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INFOLEHT

Millised on rottide sotsiaalse kiiitumise monoamiinergilised alusmehhanismid?

Sotsiaalne kéitumine on inimese jaoks keskse tdhtsusega, mistdttu selle neurobioloogiliste
mehhanismide moistmine omab olulist praktilist véartust. Loomkatsemudelid vdimaldavad
sotsiaalse kditumise fenotiilipi ehk piisisotsiaalsust uurida korduvate interaktsioonikatsete kaudu,
modtes loomade keskmist sotsiaalses kontaktis veedetud aega erinevate partneritega. Kéesoleva
bakalaureuset66 eesmérgiks oli uurida piisisotsiaalsuse seoseid monoamiinergiliste
alusmehhanismidega, keskendudes dopamiini ja serotoniini rollile rottide ajus. Monoamiinide
sisaldust uuriti juttkehas ex vivo ja mikrodialiilisimeetodil eesajukoores in vivo, kasutades
korgsurvevedelikkromatograatiat (HPLC). Kuigi t66 kdigus ei leitud sotsiaalsuse alusel statistiliselt
usaldusvairseid erinevusi dopamiini vOi serotoniini tasemetes juttkehas voi eesajukoores, ilmnes
statistiliselt usaldusvéddrne tulemus suurema piisisotsiaalsusega emastel rottidel vorreldes isaste
rottidega. Suurema plisisotsiaalsusega emastel rottidel oli méarkimisvéaérselt korgem serotoniini

vabanemise potentsiaal eesajukoores.

Mairksonad: HPLC, mikrodialiiiis, serotoniin, dopamiin, dopamiini  vabanemine,
loomkatsemudelid, paraklooramfetamiin, serotoniini vabanemine, sotsiaalne kditumine

CERCS koodid: B640, P300, S260

What are the monoaminergic mechanisms underlying social behavior in rats?

Social behaviour plays a central role in human life, making the understanding of its neurobiological
mechanisms highly valuable from a practical perspective. Animal models allow the investigation of
the social behaviour phenotype—also referred to as trait-like sociability—through repeated social
interaction tests, where the average time spent in social contact with different partners is measured.
The aim of this bachelor's thesis was to investigate the neurochemical mechanisms underlying trait-
like sociability in rats, focusing on the role of the monoamines dopamine and serotonin in the brain.
Monoamine levels were measured in the striatum ex vivo and in the prefrontal cortex in vivo via
microdialysis with high-performance liquid chromatography (HPLC). Although no statistically
significant differences in dopamine or serotonin levels were found in the striatum or in the prefrontal
cortex based on sociality, one key result emerged: female rats with higher trait-like sociability
showed significantly greater serotonin release potential in the prefrontal cortex compared to male

rats.

Keywords: HPLC, microdialysis, serotonin, dopamine, dopamine release, animal models,
parachloroamphetamine, serotonin release, social behaviour

CERCS codes: B640, P300, S260
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1. KASUTATUD LUHENDID

3-MT — 3-metoksiitiiramiin

5-HIAA - 5-hiidroksiiindooldddikhape
5-HT — 5-hiidroksiitriiptamiin, serotoniin
COMT - katehhool-O-metiiiiltransferaas
DA — 3-hiidroksiitiiramiin, dopamiin
DOPAC - 3,4-dihiidroksiifentiiiladdikhape
HCIO4 — perkloorhape

HPLC — korgsurvevedelikkromatograafia
HS — suurema piisisotsiaalsusega rotid
HVA — homovanilliinhape

KClI — kaaliumkloriid

LS — viiksema piisisotsiaalsusega rotid
MAO — monoamiinide oksiidaas

MDMA - metiileendioksiimetamfetamiin
Na;EDTA — etiileendiamiintetradédikhappe dinaatriumsool
NazS205 — naatriumbisulfit

SOS — 1-oktaansulfoonhape, naatriumisool
STR — juttkeha (striatum)

PCA — paraklooramfetamiin

PFC — prefrontaalne korteks ehk eesajukoor (prefrontal cortex)



2. SISSEJUHATUS

Biomeditsiinilistes  teadusuuringutes  kasutatavate = loomade  kditumise  pohilised
indiviididevahelised erinevused avavad wuusi vOimalusi inimese psiihhopatoloogia
modelleerimiseks (Méllo et al. 2007). Sotsiaalne kditumine on oluline aspekt inimese elus,
seega on arusaam sotsiaalse kditumise alusmehhanismidest praktilise véértusega. Rottide
sotsiaalse kditumise fenotiilibi ehk piisisotsiaalsuse modtmiseks saab kasutada korduvaid

katseid erinevate partneritega, kus mdddetakse sotsiaalses interaktsioonis veedetud aega.

Kéitumine ja seda mojutavad neurokeemilised alusmehhanismid on seotud erinevate
monoamiinidega. Monoamiinid on keemilised iihendid, mis sisaldavad iihte aminoriithma ja
aromaatset tuuma, mis on iihendatud etiiiilahela kaudu. Monoamiinse struktuuriga virgatsained
— dopamiin ja serotoniin — on keemilised neurotransmitterid, mis reguleerivad paljusid
kehafunktsioone. Dopamiinil on keskne roll naudingu- ja tasusiisteemis ning lisaks osaleb see
litkkumise ja koordinatsiooni reguleerimises (Harsing 2008). Serotoniin on seotud milu ja
Oppimisega, meeleolu muutuste, toidu tarbimisega, une, paljunemisega, valu tajumise ja

sotsiaalse kditumisega. (Kiser et al. 2012)

Monoamiinergilised silisteemid on olulised sihtmérgid mitmete neuropsiihhiaatriliste ja
neuroloogiliste seisundite puhul. Monoamiinergiliste siisteemide hiiritus mangib olulist rolli
vaimse tervise héirete, nditeks depressioon, Parkinsoni tobi jpt tekkepdhjustes. (Di Giovanni et

al. 2016)

Kéesoleva t60 eesmargiks oli uurida, millised on erineva plisisotsiaalsusega rottide sotsiaalse
kditumise monoamiinergilised alusmehhanismid. Selleks viidi 1dbi katsed kahe erineva
metoodika abil, uurides dopamiini ja serotoniini sisaldusi juttkehas ex vivo ja eesajukoores

mikrodialiisaadi meetodil in vivo.

Pandi paika neli uurimushiipoteesi:

1) Suurema piisisotsiaalsusega rottidel on dopamiini kdive juttkehas véiksem,;
2) Suurema piisisotsiaalsusega rottidel on serotoniini kdive juttkehas suurem;

3) Dopamiini vabanemise potentsiaal eesajukoores on suurema piisisotsiaalsusega rottide puhul

viiksem;

4) Serotoniini vabanemise potentsiaal eesajukoores on suurema piisisotsiaalsusega rottide puhul

suurem.



3. KIRJANDUSE ULEVAADE

3.1 Sotsiaalne interaktsioon

Evolutsiooniliselt on sotsiaalne kditumine olnud oluline tegur indiviidi ja liigi ellujddmisel.
Paljud kliinilised hédired, nditeks sotsiaalne drevushéire, mitmed isiksusehdired ja autism,
hdlmavad raskusi sotsiaalsete kontaktide loomisel vdi sdilitamisel. Sotsiaalse kéitumise
fenotiilipset viljendust reguleerivad paljud erinevad neurokeemilised siisteemid, kuid seos ei
ole veel vilja kujunenud. Monoamiinergilised slisteemid, holmates dopamiini ja serotoniini, on
seotud peaaegu koigi ajufunktsioonidega ning nende tasemete muutumist on tuvastatud
enamiku neuropsiihhiaatriliste ja neuroloogiliste haiguste puhul. (Di Giovanni et al. 2016)
Hiljutised uuringud inimeste kohta on ndidanud serotoniini ja dopamiini (Yamaguchi et al.
2015) rolli isiksuse omaduste vidljendumisel protsessides, mis on seotud afektiivsete ja
motivatsiooniliste  protsessidega. Sotsiaalse kéitumise ja sellega seotud hiirete
neurobioloogiliste mehhanismide iiksikasjalikku uurimist vdimaldavad mudeldada
loomkatsemudelid. (TOnissaar et al. 2004) On vilja todtatud erinevad loomkatsemudelid
drevuse ja depressiooni fenotiilipide mudeldamiseks, nditeks pluss-kujuline labiirindi katse
(elevated plus maze), sunnitud ujumise katse (forced swim test), valguse/pimeduse iilemineku
katse (light/dark exploration test) jpt. (Wang et al. 2017) Uks peamisi kiitumise mudeldamiseks

kasutatav loomkatsemudel on sotsiaalse interaktsiooni mudel.

3.2 Sotsiaalse interaktsiooni loomkatsemudel

Nariliste sotsiaalse kéditumise uuringud on enamasti 1dbi viidud iisna spetsiifiliste paradigmade
raames, nditeks agressiivset voi emalikku kéitumist uurides. Siiski on olemas sageli kasutatav
lihtne loomkatsemudel, mis on vilja tdotatud anksiogeensete (drevus- ja hirmutunnet
suurendav) ja anksioliiiitiliste (drevus- ja hirmutunnet pérssiv) ravimite mdju modtmiseks, kuid
mis pohineb sotsiaalsel kiitumisel. See koosneb sotsiaalse suhtluse testist, mille puhul
moddetakse kahe teineteise jaoks vOOra roti vahel neutraalsel areenil aktiivses sotsiaalses
suhtluses kulunud aega. Rottide kditumine sotsiaalse suhtluse testis ei korreleeru histi nende
tulemustega teistes drevuse loomkatsemudelites, mis viitab sellele, et mudelil on muid olulisi
alusmehhanisme kui ainult {ldine drevus. Seda voiks kasutada sotsiaalse kditumise
neurobioloogia uurimiseks, tingimusel, et looma sotsiaalne kéitumine oleks selles testis
jarjekindlalt véljendatud tunnus. Varasemad uuringud on ndidanud, et sotsiaalne aktiivsus
sotsiaalse suhtluse testis on tdepoolest stabiilne isiksuseomadus (Tonissaar et al. 2004).

