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HORMONSKO ODVISNA IN HORMONSKO NEODVISNA SPOLNA DIFERENCIACIJA
MOZGANOV MISI BREZ GENA SF-1

Izvlecek

Kljucne besede: nevroendokrinologija - veterinarska; spol, diferenciacija; mozgani
- rast in razvoj; spolno vedenje Zivali - fiziologija; regulacija genskega izraZanja;
spolni kromosomi; testosteron - fiziologija; miSi z odstranjenim genom;
steroidogeni dejavnik 1.

Steroidogeni dejavnik 1 (SF-1, NR5A1) ima pomembno vlogo pri razvoju in
delovanju endokrinega sistema. Pri miSih brez gena SF-1 (SF-1 KO) pride Ze v
zgodnjem embrionalnem razvoju do propada zametkov spolnih in nadledvi¢nih
Zlez, zato te miSi niso nikoli izpostavljene lastnim spolnim hormonom. SF-1 je pri
miSih v moZganih specificno izraZzen v ventromedialnem jedru hipotalamusa
(VMH), ki se v njegovi odsotnosti ne razvije pravilno. Misi SF-1 KO so primeren
model za proucevanje loCenega vpliva hormonov in genov na spolno diferenciacijo.
Nase raziskave so pokazale, da se nekateri geni, ki se nahajajo na kromosomu Y
(Uty, Eif2s3y, Ddx3y, Kdm5d) in na kromosomu X (Xist), izraZajo v moZganih
neodvisno od prisotnosti spolnih hormonov. Omenjeni geni so razli¢no izraZeni
med spoloma tako pri misSih SF-1 KO kot pri miSih GDX/WT, kar kaZe, da tudi geni
sodelujejo pri spolni diferenciaciji v mozganih.

Proucevali smo tudi vpliv dodajanja testosteron propionata (TP) v obdobju ob
rojstvu na defeminizacijo in maskulinizacijo. Z opazovanjem Zenskega spolnega in
agresivnega obnasSanja smo ugotovili, da je tretiranje s TP tik po rojstvu imelo vecji
vpliv na maskulinizacijo v obnaSanju. Ti rezultati se ujemajo tudi z izraZanjem
beljakovin kalbindin (Calb) in arginin vazopresin (AVP) v moZganih. Pri izrazanju
kalbindina smo ugotovili, da je za maskulinizacijo miSjih moZganov pomembnejSe
obdobije tik po rojstvuy, saj se je v medialnem predopticnem podro¢ju t.i. jedro SDN-
POA izrazilo pri samicah OVX/WT in miSih SF1-KO samo po dodajanju TP po
rojstvu ali v obeh obdobjih. Pri samcih WT pa je le-to prisotno ne glede na
dodajanje eksogenega TP. Do podobnih ugotovitev smo prisli tudi pri proucevanju
izrazanja AVP v stranskem pretinu (LS), s to razliko, da so imuonopozitivna vlakna

prisotna pri vseh genotipih, saj je to posledica aktivacijskega uc¢inka testosterona.
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HORMONE DEPENDENT AND HORMONE INDEPENDENT BRAIN SEXUAL
DIFFERENTIATION IN MICE LACKING SF-1 GENE

Abstract

Key words: neuroendocrinology - veterinary; sex differentiation - genetics; brain -
growth and development; sexual behaviour, animal - physiology; gene expression,
regulation; sex chromosomes; testosterone - physiology; mice, knockout -
genetics; steroidogenic factor 1.

Steroidogenic factor 1 (SF-1, NR5A1) has an important role in the development
and function of endocrine system. Mice lacking SF-1 gene (SF-1 KO) exhibit an
early developmental regression of genital ridges; consequently they are born
without adrenal glands and gonads, and are therefore they never exposed to
endogenous sex steroid hormones. In the mouse brain SF-1 is specifically
expressed in the ventromedial nucleus of the hypothalamus (VMH) and in its
absence, the VMH is not developed properly. Because of the absence of
endogenous sex steroids, they provide an excellent model for separately studying
the influence of sex steroid hormones and genes on sexual differentiation.

Our study shows that some Y-chromosome linked genes (Uty, EifZ2s3y, Ddx3y,
Kdm5d) and X-chromosome linked gene (Xist) are expressed in the brain
independently of the sex hormones, since they are differently expressed between
sexes in SF-1 KO and GDX/WT mice. This shows that some genes also have a role in
sexual differentiation of the brain.

We also studied the influence of the treatment with testosterone propionate (TP)
in the period around birth on the defeminisation and masculinisation. Results from
female sexual and aggressive behaviour revealed that treatment with TP shortly
after birth had a greater influence on masculinisation in behaviour. In the medial
preoptic area calbidin (Calb) immunopositive cells, which form SDN-POA, were
present in OVX/WT females and SF-1 KO mice only when they were treated with
TP after birth or before and after birth. In CAS/WT males this nucleus is present
regardless the presence of exogenous TP. Similar was seen in expression of
arginine vasopressin (AVP) in LS where the immunopositive fibres were present in

all genotypes because of the activation effect of testosterone.
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OKkrajsave
AH medialni hipotalamus; angl. anterior hypothalamus
ALC odrasle Leydigove celice; angl. adult Leydig cells
AMH antimillerjev hormon
AR androgenski receptor
Arc arkvatno jedro; angl. arcuate nucleus
AVP arginin vazopresin, tudi antidiureti¢ni hormon
AVPV anteroventralni  del  periventrikularno  jedro;  angl

anteroventral periventricular nucleus

BNST spodnje jedro koncne strije; angl. bed nucleus of the stria
terminalis
BNSTM medialni del spodnjega jedra konc¢ne strije; angl. bed nucleus of

stria terminalis-medial

Calb kalbindin D-28k, angl. calbindin

cc moZzganski precnik, corpus calosum

DAX1 DSS-AHC kriticno podroc¢je na kromosomu X; angl. DSS-AHC
critical region on the X chromosome

DNA deoksiribonukleinska kislina

DR jedro dorzalne rafe; angl. dorsal raphe nucleus

E embrionalni dan, angl. embryonic day

ER estrogenski receptor

FLC zarodkove Leydigove celice; angl. fetal Leydig cells

GABA gama amino-butiri¢na kislina; angl. gamma-aminobutyric acid

HMG homeo-zaporedje; angl. high mobility group HMG-box

INAH intersticialno jedro sprednjega hipotalamusa; angl. interstitial

nucleus of anterior hypothalamus

L lordoza, uslocenost hrbta; angl. lordosis

LH luteinizirajo¢i hormon

LQ Koli¢nik lordoze; angl. lordosis quotient

LS stranski oziroma lateralni pretin; angl. lateral septum

MeA medialni del amigdale; angl. medial amygdala
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misS AFP KO

mis$ ArKO

mi$ SF-1 KO

mi$ SF-1 KO F

mis$ SF-1 KO M

misi CAS/WT

misi GDX/WT

misi OVX/WT

misi WT

MPOA

PCR

POA

PVN

gPCR

RNA

RT-PCR

SDN-POA

SF-1

sf-1, SF-1

SON
SOX9

miS brez gena za o-feto proteina; angl. alpha-phetoprotein
knock-out mouse

miS brez gena za encim aromatazo; angl. aromatase knock-out
mouse

miS brez gena SF-1; angl. SF-1 knockout mouse

samica brez gena SF-1; angl. SF-1 knockout mouse; tudi KO F
samec brez gena SF-1; angl. SF-1 knockout mouse; tudi KO M
miS divjega tipa z odstranjenimi modi; angl. castrated wild type
mouse

miS divjega tipa z odstranjenimi spolnimi Zlezami; angl.
gonadectomized wild type mouse

mi$ divjega tipa z odstranjenimi jaj¢niki; angl. ovariectomized
wild type mouse

misi divjega tipa, angl. wild type mouse

osrednji ali medialni del POA; angl. medial preotic area

verizna reakcija s polimerazo

predoptic¢no podrocje; angl. preoptic area

paraventrikularno jedro hipotalamusa; angl. paraventricular
nucleus of the hypothalamus

