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SISSEJUHATUS

Bioloogilised riitmid siinkroniseerivad kaitumuslikke, biokeemilisi ja flisioloogilisi protsesse
keskkondlikele muutustele vastavalt. See voimaldab organismil kohaneda, oodata ja vastata
efektiivsemalt viliskeskkonna muutustele. Paljud flisioloogilised protsessid ja parameetrid
nagu kehatemperatuur, une- ja drkveloleku tsiiklid, toitumine ning mitmed teisedki on
ritmilised. Riitmilisus ilmneb {ihtlasi eelnevaid protsesse  kontrollivate  geenide

transkriptsioonilises ekspressioonis (Sukumaran et al., 2010).

Biotehnoloogia ja —informaatika kiire areng lahiminevikus on voimaldanud rakendada uusi
meetodeid, mille abil on vdimalik teostada suuremahulisi andmeanaliiiise. Ekspressiooni
kvantitatiivse ~ tunnuse  lookuste uuringu abil saab andmeanaliiiisil  ithendada

genotiipiseerimisandmed ning geeniekspressiooni andmed.

Kiesoleva bakalaureusetod eesmirgiks oli Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu doonorite
andmete pohjal uurida tsirkadiaanse riitmiga geenide funktsioone, kasutades kirjandusallikaid,
ning detekteerida iilegenoomselt paiknevaid markereid, mis avaldavad moju nende

ekspressioonitasemele ja uurida markerite seost metaboliitidega.

Mirksonad: eQTL, tsirkadiaansed geenid, metaboliidid, SNP



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Bioloogilised riitmid

Bioloogilised riitmid on iildlevinud fenomeniks kdikidel elusorganismidel, tstianobakteritest
kuni inimesteni. Riitme klassifitseeritakse nende ajalise kestvuse jargi ultradiaanseteks,
infradiaanseteks ja tsirkadiaanseteks. Riitme, mis viltavad iile 24 tunni, nimetatakse
ultradiaanseteks (Merica & Fortune, 2004). Alla 24 tunni kestvad riitmid on infradiaansed.
Uni jaguneb mitmeteks lithemateks tsiikliteks, olles sellest tulenevalt ka infradiaansete
omadustega. Mitmed rakutasandil toimuvad protsessid on pidevad ning kestavad alla 24
tunni. Ligikaudu 24 tundi viltavad riitmid on tsirkadiaansed (circa diem, lad k) (Sukumaran,
2010).

1.2. Tsirkadiaansed riitmid

Tsirkadiaanseid riitme siinkroniseerib organism nii enda kui ka véliste keskkonnatingimuste
jérgi, millest olulisim on 60 ja pdeva vaheldumine. Pittendrighi ja Bruce’i ,tsirkadiaanse
resonantsi  hiipoteesi“ kohaselt elusorganismid, kelle sisemine ajatunnetus {ihtib
véliskeskkonna ajatunnetusega, tulevad eluga ,,paremini* toime (Pittendrigh, 1960). Viliseid
faktoreid nimetatakse zeitgeberiteks (ajaandja, sks k), mis on iihtlasi vajalikud organismi
sisemiste protsesside reguleerimiseks (Hofstra & de Weerd, 2008). Geeniekspressiooni
Kiipide uuringutes on selgunud, et igas koes ligikaudu 10% transkriptidest on tsirkadiaanse
kontrolli all (Akhtar et al., 2002; Duffield et al., 2002; Panda et al., 2002; Storch et al., 2002).

1.3. Zeitgeberi signaalid

Tsirkadiaansete faaside tiapseks reguleerimiseks 24-tunnisteks tsiikliteks, peab tsirkadiaanset
kella kohandama igapédevaselt. Kohandamine on vdimalik zeitgeberitega, milleks on
sealhulgas ajastatud uni, aktiivsus, temperatuur ning vélised sotsiaalsed signaalid nagu
kellaaeg ja toidukorrad. Kodige tugevam zeitgeber on valgus, mille piitiavad kinni spetsiaalsed
fotoretseptorid reetinas asuvates ganglionirakkudes. Signaal liigub reetinast moodda
neuroanatoomilist rada, mida nimetatakse retinohiipotalaamiliseks traktiks, tsirkadiaanse kella
peamisse regulatsioonikohta ajus, kus toimub kella kohandamine. Tsirkadiaanse kella
seadistus soltub valguse lainepikkusest, intensiivsusest, ajastusest, hulgast, mustrist ja
kestvusest (Hofstra & de Weerd, 2008). Valguse ajastus mojutab tsirkadiaanset kella, kuid
oodatava pdevase valgusperioodi viltel seda ei ilmne. Valgusimpulss videviku ajal pdhjustab
faasi viivitust, kuid koidikul faasi edenemist. Sellest ilmneb, et tsirkadiaanne kell reguleerib
enda tundlikkust vilisele signaalile. Tundlikkus valgusele on iseloomulikuks tunnuseks kella

funktsioonist erinevatel liikidel (Panda et al., 2002).
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Temperatuuri kompenseerimine on iiks viljapaistvamaid tsirkadiaanse siisteemi tunnuseid.
Viliskeskkonna temperatuuri mdoddukad variatsioonid ei mojuta tsirkadiaanse ostsillatsiooni

perioodi pikkust (Brown et al., 2002).

Zeitgeberi puudumisel on tsirkadiaanne riitm ,,vabajooksuga“, perioodilisus erineb veidi
tavapirastest 24-tunnistest tsiiklitest. Manchesteri Ulikoolis viidi 1973. aastal 14bi katse, mille
korral seitse iiksikut katsealust ning kaks neljast gruppi katsealuseid olid 5-13 pideva
isolatsiooniruumis. Katsealused polnud teadlikud kellaajast ega 66 ja pdeva vaheldumisest.
Tulemustest jareldus, et ainult kolm iiksikut katsealust ning iiks neljane grupp votsid omaks
25-27-tunnise ritmi. Uuringus moddeti uriini koostisosasid (naatrium, kloriid, kaalium,
kaltsium, fosfaat) ja kehatemperatuuri (Mills et al., 1974). Lisaks toimus juba 1977. aastal
esimene uuring tuvastamaks tsirkadiaansete hdirete olemasolu pimedatel inimestel. Selleks
mdodeti subjekti kehatemperatuuri, iildist voimekust, kortisooli sektretsiooni ja urinaarsete
elektroliititide eritust. Uuringust selgus, et pimedal mehel, kellel puudus valguse tunnetamise

vdime, oli ,,vabajooksu‘ tingimustes riitmide periood 24,9 tundi (Miles et al., 1977).

Kella kontrollmehhanism koos perifeersete kelladega voimaldab ajaga seostatud homdostaasi,
mis vOib viliste tegurite (valgus, sotsiaalsed tegevused, toiduhulgad) mdjul korrapdratuks
muutuda. Hiireid esineb riitmides igapdevaselt (voondivahetusvdsimus, vahetustega t60),
sealhulgas ka une- ja psiihhiaatriliste hdiretega on kdrvalekaldeid tavapdrastest riitmidest
(Schulz & Steimer, 2009). Kaheteistkiimnetunnine nihe une ajastuses voi ajavoondis avaldab
mdju kuni kaks nddalat, kuid enamasti enne endise siinkronisatsiooni taastumist toimuvad

uued nihked (Barnes et al., 1998).

1.4. Tsirkadiaansete riitmide hindamine

Tsirkadiaanseid riitme otseselt hindavad markerid on kehatemperatuur, melatoniini ja
kortisooli tootmine. Melatoniini sekreteeritakse kébikehas ja teistes kudedes pimedal
perioodil, mistdttu selle tasemeid ei mojuta aktiivsustsiiklid. Melatoniin on osaliselt vastutav
kogu organismi kellasiisteemi siinkroonse toimimise eest. Melatoniin toimib kui peamise

kellasiisteemi tagasiside, melatoniini kuhjumisel on peamise kellasiisteemi tagasisidestus

inhibeeritud (Richards & Gumz, 2012).

Melatoniini 24-tunnine ritmilisus on iiks robustsemaid faasimarkereid, kuid melatoniini
tootmishetke algust loetakse iihtlasi tsirkadiaanse faasi indikaatoriks. Melatoniini taset saab

modta plasmas ja siiljes, tihtlasi on melatoniini derivaate uriinis. Ekslike andmete viltimiseks
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voetakse  melatoniiniproove  hdmarates  valgustingimustes, mida loetakse iiheks
usaldusvairsemaks mojutajaks. Indiviidis varieerub melatoniini tase vidhe, kuid laiemas
valimis on inimeste melatoniini absoluutses produktsioonis suured erinevused. Melatoniini
tasemel ja inimeste vanusel pole kindlat seotust. Teatud piirides vGivad melatoniini taset
mojutada fiilisiline aktiivsus, uni ja unepuudus, kofeiin ning mitmed ravimid, niiteks
beetablokaatorid (Hosfstra & de Weerd, 2008). Mdju melatoniini tootmisele ja sekretsioonile
on tiheldatud ka madala sagedusega elektromagnetlainetel, mis kiirguvad elektriliinidelt ja
elektriseadmetelt (Brainard et al., 1999).

