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SISSEJUHATUS

Koikide organismide elu struktureerib 66paevane aktiivsuse ja puhkeperioodi ehk une ja
arkveloleku vaheldumine. Olenemata olulistest edusammudest une uurimisel, puuduvad meil
senini  vastused paljudele fundamentaalsetele une esinemisega seotud kiisimustele.
Fiisioloogilisel tasemel teatakse, et uni tagab meile aja muuta, taastada ja parandada
organismi. Molekulaarsel tasandil on teada, et endogeenset tsirkadiaanset kellasiisteemi
stinkroniseeritakse aktiivselt keskkonna 66 ja pdeva tsiikliga. Siinkroniseerimine omakorda
tekitab fiisioloogilisi ja kditumuslikke riitme, alustades geeniekspressiooni, hormoonide ja
metaboliitide riitmiga ning lopetades tervikliku une ja é&rkveloleku perioodilisusega.
(Roenneberg jt., 2015). Imetajate puhul on maérgatud, et une integratsioon metabolismiga
optimiseerib energia kogumist ja tarbimist vastavalt 60pdeva kulgemisele (Marcheva jt.,
2013). Une kolmest karakteristikust — ajastusest, kvaliteedist ja kestusest on just viimased
kaks olulised metaboolsete protsesside mojutajad (Allebrandt jt., 2013). Une kestus on
kompleksne tunnus, sdltudes soost, vanusest ja veel paljudest eksogeensetest faktoritest
(Allebrandt jt., 2010). Perekondlikult esinevad unehdired tdestavad, et une kestus on
geneetiliselt médratletud ning tilegenoomsed assotsatsioonianaliitisid on une multigeenset

tagapohja kinnitanud (Gottlieb jt., 2014).

Just viimasel kiimnendil on enam hakatud tdhelepanu pédrama tdsiasjale, et kellasiisteem
ja metaboolsed protsessid on omavahel pdimunud. Kehakaalu ning une kestuse ja ajastuse
assotsiatsioone on korduvalt kinnitatud (Watson jt., 2010, Lauderdale jt., 2009, Bjorvatn jt.,
2007). Uneparameetrite ning kardiometaboolsete hdirete esinemiste vaheliste seoste uurimisel
saadakse aina enam uusi tdendeid kahe protsessi integratsioonist (Baron ja Reid, 2014,

Marcheva jt., 2013).

Kéesoleval magistritodl on kaks omavahel ldbipdimuvat eesmérki. Esimeseks eesmérgiks
on Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu kohordis metaanaliiiisi abil vilja selgitada une kestust
mdjutavaid uusi piirkondi genoomis, mis vdiksid olla seotud ka metaboolsete protsessidega.
Teiseks eesmargiks on uurida samast kohordist périt indiviidide une kestuse ja haiguslike

seisundite, eelkdige metaboolse siindroomi, omavahelisi seoseid.

Mairksonad:  tsirkadiaansed  riitmid, keskmine une kestus, GWAS, metaanaliiiis,

kardiometaboolsed haigused



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1.  Une ja metabolismiprotsesside riitmilisus

Endogeenne tsirkadiaanne (~24 tundi, circa diem) kellasiisteem reguleerib O60pédevast
ritmi omavaid flisioloogilisi, metaboolseid ja kéitumuslikke protsesse enamikes
elusorganismides (Shi ja Zheng, 2013). Arvatakse, et olenevalt koe- ja rakutiiiibist on kuni
30% ringlevatest transkriptidest tsirkadiaanse kella kontrolli all. Mitmed geeniontoloogia
uuringud on ndidanud, et enamik tsirkadiaanse ekspressioonimustriga geenidest klasterduvad
metabolismiprotsesse vahendavatesse geeniklassidesse, niiteks karbohiidraatide metabolism
ja transport, lipiidide biosiintees, adipotsiiiitide diferentseerumine ning kolesterooli siintees ja

degradatsioon (Aguilar-Arnal ja Sassone-Corsi, 2014, Panda jt., 2002).

1.1.1. Une ja drkveloleku riitm

Pohiliseks signaaliks (zeitgeber), mis aitab imetajatel sisemist tsirkadiaanset kella ja
viéliskeskkonda omavahel siinkroniseerida, on valgus. Valgussignaali vdtavad vastu reetinas
paiknevad, melanopsiini sisaldavad fotosensitiivsed ganglioni rakkud (ipRGC rakud), mis
edastavad signaali reetina ja hiipotalamuse vahelise nérviithenduse kaudu suprakiasmaatilisele
tuumale (SCN). SCN paikeb hiipotalamuses optilise kiasmi kohal ja koosneb ~20 000
paarilisest neuronist. SCN toimib kui peamine kell, mille iilesandeks on organismi
hierarhilises kellasiisteemis erinevates organites, kudedes, aga ka individuaalsetes rakkudes
olevate molekulaarsete kellasiisteemide omavaheline kooskdlastamine. Siinkroniseerimine
toimub nérviimplusside ja hormoonide kaudu (Eckel-Mahan ja Sassone-Corsi, 2013, Schibler
ja Sassone-Corsi, 2002). SCN-i neuronid edastavad signaale paljudele teistele
kesknirvisiisteemi osadele, millest enamik asub hiipotalamuses. Uheks eferendiks on
paraventrikulaarne taalamuse tuum, mis koos intermediolateraalse tuuma ja seljaaju
torakaalniarvidega moodustab iihenduse, mille abil SCN suhtleb kdbikehaga. Tanu viimasele
saab toimuda kéabikehas toodetava melatoniini riitmiline sekretsioon (Eckel-Mahan ja
Sassone-Corsi, 2013). Pidevase eluviisiga imetajatel on melatoniin kui und esilekutsuv
hormoon, mille ekspressioon algab mdned tunnid enne uinumist ja saavutab maksimumi Gisel
ajal (Scheer ja Czeisler, 2005). Neerupealiste koores siinteesitava steroidhormooni kortisool
riitm on melatoniiniga vastasfaasis. Kortisooli ekspressiooni kontsentratsiooni maksimum
leiab aset vahetult enne arkamist (Orth jt., 1979). Seega on melatoniini ja kortisooli

tsirkadiaansed riitmid kooskdlas 66pdevase valguse muutumise riitmiga, tagades oisel ajal une
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ja paevasel ajal erksuse (Gooley ja Chua, 2014). Hilisohtul kogetud kunstlik valgus (eelkdige
sinine valgus, vahemikus 400-500 nm) liikkkab melatoniini tootmise alguse hilisemaks ning
mojutab ka kortisooli normaalset ekspressiooni (Lazar jt., 2013, Santhi jt., 2012, Dijk jt.,
2012). Juba 0,2 luksi* suurune valgustatus pimedusfaasi ajal voib héirida und ja mdjutada
tsirkadiaanset geeniekspressiooni. Pikemas perspektiivis vdivad mainitud muutused
pOhjustada omakorda muutusi metabolismis ja toitumisharjumustes, suurendada insuliini
resistentsust, viahendada gliikoosi tolerantsust ja viia kehamassiindeksi (KMI) suurenemiseni
(Fonken jt., 2010).

1.1.2. Metabolismi riitm

Endogeense kella iiheks oluliseks funktsiooniks on tagada organismis toimuvate
ainevahetuslike protsesside ajaline struktureerimine kindlatesse perioodidesse (Joonis 1,
Marcheva jt., 2013). Nditeks hoitakse ajaliselt lahus gliikogeeni siintees ja utiliseerimine.
Selline antagonistlike protsesside lahutamine 60pdeva 1dikes optimeerib rakufiisioloogiat
(Dibner ja Schibler, 2015). Kui metabolism ning une ja &drkveloleku tsiikkel on iiksteisega
kooskodlas, vodimaldavad mdlemad riitmid organismil ette valmistuda igapédevasteks
muutusteks, mis on seotud Pdikese tdusu ja loojumisega (Marcheva jt., 2013). Siisteemi
tagamiseks moodustavad SCN-i neuronid siinapse rakukehadega, mis asetsevad ventraalses ja
dorsaalses subparaventrikulaartsoonis (vSPZ ja dSPZ) ning dorsomediaalses hiipotalamuse
tuumas (DMH). Ventraalsed SPZ neuronid vastutavad une ja drkveloleku riitmi ning
dorsaalsed SPZ neuronid kehatemperatuuri riitmi tekkimise ja hoidmise eest. SPZ omab
projektsiooni ka DMH-sse, mis on kui liiliti SCN-i ja erinevate ajuosade vahel, mis
vastutavad une (ventrolateraalne preoptiline tuum), kehalise aktiivsuse, kehatemperatuuri,
toitumise (lateraalne hiipotalamus) ja kortikosteroidide sekretsiooni (paraventrikulaarne tuum)
eest (Marcheva jt., 2013, Chou jt., 2003, Lu jt., 2001). Lisas 1 on vilja toodud illustratiivne
tsirkadiaanse riitmi ja energiavahetuse kontrollis olulisust omavate néirviteede ja metaboolsete

hormoonide skeem.

! Valgustatuse iihik. 1 meetri kaugusel pdlev kiitinal kiirgab valgust eredusega 1 luks.
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Joonis 1. Metaboolsete protsesside riitmilisus 66paeva jooksul. Kellasiisteem koordineerib
vastavalt 606 ja pdeva tsiikli seisule sobiva metaboolse vastuse ning suurendab energeetilist
joudlust tdnu anaboolsete ja kataboolsete reaktsioonide ajalisele lahutamisele perifeersetes
kudedes. Tsirkadiaanne ebakola, mis tekib une hdirumise, vahetustega tootamise, dieedi
muutmise jm sellise kditumise korral, héirib tsirkadiaanse ja metaboolse siisteemi

integratsiooni ja vOib viia ebasoodsate metaboolsete seisunditeni (Marcheva jt., 2013,
kohandatud).

Dorsomediaalne hiipotalamus ja lateraalne hiipotalamus saavad signaale kaartuumast
(ARC). Tanu hormoone ekspresseerivatele neuronitele on ARC oluline toitumise ja isu
regulatsioonikeskus. Toodetavad oreksigeensed peptiidid on neuropeptiid Y (NPY) ja
aguutiseoseline peptiid (AgRP) ning anoreksigeensed peptiidid on proopiomelanokortiin
(POMC) ja kokaiin-amfetamiiniga seotud transkript (CART). POMC on eellasmolekul
mitmele teistele neuropeptiididele, ka toitekéditumist reguleerivale melanokortiinile (a-MSH).
a-MSH tootmist stimuleerib rasvkoes toodetav leptiin, mis samal ajal surub maha NPY ja
AgRP siinteesi. Tulemiks on oreksigeensete peptiidide taseme langus lateraalses
hiipotalamuses ja sd6giisu supressioon. Kui aga leptiini tase veres on madal, produtseerivad
kaartuuma neuronid NPY ja AgRP hormoone. Viimased stimuleerivad néljatunde teket ja

viahendavad energiakulu. Leptiinile vastupidise efektiga on seedetraktis produtseeritav
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sO0giisu stimuleeriv hormoon greliin, mis aktiveerib NPY ja AgRP tootvaid neuroneid ning
inhibeerib POMC neuroneid. (Marcheva jt., 2013, Riinkorg, 2011, Cowley jt., 2001). On
ndidatud, et ka greliin on leptiinist mdjutatud. Nimelt inhibeerib leptiin nii greliini

sekretsiooni seedetraktist kui ka hormooni moju sd6giisu tekitamisele (Kalra jt., 2005).

Oluline on aga see, et mainitud hormoonid omavad hiipotalamuses tsirkadiaanset
ekspressioonimustrit (perifeersed organid on hetkel vidhem uuritud). Leptiini kontsentratsioon
hakkab tGusma Ohtul pérast viimast sogikorda ja saavutab maksimumi 66 esimeseks pooleks.
Sel ajal on korgemad ka a-MSH kontsentratsioonid ja madalamad greliini kontsentratsioonid.
Aktiivusperioodi saabumise alguses, kui leptiini hulk on vidhenenud, saabuvad NPY, AgRP ja

oreksiini ekspressiooni maksimumid (Pan ja Kastin, 2014, Lu jt., 2002).

1.1.2.1. Metaboliitide 6opievased riitmid

Hiljutised arengud metaboliitide profiilide tuvastamisel mass-spektromeetria (MS) ja
tuumamagnetresonants spektroskoopia meetodite abil on vdimaldanud alustada tuhandete
metaboliitide identifitseerimist ja nende kontsentratsioonide médramist. Sellega seoses on
vilja kujunenud uus valdkond, metaboloomika, mis tegeleb kdigis rakkudes, kudedes ja
organites esinevate metaboliitide uurimisega®. Metaboloomika tduseb itha enam esile nii
geneetikas iildiselt kui ka kronobioloogas (Ala-Korpela jt., 2012). Odpidevaseid riitme ja
nende seost fiisioloogiga uuritakse jarjepidevalt, kuid metaboloomi riitmilisusest on veel vihe
teada (Ang jt., 2012). Erinevad plasma, siilje ja maksa metaboloomi uuringud nii hiirtel
(Eckel-Mahan jt., 2012, Minami jt., 2009) kui ka inimestel, on kindlaks teinud, et kuni 20%
metaboliitidest (enamjaolt lipiidid) omavad tsirkadiaanset riitmi (Joonis 2, Gooley ja Chua,
2014). Lisaks on selgunud, et erinevate metaboliitide kontsentratsioonid jouavad maksimumi
O0pédeva erinevatel aegadel ning see ajastus varieerub indiviiditi (Chua jt., 2013, Ang jt.,
2012, Dallmann jt., 2012, Kasukawa jt., 2012).

? http://www.thefreedictionary.com/metabolomics
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Dallmann jt., 2012 Ang jt., 2012 Kasukawa jt., 2012 Chua jt., 2013 Koéik uuringud kokku
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Joonis 2. Lipiidide grupid, mis omavad tsirkadiaanset riitmi inimese plasmas. A.
Andmed on koostatud 4 erineva uurimuse pohjal, mis on kasutanud lipidoomika voi
metaboloomika uurimismeetodeid tuvastamaks oO0pdeva jooksul kogutud vereplasma
andmetest tsirkadiaanselt muutuvaid metaboliite. B. Koigi nelja t66 tulemused grupeeritult.
FA- rasvhapped, GL- gliitserolipiidid, GP- gliitserofosfolipiidid, SP- sfingolipiidid, ST-
steroolid, PR- prenoolid (Gooley ja Chua, 2014, kohandatud).

Juba pikemat aega on teada, et gliikoosi ja o0sade aminohapete kontsentratsioonid
muutuvad plasmas tsirkadiaanselt. Minami jt., tdestasid aastal 2009, et sajad erinevad
metaboliidid omavad tsirakadiaanset riitmi isaste hiirte plasmas. Sinna hulka kuulusid
fosfolipiidid, aminohapped ja uurea tsiikli metaboliidid. Nad viitsid, et kontsentratsioonide
tsirkadiaanne kontroll on nii tdpne, et ainete kontsentratsioonide mdotmise alusel saab
kindlaks teha indiviidi sisemist aega (internal body time). Mainitud kellaaja madramiseks
kasutati 14  vedelikkromatograafia ~ mass-spektromeetria  (LC-MS) ning 28
kapillaarelektroforeesi mass-spektromeetria (CE-MS) abil identifitseeritud metaboliiti ning
uurimisgrupi varem loodud molekulaarse ajakava meetodit (molecular-timetable method)
(Ueda jt., 2004). Lisaks leiti uurimuses, et nende metaboliitide tsirkadiaanne riitm ei ole
sOltuv hiirte vanusest ega soost (Minami jt., 2009). Toestamaks, et molekulaarse ajakava
meetod voiks omada ka kliinilist potentsiaali, koguti kuuelt tervelt meesindiviidilt konstantse
rutiini tingimustega keskkonnas vereproove. Proovid voeti iga kahe tunni jérel, 36 tunni
jooksul. Identifitseeriti enam kui 300 molekuli, mis omasid 66pédevast riitmi. Enamik neist,
mis suudeti tuvastada, kuulusid steroidhormoonide metabolismiradadesse (kortisool,
kortisoon, urokortisool-3 gliikoroniid). Lisaks ilmnes, et mida hilisem on produkt
metabolismirajas, seda hilisem on ka tema kontsentratsiooni maksimum. Ka mitmete
gliitserofosfolipiidide ja sfingolipiidide kontsentratsioonid muutusid riitmiliselt. Tulemuste
pohjal koostati referents metaboliitide ajakava, mis pohimdtteliselt voimaldab méérata
indiviidi sisemist kella kahe 12 tunnise ajavahega eraldatud vereproovi abil (Kasukawa ijt.,
2012).

Suurema arvu indiviididega (10 meest) konstantse rutiini tingimustes 1dbiviidud uuring
tuvastas gaas- ja vedelikkromatograafia ning MS meetoditega vere- ja siiljeproove

analiiiisides 41 metaboliiti 281-st (15%), millel avaldus tsirkadiaanne riitm. Ka siin oli suurim
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hulk riitmilistest metaboliitidest lipiidid (> 75%), tdpsemalt rasvhapped veres, mis saavutasid
kontsentratsiooni maksimumi hilishommiku ja 16una vahel (Dallmann jt., 2012). Leiud on
kooskolas hiirte plasmas tuvastatud metaboliitide riitmidega (Eckel-Mahan jt., 2012). Lisaks
leiti, et 34 metaboliiti plasmas ja 27 metaboliiti siiljes olid kogu proovide votmise aja
konstantses tdusus vOi languses. Kuna 40 tundi kestev konstantne rutiin hdlmas une
puudujddgi tekkimist katsealustel, siis voivad need metaboliidid, mis olid enamjaolt seotud

immuunsiisteemi radadega, olla seotud une pressi kujunemisega (Dallmann jt., 2012).

Ang jt., uurimus pohines mitte-suunatud (untargeted) metaboloomika meetodil (LC-MS)
ja erines eelmainitutest, kuna vabatahtlikud kogesid normaalset ruumi valgustatust paeval
ning pimedust 66sel. 8 terve meesindiviidi plasmast tuvastati kokku 1069 metaboliiti, millest
203 (19%) kontsentratsioonid olid olulise 66pdevase varieeruvusega. ldentifitseerida dnnestus
34 tsirkadiaanset metaboliiti, kus domineerivateks olid fosfolipiidid ja atsiiiilkarnitiinid, aga
ka kortikosteroidid, bilirubiin ja aminohapped (Met, Tyr, Pro, Lys, Phe, Leu). Aminohapped
saavutasid maksimumi pigem Idunasel ajal nagu ka eelmainitud Dallmann jt., 2012 uuringus.
Tulemused néitavad taaskord, et rasvhapete metabolism on tugeva tsirkadiaanse kontrolli all
(Ang jt., 2012). Toendust lisab atsiiiilkarnitiinide olulisus lipiidide metabolisimirajas, sest nad

on rasvhapete -oksiidatsiooni votmeiihendid (Kompare ja Rizzo, 2008).

Tsirkadiaanse lipidoomi erinevusi indiviidide vahel vordleb uurimus, kus ainsana ei
segatud indiviidide plasmaproove kokku, vaid analtiiisiti eraldi. Uuringus osales 20 tervet
noormeest, Kkellelt koguti plasmaproove iga nelja tunni jdrel, 28 tunni véltel. LC-MS
meetodiga médrati 263 lipiidi 66pdevased kontsentratsioonid. Grupipohine analiiiis tuvastas
tsirkadiaanse ritmi 35 lipiidil (13%). Suurim osa neist metaboliitidest olid di- ja
trigliitseriidid, mis saavutasid koOrgeima taseme veres &drkamisajal ning moOned
fosfatidiitilkoliinid, mis tousid maksimumi Shtuks. Indiviidi tasemel oli riitmilisi lipiide 18%,
kuid esinesid méarkimisvaérsed erinevused riitmi ajastuses katsealuste vahel. Eri indiviide
vorreldes olid teatud metaboliitide riitmi kdverad kuni 12 tunnises nihkes. Lisaks oli teatud
juhtudel metaboliit tsirkadiaanne indiviidid tasemel, aga mitte grupi tasemel (nt
sfingomiieliinid). Néhtust seletati faktiga, et sfingomiieliinide individuaalsed riitmid olid
niivord erineva faasiga, et nad tiihistasid grupeeritult iiksteist ja iihtne riitm ei saanud
avalduda (Chua jt., 2013). Enim erinesid indiviidide vahel just gliitserofosfolipiidide ja

sfingolipiidide riitmid. Selline tulemus on kooskodlas ka Kasukawa jt., 2012 uuringuga.
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Arvatakse, et rasvhapete metabolism on kiill tsirkadiaanse kella kontrolli all, aga kas see
on otsene kella mdju, vdi hoopis kaudne efekt, mida mdjutab toitumine, aktiivsus ja nende
seos kehatemperatuuri muutumisega, on siiski kiisitav. Dallmann jt., t66 kaldub tdestama, et
tegu on otsese efektiga, sest lipiidsed produktid kuhjusid plasmas koikidel juhtudel Iduna ajal
ning olid tunduvalt madalamad iilejaanud ajal. Seda kdike olenemata sellest, et katsealused
tarbisid tihesuguse kalorisisaldusega toiduportsjone iga tunni jarel (Dallmann jt., 2012). Chua
jt., t66 toob vilja aga tdsiasja, et olenemata uuringugrupi homogeensusest, klasterduvad
indiviidid erinevatesse gruppidesse tulenevalt sellest, kas nende trigliitseriidide ja teiste
lipiidide maksimaalsed kontsentratsioonid esinevad pigem hommikusel voi Shtusel ajal.
Seega saaks ikkagi plasmalipiidide fenotiilibi jargi identifitseerida indiviidi tsirkadiaanset
fenotiitipi (Gooley ja Chua, 2014, Chua jt., 2013).

