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Adenosine monophosphate kinase, adenosiin monofosfaat kinaas
Aluspaar, base pair (bp)

Advanced sleep phase syndrome, varajase une siindroom
Average sleep duration, keskmine une kestus

Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like (Arntl), heeliks-ling-
heeliks-PAS  transkrpitsioonifaktorit ~ kodeeriv geen, mis mdjutab
tsirkadiaanseid riitme

Clock-controlled genes, tsentraalsete kellageenide poolt kontrollitud geenid

Casein kinasel, kaseiini kinaas 1

Circadian Locomotor Output Cycles Kaput, heeliks-ling-heeliks-PAS
transkrpitsioonifaktorit kodeeriv geen, mis mojutab tsirkadiaanseid riitme
Cryptochrome gene, kriiptokroomi valku kodeeriv geen

Circadian typology, tsirkadiaanne tiipoloogia

Delayed sleep phase syndrome, hilinenud une siindroom

Evening type, hiline kronotiiiip ehk ,,00kiill*

F-box/LRR-repeat protein 3, valk, mida inimestel kodeerib FBXL3 geen
Kehamassiindeks

Valgustatuse iihik Sl-siisteemis. Pinna valgustatus on 1 Ix, kui pinna 1
ruutmeetrile langeb valgusvoog 1 luumen.
The Munich ChronoType Questionnaire, Miincheni kronotiiiibi kiisimustik

Morningness-Eveningness ~ Questionnaire, Horne ja Ostbergi poolt
valjatootatud kiisimustik hommik-ohtu aktiivsuse eelistuse hindamiseks
Mid-sleep on free days, une keskaeg vabadel paevadel

Mid-sleep on free days, sleep, age and sex corrected, unevdla, vanuse ja soo
suhtes korrigeeritud une keskaeg vabadel piaevadel

Mid-sleep on free days, sleep corrected, unevdla suhtes korrigeeritud une
keskaeg vabadel paevadel

Mid-sleep on workdays, une keskaeg toopaevadel

Morning type, varajane kronotiiiip ehk ,,160ke*
Neither type, keskmine kronotiilip

Period gene, period valku kodeeriv geen
Pittsburgh Sleep Quality Index, Pittsburghi une kvaliteedi indeks

Skpl-Cullin-F-box protein complex, valkude kompleks ubikvitineeritava
maérklauaga interakteerumiseks
Suprachiasmatic nucleus, suprakiasmaatiline tuum

Sleep duration on free days, une kestus vabadel paevadel

Sleep duration on workdays, une kestus toopaevadel

Wake up time on free days, drkamise aeg vabadel paevadel

Sleep onset on free days, une algusaeg vabadel paevadel

Variable number tandem repeat, varieeruva arvuga tandemkordus

Social jetlag, ,,sotsiaalne* voondivahetusvisimus
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B-TrCP F-box/WD repeat-containing protein 1A (FBXW1A) ehk Fbxw1, valk, mida
inimestel kodeerib BTRC (beta-transducin repeat containing) geen



SISSEJUHATUS

Meie igapidevast elu organiseerivad kolm erinevat kella. Piikese kell varustab meid
pdevasel ajal valgusega ja mddrab vilistemperatuuri. Sotsiaalse kellaga puutume kokku
igapdevaseid kohustusi tdide viies. Bioloogilist kella tunnetame k&ige enam olukordades, mis
voivad tekitada unepuudust, nditeks vahetustega tootades, iga-aastasel iileminekul suveajale
(Roenneberg jt., 2003).

Piike, sotsiaalne kell ja individuaalne sisemine kell — koik need siisteemid peavad

omavahel vastastikku koos toimima. Neist olulisim on meie 60pédevane endogeenne kell, mis
hoiab meid &drkvel keskmiselt 16 tundi. Peale drkvelolekut hakkame kaotama kontrolli oma
liigutuste ja motete iile ning uinume. Sellised 66pdevased muutused on nii loomulikud, et
bioloogilised mehhanismid, mis on nende koige aluseks, olid sajandeid uurimata. Niitidseks
on teada, et 60pdevaseid riitme kontrollib meie endogeenne kell, mis on siinkroonis planeedi
24-tunnise 00pdevaga. Une ja édrkveloleku faaside vaheldumine peegeldab meie kehades
alatasa toimuvaid muutusi, geenide sisse- ja vailjaliillitumist ning sellest tulenevaid

biomolekulide kontsentratsiooni tsiiklilisi muutusi kudedes (Roenneberg, 2012).

Kiesoleva t66 eesmirgiks oli Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu doonorite andmete
pdhjal uurida eestlaste populatsioonis indiviidide une kestuse ja hommik-ohtu eelistuse
erinevusi ning geeni Per3 varieeruva arvuga tandemkorduse (rs57875989) kui endogeense

teguri voimalikku moju 66pdevase aktiivsusperioodi kujunemisele.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Tsirkadiaansed riitmid

Organismidele iseloomulikud bioloogilised riitmid ja nende ajaline organisatsioon on
oma olemuselt adaptatiivne ndhtus, mis on tekkinud vastuseks perioodiliselt muutuvatele
keskkonnasignaalidele. Viimased on omakorda pdhjustatud Maa pdorlemisest limber oma

telje ja tiirlemisest iimber Pdikese (Reinberg ja Ashkenazi, 2003).

Antud bakalaureuset6o keskendub tépsemalt tsirkadiaansetele riitmidele, eelkdige une
ning drkveloleku perioodilisusele. Tsirkadiaansed (circa diem) riitmid on eluslooduses
iildlevinud bioloogilised riitmid, mis korduvad sarnaselt 66 ja pdeva vaheldumise riitmile iga
24 tunni jérel. See tdhendab, et teatud parameetrid, nt hormoonide tase veres voi aktiivsus,
varieeruvad kellaajaliselt. Tsirkadiaansed riitmid on tipris tdpselt ajastatud ja piisivad ka
tingimustes, kus puuduvad vélised mojurid (,,vabajooksu“ periood on 24 tundi) ehk on
endogeensed. Samas aga kohanevad riitmid véliskeskkonna tingimuste muutustega, enim
valguse intensiivsuse muutusega ning vihem vilistemperatuuri muutusega. Viimane
peegeldab tsirkadiaansetele riitmidele omast temperatuurikompensatsiooni, mis tdhendab, et
,vabajooksu‘ perioodi kestus ei soltu vilistemperatuurist (Vitaterna jt., 2001; Roenneberg ja
Merrow, 2005)

Tsirkadiaanseid riitme iseloomustades kasutatakse jérgmisi parameetreid: perioodi
pikkus t (~ 24 h), akrofaas ehk riitmi maksimumvéirtus, amplituud ja keskvédartus. Riitme,
mis jargivad koosinuskurvi, saab Kirjeldada kdiki nelja karakteristikut kasutades, teised on
enamasti iseloomustatud keskvaartuse ja perioodi abil. Lisaks on tsirkadiaansetel riitmidel
tugev geneetiline tagapohi ning neid kontrollivad bioloogilised kellad, mis on siinkroonis

keskkonnasignaalidega, mille T on samuti ~ 24 h (Reinberg ja Ashkenazi, 2003).
1.2. Endogeenne tsirkadiaanne kell ja SCN

Endogeenne tsirkadiaanne kell esineb kdoikide loomade, seente, taimede ja
tsiilanobakterite esindajatel ning funktsioneerib 6opaevaseid riitme tekitades (Nadkarni jt.,
2005; Roenneberg jt., 2007a). Imetajate tsirkadiaanne kellasiisteem koosneb ostsillaatorite
hierarhiast, mis funktsioneerib rakulisel, koelisel ja siisteemsel tasandil. Kogu siisteemi juhib
nn tsentraalne kellakeskus, mis asub ajus optilise kiasmi (ndgemisndrvide ristumiskoht) kohal
olevas hiipotaalamuse suprakiasmaatilises tuumas ehk SCN-s ja koosneb ~ 20 000 neuronist,

mis moodustavad omavahel paare. SCN reguleerib aktiivsus- ja puhkeperioodide


http://et.wikipedia.org/w/index.php?title=H%C3%BCpotaalamus&action=edit&redlink=1
http://et.wikipedia.org/w/index.php?title=Suprakiasmaatiline&action=edit&redlink=1
http://et.wikipedia.org/wiki/Tuum

vaheldumist, toitumist, kehatemperatuuri ja hormoonide taseme muutusi (Schibler ja Sassone-
Corsi, 2002; Mohawk jt., 2012; Liu ja Chu, 2013). Lisaks pohilisele kellakeskusele SCN-s,
paiknevad kellad ka véljaspool aju, organismi perifeersetes organites. Perifeerseid kellasid on
peaaegu sama palju, kui on organismis rakke. Tsirkadiaansete riitmide esinemist on ndidatud

isegi kultiveeritud rakkudes (Schibler ja Sassone-Corsi, 2002).

SCN-i pohifunktsiooniks on koigi organismis esinevate individuaalsete kellade
omavaheline kooskolastamine ja 60pdeva 24-tunnise perioodiga siinkroonis hoidmine (Joonis
1, Albrecht, 2012). SCN neuronid, nagu ka teised rakud, suudavad tekitada autonoomseid
tsirkadiaanseid riitme, Kuid sealsed narvirakud on mitmes mottes erilised (Welsh jt., 2004;
Welsh jt., 2010). Esiteks votavad nad silma vorkkesta ja hiipotaalamuse vahelise ithenduse
kaudu vastu reetinast tulevaid valgussignaale ja muundavad need ,ajaliseks®
informatsiooniks, mis maiérab elektriliste, endokriinsete ja metaboolsete signaalililekande
radade kaudu terve organismi 66pdevase riitmi (Schibler ja Sassone-Corsi, 2002; Albrecht,
2012). Seejarel on oluline SCN neuronitele iseloomulik omavaheline kommunikatsioon, mille
abil saavutatakse olukord, kus SCN neuronid omandavad identse tsirkadiaanse riitmi. Ténu
sellele toimub siinkronisatsioon isegi konstantses pimeduses (Aton ja Herzog, 2005). Viimaks
on nad otseste (tsiikliline hormoonide/valkude sekretsioon ja narviimpulsside {iilekanne
perifeeriasse) ja kaudsete (6opdevase aktiivsus- ja puhkeperioodi vaheldumise kontroll)
signaalililekannete abil voimelised siinkroniseerima ka teisi rakke (Schibler ja Sassone-Corsi,
2002).
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Joonis 1. Imetajate tsirkadiaanse siisteemi organisatsioon.

A. Tsirkadiaansed kellad esinevad erinevate organite koigis rakkudes. SCN (punane ring)
stinkroniseerib  teiste organite keskseid kellasid, mis on seotud metaboolsete
interaktsioonidega (sinise- ja kollasevirviline ovaal) ning aktiivsusega (lilla ovaal).
Siinkroniseerimine toimub otseseid ja kaudseid radasid mooda (kollased jooned). Nii SCN kui
ka kdbikeha (punane ovaal) on valguse suhtes tundlikud (oranzid jooned). Hormonaalsed
signaaliiilekande rajad erinevate organite vahel: melatoniin (pruun joon), greliin
(tumeroheline joon), leptiin (heleroheline joon), insuliin ja gliikkagoon (roosa joon,
punktiirjoon tdhistab ainult insuliini) ning adrenaliin (Sinine joon). Must joon niitab
metabolismi radasid: karbohiidraadid, rasvhapped ja aminohapped. Neuronite vahelisi
ithendusi peaaju, seljaaju ja lihaste vahel tdhistab lilla joon.



B. Tsirkadiaanse siisteemi liigendus: sisend, kellamehhanism ja véljund. Selline alajaotus
eksisteerib nii rakulisel kui ka siisteemsel tasandil (Albrecht, 2012, kohandatud).

Tsentraalse kellakeskuse ja perifeersetes kudedes paiknevate kellade vastastikuse
toime mehhanism ei ole pracguseni tdielikult lahti seletatud. Nende interaktsioonide
véljaselgitamine aitaks paremini mdista neuroloogilise ja metaboolse homdostaasi
saavutamist une ja drkveloleku tsiikli jooksul, mis omakorda oleks abiks paljude kehakaalu ja
neuropsiihhiaatriliste probleemide drahoidmisel. On teada, et viimaste iiheks tekkepShjuseks
on tsirkadiaanse siisteemi desiinkroniseerumine, mis voib tuleneda tsentraalse ja perifeersete

kellade vahelistest signaaliiilekannete hairetest (Albrecht, 2012).
1.2.1. Zeitgeberi signaalid

Kui korvaldada péikesevalgusest tulenev ja sotsiaalne mdju, siis bioloogiline kell
,Jookseb vabalt®, perioodi pikkusega ~ 24 tundi (23,47-24,64 tundi, Wyatt jt., 1999).
Reaalses elus mdjutavad endogeenset bioloogilist kella mitmed vélised zeitgeberi (saksa

keeles 'siinkroniseerija' — termin, mille vottis kasutusele iiks kronobioloogia rajajatest,

sakslane J. Aschoff') signaalid, mis siinkroniseerivad organismi endogeenseid riitme Maa 24-
tunnise pdeva ja 66 vaheldumise tsiikliga ning 12 kuu tsiikliga (Roenneberg jt., 2007a; Toh,
2008). Koige tugevam zeitgeber on valgus, mis muudetakse silmapdhjas retinaalseteks
signaalideks ja need omakorda viiakse 1dbi ndgemisnédrvide SCN-i, kus méératakse 24-tunnine
riitm. Erinevalt teistest organismidest on imetajatel teadaolevalt ainsateks fotoretseptiivseteks
elunditeks silmad. Valgusele kui zeitgeberile reageerivad silma vorkkestas olevad kolvikesed
ja kepikesed ning fotopigment melanopsiini sisaldavad fotosensitiivsed ganglionid (Foster ja
Hankins, 2007; Roenneberg jt. 2007a). Lisaks valgusele, mdjuvad zeitgeberina veel
temperatuur, sotsiaalsed interaktsioonid, ravimite manustamine, fiilisiline aktiivsus ja
toitumisharjumused. Vastuseks zeitgeberi signaalidele toimuvad muutused organismi
molekulaarsel tasandil, mille tulemusel viiakse endogeenne ja eksogeenne kell omavahel
stinkrooni (Toh, 2008).

