioon), siis on

tegemist olulise {ihendusliiliga stressi ja depressiooni vahel (Owens & Nemeroff,



1991). Kolmandaks mehhanismiks on HPA-telje ja siimpaatilise nérvislisteemi
hiiperaktiivsus, mis on osaliselt pdhjustatud CRH sekretsiooni kontrollimatusest
gliikokortikoidide resistentsuse esinemise tottu (Pariante & Miller, 2001). Neljandaks
on pdhjalikult dokumenteeritud muutused aju regionaalsetes aktiivsustes, tdpsemalt
hdirunud metaboolne aktiivsus prefrontaalses koores ja dopamiini metabolism
basaalganglionites (Drevets, 2001; Martinot et al., 2001). Viiendaks on jérjest rohkem
tdhelepanu podratud neuronaalsele plastilisusele depressiooni korral (Duman, 2004).
Koikide eeltoodud komponentide puhul on avastatud seoseid immuunsiisteemiga.

Uldmeditsiiniliselt tervetel depressiooni diagnoosiga patsientidel on tuvastatud
korgenenud pdletikuliste komponentide taset organismis. Tédpsemalt poletikuliste
tsiitokiinide, akuutse faasi valkude, kemokiinide ja adhesioonimolekulide
kontsentratsioonide tousu vorreldes tervete indiviididega (Raison et al., 2006). Kuna
tihtlasi on varasemates uuringutes detekteeritud rakulise ja humoraalse immuunvastuse
alanemist, siis on vdimalik loomuliku immuunvastuse osalus selles (Moraska et al.,
2002; Raison & Miller, 2003).

Vaatamata tsiitokiinide fliiisilisele suurusele on vdimalik nende sisenemine ajju
tsirkumventrikulaarorganite voi spetsiifiliste transporterite kaudu. Lisaks kanduvad
tsiitokiinide signaalid ajju perifeersete nédrvide (eriti uitndrvi) aferentsete neuronite
kaudu (Raison et al., 2006). Kesknarvisiisteemi tsiitokiinide vorgustik, mis koosneb
neuronitest ja gliia elementidest, mitte ainult ei ekspresseeri tsiitokiine ja nende
retseptoreid, vaid on vdimeline ka perifeerseid signaale vdoimendama (Dantzer, 2004).
Pohilised depressiooni korral aktiveerunud poletikulised tsiitokiinid on IL-1, IL-6 ja
TNF-a ning ajus on keskseks IL-1, mis lisaks autoregulatoorsele toimele reguleerib ka
IL-6 ja TNF-a siinteesi (Laye et al., 2000).

Psiihhopatoloogia  kontekstis on relevantsed pdletikuliste tsiitokiinide
interaktsioonid neurotransmitterite metabolismi, neuroendokriinsete funktsioonide,
stinaptilise plastilisuse ja informatsiooni to6tlemisega (Raison et al., 2006). Seoses
neurotransmitterite metabolismiga on tuvastatud serotoniini prekursori triiptofaani
lagundamise soodustamist. Antud efekt on vahendatud indoolamiin-2,3-dioksiigenaasi
kaudu ja produtseeritavad kinureniin ja kinoloon on neurotoksiliste omadustega
(Dantzer, 2001). Teiseks voimendavad IL-6 ja TNF-a MAP-kinaaside aktiveerimise
kaudu serotoniini transporterite aktiivsust ja ekspressiooni (Zhu et al., 2006).
Neuroendokriinsete efektide seas on tdhtis poletikuliste tsiitokiinide osalus

glilkkokortikoidide  resistentsuse  kujunemises  nii  neuroendokriinses  kui



immuunsiisteemis (Pace et al., 2007). Antud protsessis on roll gliikokortikoidide
retseptoril, mille talitlust reguleerivad omakorda IL-1, IL-2, IL-4, TNF-a ja IFN-a.
Tulemuseks on neuroendokriinse (CRH ja HPA-telje) ja immuunsiisteemi allumatus
gliikokortikoidide inhibitsioonile (Pace et al., 2007). Perifeerse IL-1 pohjustatud NF-kB
aktivatsiooni ajus on seostatud sotsiaalse tagasitdmbumise ja vdhenenud s6Omisega
(Nadjar et al., 2005), kuid ka muutustega neuronaalses kasvus ja ellujdamuses (Luet al.,

2004; Madrigal et al., 2002).

1.2.3 Eksogeensed tsutokiinid

Selgeks kinnituseks immuunsiisteemi aktiivsest rollist psiilihikahdirete korral on
eksogeensetest  tsiitokiinidest tingitud depressiooni ja drevuse slimptomid
infektsioonhaiguste ja vihi ravis. Pikaajaline IL-2 ja IFN-o manustamine pdhjustab
lisaks palavikule depressiivseid episoode 20-30% patsientidest (Capuron & Dantzer,
2003). Liigseid &drevuse siimptomeid IFN-a teraapia korral on médratud 13-18%
patsientidest (McHutchison et al., 1998). Antud efektid on viinud méttele tsiitokiinide
osalusest haiguskiditumise (sickness behavior) kujunemises ning pohilisteks
uurimisobjektideks selles valdkonnas on olnud IL-1, IL-6 ja TNF-a (Johnson, 2002).
Kokkuvotvalt on haiguskéitumise puhul tegemist motivatsioonilise seisundiga, mis
omab adaptatiivset védrtust erinevate haiguste korral, hdlmates selliseid kohastumusi
nagu unisus, sodgiisu langus, sotsiaalne tagasitdombumine, palavik, liigesevalu ja
kurnatus, ning kdrvalekalded selle regulatsioonis vdivad viia psiihhiaatriliste hdirete

viljakujunemisele (Dantzer, 2005).

1.3 Interleukiin-10 klastri tsutokiinid

Interleukiinid-10, -19, -20 ja -24 kuuluvad IL-10 tsiitokiinide perekonda (Fickenscher
et al., 2002) ning paiknevad jérjestikku 195 kb suurusel alal 1. kromosoomi pikal 6lal
lookuses q31-32, moodustades seeldbi IL-10 geenide klastri (Blumberg et al., 2001).
Sealjuures transkribeeritakse IL-10 geeni tsentromeeri ja iilejddnud kolme geeni
telomeeri suunas. Lisaks interakteeruvad IL-19, IL-20 ja IL-24 {ihise retseptorahelaga
(IL-20RB) ning moodustavad eraldi IL-19 alamperekonna (Gallagher et al.,2004). IL-10

kuulub endanimelisse alamperekonda koos interleukiinidega-22 ja -26. Vaatamata



struktuursele sarnasusele on antud valgud organismis erinevalt ekspresseeritud ja

omavad erinevaid funktsioone.

1.3.1 Struktuurid, retseptorid ja signaalrajad
1.3.1.1 Interleukiin-10

Interleukiin-10 molekul on V-kujuline dimeer, mille mdlemad domeenid koosnevad
kuuest a-heeliksist, milledest neli on périt tihelt ja kaks teiselt subiihikult (Zdanov et al.,
1995) (Joonis 1). Antud tsiitokiin seondub kahest peptiidahelast koosneva IL-10
retseptoriga — IL-10Ra ja IL-10Rp (Liu et al., 1994; Kotenko et al., 1997) ning stabiilse
kompleksi moodustumiseks on vajalik kdigi kolme komponendi olemasolu. Esimesena
seondub IL-10 kdorge afiinsusega ahelaga IL-10Ra ja seejdrel madalama afiinsusega
ahelaga IL-10Rp. Nagu koik IL-10 perekonna tsiitokiinide retseptorid, kuulub ka antud
retseptor CRF 2 perekonda ning koosneb iihest pikast (IL-10Ra) ja iihest liihikesest
(IL-10RP) retseptorahelast (Fickenscher et al., 2002). Edasises signaaliiilekandes
toimub retseptorahelate tsiitoplasmaatiliste domeenide ristfosforiileerimine IL-10Ra-ga
assotsieerunud Janus tiirosiini kinaas 1 (JAK1) ja IL-10RB-ga assotsieerunud tiirosiini
kinaas Tyk2 poolt ning STAT transkriptsioonifaktorite aktiveerumine (Zdanov, 2006).
Tuvastatud on STATI, STAT3 ja STATS5 aktivatsiooni (Wehinger et al., 1996;
Donnelly et al., 1999).

