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1. Sissejuhatus

Isendi kohasus soltub tema vdimest tulla toime keskkonnas esinevate parasiitide ja
stressoritega. Nakkushaigused ja parasiidid on looduses laialt levinud ning
infektsioonide véltimiseks ja kontrolli all hoidmiseks on peremeesorganismidel vilja
kujunenud immuunsiisteem. Hamilton ja Zuk (1982) pakkusid vilja, et vastuvotlikkus
parasiitidele ja nakkusintensiivsus mdjutavad signaaltunnuste avaldumist ja
intensiivsust ning on olulised sugulises valikus. Vastavalt Zahavi (1975) hindiképi
printsiibile, peavad signaaltunnused olema kulukad. Immuunsiisteemi todshoidmiseks
on vaja ressursse, mida isend vOiks kasutada ka muuks otstarbeks, niiteks
investeerimiseks signaaltunnustesse vOi1 sigimispingutusse, ning seega mojutab

immuunfunktsioon isendi elukdigutunnuseid ja kohasust (Sheldon ja Verhulst 1996).

Immuundkoloogidele pakuvad huvi mehhanismid, mis teevad immuunsiisteemi
kulukaks. Levinud arvamuseks on, et immuunsiisteemi aktiveerimisel toodetud
reaktiivsed osakesed poOhjustavad oksiidatiivset stressi, mis kahjustab organismile
olulisi biomolekule, sealhulgas desoksiiribonukleiinhapet (DNA) (Halliwell ja
Gutteridge 2007). Sellegipoolest on leitud vihe tdendeid immuunsiisteemi kulude ning
oksiidatiivse stressi seostest loomadkoloogilistes mudelites ning probleem vajab
tdiendavat uurimist (Costantini ja Mpeller 2009). Oksiidatiivse stressiga hakkama
saamine mojutab arvatavasti ka oluliselt elukdigutunnuseid (Monaghan et al. 2009),
kuid oksiidatiivse stressi ja kohasuse vahelisi seoseid on vaadeldud vaid iiksikutes
uurimustes (Horak ja Cohen 2010). Oksiidatiivse stressi otsene modtmine ja tulemuste
tolgendamine on keeruline, seetdttu oleks informatiivsem moodta biomolekulidele

oksiidatiivseid kahjustusi (Monaghan, Metcalfe et al. 2009).

Psiihholoogiline stress on negatiivne emotsionaalne kogemus (Romero 2004), millega
kaasnevad fiisioloogilised ja kéitumuslikud muutused, mis parandavad isendi
viljavaateid ellu jddda (Tsigos ja Chrousos 2002). Loomad puutuvad elu jooksul kokku
mitmete psithholoogist stressi pOhjustavate siindmustega, milleks vdivad olla néiteks
toidukonkurents voi kiskjad. Stressivastus on samuti isendile kulukas ning mojutab

elukdiku ja kohasust (Cyr ja Romero 2007; Tilgar ja Kikas 2009). On leitud, et stress



vOib pdhjustada organismile oksiidatiivseid kahjustusi (Liu ja Mori 1999; Mugbil, Azmi
et al. 2006; Costantini, Marasco et al. 2011). Enamasti hinnatakse stressi moju mdotes
stressihormoonide taset organismis, vihem on uuritud stressi kahjustavaid toimeid
biomolekulidele, sealhulgas DNAle (Johnstone, Reina ef al. 2012) ning seni teostatud
uurimused on viidud 14bi laboriloomadega (Adachi, Kawamura et al. 1993; Mugbil,
Azmi et al. 2006; Consiglio, Ramos et al 2010). Stressi mdju ning stressi ja
immuunaktivatsiooni koosmdju metsikute loomaliikide DNAle pole minule
teadaolevalt varem wuuritud. Samuti ei ole varem vaadeldud bakteriaalsete
lipopoliisahhariidide abil indutseeritud immuunaktivatsiooni moju lindude DNA

kahjustustele.

Kéesoleva t60 eesmirgiks on selgitada, kas ja kuidas mdjutab immuunsiisteemi
aktiveerimine ja liihiajaline psiihholoogiline stress DNA kahjustuste hulka rohevintidel
(Carduelis chloris). Lisaks pakub t60 iilevaadet oksiidatiivse stressi, immuunsiisteemi
aktiveerimise ja stressivastuse fiisioloogilistest ja molekulaarsetest mehhanismidest.
Rohevintide DNA kahjustuste uurimiseks viidi Tartu Ulikooli zooloogia osakonna
immuundkoloogia todriihmas 1dbi 2*2 faktoriaalkatse, kus lindude immuunsiisteemi
aktiveeriti Escherichia coli lipopoliisahhariididega (LPS) ja linde hirmutati kaku
pildiga. Moodustati katseriihmad: LPS-/hirm-, LPS+/hirm-, LPS+/hirm+ ja
LPS-/hirm+. Ennustasin, et aktiveeritud immuunsiisteemiga lindude DNA vdiks olla
kahjustunum kui kontrollriihma lindudel. Laboriloomadel tehtud katsete (Mugbil, Azmi
et al. 2006; Consiglio, Ramos et al. 2010) pdhjal ennustasin, et psiihholoogiline stress
suurendab oksiidatiivsete DNA kahjustuste hulka ning esmajoones just aktiveeritud
immuunsiisteemiga lindudel. DNA kahjutuste hulga méaramiseks viidi ldbi iihe raku
geelelektroforees ehk komeedi test. Oksilidatiivse stressi hindamiseks vaadeldi {ihe
isendi puhul nii oksiideerunud nukleotiide &ratundva endonukleaasse ensiiiimiga
toodeldud proovi kui ka ensiliiimiga todtlemata proovi. Eeldasin, et ensiilimiga

toddeldud proovil on DNA kahjutuste hulk suurem.



2. Kirjanduse tilevaade

2.1 Okstidatiivne stress

Oksiidatiivne stress on olukord, kus reaktiivseid osakesi tekib organismis rohkem, kui
antioksiidandid on vdimelised kahjutuks tegema. Selle tagajérjel saavad kahjustada
biomolekulid (Halliwell ja Gutteridge 2007). Reaktiivsed osakesed (RO) on paardumata
elektroni sisaldavad radikaalid (superoksiidi radikaal O, hiidroksiiiilradikaal -OH,
lammastikoksiid (NO-) ja osakesed, millest vodivad kergesti tekkida radikaalid
(vesinikperoksiid H,O,, peroksiinitrit ONOO-, monohapnik 'O2). Tavaliselt mdeldakse
ROde all reaktiivseid hapnikku osakesi (RHO) ja reaktiivseid ldmmastiku osakesi
(RLO), aga reaktiivseid osakesi leidub ka vadvli-, raua- ja halogeeniiihendite hulgas

(Halliwell 2012).

Kontrollitud kogustes on reaktiivsed osakesed (RO) organismile vajalikud.
Vesinikperoksiid ja ldmmastikoksiid on olulised organismisisesed signaalmolekulid.
Superoksiidi radikaali ja teisi ROsid toodetakse fagotsiilitides patogeenide tapmiseks
(Halliwell ja Gutteridge 2007). Samas soodustab okstidatiivsete kahjustuste kuhjumine
mitmete haiguste viljaarenemist ja kiirendab rakkude vananemist (Finkel ja Holbrook
2000). Erinevate signaaltunnuste (ornamendid, kognitiivsed ja fiilisilised vdimed jt)
ekspressioon on tundlik oksiidatiivsele stressile ning annab seega teavet isendi

tervislikku seisukorra kohta (von Schantz, Bensch et al. 1999).