1.2.2. Zeitgeberi signaalide seos melatoniini ja kortisooliga

Inimese 60paevariitmi saab histi jédlgida hormoon melatoniini kontsentratsiooni alusel.
Hormooni sekretsiooni algus kébikehas justkui ennustaks une algusaega (Arendt, 2006).
Melatoniini kontsentratsiooni muutused organismis on valgusest m&jutatud. Nimelt touseb

melatoniini tase 6o6tundidel ja langeb hommiku saabumisel (Lazar jt., 2013). Endogeense

L http://www.iisc.ernet.in/currsci/dec25/articles38.htm
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melatoniini Kontsentratsiooni riitmiline koikumine on iiheks paremaks kronobioloogiliseks
markeriks eelkodige seetdttu, et hormooni 66pédevast riitmi reguleerib otseselt SCN 1dbi tépselt
defineeritud neuraalse raja. Ka on hormooni kontsentratsiooni mugav maérata vereplasmast,
stiljest voi uriinist (Arendt, 1995; Arendt, 2006).

Kunstliku valguse tottu ei ole meie une ja drkveloleku tsiikkel enam mojutatud mitte
ainult looduslikust pdeva ja 66 vahetumise tsiiklist. Kunstliku valguse moju alla sattumist on
seostatud toograafikute ja hilisdhtuse kaitumisharjumusega (televiisor, arvutiekraanid jm).
Selline eluviis mdjutab tsirkadiaanset fiisioloogiat ja pohjustab magamamineku aja hilisemaks
muutumist (Santhi jt., 2012), sest ohtusel ja Gisel ajal parsib valgus (eelkdige sinine valgus)
melatoniini sekretsiooni, kasutades selleks tsirkadiaanse fotoretseptsiooni teid (Arendt, 2006).
Inglismaal Surrey Ulikooli Unekeskuses libiviidud laboratoorses uneuuringus, mis hdlmas 35
mittesuitsetavat tervet indiviidi (2032 a), leiti, et hilisem melatoniini kontsentratsiooni tousu
algusaeg korreleerub une alguse ja piisiva unefaasi saabumise edasiliikkumisega (r= 0,39, p =

0,024) ning ka insomnia indeksiga (r= 0,47, p = 0,004) (Lazar jt., 2013).

Neerupealiste koores siinteesitava kortisooli tsirkadiaanne riitm on melatoniini riitmiga
vastasfaasis. Kortisooli tase langeb 66sel madalale ja tduseb hommikul kiirelt, soodustades
arkamisprotsessi’>. Ka kortisooli kontsentratsioon on valgusest mdjutatud. Noortel
unchdireteta meestel nn konstantse rutiini (eksperimentaalne protokoll, kus valgus,
temperatuur ja aktiivsus hoitakse piisival reziimil, et hinnata endogeense tsirkadiaanse riitmi
karakteristikuid, Duffy ja Dijk, 2002) tingimustes labiviidud uuring néitas, et plasma
kortisooli taseme miinimum langeb kokku magamamineku ajaga ning maksimum saabub
vahetult enne &rkamist. Uuringus jaotati indiviidid kahte gruppi. Molemad grupid viibisid
keskmise valgusintensiivsusega ruumis, kuid tihe grupi ruumi ergastati teatud aja tagant ereda
valgusega (~ 10 000 Ix). Ergastatud ruumi indiviidide plasma kortisooli miinimum muutus 5
pdeva jooksul keskmiselt 9 tundi varasemaks (p < 0.001), kuid tavalise valgusega ruumi
indiviidide kortisooli riitm ei muutunud oluliselt (p > 0.2). Lisaks muutusid ereda valgusega
ergastamise tagajarjel ka melatoniini ja kehatemperatuuri riitmid varasemaks. Mainitu

pOhjustas omakorda unetsiikli varasemaks nihkumise (Joonis 2, Dijk jt., 2012).

2 http://drcatherinedarley.wordpress.com/2009/11/23/your-cortisol-rhythm-and-sleep/
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Joonis 2. Tsirkadiaansete markerite oopdevased muutused Vvalgusintensiivsusega
ruumides viibijatel. Kehatemperatuuri, melatoniini, kortisooli ja erksuse ajastus konstantse
rutiini - tingimustes indiviididel, kes olid keskmise valgusintensiivsusega ruumis ja
indiviididel, kelle ruumi ergastati teatud aja tagant ereda valgusega. Erksuse andmed iildistati
kahetunniste vahedega. Graafikuid 1dbiv kast tdhistab eelmise paeva une aega. Graafikutel on
keskvaartus andmetest + standardviga (Dijk jt., 2012, kohandatud).

1.2.2.1. Melatoniini seos kehatemperatuuriga

Enamike organismide jaoks on vilistemperatuur viaga tugev tsirkadiaansete riitmide
slinkronisaator. Imetajatele omab aga vélistemperatuuri muutumine {pris ndrka moju
(Refinetti, 2010). Juba pikka aega on teada, et imetajate kehatemperatuuri muutusi juhib SCN
koos perifeersete kellade vorgustikuga (Buhr jt., 2010), mdjutades nii hormonaalseid

signaalililekande radasid (Albrecht, 2012).

Muutused melatoniini tasemes on seotud kehatemperatuuri muutustega O0pédeva
jooksul. Erksust, unetust ja une hdirumist esineb enim siis, kui kehatemperatuur tduseb
maksimumi, viimane leiab aset aga vahetult enne melatoniini sekretsiooni algust. Ja vastupidi,
unetus ja erksus on oma tsirkadiaanses madalseisus, kui kehatemperatuur hakkab joudma

miinimumini voi juba on miinimumis, mis omakorda leiab aset peagi pdrast melatoniini

maksimumi (Wyatt jt., 1999).
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1.3. Tsirkadiaanne tiipoloogia

Tsirkadiaanse riitmi ekspressioon erineb indiviiditi ja tuleneb endogeensetest ja
eksogeensetest mojudest. Sellist erinevust voiks késitleda tsirkadiaanse tiipoloogiana (CT).
CT jagab indiviidid tldjoontes kolmeks grupiks: varajane kronotiitip (MT), keskmine
kronotiitip (NT) ja hiline kronotiiip (ET) (Adan jt., 2012). Kronotiilip on tunnus, mis

iseloomustab inimeste 3opdevast aktiivsusperioodi®,

CT epidemioloogiat mdjutavad individuaalsed faktorid, nditeks vanus ja sugu, kuid ka

keskkond, eelkdige perinataalne fotoperiood ja ekspositsioon paevavalgusele (Adan jt., 2012).

Kuigi epidemioloogilised uuringud on tdestanud keskkonna md&ju kronotiiiibile, on
niitidseks selgunud, et keskkonna ja kronotiiiibi omavahelised seosed on suures osas tingitud
geneetikast. Protsess, mida nimetatakse geen-keskkond interaktsiooniks. Selle toestuseks on
uuringud monosiigootsete kaksikutega, mis lubavad geneetika ja keskkonna iiksteisest
eraldada, et identifitseerida ainult keskkonna mdjusid (Barclay jt., 2013). Uldiselt on leitud, et
geneetiline efekt kronotiiiibile jadb 46,4 ja 52,8 protsendi vahele (95% usaldusintervallid,
Koskenvuo jt., 2007).

Koik iilalolevad faktorid méngivad rolli kogu meie eluea jooksul ja kujundavad
kronotiiiipi ning seeldbi kaudselt meie iseloomu, toitumist, sdltuvusi, psiiiihilist seisundit ja
muid kaitumisharjumusi, sest on selgunud, et ekstreemse kronotiilibiga indiviidid voivad

erineda viimasena mainitud karakteristikute poolest (Adan jt., 2012).
1.3.1. Kronotiiiibi hindamiseks kasutatavad kiisimustikud

Koige levinuimaks CT méairamise meetodiks on erinevad enesehindamise kiisimustikud.
Neist siiamaani kdige enam kasutatav on MEQ (Morningness-Evningness Questionnaire,
Horne ja Ostberg, 1976), millele oli 2013. aasta alguse seisuga viidatud iile tuhande korra
(Scopus). MEQ koosneb 19 subjektiivsest valikvastustega kiisimusest’. MEQ informatiivsust
katsetati esmalt 150 inimesel vanuses 18-32 eluaastat. Valimis oli naisi ja mehi vordselt.
Indiviidid, kes olid MEQ alusel ekstreemsemad kronotiiiibid, pidasid kolme nddala jooksul
unepédevikut. Inimeste reaalse unemustri ja MEQ skoori omavaheline vordlus andis hea
vastavuse. Tulemused nditasid, et MT indiviidid uinuvad 99 minutit ja drkavad 114 minutit
enne ET indiviide. MEQ annab kronotiiiibi punktisummana (16-86), mis korreleerub indiviidi

kehatemperatuuri, melatoniini ja kortisooli riitmidega. Korgem punktide arv viitab varasemale

® http://www.medilexicon.com/medicaldictionary.php?t=17540
* http://www.cet-hosting.com/limesurvey/index.php?sid=61524&lang=en
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ja madalam hilisemale kronotiiiibile. Jargnevatel aastatel muutus MEQ oma lihtsuse tottu

laialdaselt kasutatavaks kronotiiiibi hindamise meetodiks (Horne ja Ostberg, 1976).

MEQ puuduseks on see, et t66- ja puhkepdevi ei hinnata eraldi. Samuti ei kiisita tapset
une, aktiivsuse ja paevavalguse kdes veedetud aegasid. Mainitu on aga oluline kronotiilibi
kvantitatiivseks hindamiseks ja edasisteks epidemioloogilisteks analiiiisideks (Roenneberg jt.,
2007a).

MEQ puudustest ajendatuna koostasid saksa teadlased Till Roennebergi eestvedamisel
uue kiisimustiku kronotiitibi hindamiseks. Loodud MCTQ (Munich ChronoType
Questionnaire) sisaldab lihtsaid ja otseseid kiisimusi une ja aktiivsuse kohta®. K&ik kiisimused
on t60- ja puhkepdevade kohta eraldi esitatud. Selle kiisimustiku mérkimisvdirne
korrelatsioon une ja biokeemiliste riitmide (melatoniin ja kortisool) vahel on valideeritud
(Roenneberg jt., 2007a). Lisaks viitab MCTQ usaldusvaérsusele ka Novakova ja kolleegide
avaldatud uuring, kus néidati, et nii melatoniini kontsentratsiooni riitm kui ka geenide Perl,
Per2 ja Rev-erbo ekspressiooni profiilid on korrelatsioonis MCTQ abil saadud kronotiiiibi
hinnanguga (Novakova jt., 2013).

Tuginedes MCTQ-s olevale informatsioonile (tdpsed kellaajad t66- ja puhkepdevadel
voodisse heitmise, magama jddmise ja drkamise kohta), saab vilja arvutada une kestuse
toopaevadel (SD_w), puhkepdevadel (SD f) ja keskmise une kestuse (AvSD) ning une
keskaja puhkepéevadel (MSF) ja argipdevadel (MSW) (Roenneberg jt., 2007a). Kaks viimast
defineerivadki indiviidi kronotiitibi (Zavada jt., 2005). Kuna paljudel inimestel koguneb
toonddala jooksul unevolg, mida kompenseeritakse vabadel paevadel, tuleb MSF védrtust une
puudujddgi suhtes korrigeerida. Saadakse véidrtus MSFsc, mida saab omakorda tépsustada
sugu ja vanust neutraliseerides. Viimaseks vaartuseks on MSFsasc, mis maérab kronotiiiibi
koige tidpsemalt. Une keskaegade vahe annab meile hinnangu tdonidala jooksul kogunenud
une puudujidgi (AMS) kohta (Roenneberg jt., 2007a). Tépsed valemid arvutusteks Microsoft
Office Excel tarkvaraprogrammis on Lisas 1.

Lisaks eelpoolmainitud kiisimustikele, on loodud ka kiisimustikke, mis keskenduvad
rohkem unepatoloogiate diagnoosimisele. Uheks neist on PSQI (Pittsburgh Sleep Quality
Index), mis on disainitud spetsiifiliselt une kvaliteedi mdotmiseks Kliinilises populatsioonis.
Kiisimustik hindab patsiendi und ja selle hdirumist iithe kuu jooksul6. PSQI seitse erinevat osa

annavad individuaalsed skoorid, mis liidetakse omavahel ja saadakse iilemaailmselt kasutatav

> https://www.bioinfo.mpg.de/mctqg/core_work_life/core/core.jsp?language=eng
® http://www.sleep.pitt.edu/includes/showFile.asp?fltype=doc&flID=2532
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unepatoloogia skoor. Véirtused voivad olla 0 ja 21 vahel. Kdrgem skoor tdhendab halvemat

und. Tulemused, mis on iile viie, néditavad juba vdimalikku unepatoloogiat (Buysse jt., 1989).
1.3.2. Erinevate kronotiiiipidega inimeste jaotus populatsioonis

Olenemata oma keerukusest on unel kaks viga selget iseloomustajat, acg ja pikkus.
Kronotiitibi hindamisel on olulised karakteristikud samuti une alguse ja 16pu aeg ning une
kestus (Allebrandt jt., 2010).

Tuginedes ronkem kui 55 000 inimese tdidetud MCTQ kiisimustikkude analiiiisile,
leiti, et koige sagedasem kronotiitip inimpopulatsioonis uinub (sotsiaalsete kohustusteta)
kesk6o paiku (tdpsemalt 00:09) ning drkab hommikul kiimmekond minutit pérast kaheksat
(tdpsemalt 8:18). Seega, enim levinud (14,6%) on keskmise kronotiiiibiga inimesed, kelle
keskmine MSF on 04:14. Hilisema kronotiilibiga inimesi on 50,4%, kuid varasema

kronotiiiibiga ainult 35%, kellest omakorda ekstreeme on 1% ringis (Roenneberg jt., 2007a).

Peaaegu veerand populatsioonist magab keskmiselt 8 tundi jédrjest. Umbes 60%
vajavad 7,5-8,5 tundi und. Inimesi, kes saavad lébi ainult viie tunniga, on viga vihe, nagu ka
neid, kes vajavad rohkem kui kiimmet tundi und (Roenneberg, 2012). Keskmise unekestuse
arvutamisel on oluline arvestada une kestust t66- ja puhkepdevadel eraldi, sest vabadel
paevadel magavad inimesed pikemalt ning selle tulemusel nihkub normaaljaotuse keskpunkt

pikema une kestuse suunas (Roenneberg jt., 2007a).

