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Kokkuvote

Uurimist6d eesmirgiks oli vilja selgitada, kas elu jooksul kogetud stress seostub 7PH2 geeni
metiileeritusega ning uurida TPH2 geeni metiileerituse individuaalset stabiilsust kiimne aasta
vahemikus. Valim koosnes Eesti Laste Isiksuse, Kéiitumise ja Tervise (ELIKTU)
longituuduuringu vanema kohordi meestest. Katseisikutelt voeti geenide uurimiseks
vereproov 1998. aastal (15-aastaselt) ja 2008. aastal. Kolmel korral (15-, 18- ja 25-aastaselt)
uuriti stressitekitavaid elustindmusi ja pere- ning koolikeskkonda. Lisaks kiisiti katseisikute
emadelt siindi timbritseva stressi kohta. Tulemustest selgus, et elu jooksul kogetud stressi
tekitavad siindmused (vdgivald, véidrkohtlemine ja perega seotud stress) voivad tdsta
epigeneetiliselt TPH2 geeni metiileeritust ning positiivsete siindmuste kogemine (toetus ja
soojus) vOib ennustada madalamat metiilatsiooni taset. Kiimne aasta jooksul oli 7TPH2
metiileeritus tdusnud kdigis metiilatsioonipiirkondades peale CpG4, millel ilmnes koige
rohkem seoseid ka keskkonna tunnustega. Kéesoleva uurimisto6 tulemusel on leitud mitmeid
seoseid elu jooksul kogetud stressi ning 7PH2 geeni regulatoorse piirkonna metiileerituse

vahel.

Mirksonad: TPH2, metiileeritus, PARQ, SLE, ELIKTU, stress
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Abstract

The aim of this study was to determine whether lifetime stress is associated with 7PH2 gene
methylation and to investigate the individual stability of TPH2 gene methylation over a
ten-year period. The sample consisted of men from the senior cohort of the Estonian
Children's Personality, Behaviour and Health (ECPBHS) longitudinal study. Blood samples
were taken from the subjects for gene testing in 1998 (at the age of 15) and in 2008. Stressful
life events and the family and school environment were studied on three occasions (15, 18
and 25 years old). In addition, subjects' mothers were asked about the stress surrounding their
birth. The results showed that stress-evoking events (violence, abuse, and family stress) may
epigenetically increase TPH2 gene methylation, and experience of positive events (support,
warmth, and favourable relationships) may predict lower methylation levels. Within ten
years, TPH2 methylation was elevated in all methylation sites except CpG4, which also
showed the greatest association with environmental characteristics. As a result of the present
research, several associations have been found between the stress experienced during life and

the methylation of the regulatory region of the TPH2 gene.

Keywords: TPH?2, methylation, PARQ, SLE, ECPBHS, stress
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Sissejuhatus

Geenid on inimesel terve elu samasugused, kuid nende avaldumist ja varieeruvust
mdjutab tugevalt indiviidi kogetud keskkonnad. Tiapsemalt Oeldakse, et sotsiaalsed
keskkonnad vodivad muuta geeni modifikatsioone, kuid ei holma DNA jirjestuse muutmist
(Cao et al., 2013). Illustreerivalt on oeldud, et néiteks geeni avaldumise represseerimine on
tingitud 25% geenidest ning 75% geenide-keskkonna suhetest (Boyce et al., 2020). Sellised
numbrid iseloomustavad, kui oluline on moista, kuidas modjutavad keskkonnas tajutud
kogemused meie geenide avaldumist vOi pérssimist. Keskkonna moju geneetilistele
muutusele on ndidatud lugematul arvul uuringutes ning see teema on saanud véga
populaarseks geenide ja kiitumise suhte seletamisel. Uheks peamiseks geeni ekspressiooni
mojutavaks keskkonna faktoriks on stress (Jiang et al., 2019). Naiteks vdib elu jooksul
kogetud stress mojutada inimese kiditumise regulatsiooni koha pealt oluliste geenide

ekspressiooni. Uks protsessidest, mis seda pdhjustab on geeni metiilatsioon (Hing et al.,

2018).

Geeni metiilatsioon

Igal elusorganismil on rakutuumas nukleotiidjiarjestus (DNA ja/vdoi RNA), mis
sisaldab organismi péarimuslikku infot, kuid mille avaldumine on suuresti tingitud
keskkonnast. Nukleotiidahela modifikatsioone, mis reguleerivad geeni “sisse- vOi
valjaliilitamist” kutsutakse epigeneetikaks. Epigeneetika uurib DNA ekspressiooni parilikke
muutusi  vidljaspool piisivat nukleotiidjarjestust (Jiang et al., 2019). Epigeneetika
mehhanismideks on DNA metiileerimine ning histoonide modifitseerimine, mida mdjutavad
mitmed keskkonnafaktorid (Loscalzo & Handy, 2014). Kéesolev t60 keskendub DNA
metiilatsioonile.

