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KASUTATUD LUHENDID

129Sv — 129S6/SvEv Tac hiireliin

B6 — C57BL/6BI hiireliin

BDNF — ajus toodetav nérvikasvufaktor, (ingl brain-derived neurotrophic factor)

CORT - kortikosteroon

IgLON — immunoglobuliin LON

IM — isolatsioonimajutus

GPI - gliikosiitilfosfatidiiiilinositool

HPA — hiipotalamus-hiipofiiiis-adrenaal telg

LAMP — limbilise siisteemiga seotud membraanvalk, (ingl limbic-system associated membrane
protein)

Lsamp — limbilise siisteemiga seotud membraanvalku kodeeriv geen

Ntm — Neurotrimin

OBCAM - opioide siduv raku adhesioonimolekul, (ingl opioid-binding cell adhesion molecule)

SM — standardmajutus



SISSEJUHATUS

Suhtlemine on clusorganismide pohiomadus. Liigikaaslaste vahelised sotsiaalsed interaktsioonid
madravad sotsiaalsete vorgustike struktuuri ja stabiilsuse ning seeldbi mdjutavad indiviidi
toimetulekut ja paljunemisedukust.

Paljusid psiihhiaatrilisi haigusi iseloomustab sotsiaalse kditumise hdirumine, muuhulgas on see
oluliseks stimptomiks néditeks depressiooni, autismiga seotud héirete, bipolaarse hiire, obsessiiv-
kompulsiivse hdire ja skisofreenia puhul. Hiiremudelite uuringud on suunatud aitamaks kindlaks
teha neurobioloogilisi korrelaate ja mehhanisme, mis osalevad eespool loetletud héiretes.

Kéesolevas t60s uurime Lsamp-geeni mdju hiirte kéitumisele. Lsamp kodeerib valku LAMP,
rakuadhesiooni molekuli, mille korget ekspressiivsust tiheldatakse areneva ja tdiskasvanud aju
limbilistes piirkondades. Alates esimesest valgu Kirjeldusest on tehtud palju uuringuid selle geeni
rolli uurimise nimel. Selgus, et Lsamp osaleb neuronite jatkete moodustumises ja kasvus. Vaatamata
sellele, et neuroanatoomiline organiseeritus ja sensomotoorne areng on Lsamp -/- puhul normis,
nditasid loomkatsed kditumise ja drevustaseme erinevusi Lsamp -/- ja Lsamp +/+ loomade vahel.
Samuti on hiljutised uuringud inimestel avastanud seoseid Lsamp-geeni ja enesetappude, paanika- ja
bipolaarse héirete vahel.

Kéesoleva t66 eesmérk on uurida, kas Lsamp -/- hiirte sotsiaalne kditumine erineb Lsamp +/+ hiirte
omast, poorates erilist tdhelepanu emasloomade kditumisele, sest enamik Lsamp -/- uuringuid on
varasemalt 1dbi viidud isaste hiirtega. Uurisime ka kasvukeskkonna mdju sotsiaalsele kditumisele,
milleks viisime uuritavad hiired sotsiaalsesse isolatsiooni, mis on sotsiaalsetele liikidele tugev
stressiallikas.

Uurimistdd eksperimentaalne osa teostati Tartu Ulikooli arstiteaduskonna bio - ja siirdemeditsiini

instituudi fiisioloogia osakonnas.

Mairksonad: Lsamp, sotsiaalne kéitumine, isolatsioon



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 LAMP valk

LAMP valk (64 — 68kDa), mis on kodeeritud Lsamp geeni poolt, ekspreseerub imetajatel neuronite
kehadel ja dendriitidel limbilise siisteemi kortikaalsetes ja subkortikaalsetes piirkondades, mis
osalevad emotsionaalse kditumise, Oppimisvoime, malu ja keskse vegetatiivse siisteemi
regulatsioonis (Levitt, 1984; Horton ja Levitt, 1998). LAMP on IgLON perekonna liige (lisaks
LAMPIle sinna kuuluvad Neurotrimin (Ntm), OBCAM (opioide siduv raku adhesioonimolekul) ja
Kilon), samuti kuulub LAMP imuunglobuliinide (Ig) super perekonda. Valgu struktuur kosneb
kolmest Ig domeenist ja gliikofosfatidiitilinositool (GPI) ankrust (Pimenta jt., 1995).

In vitro eksperimentaalsed manipulatsioonid LAMP valguga niitasid, et valk osaleb neuronite
jatkete kasvu reguleerimises ja voib nii soodustada kui ka kui ka pidurdada neuronite jitkete kasvu
(Gil jt., 2002). Esimene 1g domeen on vajalik ning piisav jatkete kasvuks, teine domeen pidurdab
kasvu, kuid jatkete kasvu pidurdamiseks on vajalik terve valgu olemasolu. Uuemates uurimistoddes
ei ole Lsamp -/- hiirtel avastatud olulisi muutusi aju anatoomislises struktuuris (Catania jt., 2008;
Innos jt., 2011).

Rottide ja inimeste Lsamp DNA vdrdlevad uuringud néitasid 94%-st sarnasust nukleotiidide
tasemel, ning aminohapete jérjestuste sarnasus oli 99%, mis viitab sellele, et valgu struktuur ja
sellega seotud funktsionaalsed omadused on fiilogeneetiliselt viga tugevalt konserveerunud
(Pimenta jt., 1996).

1.2 Sotsiaalne kaitumine nérilistel

Sotsiaalne kditumine on elusorganismide pdhiomaduseks ja seda méairatletakse kui vastastikmdju
sama liigi isendite vahel (Sokolowski jt., 2010). Sotsiaalsed oskused méngivad olulist rolli nii
indiviidi kui liigi ellujddmisel. Mitmeid neuropsiiiihilisi hdireid, nagu depressioon, autism,
bipolaarne héire, obsessiiv-kompulsiivne héire ja skisofreenia iseloomustab sotsiaalse kditumise
hiirumine, mis muudab keeruliseks adekvaatse sotsiaalse kontakti loomise ja/voi sdilitamise. See
rohutab kahjustamata sotsiaalsete oskuste téhtsust (Landau ja Morre, 1991; Mueser jt., 1991, Mundy
jt., 1986; Rapin ja Tuchman, 2008 ).

Nirilised on sotsiaalsed loomad ning nad ilmutavad erinevat laadi sotsiaalset kditumist nii looduses

kui ka vangistuses (Crawley jt., 2000). Laboritingimustes, kasutades spetsiaalselt vilja tootatud

6



teste, uuritakse erinevaid sotsiaalse kditumise aspekte: uurimisaktiivsust, seksuaalset aktiivsust,
vanemlikku kditumist, sotsiaalset suhtlust, agressiivset kditumist.