Kdigest eelnevast jareldub, et inimeste jaotus populatsioonis nii kronotiiiibi kui ka une
pikkuse alusel vastab kellukesekujulisele koverale ehk Gaussi koverale. Ekstreemselt varajase
ja hilise kronotiiiibiga indiviidid ning ekstreemselt lithikese ja pika unega indiviidid asuvad
vastavalt jaotuse servades ning vahepealse niitajaga indiviidid asuvad keskel (Allebrandt ja
Roenneberg, 2008). Nii lithikese kui ka pika unega inimeste gruppides on kronotiiiipide jaotus
samuti sarnane Gaussi koverale. Kronotiilip ja keskmine une pikkus on iseseisvad ja
iksteisest {ipris sOltumatud tunnused, kuivord MSF-i ja AvSD vahel ei ole leitud

markimisvaarset korrelatsiooni (Roenneberg jt., 2007a).
1.3.2.1. Varajane ja hiline kroneotiiiip

Varajase kronotiiiibiga inimesed ehk ,,1ookesed* drkavad hommikul vara spontaanselt
ja tunnevad ennast erksana. Lisaks on nad ohtul vdimelised varakult uinuma. Varajased
kronotiilibid elavad siinkroonis pdikesega ja jouavad oma aktiivsuse tippu pdeva esimesel

poolel. Hilise kronotiiiibiga inimesed ehk ,,06kullid* ldhevad vastupidiselt hilja voodisse ja
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tousevad sageli iiles alles keskpédeval. Neil on raske kohaneda varase drkamisega, mida v3ib
nduda t66 voi moni muu kohustus. Nad saavutavad oma tegutsemisvalmiduse dhtu saabudes

voi lausa hilistel tundidel (Schneider jt., 2011).

On loogiline jéareldada, et varastel ja hilistel kronotiiiipidel on erinevad kortisooli,
melatoniini ja kehatemperatuuri riitmide mustrid. ,,Lookestel* on kortisooli kontsentratsioon
kehas hommikutundidel korgem kui ,,66kullidel” ja kuna ,,l60kesed” saavutavad hommikul
tegutsemisvalmiduse kiiremalt, siis paistab, et kortisool aitab inimestel valmistuda algavaks
paevaks (Adan jt., 2012). Melatoniin, olles tiheks parimaks une algusaja maarajaks, on samuti
,lookestel“ ja ,,00kullidel erineval ajal maksimaalses kontsentratsioonis (Arendt jt., 2006).
Melatoniini sekretsiooni algusaeg, tipp ja 10ppaeg ilmneb MT inimestel 2-3 tundi varem kui
ET inimestel (p < 0,001). Kehatemperatuuri puhul on MT ja ET indiviididel 2 tunni pikkune
faaside erinevus konstantse rutiini tingimustes (Lack jt., 2009).

Mainitud  erinevused on veelgi ekstreemsemad patoloogiale ldhenevate
kronotiitibivormide puhul (Jones jt., 1999). ASPS ehk varajase une siindroom on viga harva
esinev hdire, mida iseloomustab normaalsest 3—4 tundi varasem une alguse ja 1opu aeg (Sack
jt.,  2007). Lisaks on iiheks karakteristikuks lihem t (nt 23,3 tundi mdddeti
elektroentsefalogrammi kasutades ja melatoniini ning temperatuuri riitmi jalgides, Jones jt.,
1999). DSPS ehk hilinenud une siindroom on {iipris levinud tsirkadiaanse riitmi héire, mida
iseloomustab vdimetus soovitud ajal magama jddda, mistottu une keskaeg saabub alles
varahommikul kella kolme ja kuue vahel ning drkamine liikkkub sellevorra edasi (Sack jt.,
2007). Ka DSPS haiguse puhul muutub t periood, kuid keskmisest pikemaks (nt 25,38 tundi,
Campell ja Murphy, 2007).

ET ja MT inimestel on kiill erinev une ajastus, kuid keskmises une pikkuses puuduvad
erilised erinevused (Horne ja Ostberg, 1976; Merikanto jt., 2012). Samas, kronotiiiibi
hilisemaks muutumisega litheneb une Kkestus téopdevadel ning pikeneb puhkepéevadel
(Roenneberg jt., 2007a). See pdhjustab, eelkdige hilistel kronotiitipidel, kroonilist une
puudujddki ehk ,,sotsiaalse” voondivahetusvdsimuse kuhjumist nddala véltel (Roenneberg jt.,
2012). MT indiviididel on seevastu tdheldatud vidiksemat erinevust t60- ja puhkepdevade
magamisharjumuste vahel (Soehner jt., 2011). Paistab, et inimestel, kes magavad vahemikus
23:00 kuni 06:00, on minimaalne voi olematu erinevus to6- ja puhkepdevade une kestuses
(Roenneberg jt., 2007a). Lisaks korreleerub varasem kronotiitip kindlasti parema une

kvaliteedi ja liihema une latentsiga (Soehner jt., 2011).
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Hilise kronotiiibiga inimestel esineb sagedamini uimastite tarbimist, Stressi,
unehiireid, depressiooni, sesoonset depressiooni voi tihelepanu puudulikkuse hairet (Muro
jt., 2009). Lisaks on nad suurema tdendosusega suitsetajad ja regulaarsed alkoholi tarvitajad
kui varajase kronotiiibiga inimesed (Wittmann jt., 2012). Noorukieas seostatakse hilist
kronotiitipi  kditumuslike ja emotsionaalsete probleemidega ning riskialti kéitumisega
(agressiivsus, raskesti kasvatatavus, harjumuspirane mdnuainete tarvitamine vOi
enesetapumotted) (Muro jt., 2009). See kdik voib tulla faktist, et ET indiviidide puhul on
leitud tugev seos pdevase unisuse ja unekvaliteedi languse vahel, mis omakorda mdjutab

elukvaliteeti (Schneider jt., 2011).

Isikuomaduste poolest on viimaste uuringute pohjal ET inimesed ekstravertsemad,
impulsiivsemad ja seiklushimulisemad, samas kui MT inimesed on pigem introvertsemad,

meelekindlamad ja emotsionaalselt stabiilsemad (Muro jt., 2009).

1.3.3. Kronotiiiibi soltuvust vanusest ja soost

Iga vanusegrupi puhul on inimeste jaotus kronotiiiibi jargi sarnane kogu populatsioonis
esineva jaotusega, eelpool kirjeldatud Gaussi koveraga, kuid iga grupi jaotuse keskvéirtus
varieerub silisteemselt. Lapsed on iildiselt varasemad kronotiilibid ja muutuvad arengu kéigus
ttha hilisemateks. Kd&ige hilisem kronotiilip saavutatakse kahekiimnendateks eluaastateks.
Peale seda hakkab kronotiiiip jélle varasemaks muutuma. Kuna iildise fenomeni jérgi saabub
naistel kiipsus enne mehi, siis méngib lisaks vanusele olulist rolli ka sugu (Roenneberg jt.,
2007a). Naiste hiliseim kronotiilip ilmneb 19,5 eluaasta juures, samas kui meestel pidurdub

kronotiiiibi hilisemaks muutumine alles 21. eluaastal (Roenneberg jt., 2004).

Kronotiiibi muutumise tottu varajasest hilisesse ja tagasi, on see vidga heaks
markeriks, markimaks indiviidid nooruki- ja tdiskasvanuea vahelist piiri (Roenneberg jt.,
2004). Kui puberteediea 10ppu médratakse lihtsalt luude kasvu peatumisega, siis noorukiea
16ppu on raske defineerida, sest see on segu fliiisilistest, psithholoogilistest, sotsiaalsetest ja
vaimsetest muutustest (Park jt., 2002). Uheks noorukiea tunnuseks on vdime piisida kaua
iileval ja magada hommikul seetdttu pikemalt, kuid umbes 20. eluaastal olukord muutub, sest
paljud hormoonid (kasvuhormoon, kortisool), mida keha siinteesib, ja mis samuti und
mdjutavad, on vanusest sdltuvad ning nende sekretsioon lileminekuvanuses muutub. Seega on
kronotiilibi uuesti varasemaks muutumise algus tiheks voimalikuks noorukiea 16pu markeriks

(Roenneberg jt., 2004).
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Roennebergi uurimisgrupp on saanud valdavalt tulemusi, millest jareldub, et mehed on
naistest hilisema kronotiiiibiga kogu reproduktiivea viltel. Selline erinevus kahe soo vahel
kaob 50ndatel, mis langeb kokku keskmise menopausi alguse ajaga (Greer jt., 2003).
60ndatest aastatest ldheb kronotiilip iildiselt isegi varasemaks kui see oli lapsepdlves
(Roenneberg jt., 2004; Roenneberg jt.,, 2007a). Tulemusi, kus mehed on hilisema
kronotiiiibiga kui naised, on saanud ka teised ja seda isegi erinevas keskkonnas iiles kasvanud
monosiigootsete kaksikute uurimisel (Barclay jt., 2011; Barclay jt., 2013). Kuid on avaldatud
ka vastupidise seosega toid (Park jt., 2002; Merikanto jt., 2012).

Jaapanlased analiilisisid vanuse ja soo mdju une ja drkveloleku riitmile ning MEQ
skoorile. Nende valim koosnes 2252 indiviidist vanuses 6-89 aastat, kes jaotati 21
vanusegrupiks. Leiti samuti, et kronotiilip ldheb noortel jirjest hilisemaks, kuni teatud
vanuseni, ja votab siis vastupidise suuna. Kuid valimi pohjal tuli ilmsiks, et toopdevadel oli
ile 40 aasta vanustel naistel magamamineku aeg hilisem ja une pikkus mérkimisvairselt
lithem kui sama vanusegrupi meestel. Lisaks oli keskmine une latents naistel palju suurem kui
meestel. Tulemused on seega eelnevate uuringutega vastuolus. See vdib olla pdhjustatud

naiste sotsiaalsetest ja kodustest rollidest Jaapanis (Park jt., 2002).

Soomlaste 25-aastaseid ja vanemaid elanikke hdlmav uuring keskendus kiill rohkem
kronotiilibi ja unega seotud kaebuste omavaheliste seoste viljaselgitamisele, kuid lisaks
sellele analiiiisiti ka sugu ja vanust. Kronotiilip maarati modifitseeritud MEQ skoori alusel
ning leiti, et hiline kronotiilip oli sagedasem just naiste hulgas ja seda peaaegu koigis
vanusegruppides. Meeste hulgas oli ET indiviididel lihem une pikkus kui MT indiviidel,
naistel sellist seost ei tdheldatud. Voimalik, et sellised tulemused saadi indiviidide
varbamisprotsessi tottu, kuid selle peaks iile kaaluma fakt, et uuringu valim sisaldas indiviide

tile terve Soome (Merikanto jt., 2012).

Kaik populatsiooniuuringud ei kinnitagi taiskasvanute puhul seost kronotiiiibi, soo ja
vanuse vahel, ning leiavad, et selline suhe on keerulisem, kui pealtndha paistab (Paine jt.,
2006).
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1.3.4. Kronotiiiip ja metaboloomika

Paljud wuuringud on ndidanud, et une kestuse vidhenemist saab seostada
kehamassiindeksi (KMI) suurenemisega (Bjorvatn jt., 2007). Normaalne KMI jiéb
vahemikku 18,5-24,9. Korgema védrtuse korral on suurenenud oht haigestuda siidame- ja

veresoonkonna haigustesse, 11 tiiiipi diabeeti ja teatud vahivormidesse’.

KMI ja une kestuse vaheliste seoste uurimiseks vastasid 8860 inimest (vanuses 40-45
aastat) unekiisimustikule. Neil moddeti pikkus, kehakaal, vererdhk ja méadrati verest totaalne
kolesterool, HDL kolesterool ja trigliitseriidid. Une pikkuse alusel jaotati indiviidid
gruppideks ning ndhti kindlat seost lithikese une kestuse ja suurenenud KMI ja seetdttu ka
suurenenud iilekaalulisuse vahel (mdlema parameetri jaotus erineva unepikkusega inimeste
gruppides oli védga sarnane). Seos oli U-kujuline, see tdhendab, et KMI oli suurem inimestel,
kes magasid alla kuue tunni voi ile tiheksa tunni. Veel enam, une pikkusega seostati ka
kolesterooli ja trigliitseriidide taset veres ning vererdhku. See oli ka esimene selline uuring,

mis viimasena mainitud seose vilja tdi (Bjorvatn jt., 2007).

Uuem, Roennebergi ja kaaslaste poolt ldbiviidud uuring, seostas KMI véirtuse
suurenemist une puudujadgiga ehk ,,sotsiaalse* voondivahetusvdasimusega (Roenneberg jt.,
2012), mis peegeldab kvantitatiivselt meie bioloogilise kella ja sotsiaalse kella erinevustest
tulenevat kroonilist unepuudust (Wittmann jt., 2006). Kuna bioloogiline kell reguleerib ka
energia homoostaasi (Marcheva jt., 2010), siis voib selle hdirumine, mis kaasneb une
puudujddgiga, pdhjustada kehakaaluga seotud patoloogiaid (Roenneberg jt., 2012). Kiisitlusse
kaasati 65 000 Kesk-Euroopa inimest, kes tditsid MCTQ. Kiisimustiku alusel arvutati lisaks
une pikkusele ja kronotiiiibile ka une puudujddk nddalas (MSW ja MSF vahe). Tulemustest
selgus, et vabadel pdevadel magavad inimesed, eelkdige noored, tunduvalt kauem Kui
toopaevadel (p < 0,0001). Seega, on meie uni suuresti mdjutatud sotsiaalsest kellast. Oluline
on siin ka une aeg. Olgugi, et oleme voimelised magama viljaspool bioloogilist uneaega, on
selline uni palju ebaefektiivsem. Sellest tuleneb ka tdsiasi, et ET indiviididel on une
puudujddk suurem kui MT indiviididel. Reisimisega seotud vodndivahetusvdsimus on
modduv ndhtus, aga ,,sotsiaalne voondivahetusvisimus saadab meid iildiselt kogu dpingute
ja karjdari valtel, pohjustades une- ja iilekaalulisusega seotud metaboolseid hiireid ning
langust vaimses voimekuses. Seega on nii une kestus kui ka une aeg olulised KMI mééirajad

ning pikem uni vdhendab pikemas perspektiivis iilekaalulisusega seotud probleeme. Samas

" http://www.nhlbi.nih.gov/health/public/heart/obesity/lose_wt/risk.htm#limitations
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aga unepuudus tdstab {ilekaaluliseks muutumise tdendosust (r = -0,082, p < 0,0001,

Roenneberg jt., 2012).