PCR v realnem casu oziroma kvantitativni PCR v realnem casu;
angl. real-time polymerase chain reaction or quantitative real-
time PCR

ribonukleinska kislina

obratni prepis in veriZna reakcija s polimerazo ; angl. reverse
transcription polymerase chain reaction

spolno dimorfno jedro predopti¢cnega podrocja; angl. sexually
dimorphic nucleus of the POA

steroidogeni dejavnik 1; angl. steroidigenic factor 1; tudi
NR5A1

gen za SF-1

supraopticno jedro; angl. supraoptic nucleus

SRY-sorodna beljakovina s homeo-zaporedjem; angl. SRY-

related HMG box
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Sry

TP

TP-E
TP-E&PN

TP-PN
VMH

VMH

WNT4

WT1, Wt1
XCI

XIST

spol dolocujoce podrocje na kromosomu Y; sex determining
region on Y chromosome

testosteron propionat

zivali, ki so prejemale TP samo pred rojstvom

zivali, ki so prejemale TP pred in po rojstvu

zivali, ki so prejemale TP samo po rojstvom

ventromedialno jedro hipotalamusa; nucleus ventromedialis
hypothalami; angl. ventromedial nucleus of the hypothalamus
ventromedialno jedro hipotalamusa; angl. ventromedial
nucleus of the hypothalamus

clan druzine wingless mesta vkljucitve MMTV; angl. wingless
type MMTYV integration site family member 4

prepisovalni dejavnik Wilmsovega tumorja 1

utiSanje enega izmed kromosomov X; angl. X chromosome
inactivation

nekodirajo¢ del RNK na kromosomu X, angl. X-inactive specific

transcript

13
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1 UVOD

Ce se na zacetku vprasam: zakaj sploh proucevati razlike med spoloma? Menim, da
je odgovor na to vprasSanje vse prej kot preprost.

Kot razlika med spoloma je definirano karkoli, kar je zanesljivo razlicno med
mosSkimi in Zenskimi osebki. To se nanasa na neko lastnost (npr. lastnost v
strukturi, obnasanju, bolezni ...), ki se med spoloma razlikuje v povprecju, varianci,
razponu, razmerju ... (1)

Pri sesalcih je genetski spol doloCen Ze ob zdruzitvi spolnih celic s komplementom
spolnih kromosomov X in Y. Se pred zacetkom spolne diferenciacije je v spolnih
grebenih izraZen gen Sry, ki se nahaja na kromosomu Y in je odgovoren za razvoj
mod pri moskih (XY) zarodkih (2). Moda nato izlo¢ajo antimiillerjev hormon
(AMH), ki zavre razvoj Zenskih spolnih organov, in testosteron, ki sodeluje pri
razvoju moskih spolnih organov ter kasneje sodeluje pri razvoju sekundarnih
spolnih znakov (3).

MoZgani so tudi spolno dimorfen organ, vendar tega ne moremo zaznati na prvi
pogled. Spolni steroidni hormoni, ki jih v glavnem izloCajo spolne Zleze, imajo
pomembno vlogo pri spolni diferenciaciji mozganov in lahko vplivajo na njihovo
strukturo zacasno ali stalno (4). Poleg steroidnih hormonov iz spolnih Zlez lahko
na razvoj zarodka delujejo tudi steroidni hormoni iz nadledvi¢nih Zlez, iz
centralnega Zivénega sistema (nevrosteroidi), sosednjih zarodkov in spolni
hormoni iz materine krvi (5, 6, 7). Znano je, da se pri vretencarjih iz spolnih Zlez
izlotajo spolni hormoni skozi vse Zivljenje (4). Pri glodavcih se Ze za Casa
embrionalnega razvoja pri samcih zacne izlocati testosteron, medtem ko pri
samicah jaj¢niki do kotitve ne izlo¢ajo spolnih hormonov (8, 9) .

V preteklem desetletju so dokazali, da imajo tudi geni, ki se nahajajo na spolnih
kromosomih, neposreden vpliv na spolno diferenciacijo mozganov pri sesalcih in
pticah, saj so potrdili nekatere razlike med spoloma Ze pred nastankom primarnih

steroidnih tkiv (10).

Znano je, da se nekatere duSevne motnje pojavljajo pogosteje pri Zenskah kot pri

moskih. To velja na primer za depresivno motnjo in motnje hranjenja, ki se dvakrat
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pogosteje pojavljajo pri Zenskah. Medtem ko se avtisticne motnje, motnje
hiperaktivnosti in pomanjkanja pozornosti tudi do Stirikrat pogosteje pojavljajo pri

moskih.

Da bi razumeli razlike med spoloma v moZganih tako v strukturi, pojavnosti
motenj in bolezni ter v obnaSanju pri cloveku velikokrat pri temeljnem
proucevanju teh vprasanj uporabimo Zivalske modele, ki tako veliko doprinesejo k
temu razumevanju. Tudi miSi brez gena za SF-1 so eden izmed takih modelov, saj
zaradi odsotnosti nadledvic¢nih in spolnih Zlez nikoli niso izpostavljene lastnim
spolnim hormonom, kar omogoca proucevanje hormonsko odvisnih in hormonsko
neodvisnih razlik med spoloma tako v mozganih in obnaSanju kot tudi v drugih

organskih sistemih.

1.1 NAMEN DELA IN HIPOTEZE

Namen nasSih raziskav je bil ugotoviti ali poleg hormonov tudi geni vplivajo na
spolno razli¢no izraZene gene v vmesnem delu moZganov in ali lahko z dodajanjem
eksogenega testosterona dosezemo maskulinizacijo in defeminizacijo v izraZanju
nekaterih beljakovin in v obnasanju pri misih divjega tipa z odstranjenimi spolnimi
zlezami (GDX/WT) seva C57BL/6] in miSih istega seva brez gena za steroidogeni
dejavnik 1 (SF-1 KO).

Misi SF-1 KO so dober model za lo¢eno proucevanje vpliva hormonov in genov na
nastanek razlik med spoloma v moZganih in v obnaSanju, ker jim zaradi odsotnosti
SF-1 7Ze v zgodnjem embrionalnem razvoju propadejo zametki spolnih in
nadledvicnih Zlez. Tako miSi SF-1 KO niso niti med razvojem niti po rojstvu

izpostavljene lastnim spolnim hormonom.

V naSih raziskavah smo hoteli preveriti naslednje hipoteze:
- poleg hormonov tudi geni vplivajo na nastanek razlik v izraZenosti genov
med spoloma v mozganih;
- dodajanje spolnih hormonov pred rojstvom in po njem lahko pri misih brez

gena SF-1 povzroci popolno maskulinizacijo njihovih mozZganov.
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 NASTANEK RAZLIK MED SPOLOMA

Ze kot otroci opazimo in spoznamo razlike med spoloma, sprva samo tiste vidne na
zunaj, kasneje pa tudi druge, ki so nam na prvi pogled nevidne.

Klju¢ do razumevanja nastanka razlik med spoloma leZi v dejstvu, da Ze na zacetku
vsaka zigota prejme polovico genske zasnove od matere in polovico od oceta. Zato
pri sesalcih z zdruzitvijo zrele jajcne celice, ki nosi kromosom X, in semencice, ki
nosi kromosom X ali Y, lahko nastanejo potomci XX, ki so Zenskega spola, ali XY, ki
so moskega spola (11) in tako lahko bioloske razlike med spoloma pripiSemo
spolnima kromosomoma. Razli¢ice kromosomskih komplementov vodijo do
nastanka treh klju¢nih genetskih razlik med spoloma (12): moske celice vsebujejo
gene s kromosoma Y, ki so pri Zenskih celicah odsotni; Zenske celice vsebujejo dve
kopiji genov s kromosoma X (ena kopija oziroma en kromosom X je obicajno Ze
zelo zgodaj inaktiviran oziroma utian (13)) in Zenske celice prejmejo eno
ocetovsko kopijo kromosoma X, ki pri moskih celicah ni prisotna. Te genetske
razlike so vzrok za razlike med celicami XX in XY. NajpomembnejSa razlika nastane
v spolnih Zlezah, za katero je odgovoren gen Sry (angl. sex determining region on Y
chromosome), ki se nahaja na kromosomu Y in usmeri nediferencirane gonade v
razvoj mod. Vloga gena Sry je podrobneje opisana v poglavju 2.1.3 Genetska spolna
diferenciacija. Razvita moda pri moskem spolu in jaj¢niki pri Zenskem izloc¢ajo
razlicne spolne hormone, ki delujejo na druga tkiva v telesu, da se le-ta razvijejo in
delujejo razlicno v odraslem obdobju. Vplivi spolnih hormonov so lahko na eni
strani trajni, nepovratni ali t.i. organizacijski vplivi ali na drugi strani povratni, t.i.
aktivacijski vplivi, ki trajajo toliko ¢asa, kolikor so hormoni prisotni (14, 15).
Velikokrat je aktivacijski vpliv omejen Ze s predhodnim organizacijskim u¢inkom
delovanja spolnih hormonov. Oba nacina delovanja spolnih hormonov pa sta vzrok
za nastanek razlik med spoloma v delovanju razli¢nih tkiv. Te razlike nas pripeljejo
do klju¢nega razumevanja dveh pojmov, in sicer razlik med spoloma (angl. sex
differences) in spolnega razlikovanja ali spolne diferenciacije (angl. sexual
differentiation). Pri spolni diferenciaciji gre za bioloSki proces, ki privede do

nepovratnih razlik med spoloma (1).
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2.1.1 Razvoj spolnih organov

Spol zarodka je doloCen Ze zelo zgodaj, a se sam razvoj spolnih organov zacne
nekoliko kasneje, in sicer med t.i. procesom organogeneze. Za razliko od ostalih
zametkov organskih sistemov se zametki spolnih Zlez lahko razvijejo v Zenske ali
moske spolne Zleze, jajénik ali modo, kar imenujemo bipotentnost (3).