Sotsiaalne kéitumine iiksikutes testides korreleerub tugevalt keskmise sotsiaalse aktiivsusega



koigis testides kokku ning see tunnus piisib iile mitme mddtmise (Tonissaar et al. 2004),
vaatamata sellele, et sotsiaalse kditumise vdljendamine sdltub partneri sotsiaalsest aktiivsusest

ja kipub vanuse ja kehakaalu suurenemisega vihenema. (TOnissaar et al. 2008)

3.3 Dopamiinergiline siisteem

3.3.1.1 Dopamiin

Dopamiin (vt joonis 1), nomenklatuurse (IUPAC) nimega 3-hiidroksiitiiramiin (DA), on
monoamiinne neurotransmitter, massiga 153 Da. Dopamiin méngib olulist rolli aju toimimises
ja selle puudujdigid on seotud mitmete psiihhiaatriliste hdiretega (Yamaguchi et al. 2015).
Dopamiini vihenemist prefrontaalses ajukoores ja striataalse dopamiini vabanemise parssimist
on seostatud skisofreenilistel patsientidel. Dopamiini kadu juttkehas on seostatud motoorse
kontrolli kadumisega, mis kutsub esile Parkinsoni tdve. Dopamiini vabanemise ja tagasihaarde
ebanormaalset talitlust on seostatud ka néiteks Gilles de la Tourette’i siindroomiga. (Best et al.
2009) Kuigi DA rolli kognitiivsetes ja afektiivsetes funktsioonides on pohjalikumalt uuritud
kui sotsiaalsetes funktsioonides, siis kogunevate tdendite pdhjal saab Oelda, et
dopamiinergilineslisteem on iiks peamisi neurotransmittersiisteeme, mis reguleerib sotsiaalset
tegevust nii loomadel kui ka inimestel. Sotsiaalne funktsioon, millega DA on seotud vdib
viljenduda individuaalselt mitmetes kéditumistes nagu paarisuhted, vanemate ja jarglaste seotus,
agressiivsus, sotsiaalne dratundmine ja milu kuni sotsiaalse struktuuri tasandini nagu sotsiaalne
vorgustik ja hierarhia. (Yamaguchi et al. 2015)

NH,

HO

HO
Joonis 1. Dopamiini molekuli struktuur

3.3.1.2 Dopamiini siinteesi regulatsioon

Dopamiini siintees algab tiirosiinist. Tiirosiin hiidroksiiiilitakse enstiiimi tlirosiinhiidroksiilaasi
(TH) abil, moodustades 3,4-dihiidroksii-L-feniiiilalaniini (L-DOPA). L-aromaatsete
aminohapete dekarboksiilaas (AADC) muundab L-DOPA dopamiiniks (vt joonis 2). (Harsing
2008)
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HO
Tiirosiinhiidroksiilaas HO Dekarboksiilaas
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Tiirosiin L-DOPA Dopamiin

Joonis 2. Dopamiini siintees tiirosiinist

Dopamiinergilistes ndrvildopmetes on dopamiini molekulid pakendatud transpordivalkudesse
ning transporditakse nende kaudu siilituspdiekestesse. Dopamiini lilekande signaali
1opetamises osalevad kaks ensiilimi: monoamiinide okslidaas (MAQO) ja katehhool-O-
metiiiiltransferaas (COMT) (Harsing 2008). Kui dopamiin vabaneb siinapsis, saab see seonduda
nii pre- kui ka postsiinaptilistele DA-retseptoritele. Viimase tagajirjel transpordib dopamiini
transportermolekul (DAT) selle tagasi presiinaptilistesse nirvildpmetesse. Kui dopamiin jouab
tagasi tsiitosooli, siis see kas pakitakse uuesti séilituspdiekesse voi lagundatakse. (Davis et al.

2023)

Dopamiini lagunemisel metaboliitideks deamineerib MAO dopamiini, moodustades 3,4-
dihiidroksiifentiiilatsetaldehiiiidi, ja COMT metiiiilitud 3-MT, moodustades 3-metoksii-4-
hiidrokstifeniiiilatsetaldehiitidi, mis on mdlemad inaktiivsed ja ebastabiilsed iihendid.
Aldehiitiddehiidrogenaasi abil saab 3-metoksii-4-hiidrokstifeniitilatsetaldehtiiidist
homovanilliinhape (HVA) ning 3.,4-dihiidroksiifeniitilatsetaldehiitidist 3,4-
dihiirdoksiifeniitiladdikhape (DOPAC), mis laguneb COMT abil edasi homovanilliinhappeks
(HVA) (vt joonis 3). (Harsing 2008) Metaboliitide tasemete uurimine on oluline sellepirast, et

see annab meile terviklikuma pildi ajus toimuvatest biokeemilistest protsessidest.
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Joonis 3. Dopamiini lagunemine metaboliitideks

3.3.1.3 Dopamiini retseptorid ja nende paiknemine

Dopamiinergilise siisteemi ja selle hiirete uurimisel vdetakse arvesse nii kditumuslikke,
fiisioloogilisi kui ka biokeemilisi aspekte. Inimkehas on palju erinevaid signaaliretseptoreid,
millest enamik on seotud G-valguga (GPCR-d), sh dopamiiniretseptor. On olemas viite tiiiipi
dopamiiniretseptoreid: D1, D2, D3, D4 ja Ds, millest kdigil on erinev funktsioon ning need
jaotatakse kahte eraldi alagruppi Di-tiilipi (Di- ja Ds-retseptorid) ja D»-tiitipi (D2-, Ds3- ja Ds-

retseptorid.

Di- ja Ds-retseptorite tihedus on suurim juttkehas (striatum), naalduvas tuumas (nucleus
accumbens), haistesibulas (bulbus olfactorius) ja mustolluses (substantia nigra). Need
retseptorid paiknevad postsiinaptiliselt (Davis et al. 2023) ning reguleerivad tasu silisteemi,
motoorset aktiivsust ning milu ja Oppimist. Di- ja Ds-retseptorid haakuvad G-valgu
stimuleerivate kohtadega (stimulatory sites) ja selle tagajdrjel aktiveerib G-valk
adentiiiltsiiklaasi, mis toob kaasa cAMP tootmise. Sellele jargneb proteiinkinaas-A tootmine,

mis toob kaasa transkriptsiooni raku tuumas.

D»-, Ds- ja Dy4-retseptorid paiknevad peamiselt juttkehas (striatum), naalduvas tuumas (nucleus
accumbens), hipokampuses (hippocampus), mandelkehas (amygdala) ja ajukoores (cortex). D»-
, D3- ja D4-retseptorid viljenduvad nii pre- kui ka postsiinaptilistes nirvildpmetes (Davis et al.

2023), haakudes G-valgu inhibeerivate kohtadega (stimulatory sites), mille jirel toimub
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adeniiiiltsiiklaasi inhibeerimine, vihendades cAMP tootmist (Davis ef al. 2023), ja K* kanalite

aktiveerimine. (Bhatia ef al. 2023)

Dopamiini retseptorite paiknemine on tihedalt seotud dopamiinergiliste juhteteedega, kus
toimub dopamiini liikumine siinteesipaiga ja sihtpunkti vahel. Dopamiinergilisi juhteteid on
neli: nigrostriataalne (mustollusest juttkehasse), mesokortikaalne (kShtmisest katendialast
ajukoorde), mesolimbiline (kohtmisest katendialast naalduvasse tuuma ja mandelkehasse) ja
tuberoinfundibulaarne (hiipotalamusest ajuripatsisse). (Missale et al. 1998; Luo and Huang

2016)

3.4 Serotonergiline siisteem

3.4.1.1 Serotoniin

Serotoniin (vt joonis 4), nomenklatuurse (IUPAC) nimega 5-hiidroksiitriiptamiin (5-HT), on
monoamiinne neurotransmitter, massiga 176 Da. Serotoniin siinteesitakse kesknirvisiisteemi
serotonergilistes neuronites (Jonnakuty and Gragnoli 2008). Serotonergilinesiisteem juhib
kditumisreaktsioone  keskkonnast tulenevatele stiimulitele ning {iheks vdimsaks
keskkonnateguriks on sotsiaalne keskkond. Serotoniini poolt moduleeritud kditumuslikud ja
neuropsiihholoogilised protsessid hdlmavad meeleolu, taju, tasu, viha, mélu, seksuaalsust ja
tdhelepanu. (Berger et al. 2009) Soodsas keskkonnas, nditeks toetavas ja rikastavas sotsiaalses
olukorras on korge reageerimisvoime keskkonnaomadustele kasulik, kuna see voimaldab
kergemini kasu saada. Seevastu ebasoodsas keskkonnas, nditeks rohuvas ja ahistavas
sotsiaalses olukorras on korge reageerimisvoimega indiviidid sellest negatiivsemalt mdjutatud.
(Kiser et al. 2012) 5-HT héiritud regulatsioon aitab kaasa mitmetele héiretele, nagu
narkomaania, skisofreenia, soomishéired, impulsside kontrolli hdired jpt (Murphy et al. 2004).
Inimestel on serotoniini tase positiivses korrelatsioonis kahju véltivate isiksuseomadustega
ning serotonergiliste korvalekalletega on seotud psiihhiaatrilised héired, nagu &drevus ja

depressioon (Siegel and Crockett 2013).

H
N

NH;

HO

Joonis 4. Serotoniini molekuli struktuur
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3.4.1.2 Serotoniini siinteesi regulatsioon

Serotoniini siintees koosneb kahest enstimaatilisest etapist. Esimene ja kiiruse poolest piiratud
etapp algab asendamatust aminohappest triiptofaan, mis muudetakse esmalt triiptofaani
hiidroksiilaasi abil 5-hiidroksiitriiptofaaniks. Seejdrel muudetakse 5-hiidroksiitriiptofaan

aromaatsete aminohapete dekarbokstilaasi abil serotoniiniks (vt joonis 5). (Kiser ef al. 2012)

ZT

H HO
N

Dekarbokstilaas
-

OH NH,
l

\\\N H2Truntofaanhudmksulaas

o HN NH2 HO

Triiptofaan 5-hiidroksiitriiptofaan Serotoniin

Joonis 5. Serotoniini siintees triiptofaanist

Uheks vdimalikuks serotoniini signaali iilekande 1dppemiseks on tagasihaare, serotoniini
transportermolekuli SERT abil. Kui 5-HT on liikunud siinapsist rakumembraani, viib
vesikulaarne monoamiini transporter (VMTAZ2) serotoniini siinaptilistesse séilituspdickestesse
ladustamiseks. Teine vdimalus 5-HT signaali iilekande lopetamiseks on 5-HT lagundamine

monoamiinioksiidaas-A poolt. (Olivier 2015)

Monoamiinide  oksiidaas deamineerib  serotoniini  oksiideerivalt  toksiliseks  5-
hiidroksiiindoolatseetaldehiitidiks, mis muudetakse seejérel aldehiitiddehiidrogenaasi abil 5-

hiidroksiiindooldddikhappeks (5-HIAA) (vt joonis 6) (Feldman 2004).