Soomes uuriti kronotiiiibi seost Il tiilipi diabeedi ja siidameveresoonkonna haigustega.
Leiti, et ET inimestel on 2,5 korda korgem risk haigestuda Il tiitipi diabeeti ja 1,3 korda
kdrgem risk haigestuda arteriaalsesse hiipertooniasse kui MT inimestel (Merikanto jt., 2013).
Koik see sobib kokku Roenneberg jt., toodega, sest on teada, et ET inimesed kannatavad
suurema une puudujiigi kides kui MT inimesed (Wittmann jt., 2006). Samuti on soomlaste
uuring kooskolas Uus-Meremaa uuringuga, mis tdestas, et ET inimesed kaebavad MT
inimestest 2,5 korda tihemini kehva v3i keskmisest halvema tervise tile (p < 0,01, Paine jt.,

2006).

Kokkuvotteks voib  bioloogilise kella ignoreerimine (nt &ratuskella kasutades,
vahetustega tootades) olla iiks iilekaalulisuse ja rasvumise epideemia pdhjustest. Siinkohal
tuleks tdhelepanu pdorata suveaja mdjule ja ka nditeks liiga varasele t00- ja koolipdevade
algusele (noored on bioloogiliselt hilisema kronotiiiibiga), mis koik suurendavad une

puudujdiki ja seeldbi terviseriske (Roenneberg jt., 2012).
1.4. Tsirkadiaanse kella molekulaarne mehhanism

Imetajate endogeenset oOpdevast kella reguleerivad omavahel funktsionaalselt
tthendatud kellageenid (Osland jt., 2011). Imetajate igas rakus olev tsirkadiaanne kell on
autonoomne ja iga sellise iseseisva transkriptsioonivorgustiku regulatsioon pohineb
autoregulatoorsel  negatiivsel  tagasisidel  (Takahashi jt., 2008). Kellakeskuse
pohikomponentideks on transkriptsiooni aktivaatorid CLOCK ( ja selle paraloog NPAS2) ja
BMALL, mille heterodimeerid reguleerivad positiivselt E-elemendi (CCG promootoritele
iseloomulik jarjestus, 5'-CACGTG-'3) kaudu Period (Perl, Per2 ja Per3) ja Cryptochrome
(Cryl ja Cry2) geenide transkriptsiooni. Per ja Cry geeniproduktid akumuleeruvad pieva
jooksul tsiitoplasmas ja teatud kontsentratsiooni saavutamisel dimeriseeruvad ning
moodustavad kompleksi koos CK1e/6 kinaasidega. PER, CRY ja kinaaside kompleks liigub
tuuma, kus toimub seostumine CLOCK ja BMAL1 valkudega, misjérel lilitatakse Per ja Cry
transkriptsioon vilja (Joonis 3). Selline tagasiside siisteem votab aega umbes 24 tundi. PER ja
CRY valkude fosforiileerituse tase mdjutab valkude stabiilsust ja seelébi ka tagasiside tsiikli
kiirust. PER ja CRY valkude tootmise tmberliilitust reguleerib E3 ubikvitiini ligaasi
kompleks (Ko ja Takahashi, 2006; Mohawk jt., 2012; Liu ja Chu, 2013).
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Lisaks eelnevale, on pohilise CLOCK-BMAL/PER-CRY linguga seotud veel teisigi
regulatsiooniradasid. Peamised neist on geenid Rev-erba ja Rora, mille transkriptsiooni
lulitavad samuti sisse CLOCK-BMALL heterodimeerid. Mainitud geenide produktid
seostuvad peale Kkindla kontsentratsiooni saavutamist Bmall promootoris esineva D-
elemendiga (5-TTATG(C/T)AA-'3, Rev-erba-t ja Rora-t seostav element ehk RRE), mis
represseerib Bmall geeni transkriptsiooni. Viimasena mainitud ling avaldab vahemal mééral
mdju ka Clock transkriptsioonile (Sato jt., 2004; Mohawk jt., 2012).
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Joonis 3. Tsirkadiaanse kella molekulaarne mehhanism imetajatel. Keskse tsirkadiaanse
kella moodustab autoregulatoorne transkriptsiooniline tagasiside siisteem, mille
aktivaatorvalgud CLOCK ja BMALI mojutavad sihtmirkgeene Perl, Per2, Cryl ja Cry2.
Nende geenide produktid moodustavad negatiivse tagasiside repressorkompleksi. Lisaks
sellele tsentraalsele siisteemile, toimib CLOCK-BMALL kompleks ka Rev-erbo ja Roro
geenidega seotud siisteemile. CLOCK-BMAL1 kompleks reguleerib ka mitmeid allavoolu
jadvaid sihtmirkgeene, mida tuntakse kui tsentraalse kella poolt kontrollitavad geenid (CCG).
Post-transkriptsioonilisel tasemel on PER ja CRY valkude stabiilsus reguleeritud SCF ja E3
ubikvitiini ligaasi kompleksi abil, mis sisaldab vordses koguses B-TrCP ja FBXL3 valke.
Kinaasid CK1e/6 ja AMPK fosforiileerivad vastavalt PER ja CRY valgud, mille tulemusel
toimub nende valkude E3 ubikvitiini ligaasi kompleksi poliubikvitatsioon ning PER ja CRY
valgud degradeeritakse proteosoomides (Mohawk jt., 2012, kohandatud).

Kodik eelpool mainitud molekulaarsete signaalide diinaamilised interaktsioonid
tolgitakse iimber stindmusteks rakkudes, millega kaasnevad membraanipotentsiaali muutused.
Potentsiaali muutused kantakse tile neuronitele, mis kontrollivad meie fiisioloogilisi protsesse

ja need omakorda juhivad meie tsirkadiaanseid ritme (Lee jt., 2010). Seeldbi vodivad
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polimorfismid geenides, mis on osa molekulaarsest kellamehhanismist, m&jutada
oopéevariitme (Osland jt., 2011). Lisas 2 on vilja toodud publikatsioonid, mis on leidnud

seose erinevates kellageenides esinevate poliimorfismide ja tsirkadiaanse fenotiiiibi vahel.
1.4.1. Period geeniperekond

Period (Per- Period circadian clock) geeniperekond reguleerib suprakiasmaatilises
tuumas tsirkadiaansete riitmide perioodilisust (Barclay jt., 2011). Inimestel koosneb Period
geeniperekond kolmest komponendist: Perl, Per2 ja Per3, mis paiknevad vastavalt
kromosoomides 178, 2° ja 1*°. K&iki nende geenide poolt toodetud valke fosforiileerib CK1¢,
reguleerides nii nende stabiilsust ja translokatsiooni tuumas (Akashi jt., 2002). Period geenide
hulka kuuluvad geenid reguleerivad iseenda ekspressiooni 1dbi negatiivse tagasiside siisteemi.
Per transkriptide ja valkude hulk vongub perioodiliselt ja korreleerub t perioodiga (Field jt.,
2000). Seejuures koigi kolme geeniprodukti akrofaas saabub O0pdeva eri aegadel. Esmalt
hakkab tdusma Perl, siis Per3 ja viimaks Per2 transkriptsiooni tase (Dunlap, 1999).

1.4.1.1. Per3 asukoht ja funktsioon genoomis

Per3 on Period geeniperekonda kuuluv geen, mida ekspresseeritakse nii SCN-s'° kui
ka perifeerias (Archer jt., 2008). Per3 asub inimesel esimeses kromosoomis™ (1p36.23,
7844763-7905237) ja sisaldab 21 eksonit, hlmates rohkem kui 50 000 aluspaari‘’. Geeni

spetsiifiline funktsioon on ikka veel vélja selgitamatalo.
1.4.1.2. Per3 liihike ja pikk VNTR

Per3 poliimorfism rs57875989 (Lazar jt., 2012) on varieeruva arvuga tandemkordus
(VNTR), mis asub geeni kodeerivas regioonis, 18. eksonis, ja on spetsiifiline primaatidele
(Jenkins jt., 2005).

Tegemist on tandeemse kordusega, mille tihikuks on 54 aluspaari pikkune jarjestus,
mis esineb geenis kas neli voi viis korda (Ebisawa jt., 2001). Nende jarjestuste translatsioonil
siinteesitakse 18 aminohappe pikkune motiiv, mis eksisteerib Per3* ja Per3® alleelis vastavalt
nelja vai viie kordusena (Joonis 4, Archer jt., 2003). Lithemas alleelis on téielikust jédrjestusest
deleteerunud nukleotiidid 7889999-7890052 (referentsjirjestus GRCh37.p10)™.

® http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/5187
% http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/8864
1% http:/Avww.ncbi.nlm.nih.gov/gene/8863
http://ww.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG000000492
46;r=1:7844380-7905237;t=ENST00000377532
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Liithem alleel esineb enamikes populatsioonides suurema sagedusega kui pikem alleel.
Per3* alleclisagedused maailmas jadvad 0,191 (Paapua Uus-Guinea) ja 0,822 (LSuna-Hiina)
vahele. Enim levinud sagedused on 0,6-0,7 (Afganistan, Inglismaa, Iraan, Louna-Sudaan,
Laane-Aafrika, Nigeeria, Ukraina). Paapua Uus-Guinea erilisus vdib tuleneda sealse

populatsiooni suurest geneetilisest mitmekesisusest (Nadkarni jt., 2005; Ciarleglio jt., 2008).

PER CK1
PASA _ PASB
/—:/::_j/// 973-1083_ 1210
1 2 3 4 5

e e e e e o0 o0 o e e oo o ® oo o e o o 0o s 0 o0
5R SPATTGALSTGSPPRENP SHPTASALSTGSPPMKNP SHPTASALSTGSPPMKNP SHPTASTLSMGLPPSRTP SHPTATVLSTGSPPSESP

4R SPATTGALSTGSPPRENP SHPTASALSTGSPPMKNP ------------------ SHPTASTLSMGLPPSRTP SHPTATVLSTGSPPSESP

Joonis 4. Inimese PER3 valgu skeem. Per3 valgu doméaanide PASA ja PASB kaudu toimub
seostumine teiste PER molekulidega. Jarjestuse all, laiendatult, on ndha viie ja nelja
kordusega regiooni aminohappeline jirjestus (5R ja 4R). Kordused on nummerdatud (1-5), ja
puuduv kordus Per3* alleelis on mirgitud punktiirjoonena. CKle fosforiileerimise saidi
eeldatavad mérklaudkohad on tdhistatud mustade tdppidega. CKle konsensusmotiiv on
Sp/Tp-Xi-3- SIT, kus juhtiv seriin vdi treoniin fosforiileeritakse ja X tdhistab iihte kuni kolme
mittespetsiifilist aminohapet (Archer jt., 2003, kohandatud).

Arvatakse, et deletsioon kaotab valgus potentsiaalsed CK1 fosforiileerimissaidid,
muutes nii PER3 valgu fosforiileerimisastet (Archer jt., 2003). See omakorda mdjutab valgu
post-translatsioonilist modifitseerimist ja stabiilsust ning isegi tertsiaalstruktuuri (Dijk ja
Archer, 2010). Kuna on teada, et Per3 ekspressiooni taseme muutus leukotsiiiitides
korreleerub melatoniini, kortisooli ja une-arkveloleku riitmiga ning need korrelatsioonid on
kummagi alleeli suhtes homosiigootsetel indiviididel erinevad, on pohjust oletada, et

poliimorfism mojutab tsirkadiaanset riitmi (Archer jt., 2008).

1.4.1.3. Per3 VNTR mdju tsirkadiaansetele riitmidele ja haigustele

Uks esimestest uuringutest, mis niitas Per3 VNTR poliimorfismi mdju tsirkadiaansele
riitmile’?, oli 2001. aastal Jaapanis Ebisawa ja kolleegide poolt libiviidud t66, kus analiiiisiti
eelkoige Per3 seost hilinenud une siindroomiga. DNA-d, mis eraldati DSPS ja ebaregulaarse
une-drkveloleku tsiikliga patsientidelt, uuriti Per3 jarjestuse suhtes ning leiti 20 erinevat

geenivarianti, millest 13 osutusid SNP-deks. Mérgati ka varieeruva arvuga tandemkordust.

12 http:/Avww.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?LinkName=gene_pubmed&from_uid=8863
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Olulisim SNP oli 3110(T->C), mida tiheldati ainult Per3* alleelis. 48 DSPS patsiendi ja 100
kontrolli Per3 VNTR genotiipiseeriti PCR meetodil ning restrikteeriti Ncol ensiiiimiga, mis
16ikab ainult 5 kordusega alleeli, kuna sel juhul ei toimu iilalmainitud positsioonis
nukleotiidset asendust. Leiti, et Per3* alleel on oluliselt seotud DSPS-ga, tulemus oli

statistiliselt oluline ka peale Bonferroni korrektsiooni (p = 0,037, Ebisawa jt., 2001).

Ebisawa meetodile tuginedes viidi taoline katse 1dbi ka Inglismaal Surreys, kus leiti
samuti, et Per3 VNTR vdib osutuda potentsiaalseks ekstreemse OOpdevase eelistuse
geneetiliseks markeriks. 484 indiviidi tditsid MEQ, saadud skoori pohjal valiti
genotiipiseerimiseks 35 kdrgeima ja 35 madalaima punktiarvuga inimest. Uuringusse lisati ka
kontrollid (keskmise MEQ skooriga indiviidid) ja 16 DSPS patsienti. Tiheldati, et Per3®
alleelisagedus oli varajase kronotiilibiga inimeste hulgas suurem kui hilise kronotiiiibiga
inimeste hulgas. DSPS patsientide grupis oli Per3* alleelisagedus aga mirkimisviarselt korge
(sagedus kogu uuritud populatsioonis 0,68), ning selles grupis ei leitud iihtegi Per3 5/5
genotiilibiga inimest (p = 0,0224). See oli esimene uuring, mis otseselt niitas korrelatsiooni
Per3 VNTR-i ja ekstreemse kronotiiiibi vahel (Archer jt., 2003). Archeri tulemusi kinnitab
Lduna-Aafrikas Euroopa péritolu meessportlaste seas labiviidud uuring, kus jireldati, et Per3*
alleeli kandvatel sportlastel v3ib olla raskem hommikustel voistlustel edu saavutamisega ja

Per3 alleeli kandvatel on seevastu eelisseis (Kunorozva jt., 2012).

