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INFOLEHT

Varajase eluea stressi moju epigeneetilistele modifitseerijatele

Varases elueas kogetud stress voib mdjutada indiviidi arengut pikema aja jooksul ning
tekkinud kahjulikud muutused voivad piisida ka tdiskasvanueas. Siinnijargselt on aju veel
viga plastiline ning eriti tundlik erinevate stressorite suhtes. Seetdttu voivadki negatiivsed
kogemused voi pikaajaline hooletusse jdtmine varajases elueas pohjustada erinevate
psiihhopatoloogiate ja haiguste tekke hilisemas eas. Kuigi hetkel veel ei teata tdpset
mehhanismi, kuidas noorena kogetud stress mojutab indiviide hilisemas elus, on siiski leitud
seoseid varajase eluea stressi ja muutunud geeniregulatsiooni vahel. Geenide pikaajalisem
aktiivsus ongi suuresti madratud erinevate epigeneetiliste modifikatsioonide poolt, mistdttu

voivad muutused epigeneetilises mustris pohjustada hilisemas eas erinevaid patoloogiaid.

Kédesoleva magistritod eesmérgiks oli hinnata varajase eluea stressi mdju epigeneetilistele
modifitseerijatele, vottes aluseks maternaalse separatsiooni ajalise diinaamika. Antud t66s
kasutati stressi tekitamiseks maternaalse separatsiooni (MS) mudelit, kus rotipojad eraldati
emast 1.-15. elupdeva jooksul igapdevaselt 180 minutiks. Seejirel vaadeldi maternaalse
separatsiooni modju loomade kehakaaludele, kortikosterooni tasemetele ja erinevatele

epigeneetilistele modifitseerijatele.

Katsete tulemusena leiti, et MS suurendas kortikosterooni taset rotipoegade vereplasmas nii
MS15 kui ka MS180 rithmal, mis tdestab ka suurenenud stressitaset. Lisaks vihenesid stressi
ja hooletuse tagajirjel MS180 riihma loomade kehakaalud. MS mdjutas mérgatavalt ka
erinevate DNA metiililtransferaaside (Dnm¢-de) mRNA tasemeid, kus esmalt (3. postnataalsel
paeval) Dnmt-de mRNA tase langes mérkimisvéérselt rotipoegade juttkehas ja viikeajus, kuid
parast seda, 8. ja 15. postnataalsel pdeval, tousid Dnmt-de mRNA tasemed mérgatavalt.
Samas jdid DNA demetiiiilija (7et/) mRNA tasemed aga muutumatuks. Lisaks leiti MS-i

mdju histoonide modifitseerijatele, kuid vdiksemal miéral vorreldes mdjuga Dnmt-dele.

Mirksonad: epigeneetika, maternaalne separatsioon, juttkeha, véikeaju, qPCR
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The effects of early life stress on epigenetic modifiers

Abstract:

Early life stress could have prolonged effect on individual development and the resulting
adverse changes may persist into adulthood. Brain is still very plastic on the perinatal period
and particularly sensitive to various stressors. Therefore, negative experiences or long-term
neglect in early life may cause various psychopathologies and diseases later in life. Although
the exact mechanism how early life stress can affect individual later in life is not yet
understood, there have been found some connections between early life stress and altered
gene regulation. Long-term activity of genes is largely determined by various epigenetic

modifications, changes in the epigenetic pattern may cause variety of pathologies later life.

The general aim of this master's thesis was to assess the effects of early-life stress on
epigenetic modifiers, based on the maternal separation and timing. Maternal separation (MS)
model was used in this work to induce stress. In this model rat pups were separated on a daily
basis from their mother up to 180 minutes on 1.-15. postnatal day. Then the role of maternal
separation on the weight of the animals, on corticosterone levels and different epigenetic

modifiers was determined.

Our data demonstrated that the MS increased corticosterone levels in the blood plasma of rat
pups in both MS15 and MS180 groups, which proves the increased stress levels. In addition,
stress and negligence decreased body weights of the rat pups in the MS180 group. MS also
significantly influenced the mRNA levels of DNA methyltransferases (Dnmts). At first (on
postnatal day 3) the mRNA levels of Dnmts were significantly decreased in striatum and
cerebellum of rats, but thereafter on postnatal days 8 and 15 the mRNA levels of Dnmts were
increased.. However, the mRNA levels of Tet/ were unchanged. In addition, MS showed

impact on histone modifiers, but to a lesser extent compared to the effect of Dnmts.

Keywords: epigenetics, maternal separation, striatum, cerebellum, gPCR
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KASUTATUD LUHENDID

ACTH
AFR
CpG
CRH
DNMT
GR
HAT
HDAC
HMT
HPA
MR
MS
OD
PND
RNaas
SAH
SAM
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TET
B-ME

adrenokortikotroopne hormoon, adrenocorticotropic hormone
kontrollrithm, animal facility reared

tsiitosiin-guaniin dinukleotiid, cytosine-guanine dinucleotide
kortikotropiini vabastav hormoon, corticotropin-releasing hormone
DNA metiitiltransferaas, DNA methyltransferase

gliikkokortikoidi retseptor, glucocorticoid receptor

histoonide atsetiiiiltransferaas, histone acetyltransferase

histoonide deatsetiilaas, histone deacetylase

histoonide metiiiiltransferaas, histone methyltransferase
hiipotaalamus-hiipofiilis-neerupealise, hypothalamic—pituitary—adrenal
mineralokortikoidi retseptor, mineralocorticoid receptor
maternaalne separatsioon, maternal separation

optiline tihedus, optical density

postnataalne péev, postnatal day

ribonukleaas, ribonuclease

S-adenosiitilhomotsiisteiin, S-Adenosyhomocysteine
S-adenosiililmetioniin, S-Adenosylmethionine

ubikvitiini sarnased modifitseerijad, small ubiquitin-like modifier
Tet metiiiiltsiitosiini diokstligenaas, Tet methylcytosine dioxygenase
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SISSEJUHATUS

Esmane emalik hoolitsus on iiks peamisi faktoreid, mis mojutab indiviidi arengut ka tulevases
elus. Varajases lapsepdlves kogetud hiilgamine, stress vdi traumad mojutavad suuresti
toendosust erinevate psiihholoogiliste héirete tekkeks tulevikus. Sellise keskkonnast soltuva
fenomeni pohjused ei ole veel péris selged, kuid jdrjest enam avaldatakse artikleid, kus
tuuakse vilja seosed varajase eluea stressi ja epigeneetilise geeniregulatsiooni vahel. Selliste
muutuste paremaks mdistmiseks ja kirjeldamiseks kasutataksegi erinevaid loommudeleid,
kiesolevas t00s maternaalse separatsiooni mudelit. Maternaalse separatsiooni (MS) kéigus
eraldatakse pojad emast teatud ajaks mingi perioodi jooksul. Rottide puhul viiakse enamasti
MS ldbi 2-14 pdeva vanustel poegadel. Antud perioodi jooksul toimub veel aju
véljakujunemine, mistdottu mojutab stress tugevalt poegade aju arengut ning psiilihikat (Molet,

etal., 2014).

Genoomi sekveneerimine aitas moista vaid véikest osa sellest, kuidas toimub geenide
aktiveerimine ja reguleerimine. Raku fenotiilip ei soltu mitte ainult DNA jarjestusest, vaid ka
sellest, millised geenid on antud hetkel aktiivsed. Epigenoom ehk epigeneetiliste markerite
kogum reguleeribki seda, kas geenid on aktiivsed voi vaigistatud (Smith & Mill, 2011; Wong,
et al., 2011). Kuigi epigeneetilised mehhanismid on hddavajalikud indiviidi esmase arengu
véltel, on need aktiivsed ka tdiskasvanud isendil. Sellega seoses vdib epigeneetiline muster
muutuda kas spontaanselt voi keskkonna mdjul kogu elu jooksul (Jaenisch & Bird, 2003).
Enim on vaadeldud ja kirjeldatud seda, kuidas varajase eluea stress mojutab Dnmit-de

regulatsiooni ja seelédbi ka geenide aktiivsust.

Antud magistritdd on iiks osa suuremast projektist, mis uurib maternaalse separatsiooni moju
epigeneetilistele modifitseerijatele ning seeldbi ravimisdltuvuse viljakujunemisele. Loput6d
iildeesmérkideks oli vélja selgitada, kuidas rotipoegade emast eraldamine ja sellest tekkiv
stress mojutab epigeneetilisi modifitseerijaid. Eeskitt jdlgiti stressi mdju erinevate DNA
metiiiiltransferaaside, demetiiiilijate, histoonide metiiiiltransferaaside ja deatsetiilaaside
mRNA tasemetele rotipoegade juttkehas, vdikeajus ning leukotsiiiitides. Lisaks vaadeldi ka
MS moju loomade kehakaaludele ning kortikosterooni tasemetele rotipoegade vereplasmas.
Antud 15putdd teostati Tartu Ulikooli Bio- ja Siirdemeditsiini instituuti Farmakoloogia

osakonnas.



1. KIRIANDUSE ULEVAADE

1.1. Epigeneetika ja epigeneetilised mehhanismid

Epigeneetika termini vOttis esmalt kasutusele Conrad Hal Waddington 1942 aastal,
kirjeldamaks geenide ja nende produktide vahelisi pohjuslikke seoseid, mis loovad fenotiiiibi
(Waddington, 1942; Dupont, et al., 2009). Epigeneetika mdiste on pirast selle esmamainimist
paljuski muutunud. Ténapdeval mdeldakse epigeneetika all peamiselt mitootiliselt ja/voi
meiootiliselt pAranduvaid muutuseid, mis mdjutavad geenide avaldumist, kuid ei ole tingitud
muutustest DNA nukleotiidses jirjestuses (Wu & Morris, 2001). Selliseid muutuseid
pohjustavad epigeneetilisied modifikatsioonid, mida saab jagada kolme peamisesse gruppi:
DNA ja histoonide modifikatsioonid ning geeniekspressiooni reguleerimine mittekodeeritava
RNA abil (Minocherhomyji, et al., 2012). Enim uuritud on DNA metiiiilimine ja histoonide
modifitseerimine, mis osalevad kromatiini modelleerimises ja seeldbi ka geenide aktiivsue

reguleerimises.

Epigeneetikaalaste artiklite hulk on aastate 15ikes jérjest suurenenud. Tous artiklite arvukuses
voib olla tingitud sellest, et epigeneetiliste muutuste ning mehhanismide uurimisega tegelevad
viga erinevate erialade teadlased, alates geneetikutest ja bioloogidest, 10petades
psithholoogidega. Uha rohkem pooratakse tihelepanu ka sellele, kuidas kdorvalekalded
normaalsest epigeneetilisest mustrist voivad pdhjustada paljusid erinevaid haiguseid, nditeks
poletikke, kasvajaid, samas ka psiiiihilisi haiguseid, sdltuvusi, milu halvenemist ja dppevdime
langust (Bierne, et al., 2012; Breivik, et al., 2015; Portela & Esteller, 2010). Samas
kasutatakse erinevates teadusvaldkondades paralleelselt erinevaid definitsioone epigeneetika
mdiste jaoks. Okoloogia ja fiisioloogia eriala artiklid keskenduvad enamasti fenotiiiibi
varieeruvusele, mis on tingitud keskkonnast. Geneetikuid huvitab aga pigem erinevate
epigeneetiliste mustrite parandumine tilitarrakkudele ning jérgnevatel generatsioonidele.
Selline mitmeti mdistetavus muudab isegi epigeneetilise fenomeni dratundmise keeruliseks,

rddkimata siis selle defineerimisest ja kirjeldamisest (Deans & Maggert, 2015).

1.2. Histoonide modifikatsioonid

Eukariiootsetes organismides on DNA raku tuumas seotud histoonide ning teiste valkudega,

mis kokku moodustavad kromatiini. Kromatiin on vajalik DNA korrapdraseks
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kokkupakkimiseks histoonide abil, mis moodustavad nukleosoomi. Nukleosoom on
kromatiini pohistruktuuriks, mis koosneb histoonide oktameerist, kuhu kuuluvad kaks paari
H3 ja H4 histoonide dimeeri ning kaks paari H2A ja H2B histoonide dimeeri (Joonis 1.).
Nukleosoomi iimber keritakse 1,65 kordselt ~147 aluspaari pikkune kaheahelaline DNA 16k,
mille vahele jddb veel vaba DNA-d. Sellele 16igule DNA-st kinnitub histoon H1, mis on
vajalik kromatiini kdrgemat jarku struktuuri pakkimiseks (Strahl & Allis, 2000; Kouzarides,
2007).

Fosfortlimine

Atsetlitlimine

. Isomerisastioon
@ Metldlimine

@ Ubikvitineerimine

-
Q

¥

Joonis 1. DNA, histoonid ja nende modifikatsioonid. Kaheahelaline DNA on rakutuumas keritud
iimber histoonide kogumiku, mis moodustab nukleosoomi. Nukleosoom koosneb nelja histooni (H2A,
H2B, H3, H4) kahest kordusest, lisaks ka histoonist HI, mis muudab kromatiini veelgi
kompaktsemaks. Histoonide N-terminaalsete sabade modifitseerimise (atsetiiiilimisel, metiiiilimisel,
fosforiitilimisel, isomerisatsioonil vdi ubikvitineerimisel) tagajérjel toimuvad muutused kromatiini
struktuuris ning DNA kittesaadavuses. Lisaks modifitseeritakse ka DNA-I tsiitosiini (CpG
dinukleotiidide juures), millele lisatakse metiiiilmargiseid. (Barbera & Rastegara, 2010), kohandatud
autori poolt.