Kortisooli, mille sekretsioon on viga riitmiline, siinteesitakse neerupealiste koores. Kortisooli
tase koigub pdeva viltel. Jarsk tous leiab aset 66 teisel poolel vastu hommikut ning langeb
miinimumi ohtuti. Kortisooli tasemeid on vdimalik médrata seerumis ja siiljes. Mitmed
faktorid mojutavad kortisooli sekretsiooni, sealhulgas fiilisiline ja psithholoogiline stress, mis
tostavad sekretoorset aktiivsust. Valguse mojul hommikune kortisooli tase tduseb
maérgatavalt, pohjustades nihkeid faasides. Vananedes kortisooli tsirkadiaanne amplituud
vdheneb (Hardeland et al, 2012).

Tsirkadiaanseid riitme on voOimalik hinnata nii otsesel kui ka kaudsel viisil. Inimese
tsirkadiaansete riitmide uurimisel on peamiseks takistuseks keerukus ja rahalised kulutused.
Tsirkadiaanseid kelli peab uurima ajutises isolatsioonis ning inimese tsirkadiaansete uuringute
korral on rangeks nodudeks subjektide isoleerimine muutlikest keskkonnatingimustest
pikendatud konstantse rutiiniga ajaperioodiks (Aschoff, 1965; Wyatt et al., 1999). Varasemalt
oli véhestel uurijatel olemas vajalikud ressursid ja vahendid teadusuuringute lébiviimiseks.
Sellest tulenevalt tekkisid olulised asendusmeetodid inimese tsirkadiaansete riitmide
hindamiseks. Niitidseks on meetoditel kaks pohisuunda. Esimeseks ldhenemisviisiks on
katsealuse pédevaste eelistuste ja kronotiilibi midramine, kasutades kiisimustikke,
hormonaalseid markereid ja aktigraafiat, hinnatakse viliskeskkonna mojus tsirkadiaansetele
riitmidele igapdevaelus (Roenneberg et al., 2003; Ancoli-lIsrael et al., 2003; Horne & Ostberg,
1976; Sack et al., 2007). Teine ldahenemisviis on vilja arendatud inimese tsirkadiaansete
riitmide hindamiseks biopsiatest ja vereproovidest, kasutades rakukultuuridel pdhinevaid ja

molekulaarseid meetodeid (Brown et al., 2005).

1.5. Héired
Tsirkadiaansete riitmide stabiilsus on vaimse ja fiilisilise tervise aluseks. Ebakorrapérased
ritmid voivad tekitada organismis suuremaid muutusi, olles haiguse tekke eelsoodumuseks

(Joonis 1.). Depressioonis voi psiiithikahdiretega patsientidel on toimunud muutused
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bioloogilistes riitmides tavapdrasega vorreldes. Mittefarmakoloogilised (valgusteraapia,
rliitmiteraapia) ja farmakoloogilised (liitium, antidepressandid, agomelatiin) teraapiad haiguste
ravil mojutavad tsirkadiaanseid riitme, mis osutavad bioloogiliste kellade olulisusele nende
haiguste patofiisioloogias. Depressiivsete episoodide viltel mitmed riitmid nihkuvad faasiga
edasi, nditeks kortisooli sekretsioonis ja kehatemperatuuris. Riitmide amplituudi vihenemist

esineb melatoniini sekreteerimisel (Schulz & Steimer, 2009).

Riitmide muutused vodivad mdjutada haiguste puhkemist, selle pohjuseks on fiisioloogiliste
protsesside teatavad kindlad faasid. Rabandused ja miiokardi infarkt toimuvad koige
sagedamini varastel hommikutundidel, olles korrelatsioonis ajaga, mil vererdhk tduseb jarsult.
Tsirkadiaanse regulatsiooni olemasolu kardiovaskulaarses siisteemis on teada 1960.ndatest
(Kaneko et al., 1968). Samuti on tdheldatud, et astmahaigetel on raskemad siimptomid
tavaliselt varahommikuti (Lear & Allada, 2012).

Vahetustega t66 ning voondivahetusvasimusega kaasneb ebaiihtsus tsirkadiaansetes riitmides,
mis viib hormonaalsete tasemete kdikumiseni (Scheer et al., 2009). Epidemioloogilised
uuringud on ndidanud, et naised, kes to0tavad Odvahetustes, omavad suurenenud riski
rinnavéhi tekkeks. Sellest voib jireldada, et tsirkadiaansete riitmide eest vastutavad geenid
voivad mojutada vastuvotlikkust rinnavéhile (Stevens & Rea, 2001; Hansen, 2001; Davis et
al., 2001; Schernhammer et al., 2001). Uheks oluliseks faktoriks vdib selle korral olla ine
valgus ja sellest tulenev melatoniini taseme langus (Stevens, 2005). Sotsiaalsetel mojutajatel
on suur toime tsirkadiaansele kditumisele. Reisidel mitmeid ajatsoone ldbides peab sisemine
kell seadistuma keskkonnaliste tsiiklite nihetega. Kroonilise voondivahetusvdsimusega
nérilistest mudelorganismide eluiga on lithem (Lear & Allada, 2012). Lisaks reisimisega
seotud voondivahetusvasimusele eksisteerib sotsiaalne vasimus, mille korral sotsiaalsetest
mojutustest tulenevalt tekib krooniline unepuudus. Vihese uneajaga seostatakse omakorda

riski tilekaalulisusele, diabeedile ja hiipertooniale (Scheer et al., 2009).
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Joonis 1. Elementaarne tsirkadiaansete hiirete mehhanism. Mitmed geneetilised ja
keskkondlikud tegurid pohjustavad héireid tsirkadiaansetes riitmides. Hiired vdivad
soodustada komplekshaiguste nagu véhk, metaboolne siindroom ja kardiovaskulaarsed
haigused, kulgemist (Riiger & Scheer, 2009, kohandatud).

1.6. Tsirkadiaanse kella iilesehitus

Imetajate bioloogiline kell koosneb ostsillaatorite hierarhiast, mida koordineerib ajus asuv
tsentraalne kell (Hofstra & de Weerd, 2008). Tsentraalne kell asub hiipotaalamuse
suprakiasmaatilises tuumas ehk SCN-s. SCN koosneb ligikaudu 20 000-st neuronist, mis
moodustavad iihtse tsirkadiaanse voOrgustiku. SCN on ainus aju piirkond, mis saab
valgusandmeid silma vdOrkkestast, siinkroniseerides sisemise kella ajatunnetust vélise
O0pédevase perioodiga ning kannab infot edasi perifeersetele kelladele endokriinsete ja
stisteemsete signaalide abil (Sahar & Sassone-Corsi, 2012).

Perifeersed kellad paiknevad organismi erinevates kudedes, toimides organkelladena. Need on
autonoomsed ostsillaatorid, mis toimivad rakutasandil ning on voimelised toimima iseseisvalt
isegi in vitro tingimustes (Leise et al., 2012). Tsirkadiaanseid kelli on rakutasandil leitud
peaaegu kdikidest imetajate rakkudest, sealhulgas kardiomiiotsiiiitidest, fibroblastidest,
vaskulaarsetest silelihasrakkudest ja endoteeli rakkudest (Balsalobre et al., 1998; Durgan et
al., 2005; McNamara et al., 2001; Nonaka et al., 2001; Takeda et al., 2007). Perifeersetes
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kudedes asuvad tsirkadiaansed kellad reguleerivad spetsiifiliste geenide ekspressiooni ja
valkude siinteesi. Naiteks maksas asuvad perifeersed kellad kontrollivad mitmete
metaboolsete geenide ekspressiooni, nditeks PCK2, mis kodeerib gliikoneogeneetilist ensiitimi
ja mille aktiivsus on vdhenenud maksavihis (Tsubouchi et al., 1980). Olulised on ka
tiimidulaadi siintetaas, p21 ja Weel, mis kontrollivad DNA siinteesi, raku jagunemiststiklit ja
proliferatsiooni, koordineerides fiisioloogilisi protsesse tsirkadiaansel viisil (Lincoln et al.,

2000; Matsuo et al., 2003; Gréchez-Cassiau et al., 2008).

Molekulaarsetel kelladel, mis asuvad SCN-i neuronites ja perifeersetes kudedes, on sarnane
molekulaarne ehitus ja vdime, et toota stabiilseid tsirkadiaanseid riitme, kuid erinevuseks on
signaalide {ilekandmise viis (Joonis 2.) (Ko & Takahashi, 2006; Mohawk & Takahashi, 2011,
Yoo et al., 2004).

Tsentraalse ja perifeerse kella suhtluse selgitamiseks on kaks peamist vdimalikku teooriat.
,,Ulema-alama* mudeli kohaselt on siinkroniseerimisjdud ainult tsentraalse kella méiratav.
Selle mudeli kohaselt on perifeersed kellad siinkroniseeritud tsentraalse kella jargi ega ole
kuidagi vélimiste ega sisemiste stiimulitega mojutatavad. Teiseks peamiseks mudeliks on
»orkestri® mudel, mille jargi on tsentraalne kell kui dirigent ning iga iiksik perifeerne kell liige
orkestrist. Iga perifeerne kell voib kohanduda enda vélimistele ja sisemistele stiimulitele, kuid
juhindub {ihtlasi tsentraalse kella valguse ja pimedusega seotud infost, mis annab alust arvata,
et tegu on stabiilse suhtega tsentraalse ja perifeersete kellade vahel (Richards & Gums, 2012).
Haiguskolded SCN-is  hidirivad pdevaseid ritme kditumises ja flisioloogias.
Siirdamiseksperimentidest jireldub, et SCN suudab maédrata tsirkadiaansete perioodide
kestvust. SCN piirkonna siirdamisel tihelt hiirelt teisele ilmnes retsipientloomal
doonorloomale omane kaitumuslike riitmide perioodilisus. SCN kude suudab siilitada
riitmilist neuronaalset aktiivsust ja molekulaarset ostsillatsiooni kultiveeritud rakkudes

(Dibner et al., 2010).
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Joonis 2. Sisemiste bioloogiliste signaalide siinkroniseerimine viliste signaalidega ning
perifeerse kella viljund.

