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INFOLEHT

GABRA?2 geeni poliimorfismide rs279826 ja rs279858 seos drevuse ja depressiivsusega

T66 raames uuriti GABA-A retseptori alatihiku o2 geeni lihenukleotiidsete poliimorfismide
(SNP) 15279826 ja rs279858 seost seisundi-, piisidrevuse ja depressiivsusega. Vastavad
genotliiibid madrati Eesti laste isiksuse, kditumise ja tervise uuringu (ELIKTU) lapsevanemate
valimis, kasutades RT-PCR meetodit. Proovis esinev alleel tuvastati SNP-le seondunud
TagMan™ sondi fluorestsentssignaali alusel. Varasemast uuringust oli teada, et rs279826 ja
15279858 A-alleel on ELIKTU laste valimis seotud suurema agressiivsuse ja alkoholi
tarbimisega. TOO tulemusena leiti, et naistel on rs279826 A/A genotiilip seotud suurema
seisundi- ja piisidrevusega ning rs279826 naiste depressiivsuse ning rs279858 depressiivsuse ja

plisidrevuse tulemustes esines heteroosiefekt.

Mirksonad: GABA, GABRA2, GABA-A retseptor, RT-PCR, ELIKTU, SNP, érevus,
depressiivsus, ANOVA, TagMan™ sond

CERCS koodid: B220, B740, B640

The effect of GABRA2 gene polymorphisms rs279826 and rs279858 on anxiety and

depressiveness

The aim of this work was to study the effect of GABA-A receptor subunit o, gene’s single
nucleotide polymorphisms rs279826 and rs279858 on the level of state and trait anxiety and
depressiveness. The genotypes of parents in Estonian child personality, behaviour and health
study (ECPBHS) were determined using the RT-PCR method. The allele present in the sample
was detected by the fluorescence signal of the TagMan™ probe indicative of the SNP. It was
previously found in the ECPBHS child sample that rs279826 and rs279858 A-allele carriers
had increased levels of aggressiveness and alcohol consumption. As a result of this work, it was
found in women that rs279826 A/A genotype was related to increased state and trait anxiety
and a heterosis effect was detected in levels of depressiveness and trait anxiety in rs279858

results and in rs279826 women depressiveness results.

Keywords: GABA, GABRA2, GABA-A receptor, RT-PCR, ECPBHS, SNP, anxiety,
depressiveness, ANOVA, TagMan™ probe

CERCS codes: B220, B740, B640
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1. TOOS KASUTATUD LUHENDID

A — adeniin

dATP — desoksiiadenosiintrifosfaat

dCTP — desoksiitsiitidiintrifosfaat

dGTP — desoksiiguanosiintrifosfaat

DNA — desoksiiribonukleiinhape

dNTP — desoksiiribonukleotiid

dTTP — desoksiitlimidiintrifosfaat

ECso — poolmaksimaalne efektiivne kontsentratsioon

ELIKTU — Eesti laste isiksuse, kditumise ja tervise uuring

FAM — 6-karboksiifluorestseiini fosforamidaat (CAS number: 204697-37-0)

Fenibut — B-feniilil-y-aminobutaanhape ehk p-feniiiil-y-aminovdihape

FRET — Forsteri-tiiiipi resonantne energiaiilekanne

G — guaniin

GABA — y-aminobutaanhape ehk y-aminovdihape

GABRA2 — y-aminobutaanhappe retseptori A alaiihik o>

GABRA?2 — y-aminobutaanhappe retseptori A alaiihikut oz kodeeriv geen

ICso — poolmaksimaalne inhibeerimiskontsentratsioon

M — keskmine (ingl k Mean)

MADRS — Montgomery — Asbergi depressiivsuse hindamise skaala (ingl k Montgomery-
Asberg Depression Rating Scale)

MGB - viikse vao ligand (ingl k Minor Groove Binder)

mRNA — informatsiooni-RNA (ingl k messenger RNA)

NFQ — mittefluorestseeruv vaigistaja (ingl k nonfluorescent quencher)

qPCR — kvantitatiivne poliimeraasi ahelreaktsioon (ingl k quantitative polymerase chain
reaction)

RNA - ribonukleiinhape

ROX — 6-karboksii-X-rodamiin (CAS number: 194785-18-7)

RT-PCR - reaalaja poliimeraasi ahelreaktsioon (ingl k Real-Time Polymerase Chain Reaction)
SNP — iihenukleotiidne poliimorfism (ingl k single nucleotide polymorphism)

STAI — seisund-, piisidrevuse kiisimustik (ingl k State-Traie Anxiety Inventory)

VIC — 2’-kloro-7’-feniiiil-1,4-dikloro-6-karboksiifluorestseiini fosforamidaat (CAS number:
1414265-81-8)



2. SISSEJUHATUS

Arevus ja depressiivsus on levinud psiiiihikahidired, mis mdjutavad oluliselt inimeste
elukvaliteeti ning emotsionaalset seisundit. Arevust iseloomustab pidev hirmu- ja muretunne
igapdevaelu siindmuste suhtes ning depressiivsust pidev kurbus, tujutus ja negatiivsus elu
suhtes. Omakorda on teada, et nii drevus kui ka depressioon on suures osas seotud geneetiliste
riskifaktoritega, mille alla kuuluvad ka iihenukleotiidsed poliimorfismid (SNP). Arevus ja
depressiivsus on meeleoluhdired, mis on seotud muutustega nérviiilekandes ehk virgatsainete
signaali aktiivsuses ja/vOi retseptorite toimimises. y-aminobutaanhape (GABA) on peamine
pidurdusvirgatsaine ajus, mis kontrollib nirvililekande aktiivsust. Seega GABAergiline
neurotransmissioon, mille osa on ka GABA retseptorid, mdjutab suuresti emotsioonide
regulatsiooni ning seekaudu ka &drevuse ja depressiivsuse esinemist. Seejuures seonduvad
GABA-A retseptoritega mitmed rahustid ja uinutid, sh ka drevuse raviks kasutatavad

bensodiasepiinid, mis kutsuvad esile drevust alandavat toimet.

Varasemalt on TU Keemia Instituudi neuropsiihhofarmakoloogia uurimisriihma tehtud
teadustdos leitud, et GABA-A retseptori alaiihiku oz geeni iithenukleotiidsete poliimorfismide
15279826 ja rs279858 A-alleel on seotud suurema alkoholi tarbimise ja agressiivsusega. Kuna
alkoholi tarbimise ja agressiivsuse varjatud pdhjusteks on korge drevus ja depressiivsus, siis oli
antud bakalaureuset6o eesmirk uurida rs279826 ja rs279858 seost drevuse ja depressiivsusega.
Mainitud poliimorfismide genotiipiseerimiseks kasutati RT-PCR meetodit, mis vdimaldas DNA
paljundamise kdigus tekkivate fluorestsentssignaalide alusel tuvastada proovis esineva alleeli.
Arevuse ja depressiivsuse tase oli juba eelnevalt leitud ELIKTU uuringu raames, kus
depressiivsuse taset oli dimensiooniliselt hinnatud MADRS (Montgomery-Asberg Depression
Rating Scale) enesekohaste kiisimustike ning seisundi- ja plisidrevuse taset STAI (State-Trait

Anxiety Inventory) enesekohaste kiisimustike pdhjal.

Kéesoleva t60 hiipotees oli, et GABRAZ2 poliimorfismide rs279826 ja rs279858 A-alleel on
seotud korgema seisundidrevuse, plisidrevuse ja/vdi depressiivsusega, vorreldes vastavate

poliimorfismide G-alleeliga.



3. KIRJANDUSE ULEVAADE

3.1. Arevus ja depressiivsus

Arevus ja depressiivsus on kogu maailmas, sh ka Eestis, viga laialt levinud psiiiihikahiired.
Tervise Arengu Instituudi ja Tartu Ulikooli poolt aastatel 2020-2022 libi viidud Eesti
rahvastiku vaimse tervise uuringu alusel leiti, et ligikaudu 20% eestlastest on risk kannatada
drevushéirete ning 28% depressiooni all. Neist kdige suurem riskigrupp oli 18-24-a noored
tdiskasvanud. Samuti selgus uuringu tulemustest, et aastate 20162021 jooksul diagnoositi
depressioon 12,4% ja drevushidired 9,8% inimestest. [1] Seoses Sars-CoV-2 koroonaviiruse
iilemaailmse leviku ja sellest tingitud suurenenud isolatsiooni tottu tdusis 2020. aastal vorreldes
2019. aastaga depressiooni ja &drevuse levimus 25% vorra [2]. Ka enne koroonaviiruse
pandeemiat olid mdlemad psiiiihikahiired tdusutrendis. Arevuse esinemine on olnud rahvastiku
seas laiemalt ja kauem levinud kui depressioon, mis vaimse haigusena oli enne 1970ndaid viga
haruldane. 21. sajandi jooksul on depressiooni diagnooside arv tunduvalt suurenenud, drevuse

esinemine on seevastu olnud rahvastiku seas suhteliselt vdikse ja pideva kasvutrendiga [3].

Arevus on vaimne seisund, mida iseloomustab intensiivne hirmu-, pinge- ja muretunne, millega
kaasnevad emotsionaalsed, kognitiivsed ning fiisioloogilised reaktsioonid ja muutused [4].
Arevust on kahte tiiiipi: seisundiiirevus (ingl k state anxiety), mis esineb liihiajaliselt kindlas
olukorras ja on ajutine, ning piusidrevus (ingl k trait anxiety), mis ei ole ajutine ning mojutab
elukvaliteeti igapdevaselt [5]. Piisidrevusega on seostatud psiithhopatoloogilisi seisundeid ning
korduvat erutus- ja ohuseisundit [6]. Arevusest saab psiihholoogiline hiire, kui see segab

tavapirast elutegevust ning inimeste igapdevaseid siindmusi saadab pidev hirmu- ja muretunne.

Depressiivsus on vaimne seisund, mida iseloomustab patoloogiline raskustunne, iikskodiksus ja
tujutus ning negatiivne suhtumine endasse ja tulevikku [7]. Nii depressiivsuse kui drevuse
itheks pohjuseks on emotsioonide diisregulatsioon, mis on tugevalt seotud neurohormonaalse
stisteemiga [8]. Tihtipeale esinevad depressiooniga samaaegselt drevushdired. Néiteks on
ligikaudu 50—-60% depressiooni all kannatavatest patsientidest teatanud, et neil on esinenud elu
jooksul drevushiireid ning paljudel diagnoositud drevushiirega patsientidel on varasemalt

depressiooni ravitud. [9]

3.2. Arevuse ja depressiivsuse geneetilised alused

Varasemad uuringud on nididanud, et depressiivsus ja drevus on 30-50% ulatuses seotud

parilike geneetiliste riskifaktoritega [10,11]. Leitud andmete pohjal on jéreldatud, et



geneetilised riskifaktorid kutsuvad koos keskkondlike teguritega esile meeleoluhdireid, sh ka
depressiooni ja drevust, kuid seejuures ei ole joutud veel arusaamani, millised geneetilised
markerid tipselt drevuse ning depressiooni esinemist mojutavad [12]. Geneetiliste riskifaktorite
alla kuuluvad néiteks DNA poliimorfismid. Kuigi inimesed jagavad 99,5% ulatuses identset
DNA jérjestust, kajastub iilejddnud 0,5% jérjestuses poliimorfisme, mis vdivad avaldududa

inimeste fenotiitipilises erinevuses. [13]

Poliimorfism on inimestevaheline geneetiline varieeruvus DNA jdrjestuses, mis voib
véljenduda fenotiiiipilises mitmekesisuses. DNA poliimorfisme kasutatakse molekulaarsete
markeritena geneetilistes analiilisides geenijérjestuses esinevate erinevuste tuvastamiseks.
Enim levinud poliimorfismid on iithenukleotiidsed poliimorfismid (ingl k single nucleotide
polymorphism, SNP), mille puhul varieerub geenijérjestuses iiks nukleotiid. Samas esineb ka
pikemaid poliimorfseid geenijérjestusi, kus erinevad mitu nukleotiidi. [14,15] Kdesolevas t60s
uuritud meeleoluhdireid, drevust ja depressiivsust, on seostatud mitmete tihenukleotiidsete
poliimorfismidega nii virgatsainete retseptorite, transporterite kui ka lagundavate ensiiiimide

geenides [12].