Per3 VNTR moju kronotiilibile on firitatud seostada ka vanusega. Uuring pdhines
eelnevalt kirjeldatud Archer jt., katsel. Leiti samuti, et Per3* alleel on enim seotud hilisuse
ning Per3® alleel varasusega. MT ja NT inimeste alleclisagedustes ei mirgatud olulist
erinevust, kiill aga néhti erinevust NT ja ET inimesi vorreldes (p = 0,02). Vanuse moju
lihikese alleeli esinemisele vaadeldi ekstreemsetel kronotiiiipidel. Néhti, et vanuse kasvades
liigub Per3” alleelisagedus jirjest lihemale populatsiooni keskmisele (0,68, Archer jt., 2003),
kahanedes hilistel ning tdustes varajastel kronotiitipidel. Enim erines lithikese alleeli sagedus
ekstreemidel 18-29 aastaste vanusegrupis (Jones jt., 2007). Arvatakse, et kirjeldatud tulemus
saadi osalt seetottu, et MEQ on vaatamata oma valideeringule vilja tootatud just noori inimesi
analiiiisides (Ellis jt., 2009).

Leidub ka publikatsioone, mis ei leia iildse Per3 VNTR-i ja kronotiiiibi vahel seost
(Osland jt., 2011) voi saavad kohati vastupidise seose (Pereira jt., 2005). Osland jt., uuringus
osales 432 tervet iilidpilast Norrast, keskmise vanusega 22 eluaastat. Koik nad jagunesid
MEQ skoori alusel saadud kronotiiiibi pdhjal Gaussi kdvera kujuliselt, kuid t-test ei ndidanud

olulist seost kummagi ekstreemse kronotiilibi ja lithikese ning pika alleeli vahel. Saadi vaid

24



viga nork seos Per3® alleeli ja hilisuse vahel (p = 0,095). Tulemus oli ootamatu, sest valimi
tugevuseks oli {ihtlus vanuses, rahvuses, hariduses ja ka sotsiaalses keskkonnas. Samas saadi
alleelisagedustes iilejianud maailmaga sarnane tulemus (Per3* alleelisagedus 0,67, Osland jt.,
2011). Pereira jt., uuring Brasiilias Sdo Paulos hdlmas 156 europiidset péaritolu indiviidi, kes
jagunesid MEQ skoori alusel enam-vdahem vordselt varajaseks, keskmiseks ja hiliseks
kronotiilibigrupiks. Kaasati ka 17 DSPS patsienti, kellest 12 und uuriti kahe niddala jooksul
pohjalikumalt (kehatemperatuuri ja melatoniini kontsentratsiooni méaaramised, aktimeeter).
Genotiipiseerimise tulemused kinnitasid kiill Archer jt., tulemusi (Per3* alleeli esineb rohkem
oOhtuse eelistusega inimestel, Archer jt., 2003), kuid huvitaval kombel saadi DSPS indiviidide
hulgas palju kdrgem Per3® alleelisagedus (0,56) kui see oli iildises populatsioonis (0,34).
Saadud tulemust saab seostada Brasiilia geograafilise asukohaga lounapoolkeral, kus on
tunduvalt erinev kliima ja pdeva pikkus. Kuna kontrollide ja DSPS patsientide etniline taust
oli suures osas sama Archeri t6ogrupi valitud indiviididega ja ka alleelide sagedused tihtisid,

siis ei saa kirjeldatud katse tulemuste digsuses kahelda (Pereira jt., 2005).

Per3 VNTR moju inimese O0pdevase aktiivsusperioodi eelistusele on tdestatud
mitmeid kordi (Ebisawa jt, 2001; Archer jt, 2003; Ellis jt., 2009; Kunorozva jt., 2012; Lazar
jt., 2012). Kuna on teada, et kronotiilip mdjutab osalt meie tldist tervislikku seisundit ja
kéditumist (Schneider jt., 2011; Gulec jt., 2013), siis on ldbi viidud ka uuringuid, kus on
vaadeldud Per3 VNTR moju néiteks bipolaarse hiire kujunemisele (Benedetti jt., 2008),
kroonilisele siidamepuudulikkusele (Lipkova jt., 2012) ja ka rinnavihi kujunemisele (Zhu jt.,
2005; Hansen jt., 2012). Bipolaarse hiire puhul leiti, et Per3® alleelikandjatel on eelsoodumus
héire varasemale avaldumisele, mis omakorda pohjustab haiguse keskmisest raskemat kulgu
(Benedetti jt., 2008). Kroonilise siidamepuudulikkuse ja Per3 poliimorfismi vahel ei ndahtud
olulist seost (Lipkova jt., 2012), aga tulemused on statistiliselt olulised rinnavéhi to6des, kus
leiti, et Per3® alleel nii homo- kui ka heterosiigootses olekus suurendab rinnavihi riski noortel
naistel (Zhu jt., 2005). Siinkohal on oluline spekuleerida kellageenide vdimalike uute
funktsioonide iile. Arvatakse, et nad vodivad kontrollida tuumori supressorgeenide ning
rakujagunemisega seotud geenide ekspressiooni, reguleerides nii rakkude proliferatsiooni ja
apoptoosi. Seega voivad geneetilised poliimorfismid kellageenides olla potentsiaalseteks

vahivormidele vastuvotlikkuse soodustajateks (Fu ja Lee, 2003).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmargid

Kédesoleva t60 praktilise 0sa esimeseks eesmargiks oli kronotiiiibi ja teiste
uneparameetrite hindamine Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu doonoritel ning tulemuste
vordlemine teistes populatsioonides saaduga. Teiseks eesmargiks oli uurida Per3 varieeruva

arvuga tandemkorduse (rs57875989) seost kronotiilibiga eestlaste populatsioonis.
2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Valim

Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramus aastatel 2007—2011 MCTQ kiisimustikule vastanud
indiviididest (41 229) valiti vélja sobivad inimesed kindlate parameetrite alusel. Vilja jdid

jérgnevate tunnustega doonorid:

e puudulikud vai vastuolulised andmed;
e Vahetustega to0tamine;

e teatud ravimite kasutamine;

e alla nelja tunnine keskmine une pikkus;

e dratuskella kasutamine puhkepéevadel.

Koguvalimi suuruseks jdi esmalt 26 462 indiviidi, kellest rahvuselt eestlasi oli 81,1%.

Lisas 3 on valimi vanuseline ja sooline jaotusgraafik.

Per3 geeni rs57875989 genotiipiseerimise valim koosnes 823 inimesest, kes valiti
korrigeeritud kronotiiiibi (MSFsasc) véddrtuse jaotusgraafiku molemast servast, 10%
ekstreemide hulgast (Lisa 4). Lisakriteeriumiks oli vanus vahemikus 25-50 eluaastat ja eesti
rahvus. Adrmuslikult varajasi kronotiiiipe (MSFsasc = 02:12-02:59) valiti 407 (205 naist ja
202 meest) ning darmuslikult hiliseid (MSFsasc = 05:19-06:23) 416 (216 naist ja 200 meest).

Kidesolevas t00s teostatavate uuringute ldbiviimiseks on geenidoonorid andnud

informeeritud ndusoleku ning on olemas Tartu Ulikooli inimuuringute eestika komitee luba.
2.2.2. Uneparameetrite arvutamine

Uneparameetrite arvutamisel tugineti MCTQ kiisimustikus olevale informatsioonile.
Doonorite poolt mérgitud tipsete kellaaegade pohjal leiti jirgnevad une ja drkveloleku tsiiklit

iseloomustavad karakteristikud: SD_f, SD_w, AvSD, MSW, MSF, MSFsc, MSFsasc ja AMS.
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Valemid Microsoft Office Excel tarkvaraprogrammis labiviidavateks arvutusteks (Lisa 1) on
véilja tootanud Till Roennebergi uurimisgrupp. Valemid on moeldud ainult MCTQ
unekiisimustiku tditnud indiviidide analiiisimiseks (Roenneberg jt., 2007a). Lisaks
arvutatavatele parameetritele kaasati analiilisi ka une latentsi, mis on indiviidi enda antud

subjektiivne hinnang sellest, kui mitu minutit kulub uinumiseks.

Arvutatud védrtuste pdhjal on koostatud sagedusgraafikud ja histogrammid. Une
pikkust ja puudujadki ning kronotiiiipi kujutavate sagedusgraafikute jaoks on kasutatud poole
tunni pikkuseid vahemikke, mis hdlbustab sarnaste parameetritega inimeste komplekteerimist.
Histogrammide jaoks on leitud parameetritest keskvéadrtused ja standardhdlbed. P-vaértuste

arvutamiseks on kasutatud hii-ruut testi ja t-testi.
2.2.3. Genotiipiseerimine

Geeni Per3 18. eksonis esineva poliimorfismi, rs57875989 genotiipiseerimine teostati
PCR meetodil. Praimerid pédrinesid Benedetti jt., 2008. aasta to0st (parisuunaline 5'-
TGTCTTTTCATGTGCCCTTACTT-3' ja vastassuunaline 5-TGTCTGGCATTGGAGTT
TGA-3"). Reakstsioonisegu kogumaht oli 10 ul ja sisaldas 3,85 ul deioniseeritud vett, 1 pl
reakstioonipuhvrit (0,8 M Tris-HCI, 0,2 M (NH,;),SO4, 0,2% w/v Tween 20, Solis BioDyne,
Eesti), 1 ul MgCl-i (25 mM, Thermo Scientific, USA), 1 ul ANTP-de segu (2,5 mM dATP,
dCTP, dTTP, dGTP, Thermo Scientific, USA), 1 ul mdlemat praimerit (10 pmol/ul, Metabion
International AG, Saksamaa), 0,15 ul Hot FirePol Taq poliimeraasi (5U/ul, Solis BioDyne,
Eesti) ja 1 pl uuritavat DNA-d keskmise kontsentratsiooniga 80 ng/ul. Reaktsioon viidi 1dbi
PCR masinas Applied Biosystems® 2720 Thermal Cycler.

Uuritav DNA piirkond amplifitseeriti jargneval PCR reziimil: algne denaturatsioon 12
minutit 95 °C juures, seejérel 36 tsiiklit amplifikatsiooni (40 sek, 94 °C; 30 sek, 60 °C; 40 sek,
72 °C) ning 16pp elongatsioon 12 minutit 72 °C juures (Benedetti jt., 2008, modifitseeritud).

Produktid lahutati 2% agaroosgeelil (Osland jt., 2011), mis voimaldas eristada 401 ap
pikkust Per3° alleeli 347 ap pikkusest Per3* alleelist (Benedetti jt., 2008).
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2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1. Uneparameetrid koguvalimis

Kronotiiiibi hindamiseks arvutasime une keskaegade véirtused toopdevadel ja
puhkepédevadel. Viimast peetakse parimaks kronotiilipi iseloomustavaks parameetriks. llmnes,
et toopdevadel saabub une keskaeg valimis tldiselt tunni vorra varem kui puhkepievadel.
Toopaevadel langes enim inimesi (47,6%) gruppi, kelle MSW jdi kella 02:30 ja 03:30 vahele,
kuid puhkepdevadel oli levinuim (30,5%) une keskaegade vahemik 03:30-04:30.
Koguvalimist 23,3% inimestel oli unereziim kdigil pdevadel sama ja seega ei esinenud neil
erinevusi t66- ja puhkepdevade une keskaegade vahel. Samas kuna 61,7% inimestel oli
erinevus 1-2 tundi ja tlejadnutel veel rohkem, tuli MSF véirtust korrigeerida tekkinud
unevola suhtes. Korrigeeritud parameetri (MSFsc) alusel osutusid koige sagedasemaks
(36,3%) kella 03:00 ja 04:00 vahelise kronotiitibiga inimesed (Lisa 5).

MSFsc on sobilik parameeter iseloomustamaks kronotiiipide erinevusi meeste ja
naiste ning erinevate vanuseklasside vahel. Leidsime, et meeste MSFsc keskvaértus (03:48 +
1:21) on naiste MSFsc keskvaartusest (03:37 + 1:08) hilisem ehk une keskaeg meestel on
keskmiselt 11,4 minutit hiljem kui naistel (p < 0,001). Seega on kronotiiiip soost sdltuv
tunnus. Saadud tulemust Kinnitavad ka monosiigootsete kaksikutega labiviidud uuringud, kus
on samuti leitud, et meestel on tugevam eelistus hilisusele (p < 0,01, Barclay jt., 2013). Lisaks
soole, soltub kronotiiiip ka vanusest. Vanuse kasvades (alates 20ndatest) muutub kronotiiiip
varasemaks, seejuures sdilivad soospetsiifilised erinevused. Meie populatsioonis olevate
eestlaste pohjal (n = 21 458) tehtud graafikult (Joonis 5) on néha, et mehed on kuni 40ndate
aastateni hilisema kronotliiibiga kui naised. Pédrast 40ndaid muutuvad erinevused
kronotiiiipide vahel peaaegu olematuks. Ilmneb ka, et vanus ja kronotiilip on omavahel

negatiivses korrelatsioonis (r = -0,552; p < 0,0001).
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Joonis 5. Kronetiiiibi séltuvus vanusest ja soost. Kronotiilip on méaratud korrigeeritud une
keskajaga puhkepdevadel (MSFsc). Eestlased (n = 21 458) vanuses 18-103 eluaastat. 95%
usaldusintervallid.