Med spolno diferenciacijo se oblikujejo notranji in zunanji spolni organi.

Spolno diferenciacijo delimo na tri obdobja, in sicer kromosomsko, genetsko in
hormonsko, ki vplivajo eno na drugo in so deloma prepletena. Kot posledica
nastanejo tako morfoloSke kot tudi funkcionalne razlike med spoloma, le-te pa
vplivajo na spolno identiteto, spolno usmerjenost, spolno obnasanje in kognitivne

funkcije (16, 17).

Spolne Zleze se razvijejo iz spolnega grebena, ki je mezodermalnega izvora in se
nahaja na ventralni strani mezonefrosa, praledvic zarodka. Celice celomskega
epitelija proliferirajo in vdirajo v mezenhim spolnega grebena ter oblikujejo
primarne klicne povezke, ki kasneje obdajajo spolne celice. Do te stopnje je razvoj
pri obeh spolih isti in so prisotni tako Wolffovi kot Miillerjevi vodi (3).

Pri cloveku se spolni greben pojavi pri Stirih tednih embrionalnega razvoja in
ostane nediferenciran do sedmega tedna, medtem ko se pri miSih oblikuje v

desetem dnevu embrionalne starosti (3).

2.1.1.1 Razvoj mod

Klju¢no obdobje spolne diferenciacije pri miSih je med 10,5 in 12,5 dnevom
embrionalnega razvoja (E10 in E12). ZaCne se z izraZzanjem gena Sry, ki lezi na
kromosomu Y (18, 19), in usmeri indiferentne spolne Zleze v razvoj mod. Pri
Cloveku je to obdobje med 41. in 44. dnevom starosti zarodka. Pod vplivom Sry se
celice v primarnih klicnih povezkih diferencirajo v Sertolijeve celice in zacnejo
izloCati antimiillerjev hormon (AMH), kar privede do propada Miillerjevih vodov in
ohranitve Wolffovih. Spolni (semenski) trakovi se razvijajo v zavito semensko
cevko. Z zdruzitvijo v globini pa tvorijo mreZje cevk, rete testis. Mezenhimalne
celice pod celomskim epitelijem se diferencirajo v vezivno plast pod epitelijem

(tunica albuginea). Razvoj mod se potem nadaljuje med puberteto, ko semenski
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trakovi luminizirajo, oblikujejo se zavite semenske cevke, v katerih dozorevajo
semencice. Za ohranitev Wolffovega voda je odgovoren testosteron, ki ga izloc¢ajo
Leydigove celice. Leydigove celice se razvijejo takoj po pojavu Sertolijevih celic. 1z
Wolffovega voda se razvijejo del nadmodka, semenovod in nekatere pomozne
spolne Zleze (3, 20).

Leydigove celice so zelo pomembne celice pri spolni diferenciaciji tako v Casu
embrionalnega razvoja kot tudi kasneje po rojstvu. Pri glodavcih in vecini sesalcev
poznamo dve populaciji Leydigovih celic, in sicer t.i. Leydigove celice plodu in
odrasle Leydigove celice (21). Ti dve populaciji se lo¢ita po ultrastrukturi,
Zivljenjski dobi in tudi po zmozZnosti proizvodnje androgenov. Zarodkove
Leydigove celice (FLC; angl. fetal Leydig cells) so prisotne v ¢asu embrionalnega
razvoja v modih zarodka in propadejo kmalu po rojstvu. Pri razlicnih Zivalskih
vrstah se obdobje pojava in delovanja FLC razlikuje (22). Pri misih se FLC pojavijo
na E12,5, pri podganah na E14,5, pri ¢loveku pa v sedmem do osmem tednu
nosecnosti (23, 9). Pri misih so prisotne do petega dne po rojstvu (PN 5) (24).
Znano je, da imajo FLC vecjo zmozZnost proizvodnje testosterona kot odrasle (ALC;
angl. adult Leydig cells) in imajo s tem pomembno vlogo pri maskulinizaciji plodu

(25).

2.1.1.2 Razvoj jajénikov

Pri zarodku Zenskega spola primitivne spolne niti propadejo in takoj se zacnejo
razvijati nove, ki ne potujejo v globino, ampak ostanejo v bliZini zunanje povrsSine
organa, zato jih imenujemo spolne niti skorje. Te se oblikujejo v skupke in
posamezen skupek obdaja eno zarodno celico. Zarodne celice se razvijejo v jajcne
celice, okolni skupki pa v celice granuloze. Celice mezenhimskega veziva, ki
obdajajo spolne niti, se diferencirajo v celice teke. Miillerejvi vodi ostanejo in se

razvijejo v jajcevoda in maternico (3).

Na razvoj tako spolnih Zlez kot tudi moZganov ima pomemben vpliv prisotnost ali
odsotnost testosterona. Razvoj spolnega sistema pa je odvisen od prisotnosti

oziroma odsotnosti mod (26, 17, 3).
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2.1.2 Kromosomska spolna diferenciacija

Ob zdruZitvi spolnih celic, ko pronukleus semencice prodre v pronukleus jajceca in
prinese s seboj kromosom X ali Y, je spol kromosomsko dolocen. Pri sesalcih imajo
osebki Zenskega spola en par spolnih kromosomov z dvema kromosoma X, XX,
osebki moskega spola pa en par X in Y, XY. Pri ¢loveku imata oba spola po 22 parov
avtosomskih kromosomov. Pri Zenskem spolu sta v jaj¢nikih aktivha oba
kromosoma X, medtem ko je povsod drugod po telesu en kromosom X utiSan.
Razvoj jaj¢nika je odvisen od prisotnosti dveh kromosomov X in odsotnosti
kromosoma Y, medtem ko je kromosom Y odgovoren za determinacijo moskega
spola (3).

Proces utiSanja enega izmed kromosomov X (angl. X chromosome inactivation,
XCI) je bioloSki proces, ki zagotavlja vecjo enakost med izraZenostjo genov na
spolnih kromosomih med spoloma (angl. dosage compensation). Klju¢no vlogo v
procesu XCI ima dolg nekodirajo¢ del RNA, ki je oznacen kot Xist in je zelo visoko
ter specifi¢no izraZen samo pri utiSanem kromosomu X (27). Delovanje in potek
procesa utisanja $e ni v celoti poznan. Ze leta 1961 je bila Lyonova ena prvih, ki je
menila, da je proces utiSanja enega izmed kromosomov X pri miSjih samicah
posledica delovanja genov in da izbira utiSanega kromosoma X potece naklju¢no
(28). To je dokazala s proucevanjem misjih samic, ki so bile heterozigoti za gen za
barvo koZuscka, ki je vezan na kromosom X. Na podlagi razlicno izraZenih barv
koZuscka je domnevala, da se je enkrat utiSal ocetov, drugi¢ pa materin kromosom
X (28). Kasneje so podobno potrdili tudi za Zenske, kjer so ugotavljali, kateri izmed
kromosomov X je utiSan in ugotovili, da sta pri Zenskah prisotni dve populaciji
celic, in sicer ena, ki ima utiSan ocCetov, in druga, ki ima utiSan materin kromosom
X. Zato so poimenovali tak fenotip kot mozaicen, ker se tudi celice znotraj istega
organizma razlikujejo pri izraZenosti genov, ki so vezani na kromosom X (X-vezani
geni). Za laboratorijske miSi pa to ne velja v popolnosti, saj so zaradi velikega
parjenja v sorodstvu tako ocetovski kot materini geni na kromosomu X Ze zelo
podobni. O tem veliko piSe in razpravlja Migeonova v knjigi z naslovom “Females
are Mosaics, X inactivation and Sex Differences in Disease” (29).