Iga histoon koosneb kesksest globulaarsest domeenist ning sellest vélja ulatuvast N-
terminaalsest sabast, millele on vodimalik lisada (Joonis 1), kas atsetiilil-, metiiil-,
fosfaatriihm, SUMO valk, ubikvitiin, ADP-riboos vOi siis viia ldbi proteiinijadgi
isomerisatsioon. Enamik histoonide translatsioonijdrgsetest modifikatsioonidest on ajas
muutuvad ning sdltuvad paljudest teistest histooni modifitseerivatest ensiilimidest (Berger,

2007). Vastselt lisatud margised histoonide sabadel vdivad kaduda juba minutite jooksul



pdrast vastava stiimuli saabumist rakupinnale. See asjaolu raskendab ka modifikatsioonide

uurimist, eriti globaalsel tasandil (Kouzarides, 2007).

Kromatiini struktuur ja selle {mber pakitud DNA kéttesaadavus soOltub suuresti
translatsioonijargsetest modifikatsioonidest histoonidele ning DNA-le (Joonis 1). Antud
modifikatsioonide tottu voib tekkida kas eukromatiin ehk transkriptsiooniliselt aktiivne
(avatud) kromatiin vOi siis hoopis heterokromatiin ehk transkriptsiooniliselt inaktiivne
(suletud) kromatiin (Jenuwein & Allis, 2001; Kouzarides, 2007). Heterokromatiini teket
seostatakse rohkearvuliste metiiiilimistega positsioonides H3K9, H3K27 ja H4K20 ning
madalate atsetliiilméirgiste hulgaga (Schotta, et al., 2004). Heterokromatiin on vajalik
kromosoomi otste kaitsmiseks aga ka selleks, et mitoosis saaks toimuda kromosoomide
lahknemine. Seevastu suure osa genoomist moodustab hoopis eukromatiin, mis on vajalik
aktiivseks transkriptsiooniks ning seda seostatakse rohkete atsetiiiilmérgistega histoonidel

ning liisiinide H3K4, H3K36, H3K79 trimetiiiilimisega (Kouzarides, 2007).

1.2.1. Histoonide atsetiiiilimine ja deatsetiiiilimine

Histoonide atsetiiiilimise avastas aastal 1964 Allfrey oma uurimisriihmaga ning praeguseks on
sellest saanud kdige pdhjalikumalt uuritud histoonide modifikatsioon (Allfrey, et al., 1964).
Histoonide liisiinijddkide atsetiiiilimine on vdga diinaamiline protsess ning seda viivad lébi
kaks vastupidise ililesandega ensiiiimide perekonda. Esiteks histoonide atsetiiiiltransferaasid
(HAT), mis lisavad atsetiililriihmi ning teiseks histoonide deatsetiilaasid (HDAC), mis

eemaldavad neid (Hodawadekar & Marmorstein, 2007).

HAT-id kataliilisivad atsetiitilriihma {ilekannet atsetiiiilkoensiiim-A-It lisiini kiilgahela e-
amino grupile. Atsetiililrithma lisamine neutraliseerib liisiini positiivse laengu ning norgestab
kromatiini struktuuri, mistdttu saavad transkriptsioonifakorid DNA-le paremini ligi ning
suureneb transkripsiooni osakaal. HAT-id jagunevad kahte suuremasse gruppi tiitip-A ja tiiiip-
B atsetiiiiltransferaasid. Tiitip-A HAT-id asuvad rakutuumas ja atsetiililivad kromatiinis
asetsevate histoonide N-terminaalseid sabasid. Tiiip-B HAT-id asetsevad seevastu

tsiitoplasmas ja atsetiililivad peamiselt vastvalminud histoone (Yang & Seto, 2007).

Histoonide deatsetiilaasi ensiiimid (HDAC-d) tegelevad vastupidiselt HAT-idele liisiinide
deatsetiiiilimisega, mis muudab liisiinide laengud tagasi positiivseks ja stabiliseerib

kromatiini. Sellega kaasneb enamasti lokaalne kromatiini kondenseerumine ja transkriptsiooni
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repressioon. Lisaks histoonidele deatsetiiilivad HDAC ka p53, E2F, a-tubulin ja MyoD.
HDAC-d jagunevad nelja klassi: klass I (HDAC 1, 2, 3, 8), mis asub enamasti rakutuumas;
klass IT (HDAC 4, 5, 6, 7, 9, 10) voib leida nii rakutuumast kui ka tsiitoplasmast; klassi IV
kuulub vaid HDAC 11. Klassi I, II ja IV on oma jérjestuselt sarnased ning vajavad
deatsetiiiilimiseks Zn>". Klassi III nimetatakse ka SIR2 ehk sirtuini perekonnaks, see klass
erineb teistest nii oma jérjestuse kui ka kofaktori poolest, milleks siin on NAD" (De Ruijter, et

al., 2003; Hodawadekar & Marmorstein, 2007).

1.2.2. Histoonide metiiiilimine

Histoonide metiitilimist viivad ldbi histoonide metiiiiltransferaasid (HMT), mis lisavad
metiiiilrihmasid liisiinide (K) vdi arginiinide (R) korvalahelale, saades metiililrithmad S-
adenosiiiilmetioniinilt (SAM). Ka meie poolt vaadeldud G9a (EHMT2) kuulub HMT-de
hulka, ning viib 1dbi H3K9 dimetiitilimist. Erinevalt DNA metiiiilimisest, mida seostatakse
transkriptsiooni langusega, soltub histoonide metiiiilimise mdju lisatud metiitilrihmade arvust
ning nende asukohast. Lisaks ei mdjuta metiiiilrithmad otseselt kromatiini laengut ja struktuuri
vaid on pigem seondumiskohaks teistele valkudele ja kofaktoritele, mis seda teevad. Liisiine
on vOimalik mono-, di- voi trimetiiiilida samas kui arginiinid saavad olla, kas mono- voi
dimetiiiilitud (Ng, et al., 2009). Kui algselt peeti histoonide metiitilmérgiseid piisivaks, siis
praeguseks on avastatud terve hulk ensiiime, mis vastutavad arginiinidelt ja lisiinidelt
metiiiilmérgiste eemaldamise eest. Demetiiiilimist liisiinidel ja arginiinidel viiakse l&bi

amiinide oksiideerimise, hiidroksiiiilimise voi deiminatsiooni abil (Cloos, et al., 2008).

Kdige enam uuritud lisiini metiiiilméargised asuvad positsioonides H3K4, K9, K27, K36, K79
ja H4K20. Nendest H3K4me3, K36me3 ja K79me3 seostatakse aktiivse transkriptsiooniga
ning H3K9me2/3, H3K27me3, H4K20me3 seostatakse madala transkriptsiooni tasemega
(Martin & Zhang, 2005). Arginiinil esineb histoonide metiiiilimist positsioonides H3R2me2a,
R8me2s, R17me2a, R26me2a ja H4R3me2. Transkriptsiooni repressiooniga on nendest
seotud H3R2me2a, R8me2s ning aktivatsiooniga on seotud R17me2a, R26me2a ja H4R3me2
(Ng, et al., 2009; Lorenzo & Bedford, 2011).
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1.3. DNA metiiiillimine

Geenide aktiivsust méidravad lisaks histoonide modifikatsioonidele, ka DNA nukleotiidide
metiitilimine/demetiiiilimine. DNA metiiiilimine on stabiilne protsess, millega enamasti
kaasneb transkriptsiooni inhibeerimine ilma muutusteta DNA nukleotiidses jirjestuses (Joonis
1). Lisaks on metiitilimisel téhtis roll ka X-kromosoomi inaktivatsioonil, spetsiifiliste kudede
tekkimisel ning geenide vermimisel (Bonasio, et al., 2010). DNA metiiilimise kéigus
lisatakse (Joonis 2.) DNA metiiiiltransferaaside (DNMT) vahendusel metiitilriihm (—CHs)
tsiitosiini 5 siisinikule, mille kdigus tekib 5-metiiiiltsiitosiin (5mC). Metiitilriithma doonoriks
on SAM, mis pérast metiiiilrithma loovutamist muutub S-adenosiiiilhomotsiisteiiniks (SAH)

(Sheroy, et al., 2012).

NH, NH;
| SAM-CH, SAH CH,
) —~— 1
O N DNMT O N
H H
Tsutosiin 5-Metuultsutosiin

Joonis 2. Tsiitosiin ja S-metiiiltsiitosiin. Tsiitosiini modifitseerimine 5-metiiiiltsiitosiiniks DNA
metiitiltransferaaside (DNMT) abil. Metiiiilriihma (-CH3) doonoriks on S-adenosiililmetioniin (SAM),
mis pérast metiililrithma loovutamist muutub S-adenosiiiilhomotsiisteiiniks (SAH). (Eileen & Nolan,
2010), kohandatud autori poolt.

Enamik metiitilitud tsiitosiine paikneb tsiitosiin-guaniin dinukleotiidses (CpQ) jirjestuses, mis
imetajatel on 60-90% tdendosusega metiililitud (Klose & Bird, 2006). CpG jirjestused ei
asetse ihtlaselt iile kogu genoomi, vaid moodustavad tihti suurema tihedusega alasid: CpG
saari (~0,5-3 kb pikad), kus tsiitosiin-guaniin dinukleotiidide sisaldus on 60-70%, erinevalt
iilejdédnud genoomist, kus CpG sisaldus on < 20% (Bird 2002, Goll ja Bestor, 2005).
Imetajatel asuvad umbes 50% CpG saartest aktiivsete geenide 5° promootori piirkonnas ja on

normaalsetes rakkudes enamasti mittemetiitilitud (Robertson & Wolffe, 2000; Tucker, 2001).

1.3.1. DNA metiiltransferaasid

DNA metiitilimist viivad ldbi DNA metiiiltransferaaside (DNMT) perekonda kuuluvad
ensiiimid, mis jagunevad kolme peamisesse gruppi: DNMTI1, DNMT2 ja DNMTS3.

Metiitilmustrite sdilumise eest replikatsiooni kéigus vastutab DNMTI1, mis omab suuremat
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afiinsust just hemimetiiiilitud kaheahelalise DNA suhtes, ehk antud ensiiim viib 1dbi
metiiiilmustrite kopeerimist vanemahelalt uuele, siinteesitud ahelale (Goll ja Bestor, 2005).
DNMT?2 on tugevalt konserveerunud ensiiiim, mida peetakse teiste DNA metiiiiltransferaaside
homoloogiks. Erinevalt teistest metiiiiltransferaasidest on DNMT2 metiiiilimise aktiivsus
madal. See voib olla tingitud hiljutisest avastusest, et DNMT2 ei metiiiili mitte DNA-d vaid
tRNAJ, eeskdtt tsiitosiin 38 aspartaathappe antikoodon silmuses, mistdttu on DNMT2 tuntud
ka kui tRNA aspartaathappe metiiiiltransferaas 1 (7rdmt¢l) (Goll & Bestor, 2005; Goll,
Kirpekar, et al. 2000).

DNMT3 perekonna ensiliimid osalevad de novo metiiiilmustrite loomises ja jagunevad
omakorda DNMT3a ja DNMT3b. Mdlemad enstiiimid on sarnase iilesehitusega: koosnedes
pikemast varieeruvast N-otsa domeenist ning lithemast konserveerunud C-otsa domeenist. N-
ots on vajalik DNAI dige koha dratundmiseks ning valkudega seondumiseks (Liu, et al., 1998)
ning konserveerunud C-otsas asuvad kataliilitiline tsenter ning kofaktorite seondumissaidid
(Margot, et al., 2003). Lisaks kuulub siia perekonda ka DNMT3L (DNMT3-Like valk), mis
omab homoloogiat DNMT3a ja DNMT3b-ga, kuid ei oma metiiiiltransferaasi aktiivsust.
DNMT3L on peamiselt vajalik globaalseks metiiiilimiseks iduteerakudes ning
genoomivermimisel (Bourchis, et al., 2001). DNMT3L kinnitub mittemetiiiilitud kromatiiniga
stimuleerides DNMT3a ja DNMT3b kataliiiitilist aktiivsust ja soodustades nende seostumist
DNA-ga (Hata, et al., 2002).

1.3.2. DNA demetiiiilimine

Erinevalt DNA metiiiilimisest, mille kohta on hulgaliselt informatsiooni, on teadmised DNA
demetiiiilimise kohta tisna véhesed (Kapoor, et al., 2005). DNA demetiiiilimine kujutab endast
metiiiilrihma eemaldamist 5-metiiiiltsiitosiinilt. Imetajatel toimub pérast viljastumist kaks
suuremat demetiililimise lainet. Esimene metiiiilrihmade eemaldamine leiab aset pérast
viljastumist siigoodis, kui metiitilimise tase hakkab langema ja on madalaim blastotsiiiidi
tekkel. Teine demetiililimise laine leiab aset iirgsetes idurakkudes pérast migratsiooni

valmivasse gonaadi (Cristina & Leonhardt, 1999).

Antud protsess vOib olla kas mingi teatud koha spetsiifiline/globaalne voi = siis
aktiivne/passiivne. Kohaspetsiifilisel demetiiiilimisel peavad olema regulatoorsed elemendid
suunatud teatud geenijérjestusele, kus need saavad reguleerida geeni aktiivsust (Kress, et al.,

2001). Samas globaalne demetiiiilimine voib aset leida kas aktiveeritud demetiitilimist
13



labiviivate ensiilimide toimel voi juhul kui DNMT-de t66 on takistatud (Cardoso &
Leonhardt, 1999). Asukohapdhine demetiiiilimine toimub enamasti koespetsiifilistes geenides
samas kui globaalne demetiiiilimine leiab aset nditeks embriio arengul (Weiss & Cedar, 1997).
Aktiivse demetiiiilimise korral eemaldatakse 5-metiiiiltsiitosiinilt metiililriihm ensiimaatilise
protsessi kdigus. Passiivse demetiiiilimise ajal kaob 5mC replikatsiooni kidigus vigase
DNMT1 ensiiimi tottu, mis ei lisa metiitilriihma uuele ahelale. Enamasti moistetakse seda,
kuidas leiab aset passiivne demetiililimine, kuid aktiivse demetiiiilimise kohta on veel véihe

informatsiooni (Kohli & Zhang, 2013).