DNA metiilatsioon on epigeneetiline mehhanism, mis reguleerib geeni ekspressiooni,
vérvates geenide represseerimiseks valke vOi pérssides traskriptsioonifaktorite seondumist
DNA-ga (Moore et al., 2012). DNA metiileerimine on DNA molekuli kovalentne
modifikatsioon, mille kéigus lisatakse tsiitosiini-guanosiini (CpG) dinukleotiidi tsiitosiinile
enslimaatiliselt metiitilriihm (Booij et al., 2013). Praeguseni pole DNA metiileerimise tidpsed
rollid teada, kuid on kirjeldatud, et metiileerimine on hddavajalik rakkude diferentseerimiseks
ja organismi embriinaalseks arenguks (Phillips, 2008). Metiileerimine v3dib mdjutada geenide
ekspressiooni tasemeid lébi elu ning erinevatel geenidel on ka omavahel vorreldes oluliselt

erinevad metiileerituse tasemed, mistdttu on voimalik vorrelda geenide ekspressiooni
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variatiivsust kvantitatiivselt (Gibney & Nolan, 2010). Geenide ekspressiooni variatiivsuse
uurimise kaudu on vdimalik avastada seoseid geenide, keskkonna ning inimese kditumise
vahel. Naiiteks, kui inimene kasvab varajases eas vaesuses vOi stressirohkete siindmuste
keskel, siis voiks selline keskkond kutsuda esile geeniekspressiooni variatiivsust lébi teatud
geenide metiilatsiooni, mis voib omakorda tuua tdiskasvanueas mitmeid stressiga seotud

kaitumislikke fenotiitipe nagu kohanemis- voi kditumisraskuseid (Boyce et al., 2020).

Stress ja geenid

Krooniline stress ning negatiivsed elukogemused voivad viia tdsiste meeleolu- ning
drevushdireteni, kuid siiani on siiski 10plikult teadmata, kui suurel méiéral on see seotud geeni
metiileeritusega (Hing et al., 2018).

Stressi saab liigitada ‘“heaks”, ‘“kannatatavaks” ning “toksiliseks”. Hea ning
kannatatav stress on vajalik organismi homoostaasiks ning kergemat stressi on voimalik
psithholoogiliselt reguleerida. Toksiline stress, mis on pikajaline (kumuleeruv), voib kutsuda
esile pikaajalisi kahjustusi nii ajus, kui ka iilejidnud kehas (Jiang et al., 2019). Bioloogiline
ringe, mis reguleerib stressi inimorganismis on HPA (hiipotalamuse-hiipofiiiisi-neerupealise)
telg. Stressihetkedel toodab inimese HPA telg gliikkokortikoide, mis mdjutavad paljusid
siisteeme terves kehas (Jiang et al., 2019). Uuringud on leidnud, et gliikokortikodid
muudavad inimajus geeniekspressiooni (Wein, 2018). Naiteks Labonte ja tema kolleegide
(2012) too leidis, et hipokampuse kudedes oli metiileeritud 362 erinevat promootorsaiti
nendel, kes sooritasid enestapu. 248 hiipermetiileeritud geenipiirkonda oli nendel, kes
kogesid noorena vairkohtlemist ning 114 hiipometiileeritud nendel, kes seda ei kogenud.

Suurenenud 7PH2 geeni metiileeritus vOib pdhjustada mitmeid tdsiseid meeleolu-
ning kaitumishéireid (Hing et al., 2018). Mis tdhendab, et kindlamateks tulemusteks tuleks
teha arvukamalt uuringuid. Suurel midral on uuringuid tehtud serotoniini, dopamiini,
glitkokortikoidide ja kasvufaktorite radadega seotud geenidega (Jiang et al., 2019). Kdesolev

uurimistdd keskendub serotoniini rajaga seotud 7PH?2 geenile.

Triiptofaani hiidroksiilaas-2

Triiptofaani hiidroksiilaas-2 ehk 7PH2 geen kodeerib samanimelist ensiilimi, mille
kittesaadavus ja aktiivsus on méérava tihtsusega 5-HT (serotoniini) biosiinteesis (Shen et al.,
2020). Serotoniinil on tdhtis roll inimese meeleolu reguleerimisel. Hetkel on depressiooni
korral kdige laialdasemalt kasutatavaks farmakoloogiliseks ravimiks just serotonenergilist

siisteemi mojutavaid SSRI-d (serotoniini tagasihaarde inhibiitorid) (NHS, 2021). Uuring
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(Chen et al., 2017) niitas paroksetiiniga (SSRI) ravitud depressiivsete rottide peal, et TPH?2
korge metiileeritus pohjustas tdepoolest madalamat 5-HT kontsentratsiooni ajus. 7PH2
ekspressiooni moduleerivad stressorid ja stressihormoonid ning muutunud 7PH?2
ekspressioon on seotud stressireaktsiooni ning stressiga seotud hiiretega (Chen & Miller,
2012).

TPH?2 avaldumise tihtsust meeleolule kirjeldab uuring (Chen et al., 2017), mis leidis
immunohistokeemilise analiiiisi abil depressiivsete rottide puhul vihest TPH2 ekspressiooni
vorreldes tervete rottidega. Veel on leitud, et varajane stressi kogemine pohjustab 7PH2 geeni
metiileeritust ning parsib serotoniini-pdhist ravi depressiooni puhul (Shen et al., 2020). Seega
varajane stress vOib mojutada oluliselt inimese TPH2 geeni ekspressiooni, mis omakorda
vOib pohjustada mitmeid meeleoluhdireid ning voib parssida antidepressantide ravivoimet.
TPH?2 geeni ning elu jooksul kogetud stressi vaheliste suhete kirjeldamine voiks tulevikus

tagada inimestele uudseid epigeneetilisi sihtmérke neurobioloogises ravis.

Eesti Laste Isiksuse, Kiditumise ja Tervise Uuring

Uurimuses on kasutatud Eesti Laste Isiksuse, Kditumise ja Tervise Uuring (ELIKTU)
longituudseid andmeid. ELIKTU on 1998. aastal Eestis loodud prospektiivne projekt, milles
osaleb mitmeid erialaspetsialiste ning Tartu Ulikooli teadurid. 1998. aastal kutsuti uuringusse
osalema koik Tartu maakonna koolid (kokku 56), kellest 54 olid ndus projektist osa votma.
Lopuks osutus randomiseeritult valituks 25 kooli (Kurrikoff et al., 2018). Niilidseks on
ELIKTU ldbi viinud 8 uuringu etappi, mis on uurinud katseisikuid alates 9. eluaastast (I
etapp) kuni 33. eluaastani (VIII etapp).