3.3. y-aminobutaanhape ja selle seos Arevuse ning depressiivsusega

y-aminobutaanhape (GABA) on kesknirvisiisteemis laialt levinud inhibeeriva toimega
neurotransmitter, mis pidurdab nérvisignaalide {ilekandeid seondudes postsiinaptiliste
neuronite (lisa 1) pinnal GABA retseptoritega. See omakorda pohjustab nérvirakus
hiiperpolarisatsiooni, mille tulemusena suureneb kloriidioonide hulk raku sees ning membraani
potentsiaali erinevuste vahe. [16] Tekkinud potentsiaal on 15-20 mV vdrra madalam kui
membraani puhkepotentsiaal -70 mV (joonis 1), alandades seega ka aktsioonipotentsiaali
vallandumise tdendosust rakus [17]. Olenevalt ajupiirkonnast kasutab 20—40% neuronitest
nérvililekandel GABA-t [18]. GABA siinteesitakse presiinaptilise neuroni (lisa 1) tsiitoplasmas
glutamaadist, mis on vastupidiselt GABA-le ergastava toimega virgatsaine (joonis 2) [19].
Nende kahe neurotransmitteri vahelise tasakaalu hdiritus nérvisiisteemis on seotud mitmete

neuroloogiliste ja psiihhiaatriliste haigusseisunditega, sh ka depressiivsusega [20].
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Joonis 1. Aktsioonipotentsiaal ja hiiperpolarisatsioon.
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Joonis 2. y-aminobutaanhappe siinteesireaktsioon glutamaadist. GAD (ingl k glutamic acid

decarboxylase) tahistab glutamaadi dekarboksiilaasi.

GABA iilekande aktiivsuse seost depressiooniga kinnitavad ka varasemad andmed véhenenud
aktiivsuse kohta patsientide ajus ning GABA taseme taastumisest pdrast ravi
antidepressantidega [21,22]. Samuti on GABAergilise siisteemi ehk GABA tootvate ja GABA
retseptoreid sisaldavate nérvirakkude siisteemi talitlushdireid seostatud &revuse ja
skisofreeniaga [23,24]. Psiihhiaatriliste haiguste seos vdhenenud GABA aktiivsusega on
pohjenduseks, miks kasutatakse GABA toidulisandina, et leevendada drevust ja stressi ning
parandada unekvaliteeti [25]. Varasemad uuringud on aga leidnud, et y-aminobutaanhape ei
1dbi vere-aju barjddri, mistdottu on GABA manustamine suukaudselt kaheldava toimega [26].
Vere-aju barjddri iiletab aga vy-aminobutaanhappe derivaat B-feniiiil-y-aminobutaanhape
(fenibut) (lisa 2), mida kasutatakse nérvisilisteemi aktiivsust reguleeriv moju tottu ning millel
on uinutav ja rahustav toime. Fenibuti poolmaksimaalse inhibeerimiskontsentratsiooni (ICso)
véidrtus GABA-A retseptorite puhul on >100 puM, olles seejuures palju suurem kui GABA enda
ICso vaartus 0,12 uM. Seega seondub fenibut GABA-A retseptoritega vorreldes GABA endaga



palju madalama afiinsusega. Peamiselt avaldab fenibut toimet seondudes GABA-B

retseptoritega. [27,28]

3.4. GABA-A retseptor ja selle alaiihik o>

GABA retseptoreid on kahte sorti: GABA-A ja GABA-B retseptorid. GABA-A retseptorid on
pentameersed ionotroopsed retseptorid, mis tekitavad hiiperpolarisatsiooni transmembraanse
kloriidi ioonkanali kaudu [29]. GABA-A retseptorid koosnevad erinevate alaiihikute
kombinatsioonidest, moodustades seega mitmeid isovorme. Kokku on selliseid alaiihikuid 19:
al-6, B1-3,v1-3, p1-3, 8, &, m ja 6. Alaiihikute lai valik on ka pdhjuseks, miks ulatub GABA-A
retseptorite isovormide arv nirvisiisteemis sadadesse. Uks funktsionaalne retseptori isovorm
koosneb viiest erinevast alatihikust, kdige levinumalt kahest o, kahest {3 ja tihest y alatihikust.
GABA seondumiskoht A retseptoril asub a ja B alatihiku vahel (joonis 3). Ligandi seostumisel
endogeense agonisti seondumiskohta ehk ortosteerilisse saiti toimub retseptoris
konformatsioonimuutus, mille tulemusena avaneb kloriidiooni spetsiifiline ioonkanal. Ligand

seostub retseptorile molekulidevaheliste joudude alusel. [30,31]

Lisaks ortosteerilistele aktiivtsentritele on GABA-A  retseptoritel allosteerilised
seondumiskohad, kuhu liituvad GABA modulaatorid, reguleerides GABA-A retseptori
toimimist ning GABA toimet. GABA allosteerilised modulaatorid jagunevad negatiivseteks ja
positiivseteks, seejuures vastavalt vihendades voi suurendades endogeense ligandi afiinsust
retseptori suhtes vdi mdjutades kloriidioonide litkumist rakku. GABA-A retseptoritega
seonduvad mitmed olulised rahustina kasutatavad ravimid, mis mdjutavad GABAergilist
nirviiilekannet. Arevuse raviks kasutatavad bensodiasepiinid (lisa 3) seonduvad allosteerilisse
seondumiskohta a ja y alatihikute vahel (joonis 3), suurendades retseptori afiinsust GABA
suhtes. [32] Sigel et al. leidsid, et 1 pM diasepaami (bensodiasepiinide perekonda kuuluv ravim,
tuntud nt Valiumi nime all) manustamisel vidhenes GABA poolmaksimaalse efektiivse
kontsentratsiooni (ECso) védrtus poole vOrra [33]. See néitab, et diasepaami seondumisel
GABA-A retseptorile on maksimaalse inhibeerimisefekti saamiseks vaja vdiksemat GABA
kontsentratsiooni ja seda efektiivsem on GABA mdju nérviiilekande pidurdamisel. Lisaks
anksioliiiitilisele toimele on bensodiasepiinidel ka rahustav, uimastav, lihaseid lddvestav ja
krambivastane toime [34]. Bensodiasepiinide antagonist on flumaseniil, mis toimib
konkureeriva antagonistina bensodiasepiinide retseptoritel ning mida kasutatakse nende
ileannustamise korral [35]. Teised positiivsed modulaatorid on nt barbituraadid, alkohol,
anesteetikumid ja neurosteroidid, mis suurendavad GABA toimet, pikendades seondumisel

ioonkanali avanenud oleku kestust ja suurendades avanemise sagedust [36,37].
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Joonis 3. GABA ja bensodiasepiinide seondumiskohad GABA-A retseptoril [38]. Kollasega
on margitud y alatihik, roosa ja rohelisega a alaiihikud, sinise ja beeziga B alaiihikud. Pulkadena
on struktuuris tdhistatud valgule seondunud gliitkaani molekulid. (Joonis on kohandatud inglise

keelest)

Nii drevuse kui ka depressiivsuse seostamine GABA retseptorite defitsiidiga on leidnud
teadusmaailmas aina enam tdendeid. Varasemad uurimist66d on analiilisinud kroonilise stressi
moju suurajukoores ning leidnud, et stressi ulatust mojutas GABA-A retseptorite vihenenud
aktiivsus ja toime, soodustades depressiivsuse esinemist [39]. Earnheart et al. on 2007. a
labiviidud loomkatsetega demonstreerinud, kuidas GABA-A retseptori defitsiit ajus kéivitab
hiirtel depressioonilaadse kéitumise [40]. Vollenweider et al. leidsid 2011. a kliiniliste katsete
raames, et op alaiihikut sisaldavate GABA-A retseptorite modulaatorid vodiksid sobida
kasutamiseks antidepressantidena [41]. Lisaks kajastati Atack e al. 2006. a teadusartiklis, et
ligandid, mis seonduvad suure afiinsusega just o> vOi a3 alaiihikut sisaldavate GABA-A
retseptoritega, avaldasid nirvisiisteemile anksioliititilist moju [42]. Seega voib jareldada, et a»

alaiihik on oluline drevust ja depressiivsust leevendava toime vahendamisel.

GABA-A retseptori alaiihik a2 (GABRA2) on 451-st aminohappejdagist koosnev valk (joonis
4), mis sisaldub ligi 15-20% GABA-A retseptorites [43,44]. Seejuures on vastavat alatihikut
rohkelt ekspresseeritud mesolimbilise dopaminergilise raja piirkonnas, sh naalduvas tuumas,
mediaalses ja basolateraalses amiigdalas ning hipokampuse CA1 ja CA3 osades. Limbilisel
siisteemil on oluline roll just informatsiooni seostamisel emotsioonidega ja kditumise

motivatsioonide kujundamisel, mis on seotud nii drevuse, stressi kui ka hirmu tajuga. [45,46]

10



Joonis 4. GABA-A retseptori alaiihik oy [47]. Joonisel 4a on kujutatud iildine a» struktuur, kus
sinine osa tdhistab membraanisisest domeeni, roheline osa rakuvélist domeeni, kollasega on
mérgitud GABA seondumiskoht alaiihikul ja oranziga bensodiasepiinide seondumiskoht.
Joonisel 4b on detailsem vaade GABA seondumiskohast koos oluliste aminohappejiikidega
(Phe92, Arg94, Argl59). Joonisel 4c on detailsem vaade bensodiasepiinide seondumiskohast,
kus on mairgitud &ra olulisemad aminohappejddagid (Asp97, Phe99, Gly157, Alal60, Thr162,
Ser204-205, Thr206, Tyr209, Val211). Joonisel 4d on ndha bensodiasepiinide seondumiskoha

molekulaarne pind. (Joonis on kohandatud inglise keelest)

a2 alatihikul esineb ka posttranslatoorseid modifikatsioone, mis reguleerivad GABA-A
retseptorite vahendatavat siinaptilise inhibeerimise tugevust. Peamine posttranslatoorne
modifikatsioon on proteiinkinaas A reguleeritud Ser359 fosforiilatsioon, mille tulemusena
viheneb oo alatihikut sisaldavate GABA-A retseptorite tihedus postsiinaptilistel neuronitel ja

seeldbi ka nérviiilekande pidurdus. [48]