Kakorkoli Ze, niso pa vsi geni na utiSanem kromosomu X res utiSani. Geni, ki se

nahajajo na t.i. psevdo-avtosomski regiji (angl. pseudo-autosomal region, PAR) so
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homologni oziroma sorodni genom na kromosomu Y in so odgovorni za
rekombinacije med mejozo pri XY fenotipu, pa tudi nekateri drugi posamezni
geni niso utiSani. Za te gene pravimo, da so usli utiSanju. Pri ljudeh velja, da med
15 do 20 odstotkov X-vezanih genov popolnoma uide utiSanju, 10 % pa le delno
(30). Pri ¢loveku se na kromosomu Y nahaja okoli 0,15 % vseh genov, kar pomeni
45 genov od priblizno 20.000, medtem ko jih je na kromosomu X kar 4,5 % ali
1.344 od 20.000 (31, 32, 11, 33).

O pomenu ravnovesja med spolnima kromosomoma, utiSanju in prisotnosti obeh
kromosomov, pri¢ajo motnje in fenotipske posledice pri na primer odsotnosti
drugega kromosoma X (XO), ki je pri ljudeh poznan kot Turnerjev sindrom. TakSne
zenske imajo nedelujoce jaj¢nike, so neplodne, niZje rasti ... (34). Medtem ko sta pri
moskih poznana dva fenotipa, in sicer XXY - z dodatnim kromosom X, ki je poznan
kot Klinefelterjev sindrom, in moski z dodatnim kromosomom Y, YYX, Jacobov
sindrom. V obeh primerih so ti mo$ki neplodni (35, 36). Pri Zenskah je poznan tudi
t.i. XXX kariotip oziroma 47, XXX sindrom, ki pa je nemalokrat spregledan, ker so te
Zenske obiCajno plodne, imajo pa razlicne anatomske nepravilnosti (npr. manjsi
obseg glave), kot tudi motnje v duSevnem razvoju (veC je razvojnih motenj v
koordinaciji in gibanju, sluSnem razumevanju, tudi disleksije, vecja pojavnost

psihiatri¢nih motenj) (37).

2.1.2.1 Potek procesa utisanja enega izmed kromosomov X

Pri miSih potece proces utiSanja kromosoma X, XCI, dvakrat. V zgodnji fazi razvoja,
na stopnji Stirih do osmih celic, pride do utiSanja oCetovega kromosoma X v vseh
celicah zarodka (38, 39). Malo kasneje v razvoju se ta kromosom ponovno aktivira
v celicah notranje mase zarodka (embrioblast), medtem ko ostane utiSan v
ekstraembrionalnem tkivu (trofoblast). Drugi¢ pride do XCI okoli 5,5 dneva
embrionalnega razvoja (E5,5). Tokrat je proces utiSanja nakljucen, tako imata
ocCetov in materin kromosom X enako mozZnost utiSanja. Ko je eden izmed
kromosomov X utiSan v drugem procesu utiSanja, je ta kromosom utiSan v vseh
héerinskih celicah (27).

Osrednjo vlogo pri XCI ima dolg nekodirajo¢ del RNA Xist (angl. X-inactive-specific-

transcript), ki je prepis gena Xist in leZi v predelu X inaktivacijskega centra (angl. X
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inactivation center, Xic) na kromosomu X, kjer se nahaja gru€a genov in zaporedij
DNA, ki uravnavajo proces utianja kromosoma X, XCI (40). Procesirani prepis Xist
ovije Xi v cis obliko in vklju¢i kromatinski kompleks vklju¢no s PRC2 (jedrni
komplement, angl. polycomb repressive complex 2), ki metilira lizin 27 na histonu
H3 (H3K27me3) (41, 42, 43, 44). Za zaletek XCI je tako Xist nujno potreben in ovije
Xi v vseh diferenciranih somatskih celicah, kar so dokazali z vizualizacijo Xist RNA
z metodo RNA FISH (fluorescentna in situ hibridizacija), kjer ti ovoji Xist-a tvorijo
znacilne “oblake” (45). Ko enkrat pride do stanja Xi, je to uti$ano stanje stabilno, se
prenasa na hcerinske celice in je nepovratno. Ta proces potece samo v Zenskih
celicah in je nujen proces za normalno delovanje celic (27).

Antagonist Xist-a je Tsix, ki je protismiseln prepis Xist-a in se v celoti prekriva s
Xist-om (46). Tsix prav tako predstavlja nekodirajo¢a RNA, ki je prepis aktivnega
kromosoma X (angl. active X, Xa) Ze pred in med nastopom XCI ter s tem prepreci

delovanje Xista-a na ta kromosom (46).
2.1.3 Genetska spolna diferenciacija

Znano je, da se spolna diferenciacija za¢ne kaj kmalu po zdruzitvi spolnih celic. Pri
CloveSkem zarodku moskega spola ima le-ta Ze dva dni po spocetju vec celic kot
zarodek Zenskega spola. Poleg tega pa je tudi presnovna aktivnost pri moSkem
zarodku visja (47, 17).

Kljucni gen za dolocitev spola je SRY, ki je iz enega eksona z zapisom za homeo-
zaporedje (angl. high mobility group HMG-box) za vezavo na DNA (48). Mutacije v
podrocju gena SRY imajo za posledico nepravilen razvoj mod ali celo njihovo

odsotnost, kar so dokazali v ve¢ $tudijah (49, 50, 51, 52, 53).

Pri moSkem se SRY zacne izraZati v Sertolijevih celicah pri E41 in je najbolj izraZen
na E44, potem se izraZenost zniZa in ostane nizka do konca embrionalnega razvoja.
Prisotnost beljakovine SRY v jedrih Sertolijevih celic pri ¢loveku so potrdili vse do
odraslega obdobja (proucevali so moske do 32. leta starosti) (54). Pri misjih
samcih se Sry izraZza v obdobju od E10,5 do E12,5, z najvecjo izrazenostjo na E11,5,
in sicer v telesnih celicah spolnega grebena, ki se kasneje razvijejo v Sertolijeve

celice. Izrazenost je prisotna le med embrionalnim razvojem (18, 19).
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V razvijajoCem se spolnem grebenu Sry aktivira gen Sox9, ki je avtosomski gen s
pomembno vlogo pri gonadogenezi (55). Pri glodavcih se z vezavo Sry na podrodje
TESCO (angl. testis-specific core enhancer of Sox9) na genu Sox9 (55) v Sertolijevih
celicah aktivira mrezZa genov, ki uravnavajo medcelicno komunikacijo, migracijo in
diferenciacijo v plodova moda. Homeo-zaporedje Sry (Sry HMG box) zagotavlja
motiv podpisa za veliko druZino prepisovalnih dejavnikov (Sox; angl. Sry-related
HMG box), ki imajo pomembno vlogo pri razvoju in tkivno specificnem
uravnavanju (56). Sam gen Sry pa evolucijsko nastane s podvajanjem Sox3 gena, ki
je na kromosom X vezani ¢lan te druzine (57). Gen SOX9 se zalne izraZati v
Sertolijevih celicah na E10,5 z najve¢jo izraZenostjo na dan E11,5. Njegovo
izraZzanje sovpada z izrazanjem SRY, zato domnevajo, da SRY posredno ali
neposredno deluje na izrazanje SOX9 (58). Pomembno vlogo Sox9 pri spolni
diferenciaciji potrjujejo transgene misi, ki imajo izbrisan 150-bp velik regulatorni
del Sox9 in posledi¢cno se take samice razvijejo v sterilne XX samce, kljub

odsotnosti Sry (59).

Poleg Sry so pri spolni diferenciaciji in razvoju spolnih Zlez udeleZeni Se mnogi
drugi geni. Prepisovanje Sry neposredno uravnava gen Wilmsovega tumorja 1
(Wt1, WT1; opomba - zapis gena leZecCe in z malimi tiskanimi ¢rkami, kjer je samo
prva crka velika tiskana predstavlja zapis misjega gena, medtem ko leZeci zapis z
velikimi tiskanimi ¢rkami predstavlja zapis humanega gena) (60). Pri misih je
izraZzen v predelu mezonefrosa, metanefrosa in spolnega grebena Ze od E9 dalje
(61). Misi, ki so brez gena Wtl, kaZejo Zenski fenotip ne glede na kromosomski
spol, vendar zaradi odsotnosti ledvic odmrejo Ze pred rojstvom (62). Mutacije na

genu WTI so znane tudi pri ljudeh kot sindrom Denis-Drash in Fraiser (63, 64, 65).

