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Endogeense oksiitotsiini ja tema retseptori seos piisisotsiaalsusega

Kokkuvote

Kestvate sotsiaalsete kontaktide loomise ja sdilitamise aluseks on sotsiaalne kéitumine. T66
eesmdrk oli uurida, kas piisisotsiaalsus kui pidev joon looma kéitumises Voib olla seotud
nonapeptiidi oksiitotsiini ning oksiitotsiini retseptorite tasemetega. Selleks mdddeti oksiitotsiini
(OT) ja oksiitotsiini retseptorite (OTR) tase isastel tdiskasvanud rottidel ex vivo (n= 20)
Western bloti meetodil hiipotaalamuses, hipokampuses ning striatumis. Piisisotsiaalsust hinnati
Tonissaar jt 2004. aasta uuringus sotsiaalse interaktsiooni testiga (SI). Tegemist on esimese
uuringuga, kus analiiiisitakse pilisisotsiaalsuse ja tsentraalse endogeense oksiitotsiini vahelisi
seoseid. Tulemused nditasid, et puudus seos uuritavate piirkondade OT ning OTR suhtelise
hulga ning keskmisega Sl testi ajaga. Tuleviku t66d voiksid uurida endogeense oksiitotsiini
moju pusisotsiaalsusele, kasutades Sl testis nii isas- kui emasloomi. Samuti ei ole teada, kas
roti erinevates vanusefaasides on oksiitotsiini tasemed tsentraalses siisteemis erinevad ja kas

varasem sotsiaalne kogemus avaldab moju tdiskasvanu ea sotsiaalsele kéditumisele.

Tdhtsamad mérksonad: okstitotsiin; retseptor; sotsiaalne kditumine; sotsiaalse interaktsiooni

test; hiipotaalamus; hipokampus; striatum
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Endogenous oxytocin and its receptor association with sociability trait

Abstract

Social behaviour is essential for creating and maintaining permanent social relationships. The
objective of this study was to investigate whether sociability trait in animal behaviour is
associated with nonapeptide oxytocin and its receptors levels. Oxytocin (OT) and its receptor
(OTR) levels were measured in male adult rats ex vivo (n=20) in hypothalamus, hippocampus
and striatum using Western blot analysis. Sociability trait was assessed by Tonissaar et al. in
the 2004 study with social interaction (SI) test. This work is first of its own kind where the
association of sociability trait and endogenous oxytocin system is studied. The results showed
no association between OT or OTR levels in particular area and mean time in Sl test. Future
work should investigate endogenous OT effect on sociability using both male and female rats.
Also it is not known whether there are differences in OT levels in the central system during
different developmental periods and whether early social experiences influence social

behaviour of an adult rat.
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hippocampus; striatum
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Sissejuhatus

Oksiitotsiin on nonapeptiid, mis osaleb selgroogsetel nii tsentraalse kui perifeerse narvisiisteemi
t60s. Oksiitotsiini traditsiooniliseks {iilesandeks on siinnituse esilekutsumine koos piima
eritumise algatamisega, aga ka vanemliku hoole teket juhtida (Olazabal ja Young, 2006;
Keebaugh, Barret, LaPrarie, 2015). Viimastel aastakiimnetel on hakatud uurima oksiitotsiini
stisteemi (oksiitotsiin ning tema retseptor) mdju sotsiaalsetele suhetele. Need uuringud niitavad
oksiitotsiini seost prosotsiaalsete kditumistega, nagu kiindumuskéitumise kujunemine (Lim ja
Young, 2006), sotsiaalne dratundmine (Ferguson, Young, Hearn, Matzuk, Insel, Winslow,
2000), suurenenud aeg sotsiaalseks kontaktiks (Witt ja Insel, 1992; Bales ja Carter, 2003),
vanemlik agressioon ja hool (Bosch ja Neumann, 2012), 1dhenemiskditumine (Radke jt, 2017),
sotsiaalne valtimine (Lukas jt, 2011) ning partneri eelistus (Bales ja Carter, 2003). Lisaks
prosotsiaalsust juhtivale rollile vdib oksiitotsiinil olla nii drevust alandav roll kui ka
stressreaktsiooni pidurdav moju stressirohkes olukorras. Seda on ndidanud uuringud, kus leiti
okstitotsiinil neid iilesandeid vahendav roll limbilises siisteemis ja hiipotaalamuses

paraventrikulaartuumas (Radke jt, 2017; Blume jt, 2008; Smith ja Wang, 2014).

Uha enam on hakatud huvi tundma selle nonapeptiidi vdimaliku kasutamise vastu psiiiihika- ja
kaditumishdirete, nagu skisofreenia, autism, depressioon, drevushdired ja posttraumaatiline
stresshéire ravimisel (Matsuzaki, Matsushita, Tomizawa, Matsui, 2012; Sack jt, 2017), kuna
kasvab inimeste arv, kellel diagnoositakse loetletud haireid. Praeguseks on leitud, et
oksiitotsiini manustamine nii loom- kui inimuuringutes aitab leevendada autismi v3i Aspergeri
stindroomi siimptomeid (Teng jt, 2013; Andari jt, 2010). USA-s on kasvanud erihoolt vajavate
autismispektrihdirega 6-22 aastaste haigete arv 15580 lapselt (1992. aastal) kuni 141 022
(2003. aastal) lapseni (European Commission Health and Consumer Protection Directorate-
General, 2005). Autismi ja Arenguhdirete Vaatlusvorgustiku (ADDM) andmetel oli 2008.
aastal USA-s hinnanguliselt iga 88-s 8-aastane laps autismispektrihdirega, aastaks 2010 oli
haigestumise maér juba iiks laps 68-st (Baio, 2012; Baio, 2014). Sotsiaalfoobiat esineb 6,8
protsendil tiiskasvanutest (n=9282) USA-s (Kessler, Chiu, Demler jaWalters, 2005). Seega
suureneb inimeste arv, kes ei tule toime igapdeva sotsiaalsetes toimingutes ning vajavad selleks
abi riigilt erinevate toetus- ja teraapiaprogrammide néol, mis nouavad suuri investeeringuid.
Kui oleks voimalik, et neid asendaks ravim, mis oleks odavam raviviis vorreldes teiste

ravivoimalustega, saaks suunata sotsiaalraha teistesse valdkondadesse.
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Sotsiaalsus