Peamisteks teguriteks, mis mojutavad kéitumist, on geneetilised faktorid (hiireliin, sugu,
geneetilised mutatsioonid). Erinevate hiireliinide sotsiaalse kditumise vordlemine néitab suuri
erinevusi erinevatesse liinidesse kuuluvate tiksikisendite sotsiaalses ja emotsionaalses profiilis.
Niiteks liinide 129Sv ja C57Bl/6 (B6) hiiri kasutatakse laboriuuringutes laialdaselt ja erinevad
uuringud on nédidanud, et nende kahe liini vahel esineb mirkimisvéirseid erinevusi kditumises.
Cook N. ja Bolivar V. viisid 1dbi rea kditumuslikke katseid ja niitasid, et 129Sv hiirte drevuse tase
on korgem, samuti on selle liini hiired vdahem aktiivsed: null puuri katses veetsid 129Sv hiired
oluliselt vihem aega avatud alal, avarvilja katses oli nende ldbitud vahemaa oluliselt vdiksem kui
B6 hiirtel (Cook ja Bolivar, 2002).

Uuriti isaste ja emaste kditumist ja leiti, et nende sotsiaalne kditumine ja emotsionaalne vastus on
véga erinevad. An X. jt. uurisid mitmesuguseid kditumuslikke tavasid liini B6 emastel ja isastel ja
leidsid, et erinevalt isastest on emased rohkem sotsiaalsed (An jt., 2011). Samuti on teada, et isased
on territoriaalsed loomad ning kéituvad agressiivselt teiste isaste suhtes, kes neile puuri pannakse.
Samal ajal kalduvad emased olema sallivamad ja sotsialiseerumisele orienteeritud (Shlomit jt.,
2013). Teatud tingimustel esineb siiski ka emastel agressiivsust, nditeks imetamisperioodil on nad
agressiivsemad ja riindavad nende juurde pandud isendeid (Vom Saal jt., 1995).

Kaitumisele avaldavad tugevat moju keskkonnategurid nagu elamistingimused, toit, temperatuur,
eraldatus, sotsiaalne seisund, millel on oluline mgju arengule ja fiisioloogilistele funktsioonidele.
Naiteks, sotsiaalne liiiasaamine vdib vihendada gliikokortikoidide retseptorite tundlikkust (Avitsur
jt., 2001) ja suurendada tsentraalset monoamiini aktiivsust, mis v3ib kaasa aidata drevuse tekkele
(Audet jt., 2010; Keeney, 2006). Sotsiaalne liitiasaamine voib samuti vihendada BDNF-i (Berton jt.,
2006) ja DeltaFosB (Vialou jt., 2010) taset mesolimbilistes ajupiirkondades ja neurogeneesi
(Buwalda jt., 2010; Lagace jt., 2010), aidates sellega kaasa méluhdirete ja depressioonilaadsete

seisundite tekkimisele.

1.3 Sotsiaalne isolatsioon

Sotsiaalne isolatsiooni kui bioloogiist ndhtust iseloomustavad olulised muutused organismi kdigis
neurofiisioloogilistes siisteemides (Hall, 1998). On teada, et {iksik indiviid, kes on iiles kasvanud

piiratud sotsiaalsete kontaktide tingimustes, erineb liigikaaslastest oma korgenenud tundlikkuse



poolest vilistele &rritajatele, samuti emotsionaalse ebastabiilsuse, hairitud liitkumis- ja kognitiivsete
funktsioonide poolest (Glushenko, 2002). Noorukitel ilmneb see hiiperaktiivsuse ja tahelepanuhiire
stindroomina, kalduvusena antiasotsiaalsele kéitumisele, konfliktsusele, alkoholi ja narkootiliste
ainete kontrollimatule kasutamisele. Seega on véga oluline seda protsessi uurida.

Laborindriliste sotsiaalne isolatsioon on mudel, milles uuritakse kéditumuslikke ja neurokeemilisi
tagajédrgi nériliste sotsiaalse koostoime/interaktsioonide puudumisel. Paljud siimptomid, mis on esile
kutsutud sotsiaalse isolatsiooniga, on sarnased depressiooni, skisofreenia ning ka drevushéirete
siimptomitega.

Varajased uuringud on ndidanud, et sotsiaalne isolatsioon mdjutab neurogeneesi hippokampuses
erinevatel nériliste liikidel. Néiteks, isolatsioon peale emast eraldamist, vihendas hippokampuse
rakkude proliferatsiooni, nende ellujddimise voimet ja neuronide diferentseerumist noortel isas hiirtel
(Ibi jt., 2008). Samuti kutsus 3-niddalane sotsiaalne isolatsioon esile hippokampuse rakkude
elluyjddmise voimete vihenemise emastel rottidel (Westenbroek jt., 2004). Hiirtega tehtud katsed
néitasid, et rakkude proliferatsioon ja ellujadmise voime dentate gyrus-es vahenes pikaajalise
sotsiaalse isolatsiooni tagajérjel (Lieberwirth jt., 2012). Lisaks sellele vdhendab pikaajaline
sotsiaalne isolatsioon ka amiigdala rakkude ellujddmise voimet ja mediaalse preoptilise ala rakkude
proliferatsiooni (Lieberwirth jt., 2012). Kdik see viitab sellele, et hiired, mida pShjustab sotsiaalne
isolatsioon, ei piirdu ainult hipokampuse rakkude kahjustumisega.

Peale selle, et sotsiaalne isolatsioon mojutab neuronite plastilisust, viib see ka depressioonilaadsete
kéditumuslik ilminguteni nagu néditeks motivatsiooni ja anhedoonia hiired (Grippo jt., 2007, 2008;
Pan jt., 2009; Wright jt., 1991, Becker jt., 2008), samuti indutseerib sotsiaalne isolatsioon
anksiogeense vastuse, mis toendab kdrgendatud drevuse taset (Ferdman jt., 2007, Bridges ja Starkey,
2004) ja suurendab agressivsust (Matsumoto jt.; 2005).

Uute neuronite teke ajus voib mingida suurt rolli kognitiivsetes ja kditumuslikes funktsioonides
(Imayoshi jt., 2009). Naiteks uued haistmissibula neuronid aitavad kaasa indiviidide eristamisele
(Mak ja Weiss, 2010), samal ajal on hippokampuse neuronid tdhtsad ruumi mélu kujunemisel ja
pikaajalisel séilitamisel, objektide eristamisel ja assotsiatiivse mélu formeerimisel (Clelland jt.,
2009; Jessberger jt., 2009; Shors jt., 2001). Uued neuronid subventrikulaarses tsoonis on seotud
emaliku kditumisega (Furuta ja Bridges, 2009). Uute neuronite kujunemine amiigdalas on téhtis
seksuaalse dimorfismi tekkimisel ja/voi sdilitamisel rottidel (Ahmed jt., 2008). Seega, on pohjust
arvata, et neurogeneesi héired vdivad kaasa aidata kditumismuutustele, mis olid vélja toodud

sotsiaalse isolatsiooni korral, kuid otsest sidet nende vahel ei ole toestatud. Néiteks hiirte
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neurogeneesi inhibeerimine ei toonud esile drevust voi depressioonilaadset kéituist (Santarelli jt.,
2003; Balu ja Lucki, 2009).

