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KASUTATUD LUHENDID

anti-TRIB2

bp

cl
APC
ASO
BBB
BMI
CACNALC
CHKB
CPTIB
CNS
CSF
CTSH
DAD1
DNMT1
EDS
FAM3D
GWAS
HCRTR2
HLA
H1N1
IFN-y
IL-2
MAF
MCH

MHC Il

autoantibody against Tribbles homolog 2, Tribbles homoloog 2 vastane
autoantikeha

base pair, aluspaar

confidence intervall, usaldusintervall

antigen presenting cells, antigeeni esitlev rakk
anti-streptolysin O, streptoliisiin O vastane antikeha
blood-brain barrier, hematoentsefaalbarjaér

body mass index, kehamassindeks

calcium channel voltage-dependent L-type alpha 1C, geen
choline kinase beta, geen

carnitine palmitoyltransferase 1B, geen

central nervous system, kesknérvisiisteem

cerebrospinal fluid, seljaajuvedelik

cathepsin H, geen

defender against cell death 1, geen
DNA-methyltransferase 1, geen

excessive daytime sleepiness, paevane liigunisus

family with sequence similarity 3, member D, geen
genome-wide association study, iilegenoomne assotsiatsiooniuuring
hypocretin receptor 2, geen

human leukocyte antigen, inimese leukotsiitaarne antigeen
seagripiviirus

interferon-y, interferoon-y

interleukin-2, interleukiin-2

minor allele frequency, minoorse alleeli sagedus
melanin-concentrating hormone, melaniini kontsntreeriv hormoon

major histocompatibility complex 1, inimese koesobivuskompleks 11



MSLT multiple sleep latency test, unelatentsuse test

NFATC2 nuclear factor of activated T cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 2, geen
NK natural killer, looduslik tapja-T-rakk
OR odds ratio, $ansside suhe

P2RY11 purinergic receptor P2Y, purinergiline retseptorgeen P2Y

POLE polymerase (DNA directed), epsilon, geen

REM rapid eye movement, kiirete silmaliigutustega unefaas

SNP single nucleotide polymorphism, tihenukleotiidne poliimorfism
TCR T-cell receptor, T-raku antigeenne retseptor

TCRA T-cell receptor alfa, T-raku antigeense retseptori alfa lookus
Thl T-helper cells, T-abistaja rakk

TNF-a tumor necrosis factor-a, tuumor nekroosi faktor alfa

TNFRSF4  alias OX40 alias CD134, tumor necrosis factor receptor superfamily, member
4, geen

TNFSF4 alias OX40L alias CD134L, tumor necrosis factor (ligand) superfamily,
member 4, geen

TRIB2 Tribbles homolog 2, valk
SCP2 sterol carrier protein 2, geen

SOREMP sleep onset REM period, unealguse REM periood



SISSEJUHATUS

Narkolepsia — neuroloogiline unehdire, mida ildiselt tuntakse kui ootamatute ning
vastupandamatute unesddstude esinemist péaevasel ajal. Ometigi ei ole pdevane liigunisus
ainus stimptom, mis konkreetset terviseriket kirjeldab, kuna antud diagnoosiga inimesi
vaevavad ka tugevatest emotsioonidest pdohjustatud lihasndrkushood, hiipnagoogilised

hallutsinatsioonid ning uneparaliiiis.

Narkolepsiat peetakse pigem aladiagnoositud haiguseks, kuna siimptomite avaldumine ja
raskusaste varieeruvad ning esimestest siimptomitest vOib diagnoosini viiva spetsiaalse
uneuuringuni  kuluda isegi aastaid. Simptomid, mis enamasti saavad alguse teisel

aastakiimnel, ei kurna iiksnes organismi, vaid mojutavad ka igapdevast elukvaliteeti.

Konkreetset narkolepsia tekkepohjust ei ole veel viljaselgitatud, kuid on teada, et haigust
kirjeldab hiipokretiini tootvate neuronite hdvimine ajus. Piistitatud, kuid tdestamata hiipoteesi
kohaselt voivad narkolepsia avaldumisele viivad protsessid olla autoimmuunse taustaga.
Hiipoteesi toetab ka fakt, et eelsoodumuseks narkolepsiasse haigestumisel on kindla HLA
markeri (DQB1*0602) kandlus ning teadaolevalt on autoimmuunhaigustele iseloomulik
seotus  spetsiifiliste ~ HLA  alleelidega.  Lisaks sellele on iilegenoomsetel
assotsiatsiooniuuringutel leitud ka teisi SNP-markereid, mis viitavad autoimmuunsele

protsessile narkolepsia arengus.

Kéesoleva t66 teoreetilise 0sa eesmirgiks on anda iilevaade narkolepsiast kui haigusest ja
selle geneetilisest taustast. Eksperimentaalosa iilesandeks on uurida mdnede suuremat
geneetilist riski omavate narkolepsiaseoseliste alleelide esinemist Tartu Ulikooli Eesti
Geenivaramu andmebaasis olevatel narkolepsia diagnoosiga isikutel ja normpopulatsiooni

esindavatel geenidoonoritel.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Narkolepsia iildiseloomustus

Narkolepsia on neuroloogiline haigus, mida iseloomustab krooniline unisus ning sporaadilised
unemustrid (Mahlios jt., 2013; Burgess ja Scammell, 2012). Narkolepsia puhul ei suuda aju
normaalselt reguleerida une-arkveloleku tsiikleid’. Antud unchiire avaldab mdju
igapdevastele tegevustele ning iildisele elukvaliteedile, sealhulgas inimeste omavahelistele

suhetele, oppimisvoimele ning todvoimalustele (Peacock ja Benca, 2010).

Esimesed veenvad kirjeldused narkolepsia kohta parinevad Saksamaalt aastast 1877, mil Karl
Friedrich Otto Westphal kirjeldas esmakordselt narkolepsiale ainuomast siimptomit —
katapleksiat. Termini ,narkolepsia® vottis kasutusele prantslane Jean Baptiste Edouard
Gélinecau 1880. aastal, kombineerides omavahel kreekakeelseid sdnu vapkn (narké ehk

kangestus) ja Afjyic (lepsis ehk atakk, Schenck jt., 2007).

1.2. Epidemioloogia

Narkolepsia mojutab Euroopa populatsioonides hinnanguliselt 25-50 indiviidi 100 000
elaniku kohta (Longstreth jt., 2007). Uute narkolepsiajuhtude sagedus aastas 100 000 inimese
kohta on hinnanguliselt 0,74-1,37 (Silber jt., 2002). Uldlevinud arvamuse kohaselt on
narkolepsia aladiagnoositud terviserike ning levimuse hinnangute varieeruvust vdéivad
pohjustada mitmed tegurid: uuringute tlesehitus, Konkreetne seisundi maératlemine ning

vaatlustesse kaasatud inimeste vanus (Peacock ja Benca, 2010).

Vorreldes erinevaid etnilisi gruppe, v3ib ndha sarnasusi siimptomites, haiguse esmase
ilmnemise vanuses ning raskusastmes (Okun jt., 2002). Kdige esimesed narkolepsiale viitavad
tunnused ilmnevad tavaliselt nooruki- voi varajases tdiskasvanueas (15-29 eluaastat), vanuse
kasvades haigestumise oht viheneb (Silber jt., 2002; Morrish jt., 2004). Ulejiinud
stimptomite avaldumine toimub jark-jargult ning inimeste vaheline varieeruvus on suur
(Longstreth jt., 2007). Ajavahemik esmase siimptomi ning diagnoosi kinnitamise vahel on
keskmiselt 15 aastat, ulatudes ddrmuslikemal juhtudel isegi kuni 61 aastani (Morrish jt.,

2004).

On leitud, et inimese haigestumisel narkolepsiasse omab tdhtsust see, mis kuul ta siindinud

on. Erinevate uuringute andmeil on enim narkoleptikuid siindinud mértsis (sdltumata soost ja

Yhttp://www.ninds.nih.gov/disorders/narcolepsy/detail_narcolepsy.htm



slinniaastast) ning koige vdhem antud haigusega inimesi on siindinud septembris.
Narkolepsiasse haigestumise risk maértsis siindides on pdhimdtteliselt kahekordistunud
vorreldes siindimistega muudes kalendrikuudes ning antud fenomeni kutsutakse ,,mértsikuu
stinniefektiks* (“March birth Effect”). Voimalikeks pShjusteks voivad olla keskkonnategurid
siinnieelsel ning vastsiindinu perioodil, mis mdjutavad lapse hilisemat narkolepsiasse

haigestumise riski (Dauvilliers jt., 2003; Picchioni jt., 2004).

1.3. Narkolepsia siimptomid

Klassikaline Kliiniline narkolepsia siindroom koosneb siimptomite kombinatsioonist, mis
sisaldab pédevast liigunisust (EDS), katapleksiat, hiipnagoogilisi hallutsinatsioone ja
uneparaliilisi (Overeem jt., 2008). Siimptomite esinemise sagedus ning intensiivsus 0N
varieeruvad ning ainult umbes 10% koikidest patsientidest esineb korraga kogu siimptomite
tetraad (Morrish jt., 2004). Taiendavalt on leitud, et haigusndhud siivenevad esimese paari

aasta jooksul ning seejérel sédilivad muutumatuna (Okun jt., 2002).

1.3.1. Pievane liigunisus

Esmane ja pdhiline siimptom, mida narkolepsia puhul tavaliselt tiheldatakse, on paevane
lilgunisus (Kadotani jt., 1998). EDS avaldub korduvate ettearvamatute siigavate
unesOostudena, mis voivad inimest tabada nii rahulikus olekus (filmide vaatamine, loengutes
osalemine) kui ka mone aktiivse tegevuse ajal, nditeks auto juhtimine, s6O0mine vdi

arikohtumine (AASM, 2001).