1.3.3. DNA demetiilaasid

Aktiivse demetiiiilimise lébiviijateks on TET perekonna metiitildioksiligenaasi ensiitimid. TET
perekond koosneb TET1, TET2 ja TET3 ensiitimidest, mis viivad 1dbi metiiiilrithma
eemaldamist (Joonis 3.) 5-metiiiiltsiitosiinilt (5SmC) mistottu tekib 5-hiidrokslimetiiiiltsiitosiin
(5hmC). Lisaks viivad TET ensiitimid 14bi ka 5SmC oksiideerimist 5-formiiiiltsiitosiiniks (5-
Jformylcytosine; 5-fC), ja 5S-karboksiiiiltsiitosiiniks (5-carboxylcytosine; 5-caC), mis hiljem
muudetakse tagasi tsiitosiiniks (Wu, et al., 2014).

\ g NH, NH, TET NH, O Dekarboksulaas NH,
ensuumld ensuumld ensiiimid
/ N
)Y )j/\ 0 OH voi ) /5
)\ )\ g )\ )\
Lammastikaluse
WLW WLW véljaloikereparatsioon
5-metuu|- 5-hiidroksiimetiitil- 5-formiitil- 5-karboksiiil- isiltosiin
tstitosiin tstitosiin tsiitosiin tsiitosiin

Joonis 3. 5-metiiiiltsiitosiin ja selle oksiidatsioon TET ensiilimide abil. Antud joonis kirjeldab 5-
metiiiiltsiitosiini oksiidatsiooni 5-hiidroksiimetiiiiltsiitosiiniks ja selle edasist oksiidatsiooni 5-
formiiiiltsiitosiiniks ning 5-karboksiiiiltsiitosiiniks, mis muudetakse seejirel dekarboksiilaasi voi
lammastikaluste véljaldikereparatsiooni abil tagasi tsiitosiiniks. (Wu & Zhang, 2010), kohandatud
autori poolt.

TET1 ja TET2 on enim leitavad embriionaalsetes tiivirakkudes, TET3 esineb rohkem
ootsiilitides ja siigoodis (Tan & Shi, 2012). K&iki kolme TET perekonna ensiiiime esineb ka
ajus, kuid korgemalt on ekspresseeritud TET2 ja TET3, samas tdiskasvanu ajus on médlu ning

Oppimisvoimega seotud kdige enam TET1 (Rudenko, et al., 2013).
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1.4. Stress ja selle moju

Stress on enamlevinud definitsiooni kohaselt korduvate voi pikaajaliste drritajate (stressorite)
toimel tekkiv pingeseisund, mis on tingitud kohanemisraskustest keskkonnaga. Stress
aktiveerib  hiipotaalamus-hiipofiiiis-neerupealise =~ (HPA) telje (Joonis 4.) ning
gliikkokortikoidide sekretsiooni neerupealistest. Gliikokortikoidide tootmine organismis on
vajalik homoostaasi taastamiseks ning pingelisest olukorrast padsemiseks (Nicolaides, et al.,
2015). Stressi signaal saabudes hakkavad hiipotaalamuse paraventrikulaarse tuuma rakud
tootma kortikotropiini vabastavat hormooni (CRH) ja arginiin-vasopressiini (AVP). CRH
liigub edasi hiipofiilisi eessagarasse ja aktiveerib adrenokortikotroopse hormooni (ACTH)
tootmise. ACTH indutseerib omakorda gliikokortikoidide (inimestel kortisooli, rottidel ja
hiirtel ~ kortikosterooni)  sekretsiooni  neerupealistest verre.  Gliikokortikoidid on
steroidhormoonid, mis omavad toimet peaaegu koigis kudedes ja organites (Bamberger, et al.,

1996; Lupien, et al., 2009).

HPA TELG

Stress L) = §i’

it /

’,’ Hlpotaalamus
l ®
d&% Hupoflls
l ©

Neerupealis

Neer

®

Kortikosteroon

Joonis 4. HPA telg. Stressisignaali saabudes hakkab hiipotaalamus tootma kortikotropiini vabastavat
hormooni (CRH), mis liigub edasi hiipofiilisi eessagarasse ja aktiveerib adrenokortikotroopse
hormooni (ACTH) tootmise. ACTH indutseerib omakorda gliikokortikoidide (kortikosterooni)
sekretsiooni neerupealistest. Kortikosteroon omakorda mojutab negatiivselt CRH ja ACTH tootmist,
13bi negatiivse tagasiside mehhanismi. (Hiller-Sturmhofel & Bartke, 1998), kohandatud autori poolt.
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HPA telje vastus stressile sOltub suuresti sellest, kui hésti suudavad gliikokortikoidid
seonduda gliikkokortikoidi (GR) v6i mineralokortikoidi (MR) retseptoritega hiipotaalamuses ja
hiipofiilisis ning reguleerida seal CRH ja ACTH tootmist ldbi negatiivse tagasiside
mehhanismi. Gliikokortikoididel on suurem afiinsus mineralokortikoidi retseptoritele ning
madalam seostumise afiinsus gliitkokortikoidi retseptoritele. Korgenenud gliikokortikoidide
tase organismis ning seelibi ka suurenenud seondumine GR-le inhibeerib HPA telje aktiivsust
(Smith & Vale, 2006; Herman, et al., 2012). Gliikokortikoidide kdrgenenud taset organismis
seostatakse paljude erinevate probleemidega nagu siidame- ja veresoonkonnahaigused,
méluhéired, osteoporoos, II tiiiipi diabeet ja immuunsiisteemi funktsioonilangus (Goosens &
Sapolsky, 2007). Enim on uuritud seoseid depressiooni ja korge gliikkokortikoidide
basaaltasemete ning posttraumaatilise stressihdire ja madala gliikokortikoidide tasemete vahel

(Burke, et al., 2005).

1.5. Maternaalne separatsioon ja epigeneetilised muutused

Maternaalne separatsioon (MS) ehk poegade eraldamine emast mingi aja jooksul, omab mdju
nii aju arengule kui ka psiiiihikale pikemas perspektiivis (Macri, et al., 2008). Tugev side ema
ja poja vahel tagab parema vastupidavuse fiiiisilistele ja psiiiihilistele héiretele tulevikus. Nii
rottidel kui ka inimestel seostatakse lapseeas kogetud végivalda voi vanemliku hoolitsuseta
jatmist suurenenud riskiga erinevate soOltuvuste, kardiovaskulaarsete haiguste, diabeedi,
depressiooni kui ka skisofreenia viljakujunemisel vanemas eas (Champagne & Curley, 2009).
Inimestel ja rottidel on leitud, et varajase arengu jooksul kogetu mdjutab geenide
ekspressioonitaset ning on mingil miéral reguleeritud epigeneetiliste mehhanismide poolt

(McGowan, et al., 2009).

Selleks, et moista, kuidas varajases elueas kogetud stress mdjutab jérglaste edasist elu,
kasutatakse loommudeleid. Varajase eluea stressi uurivaid loommudeleid saab suuresti jagada
kaheks: siinnieelsed (prenataalsed) ja silinnijirgsed (postnataalsed) loommudelid.
Prenataalsetes mudelites tekitatakse stress alles emaiisas olevatele loomadele 1dbi ema
mdjutamise. Antud manipulatsioonides tekitatakse tiinele emasloomale stressi nditeks kitsas
ja valgustatud ruumis olemise, miira, valgussihvatuste, elektriSoki voi siinteetiliste
glikkokortikoidide siistimise kaudu. Emale gliikokortikoide siistides liiguvad need 1dbi
platsenta looteni ning mdjutavad HPA telje regulatsiooni. Ka teised stressi tekitavad mudelid

mdjutavad just HPA telje regulatsiooni (Lupien, et al., 2009; Brunton, 2013).
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Postnataalsete mudelite puhul eraldatakse katseloomade pojad emast teatud ajaks mingi
perioodi jooksul. Rottide puhul viiakse enamasti MS lébi varajases postnataalses faasis, ehk
kuni 21 pédeva vanuseni (peamiselt 2-14 pdeva vanustel poegadel). Antud perioodil toimub
veel aju viljakujunemine: aksonite ja dendriitrakkude areng ning siinapsite stabiliseerumine,
mistottu mojutab tugev stress rotipoegade aju arengut (Molet, et al., 2014). Siinnijargselt
traumeeritud rotipojad erinevad oma kéitumiselt kontrollriihmast ka nddalaid pérast stressi
tekitanud siindmuse moddumist. Sellist kditumist seostatakse muutustega HPA telje

regulatsioonis (Daniels, et al., 2009).

Maternaalse separatsiooni kdigus moodustatakse enamasti kolm riihma, kus esimene on
kontrollriihm ehk AFR (animal facility rearing): loomad keda héiritakse vaid kord néddalas
puuride koristamise ajal, teiseks rithmaks on lithike MS (kutsutakse ka “kételdud” rithmaks),
ehk rilhm, kus loomi eraldatakse emast vaid lithiajaliselt (3-15 min) ning kolmandaks
riihmaks on pikk MS, kus poegi eraldatakse iiheks kuni kuueks tunniks pdevas (Plotsky &
Meaney, 1993). Kiteldud ja kontrollriihma loomade tulemused ei erine nii suuresti, sest
stress, mis tekitatakse on vaid liihiajaline ning kerge. Seevastu pikka aega emast eraldatud
poegadel suureneb stress mirgatavalt kehatemperatuuri languse, kontakti- ja toidupuuduse

tottu (Macri & Wiirbel, 2006).

Iga aastaga suureneb artiklite hulk, kus ndidatakse seost varajase eluea stressi ja erinevate
epigeneetiliste muutuste vahel organismis. Erinevad epigeneetilised mehhanismid aitavad
kaasa organismide kohanemisele muutuvas keskkonnas l4dbi geenide ekspressioonitaseme
reguleerimise ja antud muutused vdivad piisida ka tdiskasvanueas (Murgatroyd, et al., 2009).
Enim on wuuritud epigeneetiliste mehhanismide modju varajase eluea stressi puhul
gliikokortikoidide tasemetele (Liu, et al., 1997; Weaver, et al., 2004). Varasemad t66d on
ndidanud seost emaliku hoolitsuse ja gliikkokortikoidide mRNA tasemete vahel, mis on
reguleeritud 1abi GR geeni (Nr3cl) promootorala metiiiilimise . Erinevates katsetes on leitud,
et GR mRNA tase on korgem nende poegade hipokampuses, kes on saanud esimestel
elunidalatel paremat vanemliku hoolt, vorreldes stressis loomadega. GR geeni mRNA taseme
langus on tingitud ekson 17 promootorala suurenenud metiililimisest (Weaver, et al., 2004;
Hellstrom, et al., 2012). Vastupidised tulemused said oma katsetes aga Daniels koos
kolleegidega (2009), kes ei leidnud mingeid muutusi metiitilmustris ekson 17 GR promootoris.
Nad arvasid, et varieeruvus tulemustes voib olla pohjustatud katsete erinevast iilesehitusest,

sest Daniels oma kolleegidega kasutas stressi tekitamiseks maternaalset separatsiooni, samas
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kui Weaver ja tema kolleegid vaatlesid loomi, kellel stress oli tekkinud ndrgast vanemlikust
hoolest (emad ei lakkunud/ei toitnud piisavalt oma poegi) (Daniels, et al., 2009). Lisaks on
uuritud ka vdimalusi, kuidas varajase eluea stressist tekkinud epigeneetilisi modifikatsioone
muuta 14bi metiitilméargiste taset alandavate ravimite vdi stressis loomade asendusema hoolde

andmise abil (Weaver, 2007).

1.6. Epigeneetilised biomarkerid

Viimastel aastatel on suurenenud huvi niinimetatud epigeneetiliste biomarkerite leidmiseks
pstihhiaatriliste ja neuroloogiliste haiguste riski hindamisel, diagnoosimisel ning ravi
jélgimisel. Epigeneetilisi biomarkerid voib defineerida kui normaalseid vdi patoloogilisi
protsesse vOi ravimite toimest pohjustatud farmakoloogilisi reaktsioone, mida saab
objektiivselt modta ja mis on olulisel midral seotud epigeneetiliste mehhanismidega
(Biomarkers Definitions Working Group, 2001; Garcia-Giménez, et al., 2015). Kliinilises
olukorras on nii kesk kui ka perifeerne narvikude raskesti kittesaadav ja see raskendab nende
kudede analiilisimist haiguse korral. Meie oma uuringutes keskendusime epigeneetiliste
biomarkerite maidramisele leukotsiiiitidest, eesmirgiga hinnata, kas tugev stress mojutab
epigeneetilises regulatsioonis osalevate geenide ekspressioonitaset sarnaselt aju

struktuuridega ka leukotstiiitides.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. To00 eesmiark

Kéesolev magistritod hdlmab iihte osa meie uurimisrithma suuremast teadustoost, mis uurib
maternaalse  separatsiooni mdju  epigeneetilistele modifitseerijatele ning  seeldbi
ravimisdltuvuse kujunemisele. Minu t66 tildeesmargiks oli hinnata varajase eluea stressi mdju
epigeneetilistele modifitseerijatele vottes aluseks MS-i ajalise diinaamika. Sellest ldhtuvalt

pustitati antud t60 jaoks jargmised tooiilesanded ja eesmérgid:

To6 spetsiifilisemad eesmérgid olid:

* Hinnata varajase eluea stressi moju rotipoegade kehakaalule ja stressihormooni
kortikosterooni tasemetele rotipoegade vereplasmas MS-i  jirgselt postnataalsetel

paevadel (PND) 3, 8 ja 15.
* Maidrata DNA metiitiltransferaaside (Dnmtl, Dnmt3a, Dnmt3b) ning DNA
demetiilaasi (Tet/) ekspressioonitase maternaalse separatsiooni jirgselt rotipoegade

juttkehas ja véikeajus vottes arvesse separatsiooni ajalise diinaamika.