Sonaga isiksus tdhistatakse tavaliselt neid kéitumise, motlemise ja tunnete aspekte, mille
poolest inimesed iiksteisest erinevad, mis iseloomustavad eri inimesi erisugusel méairal. Kui
teatud kditumine esineb sageli ning ja paljudes erinevates olukordades, voib seda nimetada
isiksuseomadusteks. Isiksuseomadused on vordlemisi piisivad inimese kditumise, mdtlemise
seadumusi on viis: ekstravertsus, neurootilisus, avatus kogemusele, meelekindlus ning
sotsiaalsus (Digman, 1990). Loomadel esinev temperament on olemuselt vorreldav inimese
iseloomuga, kuna kirjeldab sarnaselt selle mitmesuguste omaduste varieerumist indiviiditi
(Koosa, 2016). Isiksuse varieerumine on tdhelepanuvéirse evolutsioonilise ja Okoloogilise
tahtsusega, kuna iseloom maérab loomade tundlikkuse elukeskkonnale (Koosa, 2016; Boissy
1995; Dall, Houstun ja McNamara, 2004). Looma temperamendi alusel voib kditumist jagada
viide kategooriasse: agressiivsus, viltimiskditumine, riskikditumine, avastamisaktiivsus,
sotsiaalsus (Réale jt, 2007). Loomade sotsiaalse kéditumise all mdistetakse kditumist, mis esineb
kahe voi enama samaliigilise isendi vahel (Koenig ja Dickinson, 2017). Mitmeid sotsiaalse
kaitumisaktide mustreid (nditeks sotsiaalne kontakt, agressiivsus, emahool, partnerieelistus,
viéltimiskditumine jne) saab kvantitatiivselt véljendada (Farrell, Holland ja Brenhouse, 2016;
Sams-Dodd, 1995b). Loendavateks kiitumisaktideks voivad olla nériliste uuringutes kas
mingulised voi agressiivsed niitajad, nagu liksteise peale hiippamine, pealt ja alt ronimine,
tagaajamine, sugemine, kehtestamine, vditlemine, maadlemine, &rritumine, genitaalide

nuuskimine vdi hammustamine (Sams-Dodd, 1995b; VVanderschuren, Niesink, Van Ree, 1997).

Sotsiaalse kditumise eri aspektide uurimiseks tuleb valida sobivaim meetod, ldhtudes uuringu
eesmargist. Sotsiaalne interaktsioon ehk vastastikune suhtlemine kahe voi enama samaliigilise
isendi vahel (Koenig ja Dickinson, 2017) on véga lai mdiste, milles puudub konkreetsus, kelle
vahel ja milline suhtlemisviis kdne all on. Ka nimetus sotsiaalse interaktsiooni test ei anna head
iilevaadet, missugune on meetodi sisu, sest iildjuhul kasutatakse sotsiaalset interaktsiooni
spetsiifilise olukorra vaatlemiseks. Uheks vdimaluseks niiteks on Sl testiga uurida sotsiaalset
lahenemist voi valtimist, mis sobivad eelkdige sotsiaalse huvi valjenduse mddtmiseks partneri
suhtes. Sotsiaalne huvi peegeldub motivatsioonis ldheneda liigikaaslasele ning jélgida saab,
kuidas algatatakse sotsiaalseid kontakte ja kaua need kestavad (Fairless, Shag, Guthrie, Li ja
Brodkin, 2011). Selleks sobivad sotsiaalse eelistuse (social preference test), sotsiaalse
eraldatuse (partition test) ja sotsiaalse ldhenemise (social approach test) testid. Testide

eesmargiks on jdlgida kontakti loomist, st kas uuritav isend tahab teist katselooma viltida voi
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uudistada ning sobivad ennekdike ldhenemiskditumist uurivasse katsesse (Fairless jt, 2011).

Kéesolevas t60s kasutati seda sotsiaalse interaktsiooni (SI) testi, mille arendasid vilja File ja
Hyde (1978), et modta drevust tdstvate voi vdhendavate ravimite moju sotsiaalsele kditumisele,
kasutades selleks sotsiaalse interaktsiooni keskkonda, mis tekib kahe roti omavahelisel
suhtlemisel. Autorid vordlesid nelja katsetingimust: hdmar valgus ja tuttav ala (drevuse
madalaim tase); ere valgus ja tuttav ala; himar valgus ja vooras ala (molemad drevuse keskmine
tase); ere valgus ning vooras ala (drevuse korgeim tase). Uuringust selgus, et lisaks drevuse
mootmisele vdheneb vOoi suureneb sotsiaalne interaktsioon vastavalt katsetingimusele:
sotsiaalne interaktsioon kestab kauem, kui katseloomad paiknevad tuttavas alas ning hdmara
valgusega alas ning vahem, kui paiknevad eredas valguses ja vodras alas (File ja Seth, 2003).

Sotsiaalse interaktsiooni tulemustes esineb ka soolisi erinevusi (File ja Seth, 2003). Naiteks ei
suurene emastel rottidel SI aeg soodsates tingimustes, nagu tuttavas alas paiknemine. Ka toovad
autorid vilja enne testimist kogetud stressi moju Sl ajale: isased rotid, keda hoiti 24 pdeva enne
testimist miira keskkonnas, oli vdhem sotsiaalset interaktsiooni vorreldes isaste rottidega, kes
paiknesid vaiksetes tingimustes. Sl testi eeliseks vorreldes eelnevalt mainitud testidega on
okoloogiline valiidsus: vabalt suhtlevate hiirte kditumine sarnaneb looduslikus keskkonnas
metsikult kasvavate hiirte omale. Et suurendada suhtlemist Sl testimisel ajal, majutatakse

katseloomad tavaliselt nddal acga enne testimist tiksikpuuridesse (File ja Seth, 2003).