A B

~

Joonis 1. Interleukiin-10 kristallstruktuurid (Zdanov, 2004). A — monomeer, hiidrofoobsed

aminohapped on esitatud punasega; B — dimeer, monomeerid on esitatud lilla ja rohelisega.
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1.3.1.2 Interleukiin-19 alamperekond

Interleukiinid-19 ja -20 on seitsmest amfipaatilisest heeliksist koosnevad monomeerid,
mille keskel asub hiidrofoobne tuum (Chang et al., 2003; Blumberg et al., 2001)
(Joonis 2A). Interleukiin-24 puhul on vdimalik nii monomeerne kui ka dimeerne
konformatsioon (Chada et al., 2004) (Joonis 2B). K&ik kolm tsiitokiini interakteeruvad
retseptoriga IL-20R 1 (koosneb ahelatest IL20Ra ja IL-20Rp), kuid vaid IL-20 ja IL-24
seonduvad retseptoriga IL-20R2 (koosneb ahelatest IL22R ja IL-20RfB) (Dumoutier
etal., 2001). Ka interleukiinide-19, -20 ja -24 signaaliiilekandes aktiveeritakse Jak-STAT
signaalrada. Kdikide antud tsiitokiinide korral on nididatud transkriptsioonifaktor
STAT3 osalust (Gallagher et al., 2004; Blumberg et al., 2001; Wang et al., 2002),
lisaks IL-24 puhul ka STAT1 (Wang et al., 2002). Interleukiin-20 signaaliiilekandes on
tuvastatud MAP-kinaaside aktivatsiooni (Hsieh et al., 2006).

Joonis 2. Interleukiin-19 ja -24 kristallstruktuurid (Zdanov, 2004; Chada et al., 2004).

A — interleukiin-19 monomeer; B — interleukiin-24 vdimalik dimeerne konformatsioon.

1.3.2 Geenid, ekspressioon ja funktsioonid
1.3.2.1 Interleukiin-10

Interleukiin-10 geen koosneb viiest eksonist ja neljast intronist, millelt siinteesitakse
kahte alternatiivselt splaissitud transkripti (Kim et al., 1992; Wu et al., 2005). Antud

tsiitokiini produtseeritakse peamiselt aktiveeritud monotsiiiitides ja T-rakkudes, kuid ka
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teistes rakutiitipides nagu keratinotsiiiidid ja nuumrakud (Fickenscher et al., 2002;
Marietta et al., 1996).

IL-10 avastati koigepealt kui Thl tsiitokiinide inhibiitor (Moore et al., 1990).
Hiljem on tuvastatud pleiotroopseid inhibitsiooni ja stimulatsiooni efekte erinevatele
vererakkudele, sealjuures osalus B-rakkude ellujddmises ja diferentseerumises.
Kokkuvotvalt toimib IL-10 kui oluline faktor perifeerses tolerantsuses ja kui peamine
immuunvastuse ja poletiku inhibiitor (Fickenscher et al., 2002). Psiihholoogilise stressi
korral on detekteeritud IL-10 ekspressiooni vdhenemist vdrreldes poletikuliste
tsiitokiinidega IL-1, IL-6, TNF-a ja IFN-y (Maes et al., 1998). Sealjuures on
antidepressantidel demonstreeritud vastupidist moju — poletikuliste tsiitokiinide nagu
TNF-a ja IFN-y produktsiooni langus ja IL-10 produktsiooni tdus (Kenis & Maes,
2002). Lisaks on IL-10 manustamine otse ajju vdhendanud tsiitokiinidest pdhjustatud

haiguskditumist loomkatsetes (Raison et al., 2006).

1.3.2.2 Interleukiin-19

Interleukiin-19, nagu ka IL-20, avastati IL-10 geenile sarnaste jarjestuste otsingul
andmebaasist (Gallagher et al., 2000; Blumberg et al., 2001). Leitud geen koosnes
viiest eksonist ja neljast intronist ning vastavat valku sekreteeriti immuunrakkude poolt
(Gallagher et al., 2000). Edaspidi on tuvastatud veel kahe eksoni olemasolu esimesest
kodeerivast eksonist iilesvoolu ja alternatiivse splaissingu toimumine mRNA 5°-UTR-s
(Liao et al., 2002). IL-19 geeni transkriptsiooni on detekteeritud GM-CSF ja LPS
aktiveeritud ja puhkavates monotsiiiitides ning madalamal tasemel B-rakkudes (Wolk
etal., 2002).

Patoloogia kontekstis on suurenenud IL-19 mRNA ekspressioon psoriaasi
poletikulises nahas vorreldes terve nahaga (Otkjaer et al., 2005), kusjuures
retseptorahelate IL-20Ra ja IL-20RB mRNA ekspressioonis on moddetud nii
repressiooni (Otkjaer et al., 2005) kui ka aktivatsiooni (Romer et al., 2003). Seoses
siisteemse poletikuvastusega tuvastati kardiopulmonaarse Sunteerimise (CPB -
cardiopulmonary bypass) jargselt kdrgenenud IL-19 valgu kontsentratsioon seerumis
ja mRNA ekspressioon perifeersetes monotsiiiitides koos samaaegselt kdrgenenud
tsiitokiinide TNF-a, IL-6 ja IL-10 kontsentratsioonidega seerumis. Lisaks indutseeris

IL-6 ja TNF-a olemasolu in vitro tingimustes IL-19 valgu transkriptsiooni perifeersetes
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monotsiiiitides. Saadud tulemused viitavad voimalusele, et IL-19 osaleb interaktiivselt
koos vaadeldud pdletikuliste tsiitokiinidega siisteemse pdletikuvastuse tekkes CPB
jargselt (Hsing et al., 2006b).

Uurides konkreetseid seoseid pdletikuliste tsiitokiinidega on saadud vastupidiseid
tulemusi. IL-19 indutseeris poletikku soodustavate IL-6 ja TNF-a ekspressiooni pdrnast
eraldatud monotsiiiitides (Liao et al., 2002) ja TNF-o ekspressiooni THP-1
monotsiilitide rakuliinis (Zhong et al., 2006). Samas detekteeriti IL-10 aktivatsioon
ilma TNF-o aktivatsioonita perifeersetes mononukleaarsetes rakkudes (PBMC) ja
nendest puhastatud monotsiilitides ning IL-10 negatiivne tagasiside IL-19
produktsioonile (Jordan et al., 2005). Kooskodlas viimase tulemustega on T-helper
rakkude diferentseerumise kallutamine Th2 rakkude suunas. Gallagher’i ja kaasautorite
(2004) poolt ldbi viidud uurimuses tuvastati IL-19 juuresolekul valkude IL-4
ekspressiooni tdus ja IFN-y ekspressiooni langus CD3+ T-rakkude populatsioonis ning
IL-10 ekspressiooni tous puhastatud dendriitrakkudes. Samuti esines tsiitokiinide 1L-4,
IL-5 ja IL-10 kontsentratsioonide tous BALB/cJ albiino hiirte veres IL-19 cDNA
intramuskulaarse elektroporatsiooni jargselt ning IL-13 kontsentratsiooni tous kopsudes
antud liini astmamudelis. Lisaks maérati kdrgenenud IL-19 ja sellega korreleeruvate
IL-4 ja IL-13 tsiitokiinide kontsentratsioonid astmapatsientidel vorreldes tervete

indiviididega (Liao et al., 2004).

1.3.2.3 Interleukiin-20

Interleukiin-20 geen koosneb viiest eksonist ja neljast intronist. Tavaliselt
transkribeeritakse koik viis eksonit, kuid hiljuti demonstreeriti ka alternatiivselt
splaissitud varianti, mis koosneb neljast eksonist ja vastav mRNA ekspresseerus ainult
kopsudes (Hsieh et al., 2006). IL-20 peamisteks rakulisteks allikateks on aktiveeritud
monotsiiiidid (Wolk et al., 2002) ja tuvastatud sihtmarkideks keratinotstiiidid, endoteeli
rakud, fibroblastid, neutrofiilid ja CD8+ T-rakud (Wei et al., 2006).