» Madrata histoon metiililtransferaasi (G9%a) ja histoon deatsetiilaasi (Hdacl)

ekspressioonitase maternaalse separatsiooni jargselt rotipoegade juttkehas ja viikeajus.

* Hinnata, kas varajase eluea stress voib muuta lisaks ajukoele Dnmtl, Dnmt3a ja

Dnmt3b ekspressioonitaset perifeersetes vererakkudes (leukotsiilitides) MS-i jargselt.
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3. MATERJALID JA MEETODID

3.1. Katseloomad

Koik loomadega 1dbi viidud katsed on kooskdlas Euroopa Liidu direktiiviga (86/609/EEC)
ning on heaks kiidetud Tartu Ulikooli arstiteaduskonna eetikakomitee poolt. Katseloomadena
kasutati isaseid Wistar liini rotte (Harlan Laboratories, Holland), keda hoiti standardsetes
poliipropiileenist puurides termoneutraalses keskkonnas (21 + 2°C), 12 h valguse/pimeduse

tsiikli juures. Loomadel oli vaba juurdepéds toidugraanulitele ja joogiveele.

3.2. Maternaalne separatsioon

Isased rotipojad jagati esimesel siinnijérgsel pdeval (PND1) juhuslikult kolme alljdrgnevasse

rihma;

1. Kontrollriihm (AFR) — kahe esimese elunidala jooksul (PND1-15) viibisid rotipojad
kogu aja ema juures ja neid ei hdiritud. Rotipoegi liigutati vaid puuride koristamise
ajaks.

2. ,Kiteldud” rithm (MS15) — rotipojad (PND2-15) eraldati igapédevaselt 15 minutiks
ema juurest, kételdi ning asetati teineteisest eraldi lauale, seejérel tagasi puuri.

3. Maternaalse separatsiooni riihm (MS180) — rotipojad (PND2-15) eraldati
igapdevaselt 180 minutiks ema juurest ning asetati teineteisest eraldi iiksikutesse

puuridesse. Katse 1dppedes pandi pojad tagasi ema juurde kodupuuri.

MS15 ja MS180 rilhma loomad tdsteti iga pdev (PND2-15) ema juures éra kell 12.00 ning

parast separatsiooni l0ppu jélgiti ema ja poegade kéitumist puuris 10 minuti jooksul.

3.3. Kudede eraldamine ja sailitamine
Molekulaarbioloogiliste analiiiiside ldbiviimiseks eutaniseeriti 15 pdeva vanused rotipojad
dekapitatsiooni teel. Kella 10 ja 11 vahel koguti rotipoegadelt vereplasma ning nende ajust

eraldati vdikeaju ja juttkeha, mis koheselt jahutati kiilmal alusplaadil ning siilitati -80°C

juures kuni analiitiside 1dbiviimiseni.
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3.4. Geeniekspressiooni analiiiis reaalaja kvantitatiivse PCR meetodil

3.4.1. RNA eraldamine kudedest

RNA eraldamiseks viikeajust ja juttkehast kasutati RNeasy Mini Kiti (Qiagen, Hilden,
Saksamaa) ja vastavat tootjafirma poolt koostatud protokolli. Uhtlaste koguste jaoks kaaluti
proovid (~10 mg) ning asetati 1,5 ml Eppendorfi tuubidesse. Igasse tuubi lisati 350 nl
luiisipuhvrit (RLT ja B-ME segu) ning homogeniseeriti pestli abil. Vajalik on proovi
maksimaalne homogeniseerimine, et eralduks vdimalikult suur hulk RNA-d ning toimuks
tugev seostumine kolonni membraanidele. Saadud liisaati tsentrifuugiti 3 minuti jooksul
13000 g juures ning supernatant eraldati ja tdsteti uude puhtasse tuubi. Supernatandile lisati
vOrdses mahus jadkiilma 70% etanooli, mis tdhustab RNA seostumist kolonni membraanile.
Proovid kanti edasi spetsiaalsesse RNeasy kolonni, tsentrifuugiti 30 sekundit 8000 g juures ja
kolonni pdhja kogunenud lébivool visati dra. Esmalt lisati membraanile 700 pl pesupuhvrit
(RW1 bufer) ning tsentrifuugiti 30 sekundit 8000 g juures. Lébivool visati dra ning seejirel
lisati membraanile kaks korda 500 pl pesupuhvrit (RPE bufer) ning tsentrifuugiti kolonni
kaks korda (15 sekundit ja 2 minutit 8000 g juures). RNA elueeriti membraanilt 30 ul RNaasi
vaba veega ning tsentrifuugiti 1 minut 8000 g juures. Isoleeritud RNA sisaldus moddeti
NanoDrop (ND-100) spektrofotomeetril vahetult enne cDNA siinteesi ja iilejadnud RNA

séilitati -80°C juures.

3.4.2. cDNA siintees

RNA-st siinteesiti cDNA kasutades RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kitti (Thermo
Scientific, K1622). cDNA siinteesimiseks voeti 0,2 ug RNA-d, millele lisati juurde 1 pl
oligo(dT)s praimerit ja RNaaside vaba vett kuni proovi koguruumala oli 12 pl. Seejirel
segati proove vorteksil ning tsentrifuugiti pdgusalt ja asetati 5 minutiks 65°C juurde
termotsiiklerisse. Proovide kuumutamine on vajalik praimerite paremaks seostumiseks ning
sekundaarstruktuuuride tekke véltimiseks. Pdrast proovide kuumutamist, asetati proovid

koheselt jddle, ning tsentrifuugiti lithiajaliselt.

Jargnevalt lisati proovidele 4 pl 5 x reaktsioonipuhvrit, 1 ul RNaasi inhibiitorit RiboLock™, 2
pul 10mM dNTP segu ning 1 pl M-MulLV pdordtranskriptaasi. Proove segati, tsentrifuugiti
lithiajaliselt ja asetati 60 minutiks 42°C juurde termotsiiklerisse. Reaktsiooni 16petamiseks
tdsteti termotsiikleri temperatuuri 70°C-ni, proove hoiti antud temperatuuril 5 minutit ning

cDNA siilitati -80°C juures.
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3.4.3. Reaalaja PCR

Uuritavate geenide ekspressioonitaseme mdotmiseks kasutati qPCRi (ABI Prism 7900HT,
Applied Biosystems), kommertsiaalset SYBR Green RT-PCR Master Mixi (Applied
Biosystems, USA) ning eelnevalt disainitud praimerid (Tabel 1). Kdik praimerid peale Tet/ on
tellitud firmast TAG Copenhagen AS (Taani), Tet/ praimer on tellitud firmast SABiosciences
(Saksamaa). Koik reaktsioonid viidi 1dbi kolmes paralleelis 384-kannulisel plaadil
(MicroAmp, Applied Biosystems). PCR plaadi igasse kannu kanti 10 pl uuritavat ja
koduhoidja proovi. PCR reaktsioonisegu iihe proovi kolme paralleeli jaoks (kogumaht 35 pl)
koosnes 3,5 ul cDNA-st, 10,5 pl {iilipuhtast veest, 17,5 ul Master SYBR Green RT-PCR
Master Mix-st (Applied Biosystems, USA), 1,75 ul Forward praimerist ja 1,75 ul Reverse

praimerist.

Tabel 1. Geeniekspressiooni uurimiseks kasutatud qPCR praimerite jérjestused.

GEEN Forward praimer Reverse praimer
Dnmtl 5'AACGGAACACTCTCTCTCACTCA3' S'TCACTGTCCGACTTGCTCCTC3'
Dnmt3a 5'CAGCGTCACACAGAAGCATATCC3' 5'GGTCCTCACTTTGCTGAACTTGG3'
Dnmt3b 5'GAATTTGAGCAGCCCAGGTTG3' 5'TGAAGAAGAGCCTTCCTGTGCC3'
G9a 5'CCCAGAGGAGTGAATGGTGT3' 5'CTTTCGGTGGCCATACACTT3'
Hdacl 5'CATGCCAAGTGTGTGGAGTTCGT3' 5'GTCCAGCACCGAGCGACATT3'
Gapdh 5'TGCCATCACTGCCACTCAGA3' 5'GTCAGATCCACAACGGATACATTG3'
Tubulin 5'AGCAACATGAATGACCTGGTG3' 5'GCTTTCCCTAACCTGCTTGG3'
Tetl PPR55325A-200 RT2 PCR Primer Set for Rat Tetl

qPCR reaktsioonitingimused olid jargmised: eeltootlus 50°C juures 2 minutit ja algne
denaturatsioon 95°C juures 10 minutit. Sellele jargnesid 40 tsiiklit denaturatsiooni 95°C juures
15 sekundi jooksul ning praimerite seondumine ja ekstensioon 60°C juures 1 minuti jooksul.
Dissotsiatsioonikdver programmi 1opus 95°C 15 sekundit, 60°C 15 sekundit ning 95°C 15

sekundit.

qPCRi kéigus saadud tulemusi analiiiisiti SDS 2.4. (Applied Biosystems) programmi abil.

Geeniekspressiooni vadrtused normaliseeriti koduhoidja (Gapdh/ Tubulin) suhtes ning mRNA

kogused arvutati vordleva Ct meetodiga, kasutades valemit 224"

2001).

(Livak and Schmittgen,
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3.5. Kortikosterooni taseme mootmine

Kortikosterooni taseme mootmiseks kasutati Corticosterone ELISA Kit-i (ab108821; Abcam,
USA) ja vastavat tootjafirma poolt koostatud protokolli. Kiti t66pSdhimdte seisneb antigeen-
antikeha kompleksi tekkes ning konjugaadi kinnitumisel sellisele kompleksile. Hilisemal
kromogeeni pealekandmisel vdrvuvad antigeen-antikeha kompleksi sisaldavad testkannu
lahused tetrametiiiilbensidiini abil siniseks ning pérast stopplahuse pealekandmist
vesinikkloriidhappe abil kollaseks. Kortikosterooni sisaldust méiiratakse

spektrofotomeetriliselt lahuse vdrvuse neeldumise intensiivsuse jargi.

Enne katse alustamist valmistati: lahjendused 1 pl vereplasmast ja 199 pul {ilipuhast veest,
reagendid ning standardite seeriad, kus kortikosterooni 16ppkonsentratsioonid olid 25 ng/ml,
6,25 ng/ml, 1,563 ng/ml ja 0,391 ng/ml. Seejirel kanti mikroplaadi (kitis kaasas) igasse kannu
kahes korduses 25 pl standardeid ja uuritavaid proove ning asetati inkubeerima kaheks
tunniks toatemperatuurile. Inkubatsioonile jidrgnes viiekordne mikroplaadi pesemine
pesupuhvriga (5 x 200 pl) ning seejirel 50 pl streptavidiin-peroksiidaasi konjugaadi
pealekandmine ja hoidmine 30 minuti jooksul. Konjugaat pesti maha 200 pl pesupuhvriga
(etappi korrati 5 korda) ning kannukestesse pipeteeriti 50 pul kromogeen/substraadi lahust,
misjdrel oodati optimaalse sinise tooni tekkimiseni ja lisati 50 pl stopplahust. Pérast
stopplahuse lisamist modddeti vérvuste intensiivsus koheselt Tecan Sunrise mikroplaadi
lugejaga (Tecan Group Ltd., Switzerland) lainepikkusel 450 nm. Optilise tiheduse (OD)
vaartused kuvati Magellan 6 (Tecan Group Ltd., Switzerland) programmi abil ning

kortikosterooni konsentratsioonid igas proovis arvutati OD véiirtuste jargi Elisaanalysis

netilehel , kus kasutati 5-parameetrilist regressioonanaliiiisi.

! http://elisaanalysis.com/app
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3.6. Western blot analiiiis

Western blot-1 analiiiisiks vajalikud ajukoe tiikid kaaluti (keskmine kaal ~6 mg) ning neile
lisati 10x kogus RIPA puhvrit (50 mM Tris—HCI (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1% Triton X 100,
PIC (cOmplete protease inhibitor cocktail tablets, Roch), Na;VO., NaF), misjirel jdeti
proovid 20 minutiks jaéle seisma. Seejdrel proovid tsentrifuugiti 4°C ja 14000 rpm juures 20
minutit. Enne proovide geelile kandmist lisati neile laadimispuhvrit, mis koosnes 4X Protein
Loading Buffer-ist (LI-COR Biosciences - GmbH), iilipuhtast veest ja B-merkaptoetanoolist

(B-ME), misjdrel valgud denatureeriti 90°C juures 10 minuti jooksul.

Valgu liisaadid kanti 8% SDS-poliiakriiilamiid-geelelektroforeesi (SDS-PAGE) geelile ning
asetati Mini-PROTEAN® Tetra Cell masinasse (Bio-Rad, USA). Valke lahutati 15 minutit
50V juures ning 1 tund 95V juures foreesipuhvris (pH 8,3), milles sisaldus 5 mM Tris, 34,8
mM gliitsiin, 0,02% SDS ja 90% dH20. Valkude suuruse visuaalseks hindamiseks lisati
valguredelit SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder (Fermentas). Enne
iilekandega alustamist asetati poliiviniilideen fluoriid (PVDF, Immobilon®-FL, Millipore)
membraanid esmalt minutiks metanooli, hiljem paariks minutiks iilekandepuhvrisse (25 mM
Tris-HCI pH 8.3, 192 mM gliitsiin, 20% metanool, 80% dH,O, 0,1% SDS). Valgud kanti
geelilt lile membraanile kasutades Bio-Rad Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell

masinat, kus iilekanne toimus iilekandepuhvris 90V juures 1 tund.