ELIKTU uuringutes lasti uuritavatel tdita erinevaid kiisimustikke 1dbi mitme eluetapi.
ELIKTU kogus uuringu kdigus lisaks kiisitlustestidele ka laboratoorseid, antropomeetrilisi
ning biomeetrilisi andmeid (Harro, 2015).

ELIKTU on jélginud Maailma Terviseorganisatsiooni ja Rahvusvahelise arstiteaduste
ndukogu eeskirju biomeditsiiniliste uuringute labiviimiseks ning Helsingi deklaratsiooni
1975. aasta redaktsiooni ndudmisi. ELIKTU uuringud on heaks kiidetud Tartu Ulikooli

inimuuringute eetika komitee poolt (Harro, 2015).

To06 eesmirk ja olulisus
Minu uurimistod eesmirk oli vorrelda ELIKTU andmete pdhjal TPH2 geeni
metiilatsiooni individuaalset stabiilsust ning uurida kuidas uuritava elu jooksul ja ema

siinnitusel kogetud stress mojutavad lapse 7TPH2 geeni metiileeritust. 7PH2 geeni
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metiileeritust ning stressi moju uurimine vOimaldab potentsiaalselt tulevikus rakendada
tohusamalt ajupohist farmakoloogilist ravi. Samuti oleks oluline 1dbi korduvate uuringute

kaardistada TPH? roll psiihhopatoloogias.

To66 eesmérgid:

1) Leida TPH?2 metiileerituse individuaalne stabiilsus kiimne aasta moddudes.

2) Millised stressi tekitavad elusiindmused (kooli, pere, t66ga seotud) pdhjustavad TPH?2
metiileeritust?

3) Millises eluetapis kogetud stressitekitavad siindmused (siindi iimbritsevad stindmused, 15,
18 ja 25 aasta vanuselt kogetud stress) mdjutavad TPH?2 metiileeritust?

4) Kas erinevates eluetappides kogetud stress avaldab kumulatiivset moju 7TPH?2

metuleeritusele?

Meetod

Andmed on kogutud Eesti Laste Isiksuse, Kéitumise ja Tervise Uuringu (ELIKTU)
kdigus. Valimi koguarvuks on 1176 inimest, kellest 593 kuulub nooremasse ning 583
vanemasse kohorti (Kurrikoff, 2012).

Kiesolevas uurimistoos kasutatakse ELIKTU uuritavate andmeid, kellelt voeti TU
Kliinikumi Uhendlaboris geenide uurimiseks veenist vereproov. Tiisverd kasutati DNA
isoleerimiseks ja genotiipiseerimiseks (Harro, 2015). Antud t60s kasutatud uuritavate andmed
parinevad meestelt vanuses 15 ja 25 eluaastat. 1998. aastal voeti verd 15-aastastelt meestelt
(n = 194) ning 2008. aastal 25-aastastelt meestelt (n = 192). Geeni metiileerituse
individuaalse stabiilsuse arvutamisel arvestati ainult nende katseisikute tulemustega, kes
andsid molemal aastal vereproovi (n = 191). TPH2 metiilatsiooni on moddetud Saksamaal
Wiirzburgis piirosekveneerimise meetodiga. Uuringus moddeti metiilatsiooni kuues CpG
saidis 7PH2 geeni 5'UTR piirkonnas. Edaspidi kasutan geenipiirkonna jérel aastanumbrit

(1998 voi 2008), mis néitab, mis aastal on DNA voetud.

Siindi iimbritsev stress

Kiisitluste abil uuriti 15-aastaseks saavate katsealuste emade kéest andmeid lapse
stinnituse kohta. Kiisitluses uuriti siinnitamise kulgemise, rahalise seisukorra, ema tervise ja
toitumise ning lapse biomeetriliste andmete (siinnikaal ja -pikkus) kohta. Lisaks pidid emad

tdpsustama slinnitamisel esinenud probleeme. Mirgitud siindmustest kujunes kdesoleva
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uurimistod kéigus vélja siindi limbritsev stressi skoor (Siindi iimbritsev stress), mis jii

vahemikku 0-5.

Koolistress

ELIKTU uuritavatel on koolistressiga seoses kiisitud 15- ning 18-aastastelt opilastelt
iiksteist kiisimust, mis peegeldaksid kooli atmosfddri ning lapse suhteid Opetajate ja
klassikaaslastega. Peakomponentide analiiiis to1 kiisimustest vidlja kolm pdhitegurit, mis
nditasid suhteid Opetajatega, koolikaaslastega ning kiusamist/tdrjumist (Vaht et al., 2016).
Kéesolevas t00s uurisin 7PH2 geeni metiileerituste seost nii 15- kui 18-aastaselt mdodetud
alaskaaladega: Koolikiusamine, Ebameeldivused Kooliga ja Soosivad ning Mitte Soosivad

Suhted Klassikaaslastega ja Opetajatega.

Perekeskkond ja perega seotud stress

Perekeskkonna hindamiseks téitsid katseisikud PARQ (Parental Acceptance-Rejection
Questionnaire) kiisimustiku. PARQ on enesekohane kiisimustik, mille eesmirk on vilja
selgitada laste praeguseid arusaamu ning tdiskasvanute retrospektiivseid mdlestusi selle
kohta, kas nad kogesid lapsepdlves vidhemal voi suuremal mééral aktsepteerimist voi mitte
tunnustamist. ELIKTU valim tditis PARQ kiisimustiku 25-aastaselt retrospektiivselt
18-aastase vanuse olukorra kohta. PARQ-i skaalad jagunevad nelja peakomponenti:
Vanemate Kontroll (control), Vaenulikkus (hostility), Hoolimatus (neglect) ja Eristamatu
Mittetunnustamine (undifferentiated rejection) (Rohner & Ali, 2020). Katseisikud pidid
kiisimustikule vastama nelja punktilise Likeri skaala jirgi.