3.5. GABRA?2 geeni seos drevuse ja depressiivsusega

Uha enam on leitud tdendeid selle kohta, et GABA-A alaiihikute geenide poliimorfismid on
seotud meeleoluhdiretega. GABRA?2 valku kodeeriva geeni (GABRA2) SNP-de haplotiilipide
viiksema esinemissagedusega alleele ehk mutantalleele on seostatud vdhenendud GABA
inhibeeriva aktiivsusega ajus ja sellest tulenevalt ka kdrgenenud emotsionaalse erutuvusega
[49]. GABRA2 geeni on rohkelt uuritud just alkoholi tarvitamise ja uimastisdltuvusega seoses

ning on leitud palju tdendeid selle kohta, et GABRA2 SNP-d mdjutavad mainitud
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psiihholoogiliste probleemide esinemist. Strac et al. 2015. a ilmunud artiklis kajastati GABA-
A retseptori seost alkoholi tarbimisest tuleneva agressiivse kditumisega ning leiti scos GABRA2
SNP-de rs279858 ja rs567926 A-C haplotiitibi kandjate ja suurenenud agressiivsuse vahel [50].
Jin et al. leidis 2014. a avaldatud uuringus, et alkohoolikutel on vdrreldes alkoholi
mittetarbijatega vihenenud GABRA2 mRNA ekspressioon amiigdala piirkonnas, millest v3ib
jéreldada, et pidev alkoholi tarbimine mdjutab GABRAZ2 retseptorite toimimist mRNA tasemel
[51]. Varasemad andmed viitavad, et alkoholisdltuvuse riski médramisel tuleb hinnata ka
GABRA?2 interaktsiooni keskkondlike ja elustiilist tulenevate faktoritega [52]. Lisaks
alkoholisdltuvusele seostatakse GABRAZ2 poliimorfisme ka uimastisdltuvusega, seejuures on
leitud, et GABRA?2 on seotud tasu kognitsiooni reguleeriva siisteemi toimimisega ajus [53]. Seda
kinnitab ka Sun et al. 2018. a leitud seos GABRA2 SNP rs279858 G-alleeli ja suurenenud
heroiini tarbimise vahel. Sama uuringu raames leiti, et heroiinitarbijatel on tasusiisteemiga
seotud juhteteed ajus héiritud. [54] GABRA2 seos uimastitega seotud nérviraja talitlusega viitab

ka selle voimalikule korrelatsioonile drevuse ja depressiivsusega.

Agrawal et al. 2006. a ilmunud artiklis kajastati seevastu andmeid selle kohta, et rs279871,
1s279858 ja 1s279826 peamine (A) alleel on seotud suurenenud alkoholi ja uimastisdltuvuse
riskiga [55]. Sarnase tulemuseni jdudis ka Tartu Ulikooli neuropsiihhofarmakoloogia dppetooli
poolt 2017. a tehtud teadustdd. Uuring viidi 1dbi Eesti laste isiksuse, kditumise ja tervise uuringu
(ELIKTU) raames, kus analiilisiti inimeste agressiivsuse tunnuseid ja alkoholi tarbimist
spetsiifiliste kiisimustike alusel. Uuringu tulemusena leiti, et A-alleeliga lastel, kes kogesid
lapseeas stressirohkemaid siindmusi, arenes tugevam alkoholisdltuvus ja esines ka
agressiivsuse tunnuseid. Antud uuringus leiti, et rs279826 ja rs279858 on tugevalt aheldatud,
mis tdhendab, et nende mdju retseptorile on sarnane ja on alust uurida mdlemat SNP-d koos.

[56]

Inimesed tarbivad drevuse maandamiseks alkoholi ja teisi uimasteid. Braun ef al. on 2012. a
vélja antud artikli raames leidnud, et alkoholisdltuvuse hidired on tugevalt komorbiidsed
drevushéiretega. [57] Samuti on depressiivsus tugevalt komorbiidne drevushéiretega ning 2020.
a labiviidud geneetilise assotsiatsiooniuuringu raames leiti, et drevushdirete ja depressiooni
fenotiitipide vahel on geneetiline seos [58]. Sellest jérelduvalt voib liigset alkoholi ja
narkootikumide tarbimist seostada ka kdrgema drevuse ning depressiivsusega. Kuna GABRA?2
on ajus drevuse juhteteid kontrolliva GABAergilise neurotransmissiooni moduleerimisel

oluline, tuleks uurida GABRA?2 geeni poliimorfismide seost drevuse ja depressiivsusega.

12



Kéesolevas t66s uuritud SNP-d on molemad funktsionaalsed ehk on leitud, et neil on moju
nérvisiisteemi toimimisele ajus [59]. Kuna uuritav geenivariatsioon rs279826 asub DNA
intronpiirkonnas, ei ole sellel moju peptiidjarjestuse funktsionaalsusele. Siiski on néidatud, et
intronpiirkonnad vdivad reguleerida geeniekspressiooni nditeks mittekodeerivate RNA-de
kaudu, mdjutades mRNA taset rakus [60]. Seevastu rs279858 asub geeni mRNA-d kodeerivas
eksonpiirkonnas, millelt omakorda transleeritakse vastav peptiidjarjestus. Siiski on teada, et
15279858 poliimorfismi puhul on tegemist vaikiva mutatsiooniga ehk see SNP ei avalda mdju
valgu aminohappelisele jirjestusele ja seda seostatakse samuti muutustega GABRA2 mRNA

ekspressioonitasemes [61].

3.6. Too eesmirgid

Kiesoleva to0 eesmaérk oli uurida, kas ELIKTU lapsevanemate valimis on GABRA2 geeni SNP-
d 15279826 ja rs279858 (joonis 5) seotud laiemalt drevuse ja depressiivsusega. Antud t66 puhul
hinnati genotiiiibi seost nii seisundi- ja piisidrevusega kui ka depressiivsusega. GABRA?2
15279826 ja rs279858 poliimorfismi mutantalleel ehk véiksema esinemissagedusega nukleotiid
geenijdrjestuses on guaniin (G) ja peamine alleel ehk suurema esinemissagedusega nukleotiid
on adeniin (A). Varasematest uuringutest on teada, et Eestis on rs279826 poliimorfismi

alleelisagedused vastavalt A = 51% ja G =49% ning rs279858 korral A = 56% ja G =44% [62].

3 NC_000004.12 ~ | Find: vi@p Q @ i == I A Tools~ | ¥ Tracks » ¥, Download + & 7 ~
46,312,530 46,312 540 46,312,550 46,312,560 A rs279858 G 12,560 46,312,590 46,312 600 46,312, 610 46,312,620 4

—~

EAATT(GAAGCAACTTATTTGGCATTGTCATATTATGAGCYACTGATTTYTTCCCATTGTGAAAAAAGG‘I‘ATCTGGAGTCCAGTT‘I‘TGCTAGCCATTAAATTG
ACTTAA GTTGAATAAACCGTAACAGTATAATACTCGATGACTAAAAAAGGGTAACACTTTTTTCCATAGACCTCAGGTCTAAAACGATCGGTAATTTAAZ

0001405.40-RS_2023_10 L00%

rs747927440 mmmmmm TTTTTT/TTTTTTT
rs134182846

rs747927440 DRI TTTTTT/TTITTTTT
r 28464

46,312,540 46,312,550 46,312,560 46,312,570

A NC_000004.12: 46M..46M (105 nt) £ Tracks shown: 11/754

46,312,600 46,312,620 4
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5 NC_000004.12 ~ | Find: e @ i == I A Tools» | £ Tracks ~ ¥, Download + & 7 ~
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AC
ATACATACATCTATCGTATTGTTCCGTTAGTGAAACGAGTTATGGTTAGT TTCCCAAAAAACAACAACAACAACAAAAATTTACACTATGTGACTGGTACTGGAZ
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NP bl156 v2 108 x

e 3,

6,332,170 46,332,180 48/332.190 46,332,200 46,332,210 48,332,220 46,332,230 48,332,240

B NC_000004.12: 46M..46M (105 nt) £ Tracks shown: 11/754

Joonis 5. A — SNP rs297858 asukoht GABRA?2 geenis [63]; B — rs279826 asukoht GABRA?2
geenis [64]. Numbrid iilemises déres tdhistavad nukleotiidide loetelu kromosoomis, punased

tapid ja lillad 16igud tdhistavad erinevaid poliimorfisme.

Antud t66 hiipotees oli, et GABRA?2 poliimorfismide rs279826 jars279858 A-alleel on varreldes
vastavate poliimorfismide G-alleeliga seotud korgema seisundidrevuse, plisidrevuse ning
depressiivsusega. Kuigi kirjanduses on rohkem andmeid selle kohta, et G-alleel on seotud
suurema psiihhopatoloogiliste seisundite esinemise tdendosusega, siis kdesoleva t66 puhul oli
hiipotees piistitatud uurimisrithma eelneva teadust6d pohjal, mille raames leiti A-alleeli seos

kdrgema agressiivsuse ja alkoholi tarbimisega ELIKTU laste valimis.

Teadusprojekti laiem eesmirk on &drevust ja depressiivsust soodustavate geneetiliste
riskifaktorite tuvastamine, mille pdhjal saaks tulevikus potentsiaalselt ennetada ning ravida
vastavaid pstiithikahdireid. GABRA2 SNP-de 1rs279826 ja 1s279858 seos seisundi- ja
plisidrevuse ning depressiivsusega vdimaldaks ennetada psiilihikahédireid ning uurida, kuidas
keskkondlikud tingimused nimetatud fenotiiiipe genotiilibiviliselt mdjutavad ning soodustavad.
Samuti saab uurida, kas ravimite toime sdltub SNP-dest ja kas ning milliseid, erinevusi leidub
uuritavate SNP-de vahel. Lisaks saab laste valimi pohjal analiilisida lastevanematel esinevate
poliimorfismide parandumist ning sellest tulenevaid seoseid lastel piisi- ja seisundidrevusega,
depressiivsusega ning ka genotiilibi moju perekeskkonnale. Saadud info vdimaldab eelmainitud

faktoreid arvesse vottes luua paremaid personaliseeritud ravistrateegiaid.
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4. METOODIKATE KIRJELDUS

4.1. Arevuse ja depressiivsuse hindamine

Antud t66s hinnati drevuse ja depressiivsuse siimpotmeid, kasutades Tartu Ulikooli ja Tervise
Arengu Instituudi teadlaste poolt tehtud ELIKTU lapsevanemate uuringu tulemusi. ELIKTU
on longituudne ja laiahaardeline uuring, mis holmab 1176 last, keda jélgitakse aktiivselt teatud
ajaperioodide tagant lapseeast tdiskasvanuni. ELIKTU uuringu eesmirk on uurida Eesti laste
tervise kujunemist, jélgida riskitegureid, mis mojutavad tervistkahjustavat kéditumist, ja nende
muutumist ajas. Lihteuuring toimus aastatel 1998/1999, milles osalesid Tartu linna ja
maakondade 9- ja 15-aastased lapsed, moodustades kaks kohorti. Niiiidseks on noorem kohort
kdinud uuringus viis ja vanem kohort neli korda. Aastatel 2011-2013 koguti andmeid laste
emade-isade kohta, moodustades ELIKTU lapsevanemate valimi. [65] ELIKTU lapsevanemate

uuring on tehtud eetikakomitee loa nr 197T-14 alusel.