Serotoniin
HO NH,
| N
N
H
Monoamunide
oksiidaas fO
HO
| N

Joonis 6. Serotoniini lagunemine metaboliidiks
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3.4.1.3 Serotoniini retseptorid ja nende paiknemine

Serotoniin interakteerub 7 (5-HT.7) retseptoriperekonnaga ja vihemalt 14 erineva retseptori
alatiiibiga (5-HT 1A, 1B, 1D, 1E, IF; 24, 2B, 2C, 3, 4, 5A, 5B, 6 ja 7), Mis on samuti seotud G-valguga (Olivier
2015; Zmudzka et al. 2018). 5-HT siisteem koosneb morfoloogiliselt neuronite riihmast, mille
rakukehad asuvad ajutiive raphetuumades (raphe nuclei), ja keerukatest aksonaalsilisteemidest,
mis varustavad pea koiki kesknérvisiisteemipiirkondi projektsioonidega, sealhulgas
prefrontaalset ajukoort (prefrontal cortex), basaalganglione ning ajutiive piirkondi.
Serotonergilise siisteemi saab jaotada kaheks: rostraalne ehk eespoolne ja kaudaalne ehk
sabapoolne. (Tork 1990) Arevuse ja depressiooni regulatsioonis osalevad 5-HTi-, 5-HT»-, 5-
HTs-, 5-HTs- ja 5-HT7-retseptorid, mis jagunevad omakorda mitmeks alatiilibiks (Yohn ef al.
2017). 5-HTa-retseptorite suurim tihedus on hipokampuses (hippocampus), mandelkehas
(amygdala), hiipotalamuses (hypothalamus) ja neokorteksis (neocortex), 5-HTp-retseptorid
paiknevad basaalganglionides ja mustolluses (substantia nigra). Uuringud néitavad, et 5-HT -
ja 5-HTip- retseptorid reguleerivad serotoniini vabanemist, kuid on ebaselge kas need
retseptorid asuvad rakukehadel voi mujal. 5-HTac-retseptoreid leidub enim hiipotalamuses
(hypothalamus), hipokampuses (hippocampus), neokorteksis (neocortex) ja mustolluses
(substantia nigra). 5-HTs-retseptorid paiknevad juttkehas (striatum) ja mustolluses (substantia
nigra) ning on leitud, et ka hipokampuses (hippocampus). 5-HTs-retseptoreid leidub enim
juttkehas (striatum), naalduvas tuumas (nucleus accumbens) ja ajukoores (cortex) ning 5-HT7-
retseptoreid hiipotalamuses (hypothalamus) ja iilemistes kiinkakestes (superior colliculus).

(Frazer and Hensler 1999)

3.5 Juttkeha (striatum)

Juttkeha on basaalganglionide peamine sisendiiksus (input unit). Juttkeha saab dopamiinergilisi
ja motoorsete funktsioonidega seotud signaale ja on iihenduses piirkondadega, mis to6tlevad
emotsioone (Delgado 2007). Juttkeha impulsid saabuvad kolmest allikast: ajukoorest, keskajust
ja hiipotalamusest (Bdez-Mendoza and Schultz 2013). Juttkeha on jaotatud funktsionaalselt
kaheks eraldiseisvaks osaks: ventraalne ja dorsaalne. Uuringud nérilistel on ndidanud, et
ventraalne striatum on seotud afektiivsete ja motivatsiooniliste protsesside todtlemisega.
Seevastu dorsaalne striatum on seotud kognitiivsete ja sensomotoorsete funktsioonidega.
(Delgado 2007) Neurofiisioloogilised uuringud niitavad, et juttkeha aktiivsust mdjutavad
sotsiaalsed hiived ja tegevused. Eelkdige aktiveerub juttkeha sotsiaalsetes olukordades tasu
saamisel ning sellel on oluline roll ka paarisuhete moodustamisel. (Baez-Mendoza and Schultz

2013)
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3.6 Prefrontaalne korteks ehk eesajukoor (PFC)

Suurajukoor jaguneb neljaks alaosaks: otsmiku-, oimu-, kiiru- ja kuklasagaraks (Javed et al.
2023). Otsmikusagaras paikneb prefrontaalne korteks ehk eesajukoor (PFC), millel on oluline
roll kognitiivsetes protsessides nagu tdhelepanu, otsuste langetamine ja emotsionaalse
kditumise reguleerimine (Morecraft and Yeterian 2002). Inimese prefrontaalse korteksi saab
jagada kolmeks piirkonnaks: lateraalne, mediaalne ja orbitaalne. Orbitaalsed ja mediaalsed
piirkonnad on peamiselt seotud emotsioonidega ning lateraalne piirkond kontrollib

kognitiivsust. (Santana and Artigas 2017)

3.7 Paraklooramfetamiin (PCA)

Serotonergilise slisteemi talitlushéire tekitamise tiheks viisiks on neurotoksiinide nagu 3,4-
metiileendiokstimetamfetamiin (MDMA) v0i paraklooarmfetamiini (PCA) kasutamine.
MDMA on tuntud ja laialdaselt kasutatav psiihhoaktiivne uimasti, millel on stimuleeriv ja
prosotsiaalne (Kamilar-Britt and Bedi 2015) toime. Parast MDMA tarvitamist voivad inimesed
kogeda heaolutunnet, muutunud ajataju, kergeid hallutsinatsioone, suurenenud enesekindlust,
vihenenud drevust jpm. (Davison and Parrott 1997) Paraklooramfetamiin (vt joonis 7) on
kvalitatiivselt sarnane neurotoksiin, kuid palju neurotoksilisem kui MDMA. Serotoniini
neuronite neurodegeneratsiooni saavutamiseks on vaja MDMA korduvat manustamist, samas
kui PCA tekitab mdju pérast iihekordset vdikest annust. 5-HT selektiivsed neurotoksiinid
toimivad kahes etapis: esimestel tundidel parast ravimi manustamist vabaneb 5-HT kiiresti ning
jargmise 24 tunni jooksul 5-HT tase normaliseerub; jirgmiste pdevade jooksul vdheneb 5-HT
tase ajukoes neurodegeneratsiooni tottu. (Sanders-Bush and Steranka 1978) PCA pdhjustab
vihemal maéiral ka dopamiini massilist depolarisatsioonist soltumatut vabanemist (Norden et

al. 2024).

Cl

Joonis 7. Paraklooramfetamiini struktuur

3.8 Mikrodialiiiis
Mikrodialiilis on proovivotu meetod, mis voimaldab votta ja koguda proove rakkudevahelisest
ruumist, tdnu spetsiaalse sondi ja poolldbilaskva membraani paigaldamisel huvipakkuvasse

koesse (Chefer et al. 2009). Analiiiitide hulka vdivad kuuluda endogeensed iihendid, nditeks
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neurotransmitterid, et hinnata nende biokeemilist rolli organismis, voi eksogeensed iihendid,

nditeks ravimid, et midrata nende jaotumist organismis.

Mikrodialiilisi pohielement on kirurgiliselt sisestatud sond, mis dialiilisi pdhimdttel eraldab
makromolekulid ja mis vdimaldab votta proove valkudega ja ensiiimidega mitteseotud kujul

rakuvélisest ruumist. (Chaurasia et al. 2007)

Mikrodialiiiisisond koosneb tavaliselt roostevabadest torudest, mis on tehtud terasest, sulatatud
ranidioksiidist voi nende kahe segust, ning membraanist, mis on enamasti poliikkarbonaadist,
tselluloosatsetaadist voi poliiakriitilnitriilist (Weiss 2000). Membraani ldbilaskvus on tavaliselt

piiratud iihenditega, mille molekulmassid on <20 000 Da.

Sond paigaldatakse uuritavasse koesse peale mida perfusioonitava lahusega voolutamisel
saavad dialiiisimembraani vélispinnal olevad ained difundeeruda ldbi membraani péri
kontsentratsioonigradienti (vt joonis 8 ja joonis 9). Sondist véljuv lahus kogutakse teatud
ajavahemike jérel ja seda nimetatakse dialiisaadiks (Chaurasia et al. 2007). Tavaline proovi

kogumise aeg iihe proovi jaoks jdéb vahemikku 1 kuni 20 minutit. (Chefer et al. 2009)
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Joonis 8. Mikrodialiiiisi sondi pohimote
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Joonis 9. In vivo mikrodialiiiisi slisteem koos rotiga (Guiard and Gotti 2024)

3.9Korgsurvevedelikkromatograafia ja elektrokeemiline detekteerimine

Korgsurvevedelikkromatograafia (High  Performance Liquid ~ Chromatography) on
kromatograafia liik, mille puhul siistitakse lahuse kujul olev proov vedelasse liikuvasse faasi,
mida nimetatakse mobiilseks faasiks. Mobiilne faas viib proovi korge rohu abil Idbi
statsionaarse faasi. Statsionaarse faasi osakesed, mis jddvad suurusjirku vaid moni
mikromeeter, on kolonnis tihedalt kokkupakitud ja proovis olevad molekulid adsorbeeruvad-
desorbeeruvad kolonni ldbimisel tuhandeid kordi, tagades kdorge lahutuvuse efektiivsuse.
Komponentide signaali registreerimiseks kasutatakse HPLC-s elektrokeemilist, UV-Vis,
fotodioodrivi-, fluorestsents- vOi massispektromeetrilisi detektoreid. Detektorite puhul on

oluline nende korge tundlikkus ja lai lineaarne ala. (Harvey 2019)

Statsionaarse ja mobiilse faasi polaarsuse alusel jagatakse korgsurvevedelikkromatograafia
kaheks: normaal- ja poordfaaskromatograafia. Normaalfaaskromatograafias on eluent
mittepolaarne (nditeks heksaan voi isopropiiiileeter) ja statsionaarne faas polaarsete omadustega
(nditeks modifitseerimata pinnaga silikageel). Poordfaasikromatograafias on mobiilne faas
polaarne ning statsionaarne faas mittepolaarsete omadustega. Eluendina kasutatakse polaarseid
solvente (nditeks metanooli vO1 atsetonitriili ja vee segu). (Harvey 2019)
Poordfaaskromatograafias midrab analiilidi retentsiooniaja peamiselt selle hiidrofoobsus.