,Unesoostude™ kestused varieeruvad. Eristatakse véga lithikesi perioode (microsleeps), mil
tahelepanu muutub hetkeks liinklikuks ning esinevad meeleolumuutused ja pikemaid, mis
jadvad vahemikku 10-20 minutit. Uldiselt kestavad episoodilised uinakud alla tunni, pirast
mida drkab narkolepsiahaige patsient varskema enesetundega. Mone aja moodudes, tavaliselt
paari-kolme tunni pérast, votab visimus jélle voimust ning muster kordub taas. Lisaks voivad
pdevased uinakud hiirida tdisvaartuslikku 66und, muutes selle killustunuks (Dauvilliers jt.,
2007; AASM, 2001). Kiill on teada, et 66pdevase une koguhulgalt narkoleptikud ei erine

tervetest inimestest’.
1.3.2. Katapleksia

EDS ei ole narkolepsiale spetsiifiline siimptom, kuna seda voib esineda ka teiste unehéirete
korral (Boulos ja Murray, 2010). Katapleksia, mis on ainuomane narkolepsiat podevatele

inimestele, tdhendab tugevate emotsioonide (naer, viha, illatus) poolt esilekutsutud akilist
8



lihastoonuse kadu (Overeem jt., 2011). Kataplektiline atakk voib haarata koiki vootlihased
(v.a. diafragma), pohjustades inimese kollabreerumist voi piirduda niiteks pea rinnale
vajumisega, ndolihaste 16tvumisega, ebaselge kdnega voi pdlvede norkusega. Liihikest aega,
kuni kaks minutit kestva lihasnorkuse Kkorral teadvus ja hingamine siilivad ning maélu ei
mdjutata (AASM, 2001).

Narkoleptikud on jaotatud pShimotteliselt kahte gruppi: esimesse riihma kuuluvad need, kel
esineb narkolepsia koos katapleksiaga (~80% haigestunutest?) ning teise need, keda vaevab
iiksnes narkolepsia ilma katapleksiata (Nishino jt., 2000a). Katapleksia hoogude esinemise
sagedus nditab indiviidide ja antud haiguse vormide vahelisi erinevusi. Osadel inimestel
voivad lihasndrkushood aasta jooksul ette tulla harva, samal ajal kui teistel patsientidel esineb

neid mitu korda tihe paeva jooksul (Dauvilliers jt., 2007).
1.3.3. Hiipnagoogilised hallutsinatsioonid ja uneparaliiiis

Hiipnagoogilised hallutsinatsioonid on erksad, sageli hirmutavad ning dudsed kogemused,
mis esinevad uinumise algfaasis. Tihti tajutakse realistlikult kellegi voi millegi kohalolekut,
lisaks voivad esineda akustilised voi visuaalsed hallutsinatsioonid. Isegi haigusest teadlikel
patsientidel on mdnikord raske eristada hiipnagoogilisi hallutsinatsioone reaalsusest

(Dauvilliers jt., 2007).

Uneparaliiiis on moodduv {ildine voimetus liigutada voi rddkida uinumise voi drkamise hetkel.
Lihaskontroll taastub patsientidel iseeneslikult voi mone vilise stiimuli mgjul lihikese aja
jooksul (Dauvilliers jt., 2007). Uneparaliiiis on hirmutav kogemus, eriti selle esmakordsel 1dbi
elamisel, millega kaasneb sageli tunne, et ei suudeta hingata. Episoodid ilmnevad enamasti
koos hiipnagoogiliste hallutsinatsioonidega ja see intensiivistab hirmsaid emotsionaalseid
elamusi veelgi. Uneparaliitis ei ole ainult narkolepsiale spetsiifiline siimptom, see voib

esineda isoleeritud vormina ka muidu tervetel inimestel (AASM, 2001).

Lisaks eelpool mainitud neljale pdhisiimptomile, voib narkoleptikuid tabada ka mélukaotus
vO1 automaatne kiditumine, tdheldatud on silmalaugude allavajumist, dhmast voi topelt
nagemist (Dauvilliers jt., 2007; AASM, 2001). Veelgi enam, on selgunud, et narkoleptikud
kalduvad olema pigem iilekaalulised ning ka ainevahetus on aeglasem kui vorreldavatel
kontrolligrupi indiviididel (Chabas jt., 2007). Luca ja kolleegide poolt lébi viidud uuringust,
kus osales 903 narkolepsiahaiget, olid umbes 2/3 patsientidest iilekaalulised (Luca jt, 2013).

“http://www3.unil.ch/wpmu/eunn/about-narcolepsy/what-are-the-symptoms-of-narcolepsy/
9



1.4. Diagnoosimine

Narkolepsia diagnoosimine on keeruline ning 0ige diagnoosi méidramiseks tuleb uurida
perekondlikku tausta, viia ldbi poliisomnograafilised uuringud, kaasaarvatud une latentsuse
test (MSLT) ja mdota hiipokretiini taset seljaaju vedelikus (CSF, madal vdi olematu tase
viitab narkolepsia-katapleksia esinemisele). EDS-i kui koige konstantsema narkolepsia
stimptomi raskusastme hindamiseks on vd&imalik kasutada nii objektiivseid kui ka
subjektiivseid meetodeid (Akintomide ja Rickards, 2011).

1.4.1. Objektiivsed meetodid EDS-i hindamiseks

Objektiivse meetodina kasutatakse poliisomnograafilist 66une uuringut ning sellele jargnevat
péevase unisuse hindamist MSLT abil. Viimasega saab mdota une latentsi ehk aega, mis
kulub magamajdémiseks ja mille keskmine pikkus narkoleptikutel on tavaliselt viiksem kui 8
minutit. Teiseks iseloomustab narkoleptikute pdevaunemustrit SOREM perioodi esinemine,
mis tdhendab, et 15 minuti jooksul parast uinumist algab niinimetatud kiire ehk REM unefaas.
Tervete inimeste unetsiikkel algab reeglina aeglase unefaasiga ja lopeb REM unega.
Diagnostilise tdhtsusega on SOREM perioodi esinemine vdhemalt kahel korral testpdeva
jooksul patsientidele pakutud viiest voimalusest uinuda (Peacock ja Benca, 2010; AASM,
2001).

1.4.2. Subjektiivsed meetodid EDS-i hindamiseks

Paevast liigunisust on vdimalik hinnata ka subjektiivselt ning selle peamised eelised on
vidhene ajakulu, paindlikumad meetmed (ei ole tarvis spetsiaalselt tehnikat) ning odavus
(Johns, 1991). Peamiseks puuduseks subjektiivsete meetodite juures on viike usaldusvéirsus
(Sullivan ja Kushida, 2008).

Kasutusel on kaks peamist kiisimustikku: Epworth Sleepiness Scale ning Stanford Sleepiness
scale. Esimese tootas vélja Murray Johns 1991. aastal Austraalias. Kiisimustikuga palutakse
hinnata iseenda magama jaddamise harjumusi kaheksas erinevas situatsioonis skaalal 0-3.
Miinimum skooriks on 0 ja maksimumiks 24. EDS esineb tavaliselt inimesel, kelle tulemus
kiisitluses on suurem kui 16. Stanfordi unisuse skaala korral tuleb katsealusel hinnata iseenda
unisust/erksust teatud aja hetkel. Kliiniliste uuringute tarvis soovitatakse siiski enam kasutada
Epworth Sleepiness Scale’i, kuna antud kiisitlus korreleerub paremini objektiivsete

meetoditega kui teised subjektiivsed testid (Johns, 1991; Akintomide ja Rickards, 2011).

10



Narkolepsia raskusaste varieerub erinevatel indiviididel olulisel méaral, mistSttu kliinilises
praktikas vOib haigustunnuste valesti interpreteerimine viia vale diagnoosi médramiseni.
Narkolepsia segiajamine teiste haigustega (moni muu unehiire, nditeks uneapnoe,
hiipersomniad, rahutute jalgade siindroom; epilepsia, ravimite kdrvalndhud) on iisna levinud.
Haiguse kindlakstegemist raskendab ka vdga mitmete teiste terviserikete (meeleolu
kdikumised, depressioon, drevushidired, migreen jne) esinemine paralleelselt narkolepsiga

(Morrish jt., 2004; Black jt., 2013).

1.4.3. HLA genotiipiseerimine

Teadaolevalt on narkolepsia haigus, mis on kdige enam mojutatud HLA alleelide poolt (Han
jt., 2012a). Seega on lisaks testidele vdimalik 1dbi viia narkoleptikute HLA genotiipiseerimist.
Erandid vilja jattes, on peaaegu kdik narkolepsia-katapleksia patsiendid HLA DQB1*0602
positiivsed, kuid vaid umbes 40% narkoleptikutest, kel ei esine katapleksiat kannavad antud
narkolepsiaseoselist markerit. DQB1*0602 negatiivseid narkolepsia-katapleksia haigeid
esineb harva ning neidki on kirjeldatud eelkdige perekondliku tausta alusel. Teiste etniliste
gruppide narkolepsiahaigetel, niiteks jaapanlastel, on ndidatud 100% tdendosusega Seost
DQB1*0602 positiivsusega. Uldpopulatsioonis kannab antud markerit 12-38% indiviididest,
kusjuures lisraeli juutidel on kandjasagedus veidi viiksem. Seega, DQB1*0602 positiivsus ei
pohjusta alati narkolepsiasse haigestumist, kuid niitab suurenenud eelsoodumust antud

terviserikke esinemiseks (AASM, 2001; Hor jt., 2010; Mignot, 1998; Tafti, 2009).
1.5. Narkolepsia tekkepohjused

On olemas mitmeid hiipoteese selle kohta, mis narkolepsiat esile kutsub. Teadustood
nditavad, et narkoleptikute jarglased voivad narkolepsia-katapleksiasse haigestuda 10-40
korda suurema tdendosusega, kui iildpopulatsiooni rahvas. Siiski hoolimata geneetilise
eelsoodumuse rollist narkolepsia arengus, toestavad monosiigootsete kaksikutega labiviidud
uuringud, et ka keskkonnafaktorid avaldavad m&ju narkolepsia tekkimisele, kuna umbes 30%
uuritud monosiigootsetest kaksikute paaridest olid narkolepsia suhtes konkordantsed (Mignot,
1998).

Seos spetsiifilise HLA alatiitibiga on viinud arusaamale, et narkolepsial voib olla
autoimmuunseoseline taust (Luca jt., 2013). Héire avaldumist iseloomustab ka hiipokretiini
tootvate neuronite defitsiit ajus (Lin jt., 1999; Chemelli jt., 1999). Lisaks on uuritud bakteri
Streptococcus pyogenes e poolt pdhjustatud infektsioonide (Aran jt., 2009) ning 2009. aastal

puhkenud méarkimisvadrse HIN1 seagripi pandeemia tagajérjel tekkinud narkolpesiajuhte
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(Partinen jt., 2012; Han jt.,, 2011). Seoseid narkolepsiaga on leitud kokkupuutel

raskemetallide, vietiste, putuka- ning umbrohutorjevahenditega (Ton jt., 2010).
1.5.1. Hiipokretiini defitsiit seljaaju vedelikus

Suur edasiminek narkolepsia uuringutes saavutati siis, kui avastati seos hiipokretiini ehk
oreksiini ja narkolepsia vahel (Sakurai jt., 1998). Esimest korda néidati inimestel hiipokretiini
defitsiidi seotust narkolepsia-katapleksiaga aastal 2000 — iiheksast patsiendist seitsme puhul ei
olnud v&imalik oreksiini CSF-st tuvastada, kuid kdigil uuringus osalenud kontrollindiviididel
(8) oli neuropeptiidi tase moddetav (Nishino jt., 2000b). Umbes 90% narkolepsia-katapleksia
haigetest ning 10-20% narkoleptikutel ilma katapleksiata on hiipokretiini tase CSF-s viga
madal (Thannickal, 2000).