A. Valgus on peamine vilimine signaal, mida SCN vastu votab. Valgussignaal liigub modda
retinohiipotalaamilist trakti. SCN siilitab tsirkadiaanse siinkroonsuse perifeersetes kellades,
iilekandeprotsess toimub modda otseseid ja kaudseid radu. Tsirkadiaanseid ostsillaatoreid
mojutavad sealhulgas toit ja hormoonid. Tsirkadiaanne siinkroonsus ilmneb kaitumuslike ja
fiisioloogiliste viljunditena.
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B. Tsentraalne kell omab moju perifeersetes kudedes. Geeniekspressioon on reguleeritud
koespetsiifiliselt. Tsirkadiaansed héired kudedes vdivad pdohjustada organi véértalitluse.
Hiljutiste uuringute kohaselt muutused perifeersetes kellades on seotud kehakaalu tdusu,
ebanormaalse gliikkoosi homdostaasi ja vererdhu regulatsiooni hdirumisega, mis soodustab
metaboolse siindroomi arengut (Maury et al., 2010, kohandatud).

1.7. Tsirkadiaanse kella molekulaarne mehhanism

Imetajate molekulaarne kell sisaldab endas transkriptsiooni-translatsiooni tagasiside tsiiklit
vidikese hulga peamiste tsirkadiaansete geenidega, mille riitmilisele tootmisele jargneb
valgukomplekside lagundamine, mis omakorda negatiivse tagasisidestusega mdjutab
tsirkadiaanseid pdhigeene (Joonis 3.) (Young & Kay, 2001; Yu & Weaver, 2011).
Kellastisteemi tuumikus on transkriptsioonilised aktivaatorid CLOCK (ja selle paraloog
NPAS2) ja BMALL, mis positiivselt reguleerivad Period (Perl, Per2, Per3) ja Cryptochrome
(Cry1, Cry2) geenide ekspressiooni tsiikli alguses, mis iihtib paevase perioodiga. CLOCK ja
BMALI heterodimeriseeruvad 14bi PAS-domééni ja indutseerivad kellageenide ekspressiooni,
seostudes nende promootorite E-elemendiga. Per ja Cry geenide produktid kuhjuvad,
dimeriseeruvad ning moodustavad kompleksi, mis liigub tuuma, seostudes CLOCK ja
BMAL1 valkudega, inhibeerides Per ja Cry transkriptsiooni. Odsel PER-CRY
repressorkompleks  lagundatakse ja ~CLOCK-BMAL1  vdib  aktiveerida  uue
transkriptsioonitsiikli. Tagasiside slisteemi pikkus on ligikaudu 24 tundi. E3 ubikvitiini ligaasi
kompleks reguleerib PER ja CRY valkude tmberliilitust (Gachon, 2007; Lowrey &
Takahashi, 2004; Takahashi et al., 2008). CLOCK omab histoon atsetiiiiltransferaas (HAT)
aktiivsust, mis on hiadavajalik tsirkadiaanse kella poolt kontrollitavate geenide ekspressioonil
(Doi et al., 2006).

RORa ja REV-ERBa, mis on kellageenide reguleeritavad, omakorda reguleerivad BMAL1.
Molemad valgud on transkriptsioonifaktorid ning seostuvad BMAL1 promootori RORa ja
REV-ERBu vastuselementidega. RORa aktiveerib BMALL transkriptsiooni, kuid REV-ERBa
inhibeerib seda (Sato et al., 2004).

CKle ja CKIS fosforiileerivad Per valke, mis juhivad nende ubikvitiin-vahendatud
lagundamiseni (Shirogane et al., 2005). SCF-FBXL3 ubikvitiini ligaas reguleerib Cry valkude
tasemeid (Siepka et al., 2007).

CLOCK on iildlevinud, kuid NPAS2 ekspresseeritakse eelkodige eesajus (Reick et al., 2001).
Hiljutised uuringud vihjavad, et NPAS2 vaib talituslikult kompenseerida CLOCK funktsiooni
SCN-is, kuid mitte perifeersetes kudedes (DeBruyne et al., 2007). See toetab arvamust, et
CLOCK on asendamatu metaboolsetes kudedes (Turek et al., 2005).

13



RAKUVALISED SIGNAALID

- TEeM . TSUTOPLASMA
\

- - RAKUMEMBRAAN

/AN JZ// - X axp‘" ﬁ' w7 Rev-erba

( @Dad

4 Ab XS e
IR Ebox R ﬂj@——». /’_'J.L,ag%%
@FDEORD
7 E-box 7R
8) -
= &
@ADAR
@D
) K) ‘
Fof  [O05——— |EeaER

Joonis 3. Imetaja tsirkadiaanse kella transkriptsiooni-translatsiooni tagasiside
vorgustik. Tsirkadiaanse kella mehhanism holmab transkriptsiooni-translatsiooni tagasiside
linge, mis koosnevad peamistest kellageenidest. Imetajate tsirkadiaanne kell koosneb
peamisest negatiivse tagasiside lingust, mis holmab Clock (selle paraloog Npas2), Bmall,
perioodi homoloog 1 (Perl), Per2, kriiptokroom 1 (Cryl) ja Cry2. CLOCK (v6i NPAS2) ja
BMAL1 on heeliks-ling-heeliks PAS-doméani sisaldavad transkriptsioonifaktorid, mis
aktiveerivad Per ja Cry geenide transkriptsiooni. PER ja CRY valgud heterodimeriseeruvad,
liilkudes tuuma ja seondudes CLOCK-BMAL1 kompleksiga, et inhibeerida enda
transkriptsiooni. Aja mdéodudes PER-CRY repressorkompleks laguneb ja CLOCK-BMAL1
voib seejarel aktiveerida uue transkriptsiooni tsiikli. Sekundaarses isereguleerivas tagasiside
slisteemis on Rev-erbo, mis on otseseks sihtmirgiks CLOCK-BMAL1 transkriptsiooni
aktivaatorkompleksile. REV-ERBa tagasiseostub, et represseerida Bmall transkriptsiooni ja
konkureerib ROR-iga, et seostuda ROR vastuselementidega (RRE) Bmall promootoris.
Lisaks transkriptsioonilistele aktivaatoritele ja repressoritele, on tsirkadiaansete riitmide
korrapdraseks toimimiseks olulised post-translatsiooniline modifikatsioon ja tsirkadiaanse
kella valkude lagundamised. PER ja CRY fosforiileerimisel on oluline kaseiini kinaas delta
(CSNK1D) ja CSNKI1E. Uheks kellavalkude fosforiileerimise rolliks on nende mirkimine
poliiubikvitatsiooniks ja 26S proteosoomsel rajal lagundamiseks. B-TrCP1 ja FBXL3 E3
ubikvitiini ligaasi kompleksid on olulised PER ja CRY maérkimisel lagundamiseks. CCG-kella
poolt kontrollitavad geenid (Takahashi et al., 2008; Ko & Takahashi, 2006, kohandatud).
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Molekulaarse kella kontrolli all on riitmilised protsessid nagu s6omine, hormoonide siintees ja
sekreteerimine, tromboliilisi endogeenne regulatsioon, kehatemperatuuri piisivus ja

metabolism (Oster et al., 2006; Rudic et al., 2004).

1.8.Ekspressiooni kvantitatiivsete tunnuste lookused

Ekspressiooni kvantitatiivsete tunnuste lookuste (expression quantitative trait loci, eQTL)
uuringute  eesmargiks on identifitseerida  geneetilisi variante, mis on seotud
geeniekspressiooni reguleerimisega. eQTL uuringud 1dhtuvad Kontseptsioonist, kui genotiiip
kindlas lookuses on korrelatsioonis fenotiiiibiga (eQTL uuringu korral geeni ekspresseerumise
tase), siis see regioon sisaldab potentsiaalselt sihtmérkgeeni ekspressiooniks kindlaid
regulaatoreid (Rockman & Kruglyak, 2006). Inimese ja mudelorganismide uuringutest selgub,
et geeni ekspressioonitasemete varieerumisel indiviidide vahel on geneetiline alus. Inimese
MRNA tasemete hinnanguline paritavus varieerub antud geenis nullist iheni kokkuleppelises
skaalas (keskmine 0,22). 41-71% transkriptide ekspressioonitasemest niitavad suurt
péritavust (>0,3) (Price et al., 2011). Oluline md&ju geenide ekspressioonile on ka
keskkonnafaktoritel (Gilad et al., 2008).

eQTL wuuring voimaldab kindla koe voi rakutiiiibi ja kohordi kohta anda nimekirja
geneetilistest variantidest, mis seostuvad antud geeni voi transkripti ekspressioonitasemetega,
assotsiatsiooni alleelse suundluse ja efekti ulatusega. Sellisel kujul nad vdimaldavad
annotatsiooni ja funktsionaalsete regulatoorsete variatsioonide klassi iseloomustamist, kuid
oluline on dra tunda, et assotsieerunud variandid on peaaegu koikidel juhtudel tegelike

funktsionaalsete variantide esindajad (Stranger et al., 2012; Fairfax et al., 2012).