Gen SF-1 kodira steroidogeni dejavnik 1 (SF-1, NR5A1), ki je prepisovalni dejavnik
iz druZine jedrnih receptorjev. SF-1 ima klju¢no vlogo pri zgodnjem razvoju tako
spolnih kot tudi nadledvicnih Zlez ter delovanju primarnih steroidogenih tkiv, kot
so skorja nadledvicne Zleze, Leydigove celice, rumeno telo, celice teke in celice

granuloze (66). Pri misih se za¢ne izrazati Ze zgodaj, in sicer na E9. Pri samicah je
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izraZen le do E12,5, pri samcih pa ostaja izraZen tako v jedrih Sertolijevih kot tudi
Leydigovih celicah (67, 68). SF-1 je klju¢en na kar treh stopnjah razvoja mod: 1. Ze
pred zacetkom spolne diferenciacije v spolnem grebenu sodeluje pri pripravi
okolja za izraZanje Sry; 2. v Sertolijevih celicah za uravnavo nastanka AMH in 3. v
Leydigovih celicah ureja izraZanje encimov, ki sodelujejo pri tvorbi steroidnih

hormonov (69).

Na kromosomu X se nahaja gen DAX1 (angl. dosage-sensitive sex-reversal, adrenal
hyperplasia congenital X chromosome 1), ki prav tako sodeluje pri razvoju mod. Ob
njegovi odsotnosti se Sertolijeve celice ne razvijejo, pride do motenj
spermatogeneze, proliferacije in diferenciacije Leydigovih celic (70, 71, 72). Pri
prekomernem izraZzanju DAX1 pride do zavrtja delovanja SRY, SF-1 in SOX9 (73).
Pri obeh spolih se DAX1 izraza v prvi polovici embrionalnega razvoja, kasneje pa je
prisoten samo pri Zenskem spolu, kjer vpliva na razvoj jajcnikov oziroma zavira

razvoj mod (74).

Razvoj spolnega sistema v Zenskega velja za privzeti nacin razvoja. Genov, ki bi bili
po vlogi sorodni SRY in SOX9 pri razvoju moskega spolnega sistema, Se niso
dokazali. Dokazali pa so nekatere beljakovine, ki nastajajo v jaj¢niku in
preprecujejo nastanek mod. Eden takih je produkt Ze prej opisanega gena DAXI.
Drugi pa je WNT4 (angl. wingless type MMTV (murine mammary tumor virus)
integration site family, member 4), ki je pri Zenskah izrazen v jajcniku v drugi
polovici nosecnosti, kjer vzdrzuje $tevilo oocitov (17). To vlogo pri razvoju
Zenskega spolnega sistema so potrdili z miSmi brez gena Wnt4, kjer pri samicah
pride do razvoja Wolffovih vodov in propada Miillerjevih, pri samcih pa je fenotip
normalen (75). Tako se pri samicah brez Wnt4 jaj¢niki ne razvijejo pravilno in
njihove celice izrazajo AMH ter encime, ki sodelujejo pri tvorbi testosterona. Na

podlagi tega menijo, da Sry zavira izraZanje Wnt4 (49).
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2.1.4 Hormonska spolna diferenciacija

Pri primarni spolni diferenciaciji gre za razvoj spolnih Zlez, jajénikov ali mod, iz
bipotentne zasnove. Ko so spolne Zleze Ze razvite, se zacne sekundarna spolna
diferenciacija - razvoj Zenskega ali moskega fenotipa, ki poteka pod vplivom
hormonskega izlocanja jajcnikov ali mod. Tako Zenska kot moSka sekundarna
spolna diferenciacija potekata v dveh fazah, in sicer se prva odvije Ze za Casa
embrionalnega razvoja, druga pa med puberteto.

Med embrionalnim razvojem hormoni parakrino uravnavajo razvoj gonad in
sekundarnih spolnih organov. Pri osebkih Zenskega spola so prisotni Miillerjevi
vodi, ki se kasneje po vplivom estrogenov razvijejo v maternico, maternicni vrat,
jajcevoda in zgornji del vagine. Wolffovi vodi pa zaradi odsotnosti testosterona
propadejo. Pri razvoju moskega fenotipa sta tako pomembna dva testikularna
faktorja, in sicer AMH (anti-miillerjev hormon) in testosteron. AMH izlocajo
Sertolijeve celice in s parakrinim delovanjem povzroci propad Miillerjevih vodov
pri miSih med E16 in E21, pri ¢loveku pa osmi do deveti teden intra uterinega
razvoja. Na izloCanje AMH imajo direkten vpliv SOX9 skupaj z SF-1, WT1 in GATA4
(beljakovina, ki veZe GATA; angl. GATA binding protein). AMH deluje preko
receptorjev tipa 2, vendar se njihovo Stevilo postopoma zmanjsuje. Zato ima AMH
manjsi vpliv, kljub izlo¢anju med embrionalnim razvojem in do pubertete (76). Pri
podganah zacnejo FLC izlocati testosteron med E18,5 in E19,5, pri misSih okoli
E16,5, pri ¢loveku pa med dvanajstim in devetnajstim tednom razvoja (77, 26).
Zacetek tvorbe testosterona v FLC je neodvisen od LH (luteinizirajo¢i hormon). V
hipofizi podgan LH zaznamo 3ele E16, v plazmi pa E17 (77). Poleg testosterona pa
FLC izlocajo tudi inzulinu podoben rastni faktor 3 (INSL3), ki je pomemben za
razvoj gubernakuluma mod in zgodnji spust mod v trebusni votlini, kasnejsi spust
v modnik pa je pod vplivom testosterona (72). Pod vplivom testosterona, ki ga
izloCajo Leydigove celice, se Wolffovi vodi razvijejo v nadmodek, semenovod,
sekundarne spolne Zleze ter ejakulatorni aparat (3).

V zgodnjem obdobju razvoja jaj¢nikov pri samicah glodavcev se zarodne celice
hitro mitoti¢no delijo med E14 in E15. Mejoti¢na delitev se najprej pojavi v bliZini
mezonefrosa v sredini jajcnika, zato je verjetno, da mezonefros izlo¢a neko snov, ki

sproZa mejozo (17).
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Veliko raziskav v zadnjem desetletju proucuje neposredni vpliv spolno vezanih

genov na moZzgane (78).

2.2 RAZLIKE MED SPOLOMA V MOZGANIH

Da so moZgani spolno dimorfen organ, je zdaj Ze dobro znano, vendar na prvi
pogled, s prostim ocesom, ne moremo doloc¢iti njihovega spola. V mozganih
poznamo razlike med spoloma na ravni celotnih moZganov, na posameznih
podrodjih in na celi¢ni ravni. Razlike na posameznih podrocjih pomenijo razlike v
velikosti podrocja, Stevilu celic in poloZaju strukturnih elementov v posameznem
moZzganskem jedru, v Stevilu gradnikov, ki izrazajo doloceno beljakovino ali drugo
biolosko aktivno molekulo. Na celi¢ni ravni pa to pomenijo razlike v ultrastrukturi

elementov Zivénega sistema, velikosti celicnega telesa, jedra ali jedrca, Stevilu in

vrsti sinapti¢nih povezav ter morfologiji dendritov (79).
2.2.1 Nastanek razlik med spoloma v mozganih

Stevilne $tudije v zadnjih stotih letih so proucevale in potrdile razlike med spoloma
v moZganih. Tako imamo prve raziskave Ze iz zaCetka 20. stoletja, ki so postavile
temelje (80, 81, 14), in kasnejse iz druge polovice 20. ter zacetka 21. stoletja, ki so
jih potrdile in nadgradile (82, 15, 83, 84, 85, 78).

Za nastanek razlik med spoloma v mozganih so klju¢ni spolni steroidni hormoni, ki
jih pretezno izlocajo spolne Zleze. To izloCanje pri vretencarjih obicajno poteka
skozi celotno Zivljenjsko obdobje, vendar se dinamika izlo¢anja in vrsta hormona
razlikuje tako med spoloma kot med vrstami. Vpliv spolnih steroidnih hormonov
na mozgane je lahko trajen (t.j. organizacijski vpliv) in/ali zacasen oziroma
prehoden (t.j. aktivacijski vpliv). Pri vecini sesalcev spolni hormoni vplivajo na
strukturo mozganov predvsem v dveh obdobjih, in sicer v perinatalnem obdobju in
v ¢asu pubertete (79).