Kolonnist viljuvad kiiremini polaarsemad molekulid kui mittepolaarsed ning vastavalt sellele
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kasvab ka proovi komponentide retentsiooniaeg jirjestuses polaarsemast mittepolaarsemani.
Kui uuritavatel ithenditel puuduvad happelised voi aluselised omadused, on mobiilse faasi pH
moju nende iihendite retentsioonile olematu. (Dolan 2017) Kromatografeerimispuhver peab
tagama konstantse pH kogu elueerimise véltel ning kasutatav solvent olema muutumatu koikide

analiiiiside viltel, véltimaks retentsiooniaja muutusi. (Dolan 2016)

Kromatograafia voimaldab viia 1dbi kvalitatiivset ja kvantitatiivset analiilisi. Kehtib seaduspéra,
et aine jaoks on samade kromatografeerimistingimuste juures retentsiooniaeg sama.
Retentsiooniaeg on ajavahemik proovilahuse siistimisest kromatogrammi kuni huvipakkuva
tthendi piigi maksimumi ilmumiseni kromatogrammil (Lee 2011). Kui standardainetega on
paika pandud kromatografeerimise parameetrid ja on teada, millal analiitidid kolonnist
véljuvad, vOib usaldusvairselt saada ka kvalitatiivset infot. Kvantitatiivne analiilis pdhineb
piikide kdrguste voi pindalade modtmisel kromatogrammil. Piigi korgus voi piigi pindala on
vordeline kromatograafi siistitud proovisegus oleva konkreetse komponendi kogusega. (Harvey

2019)

Elektrokeemiline detekteerimine on laialdaselt kasutatud meetod neurotransmitterite ja nende
metaboliitide  analiiiisimiseks ja  kvantifitseerimiseks (Guiard and Gotti 2024).
Amperomeetriline detekteerimine on liks mitmest elektrokeemilise detekteerimise meetodist,
mille puhul mdddetakse elektroodile rakendatud fikseeritud potentsiaali juures voolu muutust
ajas. Rakendatud potentsiaali tulemusena toimub elektroaktiivsete iihendite redoksreaktsioon.
Serotoniini ja dopamiini redoksreaktsioonid on nédhtavad joonisel 10 ja joonisel 11. Ajas
registreeritud elektrivool on otseselt seotud analiilidi kontsentratsiooniga lahuses. Meetodi
eeliseks on tundlik ja selektiivne tuvastamine. (Wang 2002) IUPAC defineerib selektiivsust kui
omadust, mil mééral analiilisimiseks kasutatav meetod suudab eristada analiiiiti teistest proovis
leiduvatest iithenditest, samas kui tundlikkus on numbriline viljendus selle kohta, kuidas signaal

muutub koos analiiiidi kontsentratsiooniga (Delmo et al. 2023).

H N
oksiideerumine \ .
redutseerumine £ H" + 2e"
HO o=
e NH,

Joonis 10. Serotoniini redoksreaktsiooni mehhanism
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4. EKSPERIMENTAALNE OSA

4.1 Katseloomad

Juttkehast dopamiini ja serotoniini ning nende metaboliitide sisalduste mdotmiseks kasutati
katseloomadena isaseid Wistar liini rotte (n = 30), vanuses 2-3 kuud. Katseloomi hoiti ruumis,
kus oli automatiseeritud 12-tunnine, kell 8:00-20:00, valguse-pimeduse tsiikkel. Koik katsed
toimusid valgusperioodil ning katsevilistel aegadel oli katseloomadele tagatud vaba juurdepiis
toidule ja veele. Katsed viidi 1dbi TalTech-i vivaariumis ning olid kooskodlas Eesti ja Euroopa
liidu digusega (direktiiv 2010/63/EU) (Euroopa Parlament & Euroopa Liidu Noukogu, 2010).
Loomkatse luba: Ethical Committee for Animal Experiments of the Estonian Ministry of Rural

Aftairs (permission no 149).

Eesajukoores dopamiini ja serotoniini tasemete ja vabanemispotentsiaali modtmiseks
mikrodialiilisi meetodil kasutati Sprague-Dawley liini emaseid (n = 20) ja isaseid (n = 20) rotte,
vanuses 6 kuud. Katseloomi hoiti ruumis, kus oli automatiseeritud 12-tunnine, kell 8:00-20:00,
valguse-pimeduse tsiikkel. Koik katsed toimusid valgusperioodil ning katsevilistel aegadel oli
katseloomadele tagatud vaba juurdepdds toidule ja veele. Katsed viidi ldbi TalTech-i
vivaariumis ning olid kooskdlas Eesti ja Euroopa liidu digusega (direktiiv 2010/63/EU)
(Euroopa Parlament & Euroopa Liidu Noukogu, 2010). Loomkatse luba: Ethical Committee
for Animal Experiments of the Estonian Ministry of Rural Affairs (permission no 127, 134,

149).

4.2 Katsete ja analiiiiside kirjeldused

4.2.1. Sotsiaalse interaktsiooni test

Kéesolevas t60s kasutati sotsiaalse interaktsiooni testi, mille kdigus moddeti neutraalsel areenil
kahe, teineteise jaoks vOdra, roti vahelist aktiivses suhtluses veedetud aega. Testiks kasutati
puuri (30 x 30 x 60 cm), mille porand oli kaetud puidulaastudega. Interaktsioonis veedetud aja
alla loeti jargmised kéitumisparameetrid: vastasele ldhenemine, nuusutamine ja jargimine;
vastase riindamine, hammustamine voi jilitamine; sugemine (grooming), voora partneri selga
kinnitumine, partneri maas hoidmine; ning kaelapiirkonna lakkumine vdi niiksimine. Uhte
katseloomapaari testiti 10 minutit. Loomi testiti samas kaaluklassis ning samast soost
katseloomadega. Enne testi hoiti katseloomi kiimme pédeva iiksikmajutuses, kus oli tagatud vaba

juurdepiis toidule ja veele ning automatiseeritud 12 tunnine valguse-pimeduse tsiikkel.
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4.2.2. Ex vivo katse ja analiiiisi kirjeldus

Sotsiaalse interaktsiooni testi sooritati 2-3-kuu vanuste katseloomadega. Katseid sooritati
erinevatel paevadel, kokku kolm korda. Kolme katse pdhjal arvutati keskmine interaktsioonis
veedetud aeg iga looma kohta. Kdigi modtmiste mediaani (Mdn = 115 s) alusel jagati loomad
kahte gruppi: 15 vdiksema sotsiaalsusega (LS) ja 15 suurema sotsiaalsusega (HS) looma (vt lisa

1). Ajud dissekteeriti piirkondadeks ning hoiti -80 °C juures analiiiisimiseni.

Analiitisiks ajukoe proovid kaaluti ja homogeniseeriti 30 sekundit, sagedusel 20 kHz + 500 Hz,
tsiiklite arv (cycle) 7 * 10 % ja vdimsus (power) 70 % ultraheli-homogenisaatori (Bandelin
Sonopuls, Bandelin Electronic) abil kiilmas (+4°C) homogeniseerimislahuses, mis sisaldas 1
mg/ml kohta naatriumbisulfitit. 100 ml 0,1 M homogeniseerimislahust sisaldas 10 ml 1 M
perkloorhapet ja 0,4 ml 10 mM Na;EDTA. Vahetult enne homogeniseerimist lisati 5 mM
Na»S»0s suhtes 1 mg/1 ml homogeniseerimislahuse kohta. Homogenaadid tsentrifuugiti 14 000

pddret/minutis (ref = 17092 m/s?) 10 minuti viltel +4°C juures.

Kogutud supernatandid pipeteeriti seejdrel 2 ml viaalidesse. Viiksema ja suurema
pusisotsiaalsusega rottidel mdddeti monoamiinide ja nende metaboliitide taset juttkehas
korgsurvevedelikkromatograafia ~ (HPLC)  meetodi  abil.  Proovide  sisestamiseks
korgsurvevedelikkromatograafi (Shimadzu LC-20AD) kasutati automaatset jahutusega
proovisisestussiisteemi (Shimadzu SIL-20AC). Siisti ruumala oli 3 pl. Elueerimise voolukiirus
oli 0,4 ml/min. Kasutati isokraatilist eclueerimist. Kéiesolevas t60s kasutatud

kromatografeerimispuhver, ainete molaarsustega ja sisaldustega iihes liitris on toodud tabelis 1.

Tabel 1. Toos kasutatud kromatografeerimispuhver monoamiinide ja nende metaboliitide

analiiiisiks
Aine Aine kontsentratsioon C Aine vOi emalahuse kogus/1
1
Sidrunhape 0,056 M 10,507 g
Na;EDTA x H,O 0,01 M 2 ml
KCl 0,5M 2 ml
pH =37
SOS 0,001 M 0,2163 g
Atsetonitriil 7,5 % (V) 75 ml
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Monoamiinide sisaldused mdddeti kasutades podrdfaasikolonni (Luna C18(2), 150 x 2 mm, 5
um) ja elektrokeemilist detekteerimist (Antec, Decade II) klaassiisinik elektroodiga

potentsiaalil +0,7 V, vordluseleketroodiks oli Ag/AgCl.

Analiiiidid eristati retentsiooniaja alusel, analiitidid ja retentsiooniajad on néhtavad joonisel 12.
Mootmist teostati 20 min. Detekteerimise piirid signaalimiira suhte kohta (S/N) = 3 olid
jargmised (pmol/mg koe kohta): 0,02 DA, 0,01 HVA, 0,02 DOPAC, 0,02 5-HT, 0,02 5-HIAA,
0,01 3-MT.

Naidiskromatogrammid proovist ning proovist vordluses standardlahusega on leitavad lisas 3

ja lisas 4.
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Joonis 12. Monoamiinide ja nende metaboliitide kromatogramm. Analiiiitide retentsiooniajad

on ndhtavad analiiiitide nimetuse liihendi taga

4.2.3. In vivo katse ja analiiiisi kirjeldus

In vivo analiilisiks sooritati sotsiaalse interaktsiooni testi 4-5-kuu vanuste katseloomadega
erinevatel paevadel, kokku neli korda ning arvutati keskmine interaktsioonis veedetud aeg iga
looma kohta. Sotsiaalse interaktsiooni testi kdigi modtmiste mediaani (Mdn = 147 s) alusel
jagati loomad kahte gruppi: 19 vdiksema sotsiaalsusega (LS) ja 21 suurema sotsiaalsusega (HS)
looma, sealjuures 10 emast vidiksema sotsiaalsusega ja 10 suurema sotsiaalsusega ning 9 isast
viaiksema sotsiaalsusega ning 11 suurema sotsiaalsusega (vt lisa 2). Mikrodialiilisi katse

sooritati 6-kuu vanuste katseloomadega.

Katses kasutati  Y-kujulisi sonde nagu nédidatud joonisel 8 ja joonisel 9.

Mikrodialiilisimembraanina kasutati poliiakriitilnitriili/naatriummetiiiilsulfonaadi kopoliimeeri
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(Filtral 12; siseldbimdot 0,22 mm; vélislabimodt 0,31 mm; AN 69, Hospal). Katseloomade
mediaalsesse eesajukoorde opereeriti koordinaatidel AP: 3,3 mm; ML: -0,8 mm; DV: -5,0 mm
mikrodialiiisisond, mis kinnitati kahe roostevabast terasest kruvi ja hambatsemendiga. Enne
operatsiooni siistiti katseloomadele lokaalselt lidokaiini 1% lahust (Lidocaine, Grindeks) ja
operatsioonijargse valu leevendamiseks meloksikaami (Meloxidyl, 1 mg/kg SC; Ceva Sante
Animale). Pdrast operatsiooni paigutati rotid individuaalsetesse puuridesse (21 x 36 x 18 cm),
kus nad viibisid kogu katse viltel. Rottidele anti operatsioonist taastumiseks umbes 24 tundi ja
mikrodialiilisi katse viidi 1dbi drkvelolevatel, vabalt liikuvatel loomadel. Pirast mikrodialiiiisi

dekapiteeriti rotid ja ajud dissekteeriti, et kontrollida sondi asukohta visuaalselt.