1.2. Tsirkadiaanse kella ja metaboolse protsessi molekulaarne integratsioon

Raku aktiivsust mojutav tsirkadiaanne regulatsioon hdlmab mitmesuguseid bioloogilisi
protsesse, elektrilist aktiivsust, geenide ja valkude ekspressiooni ning erinevate ioonide ja
substantside kontsentratsioonide muutumisi. Seda kdike tagab konserveerunud molekulaarne
kellasiisteem, mis koosneb autoregulatoorsest transkriptsioonilisest/post-translatsioonilisest

negatiivse tagasiside vorgustikust (Hastings jt., 2008).

Imetajate kellasiisteemis on kesksel kohal kaks omavahel seotud geeniekspressiooni
negatiivse tagasiside lingu, kus pdhilisteks heeliks-ling-heeliks transkriptsioonifaktoriteks
(TF) on CLOCK (circadian locomotor output cycles kaput) ja BMALL (Aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator-like, ARNTL) (Joonis 3, Sahar ja Sassone-Corsi, 2012).
CLOCK ja BMALL1 valgud heterodimeriseeruvad ja seonduvad sihtméarkgeenide promootoris
olevale E-elemendile (5'-CACGTG-'3) (Sato jt., 2004). Esimese tagasiside mehhanismi puhul
reguleeritakse sel viisil kolme Per (Period, Perl, Per2, Per3) ja kahe Cry (Cryptochrome,
Cryl, Cry2) geeni ekspressiooni. PER ja CRY valgud akumuleeruvad pédeva jooksul
tsiitoplasmas ja moodustavad teatud kontsentratsiooni saavutades kompleksi, mis liigub tagasi
tuuma, seondub CLOCK:BMAL1 heterodimeeriga ning inhibeerib nii iseenda aga ka teiste
CLOCK:BMAL1 mojutatud geenide ja nende produktide ekspressiooni (Eckel-Mahan ja
Sassone-Corsi, 2013, Brown jt., 2012). Teise tagasiside mehhanismi on kaasatud Rev-erba,
Rev-erbff ja Rora geenid, millede transkriptsiooni algatab samuti CLOCK:BMAL1
heterodimeer. REV-ERB repressor valgud konkureerivad ROR-PGC-1a
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aktivaatorkompleksiga. Kui repressorkompleksi kontsentratsioon iiletab aktivaatorkompleksi
kontsentratsiooni, kaasab REV-ERB kompleks NcoR1-HDAC3 korepressorkompleksi ja
interakteerub Bmall promootoril asuva RRE (Rev-erbo/Rora- binding element) jarjestusega
(5-(AIT)A(AIT)NT(A/G)GGTCA-'3). Seondumine represseerib geeniekspressiooni (Sato jt.,
2004, Harding ja Lazar, 1993). Kaks toimivat negatiivse tagasiside lingu on iiksteisega 12
tunnises nihkes. Kogu kellageenide tsiikkel kestab ~24 tundi ja pShjustab allavoolu jadvate
sihtmirkgeenide (ka metaboolsete radade regulaatorid) 24-tunnise perioodilisuse (Eckel-
Mahan ja Sassone-Corsi, 2013).

e
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* Oksiidatiivne fosforiilatsioon

> * Aminohapete ringlus
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/—-\\ * Sapphappe siintees
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Per REV- "\ ’—1 Bmal
CLOCK ) BMAL1 Cry I DA mali
M-rdr [ RRE | DACS
CCGs
Namp\
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- Padsterada LXR
Deatsetulatsloon
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NAD
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Metaboolsed geenid

* HI5tDDnIdE modifikatsioon
* Transkriptsiooni regulatsioon
* Post-translatsiooniline modifikatsioon

TRENDS in Endocrinology & Mefabolism

Joonis 3. Tsirkadiaanse kella ja metabolismi regulaatorite vastastikkune moju. CLOCK
ja BMAL1 seonduvad tsentraalsete kellageenide poolt kontrollitavate geenide (CCG)
promootoralas olevale E-elemendile ja reguleerivad seeldbi tsirkadiaanset geeniekspressiooni.
Moned CCG-d on metaboolsete radade regulaatorid (nt Pepck, Glut2, Hmgcr) ja teised jillegi
voivad mojutada metaboliitide kontsentratsioone (nt Nampt, Alasl). Toitainete sensorid
AMPK ja SIRT1 on tsirkadiaansel viisil reguleeritud ning nad vdivad 1dbi votmeelementide
post-translatsioonilise modifikatsiooni mojutada tsirkadiaanseid riitme ja metabolismi (Sahar
ja Sassone-Corsi, 2012, Hong jt., 2012, kohandatud).
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1.2.1. DNA pakkimine ja kromatiini remodelleerimine

Kellageenide ekspressiooni transkriptsiooniline regulatsioon saab toimuda tsirkadiaanselt
juhul, kui kromatiin assambleerub ja seondab endaga multiproteiinseid komplekse samuti
rutmiliselt. Protsessis osutuvad oluliseks kromatiini modifitseerivad enstiiimid, mis omavad
24-tunnist aktiivsusmustrit ja tagavad sellega tuumas tsiikliliste siindmuste esinemise (Mastri
ja  Sassone-Corsi, 2010). CLOCK:BMAL1 kompleksi seondatakse kromatiinile
tsirkadiaanselt. CLOCK valk ise omab histoonide atsetiiiiltransferaasset (HAT) aktiivsust, sest
valgus esineb jarjestuse homoloogia SRC perekonna HAT-de hulka kuuluva tuuma retseptori
koaktivaator ACTR-ga. Mdlemad valgud omavad sarnast ensiimaatilist spetsiifilisust ja nende
tthised aminohapete jadgid on evolutsiooniliselt konserveerunud. CLOCK eelistab
modifitseerida histoon H3 positsioone Lys9 ja Lys14. Nendes positsioonides destabiliseerib
lisatud atsetiiiilgrupp kromatiini strukuuri ja tédnu sellele stimuleerib geeniekspressiooni (Doi
jt., 2006). Lisaks on leitud, et CLOCK on vdimeline atsetiileerima ka oma partnerit, mitte-
histoonset BMAL1. Modifikatsioon hdlmab korgelt konserveerunud Lys jadki positsioonis
537. BMALI atsetiileerimine hdlbustab CRY1 seondumist CLOCK:BMAL1 kompleksiga,
tagades nii transkriptsiooni repressiooni. Protsess on tsirkadiaanse riitmi sdilitamise
seisukohalt absoluutselt vajalik, sest muteerunud BMAL1 nimetatud positsioonis (Lys—Arg)

ei ole voimeline rakumudelis tsirkadiaanset riitmilisust tagama (Hirayama jt., 2007).

1.2.1.1.  SIRTUIN perekonna valgud

Lisaks atsetiiiiltransferaasidele, on kella funktsiooni tagamisel olulised ka teised valkude
post-translatsioonilisi modifitseerimisi lébiviivad ensiiiimid. SIRT1 oli esimene SIRTUIN
perekonda kuuluvast seitsmest ensiliiimist, mille O00pdevast riitmi ja seost endogeense
tsirkadiaanse kellaga mérgati nii tsentraalsel kui perifeersel tasandil. Niitiidseks on teada, et ka
SIRT3 ja SIRT6 on olulised mitokondrites ja tuumas 60pédevase riitmi kontrolli tagamisel

(Masri ja Sassone-Corsi, 2014).

SIRTUIN-d on nikotiinamiid adeniin dinukleotiid (NAD") sdltuvad klass III histoonide
deatsetiilaasid (HDAC), millest nii monigi modifitseerib just metabolismiradadesse kuuluvaid
valke. Seega on nende funktsioon seotud raku energia ja metabolismiga. Koik nad
varieeruvad oma ensiimaatilise aktiivsuse, bioloogiliste sihtmérkide, rakusisese funktsiooni ja

rakus paiknemise osas (Chang ja Guarente, 2014, Choi ja Mostoslavsky, 2014). Seejuures
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suudab SIRT1 ainsana liikuda tuuma ja tsiitoplasma vahel (Joonis 4, Masri ja Sassone-Corsi,
2014).

| I | 1 1 = SIRT1
. | 389 747 SIRT2
1 399 SIRT3
1 314 SIRT4
1 310 SIRTS
1 NLS 1 M 355 SIRT6
I NES 1 400 SIRT7
SIRT6) =\
Tuum @RB
ey < « Mitokondrid
Tuumake (@ .
~x SIRT3
N
SIRT2 (S'RN,_?'
alpos/

Tsiitoplasma

Joonis 4. Imetajate seitse erinevat SIRTUIN valku. Joonisel on kujutatud valkude struktuur
(ileval) ja paikenemine rakus (all). SIRT valkude pdhilised kataliiiitilised doméédnid on
nédidatud heledana, N- ja C- terminaalsed doméénid tumedana. Punasega on téhistatud tuuma
lokalisatsiooni signaal (NLS) ja sinisega tuumast vélja viimise signaal (NES) (Masri ja
Sassone-Corsi, 2014, kohandatud).

SIRT1 aktiivsus on vastukaaluks CLOCK valgu HAT aktiivsusele, sest ta on voimeline
deatsetiileerima nii H3 Lys9 ja Lys14, kui ka BMALI ja PER2 (Asher jt., 2008) valke. See
hoiab kellageenide tsirkadiaanset riitmi tasakaalus. Oluline on aga teada, et tsirkadiaanne on
just SIRT1 aktiivsus, mitte tema kontsentratsioon rakus. Viimasest voib jareldada, et SIRTI
aktiivsust mdjutavad sekundaarsed faktorid (Chang ja Guarente, 2014, Nakahata jt., 2008).
Uheks selliseks faktoriks on NAD™ kontsentratsiooni tsirkadiaanne riitm. Molekulaarne kell
kontrollib Nampt (nikotiinamiid fosforibosiiiiltransferaas) ekspressiooni (Joonis 3, lk 14,
Sahar ja Sassone-Corsi, 2012), mis on omakorda limiteerivaks etapiks NAD™ biosiinteesi
rajas. CLOCK, BMALL1 ja SIRT1 seonduvad Nampt promootoris olevale E-elemendile
tsirkadiaansel viisil. Katsed geneetiliselt manipuleeritud Clock ja Bmall hiirtega on ndidanud,
et neil isenditel kaob riitmiline Nampt ekspressioon ja sellest tulenevalt ka tsiikliline NAD" ja
SIRT1 aktiivsus. Ka farmakoloogiline NAMPT inhibitsioon viihendab NAD" hulka ja hiirib
SIRT1 aktiivsust hiire embriionaalsetes fibroblastides. Jirgneb BMALI hiiperatsetiilatsioon ja
tsirkadiaanse riitmi kadumine (Nakahata jt., 2009).
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NAD" on kiill peamine SIRTI koensiiiim, aga viimaste andmete pdhjal on Ka teisi
metaboliite, mis SIRT valkude aktiivsuses rolli omavad. Vabad rasvhapped mdjutavad kiill
rohkem teiste SIRT ensiitimide aktiivsust ja vahem SIRT1 aktiivsust (Feldman jt., 2013), kuid
see nditab, et metabolism ja kromatiini remodelleerimine ristuvad tidnu spetsiifilistele
metaboolsetele kofaktoritele, mida vajavad erinevad ensiilimid reakstioonide Kataliilisimiseks
(nt atsetiileerimine vajab atsetiiiil-CoA-d, mida produtseeritakse pohiliselt gliikoosist)

(Aguilar-Arnal ja Sassone-Corsi, 2014, Aguilar-Arnal ja Sassone-Corsi, 2013).

1.2.2. Metaboolsed geenid ja geeniproduktid

SIRT1 deatsetiileerib ja seega reguleerib ka mitmeid metaboolseid valke (Joonis 3, Ik 14,
Sahar ja Sassone-Corsi, 2012). Gliikoneogeneesis on olulised PGC-1a (PPARYy koaktivaator
a) ja FOXOl (Forkhead box O1) valkude deatsetiileerimised. PGC-la on
glitkoneogeneetiliste geenide ekspressiooni kaudne ning FOXOL1 otsene regulaator (Schwer ja
Verdin, 2008). Kolesterooli metabolismis on jillegi oluline LXR (liver X receptor) valgu
aktiveerimine 1dbi deatsetiileerimise. Koiki neid modifikatsioone viib 1dbi SIRT1 (Li jt.,

2007).

AMPK (5 AMP-activated protein kinase) on heterotrimeerne proteiini kinaas, mis
modifitseerib valke fosforiitilimise 1dabi. AMPK on energeetilise homd&ostaasi sensor ja
regulaator ning loob vastuse energia stressile rakus. Kinaasi aktiivsus kasvab kui rakus ATP
varud ammenduvad. Nt maksas on AMPK aktiveeritud pikaajalise toidupuuduse Kkorral
(Witters jt., 1994). Endogeenses tsirkadiaanses kellasiisteemis on AMPK oluline, sest
fosforiiiilib PER ja CRY valke (Joonis 3, Ik 14, Sahar ja Sassone-Corsi, 2012). Fosforiiiilimise

tulemusena degradeeritakse valgud proteosoomides (Jordan ja Lamia, 2013).

Kella funktsiooni ja metabolismi ithendavad lisaks eelpool mainitule veel tsirkadiaanse
ekspressioonimustriga REV-ERB (o ja B) ja RORa. valgud. Mdlemad on tuuma retseptor
valgud ning on teada, et just see klass valke on olulised metabolismi regulaatorid (Duez ja
Staels, 2010). REV-ERBua identifitseeriti kui tuuma retseptor valk, mis reguleerib lipiidide
metabolismi ja adipogeneesi (Fontaine jt., 2003), kuid niiiid on teada ka tema roll
tsirkadiaanses regulatsioonis. REV-ERBo vdrbab NcoR1/HDAC3 kompleksi ning
represseerib Bmall transkriptsiooni (Joonis 3, Ik 14, Sahar ja Sassone-Corsi, 2012). Teise
subtiiiibi, REV-ERB rollist on vihem teada. Kiill aga on hiirtel demonstreeritud, et ainult

ithe REV-ERB valgu puudus ei mojuta Bmall ekspressiooni nii tugevalt, kui mdlema REV-
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ERB valgu puudus. Molema REV-ERB valgu defitsiit hiire maksas viib kellageenide
derepressioonini ja rasvmaksa tekkeni (Bugge jt., 2012). Ka RORa reguleerib lipiidseid teid.
Juba eelmisel sajandil tdestati, et valgu tootmise eest vastutava geeni valjaliilitamine hiirtel,
kel esineb madal plasma HDL-kolesterooli (kdrge tihedusega lipoproteiin) tase, Viib
toendoliselt ateroskleroosi tekkimiseni (Mamontova jt., 1998). Kokkuvdotvalt voib 6elda, et
endogeenne molekulaarne kellasiisteem mojutab otseselt riskifaktoreid, mis mangivad rolli

kardiometaboolse diisfunktsiooni kujunemisel (Duez ja Staels, 2010).

1.3. Tsirkadiaanse- ja kardiometaboolse héirituse seosed

Tsirkadiaanse kella ja metaboolse protsessi integratsioonile tuginendes voib tddeda, et
kellamehhanism (nii keskne kell SCN-s kui perifeersed kellad kudedes ja rakkudes) on
ldhedalt seotud raku metabolismiga. Sellest tulenevalt vdivad héired 66pédevases riitmis viia
negatiivsete tulemiteni toitekditumise regulatsioonis ja ebakorrapéra toitekditumises jillegi
negatiivsetele muutustele une- ja arkveloleku tsiikli regulatsioonis. Tulemuseks voivad olla
erinevad patoloogilised seisundid nt rasvumine, metaboolne siindroom (MetS), Il tiiiipi
diabeet (T2D), kardiovaskulaarhaigused, poletikuprotsessid, moningad kasvajalised protsessid

ja muidugi psiihhiaatrilised- ja unehéired (Baron ja Reid, 2014).

1.3.1. Metaboolne fenotiiiip hiiiritud tsirkadiaanse riitmi korral

Enim on kellageenide funktsioone uuritud hiiremudelite abil. Need on olnud
hindamatuteks vahenditeks, et defineerida individuaalsete kellageenide osa tsirkadiaanse
riitmi tagamisel. Viimasel ajal on hiiremudelite abil avastatud ka kella metaboolseid

funktsioone (Marcheva jt., 2013). Esimene seos kahe protsessi vahe avastati Clock~#1°

mutatsiooniga hiirtel. Sellised isendid muutusid ariitmiliseks, neil esinesid hiiperfaagia,
hiiperlipideemia, hiiperleptineemia, maksa steatoos ja hiipergliikkeemiline hiipoinsulineemia.
Lisaks kadus neil ka oluliste metaboolsete ja proliferatiivsete geenide riitmiline ekspressioon
maksas, lihastes ja pankreases, mis omakorda viis tosistele gliikkoosi ja lipiidide homdostaasi
héireteni (Marcheva jt., 2010, Turek jt., 2005, Panda jt., 2002). Clock on oluline normaalse
lipiidide metabolismi tagaja veel seetottu, et mutatsioon suurendab soolestikus kolesterooli
absorbsiooni ja voib viia aterogeneesi ja ateroskleroosi tekkeni. Seega on Clock iilesandeks ka
madala kolesteroolitaseme hoidmine plasmas (Pan jt., 2013). Bmall geeni knockout fenotiiiip

on koige tdsisem kellageeni mutatsioon. Geeni vaigistamine viib totaalse arriitmia
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kujunemisele ning muutub ka metaboolne fenotiitip (Kondratov jt., 2006). Kaob gliikoosi ja
trigliitseriidi tasemete OOpdevane riitmilisus, kahjustub adipogenees ja adipotsiiiitide
diferentseerumine ning paljud olulised organid (pdis, neerud, testised, siida, kopsud) ja ka
lihased kiarbuvad ajapikku (Lamia jt., 2008, Kondratov jt., 2006, Rudic jt., 2004). Lisas 2 on
védja toodud kokkuvdttev tabel, kus on erinevate kellageenide mutatsioonid ja neile vastavad

tsirkadiaansed ja metaboolsed fenotiiiibid hiirtel.

Geneetiline varieeruvus kellageenides mojutab metaboolseid parameetreid ka inimestel.
Nii monigi iilegenoomne assotsatsiooniuuring (GWAS) on leidnud seoseid Clock geenis
olevate tihenukleotiidsete poliimorfismide (SNP) ja erinevate metaboolsete fenotiilipide vahel.
Naiteks on leitud kdrgenenud plasma greliini kontsentratsioone ja muutunud toitekditumist,
mis viivad suurema hulga kalorite tarbimiseni ja omakorda soodumuse hiipertensiooniks,
rasvumiseks ja metaboolseks siindroomiks (Garaulet jt., 2011, Sookoian jt., 2008). SNP-d
teistes kellageenides ei ole vdhem olulised. Bmall poliimorfisme on samuti seostatud
hiipertensiooni ja T2D tekkimsega (Woon jt, 2007). SNP-d Cry2 geeni sees ja
vahetusldheduses mdjutavad paastumisjargse gliikoosi ja insuliini kontsentratsioone (Dupuis
jt., 2010). Samas kui nditeks harv variant Namptl geeni intronis (rs10487818) omab hoops
kaitsvat moju rasvumisele. Koige tdsisemalt rasvunud laste seas oli minoorse alleeli

esinemissagedus 0% (Blakemore jt., 2009).