Meie kogutud uneandmete pdhjal ei Onnestunud noortel tuvastada maksimum
kronotiilibivdértusele vastavat tdpset vanust, mis peaks ilmnema {iileminekul noorukieast
taiskasvanuikka (Koskenvuo jt., 2007; Roenneberg jt., 2007a). Voimalik, et valimis ei ole
piisavalt alla 19aastaseid indiviide, et tdielikku vanuse ja kronotiiiibi seost vilja tuua. Lisaks
on meie valimi puhul noorte, kuni 20 aastaste naiste ja meeste kronotiiiip oodatust sarnasem,
kuigi selles vanuses ja jargneval kiimnendil voiksid kronotiilipide erinevused olla
maksimaalsed (Roenneberg jt., 2004). Vaimalik, et selles méngib rolli naiste ja meeste erinev
hulk valimis, meesdoonoreid (n = 7886) on peaaegu kaks korda vdahem kui naisdoonoreid (n =
13 572).

Kuna kronotiilipi mdjutab nii sugu kui vanus, siis korrigeeritakse puhkepédevade une
keskaega lisaks unevolale ka s00 ja vanuse suhtes. Korrigeeritud parameetri (MSFsasc) alusel
saadud jaotusgraafikut analiiiisides, ndgime, et 42,5% valimil saabus une keskaeg kella 03:30
ja 04:30 vahel. Seejuures ET inimesi oli populatsioonis rohkem kui MT inimesi. Ainult 26,2%
inimestel oli korrigeeritud une keskaeg enne kella poolt nelja, samas kui 31,3% alles parast
kella poolt viit (Lisa 5). Meie populatsioonis leitud kronotiilipide jaotus ning seosed vanuse ja
sooga on viga sarnased sellele, mis on leitud 55 000 Kesk-Euroopa inimese uneparameetrite

analiitisimisel MCTQ andmeid kasutades (Roenneberg jt., 2007a).
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Une pikkus ja kronotiilip on sodltumatud tunnused, samas eksisteerib oluline seos
kronotiiiibi ja une kestuse vahel juhul, kui vaatame une kestust eraldi t66- ja puhkepdevadel.
Toopdevadel osutus levinuimaks (53,1%) 6,5-8 tunni pikkune une kestus, kuid
puhkepédevadel 7,5-9 tunni pikkune une kestus (46,3%) (Lisa 6). Populatsioonis enim levinud
(39,6%) keskmine une kestus jai 7,5-8,5 tunni vahele. 35,5% inimestest magas keskmiselt
vahem kui 7,5 tundi ja 25% magas kauem kui 8,5 tundi. Tulemused t66- ja puhkepéevade
magamisharjumuste osas iihtivad keskeurooplastel ldbiviidud uuringuga (Roenneberg jt.,
2007a). Lisaks on nii meie kui ka mainitud Roennebergi uuring keskmise une kestuse
arvutuste osas sarnane. Inimesi, kes magavad keskmiselt alla 7,5 tunni, on tunduvalt rohkem

kui inimesi, kes magavad keskmiselt iile 8 tunni.

Edasises analiiiisis tuginesime t66- ja puhkepdevade magamisharjumuste erinevusele
ja tosiasjale, et erinevused on suurimad just hilisemate kronotiiiipidega indiviididel (Joonis 6).
Nimelt inimestel, kelle une keskaeg puhkepievadel on peale 02:00 66sel, oli statistiliselt
oluline erinevus (p = 0,004) t66 ja puhkepdevade une pikkuse vahel, ning neil, kelle une
keskaeg on 02:30 voi hiljem, osutus erinevus juba vdga oluliseks (p < 0,001). Kirjeldatud
erinevuste pohjal analiiiisisime unevdla kuhjumist téonddala jooksul eestlastel (n = 21 458).
IImnes selge korrelatsioon kronotiiiibi hilisemaks muutumise ja une puudujddgi tekke
suurenemise vahel (r = 0,62, p < 0,001, Joonis 7). Meie tulemus iihtib uuringuga, kus leiti
samuti, et maksimaalse une puudujdigi all kannatavad koige hilisema kronotiiiibiga inimesed,
sest nad peavad pidevalt oma harjumusi sotsiaalsete nduete jargi muutma. Koige vidiksem une
puudujadk on mainitud uuringu kohaselt NT inimestel, kelle une keskaeg on nii t66- kui ka
puhkepdevadel enamvidhem samal ajal, ca 03:00 varahommikul (Wittmann jt., 2006). See on
mdistetav, sest sotSiaalne kell dratab ET inimesed liiga vara toopdevadel ja bioloogiline kell
dratab MT inimesed liiga vara puhkepdevadel, kuid NT inimesi see probleem nii tugevalt ei

mdjuta (Roenneberg jt., 2003).
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Joonis 6 Koguvalimi erinevatesse kronotiiiibigruppidesse kuuluvate indiviidide t66- ja
puhkepievade keskmiste unepikkuste erinevused. N = 26 462, vanusevahemik 18-103
eluaastat. Indiviidid on jaotatud pooletunnistesse kronotiiiibivahemikesse puhkepidevade une
keskaja alusel. 95% usaldusintervallid. Alates MSF véartusest 02:30, muutub erinevus t66- ja
puhkepédevade une kestuses statistiliselt vaga oluliseks (p < 0,0001).

Keskmine une puudujiiak tundides
=

Toonadala jooksul kogunenud une puudujiigi Seos
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Joonis 7. Toonéddala jooksul kogunenud une puudujiigi seos kronotiiiibiga. Valimis on
koguvalimist eestlased (n = 21 458) vanuses 18-103 eluaastat. indiviidid on jaotatud

pooletunnistesse

kronotiitibivahemikesse puhkepdevade korrigeeritud une keskaja (MSFsc)

alusel. 95% usaldusintervallid (kohati sama suured, kui punkt ise).
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Eestlaste populatsioonis uneparameetreid analiiiisides ndgime, et toonddal mojutab
inimeste uneharjumusi. Lisaks ndgime ka kronotiilibi sdltuvust soost ja vanusest. Kuna on
olemas algoritm, mille abil saab kronotiilipi soo, vanuse ja toonddala jooksul kogunenud
unevola alusel standardiseerida, lihtsustab see epidemioloogilisi uuringuid kronobioloogias.
Viimane on omakorda oluline, sest fenotiiiibi tdpsem madramine on abiks edasisteks

geneetilisteks uuringuteks.
2.3.2. Per3 VNTR poliimorfismi mdju kronotiiiibile

Edukalt dnnestus genotiipiseerida 822 indiviidi (Joonis 8). Uhe ekstreemselt varajase
indiviidi Per3 VNTR poliimorfism jéi vilja selgitamata ja teda edasistesse uuringutesse ei
kaasatud. Valim rahuldab Hardy-Weinbergi tasakaaluseadust (3*> = 0,61, df = 1, p = 0,434).

Tapsem genotiilipide jaotus valitud ekstreemide hulgas on vélja toodud Joonisel 9.

Joonis 8. Per3 geeni loigu amplifikatsioon. Esimesel rajal on DNA molekulmassi marker
(GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific, USA). Radadel 2 ja 3 on niha Per3*
homosiigoodid, radadel 6 ja 7 Per3> homosiigoodid, ning radadel 4 ja 5 on heterosiigoodid.
Per3* alleeli sisaldava 16igu pikkus on 347 aluspaari ja Per3° alleeli sisaldava 16igu pikkus on
401 aluspaari.
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Per3 VNTR genotiiiibiline jaotus varajastel ja hilistel
kronotiiiipidel, n = 822
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Joonis 9. Genotiiiipide jaotus valitud ekstreemide hulgas. Tulba korgus tahistab genotiiiibi
sagedust varajases ja hilises kronotiiiibigrupis. Tulpade kohal on vastava genotiilibiga
inimeste hulk vastavas kronotiilibigrupis.

Per3* alleelisageduseks kujunes kogu genotiipiseeritud valimis (n = 822) 0,66 ning
Per3° alleelisageduseks 0,34. Saadud sagedused iihtivad teistel Euroopa rahvustel arvutatud
sagedustega (Nadkarni jt., 2005; Ciarleglio jt., 2008). Valitud hiliste indiviidide hulgas oli
Per3” alleelisagedus 0,64 ning valitud varajaste indiviidide hulgas 0,68, mis osutab sellele, et
meie valimis puuduvad erinevused alleelisagedustes ekstreemsete kronotiiiipide vahel. lImnes,
et meie genotiipiseerimiseks valitud indiviidide hulgas ei erinenud Per3 genotiiiibi-sagedused
oluliselt valitud ekstreemsete kronotiiiibigruppide vahel. Seega, oodatud seost Per3 5/5
genotiiiibi ja varajase kronotiiiibi vahel ei eksisteeri (p = 0,148). Koigis kolmes
genotiilibigrupis MSFsasc keskvédrtust analiiiisides ilmnes koige hilisem kronotiitip Per3 5/5
indiviididel (MSFsasc = 04:20 + 1:24) ja koige varasem kronotiitip Per3 4/4 indiviididel
(MSFsasc = 04:07 £+ 1:25). Heterosiigootidel jai korrigeeritud une keskaeg homosiigootide
une keskaegade vahele (MSFsasc = 04:16 + 1:25). Teadaolevalt voib seost Per3 5/5 ja
varasema kronotiiiibi vahel mdjutada KMI. Hiljuti on ndidatud, et Per3 5/5 homostigoodid on
pigem hilisema kronotiiibiga, kui nende KMI on keskmisest korgem (Lazar jt., 2012).
Kontrollides KMI vairtust meie indiviididel, jdi koigil genotiilipidel, MSFsasc véarusest
olenemata, KMI keskvaértus 25 ja 26 vahele ning valimis iilekaalulisi ei esinenud
(standardhélvet arvestades). Seega meie valimis KMI saadud tulemusi ei mojutanud.
Arvestades tosiasja, et indiviidid valiti ekstreemse MSFsasc vidartuse pdhjal on iilaltoodud
keskmise une keskaja erinevused genotiilipide vahel suure tdendosusega ebaolulised, sest
keskvaartuse arvutamisel genotiilipide gruppides neutraliseerisid hiliste ja varajaste, vastavalt

suured ja viikesed MSFsasc viirtused teineteist.
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Kéesolev uuring ei ole ainuke, milles ei onnestunud identifitseerida Per3 VNTR
poliimorfismi moju kronotiitibile. Mdnedes teistes populatsioonides, nt Norras ja Koreas, on

samuti saadud statistiliselt ebaolulisi tulemusi (Kang jt., 2011; Osland jt., 2011).

Uldlevinud kontseptsiooni kohaselt reguleerivad und kaks ostsilleerivat protsessi: une
homoostaas ja tsentraalne tsirkadiaanne siisteem. Need protsessid on omavahel
interaktsioonis. Homaostaasi protsess viljendab ddpdevast ,,une pressi muutumist. Argates
on see kdige vidiksem ja kuhjub pédeva jooksul, kuni iiletab ldve, millest edasi inimene ei
suuda enam #rkvel olla. Odune jooksul inimene taastub ja hommikuks jouab ,,une press jille
miinimumi (Borbély, 1982). Mongrain jt., on tdestanud elektroentsefalograafilisi uuringuid
lébi viies, et varajased ja hilised kronotiiilibid ei erine une regulatsioonil iiksteisest mitte ainult
tsirkadiaanse aspekti poolest vaid ka une homdostaasilt. Nimelt varieerub erineva
kronotiilibiga inimeste deltaaktiivsuse absoluutne amplituud siigavas unes piki aju
anteroposterioorset gradienti. Eesmistes piirkondades algab MT indiviididel uneepisood
korgema deltaaktiivsusega kui ET indiviididel. Suurim erinevus ilmneb aga deltaaktiivsuse
languse kiiruses, mis on maksimaalne MT indiviididel. See omakorda tihendab, et MT
indiviididel on Ghtu saabudes suurem ja hommikul vdiksem ,,une press* (Mongrain jt.,
2006a). Seega vOib Oelda, et nii homdostaas kui tsirkadiaansed protsessid mdjutavad

kronotiiiibi véljakujunemist iiksteisest soltumatult (Mongrain jt., 2006b).

Voimalik, et Per3 VNTR poliimorfismil on suurem efekt hoopis une homdostaasile ja
arkveloleku kognitiivsele vdimekusele, tingides nii indiviidide aktiivsusperioodi eelistustes
erinevusi ja mojutades krontiitipi kaudselt (Viola jt., 2007). Spekulatsiooni kinnitab knock-out
hiirtega labiviidud uuring, kus avastati, et erinevalt Perl-st ja Per2-st, ei ole Per3 geen piisav

juhtimaks tsirkadiaanset riitmi teiste Period geenide abita (Bae jt., 2001).

Per3 5/5 indiviididel on leitud varajase kronotiiiibiga kattuvaid karakteristikuid. Neil
on lithem une latents, rohkem siigava une faase ja deltaaktiivsust. Lisaks esineb neil kiires ehk
paradoksaalses unes enam alfaaktiivsust kui Per3 4/4 indiviididel. Per3° alleeli suhtes
homosiigootsetel inimestel on seega suurem ,,une press* (uinuvad kergemini) kui teistel
genotiiiipidel (Dijk ja Archer, 2010). Ka on néidatud, et vorreldes Per3 4/4 indiviididega on
Per3 5/5 homosiigoodid tundlikumad une deprivatsioonile. Totaalse unepuuduse jargselt
teostatud vaimse vdimekuse uuringud néitasid, et kui 66 alguses ei olnud eri genotiilipidega
inimeste voimekuse vahel olulist erinevust, siis 2—4 tundi peale melatoniini maksimumi, olid
Per3 5/5 indiviidide sooritused Per3 4/4 indiviididest tunduvalt kehvemad (Groeger jt., 2008,
Dijk ja Archer, 2010).
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Per3 VNTR poliimorfismi mdju nii kronotiitibile (Archer jt., 2003; Lazar jt., 2012) kui
ka une struktuurile (erinevused elektroentsefalogrammis siigava ja Kkiire une faaside ajal) on

eelkdige tuvastatud nooremaid (18—30 a) indiviide analiitisides (Viola jt., 2007). Seetdttu

otsustasime analiilisida une homdostaasiga seotud parameetreid meie 2535 aastastel
genotiipiseeritud doonoritel. Valisime inimesed kes olid tiditnud MCTQ unekiisimustiku
voondiajal. Viimane kriteerium oli oluline, sest on teada, et voondi- ja suveaeg voivad mdjuda
indiviidide uneharjumustele erinevalt (Roenneberg jt., 2007b). Pirast mainitud kriteeriumite
rakendamist jéi indiviide jérgi 191, kellest MT inimesi oli 91 (43 Per3 4/4, 36 Per3 4/5 ja 12
Per3 5/5 indiviidi) ja ET inimesi 100 (41 Per3 4/4, 48 Per3 4/5 ja 11 Per3 5/5 indiviidi).
Sellise alavalimi genotiiiipide ja alleelide sagedused ei erinenud oluliselt koigi 822 indiviidid
genotiipiseerimisel saadud genotiilipide ja alleelide sagedustest (Lisa 7) ja seega ei avaldu ka
siin Per3 VNTR mgju kronotiiiibile.