ELIKTU uuringus on drevust hinnatud Stait-Trait Anxiety Inventory (STAI) kiisimustiku alusel
ning depressivsust Montgomery—Asbergi depressiooni skaalaga (MADRS). STAI kiisimustik
koosnes kahest eraldi osast: iiks seisundi- (STATE) ja teine piisidrevuse (TRAIT) jaoks.
Modlemas kiisimustikus oli kokku 20 kiisimust ning maksimaalne skoor oli mdlemal juhul 80.
Tulemus 20-37 viitas madalale drevusele, 38—44 mdoddukale drevusele ja 45-80 korgele
drevusele. MADRS kiisimustik koosnes 9 kiisimusest maksimaalse skooriga 54, kus tulemus
0-6 viitas depressiooni puudumisele, 7-19 kergekujulisele depressioonile, 20—34 mdddukale

depressioonile ja 35-54 raskekujulisele depressioonile. [66,67]

4.2. RT-PCR meetod

GABRA?2 poliimorfismide identifitseerimiseks kasutati reaalaja poliimeraasi ahelreaktsiooni
(ingl k Real Time Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) meetodit. Erinevalt tavalisest PCR-ist
voimaldab RT-PCR jélgida DNA amplifitseerumise protsessi reaalajas, saada seetdttu ka
tapsemaid tulemusi ning vajadusel 14bi viia kvantitatiivset analiiiisi. RT-PCR eeliseks on korge
efektiivsus, tundlikkus, kiirus, jérjestus-spetsiifilisus ning vdimalus kasutada vdhe geneetilist
algmaterjali — minimaalne genoomse DNA kogus reaktsiooni jaoks on 5 ng. Samas on RT-PCR
puuduseks voimalikud vale-positiivsed tulemused, mida vdib esineda kuni 7% ulatuses. Vale-
positiivsed tulemused tulenevad proovide suurest tundlikkusest saastatuse suhtes ja vigasest
siinteesiprotsessist, mida mdjutavad muutused DNA-s ja inhibeerivad {ihendid lahuses. [68,69]

Nende véltimiseks kasutati to0s korge puhtusega reagente ja positiivseid kontrolle.
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Meetodi kasutamise kdigus valmistatakse PCR-i tarbeks iga uuritava DNA kohta
reaktsioonisegu, milles toimub PCR-i jooksul véljavalitud DNA 15igu amplifitseerimine (joonis
6). PCR koosneb kolmest peamisest etapist. Esmalt denatureeritakse DNA, katkestades ca 95
°C juures DNA kaksikheeliksi vahelised sidemed. Teiseks seonduvad temperatuuri alandamisel
eelnevalt vidlja valitud kindla DNA piirkonna otstesse komplementaarse jérjestusega praimerid.
Praimer on iihtlasi nukleiinhappe 10ik, mis maérgistab DNA replikatsiooni alguskoha.
Kolmandaks toimub DNA poliimeraasi abil uue ahela siintees ning uuritava DNA piirkonna
16ikude arv suureneb kaks korda. Pirast n tsiiklit on lahuses 2" DNA 16iku, mille tulemusena

toimubki uuritava DNA piirkonna paljundamine. [70]

Poliimerisatsiooni ahelreaktsioon - PCR

Nukleotiid /' m
I — 1111

|
»
‘

N
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Originaalne | \
oNA My — T

Praimer
i

DNA denaturatsioon 9 Praimerite kinnitumine e Uue ahela siintees
95-96°C 68°C 72°C

Joonis 6. Poliimerisatsiooni ahelreaktsioon. Numbrid tihistavad PCR reaktsiooni etappe, kus
1. on denaturatsioon, 2. praimerite kinnitumine ja 3. uue ahela siintees. Etapid korduvad iga

tsukli korral.

PCR-i teostades asub praimerite vahelisel DNA alal antud t66s uuritav poliimorfism rs279826
vOi 1279858, millele seondub genotiipiseerimise protsessi kdigus TagMan™ sond (joonis 7).
TagMan™ sondid on oligonukleotiidsed DNA jérjestused, mis koosnevad 5’ otsas paiknevast
fluorestsentsmirgisest ja 3’ otsas paiknevast vaigistajast. Vaigistaja summutab fluorofoori
kiirgust Forsteri-tiilipi resonantse energiaiilekande (FRET) teel kuni see asub vaigistaja vahetus
laheduses ehk seotuna oligonukleotiidse sondi kiilge [71]. Kéesolevas to0s kasutatav vaigistaja
oli NFQ-MGB, kus MGB tihistab viikese vao ligandi (ingl k minor groove binder) ning NFQ
tahistab mittefluorestseeruvat vaigistajat (ingl k nonfluorescent quencher). Seejuures
voimaldab MGB kasutamine suurendada sondi sulamistemperatuuri (Tm) ehk temperatuuri,

mille juures 50% kaheahelalisest DNA-st on denatureerunud olekus. Kdrge sulamistemperatuur
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aitab kaasa sondi ja geenijdrjestuse vahelise stabiilsuse suurendamisele ning voimaldab seega
kasutada lilhemaid sonde. NFQ kasutamine vdimaldab summutada fluorofoori kiirgust kuni
sond on seotud DNA kiilge ning seekaudu modta tidpsemat signaali, kuna vaigistaja ise
fluorestsentssignaali ei eralda. TagMan™ sondi nukleotiidjdrjestus on komplementaarne
uuritava poliimorfismiga — vastavalt iihele voi teisele nukleotiidile, kinnitub poliimorfismi

piirkonna geenijirjestusele ainult komplementaarse jirjestusega TagMan™. [72,73]

Poliimerisatsioon lii
5 3 ' /— DNA polimeraas
TErrrrrerrrrreerrTd 5IIIIIIIIII 3
< Praimer %\ — S
< Fluorestsentsmérgis
< kiirgab valgust ®
< Y (-
\Pralmer /
Seondunud sond 5' —_—
3 5 3 L 5
Kinnituvad TagMan @ Poliimerisatsiooni kdigus eraldub sondi
sond ja praimerid kiiljes olev fluorofoor ja kiirgab valgust

Signaali tekke pohimote
@ Fluorestsentsignaal

FRET
Fluorofoor ‘/\Vaigistaja K

Sond ‘
hidroliisitakse ’
poliimeraasi

aktiivsuse tottu
Mittekiirgav fluorofoor Kiirgav fluorofoor

Joonis 7. TagMan™ sondi pohimdte ja fluorestsentssignaali teke poliimeraasi reaktsioonil.

DNA poliimeraas on ensiiim, mis siinteesib iiheahelalisele DNA-le komplementaarse
jérjestuse. Poliimeraas alustab siinteesi praimeri juurest DNA 5’ otsas. Kui ensiiiim jouab
poliimerisatsiooni kdigus DNA matriitsahelale kinnitunud 7agMan™ sondini, toimub sondi
hiidroliitis, mida vodimaldab DNA poliimeraasi 5°-3’ eksonukleaasne aktiivsus. Selle
tulemusena 1dhutakse fluorestsentsmédrgis sondi kiiljest lahti ja see vabaneb lahusesse.
Vabanenud fluorofoor kiirgab valgust (joonis 7) ning vastav signaal jouab masina
vastuvotjasse. Mdlemale voimalikule alleelile vastab fluorofoori erineva struktuuri tdttu kindla
intensiivsusega fluorestseeruv signaal, mille jdrgi hindab masin, millise nukleotiidiga on
tegemist. [74] Iga uuritav proov kiirgab vastavalt SNP-le seondunud fluorestsentsmérgisele
signaali kahe nukleotiidi kohta, sest rakutuumas on kaks koopiat samast geenijirjestusest.
Seejiarel on kahe nukleotiidi signaalide alusel vdimalik tuvastada proovi genotiiip. A/G
genotiiiibi puhul on fluorestsentssignaal vastavalt kahe fluorofoori poolt kiiratava valguse segu.
Juhul, kui tekib probleem praimerite seondumisel, kas ebasobiva komplementaarsuse, DNA

materjali kehva kvaliteedi voi liiga madala kontsentratsiooni tottu, jadb genotlilip mddramata.
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5. EKSPERIMENTAALNE OSA

5.1. Kasutatud reagendid

PCR-i iildlahusena kasutati t66s HOT FIREPol® Probe qPCR Mix Plus’i, mis on toodetud
Solis Biodyne’i poolt. Lahus sisaldas keemiliselt modifitseeritud FIREPol® kuumkaivitust
voimaldavat DNA poliimeraasi ja 5x qPCR puhverlahust. Puhver omakorda sisaldas 15 mM
MgCl, lahust, desoksiiribonukleotiide (dNTP-d: dATP, dCTP, dGTP ja dTTP)
ja referentsfluorofoori. Poliimorfismi rs279826 spetsiifilise seguna, mis sisaldas vastavaid
praimereid ja TagMan™ sondi, kasutati Applied Biosystemsi poolt toodetud C_ 1027170 10
lahust.  Amplifitseeritava  jérjestuse ala oli  selle lahuse korral vastavalt
CAATCACTTTGCTCAATACCAATCAJA/GIAGGGTTTTTTGTTGTTGTTGTTGTT (51
aluspaari) ning asukoht kromosoomis 4: 46332192-46332192. Muu teave oli tootja poolt
omandidigusega kaitstud. Poliimorfismi rs279858 spetsiifilise seguna kasutati sama tootja poolt
lahust  C 2073557 1, mille amplifitseeritava  jirjestuse = ala  oli  vastavalt
TTGTCATATTATGAGCTACTGATTT[C/TITTCCCATTGTGAAAAAAGGTATCTG (51
aluspaari) ja asukoht kromosoomis 4: 46312576-46312576. Toos kasutatud ELIKTU
lapsevanemate genoome DNA oli juba eelnevalt veenivereproovidest eraldatud, kasutades
Qiagen QIAamp® DNA Blood Midi Kit’i vdi NucleoSpin® Blood Kit’i. DNA-d siilitati -20
°C juures 5 mM Tris-HCI puhverlahuses pH-ga 8,5. Varasemalt NanoDrop spektrofotomeetriga
leitud DNA kontsentratsioon proovides oli vahemikus 20-30 ng/ul ja DNA puhtus A280/260
suhte jargi vahemikus 1,5-2. PCR lahuses kasutatud Milli-Q vesi oli puhtusega 18,2 MQ-cm.