Tsirkadiaanse riitmi olulist mdju ainevahetusele demonstreerib uuring, milles katseisikud
elasid laboratoorsetes oludes, 28-tunnise O00pédeva reziimil, konstantse rutiini tingimustes.
Kiimnenda pédeva 10puks olid katsealused oma normaalse magamisfaasiga voOrreldes 12
tunnises nihkes. Selle tulemusel vidhenes siisteemiselt leptiini tase (-17%, p < 0,001) ja
insuliini taseme suurenemisest hoolimata (+22%, p = 0,006) tdusis ka gliikoosi tase (+6%, p <
0,001). Nahti tdiesti vastupidist kortisooli riitmi (p < 0,001), kdrgenenud vererdhku (+3%, p =
0,001) ja unekvaliteedi langust (-20%, p < 0,002). Lisaks oli kolme indiviidi einejargne
gliikoosivastus sarnane prediabeetilises seisundis oleva inimese gliikoosivastusele. Voib
jareldada, et lihiajaline tsirkadiaannse riitmi héiritus, mis ilmneb eriti tugevalt nt
voondivahetuse korral (reisimine) ja lausa krooniliselt nt vahetustega to6tamise korral, Vviib
kardiometaboolsete héireteni, sest alanenud leptiin stimuleerib isu ja vdhendab energia

kulutamist (Scheer jt., 2009).
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1.3.2. Metaboolne fenotiiiip ebapiisava ja ebakvaliteetse une korral

Krooniline unepuudus on muutunud tavaliseks ndhtuseks nii laste kui tdiskasvanute
hulgas. 2014. aastal USA-s labiviidud suuremahuline kiisitlus leidis, et lapsed vanuses 6-17
eluaastat magavad 1-2 tundi vdahem kui oleks soovitatav (56% 15-17 aastastest magab < 7
tundi)®. Une vihenemise pShjusteks peetakse sotsiaalseid kohustusi, elektroonilisi vahendeid,
kunstlikku valgust ja vahetustega ning 60siti to6tamist. Mainitud tegurid koos vdhenenud une
ja langenud kvaliteediga on omakorda seotud nt halvenenud gliikoosi tolerantsiga, vihenenud
insuliini vastusega, vdhenenud leptiini ja suurenenud greliini hulgaga ning korgenenud KMI-
ga (Gutierrez-Repiso jt., 2014, Donga jt., 2010, Van Cauter jt., 2008). Pikaajalised (3 ja enam
aastat) uuringud nii Euroopa (Gutierrez-Repiso jt., 2014) kui Aasia (Kobayashi jt., 2012)
kohortides tdestavad, et aastaid alla viie tunni magavatel indiviididel on KMI ja iilekaalulisus
pidevalt tdusnud. Seejuures on mitmetes uuringutes selgunud, et seos une pikkuse ja
metaboolsete haiguste vahel vdiks olla U-kujuline. See tihendab, et suure KMI, rasvumise,
T2D ja teatud kardiovaskulaarhaiguste esinemiste tdendosused on suuremad inimestel, kes
magavad alla kuue voi iile iiheksa tunni (Grandner jt., 2013a, Bjorvatn jt., 2007). Samas on ka
uurimusi, kus just pika une ja mainitud riskifaktorite vahel thist seost ei leita (Grandner jt.,
2014). Vaiks jareldada, et nii une pikkuse, kui ka KMI regulatsioonis peavad olema jagatud
geneetilised eeldused, kuid seni on neid mdlemat tunnust hdlmavatest geneetilistest

analiitisidest leitud vaid vidhesel maéral (Watson jt., 2010).

Une kestuse piiramine m&jutab organismi energiakasutust ja avaldub plasma metaboloomi
muutustes. Metaboloomi muutuse uurimine aitaks leida ka tdpsemaid seoseid ebapiisava une
ja T2D ning teiste metaboolsete haiguste vahel. Uhes sellekohases uuringus vorreldi tervete
perekondliku diabeedi riskiga indiviidide globaalset plasma metaboloomi tavalise (8,5 h, 8
60d) ja piiratud (5,5 h, 8 66d) une tingimuste korral. Valimis oli 5 naist ja 6 meest vanuses
20-27 aastat. Katsealuste toitumine, aktiivsus ja naiste puhul menstruaalfaas olid kontrollitud.
Avastati, et parast une piiramist muutusid oluliselt 16 biomarkeri (362-st) kontsentratsioonid
(13 tdusid ja 3 langesid, p < 0,05). Lisaks ndhti 17 bimolekuli puhul trendi muutumise suunas.
K&ikide muutunud aminohapete ja kreatiniini kontsentratsioonid olid tdusnud, mis omakorda
viib ka paljude hormoonide ja neurotransmitterite tousuni. Kdrgenenud olid ka mitmete

rasvhapete ja sapphappe kontsentratsioonid. Huvitaval kombel olid paastumisjargse gliikoosi

*http://sleepfoundation.org/sites/default/files/2014-NSF-Sleep-in-America-poll-summary-of-findings--
-FINAL-Updated-3-26-14-.pdf
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tasemed ning osade monosahhariidide ja gliikonaadi tasemed peale une pikkuse lithenemist
vihenenud. Seega ei leitud seost une puudujddgi ja gliikoliiiisi, glilkoneogeneesi ega
glilkogeeni metabolismi muutustega. Autorite arvates on leid oodatav, arvestades, et
katsealustel tekib unepuudusest ja kontrollitud toitumisest tulenevalt energiadefitsiit (Bell jt.,
2013).

Plasmametaboloomi muutusi on Kirjeldatud ka une tiieliku piiramise korral. Kuna 24-
tunnine drkvelolek mojutab eelkdige une homdoostaasi protsesse, lubab selline katse hinnata
homoostaasi metaboolset baasi. Katses osales 12 tervet meesindiviidi ning katse laboratoorsed
tingimused olid sarnased eelpoolkirjeldatuga, kuid osalejad veetsid tihe 66pdeva normaalses
une tsiiklis, ning teise O0pdeva tiielikus &drkvelolekus. LC-MS meetodil tuvastati 171
metaboliiti, millest enamikul (n = 109) esines 60pédevane riitm. Riitmi omavad metaboliidid
olid kooskolas varem tuvastatud riitmiliste metaboliitidega (Dallmann jt., 2012, Kasukawa jt.,
2012). 78 metaboliiti sdilitasid riitmi ka pérast 24 tunnist drkvelolekut, kuigi riitmide
amplituudid olid vdhenenud. 27 metaboliidi (Trp, serotoniin, tauriin, 8 atsiiiilkarnitiini, 13
gliitserofosfolipiidi ja 3 sfingolipiidi) ja ka melatoniini kontsentratsioonid tdusid margatavalt
parast totaalset unepuudust. Tulemus on kooskdlas ideega, et endogeenne tsirkadiaanne
stisteem kontrollib lipiidede metabolismi (Huang jt., 2011). Enim muutus serotoniin (44 +
20%), mis on oluline neurotransmitter drkveloleku tagamisel (Monti, 2011) ning mille
tootmisrada algab L-triiptofaanist. Kdrgenenud triiptofaan ja tauriin vodivad seletada ka
melatoniini taseme suurenemist, kuna tauriini stimuleerib kébikehas melatoniini tootmist L-
triiptofaanist (suurendab N-atsetiiiiltransferaasset aktiivsust) (Wheler jt., 1979).Voéimalik, et
unel on tdusnud metaboliitide siinteesile inhibitoorne voi degradatsioonile stimuleeriv mdju
(Davies jt., 2014).

Selleks, et paremini mdista mehhanisme ebapiisava une ja metaboolsete haiguste vahel, on
identifitseeritud ka molemas protsessis esile kerkivaid geene ja geenivorgustikke. Mainitud
eesmargiga uuring piiras iiheksa terve mehe und nelja tunnini viiel jarjestikusel 661 (Aho jt.,
2013). Samal ajal oli kontrollisikute une pikkuseks kaheksa tundi. Geeniekspressiooni
analiiiisiks eraldati RNA leukotstiiitidest katse alguses, pédrast une piiramist ja pérast
taastusfaasi. Eksperimentaalne unekestuse vdhenemine tdstis seerumis C-reaktiivse valgu
taset ja muutis 117 geeni ekspressiooni (310-st), millest 62 olid just iilesse reguleeritud. 25-st
enim ilesreguleeritud transkriptist 8 olid seotud immuunfunktsiooniga (TIr4, Ikzfl, Fpr2,

Fclr2, Cybb, Socs3, Swap70, DIg19), moned veel stressi ja apoptoosiga ning 25-st kdige enam
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allareguleeritud transkriptist tervelt 19 olid samuti seotud immuunsiisteemiga, eriti
naturaalsete hévitajarakkudega. Kuna unepuuduse tingimustes vihenes ka mainitud rakkude
hulk, siis voib hévitajarakkude arvukuse langemise pohjuseks olla just nende geenide
allaregulatsioon. Enim mdjutatud geenid, mis eksperimentaalselt tuvastati, korreleerusid ka
subjektiivselt hinnatud unepuudusega (N = 472). Stx16 korreleerus negatiivselt subjektiivse
unepuudusega, olles unepuuduse jargselt iilesreguleeritud transkriptide hulgas, kuid oluliselt
madalam ebapiisava unega indiviidide hulgas (p = 0,0002, p = -1,31). Allareguleeritud
transkriptidest omasid populatsiooni tasemel negatiivselt korelatsiooni Lgré (p = 0,0007, g = -
0,79) ja Thx21 (p = 1,8X107, B = -0,78) ning positiivset korrelatsiooni Tgfbr3 (p = 0,0001, B
= +0,41) (Aho jt., 2013). Ka varemalt on leitud, et ebapiisav uni kutsub organismis esile
poletikueelse seisundi, mille korral tousevad inflammatoorsete tsiitokiinide tasemed
(Vgontzas jt., 2004) ja C-reaktiivse valgu tase (van Leeuwen jt., 2009). Kusjuures C-
reaktiivse valgu kontsentratsiooon voib tousta ka juhul, kui unekestus muutub pikemaks kui 9
tundi (Grandner jt., 2013a).

1.3.3. Tsirkadiaanne fenotiiiip ebaregulaarse toitumise korral

Kéesolev t60 on seni kirjeldanud muutusi organismis, mis on pohjustatud une- ja
arkveloleku tsiikliga manipuleerimisest, kuid on tdestatud, et esineb ka vastupidine efekt.
Muutused metabolismis hiirivad tsirkadiaanset riitmi (Hong jt., 2012). Naiteks korge
kalorlusega dieet lilhendab hiirte aktiivsusperioodi, muudab hormoonide produktsiooni,
kellageenide tsiiklit ja nende geenide poolt kontrollitavate geenide ekspressiooni. Huvitav on
fakt, et voimalusel tarbivad hiired lisakaloreid just pdevasel ajal (nériliste uneaeg), mis vihjab,
et toitumine véljaspool normaalset aktiivsusperioodi suurendab kaloririkka toidu efekti
rasvumisele (Kohsaka jt., 2007). Nihtuga kooskdlas on tddemus, et toidu tarbimise ajastus
mojutab oluliselt kaalumuutust. Kui hiired jaotati kahte iihesuguse kalorisisaldusega toitu
saavasse gruppi, aga iihte grupi séodeti Oisel ja teist pdevasel ajal, siis puhkusfaasi ajal
toitunud isendid votsid 6 néddalaga kaalus oluliselt rohkem juurde kui aktiivsusfaasi ajal
toitunud isendid (p < 0,004). Olgugi, et mdlema grupi liikumisaktiivsus oli sama. Lisaks on
ndidatud, et geneetilist eelsoodumust rasvumisele omavate hiirte toitmine ainult 60sel
(nériliste aktiivsusaeg), vdhendab isendite {iilekaalu ja metaboolsete hdirete siimptomeid
(Arble jt., 2009). Kaloririkast toitu manustavatel hiirtel tduseb ka mitte-REM une osakaal ja
une press ning seetottu on neil raskem aktiivsusfaasi ajal drkvel piisida (Jenkins jt., 2006).

Geneetiliselt muundatud hiiremudelid on andnud sarnaseid tulemusi. Leptiini geeni
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funktsiooni kaotamine (ob/ob hiired) ndrgestab O0pédevast aktiivsus- ja toitumisriitmi,
summutab kellageenide ekspressiooni maksas ja rasvkoes ning vdhendab kehatemperatuuri

(Laposky jt., 2006).

Kdigest eelnevast jareldub, et toit kéitub kui siinkroniseeerija ning toitumise riitmilisus on
kui vihje, mis aitab SCN-1 perifeerseid kellasid siinkroonis hoida (Gooley ja Chua, 2014).
Transgeensete rottide peal tehtud katsetega on demonstreeritud, et muutes toidu kittesaamise
aega 00pdevas, hdiruvad just perifeersetes kudedes olevad endogeesed tsrikadiaansed kellad,
mitte aga tsentraalne kell SCN-s. Maksa kella riitm voib nihkuda kahe 66pédeva jooksul kuni
kiimme tundi, mis tekitab kiisimuse, kas toitumise tsiikkel vdib mojutada maksa sdltumata

SCN-st ja valgusest (Stokkan jt., 2001).

Ulalmainitud muutuseid on kirjeldatud hiiremudelite baasil, sest hetkel ei ole veel
inimestel siisteemselt iilekaalulisuse ja kaloririkka toidu tarbimise efekti tsirkadiaansetele
metaboolsetele riitmidele uuritud (Gooley ja Chua, 2014). Kui epidemioloogilised ja
assotsatsiooniuuringud leiavad rohkem tdendeid tsirkadiaanse kella ja metabolismi
omavahelise interaktsiooni kohta, saab hakata ka kliinilisel tasandil rdhutama metaboolse
homoostaasi ning une- ja drkveloleku protsessi riitmilisuse hoidmise vajadust (Marcheva jt.,

2013).

1.4.  Une Kestust analiiiisivad iilegenoomsed assotsatsiooniuuringud

Une kestus on geneetiliselt reguleeritud. Hetkel varieerub hinnang une Kkestuse
péritavusele, jaddes vahemikku 31-44% (Watson jt., 2010, Heath jt., 1990, Partinen jt., 1983).
Geenivariandid, mis tunnust mdjutavad, on suuresti veel teadmata, kuid jarjest enam viiakse
labi tilegenoomseid assotsatsiooniuuringuid, mis uusi genoomseid piirkondi tuvastavad ning
uneparameetrite geneetilist tausta seletavad (Gottlieb jt., 2014, Ollila jt., 2014, Allebrandt jt.,
2013).

Uks esimestest uneparameetreid analliiisivatest populatsioonipdhistest
assotsatsioonianaliiiisidest oli vordlemisi viike uuring (N = 749) aastal 2007. Vaatamata
indiviidide arvule, tuvastati poliimorfisme, millest osad jdid ka tsirkadiaanse kellasiisteemiga
seotud kandidaatgeenide (Csnk2a2 ja Prok2) lookustesse (Gottlieb jt., 2007). Siiani pole neid
leide suudetud replitseerida. Juba suurema, austraallaste uuringu (N = 2323) parim leid

rs7304986 kromosoomist 12 oli tugevaimas assotsatsioonis (p = 1,38X10®) une latentsiga
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(uinumiseks kulunud aeg). SNP-le 1ahimat geeni CacnalC on varemalt psiihhiaatriliste- ja
meeleoluhdiretega seostatud (Sklar jt., 2011). Geen kodeerib L-tiitipi pigesoltuva
kaltsiumikanali ol subiihiku valku®. Uuringus analiiiisiti ka une kestust, kuid iikski
poliimorfism ei osutunud statistiliselt oluliseks (Byrne jt., 2013). Veelgi suurem Euroopa
konsortsium (N = 4251) leidis aga markeri, mis seletab ~5% une kestuse variatsioonist.
Marker rs11046205 (p = 3,99X10®) asub samuti 12ndas kromosoomis, ATP-s3ltuva
kaaliumikanali geeni Abcc9 intronis. Mainitud geeni homoloogi viljaliilitamine dddikakéarbsel
pOhjustas O06une lithenemist. Leitud assotsatsiooni Onnestus teadlastel ndha ka
replikatsioonianaliiiisis, kuid alles siis, kui arvesse voeti ka indiviidide une keskaega
(MSFscn) ja voondi- ning suveaega (Allebrandt jt., 2013). Kahte eelnevat GWAS-i leidu
tiritasid replitseerida inglased, kuid katse Onnestus ainult CacnalC geeniga. Leiti SNP
rs16929277, mis on totaalses aheldatuses eelpool mainitud rs7304986-ga. Taheldati, et
minoorse G alleeli kandjatel halveneb une kvaliteet. Abcc9 geenis oleva SNP ja une kestuse
vahel ndhti seost ainult retsessiivse mudeli puhul. Sel juhul oli rs11046209 suhtes TT
homostigootidel (N = 2) pikem une kestus (8,3 + 0,4) kui teistel genotiitipidel (7,5 £ 1,1)
(Parsons jt., 2013).

Viimase aja mahukaim une pikkust analiiisiv GWAS on metaanaliiiis, kus osales 18
populatsioonipdhist kohorti, kdik Euroopa péritolu (N = 47 189). Statistiliselt olulisimaks
osutus SNP (rs1191685, p = 1,06X10°) teisest kromosoomist, 35-80 kilobaasi iilesvoolu
tiiroidspetsiifilisest transkriptsioonifaktorist Pax8. Seda leidu dnnestus teadlastel replitseerida
ka Aafrika-ameerika valimis (N = 4771). Vdhem oluline leid kuuendast kromosoomist
(rs4587207, p = 2,02X10%) jai samuti geenidevahelisse regiooni. Avastus- ja
replikatsioonipopulatsioone kombineerides osutus koige parema statstilise védirtusega
markeriks samuti teises kromosoomis paiknev rs1823125 (p = 1,5X10%), mille puhul iga

minoorse alleeli koopia seostus 3,1 minutit pikema une kestusega (Gottlieb jt., 2014).

Epidemioloogilised uuringud leiavad seoseid eelkdige une kestuse ja lipiidide
metabolismi vahel. Soomlaste populatsioonis testiti totaalse une kestuse seost trigliitseriidide,
korge- ja madala tihedusega lipoproteiinide ja totaalse kolesterooliga. GWAS analiiiis viidi
1abi 6334 indiviidiga, kelle kohta olid teada mainitud lipiidsed néitajad, sugu, vanus (25-74)
ja kiisitluse pohjal saadud uneparameetrid. Indiviidid, kelle uni oli <5 vdi > 10 tunni, omasid

koige ebasoodsamaid lipiidiprofiile. Neil olid korgemad trigliitseriidide ja kolesterooli

*http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/775
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tasemed ja madalamad HDL tasemed kui teistel. Madala tihedusega lipoproteiinide tasemed
olid madalaimad pika unega indiviide grupis. Totaalset une pikkust seostati 60 varemalt
lipiidide metabolismis oluliseks peetud SNP-ga. Tuvastati kaks statistiliselt olulist signaali
Tribl (tribbles homolog 1) geenist allavoolu (rs17321515, peor = 0,0053 ja rs2954029, peor” =
0,015), kus kaitsvad minoorsed alleelid olid vastavalt G ja T. Lisaks seostusid mdlemad SNP-
d oluliselt vere lipiidide profiiliga. Tugevaim seos oli trigliitseriidide kontsentratsioonidega
(rs17321515, p = 1,45X10, p = -1,004 ja rs2954029, p = 4,62X107, B = -0,95). Mdlema SNP
korral jai assotsatsioon une pikkusega oluliseks ka parast mudeli kohandamist kdigi nelja
lipiidse parameetri suhtes (igal juhul p < 0,05) ja assotsatsioon trigliitseriididega oluliseks
parast kohandamist une pikkuse suhtes (p < 0,05). Tulemusi replitseeriti edukalt kaksikute
kohordis (N = 2189). Viimaks uuriti Tribl geeni ekspressiooni eksperimentaalselt esile
kutsutud une piirangu tingimustes 19 terve mehe mononukleaarsetest leukotsiiiitidest
eraldatud RNA pohjal. Leiti, et une lithenemise jargeselt touseb Tribl ekspressioon 1,6 korda
ning langeb normi piiridesse kui algne une pikkus taastub (p = 0,006). Margati ka Tribl
ekspressiooni negatiivset seost mitte-REM unega, aga seda just une piirangust normaalsesse
unne tagasiliilitumise korral. Seos néitab, et geen voib omada rolli unepuudusest taastumisel.
Uurimust6o leiud tdestavad MAPK signaalikaskaadi vahendava Tribl geeni pleiotroopset
iseloomu ning voivad peegeldada une ja metabolismi molekulaarset seost (Ollila jt., 2012).
Kuna Tribl aktiveeritakse pdletikulise seisundi korral (Sung jt., 2006), siis on leid veelkord

toestuseks, et une puudujadk on seotud immunsiisteemi aktivatsiooniga (Ollila jt., 2012).

°P- vadrtus, mis on ldbinud Bonferroni korrektsiooni.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. To6 eesmirgid

Kéesoleva t00 praktilise osa eesmargiks on GWAS uuringuid kasutades leida genoomist
une kestust mojutavaid piirkondi ning vdimalusel seostada tulemusi metabolismiradadega.
Seeldbi sooviksime Kirjeldada une- ja metabolismiprotsesside omavahelisi seoseid. T66
teiseks eesmargiks on kirjeldada une kestuse ja erinevate haiguste esinemiste vahelisi trende

ja prognoosida sanssi olla haige teatud uneparameetrite esinemise korral.

2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Valim

Valim koosneb Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramus aastatel 2007-2011 MCTQ (Munich
ChronoType Questionnaire) kiisimustikule vastanud indiviididest. Kiisimustiku on vilja
todtanud prof. T. Roennebergi uurimisgrupp Miincheni Ulikooli Meditsiinilise Psiihholoogia
Instituudist. Subjektiivne kiisimustik, kus vastused antakse t66- ja puhkepédevade kohta eraldi,
on valideeritud ja seda on kasutatud uneparameetrite hindamiseks paljudes populatsioonides
(Roenneberg jt., 2003).

GWAS analiitiside valimites on kokku 7432 indiviidi vanuses 18-76 eluaastat (sh 3107
meest). Une kestuse ja haiguste vaheliste trendide kirjeldamise valimis on 21 068 indiviidi (sh
6929 meest) vanuses 25-75 eluaastat. Une kestuse ja metaboolse siindroomi vahelise seose
kirjeldamise valim koosneb 6375 indviidist (sh 2411 meest) vanuses 18-103 eluaastat, kellest
stindroomi pddejateks on defineeritud 965 indiviidi.

Uuringutesse kvalifitseerumiseks kasutati jargmisi kriteeriume:

MCTQ andmete korrektsus;

e eiole viimase 3 kuu jooksul vahetustega tootanud,

e ei kasuta und potentsiaalselt mdjutavaid ravimeid;

e keskmine une kestus iile nelja tunni;

e dratuskella mitte kasutamine puhkepéevadel;

e genotiilibiandmete olemasolu (GWAS analiiiisideks);

e metaboloomika andmete olemasolu (metaboolse siindroomi analiiiisiks).
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Kéesolevas t00s teostatavate uuringute ldbiviimiseks on geenidoonorid andnud

informeeritud ndusoleku ning on olemas Tartu Ulikooli inimuuringute eetika komitee luba.