Sotsiaalne isolatsioon v3ib viia héireteni hiipotalamus-hiipofiiiis-adrenaal (HPA) teljes. Stress
pOhjustab tavaliselt suurenenud CORT-i tsirkuleerivaid tasemeid, mis voib viia struktuursete ja

regulatoorsete muudatusteni, soodustades héirete teket (Maniam jt., 2014).

1.4 Lsamp-i roll sotsiaalse ja emotsionaalse kiitumise reguleerimisel

Uuringud nérilistel néditavad, et kdrgenenud LSAMP transkriptide tase mitmetes ajupiirkondades on
seotud korgenenud drevuse tasemega. Pluss-puuri katsete tulemused rottidel néitasid, et madala
aktiivsusega (korge drevusega) rottidel on Lsamp geeni ekspressiooni tase 1,6 korda korgem kui
korge aktiivsusega (madala drevusega) rottidel (Nelovkov jt., 2003). Hiljem leidsid Nelovkov jt.
korgenenud LAMP-i taseme madala uurimusliku aktiivsusega rottide amiigdalas (Nelovkov jt.,
2006). Samuti tiheldati rottide amiigdalas korgenenud Lsamp mRNA tase rottidel, kes puutusid
kokku kassi 16hnaga, mis kutsub rottidel esile drevuse (Koks jt., 2004).

To66d Lsamp geeni -/- hiirtega — loodud on kaks erinevat Lsamp -/- liini (iikks Catania jt., (2008),
teine Tartu Ulikoolis) — tdestasid, et LAMP osaleb sotsiaalse ja emotsionaalse kiitumise
regulatsioonis. Nii viis Catania uurimisrithm 1dbi katsed Lsamp -/- hiirtega ja teatas, et hiirtel Lsamp
geeni defitsiidiga on suurenenud aktiivsus uues keskkonnas, samuti suurenenud uudistav kéditumine
(Catania jt., 2008). Innos jt. poolt 1dbi viidud katsete tulemused néitavad viiksemat drevust

Lsamp -/- hiirtel (Innos jt., 2011).

Mairkimisviirne korvalekaldumine sotsiaalses kditumises leiti isastel hiirtel: neil puudus vurrude
pligamine. Vurrude pligamine on sotsiaalne kditumine, mis on omane eri hiireliinide nii isastele kui
ka emastele ning on mérk sotsiaalsest hierarhiast: domineeriv isend piigab allutatute vurrud (Strozik
ja Festing, 1981). Vurrude piigamise puudumine Lsamp -/- isastel nditab héireid isastevahelises
sotsiaalses kditumises.

Inimestel 1dbi viidud uuringud kinnitavad samuti Lsamp-i rolli sotsiaalse ja emotsionaalse kditumise
reguleerimisel. Poliimorfismid Lsamp geenis on seotud enesetappude (Must jt., 2008), paanika-
(Koido jt., 2006) ja bipolaarse hdirega (Behan jt., 2009).



2. EKSPEREMENTAALOSA

2.1. Too eesmirgid

T60 eesmérgid on:

1. Uurida, kas Lsamp-/- hiirte sotsiaalne kditumine erineb Lsamp-+/+ hiirte sotsiaalsest kditumisest.
Poorasime erilist tdhelepanu emasloomadele.

2. Uurida, kas iiksikmajutus mdjutab sotsiaalset kditumist ja milline on selle m&ju Lsamp -/-

emastele hiirtele
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Loomad ja katse iildine iilesehitus

Katseloomade paljundamine toimus Tartu Ulikooli Bio-ja siirdemeditsiini instituudis fiisioloogia
osakonnas. Enne katsete algust hoiti loomi kaheksa kaupa 425 mm x 266 mm x 155 mm suurustes
puurides koos allapanu ja pesamaterjaliga. Hiirtel oli vaba liigipdds toidule ja veele. Loomi hoiti
22°C juures 12-h/12-h valge/pime tsiiklis. Katsed viidi 1abi valgel ajal.

2.2.1.1. Emaste hiirtega tehtud katsed

Katsetes kasutati 5.-6. kuu vanuseid Lsamp -/- ja Lsamp+/+ 129S6/SvEvTacxC57BL/6 geneetilise
taustaga emaseid hiiri.

Katse alguses jagati hiired nelja gruppi: kaheksa looma kontroll grupist ja kaheksa Lsamp -/- looma
paigutati standardmajutusesse, iilejdédnud 8 hiirt kontroll grupist ja 8 hiirt Lsamp -/- paigutati
tiksikmajutusesse.

Katse kdigus moddeti katseloomade kehakaalu ja viidi 1dbi sotsiaalse interaktsiooni, tume-hele puuri

ja tostetud pluss-puuri katsed.

s - Standardmajutus

+/4+ N=38

e mem mmm 8 - Uksikmajutus

N =32 “‘;/':ii__________%
-/- |N=38
bl o :J‘“Iz.‘zi?

Hele/tume | Plusspuur Hele/tume
A 4 A 4 N\ puur A4 puur
1. piev 3- piiev 5. piev 7. piev 9. piev 11. piev
Kaalumine Kaalumine Kaalumine Kaalumine Kaalumine Kaalumine
Hele/tume puur Sotsiaalne
interaktsioon

Joonis 1. Ulevaade katse kavast.
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2.2.1.2 lIsaste hiirtega tehtud katsed

Katses kasutati 2. kuu vanuseid Lsamp -/- ja Lsamp +/+ 129S6/SvEvTacxC57BL/6 geneetilise
taustaga isaseid hiiri. Hiired jagati kahte gruppi: kaheksa Lsamp +/+ looma iihes ja kaheksa
Lsamp -/- looma teises. Nendega viidi 14bi sotsiaalse eelistuse katse.

2.2.2. Kaitumiskatsed

2.2.2.1 Tostetud pluss-puur

Tostetud pluss-puuri katse on kdige populaarsem katse drevusreaktsioonide hindamiseks (Rodgers ja
Dalvi, 1997; Crawley,2007). Katse pohineb hiirte loomulikul vastumeelsusel avatud ja korgemal
asetsevate alade suhtes ning nende loomulikul huvil uute keskkondade vastu. Korgenenud drevusega
loomad viibivad kauem aega suletud dlgades, kusjuures alanenud drevusega loomad viibivad kauem
aega avatud Olgades.

Plusspuur koosneb kahest vastastikku paiknevast suletud 6last (17.5 pikkus x 5cm laius), kahest
vastastikku paiknevast avatud dlast (17.5 pikkus x Scm laius) ja keskel paiknevast platvormist (5cm
pikkus x 5c¢m laius). Suletud dla kiiljed on timbritsetud 14 cm korguste seintega. Kogu pluss-puuri
seade on tostetud 30 cm korgusele.