Kuigi algselt peeti IL-20 peamiselt nahaspetsiifiliseks tsiitokiiniks, siis hilisemad
andmed on nididanud laialdasemat ekspressiooni kogu organismis. Tavalistes
tingimustes on IL-20 mRNA madalat ekspressiooni detekteeritud nahas, hingetorus,
kédrsooles ja teistes kudedes (Blumberg et al., 2001; Nagalakshmi et al., 2004). Koige

korgemat mRNA ekspressiooni on detekteeritud kéddrsoole ja rinnandidrme
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stroomarakkudes (Nagalakshmi et al., 2004). Koe microarray meetodit kasutades on
tuvastatud IL-20 valgu ekspressioon nahas, seedekulglas, maksas, kohunédédrmes,
kopsudes, pornas, neerudes ja teistes kudedes (Wei et al., 2006). Sealjuures esines
antud kudede piires ekspressioon mitmetes spetsiifilistes rakutiilipides nagu
soomuselised epiteelrakud, endoteelrakud, makrofaagid ja limfotsiiiidid (Wei et al.,
2006). Eraldi markimist vdédrib IL-20 valgu tuvastamine ajus CD68+ monotsiiiitides
(Hsing et al., 2006a). Kui arvestada lisaks eksperimentidega, kus gliiarakkude (>95 %
astrotsiitidid, ~3 % mikrogliia) indutseerimine bakteriaalse lipopoliisahhariidiga (LPS)
pohjustas neis IL-20 mRNA ekspressiooni, mida oli voimalik dra hoida deksametasooni
eelmanustamisega (Hosoi et al., 2004), ja LPS siisteemne manustamine pdhjustas
STATS3 aktivatsiooni ajus (Harre et al., 2002; Konsman et al., 2000), siis on voimalik,
et lisaks poletikulistele tsiitokiinidele osaleb ka IL-20 kesknérvisiisteemi
patofiisioloogia kujunemises infektsiooni ja pdletiku korral.

Otseses seoses poletikuliste tsiitokiinidega on IL-20 pohjustatud IL-6
ekspressioon liigeste fibroblastides (Hsu et al., 2006) ning IL-6 ja TNF-a, ekspressioon
CD8+ T-rakkudes (Wei et al., 2006) ja aordis arterioskleroosi hiiremudelis (Chen et al.,
20006).

1.3.2.4 Interleukiin-24

Interleukiin-24 geen koosneb seitsmest eksonist ja kuuest intronist (Huang et al., 2001),
millelt siinteesitakse kahte erineva pikkusega mRNA transkripti alternatiivse
splaissingu esinemise tottu (Allen et al., 2004). IL-24 mRNA ekspressiooni on
tuvastatud monotsiilitides ja aktiveeritud T-rakkudes (Wolk et al., 2002) ning
véljaspool immuunsiisteemi melanotsiiiitides ja indutseeritud vahirakkudes (Jiang et al.,
1995; Huang et al., 2001).

Kuigi antud tsiitokiini tdpsed bioloogilised funktsioonid on médratlemata, on selle
toimimises eristatavad kaks erinevat profiili. Esiteks retseptori kaudu kui klassikaline
tsiitokiin (Wang et al., 2002). Teiseks intratsellulaarselt, ilma retseptori vahenduseta,
kui tsiitotoksiline agent teatud vahirakkudele (Sauane et al., 2003). Kuna antud tuumor-
supressiivne toime ei laiene normaalsetele rakkudele (Mhashilkar et al., 2001), on
IL-24 uuritud kui potentsiaalset efektorit vdhivastases geeniteraapias (Gupta et al.,

2006; Inoue et al., 2006). Uks paljudest retseptor-vahendatud funktsioonidest on seotud
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epidermisega, millele viitab IL-24 osalus haavade paranemises; samas kui I1L-24
disfunktsionaalsus on seostatav patoloogiliste seisunditega nagu psoriaas (Wang &
Liang, 2005). Lisaks on IL-24 retseptorite (IL-20R1 ja IL-20R2) ekspressiooni ja
ligand-vahendatud aktivatsiooni pohjal tuvastatud keratinotstitidid kui tihed pohilised
IL-24 mérklaudrakud epidermises (Wang et al., 2002). Nahahaavade korral on 1L-24
geeni ekspressioon tdusnud kahjustatud pinna dédres. Kuivord antud efekt on jélgitav
enne ja samaaegselt paranemise proliferatiivse faasiga (12 h kuni 5 pédeva peale
vigastuse teket), siis on vOimalik IL-24 aktiivne osalus antud protsessis (Soo et al.,
1999). Samuti on tousnud IL-24 ekspressioon psoriaasi pdletikulises nahas. Erinevalt
IL-19 ja IL-20, mida detekteeriti keratinotsiiiitides, esines IL-24 ekspressioon
infiltreerunud monotsiiiitides (Romer et al., 2003).

Lisaks vastusena mitogeenidele (LPS voi fiitohemaglutiniin - PHA) on IL-24
ekspressiooni in vitro tingimustes detekteeritud ka tsiitokiinide IL-1p juuresolekul
kondrotsiititides (Vincenti & Brinckerhoft, 2001) voi IL-2, IL-7 ja IL-15 juuresolekul
PBMC rakkudes (Poindexter et al., 2005). IL-24 kui pro-Th1 tsiitokiinile viitab IL-6,
TNF-0, IFN-y ja vdhemal maiéral IL-1f8, IL-12 ja GM-CSF indutseerimine PBMC
rakkudes (Caudell et al., 2002) ning IL-6 ja TNF-a indutseerimine puhastatud
monotsiititides (Mumm et al., 2006).
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2. T66 eesmargid

Kéesoleva uuringu eesmargiks oli leida seosed IL-10 klastri tsiitokiinide geenide ning
meeleolu- ja drevushdirete vahel. Selleks wvaliti antud genoomsest regioonist
katseisikute genotiipeerimiseks 6 {ihenukleotiidset poliimorfismi (SNP — single-
nucleotide polymorphism) ning saadud andmete pohjal kavatseti:

1) Madrata seosed liksikute SNP-de ja uuritavate psiiiihikahdirete vahel.

2) Kirjeldada vaatlusaluste SNP-de omavahelist aheldatust ning iihtlasi kinnitada
varasemaid andmeid haplotiiiibiblokkidest antud piirkonnas. Blokkide
esinemise korral teha kindlaks levinumad haplotiitibid.

3) Teostada haplotiilibianaliiiis, et tuvastada enamlevinud haplotiiipide efekti

haigusfenotiitipide viljakujunemisele.
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3. Materjalid ja meetodid

3.1 Uuringus osalenud indiviidid

Antud uuring viidi liibi kooskdlas TU Inimuuringute Eetikakomisjoniga. Kdik uuringus
osalenud isikud andsid kirjaliku ndusoleku uuringus osalemiseks peale kirjalikku ja
suulist teavitamist selle eesmarkidest ja meetodidest. Diagnooside médramiseks kasutati
psiihhiaatrilist intervjuud ja verifitseeriti M.LN.L. intervjuuga (Mini International
Neuropsychiatric Interview 5.0.0) TU Psiihhiaatriakliinikus. Kontrollindiviidide
sobivuse mddramiseks kasutati samuti M.I.N.I. intervjuud ja perekonna ajaloo kiisitlust,
et vilistada psiihhiaatriliste hdirete esinemine subjektidel voi nende esimese astme
sugulastel.

Kaasatud isikuteks olid Eestis elavad kaukasoidsed mittesuguluses
kontrollindiviidid (n=291) ja patsiendid (n=372). Vastavalt konkreetsetele
diagnoosidele jagati patsiendid nelja alariihma: unipolaarne héire ja unipolaarne hiire
koos kaasuvate drevushiiretega (edaspidi unipolaarne hiire ja kaasuvad drevushéired;
n=236), unipolaarne hidire (n=93), paanikahdire ja paanikahdire koos kaasuvate
meeleoluhdiretega vdi muude é&revushdiretega (edaspidi paanikahdire ja kaasuvad
meeleoluhdired voi muud drevushéired; n=151) ning paanikahiire ja paanikahdire koos
kaasuvate &drevushiiretega (edaspidi paanikahdire ja kaasuvad &drevushdired; n=51)
(Tabel 1). Ainult paanikahdire diagnoosiga patsientide vihesuse tottu (n=41) vastavat
alariihma ei moodustatud. Kaasuvaks meeleoluhdireks vois olla lisaks unipolaarsele
hédirele ka bipolaarne héire. Kaasuvateks &drevushdireteks vdisid olla lisaks
paanikahdirele generaliseerunud &revushdire, obsessiiv-kompulsiivne hdire voi
sotsiaalfoobia. Osadel juhtudel kvalifitseerusid patsiendid korraga kahte alariihma (iihel
indiviidil esines nii unipolaarse hiire kui paanikahdire diagnoos) (n=75). Moodustatud
alariihmadest jdid vilja ainult kaasuvate drevushiiretega voi tdpsustamata diagnoosiga
patsiendid (n=28) ning bipolaarse hidire kuid ilma paanikahiire diagnoosita patsiendid

(n=32).
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Tabel 1. Subjektide demograafilised ja kliinilised karakteristikud.