2.2.2. Ulegenoomne assotsatsiooniuuring keskmise une kestuse analiiiisiks

2.2.2.1.  Genotiipiseerimine

Indviidide genotiipiseerimine on teostatud kolme erineva kommertsiaalse lllumina®
kiibiga: HumanOmniExpress, Human370CNV ja HumanCoreExome-12v1.0. Neist koige
suurema katvusega on HumanOmniExpress kiip, millel on > 715000 markeri®.
Genotiipiseerimised on ldbi viidud vastavalt lllumina® poolt ettenshtud protokollidele Eesti

Biokeskuse Tuumiklabori Genotiipiseerimiskeskuses.

2.2.2.2. Fenotiiiibiandmete ettevalmistamine

Fenotiilipe iseloomustav info koosneb kiimnest peakomponendist, kuuest kovariaadist ja
tihest kvantitatiivsest uuritavast tunnusest. Analiiiisis on uuritavaks tunnuseks normaliseeritud
nédala keskmine une kestus (AvSD, 5 toopéeva ja 2 puhkepdeva). Kovariaatideks on indiviidi
sugu, vanus, vanusest voetud ruutvdartus, kehamassiindeks, andmete kogumise aeg (suveaeg
vOi voondiaeg) ja kronotiilip (unevdla suhtes korrigeeritud puhkepdevade une keskaeg,
MSFscn). MSFscn vaértus on samuti normaliseeritud. Andmete normaliseerimiseks on leitud
igale véadrtusele z-skoor ((x-keskvéirtus)/standardhdlve). Koik nimetatud kovariaadid on
valitud teadmisega, et nad vdivad mojutada une kestust (Roenneberg jt., 2012, Bjorvatn jt.,
2007), kaasa arvatud iileminek suveajale (Kantermann jt., 2007). Eemaldatud on isikud, kelle

mdni tunnus erineb oluliselt valimi keskmisest (+ 4 SD).

2.2.2.3. Genotiiiibiandmete ettevalmistamine

2.2.2.3.1. Kvaliteedikontroll

Genotiiiibiandmete kvaliteedikontrolli kdigus oli juba eelnevalt eemaldatud isikud

jargnevate parameetrite alusel:

e madal genotiipiseerimiskvaliteet (call rate < 95%) nii indiviidi kui iga SNP kohta;
e minoorse alleeli sagedus MAF < 1%;

e Hardy-Weinbergi tasakaaluseaduse testi p-vairtus < 10°;

®http://www.illumina.com/applications/genotyping/human-genotyping-arrays/omni-arrays.html
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e geneetilise ja fenotiiiibilise soo ebakola.

Andmete kvaliteedi hindamine ja filtreerimine oli teostatud programmidega Illumina
GenomeStudio 3.1, PLINK 1.07 (Purcell jt., 2007) ja R.

Lisaks mainitule, eemaldasime valimitest RelOut’ programmiga sugulased, kelle IBD
(Identical by descent) vaartus PI_HAT oli > 0,11. Pérast kvaliteedikontrolle oli kolmeks
eraldiseisvaks GWAS analiilisiks kasutatavastes valimites HumanOmniExpress kiibiga
genotiipiseeritud 3226 inimest, Human370CNV Kkiibiga genotiipiseeritud 1124 inimest ja
HumanCoreExome-12v1.0 kiibiga genotiipiseeritud 3082 indiviidi. Metaanaliitisi valimi
suuruseks jdi 6668 indiviidi, kuna metaanaliitisiks eemaldati Kiipide vahel kattuvad isikud ja
kiipidevahelised sugulased. Lisas 3 on vélja toodud kdigi kolme kohordi ja metaanaliiiisi

kohordi struktuure iseloomustav kokkuvotlik tabel.

2.2.2.3.2. Imputeerimine

Imputeerimine on statistiline meetod, mis vdimaldab puuduolevaid andmeid
referentsandmete abil ennustada®. Geneetikas tuletatakse nende markerite vdimalikku
genotiilipi, mis ei ole otse genotiipiseeritud vOi on genotiipiseeritud halva kvaliteediga
(Evangelou ja loannidis, 2013). Antud t66s kasutatavad puhastatud genotiipiseerimisandmed
olid eelnevalt imputeeritud programmidega ShapelT v2 (Delaneau jt., 2013) ja IMPUTE
v2.2.2 (Howie jt., 2009). Referentspaneeliks on koikide kiipide puhul kasutatud 1000
Genoomi Projekti raames oktoobris 2014 valminud Faas 3 paneeli (1000 Genomes Phase 3),
mis sisaldab {le 79 miljoni geneetilise variandi. Referents koosneb 26-st erinevast

populatsioonist périt 2535 indiviidi genoomist®.

2.2.2.3.3. Statistiline analiius

Statistilised analiiiisid viidi 1d8bi SNPTEST v2.5 programmiga, kasutades lineaarse

regressiooni mudelit. Markereid analiiiisiti aleeliefektide aditiivset mudeli baasil™®. Lisaks

"http://www.toomashaller.com/RELOUT .html

% http://www.statcan.gc.ca/edu/power-pouvoir/ch3/imputation/5214784-eng.htm
*http://www.1000genomes.org/announcements/initial-phase-3-variant-list-and-phased-genotypes-
2014-06-24

“https://mathgen.stats.ox.ac.uk/genetics_software/snptest/snptest.html
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kasutati GWAS-ide tegemiseks ka Perli-i (SNPTESTi viljundfailide liitmine) ja
statistikaprogrammi R (versioon 3.1.2 ,,Pumpkin Helmet®).

Pdrast assotsatsioonianaliilisi eemaldati tulemustest markerid, mille imputatsiooni
kvaliteeti iseloomustav parameeter (imputed info) jéi alla 0,8 ja efektalleeli sagedus alla 1%
(EAF < 0,01). Pidrast markerite filtreerimist jdi analiilisidesse jargnev arv markereid:
9008927  (HumanOmniExpress), 8620236 (Human370CNV) ja 7961973

(HumanCoreExome-12v1.0).

Koiki indiviide holmav kolme kiibi metaanaliiiis viidi libi programmiga METALY,
kasutades inverse variance-weighted meetodit ja genoomikontrolli (Gottlieb jt., 2014), mis
arvestab voimaliku populatsiooni stratifikatsiooniga (Thompson jt., 2011). Metaanaliiiisis oli
imputatsioonikvaliteeti iseloomustav parameeter sama, mis magistritoé eelnevates GWAS-
des. Metaanaliiiis hdlmas endas 9 295 142 kordumatut markerit. Ulegenoomsete analiiiiside ja
metaanaliitisi tulemuste visualiseerimiseks tehti Manhattan plot, QQ (quantile-quantile) plot
ja Forest plot joonised. Regionaal skeemide jaoks kasutati LocusTrack tarkvara (Cuellar-
Partida jt., 2015). Keskmise une kestuse madramiseks erinevates genotiiiibiklassides kasutati

GTOOL™ ja Microsoft Office Excel tarkvaraprogramme.

Mitmesest testimisest tulenevate voimalike vale-positiivsete tulemuste vdhendamiseks,
loeti statistiliselt oluliseks tulemused, mille p-viirtused olid < 5X10°® (vastab Bonferroni

korrektsioonile: miljon sdltumatut testi) (Evangelou ja loannidis, 2013).

2.2.3. Une pikkuse ja haiguste vaheliste trendide kirjeldamine

Nidala keskmise une Kkestuse seost kirjeldati esmajoones jirgnevate haiguslike
seisunditega: skisofreenia, skisotiilipsed ja luululised héired (F20-F29), meeleoluhdired (F30-
F39), unehiired (G47.0-G47.9), epilepsia (G40), migreenid (G43.0, G43.1), peaajuveresoonte
haigused (160-169), essentsiaalne primaarne hiipertensioon (110), siidamekahjustusega
hiipertooniatobi (I11), siidame isheemiatdved (120-125), I tiitipi diabeet (E10), II tiitipi diabeet
(E11), psoriaas (L40) ja metaboolne siindroom. Sulgudes on haiguste koodid Rahvusvahelise
Haiguste klassifikatsiooni versioon nr 10 (RHK-10) jargi. Nimetatud haiguste olemasolu (va

metaboolne siindroom) indiviididel on kliiniliselt kinnitatud.

“http://csg.sph.umich.edu/abecasis/Metal/
2 http://www.well.ox.ac.uk/~cfreeman/software/gwas/gtool.html
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Metaboolne siindroom (MetS) ei ole doonoritel diagnoositud haigusseisund. Metaboolse
sindroomi ja une kestuse vaheliste seoste leidmiseks kasutati indiviide, kel on
tuumamagnetresonants spektroskoopia abil eraldatud ja identifitseeritud plasma metaboliidid.
Indiviid loeti metaboolse siindroomi pddejaks kui tema voolimbermddt iiletas normi piiri
(meestel > 102 cm, naistel >89 cm)®™ ning kui tal oli tdidetud vdhemalt 2 kriteeriumi
jargnevast neljast: seerumi trigliitseriidide tase > 1,7 mmol/l, HDL- kolesterooli tase meestel
< 1,03 mmol/l ja naistel < 1,29 mmol/l, korgenenud vererdhk (siistoolne > 130 mmHg voi
diastoolne > 85 mmHg) v3i vererShku alandavate ravimite kasutamine voi hiipertensiivsete
haiguste usaldusvddrne diagnoos ja plasmagliikoosi tase > 7,0 mmol/l voi diabeedi
usaldusvéidrne diagnoos (Alberti jt., 2006). Gliikkoosi piir oli seatud kdrgemaks (Alberti jt.,
artikli jargi on piir > 5,6 mmol/l), kuna paljude doonorite puhul ei ole tegemist hommikuse
paastumisjargse glikkoosi ndiduga. Léhtudes mainitud parameetritest defineeriti MetS-i
haigeks 956 inimest 6375-st. Lisas 4A ja 4B (MetS) on vilja toodud tabelid, mis

iseloomustavad antud uuringute valimite koosseise.

Algselt uuriti  keskmise une kestuse (AvSD) seost 14 erineva {iilalmainitud
haigusseisundiga, kuid haiguse olemasolu tdendosust prognoosiv logistilise regressiooni
mudel loodi seisunditele, millel puhul ilmnes statistiliselt oluline seos une kestuse, kui pideva
tunnusega. Mudelites kasutati lihtsuse ja voimaliku mittelineaarse seose tagamiseks AvSD-d
faktortunnusena. Inimesed grupeeriti AvSD suhtes jargvenalt: < 6, 6—7, 7-8, 8-9 ja >9 tunni
pikkune uni. Voimalikeks kovariaatideks valiti sugu, vanus, KMI, MSFscn, téonéddala jooksul
kogunenud une puudujadk (AMS) ja aeg, millal doonoritelt andmed koguti (suveaeg versus
voondiaeg). Mudelite koostamiseks kasutati statistikapaketti R (versioon 3.1.3 ,,Smooth
Sidewalk®) koos RStudio-ga. Parima mudeli valimisel lahtuti Akaike informatsiooni
kiriteeriumist (AIC): mida vdiksem AIC, seda parem mudel. Jooniste tegemiseks kasutati R

lisapaketti ggplot2.

“http://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/metabolic-syndrome/basics/tests-diagnosis/con-
20027243
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2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1. Ulegenoomsed assotsatsiooniuuringud ja metaanaliiiis

Ulegenoomsete assotsatsiooniuuringute eesmirk oli tuvastada une kestust mdjutavaid
genoomseid piirkondi, kasutades genotiilibiandmeid eestlaste populatsioonist ning voimalusel
seostada leide metabolismiradadega. Kiesolevas magistritoos teostasime esmalt keskmise une
kestuse suhtes kolm iseseisvat GWAS analiiiisi. Isikud, kelle uneandmeid kasutasime, on
genotiipiseeritud erinevate genotiipiseerimiskiipidega, mistottu ei ole neid voimalik iihte
assotsatsioonianaliiiisi ithendada. Seejdrel viisime 14bi neid uuringuid ithendava metaanaliiiisi.
Individuaalsetest uuringutest ainult ks, milles kasutati HumanOmniExpress Kkiibiga
genotiipiseeritud isikuid (N = 3226), tuvastas 6 markerit (Joonis 5), mis iiletasid GWAS-le
kehtestatud statistilise olulisuse piiri (< 5X10®). Lisas 5 on antud analiiiisi kirjeldav QQ plot
joonis.

8 o

-logl0 p-vaartus
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Kromosoom

Joonis 5. Manhattan plot. X-teljel on kromosoomid 1-22, Y-teljel on p-véartusest voetud
negatiivne kiimnendlogaritm. Punase ovaali sees on 6 markerit, mille p-vairtus {iletas
statistilise olulisuse nivoo (< 5X107).

Koik statistiliselt olulised markerid périnesid teise kromosoomi liihikesest oOlast,
geenidevahelisest regioonist ning jadvad vahemikku 62 657 219-62 662 704 ap (aluspaari)
(GRCh37.p13 assembly). Lisaks on koigi nende markerite efektalleeli suund negatiivne.
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Parima p-viirtusega oli imputeeritud SNP rs7584248:62657219:G:C (p = 2.75X10®, imputed
info = 0,99), mille puhul efektalleeliks on C alleel sagedusega 0,55. Sagedus on kooskolas
1000 Genoomi Projekti Faas 1 iildise alleelisagedusega, kuid vastupidine Euroopa
alapopulatsiooni alleelisagedusega (C: 0,47 ja G: 0,53)*. Poliimorfismi efekt uuritavale
tunnusele on negatiivne (B = -0,14, standardviga = 0,025). C aleelidoosi kahanemisega
pikeneb une kestus. CC genotiilibiga indiviidide keskmise une kestuse keskvairtus oli 7,76 +
1,02 tundi, samas kui heterosiigootidel oli niitaja 7,85 + 1,04 tundi ning GG homosiigootidel
8,03 + 1,02 tundi. Seega on homosiigootide une kestuste keskvairtuste vahe 16,2 minutit
(Joonis 6).

rs7584248 (n=3195)

o 9
2 8
I
=
285
X 55
Ha i
23,
S E 3 -
g<2°
E 1
X
& 0 -
¥ CC (n=971) CG (n=1581) GG (n=647)
Genotiiiip

Joonis 6. rs7584248:62657219:G:C moju une Kkestusele. Imputeeritud SNP genotiiiip
Onnestus tuvastada 99% valimist. Y-teljel on niddala keskmise une kestuse keskvéairtus ning
X- teljel erinevate genotiilipidega indiviidid. Tulpadel on tdhistatud 95% usaldusintervallid.

Leidmaks, kas tilejadnud 5 statistiliselt olulist markerit omavad une Kkestusele
iseseisvat moju voi ilmneb nende assotsatsioon uuritava tunnusega vaid tdnu seotusele parima
markeriga, teostati 2 kromosoomi kohta ka konditsionaalne analiitis (Conditional Test of
Association™). Lisaks eclnevatele kovariaatidele kohandati niiiid analiiiisi ka leitud parima
SNP suhtes. Tulemustest jareldus, et leitud statistiliselt oluliste markerite mdju on vahendatud
rs7584248:62657219:G:C mdju kaudu, sest pidrast konditsionaalset analiilisi, kaotasid

tilejddnud markerid tédielikult statistilise olulisuse. Konditsionaalse analiiiisi jérgselt saavutas

“http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=2:62429584-
62430584;v=rs7584248;vdb=variation;vf=5292061
“https://mathgen.stats.ox.ac.uk/genetics_software/snptest/snptest.html#conditional_tests
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parima p-viirtuse (p = 1,33X10®) poliimorfism, mis jiib rs7584248:62657219:G:C-st 145

megaaluspaari eemale ehk ei tohiks mojutada eelnevalt leitud parima markeri efekti.

Hetkeseisuga ei leidnud me poliimorfismile funktsionaalset tidhendust, ecelkdige
markeri geenidevahelisel alal paiknemise tottu. Ka ei ole t60s tuvastatud kuuest statistiliselt
olulisest poliimorfismist {ihtegi SNP-d publitseeritud GWAS analiiiside kataloogis
kirjeldatud™. Suurem osa GWAS abil tuvastatud markeritest (~88%)° asetsevadki just
intergeenselt voi ka intronites. Seega vdheneb tdendosus mdjutatada geeniregulatsiooni
otseselt. Oluline on aga see, et kolmedimensionaalse DNA voltimise 1dbi voivad omavahel
kokku saada genoomis iiksteisest viga kaugel paiknevad alad. Kuid neid regulatoorseid
signaale on keerulisem tuvastada (Edwards jt., 2013). Seega ei ole voimalik tépselt oelda,

millise mehhanismi kaudu poliimorfism une flisioloogiat mdjutada voiks.

rs7584248:62657219:G:C-le  kdige ldhem geen on 2pl5 lookuses paikev
transmembraanne proteiin 17 (Tmem17), mis jadb markerist 70137 aluspaari*’ iilesvoolu
(Joonis 7). Geeniprodukt on tuvastatud paljudes kudedes kui tsiili ehk ripsme (cilia- ladina
keeles 'ripsmed') basaalkehas oleva 9-st proteiinist koosneva kompleksi (B9) komponent.
Kompleks asetseb ripsme baasil, tilemineku tsoonis ja toimib kui barjddr, mis reguleerib
valkude difusiooni plasma ja tsiliaarmembraani vahel. Kui kompleks héirub, suureneb
plasmavalkude difusioon tsiliaarmembraani, mis omakorda viib ekstratsellulaarsete signaalide
vadratele tolgendamistele. TMEM17 ja TMEM231 omavad tsentraalselt rolli seondamaks
kompleksi tsiliaarmembraanile. Tmeml17 ja temaga koos funktsioneerivate geenide
vaigistamine mdjutab kiill vdhe ripsmete formeerumist, kuid hairib sonic hedgehog
signaalirada ja vdahendab tugevalt ripsmeid lokaliseeriva somatostatiini retseptor SSTSR3
hulka. Seega mdjutab TMEM17 valk ripsme, kui signaliseeriva organelli funktsioneerimist
(Chih jt., 2012). Kuna aga TMEM17 valku on lokaliseeritud pea kdigist organsiisteemidest,
kaasa arvatud seede- ja kesknérvisiisteemist®, siis vib spekuleerida valgu voimalike teistesse
kooslustesse kuulumise ja erinevate funktsioonide omamise iile. Tmeml7 geeni moju

uurimiseks tsirkadiaansetele ja metaboolsetele riitmidele, tuleks Iuua tdielik voi

*http://www.genome.gov/gwastudies/
Yhttp://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000186889;r=2:625002
21-62511894

“http://www.proteinatlas.org/ENSG00000186889-TMEM17/tissue
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konditsionaalne (nt kesknérvisiisteem, fotoretseptorid) knockout hiir voi rott, kuna C.elegans
ja Drosophila ei oma geeni homolooge®®.
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Joonis 7. HumanOmniExpress GWAS analiiiisi parima markeri regionaal skeem.
Joonise iilemisel paneelil on punasega tahistatud marker ja temaga ldahestikku olevad SNP-d.
R? viirtus iseloomustab rs7584248 paariviisilist aheldatust {ilejidnud markeritega. Punase
joonega on vilja toodud kahe lookuse vaheline rekombineerumise tdendosus
(rekombinatsiooni maér). SNP-st iilesvoolu jadb Tmem17. Joonise alumine osa on 10 kordne
suurendus huvipakkuvasse piirkonda. Esimesel ja teisel rajal on vastavalt kdik piirkonda
jadnud SNP-d ja geenid (antud alas puuduvad). Kolmandal rajal on sinisega tdhistatud
konserveerunud alad, mis on leitud PhastCons meetodi abil 100 erineva selgroogse organismi
vordlemisel. Viimasel rajal on Broad/MGH ENCODE grupi poolt genereeritud andmete
pOhjal iseloomustatud kromatiini vOimalikku olekut antud piirkonnas inimese
embriionaalsetes tiivirakkudes. Tuvastatud SNP paikneb vdimalikus heterokromatiini alas.

“http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=26623
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Human370CNV Kkiibiga genotiipiseeritud isikutega (N = 1124) labiviidud GWAS-s
saavutasid parimad tulemused kiimmekond SNP-d 17ndast kromosoomist, millest vdikseim p-
vairtus (1,10X107) oli poliimorfismil 17:21856674:C:A. 17ndale kromosoomile jirgnes teine
kromosoom, kuid eelpool ndhtud rs7584248:62657219:G:C p-vdartus osutus nii selles
analiitisis kui ka HumanCoreExome-12v1.0 kiibiga genotiipiseeritute analiiiisis palju vihem
oluliseks (p > 0,01). HumanCoreExome-12v1.0 kiibiga genotiipiseeritud isikutega tehtud
analiiiisis (N = 3082) ilmnesid parimad assotsatsioonid kromosoomides 3 ja 22, kuid p-
vigrtused ei joudnud 107 tasemele. Parima markeri rs62290326:194835343:G:C p-véirtus oli

3,65X107. Lisas 6 on vilja toodud mdlemat analiiisi illustreerivad Manhattan plot joonised.