Hiipokretiin reguleerib toitumisega seotud funktsioone, une- ja drkveloleku perioode ning
neuroendokriinset homoostaasi (Bonnavion ja de Lecea, 2010). Hiipokretiini siinteesib aju
hiipotaalamuse lateraalne osa ja seda toodetakse valkude eellastest, mida nimetatakse prepro-
hiipokretiinideks. Viimased Iohustatakse ensiimaatiliselt kaheks peptiidiks — hiipokretiin 1 ja
2 (nimetatakse ka oreksiin A ja B), mis koosnevad vastavalt 33 ja 28 aminohappest (Sakurai
jt., 1998).

1999. aastaks jouti selgusele, et koertel esineva autosomaal-retsessiivse narkolepsia vormi
tekkimise eest vastutab mutatsioon hiipokretiini retseptor 2 kodeerivas geenis HCRTR2 (Lin
jt., 1999). Narkolepsia-sarnast fenotiitipi on tdheldatud ka prepro-hiipokretiini knockout hiire
mudelil (Chemelli jt., 1999).

Narkolepsia avaldumine inimestel, erinevalt koertest, on seotud umbes 70 000 hiipokretiini
tootva neuroni hdvimisega ajus, kuid mitte mutatsioonidega hiipokretiini retseptoreid
kodeerivas geenis (Thannical jt., 2000). Seejuures ndib konkreetsete rakkude kadu olevat
selektiivne, kuna MCH (melaniini kontsentreeriv hormoon) neuronid, mis on pdimunud

oreksiini produtseerivate rakkudega, ndivad olevat tdiesti puutumata (Thannickal jt., 2009).
1.5.2. HLA DQB1*0602

Esimesed t66d, milles néidati spetsiifilise HLA haplotiiilibi seotust narkolepsiaga, ilmusid juba
1984. aastal (Juji jt., 1984). Hiljuti teostatud narkolepsia  tilegenoomsed
assotsiatsiooniuuringud (GWAS) on samuti ndidanud koige tdhendusrikkamat seost 6.
kromosoomis paikneva HLA Kklass Il regiooni spetsiifilise markeriga DQB1*0602 (Joonis 1,

Miyagawa jt., 2008). Viimases kodeeritakse mitmeid MHC klass II subtiiiipide valke, mis
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esitlevad voorpeptiide T-rakkudele infektsiooni ajal, aktiveerides sellega immuunvastust T-

raku antigeensete retseptorite (TCR) kaudu (Faraco jt., 2013).

Kromosoom 6
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Joonis 1. HLA regioon inimese 6. kromosoomis®, kohandatud

Nii Euroopas kui ka Ida-Aasias mangib koige olulisemat rolli narkolepsia esinemises HLA-
DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602 haplotiiiip. Tafti ja kolleegide poolt eurooplaste seas
labi viidud uuringus avastati, et tervetel inimestel (1889) esinevad maérkimisvaarselt
sagedamini DQB1*0304, 0402, 0502 ja 0604 markerid ning ainuke marker, mida esines
sagedamini katapleksiat omavatel narkoleptikutel (1029) oli DQB1*0602. Viimase kandjatel
on 251 korda korgem tdendosus haigestuda narkolepsiasse kui DQB1*0602 negatiivsetel
indiviidel. Veel on selgeks tehtud, et DQB1*0602 homosiigootsus vdrreldes
heterostigootsusega suurendab narkolepsia riski kaks korda (Han jt., 2012a; Tafti jt., 2014).

1.5.3. HLA regiooni viiliste narkolepsiaga seost niitavate poliimorfismide leidmine
GWAS uuringutega

Nii nagu paljude teiste haiguste korral, on ka narkolepsia kandidaatgeenide viljaselgitamiseks
kasutatud GWAS-e, eesmirgiga leida teisi genoomi piirkondi, mis lisaks HLA spetsiifilistele
alleelidele voiksid olla seotud narkolepsia véljakujunemisega (Hor, 2013). Lisas 1 on vilja
toodud koik iihenukleotiidsed poliimorfismid (SNP), mis on osutunud oluliseks erinevate

populatsioonide uurimisel.

Kdige esimene narkolepsiaga seotud GWAS wviidi 14dbi Jaapanis, kus ei leitud iihtegi
iilegenoomselt tdhendusrikast assotsiatsiooni; tugevaim seos narkolepsiaga leiti markeriga
rs5770917 T>C (Miyagawa jt., 2008). Nimetatud marker paikneb CPT1B/CHKB geenide
vahel. Selle sama markeri replikatsiooniuuringus korealastel leiti samuti seos narkolepsiaga.
Seejuures ndidati, et rs5770917 heterosiigootide CPT1B ning CHKB geenide mRNA

3http://www.sciscogenetics.com/technology/human-leukocyte-antigen-complex/
13



ekspressiooni tase leukotsiiiitides on langenud vorreldes TT homosiigootidega (Miyagawa jt.,
2008). Leitud seost ei ole korratud hiinlaste ega eurooplaste seas ldbiviidud uuringutes,
ilmselt konkreetse riskialleeli madalama esinemissageduse tottu neis populatsioonis (Han jt.,
2012b; Hallmayer jt., 2009).

Jaapanlaste populatsioonis on 1dbi viidud veel teinegi uuring, milles uuriti 202
kandidaatgeeni. Parimad tulemused saadi markeritega geenidest NFATC2, SCP2, CACNALC,
TCRA/DAD1, POLE, FAM3D, kuid leitud seosed ei olnud eriti tdhendusrikkad (Shimada jt.,
2010). Samas TCRA/DAD1 lookuses leiti eurooplaste seas ldbi viidud uuringus seos
rs1154155 ja narkolepsia vahel; uuringus vorreldi HLA DQBI*0602 positiivseid patsiente
HLA DQBI*0602 positiivsete kontrollidega (Hallmayer jt., 2009).

1.5.3.1. Narkolepsiaseoseline marker TCRA lookuses

TCRA (T-raku antigeense retseptori alfa lookus) geeni marker rs1154155 on ainus HLA-st
soltumatu narkolepsiaseoseline marker, mis on replitseerunud kdigis labiviidud uuringutes
(Hor, 2013). T-raku antigeensed retseptorid on heterodimeersed valgud, mida
ekspresseeritakse T-rakkude pinnal. Antud retseptorite {ilesanne on dra tunda MHC valkude
poolt esitletud voor- voi kehaomaseid antigeene, millele jargneb immuunvastuse

initsieerimine ja reguleerimine (Vyse, 2009; Faraco jt., 2013).

TCR valk koosneb o- ja p-ahelatest. Selleks, et saada uusi ning unikaalseid antigeen-
spetsiifilisi TCR vorme, on tarvis erinevate DNA somaatiliste rekombinatsioonide 1dbiviimine
V, D ja J segmentidega T-rakkude arenemise ajal. J segmentide seos narkolepsiaga on
tugevaim, kuna marker rs1154155 paikneb J10 segmendi ldheduses (Faraco jt., 2013). Leitud
SNP (transversioon T>G) vdib olla narkolepsiaga immunoloogiliselt seotud, suurendades
antud haiguse avaldumise riski. Seda on ndidatud erinevates populatsioonides, niiteks
genotiitip GT suurendab haigestumise riski vorreldes genotiitibiga TT 1,94 (95% CI 1,68-
2,25) korda ning GG genotiilip 2,55 (95% CI 1,92-3,38) korda (Hallmayer jt., 2009). Seos
TCRA lookuse ja narkolepsia vahel on unikaalne, kuna iihegi teise autoimmuunhaiguse puhul

antud seost ei ole ndidatud (Faraco jt., 2013).
1.5.3.2. Narkolepsiaseoseline marker P2RY11 lookuses

Kirjeldatud on ka statistiliselt tdhendusrikast seost narkolepsia ja 19. kromosoomis paikneva
purinergilise retseptorgeeni P2RY11 mittetransleeritud ala 3° UTR regioonis paikneva markeri
rs2305795 vahel (Kornum jt., 2011). Purinergilised signaalid méngivad olulist rolli

immuunregulatsioonis, moduleerides limfotsiiiitide ja monotsiilitide kiipsemist, kemotaksist
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ja apoptoosi (Bours jt., 2006). Labiviidud uuringutest on leitud, et T-liimfotsiiiitides ja NK
rakkudes (looduslikes tapja-T-rakkudes), kuid mitte teistes veres leiduvates
mononukleaarsetes rakkudes P2RY11 geeni mRNA ekspressiooni vdhenemine 0N
korrelatsioonis rs2305795 G>A variandi kandlusega (Kornum jt., 2011). Riskialleeli A poolt
esile kutsutud P2RY11 geeni mRNA ekspressiooni langus voib alandada vastupanu ATP-
vahendatud raku surmale, potentsiaalselt muutes infektsioonide immuunvastust voi mdjutades

otseselt hiipokretiini sekreteerivaid neuroneid (Mahlios jt., 2013).