Pérast ililekannet pesti membraani 5 minutit TBST-s (7ris-buffered saline with Tween: TBST-
50 mM Tris, 0,15 M NacCl, 0,1% Tween 20 (Sigma-Aldrich), pH 7,5), et eemaldada metanooli
jaagid. Membraane blokeeriti Odyssey® Blocking Buffer-is (LI-COR Biosciences - GmbH)
mittespetsiifilise seondumise vihendamiseks tiks tund loksutil toatemperatuuril. Edasi toimus
membraanide inkubeerimine primaarsetes antikehades (Tabel 2.), mis lahjendati
blokeerimislahuses, iile66 4°C juures ning millele jirgnes kolm kiimne minutilist pesukorda
TBST-ga ning sekundaarse antikeha pealekandmine. Sekundaarset antikeha (Tabel 2.) hoiti
peal 1,5 tundi toatemperatuuril ja loksutil, millele jirgnes kolm kiimne minutilist pesukorda
TBST-s. Signaali visualiseerimine toimus Odyssey CLx Infrared Imaging System (LI-COR
Biosciences - GmbH) skénneri ja Image Studio (LI-COR Biosciences - GmbH) programmi
abil. Western blot’i abil saadud signaali tugevuse kvantifitseerimine teostati ImageJ
programmiga (vabavara Internetis) ning saadud tulemuste analiilisiks kasutati GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software) tarkvara. Analiiiisi tulemused on esitatud keskmiste

védrtustena, millele on lisatud standardviga (SEM).
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Tabel 2. Western blot-i jaoks kasutatud antikehad.

Antikeha

Tootja

Lahjendus

Tiuip

Peremeesloom

Anti-Dnmt3a

antibody
(ab2850)

Abcam

2 pg/ml

Primaarne

Kiilik

Anti-B-Aktiin
Licor
92642212

LI-COR

1 pg/ml

Primaarne

Hiir

IRDye® 680LT
Goat anti-Rabbit
IgG
92668021

LI-COR

0,1 pg/ml

Sekundaarne

Kits

IRDye® 800CW
Goat anti-Mouse
IgG
92632210

LI-COR

0,1 pg/ml

Sekundaarne

Kits

3.7. Katseandmete statistiline analiiiis

Geenide ekspressioonitasemete, valgukoguste, rottide kehakaalude ja kortikosteronitasemete
analiiisimiseks kasutati ithefaktorilist variatsiooni analiilisi (one-way ANOVA). Eri gruppide
post hoc vordlus tehti Bonferroni voi Tukey jareltestiga. Statistiliseks analiilisiks kasutati

GraphPad Prism (GraphPad, USA) tarkvara. Katsete tulemused esitati keskmiste véértustena

+ SEM. Olulisuse tasemeks seati p<0.05.
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4. TULEMUSED JA ARUTELU

4.1. Rotipoegade kehakaalude ajaline diinaamika

Esmalt vaadeldi seda, kuidas mdjutab MS rotipoegade kehakaale erinevatel postnataalsetel
paevadel 3, 8 ,15 (Joonis 5). Vaatluste pohjal leiti, et juba kolme pdeva vanustel (Joonis 5A)
rotipoegadel esineb statistiliselt olulisi erinevusi kehakaalude vahel. Leiti, et 15 minutiline
(MS15) emast eraldamine tdstab oluliselt rotipoegade kehakaale (12 g = 0,516 g), samas kui
180 minutiline (MS180) emast eraldamine langetab oluliselt rotipoegade kehakaale (7,7 g +
0,286 g) vdrreldes kontrollriihma (AFR) loomadega (9 g = 0,378 g). Uhefaktorilise ANOVA
analiilisi ja Tukey jdreltesti tulemusena leiti statistiliselt oluline erinevus AFR (9 g + 0,378 g)
vs MS 15 (12 g+ 0,516 g), p<0.001 rithma vahel ja lisaks ka MS15 vs MS180 (7,7 g £ 0,286
g) riihmade vahel, p<0.001; n=6.

Kaheksa pideva vanustel (Joonis 5B) rotipoegadel esinesid sarnased varieeruvused
kehakaalude vahel, kus ka selles ajapunktis olid kdige raskemad MS15 rithma loomad (22,25
g + 0,8 g), vorreldes AFR (18,44 g + 0,44 g) ja MS180 riihma loomadega (14 g + 0,89 g).
Antud ajapunktis leiti statistiliselt oluline erinevus kehakaalude vahel kd&igi riihmade
vordlusel, kus AFR (18,44 g + 0,44 g) vs MS15 (22,25 g + 0,8 g), p<0,01, AFR vs MS180 (14
g £ 0,89 g), p<0,001 ja MS15 vs MS180 p<0.001; n=6.

Joonis 5C kujutab 15-ne pdeva vanuste rotipoegade kahakaalude varieeruvust. Antud
ajapunktis olid kdige raskemad AFR rithma rotipojad (40,556 g = 1,1 g) ning suurim erinevus
kehakaalude vahel esines kontrollriihma ja MS180 rithma (32,667 g + 0,82) vahel, vastavalt
AFR (40,556 g = 1,1 g) vs MS180 (32,667 g + 0,82 g), p<0.001. Lisaks leiti statistiliselt
oluline erinevus ka MS15 (37,889 g + 1,038 g) vs MS180 rithmade vahel, p<0.01; n=6.

26



>
N
o
[]
W
w
e
[]
H*

-
A
1

L

N
(=}
1

Kk

-
(=}
[1

Loomade kaalud (g)
¢ 3
Loomade kaalud (g)

| |
AFR MS15 MS180 AFR MS15 MS180

0

*kx

Loomade kaalud (g)

AFR MS15 MS180

Joonis 5. Kehakaalude ajaline diinaamika. Maternaalse separatsiooni mdju rotipoegade kehakaaludele
ajapunktides A) PND3 B) PND8 C) PND15. Uhefaktoriline ANOVA analiiiis, Tukey’s test ** p<0.01,
*** p<0.001 vorreldes AFR rithmaga; joonis 5 A), B) # p<0.001, joonis 5C) # p<0.01; n=6.

4.2. Kortikosterooni ajaline diinaamika

Jargnevalt vaadeldi MS-i mdju rotipoegade kortikosterooni tasemetele erinevatel PND (3, 8,
15). Uldjoontes oli kortikosterooni tdusu trend sarnane erinevates ajapunktides, olles kdrgeim
MS180 riihmal ning madalaim AFR rithmal. Statistiliselt olulisi erinevusi kortikosterooni
tasemetes esines koigis kolmes ajapunktis. Antud tulemused niitavad, kuidas emast
eemalolek suurendab stressihormooni taset vereplasmas, korduvate manipulatsioonide tottu

touseb kortikosterooni tase vereplasmas veelgi (PND 3 vs PNDI15).

Kolme pédeva vanustel (Joonis 6A) rotipoegadel esines statistiliselt oluline erinevus
kortikosterooni tasemetes nii MS15 kui ka MS180 riihmade vahel, vorreldes AFR riihmaga.
Mbolemal juhul oli trend kontsentratsioonide suurenemise suunas AFR (89,2 ng/ml + 8,08
ng/ml) vs MS15 (169,88 ng/ml £+ 9,41 ng/ml), p<0.01 ja AFR vs MS180 (209,58 ng/ml +
19,89 ng/ml), p<0.001; n=6.
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Ka kaheksa pdeva (Joonis 6B) vanustel rotipoegadel oli korgeim stressihormooni tase MS180
riihma loomadel. Kusjuures statistiliselt olulised erinevused leiti AFR (83,2 ng/ml + 15,6
ng/ml) vs MS15 (254,66 ng/ml + 27,5 ng/ml), p<0.05 ja AFR vs MS180 (328,08 ng/ml +
76,14 ng/ml), p<0.01;, n=6 riihmade vahel, mdlemal juhul oli trend kontsentratsioonide

suurenemise suunas.

15. pdeva vanustel (Joonis 6C) rotipoegadel oli kortikosterooni tase vereplasmas tdusnud juba
rohkem kui 100 ng/ml, vorreldes kolme pdeva vanuste rotipoegadega. Ka antud ajapunktis
esines korgeim kortikosterooni tase MS180 riihmal. Statistiliselt olulised erinevused leiti AFR
(177,5 ng/ml £ 4,89 ng/ml) vs MS15 (290,1 ng/ml £+ 7,409 ng/ml), p<0.001 ja AFR vs MS180
(448,53 ng/ml £ 10,99 ng/ml), p<0.001 rithmade vahel, kus mdlemal juhul oli trend
kontsentratsioonide suurenemise suunas. Lisaks esines statistiliselt oluline erinevus ka MS15

ja MS180 rithma vahel p<0.001, n=6.
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Joonis 6. Kortikosterooni ajaline diinaamika. Maternaalse separatsiooni mdju kortikosterooni
tasemetele ajapunktides A) PND3 B) PND8 C) PNDI5 rotipoegade vereplasmas. Uhefaktoriline
ANOVA analiiiis, Bonferroni jireltest, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vorreldes AFR riihmaga; #
p<0.001; n=6.
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4.3. Dnmtl mRNA tasemete muutused rotipoegade juttkehas

Kasutades reaalaja kvantitatiivset PCR (qPCR), hinnati rotipoegade emast eraldamise mdju
DNA metiiiltransferaasi Dnmtl mRNA tasemetele rotipoegade juttkehas PND 3, 8 ja 15
(Joonis 7). To6 tulemused néitasid (Joonis 7A), et juba kolme pdeva vanustel rotipoegadel
esinevad MS-i jargselt erinevused Dnmtl mRNA tasemetes. Leiti, et nii 15 minutiline kui ka
180 minutiline emast eraldamine langetab oluliselt Dnm¢/ mRNA tasemeid rotipoegade
juttkehas vorreldes kontrollriihma (AFR) loomadega. Uhefaktorilise ANOVA analiiiisi ja
Bonferroni jéreltesti tulemusena leiti, et Dnm¢l mRNA taseme langus MS15 rithma loomade
juttkehas (0,53 £ 0,06) oli statistiliselt oluline vorreldes AFR riithma loomadega (1 + 0,048),
p<0.001 MS15 vs AFR. Samuti esines oluline Dnmtl mRNA taseme langus MS180 loomade
juttkehas (0,62 £+ 0,057) vorreldes AFR riihmaga, p<0.001 MS180 vs AFR; n=6.
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Joonis 7. Dnmtl juttkehas. Maternaalse separatsiooni mdju Dnmt! mRNA tasemetele ajapunktides
A) PND3 B) PNDS8 C) PNDIS5 rotipoegade juttkehas (striatum). Uhefaktoriline ANOVA analiiis,
Bonferroni jéreltest, *** p<0.001 vdrreldes AFR rithmaga; # p<0.05 MS15 vs. MS180; n=6.

Jargnevalt hinnati Dnmt] mRNA tasemeid kaheksandal postnataalsel pdeval. T66 tulemused
niitasid (Joonis 7B), et maternaalse separatsiooni jargselt suurenes nii MS15 (1,5 + 0,038) kui

ka MS180 (1,63 + 0,041) rithma loomade juttkehas Dnmtl mRNA tase (Joonis 7B) vorreldes
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kontrollriihma AFR (1 £+ 0,053) loomadega. Antud muutused olid statistiliselt olulised,
p<0.001 MS15 ja MS180 vs AFR rithm; n=6.

Ka 15. postnataalsel paeval (PND15) leiti (Joonis 7C), et rotipoegade pikemaajaline emast
eraldamine MS180 (1,35 + 0,067) suurendas statistiliselt oluliselt Dnmtl mRNA taset
rotipoegade juttkehas vorreldes MS15 (1,15 + 0,045) ja AFR (1 £ 0,045) riithma loomadega,
p<0.001 MS180 vs AFR. Samuti esines statistiline erinevus MS15 ja MS180 rithmade vahel,
p<0.05 MS15 vs MS180; n=6.

4.4. Dnmt]l mRNA tasemete muutused rotipoegade viikeajus

Lisaks juttkehale, hinnati rotipoegade emast eraldamise moju Dnm¢/ mRNA tasemetele ka
vordlus ajukoes, milleks oli antud t60s oli vdikeaju. Nii nagu eelnevas punktis, hinnati ka siin
ajalise diinaamika moju (PND 3, 8 ja 15) Dnmtl mRNA tasemetele. T66 tulemused néitasid
(Joonis 8A), et vorreldes kontrollrithma loomadega (1 + 0,04), oli kolmandal postnataalsel
pdeval oluliselt langenud Dnmtl mRNA tase nii MS15 (0,59 £+ 0,048) kui MS180 (0,43 +
0,037) rithmas. Antud muutused olid statistiliselt olulised, p<0.001 MS15 ja MS180 vs AFR

rihm; n=7.

Kaheksandal postnataalsel pdeval (joonis 8B) leiti rotipoegade véikeajus lisna sarnaseid
muutuseid Dnmt] mRNA tasemetega juttkehas. Maternaalse separatsiooni jargselt oli Dnmtl
mRNA tase oluliselt tdusnud nii MS15 (1,18 £ 0,037) kui ka MS180 (1,46 + 0,03) riihmas
vorreldes kontrollriihma (1 + 0,03) loomadega. Statistiline analiiiis nditas, et antud muutused
olid olulised, p<0.01 MS15 vs AFR; p<0.001 MS180 vs AFR; n=7. Lisaks esines statistiline
erinevus ka MS15 ja MS180 rithmade vahel, p<0.001 MS15 vs MS180.