Kaigi kolme kiibiga genotiipiseeritud indiviididega tehtud GWAS analiiiisid ithendati
metaanaliitisi, mille valimi suuruseks kujunes 6668 indiviidi (2772 meest). Metaanaliiiis ei
tuvastanud  iihtegi  statistiliselt  olulist iilegenoomset leidu ega  vOimendanud
HumanOmniExpress kiibi kohordis leitud tulemust (rs7584248:62657219:G:C). Analiiiisi
kirjeldav QQ plot on ndhtaval lisas 7. Kuna bioloogilised seosed voivad paikneda statistilise
olulisuse piiri @rel (Thompson jt., 2011), peeti assotsatsioone, mille p-viirtus oli < 10 |

piisavalt huvitavateks, et neile rohkem tédhelepanu podrata (Joonis 7).

-logl0 p-viirtus

1 2 2 4 5 B 7 8 a 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 202122

Joonis 7. Metaanaliiiisi tulemusi iseloomustav Manhattan plot. Punasest joonest tilespoole
(p < 10°) jasvad huvipakkuvad markerid. X-teljel on kromosoomid 1-22, Y-teljel on p-
védrtusest voetud negatiivne kiimnendlogaritm.
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Tabel 1. Metaanaliiiisi tulemused: 10 koige viiksema p-vairtusega SNP-d koos iseloomustavate statistikutega.

Metaanaliiiis Oomni 370CNV CoreExome Metaanaliiiis
(N = 6668) (N =3226) (N =1002) (N =2441) (N = 6668)
Krom SNP Efekt- | Efekt B (SE) P B (SE) P B (SE) P P Efekti Geen
(Pos) alleel (SE) suund

8 rs138952930 A 0,350 0,436 | 3,30X10° 0,510 0,009 0,172 0,127 | 2,53X107 +/+/+ Sfrpl intronis
(41152921) (0,068) | (0,094) (0,195) (0,112)

10 rs149249098 C 0,285 0,321 | 3,64X10” 0,228 0,156 0,252 0,007 | 3,91X10” +/+/+ | Geenidevaheline
(121941785) (0,056) | (0,078) (0,161) (0,093) (AI353664.1

RNA geen)

10 rs138907357 T 0,301 0,327 |2,21X10° - - 0,262 0,005 | 4,89X10” +/?/+ | Geenidevaheline

(121987255) (0,060) | (0,077) (0,094) (AI353664.1
RNA geen)

9 rs188926905 T 0,252 0,295 | 2,94X10” 0,258 0,057 0,184 0,034 | 8,02X10” +++ Ntrk2 intronis
(87581843) (0,051) | (0,071) (0,136) (0,087)

2 rs6721128 A -0,092 -0,142 | 7,43X10° | -0,076 0,112 | -0,028 | 0,372 | 8,24X10” —/-I- | Geenidevaheline
(62643423) (0,019) | (0,026) (0,048) (0,032) (Tmem17)

2 rs13412212 G 0,084 -0,135 | 3,19X10° | -0,047 0,286 | -0,031 | 0,266 | 9,47X10” —/-I- | Geenidevaheline
(62662704) (0,017) | (0,024) (0,044) (0,028) (Tmem17)

2 rs7594757 C 0,084 -0,132 | 8,78X10° | -0,048 0,279 | -0,036 | 0,196 | 1,00X10° —/-I- | Geenidevaheline
(62656660) (0,017) | (0,025) (0,044) (0,028) (Tmem17)

2 rs13382199 G 0,084 -0,136 | 2,88X10° | -0,042 0,340 | -0,032 | 0,251 | 1,00X10° —/-I- | Geenidevaheline
(62657636) (0,017) | (0,025) (0,044) (0,028) (Tmem17)

8 rs137860564 T 0,332 0,405 | 1,30X10” 0,519 0,008 0,153 0,185 | 1,18X10° +/+/+ Sfrpl intronis
(41155358) (0,068) | (0,093) (0,197) (0,116)

2 rs7584248 C -0,083 -0,137 | 2,75X10° | -0,039 0,380 | -0,031 | 0,266 | 1,27X10° —/-I- | Geenidevaheline
(62657219) (0,017) | (0,025) (0,044) (0,028) (Tmem17)

Krom- kromosoom; SNP- iihenukleotiidne poliimorfism, Pos- positsioon (GRCh37.p13 assembly), SE- standardviga, - efekt, P- p-véértus.
Koik markerid va rs13412212 (otse genotiipiseeritud) on imputeeritud kvaliteediga > 0,8. SNP-de efekti suund metaanaliiiisis on toodud
vastavalt koigi kolme kohordi kohta jargnevas jarjekorras: HumanOmniExpress (Omni), Human370CNV (370CNV) ja HumanCoreExome-

12v1.0 (CoreExome).
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http://www.illumina.com/products/human_omni_express_beadchip_kits.ilmn

Metaanaliitisi parimad leiud tulid kromosoomidest 8, 10 ja 2. Tabelis 1 on vélja toodud
10 koige tugevama assotsatsiooniga markerit ja neid iseloomustavad statistikud nii
metaanaliitisis kui ka kolmes eraldiseisva kohordiga tehtud GWAS-s, mille baasil
metaanaliiis tehti. Tabelist ilmneb, et metaanaliilisi parimate markerite p-véértused on
tiksikutes GWAS analiiiisides kdige olulisemad HumanOmniExpress kiibiga genotiipiseeritud
indiviidide analiiiisis (p < 10°). Ulejdsnud kahe Kiibiga tehtud indiviidide analiiiisis olid
vastavad p-vaartused > 0,005. Metaanaliiiisi kiimne parima SNP hulka jaddvad ka kolm
kromosoom kahest parit SNP-d, mis HumanOmniExpress kiibi kohordis {iletasid statistilise
olulisuse nivoo (p < 5X10'8). Teisest kromosoomist oli metaanaliiiisis parima assotsatsiooniga
geenidevaheline rs6721128:62643423:G:A (p = 8,24X107), mille geneetiline aheldatus
iilejaanud nelja SNP-ga, mis tugevaimalt assotseerunud markeriga samas piirkonnas
asetsevad, on vihene (r? = 0,2-0,6). rs6721128:62643423:G:A ja rs7584248:62657219:G:C
omavaheline aheldatus on nork, r nditaja on 0,39. rs6721128:62643423:G:A paikneb
Tmem17 geenist veelgi kaugemal (83933 ap) kui rs7584248:62657219:G:C (70137 ap) ja
tema efektalleeli A seos une kestusega on samuti negatiivne (Joonis 8). 95% tdendosusega
jadb AA homosiigootide keskmine une kestus vahemikku 7,81-7,89 tundi, ning GG
homosiigootide une kestus vahemikku 7,95-8,11 tundi ehk une kestuste keskvadrtused

erinevad tksteisest 10,8 minuti vOrra.
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Joonis 8. rs6721128:62643423:G:A moju une kestusele. Imputeeritud SNP genotiiiip
onnestus tuvastada 87,1% valimist. Y-teljel on nddala keskmise une kestuse keskvéartus ning
X-teljel erinevate genotiiiipidega indiviidid. Tulpadel on téhistatud 95% usaldusintervallid.
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Nédala keskmise une pikkusega kodige tugevamini seotud ja kdige suuremat efekti
omav {ihenukleotiidne poliimorfism rs138952930:41152921:A:G asub 8. kromosoomi
lithikeses olas (8p11.21), Sfrpl (secreted frizzled-related protein 1) geeni intronis (Joonis 9).
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Joonis 9. Metaanaliiiisi parima markeri regionaal skeem. Joonise iilemisel paneelil on
punasega tihistatud marker ja temaga lihestikku olevad SNP-d. R? viirtus iseloomustab
rs138952903 paariviisilist aheldatust iilejddnud markeritega. Punase joonega on vilja toodud
kahe lookuse vaheline rekombineerumise tdendosus (rekombinatsiooni méér). SNP jadab Sfrpl
geeni intronisse. Joonise alumine osa on 10 kordne suurendus huvipakkuvasse piirkonda.
Esimesel ja teisel rajal on vastavalt kdik piirkonda jadnud SNP-d ja geenid. Kolmandal rajal
on sinisega tahistatud konserveerunud alad, mis on leitud PhastCons meetodi abil 100 erineva
selgroogse organismi vordlemisel. Viimasel rajal on Broad/MGH ENCODE grupi poolt
genereeritud andmete pohjal iseloomustatud kromatiini voimalikku olekut antud piirkonnas
inimese embriionaalsetes tiivirakkudes. Antud SNP asub transkriptsioonilise transitsiooni alas,
mis vOib tdhendada SNP regulatiivset rolli.
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Leitud SNP imputatsioonikvaliteet on  parim  koigist  huvipakkuvatest
poliimorfismidest. Geneetiline aheldatus teise, kiimne parima markeri hulka kuuluva, 8.
kromosoomist périt SNP-ga, on 0,8. Mdlema efektalleeli mdju uuritavale fenotiiiibile on
samasuunaline (Tabel 1, Ik 36). HumanOmniExpress kiibiga genotiipiseeritute valimis
labiviidud konditsionaalne analiiiis kinnitas parima markeri iseseisvat mdju uuritavale
tunnusele, sest analiiiisi jargselt muutus ka geneetilises aheldatuses oleva SNP p-viirtus
ebaoluliseks (p = 0,82). Seega keskenduti tulemustes rs138952930:41152921:A:G mdju
uurimisele une kestusele. Poliimorfismi rs138952930:41152921:A:G efektalleeliks on
minoorne A alleel, sagedusega 0,016. Sagedus on kooskdlas 1000 Genoomi Projekti Faas 1
Euroopa alampopulatsioonis esineva alleelisagedusega. Huvitav on see, et ndib nagu A alleel
esinekski ainult Euroopa ja Ameerika populatsioonides®. Poliimorfismil on une kestusega
positiivne korrelatsioon. A alleeli efekti suurus une kestusele on 0,350 (standardviga = 0,068).
Alleeli hulga suurenemisega pikeneb keskmine une kestus, kuid kuna AA homosiigoote oli
valimis ainult 2 indiviidi, siis kattuvad 95% usaldusintervallid teiste genotiitipide
usaldusintervallidega. Heterosiigootide ja GG homosiigootide puhul on aga uuritava tunnuse
vadrtused omavahel eristatavad. GA genotiiiibiga indiviidide keskmine une kestus jaab 95%
toendosusega vahemikku 8,12-8,40 ja GG indiviidide keskmine une kestus vahemikku 7,88—
7,93 tundi ehk keskmise une kestuse keskvéirtused erinevad neil genotiilipidel 21,6 minuti

vorra (Joonis 10).

rs138952930 (n=6611)
L, L2
8 11
©
g
2.8
S = 7
56
o & 5 -
224
= 5] 3 i
2= 2
E 1
% 0 -
¥ AA (n=2) GA (n=195) GG (n=6414)
Genotiiiip

Joonis 10. rs138952930:41152921:A:G moju une Kestusele. Imputeeritud SNP genotiiiip
onnestus tuvastada 99,1% valimist. Y-teljel on nddala keskmise une kestuse keskvaértus ning
X-teljel erinevate genotiiiipidega indiviidid. Tulpadel on tihistatud 95% usaldusintervallid.

*http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=8:41294902-
41295902;v=rs138952930;vdb=variation;vf=30291402
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Hetkeseisuga ei ole GWAS kataloogis avaldatud {ihtegi t66d, mis Sfrpl
geenipiirkonnas leitud poliimorfisme oleks detekteerinud®!. Sekreteeritav frizzled sarnane valk
1 kuulub transmembraansete valkude perekonda. Need valgud sisaldavad tsiisteiinirikast
domaééni, mis on homoloogne frizzled valkude wnt seostumissaidiga ja funktsioneerivad wnt
signaaliraja modulaatoritena. Uldiselt on nad olulised signaaliraja blokeerimisel. Nad omavad
funktsiooni mitmetes protsessides nt raku polaarsus, raku saatuse médramine ja rakkude
ebanormaalne transformatsioon (Finch jt., 1997). Just viimase nimetatud funktsiooni tottu on
Sfrpl geeni seostatud erinevate organhdirete ja tumorigeensete protsessidega (Chen jt., 2014,
Gauger jt., 2014). SFRP1 valku on lokaliseeritud erinevatest kudedest, eelkdige
seedesiisteemist, testistest ja rinnakoest?’. Sfrpl geeni ekspressiooni allareguleerimine
rinnakoes omab rolli rinnavdhi kujunemisel. Sfrplfl* hiirte rinnanddrmetes on wnt
signalisatsioon tugevnenud, mis tdhendab, et rakujagunemine suureneb ja apoptoos viheneb
(Gauger jt., 2014). Uheks rinnakasvajate arengut mdjutavaks faktoriks on ka iilekaal, mille.
kaudseks pohjuseks voib olla plasma adipokiinide héiritus (Delort jt., 2015). Gauger jt.,
uurimisgrupp on leidnud, et Sfrpl” hiirtele kdrge kalorlusega toidu manustamisel suureneb
nende kehamass ja rasvaprotsent ning kasvab adipotsiiiitide hulk. Lisaks korgenevad neil
paastumisjargse glitkkoosi tasemed (Gauger jt., 2013). Seoses tumorigeneesiga sarananevad
nende hiirte rinnanddrmete epiteelirakkude kasv ja omadused rinnavihi rakkudele (Gauger jt.,
2014). Samas on nii iilekaal (Gutierrez-Repiso jt., 2014) kui ka kasvajalised protsessid
(Hurley jt., 2015) seotud 66une pikkusega. On vigagi voimalik, et Sfrpl geen voib olla iiheks
uueks siduvaks faktoriks 60pdevaste riitmide ja iilekaalu, kardiometaboolsete haiguste ning
kasvajaliste protsesside vahel. Sellise hiipoteesi tdestamine vajaks aga edasisi

funktsionaalseid uuringuid.

Jirgnevalt eristusid metaanaliiiisis kaks aheldunud (= 0,8) SNP-d kiimnenda
kromosoomi pikast dlast (10g26.12), geenidevahelisest alast: rs149249098:121941785:G:C ja
rs138907357:121987255:G:T (Tabel 1, Ik 36). Pirast konditsionaalse assotsatsioonianaliitisi
labiviimist 10. kromosoomist leitud parima markeri suhtes HumanOmniExpress
genotiipiseerimiskiibi valimis, kaotasid mdlemad nimetatud markerid statistilise olulisuse.
rs149249098:121941785:G:C-le 1dhim geen on 58047 ap allavoolu jddv uus miRNA geen
AL353664.1, mis funktsioneerib geeniekspressiooni post-transkriptsioonilises

regulatsioonis®. Poliimorfismi ja keskmise une kestuse vahel on positiivne seos. Efekti omab

'http://www.genome.gov/gwastudies/index.cfm?pageid=26525384#searchForm
“http://www.proteinatlas.org/ENSG00000104332-SFRP1/tissue
Zhttp://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/SecondaryStructure?g=ENSG00000221402;r=10:1201
24132-120124226;t=ENST00000408475
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C alleel, mis on iihtlasi ka minoorne alleel, sagedusega 0,02. Alleelisagedus on sama ka 1000
Genoomi Projekti Faas 1 Euroopa alapopulatsiooni hulgas. Ka selle SNP puhul paistab C
alleel olevat levinud ainult Eurooplaste ja Ameeriklaste seas®®. C alleelidoosi kasvades
pikeneb une kestus. C alleeli viikese sageduse tottu identifitseeriti taaskord CC homosiigoote
ainult kaks ja seega on veapiirid keskmise une kestuse madramisel tilisuured. Samas aga tuleb
C alleeli moju nédhtavale ka ainult heterosiigootide ja GG homosiigootide vdrdlemisel.
Heterostligootide une kestus jddb 95% tdendosusega vahemikku 8,00-8,27 ning
homosiigootidel vahemikku 7,88—7,93 tundi, mis tdhendab, et usaldusintervallid ei kattu ja

keskmise une kestuste keskvaértused erinevad 14,4 minuti varra (Joonis 11).

rs149249098 (n=6427)

12
1
8510
2EZ 9
X :c; 8 -
£E% 7
[<P] 6 ,
2S5
s 4
£T 3
Y 5 2 -
L o 1 i
0 ,
CC (n=2) GC (n=257) GG (n=6168)
Genotiiiip

Joonis 11. rs149249098:121941785:G:C moju une kestusele. Imputeeritud SNP genotiiiip
Onnestus tuvastada 96,4% valimist. Y-teljel on nédala keskmise une kestuse keskvéirtus ning
X-teljel erinevate genotiilipidega indiviidid. Tulpadel on tihistatud 95% usaldusintervallid.

Kromosoomist 9 pirinev rs188926905:87581843:C:T (p = 8,02X107) oli samuti
meataanaliilisi parimate tulemuste hulgas (Tabel 1, Ik 36). SNP paikeb Ntrk2 ( Neurotrophic
tyrosine kinase receptor type 2) geeni intronis. Ntrk2 on tiirosiini kinaas, mis fosforiiiilib
ennast ja teisi MAPK signaaliraja komponente ja seeldbi on oluline rakkude
diferentseerumises. SNP kohta ei olnud vdimalik teostada regionaal skeemi, kuna vastavad
tarkvarad kasutavad vanemaid referentspaneele ja ei sisalda oma andmetes leitud markerit.
See voib olla ka pdhjuseks, miks SNP-d eelnevates une kestust analiilisivates uuringutes vilja
toodud ei ole. Markeri minoorne alleel T on uuritava tunnusega positiivses seoses (efekt =
0,252). Markeri ldhedusse jadb veel 5 SNP-d. Me ei tea nende omavahelist geneetilist

aheldatust, kuid HumanOmniExpress kiibiga 1dbi viidud konditsionaalse analiiiisi jargselt

*http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population?db=core;r=10:120181773-
120182773;v=rs149249098;vdb=variation;vf=39264923
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kaotasid need 5 markerit statistilise olulisuse. Poliimorfismi muudab huvitavaks Ntrk2 geen,
milles olevaid mutatsioone on scostatud iilekaalulisuse ja meeleoluhdiretega®. Geenist
tilesvoolu jadvat SNP-d on kaksikute kohordis seostatud madala siinnikaaluga, mis omakorda
on riskifaktoriks T2D, kardiovaskulaarhaiguste, kdorge vererdhu ja iilekaalu kujunemisel
hilisemas elus (Metrustry jt., 2014). Lisaks on MAPK singaalirajast ka teisi geene une
kestusega seostatud (Ollila jt., 2012).

Kromosoomidest 2, 8 ja 10 tuvastatud poliimorfimside kohta on tehtud ka Forest plot
skeemid, mis peegeldavad eri kohortide osatéhtsust metaanaliiiisis (Joonis 12). On niha, et iga
SNP puhul on koéikides kohortides assotsatsioon samasuunaline, kuid HumanOmniExpress
genotiipiseerimiskiibi kohort omab suurimat kaalu. Pohjuseks on tdsiasi, et mainitud kiibi
katvus ja seega ka imputatsioonikvaliteet on kdige paremad. Sellest 1dhtudes toimus ka
HumanOmniExpress kiibiga kattes olevate indiviidide ja sugulaste eemaldamine just teiselt

kahelt kiibilt. See omakorda vihendas teistes kohortides valimit.

% http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4915
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A Kromosoom 2 B Kromosoom 2

. 1s7584248:62657219.G:C rs6721128:62643423:G:A
Assotsatsiooni p-vaartus= 1.10312064141881e-06 Assotsatsiooni p-vaartus= 7.21260741869724e-07
Heterogeensuse p-vaartus= 0.0103257305248625 Heterogeensuse p-vaartus= 0.0211940054615819
HumanOmniExpress —— 087[083,092] HumanOmniExpress —. 0.87[0.82,091]
Human370CNV —— 0.96[0.88,1.05] Human370CNV e —— 0.93[0.84,1.02]
HumanCoreExome=12v1.0 ——— 0.97[0.92,1.02] HumanCoreExome12 v1.0 —— 0.97[0.91,1.03]
Metaanaliilis i 0.92[0.89,0.95] Metaanallls —— 0.91[0.88,0.95]
i T T i 1 I T T 1
0.80 080  1.00 080 0.90 1.00
OR (95%Cl) OR (35%C1)
C Kromosoom 8 D Kromosoom 10
rs138952930:41152921:G:A . 15149249098:121941785:G:C
Assotsatsiooni p-vadrtus= 2.24614954179583e-07 Assotsatsiooni p-vaartus= 3.44993187504939e-07
Heterogeensuse p-vaartus= 0.133151370043969 Heterogeensuse p-vaértus= 0.79375815164919
HumanOmniExpress — 1.55[1.29,1.86] HumanOmniExpress —.— 1.38[1.18,1.61]
Human370CNV —_— 1.67[1.14,2.44) Human370CNV ——————— 1.26[0.92,1.72]
HumanCoreExome-12v1.0+—a— 1.19[0.95,1.48] HumanCoreExome-12v1.0 | ——%—— 1.29[1.07,1.54]
Metaanaliiiis H— 1.42[1.24 ,162] Metaanaltius ———— 1.33[1.19,1.48]
I T T T 1 I I T T T 1
050 1.00 150 2.00 250 0.80 1.20 1.60
OR (95%Cl) OR (95%Cl)

Joonis 12. Metaanaliiiisi parimate leidude Forest plot-id. A ja B paneelidel on leiud 2.
kromosoomist, C ja D paneelidel leiud vastavalt 8. ja 10. kromosoomist. Iga kohordi kohta
kdiv musta kasti suurus on proportsionaalne kaaluga, mis kohort metaanaliiiisi andis. OR-
Sansside suhe. CI- usaldusintervallid. Punktiirjoonega on tihistatud efekti puudumine.