2.1.1 Reaktiivsed hapniku osakesed

Reaktiivsed hapniku osakesed (RHO) on nii hapniku radikaalid kui ka mitteradikaalsed
hapniku derivaadid. Vabad radikaalid on osakesed, millel on iiks vdi rohkem
paardumata elektroni ning mis on vdimelised iseseisvalt eksisteerima (Halliwell ja
Gutteridge 2007). Hapniku molekulil on kaks paardumata elektroni, mis asuvad
erinevatel orbitaalidel ja on sama kvantarvuga. (Halliwell ja Gutteridge 1984). Kui
hapnik (O,) omastab iihe elektroni tekib superoksiidi radikaal. Teise elektroni
lisandumisel on tulemuseks peroksiidioon, mis fiisioloogilistes tingimustes

dismutatsiooni reaktsioonil protoneerub, andes saadusteks vesinikperoksiidi ja hapniku.
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Seda protsessi kiirendab ensiitim superoksiidi dismutaas (SOD) (Finkel ja Holbrook
2000; Halliwell 2012). Superoksiidi radikaal tekib pohiliselt —mitokondris
elektrontranspordi ahelast lekkinud elektronide kandumisel otse hapnikule. Samuti
toodetakse fagotsiiiitides reaktiivseid osakesi, mis vdivad lekkida rakuvaheruumi ning
pohjustada koekahjustusi (Halliwell ja Gutteridge 1984). Kui H,O, ldheduses leidub
raua vOi vase ioone tekib Fentoni (valem 1) ja Haber-Waissi reaktsioonide kéigus

hiidroksiiiilradikaal (Oter, Jin ef al. 2012).
Fe* + H,0, — Fe*" + OH- + OH (1)

Hiidroksiitilradikaal on iilireaktiivne ja reageerib pea igat tiilipi molekulidega, mis rakus
leiduvad ning tekitab sekundaarseid radikaale. Hiidroksiiiilradikaal reageerib koheselt
esimese ettejuhtuva molekuliga, kahjustades suhkruid, aminohappeid, fosfolipiide ja
DNAJ (Halliwell ja Gutteridge 1984). Superoksiidi radikaal enamiku biomolekulidega
ei reageeri, kuid on reaktiivne hiidrofoobses keskkonnas. Superoksiidi radikaal on
voimeline vabastama Fentoni reaktsiooniks vajalikku rauda valkudest, néiteks
ferretiinilt ja Fe-S klastreid sisaldavatelt valkudest (Halliwell 2012). Vesinikperoksiid
on voimeline difundeeruma tekkimiskohast kaugemale ning seetdttu voib Fentoni
reaktsioonil tekkida iilireaktiivseid hiidroksiitilradikaale igal pool, kus leidub rauda voi

vaske (Halliwell ja Gutteridge 1984).

2.1.2 Reaktiivsed limmastiku osakesed

Liammastikoksiid on oluline signaalmolekul ning seda toodetakse endogeenselt. Uheks
oluliseks ldmmastikoksiidi funktsiooniks on veresoonte laienemise reguleerimine
(Halliwell ja Gutteridge 2007). Kui ldmmastikoksiidi toodetakse liiga suures koguses,
reageerib see superoksiidi radikaaliga ja moodustub tugev oksiidant peroksiinitrit
(Halliwell 2012). Peroksiinitrit reageerib Fe-S klastrites oleva rauga, algatab lipiidide
peroksiidatsiooni, pohjustab DNA aluste deamineerimist ja nitreerimist ja ahelate

katkeid (Halliwell ja Gutteridge 2007).

2.1.3 Antioksiidandid

ROde kahjustavate mojude vastu on vilja kujunenud mitmed kaitsemehhanismid.

Esmalt uritatakse minimaliseerida ROde teket mitokondris. Juba tekkinud ROsid



neutraliseeritakse antioksiidantide abil (Monaghan, Metcalfe et al 2009).
Antioksiidantideks nimetatakse aineid, mis kaitsevad biomolekule oksiidatiivsete
kahjustuste eest. Antioksiidante vOib jaotada erinevatesse rithmadesse. Kataltiitiliselt
eemaldavad ROsid ensiitimid. Superoksiidi dismutaas kiirendab superoksiidi radikaali
eemaldamist dismutatsiooni reaktsioonil, katalaas ja peroksiidaasid neutraliseerivad
vesinikperoksiidi. Teiseks oluliseks rithmaks on valgud, mis eemaldavad pro-oksiidante
sealhulgas raua ja vase ioone. Lisaks on organismis hulgaliselt madalmolekulaarseid
ained, mis reageerivad ROdega enne kui need jouavad biomolekule kahjustada
(Halliwell ja Gutteridge 2007). Oluline on ka struktuurne kaitse. Kdige olulisemate ja
oksiidatsioonile eksponeeritumate biomolekulide struktuur on vihem vastuvdtlik
oksiidatiivsetele kahjustustele. See saavutatakse stabiilsemate aminohapete voi
rasvhapete kasutamisega. Erinevatest kaitsesiisteemidest hoolimata tekib siiski
okstidatiivseid kahjustusi. Nende eemaldamiseks on organismidel evolutsioneerunud

parandussiisteemid (Monaghan, Metcalfe ez al. 2009).

Oksiidatiivse stressi korral ei suuda antioksiidantmehhanismid kompenseerida RO poolt
tekitatud kahju. Ometigi ei saa pelgalt ROde voi antioksiidantide hulga jérgi hinnata,
kas organism on oksilidatiivse stressi seisukorras. Korge ROde tase vdidakse
kompenseerida korgenenud antioksiidantide hulgaga. Samuti ei saa Oelda, et korge
antioksiidantide tasemega isendid on paremas konditsioonis (joonis 1). Seetdttu oleks
sobilikum mdota ROde poolt tekitatud kahjustusi, sest just need mdjutavad kdige

rohkem organismi normaalset funktsioneerimist (Monaghan, Metcalfe et al. 2009).



RHO hulk kasvab
(b) .RHO [AQ] Tasakaalustamatus
RHO Qkslidatiivne stress

/ \

(c)
@ RHO AO
RHO AO P RHO AO
Homdostaatiline baastase RHO hulk kasvab
RHO ja antiokstdandid on Antiokstdantide hulk kasvab
tasakaalus / Oksudatiivset stressi ei teki

(d)
R0 AQ
dmol o
Baastasemel A
antiokslidantide hulk
lles reguleeritud

Oksudatiivset stressi
eiole

Joonis 1. Reaktiivsete hapniku osakeste ja antioksiidantide vahelised seosed. a) RHO ja
antioksiidantide tase homoostaatilisel baastasemel on madal. b) RHOde hulga kasv
iiletab antiokstlidantide kaitsevoime, tulemuseks on oksiidatiivne stress. ¢) RHOde kasv
kompenseeritakse antioksiidantide hulga suurenemisega, okstidatiivset stressi ei teki. d)
pikaajaline eksponeeritus RHOdele voib esile kutsuda piisiva antioksiidantide taseme
tousu. Ainult RHOde v4i ainult antioksiidantide mddtmine voib anda eksitava pildi

organismi redokstasakaalu kohta (Monaghan, Metcalfe et al. 2009).

2.1.4 Oksiidatiivsed DNA kahjustused

DNA kahjustused pohjustavad replikatsiooni peatumist, héireid rakkude jagunemises ja
aluste valepaardumisi, millel voivad olla fenotiiiibilised tagajarjed (Halliwell ja
Gutteridge 2007). Ristsidemed DNA ja valkude wvahel hiirivad kromatiini
lahtivoltumist, reparatsiooni, replikatsiooni ja transkriptsiooni (Halliwell ja Gutteridge
2007). Telomeerid on kahjustustele eriti tundlikud, ning oksiidatiivne stress kiirendab
telomeeride liihenemist (von Zglinicki, Pilger et al. 2000; Salomons, Mulder et al.

2009). Telomeeride lithenemise kiirus vOib olla kohasuse markeriks. Naéiteks



kaelushakid (Corvus monedula), kelle telomeerid liihenesid kiiremini, pd&ordusid
jargneval aastal vdiksema tdendosusega kolooniasse tagasi (Salomons, Mulder et al.
2009). DNA kahjustuste hulk vdib olla oluline ka sugulises valikus (Freeman-Gallant,
Amidon et al. 2011).