Enne katse algust hoiti hiiri 60 min katseruumis, et nad kohaneksid uue olukorraga. Katse viidi 1abi
hédmaras valguses (7 luksi). Hiir asetati platvormile nii, et pea oli suunatud suletud 6la poole ja 5-
min viltel registreeriti jirgmised parameetrid: 1. avatud dlgadesse kdikude arv, 2. avatud olgades
viibitud aeg, 3. suletud dlgadesse kdikude arv, 4. avatud dlgade ja koigi 6lgade kiilastuste suhe, 5.
avatud Olgadel pealangetamiste arvu. Pérast igat looma puhastati puur hoolikalt 70%
etanoolilahusega ning seejdrel kuivati paberratikutega.

Eksprement filmiti hilisemaks analiiisiks.

2.2.2.2 Hele-tume puur

Hele-tume puur on tdstetud plusspuuri korval koige laialdasemalt kasutatav katse
arevusreaktsioonide hindamiseks. Katse pShineb hiirte eelistusel tumedate ja suletud alade suhtes
ning sellele vastanduval uudishimul avatud ja heledate alade suhtes.

Seade koosneb puurist (40cm x 40cm x 35¢m), mis oli jagatud kahte vordse suurusega ossa: iiks osa
on tugevalt valgustatud (250 luksi), teine osa on hamar (2 luksi). Kambrid on eraldatud seinaga,
mille keskel on viike ava (13cm x 5¢cm), mille kaudu on hiirel voimalus vabalt liikuda {ihest

kambrist teise.
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Enne katse algust hoiti hiiri 60 min katseruumis, et nad kohaneksid uue olukorraga. Pérast seda
paigutati hiir puuri tumedasse ossa. Loom vais vabalt vabalt liikuda kambrite vahel 10 minuti
jooksul. Selle aja jooksul registreeriti jairgnevad parameetrid: 1. heledasse alasse sisenemise latents,
2. heledasse alasse kdikude arv, 3. tumedasse alasse kdikude arv ja 4. heledas alas viibitud aeg.
Parast igat looma puhastati puuri hoolikalt 70% ispopropanoolilahusega ning seejarel kuivati

paberritikutega.

2.2.2.3 Sotsiaalne interaktsioon

Sotsiaalse interaktsiooni katset kasutati selleks, et aru saada kuidas Lsamp -/- ja liksikmajutusesesse
paigaldatud hiired kdituvad ja reageerivad sotsiaalse partnerile 10-minutilise katse jooksul.

Nagu ka eelmistel juhtudel, enne katse algust hoiti hiiri 60 min katseruumis. Parast seda hoiti
loomad 10 minuti jooksul iiksikpuuris ning selle aja moddudes paigutati kaks sama genotiiiibiga hiirt
erinevast majutuse keskkonnast uude iiksikpuuri koos allapanuga. Paaride koostamisel 14htuti

sellest, et hiirtel puuduks varasem kokkupuude teineteisega ning kehakaalu erinevus ei olnuks
suurem kui 5%. Puuri peale asetati pleksiklaasist kaas ja katse salvestati videokaameraga.
Eksperemendi labiviimisel oli katseruumi valgustus 200 luksi.

10-minutilise jalgimisperioodi jooksul moddeti jairgmised parameetrid: 1. genitaalpiirkonna
nuusutamise aeg, 2. muude kehaosade nuusutamise aeg, 3. agressiivse kditumise episoodide arv ja 4.

agressiivse kditumise kestvus..

2.2.2.4 Sotsiaalse eelistuse katse

Sotsiaalse eelistuse test voimaldab uurida hiirte sotsiaalset kditumist. Sotsiaalsus selles kontekstis
tahendab hiirte instinktiivset kalduvust olla tihedas kontaktis oma liigikaaslasega.

Katses kasutati Lsamp -/- ja Lsamp+/+ isaseid hiiri. Sotsiaalse eelistuse katse seade koosnes
suurest puurist (45cm x 45cm x 45¢cm), mille kahte vastasnurka paigaldati kaks vaikest traatvorgust
puuri (diameetriga 7cm). Selline puur toimib fiiiisilise barjaérina, takistades otsest kontakti loomade
vahel, samaaegselt voimaldades sensoorsete interaktsioonide toimumist.

Katsele eelnenud péeval asetati hiired 30-minutiks suurde katsepuuri, et nad tutvuksid ja harjuksid
uue keskkonnaga. Samal ajal olid mdlemad viikesed puurid tithjad. Katsepédeval paigutati iihte tiihja

puuri estruses emane hiir ja teise isane hiir. Oluline oli, et katseloomal puudus varasem kokkupuude
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katses kasutatud stiimulloomadega. Secjarel pandi uuritav hiir seadmesse, kus ta vois vabalt liikuda
8 minuti jooksul. Et viltida asukoha mdju ja liigset stressi stiimulhiirtele vahetati stiimulhiiri ja
nende asukohta puuris iga nelja katse jarel. Katse salvestati videokaameraga ja kasutades Noldus
EthoVision XT 8.0 programmi mdddeti jargmised parameetrid: 1. emashiire juures viibitud aeg, 2.

isashiire juures viibitud aeg ja 3. ldbitud distantsi.

2.2.3 Estruse faaside maiaramine

Hiirtel koosneb estruse tsiikkel neljast faasist: diestrusest, proestrusest, estrusest ja metestrusest. On
néidatud, et isaste kditumine muutub vastavalt tsiikli faasile. Kéditumuslike erinevuste viltimiseks
kasutati ainult sama estruse faasiga emasloomi.

Estruse faaside méaaramiseks kasutati tupe tsiitoloogia meetodit. Pipett tdideti 12 — 15 ul
destilleeritud veega, ots viidi tuppe ja pesti ldbi 1 — 2 korda. Vdetud proov kanti alusklaasile ja lasti
kuivada 6hu kdes 24 tunni jooksul. Pdrast seda fikseeriti proov termiliselt, tdommates katseklaas paar
korda 14bi leegi. Fikseeritud preparaat varviti 15 — 20 min jooksul 0,07% metiileensinisega (12-15ul)
ja pesti destilleeritud veega.

Seejarel valmistatud preparaati uuriti 40-kordse suurendusega mikroskoobi all ning tehti sellest ka
fotod. Faaside maaramine pohineb leukotstiiitide, sarvestunud epiteel rakkude ja tuumaga epiteel

rakkude olemasolul ja vahekorral.

2.2.4 Statistiline analiiiis

Graafikutel ja tabelites on tulemused esitatud keskmiste véartuste ja nende standardveana (=SEM).
Andmete analiiiisimiseks kasutati programmi STATISTICA 10.0. Jooniste tegemiseks kasutati
GraphPad Prism 4 versiooni. Tulemuste vordlemiseks kasutati kahe faktorilist dispersioonanaliiiisi
ja korduvmdotmistega ANOVA analiiiisi. Positiivse peaefekti olemasolulul teostati eri gruppide

tulemuste post hoc vordlus Newman-Keuls testiga.
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3. TULEMUSED

3.1. Tostetud pluss-puur katse emastega

Tdstetud pluss-puuri katse tulemuste analiiiis néitas, et Lsamp+/+ hiirtega vorreldes on Lsamp -/-
hiired madalama drevusega.