Prisotnost oziroma odsotnost spolnega kromosoma Y ima neposreden vpliv na
razvoj spolnih Zlez in s tem na primarni nastanek razlik med spoloma. S spolno
diferenciacijo gonad pride do prvih razlik pri izlo¢anju spolnih hormonov, in sicer

pri moSkem spolu Ze pred rojstvom moda zacnejo izlocati testosteron. Pri miSih
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pride do prvega vrha izloc¢anja testosterona pri E17 in potem Se enkrat takoj po
rojstvu (86, 87). Testosteron in AMH, ki ju izlo¢ata plodova moda, privedeta do
trajnega razvoja mosSkega fenotipa. Testosteron je tisti, ki je odgovoren za
maskulinizacijo mozganov. V mozganih se testosteron pri velini sesalcev s
pomocjo kataliticnega encima aromataze pretvori v estradiol, ki preko vezave na
estrogenske receptorje (ER) povzro¢i maskulinizacijo (88) hipotalamusa in z njim
povezanih struktur, vkljutno z vzpostavitvijo povezav, ki so potrebne za mosko
spolno obna$anje, predvsem kopulacijo (89). Prav tako pa estradiol preko ER pri
samcih v istih moZganskih jedrih zavre nastanek povezav, ki so potrebne za razvoj
zenskega sprejemljivega ali receptivnega spolnega obnaSanja. To sta dva locCena
procesa, ki ju ozna¢imo kot maskulinizacija in defeminizacija (89). Kako ta sistem
deluje pri samicah, Se ni natan¢no poznano.

Pri proucevanju razlik med spoloma v obnaSanju in moZganih pri glodavcih lahko
reCemo, da so le-te posledica treh neodvisnih naravnih procesov, in sicer
feminizacije, ki je privzeta oblika razvoja in privede do izraZanja lordoze (pod
ustreznimi hormonskimi pogoji), maskulinizacije, ki potete pod vplivom
testosterona oziroma njegovega metabolita estradiola Ze v prenatalnem obdobju in
ima za posledico mosko znacilno kopulatorno obnasanje v odraslem obdobju, ter
defeminizacije, ki se prav tako odvije pri moskem fenotipu med delovanjem
estradiola preko ER in povzroci izgubo zmoZnosti znacilnega Zenskega spolnega
obnasanja (90). Maskulinizacija in defeminizacija pri samcih obi¢ajno potekata v
tandemu, kjer je estradiol tisti, ki je v moZganih odgovoren za njiju. Tu se pojavi
vpraSanje, zakaj potem niso tudi plodovi Zenskega spola maskulinizirani, saj so
prav tako izpostavljeni estrogenom, ne lastnim, ampak materinim in estrogenom
posteljice, ki prehajajo do ploda. Pri miSih so ugotovili, da jetra ploda izlocajo a-
feto protein, ki z moc¢no afiniteto nase veZe estrogene in to naj bi preprecilo
maskulinizacijo pri plodu Zenskega spola (88). Z raziskavami na misih brez gena za
a-feto protein (AFP KO) so to vlogo potrdili, saj so bile potomke AFP KO
maskulinizirane tako v moZganih kot v obnaSanju zaradi izgube zaScite pred
materinimi estrogeni (91). Kljub temu, da velja Zenski fenotip moZzganov za
privzeto obliko diferenciacije, so za njihov razvoj potrebni estrogeni. To so

dokazali z uporabo miSi brez gena za aromatazo (ArKO), ki je kljuen encim pri
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nastanku estrogenov. Pri potomkah misi ArKO so ugotovili, da kaZejo zmanjSano
spolno sprejemljivost in so manj ob¢utljive na vohalne draZljaje (91). Ne samo
prenatalno, prisotnost estrogenov je potrebna tudi postnatalno in v ¢asu pubertete,
za izraZanje znacilnega Zenskega spolnega obna$anja (92), kar je potrdila tudi
nedavna raziskava (93).

Steroidni hormoni, ki lahko med razvojem delujejo na plod, izvirajo Se iz drugih
virov, saj nastajajo tudi v nadledvi¢ni Zlezi (7), centralnem Zzivénem sistemu, kjer
jim pravimo nevrosteroidi, (94, 95) ali pa pridejo od sosednjih plodov (96) ali so

popolnoma eksogenega izvora, iz hrane in vode (npr. fitoestrogeni) (97, 98).

Nedavne Studije so dokazale, da so tudi spolni kromosomi neposredno odgovorni
za nastanek razlik med spoloma v moZganih in da ne delujejo samo preko
hormonov, ki jih izloCajo spolne Zleze. Dewingova in njeni sodelavci so s
hibridizacijo in situ potrdili prisotnost prepisov Sry v predelu ¢rne substance v
nevronih srednjih mozganov, ki izraZajo tirozinsko hidroksilazo, in v skorji pri
podganah in pri misih (99).

De Vries in sodelavci so na miSjem modelu premaknili Sry s kromosoma Y na
avtosom in s tem dosegli, da pride do razvoja testisov neodvisno od prisotnosti
kromosoma X in Y. Pridobili so Stiri genotipe misi (angl. four core genotype - FCG),
in sicer XX samice (brez gena Sry, miS z jajéniki, Zenski fenotip), XY samice z
izbrisanim genom Sry na kromosomu Y (XY Sry-, miSi z jaj¢niki, Zenski fenotip), XY
samce, ki imajo gen Sry premaknjen na avtosom (mis s testisi, moski fenotip) in XX
samci z genom Sry na avtosomu (XX Sry, miSi s testisi, moski fenotip). Pri obeh
skupinah s testisi, torej pri samcih XXSry in XY, so ugotovili gostejSo prisotnost
vlaken, ki izrazajo arginin vazopresin (AVP) v stranskem pretinu (LS), torej pri
obeh mosSkih skupinah. Poleg razlik v izraZzanju AVP so pri samcih ugotovili tudi
razlike v testih obnasanja (100).

Kar nekaj razli¢nih Studij je v zadnjih letih dokazalo, da so spolno vezani geni
izraZeni tudi v mozganih. Z metodama gPCR in northern prenosom so dokazali
izrazanje genov, ki so vezani na kromosom Y in kromosom X v moZganih tako
samcev kot samic, ne glede na prisotnost spolnih hormonov (101). Z analizo

izrazanja genov na DNA-mikromreZah so v moZganih samcev in samic ugotovili
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prisotnost vedjega Stevila genov vezanih na spolne kromosome (102, 103). V
nedavni raziskavi so potrdili izrazenost nekaterih spolno vezanih genov Ze pri

zarodkih pred razvojem spolnih Zlez (E11,5) in tik pred rojstvom (E18,5) (104).
2.2.2 Spolno razlicna podrocja v mozganih

Eno najbolj raziskanih in proucevanih spolno dimorfnih podrocij v mozganih je
zagotovo predopticno podrocje (angl. preoptic area; POA), ki se nahaja v rostro-
ventralnem delu moZganov, med sprednjo komisuro (angl. anterior commisure) in
opticnima Zivcema (angl. optic tract), na kavdalnem delu pa se stika s sprednjim
delom srednjega hipotalamusa (angl. anterior hypothalamus, AH) in z medialnim
delom spodnjega jedra koncne strije (angl. bed nucleus of stria terminalis-medial,
BNSTM). Osrednji ali medialni del POA (angl. medial preotic area, MPOA) ima
pomembno vlogo pri uravnavanju reproduktivnega oziroma spolnega obnaSanja
ter pri endokrinih procesih. Pri podganjih samcih se v MPOA nahaja center za
uravnavanje kopulatornega obna$anja (105, 106), pri samicah pa za materinsko
obnasanje, lordozo ter uravnava cikli¢no izlo¢anje gonadotropinov (107, 108). V
vec raziskavah so pri podganah in mongolskih skakacih ugotovili, da so nevroni, ki
izraZajo eno izmed oblik estrogenskega receptorja (ER), sposobni vezati estrogene
tako med fetalnim Zivljenjem kot tudi v odraslem obdobju (109, 110, 111, 112,
113). Prisotnost estrogenskih receptorjev (ER) v POA so potrdili tudi pri dihurjih
(114). Stevilo ER in mest za vezavo estrogenov pa je pri samicah veéje kot pri
samcih (115). Podobna razlika med spoloma naj bi bila tudi pri androgenskem
receptorju (AR) pri podganah (116, 117). Znotraj MPOA se nahaja jedro, ki se po
obliki, povrSini in prostornini moc¢no razlikuje med spoloma. Pri podganah so ga
poimenovali kot spolno dimorfno jedro predopti¢nega podrocja ali SDN-POA (angl.
sexually dimorphic nucleus of the POA) in je pri samcih dva in pol do petkrat vecje
kot pri samicah (118). Podobno spolno dimorfno podro&je v POA so opisali $e pri
vet zivalskih vrstah (110, 119, 120, 121, 122) in tudi pri ¢loveku (123, 124). Tudi
pri miSih so preiskovali to podrocje, vendar z metodo barvanja po Nisslu niso nasli
razlik (125). Medtem ko so z oznacevanjem celic, ki izraZajo androgenski receptor
(AR) in kalbindin D-28k (angl. calbindin, Calb), dolo¢ili mejo, kjer naj bi se pri