Uheks DNA kahjustuste allikaks on oksiidatiivne stress (Halliwell ja Gutteridge 2007).
Oksiidatiivse stressi tagajirjel tekivad DNA lammastikaluste ja desoksiiriboosi
modifikatsioonid, ahelate katked ning DNA ja valkude vahelised ristsidemed
(Monaghan, Metcalfe et al. 2009). RHOd vdivad DNAJ kahjustada kaudselt, nditeks
aktiveerides Ca’+ sdltuvad endonukleaasid, ning otseselt limmastikaluste ja
desoksiiriboosiga reageerides. Hiidroksiiiilradikaal on voimeline tekitama igat tiilipi
kahjustusi. Superoksiidi radikaal ja vesinikperoksiid kahjustavad DNAd vaid siis, kui
laheduses on vabu siirdemetallide ioone, mis voimaldavad Fentoni reaktsioonil
hiidrokstiiilradikaali teket (Halliwell ja Gutteridge 2007). Tuvastatud on iile 80
lammastikaluste oksiideerumisprodukti (Cadet, Douki et al. 2011). Kdige kergemini
oksiideeruv nukleotiid on guaniin (Cadet, Douki et al. 2010). Hiidroksiiiilradikaali
lisandumisel  guaniini  kaheksandale positsioonile, moodustub  8-hiidroksii-
2’deokstiguaniin  (8-OHdG, joonis 2), mis on iiks levinumaid DNA aluse
modifikatsioone. Sagedasti esineb ka 5,6-dihiidroksii-5,6-dihiidrotiimiini (joonis 2) ehk
timiingliikooli (Halliwell ja Gutteridge 2007). RLO pohjustavad ldmmastikaluste
deamineerimist. Desoksiiriboosi koik siisinikud on vastuvotlikud oksiidatsioonile, mille
tulemuseks voib olla suur hulk erinevaid produkte ning ahelate katkete tekkimine

(Halliwell ja Gutteridge 2007; Cadet, Douki ef al. 2011).

A i B i
A Y
H N/ NH, HO H o)
Joonis 2. A) 8-hiidroksii-2’deokstliguaniin B) 5,6-dihiidroksii-5,6-dihiidrotiimiin
(Mateos ja Bravo 2007)



2.1.5 DNA kahjustuste m66tmine

DNA kahjustuste modtmiseks on erinevaid tehnikaid. Uheks vdimaluseks on
kromatograafilised meetodid, néiteks gaasikromatograafia (gas chromatography GC),
korgefektiivne vedelikkromatograafia (high-pressure liquid chromatography HPLC) ja
vedelikkromatograafia massispektromeetria (liquid chromatography-mass spectrometry
HPLC-MS). Kdige laialdasemalt on kasutusel HPLC elektropihustusionisatsioon koos
tandem-massanaliisaatoritega (High Performance Liquid Chromatography —
electrospray tandem mass spectrometry HPLC-ESI-MS/MS) (Mateos ja Bravo 2007;
Cadet, Douki et al. 2011). Kromatograafiliste meetodite puhul lagundatakse DNA
nukleotiidideks, mille kdigus voib proov tootlemise ajal tdiendavalt oksiideeruda ning
on oht kahjustusi iilehinnata. Immuunmeetodite puhul kasutatakse oksiideerunud
nukleotiidide vastaseid antikehasid. Oksiideerumisreaktsioonid pohjustavad keemilises
struktuuris vaid vidikeseid muutusi, seega ei ole antikehad eriti spetsiifilised ja
seonduvad ka normaalsete nukleotiididega (Cadet, Douki et al. 2011). Enstimaatilistes
meetodites kasutakse bakteriaalseid aluse viljaloike reparatsioonisiisteemi (BER)
ensiiiime formamidopiirimidiin DNA gliikosiilaasi (FPG) ja endonukleaas III (endolll),
mis tekitavad oksiideerunud ldmmastikaluste juures ahelasse katke. Ahelate katkeid on
voimalik tuvastata elektroforeetiliselt, nditeks kapillaarsel elektroforeesil ja iiksiku raku
geelelektoforeesi ehk komeedi testi meetodi abil (Mateos ja Bravo 2007; Cadet, Douki
etal 2011).

2.1.6 Uksiku raku geelelektroforees ehk komeedi test

Komeedi test ehk tiksiku raku geelelektroforees voimaldab hinnata DNA kahjustuste
hulka eukariiootsetes rakkudes (Collins 2004). Komeedi test on lihtne ja kiire meetod
(Olive ja Banath 2006), mis voimaldab mddta madalaid kahjustuste tasemeid (Mateos
ja Bravo 2007). Komeedi testi abil saab mddta neutraalsetes tingimustes DNA ahelate
katkeid ning aluselises keskkonnas ka puriine voi piirimidiine mittesisaldavate suhkrute
(AP-saitide) hulka DNAs (Collins 2009). Komeedi testi ldbiviimiseks kinnitatakse
rakud agaroosiga kaetud mikroskoobiplaadile ning liiiisitakse. Selle kédigus eemaldub

rakumembraan, tsiitoplasma ning nukleosoomid lagunevad. Jérele jaddb nn nukleoid —
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DNA, mis on seotud RNA ja valkudega ning séilitab tdnu sellele superspiralisatsiooni.
Katkete kohal kaotab DNA superspiralisatsiooni ning moodustuvad nukleoidist
vdljaulatuvad DNA lingud. Elektrivdljas kiiremini liikuvad DNA lingud tdmmatakse
geelelektoforeesil anoodi poole, ning neist moodustub komeedi saba meenutav

struktuur (Azqueta, Shaposhnikov et al. 2009).

Komeedi test moddab eri mehhanismidega tekkinud DNA kahjustuste koguhulka,
samuti kahjustuste parandamise vaheprodukte. Komeedi testi on vdimalik muuta
spetsiifilisemaks ja tundlikumaks, kui lisada enne geelelektroforeesi proovile ensiiiime,
mis tunnevad dra kindlat tiitipi kahjustusi ning teevad vastavas kohas DNA ahelasse
katke. Selleks, et hinnata DNA okiidatiivseid kahjustusi, kasutatakse bakteriaalseid
ensiilime endolll ja FPG. Endolll tunneb dra oksiideerunud piirimidiine ja eemaldab
need DNA ahelast, jittes jarele AP-saidi. Ensiiiimi AP-endonukleaasse aktiivsuse mdjul
tekitatakse seejarel katke DNAsse. Peamine FPG substraat on 8-OHdG (joonis 2).
Ensiitimiga toodeldud proovi vordlemisel puhvriga toddeldud prooviga, on voimalik

kindlaks médrata okslideerunud nukleotiidide osakaal (Collins 2009).

Preparaate vérvitakse DNAga seonduvate fluorestsentsvédrvidega ning vaadeldakse
seejirel fluorestsentsmikroskoobis. DNA kahjustuste hulka saab kindlaks méérata
visuaalsel vaatlusel voOi1 kasutades spetsiaalset tarkvara. Kahjustuste hindamiseks
kasutatakse erinevaid parameetreid. Enamasti vaadeldakse suhtelist komeedi saba
intensiivsust, mida viljendatakse DNA protsendina sabas (Collins 2004). Meetodi
puuduseks on see, et kahjustuste tegeliku hulga kohta saab infot ainult kaudsel

kalibreerimisel (Azqueta, Shaposhnikov et al. 2009).

Komeedi testi kasutatakse sageli inimese ja teiste imetajate DNA kahjustuste
méidramiseks, lindude kohta on uurimusi mérksa vihem (Dhawan, Bajpayee et al.
2009).  Pdohja-masksadlikutel  (Geothlypis  trichas) on  kollane rinnaesine
signaaltunnuseks, mis peaks andma infot isendi kvaliteedi kohta. Neutraalsetes
tingimustes ldbi viidud komeedi testi abil leiti, et erksamat tooni kollaste sulgedega
isastel oli vihem DNA kahjustusi. Samuti elasid tervema DNAga linnud talve suurem
toendosusega iile (Freeman-Gallant, Amidon et al. 2011). Itaalias Milaanos vaadeldi
aasta jooksul dhusaastatuse moju kodutuvi (Columba livia) DNA kahjustustele. Proove

vOeti vabalt elavatelt lindudelt ja vangistuses puhastatud Shus elavatelt lindudelt.
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Vabalt elavate lindude DNA oli oluliselt kahjustunum, kui vangistuses elanud lindude
DNA ning leiti positiivne korrelatsioon DNA kahjutuste ja osooni kontsentratsiooni
vahel (Sicolo, Tringali et al. 2010). Ross 308 liini kodukanadel (Gallus gallus
domesticus) uuriti komeedi testi abil poliikiillastumata rasvhapete ja E-vitamiini moju
oksiidatiivsele stressile. Linaseemnedlist poliikiillastumata rasvhappeid saanud lindude
DNA oli rohkem fragmenteerunud kui lindudel, kellele manustati palmidli, mis sisaldab
kiillastunud rasvhappeid. Kanadel, kellele lisaks linaseemnedlile anti ka E-vitamiini, oli

kahjustuste tase vorreldav lindudega, kes tarbisid palmidli (Volj¢, Franki¢ et al. 2011).