Juhul, kui geeni poliimorfses alas esines A nukleotiid, seondus poliimorfismile 6-VIC
fluorofoori (2’-kloro-7’-feniiiil-1,4-dikloro-6-karboksiifluorestseiini fosforamidaat; struktuur
toodud lisa 4) kandev TagMan™ sond, mille ergastuseks vajalik lainepikkus oli 526 nm ning
emissiooni lainepikkus 543 nm. Kui aga geeni poliimorfses alas esines G nukleotiid, siis
seondus poltiimorfismile 6-FAM fluorofoori (6-karboksiifluorestseiini fosforamidaat; struktuur
toodud lisa 4) kandev sond, mille ergastamiseks vajalik lainepikkus oli 495 nm ning emissiooni
lainepikkus 520 nm. [75] Moddetud fluorofoori (VIC voi FAM) fluorestsentssignaal
normaliseeriti referentsfluorofoori suhtes. Kdesolevas toos kasutati referentsfluorofoorina
inertset 6-ROX-i (6-karboksii-X-rodamiini; struktuur toodud lisa 4), mille signaal ei sdltunud
PCR reaktsioonist. ROX-i fluorestsenstsignaali modtmine vottis arvesse optilise tee
varieeruvust plaatide siivendites ning vdimaldas leida optimaalseima tulemuse. ROX-i

ergastuslainepikkus oli 578 nm ja emissiooni lainepikkus 604 nm. [76,77]
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5.2. Kasutatud masin ja temperatuuriprogramm

Proovide analiiiisimiseks kasutati RT-PCR meetodil toGtavat masinat QuantStudio Pro 6 ja
tulemuste leidmiseks tarkvara Design & Analysis 2.2 Real-Time PCR System, kus koostati ka
kasutatud temperatuuriprogramm (joonis 8). Temperatuuriprogrammi jirgi tdusis algselt
temperatuur 30 sekundi jooksul 60 °C-ni, mille ajal mdddeti masina esialgne taustsignaal, mille
suhtes PCR-1 kdigus saadud fluorestsentsandmeid korrigeeriti. Sealt edasi tdusis temperatuur
12 minuti jooksul 95 °C-ni ja toimus DNA poliimeraasi aktiveerumine. Jargnevalt algas PCR
etapp, kus 95 °C juures toimus 15 sekundi jooksul DNA kaksikheeliksi denatureerumine kaheks
eraldi jarjestuseks. Seejirel langes temperatuur 1 minuti jooksul tagasi 60 °C juurde, mille
jooksul toimus praimerite kinnitumine ning DNA poliimeraasi abil uue ahela siintees. PCR
tsilkkel kordus uuesti 40 korda. Péarast PCR etappi moddeti 60 °C juures 30 sekundi jooksul
16plikud fluorestsentssignaalid, millest lahutati maha eellugemi kdigus mdddetud taustsignaal.
Jarellugemi kdigus mooddetud signaalide alusel leiti genotiipiseerimistulemused. Proovide
ergastamine ja signaalide detekteerimine toimus viies kanalis. Masinas kasutatav detektor oli

fotodiood ja ergastusallikas LED lamp.

Eellugem Kaivitus PCR Jarellugem
95°C o 95°C
1 6oc/g 00:12:00 00:00:15 4 s ocg
60 °C = 60°C  og 60°C
16°c/8 00:00:30 00:01:00 00:00:30
30 (O]

Joonis 8. Kasutatatud RT-PCR temperatuuriprogramm.

5.3. Too kaik

Enne igat katset soojendati vajalikud reagendid toatemperatuurini. Seejirel segati Eppendorf
tuubis kokku vastavalt analiilisitavate proovide arvule vajalikes kogustes ja sobivates
vahekordades reaktsioonisegu. Reaktsioonisegu sisaldas Milli-Q vett, HOT FIREPol® Probe
qPCR Mix Plus {ildist PCR segu ja rs279826 korral C_ 15866557 10 spetsiifilist segu ning
1s279858 puhul C 2073557 1 spetsiifilist segu. Vajaliku koguse reaktsioonisegu

valmistamiseks arvestati, et proovid kantakse 384-siivendiga mikrotiiterplaadile.
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Teises etapis lisati plaadi kdikidesse siivenditesse (v.a esimesse ja viimasesse stivendisse ning
teise, kolmandasse ja neljandasse siivendisse) 1 pL DNA-d. Kahte viimasesse siivendisse lisati
negatiivse kontrollina 1 pL Milli-Q ning plaadi teise, kolmandasse ja neljandasse siivendisse
pipeteeriti positiivse kontrollina igal modtmisel 1 uL. DNA-d, mille genotiiiibid (vastavalt A/A,
A/G, G/G) olid varasemalt teada.

Uhe tulba jagu proovide genotiipiseerimiseks liks vaja 110 uL Milli-Q vett, 30 uL HOT
FIREPoI® Probe qPCR Mix Plus iildist PCR segu ja 2 pL spetsiifilist segu. Reaktsioonisegu
segati vorteksil ning seejirel kanti vOrdsed kogused segu automaatpipetiga kaheksasse
véikesesse Eppendorfi PCR-toru tuubi. Vastavalt planeeritud tulpade arvule kanti

mitmekanalilise pipetiga 9 uL reaktsioonisegu plaadi igasse siivendisse.

Pérast reaktsioonisegu lisamist igasse slivendisse, kaeti plaat kattekilega ning tsentrifuugiti 10
minutit 1200 x g juures. Seejdrel asetati plaat RT-PCR masinasse, kus VIC signaali mddtmine
toimus esimeses ja FAM signaali modtmine teises kanalis. Esimese kanali ldbilastav
ergastuslainepikkus oli 470 = 15 nm ja emissiooni lainepikkus 520 + 15 nm. Teise kanali
labilastav ergastuslainepikkus oli 520 + 10 nm ja emissiooni lainepikkus 558 + 12 nm.
Referentsfluorofoori ROX signaali modtmine toimus neljandas kanalis, mille ldbilastav
ergastuslainepikkus oli 580 + 10 nm ja emissiooni lainepikkus 623 + 14 nm. Filtri seadete alusel
ei toimunud fluorestsentssignaalide kattumist, seega ei esinenud valguse labikumamist iihest

kanalist teise.

5.4. RT-PCR tulemuste analiiiis

Katseseeria kdigus saadud andmete korrektsust kontrolliti negatiivse ning positiivse kontrolli
alusel. Proovid, mille genotiipiseerimine tulemust ei andnud, 1dbisid kordusmdotmise. Pérast
igat katseseeriat sooritati genotiipiseerimistulemuste  analiilisiprogrammis tulemuste
kvaliteedikontroll. Selle kdigus jélgiti amplifikatsiooni graafiku alusel (lisa 5), kas kdikide
proovide ampifikatsioonikurvid kasvasid eksponentsiaalselt ning ega Milli-Q vett sisaldavate
proovide siivendites ei toimunud amplifikatsiooni. Samuti jélgiti fluorestsentssignaalide
graafiku (lisa 5) alusel, kas referentsvérvi fluorestsentssignaal piisis muutumatuna kogu katse

véltel ning ega ei esinenud dkilisi muutusi fluorofooride signaalides.

PCR tstiklite 5-15 ajal mdotis masin baastaseme signaali, sest siis ei olnud proovide signaalid
miiratasemega vorreldes eraldatavad. Vastavalt iga katse kdigus mdddetud baastasemele leiti

programmi poolt hiljem fluorestsentssignaali ldvend (l&vend on néidatud amplifikatsiooni
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graafiku joonisel lisas 5), mille liletamisel miéras programm amplifikatsioonikurvi olemasolul
genotiiiibi. Koik signaalid, mis jdid alla ldvendi, méirgistati mitte-amplifitseerunuks ehk
tulemust mitteandvateks. Fluorestsentsldvendi pdhjal leiti programmi poolt igale proovile ka Ct
(ingl k Cycle Threshold) véartus, mis iseloomustas tsiiklite arvu, millest alates
fluorestsentssignaal iiletas taustamiira ldvendi. Mida viiksem oli Ct véértus, seda efektiivsemalt
oli toimunud PCR reaktsioon. Tarkvaraprogrammi poolt tehtud amplifitseerumise analiiiisi
alusel leiti, kas signaal on genotlipiseerimistulemuse médramiseks piisav ning genotiilipide

klastrite moodustamise pdhjal leiti programmis 16plikud genotiipiseerimistulemused (joonis 9).

Alleelide jaotusgraafik

5.0

45 - ‘
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
05— L X

0.0

Alleel 2

T T T T T T T T T T T T T T T 1
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 22 24 26

Alleel 1

Mitte- Alleel 1/Alleel 2 @ Alleel 2/Allecl2 @  Alleel 1/Alleel 1
amplifitseerunud

Joonis 9. Ndide RT-PCR SNP rs279858 iihe katseseeria alleelide jaotusgraafikust ja
moodustunud genotiiiipide klastritest. X-teljel on normaliseeritud FAM fluorestsentssignaal ja
y-teljel normaliseeritud VIC fluorestsenstssignaal, millest on maha lahutatud ka eellugemi
kdigus moodetud taustsignaalid. Alleel 1 téhistab A-alleeli ja alleel 2 téhistab G-alleeli. (joonis

on kohandatud inglise keelest)

5.5. Andmetootlus

Genotiipiseerimise tulemusena méérati uuritavatel vastavalt A/A ehk A-alleeli homosiigootsus,
A/G ehk heterosiigootsus ja G/G ehk G-alleeli homosiigootsus. Saadud tulemused vormistati
Exceli failis, kus lisati igale inimesele vastav ID-kood leitud SNP-de genotiilipide ja uuritavate
fenotiitipide skooridega. Katseandmete pohjal teostati ANOVA dispersioonanaliiiis JASP
0.18.3 tarkvaraga. Dispersioonanaliilis moddab pideva tunnuse sdltuvust kategoriaalsest
tunnusest. Genotiilip on kategoriaalne tunnus, millel on kindel hulk vdimalikke véartuseid,
antud t66 puhul kolm. Seisundidrevus, piisidrevus ning depressiivsus on pidevad tunnused,

mida hinnati kiisimustike skooridena, mis varieerusid teatud skaala piires. Kéesoleva t66 puhul
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viidi ldbi kolm analiiiisi ehk hinnati seisundi- ja piisidrevuse ning depressiivsuse sdltuvust
genotiilibist. Dispersioonanaliiiisil saadud tulemustest vdeti arvesse F-statistiku véartust (1),
efekti suurust (n?) (2), mille véirtused leiti kasutades ruutude summasid (ingl k Sum of Squares)
(3), ning statistilist usaldusvédérsust p-véddrtuse abil. Tulemustevahelisi erinevusi peeti
statistiliselt usaldusvéérseks kui p < 0,05. Seose olemasolul viidi ldbi post hoc analiitisid, et
selgitada, mis genotiilipide vahel tipsemalt erinevus esines. Post hoc analiilisina kasutati Fisheri
vdhima olulise erinevuse (LSD) testi. Valimi normaaljaotust hinnati Shapiro-Wilk’i testi alusel

ja dispersiooni homogeensust kontrollis JASP tarkvara automaatselt Brown-Forsythe testi

alusel.
F = Keskmine SS(gruppidevaheline) _ gruppidevaheline dispersioon (1)
~ Keskmine SS(gruppidesisene) - gruppidesisene dispersioon
SS(gruppidevaheline)
SS(kogu)
— n 7\ 2
SS(Sum of Squares) = Y, (x; — %) 3)
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6. TULEMUSED JA ARUTELU
6.1. Leitud alleelisagedused

Valim koosnes 1416 lapsevanemast, kellel donnestus rs279826 genotiilip madrata 1359 inimesel
(n(A/A) = 376; n(A/G) = 679; n(G/G) = 304 ) ja rs279858 genotiilip 1363 inimesel (n(A/A) =
459; n(A/G) = 657; n(G/G) = 247). Valimi seisundi-, piisidrevuse ja depressiivsuse skoorid olid
genotiilipidesiseselt normaaljaotusega ning homogeensete dispersioonidega. Andmeanaliiiisist
jiid vilja inimesed, kellel puudus STAI vdi MADRS kiisimustiku skoor vodi kelle

genotiipiseerimine ei andnud tulemust.