misih nahajalo spolno dimorfno podrodje, podobno kot pri podganah (126).
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Nastanek razlik v SDN-POA je posledica delovanja spolnih hormonov na moZgane,
in sicer v odvisnosti od starosti pri izpostavljenosti ter od Zivalske vrste. Pri
tretiranju odraslih podgan s testosteronom niso dosegli vpliva na prostornino
jedra (118), medtem ko so pri odraslih mongolskih skakacih to uspeli dose¢i (110).
Ko so kmalu po skotitvi tretirali podganje samice s testosteronom, so dosegli
povecanje prostornine SDN-POA. Ce pa so v istem obdobju samce Kastrirali, se je
prostornina SDN-POA zmanj$ala in postala podobna tisti pri samicah (118, 127,
112). Pomemben vpliv spolnih hormonov pred rojstvom na razvoj jedra SDN-POA
so dokazali na potomcih podganjih samic, ki so bile v ¢asu brejosti tretirane s
testosteronom (128). S tem tretiranjem pa niso dosegli razlik pri spolnem
obnaSanju v odraslem obdobju. Ko so tretirali Zivali tako pred kot po rojstvu, so
dosegli morfoloSko spremembo fenotipa jedra, kar pomeni da so imele tretirane
podganje samice jedro primerljive velikosti kot netretirani samci. Podobno so tudi
pri drugih Zivalskih vrstah dokazali, da imajo estrogeni v embrionalnem obdobju
klju¢no vlogo pri oblikovanju SDN-POA (129, 130, 131, 120, 132, 133). Razlike med
spoloma v velikosti SDN-POA so lahko posledica razlicnih pojavov med razvojem
moZzganov, ki potekajo pod vplivom delovanja spolnih hormonov, in sicer v
nevrogenezi, apoptozi ali potovanju zivénih celic (134). V nevronih MPOA so z
imunohistokemi¢nim barvanjem ugotovili da se encim dekarboksilaza
glutaminske kisline (angl. glutamic acid decarboxylase; GAD67), ki sodeluje pri
biosintezi nevrotransmiterja GABA (angl. gamma-aminobutyric acid, gama amino-
butiri¢na kislina), pri podganah izraza spolno dimorfno (135). Razli¢no izraZenost
so potrdili Se na dan P10 (po rojstvu, angl. postnatal; P), na dan P15 pa razlika v
izraZenosti GAD67 ni bila ve¢ prisotna (136). Bach in sodelavci so z uporabo
agonista receptorjev GABA, muscimola, pokazali morebiten neposredni vpliv
nevrotransmiterja GABA na razvoj POA, saj je tretiranje z muscimolom povzrocilo
zmanjSanje prostornine SDN-POA pri samcih, pri samicah pa tega vpliva ni bilo
(137). Na podlagi te studije bi lahko rekli, da ima tretiranje z muscimolom na SDN-
POA enak ucinek kot kastracija, s to razliko da so mehanizmi delovanja muscimola
neodvisni od steroidnih spolnih hormonov.

V raziskavah, kjer so poskodovali SDN-POA pri podganjih samcih niso ugotovili

bistvenih sprememb v kopulatornem obna$anju (138, 139). Po popolni poskodbi
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MPOA so pri podganjih samicah ugotovili mo¢no zavrtje materinskega obnasSanja
(140). Delna poskodba MPOA pa ni povzrodila bistvenih odstopanj pri

materinskem obnasanju samic (140).

Amigdala se nahaja pod anteriorno-medialnim delom moZganske skorje rostralno
od hipokampusa. Amigdala je del limbi¢nega sistema in sestavljena iz vec jeder.
Eno izmed najbolj spolno dimorfnih jeder amigdale je medialni del (angl. medial
amygdala, MeA), ki sodeluje pri uravnavanju spolnega obnasanja tako pri samcih
(erekcija - (141)) kot pri samicah (lordoza, izlo¢anje prolaktina in luteinizirajocega
hormona (LH) - (142)), pri agresivnem obna$anju (143) in pri igri mladic¢ev
moskega spola (144). Podroc¢je MeA je po velikosti ve¢je pri samcih kot pri samicah
(145, 146). Tu so tudi telesa nevronov pri samcih vedja v primerjavi s samicami
(147, 79, 148). O vplivu spolnih steroidnih hormonov na razvoj MeA je bilo
narejenih veliko raziskav, vendar je na tem podrocju Se vedno veliko nejasnega
(149, 150, 151). Nishizuka in Arai sta pokazala pomen estrogenov pri razvoju MeA
pri samcih in vpliv na maskulinizacijo obnasanja (152, 153). Pri podganah so
ugotovili, da je Stevilo povezav med nevroni v MeA pri samcih velje kot pri
samicah. Nastajanje teh sinaps naj bi urejali spolni steroidni hormoni v zgodnjem
obdobju po rojstvu (154). Podobne razlike v MeA so odkrili tudi pri misih seva

BALB/c (148), medtem ko takih razlik pri mi$ih seva C57BL/6] niso ugotovili (79).

Podrocje stranskega oziroma lateralnega pretina (angl. lateral septum, LS), ki se
nahaja anteriorno-dorzalno od predopti¢nega podroc¢ja ob stranski moZganski
kletki, sodeluje pri uravnavanju neagresivnih socialnih vrstah obna$anja (155),
(156). V LS so aksoni nevronov iz spodnjega jedra kon¢ne strije (BNST) in
amigdale, ki izraZajo arginin vazopresin (AVP). Gostota teh aksonov je pri razli¢nih
zivalskih vrstah vedja pri samcih kot pri samicah (157). Da pa je vsebnost AVP v LS
odvisna od spolnih hormonov, so dokazali z odstranitvijo spolnih Zlez, po kateri
niso ve¢ zaznali prisotnosti AVP v LS. To izrazanje pa so ponovno izzvali s
tretiranjem s testosteronom pri obeh spolih. Na spolno razli¢no izrazenost AVP pa

naj bi neposredno vplivali tudi spolni kromosomi, kar so dokazali z uporabo
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miSjega modela, kjer so imeli Stiri razlicne genotipe, in sicer XX in XY samice z

jaj¢niki ter XY in XX samce z modi (ta model misi je opisan v poglavju 2.2.1) (100).

Vomeronazalni sistem (VNS) je pri glodavcih spolno dimorfno zgrajen. Sestavljajo
ga vomeronazalni organ in Stevilna moZganska jedra: podroje pomoZnega
vohalnega betica (angl. accessory olfactory bulb, AOB), spodnje jedro pomoZnega
vohalnega trakta (angl. bed nucleus of accessory olfactory tract, BOAT), MeA,
BNST, MPOA, AVPV in VMH (79). Ker VNS sodeluje pri prenosu odzivov na
draZljaje, ki jih izzovejo feromonske molekule v vomeronazalnem organu, do
moZzganskih jeder, mu pripisujejo kljuno vlogo v uravnavanju razmnozevanja pri

glodavcih (158).