12



2.2 Immuunaktivatsioon

Immuunstiisteemi iilalpidamine ja kasutamine on organismile kulukas (Sadd ja Schmid-
Hempel 2009). Immuunsiisteemi to6shoidmiseks on vaja ressursse, mida isend voiks
kasutada ka muuks otstarbeks, nditeks investeerimiseks signaaltunnustesse voi
sigimisse ning seega mdjutab immuunfunktsioon isendi elukdigutunnuseid ja kohasust
(Sheldon ja Verhulst 1996). Immuunsiisteemi kulukust on niidatud eksperimentaalselt
mitmetes katsetes (Moret ja Schmid-Hempel 2000; Bonneaud, Mazuc et al. 2003;
Munoz, Blumstein et al. 2010). Uheks mehhanismiks, mis muudab immuunvastuse
kulukaks, voib olla oksiidatiivne stress (von Schantz, Bensch et al. 1999; Costantini ja
Moller 2009). Samas on lindudel teostatud uurimusi aluseks votvas meta-analiiiisis
leitud vaid norku tdendeid selle kohta, et immuunsiisteemi aktivatsioon pdhjustaks
okstidatiivseid kahjustusi (Costantini ja Meller 2009), mistottu probleem vajab edasist

uurimist.

2.2.1 Immuunsiisteemi aktiveerimine LPSiga

Immuunodkoloogias kasutatakse sageli immuunfunktsiooni kulude uurimiseks
immuunsiisteemi stimuleerimist ainetega, mis ei ole haigustekitajad ega pohjusta
infektsiooni, kuid aktiveerivad immuunrakke (Graham, Shuker et al. 2011). Selliste
ainete hulka kuuluvad patogeensetele mikroorganismidele omased struktuurid, mida
selgroogsetes ei esine, nditeks lipopoliisahhariidid, lipoteihhuhapped, peptiidogliikaan,
kaheahelaline RNA, flagelliin ja oligonukleotiidid (He, Genovese ef al. 2008; Murphy,
Travers et al. 2012). Neid struktuure tunnevad dra fagotsiilitide pinnal olevad
retseptorid, sealhulgas toll-sarnased retseptorid (TLR), mis vahendavad immuunvastuse
kdivitamist (Beutler ja Rietschel 2003). Immuunsiisteemi vdivad stimuleerida ka muud
kehavodrad komponendid, nditeks mikrolatekshelmed, mille suurus on vorreldav

bakterite suurusega (Moret ja Schmid-Hempel 2000).

Immuunsiisteemi aktiveerimiseks kasutatakse sageli lipopoliisahhariide (Graham,
Shuker et al. 2011). Lipopoliisahhariidid (LPS), mis vahendavad patofiisioloogilisi
reaktsioone bakteri ja peremeesorganismi vahel on gram-negatiivsete bakterite
vilismembraani iiheks koostisosaks (Beutler ja Rietschel 2003). LPS koosneb

poliisahhariidsest ja lipiidsest osast. Immunoloogilist aktiivsust omab lipiid A.
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(Rietschel, Kirikae et al. 1994). LPS seondub immuunsiisteemi rakkude, niiteks
dendriidi rakkude ja makrofaagide TLR4 retseptorile (Beutler and Rietschel 2003).
Selle tagajérjel aktiveeritakse NF-«kB transkriptsioonifaktor, mille kontrolli all on
erinevate immuunfunktsiooniks vajalike geenide ekspressioon. Hakatakse siinteesima
tsiitokiine, kemokiine, antimikroobseid peptiide, interferoone ja tuumori nekroosi
faktorit TNF-a. Need ained indutseerivad pdletiku ning immuunrakkude migreerumise
infektsioonikohta (Murphy, Travers ef al. 2012). Lisaks ekspresseeruvad ensiitimid, mis
toodavad ROsid (Halliwell ja Gutteridge 2007). LPS on seega oluline bakteriaalsete
infektsioonide &ratundmises ja immuunvastuse esilekutsumises (Beutler ja Rietschel
2003; Murphy, Travers et al. 2012). LPSi kasutamise eeliseks on vdimalus modta ainult
immuunsiisteemi aktiveerimisest tulenevaid efekte, kuna LPS ei replitseeru ega tekita
infektsiooni ning puuduvad patogeeni poolt otseselt tekitatavad kahjustused (Graham,

Shuker et al. 2011).

Lindudel on olulised kaasasiindinud immuunsuse rakud heterofiilid ja makrofaagid.
Need rakud fagotsiiteerivad patogeene ja kutsuvad esile pdletikuvastuse (He, Genovese
et al. 2008; Murphy, Travers et al. 2012). Heterofiilid vastavad imetajate neutrofiilidele
ning on esimesed rakud, mis migreeruvad infektsioonikohta, joudes sinna 30 minuti
jooksul pérast nakatumist (He, Genovese et al. 2008). Heterofiilid on granulotsiiiitilised
fagotsiiidid ning on arvukuselt eriitrotsiilitide jérel kodige levinum rakutiitip lindude
veres. Nad tapavad patogeene vabastades oksiidatiivse purske kdigus RHOsid, RLOsid
ja degranulatsioonil antimikroobseid valke (joonis 3) (He, Genovese et al. 2008).
Makrofaagidest ja heterofiilidest voivad hiidroliiiitilised ensiiiimid, RHOd ja RLOd
padseda rakuvilisesse ruumi ning tekitada peremehele ulatuslikke kahjustusi. Seega
vOib fagotsiiiitide aktivatsioonil olla ka organismile kulukaid tagajérgi (Murphy, Travers

etal 2012).
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1. ARATUNDMINE JA KINNITUMINE

Mikroob seondub fagotsaudi retseptorile
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3. TAPMINE JA DEGRADATSIOON

Joonis 3. Fagotsiitoosil seondub fagotsiiteeritav partikkel (nditeks mikroob) fagotsiitidi
pinnaretseptoritele ning rakumembraan sopistub sisse neelates patogeeni. Tekkinud
fagosoom liitub liisosoomiga ning moodustub fagoliisosiilim, kus toimub bakteri
tapmine liisosomaalsete ensiiiimide, RHO ja RLOde abil. Fagoliisosoomi komponendid
voivad sattuda ekstratsellulaarsesse maatriksisse ning tekitada koekahjustusi (Vinay,

Abbas et al. 2004).