Lisaks PND3-le ja PND8-le, hinnati Dnm¢/ mRNA tasemeid ka 15. postnataalsel paeval, kuid
siin statistiliselt olulisi muutuseid rithmade vahel ei leitud (Joonis 8C). Seega, t66 tulemused
niitasid, et maternaalne separatsioon voib lisaks juttkehale mdjutada Dnmt/ mRNA tasemeid
ka vaikeajus (PND3 ja PNDS). Ainus erinevus oli 15.-ndal postnataalsel pieval, kus ei leitud

muutuseid Dnmt] mRNA tasemetes kontrollriithma ja emast eraldatud loomade vahel.
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Joonis 8. Dnmt1 véikeajus. Maternaalse separatsiooni mdju Dnm¢/ mRNA tasemetele ajapunktides
A) PND3 B) PND8 C) PNDI15 rotipoegade véikeajus (cerebellum). Uhefaktoriline ANOVA analiiiis,

Bonferroni jéreltest, ** p<0.01, *** p<(0.001 vorreldes AFR riihmaga; # p<0.001 MS15 vs. MS180;
n=7.

4.5. Dnmt3a ekspressioonitasemete muutused rotipoegade juttkehas

Jargnevalt vaadeldi MS-i mdju Dnmt3a mRNA tasemetele juttkehas. Antud ensiiiim vastutab
koos DNMT3b-ga uute metiiiiljddkide lisandumise eest DNA-le. Katsete tulemustest selgub
(Joonis 9A), et kui esmasel poegade emast eraldamisel hakkavad Dnmt3a mRNA tasemed
langema, siis korduval emast eraldamisel mRNA hulk hoopis suureneb. Kolme pdeva
vanustel rotipoegadel leiti, et nii MS15 (0,56 £ 0,06) kui ka MS180 (0,31 £+ 0,053) rithma
loomadel olid mRNA tasemed maérgatavalt langenud vorreldes AFR (1 £ 0,053) riihmaga.
Statistiline analiiiis niitas, et antud muutused olid olulised, MS15 vs AFR, p<0.001 ja MS180

vs AFR, p<0.001. Lisaks esines statistiliselt oluline erinevus ka MS15 ja MS 180 riihma
vahel, p<0.05; n=7.

Kaheksa pédeva vanustel (Joonis 9B) rotipoegadel on aga ndha vastupidist tendentsi, kus
MSI15 (1,33 £0,049) ja MS180 (1,53 £ 0,049) riihmal on kdrgemad mRNA tasemed vorreldes
AFR (1 £ 0,06) rilhmaga. Antud tulemused olid ka statistiliselt olulised MS15 vs AFR,
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p<0.01 ja MS180 vs AFR, p<0.001 ,lisaks esines méirkimisvédrne erinevus ka MSI15 vs
MS180 rithmade vahel, p<0.01; n=7.

Pikemaajalisem MS (Joonis 9C) ei tdstnud Dnmt3a mRNA tasemeid enam markimisvairselt.
Kiill aga vordsustusid peaacgu MS15 (1,55 £ 0,057) ja MS180 (1,63 + 0,061) rithma loomade
mRNA tasemed. Statistiliselt oluline tdus mMRNA tasemetes esines vaid vordluses

kontrollrithmaga (1 £ 0,053), kus MS15 vs AFR, p<0.001 ja MS180 vs AFR, p<0.001; n=7.
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Joonis 9. Dnmt3a juttkehas. Maternaalse separatsiooni mdju Dnmt3a mRNA tasemetele ajapunktides
A) PND3 B) PND8 C) PNDIS5 rotipoegade juttkehas (striatum). Uhefaktoriline ANOVA analiiis,
Bonferroni jareltest, *** p<0.001 vorreldes AFR rithmaga; joonis 9A) # p<0.05; joonis 9B) # p<0.01
MS15 vs. MS180; n=7.

Lisaks mRNA-Ie vaadeldi MS-i moju ka DNMT3a valgu tasemetele kaheksa (Joonis 10A) ja
15. pdeva (Joonis 10B) vanuste rotipoegade juttkehas. Antud tulemused ei iihti qPCR-i
tulemustega, kuid ka siin esineb statistiliselt olulisi erinevusi. Kaheksa pdeva vanuste
rotipoegade puhul on MS15 rihmas valgu tase madalam (0,8 + 0,022) vorreldes
kontrollrithmaga (1 + 0,02), esines ka statistiliselt oluline erinevus p<0.001. Oluline erinevus
esines ka MS180 riihma (1,1 £ 0,029) vordlusel MS15, p<0.001 ja AFR-iga, p<0.05, n=7, kus

MS180 oli kdrgem valgutase, vorreldes teiste rilhmadega.
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15. pdeva vanustel loomadel esines kdige kdrgem valgu tase MS15 (1,27 = 0,03) riihmas ning
madalaim MS180 (0,95 + 0,028) riihma loomadel vorreldes kontrollrithmaga (1 + 0,02).
Antud tulemused on vastupidised vorreldes eelneva ajapunktiga, kuid ka siin esines

statistiliselt olulisi erinevus, kus MS15 vs AFR p<0.001 ja MS15 vs MS180, p<0.001; n=7.
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Joonis 10. DNMT3a Western blot. Maternaalse separatsiooni mdju Dnmt3a valgu tasemetele
ajapunktides A) PND8 B) PND15 rotipoegade juttkehas (striatum). Uhefaktoriline ANOVA analiiiis,
Bonferroni jéreltest, * p<0.05, *** p<0.001 vdrreldes AFR rithmaga; # p<0.001 MSI15 vs. MS180;
n=7. Joonistel 10C on vilja toodud illustratiivne Western blot valguriba, mis nditab PND15; AFR,
MS15 ja MS180 DNMT?3a (punased) ja B-aktiin (rohelised) bénde.

4.6. Dnmt3a mRNA tasemete muutused rotipoegade viikeajus

Lisaks juttkehale, hinnati rotipoegade emast eraldamise mdju Dnmt3a mRNA tasemetele ka
vordlus ajukoes, vidikeajus. Dnmt3a qPCR-i tulemused véikeajus on sarnased juttkehast
saadud katsete tulemustega. Ka siin esineb kolme pdeva vanustel loomadel trend mRNA
tasemete langusele samas kui jargnevates ajapunktides on mRNA tasemete trend tdusule.
PND3 (Joonis 11A) on koige kdrgem mRNA tase kontrollrithmal (1 + 0,041), veidi on
langenud MS15 riihma loomade mRNA tasemed (0,62 £ 0,032) ning kdige madalam Dnmt3a
mRNA tase esineb MS180 (0,45 + 0,034) riihma loomadel. Antud ajapunktis esinesid
statistiliselt olulised erinevused kdikide gruppide vahel, MS15 vs AFR, p<0.001, MS180 vs
AFR, p<0.001 ja lisaks ka MS15 vs MS180, p<0.05; n=7.
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Vastupidist trendi oli ndha juba kaheksa pdeva vanustel loomadel (Joonis 11B), kus leiti, et
MSI15 riithma mRNA tase (1,19 + 0,03) oli suurenenud vorreldes AFR rithmaga (1 + 0,03),
p<0.01. Veelgi enam oli tdusnud MS180 riihma loomade mRNA tase (1,89 + 0,034) vorreldes
AFR riihmaga, p<0.001. Lisaks esines statistiliselt oluline erinevus ka MS15 ja MS 180 vahel
p<0.001; n=7.

Ka 15. pdeva vanustel loomadel (Joonis 11C) oli seos emast eraldatuse ja mRNA tasemete
vahel. Koige madalam mRNA tase oli kontrollrithmal (1 £ 0,049), veidi kdrgem oli see
“kételdud” riihmal (1,3 = 0,041) ning koige korgem mRNA tase esines MS180 (1,62 + 0,037)
riihma loomadel. Statistilise analiiiisi tulemusel leiti olulised erinevused kdigi rithmade vahel,

kus MS15 vs AFR, p<0.001, MS180 vs AFR, p<0.001 ning MS15 vs MS180, p<0.001; n=7.
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Joonis 11. Dnmt3a viikeajus. Maternaalse separatsiooni mdju Dnmt3a mRNA tasemetele
ajapunktides A) PND3 B) PND8 C) PNDI5 rotipoegade viikeajus (cerebellum). Uhefaktoriline
ANOVA analiiiis, Bonferroni jéreltest, ** p<0.01, *** p<0.001 vdrreldes AFR riihmaga; joonis 11. A)
# p<0.05; joonis 11 B,C) # p<0.001 MS15 vs. MS180; n=7.



4.7. Dnmt3b mRNA tasemete muutused rotipoegade juttkehas

Lisaks Dnmt3a mRNA tasemetele jélgiti MS-i moju ka Dmnmt3b mRNA tasemetele
rotipoegade juttkehas. Katsete tulemused nditasid, et emast eraldamise mdju Dnmt3b
tasemetele on sarnane eelnevalt vaadeldud Dnmt3a mRNA tasemetega. Ka siin langevad
kolme pdeva vanustel (Joonis 12A) rotipoegadel mRNA tasemed emast eraldamise korral,
kuid alates kaheksandast paevast muutub trend vastupidiseks (Joonis 12B) ning jiéb piisima
ka 15. pdeva vanustel loomadel (Joonis 12C). Statistilise analiiiisi tulemusena leiti, et kolme
pdeva vanustel MS180 (0,59 £ 0,053) rithma loomadel on mRNA tase oluliselt langenud
vorreldes AFR (1 + 0,041) rithmaga, p<0.001. Lisaks esines statistiliselt oluline erinevus ka
MS15 (0,83 £ 0,07) ja MS180 riihma vahel, p<0.05; n=7.
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Joonis 12. Dnmt3b juttkehas. Maternaalse separatsiooni mdju Dnmt3b mRNA tasemetele ajapunktides
A) PND3 B) PND8 C) PNDIS5 rotipoegade juttkehas (striatum). Uhefaktoriline ANOVA analiiis,

Bonferroni jareltest, *** p<0.001 vorreldes AFR riihmaga; joonis 12A) # p<0.05; joonis 12B) #
p<0.01 MS15 vs. MS180; n=7.

Jargnevalt vaadeldi Dnmt3b mRNA tasemeid kaheksandal postnataalsel pédeval. Katsete
tulemused néitasid (Joonis 12B), et MS-i jargselt suurenesid juttkehas nii MSI15 (1,18 =+
0,067) kui ka MS180 (1,45 + 0,041) rihma loomade mRNA tasemed, vorreldes
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kontrollriihmaga (1 + 0,049). Statistiliselt olulised erinevused esinesid MS180 vs AFR,
p<0.001 ja lisaks ka MS15 vs MS180, p<0.01 riihma loomade vahel; n=7.

Sarnased tulemused jdid piisima ka 15. postnataalsel pdeval (Joonis 12C). Ka siin leiti, et
pikemaajalisem emast eraldamine (MS180) suurendas oluliselt Dnmt3b mRNA tasemeid
(1,59 £ 0,057) vorreldes kontrollriihma loomadega (1 + 0,053), p<0.001. Lisaks esines
statistiliselt oluline erinevus ka MS15 (1,45 £ 0,045) ja AFR riihma loomade vahel, p<0.001;
n=7.

4.8. Dnmt3b mRNA tasemete muutused rotipoegade viikeajus

Jargnevalt vaadeldi Dnmt3b mRNA tasemeid ka vordlus ajukoes, milleks oli vdikeaju. Siin
leiti juttkehaga sarnased, kuid véiksemate amplituudidega tulemusi. Kolme pédeva vanustel
(Joonis 13A) loomadel esines emast eraldatud loomadel viga viike trend mRNA tasemete
languse suunas. Ainus statistiliselt oluline erinevus leiti MS180 (0,86 =+ 0,037) ja

kontrollrithma (1 + 0,033) vordluses, p<0.05.

Kaheksandal postnataalsel pdeval (Joonis 13B) leiti véikeajus iisna sarnaseid muutuseid
Dnmt3b mRNA tasemetes vorreldes juttkehaga. Antud katsetes leiti, et MS15 riithma mRNA
tase (1,49 + 0,037) oli suurenenud vorreldes AFR riihmaga (1 + 0,03), p<0.001; kuid enim oli
tousnud emast eraldamise tottu MS180 riihma loomade mRNA tase (1,83 + 0,034) vorreldes
AFR rithmaga, p<0.001. Lisaks esines statistiliselt oluline erinevus ka MS15 vs MS180 vahel,
p<0.001; n=7.

Lisaks hinnati MS-i moju ka 15. pdeva vanuste (Joonis 13C) rotipoegade Dnmt3b mRNA
tasemetele. Katsete tulemusel leiti, et iildiselt olid mRNA tasemed muutnud iihtlasemaks,
kuid kdige suurem erinevus mRNA tasemete vahel esines MS180 rithma (1,22 + 0,045) ja
kontrollrithma vahel (1 £+ 0,037), p<0.01. Lisaks leiti statistiliselt oluline erinevus ka MS15
(1,06 £ 0,042) ja MS180 rithmade vahel, p<0.05; n=7.
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Joonis 13. Dnmt3b viikeajus. Maternaalse separatsiooni moju Dnmt3b mRNA tasemetele
ajapunktides A) PND3 B) PND8 C) PNDI5 rotipoegade viikeajus (cerebellum). Uhefaktoriline
ANOVA analiiiis, Bonferroni jéreltest, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vorreldes AFR riilhmaga;
joonis 13 B) # p<0.001; joonis 13 C) # p<0.05 MSI15 vs. MS180; n=7.

4.9. Tetl mRNA tasemete muutused rotipoegade juttkehas

DNA demetiilaasidest jalgiti MS-i moju Tet/ mRNA tasemetele rotipoegade juttkehas. Kolme
pdeva (Joonis 14A) vanustel rotipoegadel oli mérgata vaid minimaalset tdus MS15 ja MS180
rihma loomadel, kuid statistiliselt olulisi muutusi mRNA tasemetes ei tekkinud. Kaheksa
pdeva (Joonis 14B) vanustel rotipoegadel esines statistiliselt oluline tdus mRNA tasemetes nii
MSI15 (1,34 += 0,11) kui ka MS180 (1,37 £ 0,09) riihma loomade hulgas, vorreldes
kontrollgrupi loomadega p<0.05, n=6. PND15 ajapunktis (Joonis 14C) olid mRNA tasemed

uuesti Gihtlustunud ning statistiliselt olulisi erinevusi ei esinenud.
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Joonis 14. Tet] juttkehas. Maternaalse separatsiooni mdju Tet/ mRNA tasemetele ajapunktides A)
PND3 B) PND8 C) PNDI5 rotipoegade juttkeha (striatum). Uhefaktoriline ANOVA analiiiis,
Bonferroni jéreltest, * p<0.05 vorreldes AFR rithmaga; n=6.