Lsamp -/- sisenesid rohkem nii suletud (F, 26=5,7; p<0,05; Lisa 3), kui ka avatud dlgadesse

(F, 28=19,2; p<0,001; Lisa 3). Samuti esines genotiiiibi ja keskkonna efekt kaitsmata
pealangetamiste puhul (F, 28y=6,4; p<0,05; Lisa 3).

Lsamp -/- loomadel oli oluliselt korgem avatud 6lgade ja koigi dlgade kiilastuste suhe vorreldes
Lsamp+/+ loomadega (F, 25=9,4; p=0,01; Joonis 1B). Tavatingimustes hoitud Lsamp -/- hiirtel oli
suhe korgem vorreldes sama tingimustes hoitud Lsamp+/+ loomadega. Analiiiis ei ndidanud
genotiilibi ega keskkonna efekti avatud dlgadel viibitud ajale.

IImnes keskkonna tendents avatud dlgadesse sisenemistele (F1, 26)=3,4; p=0,077; Lisa 3).
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Uksikmajutus Standardmajutus

Joonis 1. Keskkonna ja genotiiiibi toime hiirte kditumisele téstetud pluss-puuris. N = 8 igas
riihmas. Andmed on esitatud koos keskmise standardveaga (+ SEM). * —p < 0.05: Lsamp -/-
vorreldes Lsamp+/+ hiirtega samades keskkonna tingimustes.
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3.2 Emasloomade kehakaal

IImnes statistiliselt oluline genotiiiibi (F(1, 28y =11,7; p<0.01) ja keskkonna (F(1, 2) = 9,7; p<0.01)
efekt kehakaalu muutmise osas. Katse kolmandaks paevaks suurim kehakaalu muutus tuvastati
tiksikmajutuses hoitud Lsamp +/+ hiirtel. Samuti langetasid tiksikmajutuses elavad Lsamp +/+

hiired rohkem kaalu vorreldes standardtingimustes elavate Lsamp +/+ hiirtega (Joonis 2).
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Joonis 2. Kehakaalu muutus. Néitab kehakaalu muutust katse kolmandaks péaevaks. N = 8 igas
grupis. Andmed on esitatud koos keskmise standardveaga (+ SEM).

** _ p<0.01: Lsamp +/+ vorreldes Lsamp -/- hiirtega samades keskkonna tingimustes.

## — p <0.01: Lsamp +/+ isolatsiooni keskonnas vorreldes Lsamp +/+ hiirtega tavatingimustes.

3.3. Tume-hele puuri katse emastega

Leiti, et varreldes Lsamp +/+ hiirtega oli Lsamp -/- hiirtel kidikude arv heledasse alasse esimesel
katsepéeval oluliselt suurem (F,26)=20,1; p<0.01; Joonis 3A). Isolatsioonis hoitud Lsamp -/- hiired
kaisid rohkem heledas alas vorreldes sama tingimustes hoitud Lsamp+/+ hiirtega.

Siin esines ka statistiliselt oluline keskkonna efekt (F(1 26=6,7; p<0.05; Joonis 3A). Uksikmajutuses
hoitud loomad sisenesid rohkem heledasse alasse vorreldes standardmajutuses hoitud loomadega.
Esimesel katse paeval ei esinenud statistiliselt olulisi erinevusi heledas alas viibitud aja osas, kuid
katse kolmandaks korraks viibisid Lsamp -/- hiired oluliselt kauem aega heledas alas vorreldes
Lsamp +/+ hiirtega (p<0,05; Joonis 3B). Katse kolmandaks korraks langes oluliselt heledas alas

viibitud aeg tavatingimustes hoitud Lsamp +/+ hiirtel.
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Korduvmdotmiline dispersioonanaliiiis néitas, et ei genotiiiip ega keskkond ei pShjusta olulisi

erinevusi latentsis (Lisa ).
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Joonis 3.Hele-tume puuri katse tulemused. 3A. Kiikude arv heledasse alasse. * — p < 0.05
Lsamp -/- vorreldes Lsamp +/+ hiirtega samades keskkonna tingimustes, # — p < 0.05 Lsamp -/-
isolatsiooni keskonnas esimesel paeval vorreldes Lsamp -/- hiirtega samades keskkonna tingimustes
kolmandal péeval. 3B. Heledas alas viibitud aeg. * — p <0.05
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Lsamp -/- vorreldes Lsamp +/+ hiirtega samades keskkonna tingimustes, # —p < 0.05 Lsamp +/+
tavatingimustes komandal pdeval vorreldes Lsamp +/+ hiirtega samades keskkonna tingimustes
esimesel paeval.C. Latents. N = 8 igas grupis. Andmed on esitatud koos keskmise standardveaga (+
SEM).

IM — isolatsioonimajutus, SM — standardmajutus

3.4. Sotsiaalne interaktsioon emastel

Sotsiaalse interaktsiooni tulemuste analiiiisist selgus, et nii genotiiiip kui ka keskkond mojutavad
olulisel madral loomade sotsiaalset kaitumist.

Leiti, et genitaalide nuusutamise aeg sdltub genotiitibist (F(118=7,1; p<0,05), keskkonnast
(F(1,18=12,3; p<0,01) ja genotiiiibi x keskonna interaktsioonist (F(1,18=7, 3; p<0,05; Joonis 4A).
Isolatsioon pikendas genitaalide nuusutamise aega Lsamp +/+ hiirtel (p<0,01).

Statistiliselt olulised erinevused iilejaanud kehaosade nuusutamise osas esinesid isolatsioonis ja
standard tingimustes elavate hiirte vahel (F(1,18=9, 2; p<0.01; Joonis 4B). llmnes keskkonna x
genotiilibi interaktsiooni efekt (F(1,18=5,6; p<0.05; Joonis 4B). Isolatsioonis hoitud Lsamp +/+
hiired nuusutavad teisi keha osi oluliselt rohkem vorreldes tavatingimustes hoitud Lsamp +/+
hiirtega ja isolatsioonis hoitud Lsamp -/- hiirtega. Agressiivset kditumist esines vaid {ihel korral

tiksikmajutuses hoitud hiire puhul, tavatingimustes agressiivset kditumist ei esinenud.
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Joonis 4. Sotsiaalse interaktisooni katse tulemused emaste hiirtega. 4A. Genitaalide
nuusutamine 4B. Mujalt nuusutamine. N = 22 (12 standard- ja iiksikmajutuses hoitud Lsamp-/-
looma ja 10 standard- ja tiksikmajutuses hoitud Lsamp+/+ looma). Andmed on esitatud koos
keskmise standardveaga (= SEM).

** _ p <0.01 Lsamp +/+ vorreldes Lsamp -/- hiirtega samades keskkonna tingimustes

## — p <0.01 Lsamp +/+ isolatsiooni keskonnas vorreldes Lsamp +/+ hiirtega tavatingimustes.

3.5. Sotsiaalse eelistuse katse isastega

Katse tulemused ei ndidanud erinevate katsegruppide vahel statistiliselt olulisi erinevusi emaste

juures viibitud ajas ja isaste juures viibitud ajas (Joonis 5A, Joonis 5B).
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Joonis 5. Sotsiaalse eelistuse katse tulemused isaste hiirtega. A. Emaste juures viibitud aeg ja
isaste juures viibitud aeg. Andmed on esitatud koos keskmise standardveaga (+ SEM).