Lisaks tditsid wuuritavad perekeskkonna uurimiseks loodud Tartu Peresuhete
kisimustiku, mis koosneb seitsmest erinevast alaskaalast. Nendeks skaaladeks on
Alavédristamine, Lahedus, Toetus, Végivald, Vadrkohtlemine (mis koosneb Végivalla ning
Alavédristamise vadrtustest) ja Soojus (mis koosneb Liheduse ning Toetuse vidirtustest). Iga
alaskaala juures oli seitse kiisimust (nditeks “Kas sinu peal on {ikski pereliige kasutanud
futisilist vagivalda?”). Vastama pidid katseisikud nelja- voi viiepunktilise Likerti skaala jérgi
(Kurrikoff, 2012). Kéesoleva t66 andmed on kogutud 15. aastastelt poistelt, kellele
moodustus alaskaala Alavidiristamise kohta. 18. aastastelt meestelt vastanud noorte kohta
moodustus skaalad Lédheduse, Toetuse, Soojuse, Alavidristamise, Vdgivalla ning

Viarkohtlemise kohta.
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Stressitekitavad elusiindmused ja kumuleeruv stress

Antud t60s késitlen skaalasid, mis peegeldavad elu jooksul kogetud stressirohkeid
elustindmuseid. Elustindmuseid kiisiti 15-, 18-, ning 25-vanuses.

Elu jooksul kogetud stressi moddeti erinevate stressitekitavate elusiindmuste (ingl. k.
Stressful life events, SLE) kiisimustike abil. SLE kiisimustikud erinesid 14bi uuringu faaside,
kuna nimekirjas olevad stressiolukordi oli aastate jooksul tdiendatud ja/vdi muudetud.
Kiisimustikus pidid katseisikud mérkima stressirikaste elusiindmuste nimekirjast elu jooksul
kogetud siindmused. Stressirohkete elusiindmuste loendis oli 17 erinevat ebasoodsat
sindmust. Sinna kuulusid lahutus, romantilise suhte 10ppemine, lahkuminek olulisest
inimesest, konfliktid partneriga, konfliktid pereliikmega, isiklik kriis, surm vdi mone
lihedase inimese tdsine haigus, riinnaku ohvriks jidmine, rahalised raskused, elamisraskused,
tosine haigus voi vigastus, koondamine, vallandamine, seadusega probleemid, ro6vi ohvriks
jdédmine, probleemid t66l, liiklusdnnetus voi muu raske onnetus.

Viimase aasta jooksul kogetud stressirohked stindmused (25-aastaselt) klassifitseeriti
pere (viimase aasta vOi viimase viie aasta jooksul ldhedastega seotud stress) ning isiklikult
kogetud (viimase aasta vOi viie aasta jooksul isiklikult kogetud stress) stressiskoorideks
(Kurrikoff, 2012). Kogustressi skoori (25-aastaselt) moodustasid isiklikud ning perega seotud
stindmused kokku.

Kumulatiivse stressi ning metiileerituse uurimiseks 16in uurimist66 kdigus elu jooksul
kogetud stressi skoori, mille moodustasid kokku kolmel etapil kogetud stressi stindmused.
Nendeks olid 15-aastaselt stressitekitavate siindmuste, 18-aastaselt stressitekitavate
stindmuste ning 25-aastaselt viimase viie aasta jooksul kogetud stressitekitavate siindmuste
skoorid. Kumuleeruva stressi alla kuuluvad ka alaskaalad, mis peegeldavad vihemalt viie

aasta stressi siindmuste tulemusi (nditeks viimase viie aasta jooksul perega seotud stress).

Gruppide moodustamine
Selleks, et analiilisida gruppide vahelisi erinevusi kooli-, pere- ning siinditimbritseva
stressi vahel, 18in iga alaskaala juurde kolm gruppi vastavalt saadud skoori suurusele: madal

(alla 33% skoor), keskmine (33%-66% skoor) ning korge (iile 66% skoor).

Andmeanaliiiis
Kvantitatiivsete meetodite abil uurin, kas elu jooksul kogetud stress on mdjutanud
katseisikute TPH2 geeni metiileeritust. Analiiiisides on kasutatud mitteparameetrilisi teste.

Katseisikute individuaalset geeni metiileerituse stabiilsust analiilisin kordusmodtmiseks
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moeldud Friedmani testi abil. Korrelatsiooni arvutamisel on kasutatud Spearmani
korrelatsioonikordajat. Alaskaalade pohjal tekkinud gruppide vdordlemiseks viin ldbi
soltumatute gruppidega Kruskal-Wallise testi. Rohkete arvutuste tottu esitan t00s ainult
statistiliselt olulised voi olulisusele ldhenevad tulemused. Arvutuste tegemiseks kasutan

JAPS rakenduse versiooni 0.16.
Tulemused
Geeni metiileerituse individuaalne stabiilsus
Kdigi piirkondade metiileeritus (CpG1, CpG2, CpG3, CpGS, CpG6) peale CpG4 (Z =
0.064, p = 0.948) oli kiimne aasta jooksul statistiliselt olulisel méiéral tdusnud, korrelatsioonid

jaid vahemikku r = 0.123 - 0.370 (Tabel 1.).