Rihm Indiviidide arv Vanus
Kokku Mehi/naisi Vanusepiirid Keskmine vanus
MDA 236 52/184 18-73 40,8+13.4
MDO 93 21/72 18-73 41,7145
PDE 151 29/122 17-73 38,1+12,7
PDA 51 8/43 20-73 37,9+12,3
Kokku (patsiendid) 372 93/279 17-73 39,4+13,2
Kontroll 291 95/196 14-71 39,0+14,1
Kokku 663 188/475 14-73 39,2+13,6
MDA - unipolaarne hiire ja kaasuvad é&revushdired;, MDO - unipolaarne héire;

PDE - paanikahdire ja kaasuvad meeleoluhdired vdi muud drevushéired; PDA — paanikahdire ja

kaasuvad drevushéired. Keskmise vanuse lahtris on lisaks éra toodud standardhélbed.

3.2 DNA proovid

Genoomne DNA eraldati ~9 ml tiisverest TU Fiisioloogia Instituudis. Kasutati
standardprotokolli, mille kohaselt kdigepealt liiisiti rakud, siis tuumad ja DNA
sadestati isopropanoolis (Naxo, Tartu, Eesti). Peale sademe pesemist 70% etanoolis
lahustati see Tris/EDTA-s. DNA  1dppkontsentratsioonid olid  vahemikus
100-250 ng/pl.

3.3 SNP-de valik

SNP-de valikul ldhtuti kolmest peamisest kriteeriumist. Esiteks minoorse alleeli
esinemissagedus >10%. Teiseks iihes geenis asuvate SNP-de puhul omavaheline
kaugus vdhemalt 3000 bp. Kolmandaks SNP-de valideeritus andmebaasi kohaselt
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/).
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IL-10 geenist valiti genotiipeerimiseks SNP koodiga rs1800872 (5° UTR), IL19
geenist 1$2243193 (3° UTR), IL-20 geenist rs2981572 (5> UTR) jars1518108 (3° UTR)
ning IL-24 geenist rs1150253 (intron 2) ja rs1150258 (ekson 5).

Lisaks paiknevad SNP-d rs1800872 ja rs2981572 vastavalt IL-10 ja IL-20 geenide
regulatoorsetes piirkondades. Rs1800872 paikneb oletatavas transkriptsioonifaktor
STAT3 seondumissaidis, ning on seotud IL-10 ekspressioonitasemega (Kube et al.,
1995; Turner et al., 1997; Crawley et al., 1999). Siiani puuduvad publitseeritud andmed
transkriptsioonifaktorite seondumissaitide kohta IL-20 geenis, kuid konserveerunud
jérjestuste otsing andmebaasist madratles antud t66s uuritud poliimorfismi rs2981572

kui 1dhima SNP faktor Cdc5 seondumissaidile (http://genome.ucsc.edu/).

3.4 Polumorfismide genotipeerimine

SNP-de genotiipeerimiseks kasutati kahte meetodit — ARMS-PCR (amplification
refractory mutation system polymerase chain reaction) ja selle edasiarendust tetra-
praimer ARMS-PCR (Newton et al., 1989; Ye et al., 2001). Antud meetod voimaldab
eristada poliimorfisme kindlas lookuses ja pShineb avastusel, et 3* viimase nukleotiidi
mittepaardumine takistab oligonukleotiidide toimimist praimerina (Newton et al.,
1989). ARMS-PCR puhul kasutati kahes eraldi reaktsioonis kahte erinevat alleel-
spetsiifilist praimerit ja iihte iihist mitte-spetsiifilist praimerit. Kontrollprodukti
saamiseks lisati molemasse reaktsiooni kaks kontrollpraimerit. Tetra-praimer ARMS-
PCR korral olid kasutusel kaks praimerite paari, mis voimaldasid eristada korraga kahte
alleeli iihes reaktsioonis. Mdlemad paarid koosnesid iihest alleel-spetsiifilisest sisemiset
praimerist ja iihest mitte-spetsiifilisest vdlimisest praimerist ning siinteesitud produktid
olid erineva suuruse tdttu eristatavad geelelektroforeesi meetodil. Kontrollprodukt
stinteesiti kahelt vdlimiselt praimerilt (Joonis 3). Spetsiifilisuse tdstmiseks oli mdlema
meetodi puhul lisatud alleel-spetsiifilistele praimeritele tdiendav mismatch nukleotiid 3’

otsast -2 positsioonis.
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Joonis 3. Tetra-praimer ARMS-PCR-i pdhimote (Ye et al., 2001). Antud niites on kasutatud
G—A iihenukleotiidset poliimorfismi, kuid meetod on rakendatav ka koigi teiste
ithenukleotiidsete asenduste genotiipeerimiseks. Kahe praimerite paari abil siinteesitakse kaks
alleel-spetsiifilist amplikoni. Uhe paariga (joonisel esitatud punase ja lilla noolega)
stinteesitakse G alleeli esindav amplikon ja teise paariga (joonisel esitatud sinise ja indigo varvi
nooltega) A alleeli esindav amplikon. Alleel-spetsiifilisus on tagatud sisemiste praimerite 3’
viimaste nukleotiidide ja matriits-DNA vahelise komplementaarsusega. Kuna kaks vélimist
praimerit asuvad uuritavast poliimorfismist erinevatel kaugustel, on kummagi praimerite
paariga amplifitseeritud produktid erineva pikkusega ja seetdttu lahutatavad geelelektroforeesi

meetodil.
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3.5 ARMS-PCR ja tetra-praimer ARMS-PCR reaktsioonid

Iga ARMS-PCR ja tetra-praimer ARMS-PCR reaktsioonisegu (1d0ppmaht 10ul) sisaldas
1 x reaktsioonipuhvrit (75 mM Tris-HCI (pH8.8), 20 mM (NH4)>SO4, 0,01% Tween
20, 0,1 mg/ml tartasiin, 1% sahharoos; Naxo, Tartu, Eesti), 0,2 mM dNTP, praimereid
vastavalt kasutatud meetodile, 0,5 U rekombinantset Smart-Taq DNA poliimeraasi
(Naxo), ligikaudu 100 ng uuritavat DNA-d ja ddH;0-d I6ppmahuni. ARMS-PCR-i
puhul sisaldas reaktsioonisegu 10 pmol alleel-spetsiifilist praimerit, 10 pmol mitte-
spetsiifilist praimerit ja 5 pmol mdlemat kontrollpraimerit. Tetra-praimer ARMS-PCR
puhul sisaldas reaktsioonisegu 10 pmol mdlemat sisemist praimerit ja 1 pmol mdlemat
vilimist praimerit. Kdik kasutatud praimerid olid disainitud varem TU Fiisioloogia
Instituudis. Praimerite jarjestused, sulamistemperatuurid, seondumistemperatuurid ja
Mg,Cl kontsentratsioonid on toodud Tabelis 3.

Amplifitseerimisreaktsioonid viidi 1dbi GeneAmp® PCR System 2700 ja
GeneAmp® PCR System 9700 termotsiikleritega (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). Reaktsioonide spetsiifilisuse tdstmiseks kasutati touchdown meetodit.
Esialgsele denaturatsioonile (2 minutit 95 °C juures), jargnesid 10 kolmefaasilist tsiiklit
(denaturatsioon, praimerite seondumine, ekstensioon), kus praimerite seondumisfaasi
temperatuur oli algselt 10 °C kdrgem optimaalsest ja langetati iga tsiikliga 1 °C.
Jargnesid 25 tsiiklit optimaalse praimerite seondumisfaasi temperatuuriga ning 10plik
ekstensioon 10 minutit 72 °C juures. Denaturatsioonifaasid ja ekstensioonifaasid

toimusid konstantsel temperatuuril (vastavalt 95 °C ja 72 °C juures) (Tabel 2).

Tabel 2. ARMS-PCR ja tetra-praimer ARMS-PCR reaktsioonitsiiklid.