Kéesolevas t60s teostatud individuaalsetest GWAS analiilisidest assotseerus
statistiliselt oluliselt une kestusega rs7584248:62657219:G:C ning analiiiise {ihendavast
metaanaliilisist osutus huvipakkuvaks rs138952930:41152921:A:G. Hetke teadmiste pdhjal ei
ole voimalik kummagi polimorfismi otsest mdju une fiisioloogiale veenvalt seletada, sest
poliimorfismidega seotud geenide Tmem17 ja Sfrpl produktid on inimorganismis véga laia
lokalisatsiooniga, olles esindatud pea koigis organsiisteemides. Samas on katseid, mis
nditavad, et Sfrpl geen mojutab niriliste metabolismi ja tumorigeneesi (Gauger jt., 2014,
Gauger jt., 2013). Molemad protsessid on mojutatud ka une regulatsioonist (Hurley jt., 2015,
Gutierrez-Repiso jt., 2014). Lisaks asub rs138952930:41152921:A:G Sfrpl geeni intronis,
voimaliku transkriptsioonilise transitsiooni alas. Mainitu pohjal pélviks geen edasist

tdhelepanu.
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Labiviidud metaanaliiiis on tiks suuremaid une kestust uurivatest GWAS analiiiisidest,
mis hetkel teostatud on. Kéesoleva uuringu tugevuseks voib pidada asjaolu, et koigil osalenud
indiviididel on fenotiiiibiandmed kogutud iihesuguse metoodika jirgi ning kdik GWAS
analiiiisid on teostatud samu meetodeid ja parameetreid kasutades. Andmete aga ka
analiiiiside tihesus on eriti olulised sellise subjektiivse tunnuse uurimisel, nagu une pikkus.
Antud uuringust suurema valimiga on ainult {iks, eelmisel aastal avaldatud 18. kohordi pShine
metaanaliilis, kus osales ~ 47 000 indiviidi. Metaanaliiiisis oli kohortide piires une kestuse
madramiseks kasutatud erinevaid meetodeid, mis ilmselt muudab fenotiiiipi
heterogeensemaks. Siiski leiti une kestuse ja tiiroidspetsiifilise transkriptsioonifaktori Pax8
laheduses oleva poliimorfismi omavaheline assotsatsioon (Gottlieb jt., 2014). Olenemata
kdesoleva magistritoo valimi suurusest (N = 6668) ei tuvastanud meie eestlaste populatsioonis

olulisi efekte varem teadaolevatest spekulatiivsetest une kestust mdjutavatest piirkondadest.

Esimesed kaks une fiisioloogiat uurivat GWAS analiiiisi ei leidnud statistiliselt olulisi
seoseid une kestusega (Byrne jt., 2013, Gottlieb jt., 2007). Byrne jt., avastas kiill CacnalC
geeni intronis oleva poliimorfismi, mida samal aastal ka replitseeriti (Parsons jt., 2013), aga
mainitud geeni seostatakse pigem une homdostaasiga. Samas lisab replikatsioon toendeid, et
kaltsiumikanalid méngivad une regulatsioonis olulist rolli. Esimene geen, mille assotsatsiooni
usutavalt une kestusega kirjeldati, on ATP-soltuva kaaliumikanali geen Abcc9 (Allebrandt jt.,
2013). Allebrandt jt., metaanaliiiisis osales ka Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu kohort ning
see analliis on ka ainuke, kus uuritava tunnuse méadramiseks kasutatakse MCTQ

unekisimustikku.

Eelpool mainitud GWAS analiiiisid on kirjeldanud kiill piirkondi teisest ja
kaheksandast kromosoomist, kuid magistritoos tuvastud poliimorfismid jddvad neist
lookustest vigagi kaugele. Siiski ei tohiks kdesoleva uuringu usaldusvadrsust kahtluse alla
seada. Kasutasime kiill sarnaseid metaanaliiiisi ldbiviimise meetodeid (kovariaadid,
genoomikontroll, inverse variance-weighted method), mis varasemates publitseeritud t6odes
(Gottlieb jt., 2014, Ollila jt., 2014, Allebrandt jt., 2013), kuid eri uuringute p-véartusi on siiski
raske vorrelda, sest selektsioonikriteeriumid ei ole alati iihesed. Kdikide tilegenoomsete
assotsatsiooniuuringute puhul on uneparameetrid saadud subjektiivsete kiisimustikkude alusel
ning vilja on jéetud ekstreemsete niitajatega indiviidid, kuid tulem vd&ib olla siiski erinev.
Kéesolevas t60s kasutati uuritava tunnusena nadala keskmist une kestust, kuid Byrne jt., 2013
ning Gottlieb jt., 2014 t66d kasutasid toonddala keskmist une kestust. Toonddala
uneparameetrite kasutamise pohjenduseks toodi fakt, et Gottlieb jt., metaanaliiiisi ihes

kohordis labiviidud périlikkuse uuring (N = 2388) tuvastas, et nddalavahetuse une kestus on
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poole vorra viiksema parlikkusega (12,3%), kui néddala toopdevade une kestus (23,6%)
(Gottlieb jt., 2014). Magistritods ldhuti aga teadmisest, et nddalavahetustel on inimesed
vordlemisi vdhem mdjutatud sotsiaalsetest kohustustest, mis tdhendab, et unetsiikkel saab

enam jargida bioloogilist eelistust (Roenneberg jt., 2003).

Teiseks pohjuseks, miks analiilisid omavahel kattuvaid tulemusi ei anna, voib olla
tulemuste filtreerimine imputatsioonikvaliteeti iseloomustava parameetri alusel. Labiviidud
metaanaliitisi voeti kvaliteedi tagamise eesmargil markerid, mille imputatsiooni info oli > 0,8.
Niitaja on tunduvalt korgem kui nt Allebrandt jt., 2013 uuringus (> 0,3). Sellel pohjusel
voisid meie metaanaliilisist kaduma minna nii Byrne jt., 2013 kui Parsons jt., 2013 uuringutes
tuvastatud SNP-d CacnalC geenist ja Allebrandt jt., 2013 artiklis leitud SNP-d Abcc9 geenist.
Meie meataanaliiiisi markerite hulgas olid kiill soomlaste kohortides tuvastatud Tribl (Ollila
jt., 2012), Ptpru ja KIf6 (Ollila jt., 2014) ning Gottlieb jt., 2014 t66s tuvastatud Pax8 geenide
vahetusldheduses olevad SNP-d, kuid nende p-vairtused olid antud uuringus suuremad kui

0,001.

GWAS analiitisid avalikustavad alati huvitavaid seosed uuritava tunnuse ja
poliimorfismide vahel, kuid need seosed on puhtalt statistilised. Assotsatsioonide taga olevate
molekulaarsete protsesside Kirjeldamiseks ja seoste pohjuslikkuste leidmiseks on vaja
tdiendavaid analiiiise (Dermitzakis, 2012). Uheks vdimaluseks on eQTL analiiiisid (expression
quantitative trait loci), mis vdimaldavad mittekodeerivas alas olevate geenivariantide
regulatoorseid funktsioone uurida. Sellist voimalust kasutati Ollila jt., uuringus, kus RNA
ekspressiooni taseme modtmine nditas poliimorfismi minoorse alleeli assotsatsiooni KIf6
geeniekspressiooni tdusuga, mis omakorda oli seotud lithema une kestusega (Ollila jt., 2014).
Teiseks vOimaluseks, kui poliimorfism on geenipiirkonna sees, oleks teostada
funktsionaalseid katseid mudelorganismidega. Allebrandt jt., artikli leiu seost une kestusega
Kinnitati homoloogse geeni vaigistamisega Drosophilas RNA interferentsi kasutades
(Allebrandt jt., 2013). Nimetatud variandid on {ihtedeks voimalusteks, kuidas antud
magistritods tuvastatud tlihenukleotiidsete muutuste otsest mdju néddala keskmisele une
kestusele tdpsemalt hinnata. Tulemuste tdpsemaks seostamiseks metabolismiradadega oleks
kasulik esmalt analiiiisi voimsuse tdstmiseks suurendada metaanaliiiisi indiviidide hulka (Ball,
2013) ja seejérel identifitseerida ka geenivorgustikke, milles uuringust leitud poliimorfisme

sisaldavad geenid esindatud on.
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2.3.2. Une pikkuse ja haiguste vahelised trendid

Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu suures uneandmete kohordis (N = 27 010) on une
kestus normaaljaotusega. Levinuimaks niddala keskmiseks une kestuseks on 7-8 tundi (36,4%
doonoritest, arvestades, et nddalas on 2 puhkepdeva)®. Samas kohordis on 44,7%
normaalkaalus olevaid inimesi (KMI = 19-24,9 kg/m?), 31,7% iilekaalulisi ja 19,6% rasvunud
inimesi (KMI > 30 kg/m?®). On teada, et KMI ja une kestus on omavahelises sdltuvuses
(Watson jt., 2010) ning iilekaal on riskitegur siidame- ja veresoonkonna ning metaboolsete
haiguste kujunemisel (Sepahvand jt., 2015). Lisaks arvatakse, et ekstreemselt pikad ja
lihikesed une kestused on seotud poletikueelsete seisundite tekkimistega, mis omakorda
tostavad kardiometaboolsete haiguste riski (Grandner jt., 2013b). Nendele teadmistele
tuginedes uuritigi antud magistritod kdigus une kestuse ja erinevate kardiometaboolsete
haiguste esinemiste vahelisi trende. Lisaks huvituti ka une kestuse ning psiihhiaatriliste ning
meeleoluhdirete omavahelistest seostest, kuna varasemad uuringud on tdendanud, et
tsirkadiaanne regulatsioon mojutab mainitud seisundeid (Soria jt., 2010, Kripke jt., 2009).

Koikide haigusi prognoosivate mudelite valjundid on néhtaval lisas 8.

Primaarse hiipertensiooni (110) pddejaid oli 21 068 indiviidi (vanus 25-75) hulgas 2596
ning siidame isheemiatdvede (120—125) pddejaid 995. Mdlemat haigust prognoosivas mudelis
on kovariaatideks vanus, sugu, KMI ning vanuse ja soo vaheline koosmgju. Joonisel 13
toodud graafikud peegeldavad valimi keskmise KMI (26,6) ja vanusega (46,9) naiste ning
meeste tdendosust olla haige erinevate une kestuste korral. Samade une kestuste, vanuste ja
kehamassiindeksite korral on mudelite jargi naistel 85,6% véiksem Sanss pddeda primaarset
hiipertensiooni ning 93,6% viiksem Sanss pddeda siidame isheemiatdvesid kui meestel.
Mainitud protsendid tunduvad pealtndha suured, kuid iithe konkreetse naise ja mehe kohta
haiguse tdendosust arvutades vahe nii suur ei tuleks. Néiteks on 35 aastasel naisel (AvSD = 7—
8, KMI = 25) tdendosus olla hiipertensiooni haige 3,5%, ning samade parameetritega mehel
on see tdeniosus 7,8%. Uldiselt on graafikutelt niha, et mdlema haigusseisundi puhul une
kestuse lithenemisega kasvab Sanss olla haige. Naistel on graafikute tdusud lamedamad kui
meestel. Siin voib rolli mingida vanuse ja soo koosmdju. Néiteks on mudeli jargi aasta
vanemal mehel 3% suurem Sanss, kuid aasta vanema naisel 6% suurem Sanss pddeda
primaarset hiipertensiooni (eeldusel, et une kestus ja KMI on vdrreldavatel isikutel samad).
Mainitud koosmdju tuleneb aga arvatavasti meie valimi koosseisust ja tuleks paremini esile,

kui graafikul oleks une kestuse asemel vanus. Viimane ei olnud aga antud t66 eesmirk. Ka

% http://www.tymri.ut.ee/sites/default/files/www_ut/bak2013_jaanika_moro.pdf
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joonis 14 illustreerib seda, et primaarse hiipertensiooni valimis on alates 50ndast eluaastast
haigete naiste sagedus suurem kui haigete meeste. Siidame isheemiatdve puhul meenutab
meestel une kestuse ja haiguse esinemise tdendosuse vaheline seos kergelt U- kuju (Joonis
13). Uhesuguse s00, vanuse ja KMI korral on haige olemise tdenisosus suurim viga lithikese
(OR = 1,26; 95% CI: 0,96-1,63) ja vidga pika (OR = 1,41; 95% CI: 1,11-1,78) unega

indiviididel, vorreldes normaalse unega indiviididega.
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<6 h 1,05 {087 [125 |<6h 126 10,96 |1,63

6-7 h 1,04 | 0,92 1,17 6-7 h 1,06 | 0,88 1,28

8-9h 0,92 |0,83 1,03 [8-9h 0,97 | 0,81 1,16

>9 h 0,66 {055 0,79 [>9h 141 [ 111 1,78

Joonis 13. Une Kkestuse ja siidame-veresoonkonna haiguste esinemiste vahelised trendid.
Joonis kirjeldab primaarse hiipertensiooni ja siidame isheemiatdvede esinemiste tdendosust
Eesti Geenivaramu 21 068 indiviidiga valimis (vanus 25-75) soltuvalt une kestuse klassist.
Tdendosused on hinnatud logistilise regressiooni meetodil antud valimi keskmise KMI (26,6
kg/m?) ja vanusega (46,9 aastat) isikutele. X-teljel on une kestus ja Y-teljel tdendosus olla
haiguse pddeja. Joonisele on lisatud 95% usaldusintervallid. Tabeli osas on erinevate
unegruppide ja 7-8 tunnise grupi vahelised Sansside suhted (OR) haiguste esinemistele
tingimustel, et vorreldakse teiste mudelis olevate parameetrite suhtes samade niitajatega
indiviide.
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Primaarse hiipertensiooni haigete vanuseline jaotus
(n=2596)

Naised (n=1634)
Mehed (n=962)

Sagedus valimis (%)
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25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
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Joonis 14. Primaarse hiipertensiooni podejate vanuseline jaotus valimis. Graafikul on
erinevates vanusegruppides olevate haigete meeste ja naiste sagedusjaotus.

Paljud uuringud on samuti tdendanud, et ebapiisav uni aga ka unchéired, eelkdige une
apnoe ja insomnia, on seotud kdrgema hiipertensiooni riskiga (Calhoun ja Harding, 2010).
Populatsioonipdhised prospektiivsed analiiiisid on teinud sarnaseid jareldusi, kuid tulemused
on sooliste jarelduste tegemisel olnud konfliktsed. Subjektiivsete kiisimustike pdhjal on alla
viie tunnist unekestust seostatud 60% vorra kdrgema hiipertensiooni riskiga keskealistel (32—
59 aastat) ameeriklastel (korrigeeritud etnilise tausta suhtes), kuid mitte vanematel. Seos jdi
plisima ka pérast kohandamist iilekaalulisuse ja diabeedi suhtes, mis tdendab, et une pikkusel
on hiipertensiooni riskile iseseisev moju (Gangwisch jt., 2006). Ka objektiivsetel andmetel
pohinevad pikaajalised uuringud on leidnud, et lithike uni 50-60 aastastel on seotud korgema
hiipertensiooni riskiga nii algselt tervetel meestel (OR = 2,27; 95% CI: 1,01-5,11) kui ka
naistel (OR = 2,10; 95% CI: 1,08-4,09) (Jackowska ja Steptoe, 2015). Samas on avaldatud ka
uuring, mis tuvastab seose ainult keskealistel naistel ning vaidab, et efekt on suurim just
menopausi eelsetel naistel (Stranges jt., 2010). Une kestus ja siidame- veresoonkonna
haigused on seotud, sest pikaaegne liihike uni ja ebaefektiivne uni mojutavad siistoolse ja
diastoolse vererohu ndidu suurenemist (Knutson jt., 2009). Ebapiisava une ja vererdhu
korgenemise vaheline pohjus vOib peituda slimpaatilises nérvisiisteemis. Unehdiretega
kaasneb epinefriini ja norepinefriini vabastamine siimpaatilistes nérviteedes. See omakorda
viib nérvisiisteemi {ileaktivatsioonini, mistottu tduseb pulss ja hingamissagedus. Selline
konstantne aktivatsioon vaib viia isheemia ning infarktini (Meerlo jt., 2008). Seejuures on
leitud, et kardiovaskulaarsed néitajad (pulss, vererdhk) saavutavad maksimumi eelkdige
varahommikul, mil &dgenevad ka kardiovaskulaarsed haigused ja esineb enim infarkte

(McLoughlin ja FitzGerald, 2013). Kaiesolevas t66s kasutatud mudelite puhul on
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hiipertensiooni ja isheemiliste siidamehaiguste usaldusintervallide vahemikke arvestades
ilmne, et tervislikkuse seisukohalt on optimaalseim 7-9 tunni pikkune uni. Alla 6 tunni
pikkune uni on juba seotud suurema tdendosusega pddeda hiipertensiooni (OR = 1,05; 95%
Cl: 0,87-1,25) ning iile 9 tunnine uni suurema tdendosusega pddeda isheemilisi

stidamehaigusi (OR = 1,4; 95% CI: 1,11-1,78), vorreldes normaalse une kestusega.

Une puudus tdstab lisaks siimpaatilisele toonusele ka kortisooli taset ja voimendab
poletikuprotsesse, héirib gliikoosi metabolismi ning voib pikemas perspektiivis pohjustada
tilekaalulisust ja metaboolseid hdireid (Lam ja Ip, 2010). Jargevalt uuritigi magistritdos |1
tiitibi diabeedi (E11) ja metaboolse siindroomi esinemiste toendosuste seost une kestusega. 11
tiiipi diabeedi haigeid oli 21 068 indiviidi (vanus 25-75) hulgas 665. Metaboolne siindroom
esines 956 inimesel (vanus 18-90) 6375 indiviidi suurusest alamvalimist, kellele oli tehtud
plasma metaboliitide analiilis tuumamagnetresonants spektroskoopia meetodil. Mdlemat
haigust prognoosivates mudelites on kovariaatideks vanus, sugu, KMI ning soo ja KMI
vaheline koosmoju. Diabeedi puhul on kovariaadiks lisatud ka kronotiitip (MSFscn), mis
kaotab statistilist olulisust, kui mudelisse KMI lisatakse, kuid jaab siiski oluliseks (p = 0,01).
Kuna kronotiiiip ise soltub vanusest, soost (Roenneberg jt., 2004) ja KMI-st (Arora ja Taheri,
2015), siis on voimalik, et nimetatud parameetrid Kirjeldavad juba enamiku haiguse ja une

vahelisest seosest.

Metaboolse siindroomi puhul ndhti, et haiguse viltimise seisukohalt on opimaalseim
7-8 tunnine uni. Seos ei olnud statistiliselt oluline, sest sama soo, vanuse ja KMI-ga indiviide
vorreldes ei erinenud lithikese (<7) ega pika (>8) une puhul haiguse tdenédosuste Sansside
suhted oluliselt 1-st, vorreldes normaalse une kestusega (Joonis 16, lk 50). Tuleb aga
arvestada, et MetS-i defineerimisel 1dhuti mitmest erinevast kriteeriumist, mille puhul on meie
valimis seos une kestusega olemas nii naistel kui meestel. Statistiliselt olulise tdendosusega
nieme, et ainuiiksi une kestuse ja soo jirgi saab hinnata indiviidi KMI-d (p = 4,99X10™),
vooimbermddtu (p = 1,32X10™Mh), siistoolset vererdhku (p = 1,16X10™*) ja diastoolset
vererdhku (p = 1,26X10™). Seerumi trigliitseriidid andsid ndrgema, kuid siiski ka olulise
seose (p = 0,0003). Koikidel juhtudel on selge, et néitaja hinnatakse vdikseimaks indiviididel,
kes kuuluvad 8-9 tunnisesse unegruppi. Mdlema soo puhul on < 6 tunni magavate indiviidide
KMI 1,09 korda suurem kui 8-9 tundi magavate indiviidide KMI. V66iimbermdddu puhul on
samade niitajate vahe 1,06 kordne, siistoolse ning diastoolse vererohu korral naistel 1,06

kordne ja meestel 1,05 kordne (Joonis 15).
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Joonis 15. Une kestuse ja metaboolse siindroomi defineerimisel arvestatavate niitajate
omavahelised seosed. Lineaarse regressiooni mudelid, mis Kkirjeldavad KMI,
vOoimbermoddu ning siistoolse- ja diastoolse vererdhu néitude soltuvust une kestusest.
Kasutatud on metaboolseid niitajaid omavatest indiviididest koosnevat alavalimit (N = 6375).
X-teljel on une kestuse grupid ja Y-teljel parameetri hinnang. P on p-véirtus, mis néitab
mudeli vOimet keskmise une kestuse jdrgi parameetreid hinnata. Joonisel on 95%
usaldusintervallid.