Meie doonoritel kasutatud MCTQ unekiisimustik voimaldas une homdostaasi hinnata
kahe parameetri, latentsi ja keskmise kestuse alusel. Une alguse ja 10pu aega ei saanud hinnata
seetOttu, et genotiipiseerimiseks valiti teadlikult ddrmuslikud kronotiiiibid, mis tdhendab, et
valiku tegemisel olid aluseks une alguse ja 16pu aegade vahelised erinevused, samas kui une

latents ja une pikkus valikult otseselt ei mgjutanud.

Kirjanduses on levinud leiuks Per3 5/5 genotiilibi seos vdiksema une latentsiga. Seda
on kirjeldatud nii usaldusvéirsetes laboratoorsetes uuringutes (Groeger jt., 2008; Dijk ja
Archer, 2010) kui ka analiiisides MCTQ unekiisimustikus kirjeldatud subjektiivset
puhkepéevade une latentsi (Lazar jt., 2012). Vidiksemat une latentsi on tidheldatud ka varajase
kronotiiiibiga inimestel (Soehner jt., 2011). Meie valimis ilmnes MT indiviidide seas kdige
suurem une latents puhkepdevadel heterosiigootidel (13,8 + 16,1 min) ja kdige viiksem
latents Per3 4/4 homostigootidel (10,1 £ 8 min), samas kui ET indiviidide seas oli
heterosiigootidel minimaalne (13 + 9 min) ja Per3 5/5 homosiigootidel maksimaalne (22,5 +
17 min) une latents (Joonis 9). Mainitud erinevused une latentsis ei olnud aga varajaste ja
hiliste kronotiiiipide gruppidesse kuuluvate sama genotiiiibiga noorte doonorite vahel ning ka
kronotiitipide vahel (genotiilipe arvestamata) statistiliselt olulised (p > 0,09). Kiill aga
koguvalimis (n = 822), genotiilipe arvestamata, saime kindlalt viita, et valitud ekstreemsetel
MT indiviididel on vidiksem une latents (10,9 = 10,8 min) kui valitud ekstreemsetel ET
indiviididel (13,7 = 12,8 min) (p < 0,0001). Hetkel ei voimalda meie valim néha, kas ja kui
suurt mdju avaldab Per3 poliimorfism viimasena mainitud puhkepidevade une latentsi

erinevustele ekstreemsete kronotiiiipide vahel.
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Joonis 9. Une latents 25-35 aastastel doonoritel voondiajal. 191 doonorist maérati latents
190-1, iihe indiviidi une latents jdi véljapoole neljakordset standardhilvet ja see eemaldati.
Lillad tulbad ei arvesta Per3 genotiiiipi vaid pdhinevad kronotiiiibil. 95% usaldusintervallid

Keskmine une kestus (t66- ja puhkepdevi kokku arvestades, Joonis 10) oli
genotiipiseerimise valimis koige pikem Per3 5/5 homosiigootidel ja koige lithem
heterostigootidel, seda nii varajases ( Per3 5/5 AvSD = 8:18 = 1 h, Per3 4/5 AvSD = 8:06 +
1:06 h) kui ka hilises (Per3 5/5 AvSD = 8:05 + 1:13, Per3 4/5 AvSD = 7:44 + 1 h)
kronotiitibigrupis. Varajased ja hilised Per3 4/4 homosiigoodid magasid vastavalt 8:15 + 1 ja
8:00 £ 1 tundi. Valimis esinevaid keskmisi une kestusi analiiisides ilmnes, et varajase
kronotiiiibiga indiviidid magasid keskmiselt kauem (8:08 £+ 1 h) kui hilise kronotiiiibiga
indiviidid (07:54 £+ 1 h). Erinevus jéi piisima, kui arvestasime ka doonorite genotiilipe. Samas
ei olnud erinevused iihelgi mainitud juhul statistiliselt olulised (p > 0,05). Ebaolulisus
erinevustes voib olla jarjekordseks tdestuseks, et kronotiilip ja keskmine une kestus on
tiksteisest  sOltumatud tunnused. Meie tulemusi kinnitavad varem publitseeritud
elektroentsefalograafilised uuringud, kus samuti ei leita olulist seost Per3 VNTR genotiiiibi ja
keskmise une kestuse vahel (Viola jt., 2007; Archer jt., 2008).
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Joonis 10. Keskmine une kestus 25-35 aastastel doonoritel voondiajal. Lillad tulbad ei
arvesta Per3 genotiitipi vaid pohinevad kronotiiiibil. 95% usaldusintervallid

Voimalik, et polimorfismi mdju paremaks analiilisimiseks ja &draspidiste tulemuste
véltimiseks oleksime pidanud inimeste valikul ldhtuma nende genotiiiibist mitte aga MCTQ
pohjal méaaratud kronotiiiibist. Hoolimata sellest, et kasutatud MCTQ on usaldusvéarne, jaab
see unekisimustik ikkagi subjektiivseks. Meil puuduvad tdendid, et &darmuslikeks
kronotiitipideks valitud indiviidid, olenemata oma 2,5-4 tunnisest une keskaegade
erinevusest, ikkagi olid ekstreemid. Paljud varem publitseeritud positiivsete tulemusega
uuringud on kasutanud MEQ unekiisimustikku (Archer jt., 2003; Jones jt., 2007). Meie tehtud
katse kiigus suurendab veapiire Per3” alleeli kdrge sageduse t3ttu saadud Per3 4/4 ja Per3 5/5
genotiiiibiga inimeste liialt erinev hulk (4/4 homosiigoote sattus katse valimisse n = 822 ja
alavalimisse n = 191 peaaegu neli korda rohkem kui 5/5 homosiigoote). Eelnevast tulenevalt
on neid genotiiiibiklasse omavahel keeruline vorrelda. Usutav on ka, et meie valimi
vanuseline vahemik oli liialt suur, sest siiani on enim publitseeritud uuringutes kasutatud
nooremaid inimesi, vanuses keskmiselt 18-30 eluaastat (Archer jt., 2003; Lazar jt., 2012). On
taheldatud, et vanemate inimeste (eeclkdige 40-49) 6opdevase aktiivsusperioodi eelistus on
vihemal madral mojutatud genotiilibist ja rohkemal médral mojutatud sotsiaalsetest
faktoritest, nt perekondlikud kohustused voi toorutiin, sSamas kui noorematel on Piikese kell

ja bioloogiline kell omavahel tugevamas siinkronisatsioonis (Jones jt., 2007).
37



KOKKUVOTE

Une ja aktiivsusperioodi vaheldumise riitmi regulatsioon on viaga kompleksne, seda
mojutavad paljud kellageenid ja nende interaktsioon viliskeskkonnaga, aga ka une
homoostaas. Une- ja aktiivsusperioodi Odpdevase eelistuse alusel jaotuvad inimesed

normaaljaotuse jargi erinevateks kronotiitipideks, skaalal varajastest hilisteni.

Bakalaureusetdd eksperimentaalses osas analiiisisime TU Eesti Geenivaramu
doonorite (n = 26 462) uneparameetreid MCTQ kiisimustiku abil kogutud andmete alusel.
Leidsime et nn keskmise kronotiiiibiga inimestel (42,5%) jaab korrigeeritud une keskaeg kella
03:30-04:30 vahele. Selgus, et hilise kronotiiiibiga inimeste hulk iiletab varajase kronotiiiibiga
inimeste hulga. Leidsime ka, et mehed on naistest {ildiselt hilisema kronotiiiibiga ja mdlema
soo kronotiitip muutub vanuse kasvades varasemaks. Sagedasemaks (39,6%) keskmiseks une

kestuseks oli meie koguvalimis 7,5—8,5 tundi. Koik need leiud on vdga sarnased 55 000

Kesk-Euroopa indiviidi MCTQ uneandmete analiitisil saadud leidudega. Lisaks ndgime, et
Kronotiilibi hilisemaks muutumisega kaasneb une puudujidgi kuhjumine téonéddala jooksul,
sest mida hilisem on puhkepdevade une keskaeg seda suuremad on erinevused t66- ja
puhkepédevade une kestuse vahel. Mainitud positiivse korrelatsiooni (r = 0,62, p < 0,001) tottu
on just ddrmuslikel kronotiiiipidel bioloogiline ja sotsiaalne kell omavahel vastuolus. See
tdhendab, et nad ei suuda endale bioloogiliselt mittesobival, kuid {ihiskonnas levinud t6oajal,
efektiivselt tegutseda. Mainitu all kannatab nii {thiskond, kui ka indiviidi isiklik elukvaliteet,
sest elamine nihkes bioloogilise kellaga tekitab une puudujddki, mis omakorda voib
pOhjustada suitsetamist ja alkoholi liigtarvitamist, psiihholoogilisi probleeme, ning

kehakaaluga seotud tervisehdireid.

Une- ja éarkveloleku tsiikli keerulises regulatsioonis on geneetikal teadaolevalt

46—52% suurune osakaal. Kellageenide transkriptsiooni tsirkadiaansete riitmide uurimisel on

ilmnenud tugev korrelatsioon tsirkadiaanse riitmi markerite (melatoniin ja kortisool) ja Per3
geeni ekspressiooni vahel. Seega on pdhjust arvata, et poliimorfismid selles geenis voivad
muuta une- ja drkveloleku tsiiklit. Bakalaureuseto6 raames darmuslike kronotiilibiga inimeste
Per3 varieeruva arvuga tandemkorduse (rs57875989) genotiipiseerimisel osutus Per3*
alleelisageduseks 0,66. Per3 4/4 genotiiiibiga inimesi oli 43% ja Per3 5/5 genotiiiibiga 11%.
Uldlevinud arusaamaks on, et Per3 5/5 homosiigoodid on pigem varajase kronotiiiibiga
inimesed. Vorreldes Per3 4/4 homosiigootidega, paistab neil olevat pikem keskmine une
kestus, lithem une latents, suurem une press Shtul, enam deltaaktiivsust 66 algul ning vihem

hommikul. Meil paraku ei 6nnestunud oma valimi (n = 822, 25—50 a.) analiiiisil leida olulist
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seost Per3 5/5 genotiilibi ja varajase kronotiiiibi vahel (p = 0,148). Une homdostaasi ja
genotiilibi omavahelise seose uurimiseks kasutasime puhkepédevade une latentsi ja keskmist

une kestust. Genotiipiseeritud nooremate 25—35 aastaste doonorite subjektiivses une latentsi

vaartuses voondiajal puudusid ddarmuslikes kronotiiiipide klassides erinevate genotiilipidega
inimeste latentsi keskvéaartusi vorreldes olulised seosed (p > 0,09). Olgugi, et 25—50 aastaste
vanuseklassis, genotiilipe arvestamata, oli varajastel kronotiiiipidel une latents vdiksem kui
hilistel kronotiiiipidel (p < 0,0001). Keskmine une kestus oli nii varajastel kui hilistel
kronotiitipidel suurim Per3 5/5 homosiigootidel ja viikseim heterosiigootidel (p > 0,05).
Erinevuse ebaolulisus voib olla tingitud sellest, et iildiselt peetakse kronotiiiipi ja une kestust

uksteisest soltumatuks tunnuseks.

Uneparameetrite analiiisidel, nii ekso- kui ka endogeenseid faktoreid arvestades,
saadakse tihtilugu véga varieeruvaid tulemusi. Seega on endogeense kellamehhanismi, une
homdgostaasi ja viliskeskkonnast tulevate tegurite mdju hindamiseks kronotiiiibi kujunemisele
vaja teha edasisi uuringuid. Per3 geeni uuringutes tuleks hinnata ka mitmete teiste selle geeni
poliimorfismide moju. Meie edasistesse plaanidesse kuulub Per3 geeni promootorist
avastatud thenukleotiidsete poliimorfismide uuring, kuivord need vdivad mojutada Per3

valgu ekspressioonitaset ja seeldbi ka organismi 66péevast aktiivsuse riitmi.
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Analysis of The Sleep-Wake Cycle Based on The Data of The Estonian Biobank Donors
The Influence of Per3 VNTR rs57875989 on Sleep Parameters

SUMMARY

Jaanika Moro

Sleep is a complex trait, we still do not exactly know what is behind it, but we do
know that it is regulated by two main components, the circadian and the homeostatic
component. The centre of the circadian component is suprachiasmatic nucleus that drives
melatonin and core body temperature rhythms and synchronizes all our cells into one
circadian rhythm and our body to Earth's 24-hour day and night rhythm. Independent from
the circadian component is sleep homeostasis that implicates sleep-wake cycle through sleep
pressure, sleep stages and sleep latency. Both of these components are influenced by genes,

environmental factors and the interaction of these two.

Sleep-wake cycle among people varies, partly because the ability to synchronize our
external (Sun) and internal (hormones) time varies. When people differ in this ability, they are
referred to as different chronotypes. The aim of this research was to estimate chronotype,

other sleep parameters and their association with VNTR polymorphism in clock gene Per3.