ARMS-PCR ja tetra-praimer ARMS-PCR

Tstiklite arv 1 10 25 1
Denaturatsioon 95 °C 95 °C 95 °C
Ekstensioon 72 °C 72 °C 72 °C
Praimerite seondumine topt °C topt 'C
Aeg 2 min Imin 1min 1 min Imin 1min 1 min 10 min

topt - Optimaalne praimerite seondumistemperatuur.

top - optimaalsest 10 °C kdrgem temperatuur, mida langetati iga tsiikliga 1 °C.
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PCR-i produktide visualiseerimiseks lahutati need geelelektroforeesil 2% agaroosgeelis
0,5 x TBE puhvris (45 mM Tris-Boraat, 1 mM EDTA-Na, (dinaatriumetiileen-

diamiintetraatsetaat)) ja visualiseeriti etiidiumbromiidi abil UV-valguses.

3.6 Statistiline anallUs

Genotiipeerimisel saadud andmete statistiliseks analiiiisiks kasutati arvutiprogrammi
Haploview (versioon 3.32) (Barrett et al., 2005). Antud programmiga hinnati
koigepealt genotiipeerimise Onnestumise médra iga SNP korral ning genotiiiipide
jaotuvuse vastavust Hardy-Weinberg’i tasakaalule.

Alleelisageduse arvutustele patsientide ja kontrollide rithmas tiksikute SNP-de
15ikes jérgnes saadud erinevuste hindamine assotsiatsioonianaliiiisis. Selleks kasutati x*
testi ja statistiliselt oluliseks tulemuseks loeti p<0,05.

SNP-de omavahelise aheldatuse LD (linkage disequilibrium) hindamiseks paaride
kaupa kasutati log-lineaarset mudelit ning selle vdljendamiseks D’ vairtust. Viimane on
vastavalt alleelisagedustele standardiseeritud LD koefitsient D, ning madrab kahe
lookuse vahelise juhusliku assotsiatsiooni hidlvet (Lewontin, 1964). Taielikult
aheldunuks peeti poliimorfisme, kui D’>0,9 (maksimaalne D’=1).

Haplotiitibianaliilis viidi ldbi vaid haplotiitipidega, mille esinemissagedus oli >1%.
Haplotiitipide ja fenotiilipide vahelise assotsiatsiooni hindamiseks kasutati maksi-
meeritud eelduse algoritmi jagatud/liidetud meetodit (partition-ligation-expectation-
maximization algorithm) (Qin et al., 2002). Haplotiiiibi efekti haigusfenotiiiibile hinnati
riskifaktoriga OR (odds ratio). OR kirjeldab teatud siindmuste (antud juhul haplo-
tiilipide) esinemissageduste erinevusi patsientide ja kontrollindiviidide vahel ning arvu-
tatakse, jagades siindmuse esinemise patsientidel siindmuse esinemisega kontroll-
indiviidide riihmas. Juhul, kui OR<1, omab haplotiilip protektiivset efekti haigusfeno-
titibile, ja juhul, kui OR>1, omab haplotiilip soodustavat efekti haigusfenotiiiibi
véljakujunemisele. Saadud riskifaktori véartust tdlgendatakse sdltuvalt 95% usaldus-
véaarsuse intervallist (confidence interval, CI — riskifaktori véartuste vahemik, kuhu
jaavad 95% saadud riskifaktori vdértustest) ja konkreetsest haigusfenotiiiibist. Haplo-
tiitibiefekt on usaldusvéidrne vaid juhul, kui usaldusvéérsuse intervalli ei jad védrtust
OR=1,0. Haplotiiiibiefekti statistilist olulisust hinnati y* p-véirtusega ja loeti oluliseks,

kui p<0,05. Korduvanaliiliside vea vihendamiseks kasutati permutatsioonitesti.
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Tabel 3. Praimerite jéarjestused ja sulamistemperatuurid. PCR-i reaktsioonitingimused ja amplikoni suurused iga poliimorfismi genotiipeerimiseks.

Praimerite A
Polumorfism Praimerid (5 - 37) Tm seondumis- Mg A?uﬂlrﬁgm
temperatuur

rs1800872 C/A Alleel-spetsiifiline praimer (A alleel): ACA TCC TGT GAC CCC GCC TGT A 60 °C
Alleel-spetsiifiline praimer (C alleel): ACA TCC TGT GAC CCC GCC TGT C 62 °C 151 bp - A/C alleel
Mitte-spetsiifiline praimer: TAA CTT AGG CAG TCA CCT TAG G 48 °C 65 °C 2,75 mM
Kontrollpraimer 63: TGC CAA GTG GAG CAC CCA A 57°C 796 bp - kontroll
Kontrollpraimer 64: GCA TCT TGC TCT GTG CAG AT 50 °C

rs2243193 G/A Forward inner primer (A alleel): AAG GGC TGC CTT CCC ATC TAA TTT ATT TTA 67°C 414 bp - kontroll
Reverse inner primer (G alleel): TCA CAT CAC AGA CAT GGA CTA TAT GAC GTC 67 °C 60 °C 2.5mM 281 bp - G alleel
Forward outer primer: GGA ACC TGT ATA GTG ATC CAG GGA TGA A 67 °C 193 bp - A alleel
Reverse outer primer: CTG TCA GAA ACA CCC TGT CCT CAGTCT T 67 °C

rs 2981572 T/G Forward inner primer (T alleel): TTG TCA TAA GCT TTT TAA TTC ATT CTT 58°C 320 bp - kontroll
Reverse inner primer (G alleel): CAA GAT AAA AAT ATT TTA GTG CAA TGT C 58 °C 55 °C 45 mM 219 bp - G alleel
Forward outer primer: ACT CAT CAA TAA TAT TTT CAT CAT ATG CT 58 °C 156 bp - T alleel
Reverse outer primer: AGT TTT AAG ATA AAA TAA TAA TGG GCT G 58 °C

rs1518108 T/C Forward inner primer (T alleel): CTT CTT CCC CCA CCT CAC TCT GAC GT 70 °C 364 bp - kontroll
Reverse inner primer (C alleel): AGA AAA CTA AGC AAC TAA ATT GGG GGT TCG 68 °C 60 °C 2,5 mM 249 bp - C alleel
Forward outer primer: AGA CAG GTG TAT GAG CCC CCT TTT GAG 69 °C 171 bp - T alleel
Reverse outer primer: GTC ATT GAA ACT ATA TCA GGG CCC AGG C 69 °C

rs1150253 A/G Forward inner primer (G alleel): TTG AGG GAG ATG CTA AAG CAT AGC CCA CG 73 °C 399 bp - kontroll
Reverse inner primer (A alleel): CCC CTG GGT TAT GGG TCA CGG GGT AT 73 °C 63 °C 2.5mM 249 bp - G alleel
Forward outer primer: GCA TGA GCA TCA CTT GAA CCT GGT AGG CA 73 °C 205 bp - A alleel
Reverse outer primer: TCC TTC TTT CCT CTC TCG CTC CCT CCCT 73 °C

rs1150258 C/T Forward inner primer (C alleel): CTA CTT GAA AAC TGT TTT CAA AAC CC 60 °C 412 bp - kontroll
Reverse inner primer (T alleel): CCT GAC TTC AAC TGT TCT ATT GTG TTA 60 °C 60 °C 2.5 mM 249 bp - C alleel
Forward outer primer: CAC CTT CTA GAA GAT CCC TAT CTC TG 60 °C 219 bp - T alleel
Reverse outer primer: ATC CCC ATT TTA CAG ATA ACA AAC TG 60 °C
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4. Tulemused

Kéesoleva uurimustdo kdigus genotiipeeriti ARMS-PCR ja tetra-praimer ARMS-PCR
meetodil 663 indiviidi, kellest 372 olid psiihhiaatrilise diagnoosiga patsiendid ja 291
terved kontrollindiviidid. Kdigis genotiipeerimiseks valitud kuues lookuses vastasid
genotiiiipide sagedused Hardy-Weinberg’i tasakaalule (p>0,01).