Tabel 1. Friedmani testi ja Spearmani korrelatsioonianaliiiisi tulemused

T Z p-vaartus Spearmani r
CpGl1 1998 & 2008 3968.5 6.797 p<0.01 0.195%*
CpG2 1998 & 2008  6520.0 3.461 p<0.01 0.194*
CpG3 1998 & 2008 7133.5 2.554 p<0.01 0.165%*
CpG4 1998 & 2008  8929.0 0.064 p=0.947 0.297*
CpG5 1998 & 2008  6681.5 3.250 p<0.01 0.370*
CpG6 1998 & 2008  3905.5 6.880 p<0.01 0.123

Mdrkus: * p<0.01

Siindi iimbritsev stress

CpG2 (2008) (r = 0.205, p =0.01), CpG4 (2008) (r=0.151, p=0.05) ja CpG3 (2008)
(r = 0.139, p = 0.07) ning siinnikaalu vahel oli positiivne korrelatsioon. Siindi timbritseva
stressi ning GpG6 (1998) metiileerituse vaheline negatiivne korrelatsioon oli ldhedal
statistilisele olulisusele (r =-0.115, p = 0.141). Madala ja korgema siindi timbritseva stressiga
inimeste metiileeritus 15-aastaselt oli kdrgem vorreldes keskmise siindi imbritseva stressi

tasemega. (Tabel 2).
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Koolistress

Koolikiusamise ning CpG1 (1998) vahel ilmnes positiivne seos (r = 0.200, p = 0.02).
Soosivad Suhted Klassikaaslastega ning geenipiirkondade metiileerimise vahel olid
statistiliselt olulisele tulemusele 1dhedal geenisaidid CpG3 (1998) (r = -0.161, p = 0.07) ja
CpG6 (1998) (r = -0.159, p = 0.07). Ebameeldivused Kooliga oli positiivses korrelatsioonis
(r=0.186, p =0.03) CpGo6 (1998) geenisaidi metiileeritusega. Koolistressi alaskaala “Halvad
Suhted Opetajaga” alusel loodud gruppide vordlus niitas, et kdige kdrgem metiileeritus oli

25-aastaste puhul keskmisel grupil (Tabel 2).

Perega seotud stress

PARQ kiisimustiku pdhjal saadud vanemate kontrolli alaskaala ning geeni
metiileerituse vahel tuli kolm statistilisele olulisusele ldhedal tulemust, milleks olid CpG1
(2008) (r =-0.129, p = 0.08), CpGS5 (2008) (r=-0.133, p=0.07) ja CpG6 (2008) (r =-0.133,
p =0.07) geenisaidid.

Tartu Peresuhete skaala alaskaalade pohjal tuli mitu olulist seost. Liheduse ning
geenisaidi CpG6 (1998) (r = -0.181, p = 0.04) vahel tuli negatiivne korrelatsioon. Olulisusele
lahedal oli ka CpG4 (2008) (r = -0.166, p = 0.06) geenipiirkond. Soojuse ning
geenipiirkondade metiileerituse vahel ilmnes kaks seost. Nendeks olid CG6 (1998) (r =
-0.157, p = 0.08) ning CpG4 (2008) (r = -0.159, p = 0.08). Alavairistamise (18-aastaselt)
ning geenipiirkondade metiileerituse vahel oli seos CpG5-1 (1998)(r = -0.130, p = 0.07).
Vigivald mojutas CpG4 (2008) geenisaidi (r = 0.189, p = 0,03) metiileeritust.

Viimase aasta jooksul kogetud ldhedastega seotud stressirohkete siindmuste
(Perela_25) ning metiileerituse korrelatsioonianaliilisis oli statistiliselt oluline CpG6 (2008)
geenisaidi metiileeritus (r = 0.177, p = 0.01). Analiiiisis tuli vilja ka CpG4 (2008) (r = 0.139,
p = 0.05) ja CpGS5 (2008) (r = 0.135, p = 0.06) metiilatsioonipiirkondade ning ldhedastega
seotud stressirohkete stindmuste (1. aasta perega seotud) seoseid.

PARQ alaskaala “vanemate kontrolli” pdhjal loodud gruppide vordluses (joonis 1)
selgus, et kdige vihem geeni metiileeritust esines 25-aastaste seas keskmisel grupil ja seda

kahes geenipiirkonnas (Tabel 2).
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Joonis 1. Alaskaala “vanemate kontroll” pohjal tehtud gruppide vordlus

Stressirohked isiklikud siindmused

Viimase aasta jooksul kogetud stressirohkete isiklike siindmuste (eelmise aasta
isiklikult seotud) ja metiileerituse vahel olid statistilisele olulisusele ldhedal CpG4 (2008) (r =
0.134, p =0.06) ning CpGS5 (2008) (r = 0.130, p = 0.074) geenisaidid.

Stressitekitavad elusiindmused

15-aastaselt hinnatud stressitekitavate siindmuste skoori (15-aastaselt stressiskoor)
ning metiileerituse vahel oli olulised seosed CpG4 (2008) (r =0.171, p = 0.02) ning CpGS5 (r
= 0.129, p = 0.08) geenisaidiga. Kolm statistiliselt olulist tulemust oli metiileerituse ning
25-aasta vanuselt viimase aasta jooksul kogetud kogustressi (eelmise aasta kogu kogetud
stress) vahel. Positiivses korrelatsioonis olid CpG4 (2008) (r=0.157, p = 0,03), CpGS5 (2008)
(r=10.164, p = 0.02) ja CpG6 (2008) (r = 0.168, p = 0.02) geenisaidid. Kogustressi alaskaala
“Kogustress viimase aasta jooksul” pohjal loodud gruppide vordluses on niha lineaarset seost

(joonis 2), kus stressi koges enim kolmas grupp (Tabel 3).
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Aasta jooksul kogetud stressitekitavad sindmused (25.a)

Joonis 2. Alaskaala “Kogustress viimase aasta jooksul” pohjal tehtud gruppide vordlus

Kumuleeruv stress

Viimase viie aasta (25-aastasena) jooksul ldhedastega seotud stressirohkete
siindmustega (5 aastat perega seotud) oli seos CpG6 (2008) geenisaidil (r = 0.128, p=0.07)
(vt tabel 1).