Mikrodialiilisisondid iihendati siistlapumpadega (World Precision Instruments, Inc, Sarasota,
FL, USA) ja proovikollektoritega, millel oli paindlik FEB-toru (i.d. 0. 12 mm; AgnTho's AB,
Rootsi) ja perfundeeriti Ringeri lahusega (vt tabel 2). Mikrodialiisaate koguti 15-minutiliste
vahedega voolukiirusel 1,5 pl/min, kokku 32 proovi iihelt loomalt. Esimest kuute proovi
kasutati siisteemi stabiliseerimiseks ja jargnevat kuute proovi baastaseme modtmiseks. Pérast
12 proovi kogumist tehti PCA siist (2 mg/kg), millele jérgnes 5 h proovide kogumist (vt joonis
13). PCA annuse sobivus in vivo mikrodialiiiisi katsete jaoks suurusega 2 mg/kg on varem
kindlaks tehtud iihes teises katses (Méllo ef al. 2008). Kogutud mikrodialiisaatide ruumala

varieerus vahemikus 23-25 pl.

1234567891011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Proovide arv
Baastase Monoamiinide

taseme tous

PCA siist 2

mg/kg

Joonis 13. In vivo mikrodialiiusi katseskeem

Monoamiinide taset vdiksema ja suurema piisisotsiaalsusega loomadel mdodeti kdikidest
kogutud mikrodialiisaatidest samuti korgsurvevedelikkromatograafia (HPLC) meetodi abil.
Analiitisiks pipeteeriti 23 pl mikrodialiisaati, millele lisati 27 ul filtreeritud Ringeri lahust
(pH=7,21). Ringeri lahuse koostis koos ainete molaarsustega ja sisaldustega iihes liitris on

ndhtav tabel 2.
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Tabel 2. Ringeri lahuse koostis

Aine Aine kontsentratsioon C Aine kogus 1/1
NaCl 0,14 M 8,1816 g

KCl1 0,004 M 0,2982 g
CaCl; 0,0012 M 0,1764 g
MgCl, 0,001 M 0,2033 g
NaHPO4 0,001 M 0,358 g
NaH2PO4 0,0002 M 0,0312 g

Proovi sisestamiseks korgsurvevedelikkromatograafi (Shimadzu LC-20AD) kasutati késitsi

proovisisestussiisteemi. Siisti ruumala oli 50 pl. Elueerimise voolukiirus oli 0,2 ml/min.

Kasutati isokraatilist elueerimist. T60s kasutatud kromatografeerimispuhver in vivo proovide

analiilisimiseks, ainete molaarsustega ja sisaldustega iihes liitris on toodud tabel 3.

Monoamiinide sisaldused moddeti kasutades podrdfaasikolonni (Luna C18(2), 150 x 2 mm, 5

um) ja elektrokeemilist detekteerimist (Antec, Decade II) klaassiisinik elektroodiga

potentsiaalil +0,4 V, vordluseleketroodiks oli Ag/AgCl.

Tabel 3. Toos kasutatud kromatografeerimispuhver in vivo analiilisiks

Aine Aine kontsentratsioon C Aine vOi emalahuse kogus/1
1

Sidrunhape 0,056 M 10,507 g

Na;EDTA x H>O 0,01 M 2 ml

KCl 0,5M 4 ml

pH=35,3

SOS 0,035 M 0,757 g

Atsetonitriil 14 % (V) 140 ml

Mootmist teostati 13 min. Analiilidid eristati retentsiooniaja alusel, mis on vélja toodud joonisel

14 ning nididiskromatogrammid proovist vordluses standardlahusega on leitavad lisas (vt lisa

5).
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Joonis 14. Dopamiini ja serotoniini kromatogramm. Analiiiitide retentsiooniajad on nédhtavad
analiilitide nimetuse lithendi taga

Kogu andmete arvutamine viidi ldbi vedelikkromatograafia tarkvaraga LabSolutions

(Shimadzu).

4.3 Monoamiinid, nende metaboliidid ja standardlahused

Kéesolevas t00s analiilisitud monoamiinid ja nende metaboliidid on toodud tabelis 4.

Tabel 4. T60s kasutatud standardained CAS-numbrite, tootja ja puhtusastmega

Uhend [CAS] Tootja Puhtusaste
DA [51-61-6] Sigma-Aldrich >98,5 %
DOPAC [102-32-9] Sigma-Aldrich > 95,0 %
3-MT [554-52-9] Sigma-Aldrich >99,0 %
HVA [306-08-1] Sigma-Aldrich >99,0 %
5-HT [50-67-9] Sigma-Aldrich -

5-HIAA [54-16-0] Sigma-Aldrich > 95,0 %

Kalibratsioonilahuste valmistamiseks kaaluti vastavat monoamiini vahemikus 15-25 mg, mis
lahustati 25 ml standardilahuses (0,01 M HCI, 0,25 mM Na;EDTA ja 50 mM Na;S,0s).
Lahuseid hoiustati kiilmkapis +4°C juures.

Igapéevaselt tehti virsked todlahused ex vivo analiilisile jargmiselt:

I lahjendus — valmistati td6lahus, mis sisaldas kdiki monoamiinide ja derivaatide lahuseid 25

ul/25 ml.

II lahjendus — valmistati 4 erinevat lahjendust kalibratsiooni sirge saamiseks:
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A) 250 pl standardlahust 25 ml-sse kolbi
B) 500 pl standardlahust 25 ml-sse kolbi
C) 750 pl standardlahust 25 ml-sse kolbi
D) 1000 pl standardlahust 25 ml-sse kolbi

Igapidevaselt tehti vérsked toolahused in vivo analiilisile jargmiselt:
I lahjendus — valmistati todlahus, mis sisaldas dopamiini ja serotoniini lahust 25 pl/25 ml.
IT lahjendus — valmistati lahus, mis sisaldas I lahjenduse lahust 10 pl/25 ml

4.4 Toos kasutatud standardained
Kiesolevas to0s kasutatud standardained CAS numbri, tootja ja puhtusastmega on toodud

tabelis 5. Kemikaale hoiustatakse vastavalt vajadusele toatemperatuuril voi +4°C juures.

Tabel 5. To0s kasutatud standardained CAS-numbrite, tootja ja puhtusastmega

Uhend [CAS] Tootja Puhtusaste
CeHsOy7 (sidrunhape) [77-92-9] | Sigma-Aldrich >99,0 %
NaEDTA x H20 [6381-92-6] | Sigma-Aldrich >95,0 %
KC1[7447-40-7] Sigma-Aldrich >99,0 %
SOS [5324-84-5] Sigma-Aldrich >95,0 %
C:HsN (atsetonitriil) [75-05-8] | Honeywell >99,0 %
HCl104[7601-90-3] Sigma-Aldrich <90,0 %
NazS205 [7681-57-4] Sigma-Aldrich >98,0 %
NaCl [7647-14-5] Sigma-Aldrich -
CaCl2[10043-52-4] Honeywell >99,0 %
MgCl, [7791-18-6] Roth > 98,0 %
NaxHPO4 [7558-79-4] AppliChem > 98,0 %
NaH2PO4 [7558-80-7] AppliChem > 98,0 %
4.5 Andmeanaliiiis

Ex vivo analliiisist saadud andmed analiiiisiti, kasutades JASP (versioon 0.17.1)
andmetdotlusprogrammi ja Microsoft Excelit (versioon 2303). Monoamiinide (pmol/mg)
jaotuse normaaljaotusele vastavuse hindamiseks kasutati Shapiro-Wilki testi, mille pdhjal leiti,

et tegemist ei ole normaaljaotusega. Edasi toimetati mitteparameetrilise testiga Mann-Whitney,

25



millega sai hinnata monoamiinide ja nende kdivete erinevust kahe grupi vahel. Lisaks leiti

Spearmani korrelatsiooni astak kordaja rho. Saadud tulemuste olulisusenivooks vdeti p < 0,05.

In vivo analiiisist saadud andmed analiiiisiti, kasutades JASP (versioon 0.19.0)
andmetdotlusprogrammi ja Microsoft Excelit (versioon 2503). Dopamiini ja serotoniini
rakuvéliste tasemete muutuste hindamiseks viidi 1dbi korduvmodtmise dispersioonanaliiiis
(ANOVA), et analiiiisida ajas toimunud muutusi ja vOrrelda muutusi piisisotsiaalsuse ja soo
vahel. Selle analiiiisi puhul F-statistik nditab variatsioonisuhet rithmade vahel ja sees. Sulgudes
toodud arv F-statistiku jarel viitab vabadusastmetele: esimene arv tdhistab riihmade arvu miinus
iiks ja teine arv tdhistab koguvabadusastmeid. Andmeanaliilisist jieti vélja esimesed 6 proovi,
mida kasutati mdoOtmissignaalide stabiliseerimise eesmérgil ja mis ei kajastanud

eksperimentaalset moju.

Dopamiini ja serotoniini tasemete muutuste kvantifitseerimiseks vorreldes baastasemega
kasutati suhtelise muutuse protsentarvutust jargmise valemi alusel: (proovivéirtus
*100)/baastase). Jarelanaliilisina kasutati Fisheri testi, et tuvastada statistiliselt olulisi erinevusi
sotsiaalsusetaseme rithmade ja/voi sugude vahel, juhul kui ANOVA tulemused néiitasid olulist

peamist mdju. Saadud tulemuste olulisusenivooks voeti p < 0,05.

4.6 Autori panus
Eelnevalt on miiratud sotsiaalses interaktsioonis oldud aeg ning kogutud ajukoeproovid ja
mikrodialiisaadid. Autori poolt viidi ldbi ajukoeproovide ja mikrodialiisaatide

kromatograafiline analiiiis ja andmetd6tlus.

26



5. TULEMUSED JAARUTELU

5.1 Ex vivo analiiiisi tulemused

Tabelis 6 toodud tulemuste pohjal saab 6elda, et dopamiini ja selle metaboliitide keskmised
sisaldused ning dopamiini kidive juttkehas ei erinenud oluliselt védiksema ja suurema
plisisotsiaalsusega rottide vahel. Kuigi LS-riithma kuuluvatel loomadel oli keskmine
dopamiinisisaldus veidi korgem (51,46 £ 9,76 pmol/mg) vorreldes HS-rithma kuuluvate
loomadega (49,44 + 9,55 pmol/mg), ei ole see erinevus statistiliselt usaldusvaarne (p=0,619).
Statistiliselt usaldusvédrseid erinevusi ei tdheldatud ka dopamiinimetaboliitide sisalduste

erinevustes ega dopamiinikéibe, (DOPAC+3-MT+HVA)/DA, erinevustes.