Kui geeni mittekodeerivad piirkonnad on rikastatud erinevate tunnustega assotseerunud
variantidega, siis viitavad need geeni regulatoorsele funktsioonile (Cookson et al., 2009).
Funktsionaalsete fenotiiiipide, nagu niiteks metaboliitide, mis moodustavad {ihenduse
geneetilise jérjestuse ja haiguse vahel, geneetika moistmine, vdimaldab osutada haiguse
aluseks olevale bioloogilisele mehhanismile. Geeniekspressioon on vahepealseks liiliks
funktsionaalsele fenotiiiibile (Nica & Dermitzakis, 2013). Olukorras kui fenotiiiip-seotud
variandid ja eQTL-i variandid ko-lokaliseeruvad samas genoomses piirkonnas, piistitatakse
testitav hiipotees, et antud geneetiline variant mojutab tunnuse variantsust 1&bi antud geeni
ekspressiooni efektide. See aitab identifitseerida tunnus-seotud variantide pohjuslikke geene
geenivaesetes piirkondades voi eristada mitmete potentsiaalselt pdhjuslike geenide variante

geenirikastes piirkondades. eQTL wuuringud omavad juba olulist rolli inimeste
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komplekshaiguste mehhanismide ja pohjuslike geenide selgitamisel (Emilsson et al., 2008;
Musunuru et al., 2010).

1.8.1. eQTL jaotus

¢QTL voib jagada nendeks, mis omavad lokaalseid efekte (cis-eQTL), mille korral
geneetiline variant asub mdjutatud geeni ldheduses, olles 1 miljoni aluspaari ulatuses. Kauge
efekti (trans-eQTL) korral geneetiline variant asub kaugel mdjutatud geenist, niditeks enam
kui 5 miljoni aluspaari kaugusel voi isegi teises kromosoomis (Joonis 4.) (Westra & Franke,
2014). Lokaalsed eQTL-id omavad statistiliselt suuremat tdhtsust, tulenevalt nende mojust
signaali tilekandele, muutes transkriptsiooni kiirust voi post-transkriptsioonilist regulatsiooni
(Ronald et al., 2005).

1.8.1.1. Cis-eQTL

Cis-eQTL-id omavad tihti suurt efekti geeniekspressioonile, millest tulenevalt viike hulk
proove voimaldavad avastada cis-eQTL-e tuhandete geenide jaoks (Fehrmann et al., 2011).
Cis-eQTL SNP-id asuvad enamasti geenide transkriptsiooni alguskoha (transcription starting
site, TSS) laheduses (Stranger et al., 2012), kusjuures efekti suurus iildiselt kasvab TSS ja
eQTL SNP-i vahelise kauguse vdhenedes. Cis-eQTL SNP-id, mis asuvad TSS-i ldhedal,
voivad muuta transkriptsioonifaktorite seostumissaite voi teisi cis-reguleeritavaid elemente
(cis-regulatory element, CRE), mdjutades transkriptsiooni. Hiipoteesi tugevdab tdhelepanek,
et cis-eQTL SNP-id kalduvad olema iilekattes CRE-de, DNAas I hiipertundlike saitide ja

transkriptsioonifaktorite seostumissaitidega (Brown et al., 2013).
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Joonis 4. eQTL-id voivad omada lokaalseid efekte (Cis-eQTLid) vdi kaugemaid efekte
(trans-eQTL-id). (Westra & Franke, 2014, kohandatud).

1.8.1.2 .Trans-eQTL
Kontrastina cis-eQTL efektidele, trans-eQTL omab viikest mdju geeniekspressioonile

(Grundberg et al., 2012). Sellest tulenevalt on proovide suurused, mis on vajalikud efekti
tuvastamiseks, suured ning raporteeritud trans-eQTL-ide arv on viike cis-eQTL-idega
vorreldes (Grundberg et al., 2012; Fehrmann et al., 2011; Fairfax et al., 2012). Esialgsed
trans-eQTL uuringud on niidanud, et trans-eQTL analiiiis voimaldab pilguheitu haiguse
patogeneesi. Tuvastatud on mitmed trans-eQTL geenid, mida mojutavad tiksikud tiitip 11
diabeedi ja kdorge tihedusega lipoproteiinide tasemetega seotud SNP-id. Antud SNP-id iihtlasi
omavad geneetilist seotust mitmete metaboolsete fenotiitipidega, mis viitavad, et trans-eQTL
kaardistamine suudab tuvastada koherentseid geenivorgustikke, mis on tdendoliselt seotud

haiguste patogeneesiga (Small et al., 2011; Westra & Franke, 2014).
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Trans-eQTL voivad mojutada sihtmérkgeene paljudel viisidel. Kdige lihtsama mudeli jargi on
transkriptsioonifaktor poliimorfne DNA seondumisregioonis. Poliimorfismist sdltuvalt on
seondumise afiinsus erinev, muutes seeldbi sihtmédrkgeenide ekspressiooni tasemeid.
Poliimorfismid voivad mdjutada transkriptsioonifaktorite aktiivsust teistel viisidel, muutes

néiteks transkriptsioonifaktori enda ekspressiooni taset (Michaelson et al., 2009).

1.9. Metaboliidid
Metaboliidid on organismi ainevahetuse vaheliilid ja produktid. Eelkdige on metaboliidid
véiksese molekulmassiga orgaanilised iithendid. Metaboliidid on iihtlasi kui ,,esimese jargu*

fenotiilibid, sest nende kaudu realiseeruvad (koos valkudega) kdik bioloogilised protsessid.

Kodige enim  kasutatavad meetodid metaboliitide taseme  modtmiseks  on
tuumamagnetresonants-spektroskoopia (NMR) ning mass-spektromeetria (MS). NMR-
pohinevate meetodite korral spektri saamiseks rakendatakse tugevasse pilisimagnetvilja viidud
aine aatomituumade ergastamist ja sellele jargneva kiirguse registreerimist. Nende meetodite
eeliseks on, et sihtmérk ei pea olema eelnevalt teada ning protsessi kdigus ithendid ei kahjustu
(Soininen et al.,, 2009). Mass-spektromeetria korral mdoddetakse osakeste massi ja
elektrilaengu suhet. Sellest tulenevalt mass-spektromeeter registreerib ainult laetud osakesi
(Verrastro et al., 2015).

Metaboliidid on vabad erinevatest modifikatsioonidest, mistottu need on iihtlasi sobivaks
indikaatoriks organismi biokeemilisest aktiivsusest, olles mitmete biokeemiliste protsesside
ning radade osaliseks. Sellest tulenevalt on metaboliidid vaheliiliks molekulaarsel tasemel
toimuvate muutuste moistmiseks. Metaboliitide profiilid ideaalis voimaldavad méérata, mil
normaalne bioloogiline seisund muutub haiguslikuks, vdimaldades wuusi ennetavaid
ravivahendeid. Sellest tulenevalt on metaboliitidel pohinev teadustegevus viimastel aastatel
aktiivsemaks muutunud (Makinen et al., 2008; Madsen et al., 2010). Metaboliitide tase on
soltuvuses fiisioloogilisest stiimulist vOi geneetilisest modifikatsioonist. Biokeemilisest

aktiivsusest on voimalik leida seoseid konkreetse fenotiiiibiga (Hall et al., 2002).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmirk

Kéesoleva bakalaureusetod eesmirgiks on eelnevalt tuvastatud tsirkadiaanse riitmiga geenide
funktsiooni uurimine, kasutades nii kirjandust kui ka Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu
genotiipiseerimisandmeid, geeniekspressiooni andmeid ning NMR metaboliitide PheWAS
andmeid. To66s viidi 1dbi eQTL analiiis, leidmaks SNP markereid, mis mojutavad
tsirkadiaanse riitmiga geenide ekspressiooni ja seejérel uuriti, kas leitud eQTL markerid on
seotud ka metaboliitide tasemega vereplasmas. Selline seos vOib viidata uuritava geeni ja
metaboliidi omavahelisele seosele ja aidata leida konkreetse geeni funktsioone. Edaspidi on

plaanis kdrvutada ka geeniekspressiooni ja metaboliitide andmeid.

2.2. Materjal ja metoodika

Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu on vabatahtlikest tiisealistest koosnev populatsioonipdhine
biobank, millega on liitunud ligi 52 000 inimest. See moodustab peaaegu 5% Eesti (>18
aastased) tdiskasvanud elanikkonnast, olles iihtlasi suurim epidemioloogiline kohort Balti
riikides. Geenidoonorid on vérvatud ile Eesti koostoos perearstide, haigla eriarstide ja
medddedega. Osalejad annetasid enamasti 30 ml veeniverd, mida kasutati DNA, valgete
vererakkude ja vereplasma kogumiseks. Uhtlasi vastasid osalejad 16 moodulist koosnevale
kiisimustikule, mis holmasid teemasid: isiklikud ja genealoogilised andmed, elustiil,

kronotiiiip ja kliinilised haigused (Leitsalu et al., 2014).