SI testiga saab mdota sotsiaalse tegevuse erinevaid kiilgi (nditeks nina-nina vastas nuuskimine,
teisele loomale jargnemine, fiiiisiline kontakt, ultraheli hdilitsused), mille tottu saab teha
mitmesuguseid jareldusi kaitumise kohta (Crawley, 2014). Nii on varasemalt Sl testiga
moddetud ja vorreldud omavahel konkreetseid tegevusi, nagu kaugus loomast, ldhenemis- ja
véltimiskditumine, nina-nina vastas konktakt, et jdlgida varajase stressi mdju noorlooma
sotsiaalsele kditumisele (Farrell, Holland ja Brenhouse, 2016). Ka on Sl testiga uuritud, kas
amfetamiin ja fentsiiklidiin omavad mdju rottide sotsiaalse kditumise spetsiifilistele tegevustele
(Sams-Dodd, 1995). Selleks pandi Sl testi ajal kirja sotsiaalse tegevuse kordumiste arv ning
moddeti aega, mis kulus tegevustele, nagu uudistamine, avastamine, pidev stereotiiiipiline
kéditumine iihe koha peal, tagakidppadele tSus (rearing), teisele rotile jargnemine (Sams-Dodd,
1995). Seega Sl testi {iheks voimaluseks on modta ja vorrelda tihele konkreetsele kaitumisaktile
kulunud aegu.

Teiseks vOib modta SI testis kogu aktiivsele sotsiaalsele interaktsioonile kulunud aega.

Tonissaar, Philips, Eller ja Harro (2004) uurisid oma t60s, kas rotil eksisteerib stabiilne
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sotsiaalne loomus. Selleks kasutasid autorid File ja Hyde (1978) SI testi, kus hinnati kahe
isasroti omavahelist sotsiaalset kditumist neljal testimiskorral (iga kord vodra partneriga) ning
mdodeti sotsiaalsele interaktsioonile kulunud aega. Tulemustest selgus, et nelja testi sotsiaalse
interaktsiooni keskmine aeg oli seotud iiksiktestide sotsiaalsele interaktsiooni ajaga. Seda
tulemust voib pidada oluliseks, kuna kinnitas, et sotsiaalse interaktsiooni testi meetodiga saab

modta, kas roti sotsiaalne loomus on stabiilne omadus (Tdnissaar jt, 2004).

Perifeerne oksiitotsiini siisteem

Perifeerse oksiitotsiini siisteemi traditsiooniline {ilesanne on esile kutsuda siinnitust ja
stimuleerida emaka kokkutdombeid. Retseptorvalk avaldub inimesel siinnitusel kolmes kohas:
munasarjas, emaka seinas ning emaka limaskestas (Gimpl ja Fahrenholz, 2001). Siinnituse
varajases faasis touseb oksiitotsiini retseptorite hulk nii inimestel kui rottidel 200 korda
korgemaks kui rasedusvilisel perioodil. Pérast siinnitust langeb oksiitotsiini retseptorite tase
tisna kiiresti, et véltida tarbetuid kokkutdombeid, ning touseb taas imetamise alguses. Emaka
okstitotsiini retseptorite sidumist aitavad reguleerida naissuguhormoonid progesteroon ja
Ostrogeen: progesteroon takistab oksiitotsiini sidumist ning Ostrogeen vastupidiselt tdstab
(Soloff jt, 1983).

Seos perifeerias ja tsentraalses siisteemis oleva oksiitotsiini vahel on ebaselge nii inim- kui
loomkatsetes. Varasemalt on ndidatud, et endogeenne oksiitotsiin véljaspool peaaju organismis
voib mojutada héiritud sotsiaalset kditumist (Valstad, Alvares, Andreassen, Westlye, Quintana,
2016). Inimestel on oksiitotsiini madalamat taset plasmas seostatud autismi (Modahl jt, 1998)
ning skisofreeniaga (Rubin jt, 2010). Proove perifeeriast ei ole keeruline koguda siilje, uriini
voi vere kaudu, kuid pole teada, kas need modtmised saab siduda tsentraalse oksiitotsiini
tasemega (Valstad jt, 2016). Naiteks loomkatsetes on avastatud, et oksiitotsiini taseme tous ajus
on koordineeritud véljaspool peaaju oleva oksiitotsiini tasemega (Ross jt, 2009; Wotjak jt,
1998), millele osa uurijaid pole leidnud kinnitust (Amico, Challinor, Cameron, 1990;
Moghimian jt, 2013). Ka inimestel tehtud uuringutes leidub vastuolulisi tulemusi (Valstad jt,
2016). Lastel ja tdiskasvanutel on avastatud, et plasma oksiitotsiini kontsentratsioon korreleerus
positiivselt seljaajuvedelikus leiduva oksiitotsiini tasemega (Carson jt, 2014), kuigi seda seost
ei leitud varasemas uuringus (Kagerbauer jt, 2013). Uheks vastuoluliste tulemuste pdhjuseks
voib olla aju-vere barjddri vOoime eraldada ajusisest endogeenset oksiitotsiini ajuvélisest

okstitotsiinist. See tdhendab, et oksiitotsiin viljaspool peaaju ning ajus tootab iseseisvalt, aga
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mingites tingimustes, nditeks stinnituse ajal, toimib iihtselt (Landgraf ja Neumann, 2004).