Varasemad uuringud on pigem kirjeldanud seoseid une kestuse ja MetS-i riskifaktorite
(kehakaal, KMI, kardiovaskulaarsed funkstioonid) kui haiguse enda vahel. Wisconsin-i une
kohordi (N = 1024) uuringus leiti, et 5 tundi magavate inimeste kehakaal oli 4-5% korgem
kui 8 tundi magavatel inimestel, sest lithike uni on seotud leptiini hulga vahenemise (15,5%
langus) ja greliini (14,9% tdus) hulga tdusmisega. Need kaks muutust koos stimuleerivadki

isu (Taheri jt., 2004). Ka kéesoleva t66 KMI ja une kestuse mudeli pohjal (Joonis 15) voib
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jareldada, et une lilhenemine on seotud korgema kehakaaluga, sest sama soo korral on alla 6
tunni magavate indiviidide risk korgemaks kehamassiindeksiks palju suurem kui 8-9 tundi
magavatel indiviididel (OR = 9,34; 95% CI: 5,18-16,85). Siiski on ka uuringuid, milles
erinevalt kdesolevast magistritoost, tuvastati une kestuse ja metaboolse siindroomi kujunemise
riski vaheline statistiliselt oluline scos, kasutades populatsioonipdhist andmestikku. 1214
indiviidi holmav uuring leidis, et Sanss haigestuda on lithikese ja pika unega indiviididel 45%
suurem kui 7-8 tundi magavatel indiviididel. Lisaks kinnitab antud uuring ka meie nihtud
seost une kestuse ja vistseraalse rasvumise vahel (Hall jt., 2008). Suuremas 4222 indiviidiga
tehtud Korea uuringus leiti samuti, et suurim $anss haigestuda on neil, kes magavad alla 5
tunni (OR = 1,74, p < 0,001), kuid riskigrupis on ka iile 9 tunni magajad (OR = 1,69, p =
0,006) (Choi jt., 2008).

Metaboolne siindroom Teist tiilipi diabeet

0.20 4 0.204
Sugu Sugu

= Mees = Mees

= Naine = Naine

g 0.15-

0.101

Hinnatud téendosus olemaks haige

; © {
=

Hinnatud téen&osus olemaks haige

T 0.059

+

M

T T T h T T T T T
<7 7-8 >8 <6 6-7 7-8 8-9 >9
Unetundide arv Unetundide arv

Metaboolne siindroom I1 tiitipi diabeet

Une grupp OR |25% |97,7% | Une grupp OR |25% |97,5%
(referents: 7-8 h) (referents: 7-8 h)

<7 1,11 | 0,88 1,39 | <6 0,87 | 0,60 1,23
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Joonis 16. Une kestuse ja metaboolsete haiguste esinemiste vahelised trendid. Joonis
kirjeldab metaboolse slindroomi esinemise tdendosust Eesti Geenivaramu 6375 indiviidi
valimis (vanus 18-103) ja II tiiiipi diabeedi esinemise tdendosust Eesti Geenivaramu 21 068
indiviidi valimis (vanus 25-75) sdltuvalt une pikkuse klassist. Tdendosused on hinnatud
logistilise regressiooni meetodil MetS valimi keskmise KMI (26,0 kg/m?) ja vanusega (44,7
aastat) isikutele ja T2D valimi keskmise KMI (26,6 kg/m?), vanuse (46,9 aastat) ja
kronotiitibiga (MSFscn = 3,5, korrigeeritud une keskaeg on kell 03.30) isikutele. Joonistel on
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95% usaldusintervallid. Tabeli osas on erinevate unegruppide ja normaalse unekestusega
grupi vahelised sansside suhted (OR) haiguste esinemistele tingimusel, et vorreldakse teiste
mudelis olevate parameetrite suhtes samade néitajatega indiviide.

Indiviidid, kes pdevad metaboolset siindroomi, omavad suurenenud riski haigestuda II
titipi diabeeti ja kardiovaskulaarhaigustesse. Riskide suhe vdib olla kardiovaskulaarhaiguse
kujunemisel 2,88 (+ 0,9) ning II tiitipi diabeedi kujunemisel lausa 6,92 (+ 2,5) (Wilson jt.,
2005). II tiiipi diabeedi ja une kestuse vahel leidis antud magistritod samuti olulisi seoseid.
Samade parameetritega (vanus, KMI, kronotiilip) mehi ja naisi virreldes on igas unegrupis
toendosus, et mees on haige, suurem kui tdendosus, et naine on haige (Joonis 16). Koige
suurem hinnatud tdendosus II tiiiipi diabeediks, on neil meestel ja naistel, kelle uni on pikem
kui 9 tundi. Sellisel juhul on sama soo, vanuse, KMI ja kronotiiiibiga indiviidil $ansside suhe

vorreldes normaalse une pikkusega indiviidiga 1,57 (95% CI: 1,78-2,07).

Varasemalt avaldatud to6d on samuti leidnud, et iile 9 tunnine une Kestus assotseerub
II tiitipi diabeeti haigestumise riskiga ja glitkoosi talumatusega, kuid need samad uuringud on
leidunud seose ka lithikese une puhul (Yaggi jt., 2006, Gottlieb jt., 2005). Meie t66 valim on
kiill suurem kui mainitud kahe uuringu valimid, kuid siiski ei ilmne seos liihikese une ja T2D-
ga. Samas seostati Yaggi jt., artiklis meestel < 5 tunnist und kaks korda suurema tSendosusega
haigestuda diabeeti ning > 9 tunnist und rohkem kui kolm korda suurema tdendosusega
haigestuda (Yaggi jt., 2006). Uuem, soomlaste artikkel avaldas tulemuse, kus T2D seos unega
tuvastati ainult {ile 9 tunnise une kestuse korral (Merikanto jt., 2012). Kajastatud tulemuste
pohjal vaiks arvata, et T2D puhul omab pikk uni rohkem rolli kui lithike uni. Mainitud
seosega el lihti aga suurema arvu indiviidide peal ldbiviidud pikaajalised uuringud (10 aastat),
millest {ihe puhul (N = 70 026 naist) kaob pérast kohandamist KMI suhtes seos une kestuse ja
T2D vahel (Ayas jt., 2003), kuid teise puhul leitakse positiivne seose T2D tekke ja lithikese
ning pika une vahel (Gangwisch jt., 2007). Seejuures on viimasena mainitud uuringus saadud
Sansside suhe (OR = 1,55) sarnane meie mudelis leitud Sansside suhtega (OR = 1,57), mis

peegeldab normaalse ja > 9 tunnise unega inimeste tdendosust olla diabeedihaige.

Antud magistritos loodud kardiometaboolsete haiguste mudeleid on raske Kirjanduses
kajastatud uuringutega vorrelda, sest enamik neist on olnud prospektiivsed. Uuritud on
keskeltlabi 4-10 aasta jooksul algselt tervetel indiviidide Sanssi haigestuda (Jackowska ja
Steptoe, 2015, Gangwisch jt., 2007). Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu kohort peegeldab
libildiget eestlaste populatsioonist. Olemasolevate andmete pdhjal ndeme ainult seda, kas
indiviid on haige v3i mitte, seega saame hinnata, milliste tingimuste korral on haige olemise

tdendosus suurim. Uldiselt ndeme siiki, et ka eestlaste seas on liiga pikk ja liiga lithike une
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kestus kardiometaboolsete haiguste riskifaktoriks. See on kooskdlas ka 23 uuringut (aastatest
1979-2007) kokkuvotva metaanaliiiisi tulemusega, mille jarelduseks on, et lithike uni (OR =
1,10; 95% CI: 1,06-1,15) ja pikk uni (OR = 1,23; 95% CI: 1,17-1,30) on mdlemad seotud

tileiildise suremuse riski suurenemisega (Gallicchio ja Kalesan, 2009).

Uneprobleemide korral hiirub organismis kortisooli 66pdevane riitm (Scheer jt.,
2009). Kortisooli kontsentratsiooni tdus on aga seotud hiipotalamuse-hiipofiiiisi-neerupealise
telje (HPA-telg) aktivatsiooniga, mis omakorda osaleb organismi stressivastuse vahendamises
ja mojutab seega vaimset tervist (Watanuki ja Kim, 2005). Enamik uuringuid, mis liihikese
une ja vaimse tervise vahelisi seoseid kajastavad, teevad seda eelkdige insomnia kontekstis.
Niiteks leitakse, et kdrgem risk depressiooni viljakujunemisele on juhul, kui esinevad koos
insomnia ja lithike une kestus (Fernandez-Mendoza jt., 2015, VVgontzas jt., 2012). Kdesoleva
magistritod andmed ei vdimalda indiviididel usaldusvéérselt insomniat diagnoosida, kiill aga

saame siingi kasutatada subjektiivset une kestust, et seostada vaimset tervist unega.

Skisofreenia, skisotiitipsete ja luululiste héirete (F20-F29) poddejaid oli 21 068
indiviidi (vanus 25-75) hulgas 149 ning meeleoluhdirete (F30—-F39), eclkoige depressiooni
pddejaid 1998. Modlemaid haigusseisundeid kujutavates mudelites on kovariaatideks sugu,
vanus ja vanusest vdetud ruutvédrtus. Skisofreeniliste haiguste korral on lisaks mainitud

kovariaatidele mudelis ka nédala jooksul kogunenud une puudujadk ehk social jetlag (A MS)

ning meeleoluhdirete korral on lisa kovariaadiks kronotiitip (MSFscn). Kronotiiiip lisati
mudelisse, kuna hilisemate kronotiiiipidega indiviididel esineb tdepoolest depressiivsed
stimptomeid rohkem kui varajase kronotiiiipidega indiviididel (Randler jt., 2012, Kitamura jt.,
2010).

Vorreldes teiste haiguste esinemiste tdendosust kirjeldavate mudelitega, on
meeleoluhdirete esinemise tdendosust kirjeldava mudeli pohjal loodud graafik kodige selgemalt
U- kujuline (Joonis 17). Lisaks on see ainuke selle t66 raames loodud statistiliselt oluline
mudel, kus sarnase vanuse ja kronotiilibi korral on naistel vorreldes meestega tunduvalt
suurem toendosus kannatada haigussiimptomite kdes (OR = 2,14; 95% CI: 1,91-2,41).
Sugudevaheline erinevus on kooskolas ka eelnevate uuringutega (Kitamura jt., 2010, Young
ja Korszun, 2010). Erinevus voib tuleneda sellest, et Ostrogeenide taseme langus (nt
menopausi jargselt) hairib HPA- teljes vallanduvate hormoonide regulatsiooni (Young ja
Korszun, 2010). Kdige tdendolisemalt on kédesolevas uuringus meeleoluhdired inimestel, kes
magavad lile 9 tunni. Naiste seas on sel juhul haige olemise tdendosus 15,7% ja meeste seas
8%. Vorreldes samast soost, vanusest ja kronotiiiibigrupist indiviide on < 6 ja > 9 tunnise
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unekestusega inimestel Sanss olla haige suurem kui 7-8 tundi magavatel indiviididel
(vastavalt OR = 1,28, 95% CI: 1,04-1,57 ja OR = 1,33; 95% CI: 1,13-1,56). Varasemates
artiklites on kirjeldatud lithikese une ja depressiooni siimptomite assotsatsiooni (Randler jt.,
2012). Viidatud uuring kasutab keskmise une pikkuse arvutamisel samuti MCTQ
kiisimustikust saadud uneandmeid, mistSttu on huvitav, et ei leitud seost pika une kestuse ja
depressiooni vahel. Selles aspektis voib olla meie analiiiisi eeliseks suurem valim. Samas on

ka artikleid, mis ei tuvasta iildse une kestuse ja depressiooni vahel statistliselt olulisi seosed
(Kitamura jt., 2010).

Skisofreenia, skisotiiiipsed ja luulised héiired Meeleoluhiiired
0.20 0.20
g 0.15 = i 5 0157
2 0.10 2 0.10-
% 0.05 j:g‘ 0.05- w
s /A;/é =
0.00- 0.00-
<% 6-7 7-8 8.9 >9 <6 6-7 7.8 8-9 >9
Unetundide arv Unetundide arv
Skisofreeniad Meeleoluhiired
Une grupp OR |25% |97,7% | Une grupp OR |25% |97,5%
(referents: 7-8 h) (referents: 7-8 h)
<6 1,36 | 0,58 2,81 <6 1,28 | 1,04 1,57
6-7 1,05 | 0,57 1,85 6-7 1,11 | 0,97 1,27
8-9 1,75 | 1,12 2,77 8-9 1,03 | 0,91 1,15
>9 589 | 3,75 9,35 >9 1,33 | 1,13 1,56

Joonis 17. Une kestuse ja psiihhiaatriliste- ning meeleoluhiirete vahelised trendid. Joonis
kirjeldab skisofreeniliste ja meeleoluhdirete esinemiste tdendosust Eesti Geenivaramu 21 068
indiviidiga valimis (vanus 25-75) sdltuvalt une pikkuse klassist. Skisofreeniliste haiguste
toendosused on hinnatud logistilise regressiooni meetodil antud valimi keskmise AMS-i (0,97
ehk ~1 tunnine unevolg) ja vanusega (46,9 aastat) isikutele. Meeleoluhdirete esinemise
toendosused on hinnatud valimi keskmise kronotiitibi (MSFscn = 3,5, korrigeeritud une
keskaeg on kell 03.30) ja vanusega (46,9 aastat) isikutele. Tabeli osas on erinevate
unegruppide ja normaalse unekestusega grupi vahelised sansside suhted (OR) haiguste
esinemistele tingimusel, et vorreldakse teiste mudelis olevate parameetrite suhtes samade
néitajatega indiviide.

Skisofreenia, skisotiiiipsete ja luululiste hiirete puhul jadb mudel une kestuse abil
haiguse toendosuse ennustamise seiskukohalt kiillaltki ndrgaks, olles 0% ldhedal < 8 tunniste
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une kestuse korral (Joonis 17). Samas on néha, et suurim risk psiihhiaatrilist haigust pddeda,
on indiviididel, kelle une pikkus on > 9 tunni (OR = 5,89; 95% CI: 3,75-9,35). Seda
tingimusel, et sugu, vanus ja unevdlg on vorreldavatel isikute samad. Isegi sellisel juhul on
tdendosused haige olemiseks véikesed, naistel 3,4% ja meestel 2,6%. Tulemus on monevorra
oodatav, arvestades skisofreeniliste haiguste tekkimise multifaktoriaalset tagapohja (Haller jt.,
2014) ja tdendusi, kus haigusseisundi puhul ndhakse pigem raskusi uinuda, héiritud und ning

ebaregulaarseid unemustreid (Bromundt jt., 2011), mitte niivord ekstreemseid une kestusi.

Olgugi et molekulaarsel tasandil on kellasiisteemi regulatoorse funktsiooni ja
meeleoluhdirete vahel leitud kattuvaid geene (Kripke jt., 2009, Soria jt., 2010), ei pruugi une
ja meeleoluhiirete vaheline assotsatsioon lihtsakoeline olla. Tuleb arvestada ka vdimalusega,
et pstihhiaatriliste- ning meeleoluhdirete puhul voib haigusseisund ise tingida une kestuse

muutumist, kuid pohjuslikkust meie konstrueeritud mudelid leida ei vdimalda.
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KOKKUVOTE

Endogeense tsirkadiaanse kellasiisteemi iiheks pohiliseks eesmérgiks on metaboolsete
protsesside toimumise ajaline mératlemine. Odpéevased toidu tarbimise tsiiklid mdjutavad
aga otseselt perifeersete organite tsirkadiaanseid riitme. Ténu kahe protsessi molekulaarsele
integratsioonile on tdnapdeval aktuaalsed une- ja terviseprobleemid omavahel seotud.
Ebakorrapérase une- ja toitumismustriga kaasnevad pikas perspektiivis kardiometaboolsed

haigused, mis elukvaliteeti ilmselgelt langetavad.

Kiesoleva magistritdd eesmirgiks oligi uurida, kas TU Eesti Geenivaramu valimis (N
= 21 068) on une kestuse lithenemine ja pikenemine seotud erinevate tervischdirete esinemiste
toendosuste kasvuga. Leidsime, et normaalkaalus olevatel keskealistel inimestel on suurim
risk olla primaarse hiipertensiooni haige < 6 h une kestuse korral (OR = 1,05; CI: 0,87-1,25),
stidame isheemiatove haige nii <6 h (OR = 1,26; CI: 0,96-1,63) kui ka>9 h (OR =1,41; ClI:
1,11-1,78) une kestuse korral ja II tiitipi diabeedi haige > 9 h une kestuse korral (OR = 1,57;
Cl: 1,78-2,07), vorreldes 7-8 tunnise une kestusega. Metaboolse siindroomi ja une kestuse
vahel ei leitud statistiliselt olulist erinevust haiguse esinemise tdendosuses, kiill aga ilmnesid
assotsatsioonid une lithenemise ja KMI, vooiimbermdddu ning siistoolse- ja diastoolse
vererdhu néitude suurenemistega. Lisaks leiti, et vorreldes 7-8 tundi magavate indiviididega,
on > 9 h uni seotud skisofreeniliste hdirete esinemiste tdendosuste suurenemisega (OR = 5,89;
Cl: 3,75-9,35) ning < 6 h uni (OR =1,28; 1,04-1,57) ja> 9 h uni (OR = 1,33; CI: 1,13-1,56)
meeleoluhdirete esinemiste tdendosuste suurenemisega keskealistel normaalkaalus olevatel
eestlastel. Tuleb aga tddeda, et loodud mudelid ei vdimalda selgitada seost pdhjuse ja
tagajirje vahel. Ka ei ole vOimalik vahet teha indiviididel, kellele piisabki valjapuhkamiseks
viahemast arvust unetundidest ja nendel, kelle uni on lithike sotsiaalsete kohustuste tottu. Kui
suudaksime mainitud aspektist ldhtuvalt doonoreid eristada, saaksime uurida, kas
kardiometaboolsed ja vaimsed tervisehddad ohustavad ka loomulikult lithikese unega
indiviide. Teades, et keskkonnafaktorid mdjutavad une kestuse kujunemist enam Kui
geneetika (seletab ainult 1/3 varieeruvusest) voiks arvata, et lithike uni on alati
terviseprobleemide kujunemise iiheks riskifaktoriks. Samas aga ei ole une kestuse geneetilist

aspekti veel tdielikult dra kirjeldatud.

Magistritoé veel {iiheks eesmirgiks oli tuvastada genoomseid piirkondi, mis
mdjutaksid keskmise une kestuse kujunemist. Viisime TU Eesti Geenivaramu kohordis libi
kolm individuaalset GWAS uuringut ning neid ithendava metaanaliiiisi. Analiilisides ei
replitseerunud kiill varasemalt avaldatud leiud, kuid avastasime uusi statistiliselt olulisi ja

vihem olulisi markereid. Parima assotsatsiooniga SNP rs7584248 (p = 2,75X10°), mis jaib
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transmembraanse proteiini geenist Tmem17 70 kb allvoolu, péarines HumanOmniEkspress
kiibiga genotiipiseeritud indiviididega ladbiviidud GWAS analiiiisist (N = 3226). Rohkem
huvipakkuv oli metaanaliiiisis (N = 6668) parima assotsatsiooniga (p = 2,53X107) SNP
rs138952930, mis jddb 8. kromosoomis oleva sekreteeritava frizzled sarnase proteiini geeni
Sfrpl intronisse. Poliimorfismi efekt tunnusele on positiivne (p = 0,35). Efektalleeli omavate
heterosiigootide uni pikeneb ~20 minuti vorra. SFRP1 kuulub wnt signalisatsiooniraja
valkude hulka ning selle puudust hiirtel on seostatud adipogeneesi hiirete ning
tumorigeensete protsessidega. Kindlasti vajaks meie leid replitseerimist eraldiseisvas
kohordis, kuid loodetavasti voiks see olla jarjekordseks tdestuseks, et lipiidide
metabolismirada on tsirkadiaanse riitmi kontrolli all. Oletuse pdhjal vdiks jérgnevalt,
tsirkadiaansest aspektist ldhtuvalt, uurida Sfrpl geeni moju lipiidsete metaboliitide

kontsentratsioonidele inimese vereplasmas.
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Genome-wide Association Study Identifying Genetics Behind Sleep Duration in
Estonian Genome Centre
Sleep Duration in Association with Health Outcomes

SUMMARY
Jaanika Moro

One of the main purposes of the endogenous circadian system is to give distinct time
windows for different metabolic processes. Circadian clocks in periphery organs are directly
influenced by daily feeding—fasting cycles. Thanks to the intergation of the two main
processes in our body, today's sleep and health issues are related to each other. Irregular
sleeping and feeding patterns will probably lead to the cardiometabolic diseases, which in turn

will influence our life quality.