Serotoniini ja selle metaboliidi 5-hiidrokstiindooldadikhappe sisaldused ning serotoniini kéive
el erinenud statistiliselt usaldusvéirselt vdiksema ja suurema piisisotsiaalsusega rottide vahel.
Kuigi LS-rithma kuuluvad rotid nditasid kdrgemaid 5-HIAA tasemeid (10,13 + 12,00 pmol/mg)
vorreldes HS-riihma kuuluvate rottidega (6,31 + 6,07 pmol/mg), ei saavutanud erinevused
statistilist usaldusvdirsust (p=0,619). Statistiliselt usadusvdirne tulemus ei olnud ka
serotoniinikdibe puhul (p=0,561), kuigi LS-riihma kuuluvad rotid néitasid kdrgemat

serotoniinikdivet (2,84 + 3,42) kui HS-rithma kuuluvad rotid (1,61 + 1,82).

Tabel 6. LS- ja HS-riithmade keskmised monoamiinide ja metaboliitide (pmol/mg) sisaldused

koos standardhilbega, mediaanid, gruppide vordluse (Mann-Whitney U-test) statistik ja

toendosus.
Mann-
Keskmine Whitney
sisaldus U-testi
HS/LS | (pmol/mg) Standardhalve |  statistik p
HS 7,06 + 2,36 114 0,967
DOPAC LS 6,61 + 1,31
HS 49,44 + 9,55 100 0,619
DA LS 51,46 + 9,76
HS 1,52 + 0,48 108 0,868
3-MT LS 1,65 + 0,84
HS 2,45 + 0,99 115 0,934
HVA LS 2,31 + 0,75
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Mann-
Keskmine Whitney
sisaldus U-testi
HS/LS | (pmol/mg) Standardhélve |  statistik p
(DOPAC+3- HS 0,22 + 0,03 140 0,267
MT+HVA)/DA LS 0,21 * 0,03
HS 6,31 + 6,07 100 0,619
S5-HIAA LS 10,13 + 12,00
HS 6,78 + 5,00 109,5 0,917
5-HT LS 6,40 + 5,36
HS 1,61 + 1,82 98 0,561
5-HIAA/5-HT LS 2,84 + 3,42

Hindamaks dopamiini ja serotoniini tasemete erinevusi suurema ja vaiksema sotsiaalsusega
loomadel vorreldi Spearmani korrelatsioonianalliisiga iga katselooma keskmist sotsiaalses

interaktsioonis veedetud aega vastava monoamiini ja selle metaboliitide sisaldustega juttkehas.

Varasemalt on uuritud Tonissaare jt poolt dopamiini ja selle metaboliitide seost
pUsisotsiaalsusega frontaalkoores, septumis ja hipokampuses, kuid statistiliselt usaldusvaarset
seost ega korrelatsiooni ei leitud (Tonissaar et al. 2004). K&esolevas uuringus néitasid ka
juttkeha tulemused sarnast tulemust: dopamiinitaseme ja sotsiaalses interaktsioonis veedetud
aja vaheline seos ei olnud statistiliselt usaldusvaarne (p = —0,217; p = 0,248). Samuti puudus
usaldusvaarne korrelatsioon DOPAC-i, 3-MT, HVA vdi dopamiinikdibe (DOPAC + 3-MT +
HVA)/DA ja sotsiaalse aktiivsuse vahel (vt tabel 7).

Juttkehas oleva serotoniinitaseme ja sotsiaalses interaktsioonis veedetud aja vahel puudus
statistiliselt usaldusvéarne seos (p = 0,100; p = 0,599). Samas nditas serotoniinimetaboliidi 5-
HIAA tase negatiivset korrelatsiooni sotsiaalse aktiivsusega (p = —0,234), kuid seos ei olnud
statistiliselt usaldusvédrne (p = 0,213). Ka serotoniinikéive nditas negatiivset korrelatsiooni (p
=-0,250; p = 0,182), mis vOib viidata sellele, et suurema sotsiaalsusega loomadel on madalam

serotonergiline kaive, kuid tulemus ei ole statistiliselt usaldusvéarne.

Saadud tulemus on kooskdélas Tonissaare jt tulemusega, kus pusisotsiaalsus oli negatiivselt
seotud frontaalkorteksi 5-HIAA tasemega, mis viitab vdimalusele, et kdrgem 5-HT kéive vdib

parssida sotsiaalset aktiivsust (Tonissaar et al. 2004).
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Tabel 7. Spearmani korrelatsioonianaliiiis monoamiinide, nende metaboliitide, monoamiinide

kéibe ja keskmises sotsiaalses kontaktis veedetud aja suhtes

Spearman’'s rho p

Keskmine kontaktis veedetud aeg (s) - DOPAC -0,055 0,772
Keskmine kontaktis veedetud aeg (s) - DA -0,217 0,248
Keskmine kontaktis veedetud aeg (s) - 5-HIAA -0,234 0,213
Keskmine kontaktis veedetud aeg (s) - HVA -0,077 0,686
Keskmine kontaktis veedetud aeg (s) - 3-MT -0,089 0,639
Keskmine kontaktis veedetud aeg (s) - 5-HT 0,100 0,599
Keskmine kontaktis veedetud aeg (s) - 5-HIAA/5-HT -0,250 0,182
Keskmine kontaktis veedetud aeg (s) - DOPAC+3-MT+HVA/DA 0,208 0,271

Mdrkused. Rho = korrelatsioonikordaja

Tulemused viitavad, et dopamiinisiisteemi aktiivsus ei erista vidiksema ja suurema
plisisotsiaalsusega loomi, mistdttu dopamiin ei pruugi olla otseselt seotud isiksusliku
sotsiaalsuse tunnuse kujunemise vOi plisimisega vihemalt nende niitajate pohjal. Eelnevad
uuringud on ndidanud dopamiini rolli eelkdige motivatsiooni ja uudishimu vahendajana (Méllo
et al. 2007), kuid sotsiaalse kiitumise stabiilsemate aspektide puhul voivad médravamad olla

teised neurokeemilised siisteemid, nditeks serotonergiline neurotransmissioon.

Kuigi serotoniini ja selle metaboliidi sisaldustes ei ilmnenud samuti statistiliselt
usaldusvédrseid erinevusi, tdheldati trendi kdrgemate 5-HIAA ja 5-HIAA/5-HT suhete suunas
viiksema piisisotsiaalsusega rottidel. See vdib viidata vdimalikele erinevustele serotonergilises
kdibes, mida ei olnud kéesolevas andmestikus voimalik 10plikult kinnitada. Varasemad
uuringud on ndidanud, et sotsiaalne aktiivsus voib olla negatiivselt seotud 5-HIAA tasemetega
frontaalkoores ja septumis (TOnissaar et al. 2004), mis toetab serotoniinisiisteemi osalust

sotsiaalse kditumise regulatsioonis.

5.2 In vivo analiiiisi tulemused

Korduvmdootmiste ANOVA analiiiisi tulemused néitasid, et in vivo moodetud rakuviline
dopamiinisisaldus baastasemel prefrontaalses korteksis ei olnud seotud sotsiaalsusega ehk ei
erinenud statistiliselt usaldusvairselt védiksema ja suurema piisisotsiaalsusega rottide vahel
(F(1,34)=0,859, p=0,360). Kiill aga oli DA baastase mirgatavalt korgem emaste rottide puhul
(F(5,85) = 3,329, p = 0,009) (vt joonis 15, lisa 6). Varasemalt 14bi viidud katses Wistari liini
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isaste rottidega, leiti, et rakuvéline dopamiinisisaldus baastasemel ei erine prefrontaalses
korteksis HS- ja LS- rithma kuuluvate isaste rottide vahel (Norden et al. 2024). See on
kooskolas ka antud t66 tulemustega, kus samuti ei leitud isaste rottide rakuvélise
dopamiinisisalduse ja sotsiaalsuse vahel statistiliselt usaldusvéarset seost (F(1,18) = 0,435, p =

0,518).
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Joonis 15. Rakuviline dopamiinisisaldus baastasemel vdiksema ja suurema piisisotsiaalsusega

emaste ja isaste rottide proovides

Parast PCA manustamist suurenes rakuvéline dopamiinisisaldus proovis kdigis rithmades
vordselt, mis viitab {ildisele dopamiinergilisele aktivatsioonile sdltumata sotsiaalsusest. Samas,
oli dopamiinitaseme taastumine baastasemele monevdrra aeglasem emaste rottide, eelkdige

suurema piisisotsiaalsusega emaste rottide puhul, vorreldes isasloomadega (vt joonis 16).

Kasutati ANOVA korduvmddtmiste analiilisi ja leiti, et statistiliselt usaldusvéarselt ei erinenud
rakuviline dopamiinisisaldus proovides, vorreldes koiki véiksema ja  suurema
pusisotsiaalsusega rotte (F(1,35) = 0,508, p = 0,481). Statistiliselt usaldusvairset tulemust
nditas aga sotsiaalsusest sOltumata sugudevaheline analiiiis (F(1,35) = 6,060, p = 0,019),
viidates sellele, et rakuvilises dopamiinitasemes esineb erinevusi emaste ja isaste rottide vahel.
Joonisel 16 on maérgitud Fisheri analiilisi tulemusena, et rakuvélised dopamiinisisaldused
erinesid statistiliselt usaldusvairselt emaste ja isaste rottide vahel baastaseme modtmise ajal

proovides 7, 9 ja 10 ning proovides numbritega 20, 22, 27, 28 ja 31. Kohe pdrast PCA
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manustamist rakuvélises dopamiinisisalduses proovis statistiliselt usaldusviérseid erinevusi ei

saavutatud.
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Joonis 16. Rakuviline dopamiinisisaldus proovides viiksema ja suurema piisisotsiaalsusega

emastel ja isastel rottidel

Paraklooramfetamiini manustamise jdrgselt suurenes dopamiinivabanemine rakuviliselt
baastaseme suhtes nii emastel kui ka isastel loomadel, s6ltumata nende kuuluvusest viiksema
vOi suurema plisisotsiaalsusega rithma (vt joonis 17). Kuigi ilmnes selge vabanemistaseme tous,
el olnud see erinevus statistiliselt usaldusvéérne soo (F(1,34) = 0,683, p =0,415) ega sotsiaalse
iseloomu (F(1,34) = 0,118, p = 0,733) ldikes. Tulemus viitab sellele, et PCA toime

dopamiinergilisele aktiivsusele on iildine ja ei sdltunud looma sotsiaalsusest ega soost.