For the analysis we used MCTQ data from the Estonian Genome Centre (n = 26.462).
Chronotype has a bell-shaped distribution in the population, and is best described by the mid-
sleep on free days (MSF). As the mid-sleep on workdays (02:30-03:30, 47.6%) is different
from the mid-sleep on free days (03:30-04:30, 30.5%), it has to be corrected for sleep dept
accumulating during the workweek. Last parameter is excellent for revealing sex and age
differences in chronotypes. We found men and younger people to be later chronotypes than
women and elderly, respectively. After correcting mid-sleep further for age- and sex-
dependent changes (MSFsasc), the most frequent chronotype (42.5%) in our population had
mid-sleep between 03:30 and 04:30. We also studied sleep duration. 39.6% of the population
slept on average for 7.5—8.5 hours. Although sleep duration and chronotype are considered to
be independent from each other, the fact that, the later the chronotype, the greater the
difference between work and free day sleep durations, shows that these two traits are not
totally independent. This correlation is the result of the sleep deprivation accumulating in later
chronotypes during the workweek, which in turn may lead to psychological problems,

excessive alcohol consumption and sometimes even to obesity and heart problems.
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There is evidence that VNTR polymorphism (rs57875989) in Per3 coding region
might have an influence on chronotype and on sleep homeostasis especially because Per3
rhythm correlates strongly with melatonin and cortisol rhythms. For confirming the influence

on chronotype and on homeostasis, we genotyped extreme chronotypes (2.5—4 h difference in
MSFsasc, aged 25—50, n = 822). Per3* allele frequency was 0.66. Unfortunately, like some

other studies, we could not distinguish the association between Per3 5/5 genotype and earlier
chronotype (p = 0,148). For estimating the association between Per3 genotype and
homeostasis, we used subjective sleep latency on free days and average weekly sleep
duration. Both of these parameters were analysed on 25 to 35-year-olds and on standard zone
time, but the results were not statistically significant. Despite of the fact that extreme morning
types had shorter sleep latency than extreme evening types (p < 0.0001), latency between
same genotypes in different chronotype groups did not differ significantly (p > 0.09). People
carrying two 5 repeat alleles, had the longest and people carrying 4 and 5 repeat alleles had
the shortest average sleep duration in both extreme chronotype groups, but again, the

difference was not statistically significant (p > 0.05).

Researches analysing associations between Per3 VNTR and sleep parameters are
overall controversial. This demonstrates the fact that mechanisms underlying sleep-wake
cycle regulations are to this time still unknown and worthy of investigation. Further Per3
VNTR studies should also take into account single nucleotide polymorphisms recently found
from the promoter region, because they are likely to have an impact on the PER3 protein
expression and through that an impact on circadian rhythms. Also, it might be interesting to
study Per3 VNTR in breast cancer patients, because breast cancer is associated with an
exceptionally high rate of sleep problems and therefore Per3 polymorphism is considered to

be one of the risk factors of this cancer.
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LISAD

Lisa 1. Valemid uneparameetrite arvutamiseks Microsoft Office Excel
tarkvaraprogrammis

SO_w- une algusaeg toopéaevadel

=IF(OR(MAGAMA SATTIMISE KELLAAEG TOOPAEVADEL="";UINUMISEKS
KULUNUD MINUTID TOOPAEVADEL="");"";IF((MINUTE(MAGAMA SATTIMISE
KELLAAEG TOOPAEVADEL)+UINUMISEKS KULUNUD MINUTID
TOOPAEVADEL)/60+HOUR(MAGAMA SATTIMISE KELLAAEG
TOOPAEVADEL))>12;((MINUTE(MAGAMA SATTIMISE KELLAAEG
TOOPAEVADEL)+UINUMISEKS KULUNUD MINUTID
TOOPAEVADEL)/60+HOUR(MAGAMA SATTIMISE KELLAAEG TOOPAEVADEL))-
24;((MINUTE(MAGAMA SATTIMISE KELLAAEG TOOPAEVADEL)+UINUMISEKS
KULUNUD MINUTID TOOPAEVADEL)/60+HOUR(MAGAMA SATTIMISE
KELLAAEG TOOPAEVADEL))))

SE_w- drkamise aeg toopaevadel

=IF(SE_w hh:mm ="";"";HOUR(SE_w hh:mm)+MINUTE(SE_w hh:mm)/60)
SD_w- une kestus toopievadel
=IF(OR(SE_w="";SO_w="");"";SE_w-SO_w)

SO_f- une algusaeg puhkepievadel

=IF(OR(MAGAMA SATTIMISE KELLAAEG PUHKEPAEVADEL="";UINUMISEKS
KULUNUD MINUTID PUHKEPAEVADEL="");"";IF(((MINUTE(MAGAMA SATTIMISE
KELLAAEG PUHKEPAEVADEL)+UINUMISEKS KULUNUD MINUTID
PUHKEPAEVADEL)/60+HOUR(MAGAMA SATTIMISE KELLAAEG
PUHKEPAEVADEL))>12;(MINUTE(MAGAMA SATTIMISE KELLAAEG
PUHKEPAEVADEL)+UINUMISEKS KULUNUD MINUTID
PUHKEPAEVADEL)/60+HOUR(MAGAMA SATTIMISE KELLAAEG
PUHKEPAEVADEL))-24;((MINUTE(MAGAMA SATTIMISE KELLAAEG
PUHKEPAEVADEL)+UINUMISEKS KULUNUD MINUTID
PUHKEPAEVADEL)/60+HOUR(MAGAMA SATTIMISE KELLAAEG
PUHKEPAEVADEL))))

SE_f- drkamise aeg puhkepievadel

=IF(SE_f hh:mm="";"";HOUR(SE_f hh:mm)+MINUTE(SE_f hh:mm)/60)
SD_f- une kestus puhkepievadel
=IF(OR(SE_f="";SO_f="");"",SE_f-SO_f)

AvSD- keskmine une kestus (eeldusel, et todpédevi on nidalas 5 ja puhkepdevi 2)
=IF(OR(SD_w="";SD_f="");"";(5*SD_w+2*SD_f)/7)

MSW- une keskaeg toopaevadel
=IF(OR(SD_w="";SO_w="");"";SO_w+SD_w/2)

MSF- une keskaeg puhkepéevadel
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=IF(OR(SD_f="",SO_f="");"";SO_f+SD_f/2)

MSF_sc- unevdla suhtes korrigeeritud une keskaeg puhkepievadel
=IF(OR(MSF="";SD_f="";AvSD="");"";MSF-(SD_f-AvSD)/2)

MSF_sasc- unevdla, soo ja vanuse suhtes korrigeeritud une keskaeg puhkepievadel

=IF(OR(SUGU=""VANUS="";MSF_SC="");""IF(NOT(OR((SUGU="N"):(SUGU="M")));
4,4773482+(MSF_SC-(IF(VANUS<20;-0,70564+0,48648*VANUS-
0,0098864*VANUSA2;3,5422%(((VANUS-5,5844)/-38,392)/SQRT (1+((VANUS-5,5844)/-
38,392)"2))+6,3782))): IF(SUGU="N":4,4773482+(MSF_SC-(IF(VANUS<20;-
0,17136+0,43229*VANUS-0,0090152* VANUS"2;73,716*(((VANUS+32,128)/-
12,294)/SQRT(1+((VANUS+32,128)/-12,294)"2))+76,576)));4,4773482+(MSF_SC-
(IF(VANUS<22;-1,6392+0,58632*VANUS-0,011876*VANUS"2;3,0288*(((VANUS-
16,382)/-30,966)/SQRT(1+((VANUS-16,382)/-30,966)"2))+5,9414))))))

AMS-,,sotsiaalne* voondivahetusvisimus

=ABS(MSF-MSW)
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Lisa 2. Publitseeritud uuringud, kus on kellageenides esinevaid poliimorfisme
seostatud tsirkadiaanse fenotiiiibiga (Steinmeyer jt., 2009, kohandatud)

Polimorfismi Amino- Seose
Geen Liik Regioon ‘ a . ia happe Fenotiitip esine- |Publikatsioonid
originaalnimi \
vahetus mine
Elson 17 AlD82G Jzh DEPE ja N-24 Ei Iwase jt.. (2002}
Elson 17 G1955A Jzh DEPE ja N-24 Ei Lwase jt.. (2002}
Hommilk—Shtw selistus  [Jzh Mishima jt.. (200357
Hommil—&htu selistus [Jzh Katzenbers jt.. (1958}
Hommil—&htu aalistes,
DEPE Ei Robilliard jt.. (2002}
DEPE ja N-24 Ei Lwase jt.. (2002}
Hommilc—htu ealistus,
3'UIR T3111C Ei DEP3 Ei Pedrazzoli it (200T)
Hommilc—Ghtu eslistus,
LOCE Inimens 3'UTR T237G Ei DEPE Ei Pedrazzoli it (20071
Elzon 13 T2434C Ei Hommil—&htu eslistus  |Jah Carpen 1t (2006
PERIOD] |Inimens Elczon 13 AZR4BG Ei Hommilc—&htu eslistus |Ei Eatzenbers 1t.. (1960}
Elson 17 A2106G Jah ASPE Jzh Tohijt.. (20013
Promootor C-1228T Ei Hommile—Shtu eelistus |Ei Carpen jt.. (20053
5'UTR C111G Ei Hommile—Shtw selistus  [Jah Carpen jt.. (20053
PERIODZ |Inimens Elson 23 G3833A Jzh Hommilk—Shtv selistus |Ei Carpen jt.. (20053
T1840G, C2350G, DEr3
T3I110C, A34734, (haplotiibi analiis dls
Elson 15, 17, 18, 20 [d=1(3031-3084nt) Jzh kedigi vite lookuse) Jzh Ebisawa jt.. (2001}
Viie vi1 nelja kordusega
Elzon 13 VNTE Hommil—&htu ealistus  |Jah Jones jt.. (2007)
Hommilk—Shtu salistus,
del(3031-3084nt) DSES Jzh Archer jt.. (2003}
PERIODA |Inimens Elson 13 TI1540G Jzh Hommilk—8htw selistus [Jzh Ighansson jt.. (20037
Promootor T-542G Ei Une homdaostaas Ei Wane jt.. (20047
Uns homoostaas Jah Wane it (20047
Promootor G-263C Ei DEPS Ei Hohjoh jt.. {2003}
Elkson 4 CT02T Ei DEPE Ei Hohjoh jt.. (2003}
Elson 4 CT56T Ei DEPE Ei Hohjoh jt.. {2003}
AANAT Inimens Elson 4 GE1oA Jzh DEPE Jzh Hohich jt.. (2003}
CEIS Inimens Elson 2 T44A" Jzh FARDPR Jzh Hujt.. (2005)
CEl:z Inimens Ekson § G1223A Jzh DEPE ja N-24 Jzh Takano jt.. 2004}
Ekson 1 C160T Jzh DEPE ja N-24 Ei Ebizawa jt.. {1585}
MTWRIa |Inimesns Elson 2 C470T Jzh DEPS ja N-24 Ei Ebizawa jt.. {1555}
Elson 1 GT1A Jzh DEPS ja N-24 Ei Ebisawa jt.. (2000}
MTWRIb  |Inimens Ekson 1 C196T Jzh DEPE ja N-24 Ei Ebizawa jt.. (20007
Fataalne perskendlik
EPRNP Inimeana Elson 2 D178N" Jah vnatus Jah Tafti jt.. (2005)
TIMELESS |Inimens Elzon 20 A2B34G Jzh Hommilk—8htv selistus |Ei Padrazzoli jt.. (20007
HLA DRI |Inimens DEPS Ei Hohjoh ijt.. (1585}

DSPS, hilinenud une siindroom; (F)ASPS, (Perekondlik) varajase une slindroom; N-24,
ithenukleotiidne poliimorfism, VNTR,

ebaregulaarne une-arkveloleku
varieeruva arvuga tandemkordus

tsiikkel; SNP,

# Viitab nukleotiidsele asendusele vdi nukleotiidi positsioonile

® Aminohappe muutus koos positsiooniga valgus
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Lisa 3. Koguvalimi (n = 26 462) soolist ja vanuselist jaotust peegeldav graafik
Koguvalimi vanuseline jaotus
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Lisa 4. Per3 poliimorfismi genotiipiseerimiseks soo vanuse ja unevéla suhtes
korrigeeritud une keskaja (MSFsasc) alusel valitud valimi (n = 823) ja koguvalimi (n
= 26 462) jaotuskoverad. Per3 genotiipiseerimise valimis on ainult eestlased vanuses 25
kuni 50 aastat.

Genotiipiseerimiseks valitud indiviidide ja koguvalimi
kronotiiiipide jaotuskover

30
MSFsasc, h=823, 25-50 aastat

25
== MSFsasc, n= 26462

10

Valitud indiviidide hulk protsentides
&
|

O 1 1 1 1T 2 T T T T T T
1,00 1,40 1,80 2,20 2,60 3,00 3,40 3,80 4,20 4,60 5,00 5,40 5,80 6,20 6,60 7,00 7,40 7,80
Kronotiiiip (unevola, vanuse ja soo suhtes korrigeeritud)- kohalik aeg
(4,00=04:00)
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Lisa 5. Kronotiiiipide jaotusi koguvalimis (n = 26 462) kujutavad graafikud.

Indiviidide hulk protsentides

30

25

20

15

10

Kronotiiiipide jaotuskover koguvalimis

MSF, n= 26462
== MSFsc, n= 26462
/\M
/ \ =< MSFsasc, n= 26462
/ /[\ ’\ ——MSW, n= 26462
88888888?_888888888888888

Kronotiiiip, kohalik aeg (4,50 = 04:30)
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Lisa 6. Une kestusi too- ja puhkepievadel ja keskmist une kestust koguvalimis (n =
26 462) kujutavad graafikud

Une kestuse jaotus koguvalimis
25

——SD_w, n= 26462

N
o

SD_f, n= 26462

[EEN
a1

==AvSD, n= 26462

Indiviidide hulk protsentides

\\
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Lisa 7. Per3 VNTR (rs57875989) genotiipiseerimise valimi ja noortest doonoritest

koosneva osavalimi (unecandmed v6ondiajal) genotiiiipide ja alleelide sagedused
varajases ja hilises kronotiiiibiklassis

Valim 25-50, n = 822 25-35, n =191, voondiaeg
Per3 Per3 Per3 Per3* Per3 Per3 Per3 Per3*
4/4 4/5 5/5 alleeli- | 4/4 4/5 5/5 alleeli-
sagedus sagedus
Varajane | 187 179 40 0,68 43 36 12 0,67
(MSFsasc | (46%) (44%) (10%) (47%) (40%) (13%)
<2,99)
Hiline 166 200 50 0,64 41 48 11 0,65
(MSFsasc | (40%) (48%) (12%) (41%) (48%) (11%)
> 5,32)
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