Vordlemaks alleelide jaotuvust kontrollriihmas ja erinevates patsientide
rithmades, viidi 1dbi viis assotsiatsioonitesti (viie testi aluseks olid diagnooside pohjal
moodustatud viis patsientide riihma ja kontrollriihm). Patsientide {ildriihma ja
kontrollrihma vdrdluses iithegi SNP korral alleelide sageduses statistiliselt olulisi
erinevusi ei esinenud. Vaadeldes nelja spetsiifilist patsientide rithma, saadi tulemuseks,
et SNP rs2981572 IL-20 geenist oli statistiliselt oluliselt assotsieerunud paanikahiire ja
sellega kaasuvate drevushdiretega (p=0,03). Antud patsientide riihmas oli alanenud
vastava SNP minoorse alleeli G esinemissagedus (kontrollidel 29,7%, patsientidel
19,0%), mis omas seega protektiivset efekti haiguse véljakujunemisele.
Permutatsioonitestil kadus antud tulemuse statistiline olulisus. Lisaks oli samas riihmas
alanenud IL-19 geenis paikneva rs2243193 minoorse alleeli A esinemissagedus, kuid
antud erinevus ei olnud statistiliselt oluline (p=0,14). Ulejisinud SNP-de puhul langesid
alleelide sagedused patsientide riithmades kokku kontrollriihmaga (Tabel 4).

Tuvastamaks uuritavate SNP-de iihendatud efekti uuritavatele psiitihikahdiretele,
viidi kdigepealt 1dbi LD analiiiis médramaks aheldusastet erinevate lookuste vahel ning
seejérel haplotiilibianaliiiis.

LD analiiiisi tulemusel tuvastati patsientide ja kotrollindiviidide iihendgrupis
peaaegu tdieliku aheldatuse esinemine esiteks SNP-de 1rs2243193 ja rs2981572 vahel
(D’=0,94) ning teiseks rs1518108, rs1150253 ja rs 1150258 vahel (D’ vahemikus 0,91
kuni 0,95) (Joonis 4). Seega grupeerusid uuritavad SNP-d (v.a rs1800872) kahte
haplotiitibiblokki. Esimene neist holmas IL-19 ja IL-20 geene ning teine I1L-20 ja [L-24

geene.
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Tabel 4. IL-10 klastri SNP-de assotsiatsioonitestide tulemused.

rs1800872 rs2243193 rs 2981572 rs1518108 rs1150253 rs1150258
Alleelid (%) Alleelid (%) Alleelid (%) Alleelid (%) Alleelid (%) Alleelid (%)

C A pvaartus G A pvaartus T G pvaartus C T pvaartus G A p-vaartus T C  p-vaartus
ﬁf;;‘l’l)l 731 269 - |84 196 - | 703 297 - | 522 478 - | 518 482 - | 522 478 -
ffg;‘;‘)ﬁd 730 27,0 097 | 779 22,1 030 | 694 30,6 076 | 534 466 070 | 548 452 035 | 556 444 0,26
?ﬁfg 6 739 261 080 | 774 226 026 | 680 32,0 046 | 527 473 090 | 537 463 0,60 | 555 445 033
?ﬁ:D903) 759 241 049 | 778 222 046 | 680 32,0 057 | 562 438 038 | 548 452 052 | 584 416 0,16
frg;: 51) 726 274 088 | 798 202 084 | 712 188 0,78 | 51,1 489 0,77 | 534 466 069 | 53,5 465 074
zg;) 76,5 23,5 049 | 87,0 13,0 014 | 81,0 190 003 | 533 467 086 | 542 458 0,68 | 53,1 469 0,88

Kuue uuritud poliimorfismi alleelide sagedusi vOrreldi viie patsientide rithma ja kontrollriihma vahel. MDA — unipolaarne hiire ja kaasuvad drevushdired;
MDO — unipolaarne héire; PDE — paanikahdire ja kaasuvad meeleoluhdired voi muud drevushéired; PDA — paanikahdire ja kaasuvad &drevushiired.

P<0,05 on poolpaksus kirjas.

25



rs1800872CIA

hY

rs2243193A/G
rs29815721/G .

rs1518108C/T -

N

rs1150253A/G .

rs1150258C/T

Block 1 (21 kb

a2

Block 2 (31 kb

Joonis 4. Uuritud SNP-de vaheline aheldatus. LD mustri leidmiseks ja haplotiiiibiblokkide

visualiseerimiseks kasutati arvutiprogrammi Haploview. Ndidatud D’ védrtused on korrutatud

sajaga. Musta joonega on iimbritsetud haplotiiiibiblokid. Sulgudes on toodud darmiste SNP-de

vahelised kaugused blokis.

Lihtudes LD analiiiisi tulemustest, viidi jargnevalt 14bi haplotiiiibianaliiiis ning tuvastati

patsientide ja kontrollindiviidide {ihendriihmas kolme enamlevinud haplotiilibi

(sagedused >1%) esinemine esimeses blokis — GT, AG ja GG, mis kokku moodustasid

99,3% koigist vaadeldud haplotiitipidest. Teises blokis tuvastati viie enamlevinud
haplotiiiibi esinemine — CGT, TAC, CAT, TGT ja CAC, mis kokku moodustasid 99,0%
kdigist vaadeldud haplotiitipidest (Tabel 5).

Tabel 5. Haplotiiiibiblokid IL-19, IL-20 ja IL-24 geenides ja enamlevinud haplotiitipide

esinemissagedused.
Haplotiiiibi Blokk 1 | . Blokk 2 ) y
nimetus Haplotutibi aplotutbi
rs 2243194 rs2981572 sagedus (%) rs1518108 rs1150253 rs1150258 sagedus (%)
HTI G T 69,3 C G T 51,8
HT2 A G 20,6 T A C 43,4
HT3 G G 9,4 C A T 1,3
HT4 T G T 1,3
HT5 C A C 1,2
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Vorreldes haplotiiiipide esinemissagedusi patsientide {iildrithmas ja kontrollriihmas,
tuvastati blokk 2 haplotiiiibi TGT sageduse statistiliselt oluline tdus patsientidel
vorreldes kontrollidega (p=0,014; OR=6,617; CI 1,159-37,767). Siiski kadus peale
permutatsiooni antud tulemuse statistiline olulisus. Ukski iilejdsinud haplotiiiipidest

molemas blokis haigusfenotiiiipidega ei seostunud (Tabel 6).

Tabel 6. Haplotiiiibianaliiiisi tulemused patsientide tildgrupis.

Kontrollid Patsiendid

Blokk 1 (n=291) (n=372) OR (95% CI) p-vaartus
GT 69,9 69,0 0,960 (0,747-1,233) 0,74
AG 18,8 21,7 1,195 (0,895-1,596) 0,23
GG 10,4 8,8 0,832 (0,564-1,230) 0,37
Blokk 2

CGT 51,7 51,9 1,010 (0,802-1,272) 0,94
TAC 45,0 42,3 0,898 (0,712-1,132) 0,35
CAT 1,0 1,5 1,476 (0,511-4,262) 0,46
TGT 0,3 1,9 6,617 (1,159-37,767) 0,014
CAC 1,6 1,0 0,644 (0,230-1,801) 0,39

Kontrollide ja patsientide veergudes on haplotiiiipide sagedused (%). P<0,05 on poolpaksus kirjas.

Vorreldes blokk 1 haplotiilipide esinemissagedusi neljas spetsiifilises patsientide
rihmas ja kontrollrithmas, tuvastati statistiliselt oluline GT haplotiiiibi sageduse tdus
paanikahdire ja kaasuvate drevushiiretega patsientide rithmas (p=0,03; OR=1,826;
CI 1,069-3,120). Taaskord kadus tulemuse statistiline olulisus peale permutatsiooni.
Ulejaanud blokk 1 haplotiiiipide esinemissagedustes korvalekaldeid ei tuvastatud

(Tabel 7).

Tabel 7. Blokk 1 haplotiiiipide analiiiis paanikahdire ja kaasuvate drevushdirete rithmas.