2.2.2 Immuunaktivatsioon ja oksiidatiivne stress

Immuunsiisteemi kasutamine on organismile kulukas (Sadd ja Schmid-Hempel 2009).
Seetottu voivad suured kulutused immuunsiisteemile tle kaaluda kasud, mis tulevad
madala intensiivsusega nakkuse tolereerimisest organismis ning koige suurema
kohasusega vdivad olla isendid, kes indutseerivad patogeenide vastu keskmise
tugevusega immuunvastuse (Stjernman, Raberg ef al. 2008). Koktsiidinakkusest ravitud
ning eksperimentaalselt uuesti nakatutud rohevintidel téheldati suuremaid lipiidide
oksiidatiivseid kahjustusi kui ainult ravitud lindudel. Seejuures oli kdrgem lipiidide

peroksiidatsiooni produkti maloondialdehiitidi kontsentratsioon veres lindudel, kelle
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nakkusintensiivsus védhenes kodige rohkem, mille pohjal vdib oletada, et kahjustusi
pOhjustas pigem peremehe immuunsiisteem kui nakkus ise (Sepp, Karu et al. 2012).
Herpesviiruse poolt pohjustatud Mareki haigust podevatel kodukanadel oli erinevate
oksiidatiivse stressi markerite ja DNA kahjustuste hulk oluliselt kdrgem kui tervetel
kanadel. Selle pohjal oletati, et Mareki haigus pohjustas oksiidatiivset stressi, mis
kahjustas DNAd (Keles, Fidan et al. 2010). Sinijalg-suuladel (Sula nebouxii) pohjustas
immuunsiisteemi aktiveerimine LPSiga lipiidide peroksiidatsiooni. Samuti mdjutas
LPSi siistimine sinise jalavdrvi tuhmumist, seda eriti vanematel lindudel (Torres ja
Velando 2007). Kodukanadel pdhjustas koktsiidinakkus lipiidide peroksiidatsiooni
produkti maloondialdehiitidi kdrgemat kontsentratsiooni veres (Georgieva, Koinarski et

al. 2006).

2.2.3 Immuunfunktsiooni kulude tihtsus 6koloogias

Kulutused immuunsiisteemile mojutavad ka elukdigutunnuseid ja kohasust (Sheldon ja
Verhulst 1996) ning nende uurimiseks on tehtud hulgaliselt katseid. Kuntsliku valiku
kiigus saadud dddikakérbse (Drosophila melanogaster) endoparasiidi Asobara tabida
suhtes resistentse liini dddikakérbeste suremus oli toidukonkuretsi tingimustes oluliselt
suurem, kui kontroll-liini dddikakdrbestel. Kiillusliku toidu puhul erinevus puudus.
Oletati, et resistentse liini kérbsed investeerisid rohkem ressursse rakulise
immuunvastuse iilalpidamisse, mis on vajalik parasiidi enkapsulatsiooniks ning seetdttu
jai neil stressiga toimetulekuks vdhem vahendeid. (Kraaijeveld ja Godfray 1997).
Sarnaseid tulemusi on saadud ka katsetes karukimalastega (Bombus terrestris), kus
toolistele siistiti LPSi. Piiramatu hulga toidu korral ei erinenud suremus kontrollgrupi ja
aktiveeritud immuunsiisteemiga karukimalaste vahel, toidunappusel vdhenes LPSiga
ststitud karukimalaste eluiga oluliselt. Seega vdidakse immuunsiisteemi kasutamise
kulusid kompenseerida suurenenud ressursi tarbimisega (Moret ja Schmid-Hempel
2000). Valgekiird-sidrikutel (Zonotrichia leucophrys) mdjutas LPSi siistimine oluliselt
lindude kiitumist ja territoriaallaulu. Territoriaallaulule vastasid lauluga alla poole LPSi
saanud lindudest ning laul erines tavapirasest, sisaldades vihem 1dpunoote. LPSiga
stistitud lindudel oli ka korgenenud alarmkditumine. Laulmisest hoidumine voib olla
haigete lindude jaoks kasulik juhul, kui halvema tervisega isendite jaoks vdib

suhtlemine kaasa tuua negatiivseid tagajdrgi, nditeks vihenenud paaritumisedu (Munoz,
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Blumstein et al. 2010). LPSi siistimine vihendas vangistuses peetavate koduvarblaste
(Passer domesticus) aktiivsust ja pohjustas neil kehakaalu langust (Bonneaud, Mazuc et
al. 2003). Bonneaud, Mazuc jt (2003) néitasid ka, et LPSi siistimine vdhendas vabalt

elavate emaste koduvarblaste sigimisedukust.
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2.3 Psiihholoogiline stress

Psiihholoogiline stress (edaspidi stress) on negatiivne emotsionaalne kogemus, millega
kaasnevad muutused organismi psiiiihilises ja fiisioloogilises seisundis ning mille
eesmirgiks on paremini kohaneda stressi tekitanud faktorite mdjudega (Romero 2004).
Stressoriks voib olla iga ebatavaline siindmus, mis kutsub esile stressivastuse, millega
kaasnevad olulised muutused fiisioloogias (Johnstone, Reina et al. 2012). Stressivastus
voib olla kulukas, nditeks laboriloomadel on korduvalt ndidatud stressist pdhjustatud
DNA kahjustusi (Adachi, Kawamura et al. 1993; Mugbil, Azmi et al. 2006; Consiglio,
Ramos et al. 2010). Stressi mdju metsikute loomade DNAle pole minule teadaolevalt
varem uuritud. Kiill aga on 6koloogilises kontekstis uuritud stressi mdju kohasusele

(Cyr ja Romero 2007; Tilgar ja Kikas 2009).

2.3.1 Stressi fiisioloogia

Fiisioloogiliste muutuste eest vastutavad hiipotaalamuse-hiipofiiiisi-neerupealiste telg
(HPA-telg) ja siimpaatiline nérvisiisteem (Sapolsky, Romero et al 2000).
Hiipotaalamusest sekreteeritakse kortikotropiini vabastavat hormooni (KVH), mis
stimuleerib  hiipofiilisist adrenokortikotroopse hormooni sekretsiooni (AKTH).
Vereringega kantakse AKTH neerupealistesse, kus see indutseerib gliikokortikoidide
ekspressiooni (Padgett ja Glaser 2003). Gliikokortikoidid kontrollivad kogu keha
homoostaasi ja organismi stressivastust (Tsigos ja Chrousos 2002). Siimpaatilise
nirvisiisteemi  vahendusel vabastatakse nérvitihendustest ja  neerupealistest

katehhoolamiine epinefriini ja norepinefriini (Sapolsky, Romero et al. 2000).

Stressivastuse korral suureneb koigepealt katehhoolamiinide siintees siimpaatilises
nérvisiisteemis ning KVH ja AKTH siintees HPA-teljel (Sapolsky, Romero ef al. 2000).
Esmase vastuse kdigus kiireneb pulss, tduseb vererdhk, paraneb jasemete verevarustus,
touseb veresuhkur ja tdhelepanuvéime. Need muutused voimaldavad kiiret vastust
stressorile ning vajadusel pogeneda (Siegel 1980; Padgett ja Glaser 2003). Mone minuti
parast hakatakse tootma gliikokortikoide, millel on erinevaid funktsioone soltuvalt
kontsentratsioonist ja korgenenud taseme ajalisest kestvusest (Sapolsky, Romero et al.
2000). Sarnaselt katehhoolamiinidele, kiirendavad gliikokortikoidid gliikoosi

metabolismi ning véimaldavad energiavarude kasutuselevottu (Padgett ja Glaser 2003).
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Viikeses koguses on gliikokortikoidid vajalikud stressivastuse esilekutsumiseks.
Korgematel kontsentratsioonidel on gliikokortikoididel aga pédrssiv. moju, mille
eesmdrgiks on organismi kaitsta stressivastuse iileekspresseerimise eest (Calcagni ja

Elenkov 2006).