Viimase viie aasta (25-aastasena) jooksul isiklikult kogetud stressi (5 aastat kogu
kogetud stress) ning kuue geenisaidi metiileerituse vahel oli positiivses korrelatsioonis (r =
0.120, p = 0.09) CpG4 geenipiirkond.

Kogustressi skooridel pohinenud gruppide (Kogustressi skoori grupp) ning 7PH2
geeni metiileerituse vahel puudus statistiliselt oluline tulemus. Kdige 1dhemal oli 2008. aastal
modddetud CpGS5 (2008) geenipiirkond (r = 0.122, p = 0.093).

Terve elu jooksul kogetud stressiskooril pohinenud gruppide (Kogu- ja stinnitusstressi
grupp) ning geeni metiileerituse vahel tehtud korrelatsioonianaliiiisis tuli iiks statistiliselt
oluline tulemus, milleks oli CpGl (1998) geenipiitkond (r = 0.141, p = 0.049). CpG4
metiileerituse ja stressigrupi vahel oli samuti ndrk, kuigi mitte péris statistiliselt

usaldusvédrne positiivne korrelatsioon (r = 0.121, p = 0.095).
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Kumuleeruva stressi alaskaala “kogu- ja siindi iimbritseva stressi” jirgi loodud grupi
vordlus néitas, et kdige korgem geeni metiileeritus oli keskmisel grupil. “Isiklikult viie aasta
jooksul kogetud stressi” alaskaala gruppide vordlus leidis, et kdige viiksem metiileeritus oli

norgemal grupil (Tabel 3).
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Tabel 2. Kruskal-Wallise testi pohjal saadud grupi vordlused

Lahedus Soojus Kontroll kodus PARQ Suhted dpetajaga Koolikiusamine
H(2) =5.921,
CG1 (2008) - H(2) =8.790, p=0.123* H(2) =7.035, p=.030* H(2) =7.863, p=.020** - p=.052%*
H(2) = 14.672,
CG2 (2008) - - p<.001** - H(2) =9.248, p=.010** -
CG3 (2008) - - H(2) = 8.993, p=011* - - -
CpG4 (2008) - - H(2) =9.851, p=.007** - - -

CpG5 (2008)

H(2) = 12.811, p=.002*

CG6 (2008) - - H(2)=9.164, p=.010* H(2) = 11.536, p=.003** - -

CG1 (1998) - - - - - -
H(2) = 7.751, p=

CG6 (1998) .020% M H(2) = 7.389, p= 0.250* - - - -

Mairkus: *iiks gruppide vaheline oluline erinevus, ** kaks olulist gruppide vahelist erinevust
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Tabel 3. Kruskal-Wallise testi pohjal saadud grupi vordlused

Kogu- ja siindi timbritsev

Stinditimbritsev ~ Kogustressi stress Isiklikult Sa Pere 1a kogustress la
H(2)=5.572,
CG1 (2008) p=.060 - - H(2) =7.254, p=0.027* - -
CG2 (2008) - - - - - -
CG3 (2008) - - - - - -
H(2) =9.287,
CpG4 (2008) p=.009* - - - - H(2)=7.919, p=.019*
H(2) =5,952,
CpGS5 (2008) - p=.051* - H(2) =7.392, p=0.068 - H(2) =5.185, p=.075
H(2) = 8.568,
CG6 (2008) - - - - p=.014%* H(2) =5.358, p=.067
CGI (1998) - - H(2) = 6.306, p =.043* - - -
CG6 (1998) - - - - - H(2) =7.253, p=.027*

Mairkus: *iiks gruppide vaheline oluline erinevus, ** kaks olulist gruppide vahelist erinevust
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Tabel 4. Korrelatsioonid, mis olid statistiliselt olulised véi sellele lihedal.

CGl1 CG2 CG3 CpG4  CpG5s CG6 CGl1 CG2 CG3 CpG4 CpG5 CG6
Muutuja (1998)  (1998) (1998)  (1998)  (1998) (1998) (2008)  (2008) (2008) (2008)  (2008)  (2008)
Koolikiusamine r=0.200** - - - - - - - - - - -
Soosivad Suhted Koolis - - r=-0.161%* - - r=-0.159% - - - - - -
Ebameeldivused Kooliga - - - - - r=0.186** - - - - - -
Stinnikaal - - - - - - - =0.205** 1=0.139* r=0.151** - -
Stindi timbritsev stress - - - - - =-0.115% - - - - - -
Alavédristamine - - - - r=-0.130* - - - - - - -
Vigivald - - - - - - - - - r=0.189%* - -
Vanemate kontroll - - - - - - =-0.129* - - - =-0.133* r=-0.133*
Léhedus - - - - - r=-0.181%%* - - - r=-0.166* - -
Soojus - - - - - r=-0.157%*%* - - - r=-0.159% - -
1. aasta perega seotud (25a.) - - - - - - - - - r=0.139% r=0.135* r=0.177**
5. aastat perega seotud (25a.) - - - - - - - - - - - r=0.128*
1. aasta isiklikult kogetud
(25a.) - - - - - - - - - r=0.134* r=0.130* -
15. aastaselt stressiskoor - - - - - - - - - =0.171%*% =0.129* -
1. aasta kogu kogetud stress
(25.a) - - - - - - - - - =0.157** r=0.164** r=0.168**
5.aasta kogu kogetud stress
(25.2) - - - - - - - - - r=0.120* - -
Kogustressi skoori grupp - - - - - - - - - - r=0.122* -
Kogu- ja siinnitus stressi
grupp r=0.141%** - - - - - - - - r=0.121*% - -