Tsentraalne oksiitotsiini siisteem

Kui oksiitotsiini ja tema retseptorite leidumine ning iilesanne perifeerias on histi teada, siis
tsentraalses siisteemis paiknev oksiitotsiini vajab ldhemat uurimist, kuna puudub tdpne
iilevaade, milliseid protsesse oksiitotsiin erinevates ajupiirkondades juhib. Rottidel paikneb
okstitotsiin peamiselt kahes tuumas: supraoptilises ja paraventrikulaartuumas, kust kulgevad
okstitotsiini neuronite narvikiud magnotsellulaarsete neuronite aksonite kaudu ajuripatsi
tagasagarasse, mis reguleerib paaritumist, siinnitus- ja imetamisprotsesse (Gimpl ja Fahrenholz,
2001). Dendriitide kaudu toimub mdlemas tuumas autoregulatsioon ning endokannabinoidide
stimulatsioon, lisaks kulgevad paraventrikulaartuumast nérvikiud ventraaltegmentaalalasse,
hipokampusesse, ajutiivve ja seljaajju, kus oksiitotsiin juhib erektsiooni ning ejakulatsiooni
teket, maoprotsesse, hingamist (Baskerville ja Douglas, 2010). Oksiitotsiini sisaldus roti
supraoptilises tuumas on ligikaudu 100-1000 korda suurem vorreldes vereplasmaga (Landgraf
ja Ludwig, 1991). Lisaks asuvad oksiitotsiini retseptorid rottide ajus mitmetes piirkondades,
nagu ajukoores, haistesiisteemis, basaalganglionides, limbilises siisteemis, taalamuses,
hiipotaalamuses, ajutiives, seljaajus (Barberis ja Tribollet, 1996; Tribollet jt, (1992).
Hiipotaalamuses siinteesitud oksiitotsiin viiakse vajadusel ajuripatsi tagumisse osasse, kus see
vabastatakse vereringesse (Leng, Ludwig ja Douglas, 2011). Hiipotaalamuses oleva
okstitotsiini {ilesandeks on peamiselt reguleerida drevust stressirohkes olukorras (Smith ja
Wang, 2014; Blume jt, 2008). Paraventrikulaartuumas paiknev oksiitotsiin aitab vdhendada
hiirtel stressijargset drevust ning on vajalik stress-puhvri (social buffer) ehk sotsiaalse toetuse
toimimiseks stressirohke stindmuse jarel (Smith ja Wang, 2014). Katses kasutati emaseid
uruhiiri, kellel piirati fliisiline aktiivsus tiheks tunniks, et esile kutsuda stress-reaktsioon.
Emased taastusid pérast vangistust kas isase rotiga voi iiksinda 30 minutit ning siis hinnati
arevuslaadne kditumine tostetud pluss-puuri testiga. Tulemused néitasid, et {iksinda taastuvate
emaste drevuslaadne kéitumine oli korgem, voOrreldes partneriga taastunud emastest ning
kontrollgrupist. Seda efekti ei esinenud, kui partneriga taastuvale emale taastumise ajal siistiti
paraventrikulaartuuma  selektiivset  oksiitotsiini  retseptori  antagonisti. Seega  on
paraventrikulaartuumas asuvad oksiitotsiini retseptorid vajalikud stress-puhvri toimimiseks
(Smith ja Wang, 2014). Isastel rottidel alandab &revust juurde manustatud oksiitotsiin

hiipotaalamuse supraoptilises tuumas stressirohkes situatsioonis (Blume jt, 2008).
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Okslitotsiini  ulesanneteks striatumis on stabiilsete sotsiaalsete suhete loomine,
hoolitsuskditumine ja partneri eelistus (Liu ja Wang, 2003; Keebaugh jt, 2015). Emastel preeria
uruhiirtel on ndidatud, et manustades aju vatsakeste siisteemi oksiitotsiini voi dopamiini D2
retseptorite agonisti naalduvasse tuuma, veedavad emased tunduvalt rohkem aega oma partneri
seltsis kui vodra liigikaaslasega. Naalduvas tuumas toimub ka dopamiini ja okstitotsiini oluline
koosmoju: oksiitotsiini retseptorite blokeerimine ei tdsta partneri eelistust ka pérast dopamiini
Do-tiilipi retseptorite stimuleerimist; kui oksiitotsiini toimel on juba tekkinud oma partneri
eelistus, kaob see dopamiini D> retseptorite blokeerimisel. Seega on vaja partnerieelistuse
stabiilseks véljakujunemiseks striatumis nii dopamiini D retseptoreid kui oksiitotsiini
retseptoreid (Liu ja Wang, 2003). Olazabal ja Young (2006a) uurisid hoolitsuskditumist
erinevate nériliste seas ning leidsid, et oksiitotsiini retseptori tihedus oli preeria uruhiirtel
suurim naalduvas tuumas ning putaamenis. Oksiitotsiini retseptorite alandamisel naalduvas
tuumas, vdhenes emaste preeria uruhiirte hoolitsuskditumine ja hédirus partneri eelistuse
kujunemine (Keebaugh jt, 2015). Kuigi oksiitotsiini mdju sotsiaalsele kditumisele striatumis on

varasemalt uuritud peamiselt uruhiirte peal, on leitud seoseid stabiilse sotsiaalse kaitumisega.

Selleks, et paremini mdista, kuidas on oksiitotsiin seotud kognitiivsete, kditumuslike ja
vaimsete hiirete protsessidega, saab kasutada kolme laiemat l&henemist. Esiteks saab jilgida
aju neurobioloogilisi efekte parast oksiitotsiini voi platseebo manustamist; teiseks voib vorrelda
oksiitotsiini baaskontsentratsiooni patoloogilisel grupil ja kontrollgrupil; kolmandaks saab
hinnata oksiitotsiini baaskontsentratsiooni kovarieerumist mitmete psiihholoogiliste nditajatega
(Valstad, Alvares, Andreassen, Westlye, Quintana, 2016). Kéesolevas t66s kasutati kolmandat
varianti, hinnates loomkatses endogeense oksiitotsiini ja tema retseptori hulga kovarieerumist
piisiva omadusega, nagu sotsiaalsus. Teadaolevalt pole varem uuritud endogeense oksiitotsiini
suhtelist hulka roti hiipotaalamuses, hipokampuses ja striatumis ning vorreldud seda stabiilse

sotsiaalse kditumisega.