Eksoomi sekveneerimise uuringus kirjeldati lookuse P2RY11 ldaheduses (20-100 kb) DNMT1
geeni, mille 21. eksonis ilmnevad mutatsioonid on seostatavad narkolepsia fenotiiiibiga,
kaasates tdiendavaid Kkliinilisi stiimptomeid nagu kurtus ning tserebellaarne ataksia.
Kompleksfenotiilipi uuriti viiel patsiendil ning pakuti vélja, et DNMT1 geeni regulatoorsed
elemendid voivad asuda P2RY11 lookuses. Veelgi enam, P2RY11 marker rs2305795
viahendab ka DNMT1 ekspressiooni leukotsiiiitides (Winkelmann jt., 2012; Kornum jt., 2011).
DNMT1 kui DNA metiiiiltransferaasi ekspressioon on seotud immuunsiisteemiga, méngides

olulist rolli regulatoorsete T-rakkude diferentseerumises (Josefowicz jt., 2009).
1.5.3.3. ImmunoChip uuringud

Kuna jarjest enam kisitletakse narkolepsiat kui immuunsiisteemi mdjutavat haigust, siis
kasutati iihes uuringus Ilumina ImmunoChip’i, millele on spetsiaalselt valitud ca 200 000
markerit immuun- ning pdletikuliste haigustega seostatud genoomipiirkondadest, kaasa
arvatud MHC regioonist. Selles uuringus nditasid genoomselt tdhendusrikast seost
narkolepsiaga lisaks TCRA markerile rs1154155 ka katepsiin H (CTSH) marker rs34593439
ning TNF superperekonna neljanda liilkme (TNFSF4 ehk OX40L) marker rs7553711 (Faraco
jt., 2013).

Seosed CTSH ja TNFSF4 geenide markerite ning narkolepsia vahel nditavad, et antud
neuroloogilist unehéiret voivad esile kutsuda ka T-rakkude ja antigeene esitlevate rakkude
defektsed interaktsioonid, kuna molema geeni produktid osalevad MHC Il/antigeen
kompleksi moodustumises (Faraco jt., 2013). Katepsiinid on endosomaalsed/liisosomaalsed
madala pH poolt aktiveeritavad ensiiiimid, osaledes lisaks peptiid/MHC Il interaktsioonidele
ka valkude Umbertootlemises ning antigeenide protsessimises (Conus ja Simon, 2010).
Marker rs34593439 paikneb CTSH geeni esimeses intronis. Uhe hiipoteesi kohaselt vdib
narkolepsia olla tingitud vdhenenud CTSH aktiivsusest, mis pirsib antigeenide to6tlemist,

muutes seeldbi DQB1*0602 poolt esitletud peptiidide repertuaari (Faraco jt., 2013).
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T-rakkude aktiveerimiseks ehk T-raku antigeensete retseptorite ning MHC Il/antigeen
kompleksi moodustumiseks on tarvis kostimulaatormolekule, milleks on TNSRSF4 (alias
OX40) ning TNFSF4 (alias OX40L) retseptor-ligand paarid. Nende kahe interaktsioonidel
tekkivad kostimuleerivad signaalid tostavad efektor T-rakkude ellujdédmist ja uue pdlvkonna
T-malurakkude arengut. Narkolepsiaseoseline marker rs7553711 paikneb OX40L geenis,
mdjutades antigeenide esitlemist T-rakkudele (Faraco jt., 2013).

1.5.3.4. HLA marker rs2858884 ja protektiivsed HLA alleelid

GWAS-i tulemusena on avastatud HLA-DQAZ2 regioonis marker rs2858884, mille
tahendusrikast assotsiatsiooni narkolepsiaga on suudetud tdestada nii discovery- kui ka
kombineeritud uuringurithmas. Minoorse alleeli C esinemissagedus kontrollgrupis, kel esines
HLA DRB1*1501-DQB1*0602 haplotiiiip, oli suurem (17%) kui narkoleptikutel (10%),
viidates harvem esineva alleeli tugevale kaitsvale efektile (Hor jt., 2010). 2014. aastal
esitletud toos replitseeriti seost sama markeriga. Lisaks sellele leiti HLA DQB1*0602
positiivseid patsiente ja vastavaid positiivseid kontrolle uurides protektiivsed alleelid
eurooplaste hulgas: DQB1*0603, DQB1*0501, DQB1*0609 ja DQB1*02, mis kaitsevad
narkolepsia eest (Tafti jt., 2014; Han jt., 2012a).

1.6. Narkolepsia kui autoimmuunhaigus

TCRA, P2RY11, DNMT1, CTSH ja TNFSF4 lookused, kus paiknevad GWAS-ide tulemusena
leitud narkolepsiaseoselised markerid, on olulised immuunvastuses (Hallmayer jt., 2009;
Kornum jt.,, 2011; Mahlios jt., 2013). Antud seosed ning HLA DQB1*0602 markeri
esinemine viitavad narkolepsiale kui autoimmuunhaigusele, kuna véga paljusid
autoimmuunhaiguseid (nditeks I tiilipi diabeet ning reumatoidartriit) iseloomustab kindlate

HLA haplotiitipide esinemine (Chabas jt., 2003).

2009. aasta teises pooles puhkes pandeemiline gripiviirus HIN1, rahvapirasema nimetusega
seagripiviirus. Euroopa Liidus kiideti antud viiruse kontrolli all hoidmiseks heaks kolm
vaktsiini: Pandremix, Focteria ja Celvapan (Fugger ja Steinman, 2014). Umbes aasta péarast
vaktsineerimist ilmunud aruannetes viideti, et nii Soomes kui ka Rootsis suurenes alla 20
aasta vanuste noorte hulgas narkolepsiasse haigestumise risk vastavalt 12,7 ja 3 korda.
Kahtlustatakse, et vaktsiin Pandremix, mille adjuvandiks oli ASO03, on pdhjustanud
narkolepsiasse haigestumise sageduse tousu HLA DQB1*0602 positiivsetel lastel (Nohynek
jt., 2012; Persson jt., 2014).
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Ka Hiinas teavitati kolmekordsest narkolepsia esinemissageduse tdusust pérast gripiviiruse A
epideemiat. Antud juhul ei olnud tegu vaktsineerimise tagajirjel toimunud haigestumisega,
kuna uuringus osalenutest olid vaktsineerituid vaid 5,6% (Han jt., 2011). Parast pandeemia

raugemist viahenes narkolepsiasse haigestumise sagedus (Han jt., 2013).

Konkreetset seost nakrolepsia ning vaktsineerimise vahel ei ole veel selgeks tehtud, kuid
ilmselt on gripiviiruse ja narkolepsia vaheliseks liiliks autoimmuunsusega seotud aspektid (De
la Herran-Arita ja Garcia-Garcia, 2014). Autoimmuunsuse korral ndhakse keha enda peptiide
voorana ning sellele jargneb spetsiifilise koe havitamine, mis on seotud HLA alleelide
(nditeks DQB1*0602) poolt pohjustatud geneetilise riski tdusuga haigestunutel (Mabhlios jt.,
2013). Uhe piistitatud hiipoteesi kohaselt kutsub narkolepsiat esile autoimmuunne
hiipokretiini tootvate neuronite hdavimine (Joonis 2), millega kaasneb hiipokretiini taseme

languse CSF-s (De la Herran-Arita ja Garcia-Garcia, 2014).

Gripiviiruse ning vaktsineerimise tagajdrjel esile tulnud autoimmuunset hiipokretiini
neuronite havimist on kirjeldatud mitmel viisil. Arvestades, et nii vaktsiin Pandremix kui ka
lihtsalt nakkus gripiviirusega vdivad vallandada narkolepsiat, siis ilmselt esinevad nii
viirustes kui ka vaktsiinides epitoobid (millised, see on praeguseks veel teadmata), mis
sarnanevad oma chituselt peremehes esinevatele epitoopidele ehk antud juhul hiipokretiini
rakkudele (Lisa 2; Fugger ja Steinman, 2014). Sellist fenomeni nimetatakse molekulaarseks
mimikriks, mille puhul immuunsiisteemil on raske eristada kehaomaseid struktuure

voorstruktuuridest (Mahlios jt., 2013).
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Joonis 2. Autoimmuunsus ja hiipokretiini rakkude hivimine. (I) Fagotsiitoosile jargneb
antigeene esitlevate rakkude (APC) poolt indutseeritud HIN1 gripiviiruse partiklite
lagundamine liisosoomides, protsessi vahendab katepsiin H. (IT) Viirusest périt peptiide
esitletakse APC-de pinnal MHC 1l (DQA1*01:02-DQB1*0602) komplekside abil CD4" T-
rakkudele. (III) Hiipokretiini spetsiifilised CD4" T-rakud aktiveeruvad pirast esitletud
antigeeni Aratundmist. Pirast aktiveerimist intensiivistub CD4" T-rakkudes OX40
ekspressioon, mis on tdhtis kostimuleeriv molekul. OX40 tunneb dra APC-d, milles on
ekspresseritud OX40L ligand. (IV) Aktiveeritud CD4" T-rakud sekreteerivad IFN-y, TNF-o ja
IL-2, mis stimuleerivad CD8" T-rakke ja juhivad Thl (T-abiastaja rakud) vahendatud
immuunvastuseni. Aktiveeritud CD4" T-rakkudest périt IL-4 soodustab humoraalset vastust,
viies TRIB2 antikehade tootmiseni B-rakkudes. (V) Streptokoki infektsiooni tulemusel
genereeritud antigeenid aktiveerivad Th17 rakke, mille poolt produtseeritud 1L-17 ning IL-22
osalevad hematoentsefaalbarjddri (BBB) muutmisel ldbitavaks. Suurenenud ldbilaskvus
voimaldab T- ja B-rakkude ning Tribbles2 antikehade migratsiooni kesknarvisiisteemi. (V1)
Aktiveeritud T- ja B-rakkude labivad BBB ja interakteeruvad CNS-s APC-dega (mikrogliia),
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mis esitlevad hiipokretiinirakkude autoantigeene DQA1*01:02-DQB1*0602 kontekstis. (V1)
Reaktiveeritud T-rakud jouavad hiipotaalamusse, tunnevad &ra hiipokretiini tootvad neuronid,
indutseerivad tsiitokiinide ja tsiitotoksiliste lihendite sekretsiooni. Veelgi enam, streptokoki
superantigeenid vodivad ithendada MHC ja TCR molekulid antigeeni spetsiifilisusest
sOltumata, tuues kaasa autoreaktiivsete T-rakkude aktivatsiooni. See vdib viia hiipokretiini-
spetsiifiliste  antigeenide  sensibiliseerimiseni ja CD4" T-rakkude vdimendunud
ristreaktsioonideni, mis viib autoimmuunse reaktsioonini hiipokretiini neuronite vastu
(Mahlios jt., 2013, kohandatud).

Narkolepsiat seovad immuunsiisteemiga ka antikehad, mida toodetakse valgu Tribbles
homoloog 2 (TRIB2) vastu. TRIB2 valke produtseeritakse hiipokretiini rakkudes (Lim ja
Scammell, 2010). TRIB2 on identifitseeritud kui esimene haigus-spetsiifiline autoantigeen
16-26% narkoleptikutel (Cvetkovic-Lopes jt., 2010; Kawashima jt., 2010; Toyoda jt., 2010).
On avastatud, et mida vihem on narkolepsia-katapleksia avaldumisest moddas, seda suurema
toendosusega Sisaldab narkoleptikute organism anti-TRIB2 autoantikehasid, kusjuures antud
autoantikehi esineb rohkem DQB1*0602 positiivsetel narkolepsia-katapleksia haigetel kui

tiksnes narkolepsiat pddevatel inimestel (Kawashima jt., 2010).