Mairkus: ** p<0.05, *1dhedal olulisusele



TPH2 METULEERITUSE JA STRESSI SEOSED 18

Arutelu

To6 eesmérgiks oli uurida TPH2 geeni individuaalse metiileerituse stabiilsust
ELIKTU valimil. Uurisin, kas elu jooksul kogetud voi siindi timbritsev stress vdib mojutada
TPH? geeni metiileeritust. Selleks, et uurida ka stressi kumuleeruvat moju metiileeritusele,
16in t60s kaks eraldi stressi koondtulemust, mis kajastasid mitmes eluetapis kogetud stressi,

ning vordlesin neid koos TPH?2 geenipiirkondade metiileerituse protsentidega.

TPH?2 geeni metiileerituse idividuaalne stabiilus

Kéesoleva t06 iiheks eesmirgiks oli vaadata katseisikute geenipiirkondade
metiileerituse stabiilsust. T66 kdigus tehtud dispersioonianaliitisidest selgus, et kdik peale iihe
metiilatsioonipiirkonna metiileerituse tase on 10 aasta jooksul statistiliselt oluliselt tdusnud.
Ainuke geenipiirkond, mille metiileeritus ei olnud oluliselt muutunud, oli CpG4, millel oli
mitmeid seoseid erinevate stressi mdddikutega, mis viitab, et CpG4 oli antud katseisikute

puhul kodige tundlikum geenipiirkond.

Millised stressi tekitavad siindmused on seotud 7PH?2 geeni metiileeritusega?

Mitmed varasemad uuringud on leidnud, et stressi tekitavad siindmused pohjustavad
geenipiirkondade metiileeritust (Jiang et al., 2019). Siin t66s on leitud mitu statistiliselt olulist
seost, mis nditavad, et stressiolukorrad voiksid mdjutada 7PH?2 geeni metiileeritust. Vagivald,
Koolikiusamine ja Ebameeldivused Kooliga, mille kohta uuriti olid seotud TPH2 geeni
5'UTR piirkonna metiileerituse tousuga. Selline negatiivsete olukordade mdju metiileeritusele
vaib viia stressi pikaajalisele mojule ehk psiihhopatoloogiale.

Lihedus oli seotud CpG6 (2008) saidi madalama metiileeritusega. Samuti oli Toetuse
ja Léaheduse koondskoor (Soojus) negatiivses korrelatsioonis 7PH2 geeni metiileeritusega.
Lisaks oli CG6 (2008) geenipiirkonnal negatiivne korrelatsioon Soosivad Suhted
Klassikaaslastega ja metiileerituse vahel. Samal geenipiirkonnal tuli positiivne korrelatsioon
Ebameeldivus Kooli ning metiileerituse vahel. Millest voib jéreldada pontentsiaali, et
positiivsed kogemused on suutelised kaitsma 7PH2 geeni negatiivse moju eest. Tulemustest
paistab, et stressiolukorrad pdhjustavad geenipiirkondade metiileeritust ning positiivsed
kogemused toetavad geeni avaldumist.

Huvitav tulemus oli ka olulisusele lahedal negatiivne korrelatsioon metiileerituse ja
vanemate kontrolli vahel. Gruppide vahelise analiiiisi kdigus selgus mittelineaarne seos, kus

vanemate kontroll lapse elu iile mdjutas oluliselt rohkem geeni metiilatsiooni, kui kuuluti
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gruppi, mis koges kodige vihem kodust kontrolli. Kdige vihem oli geen metiileeritud nendel,
kes kuulusid keskmisesse gruppi ehk kogesid vanemate kontrollimist, kuid mitte liiga palju
ega liiga vihe. Nende tulemuste pohjal voib spekuleerida, et moddukas kogus vanemate
kontrolli elu iile on optimaalne ning seda voib votta kui lapse distsipliini tekkimist. Samas
liigne voi vihene kontroll pohjustab lapse arengus stressiolukordi.

Lisaks nditas gruppide vaheline analiilis, et PARQ testis madalama skooriga
katseisikud, need kes mérkisid vdhem stressi tekitavaid milestusi perekonna kohta, said kahel
geenisaidil madalamad metiileerituse tasemed vorreldes nendega, kes kogesid rohkem perega
seotud stressi. Mis kinnitab veelkord, et negatiivsed stressikogemused mojutavad TPH?2 geeni
metiileeritust. Peamised stressorid, mis mdjutasid 7PH2 geeni metiileeritust olid kooli

kiusamine, vigivald ning perega seotud stress.

Millises eluetapis kogetud stress méjutab 7PH2 geeni metiileeritust?

Varasemalt on uuritud stressi mdju prenataalsele arengule. HPA-teljes toodetud
gliikkokortikodid ldbivad platsentalt lootele avaldades postnataalset mdju lapse siinnikaalule
ning ajule. Siiski on véhe uuritud kuidas siindi timbritsev stress mdjutab lapse bioloogilisi
mehhanisme (Kertes et al., 2016). ELIKTU uuringus kogutud andmetel uurisin, kuidas
mdjutab siindi timbritsev stress lapse hilisemat 7PH2 geeni metiileeritust.

Burrise ja kollegide (2013) uuring ei leidnud olulisi tulemusi slinnikaalu ning /GF2
geeni metiileerituse vahel.

Vastupidist tulemust néitas TPH?2 geeni metiileeritus, kus kaks geenipiirkonda (CpG2
ja CpG4) olid statistiliselt oluliselt positiivses korrelatsioonis siinnikaaluga. Kui aga vaadata
stinnitust timbritsevate siindmuste koguskoori ning geeni metiileeritust, siis ei leidnud iihtegi
statistiliselt olulist tulemust. Vastuoluliselt oli kdige 1dhemal CpG6 geenipiirkond ning selle
korrelatsioon oli negatiivne.