Joonisel 17 on ndha, et vabanemise maksimum saavutati vahetult parast PCA manustamist
(proovid 15-17), millele jirgnes vabanemistaseme normaliseerumine. Kuigi HS-isased néitasid
keskmiselt suuremat dopamiini vabanemist baastaseme suhtes vorreldes teiste rithmadega,

viitab suur varieeruvus andmepunktides sellele, et esinesid suured individuaalsed erinevused.

Varasemalt Wistari liini isaste rottidega tehtud katse niitab, et paraklooramfetamiini poolt esile
kutsutud dopamiini vabanemine ei soltu sotsiaalsusest (Norden et al. 2024). Kéesolevas t60s
Sprague-Dawley liini rottidega tehtud katsest ei ilmne samuti usaldusvéérset seost isaste rottide

sotsiaalsuse ja PCA poolt esile kutsutud dopamiini vabanemise vahel (F(1,18)=0,944, p=0,344).
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Joonis 17. Dopamiini vabanemise muutus baastaseme keskmisest vdiksema ja suurema

plsisotsiaalsusega emastel ja isastel rottidel

Korduvmddtmiste ANOVA analiitis in vivo mdddetud rakuvélise serotoniinisisalduse
baastasemete kohta prefrontaalses korteksis ei andnud statistiliselt usaldusvdirset seost
sotsiaalsusega (F(1,33) = 0,882, p = 0,354), kuid oli kdrgem isaste rottide puhul (vt lisa 7)
(F(1,33) = 3,491, p < 0,01). Ka véiksema ja suurema piisisotsiaalsusega emaste rottide vahel
esines kahekordne erinevus tulemustes (vt joonis 18 ja lisa 7), mis voib viidata vOimalikule
sotsiaalsele soltuvusele, kuid antud t60s ei andnud statistiliselt usaldusvéérset tulemust (F(1,17)
= 1,492, p = 0,239). Tonissaar jt on leidnud, et {ihekaupa majutatud suurema sotsiaalsusega
rotid on tundlikumad stressi suhtes (TOnissaar et al. 2004) seega suurema sotsiaalsusega emaste
rottide madal 5-HT baastase voib viidata ka stressirohkele iiksikmajutusele. Samas on Tonissaar
jt leidnud, et vihemalt Wistari liini rottide HS- ja LS-rithma kuuluvate rottide vahel ei ole
erinevusi 5-HT ega 5-HT transportervalkude tasemetes frontaalses korteksis (TOnissaar ef al.
2008). Seetdttu ei tohiks baastaseme erinevused véiksema ja suurema piisisotsiaalsusega rottide
vahel olla tingitud suurenenud serotoniini tagasihaardest, mis viitaks madalama serotoniini
sisaldusele baastasemes HS-rithma rottidel, nagu on téheldatud véiksema piisisotsiaalsusega

rottidel (Méllo et al. 2008).
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Joonis 18. Rakuviline serotoniinisisaldus baastasemel véiksema ja suurema piisisotsiaalsusega

emaste ja isaste rottide proovides

Korduvmddtmiste ANOVA analiiiis nditas rakuvilise serotoniinisisalduse erinevustes statistilist
usaldusvéairsust vaid sugude analiilisimisel, sotsiaalsust arvestamata (F(1,33)=4,557, p <0,05).
ANOVA ei ndidanud statistiliselt usaldusvéirseid erinevusi sotsiaalsust ja sugusid arvesse
vottes (F(1,33) = 0,083, p = 0,858) ega {ildiselt viiksema ja suurema piisisotsiaalsusega rottide
vahel (F(1,33) = 0,316, p = 0,558). Jarelanaliilisina teostatud Fisheri test nditas statistiliselt
usaldusvédrseid erinevusi emaste ja isaste rottide rakuviliste serotoniinisisalduste vahel

proovides 11, 12, 13 ja 14, ning lisaks proovides 30 ja 32, nagu néidatud joonisel 19.
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Joonis 19. Rakuviline serotoniinisisaldus proovides vdiksema ja suurema piisisotsiaalsusega

emastel ja isastel rottidel

PCA manustamine kutsus esile markimisvéarse rakuvilise serotoniini vabanemise baastaseme
suhtes. Serotoniinitaseme muutus ajas vorreldes baastasemega sOltus statistiliselt
usaldusvédrselt soost (F(25,825) = 2,322, p < 0,001). Kogu katse jooksul oli emastel rottidel
serotoniini lildine vabanemine suurem kui isastel rottidel (F(1,33) = 8,357, p <0,01), kuid eriti
selge oli see parast PCA manustamist (F(25,825) = 6,812, p <0,0001). PCA poolt esilekutsutud
rakuviline serotoniini vabanemine oli omakorda kdige suurem suurema pilisisotsiaalsusega
emaste rottide puhul, nagu joonisel 20 nidha. Samas oli PCA poolt esile kutsutud serotoniini
vabanemine vidiksem isaste rottide puhul ja iildiselt madalam LS-rithma rottide puhul
(F(25,825) = 3,302, p <0,0001), kuid markimisvééarselt ei erinenud omavahel LS-emased ning
HS- ja LS-isased rotid (vt joonis 20).

Tonissaar jt on leidnud, et Wistari liini isaste rottide puhul ex vivo mdddetuna, oli suurem
sotsiaalsus seotud 5-HIA A madalama tasemega frontaalses korteksis, mis viitab kaudselt 5-HT
madalamale vabanemisele HS-riihma kuuluvatel rottidel (Tonissaar et al. 2004). Kdesolevas
katses kasutatud Sprague-Dawley liini rottide puhul on nidha 5-HT madalamat vabanemist aga
LS-riihma kuuluvate isaste rottide puhul, kuigi tulemused on {isna sarnased nii HS- kui ka LS-

rithma kuuluvate isaste rottide puhul.
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Joonis 20. Serotoniini vabanemise muutus baastaseme keskmisest véiksema ja suurema

plisisotsiaalsusega emastel ja isastel rottidel

Toetudes varasemalt tehtud katsele Wistari liini isaste rottidega in vivo meetodil, kus tulemuste
pohjal selgus, et dopamiini vabanemisega dorsomediaalses juttkehas seost piisisotsiaalsusega
ei ilmnenud (Norden et al. 2024), saab kdesoleva t00 tulemuste pohjal Gelda, et seost ei
ilmnenud ka prefrontaalses korteksis Sprague-Dawley liini rottide puhul. Statistiliselt
usaldusvédrseid tulemusi vai olulisi avastusi ei leitud kahe erineva piisisotsiaalsusega rithmade

ega sugude vahel.

Pohirdhk in vivo katse puhul oli seatud vidiksema ja suurema piisisotsiaalsusega rottide
rakuvilise serotoniini taseme ja serotoniini vabanemise potentsiaali vordlusele, manustades

neile viikest annust paraklooramfetamiini.

Varasemalt isaste Wistari liini rottidega tehtud katses oli dorsomediaalse striatumi puhul
piisisotsiaalsus seotud PCA poolt esile kutsutud serotoniini vabanemisega (Norden et al. 2024).
Kéesolevas t60s saadud tulemused viitavad, et serotoniini regulatsioon prefrontaalses korteksis
voib olla seotud nii sotsiaalse kéditumisega kui ka soospetsiifiliste neurobioloogiliste
mehhanismidega. Selle kinnitamiseks oleksid vajalikud {iiksikasjalikud vordlevad uuringud

serotoniini regulatsiooni ja individuaalsete erinevuste kohta.

Serotoniini vabanemise potentsiaali uurimine PCA abil néitas vorreldavat rakuvilise serotoniini
taseme tousu vdiksema ja suurema piisisotsiaalsusega emaste ja isaste rottide puhul. Erilist huvi

pakub edasiseks uurimiseks korge serotoniini vabanemise potentsiaali uurimine suurema
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plisisotsiaalsusega emaste rottide puhul, mis on méirgatavalt suurem kui isaste rottide puhul ja

mida varem uuritud ei ole.
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6. KOKKUVOTE

Kéesoleva bakalaureusetod eesmérk oli uurida rottide sotsiaalse kditumise monoamiinergilisi

alusmehhanisme, keskendudes dopamiini ja serotoniini rollile.

Uuringus kasutati kahte meetodit: ex vivo analiilisi, mille kdigus moddeti monoamiinide ja
nende metaboliitide sisaldust dissekteeritud ajukoest, tdpsemalt juttkehast; ning in vivo
mikrodialiilisimeetodi, mille abil moddeti eesajukoorest neurotransmitterite rakuvéliseid
tasemeid ja vabanemise potentsiaali paraklooramfetamiini toimel. Eksperimentides kasutati
Wistari liini isaseid rotte ja Sprague-Dawley liini emaseid ja isaseid rotte, kelle piisisotsiaalsus

maidrati korduvalt 14bi viidud sotsiaalse interaktsiooni testide pdhjal.

Ex vivo analiiiisile seatud hiipoteesid ei leidnud kinnitust. Dopamiini- ega serotoniinikéive ei
erinenud véiksema ja suurema piisisotsiaalsuse rithma kuuluvate rottide vahel. Spearmani
korrelatsioonianaliiiis ei ndidanud tugevaid seoseid monoamiinide sisalduste ega nende kéivete

ja rottide sotsiaalses interaktsioonis veedetud aja vahel.

In vivo analiiiisist selgus, et kuigi ilmnes sugudevaheline erinevus rakuvilise dopamiini
baastasemetes, polnud see statistiliselt usaldusvddrne. Dopamiini vabanemise potentsiaal ei
olnud seotud soo ega piisisotsiaalsusega. Paraklooramfetamiin kutsus esile iildise
dopamiinergilise aktivatsiooni kdigis riihmades sarnaselt. Rakuvilise serotoniini baastasemed
olid korgemad isaste rottide puhul vdrreldes emaste rottidega. Samas esines kahekordne
sisalduse erinevus ka viiksema ja suurema piisisotsiaalsusega emaste rottide vahel. Kuid
sarnaselt dopamiinile ei esinenud serotoniini baastasemetes statistiliselt usaldusvéérset
tulemust ni1 sugude kui ka sotsiaalsuse 10ikes. Seevastu suurema piisisotsiaalsusega emastel
rottidel oli selgelt kdorgem serotoniini vabanemise potentsiaal eesajukoores vorreldes
isasloomadega. Tegu on olulise avastusega, mis viitab soospetsiifilisele seosele serotonergilise

siisteemi aktiivsuse ja sotsiaalse kditumise vahel.

Edasised uuringud antud teemal vdiks késitleda sotsiaalse kditumise neurobioloogiat

soospetsiifiliselt.

Antud bakalaureuset66 on osa Eesti Teadusagentuuri poolt rahastatavast projektist PRG1213.
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7. SUMMARY

The aim of this bachelor's thesis was to investigate the monoaminergic mechanisms underlying
social behavior in rats, focusing on the roles of dopamine and serotonin. Two methods were
employed: an ex vivo analysis measuring monoamines and their metabolites in dissected brain
tissue (specifically the striatum), and an in vivo microdialysis method assessing extracellular
neurotransmitter levels and release in the prefrontal cortex following para-chloroamphetamine
administration. The study used male Wistar rats and both male and female Sprague-Dawley

rats, whose trait sociality was repeatedly assessed through social interaction tests.