Kliiniliselt on veel viljaselgitamata, kas TRIB2 autoantikehad ise riindavad hiipokretiini
produtseerivaid rakke vOi on vastavate antikehade toodang tagajarg hiipokretiini-rakkude
hivimisele voi hoopis on tegu lihtsalt kokkusattumusega ning seos nérvirakkude hdvimisega

puudub (Fontana jt., 2010; Lim ja Scammell, 2010).

Veel on avastatud, et indiviidid, kel on esinenud bakteri Streptococcus poolt pohjustatud
kurgupdletik enne 21. eluaastat, vdivad viis korda suurema tOendosusega haigestuda
narkolepsiasse (Koepsell jt., 2010). Vastuvotlikkus neuroloogilisele unehéirele on seotud
tilemiste hingemisteede infektsioonidega, kaasaarvatud nendega, mida pohjustab bakter
Streptococcus pyogenes. Modtmistulemustena on kindlaks tehtud antud bakteri poolt
produtseeritava toksiini (streptoliisiin  O) vastaste antikehade (ASO) hulk, mis on
narkoleptikute organismis korgem kui samavanustel kontrollgrupi indiviididel. Seejuures on
antikehade kontsentratsioon on seda suurem, mida vihem on narkolepsia algusajast moddas

ehk siis aja moodudes antikehade hulk organismis vaheneb (Aran jt., 2009).
1.7. Ravi

Narkolepsia, kui igapdevaelu mdjutav neuroloogiline héire, ei avalda moju iiksnes haigele
endale, vaid ka tema ldhedastele. Lisaks viiksemale sissetulekule ning suurtele
véljaminekutele seoses ravikuludega, voib antud haigusega kaasneda tdsiseid sotsiaalseid
tagajargi, nagu nditeks tookaotus, ebakolad suhetes, haridusevoimaluste vihenemine ja palju
muud (Jennum jt., 2012).
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Narkolepsiat, mis pdhjustab kdike eelpool mainitut, otseselt ravida ei ole vdimalik. Uksnes
stimptomite mitte-farmakoloogiline voi farmakoloogiline leevendamine aitab tohustada
narkoleptikute elu kvaliteeti. Viimane tuleks kasutusele votta alles siis, kui alternatiivsed
voimalused: unchiigieeni parandamine ning planeeritud unemustrite jargimine enam ei aita
(Sonka ja Susta, 2012). Uldiselt peetakse mittefarmakoloogilist ravi siiski sekundaarseks,
kuna planeeritud uinakute moju ei ole piisav, et véltida ootamatuid unesdostusid

(Morgenthaler jt., 2007).

Péevase liigunisuse kontrolli alla hoidmiseks on olemas mitmeid tiilipe ravimeid: tavaparased
kesknérvististeemi (CNS) stimulandid (amfetamiin ja selle derivaadid), mitte-amfetamiinsed
CNS stimulandid (modafinil, armodafinil), naatriumoksiibaat, kofeiin, stimulandi omadustega
antidepressandid ja muud uued arstimid (Sonka ja Susta, 2012). Spetsiifilist siimptomit,
katapleksiat, on voimalik piirata tritsiikliliste antidepressantidega, nagu néiteks protriptiiliin,
klomipramiin voi venlafaksiin. Sealjuures tuleb erinevate preparaatite manustamisel arvestada
ka korvalmdjudega: allergia, iiveldus, s66giisu kaotamine vdi psiithholoogilised probleemid

(Mignot, 2012).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmirgid

Antud t606 praktilise osa eesmarkideks oli:

e genotiipiseerida Tartu Ulikooli Eesti Geenivaramu andmebaasis olevate narkolepsia
diagnoosiga  geenidoonoritel jargnevad narkolepsiaseoselised  poliimorfismid
(rs1154155 TCRA lookuses ja rs2305795 P2RY11 lookuses) riskialleelide
identifitseerimiseks

¢ hinnata antud indiviididel narkolepsiaseoselise HLA variandi DQB1*0602 esinemist

e hinnata TCRA lookuse poliimorfismi rs1154155, HLA regiooni poliimorfismi
rs2858884 ning HLA DRB1*1501/DQB1*0602 haplotiiiipi kirjeldava tag SNP-i

(rs3135388) harvem esineva alleeli sagedust tervetel geenidoonoritel

Kéesolevas to0s labiviidavate uuringute teostamiseks on geenidoonorid andnud informeeritud

ndusoleku ning on olemas Tartu Ulikooli inimuuringute eetika komitee luba.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Valim

Kiesoleval ajal kuulub TU Eesti Geenivaramu geenidoonorite hulka 17 narkolepsia
diagnoosiga inimest, kellest 10 on mehed ning 7 naised. Narkolepsia diagnoos on kinnitatud
unekliinikus. Valimisse kuuluvate geenidoonorite keskmine vanus on 40 eluaastat (SD + 14,8

aastat), noorim 19 aastane ning vanim 66 aastane.

Tervete geenidoonorite valimi moodustasid 4400 indiviidi, kes olid eelnevalt TU Eesti
Geenivaramus genotiipiseeritud Illumina Infinium HumanExome BeadChip kiibiga, mis
sisaldab >240 000 eksoomipiirkondades paikneva markeri, mida kasutatakse leidmaks
funktsionaalseid markereid oluliste seoste leidmiseks erinevate inimese tervise- ja

haigusseisundite puhul.

2.2.2. Uuritavate geenide amplifitseerimine ning genotiipiseerimine

Geenis TCRA esineva piirkonna, kus paikneb SNP rs1154155 ning geenis P2RY11 esineva
piirkonna, kus paikneb SNP rs2305795, amplifitseerimised teostati PCR (poliimeraasi
ahelreaktsioon) meetodil. Eelnevalt maskeeritud (eemaldati praimerite seondumiseks sobilike
kandidaatjérjestuste probleemsed kohad: kordusregioonid ja SNP-d programmiga SNPmasker
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1.1)4 lahtejdrjestuse abil disainiti konkreetsed praimerid Primer3web versioon 4.0.0 abil®
jargnevate Kriteeriumide alusel: praimerite pikkus 18-23 bp, sulamistemperatuur 57-62°C, GC
sisaldus 30-70%, produkti pikkus kuni 600 bp. Unikaalsust ehk ainult iihe konkreetse produkti
saamist kontrolliti veebipdhise programmiga6 GenomeTester 1.3. Saadi jargnevad praimerite

paarid:
e TCRA geen (rs1154155)

forward 5’-GGCATCAAACACTGTGATACTCA-3
reverse 5’-GGGGCACAATCTCTGGAATG-3’

e P2RY11 geen (rs2305795)

forward 5’-AAGACCCCAGACACCCAAG-3’
reverse 5’-GGTCACTTGTCCTAGGGTCG-3’

HLA DQB1*0602 genotiipiseerimiseks vajalikud PCR-i praimerid saadi Hallmayer jt., 2009.

aasta toost:

forward 5’- CCCGCAGAGGATTTCGTGTT-3’
reverse 5’- AACTCCGCCCGGGTCCC-3°

Uhe PCR reaktsiooni jaoks vajaliku segu kogumaht oli 25 ul, mis sisaldas jirgmisi

komponente:

10x reaktsioonipuhver B 2,5 ul
(0,8 M Tris-HCI, 0,2 M (NH,)2S04, 0,2% w/v Tween 20, Solis BioDyne, Eesti)

MgCl, (25 mM, Solis BioDyne, Eesti) 2,5 ul
dNTP-de segu (2,5 mM, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, Thermo Scientific, USA) 2,5 ul
Forward praimer (10 pmol/ul, Metabion International AG, Saksamaa) 2 ul
Reverse praimer (10 pmol/ul, Metabion International AG, Saksamaa) 2 ul
HOT FirePol® DNA poliimeraas (5 U/ul, Solis BioDyne, Eesti) 0,3 ul
Uuritav DNA (~20 ng/ul) 1 ul
Loppmahuni deioniseeritud vett 12,2 ul

Geenis TCRA esineva piirkonna amplifitseerimise jaoks vajalik PCR viidi 1dbi termotsiikleris

(GeneAmp® PCR System 2700, Applied Biosystems, USA) jargneval reziimil:

*http://bioinfo.ebc.ee/snpmasker/
*http://primer3.ut.ee/
®http://bioinfo.ut.ee/genometester/
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algne denaturatsioon 95°C 15 minutit
denaturatsioon 95°C 30 sek
praimerite seondumine 62°C 30 sek
DNA siintees 72°C 40 sek
Kokku 5 tsiiklit touchdown meetodil (iga tsiikkel - 2°C)
denaturatsioon 95°C 30 sek
praimerite seondumine 52°C 30 sek
DNA siintees 72°C 40 sek
Kokku 30 tsiiklit

Ldpp elongatsioon 72°C 10 min

Geenis P2RY11 esineva piirkonna amplifitseerimise jaoks vajalik PCR viidi 14bi

termotsiikleris (Arktik™ Thermal Cycler, Thermo Scientific, USA), jargneval reziimil:

algne denaturatsioon 95°C 15 minutit
denaturatsioon 95°C 30 sek
praimerite seondumine 62°C 30 sek
DNA siintees 72°C 40 sek
Kokku 3 tsiiklit touchdown meetodil (iga tsiikkel - 2°C)
denaturatsioon 95°C 30 sek
praimerite seondumine 56°C 30 sek
DNA siintees 72°C 40 sek
Kokku 30 tsiiklit

Lopp elongatsioon 72°C 10 min

HLA piirkonnaa DNA amplifitseerimise jaoks vajalik PCR viidi 1dbi termotsiikleris

(GeneAmp® PCR System 2700, Applied Biosystems, USA) jargneval reziimil:

algne denaturatsioon 95°C 15 minutit
denaturatsioon 95°C 30 sek
praimerite seondumine 63°C 30 sek
DNA siintees 72°C 1 min
Kokku 35 tsiiklit

Ldpp elongatsioon 72°C 10 min

Saadud 531 bp pikkused TCRA geeni produktid, 472 bp pikkused P2RY11 geeni produktid
ning spetsiifilise HLA regiooni 218 bp pikkused fragmendid lahutati 1% agaroosgeelis
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geelelektroforeesil, mille valmistamiseks kasutati 0,5x TBE puhvrit (0,045 M Tris-boraat;
0,001 M EDTA'Nay), kuhu lisati 3 ul etiidiumbromiidi (5 mg/ml). 5 ul proovi ja 2 ul
laadimispuhvrit (Thermo Scientific 6x Orange DNA Loading Dye, USA) segati ning kanti
geeli hambasse. Pikkusmarkeriks geelil oli Thermo Scientific O’GeneRuler 50 bp DNA
ladder (USA). Elektroforees toimus pingel 170 volti. DNA visualiseerimiseks kasutati UV
valgust.