The purpose of this study was to see, if short and long sleep durations will increase the
probability to suffer under different health problems. Based on the data from Estonain
Genome Centre (N = 21 068) we found that middle-aged people with normal body mass index
had higher odds of being a hypertonic, if they sleep less that 6 h per night (OR = 1,05; CI:
0,87-1,25) and higher odds of being an ischemic if they sleep less than 6 h (OR = 1,26; CI:
0,96-1,63) or more than 9 h (OR = 1,41; ClI: 1,11-1,78) per night and finally higher odds of
being a diabetic if they sleep more than 9 h (OR = 1,57; CI: 1,78-2,07) per night in relation to
normal 7-8 sleep duration. We did not find significant associations between metabolic
syndrome and sleep duration, but we saw that BMI, waist and both systolic and diastolic
blood pressure were higher in people who sleep short. Next we found that mental health is
also affected by sleep. The odds of having symptomes of schizophrenia were highest in
people who sleep more than 9 h (OR = 5,89; CI: 3,75-9,35) per night and the odds of having
symptomes of mood disorders are highest in people who sleep less than 6 h (OR = 1,28; 1,04—
1,57) and more than 9 h (OR = 1,33; CI: 1,13-1,56) per night in relation to 7-8 sleep
duration. We must remember that our models do not explain causativity behind the graphs.
Moreover we do not know whether these people sleep short naturally or they do it because of
the social aspects of our lives. If we could distinguish these two groups, we could see if the
cardiometabolic outcomes will differ between those groups. As we know that environment
plays a bigger role in sleep duration than genetics, we might see that short sleep is a risk
factor for poor health despite the reasons behind it. Then again, we still do not know the

whole genetic background of the sleep duration.
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Another aim of this study was to identify genomic loci affecting average sleep
duration. We conducted three separate GWAS studies and later one joint meta-analysis. We
could not replicate already known loci, but we managed to find some new markers. SNP
rs7584248 had the best and statistically significant (p = 2.75X10®) association with sleep
duration. This was the result of the GWAS done with HumanOmniExpress chip (N = 3226).
This single nucleotide polymorphism locates 70 Kb downstream from the transmembrane
protein gene Tmem17. More interesting was the best finding from meta-analysis (N = 6668),
rs138952930 (p = 2.53X10™). This intronic SNP locates in the Sfrpl gene, that is important in
Whnt signalling pathway and has been related to the disturbed adipogenity and tumorigenesis
in mouse models. The efect of the polymorphism is positive (f = 0.35). The increase of minor
A allele lengthens the sleep duration. Although ours findings still need to be replicated, we
could say that Sfrpl gene might be a new link between sleep duration and metabolism. In near
future it would be interesting to investigate the associations between Sfrpl gene and

metabolite concentrations in human plasma.
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LISAD

Lisa 1. Tsirkadiaanse riitmi ja energiavahetuse kontrollis

skeem (Huang jt., 2011, kohandatud).

olulisust omavate nirviteede
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Kesknérvisiisteem saab valgus- ja metaboolseid signaale. Valgus jouab SCN-ni 14bi reetina ja
hiipotalamuse vahelise nédrviiithenduse (RHT), mis omakorda saadab narviimpulsi regioonidele
hiipotalamuses ja ajutiives, mis on olulised energia homoostaasis ja unes: kaartuum (ARC),
paraventrikulaarne tuum (PVN) ja ventrolateraalne preoptiline tuum (VLPO). Lisaks saab
hiipotalamus ka metaboolseid signaale (peptiidhormoonid, toitainetest tulenevad metaboliidid
jne), mis samuti mojutavada info {ilekannet. Eksogeensed signaalid (nt valgus) ja
endogeensed signaalid (nt metabolism) integreeruvad kesknérvisiisteemi tasemel.
Integratsiooni véljundiks on une- ja drkveloleku ning erinevate metaboolsete protsesside
tulemite (nt termogenees, toitekditumine, hormoonide sekretsioon ja liikumisaktiivsus)
ritmilisus. LHA- lateraane hiipotalamus, ORX- oreksiin, MCH- melanotsiiiite kontsentreeriv
hormoon, DMH- dorsomediaalne hiipotalamuse tuum, MPO- mediaalne preoptiline ala,
dSPZ- dorsaalne subparaventrikulaartsoon, vSPZ- ventraalne subparaventrikulaartsoon, IML-
intermediolateraalne tuum, VTA- ventraalne tegemnetaalne ala, DMV- dorsomediaalne
nucleus vagus, ANS- autonoomne nérvisiistem, NTS- nucleus tractus solitarius
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Lisa 2. Geneetiliselt modifitseeritud tsirkadiaansed mutandid ning neile vastav tsirkadiaanne ja metaboolne fenotiiiip (Gooley ja Chua,
2014, Eckel-Mahan ja Sassone-Corsi, 2013, kohandatud).

Geen Koespetsiifiline | Tsirkadiaanne fenotiiiip Metaboolne fenotiiiip Viide
KO
Bmall Ei Aktiivsuse riitmi kadumine DD | Vihenenud aktiivsus LD tingimustes, | (Lamia jt., 2008)
tingimustes, muutunud vastus | kahanenud eluiga ja kiirenenud (Kondratov jt., 2006)
valgusele vananemine (Rudic jt., 2004)
Bmall Jah, pankreas - Gliikoosi talumatus, hiipoinsulineemia | (Marcheva jt., 2010)
Bmall Jah, maks - Paastumise/pdevase aja (Lamia jt., 2008)
hiipogliikeemia, suurenenud insuliin-
indutseeritud hiipogliikeemia
Bmall Jah, rasvkude - Rasvumine, ringlevate (Paschos jt., 2012)
poliikiillastamata rasvhapete tasemete
langus
Clock Ei Natuke pikem periood DD Osaline diabetes insipidus, vihenenud | (Dallmann jt., 2011)
tingimustes, halvenenud riitmi | vererdhk ja kergelt vihenenud eluiga
hoidmine ja vastus valgusele
LD tingimustes
Clock”* Ei Pikem periood DD tingimustes, | Suurenenud seerumi TG, héiritud (Marcheva jt., 2010)
hiljem riitmi kadu gliikoosi sensitiivsus, rasvumine, (Turek jt., 2005)
korge kalorlusega dieedi korral madal
TG tase maksas, vihenenud pankrease
saarekeste suurus ja proliferatsioon
Clock/Npas2 | Ei Riitmi puudumine DD - (DeBruyne jt., 2007)
tingimustes
Ckle (tau Ei Liithenenud periood DD - (Lowrey jt., 2000)
mutatsioon) tingimustes, kahjustunud riitmi
hoidmine
Cklo Ei Embriionaalselt letaalne - (Etchegaray jt., 2009)




Cklo Jah, maks Lokaalne perioodi lithenemine | - (Etchegaray jt., 2009)

Cryl/Cry2 Ei Riitmi puudumine DD Gliikoosi talumatus, tdusnud (Lamia jt., 2008)
tingimustes, tilitundlikkus ringlevate kortikosteroonide hulk
valgusele

Npas2 Ei Parem kohanemine valguse Suurenenud Gine jooksuratta (DeBruyne jt., 2007)
rlitmile kasutamise aktiivsus, hilinenud FFA

aktiivsus

Perl Ei Lithem periood DD - (Albrecht jt., 2001)
tingimustes, halvenenud vastus
valgusele

Per2 Ei Lithem periood, millele jargneb | Kahjustunud lipiidide metabolism: (Grimaldi jt., 2010)
ariitmia DD tingimustes, vahenenud ringlevate TG ja FFA-de
halvenenud vastus valgusele hulk, suurenenud adipogenees

Per3 Ei Kerge perioodi lithenemine DD | Suurenenud rasvkoe mass ja gliikkoosi | (Costa jt., 2011)
tingimustes talumatus

Perl/Per2 Ei Riitmi puudumine DD Gliikoosi talumatus, suurenenud (Lamia jt., 2008)
tingimustes insuliin-indutseeritud hiipogliikeemia

Pgc-la Ei Kerge perioodi pikenemine DD | Resistentne kdrgekalorlusega toidu (Liu jt., 2007)
tingimustes industeeritud rasvumisele, alanenud

termogenees, defektne termogenees

Rev-erba Ei Kergelt liihem aktiivsusperiood | Muutunud TG tasemed maksas, Korge | (Bugge jt., 2012)
DD tingimustes, halvenenud plasma LDL, madal sapphappe
vastus valgusele tootlikkus, maksa steatoos

Rev-erba Ei Varajasema faasiga riitm, Hiipergliitseemia, hiiperlipideemia, (Bugge jt., 2012)

[rev-erbf lithem periood DD tingimustes | tdsine maksa steatoos

Rora Ei Kerge perioodi lithenemine DD | Suurenenud HDL ja maksa TG (Mamontova jt., 1998)

tingimustes

tasemed, kiirenenud ateroskleroosi
teke

DD- konstantne pimedus 24 tundi (dark dark), LD- normaalne 66pédev 12 tundi valgust ja 12 tundi pimedust (light dark), KO- knockout, TG-
trigliitseriidid (triglycerides), FFA- vabad rasvhapped (free fatty acids), LDL- madala tihedusega lipoproteiin (low density lipoprotein), HDL-
koge thedusega lipoproteiin (high density lipoprotein).
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Lisa 3. Koikide individuaalsete genotiipiseerimiskiipidega teostatud GWAS analiiiiside ning iihendava metaanaliiiisi kohorte

iseloomustav tabel.

Kohort Valimi Vanus Keskmine KMI + SD Keskmine Keskmine DST
suurus (keskmine) AvSD £ SD MSFscn + SD
Individuaalsed Kokku Mehed Naised Mehed Naised Mehed Naised Mehed Naised Kokku
GWAS-id (mehed)
HumanOmniExpress 3226 18-75 18-75 262+389 | 252+444 | 78+100 | 79+106 | 3,6+121 | 3,6+1,02 1413
(1532) (44,5) (43,3)
Human370CNV 1124 18-75 18-75 253+392 | 241+394 | 79+1,00 |8,0+107 | 41+156 |41+161 599
(536) (35,7) (37,5)
HumanCoreExome- 3082 18-76 18-75 247+4,16 | 235+5,15| 79+099 |8,0+1,00| 43+125 |40+108 | 1635
12v1.0 (1039) (31,4) (34,4)
Metaanaliiiis
HumanOmniExpress 3226 18-75 18-75 262+389 | 252+444 | 78+100 | 79+106| 3,6+1,21 | 3,6+1,02 1413
(1532) (44,5) (43,3)
Human370CNV 1002 18-75 18-75 252+389 | 241+397 | 78+099 |80+107 | 41+158 |41+160 539
(473) (35,9) (37,6)
HumanCoreExome- 2440 18-76 18-75 248+432 | 23,7+524 | 79+1,02 |[8,0+099 | 43+126 |40+£107 | 1327
12v1.0 (767) (31,1) (34,7)
Metaanaliitisis kokku 6668 18-76 18-75 25,7+4,07 | 242+480 | 78+1,00 | 80+1,04 | 39+£134 |38+1,16| 3279
(2772) (39,3) (38,8)

AvSD- nédala keskmine une pikkus, DST- andmed kogutud suveajal (daylight saving time), MSFscn- unevola suhtes korrigeeritud une keskaeg

puhkepéevadel, SD- standardhélve
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Lisa 4.

A) Une kestuse ja haiguste vaheliste trendide kirjeldamise valimit iseloomustavad
tabelid (N = 21 068 indiviidi, 6929 meest, suveajal kogutud andmeid10 480).

Tunnnus Min Max | Keskvadrtus | Mediaan SD

Vanus (aastad) 25 75 46,87 46 13,71

Keskmine une pikkus | 4,00 12,00 | 7,76 7,81 1,05

(AvSD, tunnid)

Une puudujadk 0,00 |8,38 |0,97 0,92 0,87

(deltaMS, tunnid)

Kronotiitip (MSFscn, | -0,99 |9,38 | 3,46 3,42 1,04

tunnid)

Kehamassiindeks 13,34 | 64,17 | 26,61 25,83 5,19

Haigus | Skisofreenilis | Meeleolu- Unehdired | Epilepsia | Migreenid | Peaaju-
ed haigused | héired (F30, | (F47.0, (G40) (G43.0, veresoonte
(F20, 21, 22, | 31, 32, 33, 47.1,47.2, 43.1) haigused
23, 24, 25, 34, 38, 39) 47.3,47.4, (160, 61, 62,
28, 29) 47.8, 47.9) 63, 64, 65)

N 149 1998 152 262 165 229

Haigus | Primaarne Stidame- Stidame T1D T2D (E11) | Psoriaas
hiipertensioo | kahjustusega | isheemia- (E10) (L40)
n (110) hiipertoonia- | tdved (120,

tobi (111) 21, 22, 25)
N 2596 1756 991 166 665 549

min- miiniumum, max- maksimum, N- arvukus, SD- standardhélve

*Haigused on nimetatud RHK-10 koodi jargi (T1D- | tiiiipi diabeet, T2D- Il tiiiipi diabeet)

B) Une kestuse ja metaboolse siindroomi vahelise trendi kirjeldamise valimit
iseloomustav tabel (6375 indviidi, 2411 meest, suveajal kogutud andmeid 2682,
metaboolse siindroomiga indiviide 956).

Tunnus Min Max | Keskvairtus | Mediaan SD
Vanus (aastad) 18 103 44,78 44 17,44
Keskmine une pikkus | 4,0 12,5 7,82 7,86 1,12
(AvSd, tunnid)

Une puudujiak 0 8,38 1,04 1,0 0,97
(deltaMS, tunnid)

Kronotiitip (MSFscn, | -0,99 9,58 3,55 3,43 1,20
tunnid)

Kehamassiindeks 14,79 | 56,92 | 26,04 25,06 5,27

min- miiniumum, max- maksimum, SD- standardhéilve




Lisa 5. HumanOmniExpress genotiipiseerimiskiibiga libi viidud GWAS uuringu QQ
plot (3226 indiviidi). Populatsiooni stratifikatsiooni iseloomustav parameeter A = 1,011.

Vaadeldud -logl () p-visrius

Arvatav -logl (0 p-vEzrtus
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Lisa 6. Human370CNV (A joonis) ja HumanCoreExome-12 v1.0 (B joonis)

genotiipiseerimiskiipidega liabiviidus GWAS analiiiiside tulemuste Manhattan plot

joonised.
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Lisa 7. Metaanaliiiisi QQ plot (6668 indiviidi). Populatsiooni stratifikatsiooni iseloomustav
parameeter A jadbi kdigi kolme kohordi puhul vahemikku 1,001-1,011.

Vaadeldud -logl 0 p-viiirtus

Arvatav -logl0 p-viirtus
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Lisa 8. Nidala keskmise une kestuse ja erinevate kardiometaboolsete ning
psiihhiaatriliste- ja meeleoluhiirete esinemiste vahelisi trende Kirjeldavate mudelite
viljundid. Statistilise olulisuse kood on jargmine: 0,001 ***_ 0,01 ** ja 0,05 *.

Essentsiaalne primaarne hiipertensioon (110)
glm(formula = 110 ~ factor(AvSDgrupid) + age + factor(gender) +
BMI + age * factor(gender), family = binomial())
Deviance Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-2.1921 -0.5470 -0.3766 -0.2268 3.1281
Coefficients:
Estimate Sstd. Error z value Pr(>|z|)

(Intercept) -5.950817  0.199365 -29.849 < 2e-16 *¥*
factor (AvsDgrupid)6kuni7 -0.007835 0.097938 -0.080 0.93624
factor (Avsbgrupid) 7kuni8 -0.048650 0.091848 -0.530 0.59633
factor(Avsbgrupid)8kuni9 -0.131446 0.095105 -1.382 0.16693
factor (Avsbgrupid)>9 -0.466326 0.120546 -3.868 0.00011 ***
age 0.028854 0.002619 11.017 < 2e-16 ***
factor(gender)?2 -1.935148 0.192696 -10.042 < 2e-16 ***
BMI 0.100722  0.004064 24.785 < 2e-16 ***
age:factor(gender)?2 0.031334 0.003506 8.937 ; 2e-16 ***

(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1
Null deviance: 15729 on 21067 degrees of freedom
Residual deviance: 13736 on 21059 degrees of freedom. AIC: 13754

Skisofreenia, skisotiiiipsed ja luululised hiired (F20-F29)
glm(formula = F20_29 ~ factor(AvsDgrupid) + age + I(ageA2) +
factor(gender) + deltams, family = binomial())

Deviance Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-0.3641 -0.1285 -0.0996 -0.0765 3.9617
Coefficients:
Estimate Std. Error z value

r(>lz})

P
(Intercept) -1.028e+01 1.326e+00 -7.749 9.29e-15 #*¥*
factor(AvsDgrupid)6kuni7 -2.612e-01 4.310e-01 -0.606 0.544495
factor (AvsDgrupid)7kuni8 -3.065e-01 3.966e-01 -0.773 0.439651
factor(AvsDgrupid)8kuni9 2.557e-01 3.894e-01 0.657 0.511494
factor(Avsbgrupid)>9 1.467e+00 3.890e-01  3.771 0.000163 ***
age 2.421e-01 5.258e-02 4.605 4.12e-06 ***
I(ager2) -2.507e-03 5.344e-04 -4.691 2.71e-06 ***
factor(gender)?2 2.820e-01 1.855e-01 1.520 0.128461
deltams -6.735e-01 1.377e-01 -4.893 9.95e-07 ===

(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)
Null deviance: 1772.5 on 21067 degrees of freedom
Residual deviance: 1658.6 on 21059 degrees of freedom. AIC: 1676.6

Meeleoluhiiired (F30-F39)
gIlm(formula = F30_39 ~ factor(AvsSbDgrupid) + age + I(ageA2) +
factor(gender) + MSFscn, family = binomial())
Deviance Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-0.6812 -0.5010 -0.4420 -0.3404 2.6367
Coefficients:
Estimate Std. Error z value Pr(>|zl|)

(Intercept) -5.0648046 0.3621382 -13.986 < 2e-16 ***
factor(AvsDgrupid)6kuni7 -0.1425742 0.1121408 -1.271 0.2036
factor(AvSDgrupid)7kuni8 -0.2472441 0.1044447 -2.367 0.0179 *
factor (AvsDgrupid)8kuni9 -0.2215681 0.1065751 -2.079 0.0376 *
factor(AvsDgrupid)>9 0.0375850 0.1215525 0.309 0.7572

age 0.0910387 0.0136470 6.671 2.54e-11 **=*
I(ageA2) -0.0009188 0.0001393 -6.593 4.30e-11 ***
factor(gender)?2 0.7617436 0.0586922 12.979 < 2e-16
MSFsch 0.0976752 0.0249933 3.908 9.30e-05 #**

(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)
Null deviance: 13213 on 21067 degrees of freedom
Residual deviance: 12949 on 21059 degrees of freedom. AIC: 12967
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Siidame isheemiatoved (120-125)
gIlm(formula = 120_25 ~ factor(AvSbgrupid) + age + factor(gender) +
BMI + age * factor(gender), family = binomial())
Deviance Residuals:
Min 1@ Median 3Q Max
-1.1652 -0.3013 -0.1489 -0.0748 3.6436
Coefficients:
Estimate Sstd. Error z value Pr(>|z|)

(Intercept) -8.723829 0.355689 -24.527 < 2e-16 ***
factor (Avsbgrupid)6kuni7 -0.167131 0.144123 -1.160 0.2462
factor(Avsbgrupid)7kuni8 -0.227699 0.135486 -1.681 0.0928 .
factor (AvsDgrupid)8kuni9 -0.260348 0.141050 -1.846 0.0649 .
factor(AvsbDgrupid)>9 0.116436 0.160426 0.726 0.4680

age 0.096262 0.004530 21.251 < 2e-16 ***
factor(gender)?2 -2.754056 0.447509 -6.154 7.55e-10 ***
BMI 0.040520 0.006537 6.199 5.69e-10 **=*
age:factor(gender)?2 0.029916 0.007065 4.234 2.29e-05 **=*

(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)
Null deviance: 7993.2 on 21067 degrees of freedom
Residual deviance: 6171.0 on 21059 degrees of freedom. AIC: 6189

Teist tiiiipi diabeet (E11)
gIlm(formula = E11 ~ factor(AvSDgrupid) + MSFscn + age + factor(gender) +
BMI + BMI * factor(gender), family = binomial())
Deviance Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-2.6305 -0.2441 -0.1318 -0.0729 3.6729
Coefficients:
Estimate Sstd. Error z value Pr(>|z|)

(Intercept) -12.464472 0.533099 23.381 < 2e-16 ***
factor(AvsDgrupid)6kuni7  0.394055 0.188180 2.094 0.03626 *
factor(Avsbgrupid) 7kuni8 0.142890 0.182138 0.785 0.43274
factor (AvsDgrupid)8kuni9  0.248033 0.187100 1.326 0.18495
factor(AvsDgrupid)>9 0.593033 0.208681 2.842 0.00449 **
MSFsch -0.134201 0.046200 -2.905 0.00367 **
age 0.079185 0.004053 19.537 < 2e-16 ***
factor(gender)?2 0.510706 0.472193 1.082 0.27945

BMI 0.178165 0.012190 14.615 < 2e-16 ***
factor(gender)2:BMI -0.036241 0.014913 -2.430 0.01509 =

(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)
Null deviance: 5904.9 on 21067 degrees of freedom
Residual deviance: 4587.2 on 21058 degrees of freedom. AIC: 4607.2

Metaboolne siindroom
gIlm(formula = MetS ~ factor(AvSbgrupid3) + age + factor(gender) +
BMI + BMI * factor(gender), family = binomial())
Deviance Residuals:
Min 1Q Median 3Q Max
-3.7390 -0.3895 -0.1867 -0.0877 2.9886
Coefficients:
Estimate Std. Error z value Pr(>|zl|)

(Intercept) -18.150947  0.799344 -22.707 < 2e-16 ***
factor (AvSDgrupid3)7kuni8 -0.101767 0.118138 -0.861 0.389

factor (AvSDgrupid3)>8 -0.032080 0.119340 -0.269 0.788

age 0.046455 0.003039 15.284 < 2e-16 ***
factor(gender)?2 6.468480 0.829861 7.795 6.46e-15 ***
BMI 0.492467 0.025119 19.605 < 2e-16 *¥*
factor(gender)?2:BMI -0.228601 0.027483 -8.318 < 2e-16 ***

(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)
Null deviance: 5388.7 on 6374 degrees of freedom
Residual deviance: 3156.8 on 6368 degrees of freedom. AIC: 3170.8
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