Haplotiiiibid K(%Tzrg'l')id (EEQ) OR (95% Cl) p-vAdirtus
GT 69,9 80,9 1,826 (1,069-3,120) 0,03
AG 18,8 13,9 0,698 (0,379-1,286) 0,25
GG 10,4 51 0,464 (0,181-1,185) 0,10

Kontrollide ja PDA veergudes on haplotiiiipide sagedused (%). P<0,05 on poolpaksus kirjas.
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Vorreldes blokk 2 haplotiiiipide esinemissagedusi neljas spetsiifilises patsientide
riihmas ja kontrollriihmas, saadi, samuti nagu varem patsientide {ildriihma puhul,
tulemuseks haplotiiiibi TGT statistiliselt oluline sageduse tdus unipolaarse hdire ja
kaasuvate drevushéirete rithmas (p=0,007; OR=7,727; CI 1,316-45,370) (Tabel 8).
Antud tulemus jai statistiliselt oluliseks ka peale permutatsiooni (p=0,04). Lisaks
tuvastati ainult unipolaarse hidire diagnoosiga patsientide riihmas haplotiiibi CAT
statistiliselt oluline sageduse tous, mida usaldusvédrsuse kriteerium siiski napilt ei
kinnitanud (p=0,04; OR=3,151; CI 0,986-10,077) (Tabel 9). Ulejiiinud blokk 2

haplotiitipide esinemissagedustes korvalekaldeid ei tuvastatud (Tabel 8, 9).

Tabel 8. Blokk 2 haplotiitipide analiiiis unipolaarse héire ja kaasuvate drevushdirete rithmas.

Haplotiiibid K(?]”:tzrg'l')id (rlm\ilzjsAa) OR (95% Cl) D-VAdrtus
CGT 51,7 50,5 0,957 (0,742-1,235) 0,74
TAC 45,0 42,1 0,890 (0,688-1,151) 0,38
CAT 1,0 22 1,947 (0,679-5,579) 0,20
TGT 03 22 7727 (1316-45370) 0,007
CAC 16 0,9 0,567 (0,168-1,908) 0,36

Kontrollide ja MDA veergudes on haplotiilipide sagedused (%). P<0,05 on poolpaksus kirjas.

Tabel 9. Blokk 2 haplotiiiipide analiiiis unipolaarse héire rithmas.

Haplotiitibid K(‘r’]”:tzrg'l')id ('r\]":gg) OR (95% Cl) p-VAArtus
CGT 51,7 51,4 0,991 (0,705-1,395) 0,96
TAC 45,0 38,4 0,756 (0,533-1,071) 0,11
CAT 1,0 3,5 3,151 (0,986-10,077) 0,04
TGT 03 - - -
CAC 1,6 1,7 1,243 (0,319-4,845) 0,77

Kontrollide ja MDO veergudes on haplotiiiipide sagedused (%). P<0,05 on poolpaksus kirjas.
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5. Arutelu

Meeleolu- ja drevushiirete viljakujunemises on oma roll loomulikul immuunsiisteemil,
eriti poletikuvastusel. Korduvalt on tdestatud mitmete pdletikuliste mediaatorite,
sealhulgas tsiitokiinide IL-1, IL-6 ja TNF-a, ekspressiooni tdusu unipolaarse hiire
korral ja efekti keskndrvisiisteemi funktsioneerimisele (Raison et al., 2006). Andmeid
immuunsiisteemi ja drevuse slimptomite seostest on mérgatavalt vihem, kuid ka siin on
moddetud IL-6 ja TNF-o ekspressiooni tdusu (Pitsavos et al., 2006). Kuna kdigi IL-10
klastri tsiitokiinide puhul on omakorda tuvastatud osalus pdletikuvastuse regulatsioonis,
on {ihtlasi alust oletada ka nende rolli psiiihikahdirete viljakujunemises. Seoses mojuga
poletikuliste tsiitokiinide produktsioonile voib rédkida IL-10-st kui pdletikuvastasest
tstitokiinist, IL-19 puhul on mdjud ambivalentsed ning IL-20 ja IL-24 voib pidada
poletikku soodustavateks tsiitokiinideks (Moore et al., 1990; Liao et al., 2002; Jordan
et al., 2005; Hsing et al., 2006a; Mumm et al., 2006). Vaatamata eelpool mainitule,
pole peale IL-10 antud klastri tsiitokiine seni seoses pstiithikahdiretega uuritud ei
geneetilisel ega funktsionaalsel tasemel.

Ainsad uurimused meeleolu- ja d&revushdirete seostest polliimorfismidega
tsiitokiinide geenides on keskendunud iiksikutele SNP-dele IL-1, IL-6 ja TNF-a ja IL-10
promootorite piirkonnas (Yu et al., 2003; Hong et al., 2005; Jun et al., 2003; Jun et al.,
2002; Zai et al., 2006). IL-10 geeni puhul oli vaatluse all SNP positsioonis -819, kuid
selle assotsiatsiooni unipolaarse hdirega Korea populatsioonis ei tuvastatud (Jun et al.,
2002). Samas on IL-19 alamperekonna tsiitokiinide geenide poliimorfisme uuritud
seoses poletikuliste haigustega nagu psoriaas ja palmoplantaarne pustuloos, mille korral
on korgenenud poletikuliste tsiitokiinide 1L-6, TNF-a ja IFN-y tase organismis (Koks
et al., 2005; Kingo et al., 2007). Mainitud uurimustes tuvastati kahe haplotiilibibloki
olemasolu IL-19 alamperekonna tsiitokiinide geenides ning esinenud haplotiitipide nii
protektiivseid kui ka soodustavaid efekte vaadeldud haiguste viljakujunemisele.
Saadud tulemused viitavad voOimalusele, et erinevad haplotiilipid omavad efekti
vastavate geenide ekspressioonile, kuid antud hiipotees on seni eksperimentaalselt
toestamata. Samuti on seoses poletikuliste haigustega uuritud poliimorfisme IL-10
geenis, tdpsemalt reumatoidartriidi, pdletikulise soolehaiguse, siisteemse eriitematoosse

luupuse, raskekujulise astma ja psoriaasi korral (Crawley et al., 1999; Tagore et al.,
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1999; Gibson et al., 2001; Shin et al., 2000; Kingo et al., 2003). Uhtlasi on tdestatud ka
IL-10 SNP-de (sealhulgas ka rs1800872) seotust ekspressioonitasemega ning kokku
hinnatakse geneetiliste faktorite osatdhtsust selles 50-75% (Crawley et al., 1999;
Westendorp et al., 1997).

Toetudes varasemale informatsioonile IL-10 klastri tsiitokiinide geenide
poliimorfismide seostest poletikuliste haigustega ja omakorda pdletikuvastuse rollist
psiitihikahdirete etioloogias, oli antud uurimuse eesméirgiks tuvastada vdimalikke
seoseid antud regioonist valitud poliimorfismide ning meeleolu- ja drevushéirete vahel.
Lisaks viirib siinkohal meeleolu- ja drevushiirete korge komorbiidsuse tottu mainimist
ka fakt, et iile-genoomses aheldusuuringus méérati tiiheks bipolaarse héire
vastuvotlikkuse lookuseks 1q31-32 (Detera-Wadleigh et al., 1999).

Psiihhiaatrilised haigused kuuluvad komplekshaiguste hulka, mille kujunemisel
osalevad lisaks keskkonnafaktoritele mitmed geneetilised faktorid. Kuna
komplekshaiguste pohjustajateks peetakse populatsioonis levinud poliimorfisme,
millest igal iiksikuna on suhteliselt véike efekt haiguse kujunemisele (levinud
variatsioon/levinud haigus hiipotees) (Zondervan & Cardon, 2004), siis valiti antud
uurimuses IL-10 tsiitokiinide geenide klastrist 6 SNP-d, millede minoorsete alleelide
esinemissagedused olid >10% (tulemuste pohjal oli kdige madalam 21.1%).

Assotsiatsioonianaliiisiga tuvastati IL-20 geenis paikneva SNP 1s2981572
minoorse alleeli protektiivne efekt paanikahdire ja kaasuvate &drevushdirete
véljakujunemisele (p=0,03). Saadud tulemus vastandub assotsiatsiooniuuringuga
psoriaasi korral, kus antud SNP minoorne alleel omas haigust soodustavat efekti (Kingo
et al., 2004). Kuna rs2981572 asub IL-20 geeni promootori regioonis ning on ldahim
SNP oletatavale Cdc5 seondumissaidile, siis on voimalik selle efekt IL-20
ekspressioonile. Siiski on antud moju seni eksprerimentaalselt tdestamata ning
tulemuste tolgendamise teeb ettevaatlikuks ka patsientide suhteliselt viike arv
kéesolevas katses.