2.3.2 Stress ja immuunfunktsioon

Stress vOib immuunsiisteemi nii maha suruda kui ka stimuleerida: lithiajaline stress
soodustab immuunsiisteemi aktiveerumist, samas kui kroonilisel stressil on
immuunsupressiivne moju (Dhabhar ja McEwen 1997). Immuunsupressiooni
vahendavad gliikokortikoide siduvad retseptorid, mis translokeeruvad rakutuuma ja
reguleerivad geenide ekspressiooni (Tsigos ja Chrousos 2002). Eksisteerib kahte tiiiipi
retseptoreid, korge ja madala afiinsusega. Immuunrakkudes leiduvatele madalama
afiinsusega retseptorile seonduvad gliikokortikoidid ainult siis, kui neid on ringluses
suurenenud hulgal, niiteks stressi korral (Padgett ja Glaser 2003). Gliikokortikoidid
blokeerivad transkriptsioonifaktori NF-xB  aktiiveerimist, mis on oluline
immuunrakkude t60ks vajalike geenide ekspresseerimiseks ja poletikuliste tsiitokiinide
tootmiseks (Scheinman, Gualberto et al. 1995). Immuunsiisteemi pérssimisest voib ka
kasu olla, néiteks infektsioonide puhul, mille patoloogiline efekt seisneb pdletiku poolt
pohjustatud kahjustustes (Siegel 1980). Liihiajalisel stressil on immuunvastust
stimuleeriv. mdju (Dhabhar 2009). Kohe pédrast stressi algust indutseerivad
katehhoolamiinid leukotsliiitide vabanemise pdrnast ja teistest siseorganistest
vereringesse. HPA-telje aktiveerimisel liiguvad leukotsiiiidid kohtadesse, mis
toendoliselt vdivad saada haavata ning kust kaudu nakkused vdivad organismi siseneda.
Nii suureneb leukotsiiiitide hulk nahas, kopsudes, seedesiisteemis ja limaskestadel ning

viheneb veres (Dhabhar ja McEwen 1997).

2.3.3 Stressi méju DNA kahjustustele ja kohasusele

Stress voib organismis pdhjustada oksiidatiivseid kahjustusi, sealhulgas DNA kahjustusi
(Liu, Wang et al. 1996; Mugbil, Azmi et al. 2006). Oksiidatiivsete kahjustuste {iheks
tekkemehhanismiks voib olla kiirenenud metabolism (Liu ja Mori 1999). Enamasti
hinnatakse stressi moju modtes stressihormoonide taset organismis, vihem on uuritud

stressi kahjustavaid toimeid biomolekulidele (Johnstone, Reina et al. 2012). Stressist
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pohjustatud DNA kahjustuste esinemist on nididatud laboriloomadel (Adachi,
Kawamura et al. 1993; Mugbil, Azmi et al. 2006) ja koduloomadel (Sohn, Subramani et
al. 2012). Katses Sprague-Dawley tiive rottidega (Rattus norvegicus) mojutati iihte osa
rotte korduvate elektrilookidega ning teise rithma rottidel oli vdoimalus jilgida nende
reaktsiooni, saades nii visuaalseid, I0hna- kui ka kuulmissignaale. Rottidel, kes
elektrilooke ei saanud, tdheldati maksarakkudes DNA kahjustusi pérast korduvat
stressorile eksponeerimist (Adachi, Kawamura e al. 1993). Sveitsi albiino rottidel,
keda eksponeeriti litkumisvabadust piiravale stressorile ning kellele manustati
oksiidatiivset stressi esilekutsuvat ainet 7,12-dimetiiiilbens(a)antratseeni (DMBA),
esines komeedi testiga mdotes oluliselt rohkem DNA-kahjustusi, kui rottidel, keda
eksponeeriti ainult stressorile voi DMBAIle (Mugbil, Azmi et al. 2006). Wistari rottidel
pohjustas sunnitud ujumine ja liikumisvabaduse piiramine ajurakkude DNA kahjustusi.
Vererakkudes muutusi ei tdheldatud (Consiglio, Ramos et al. 2010). Comb White
Leghorn tdugu kodukanasid eksponeeriti kahele stressorile: kanad majutati
viiksematesse puuridesse ja vdhendati s6ogikogust. Komeedi testi abil tuvastati, et
stressitingimustes olnud kanade liimfotsiiiitide DNA oli rohkem fragmenteerunud kui

kontrollgrupi kanadel (Sohn, Subramani et al. 2012).

Stressi moju vabalt elavate loomade DNAIe ei ole uuritud. Kiill aga on leitud, et stress
mdjutab kohasust (Cyr ja Michael Romero 2007; Tilgar ja Kikas 2009). Kuldnokki
(Sturnus vulgaris) eksponeeriti kaheksa pdeva jooksul erinevatele stressoritele (vali
heli, kiskja hiitid, uudne objekt, kiskja mulaaz jt) ning leiti, et krooniline stress
vihendas lennuvéimestunud poegade arvu (Cyr ja Michael Romero 2007). Raudkulli
(Accipiter nisus) topisega hirmutatud must-kérbsenépid (Ficedula hypoleuca) viivitasid
poegade uuesti toitma hakkamisega kauem, kui kurna oli eksperimentaalselt
viahendatud (Tilgar ja Kikas 2009). Nende uurimuste pohjal saab oletada, et stress
mojutab kohasust; samas on fiisioloogilisi protsesse, mille kaudu stress kohasust

mojutada voiks, vihe uuritud.
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3. Materjal ja metoodika

3.1 Katseobjekt

Rohevindid on mittepesitsusajal seltsingulise eluviisiga vérvuliste (Passeriformes) seltsi
kuuluvad linnud, kes kaaluvad ligikaudu 30 g. Nad on looduslikult levinud kogu
Euroopas, Edela-Aasias ja Loode-Aafrikas ning nad toituvad peamiselt seemnetest
(Cramp ja Perrins 1994). Rohevindid taluvad histi vangistust ning on seetdttu sobilikud
okofiisioloogiliste uuringute ldbiviimiseks. Vangistuses hoitud lindude enamik uuritud
fiisioloogilisi néditajaid on vdrreldavad looduslikes tingimustes elavate lindude omadega
ning tinu sellele on vdimalik vangistuses hoitud lindudega tehtud katsete tulemusi

kasutada looduses esinevate olukordade seletamiseks (Sepp, Sild et al. 2010).

3.2 Katseandmed ja ajakava

Katses osalenud isased rohevindid piiiiti loorvorkudega Tartus (58°22°N; 26°43°E) 2., 3.
ja 9. jaanuaril 2012. Linnud paigutati siseruumides individuaalsetesse puuridesse (27 x
51 x 55 cm), mille pdhjad kaeti liivaga. Lindla keskmine temperatuur katse jooksul oli
14,2 + 1,5° C (standardhélve) ja keskmine Shuniiskus 43,9 + 9% (standardhilve). Linde
toideti ad libitum péevalilleseemnetega ning joodeti filtreeritud kraaniveega. Kogu
katse jooksul hoiti linde kunstlikes valgustingimustes loodusliku pdevapikkuse juures.
Uuring toimus Eesti Keskkonnaministeeriumi (luba nr. 1-4.1/11/100) ja
Pollumajandusministeeriumi loomkatse 14biviimise loakomisjoni (otsus nr. 95, 17.

jaanuar 2012) loal ning linnud vabastati 9. mértsil oma looduslikku elupaika.

Katses osales 63 isast rohevinti, kes jaotati vanuselist koosseisu ja 24. jaanuari
kehamassi arvestades ligikaudu nelja vordsesse rithma: LPS-/hirm-, LPS+/hirm-,
LPS-/hirm+ ja LPS+/hirm+. 30. jaanuari ohtul, pdrast tulede kustumist, siistiti LPS
katsegrupi lindudele rinnalihasesse 0,1 mg E. coli LPSi (tiivi 055:B5, Sigma L2880),
mis oli lahustatud 40 pL isotoonilises NaCl lahuses. Ulejiinud lindudele siistiti 40 uL
isotoonilist NaCl lahust. LPS doosi valimisel ldhtuti koduvarblastega tehtud katsest
(Martin, Kidd et al. 2011). Samal Ohtul eemaldati lindudelt ka toidundud ning

puuripdhjad puhastati. Jargmisel hommikul hoiti linde 2 tundi ja 40 minutit niljas, ning
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seejarel tagastati lindudele péevalilleseemnetega tdidetud toidundud. Poolte lindude
toidundu kohale kinnitati kakulise Glaucidium nanum pilt (autor Danté Fenolio,
Internet 1). Pilti (joonis 4) eksponeeriti lindudele 83 minuti jooksul ning seejérel
eemaldati toidundude kiiljest. 1. veebruaril, keskmiselt 38 h pérast LPS siistimist, voeti

lindudelt vereproov, et hinnata LPSi ja hirmutamise mdju DNA kahjustustele eri

katserithmades.