Kokkuvdtlikult leidsin, et siinnikaal, mis on eluliselt tihtis faktor lapse arengu juures,
oli seotud tulevase 7PH2 geeni normaalse avaldumisega. Samas kui arvestada tervet
stinnitusprotsessi, siis suuremat stressi kogevate emade lastel ei esinenud geeni
metiileerituses olulist erinevust. Tulevased uuringud voiksid rohkem wuurida T7TPH?2
metiileerituse ning siinnikaalu suhete kohta, et luua kindlamad seosed.

15-aastaselt kogetud stress seostus samuti TPH2 geeni metiileeritusega, mis tdhendab,
et sellel eluperioodil kogetud stress mojutab meie andmete alusel lapse TPH?2

metuleeritavust.
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25-aastastelt uuritud isiklike ning ldhedastega seotud stressirohkete stindmustega oli
kdesolevas t60s mitu olulist seost, mis nditasid, et stress voib mdjutada geeni metiilatsiooni.
Tulemustest selgus, et enam mojutasid geeni metiileeritust stindmused, mis toimusid viimase
aasta jooksul ehk 25-aastaselt mdjus viimase aasta stress rohkem, kui viie aasta stress.
Viimase aasta jooksul isiklik ning ldhedastega seotud stress mojutas jillegi mdlemas
olukorras siinse t66 andmete jirgi kdige tundlikumat metiilatsioonipiirkonda CpG4.

Kui vastata uurimistod kiisimusele, siis voib oelda, et TPH2 geeni metiileeritust

mojutavad kdikdes eluetappides olevad stressirohked siindmused.

Kas erinevates eluetappides kogetud stress avaldab kumulatiivset moju 7PH2
metiileeritusele?

Siinse t00 suurim panus stressi ja metiileerituse uurimisse on kumuleeriva stressi
mojude uurimine. Seda sellepdrast, et tegu on longituudse uuringuga ning katseisikutelt on
kiisitud stressi kohta lébi elu erinevate etappide. Samuti on 7PH2 metiilatsiooni tasemeid
moddetud katseisikutelt kahes ajapunktis. Selleks, et uurida kumuleeruva stressi moju, 16in
kaks stressi lldskoori, millest iiks késitles stressi, mida kogeti 15- kuni 25-aastaselt ning
teine, mis liitis eelnevale siindi iimbritseva stressi. Siindi timbritsev ning elu jooksul kogetud
stress avaldasid molemad eelnevates analiilisides moju 7PH2 geeni metiileeritusele.

Vastavalt kogetud stressi siindmustele moodustusid skooridest kolm gruppi 15- kuni
25-aastaselt kogetud stressi, kui ka terve elu jooksul kogetud stressi kohta. Kumuleerival
stressil oli oodatust viiksem mdju 7PH?2 geeni metiileeritusele. Kiill aga erinesid mdlemal
gruppide vahelised tulemused. Grupp, kes koges koige vidhem stressi, oli TPH2
geenipiitkondade metiileeritus madalam vdrreldes keskmise ning korge stressi grupiga.
Molema skoori puhul oli kdige kdrgem metiileeritus keskmistel gruppidel. Kolmandad grupid
(koige rohkem stressi siindmuseid) said vorreldes teise grupiga natukene madalamad

metuleerituse tasemed.

Piirangud ja edasised uuringud

Selle uurimist66 piirang oli see, et tulemused olid koik norgad kuni mdddukad
korrelatsioonid ning nende pohjal ei saa teha 10plikke jireldusi. Seega vajavad kdesoleva t66
jéreldused tulevaste TPH2 geeni metiileerituse ja stressi seoste uuringute kinnitusi. T60
piiranguks on ka valim, mille kalduvus stressoritele on pigem harv. Tulevased t66d vdiksid
uurida kindlat sotsiaalset gruppi, kes on elu jooksul kogenud suuremal méaéral stressoreid.

Viimaseks piiranguks on t66 kdigus ldbiviidud vordluste arv, millest leiti olulisi seoseid vihe.
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TPH2 geeni CpG4 geenipiirkond oli t66 valimi pohjal kdige tundlikum ehk sellel
ilmnes koige rohkem seoseid keskkonnaga. Samas oli CpG4 ainuke geenipiirkond, mis
kiimne aasta jooksul oli jddnud metiileerituse taseme poolest stabiilseks. Tulevaste
uuringutega voiks teha kindlaks, kas CpG4 oli ainult selle valimi kdige stressitundlikum
piirkond voi on sellel oluline roll stressi vahendamisel. Too kéigus leidsin paar olulist
tulemust 7PH2 geeni hilisema metiileerituse ning siinnikaalu vahel. Oma t66 tulemuste
pohjal voiks tulevikus uurida d@drmusliku siinnikaalu ning selle pdhjustatud hilisema geeni
metiileerituse seoseid.

Kinnitust sai t60 kidigus see, et negatiivsed kogemused vdivad mdojutada
epigeneetiliselt inimesele oluliste geenide metiileeritust. 7PH2 geeni metiileeritus oli suurem,
kui inimene oli kogenud negatiivseid siindmuseid nagu végivald, 1ihedastega stressiolukorrad
ja Ebameeldivused kooliga. Samas néitasid positiivsed kogemused nagu Léhedus ja Toetus,
et neil on geeni madalama metiileeritusega. Viimaseks t60s leitud seoseks on optimaalse

vanemate kontrolli lapse elu iile ning 7PH?2 geeni metiileerituse vahel.
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