Kuna mitmed wuwurimused on viidanud, et SNP-de kombineeritud efekt
haplotiilipides on efektiivsem meetod iiksikute SNP-de assotsiatsioonide midramisest
(Carlson et al., 2004), siis viidi jargnevalt 1dbi ka LD analiiiis ja haplotiilibianaliiiis. LD
anallilisi tulemusena ilmnes peaaegu tidielik aheldatus esiteks SNP-de rs2243193 ja
rs2981572 (D’=0,94) ning teiseks rs1518108, rs1150253 ja rs1150258 vahel (D’ 0,91
kuni 0,95). Moodustunud haplotiiiibiblokid oli heas kooskdlas varasemate tulemustega

antud genoomsest piirkonnast (Kdks et al., 2005; Kingo et al., 2007).
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Edasine  haplotiilibianaliiis = mé&dras  kahe  psilihhiaatriliste ~ haiguste
vastuvotlikkusega seotud haplotiiiibi olemasolu. Esiteks oli blokk 1 haplotiitip GT
seotud suurenenud vastuvotlikkusega paanikahdire ja kaasuvate drevushiirete
viljakujunemisele (P=0,03; OR=1,826; CI 1,069-3,120). Saadud assotsiatsioon peegeldas
pohiliselt varem ilmnenud G alleeli individuaalset efekti positsioonis rs2981572.
Teiseks oli blokk 2 haplotiilip TGT seotud suurenenud vastuvotlikkusega koigile
uuritud psiitthikahdiretele tihendatult (p=0,014; OR=6,617; CI 1,159-37,767) ning
spetsiifiliselt unipolaarsele hiirele ja kaasuvatele drevushdiretele (p=0,007; OR=7,727;
CI 1,316-45,370). Sealjuures jdi viimane assotsiatsioon statistiliselt oluliseks ka peale
permutatsioonitesti. Taaskord vastandub tulemus assotsiatsiooniuuringuga psoriaasi
korral, kus antud haplotiilip omas protektiivset efekti (Koks et al., 2005). Vaatamata
tugevale statistilisele efektile on kédesolevas uurimuses antud haplotiiiibil viga madal
esinemissagedus. Nagu eelnevast ndha, saadi iihe alleelse ja {ihe haplotiitibiefekti puhul
psoriaasi uuringus vastupidine tulemus. Palmoplantaarse pustuloosi korral ei esinenud
siin protektiivseid ega ka soodustavaid efekte (Kingo et al., 2007). Lisaks ei
detekteeritud antud juhul {ihte blokk 1 haplotiiiibi soodustavat (Kdks et al., 2005; Kingo
et al., 2007) ning iihte blokk 2 haplotiiiibi soodustavat (Kingo et al., 2007) ja
protektiivset efekti (Koks et al., 2005; Kingo et al., 2007).

Seega juhul, kui pidada kidesolevaid statistilisi tulemusi funktsionaalselt
relevantseteks, siis vOib oletada vastavatesse blokkidesse kuuluvate geenide erinevat
rolli meeleolu- ja é&revushdirete ning psoriaasi ja palmoplantaarse pustuloosi
etioloogias.

Selleks, et tdpsemalt médratleda IL-10 klastri tsiitokiinide osalust meeleolu- ja
arevushdirete korral, oleks edaspidi vajalik tdiendavalt uurida poliimorfisme antud

geenides ja 14bi viia nende funktsioone defineerivaid eksperimente.
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Kokkuvote

Nii meeleolu- kui drevushdirete puhul on pohjust oletada immuunsiisteemi osalust
nende viljakujunemises. Kuna IL-10 perekonna tsiitokiinid IL-10, IL-19, IL-20 ja
IL-24 osalevad kdik poletikuliste protsesside regulatsioonis, siis oli antud uurimustoo
eesmirgiks tuvastada seosed nende geenide poliimorfismide ja mainitud
psiitihikahdirete vahel. Selleks valiti 6 SNP-d IL-10 geenide klastrist ning genotlipeeriti
nende suhtes 372 patsienti ja 291 kontrollisikut Eesti populatsioonist. Saadud andmete
pohjal teostati koigepealt assotsiatsioonianaliiiis iiksikute poliimorfismide 16ikes, mille
tulemusena tehti kindlaks SNP rs2981572 minoorse alleeli protektiivne efekt
paanikahdire ja kaasuvate &drevushdirete suhtes. Médramaks uuritavate SNP-de
omavahelist aheldatust, viidi jirgnevalt 1abi LD analiilis. Tuvastati peaaegu téieliku
aheldatuse esinemine esiteks SNP-de 1s2243193 ja rs2981572 vahel ja teiseks
rs1518108, rs1150243 ja rs1150258 vahel ning kinnitati varasemaid andmeid LD
mustrist IL-10 geenide klastris. Mainitud kaks haplotiitibiblokki vdimaldasid jirgevalt
teostada haplotiiiibianaliiiisi, mille kdigus madrati kindlaks kahe psiiithikahéiretega
assotsieerunud haplotiilibi olemasolu. Blokk 1 haplotiitip GT oli seotud suurenenud
vastuvotlikkusega paanikahdire ja kaasuvate drevushdirete véljakujunemisele. Blokk 2
haplotiiip TGT oli seotud suurenenud vastuvotlikusega koigile uuritud
psiitihikahdiretele iihendatult ning spetsiifiliselt unipolaarsele hdirele ja kaasuvatele
drevushdiretele. Viimane tulemus jéi statistiliselt oluliseks ka peale permutatsioonitesti.
Kéesoleva t60 tulemused vajavad edasist uurimist tdiendavate assotsiatsiooniuuringute

ja funktsionaalsete eksperimentide néol.
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Summary

Mood and anxiety disorders are complex diseases that not only affect the lives of the
patients but also their family members and are one of the major causes of disability
worldwide. In spite of intensive research, the definite causes of these disorders are still
largely unknown. To date, the most popular explanation of the cause has been the
monoamine hypothesis. Although it has lead to many advancements in
pharmacotherapy, it only encompasses a part of the disturbances producing the disease.
Meanwhile, increasing amounts of data suggests that inflammatory responses have an
important role in the patophysiology of depression. Considerably less evidence exists
for anxiety disorders but seeing the high comorbidity with mood disorders one can
expect shared mechanisms in this domain also.

Interleukin-10 (IL-10) and it’s recently discovered paralogs interleukin-19 (IL-19),
interleukin-20 (IL-20) and interleukin-24 (IL-24) are all implicated in inflammatory
processes. They have also been established as important mediators in various
inflammatory diseases. Therefore the aim of the present study was to investigate the
associations between polymorphisms in the genes of aforementioned cytokines and
mood and anxiety disorders.

Case-control association study was performed with 6 single-nucleotide polymor-
phisms (SNPs) at the IL-10 gene cluster, using ARMS-PCR and tetra-praimer ARMS-
PCR method for genotyping. 372 unrelated patients with mood or anxiety disorders and
291 unrelated control subjects enrolled in this study were Caucasians living in Estonia.

Comparing patients with controls SNP rs2981572 showed statistically significant
association with panic disorder and comorbid anxiety disorders (p=0,03). Subsequent
LD analysis indicated the existence of two haplotype blocks, one containing rs2243193
and rs2982572 (from IL-19 ang IL-20 genes, respectively, D’=0,94) and the other
containing rs1518108, rs1150253 and rs1150258 (the first SNP from IL-20 and the rest
from IL-24 gene, D’ between 0,91 and 0,95) confirming the formerly established LD
pattern in the IL-10 gene cluster. Additionally, the haplotype analysis provided two
haplotypes associated with increased disease susceptibility. Block 1 haplotype GT was
associated with panic disorder and comorbid anxiety disorders (p=0,03; OR=1,826;
CI 1,069-3,120). Block 2 haplotype TGT was associated with all disorders combined
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(P=0,014; OR=6,617; CI 1,159-37,767) and more specifically with unipolar disorder
and comorbid anxiety disorders (p=0,007; OR=7,727; CI 1,316-45,370). The latter
result still remained statistically significant after permutation testing.

Although statistical associations were established in this study, further
investigations of additional polymorphisms from this region and their effect on gene
expression are required to define the roles of IL-10 family cytokines in mood and

anxiety disorders.
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Tanuavaldused

Magistritdd valmimise eest olen eelkdige tdnu volgu mind juhendanud Sulev Koks’ile
ja Kati Koido’le. Veel tidnan Kiilli Kingo’t kasulike nduannete eest, Eerik Aunin’it
konsultatsioonide eest ning loppkokkuvottes kogu Fiisioloogia Instituudi kollektiivi,

kellest koik on selle to6 teoks saamisel mingil moel abiks olnud.
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