2.2.3. PCR produktide sekveneerimine

PCR produktide primaarstruktuuri madramiseks kasutati Sangeri sekveneerimise meetodit.
Esmase etapina puhastati PCR reaktsioonid kasutamata jddnud praimeritest ning
desoksiiribonukleotiididest. Selle jaoks lisati 5 ul PCR-i produktile 1 pl aluselist fosfataasi
FastAP (1 U/ul, Thermo Scientific, USA) ning 0,5 pl ensiiimi eksonukleaas 1 (20 U/pl,
Fermentas, Leedu). Jargnevalt inkubeeriti segatud ning tsentrifuugitud proove termotsiikleris

37°C juures 20 minutit ning seejarel inaktiveeriti ensiitimid 15 minuti jooksul 80°C juures.

Sekveneerimisreaktsioonid valmistati iga produkti kohta mdlema praimeriga eraldi. Selle
jaoks segati kokku 1,3 pl puhastatud PCR produkti, 0,7 ul premix’i (BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing RR-100, Applied Biosystems, USA), 2 ul lahjenduspuhvrit (BigDye®
v1.1, 3.1 5x Sequencing Buffer, Applied Biosystems, USA), 0,9 ul forward-/reverse praimerit
ning 5,1 pl deioniseeritud vett. Sekveneerimisprogramm viidi ldbi PCR termotsiikleris

(GeneAmp® PCR System 2700, Applied Biosystems, USA) reziimiga:

denaturatsioon 95°C 20 sek
praimerite seondumine 50°C 15 sek
ahelate siintees 60°C 1 min
Kokku 30 tsiiklit

DNA  sadestamiseks  lisati  igale  termotsiiklerist vdetud  proovile 2 pul
naatriumatsetaat+dekstraan segu ning 30 pl kiilma 95% etanooli. Segud tuubides segati ning
asetati 30 minutiks -20°C juurde. Jargnevalt tsentrifuugiti sade pohja 20 minuti jooksul +4°C
juures 13 000 pooret minutis. Pdrast supernatandi eemaldamist lisati igasse tuubi 120 pl
kiilma 70% etanooli, millele jérgnes proovide uus tsentrifuugimine 5 minuti jooksul +4°C
juures 13 000 podret minutis. Supernatandi eemaldamisele jargnes sademe kuivatamine

avatud kaanega tuubides +37°C juures. Sade lahustati 70% formamiidis, mida lisati 12 pl. 10
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ul proovi kasutati sekveneerimiseks. Sekveneerimine teostati Eesti Biokeskuse tuumiklaboris.

Saadud tulemusi analiiiisiti programmiga BioEdit versioon 7.2.5.
2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1. Narkolepsia patsientide fenotiiiip

TU Eesti Geenivaramu andmebaasis sisalduvate andmete pdhjal oli narkolepsia patsientide
keskmiseks vanuseks diagnoosi saamisel 37 eluaastat (SD +16 aastat), see juures meestel 31
eluaastat (SD =+11,5 aastat) ning naistel 45 ecluaastat (SD +18,5 aastat). Kuuel inimesel
tuvastati haigus 16-25 aasta vanuselt ning iilejadnud 11 inimesel vahemikus 28-67 eluaastat.
Antud seitsmeteistkiimnest indiviidist esineb katapleksia diagnoosi kirjelduses kindlalt iiksnes
kahel geenidoonoril, teistel ainuomast siimptomit ei ole tuvastatud vdi puuduvad selle kohta
andmed. Luca ja kolleegide poolt avaldatud t60s jadb keskmine diagnoosi saamise vanus
36,87+17,13 eluaasta juurde, kusjuures meestel tuvastati antud haigus vanuses 36,80+17,40
ning naistel 36,91+16,86 eluaastat (Luca jt., 2013). Hoolimata vidga viikesest valimist, on
keskmine diagnoosi saamise vanus Eesti patsientidel iillatavalt sarnane vastavale nditajale

mujal Euroopas.

Diagnoosimine soltub paljudest teguritest, eelkdige sellest, millised ja kui tugevad on
esmased siimptomid. Morrish jt. on leidnud, et esmased narkolepsia-katapleksiale viitavad
simptomid avalduvad inimestel tavaliselt vanuses 15-29 eluaastat (Morrish jt., 2004).
Kahjuks on antud valimisse kuuluvate geenidoonorite esmaste siimptomite algusaeg teadmata
ning seetdttu on jérelduste tegemine keeruline. Kiill aga v3ib nditeks varajast diagnoosimise
aega seostada katapleksiaga — kui katapleksia on esimene siimptom voi ilmneb suhteliselt
ruttu peale EDS-i, on diagnoosi midramine lihtne, kuna ainuomast siimptomit on kerge
narkolepsiaga seostada. Ometigi v3ib kataplektiliste atakkide avaldumine votta aega ning
kerged voi harva esinevad katapleksiahood voivad jadda méarkamatuks, mistdttu voib haiguse
kindlaks tegemine olla keeruline ja jddda vanemasse ikka. Antud valimisse kuulnud kahel
narkolepsia-katapleksia haigel oli katapleksia diagnostilise tunnusena varakult avaldunud ning

voimaldas diagnoosi vdljapanekut vastavalt 21 ja 22 aastaselt.

Uuringus osalenute andmeid analiiiisides ilmneb, et lisaks narkolepsiale esineb patsientidel ka
teisi kaasuvaid haigusi: une-arkveloleku tsiikli haired (1), obstruktiivne uneapnoe (4), rahutute
jalgade siindroom (3), norskamine (2), uinumise ja une séilitamise haired ehk insomniad (1),
arevushdired (1) ning depressioon (4). Nimetatud kaasuvad haigusi on Kirjeldatud ka

varasemates to0des kui narkolepsiale iseloomulikke patoloogiaid, esinedes sagedamini
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narkoleptikutel kui tavapopulatsioonis (AASM, 2001; Peacock ja Benca, 2010). Antud
patsientidest iiheteistkiimnel esines vdhemalt {iks ning iihel 4 {ilalnimetatu haigustest. Siiski

mainitud hédirete kaasesinemist ei saa otseselt narkolepsiaga seostada.

Keskmine BMI uuritavatel narkolepsia doonoritel on 27,2 (SD +8,3), meestel 26,5 (SD +5,4)
ning naistel 28,1 (SD +11,8). 8 inimese BMI on normaalses vahemikus (18,5-25), kuid
tiheksal on BMI >25, mis tdhendab, et iile poolte antud valimi geenidoonoritest (53%) on
tilekaalulised. Varasemas uuringus (Luca jt., 2013) leiti, et umbes 2/3 narkoleptikutest on
iilekaalulised; keskmine BMI oli kokkulangev eestlastest patsientidega. Ulekaalu tekkimine ja
rasvumine voivad narkolepsia puhul olla seotud hiipokretiini tootvate neuronite hdvimisega.
Kuna hiipokretiinid osalevad ka toitumise regulatsioonis, siis hiipokretiini taseme langus vdib
viia selliste muutusteni metabolismis, mis viivad kaalu tdusuni. Samas narkoleptikutel esinev
depressioon voib samuti leida leevendust liigsdomises. Osadel juhtudel voib kehamassi
suurenemine olla pohjustatud ka vihesest kehalisest aktiivsusest. Suurenenud BMI seost

narkolepsiaga tuleks pohjalikumalt uurida, kuna ilmselt ei pdhjustada seda ainult tiks tegur.

2.3.2. Narkolepsiaseoseliste riskialleelide ning HLA DQB1*0602 markeri esinemine
narkolepsia diagnoosiga geenidoonoritel

Narkolepsiaseoseliste riskialleelide sageduse hindamiseks méérasime narkolepsia patsientidel
markerite rs1154155, rs2305795 ja HLA DQB1*0602 genotiiiibid. Sekveneerimistulemuste
analiitis nditas (Lisa 3), et TCRA marker rs1154155 T>G esineb iiksnes neljal (1 GG
homostiigoot, 3 GT heterosiigooti) indiviidil 17-st (23,5%) ning P2RY11 marker rs2305795
G>A esineb 13 (8 AA homosiigooti, 5 AG heterosiigooti) indiviidil 17-st (76,5%). Kolm
narkolepsiahaiget (17,6%) geenidoonorit on DQB1*0602 alleeli kandjad (Tabel 1).
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Tabel 1. Uuritud indiviidide genotiiiibid ning HLA markeri kandlus*

rs1154155 rs2305795 HLA
Indiviid genotiiiip genotiiiip DQB1*0602

1 GG AA -
2 GT AA -
3 GT AG -
4 GT GG -
5 TT AA +
6 TT AA +
7 TT AA +
8 TT AA -
9 TT AA -
10 TT AA -
11 TT AG -
12 TT AG -
13 TT AG -
14 TT AG -
15 TT GG -
16 TT GG -
17 TT GG -

*Rasvaselt on esitletud nimetatud markerite kirjanduses viljatoodud riskialleelid

TCRA markeri rs1154155 minoorse alleeli G sagedus (MAF) patsientidel on 0,147. Saadud
tulemus langeb kokku HapMap-CEU referentspopulatsioonis (226 indiviidi) ndidatud alleeli
G sagedusega (0,146) tervete indiviidide hulgas. Eurooplastest narkolepsiahaigetel leiti G
alleeli sageduseks 0,240 ning tervetel kontrollidel 0,140 (Hallmayer jt. 2009). Seega, antud
t00s uuritud patsientidel oli riskialleeli sagedus tunduvalt madalam. Samas, Hallmayeri jt.

uuring hdlmas ainult narkolepsia ja katapleksia patsiente, kes olid lisaks ka kdik HLA

DQB1*0602 positiivsed.