16 000 geenidoonori genoomne DNA on genotiipiseeritud kogu genoomi katvate SNP
kiipidega (Illumina SNP Kkiipide erinevad versioonid). Nende seast 2100 isikul on lisaks
eraldatud veeniverest geeniekspressiooni uuringuteks RNA. 2000 geenidoonoril on
analiiiisitud vereseerumis ja plasmas iile 40 biomarkeri Tartu Ulikooli Kliinikumi
tihendlaboris. Metaboliitide NMR (iille 120 markeri) ja MS-analiitisid viidi 14bi 12 000

inimesel ENGAGE konsortsiumi raames?.

' http://www.geenivaramu.ee/et/teadlasele
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2.2.1. Geeniekspressiooni andmed

Uurimuse libiviimiseks kasutati Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu kohordist juhuslikku
valimit suurusega 962 indiviidi (480 meest ja 482 naist, keskmise vanusega 34,5 aastat).
Indiviidide geeniekspressiooni andmed maédrati kasutades kommertsiaalseid Illumina Human
HT-12 v3 BeadChip kiipe ja RNA by Ambion TotalPrep RNA Amplification Kit-e%. Katsed
viidi ~ 1dbi  vastavalt  tootja  protokollile  Eesti Biokeskuse  Tuumiklabori

Genotiipiseerimiskeskuses.

Andmed olid eelnevalt normaliseeritud, z-standardiseeritud ning kohandatud erinevatele
geeniekspressiooni  mojutavatele faktoritele: vere votmise kellaaeg, vanus, sugu,
suitsetamisharjumus,  kehamassiindeks,  vererakkude  (eriitrotsiitidid, limfotsiiiidid,
monotsiiiidid, granulotsiilidid, trombotsiitidid) absoluutvéirtused, peakomponent analiiiisi 50

esimest komponenti, RNA RIN-viartus, hiibridiseerimispartii.

Tabel 1. Analiitisis kaasatud 19 geeni koos geeni siimboli ja nimetusega, kromosomaalse
asupaigaga ning transkripti RefSeq number. ZBTB16 on kahe transkriptina.

Geeni Geeni nimetus Kromosoom  Transkripti RefSeq

siimbol number

BCL6 B-cell CLL/lymphoma 6 (zinc finger protein 3 NM_001706.2
51) (BCL6),transcript variant 1

CCND3  cyclin D3 6 NM_001760.2

CD302 CD302 molecule 2 NM_014880.3

CEBPD  CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), 8 NM_005195.3
delta

CRISPL  cysteine-rich secretory protein LCCL domain 16 NM_031476.2

D2 containing 2

DDIT4 DNA-damage-inducible transcript 4 10 NM_019058.2

ECHDC3 enoyl Coenzyme A hydratase domain 10 NM_024693.2
containing 3

FKBP5 FK506 binding protein 5 6 NM_004117.2

FOXO1  forkhead box O1 13 NM_002015.3

GFOD1  glucose-fructose oxidoreductase domain 6 NM_018988.2
containing 1

GPER G protein-coupled estrogen receptor 1 7 NM_001039966.1

GPR97 G protein-coupled receptor 97 16 NM_170776.3

IL18R1 interleukin 18 receptor 1 2 NM_003855.2

KLF9 Kruppel-like factor 9 9 NM_001206.2

SAP30 Sin3A-associated protein, 30kDa 4 NM_003864.3

SLC2A3  solute carrier family 2 12 NM_006931.1

SMAP2  stromal membrane-associated 1 NM_022733.1

ZBTB16  zinc finger and BTB domain containing 16 11 NM_001018011.1

*http:// www.illumina.com
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NM_006006.4
TSPAN4  tetraspanin 4 11 NM_001025238.1

2.2.2. Genotiipiseerimisandmed

Indiviidide genotiipiseerimine oli viidud ldbi Illumina Infinium 1l tehnoloogia abil, kasutades
HumanCNV370-DUO BeadChip kiipe. Katsed olid teostatud vastavalt tootja protokollile.
Antud kiipidega on vdimalik genotiipiseerida inimese genoomist rohkem kui 370 000
markerit.  Genotiipiseerimine  oli ~ teostatud  Eesti  Biokeskuse  Tuumiklabori

Genotiipiseerimiskeskuses.

Genotiipiseerimise jargselt oli uuritav valim ldbinud kvaliteedikontrolli jadrgnevate

parameetrite ja niitajate alusel:

1) edukalt genotiipiseeritud markerite protsentuaalne osakaal (call rate — CR) iga
indiviidi ja SNP kohta

2) minoorse alleeli sagedus (Minor allele frequency — MAF)

3) Hardy-Weinbergi tasakaalustatus (Hardy-Weinberg equilibrium — HWE)

Edasisest analiiiisist oli vilja jietud indiviidid, kelle CR oli alla 95%. Uhtlasi oli eemaldatud
SNP-d, mis ei vastanud jargnevatele kriteeriumitele: CR <95%, MAF <1% ning HWE testi p-
vadrtus <10°. Andmete kvaliteedikontrollil ja filtreerimisel oli kasutatud programmi PLINK
(Purcell et al., 2007).

Kvaliteedikontrolli 1dbinud andmed faasiti kasutades programmi ShapelT v1 (Delaneau et al.,
2013) ja seejarel imputeeriti 1000 Genoomi Projekti raames sekveneeritud
referentshaplotiiiipide pdhjal (1000 Genomes Phase I integrated variant set, March 2012),
kasutades programmi Impute v2.2.2 (Howie et al., 2009). Imputeerimiseelse kvaliteedi
kontrolli ldbis kokku 306 795 genotiipiseeritud markerit, millele lisandus 29 765 666
imputeeritud markerit. EQTL analiilisis kasutati kokku 7 261 109 imputeeritud ja 306 795
genotiipiseeritud markerit, mille MAF >1% ja imputeerimiskvaliteet (proper_info) > 0,8.

Andmete kvaliteedikontrolli ja imputeerimise viis 1dbi Evelin Mihailov.

2.2.3. Metaboliitide andmed

Metaboliitide andmed saadi koostods prof. Mika Ala-Korpela uvurimisriihmaga Oulu

Ulikoolist, vihemalt 350 pl vereplasmaprooviga on NMR spektroskoopia mddtmised ldbi

viidud Pasi Soinineni lda-Soome Ulikooli NMR metaboloomika laboris. Mdddeti 140

metaboliidi taset, mis jagunevad kolme suuremasse rithma: albumiin, lipoproteiinide
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alamklassid ja derivaadid (n=91); aminohapped ja teised madalmolekulaarsed metaboliidid
(n=24); seerumi lipiidide ekstraktid (n=25). NMR metaboliitide analiitisid viidi 1abi 12 000
inimesel. Protsessi on varasemalt kirjeldatud (Soininen et al., 2009).

2.2.4.Analiiiisi plaan

Leidmaks tsirkadiaanse ekspressiooniga metaboliite mojutavat markerid, viidi 1dbi eQTL
analiiis, mille tulemusena leiti 15 tsirkadiaanselt ekspresseeruvat eQTL SNP-markerit.
Jargnevalt 15 eQTL SNP-markeriga viidi 1dbi PheWAS analiilis, leidmaks tsirkadiaanse
ekspressiooniga markerite ja metaboliitide vahelisi seoseid (Joonis 5.). Arvutused viidi ldbi

Tartu Ulikooli teadusarvutuste keskuses (http://www.hpc.ut.ee/).

Geeniekspressiooni
andmed
(19 tsirkadiaanse
ekspressiconiga geeni)
Genotiiibid + 1000G
referentsile imputeeritud
andmed
MAGNETIC GWAS
15 eQTL SNP-markent ANDMED

NME + 1000 mmp. genot.
@ andmed

Joonis 5. Analiiiisi plaan. Heledalt on vilja toodud analiiiisiks kasutatud andmestikud ja

tumedamaga on mérgitud lébiviidud protsessid.

2.2.4.1 Geeniekspressiooni ja kellaaegade vaheline seotus

Toos ldhtuti eelnevast Geenivaramu uuringust, mille viis 14bi Eva Reinmaa, kus otsiti
tsirkadiaanselt ekspressioonitaset muutnud geene, vorreldes erinevatel kellaaegadel kogutud
proove (uuritav ajavahemik oli 9 tundi, mis katab 37% tsirkdiaansest tsiiklist). Leitud 181
transkripti 156 unikaalsest geenist replitseeriti teises sdltumatus populatsioonipShises valimis
(KORA F4 andmestik Saksamaalt), kus uuritav ajavahemik oli 9-12. Antud t66s keskenduti
20 geeni transkriptile (19 erinevat geeni)(Tabel 1.), mille ekspressioonitaseme muutused

replitseerusid peale mitmese testimise korrektsiooni (p<0,05/181=0,00028).

2.2.4.2 eQTL analiiiis
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Geneetiliste markerite ja fenotiilibi vahelisel assotsiatsioonianaliiiisiks kasutati lineaarse
regressiooni mudelit programmiga SNPTEST v2 (Marchini & Howie, 2010). Kovariaate ei
voetud arvesse, sest eelnevalt olid geeniekspressiooni andmeid kohandanud erinevate
kovariaatide suhtes. Viltimaks mitmesest testimisest tulenevat viga, loeti iilegenoomselt
statistiliselt oluliseks markereid, mille korral p <5x10® (Pe’er et al., 2008). Uurimuses leitud

markerite seni teadaolevaid GWAS assotsiatsioone uuriti kasutades doSNP andmebaasi®.