Lisaks leiti statistiliselt oluline erinevus ka PND15 Dnmt3a/Tet] mRNA tasemete vordluses
(Joonis 15). Antud jooniselt on néha, et 15. pideva vanustel rottidel on juttkehas suurenenud

Dnmit-de mRNA tasemed samas kui Tet! tase ei ole muutunud.
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Joonis 15. Dnmt3a/Tetl juttkehas. Maternaalse separatsiooni mdju Dnmt3a/Tet] mRNA tasemetele

ajapunktis PND15 rotipoegade juttkeha (striatum). Uhefaktoriline ANOVA analiiiis, Bonferroni
jéreltest, *** p<0.001 vorreldes AFR rithmaga; n=6.
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4.10. GY9a mRNA tasemete muutused rotipoegade juttkehas

Maternaalse separatsiooni mdju vaadeldi ka histoonide metiiiiltransferaasi G9%a mRNA
tasemetele. Katsete tulemusena selgus, et iildiselt emast eraldatus langetab G9a mRNA
tasemeid, kuid muutused on iisna viiksed ning erinevused qPCR-i tulemustes liiga suured, et
saada kitte statistiliselt olulised erinevused. Kolme pédeva (Joonis 16A) vanustel rotipoegadel
esines kodige madalam mRNA tase MSI5 (0,58 £ 0,114) rilhma loomadel vdrreldes
kontrollrithmaga (1 + 0,112), n=6. Statistiliselt olulisi tulemusi ei saadud ka kaheksa pédeva
(Joonis 16B) vanuste loomade vordlusel. Antud katsetes esinesid kdigil rithmadel peaaegu

sama suured mRNA tasemed.

Ainus statistiliselt oluline erinevus leiti 15. pdeva (Joonis 16C) vanuste rotipoegadega tehtud
katsetest, kus margatav mRNA taseme langus esines MS15 riihma loomadel (0,51 + 0,112)
vorreldes AFR rithmaga (1 + 0,12) p<0.05. Trend langusele esines ka MS180 rithmal, kuid

see oli statistiliselt ebaoluline.
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Joonis 16. GY9a juttkehas. Maternaalse separatsiooni moju G9a mRNA tasemetele ajapunktides
A) PND3 B) PND8 C) PNDI5 rotipoegade juttkeha (striatum). Uhefaktoriline ANOVA analiiis,
Bonferroni jéreltest, * p<0.05 vorreldes AFR rithmaga; n=6.
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4.11. Hdacl mRNA tasemete muutused rotipoegade juttkehas

Jargnevalt vaadeldi (Joonis 17), kuidas maternaalne separatsioon ja ajaline diinaamika
(PND3, 8, 15) mojutab histooni deatsetiilaasi mRNA tasemeid. Hdacl mRNA-d jdlgiti vaid
juttkehas, sest ei leitud mirgatavaid erinevusi mRNA tasemetes. Kolme pdeva (Joonis 17A)

vanustel rotipoegadel jiid mRNA tasemed {iisna iihele nivoole kdigis uuritavates rithmades
(AFR, MS15, MS180).

Kaheksandaks pdevaks (Joonis 17B) olid mRNA tasemed tdusnud statistiliselt olulisel mééaral
vaid MS180 (1,5 = 0,09) rithmas vorreldes kontrollriihmaga (1 £ 0,103), p<0.01; n=6.
Viikest, kuid mitte olulist tousu oli méirgata ka MS15 riihma ja AFR riihma vordluses. Lisaks

vaadeldi ka PNDI15 (Joonis 17C) pdeva, kus mRNA tasemed olid jéllegi vordsustunud ja

statistiliselt olulist erinevust ei leitud.
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Joonis 17. Hdacl juttkehas. Maternaalse separatsiooni mdju Hdacl mRNA tasemetele ajapunktides

A) PND3 B) PND8 C) PNDI5 rotipoegade juttkeha (striatum). Uhefaktoriline ANOVA analiiis,
Bonferroni jéreltest, ** p<0.01 vorreldes AFR riihmaga; n=6.
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4.12. Epigeneetilisite modifitseerijate mRNA tasemete muutused leukotsiiiitides

Lisaks juttkehale ja véikeajule vaadeldi monede (Joonised 18-21) geenide mRNA tasemeid ka
leukotstiiitides, et leida potentsiaalset biomarkerit. Esmalt vaadeldi Dnmt/ mRNA tasemete
varieeruvust kolme (Joonis 18A) pdeva vanuste rotipoegade leukotsiiiitides. Tulemused
sarnanesid Dnmtl mRNA varieeruvusega rotipoegade viikeajus (Joonis 8A). Ka siin leiti
statistiliselt oluline langus mRNA tasemetes nii MS15 (0,76 + 0,065) kui ka MS180 (0,68 +
0,045) rithma loomadel vorreldes AFR (1 + 0,061) rithmaga, MS15 vs AFR, p<0.05 ja MS180
vs AFR, p<0.01; n=6.

PND15 (Joonis 18B) ajapunktis esines samasugune trend mRNA tasemete languse suunas,
kuid tulemused olid statistiliselt suurema olulisusega. Maternaalse separatsiooni jérgselt oli
enim langenud MS180 (0,56 + 0,053) riihma loomade Dnmtl mRNA tase, vorreldes
kontrollrithmaga (1 + 0,049), p<0.001. Lisaks olid statistiliselt olulisel méairal langenud ka
MSI15 (0,74 £ 0,053) rithma loomade mRNA tasemed, vorreles AFR rithmaga, p<0.01; n=6.
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Joonis 18. Dmnmtl leukotsiilitides. Maternaalse separatsiooni moju Dnmt! mRNA tasemetele
ajapunktides A) PND3 B) PNDI5 rotipoegade leukotsiiiitides. Uhefaktoriline ANOVA analiiis,
Bonferroni jéreltest, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vorreldes AFR riihmaga; n=6

Jargnevalt vaadati ka Dnmt3a mRNA tasemete varieeruvust kolme pédeva (Joonis 19A)
vanuste rotipoegade leukotsiiiitides. Saadud tulemused sarnanevad DNMT3a WB tulemustega
(Joonis 10A), ka siin esines statistiliselt oluline langus mRNA tasemets MS15 (0,51 + 0,094)
riihma loomadel vorreldes AFR (1 £ 0,045) rithmaga, p<0.001. Lisaks leiti oluline erinevus ka
MS 15 vs MS180 (0,97 £ 0,065) riihmade vordluses, p<0.01; n=6.

15. padeva (Joonis 19B) vanuste rotipoegade Dnmt3a mRNA tasemed erinesid kolme pédeva

vanuste poegade omadest. Antud ajapunktis esines trend mRNA tasemete langusele ning
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ainus statistiliselt oluline erinevus leiti MS180 (0,53 £+ 0,106) ja AFR (1 £ 0,073) riihma

loomade vordluses, p<0.01; n=6.

>
w

1.5 # 1.5+
m m
£ e
< £ <%
Z © 1.0 — Z @ 1.0 -
ool ©
] = skeksk £ kk
S5 s £ T
E © 0.5- I E % 0.5
Q o
€ Q£
]
< 2
0-0 T T 0!0 T T
AFR MS15 MS180 AFR MS15 MS180

Joonis 19. Dnmit3a leukotsiiiitides. Maternaalse separatsiooni moju Dnmi3a mRNA tasemetele
ajapunktides A) PND3 B) PNDI15 rotipoegade leukotsiiiitides. Uhefaktoriline ANOVA analiiiis,
Bonferroni jéreltest, ** p<0.01, *** p<0.001 vorreldes AFR rithmaga; # p<0.01 MS15 vs. MS180;
n=6

Kahjuks ei leitud statistiliselt olulisi erinevusi Dnmt3b mRNA tasemetes kolme (Joonis 20A)
ega ka 15. pideva (Joonis 20B) vanuste rotipoegade leukotsiiiitides. Mérgata oli vaid

minimaalset trendi mRNA languse suunas emast eraldatud loomadel.
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Joonis 20. Dnmt3b leukotsiilitides. Maternaalse separatsiooni mdju Dnmt3b mRNA tasemetele
ajapunktides A) PND3 C) PNDI15 rotipoegade leukotsiiiitides. Uhefaktoriline ANOVA analiiiis,
Bonferroni jéreltest, vorreldes AFR rithmaga; n=6

Lisaks ei leitud MS-i statistiliselt olulist moju ka Tet/ mRNA (Joonis 21) tasemetele. Kiill aga
esines margatav trend mRNA tasemete langusele PND15 emast eraldatud loomadel. Suurim

erinevus esines MS180 (0,48 £ 0,135) rithma ja AFR (1 £ 0,165) riihma loomade mRNA
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tasemete vahel, kuid suure SEM variatsiooni tottu ei tekkind statistiliselt olulist erinevust

rihmade vahel.

1.5

0.5+

Tet1 mRNA
(kontroliriihma suhtes)

0.0

T

AFR

MS15

MS180

Joonis 21. Tet] leukotsiiitides. Maternaalse separatsiooni mdju 7et/ mRNA tasemetele PNDI15
rotipoegade leukotsiiiitides. Uhefaktoriline ANOVA analiilis, Bonferroni jireltest, vorreldes AFR

rihmaga; n=6
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4.13. Arutelu

Varajases elueas kogetud stressi modelleerimiseks kasutasime maternaalse separatsiooni
mudelit, kus kahe esimese elunddala jooksul eraldati rotipojad emast igapdevaselt 180-
minutit, kontroll rithmades kédteldi loomi 15 minutit v3i ei hdiritud pesakonda 2 nédala

jooksul.

Rotipoegade kehakaalu analiiiis niitas, et 3. ja 8. pdeval tehtud mddtmistel oli kdige suurem
kehakaal MS15 gruppi loomadel (Joonised 5A ja 5B). Ka teised varasemad uuringud on
ndidanud, et kerge-mdddukas lithiaegne stress voib mdjutada arengut stimuleerivalt (Gilles, et
al., 1996). Selle pohjuseks voib olla ka see, et lithiaegse emast eemaldamise (pesa I6hkumine)
jarel hoolitses ema kompensatoorselt rohkem oma poegade eest. MS180 grupi loomade
kehakaalus aga ndgime kdigis kolmes ajapunktis kehakaalu olulist langust vorreldes AFR ja
MSI15 grupi loomade kehakaaluga (Joonised 5A-C), viidates, et tugev varajases elueas

kogetud stress parsib katseloomade arengut.

Kuna nigime, et tugeva stressi foonil langes oluliselt rotipoegade kehakaal, oli meie
jargmiseks eesmérgiks hinnata stressihormooni kortikosterooni tasemeid rotipoegade
vereplasmas. Varasemad uuringud on ndidanud, et kortikosterooni taseme tdus seostub
katseloomadel stressi tugevusega ning enim mojutatavad on loomad PND2-15 pidevadel
(Roque, et al., 2014). Meie kortikosterooni analiiiis rotipoegade vereplasmas niitas, et alates
3. postnataalsest pievast hakkas kortikosterooni tase vereplasmas suurenema nii MS15 kui ka
MS180 riihmas vorreldes AFR rilhma loomadega (Joonis 6). 15. postnataalsel pédeval oli
statistiliselt oluline erinevus ka MS15 ja MS180 gruppide vahel (Joonis 6C). Nii rotipoegade
kehakaalu erinevused kui ka kortikosterooni taseme suurenemine viitavad, et MS pohjustab

progresseeruvat stressi silvenemist varajases postnataalses perioodis.

Selleks, et hinnata MS-i poolt pdhjustatud piisivaid geeni ekspressiooni muutusi, eraldasime
uuritavad koed 24 tundi peale viimast katset (separatsioon 15 vdi 180 minutit). Meie senised
tulemused néitavad, et epigeneetilistest modifitseerijatest (Dnmt-d, Tetl, G9a ja Hdacl)
mdjutab MS kdige tugevamalt erinevaid DNA metiiiiltransferaase. Koigi kolme
metiiiiltransferaasi puhul vois tdheldada, et nii juttkehas, véikeajus kui leukotsiiiitides oli 3.
postnataalsel pdeval stressi tugevusest soltuv Dnmt-de mRNA tasemete langus (Joonised 7-9
ja 11-13 A, 18-20 A). Samas kui 8. ja 15. postnataalsel pdeval DNA metiiiiltransferaaside

mRNA tasemed suurenesid vastavalt stressile juttkehas ja vdikeajus (Joonised 7-9 ja 11-13 A,
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B). Viimased tulemused langevad kokku meie varasemate tulemustega, kus leidsime, et 15.
postnataalsel pdeval oli MS15 ja MS180 riihma loomadel naalduvas tuumas (juttkeha
ventraalne osa) Dnmtl, Dnmt3a ja Dnmt3b mRNA tasemed tdusnud (Anier, et al., 2014). Mis

on sellise DNA metiiiiltransferaaside diinaamika pdhjuseks, vajab veel edasisi uuringuid.

Meie poolt ldbiviidud DNMT3A valgu analiiiis (Joonised 10A ja 10B) ei langenud piris
tapselt kokku Dnmt3a mRNA taseme muutustega. Samuti ei olnud kokkulangevusi erinevate

katsete vahel, mistdttu tuleb Western bloti analiilisi kohandada ja katseid korrata.