P2RY11 markeri rs2305795 viidetava riskialleeli A sagedus patsientidel on 0,618. HapMap-
CEU referentspopulatsioonis on néidatud alleeli A sageduseks 0,562; vorreldavat alleeli

sagedust (0,608) niidati ka narkolepsiahaigete eurooplaste hulgas (Kornum jt., 2011).

HLA DQB1*0602 kandjaid antud valimis on 17,6%. Kirjanduse viitel peaks DQB1*0602
marker esinema >98% eurooplastest narkolepsia-katapleksia haigetel (Tafti jt., 2014) ning
40% narkoleptikutest, kel lihastoonusekadu ei esine (Tafti, 2009). Uuritud indiviidid, kel
esineb ka katapleksia, ei ole DQB1*0602 kandjad. Saadud tulemus ei vasta oodatule ja
peamiseks pohjuseks on tdendoliselt liiga vdike valimi suurus. On vdimalik ka, et monel
uuritud geenidoonoritest on kergekujuline katapleksia veel tuvastamata ning nemad vdivad
olla HLA DQB1*0602 kandjad.
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Kokkuvdtvalt voib delda, et valimis ei ole lihtegi sellist indiviidi, kes oleksid kodigi kolme
antud t66s uuritud narkolepsiaseoselise markeri kandjad. Kolm patsienti, kellel esinesid
riskialleelid nii TCRA kui P2RY11 loookustes, ei olnud HLA DQB1*0602 kandjad. Lisaks on
ndha, et kolmel HLA DQB1*0602 markeri kandjal esineb riskialleel A P2RY11 lookuses
homosiigootse kandlusega. Ka tuleb vilja see, et kolmel geenidoonoril ei esine mitte iihtegi
uuritud narkolepsiariski tostvat markeralleeli. Sellest voiks jareldada, et narkolepsia voib
esineda ka nimetatud markerite kandlusest sdltumatult ning haigust voivad esile kutsuda ka

teised geneetilised riskifaktorid koostoimes keskkonnateguritega.

Kuna kéesolevas to6s kasutada olnud patsientide grupp oli selgelt liiga véike ja heterogeenne,
siis tuleks saadud tulemustesse suhtuda kui esialgsetesse, mis jargnevates uuringutes voivad

muutuda.

2.3.3. Geneetiliste markerite kandlus tervetel doonoritel

Tervetel doonoritel méérati kolme markeri kandlust, mis olid valitud jirgnevate kriteeriumide
alusel: tag SNP (rs3135388) HLA DRB1*1501-DQB1*0602 regioonis voimaldab hinnata
DQB1*0602 haplotiiiibi kui narkolepsia suhtes kdige suuremat geneetilist riski omava markeri
kandlust eestlaste tildpopulatsioonis, TCRA lookuses paiknev marker rs1154155 seetottu, et
see on koige levinum HLA piirkonnast sdltumatu narkolepsiaseoseline poliimorfism, antud
geenil on roll immuunvastuses ning véidetavalt on narkolepsia autoimmuunsuse taustaga ja
vordlemaks riskialleeli G sagedust narkolepsiahaigetel leitud sagedusega. HLA DQAZ2
regiooni markeri rs2858884 puhul on niidatud, et minoorne alleel peaks omama narkolepsia
suhtes protektiivset efekti. Kahjuks puudusid IHlumina Infinium HumanExome kiibil andmed
P2RY11 lookuses paikneva narkolepsiaseoselise markeri rs2305795 kohta ning selle kandlust

tervetel geenidoonoritel ei olnud véimalik hinnata.

HLA DQB1*0602 kandluse maiaramiseks tervetel geenidoonoritel kasutati HLA DRB1*1501-
DQB1*0602 regioonis paiknevat tag SNP-i (rs3135388 G>A; De Bakker jt., 2006).
Riskialleeli A sageduseks eestlaste populatsioonis on 0,163. Teadaolevalt varieerub
DQB1*0602 markeri kandlus erinevates populatsioonides vahemikus 12-38% (AASM, 2010).
Saadud tulemuste pohjal on umbes 30% (1315/4400) eesti populatsioonist HLA DRB1*1501-
DQB1*0602 haplotiiiibi kandjad: 27,2% on HLA DRB1*1501-DQB1*0602 heterosiigoodid
ning 2,7% HLA DRB1*1501-DQB1*0602 homosiigoodid. Need tulemused langevad hasti
kokku HapMap-CEU referentspopulatsiooniga, kus rs3135388 heterosiigoote on 29,2% ning
varianthomosiigoote 4,4%. Siit voib jareldada, et HLA DRB1*1501-DQB1*0602 sagedus

eestlaste populatsioonis sarnaneb eurooplaste iildpopulatsioonile ning nimetatud markeriga
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eestlaste seas tulevikus ldbiviidavate uuringute tulemusi on voimalik vorrelda eurooplaste

seas labiviidavate uuringutulemustega.

TCRA lookuses paikneva narkolepsiaseoselise markeri (rs1154155 T>G) sagedus on antud
geenidoonorite hulgas 0,147, seejuures esineb GG riskigenotiiiip 2,1% ning GT riskigenotiiiip
25% indiviididest. Nagu juba varasemalt mainitud, on HapMap-CEU referentspopulatsioonis
riskialleeli G sagedus praktiliselt identne ehk 0,146, ka riskigenotiiiipide sagedused on
lahedased ehk vastavalt 2,7% ning 23,9%. Varianthomosiigoote GG rs1154155 suhtes on 93
ning heterosiigoote 1107, kokku 1200 riskialleeli G kandavat doonorit. Kui votta HLA
DRB1*1501-DQB1*0602 markeri kandjad, keda on 1315 ja vaadelda, mitmest neil esineb
lisaks markeri rs1154155 kandlus, on tulemuseks 348 indiviidi ehk 26,5%. Leitud 119 HLA
DRB1*1501-DQB1*0602 homosiigoodi hulgas on narkolepsia eelsoodumusega seostatava
markeri rs1154155 homosiigoote 1,7% ja heterosiigoote 26%. HLA DRB1*1501-DQB1*0602
heterostigootide (1196 indiviidi) seas on TCRA lookuse riskialleel A suhtes homosiigoote 22
ehk 1,8% ning heterosiigoote 293 ehk 24,5%. Kirjandusest saadud andmete pohjal suurendab
HLA DQB1*0602 homosiigootsus vorreldes heterosiigootsusega haigestumise riski 2 korda
(Tafti jt., 2014) ja rs1154155 riskialleeli G homosiigootsus 2,55 korda vorreldes TT
homostigootsusega (Hallmayer jt., 2009), seega vaadeldud indiviidide hulgast oleks antud
valimis kahel inimesel teoreetiliselt kodige suurem geneetiline eelsoodumus haigestuda

narkolepsiasse.

Protektiivset toimet omava alleeli (rs2858884 A>C) sagedus 4400 indiviidi hulgas on 0,187.
Tervete geenidoonorite hulgas on 4% CC homosiigoote ning 29,5% AC heterosiigoote ja
vorreldes HapMap-CEU referentspopulatsiooniga, on sageduste jaotus sarnane, vastavalt siis
0,167; 1,7% ja 30%. HLA DRB1*1501-DQB1*0602 homosiigootide hulgas leiti protektiivse
alleeli kandlus seitsmel ehk 5,9% geenidoonoritest. 9 HLA DQB1*0602 heterosiigooti on
homosiigoodid protektiivse rs2858884 alleeli C suhtes ning hiipoteetiliselt HLA DRB1*1501-
DQB1*0602 markerist tulenev riski eelsoodumus narkolepsiale voiks olla vdhenenud.
Ulejaanud HLA DRB1*1501-DQB1*0602 heterosiigootidest (299) ehk 25% on iiks
protektiivne alleel, kuid praeguste teadmiste alusel ei ole voimalik selle protektiivse alleeli

mdju hinnata, kuna pole teada, kas ta asub DQB1*0602 positiivsel voi negatiivsel alleelil.

Kokkuvdtvalt, kiesolev t66 on esimene Eestis ldbiviidud narkolepsiaseoseliste markerite
uuring, mis nditab, et valitud olulisemate riskialleelide esinemissagedus kohalikus
tildpopulatsioonis on védga sarnane vastavatele néditajatele eurooplaste iildpopulatsioonis.

Markerite rs1154155 ja HLA DQB1*0602 esinemissageduste erinevusi narkoleptikutest
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geenidoonorite ning kirjandusest pédrit tulemuste vahel ei saa tdepédrasena votta liiga viikese

valimi tottu.

Selleks, et iseloomustada uuritud markerite seost narkolepsiaga, oleks tarvis valimisse kaasata
tunduvalt rohkem patsiente. Seejuures on oluline narkolepsia fenotiiiibi voimalikult detailne
kirjeldamine, kuna haiguse geneetiline taust narkolepsia-katapleksia ja lihtsalt narkolepsia

korral on ilmselt erinev.

Ténapdeval tehakse narkolepsia diagnoosi kinnitamiseks poliisomnograafilisi uuringuid, et
kindalaks méérata narkolepikutele omast unemustrit ning une latentsi pikkust.
Narkolepsiaseoseliste suurt riski omavate geneetiliste markerite tuvastamine voiks olla
tulevikus tdiendavaks diagnostiliseks testiks. Kéesolevas t66s uuritud 3 pohilist (HLA
DQB1*0602, rs1154155, rs2305795) markerit voivad kiill koik nédidata tdhendusrikast seost
narkolepsiaga, kuid pole teada, millist mdju nad avaldavad koos ja voib-olla leidub veel
markereid, mis vdivad narkolepsia arengut soodustada voi seni tuvastatud riskimarkerite

osalust narkolepsia arengus mdjutada.

Uute narkolepsiaseoseliste markerite avastamiseks tuleks ldbi viia veel iilegenoomseid
assotsiatsiooniuuringuid veel suuremate patsientide valimitega. Kui Eestis onnestuks saada
kokku piisavalt suur narkolepikute valim (>100 juba hea), siis oleks vdimalus osaleda
taolistes uuringutes ja saada seeldbi tdiendavaid andmeid eestlastest patsientide kohta.
Alternatiivne voimalus oleks moodustada suurem narkolepsiahaigete kohort, kuhu kuuluksid
eestlastele ldhedased rahvused, nditeks lédtlased ja leedukad (Nelis jt., 2009). Viies 14bi case-

control uuringu suurema valimiga, oleks juba vdimalik saada statistiliselt olulisi tulemusi.
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KOKKUVOTE

Narkolepsia kui neuroloogiline unehdire on viga kompleksne haigus ning selle konkreetseid
tekkepdhjuseid ei ole siiamaani kindlaks tehtud. Kuigi teatakse, et narkolepsia saab alguse
hiipokretiini produtseerivate neuronite hidvimisest aju lateraalses osas, siis seni ajani puudub
selgus, mis sellist protsessi esile kutsub. Peamine viljapakutud hiipotees viitab
autoimmuunsuse mehhanismile, mida toetavad ka narkolepsia uuringutes leitud seosed HLA
DQB1*0602, rs1154155, rs2305795, rs34593439 ja rs7553711 markeritega.