2.2.4.3 NMR metaboliitide GWAS analiiiis

NMR metaboliitide andmetega viidi ldbi GWAS analiiiis, milles metaboliitide tase oli
fenotiilibiks. Analiitisist olid korvale jdetud rasedad ning isikud, kes kasutasid lipiide
alandavaid ravimeid. Metaboliitide jaotus on korrigeeritud soo ja vanuse suhtes ning
normaliseeritud. Paastunud indiviidide proovide korral on kasutatud lineaarse regressiooni
mudelit. Mitte-paastunud indiviidide proovide korral on kasutatud iildistatud aditiivset
mudelit. Modlemad mudelid on kohandatud peakomponent analiilisi 10 esimesele
komponendile. Markerid olid kromosoomidelt 1-22 ning X-kromosoomilt. NMR

metaboliitide GWAS analuisi teostas Toomas Haller.

2.2.4.4 PheWAS lookup

Leidmaks assotsiatsioone tsirkadiaanselt ekspresseeruvate geenide eQTL markerite ja NMR
metaboliitide vahel, teostati in silico PheWAS analiiiis, leides NMR GWAS tulemustest
valitud eQTL SNP-markerite seosed kdigi NMR metaboliitidega. Selleks otsiti NMR
metaboliitide GWAS analiilisidest vilja assotsiatsioonid eQTL markeritega ning leiti nende

hulgast statistiliselt olulised seosed.

2.3. Tulemused

Geenidelt BCL6, CEBPD, DDIT4, FKBP5, FOXO1, GFOD1, SMAP2 ning ZBTB16
transkriptilt NM_006006.4 ei leitud iilegenoomselt statistiliselt olulisi markereid (p<5 x 10®)
ja need jaid vilja edasistest analiitisidest. Statistiliselt olulisi markereid oli antud andmestikus
1328, mille seast on vilja toodud madalaima p-védartusega markerid 11 geeni 1dikes (Tabel
2.). Geenil CD302 oli 344 statistiliselt olulist markerit, iihtlasi kdige madalama p-vaartusega
marker rs5022975, vastav p-viirtus 1,0 x 10%. Enim oli statistiliselt olulisi eQTL-markereid
geenile IL18R1, kokku oli olulisi markereid 524.

* http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
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Tabel 2. Kéesolevas t60s tuvastatud kdige madalama p-védrtusega markerid 11 geeni 15ikes.
Olukorras, mil parim marker oli indel, on toodud lisaks vélja sellele jargneva p-vaartusega
eQTL-marker. MAF néitab minoorse alleeli sagedust antud uuringus. Tarniga on mérgitud
markerid, mis omasid geenile trans-efekti.

Transkript eQTL marker Kromosoom Minoorne/ MAF  P-viirtus
(Geen) koige

sagedasem

alleel
NM_001760.2 rs16895130 6 G/IA 028 44x10°
(CCND3)
NM_014880.3 rs6432561 2 T/C 041 10x10"
(CD302)
NM_031476.2 rs5022975 16 TIA 0,18 1,0x10°
(CRISPLD?2)
NM_024693.2 chr10:11839678:D 10 A/AAAT 020 1,0x10™°
(ECHDC3)
NM_024693.2 rs12416604 10 T/C 020 1,0x10"
(ECHDC3)
NM_001039966.1 rs141231663 7 AlG 024 10x10°
(GPER)
NM_170776.3 rs12444859 16 T/C 035 13x10%
(GPR97)
NM_003855.2 chr2:103117747:1 2 AT/A 026 10x10°
(IL18R1)
NM_003855.2 rs12712135 2 G/IA 044 10x10°
(IL18R1)
NM_003864.3 rs372744 10 CIT 020 4,1x10°
(SAP30)
NM_006931.1 rs11056779 12 G/IA 038 1,1x10°
(SLC2A3)
NM_006931.1 chr19:47925917:D* 19 C/ICCTCT 001 3,0x10™
(SLC2A3)
NM_006931.1 rs151057685* 3 CIT 001 64x10%
(SLC2A3)
NM_001018011.1 rs189584484 2 G/IA 002 38x10°
(ZBTB16)
NM_001025238.1 rs4963208 11 AlG 044 11x10°
(TSPAN4)

Uurimaks tsirkadiaanselt riitmiliste geenide seoseid metaboliitidega, vaadati jargnevalt leitud
eQTL markerite seoseid NMR GWAS tulemustega (Tabel 3). Ukski leitud seos polnud
statistiliselt oluline peale mitmese testimise korrektsiooni. Nominaalselt olulisi seoseid p-
vaartusega alla 0,05 leiti 40. K&ige enam nominaalselt olulisi assotsiatsioone oli eQTL-
markeril rs16895130, neid oli kokku 32. CCND3 eQTL-markeri rs16895130 viikseima p-
védrtusega assotsiatsioon oli valiiniga ning jdrgnev atsetaadiga. Kahel eQTL markeril,
rs5022975 ja chr2:103117747:1, olid olulised assotsiatsioonid atsetaadi kui ka

atsetoatsetaadiga. Lisaks rs16895130 omas seost atsetaadiga, mille p-vaértus oli 0,005. Viiel
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eQTL-markeril polnud iihtegi assotsiatsiooni NMR metaboliitidega, mis oleks p-véirtusega
alla 0,05. Viieteistkiimnest eQTL-markerist neli asusid intronis. EQTL-markerite seast ainult
GPR97 rs12444859 asus eksonis, ja see marker pohjustas ka asenduse koodonkasutuses
(missense  variant). Uhenukleotiidilise poliimorfismi tulemusena asendus leutsiin

fentitilalaniiniga. Antud markeril puudusid olulised seosed NMR metaboliitidega.

Tabel 3. EQTL markerite seosed metaboliitidega. Paksus kirjas on vilja toodud markerid,
mille p-véartus on alla 0,05. Markeritel, millel on palju seoseid p-vaartusega alla 0,05, on koik
leitud seosed vilja toodud. Oluliste seoste puudumisel on nididatud iga markeri vdhemalt
kolme kdige olulisemat metaboliiti. Tarniga on mérgitud markerid, mis omasid geenile trans-
efekti. NMR metaboliitide lithendid on inglise keeles, tdispikk nimekiri koos tdisnimetusega
on vilja toodud (Lisa 1.).

Geen eQTL marker NMR metaboliit Efiggtd' P-véirtus
Val -0,08 (0,03) 0,004
Ace -0,08 (0,03) 0,005
XL_HDL_TG 0,08 (0,03) 0,01
Leu -0,07 (0,03) 0,01
M_VLDL_CE 0,07 (0,03) 0,01
MobCH3 0,07 (0,03) 0,01
MobCH 0,07 (0,03) 0,01
MobCH2 0,07 (0,03) 0,01
S VLDL_C 0,07 (0,03) 0,01
Gp 0,07 (0,03) 0,01
IDL_TG 0,07(0,03) 0,01
XS_VLDL_TG 0,07(0,03) 0,02
S_VLDL_FC 0,07(0,03) 0,02
S VLDL_PL 0,07(0,03) 0,02
1516895130 VLDL_TG_eFR 0,07(0,03) 0,02
CCND3 (intron) M_VLDL_C 0,07(0,03) 0,02
S VLDL L 0,07(0,03) 0,02
ApoBtoApoAl 0,07(0,03) 0,02
S LDL_ P 0,06(0,03) 0,02
Serum_TG 0,06(0,03) 0,02
Serum_C 0,06(0,03) 0,03
S VLDL_P 0,06(0,03) 0,03
S_ HDL_TG 0,06(0,03) 0,03
ApoB 0,06(0,03) 0,03
IDL_C _eFR 0,06(0,03) 0,03
S LDL L 0,06(0,03) 0,03
Tyr -0,06(0,03) 0,04
M_VLDL_FC 0,06(0,03) 0,04
M_VLDL_PL 0,06(0,03) 0,04
S VLDL_TG 0,06(0,03) 0,05
M_LDL_P 0,06(0,03) 0,05
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S_LDL_C 0,06(0,03) 0,05
Ace 0,10 (0,03) 0,003