3.6 Estruse faasid

Estruse faaside méadramiseks kasutati tupe tsiitoloogia meetodit. Faasi selgitasime vilja rakkude
koostise analiiiisi teel (Zenclussen jt., 2014).

Diestruse (Joonis. 7D) ajal vdib néha vaid leukotsiiiite koos mdne epiteelrakuga. Proestruse (Joonis
7A) ajal aga tuumadega epiteelrakke ning lisaks leukotsiiiitidele ka monda sarvestunud epiteelrakku.
Estruse (Joonis B) ajal leidub aga ainult sarvestunud rakke. Metestruse (Joonis 7C) perioodil esineb

sarvestunud epiteelrakke koos leukotsiilitidega.
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Joonis 7. Estruse tsiikli faasid. A. Proestrus, B. Estrus, C. Metestrus ja D. Diestrus. On tuvastatud
kolm rakutiiiipi: tuumaga epiteelirakud (valge nool), sarvestunud epiteelirakud (must nool) ja
leukotsiitidid (must kolmnurk). Objektiivi suurendus 20x
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4. ARUTELU

Kéesolevas toos uurisime Lsamp -/- hiirte sotsiaalset kditumist poorates erilist tdhelepanu

emasloomadele. Uurisime ka sotsiaalse isolatsiooni mdju nendele loomadele.

Sotsiaalse interaktisooni katse tulemused tavatingimustes hoitud emastega ei tuvastanud statistiliselt
olulisi erinevusi Lsamp +/+ ja Lsamp -/- hiirte kditumise vahel. Standardtingimustes kasvanud
Lsamp -/- emaste kditumine oli sarnane Lsamp +/+ emaste kaitumisega. See erineb varasemalt
isasloomadega tehtud katsetest. Eelnevad uurimist6éd Lsamp -/- ja Lsamp +/+ hiirtega on ndidanud
erinevusi standardsetesse oludesse paigutatud isasloomade kaitumises (Innos jt., 2011). Naiteks olid
seal Lsamp -/- hiired oluliselt vdhem agressiivsed, mis ilmnes muuhulgas ka viiksemas huvis
partneri genitaalide vastu.

Ainsaks mdodetud erinevuseks sotsiaalse interaktsiooni katses tavatingimustes kasvanud Lsamp +/+
ja Lsamp -/- emasloomade vahel oli iiks agressiivse kiitumise juhtum Lsamp +/+ hiirte vahel. Uks
voimalik seletus sellele episoodile voib olla partnerite kehakaalude erinevus, mis iiletas soovitusliku
5% (sobivate vastaste puudumise tottu antud paaris 9,7 %). Uurimised nditavad (White jt., 1969), et
vaatamata sellele, et emasloomad on isastest tunduvalt vihem agressiivsed, vdivad nad ikkagi
kéituda agressiivselt neist kaalult vaiksemate emaste suhtes.

Arevus vdib osutuda oluliseks teguriks, mis avaldab mdju sotsiaalsele kiitumisele. Kdrge drevuse
tasemega hiired piiiiavad viltida uusi olukordi ja seeldbi ka vastastikuseid sotsiaalsid interaktsioone.
Selle vastandina tunnevad madala drevuse tasemega hiired aktiivselt huvi keskkonna ja seal
leiduvate liigikaaslaste vastu (Crawley, 2007). Eelnevast lahtudes korraldasime rea katseid, et
kindlaks médrata katseloomade drevuse taset.

Pluss-puuri katses ilmnes genotiitipi efekt ja Lsamp -/- hiired kéisid sagedamini avatud Slgades
vorreldes Lsamp +/+ hiirtega. Need tulemused viitavad, et Lsamp -/- emashiirte drevuse tase on
madalam kui Lsamp +/+ hiirtel. Katse tulemused langevad kokku varem isasloomadega korraldatud
analoogse katse tulemustega.

Tume-hele puuri katses ilmnes statistiliselt oluline genotiiiibi efekt avatud alas viibitud ajas.
Leidsime, et katse kolmandaks péevaks hakkasid Lsamp +/+ hiired oluliselt vihem aega heledas
alas viibima. Heledas ruumis viibimise aja lithendamine v3ib Lsamp +/+ hiirtel olla seotud mitte

kdrgema drevuse tasemega vaid sellega, et hiired harjuvad viibima katsetingimustes. Tulemused
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voivad viidata sellele, et Lsamp -/- hiired on vdimetud ohtlikus olukorras uudistamiskaitumist
pidurdama.

Saadud tulemused ei toonud esile mingeid erinevusi tavatingimustes hoitud emasloomade
kéaitumises. Lsamp -/- emasloomade sotsiaalne kditumine ei ole héiritud; seda kinnitavad ka
avaldamata tulemused Lsamp -/- hiirte paljunemise ja 1dimetishoole vallas. Uks vdimalik seletus
selle ndhtuse puhul vaib olla see, et iihe perekonna IgLON geeni puudumisel suureneb sama
perekonna iilejadnud valkude siintees, mis voib kompenseerida ja maskeerida Lsamp-geeni
puudumist.

Viga oluliseks eesmargiks antud t66 tegemisel oli vilja selgitada, kas sotsiaalne isolatsioon mdjutab
Lsamp -/- ja Lsamp +/+ emaseid erinevalt. Leidsime, et isolatsioon suurendas kdigi sotsiaalse
interaktsiooni katses moddetud parameetrite acga (partneri genitaalide ja muude kehaosade
nuusutamine), samuti vahendas see katse kolmandaks paevaks oluliselt Lsamp +/+ hiirte kaalu,
samal ajal kui nende parameetrite muutusi ei tdheldatud Lsamp -/- emastel.

Kui hinnata hiirte stressiseisundit kaalumuutuste pdhjal, siis v3ib oletada, et Lsamp +/+ emased, kes
on paigutatud sotsiaalse isolatsiooni tingimustesse, on stressiseisundis, samas kui muutused
elutingimustes ei mdjuta Lsamp -/- hiirte fiitisilist seisundit. Nende tulemuste pdhjal voib jarjeldada,
et Lsamp -/- emased on vihem tundlikud sressisituatsioonidele. See kajastub ka sotsiaalse
interaktsioni katse tulemustes, milles sotsiaalselt isoleeritud Lsamp -/- hiirtel ei margatud mingeid
erinevusi, vorreldes nende Lsamp -/- hiirte kditumisega, keda peeti tavatingimustes. Samal ajal
sotsiaalse interaktsiooni suurenemine, mida meie tdheldasime Lsamp +/+ emastel, on iseloomulik
kéditumine sotsiaalselt isoleeritud isendite puhul (Hilakivi jt., 1988).