Katseloomaks valiti rott, sest vorreldes hiirega on kergem jilgida roti fiisioloogiat, mis sarnaneb
rohkem inimese omale (lannacone ja Jakob, 2009). Lisaks on roti kognitsioon ja mélu paremini
arenenud vorreldes teiste nérilistega ning seetdttu uuritud ulatuslikumalt. Ka sobib roti nii
fiitisiline kui proportsionaalne suurus, et uurida nii aju kui muid elundeid (Iannaccone ja Jakob,
2009). Kuna rotte kasutatakse uuringutes palju pakub kogutud andmestik hiid v&imalusi

vordlusteks.
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Uurimistd6 pohineb osaliselt Tonissaare jt (2004 ) t661, kus uuriti sotsiaalse kditumise stabiilsust
ning monoamiinide seost piisisotsiaalsusega. Leiti, et algselt drevuse modtmiseks loodud
sotsiaalse interaktsiooni testiga on vdimalik modta ka sotsiaalse kditumise stabiilsust
individuaalsel rotil. Kuna tegemist on tdhelepanuviirse tulemusega, st leitud stabiilne joon
looma kéitumises, avanes voimalus uurida, kas sotsiaalsust reguleerival peptiidil on seos leituga
ning millistes piirkondades. Seda kiisimust uuriti kdesolevas t66s kolmes ajupiirkonnas:
hiipotaalamuses, hipokampuses ning striatumis, kus moddeti oksiitotsiini ja tema retseptorite
suhteline hulk Western bloti meetodil ja arvutati seos piisisotsiaalsusega, kasutades Spearmani
korrelatsiooni. Ennustati, mida kauem kestab sotsiaalne interaktsioon, seda suurem on
oksiitotsiini voi oksiitotsiini retseptorite tase uuritavas piirkonnas. Kiesolevas t66s on kasutusel

Tonissaare jt (2004) sotsiaalse interaktsiooni testidega kogutud andmestik.

Autori panus selles t60s oli kirjanduslike allikate kogumine; andmete kogumine oksiitotsiini ja
oksiitotsiini retseptori mootmisega Western bloti meetodil; andmeanaliiiisi teostamine ning

tulemuste tolgendamine.

Too eesmirk ja hiipoteesid

Kaéesoleva t66 eesmirk on teada saada, kas oksiitotsiini ning tema retseptorite tase kolmes roti
peaaju piirkonnas (hiipotaalamus, hipokampus, striatum) on positiivselt ja statistiliselt oluliselt
korreleeritud piisisotsiaalsusega, st kas oksiitotsiini vOi retseptorite tase uuritavates

piirkondades on seda korgem, mida kauem kestab sotsiaalne interaktsioon.

Hiipotees 1: oksiitotsiini ja tema retseptorite tasemed uuritavates piirkondades on positiivselt ja
statistiliselt oluliselt korreleeritud keskmise sotsiaalse interaktsiooni testide ajaga
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Meetod

Sotsiaalse interaktsiooni test

Piisisotsiaalsuse modtmine teostati sotsiaalse interaktsiooni testiga (File and Hyde, 1978), nagu
esitatud Tonissaare jt (2004) t66s. Katses kasutati 20 Wistari liini tdiskasvanud isast rotti,
kellega viidi kiimnepéevase intervalliga 14bi neli sotsiaalse interaktsiooni testi, iga kord uue
partneriga. Testis moddeti aega, mis kulus aktiivsele sotsiaalsele kditumisele, nagu iiksteise
sugemine, partneri nuuskimine, teise roti alt ja pealt roomamine ning jargnemine. Neli pdeva
parast viimast testi rotid dekapiteeriti, eraldati ajud ning ajud dissekteeriti jaal. Ajukoe proovid

kiilmutati ja sdilitati — 80°C juures kuni edasiste analiilisideni.

Testi vaatlejate vaheline korrelatsioon oli hea, r > 0,90. Kdigi testide sotsiaalse interaktsiooni
keskmine aeg oli 94 sekundit. Kuigi puudus oluline seos iiksiktestide vahel, siis statistiliselt
oluline seos oli keskmise sotsiaalse aktiivsuse ja koikide nelja testi voi lihe ning kolme testi
keskmise vahel. Selle t66 tulemusest voib jireldada, et sotsiaalsus on piisiv joon, mida saab

md0ta sotsiaalse interaktsiooni testiga.

Western blot

Katseks kasutati eelnevalt dissekteeritud ja kiilmutatud (-80°C) ajukoe proove. Ajukoe
proovidele lisati vastavalt kaalule kiimnekordne kogus liitisipuhvrit (RIPA puhver, NaF, PIC,
NasVOas), homogeniseeriti kdsitsi uhmrinuiaga ning inkubeeriti 20 minutit jai peal. Liisaate
tsentrifuugiti 12500 pdoret minutis 20 minutit +4 °C juures, koguti {ilemine vedelikukiht ning
lisati Sample buffer. Valkude lahutamiseks kasutati 10% poliiakriiiilamiidgeeli ja SDS-
foreesipuhvrit (25 mM Tris, 192 mM gliitsiin, 1% SDS) ning kanti nitrotselluloosmembraanile
(Millipore, USA) iilekande puhvris (20Cy metanooli). Membraan blokeeriti Odyssey Block-
lahusega (Li-Cor Biosciences, 927-50000, USA) toatemperatuuril (1h). Pérast pesemist
inkubeeriti kolm pdeva (4° C) kiiiiliku anti-oksiitotsiini (1:1000, Novus Biologicals, NBP1-
19753) voi oksiitotsiini retseptori antikehadega (1:1000, Biorbyt, orb11196). Jargnes pesemine
ning inkubeerimine sekundaarsete antikehadega, milleks olid kitse ja kiiiiliku antikehad IR-800
(1:10 000, Li-Cor Biosciences, 926-32211) voi IR-680 (1:10 000, Li-Cor Biosciences, 926-
68021). Vordlusvalguna kasutati GAPDH-d, mille mddtmiseks kasutati hiire anti-GAPDH
(1:10 000, MAB374 | Merck Millipore) antikeha (inkubatsioon iiled6 toatemperatuuril) ja
sekundaarse antikehana kitse IR-680 (1:1000). Valkude visualiseerimine toimus Odyssey
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Infrared Imaging System (Odyssey CLx, USA) abil, et méadrata valgu tase. Arvutati
huvipakkuva valgu suhe GAPDH-i, kasutades pildito6tlusprogrammi Imagel.