Ala 0,08 (0,03) 0,01

CRISPLD2 99022975 AcAce 0,07 (0,03) 0,04
Tyr 0,07 (0,03) 0,05

bOHBut 0,07 (0,0,3) 0,05

Urea 0,08 (0,03) 0,01

IDL_TG 0,07 (0,03) 0,02

IDL_P 0,06 (0,03) 0,02

IDL_L 0,06 (0,03) 0,02

GPER 15141231663 XS VLDL PL 0,06 (0,03) 0,03
(intron) IDL_FC 0,06 (0,03) 0,03

XS_VLDL, L 0,06 (0,03) 0,03

IDL_PL 0,06 (0,03) 0,03

XS_VLDL_P 0,06 (0,03) 0,04

IDL_C 0,06 (0,03) 0,04

AcAce 0,09 (0,03) 0,003

Crea 0,08 (0,03) 0,01

IL18R1  chr2:103117747:] Ace 0,07 (0,03) 0,02
bOHBut 0,07 (0,03) 0,02

Gin 0,06 (0,03) 0,03

Glc 0,07(0,03) 0,02

ECHDC3  chr10:11839678:D Phe -0,04(0,03) 0,19
Ace 0,04(0,03) 0,20

Glc 0,07(0,03) 0,02

ECHDC3 IZELEC, Phe -0,04(0,03) 0,20
HDL_C -0,04(0,03) 0,24

Ala 0,07(0,03) 0,01

SLC2A3 FULBSET 1S VLDL_D 0,04(0,03) 0,10
M_VLDL TG 0,04(0,03) 0,12

Pyr 0,08(0,03) 0,004

TSPAN4 r349t63208 bOHBUt 0,07(0,03) 0,01
(intron) Urea 0,05(0,03) 0,08

Gin 0,06(0,02) 0,02

IL18R1 r51.27tlzl35 XXL VLDL P -0,05(0,02) 0,05
(intron) MobCH3 -0,04(0,02) 0,08

Lac 0,36(0,12) 0,003

SLC2A3  rs151057685* Alb 0,26(0,12) 0,03
Glc :0,23(0,12) 0,06

Hiis 0,04(0,03) 0,09

CD302 rs§4{°’2561 S_LDL C -0,04(0,03) 0,14
(intron) M_LDL_C -0,04(0,03) 0,14

rs12444859 LDL D -0,04(0,03) 0,09

GPR97 (ekson) XXL VLDL PL  0,04(0,03) 0,11
LiLeu] > F[Phe]  XXL VLDL TG  0,04(0,03) 0,11

SAP30 (5372744 bOHBU 0,05(0,03) 0,10
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Phe -0,05(0,03) 0,14

Pyr -0,04(0,03) 0,21

Urea 0,32(0,18) 0,08

ZBTB16 rs189584484 LDL_D -0,29(0,17) 0,09
XS _VLDL_L -0,24(0,17) 0,17

Lac 0,32(0,23) 0,16

SLC2A3  ¢chrl9:47925917:D* XL HDL_TG -0,31(0,23) 0,17
Leu 0,26(0,23) 0,25

2.4. Arutelu

Antud andmestikus ei oldud kaasatud tsirkadiaanseid riitme juhtivaid peamisi kellageene,
kuid mitmed geenid on perifeerse kellasiisteemi seisukohalt olulised. Péeva jooksul
tsirkadiaanselt ekspresseerunud geenid omavad spetsiifilisi funktsioone rakutsiiklis,
koordineerides erinevaid iileminekuid etappide vahel, immuunsiisteemis ning metabolismis

transporterina.

Kuigi teadaolevalt on tsirkadiaanse riitmiga umbes kolmandik inimese geenidest, kasutasime
antud uuringus neist ainult 19 geeni. Leitud vidike geenide arv, voib tuleneda sellest, et
geenide ekspressiooni on uuritud paevasel perioodil, mis hdlmab lithikest ajavahemikku
O0péevast (kaetud ajavahemik 37% o66paevast EGCUT andmetes ja 10% KORA andmetes).
Sellest tulenevalt on madala amplituudiga tsirkadiaansete geenide ekspressiooni keeruline
hinnata. Uhtlasi avaldasid mdju inimeste individuaalsed omadused, sealhulgas toitumine ja
tervislik seisund, mis mojutavad geeniekspressiooni profiili vereproovis. Lisaks oli valim
suhteliselt véike ja uuritav kude oli tdisveri, mis koosneb paljudest eri rakutiitipidest, milledel

vOib olla erinev ritm.

Kuivord uuritavaks koeks oli tdisveri, vOis eeldada, et mitmete geenide ekspressioon on
oluline immuunsiisteemi normaalseks toimimiseks. Andmestikus olevate geenide seast
BCL6, CD302, CEBPD, CRISPLD2, IL18R1, ZBTB16 omavad funktsiooni organismi
immuunsiisteemis. BCL6 on transkriptsiooni repressor, vastutades omandatud kui ka
humoraalse  immuunvastuse  toimimise eest, olles vahelilliks B-limfotsiiiitide
diferentseerumise protsessis. Uhtlasi omab BCL6 mitmeid spetsiifilisi funktsioone rakkude
arengu kdigus, nditeks rakutsiiklit kontrollivate geenide ekspressiooni represseerimine,
apoptoosi ldbiviimine ja DNA kahjustuste parandamine (Phan & Dalla-Favera, 2004; Hatzi &
Melnick, 2014; Ranuncolo et al., 2008). CRISPLD2 on lipopoliisahhariide siduv valk, mida
ekspresseeritakse mitmetes kudedes ning leukotsiilitides. Inimese perifeerses veres

granulotsiitidid ja mononukleaarse rakud, sealhulgas monotsiiiidid, NK-rakud (NK-natural
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killer) ja T-limfotsiitidid spontaanselt vabastavad CRISPLD2. Lipopoliisahhariide siduvast
omadusest tingitult omab CRISPLD2 potentsiaali gramnegatiivsete bakterite, millel on
lipopoliisahhariidne kiht, sidumiseks, et vilistada nende poolt pdhjustatud vdimalikku

poletikku (Wang et al., 2009).

Tsirkadiaanset ekspressiooni omavad geenid CCND3, DDIT4, KLF9, SAP30 ja TSPAN4, mis
on vajalikud rakutsiikli labimiseks ja rakkude normaalseks regulatsiooniks. CCND3 kodeerib
korgelt konserveerunud tsiikliinide perekonda kuuluvat valku, mille liikmetele on iseloomulik
jarsk perioodilisus rakutsiikli véltel. Tsiikliinid toimivad tsiikliinsdltuvate kinaaside
regulaatoritena, omades igaiiks iseloomulikku ekspresseerumis- ja degradeerumismustrit, mis
on vajalikud mitootiliste siindmuste koordineerimiseks rakutsiiklis. CCND3 aktiivsus on
vajalik rakutsiikli G1/S tileminekul (Wang et al., 1996).

Mitmed geenid toimivad eelkdige retseptorina, vahendades infot signaalradades. GPR97 on
G-valgu poolt vahendatav retseptor, mis edastab rakuviliste protsesside info edasi
rakusisestele retseptoritele. Inimesel ekspresseeritakse GPR97 granulotsiiiitides ja endoteeli
rakkudes (Hamann et al., 2015). GPR97 eQTL-markeril rs12444859 puudusid statistiliselt
olulised seosed NMR metaboliitidega, mis selgitaks antud geeni funktsiooni. Korge

ekspressioonitase tdisveres viitab vdimalikule immunoloogilisele funktsioonile.

Tsirkadiaanse ekspressiooniga geenide seast GFOD1, FOXO1, SLC2A3 ja ECHDC3 on
varasemast teadaolev seotus metabolismiga. Gliikoosi homdostaas saavutatakse endogeense
glitkoosi tootmise kohandamise ning gliikoosi omastamisega perifeersete kudede poolt,
vastusena insuliinile. Paastumisseisundis maks vastutab glilkoositaseme séilitamise eest.
FOXO1 edendab gliikoneogeensete ensiitimide ekspressiooni (Matsumoto et al., 2007).
Soomisele jargnevalt pankrease beeta-rakud sekreteerivad insuliini, mis on vajalik
perifeersete kudede gliikkoosi omastamiseks, nende hulgas skeletilihased ja rasvkude. Lisaks
metabolismi otsesele reguleerimisele on  FOXO1 oluline rasvkude ja skeletilihaste
moodustumisel, mis on tdhtsad energia homoostaasi sdilitamisel (de Lange et al., 2007;
Kuriyama et al., 2002). Antud analiiiisis ei leitud FOXO1 statistiliselt olulisi eQTL-
markereid, mistottu ei uuritud ka selle seost seotust NMR metaboliitidega. EQTL-markerite
analiilis metaboliitidega kinnitas ka mitokondri geeni ECHDC3 osalust metaboolsetes
protsessides. ECHDC3 eQTL-markerid chr10:11839678:D ja rs12416604 omasid
statistiliselt olulisi seoseid gliikoosiga, mis on metabolismis keskse tdhtsusega. Molemad

seosed olid p-vaartusega 0,02.

* http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/79746
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Erinevalt FOXOL1, oli SLC2A3 geenil statistiliselt olulisi eQTL-markereid, mis omakorda
omasid ka NMR metaboliitidega seost, nominaalse p-vaartusega alla 0,05. SLC2A3 on
gliikkoositransporter valk, mida ekspresseeritakse neuronites, vahendades gliikoosi vereringest
ajju. Lisaks on see laialdaselt levinud teistes kudedes, sealhulgas maksas, neerudes ja
platsentas (Kayano et al., 1988). Laktaat on gliikoosi metabolismi gliikoliiiitiline produkt,
mida transporditakse neuronaalsetest rakkudest sisse-vélja (Pellerin & Magistretti, 1994).
SLC2A3 eQTL-markeril rs151057685 ja NMR metaboliitide vahelises analiiiisis ilmnes seotus
metabolismiga. Marker omas koige tugevamat statistiliselt olulist seost laktaadiga, mille
transporti valk vahendab. Hapniku puudumisel toimub gliikoosi anaeroobne gliikoliiiis. Selle
kédigus tekib gliikoosist laktaat. Lihased ei suuda laktaadist uuesti gliikkoosi moodustada,
mistottu seda tehakse maksas. Laktaat kantakse verega maksa, kus gliikoneogeneesi kédigus
slinteesitakse laktaadist glitkoos, mis viiakse teistesse hapnikurikastesse kudedesse (Berg et
al., 2002).