Edasistes uuringutes tuleks hoolikalt uurida CORT-i taset emaste sotsiaalse isolatsiooni algfaasis.
Uuringud on ndidanud, et stress pohjustab tavaliselt suurenenud CORT-i tsirkuleerivaid tasemeid.
See omakorda voib viia neurogeneesi hdireteni, kahjustades hipokampuse rakkude proliferatsiooni ja
ellujddmise voimet, mis voimaldab organismil kohaneda valiskeskkonna probleemide ja
véljakutsetega (Pereda-Perez, 2013). Innos ja kolleegid ei tuvastanud muutusi tsirkuleerivas CORT-i
tasemes hiirtel (Innos jt., 2011). Nemad tegid katsed isashiirtega ning modtmised tehti vaid iiks kord
katse 16pus. CORT-1 mddtmistulemused aitaksid Kinnitada Lsamp -/- hiirte vihenenud tundlikkust
stressiolukordades.

Selle t66 kdigus pidasime vajalikuks uurida ka Lsamp geeni moju isasloomade sotsiaalsele
eclistusele. Varem on Innos ja kolleegid teatanud héiretest isasloomade kiitumises: Lsamp -/-

isasloomad nuusutasid sotsiaalse interaktsiooni katses isasloomade genitaale tunduvalt lithemat aega
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kui Lsamp +/+ loomad. Emasloomadega ldbi viidud sarnane katse ei ndidanud erinevusi. Ka meie
sotsiaalse eelistuse katse tulemused néitasid, et Lsamp -/- isasloomade kditumine {ihtib Lsamp +/+
isasloomade omaga. Selle pohjuseks voib olla see, et sotsiaalse interaktsiooni ja sotsiaalse eelistuse
katsetes uuritakse eri tiitipi kditumist. Innos jt. poolt ldbiviidud katses uuriti sotsiaalse interaktsiooni
kéditumist. Tulemused néitasid, et Lsamp -/- isashiirtel on agonistlik kditumine vdhenenud, mis
pOhjustab héireid sotsiaalses hierarhias. Meie poolt 1dbiviidud katsetes uuriti seksuaalset kaitumist ja
ei tuvastanud statistiliselt olulisi erinevusi Lsamp -/- ja Lsamp +/+ hiirte kditumises. Need
tulemused viitavad, et Lsamp geen mdjutab eri tiiiipi sotsiaalset kditumist erinevalt.

Lsamp geeni mdju seksuaalse kditumisele nduab tdiendavat uurimist. Edasistes uuringutes tuleks
uurida isolatsiooni ja teiste stressorite moju seksuaalse kditumisele. Meie t66 tulemused néitasid, et
isolatsiooni keskkonnas ilmnevad muutused kditumises Lsamp +/+ ja Lsamp -/- emaste hiirte
vahel. Seega ei saa vilistada, et isolatsioon viib muutusteni ka seksuaalses kditumises Lsamp +/+ ja

Lsamp -/- isaste hiirte vahel.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva t66 eesmargiks on uurida, kas Lsamp-/- emasloomade sotsiaalne kditumine erineb
Lsamp+/+ emasloomade kditumisest ja milline on sotsiaalse isolatsiooni mdju emastele hiirtele. Me
pidasime téhtsaks tdiendada juba olemasolevaid isashiirte kditumise uurimiste tulemusi uue katse
pohjal tehtud jéreldustega ning tahtsime jouda selgusele, kas Lsamp geen avaldab mdju nende
sotsiaalsetele eelistustele.

Selgus, et tavatingimustes on Lsamp -/- emaste sotsiaalne kditumine sarnane Lsamp +/+ emaste
kaitumisega. Kuna drevus kuulub nende faktorite hulka, mis voivad kditumist mdjutada, viisime ldbi
katse eesmargiga modta Lsamp-/- ja Lsamp +/+ emasloomade drevuse tasemeid. Katse tulemustele
toetudes joudsime ootuspéraselt jareldusele, et Lsamp -/- emasloomade drevuse tase on madalam kui
Lsamp-+/+ emasloomadel.

Sotsiaalse isolatsiooni mdju uurimisel hiirte kditumisele selgus, et isolatsioon tdstis Lsamp +/+
hiirtel koigi moodetud parameetrite tulemusi sotsiaalse interaktsiooni katses, aga Lsamp -/-
emasloomade isoleerimine ei avaldanud nende kditumisele moju. Antud tulemused koos
katseloomade kaalu muutuste analiiiisiga lubavad oletada, et Lsamp -/- emasloomad on vihem
tundlikud vilismojudest tingitud stressi suhtes.

Huvitavaid tulemusi saime siis, kui viisime 14bi katse Lsamp-/- ja Lsamp +/+ isasloomade
sotsiaalsete eelistuste viljaselgitamiseks. Me ei marganud olulisi lahknevusi nende kahe grupi
kditumises, mis on iillatav, sest varasemalt avaldatud t66d on viidanud sotsiaalse kditumise héiiretele
Lsamp -/- isasloomadel.

Jiargnevalt on vilja toodud antud t66 pohitulemused:

1. Tavatingimustes on Lsamp -/- emaste hiirte sotsiaalne kditumine sarnane Lsamp +/+ emaste
sotsiaalse kditumisega.

2. Isolatsioon pohjustab olulist kehakaalu langust Lsamp +/+ emaste hiirtel, kuid mitte Lsamp -/-
emaste hiirtel.

3. Isolatsioon pdhjustab sotsiaalse interaktsiooni suurenemist Lsamp +/+ emaste hiirtel, samas
muutused elutingimustes ei mdjuta Lsamp -/- emaste sotsiaalset kéditumist.

4. Tavatingimustes on Lsamp -/- isaste hiirte seksuaalne kditumine sarnane Lsamp +/+ isaste

kditumisega.
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The effects of Lsamp gene on social behaviour in mice

Julia Gretsanaja

Summary

Social behaviour is fundamental characteristic of living organism. Certain neurological and
psychiatric disorders, including schizophrenia, autism, Alzheimer’s disease and bipolar disorder, are
characterized by disruptions of social behaviors. Mouse models may provide a platform for
understanding the neurological networks and mechanisms that are involved in neuropsychiatric
disorders.

Lsamp gene encodes the limbic system-associated membrane protein (LAMP), a cell adhesion
molecule found in limbic regions of developing and adult brain. LAMP mediates neuronal growth
and synaptic formation. Studies in mice have shown that Lsamp is associated with anxiety, social
behaviour and fear reaction. Also in human, Lsamp has been associated with schizophrenia, bipolar
disorders and completed suicides.

The aim of this thesis was to study the effects of Lsamp gene on social behaviour in mice, paying
special attention to female mice, as the majority of the previous research has primarily focused on
male rodents. We also investigated the effects of isolation on phenotype of female mice. Social
isolation is a stressful event for social species, which may produce alterations in social behaviour.
We subjected Lsamp -/- male and female mice and their wild type littermates to the behavioural
tests.