Joonis 4. Hirmutamiskatses kasutatud pilt, kinnitatuna toidundule

DNA kahjustusi hinnati komeedi testi abil, mis viidi l1dbi vastavalt valmistaja (Trevigen
Gaithersburg, MD, USA) juhistele ning kohendati arvestades rohevintidega teostatud
pilootkatsete tulemusi ning meetodile plihendatud artikleid (Azqueta, Shaposhnikov et
al. 2009; Collins 2009).

DNA kahjustuste ulatuse maddramiseks lahjendati linnu tiisverd vahetult peale verevottu
kuni saavutati kontsentratsioon ~10 000 raku/ml. Selleks vdeti igalt linnult 1 pl verd
ning lahjendati fosfaatpuhvriga fiisioloogilises sooladelahuses (PBS) 10 000 korda. 10
pL verelahjendust segati 105 pL 1 % madala sulamistemperatuuriga agaroosiga
(LMAgarose, Trevigen Gaithersburg, MD, USA) ning saadust segust pipeteeriti 50 pL
mikroskoobislaidi molemale augule (CometSlide, Trevigen Gaithersburg, MD, USA).
Slaidid mérgistati linnu numbriga ning asetati iiheks tunniks horisontaalselt +4 °C
kiilmkappi tahenema. Seejdrel asetati slaidid 10 % dimetiitil sulfoksiidi (DMSO)
sisaldavasse liiisilahusesse (Lysis solution, Trevigen Gaithersburg, MD, USA). Slaide

hoiti liitisilahuses 4 £ 1 h (standardhélve) +4 °C kraadi juures. Jargnevalt eemaldati
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slaididelt liitisilahuse jadgid ning hoiti 30 minutit formamidopiirimidiin DNA
gliikkosiilaas puhvris (FPG puhver:10 mM HEPES, 0,1 M KCI, 10 mM EDTA, 0.2
mg/ml BSA, pH=7,4), mida vahetati nimetatud aja jooksul 3 korda. Samaaegselt
valmistati ette FPG reaktsioonilahus (10 mM HEPES, 0,1 M KCI, 10 mM EDTA, 0.2
mg/ml BSA, ~28U/ml FPG ensiiiim (Sigma F3174), pH=7,4). Slaidi esimesele augule
pipeteeriti 80 pul FPG reaktsioonipuhvrit ja teisele augule sama kogus FPG
reaktsioonilahust. Slaidid asetati horisontaalselt +37 °C pimedasse niiskesse kambrisse
ning 30-45 minuti moddudes eemaldati slaididelt FPG reaktsioonipuhver ja
reaktsioonilahus. Denatureerimiseks hoiti slaide 20 minutit tugevalt aluselises lahuses
(foreesilahus, 300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH=13). Jargnevalt teostati +4 °C-ni
jahutatud foreesilahusega tdidetud foreesivannis (Comet 40, Scie-Plas Ltd.,
Suurbritannia) geelelektroforees (vooluallikas Consort EV261, Belgia). Elektroforees
toimus 5 minutit voolutugevusel 1V/cm. Pédrast foreesi pesti slaide 20 minuti jooksul
destilleeritud vees, mida vahetati korra 10 minuti méddumisel ning jargnevalt hoiti
slaide 5 minutit 70% etanoolis. Seejérel asetati slaidid iiheks tunniks horisontaalselt +37
°C juurde kuivama. Kuivi slaide hoiti toatemperatuuril kuivas ja pimedas, kuni slaidi
aukude tootlemiseni DNA-ga seonduva fluorestsentsvédrviga SYBR® Green I (Trevigen
Gaithersburg, MD, USA). DNA vérvimiseks lahjendati tdmbekapi all 1 pl SYBR®
Green I 10 ml TE puhvris (10 mM Tris, 1| mM EDTA, pH=7.5), kanti 50 ul lahjendatud
SYBR® Green I igale slaidiaugule ning jéeti 20 minutiks toatemperatuuril pimedasse
kinnituma. Seejérel eemaldati slaididelt iileliigne SYBR® Green I lahus ning kuivatati
slaide 20 min toatemperatuuril otsese valguse eest varjatult. Kuivad slaidid pildistati
esimesel vdimalusel fluorestsentsmikroskoobiga Olympus BX41 Tartu Ulikooli
Molekulaar- ja Rakubioloogia Instituudis (TUMRI), kasutades 10x suurendust. Slaidi
iga augu kohta salvestati NIBA filtrit (ergastav valgus vahemikus 470-490 nm,
neeldumine vahemikus 510-550 nm) kasutades vdhemalt 4 pilti, kiiljesuurusega 2040 x
1536 pikslit (joonis 5). Iga isendi kohta hindasin 82+25 (standardhidlve) raku DNA
kahjustuste hulga. Selleks kasutasin vabavaralist tarkvara CometScore 1.5.2 (TriTek
Corp., USA), millega hindasin DNA protsenti komeedi sabas. DNA kahjustuste hulga
hindamiseks jérgisin tarkvaratootja juhiseid. Pdrast skoorimist jitsin vélja 30 koige

rohkem korvalekandunud rakku iga proovi kohta.
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200 pm

Joonis 5. Rohevindi vererakkude DNA peale komeedi testi 14bi viimist (a) pildistatuna
fluorestsentsmikroskoobiga ja (b) sama pildi DNA kahjustuste hindamine programmiga

CometScore 1.5.2.

Paariviisilist t-testi kasutades ei iiletanud FPGga t66deldud proovide DNA kahjustuste
hulk tootlemata proovide DNA kahjustuste hulka (t= 0,32, df=111, p=0,75). Selline
olukord voib esineda, kui DNA kahjustuste baastase on viga korge, mistdttu
enstiimtootluse kdigus tekkinud lisakatkete hulk on liialt véike, vorreldes proovis juba
olemasolevate katkete hulgaga (Collins 2009). Seetdottu analiilisisin ainult FPGga

tootlemata proovide tulemusi.

3.3 Statistilised analuusid

DNA kahjustuste statistiliseks analiiiisiks kasutasin dispersioonanaliilisi (ANOVA).
Analiiiisil jitsin korvale iihe erindi, kelle DNA oli iile kahe korra rohkem kahjustunum,
kui teistel lindudel keskmiselt. Analiiiisi eeldused olid tdidetud (studentiseeritud jadkide
absoluutvairtus oli alla 2,5; homeskedastilisusse eeldus oli tdidetud). Andmeanaliiiisi

tarkvarana kasutasin analiiliside 14bi viimiseks programmi Statistica (Statsoft, USA).
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4. Tulemused

Hirmutamine ja LPSi manustamine DNA kahjustuste méédra ei mdjutanud. Samuti ei
mdjutanud DNA kahjustuste hulka hirmu ja LPSi koosmdju. (Joonis 6, Tabel 1).
Tabelist 1 on lisaks nédha, et ka interaktsiooni mudelist védlja jéttes ei avalda kumbki

menetlus DNA kahjustustele moju.
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Joonis 6. DNA kahjustused erinevates katsegruppides (valimi keskmine =+

standardviga). Y-teljel on DNA osakaal komeedi sabas, viljendatuna protsentides.

Tabel 1. Katsemenetluste moju DNA kahjustuste maddrale dispersioonanaliiiisis.

Tdismudel ja interaktsioonita mudel.

Menetlus Far p

Hirm 1.89; 5, 0.18
LPS 0.08, s, 0.78
Hirm*LPS 0.58; 5 0.45
Hirm 1,911,53 0,17
LPS 0,10, 53 0,75
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5. Arutelu

Vastupidiselt oodatule ei mojutanud kiesolevas t60s immuunsiisteemi aktiveerimine
DNA kahjustuste hulka. Hulgaliselt uurimusi on ndidanud, et immuunaktivatsioon ja
nakkus pohjustab oksiidatiivse stressi markerite muutusi (Georgieva, Koinarski et al.
2006; Torres ja Velando 2007; Sepp, Karu et al. 2012), kuid alati ei ole seost
immuunaktivatsiooni ja oksiidatiivse stressi vahel leitud (Perez-Rodriguez, Mougeot et
al. 2008). Pohjus, miks kéesolevas t00s ei tuvastatud menetluste moju DNA
kahjustustele, vdib peituda asjaolus, et vereproov vdeti 38h pirast LPSi siistimist ning
on vdimalik, et selle ajaga jouti DNA kahjustused dra parandada. Varasemates
uurimustes on ndidatud, et tugevaim pdletikuvastus tekib laulusidrikul (Melospiza
melodia) vahemikus 3-24h pédrast lindude LPSiga mojutamist (Adelman, Bentley et al.
2010) ning heterofiile on infektsioonikohas kdige arvukamalt 6-12 h pdrast nakatumist
(Harmon 1998). Samuti on vdimalik, et kahjustused puudusid seetdttu, et eriitrotsiiiitide

DNA on piisavalt hasti kaitstud poletikuvastusel tekkivate ROde eest.