Varasemast Geenivaramu uuringust on teada, et Eestis on 15279826 poliimorfismi
alleelisagedused vastavalt A =51% ja G =49% jars279858 omad A =56 % ja G =44 % [62].
Uuritud valimi pohjal olid leitud rs279826 alleelisagedused vastavalt A = 53% ja G =47% ning
rs279858 SNP-1 A = 58% ja G = 42%, mis on Hardy-Weinbergi tasakaalus ja vorreldavad

varasemalt Eestis madratud alleelisagedustega.

6.2. rs279826 seos seisundi- ja piisiirevusega ning depressiivsusega

Kahefaktorilise ANOVA dispersioonanaliiiisi tulemusena leiti GABRA2 rs279826 genotiiiibi ja
soo vaheline interaktsioon piisidrevuse korral (F(2,1289) = 3,041, p = 0,048) (tabel 1). Post hoc
analiilisist ndhtus, et statistiliselt erinesid GABRA2 rs279826 tulemused naistel ja meestel A/A
homosiigootide vahel (p < 0,001), kus naiste plisidrevuse tase oli korgem vorreldes meestega.
Kogu valimi ulatuses ei leitud tihefaktorilise ANOVA dispersioonanaliiiisi tulemusena seoseid
genotiilibi ning plisidrevuse vahel (tabel 2). Kuna piisidrevuse tase oli meeste ja naiste vahel
erinev (tabel 1), viidi 1dbi ka tihefaktorilised dispersioonanaliiiisid naistel ja meestel eraldi (tabel
2). Dispersioonanaliiiisi tulemusena leiti, et naistel oli GABRA2 rs279826 genotiiiibil moju
pusidrevusele ((F(2,763) = 4,230, p = 0,015). Post hoc analiiiisist jareldus, et statistiliselt
erinesid omavahel A/A (M =43,5+9,7) ja A/G (M = 41,3 £ 8,3) genotiiiibid (p = 0,005) ning
A/A ja G/G (M = 41,7 £ 8,9) genotiilibid (p = 0,041). Seejuures A-alleeli homosiigootide
plisidirevuse tase oli naiste korral kdrgem,vorreldes G-alleeli kandjate piisidrevuse tasemega

(Joonis 10).
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Tabel 1. GABRA2 1s279826 piisidrevuse kahefaktorilise ANOVA genotiiiibi ja soo
interaktsiooni tulemused, kus n tihistab vaatluste arvu, F siimbol F-statistiku vaartust, p-véértus

statistilist usaldusvéadrsust ja n? efekti suurust.

n F P n’
GABRA?2 rs279826 1289 1,199 0,302 0,002
sugu 1289 32,449 <0,001 0,024
GABRA?2 rs279826 ¥ sugu 1289 3,041 0,048 0,005

Seisundidrevuse uurimisel ei leitud iihefaktorilise ANOVA dispersioonanaliilisi tulemusena
kogu valimi ulatuses seoseid genotiiiibi ning seisundidrevuse vahel (tabel 2). Samuti ei
taheldatud kahefaktorilise ANOVA analiiiisi 1dbiviimisel interaktsiooni soo ja genotiiiibi vahel
(lisa 6). Siiski esines soo ja seisundidrevuse vahel piiripealse usaldusvairsusega (F(1,1289) =
3,042, p = 0,081) efekt (lisa 6), mis andis alust arvata, et meeste ja naiste seisundidrevuse tase
on erinev ning seetdttu viidi 1abi iihefaktorilised dispersioonanaliitisid meestel ja naistel eraldi
(tabel 2). Dispersioonanaliiiisi tulemusena leiti, et naistel oli GABRA2 rs279826 genotiiiibil
moju seisundidrevusele (F(2,765) = 3,808, p = 0,028). Post hoc analiilisist jéareldus, et
statistiliselt erinesid omavahel A/A (M = 33,2 £9,6) ja A/G (M = 31,1 £ 8,3) genotiilibid (p =
0,007). Seejuures A/A homosiigootide seisundidrevuse tase oli naiste korral korgem vorreldes

A/G heterosiigootide tasemega (joonis 10).

Tabel 2. GABRA?2 15279826 iihefaktorilise ANOVA tulemused piisi- ja seisundidrevuse ning
depressiivsuse korral, kus n tihistab vaatluste arvu, n? efekti suurust, p-viértus statistilist

usalduviirsust ning F siimbol F-statistiku vairtust.

n F p n?

Seisundidrevus 1293 2,027 0,132 0,003

Kogu
Piisidrevus 1293 1,945 0,143 0,003

valim
Depressiivsus 1312 2,367 0,094 0,004
Seisundidrevus 765 3,808 0,028 0,010
Naised Pisidrevus 765 4,230 0,015 0,011
Depressiivsus 780 2,749 0,065 0,007
Seisundidrevus 524 0,184 0,832 0,001
Mehed Piisidrevus 524 0,414 0,662 0,002
Depressiivsus 529 0,887 0,412 0,003
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A GABRA2 rs279826 B GABRA?2 rs279826 C GABRA2 rs279826

Joonis 10. GABRA2 rs279826 genotiilipide keskmised skoorid: A — piisidrevus; B —
seisundidrevus; C — depressiivsus. Tahistused *,** ja # nditavad rithmade vahelisel vordlusel
saadud statistilist usaldusvédrsust p<0,05. * tdhistab naistel A/A genotiilibi erinevust
plisidrevuse korral teistest genotiilipidest ja seisundidrevuse korral A/G genotiiiibist, ** tdhistab
A/A genotiilibi meeste erinevust naistest ning # tdhistab heterosiigootide ja homosiigootide

omavahelisel vordlusel leitud heteroosiefekti naistel. Veavilbad tdhistavad standardhéilvet.

Depressiivsuse uurimisel ei leitud tihefaktorilise ANOVA dispersioonanaliilisi tulemusena
seoseid genotiiiibi ning depressiivsuse vahel kogu valimi ulatuses (tabel 2) ning kahefaktorilise
ANOVA dispersioonanaliiiisist soo ja genotiilibi vahelist interaktsiooni ei tdheldatud (lisa 6).
Samuti ei tuvastatud meeste ja naiste ihefaktoriliste dispersioonanaliiiiside tulemustest
genotiilibi  mdju  depressiivsusele (tabel 2). Naiste tulemustes esines piiripealse
usaldusvédrsusega efekt (p = 0,065) (tabel 2), mis viitas sellele, et heterosiigootide
depressiivsuse tase oli madalam vorreldes homostigootidega (joonis 10), kuna A/G genotiiiibi
MADRS keskmised skoorid erinesid A/A ja G/G homosiigootide skooridest iihe skaalapunkti
vorra (lisa 7). Seega viidi naistel 1dbi edasised ANOVA analiilisid homosiigootide ja
heterosiigootide vahel, uurimaks heteroosiefekti olemasolu. Dispersioonanaliilisist selgus, et
naiste depressiivsuse tulemustes esines heteroosiefekt (F(1,781) = 5,491, p = 0,019) ehk A/G
heterosiigootide depressiivsuse tase (M = 7,9 + 6,4) oli madalam vorreldes homosiigootide

tasemega (M = 9,0 + 6,5) (joonis 11).

25



* T
87 -
L 6
a
o
S 4-
2 —
0 —
| |
heterostigoodid homosiigoodid

GABRA2 rs279826

Joonis 11. Naiste GABRA2 15279826 heterosiigootide ja homosiigootide depressiivsuse
keskmised skoorid, kus * tdhistab riihmadevahelisel vordlusel saadud statistilist usalduvéaarsust

p <0,05. Veavilbad tdhistavad standardhilvet.

GABRA?2 rs279826 naiste dispersioonanaliilisi kdigus leiti, et A/A genotiiiibi piisidrevuse tase
oli kdrgem vorreldes teiste genotiilipidega ja A/A genotiiiibi seisundidrevuse tase oli kdrgem
vorreldes A/G genotiiiibiga. Antud tulemus kinnitab naistel hiipoteesi, et rs279826 A-alleel on
seotud kdrgema piisidrevusega. Lisaks leiti naistel, et A/G genotiiiibi depressiivsuse tase oli
korgem vorreldes homosiigootide tasemega. Sellest jareldub, et depressiivsuse esinemine
naistel on seotud GABRA2 rs279826 genotiilibiga. Piisidrevuse korral tdheldati ka soo ja
genotliiibi interaktsiooni, mis annab alust arvata, et soolised erinevused mingivad rolli A/A

genotliiibil piisidrevuse esinemise mééras.

6.3. rs279858 seos seisundi- ja piisiirevusega ning depressiivsusega

ANOVA dispersioonanaliiiisi kdigus ei leitud statistiliselt olulisi seoseid rs279858 genotiiiibi ja
plisi-, seisundidrevuse ning depressiivsuse vahel (tabel 3). Analiiiis viidi 14bi nii kogu valimi
ulatuses kui ka naistel ja meestel eraldi. Samuti ei tdheldatud kahefaktorilise ANOVA analiiiisi
tulemusena soo ja genotiilibi vahelisi interaktsioone (lisa 6). Dispersioonanaliiiisi kdigus leitud
efektid kogu valimis olid piisidrevuse ja depressiivsuse korral piiripealsed ehk veidi suuremad
kui konventsionaalselt usaldusvéérseteks loetavad p-védrtused (tabel 3), aga ei viidanud siiski

statistilisele usaldusvédrsusele ning seetdttu ei viidud 1abi ka edasisi post hoc analiiiise.
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Tabel 3. GABRA2 rs279858 iihefaktorilise ANOVA tulemused piisi-, ja seisundidrevuse ning
depressiivsuse korral, kus n tihistab vaatluste arvu, n? efekti suurust, p-véirtus statistilist

usalduviirsust ning F siimbol F-statistiku vairtust.

n F p n’
Seisundidrevus 1291 0,990 0,372 0,002
Kogu .
Piisidrevus 1291 2,643 0,072 0,004
valim -
Depressiivsus 1316 2,445 0,087 0,004
Seisundidrevus 766 1,581 0,206 0,004
Naised Piisidrevus 766 1,746 0,175 0,005
Depressiivsus 783 1,475 0,229 0,004
Seisundidrevus 522 0,033 0,967 <0,001
Mehed Piisidrevus 522 1,030 0,358 0,004
Depressiivsus 530 1,016 0,363 0,004
48 7 367 10.0 -
46 - O mehed 35+ © mehed 9.5 - O mehed
® naised 34 - ® naised 9.0 - # ® naised
E 7 # E 33 v 85—
= 40 5 32— 2 80-
40 - 31 4 = 7.5+
7.0 -
38 - 30 - 6.5 -
36 - I T 1 29 - I T 1 6.0~ I T 1
A/A A/G G/G A/A A/G G/G A/A A/G G/G
A GABRA2 rs279858 B GABRA2 rs279858 C GABRA2 rs279858

Joonis 12. GABRA2 rs279858 genotiilipide keskmised skoorid: A — piisidrevus, B —
seisundidrevuse; C — depressiivsus. # tdhistab heterosiigootide ja homosiigootide omavahelisel
vordlusel leitud heteroosiefekti, mille korral statistiline usaldusvéérsus oli p < 0,05. Veavilbad

tahistavad standardhilvet.