In the social interaction test group-housed Lsamp -/- female mice did not show any alterations in
social behaviour. We further examined their anxiety levels, as it could be an important factor for
deficits in social behaviour. Our results show that Lsamp -/- mice are less anxious than wild type
mice. We also found that social isolation increases social interactions in wild type females but fails
to do so in Lsamp -/- mice. In addition, social isolation led to decreased body weight in wild type
mice particularly at the beginning of the isolation but does not affect Lsamp -/- females. In the social
preference test with males we did not detect any differences among the different genotypes.

Our results also demonstrate that Lsamp -/- mice are less sensitive to stressful conditions.
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TANUSONAD

Ma tahan tdnada oma juhendajat Indrek Heinlat suure abi eest, mis ta on osutanud mulle diplomit66
ettevalmistamisel ja kannatlikkuse ning valmisoleku eest pithendada oma aega minu probleemide
arutamisele. Samuti tahan tédnada Kersti Lilevilja abi ja nduannete eest selle t66 kirjutamisel. Minu
tanu kuulub ka koigile labori tootajatele nende abivalmis suhtumise eest mitmete probleemide

lahendamisel.
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Joonis 6. Kehakaalu muutused. A. On néidatud Lsamp +/+ emashiirte kehakaalu muutused. B. On
nédidatud Lsamp -/- emashiirte kehakaalu muutused.
IM — isolatsioonimajutus, SM — standardmajutus.
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Lisa 2.

Tabel 1. Tostetud pluss-puuri katse tulemused. Andmed on esitatud koos keskmise standardveaga

(£SEM).

Kahefaktoriline

Standartmajutus Uksikmajutus ANOVA

Lsamp -/- | Lsamp+/+ | Lsamp -/- | Lsamp+/+ | g Kk gXxk
Avatud dlgadesse
sisenemiste arv 2,25+0,49 | 0,25+0,25 | 3,0+0,46 1,1340,52 | p<0,01 m.o. | m.o
Suletud olgadesse
sisenemiste arv 7,5€1,16 | 6,25+0,86 | 9,5+1,23 5,87+0,72 | p<0,05 m.0. | m.o
Avatud dlgade ja
koigi dlgade
kiilastuste suh 0,22+0,04 | 0,02+0,02 | 0,25+0,05 | 0,15+0,07 | p<0,01 | m.o. | Mo
Kaitsmata
pealangetamiste
arv 2,37+0,73 | 0,13+£0,13 | 4,87+1,28 | 2,13£1,3 p<0,05 m.o. | m.o
Avatud dlgadel
veedetud aeg (s) 8,58+2,26 | 0,86+0,86 | 16,12+3,95 | 27,31+20,9 | m.o. m.o. | m.o.

g — genotiilibi mdju, k — keskkonna moju, g x k — genotiiiibi ja keskkonna interaktsioon, m.o. —

mitteoluline

Lisa 3.

TA

3.5+
3.04
2.54
2.04
1.5+
1.0+
0.5+
0.0

Avatud 6lgadesse kaikude arv

T

**

—

L samp -/-
C—JLsamp +/+

Uksi krhajutus

Standarcllmajutus

35



Suletud dlgadesse kaikude arv

Kaitsmata pea langetamiste arv

Avatud Glgades viibitud aeg

\‘
@)

CorENNWWAMGIOIO O
ouviouIouoyiouIouiou

i

Uksikmajutus

I

Standar(.jmajutus

7D

22.5+
20.0+
17.54
15.04

—~ 12.59

(%2)

~ 10.0+
7.54
5.04
2.54

0.0

Uksikmajutus

.

Standardmajutus

==

L samp -/-
CJLsamp +/+

B Lsamp -/-
CJLsamp +/+

B Lsamp -/-
CJLsamp +/+

Uksi krhajutus

Standar('jmajutus

36



Joonis 7. B Téstetud pluss-puuri katse tulemused. A. Avatud dlgadesse kédikude arvud. B.
Suletud olgadesse kdikude arvud. C. Kaitsmata pealangetamiste arv. D. Avatud dlgades viibitud aeg.

Andmed on esitatud koos keskmise standardveaga (=SEM).
* — p<0,05, ** — p<0,01

Lisa 4.

Tabel 2. Sotsiaalse interaktsiooni tulemused. Andmed on esitatud koos keskmise standardveaga
(£SEM).

Standartmajutus Uksikmajutus Kahefaktoriline ANOVA
Lsamp -/- Lsamp+/+ | Lsamp -/- | Lsamp+/+ g Kk gxk
Genitaalide
nuusutamise
aeg (s) 6,25+2,71 6,17+1,4 8,9+3,01 26,42+5,08 p<0,05 | p<0,01 | p<0,05
Muude
kehaosade
nuusutamise
aeg (s) 12,01£3,77 | 10,04£1,59 | 14,70+2,8 | 31,42+6,44 | m.o. p<0,01 | p<0,05

g — genotiitibi moju, k — keskkonna moju, g x k — genotiiiibi ja keskkonna interaktsioon, m.o. —
mitteoluline

Lisa 5.

Tabel 3. Isaste hiirtega sotsiaalse eelistuse katse tulemused. Andmed on esitatud koos keskmise
standardveaga (£ SEM).

Uhefaktoriline
Standartmajutus ANOVA
Lsamp -/- Lsamp+/+ genotiiiibi mdju
Emaste juures viibitud aeg (s) 189,05+25,16 204.19£28,65 | m.o.
Isaste juures viibitud aeg (S) 195,69+26,5 178,54+29.91 | m.o.

m.o. — mitteoluline



Lisa 6.

Joonis 4. Tume — hele puuri katse tulemused. Andmed on esitatud koos keskmise standardveaga (=SEM).

Korduvmdotmistega
ANOVA

Standartmajutus

Uksikmajutus

Lsamp -/-

Lsamp+/+

Lsamp -/-

Lsamp+/+

katse
paev

katse
paev *

katse
paev *

katse

paev
* g *

Katse Nel.
Kiikude
arv
heledasse
alasse

16,0+2,22

10,25+1,95

19,62+1,34

11,13+1,34

Katse Ne2.
Kiikude
arv
heledasse
alasse

5,88+£1,16

2,38+0,75

10,13+2,29

6,13£1,36

p<0,0

p<0,05

m.o.

p<0,01

p<0,01

Katse Nel.
Heledas
alas
viibitud aeg

(s)

148,57+22,47

169,81+37,87

231,70+22,97

162,80+14,31

Katse Ne2.
Heledas
alas
viibitud aeg

(s)

94,22+33,33

27,7+7,80

185,94+56,75

56,90+14,23

p<0,0

p<0,05

m.o.

p<0,01

Katse Nel.
Latents (s)

7,87£1,39

19,48+8,39

4,51+£0,7

33,12+18,93

Katse No2.
Latents (S)

3,16+0,53

96,36+72,54

6,7£2,5

52,58+30,49

p<0,0

m.o.
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g — genotiilibi moju, k — keskkonna mdju, g * k — genotiiiibi ja keskkonna interaktsioon, m.o. — mitteoluline
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