Vastupidiselt varasemalt avaldatud tulemustele (Mugbil, Azmi et al. 2006), ei
onnestunud tuvastada psiihholoogilise stressi mdju aktiveeritud immuunsiisteemiga
isendite DNA kahjustuste méirale. Uks vdimalik seletus on, et hirmutamiskatse ei
kutsunud esile piisavalt tugevat stressivastust. Mugbil, Azmi jt (2006) leidsid, et
rottidel, kellel kutsuti keemiliselt esile oksiidatiivne stress, suurendas psiihholoogiline
stress oluliselt DNA kahjustusi. Stress iiksida aga DNA kahjustusi ei pdhjustanud
(Mugbil, Azmi et al. 2006). Alternatiivseks seletuseks, miks menetluse moju ei
onnestunud tuvastada, voib olla, et vererakud on vdhem vastuvotlikud psiihholoogilise
stressi poolt tekitatud oksiidatiivsetele kahjustustele kui niiteks aju- voi maksarakud
(Costantini, Marasco et al. 2011). Rottidega 1dbi viidud katses pohjustas akuutne stress
DNA kahjustusi kiill ajurakkudes, kuid vererakkudel muutusi ei tdheldatud (Consiglio,
Ramos et al. 2010). Samuti on véidetud, et oksiidatiivset stressi pOhjustab pigem

krooniline kui akuutne stress (Costantini, Marasco ef al. 2011).

Komeedi testiga ei dnnestunud tuvastada erinevusi FPGga toddeldud proovi ja FPGga
tootlemata proovi vahel ning see voib olla veel iiheks pdhjuseks, miks katseriihmade

vahel DNA kahjustuste hulga erinevused puudusid. Endonukleaassete ensiliimidega
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tootlemata moddab aluseline komeedi test DNA ahelate katkeid ja AP-saite, kuid ei
anna teavet okslideerunud nukleotiidide kohta (Collins 2009). Samas kahjustavad ROd
ka desoksiiriboose, mille tagajirjel tekivad ahelate katked (Halliwell and Gutteridge
2007). Seega voiks eeldada, et ka komeedi testi aluselise versiooniga on erinevused
DNA kahjustuste hulgas maérgatavad. Vdimalik, et kdeolevas t00s oleks pidanud
pikendama foreesi aega. Neutraalses keskkonnas (Freeman-Gallant, Amidon et al.
2011) ja aluselises keskkonnas 14bi viidud komeedi testi (Sicolo, Tringali et al. 2010;
Volj¢, Franki¢ et al. 2011) on varem lindudel edukalt kasutatud. Komeedi testiga, kus
toddeldi proove FPGga, Onnestus tuvastada keemiliselt esile kutsutud oksiidatiivse
stressi moju rohevintide DNA kahjustuste hulgale (Meitern, Sild et al. 2013).
Kéesolevas t60s ei onnestunud komeedi testi abil leida seost menetluste ja DNA
kahjustuste méddra vahel ning seega vajab komeedi testi sobilikkus o6koloogilistes
uuringutes edasist uurimist. Samuti peaks vilja selgitama, millistes tingimustes lébi

viidud komeedi test oleks rohevintide mudelsiisteemis kdige otstarbekam.
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Kokkuvote

Immuunsiisteemi aktiveerimine on kulukas ning mdjutab loomade elukdigutunnuseid.
Arvatakse, et immuunsiisteemi aktiveerimisel toodetud reaktiivsed osakesed
pohjustavad oksiidatiivset stressi, mis kahjustab organismile olulisi biomolekule,
sealhulgas DNAd. Enamasti mdoddetakse erinevaid oksiidatiivse stressi markereid ja
antioksiidantide hulka, kuid uurimusi, kus hinnatakse biomolekulide kahjustusi, on
marksa vdhem. Stressivastusega kaasnevad mitmed fiisioloogilised muutused ning

arvatakse, et stress tekitab samuti oksiidatiivseid kahjustusi.

Kéesolevas t60s hinnati immuunsiisteemi aktivatsiooni ja psiihholoogilise stressi moju
rohevintide DNA kahjustustele. Linde siistiti LPSiga ja hirmutati kiskjapildiga 2*2
faktoriaalse disainiga katses. DNA terviklikkust hinnati iiksiku raku geelelektroforeesi

ehk komeedi testi abil.

Ukski menetlus DNA kahjustuste méira ei mdjutanud. Vaimalik, et immuunsiisteemi
aktiveerimine ei avaldanud mdju, sest vereproov voeti 38h pédrast LPSi siistimist ning
kahjustused jouti selleks ajaks juba &dra parandada. Lisaks on vdimalik, et menetluste
mdju ei onnestunud tuvastada, kuna eriitrotsiiiitide DNA on oksiidatiivsete kahjustuste
eest piisavalt histi kaitstud. Psiihholoogilise stressi mdju puudumise iiheks pohjuseks
voib olla see, et hirmutamismenetlus ei kutsunud esile piisavalt tugevat stressivastust.
Samuti voivad olla vererakud stressi tekitatud oksiidatiivsetele kahjustustele vihem
vastuvdtlikud ning stressi kahjulik mdju DNAle voib olla tdheldatav pigem kroonilise

stressi puhul.

Okstidatiivse stressi ja DNA kahjustuste vahelisi seoseid on metsikutel loomadel véhe
uuritud. Kéesolevas t60s ei onnestunud tuvastada immuunaktivatsiooni ja stressi moju
rohevintide DNA kahjustustele ning seega vOib Oelda, et probleem vajab edasist
uurimist. Samuti vajab edasist selgitamist komeedi testi kasutamise otstarbekus

okoloogilistes uuringutes.
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Summary

Effects of immune system activation and psychological stress on DNA
damage in greenfinches

Activation of immune system is costly and affects life history traits of animals. It is
suggested, that reactive species produced during immune system activation cause
oxidative stress, which damages biomoleculs, including DNA. Measuring amounts of
antioxidants and markers of oxidative stress are common methods to evaluate oxidative
stress, fewer studies have examined damages on biomolecules. Stress response is
accompanied by several physiological changes and it has been proposed that

psychological stress also causes oxidative stress.

This study describes the effects of immune system activation and application of an
acute psychological stressor on DNA damage in greenfinches. Birds were injected with
bacterial lipopolysaccharide (LPS) and exposed to an image of a predator in a 2*2
factorial experiment. Single cell gel electrophoresis method (comet assay) was used to

evaluate DNA integrity.

None of the treatments affected the amount of DNA damage. It is possible that immune
system activation did not impact DNA damage, because blood sampling of birds took
place too long (38h) after injection of LPS and DNA damage might have been already
repaired by that time. It is also possible that treatments had no effect, because
erythrocyte DNA might be well protected from oxidative stress. One of the reasons why
psychological stress had no effect on DNA damage might be that treatment with an
image of a predator failed to evoke sufficient stress response. Blood cells might also be
less susceptible to stress induced oxidative damage than cells in other tissues. It is also
possible that detrimental effect of stress on DNA might be observable rather in case of a

chronic than acute stress.

The relations between oxidative stress and DNA damage are seldom studied in free-
living animals. This study failed to detect effects of immune system activation and
acute psychological stress on DNA damage in greenfinches, suggesting that further
investigation of suitability of different versions of comet assay for ecological research

purposes is needed.
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