Tulemused

Andmeanaliiiis

Toorandmed kanti Exceli tabelisse ning andmed analiiiisiti SPSS Statistics 23 programmiga.
Edasistest analiilisidest jéeti vélja viie looma tulemused, kuna nende puhul ei olnud voimalik
valgu taset usaldusvéirselt médrata. Statistiliste analiiiiside labiviimisel kasutati olulisusnivood
0,05. Kuna muutujad ei olnud normaaljaotusega, kasutati andmeanaliitisiks Spearmani

mitteparameetrilist korrelatsiooni.

Analiiiis nelja keskmise sotsiaalse interaktsiooni aja ja oksiitotsiini ning oksiitotsiini

retseptorite tasemete vahel uuritavates piirkondades.

Nelja keskmise sotsiaalse interaktsiooni aja ja oksiitotsiini voi tema retseptorite suhtelise hulga
seose arvutamiseks kolmes ajupiirkonnas (hiipotaalamus, hipokampus ja striatum) kasutati
Spearmani mitteparameetrilist korrelatsiooni. Analiilis niitas, et uuritavate piirkondade ning
keskmise sotsiaalse interaktsiooni aja vahel puudus statistiliselt oluline seos. Statistiliselt
oluline seos puudus hipokampuse oksiitotsiini suhtelise hulga ja sotsiaalse interaktsiooni (SI)
vahel (rs= 0,137; p= 0,565; N= 20), hipokampuse oksiitotsiini retseptorite ning Sl vahel (rs=
0,037; p= 0,884; N= 18); hiipotaalamuse oksiitotsiini ja SI vahel (rs= 0,02; p= 0,995; N= 19);
hiipotaalamuse retseptorite ja SI vahel (rs=-0,04; p=0,987; N=20); striatumi oksiitotsiini ja SI
vahel (rs = 0,089; p= 0,726; N= 18); striatumi oksiitotsiini retseptorite ja Sl vahel (rs = 0,166;
p=0,486; N= 20).

12



Oksiitotsiini ja tema retseptorite seos piisisotsiaalsusega

Tabel 1. Kolme uuritava piirkonna oksiitotsiini ja retseptorite suhtelise hulga seos nelja

sotsiaalse interaktsiooni testiga moodetud keskmiste aegadega, kus N= loomade arv ja M=

vahemik.

Tingimus Oksiitotsiini | Oksiitotsiini | Nelja Spearmani Spearmani
suhteline retseptori sotsiaalse korrelatsioonikordaja | korrelatsiooni
hulk suhteline interaktsiooni | SI kestvuse  ja | kordaja Sl

hulk keskmine aeg | oksiitotsiini ~ hulga | kestvuse ja
(sekundites) | vahel oksiitotsiini
retseptorite
vahel

Hiipotaalamus | 0,82 0,64 95,8 rs=0,02; rs=-0,04;
(M=043- | (M=034- |(M=4850- |N=19 N=20
1,21) 1,15) 144)

Hipokampus 0,75 0,52 95,8 rs=0,14; rs = 0,04;
(M=025- | (M=0,10- | (M=4850- |N=20 N=18
1,30) 1,08) 144)

Striatum 0,69 0,76 95,8 rs=0,09; rs=0,17;
(M=0,13- | (M=030- |(M=4850- |N=18 N=20
1,04) 1,32) 144)

Arutelu

To6 eesmirgiks oli uurida oksiitotsiini ja tema retseptorite tasemete seost piisiva sotsiaalse
kéitumisega, kuna enne pole teadaolevalt seda seost kontrollitud. Varasemad t66d néitavad, et
okstitotsiinil on erinevaid sotsiaalseid kditumisi juhtiv roll, nagu sotsiaalse kontakti algatamine
ja sdilitamine. (Ferguson, Young, Hearn, Matzuk, Insel, Winslow, 2000; Witt ja Insel, 1992;
Bales ja Carter, 2003; Radke jt, 2017; Lukas jt, 2011).

Hiipoteesiks oli, et kolmes uuritavas ajupiirkonnas mdddetud oksiitotsiini v3i tema retseptorite
hulga ning keskmise sotsiaalse interaktsiooni testide aja vahel esineb positiivne ja statistiliselt
oluline seos, st ennustati, mida kauem veedavad rotid aega iiksteisega sotsiaalses kontaktis,
seda korgem on oksiitotsiini voi tema retseptorite tase valitud ajupiirkonnas. See hiipotees ei
leidnud kinnitust, st statistiliselt olulist seost ei esinenud iihegi ajupiirkonna oksiitotsiini voi
retseptorite vahel vorreldes SI testide keskmise ajaga.

Tonissaare jt (2004) aasta t60s leiti, et isastel rottidel on olemas stabiilne sotsiaalne loomus.
Kaiesolevas to0s testiti oletust, et pidev sotsiaalne kditumine voib olla seotud oksiitotsiiniga roti
teatud peaaju osades. Seose puudumine tdhendab, et piisisotsiaalsus ei soltu tsentraalse

endogeense oksiitotsiini hulgast valitud ajupiirkondades. Samas see ei tdhenda ka, et sotsiaalne
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kditumine konkreetsel ajahetkel ei oleks seotud aju oksiitotsiini tasemetega ning selle

kontrollimiseks tuleks mddta oksiitotsiini tase sotsiaalse interaktsiooni ajal.

Varasemalt uuritud on endogeense oksiitotsiini funktsiooni roti ajus iisna tagasihoidlikult.
Peamiselt on Kinnitatud, et roti erinevates ajupiirkondades leidub oksiitotsiini ja tema
retseptoreid (Landgraf ja Ludwig, 1991; Leng ja Ludwig, 2008; Buijs, Devries ja Van Leeuwun,
1985; Kozlowksi ja Nilaver, 1986; Richar, Moos ja Freund, 1991; Sofroniew, 1983; (Barberis
ja Tribollet, 1996; Tribollet jt, 1992). Kuna teada oli, et oksiitotsiini retseptoreid leidub
hiipotaalamuses, hipokampuses ja striatumis ning nendes ajupiirkondades on oksiitotsiinil
sotsiaalse kaitumisega seotud aspekte, moodeti oksiitotsiini ning tema retseptorite hulk
uuritavates piirkondades. Tulemustest selgus, et oksiitotsiini ja tema retseptoreid leidub
vaatlusalustes piirkondades, kuid puudub seos piisisotsiaalsusega. Selleks, et edasi uurida
endogeense oksiitotsiini funktsiooni, saab kasutada uuritava peptiidi méairamiseks mitmeid
meetodeid. Kéesolevas to0s kasutati modtmisteks Western Bloti meetodit, mille abil saab
modta konkreetse valgu suhtelist hulka kindlas piirkonnas.