Nii naiste kui meeste tulemustest on néha, et A/G heterosiigootide piisidrevuse ja depressiivsuse
tase oli vorreldes homostigootide A/A ja G/G tasemega viiksem (joonis 12). Sellest ldhtuvalt
kontrolliti dispersioonanaliiiisi kaudu heteroosiefekti olemasolu. Uhefaktorilise ANOVA
tulemustest selgus, et kogu valimis esines depressiivsuse (F(1,1313) = 4,241, p = 0,04) ja
pusidrevuse (F(1,1292) = 5,054, p = 0,025) korral heteroosiefekt. A/G heterosiigootide
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ptsidrevuse (M = 40,4 £ 8,2) ja depressiivsuse (M = 7,9 + 6,1) tase oli madalam vdrreldes

homosiigootidega (M(piisidrevus)= 41,5 + 8,7; M(depressiivsus) = 8,6 + 6,4) (joonis 13).
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0- 30- \ |
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A GABRA2 rs279858 B GABRA2 rs279858

Joonis 13. GABRA2 rs279858 heterosiigootide ja homosligootide depressiivsuse (A) ja
ptsidrevuse (B) keskmised skoorid, kus * tédhistab riihmadevahelisel vordlusel saadud statistilist

usalduviirsust p < 0,05. Veavilbad tdhistavad standardhélvet.

6.4. Tulemuste diskussioon

Kéesoleva t66 eesmérk oli uurida GABRA2 SNP-de rs279826 ja rs279858 genotiilibi moju
seisundi- ja piisidrevusele ning depressiivsusele. T66 uudsus seisnes selles, et GABRA2 geeni
SNP-de rs279826 ja rs279858 seost drevuse ja depressiivsuse tasemega on védga vihe uuritud.
Lisaks viidi katsed 1dbi ELIKTU lapsevanemate valimil, mida ei ole varem nende SNP-de
suhtes genotiipiseeritud ja mille eeliseks on hea esinduslikkus populatsiooni suhtes. Kiill aga
on rohkem uuritud nimetatud SNP-de seost agressiivsuse, impulsiivsuse, alkoholismi ja
uimastidltuvusega ning muude kditumuslike eripdradega, mis olid ka kdesoleva t66 idee aluseks
[50,54,56]. Varasemad uuringud on aga leidnud just palju seoseid rs279826 ja rs279858 G-
alleeli ning mainitud pstiithika kdrvalekallete vahel. Antud t66 leidis seejuures vastupidise
efekti ehk seose A-alleeliga. Siinkohal voib arutleda, et drevus ja agressiivsus on omavahel
vastanduvad psiihholoogilised reaktsioonid. Mida suurem &revus, seda vihem esineb dkilist
agressiivsust. Seejuures voib drevuse esinemine olla kaitsemehhanism, mis hoiab &ra inimese
iilereageerimise teatud emotsiooni ajendil. Seega esineb teatav loogika selles, et G-alleeliga on
seotud suurem agressiivsus ning A-alleeliga kdrgem drevus. Nii ebakohane kditumine kui ka
alkoholism v&ivad tuleneda kas drevuse puudumisest vdi just suuremast drevuse foonist. Uhel
juhul on alkohol inimesele rahusti eest, teisalt aga, kui puudub drevus ehk teatav kartlikkus, ei

ole inimesel piisavat ettevaatlikkust, et alkoholi mdistlikult tarbida.

Antud t60s leiti rs279826 SNP puhul soo ja genotiiiibi interaktsioon piisidrevuse korral, mille

jérgi A/A genotiilibiga naiste plisidrevuse tase oli korgem vorreldes sama genotiilibiga meeste
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plisidrevuse tasemega. Saadud genotiiiipide ja soo vaheline interaktsioon annab alust arvata, et
sooline erinevus avaldab moju piisidrevuse viljendumise tasemele rs279826 genotiiiibi puhul.
Seetdttu peaks edaspidi uurima, millised tegurid lisaks genotiilibile mdjutavad naiste puhul
drevuse esinemise maédra. On tdendeid selle kohta, et GABRA2 haplotiiiipide geneetiline efekt
psiitihikahdirete puhul esineb ainult naistel. Villafuerte et al. leidsid 2011. aastal vilja antud
teadusartikli raames, et ainult naistel esinesid rs279826 ja rs279858 haplotiiiibi G/G
homosiigootidel tugevamad impulsiivsuse ja alkoholisdltuvuse stimptomid. Uuringus leiti, et
GABRA2 geneetiline variatsioon on seotud impulsiivsusega ldbi suurenenud insula
pidurdusaktiivsuse. Insula aktiivsust on iihtlasi seostatud ka negatiivsete emotsionaalsete
seisunditega nagu drevus ja uimastite kontrollimatu ihaldamine. [59] Samuti on Enoch et al.
leidnud, et GABRA?2 haplotiiiibi ja eluaegsete drevushiirete vaheline seos esines ainult naistel
[78]. Varasemate uuringute tulemused on vastavuses kiesoleva t60 tulemustega, mille kohaselt

15279826 A/A genotiilibi moju esineb ainult naistel piisi- ja seisundidrevuse korral.

ANOVA dispersioonanaliilisi tulemusena leiti, et GABRA2 rs279826 poliimorfismi A/A
genotiilip on seotud naiste puhul kdrgema piisidrevuse ja seisundidrevusega. Saadud tulemus
kinnitab t60s esitatud hiipoteesi, et naistel on rs279826 A-alleel seotud kdrgema piisidrevusega.
Eelnevatest uuringutest on teada, et antud SNP ei ole kodeeriv, kuid on seotud muutustega RNA
ekspressioonitasemes. Kuna meestel seost ei leitud, siis voib arvata, et tegemist on sooliste
eripdradega GABA retseptorite avaldumises voi hormonaalsete erinevustega, mis mdjutavad
geenide voi retseptorite ekspressiooni. Kirjanduses on toendeid selle kohta, et suguhormoonid
mdjutavad GABA retseptorite toimimist ja aktiivsust. Mukherjee ef al. on leidnud, et dstradiool
vidhendab inhibeerivate siinapsite stabiilsust 1ébi funktsionaalsete GABA-A retseptorite arvu.
Ostradiool mdjutab GABA-A retseptoritega seostunud karkassvalku gefiiriini, mis stabiliseerib
GABA-A retseptorite komplekse [79]. Samuti on leitud, et menstruaaltsiikliga oluliselt seotud
oleva hormooni progesterooni taseme kdikumine mojutab depressiooni ja drevuse esinemist.
Gulinello et al. leidsid, et pikaajaline kokkupuude progesterooniga pdhjustas emastel rottidel
tugevamat drevuselaadset kditumist vorreldes isaste rottidega. [80] Seetottu voib arvata, et
hormoonid on seotud erinevustega meeleoluhiirete esinemise méadras naistel ja meestel ning
muutustega GABA siisteemi modulatsioonis, mdjutades GABA retseptorite ekspressiooni

ja/vai funktsiooni.

Kéesolevas t00s esines naistel 1s279826 korral depressiivsuse tulemustes ja rs279858 kogu
valimi depressiivsuse ja plisidrevuse tulemustes heteroosiefekt ehk madalaim skoor A/G

heterosiigootide puhul. Heteroosiefekt on iisna tavapdrane nédhtus, mis iseloomustab
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heterosiigootide paremat bioloogilist funktsiooni ja elujoulisust geneetilise segunemise
tagajérjel. On tdendeid, et heteroosiefekt voib olla soospetsiifiline. [81] See on vastavuses antud
t00 tulemustega, mille kohaselt heteroosiefekt esines rs279826 puhul kdikide fenotiiiipide osas
ainult naistel. rs279858 korral esines efekt aga kogu valimis, mis annab alust arvata, et erinevalt
eespool kajastatud rs279826 mojust naistele, on rs279858 mdju nii naistele kui meestele

ithesugune.

Edaspidi tuleks uurida, kuidas variatiivsus rs279826 genotiiiibis mdjutab GABRA?2 sisaldavate
ndrvirakkude toimimist ning mis tdpsemalt pohjustab drevuse esinemist rs279826 A/A
genotiiiibi puhul. Varasemalt on loomkatsega leitud, et hiirtel esinev drevus on seotud GABRA?2
geeni vdhenenud ekspressiooniga aju otsmikukoores ja oimusagarates ning seega ka oo
alatihikut sisaldavate GABA-A retseptorite vihenenud aktiivsusega ajus [82]. On teada, et
GABA-A retseptorid on iihed olulisemad anesteetikumide seondumiskohad anesteetilise moju
vahendamisel. Anesteetikumide rahustav ja uinutav toime tuleneb iildjuhul asjaolust, et need
tugevdavad inhibeerivaid signaale ajus. [32] Ma et al. leidsid 2022. a ldbiviidud teadustdo
raames, et anestectikumina kasutatava etomidaadi intravenoossel manustamisel esines
GABRA?2 15279858 G-alleeli kandjatel suurem tundlikkus anesteesiale vorreldes A-alleeli
homosiigootidega [83]. Saadud tulemus viitab sellele, et o2 alalihik on seotud anesteetilise
toimega ning GABRA2 SNP-de G-alleeli kandjatel on suurem o> alatihiku moduleeritud
pidurdusaktiivsus ajus. Seega saab arutleda, et A-alleeli kandjatel on seevastu vdhenenud
GABRAZ2 pidurdusaktiivsus ajus, mis pohjendab ka suurenenud drevust A-alleeli korral. Sellest
jarelduvalt tuleks edaspidi uurida A-alleeli homosiigootide GABRA2 geeni ekspressiooni,
mRNA tasemeid rakus ning GABRAZ2 retseptorite aktiivsust ajus. Lisaks peaks jargnevalt
uurima, kas ELIKTU lastel on samasugused seosed genotiilibi ning drevuse ja depressiivsuse

vahel ning kas esineb interaktsioone uuritud SNP-de ja keskkonna vahel.

Kuna rs279826 ja rs279858 genotliiibi seost drevuse ja depressiivsusega on vidhe uuritud, siis
leitud tulemuste kinnitamiseks on vaja ldbi viia veel katseid teiste valimitega, et olla kindel

saadud tulemuste tildkehtivuses.
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7. KOKKUVOTE

Bakalaureusetod raames uuriti GABA-A retsepoti o alaiihiku geenis esinevate SNP-de
1s279826 ja rs279858 seost drevuse ja depressiivsusega ELIKTU lapsevanemate valimil. SNP-
de genotiipiseerimiseks kasutati RT-PCR meetodit, mille kdigus toimus uuritava DNA 1digu

paljundamine ja SNP-le vastava signaali detekteerimine.

T60 teoreetilises osas anti lilevaade GABA ja GABA-A retseptorite funktsioonist, tdhtsusest
emotsioonide regulatsioonis, seosest meeleoluhédireid pdohjustavate muutustega nérviiilekandes
ning GABA-A retseptorite olulisusest drevusevastaste ravimite toimemehhanismis. Samuti
selgitati GABRA2 geeni seost drevuse ja depressiivsusega ning varasemaid teadustdid, mis

kajastavad uuritud poliimorfisme.