Analiiiisides varajase eluea stressi ajalise diinaamika mdju Dnmt-de mRNA tasemetele,
leidsime Dnmt-de mRNA tasemetes moningaid erinevusi vorreldes juttkeha ja véikeajuga.
Valdavalt olid Dnmt-de mRNA tasemete erinevused kvantitatiivsed — véikeajus oli Dnmt-de
mRNA tasemed madalamad vdrreldes juttkehaga. Selle pdhjuseks voib olla erinev
glilkokortikoid retseptorite arv ja sekundaarsete signaalradade aktiivsus erinevates aju
piirkondades. Meie uurimisrithma publitseerimata tulemused viitavad, et gliikokortikoidi
retseptorid vdivad otseselt transkriptsiooni faktoritena mdjutada Dnmt3a ja Dnmit3b
transkriptsiooni in vitro kortikaalsetes roti neuronite primaarkultuuris ja in vivo roti

kortikaalses ajukoes (Urb, et al., 2016).

Paralleelselt Dnmt-de mRNA tasemete uurimisega juttkehas ja vidikeajus, hindasime mRNA
tasemel muutuseid ka leukotstiiitides, et selgitada, kas MS mojutab DNA metiiiiltransferaase
sarnaselt ajukoega ka leukotstiiitides. Huvitav oli, et 3. postnataalsel pdeval esines langus
Dnmtl mRNA tasemetes nii leukotsiilitides (Joonis 18A) kui ajukudedes (Joonised 7A ja 8A)
andes hea korrelatsiooni nii MS15 kui MS180 rithmas. Dnmt3a mRNA tulemused néitasid
head korrelatsiooni MS15 rithmas nii leukotstiiitides (Joonis 19A) kui ka juttkehas (Joonis
9A) ning viikeajus (Joonis 11A), kuid kahjuks ei esinenud korrelatsiooni MS180 rithmas
vorreldes Dnmt3a mRNA tasemeid leukotsiitidid vs ajukude. Samuti ei dnnestunud leida
korrelatsiooni Dnmt3b mRNA tasemetes. Meie tulemused niitasid, et 15. postnataalsel paeval
oli stressi suurenemisel trend pigem Dnmt-de mRNA tasemete vdhenemisele leukotsiiiitides
(Joonised 18B, 19B, 20B), samas kui juttkehas ja véikeajus oli trend vastupidine. Seega meie
senised tulemused viitavad, et Dnmi-de mRNA tasemete diinaamikas ei olnud sarnasusi
erinevate aju piirkonna kudede ja leukotsiilitide vahel. Mistdttu hiipotees, et leukotsiiiitide
Dnmt-de mRNA tasemed vdiksid olla epigeneetiliste biomarkerite kandidaatideks, ei leidnud

nende katsetega kinnitust.
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Antud teadustdds uurisime ka kuidas mdjutab MS DNA demetiilaasi 7et/ ajalist diinaamikat
nii rotipoegade juttkehas kui leukotsiilitides. Meie tulemused niitasid, et 7ez/ mRNA tase
suurenes statistiliselt 8. postnataalsel paeval juttkehas (Joonis 14B), kuid muutused puudusid
3. ja 15. postnataalsel pdeval. Leukotsiiiitides oli 15. postnataalsel pédeval tdheldatav trend
Tetl mRNA tasemete langusele, mis langes kokku stressi tugevusega, kuid statistiline
erinevus riihmade vahel puudus (Joonis 21). Need tulemused viitavad, et MS ei mojuta
oluliselt 7ez/ mRNA taset juttkehas ega leukotsiiiitides. Antud t66s me ei analiilisinud teisi
TET perekonna ensiiime (7ef2 ja Tet3), kuid senised uuringud viitavad, et erinevate

stressorite toimel nende ensiiiimide ekspressioon muutub sarnaselt (Anier, et al., 2016).

Meie DNA metiilaaside ja demetiilaasi tulemused viitavad, et 15. postnataalsel pieval (24
tundi peale viimast katset) on juttkehas tekkinud DNA metiililimist ja -demetiitilimist
kodeerivate geenide transkriptsiooni tasemetes diisbalans — suurenenud on Dnmt-de mRNA
tasemed samas kui 7et! tase ei ole muutunud (Joonis 15). Edasised uuringud peavad néitama,
kas erinevused mRNA tasemetes kajastuvad erinevustega ka DNA metiilaaside ja -
demetiilaaside ensiilimaatilistes aktiivsustes ning kas see mojutab globaalselt ka DNA

metiiiilimise/demetiiiilimise tasakaalu juttkehas.

Antud projekti raames hindasime ka maternaalse separatsiooni modju histoonide
modifitseerijatele (GY9a ja Hdacl mRNA tasemete ajaline diinaamika rotipoegade juttkehas).
Tulemused niitasid, et G9%a mRNA tase langes (statistiliselt oluliselt) 15. postnataalsel paeval
MSI15 riihmas (Joonis 16C) ning Hdacl mRNA tase tdusis 8. postnataalsel pdeval juttkehas
(Joonis 17B). Varasemad uuringud on ndidanud, et maternaalne separatsioon rottipoegadel
mdjutab histoonide modifikatsioone, kuid seda on veel vdhe uvuritud ning tulemused on
ebaselged (Blaze & Roth, 2013). Ka meie esialgsed tulemused viitavad, et varajase eluea
stress vOib mdjutada ka histoonide modifitseerijaid, kuid stressi toime on pigem vidiksem ja

diinaamilisem kui maternaalse separatsiooni moju DNA metiitiltransferaasidele.
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5. JARELDUSED

Olulisemad magistritoo jiareldused:

» Alates 8. PND hakkas MS180 rithma rotipoegade kehakaal suurenemine (statilistiliselt
oluliselt) maha jidma AFR ja MSI15 riihma rotipoegade kehakaalust, viidates, et tugev

varajase eluea stress pérsib katseloomade arengut.

 Alates 3. PND hakkas kortikosterooni tase vereplasmas suurenema nii MS15 kui ka MS180
rihma rotipoegadel vdrreldes AFR grupi loomadega. 15 postnataalsel pédeval oli
statistiliselt oluline erinevus ka MS15 ja MS180 gruppide vahel. Nii rotipoegade
kehakaalu erinevused kui ka kortikosterooni taseme suurenemine viitavad, et MS
varajases postnataalses perioodis pohjustab rotipoegadel progresseeruvat stressi

sivenemist.

* Meie esialgsed tulemused viitavad, et epigeneetilistest modifitseerijatest mojutab MS ajus
kdige enam erinevaid DNA metiililtransferaase. Nii Dnm¢l, Dnmt3a ja Dnmt3b mRNA
tasemetes juttkehas ja vidikeajus esines sarnane diinaamika — 3. postnataalsel pdeval
esines stressi tugevusest sdltuv mRNA tasemete langus, samas 8. ja 15. PND DNA
metiiiiltransferaaside mRNA tasemed suurenesid vastavalt stressi suurenemisele.
Analiiiisides varajase eluea stressi mdju peaaju tasemel siis meie tulemused viitavad, et
varajane eluea stress vOib modjutada kogu aju ning erinevused aju erinevates

piirkondades on pigem kvantitatiivsed.

* Meie senised tulemused viitavad, et Dnmt-de mRNA tasemete diinaamikas ei olnud
sarnasusi erinevate aju piirkondade ja leukotsiiiitide vahel. Mistdttu hiipotees, et Dnmt-
de mRNA tasemete muutused leukotsiiiitides voiksid olla stressist tingitud aju muutuste

epigeneetiliste biomarkerite kandidaatideks, ei leidnud nende katsetega kinnitust.

* MS ei mojuta oluliselt 7etr/ mRNA taset juttkehas ega leukotsiiiitides. Meie DNA
metiilaaside ja demetiilaasi qPCR tulemused viitavad, et 15. PND on juttkehas tekkinud
DNA metiililimist ja demetiiiilimist kodeerivate geenide transkriptsiooni tasemetes
diisbalans — juttkehas on suurenenud Dnmt-de mRNA tasemed samas kui Tet/ tase ei
ole muutunud. Kas see mojutab DNA metiiiilimise ja demetiililimise tasakaalu, vajab

edasisi uuringuid.

» Esialgsed tulemused viitavad, et varajase eluea stress vOib mdjutada ka histoonide
modifitseerijaid, kuid stressi toime on pigem vidiksem ja diinaamilisem kui maternaalse

separatsiooni moju DNA metiililtransferaasidele.
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KOKKUVOTE

Varajases elueas kogetud stress voib esile kutsuda pikaajalisi neurobioloogilisi muutusi, mis
suurendavad erinevate psiihhopatoloogiate ja teiste haiguste véljakujunemise riski
taiskasvanueas. Kuna silinnijargselt on aju veel plastiline ja vastuvdtlik erinevatele muutustele,
siis mojuvadki erinevad stressorid varajases eas enamasti ajule. Mehhanismid, mis mojutavad
tugeva ja pikaajalise stressi tOttu aju erinevaid piirkondi, ei ole veel pdris selged, kuid
erinevate hiipoteeside kohaselt tekivad piisivad neurobioloogilised hiired just piisivate
muutuste tottu raku geeniekspressiooni regulatsioonis. Geeniregulatsiooni mojutavad aga

erinevad epigeneetilised mehhanismid 14bi DNA ja histoonide modifikatsioonide.

Kéesoleva t60 iildeesmérgiks oli hinnata varajase eluea stressi (maternaalse separatsiooni)
mdju epigeneetilistele modifitseerijatele. Antud t66 holmab ka iihte osa meie uurimisriihma
suuremast teadustoost, mis uurib MS-i mdju epigeneetilistele modifitseerijatele ning seeldbi
ravimisdltuvuse kujunemisele. Varajase eluea stressi tekitamiseks kasutati antud t66s MS
mudelit, kus rotipojad eraldati emast 2.-14. elupdeva jooksul igapdevaselt 15 voi 180
minutiks. Seejdrel vaadeldi maternaalse separatsiooni mdju katseloomade kehakaaludele,
kortikosterooni tasemetele ja erinevatele epigeneetilistele modifitseerijatele. Epigeneetiliste
modifitseerijate (Dnmt-d, Tetl, G9a, Hdacl) ekspressioonitasemete varieeruvusi vaadeldi nii

katseloomade juttkehas, vdikeajus kui ka leukotsiiiitides.

Katsete tulemused néitasid, et MS suurendas kortikosterooni taset rotipoegade vereplasmas
nii MS15 kui ka MS180 rithma loomadel, mis tdestab ka, et emast eraldamine tdstab
rotipoegade stressitaset. Suurenenud stressi tagajdrjel vdhenesid MS180 riihma loomade
kehakaalud, samas kui MSI15 riihma rotipoegade kehakaalud pigem tousid. MS mdjutas
mérgatavalt ka erinevate Dnmt-de mRNA tasemeid, kus esmalt (PND3) Dnmt-de mRNA tase
langes markimisvairselt rotipoegade juttkehas ja véikeajus, kuid postnataalsetel pdevadel 8 ja
15, tousis. Kahjuks ei kattunud omavahel juttkeha/vdikeaju ja leukotsiiiitide mRNA
tulemused, mistottu ei saa Dnmt-sid kasutada biomarkerina stressist tingitud patoloogiate
hindamiseks, kuid antud teema vajaks kindlasti edasisi uuringud. DNA demetiiiilija (7et/)
mRNA tasemed jdid aga muutumatuks. Samas leiti, et MS-i mdjutab histoonide
modifitseerijaid, kuid vdiksemal médral vorreldes Dnmt-ga. Meie katsetulemused niitavad, et
esineb seos varajase eluea stressi ja epigeneetiliste modifikatsioonide vahel, kuid antud teema

vajab veel pohjalikumaid lisauuringuid.
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SUMMARY

The effects of early life stress on epigenetic modifiers
Kerly Niinep

Early life stress could cause long-lasting neurobiological changes, that increase the risk of
different psychopathologies and other diseases in adulthood. Since the brain is still very
plastic and susceptible to various changes in the perinatal period, then in early age different
stressors affect mostly the brain. The mechanisms, that affect different regions of the brain on
a strong and long-term stress are not yet clear. However, different hypotheses suggest that
persistent neurobiological disorders are caused by permanent changes in the regulation of
cellular gene expression. Gene regulation, however is affected by various epigenetic

mechanisms through DNA and histone modifications.

The general aim of this study was to investigate the role of early life stress (maternal
separation) on epigenetic modifiers. This work is also one part of a larger study of our
research, which examines the impact of MS on epigenetic modifiers and the drug addiction.
MS model was used in this work to create early life stress, in which rat pups where separated
from their mother on daily basis for 15 or 180 minutes on PND 2-15. Then the maternal
separation effect was observed through body weight of the experimental animals and the
levels of various epigenetic modifiers/corticosterone were measured. Variations in the
expression levels of epigenetic modifiers (Dnmts, Tetl, G9a, Hdacl) were observed in the

striatum, cerebellum, as well as in leukocytes on test animals.

Our data demonstrated that the MS increased corticosterone levels in the blood plasma of rat
pups in both MS15 and MS180 animal groups, which also proves that separation will increase
the level of stress on the rat pups. Increased stress resulted in decreased body weights MS180
group of animals, while the MS15 group’s body weights rather rose. MS also influenced
significantly mRNA levels of different Dnmt, where at first (PND3) mRNA levels of Dnm¢
were significantly reduced in pup striatum and cerebellum, but after postnatal days 8 and 15,
mRNA levels rose. Unfortunately, striatum/cerebellum, and white blood cell mRNA results
did not correlate with each other, therefore Dnmts cannot be used as a biomarker to assess

stress-related pathologies, but this issue requires further studies. DNA Tet/ mRNA levels
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remained unchanged. It was found that MS affected histone modifiers, but to a lesser extent
compared with Dnmts. Our experimental results show that there is a link between early life

stress and epigenetic modifications, but this issue needs more thorough experiments.
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