Antud bakalaureusetdd iiheks eesmirgiks oli hinnata TU EGV geenidoonoritest patsientide
(17) hulgas kolme kirjanduses enim esile toodud markerite riskialleelide esinemissagedust.
P2RY11 lookuse markeri rs2305795 alleeli A sagedus langes kokku kirjanduses tooduga, kuid
TCRA geenis paikneva markeri rs1154155 alleeli G sagedus ning oodatav HLA DQB1*0602

kandlus (17%) olid vorreldes eeldatavaga viiksemad.

Lisaks leiti, et keskmine wvanus narkolepsia diagnoosimise ajal sarnanes Euroopa
populatsioonides Kirjeldatule. Ka BMI seotus narkolepsiaga on vorreldav eurooplastega, kuna
rohkem kui pooltel kdesoleva t66 valimisse kuulnud narkoleptikutest oli BMI >25.
Narkolepsiahaigetel geenidoonoritel esines ka varasemalt véljatoodud kaasuvaid haigusi
(uneapnoe, rahutute jalgade stindroom, depressioon jne), kuid neid ei saa otseselt seostada

narkolepsiaga.

Tervetel TU EGV geenidoonoritel (4400) uuriti kolme narkolepsiaseoselise markeri kandlust.
HLA DRB1*1501-DQB1*0602 haplotiiiipi iseloomustava rs3135388 G>A kandjasagedus oli
30%, mis sarnanes oodatud sagedusele tildpopulatsioonis. Ka markerite rs1154155 ja
rs2858884 minoorsete alleelide sagedused sarnanesid HapMap-CEU

referentspopulatsiooniga.

Kokkuvotteks voib Oelda, et saadud tulemuste alusel ei Saa teha {ildistavaid ning
pOhjapanevaid jareldusi narkolepsia geneetilise eelsoodumuse kohta eestlaste populatsioonis,
siiski voiks neid tulemusi arvestada tulevikus labiviidavates teadusuuringutes, kuhu oleks
tarvis kaasata kordades rohkem patsiente. Piisavalt suure valimi jaoks voiks alternatiivina
moodustada ka kohordi, kuhu kuuluksid eestlastele geneetiliselt 1dhedased rahvused, néiteks
latlased ja leedulased ning viia 1dbi case-control uuring suures iihendrithmas, eesmaérgiga

saada statistiliselt olulisi tulemusi.
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Genetic aspects of narcolepsy as a complex disease

SUMMARY
Hanna Rein

Narcolepsy is a chronic sleep disorder which affects quality of life. This disorder is
characterized by four major symptoms: excessive daytime sleepiness, cataplexy (brief loss of
muscle tone following strong emotion), hypnogogic hallucinations and sleep paralysis. The
onset of narcolepsy occurs usually during the adolescence. Narcolepsy is rather under-
diagnosed condition with an estimated prevalence ranging from 25 to 50 affected individuals
per 100 000.

Several studies have suggested that hypocretin (neuropeptide, that participates in regulation of
sleep and wakefulness) deficiency causes narcolepsy in humans and other mammalian
species. Because of the association with the specific HLA DRB1*1501-DQB1*0602
haplotype, it is proposed that narcolepsy has an autoimmune disease background and it is
caused by selective loss of hypocretin producing neurons. Association between immune
system and narcolepsy has been strengthened by GWA studies, that connect polymorphisms
in immune system genes (TCRA, P2RY11, CTSH, TNFSF4, and DNMT1) to narcolepsy.

The first aim of this study was to estimate the frequencies of three most important narcolepsy
risk alleles described in literature, among 17 narcolepsy patients (gene donors in the Biobank
of the Estonian Genome Center). The frequency of marker rs2305795 allele A from P2RY11
locus was similar to previous studies, however the frequencies of the rs1154155 allele G from
TCRA locus and HLA DQB1*0602 were lower than expected.

The mean age of diagnosing narcolepsy was similar to the findings in narcolepsy patients in
other European populations. More than half of the Estonian narcolepsy patients had BMI
higher than 25, it was similar to the European patients. In addition, Estonian patients had
some co-morbid conditions (sleep apnea, restless legs syndrome, depression etc); however,

their occurrence is not directly associated with narcolepsy.

Another purpose was to estimate the frequencies of DRB1*1501-DQB1*0602 haplotype, risk
allele of rs1154155 and protective allele of rs2858884 in general population by using 4400
individuals from the Biobank of the Estonian Genome Center. The frequency of marker
rs3135388 which describes HLA DRB1*1501-DQB1*0602 haplotype is similar to general
population (30%). Also the frequencies of marker rs1154155 minor allele G and the
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protective allele C (rs2858884) near HLA DQAZ2 locus were comparable with HapMap-CEU

reference population data.

In conclusion, it is impossible to make any major conclusions about genetic predisposition to
narcolepsy among Estonians. However, it is possible to use given information for future
studies. Since it is unlikely to gather study sample of Estonian patients that is large enough, it
could be an alternative to assemble a larger cohort, which comprises of nations that are
genetically closely related to Estonias, such as Latvians and Lithuanians to carry out case-

control study in order to obtain statistically significant results.
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Sooviksin tdnada koiki inimesi, kes on thel voi teisel moel mind antud t66 valmimisel
aidanud. Kodige rohkem tinaksin oma juhendajat Maris Teder-Lavingut ning suur ténu ka
Viljo Soole, Heidi Saulepile ja Tiit Nikopensiusele suunamise ning abistamise eest.
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Lisa 1. Ulegenoomsetes assotsiatsiooniuuringutes leitud narkolepsiaseoselised
iihenukleotiidsed poliimorfismid™
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CPT1B- 22 rsb770917 C jaapanlased n=381/579 1,79 4,410 + Miyagawa
CHKB (1,43-2,25) jt., 2008
eurooplased, n=807/1074 0,84 0,3 - Hallmayer
pohja- (0,61-1,16) jt., 2009
ameeriklased
TCRA 14 rs1154155 G eurooplased, n=1057/1104 1,69 2,810% + Hallmayer
pohja- (1,52-1,88) jt., 2009
ameeriklased,
asiaadid,
afroameeriklased
eurooplased n=932/1197 1,54 5,3-107 + Horijt,
(1,30-1,95) 2010
eurooplased, n=1886/10 421 1,72 8,87-10%° + Faracojt.,
pohja- (1,54-1,91) 2013
ameeriklased
P2RY11 19 rs2305795 A eurooplased, n=2522/3167 1,28 6,1-10"° + Kornumijt.,
asiaadid, (1,19-1,39) 2011
afroameeriklased
CTSH 15 rs34593439 A eurooplased, n=1886/10 421 1,34 1,78:10%  + Faraco jt.,
pohja- (1,21-1,46) 2013
ameeriklased
TNFSF4 1  rs7553711 C eurooplased, n=1886/10 421 1,33 4,08-10% + Faracojt.,
pOhja- (1,18-1,52) 2013
ameeriklased
HLA 6  rs2858884 C eurooplased n=932/1197 1,79 2,94-10%  + Horijt,
DQA2 (1,45-2,17) 2010
n=1218/1399 0,59 1,0310° + Taftijt.,
(0,50-0,62) 2014
NFATC2 20 rs8119787 G jaapanlased n=212/380 1.45 0.006 +  Shimada jt.,
(1.11-1.90) 2010
SCP2 1 rsl7107484 A jaapanlased n=212/380 1.44 0.014 +  Shimada jt.,
(1.07-1.92) 2010
CACNAIC 12 rs10774044 A jaapanlased n=212/380 1.51 0.030 +  Shimada jt.,
(1.04-2.19) 2010
TCRA/ 14 rs12588667 C jaapanlased n=212/380 1.38 0.015 +  Shimada jt.,
DAD1 (1.07-1.80) 2010
POLE 12 rs4242909 T jaapanlased n=212/380 1.40 0.026 +  Shimada jt.,
(1.04-1.88) 2010
FAM3D 3 rs753821 A jaapanlased n=212/380 1.33 0.037 +  Shimada jt.,
(1.02-1.75) 2010

*Kursiivis on dra toodud replikatsiooniuuringu tulemused
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(g) Ristreaktiivsus (g)
Hiipokretiini raku autoantigeen

Current Opinion in Neurobiology

Lisa 2. Molekulaarne mimikri HIN1 peptiidide ja hiipokretiini produtseerivate
neuronite autoantigeenide vahel. Molekulaarse mimikri esinemise eelduseks on kehaomase
ja voorpeptiidi jarjestuse ja struktuuri homoloogia. (a) APC on ,,alla neelanud*“ HINT viiruse
ning Idhustanud antigeense materjali  endosoomides/liisosoomides  peptiidseteks
fragmentideks. (b) Invariante ahel on lagundatud ning MHC vagu on valmis siduma
antigeenset fragmenti. (c,d) MHC siduv vagu selekteerib spetsiifilise aminohappelise
jarjestuse alusel sobiva HIN1 antigeense fragmendi DQA1*0102-DQB1*0602 kontekstis. (e)
Vesiikulid liiguvad plasmamembraanile ning kompleksi esitletakse APC pinnal T-rakkudele
aratundmiseks. (f) TCR tunneb dra spetsiifilise aminohappelise jarjestusega peptiidi. (g,h)
Aktiveeritud T-rakud annavad ristreaktsiooni hiipokretiini rakkude autoantigeenidega, pidades
neid voormolekulideks ning pohjustades hiipokretiini  tootvate neuronite vastase
autoimmuunvastuse (Mahlios jt., 2013, kohandatud).
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Lisa 3. Sekveneerimistulemuste analiiiis programmiga BioEdit versioon 7.2.5.
Vertikaaljoonega on margitud riskialleeli positsioon. 1) rs1154155 homosiigoot GG 2)
rs1154155 heterosiigoot GT 3) rs2305795 homosiigoot AA 4) rs2305795 heterosiigoot AG
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