Teiseks oksiitotsiini hulga madramise voimaluseks on mdota in vivo mikrodialiiiisi meetodil
oksiitotsiini baastase enne sotsiaalset interaktsiooni ning testimise ajal. Mikrodialiiis on
tehnika, mida kasutatakse proovide voOtuks verest ning koest. Proovideks voivad olla
neurotransmitterid, neuropeptiidid, ensiitimid, elektroliitidid, hormoonid ning raviained
(Zapata, Chefer, Shippenberg, 2009). Kéesolevas t60s vaadati, kas endogeense oksiitotsiini
tasemel kudedes iildse esineb seost piisisotsiaalsusega, kuid edaspidi voiks uurida, kas
endogeense oksiitotsiini ja selle vabanemise tasemetes on erinevus baastasemes enne Sl testi
ning Sl testimise ajal.

Kolmandaks vdimaluseks endogeense oksiitotsiini funktsiooni uurimiseks on manustada
uuritavasse piirkonda oksiitotsiini retseptorite antagoniste, et vaadata, kas vabaneva oksiitotsiini
toime blokeerimine mdjutab sotsiaalseid tegevusi. Lukas jt (2011) leidsid oma t66s rottide ja
hiirtega, et siistides aju vatsakeste siisteemi ehk intratserebroventrikaalselt oksiitotsiini
antagonisti, vihenes vorreldes kontrollgrupiga tunduvalt aeg, mida katseloomad kulutasid teise
looma uudistamise peale, kusjuures hiirtel koguni suurenes sotsiaalne véltimine. Oksiitotsiini
blokeerimisel ajus on leitud soolisi erinevusi sotsiaalses kaitumises nditeks isastel, kuid mitte
emastel tdiskasvanud rottidel, kui isastel vdhendab antagonistide siistimine amiigdalasse
sotsiaalset huvi ehk motivatsiooni uudistada liigikaaslast (Dumais, Alonso, Bredewold ja
Veenema, 2016). Seega iiheks voimaluseks on oksiitotsiini tasemete mdotmise asemel vaadata,

kas oksiitotsiini blokeerimine voib tuua kaasa kaitumisaktide muutuse sotsiaalses kditumises.

14



Oksiitotsiini ja tema retseptorite seos piisisotsiaalsusega

Edasistes toodes voiks viélja selgitada, kas endogeense oksiitotsiini tase on seotud
piisisotsiaalsusega ajupiirkondades, mida kdesolev t60 ei késitlenud. Kuigi praeguses uuringus
puudus piisisotsiaalsusel Se0s oksiitotsiini tasemetega hiipotaalamuses, hipokampuses ning
striatumis, siis septumis ja amiigdalas v3ib see seos esineda (Chappell jt, 2016; Bredewold,
Smith, Dumais ja Veenema, 2014; Dumais, Alonso, Bredewold ja Veenema, 2016; Zoicas,
Slattery ja Neumann, 2014). Oksiitotsiinil on amiigdalas drevust alandav toime, sh reguleerib
tsentraalses amiigdalas sotsiaalset dratundmist ning sotsiaalset huvi (Radke jt, 2017; Ferguson
jt, 2002; Dumais jt, 2016). Septumis, mida seostatakse sotsiaalse hirmuga (kontakti astumisel),
aitab oksiitotsiini lisamanustamine sotsiaalse hirmuga hiirtele suurendada sotsiaalset avastamist
esimesest kontaktist alates (Zoicas jt, 2014). Seega iiheks tuleviku uuringusuunaks voiks olla
laiendatud piirkondade valik, kus hinnatakse endogeense oksiitotsiini Seost sotsiaalse kditumise

iiksikaspektide ning piisisotsiaalsusega.

Kéesolevas t00s kasutati tdiskasvanud Wistar liini rotte, kelle puhul seost oksiitotsiini ja
pusisotsiaalsuse vahel ei esinenud. Kiill aga on vdimalik, et noorrottide endogeense oksiitotsiini
ja oksiitotsiini retseptorite avaldumine nendes ajupiirkondades on stabiilse sotsiaalse
kéditumisega seotud. Selleks, et paremini aru saada tdiskasvanud roti ajust, tuleks vaadata,
kuidas avalduvad oksiitotsiini retseptorid arengufaasis.

Vaidyanathan ja Hammock (2016) annavad oma t66s iilevaate erinevatest nériliste uuringutest,
kus on mdddetud oksiitotsiini seondumist retseptorvalgule ning nende seondumissaitide
jaotumise muutuse kindlates ajupiirkondades konkreetses vanuses siinnist kuni tdiskasvanu
eani. Suurim arv oksiitotsiini retseptori seondumissaite leiti hiirtel ja rottidel vanusevahemikus
kuus kuni kolmeteist pdeva vorreldes iilejadnud perioodiga enne tdiskasvanuiga. Seoses
retseptorite seondumisega kindlates ajapiirides, toovad Vaidyanathan ja Hammock (2016) vélja
kolm iseloomulikku suunda: esiteks esineb pidev sidumistase teatud peaaju piirkonnas
esimesest mooOtmisest kuni tdiskasvanueani; sidumistase, mis esineb vaid kasvufaasis;
lithiaegne sidumisvoime moningates ajuosades kindlatel ajajarkudel. Lisaks leidsid Tribollet jt
(1992), et siinnijargsel perioodil vanusevahemikus kiimme kuni kakskiimmend péeva kaovad
voi vihenevad teatud oksiitotsiini sidumissaidid ja nende asemele tekivad uued. Autorid
avastasid, et nditeks puudub rotil taalamuse eesmises tuumas oksiitotsiini sidumissaidid
stinnijargsel perioodil, kuid tidiskasvanu eas on seal siduvustase suurim. Seega on teada, et
oksiitotsiin ilmneb erinevates ajupiirkondades eri arenguperioodide ajal kas liihiajaliselt voi