Eksperimentaalses osas viidi ldbi katsed ELIKTU lapsevanemate DNA proovidega RT-PCR
meetodil. Iga proovi jaoks valmistati reaktsioonisegu, mis sisaldas erinevate
fluorestsentsmérgistega TagMan™ sonde, mis seondusid uuritavatele SNP-dele. Geenis esinev

nukleotiid, kas adeniin (A) v0i guaniin (G), tuvastati fluorestsentssignaali alusel.

GABRA?2 geeni poliimorfismide katsete tulemusena mairati edukalt genotiilibid ning valimis
leitud alleelisagedused olid vastavuses varasemalt Eestis mdddetutega. Saadud tulemused
illustreerisid kasutatud meetodi sobivust genotiipiseerimisanaliiiisiks, mistottu voib sellist
lahenemist kasutada ka edaspidi. Antud t66 tulemuste pdhjal saab jdreldada, et rs279826 ja
rs279858 genotliiip modjutab depressiivsuse ja drevuse esinemise médra. Dispersioonanaliiiisi
tulemusena leiti, et rs279826 poliimorfismil on mdju seisundidrevuse ja piisidrevuse tasemele
naistel, mille jérgi A/A genotiiiip on seotud kdrgema tasemega. Lisaks leiti, et rs279826 naiste
depressiivsuse tulemustes ning rs279858 piisidrevuse ja depressiivsuse tulemustes esines

heteroosiefekt ehk heterosiigootide madalam tase vorreldes homosiigootidega.

Edaspidi tuleks uurida, kuidas rs279826 A-alleel mdjutab GABRA?2 retseptori toimimist ning
sellega seotud nérviiilekannet naistel. Samuti peaks analiilisima, kas ELIKTU laste andmed
kinnitavad antud t66 tulemusi. GABA ja selle retseptorite ning nende geenide uurimise kiigus
saadavad teadmised on tulevikus potentsiaalne panus neuropsiihhofarmakoloogiliste ravimite

to0stuses ning psiihhiaatriliste hdirete ennetamises.

Antud bakalaureusetdd on osa Eesti Teadusagentuuri poolt rahastatavast projektist PRG1213.
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8. SUMMARY

The aim of this work was to study the effect of GABA-A receptor subunit o, gene SNPs
1s279826 and rs279858 on anxiety and depressiveness in a sample of parents from the ECPBHS
study. The RT-PCR method was used for genotyping the SNPs which involved the
amplification of the target DNA segment and detection of the signal corresponding to the SNP.

In the theoretical part of the thesis, an overview was provided on the function of GABA and
GABA-A receptors, their importance in emotion regulation, their association with mood
disorder-related changes in neurotransmission and importance of GABA-A receptors in
mediating the effect of anxiolytic drugs. The relation between the GABRA2 gene and anxiety
and depressiveness was explained, along with previous studies that examined the

polymorphisms under investigation.

In the experimental part, tests were conducted on the DNA of parents from the ECPBHS study
using the RT-PCR method. For each sample, a reaction mixture was prepared containing
TagMan™ probes labeled with different fluorescent markers that bound to the SNP’s being
studied. The nucleotide present in the gene, either adenine (A) or guanine (G), was identified

based on the fluorescence signal.

The experiment to analyse polymorphisms in the GABRA2 gene was successful, genotypes were
accurately determined, and the allele frequencies found in the sample were consistent with those
previously measured in Estonia. Based on the results of this study, it can be concluded that the
genotype of r1$279826 and rs279858 is related to the level of anxiety and depressiveness. The
results of analysis of variance showed that rs279826 A/A genotype is associated with higher
levels of state and trait anxiety. Additionally, a heterosis effect was observed in the
depressiveness scores for women regarding rs279826 and in the trait anxiety and depressiveness
scores for rs279858. Heterosis effect is a lower score in heterozygotes compared to

homozygotes.

Future research should examine how the A -allele of 15279826 influences the functioning of the
GABRAZ2 receptor and related neurotransmission in women. It should also be analyzed whether
the data from the ECPBHS children study confirm the results of this work. Knowledge gained
from studying GABA and its receptors and their genes could potentially contribute to the

neuropsychopharmacological drug industry and the prevention of psychiatric disorders.

This bachelor's thesis is part of the project PRG1213, funded by the Estonian Research Council.
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10. LISAD

Lisa 1. Joonis pre- ja postsiinaptilisest neuronist ja nendevahelisest siinaptilisest pilust.

Retseptor

Postsiinaptiline
neuron

Presiinaptiline
neuron

Narviimpulss
—

Virgatsaine

Lisa 2. y-aminobutaanhappe derivaadi fenibuti (p-feniilil-y-aminobutaanhape) struktuur.

Joonistatud programmiga MarvinSketch.

HO (0)

NH,
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Lisa 3. Bensodiasepiinide keemiline struktuur. Joonistatud programmiga MarvinSketch.

Rl
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Lisa 4. RT-PCR meetodi kdigus kasutatud fluorofooride struktuurid: A — 6-VIC-fosforamidaat
(C52H59C13N3010P); B — 6-FAM-fosforamidaat (C46H58N3010P); C - 6-ROX, 6-karboksii-X-

rodamiin (C33H30N20s). Stuktuurid on joonistatud programmiga MarvinSketch.
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Lisa 5. Nidide RT-PCR rs27926 SNP iihe katseseeria amplifikatsiooni graafikust (A) ja
fluorestsentssignaalide graafikust (B). Amplifikatsiooni graafiku y-teljel on normaliseeritud
fluorestsentssignaal. X-teljel on PCR tsiikli number, kokku 40. Amplifikatsiooni kdverad on
saadud iihe katseseeria proovide PCR analiiiisil, kus iiks joon graafikul iseloomustab ithe DNA
proovi paljundamise protsessi. Roosa virv vastab alleeli 1 (A) signaalile ja lilla virv alleeli 2
(G) signaalile. 0,143 on eellugemi kiigus leitud alleeli 2 fluorestsentssignaali 1dvend, millest
alates PCR reaktsiooni signaal iiletab taustamiira. Roosaga téhistatud horisontaalne joon
tahistab alleeli 1 signaali ldvendit. Fluorestsentssignaalide graafikul on y-teljel
fluorestsenssignaali intensiivsus ja x-teljel PCR tstikli number, kokku 40. Jooned graafikul
tahistavad iihe katseseeria proovide FAM, ROX ja VIC fluorestsenssignaalide intensiivsuse
muutust PCR tstiklite jooksul.

Amplifikatsiooni graafik
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Lisa 6. GABRA2 1s279826 (A) jars279858 (B) seisundi-, piisidrevuse ja depressiivsuse

kahefaktorilise ANOVA tulemused genotiiiibi ja soo vahel. n tihistab vaatluste arvu, F

stiimbol F-statistiku véartust, p-védrtus statistilist usaldusvéarsust ja n? efekti suurust.

A

n F p n?
GABRA2 rs279826 1289 1,199 0,302 0,002
Piisidrevus sugu 1289 32,449 <0,001 0,024
GABRA2 rs279826 * sugu 1289 3,041 0,048 0,005
GABRA2 rs279826 1289 1,293 0,275 0,002
Seisundidrevus sugu 1289 3,042 0,081 0,002
GABRAZ2 15279826 * sugu 1289 2,380 0,093 0,004
GABRA2 rs279826 1309 2,013 0,134 0,003
Depressiivsus sugu 1309 3,148 0,662 0,002
GABRAZ2 15279826 * sugu 1309 1,261 0,412 0,002

B

n F P N’
GABRA2 rs279858 1288 2,302 0,100 0,003
Piisidirevus sugu 1288 23,012 <0,001 0,017
GABRAZ2 rs279858 * sugu 1288 0,323 0,724 0,0005
GABRA2 rs279858 1288 0,615 0,541 0,001
Seisundidirevus sugu 1288 2,939 0,087 0,002
GABRAZ2 rs279858 * sugu 1288 0,880 0,415 0,001
GABRA2 rs279858 1313 2,292 0,101 0,003
Depressiivsus sugu 1313 2,714 0,100 0,002
GABRAZ2 rs279858 * sugu 1313 0,100 0,904 0,0002
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Lisa 7. GABRA2 15279826 (A) ja rs279858 (B) seisundidrevuse, plisidrevuse ja depressiivsuse

skooride statistilised néitajad genotiiiipide vordluses. n on andmeanaliiiisis kasutatud vaatluste

arv, SD on standardhilve, SE on standardviga, variatsioonikordaja arvutatakse SD/Mean.

A
Seisundiirevuse (STAI-STATE) tulemused
GABRA2 Keskmine c . .
15279826 sugu n (M) SD SE Variatsioonikordaja
A/A mehed 144 31,313 7,788 0,649 0,249
naised 207 31,117 8,339 0,425 0,268
A/G mehed 249 33,237 9,622 0,669 0,289
naised 207 31,097 8,049 0,695 0,259
G/G mehed 385 31,578 7,189 0,456 0,228
naised 176 32,267 9,933 0,749 0,308
Piisiirevuse (STAI-TRAIT) tulemused
GABRA2 Keskmine C .
15279826 sugu M) SD SE  Variatsioonikordaja
A/A mehed 144 39,132 7,419 0,618 0,190
naised 207 43,512 9,665 0,672 0,222
A/G mehed 249 39,759 7,491 0,475 0,188
naised 207 41,348 8,285 0,422 0,200
G/G mehed 385 39,179 8,091 0,699 0,207
naised 176 41,659 8,892 0,670 0,213
Depressiivsuse (MADRS) tulemused
GABRA2 Keskmine c . .
5279826 sugu n (M) SD SE  Variatsioonikordaja
A/A mehed 144 8,514 6,859 0,572 0,806
naised 395 7,917 6,357 0,320 0,801
A/G mehed 211 7,939 7,048 0,485 0,779
naised 136 7,551 5,727 0,491 0,758
G/G mehed 252 7,917 5,930 0,374 0,749
naised 177 8,972 5,709 0,429 0,636
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B

Seisundiirevuse (STAI-STATE) tulemused

GABRA2 Keskmine

5279858 sugu n M) SD SE  Variatsioonikordaja
A/A mehed 175 31.171 7,430 0,562 0,238
naised 256 32,664 9,199 0,575 0,282
A/G mehed 262 31,336 7,571 0,468 0,242
naised 365 31,444 8,648 0,453 0,275
G/G mehed 88 31,386 8,075 0,861 0,257
naised 148 32,480 9,653 0,793 0,297

Piisiirevuse (STAI-TRAIT) tulemused

(112'1;9};?; sugu n Kes(l;/rlr)nne SD SE  Variatsioonikordaja
A/A mehed 175 39,783 6,761 0,511 0,170
naised 256 42,781 9,302 0,581 0,217
A/G mehed 262 38,931 7,921 0,489 0,203
naised 365 41,444 8,198 0,429 0,198
G/G mehed 88 40,045 8,332 0,888 0,208
naised 148 41,939 9,250 0,760 0,221

Depressiivsuse (MADRS) tulemused

?339%?; sugu n Kes(l;/rll)nne SD SE Variatsioonikordaja
A/A mehed 177 8,458 6,305 0,474 0,745
naised 265 8,958 6,825 0,419 0,762
A/G mehed 264 7,617 5,947 0,366 0,781
naised 372 8,105 6,237 0,323 0,770
G/G mehed 92 7,793 6,403 0,668 0,822
naised 149 8,698 5,821 0,477 0,669
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