The ex vivo results did not support the initial hypotheses: no significant differences in dopamine
or serotonin turnover were observed between rats with low or high sociability. Furthermore,
Spearman correlation analysis did not reveal strong associations between monoamine levels or

turnover rates and the time spent in social interaction.

The in vivo analysis revealed that although a sex difference in baseline extracellular dopamine
levels was observed, it was not statistically significant. The potential for dopamine release was
not associated with sex or stable social status. Baseline extracellular serotonin levels were
higher in male rats compared to female rats. Additionally, a twofold difference in serotonin
concentration was observed between female rats with lower and higher stable social status.
However, similar to dopamine, the differences in baseline serotonin levels were not statistically
significant with respect to either sex or social status. Notably, females with high sociability
exhibited a significantly greater serotonin release potential in the prefrontal cortex compared to
males. This finding suggests a sex-specific link between serotonergic system activity and social

behavior.

In conclusion, the study highlights the importance of considering sex-specific neurobiological

mechanisms in future research on social behavior.

This bachelor's thesis is part of the project PRG1213, funded by the Estonian Research Council.

38



8. KASUTATUD KIRJANDUS

Baez-Mendoza R., Schultz W. (2013) The role of the striatum in social behavior. Frontiers in
Neuroscience 7.

Berger M., Gray J. A., Roth B. L. (2009) The Expanded Biology of Serotonin. Annu Rev Med
60, 355-366.

Best J. A., Nijhout H. F., Reed M. C. (2009) Homeostatic mechanisms in dopamine synthesis
and release: a mathematical model. Theor Biol Med Model 6, 21.

Bhatia A., Lenchner J. R., Saadabadi A. (2023) Biochemistry, Dopamine Receptors, in
StatPearls. StatPearls Publishing, Treasure Island (FL).

Chaurasia C. S., Miiller M., Bashaw E. D., Benfeldt E., Bolinder J., Bullock R., Bungay P. M.,
et al. (2007) AAPS-FDA workshop white paper: Microdialysis principles, application,
and regulatory perspectives report from the Joint AAPS-FDA Workshop, November 4—
5, 2005, Nashville, TN. A4PS J 9, E48—ES59.

Chefer V. 1., Thompson A. C., Zapata A., Shippenberg T. S. (2009) Overview of Brain
Microdialysis. Curr Protoc Neurosci chapter, Unit7.1.

Davis S. E., Cirincione A. B., Jimenez-Torres A. C., Zhu J. (2023) The Impact of
Neurotransmitters on the Neurobiology of Neurodegenerative Diseases. Int J Mol Sci
24, 15340.

Davison D., Parrott A. C. (1997) Ecstasy (MDMA) in Recreational Users: Self-Reported
Psychological and Physiological Effects. Human Psychopharmacology: Clinical and
Experimental 12, 221-226.

Delgado M. R. (2007) Reward-Related Responses in the Human Striatum. Annals of the New
York Academy of Sciences 1104, 70—88.

Delmo N., Mostafiz B., Ross A. E., Suni J., Peltola E. (2023) Developing an electrochemical
sensor for the in vivo measurements of dopamine. Sens. Diagn. 2, 559-581.

Di Giovanni G., Svob Strac D., Sole M., Unzeta M., Tipton K. F., Miick-Seler D., Bolea 1., et
al. (2016) Monoaminergic and Histaminergic Strategies and Treatments in Brain
Diseases. Front Neurosci 10, 541.

Dolan J. (2016) Retention Time Drift—A Case Study. 34, 254-261.

Dolan J. (2017) Back to Basics: The Role of pH in Retention and Selectivity. 30, 30-33.

Feldman J. M. (2004) Serotonin, in Encyclopedia of Gastroenterology, (Johnson L. R., ed), pp.
346-351. Elsevier, New York.

39



Frazer A., Hensler J. G. (1999) Serotonin Receptors, in Basic Neurochemistry: Molecular,
Cellular and Medical Aspects. 6th edition. Lippincott-Raven.

Guiard B. P., Gotti G. (2024) The High-Precision Liquid Chromatography with Electrochemical
Detection (HPLC-ECD) for Monoamines Neurotransmitters and Their Metabolites: A
Review. Molecules 29, 496.

Harsing L. G. (2008) Dopamine and the Dopaminergic Systems of the Brain, in Handbook of
Neurochemistry and Molecular Neurobiology: Neurotransmitter Systems, (Lajtha A.,
Vizi E. S., eds), pp. 149-170. Springer US, Boston, MA.

Harvey D. (2019) 12.5: High-Performance Liquid Chromatography, in Analytical Chemistry
2.1. LibreTexts.

Javed K., Reddy V., Lui F. (2023) Neuroanatomy, Cerebral Cortex, in StatPearls. StatPearls
Publishing, Treasure Island (FL).

Jonnakuty C., Gragnoli C. (2008) What do we know about serotonin? Journal Cellular
Physiology 217, 301-306.

Kamilar-Britt P., Bedi G. (2015) The prosocial effects of 3,4-methylenedioxymethamphetamine
(MDMA): Controlled studies in humans and laboratory animals. Neuroscience &
Biobehavioral Reviews 57, 433-446.

Kiser D., SteemerS B., Branchi 1., Homberg J. R. (2012) The reciprocal interaction between
serotonin and social behaviour. Neuroscience & Biobehavioral Reviews 36, 786—798.

Lee T. D. (2011) Introduction to Modern Liquid Chromatography, Third Edition. J. Am. Soc.
Mass Spectrom. 22, 196—-196.

Luo S. X., Huang E. J. (2016) Dopaminergic Neurons and Brain Reward Pathways. Am J Pathol
186, 478—488.

Millo T., Alttoa A., Kdiv K., Tonissaar M., Eller M., Harro J. (2007) Rats with persistently low
or high exploratory activity: Behaviour in tests of anxiety and depression, and
extracellular levels of dopamine. Behavioural Brain Research 177, 269-281.

Millo T., Koiv K., Koppel 1., Raudkivi K., Uustare A., Rinken A., Timmusk T., Harro J. (2008)
Regulation of extracellular serotonin levels and brain-derived neurotrophic factor in rats
with high and low exploratory activity. Brain Research 1194, 110-117.

Missale C., Nash S. R., Robinson S. W., Jaber M., Caron M. G. (1998) Dopamine Receptors:
From Structure to Function. Physiological Reviews T8, 189-225.

Morecraft R. J., Yeterian E. H. (2002) Prefrontal Cortex, in Encyclopedia of the Human Brain,
(Ramachandran V. S., ed), pp. 11-26. Academic Press, New York.

40



Murphy D. L., Lerner A., Rudnick G., Lesch K.-P. (2004) Serotonin Transporter: Gene, Genetic
Disorders, and Pharmacogenetics. Molecular Interventions 4, 109.

Norden M., Kanarik M., Laugus K., O’Leary A., Liiver K., Tonissaar M., Shimmo R., Harro J.
(2024) Serotonin release by parachloroamphetamine in rats with high and low
sociability: High prefrontal release capacity in sociable females. J Psychopharmacol 38,
1016-1024.

Olivier B. (2015) Serotonin: A never-ending story. European Journal of Pharmacology 753, 2—
18.

Sanders-Bush E., Steranka L. R. (1978) Immediate and long-term effects of p-
chloroamphetamine on brain amines*. Annals of the New York Academy of Sciences
305, 208-221.

Santana N., Artigas F. (2017) Laminar and Cellular Distribution of Monoamine Receptors in
Rat Medial Prefrontal Cortex. Front Neuroanat 11, 87.

Siegel J. Z., Crockett M. J. (2013) How serotonin shapes moral judgment and behavior. Ann N
Y Acad Sci 1299, 42-51.

Tonissaar M., Herm L., Eller M., K&iv K., Rinken A., Harro J. (2008) Rats with high or low
sociability are differently affected by chronic variable stress. Neuroscience 152, 867—
876.

Tonissaar M., Philips M.-A., Eller M., Harro J. (2004) Sociability trait and serotonin
metabolism in the rat social interaction test. Neuroscience Letters 367, 309-312.

Tork 1. (1990) Anatomy of the Serotonergic Systema. Annals of the New York Academy of
Sciences 600, 9-34.

Wang J. (2002) Electrochemical detection for microscale analytical systems: a review. Talanta
56, 223-231.

Wang Q., Timberlake M. A., Prall K., Dwivedi Y. (2017) The Recent Progress in Animal Models
of Depression. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry 77, 99—109.

Weiss D. (2000) In vivo microdialysis as a tool for monitoring pharmacokinetics. 7rAC Trends
in Analytical Chemistry 19, 606—616.

Yamaguchi Y., Lee Y.-A., Goto Y. (2015) Dopamine in socioecological and evolutionary
perspectives: implications for psychiatric disorders. Front Neurosci 9, 219.

Yohn C. N., Gergues M. M., Samuels B. A. (2017) The role of 5-HT receptors in depression.
Molecular Brain 10, 28.

Zmudzka E., Sataciak K., Sapa J., Pytka K. (2018) Serotonin receptors in depression and
anxiety: Insights from animal studies. Life Sciences 210, 106—124.

41



9. LISAD
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Lisa 1. Info iiksikmootmiste kohta ex vivo katseks
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Lisa 2. Info iiksikmootmiste kohta in vivo katseks
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Lisa 3. Niidiskromatogramm proovist. Analiiiidi retentsiooniaeg on nihtav analiiiidi

nimetuse lithendi taga
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Lisa 5. Naidiskromatogramm vordluses standardlahus (must) ja proov (roosa)
Baastaseme
keskmine
sisaldus
Sotsiaalsus/sugu (fmol/proov) Standardhélve
HS (emased) 19,16 + | 15,00
LS (emased) 24,76 + 32,82
HS (isased) 13,04 +1]9,22
LS (isased) 11,05 + 2,28

Lisa 6. Madala ja korge piisisotsiaalsusega emaste ja isaste rottide keskmised dopamiini

(DA) baastaseme tulemused sotsiaalsuse- ja sooriihmade kaupa

Baastaseme
keskmine
sisaldus
Sotsiaalsus/sugu (fmol/proov) Standardhalve
HS (emased) 8,58 + 19,52
LS (emased) 16,55 +117,33
HS (isased) 20,99 + | 14,42
LS (isased) 21,95 + | 14,76

Lisa 7. Madala ja korge piisisotsiaalsusega emaste ja isaste rottide keskmised serotoniini

(5-HT) baastaseme tulemused sotsiaalsuse- ja soorithmade kaupa
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