Tsirkadiaanse ekspressiooniga statistiliselt oluliste eQTL-markerite analiiiis metaboliitidega
kinnitas mitmete andmestikus olnud geenide tdhtsust metabolismis. Samas suure osa geenide
puhul seoseid NMR metaboliitidega ei leitud ja seelédbi ei suudetud selgitada nende geenide
rolli immuunsiisteemis ja rakutsiiklis. Leitud geenide tdpse funktsiooni ja seoste selgitamiseks

tuleks 14bi viia tdiendavaid uuringuid suurema valimiga.
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KOKKUVOTE

Tsirkadiaansed ritmid on iseloomulikud enamikele elusorganismidele, koordineerides
protsesse, mis leiavad aset molekulaarsel tasemel. Haired tsirkadiaansetes riitmides
pohjustavad inimestele palju terviseprobleeme, mojutades nende vaimset ja fiilisilist tervist.
Viliste signaalide puudumisel sisemine tsirkadiaanne ajasiisteem siiski sdilitab bioloogilised

rliitmid, mis véltavad ligikaudu 24 tundi.

Antud bakalaureusetoé eesmargiks oli leida tsirkadiaansete geenide funktsioone, kasutades
kirjandusallikaid kui ka Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu genotiipiseerimisandmeid,
geeniekspressiooni andmeid ning NMR metaboliitide PheWAS andmeid. Selleks viidi 1dbi
eQTL analiitis, mille kédigus leiti 15 tsirkadiaanselt ekspresseeruvat eQTL SNP-markerit.
Jargnevalt uuriti seosed 15 statistiliselt olulise eQTL-markeri ja vereplasma NMR

metaboliitide vahel.

Mitmetel tsirkadiaanse ekspressiooniga geenidel, FOXO1, SLC2A3 ja ECHDCS3, oli varasem
teadaolev seotus metabolismiga. T6os leiti SLC2A3 ja ECHDC3 eQTL-markerite ja NMR
metaboliitide vahel olid statistiliselt olulised seosed, nominaalse p-véirtusega alla 0,05.
Leitud statistiliselt olulised seosed olid eelkdige laktaadi ja gliikkoosiga, mis kinnitasid antud
geenide funktsiooni metabolismis. Lisaks mitmed valimis olnud geenid omasid funktsiooni

rakutsiiklis, immuunsiisteemis ning erinevate retseptoritena.
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Studying the functions of genes with circadian rhythm using their eQTL marker

associations with NMR metabolites

SUMMARY
Anette Kalnapenkis
Circadian rhythms are present in most living organisms. Circadian rhythms are basis for
synchronization between processes, that take place in molecular level. Disruptions in human
circadian rhythms could cause wide variety of problems, affecting their mental and physical
health. In the absence of external cues, internal circadian timing system still maintains
biological rhythms, that are about 24 hours.

Main goal of this thesis was to study functions of genes with circadian rhythm, while using
literature and genotyped, gene expression and NMR metabolite PheWAS data from Estonian
Genome Center. In order to do that, eQTL analysis was performed, during which 15 eQTL
SNP-markers with circadian gene expression were found. Subsequently associations between
15 statistically significant eQTL-markers and plasma NMR metabolites were studied.

Several genes with circadian gene expression, FOXO1, SLC2A3 and ECHDC3 had previously
known associations with metabolism. During the study statistically significant associations
were found between SLC2A3 and ECHDC3 eQTL-markers and NMR metabolites, that had
nominal p-value below 0,05. Found statistically significant associations were foremost with
lactate and glucose, that proved the function of those genes in metabolism. In addition, several

genes in selection had known function in cell cycle, immune system and as receptor.
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eest. Suured tdnusdnad kaasjuhendajatele, Eva Reinmaale ja Maris Teder-Lavingule,
selgitavate kommentaaride ja suunamise eest. Samuti tinan Toomas Hallerit abi eest
metaboliitide analiiiisiS. Lisaks soovin tdnada ka enda perekonda ja ldhedasi toetuse eest t60

valmimisel.
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S--HDL--L
S--HDL--P

XXL---VLDL--TG

VLDL---TG
IDL---TG
IDL---C
LDL---C

Cholesterol esters in large LDL

Total lipids in large LDL
Concentration of large LDL particles
Total cholesterol in medium LDL
Phospholipids in medium LDL
Cholesterol esters in medium LDL
Total lipids in medium LDL
Concentration of medium LDL particles
Total cholesterol in small LDL

Total lipids in small LDL
Concentration of small LDL particles
Total cholesterol in very large HDL
Free cholesterol in very large HDL
Phospholipids in very large HDL
Triglycerides in very large HDL
Cholesterol esters in very large HDL
Total lipids in very large HDL
Concentration of very large HDL particles
Total cholesterol in large HDL

Free cholesterol in large HDL
Phospholipids in large HDL

Cholesterol esters in large HDL

Total lipids in large HDL
Concentration of large HDL particles
Total cholesterol in medium HDL
Free cholesterol in medium HDL
Phospholipids in medium HDL
Cholesterol esters in medium HDL
Total lipids in medium HDL
Concentration of medium HDL particles
Triglycerides in  small HDL

Total lipids in small HDL
Concentration of small HDL particles
Triglycerides in chylomicrons and extremely large VLDL
Triglycerides in VLDL

Triglycerides in IDL

Total cholesterol in IDL

Total cholesterol in LDL
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mmol/Il
mmol/I
mol/I

mmol/I
mmol/|
mmol/I
mmol/|
mol/Il

mmol/|
mmol/Il
mol/I

mmol/I
mmol/I
mmol/Il
mmol/I
mmol/I|
mmol/I
mol/I

mmol/I
mmol/Il
mmol/I
mmol/Il
mmol/I
mol/I

mmol/Il
mmol/I
mmol/Il
mmol/I
mmol/Il
mol/l

mmol/Il
mmol/Il
mol/I

mmol/Il
mmol/Il
mmol/I|
mmol/|

mmol/I



HDL---C
Serum---TG
Serum---C
VLDL---D
LDL--D
HDL--D
IDL---C---eFR
LDL---C---eFR
HDL2---C
ApoAl

ApoB
ApoBtoApoAl
HDL3---C

Total cholesterol in HDL

Serum total triglycerides

Serum total cholesterol

Mean diameter for VLDL particles
Mean diameter for LDL particles
Mean diameter for HDL particles
Total cholesterol in IDL *

Total cholesterol in LDL *

Total cholesterol in HDL2 *
Apolipoprotein A---1 *
Apolipoprotein B *

Apolipoprotein B by apolipoprotein  A--1 *
Total cholesterol in HDL3 *

*Values estimated with the Extended Friedewald method.

Aminohapped ja teised madalmolekulaarsed metaboliidid

Lithend
bOHBuUt
Ace
AcAce
Ala
MobCH2
MobCH3
Cit

Crea
MobCH
Glc

GIn

Glol

Gly

Gp

His

lle

Lac

Leu

Phe

Pyr

Tyr

Urea

Val

Taisnimetus
3-hydroxybutyrate

Acetate

Acetoacetate

Alanine

CH2 groups of mobile lipids
CH3 groups of mobile lipids
Citrate

Creatinine

Double bond protons of mobile lipids
Glucose

Glutamine

Glycerol

Glycine

Glycoprotein acetyls, mainly al-acid glycoprotein
Histidine

Isoleucine

Lactate

Leucine

Phenylalanine

Pyruvate

Tyrosine

Urea

Valine

41

mmol/Il
mmol/I
mmol/|
nm

nm

nm
mmol/|
mmol/I
mmol/|
g/l

g/l

mmol/I

Uhik
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I



Seerumi lipiidide ekstraktid

Liithend

EstC
FreeC
FAw3
FAwW6
FAwW79S
TotFA

LA

otPufa
DHA
MUFA
TotPG

PC

SM
FAw3toFA
FAw6toFA
FAW79StoFA

CH2inFA

TgtoPG
CH2toDB

DbinFA
BIStoDB
BIStoFA
FALen

Taisnimetus

Esterified cholesterol

Free cholesterol

Omegs-3 fatty acids

Omegs-6 fatty acids

Omegs-7, omega--9 and saturated fatty acids

Total fatty acids

18:2, linoleic acid

Other polyunsaturated fatty acids than 18:2

22:6, docosahexaenoic acid

Monounsaturated fatty acids; 16:1, 18:1

Total phosphoglycerides

Phosphatidylcholine and other cholines
Sphingomyelins

Ratio of omegs--3 fatty acids to total fatty acids
Ratio of omegs--6 fatty acids to total fatty acids
Ratio of omegs--7, omega-9 and saturated fatty acids to
total fatty acids

Average number of methylene groups ina fatty acid
chain

Ratio of triglycerides to phosphoglycerides

Average number of methylene groups per i double
bond
Average number of double bonds ina fatty acid chain

Ratio of bisallylic groups to double bonds
Ratio of bisallylic groups to total fatty acids

Description of average fatty acid chain length, not
actual carbon number
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Uhik

mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
**

mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
mmol/I
%

%

%
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