jdadavalt. Kiisimus on, millist funktsiooni need piirkonnad liihiajaliselt kannavad.
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Uheks pdhjuseks, miks vdivad oksiitotsiini tasemed erineda eri vanusefaasides, on varasemalt
saadud sotsiaalne kogemus vanemhoole osas, mis mdjutab hilisemat sotsiaalset kditumist.
Uksikemade poolt kasvatatud jireltulijatel vdib hilineda kiipsuse saavutamine ning viivituda
partneriotsingu periood (Ahern ja Young, 2009). T66 autorid uurisid monogaamsete preeria
uruhiirte vanemliku hoole mdjusid tiiskasvanu ea sotsiaalsele kiitumisele. Uhe pesakonna
poegi kasvatasid iiksinda emasloomad ning teisel pesakonnal olid olemas nii isas- kui
emasloom. Uksikemade kasvatatud poegi, keda jieti rohkem iiksinda, lakuti ning soeti vihem,
saavutasid kiipsuse hiljem ja tuli viivitusega partneri otsingu periood vorreldes kahe vanema
poolt hoolitsust saanud poegadega. Selles katses (Ahern ja Young, 2009) avastati ka, et
okstitotsiini mRNA kogumikke leidus tiiksikemade poolt kasvatatud poegadel rohkem
paraventrikulaartuumas kui mdlema vanema hoolt saanud jareltulijatel. Ka isastel preeria
uruhiirtel on uuritud isahoole puudumise mdju hilisemale sotsiaalsele kéitumisele ning
oksiitotsiini avaldumisele kindlates peaaju piirkondades (Prounis, Foley, Rehman ja Ophir,
2015). Autorid avastasid, et isata kasvanud isastel uruhiirtel, kes hilisemalt eraldati
iiksikpuuridesse, oli oksiitotsiini tihedus teatud ajupiirkondades (bilateraalses amiigdalas,
prefrontaalkorteksis, lateraalses septumis) suurem vorreldes isaga kasvanud hiirtel. Ka oli
hilisemalt iiksiktingimustes elanud uruhiirtel viiksem sotsiaalse diskrimineerimise katse skoor,
st nad veetsid vihem aega, et uudistada nii tuttavat kui voorast liigikaaslast (Prounis, Foley,
Rehman, Ophir, 2015). Seega edasistes toodes vaiks uurida jargnevaid kiisimusi: missuguseid
muutusi pdhjustab varasemalt kogetud puudulik vanemhool hilisemas eas ja kas sellel on seos
endogeense oksiitotsiiniga; kas oksiitotsiini blokeerimine kindlas arengufaasis takistab

sotsiaalse kéditumise vélja kujunemist tdiskasvanu eas.

Piirangud

Kéesolev t60 pdhineb isasloomadega tehtud uuringutele, seega saab tulemusi iildistada vaid
isastele. Eelnevad t66d (Uhl-Bronner, Waltisperger, Martines-Lorenzana, Condes Lara,
Freund-Mercier, 2005; Dumais, Bredewold, Mayer ja Veenema, 2013) néitavad, et isastel ning
emastel esinevad soolised erinevused seoses oksiitotsiini tasemetega. Isastel rottidel on
vorreldes emastega ventromediaalses hiipotaalamuse tuumas kdrgem oksiitotsiini retseptorite
tihedus (Uhl-Bronner jt, 2005). Dumais, Bredewold, Mayer ja Veenema (2013) t6ost selgus, et
vorreldes isastega oli emastel oksiitotsiini retseptori tihedus sidumissaitides {iheksas uuritavas

ajupiirkonnas madalam, sh striatumi erinevates osades, hiipotaalamuse ventromediaaltuumas

16



Oksiitotsiini ja tema retseptorite seos piisisotsiaalsusega

ning hipokampuse CAL1 alas. Siiski pole autorite (Dumais jt, 2013) teada leitud soolisi erinevusi
okstitotsiini retseptorite tiheduses paraventrikulaar- ja supraoptilises tuumas. Seega voib
pracguses to0s arutleda, kas tulemused erineksid, kui sotsiaalse interaktsiooni testis oleks
kasutatud nii isas- ja emasloomi. Kui emastel oleks olnud isastest rottidest madalam oksiitotsiini
tase teatud piirkondades, nagu niitavad eelmainitud t66d, siis edasised uuringud voiksid

keskenduda erinevuste pohjuste vélja selgitamisele.

Jareldused

To66 eesmirk oli vaadata, kas esineb Seos oksiitotsiini ja retseptorite tasemetega uuritavates
piirkondades ning piisisotsiaalsuse vahel. Oksiitotsiini voib pidada palju lubavaks
autismilaadsete siimptomite leevendamise viisiks, kuid puuduvad tdpsed teadmised oksiitotsiini
funktsioonist ajus seoses piisiva sotsiaalse kditumisega. Tegemist oli esimese uuringuga, kus
uuriti seost piisisotsiaalsuse ning endogeense oksiitotsiini vahel. Katsest selgus, et puudub
statistiliselt oluline seos, st piisisotsiaalsus ei soltu oksiitotsiini hulgast tsentraalses siisteemis.
Kuigi hiipotees ei saanud Kinnitust, naitab uuring vaid seose puudumist isaste tdiskasvanud
rottide peal. Edasistes t66des voiks uurida soolisi erinevusi ning vaadata ldhemalt, kuidas
arenevad vilja oksiitotsiini ja tema retseptorite sidumissaidid siinnijargsest faasist kuni
taiskasvanueani. Endogeenset okstitotsiini ja tema retseptoreid tuleks uurida lisaks septumist
ning amiigdalast, kuna nendes piirkondades vdib oksiitotsiin suurendada sotsiaalse kontakti
kestvust. Sotsiaalse kditumise aspektidest tuleks vilja selgitada varasema sotsiaalse kogemuse,

nt vanemhoole moju hilisemale kditumisele, sh piisisotsiaalsuse valjakujunemisele.
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