Anteroventralni del periventrikularnega jedra (angl. anteroventral periventricular
nucleus, AVPV) se nahaja bilateralno ob razsiritvi tretje mozganske kletke (angl.
third ventricle, 3V), v rostralnem delu MPOA in je odgovoren za izloCanje
sproScujoCega hormona gonadotropinov (angl. gonadotropin-releasing hormone;
GnRH). Tudi v AVPV so prisotne spolno dimorfne razlike. Ugotovili so, da imajo
samice vecjo prostornino jedra in da je v njem vet celic (159). Kasneje so ugotovili,
da je za nastanek teh razlik odgovoren testosteron v fetalnem Zivljenju, saj so pri
samicah podgan, ki so bile tretirane s testosteronom ugotovili, da se je Stevilo celic
v AVPV zmanjsalo, medtem ko se je Stevilo celic pri kastriranih samcih povecalo v
primerjavi s kontrolnimi samci (160). Kot posledica vec¢jega Stevila nevronov je pri
samicah tudi vec nevronov, ki izrazajo beljakovino tirozinsko hidroksilazo, ki je
vkljucena v biosintezo dopamina (160). Po drugi strani pa je presenetljivo, da so v
AVPV pri samcih ugotovili vecjo prisotnost nevronov, ki izlo¢ajo opioidni peptid
enkefalin, kar kaze, da spolni steroidni hormoni vplivajo na specificno populacijo

celic med razvojem tudi znotraj enega jedra (161).

Spodnje jedro koncne strije (angl. bed nucleus of the stria terminalis; BNST)
sodeluje pri endokrinem uravnavanju spolnega obnaSanja, iskanju partnerja in
izrazanju lordoze (162, 163). BNST je del vohalnega sistema in povezava

medialnega dela amigdale (angl. medial amygdala, MeA) in hipotalamusa ter
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drugih bazalnih delov sprednjih moZganov. V njem se koncujejo eferentne
povezave MeA (164). Razlike med spoloma so prisotne samo v posameznih delih
BNST, medtem ko se celotna prostornina jedra med spoloma ne razlikuje. Tako so
spolno dimorfne razlike prisotne v medialno-posteriornem delu (BNSTMP), ki je
pri podganjih samcih ved¢ji kot pri samicah (145) in vsebuje tudi vegje Stevilo celic
(165). Do podobnih ugotovitev so prisli tudi pri morskih prasickih (119) in ljudeh
(166). V lateralno-anteriornem (BNSTLA) in medialno-anteriornem (BNSTMA)
delu BNST pa so ugotovili ravno nasprotno, da imajo samice vecje Stevilo nevronov

kot samci (118, 108).

Ventromedialno jedro hipotalamusa (angl. ventromedial nucleus of the
hypothalamus, VMH) je spolno dimorfen del hipotalamusa, ki lezi v srednjem delu
hipotalamusa, bilateralno od tretje mozganske kletke. Nevroni VMH se povezujejo
z mnogimi drugimi moZganskimi jedri, kot so supraopticno jedro (angl. supraoptic
nuleus, SON), arkvatno jedro (angl. arcuate nucleus, Arc), mediana eminenca,
amigdala, POA, jedri srednjih moZganov in podaljSane hrbtenjace. Jedro VMH
razdelimo na tri podpodrocja, in sicer dorzo-medialno, centralno in ventro-
lateralno, ki se med seboj razlikuje po izraZenosti beljakovin, dovodnih povezavah
in vlogi (167). VMH ima pomembno vlogo pri uravnavanju razmnozevanja,
predvsem materinskega obnaSanja in lordoze, in energetskega stanja v telesu
(107). Prostornina VMH je pri podganah ve¢ja pri samcih, sami nevroni pa so vedji
pri samicah (168). Pri samcih, ki so jih kastrirali Ze na P1, so dosegli feminizacijo
VMH, kar se je kazalo kot zmanjSano podrocje in povecana velikost nevronov v
primerjavi s kontrolnimi samci (168). Ob prisotnosti estrogenov in progesterona
so takSni samci izraZali lordozo. Pri miSjih samcih so ugotovili vecje Stevilo
nevronov, ki izrazajo nevralno sintazo duSikovih oksidov (angl. neural nitric oxide,
nNOS), kalbindin D-28k in ER (169, 170, 171). Ve¢&je Stevilo nevronov, ki izrazajo
holecistokinin, pa so odkrili pri podganjih samcih (172). Ve¢ razli¢nih $tudij je
dokazalo, da se v VMH nekatere beljakovine izraZajo razlicno med spolnim
ciklusom, kar kaZe na vpliv spolnih steroidnih hormonov na to izrazanje (173, 174,

175).
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Hipokampus je del najstarejSega dela mozganske skorje in je sestavljen iz vec
podrodij, in sicer iz hipokampusa (Amonov rog, CA), hipokampusove vijuge (gyrus
parahippocampalis), nazobCene vijuge (gyrus dentatus), hipokampusovega vlakna
(fimbria hippocampi) in svoda (fornix). Podrocje hipokampusa je odgovorno za

uCenje in prostorsko orientacijo. Pri razlicnih sevih misi so dokazali razlike med

spoloma v $tevilu Zivenih celic v podrodju hipokampusa (176).
2.2.3 Spolno dimorfna podro¢ja v moZganih pri ljudeh

Proucevanje razlik med spoloma v moZganih pri ljudeh nam odpre Stevilna
vprasanja. Ce imajo spolni steroidi kljuéno vlogo pri maskulinizaciji moZganov pri
zivalih ali imajo takSno vlogo tudi pri ¢loveku? Ali se moski in Zenske razli¢cno
obnaSamo zaradi tega, ker so moski Ze prenatalno izpostavljeni vecji koliCini
testosterona? Ali se obnaSamo razlicno, ker so vloge posameznega spola Ze
indoktrinirane v naSi druZini in v druzbi? Zaradi kompleksnosti Cloveskega
obnaSanja, ki je pod moc¢nimi druzbenimi vplivi, je na ta vpraSanja zelo tezko
odgovoriti. Zagotovo na diferenciacijo ¢lovesSkih mozganov vpliva preplet vecih
dejavnikov vse od hormonskih, genetskih in v veliki meri druzbenih in okoljskih.
Kljub temu so na nivoju zgradbe moZganov poznane nekatere razlike med spoloma
tudi pri ljudeh, tako v velikosti posameznih delov oziroma podroc¢ij moZganov kot
na funkcionalni ravni.

Pri c¢loveku je tudi najbolj raziskano in opisano spolno dimorfno jedro v
predopticnem podrocju, ki je poimenovano kot intersticialno jedro sprednjega
hipotalamusa (angl. interstitial nucleus of anterior hypothalamus 1; INAH1) in je
del intersticialnih jeder 1, 2, 3 in 4 v predopti¢nem podroc¢ju (INAH1,2,3,4). Jedro
INAH1 naj bi bilo pri moskih vecje kot pri Zenskah in naj bi pri moskih vsebovalo
tudi vedje Stevilo celic (123, 124). V kasnejsi raziskavi so ugotovili razlike v
podro¢jih INAH2 in INAH3, niso pa potrdili razlik v INAH1 (124).

V zadnjih desetletjih se je veC raziskav ukvarjalo s proulevanjem razlik v

mozganskem prec¢niku (corpus calosum; cc) pri otrocih (177) in pri odraslih (178)

(179). V nedavni raziskavi so z magnetno resonanco (MR) opravili meritve

moZzganskega precnika pri odraslih ljudeh (starost od 18 do 94 let) in ugotovili, da
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je to podrocje pri Zenskah signifikantno vecje kot pri moskih. Pri obeh spolih pa so
ugotovili, da se podrogje s starostjo zmanjsuje (180).

Nekatere razlike med spoloma, kjer sta moc¢no povezana razvoj mozZganov pod
vplivom spolnih hormonov in posledi¢no obnaSanje ljudi, lahko proucujemo pri
nekaterih prirojenih napakah kot sta prirojena hiperplazija nadledvi¢ne Zleze
(angl. adrenal hyperplasia concenita, AHC) pri Zenskah in popolna neodzivnost na
androgene zaradi okvare androgenskega receptorja (AR) pri moskih. Zenske z AHC
so Ze v cCasu embrionalnega razvoja izpostavljene viSjim koncentracijam
androgenov, ki jih izlo¢ajo nadledvicne Zleze. Pri takih Zenskah je znacilno, da je
njihovo obnaSanje bolj podobno znacilnemu moskemu obnaSanju in da jih
pogosteje spolno privlatijo Zenske (181, 182). Moski, ki imajo AR popolnoma
neodzivne na androgene, so po videzu bolj podobni Zenskam, moda ostanejo v
trebusni votlini, razvite imajo zunanje Zenske spolne organe in obicajno imajo
slabSo prostorsko predstavo in boljSe komunikacijske sposobnosti, kar obicajno

bolj pripisujejo Zenskam (183).
2.3 MISI BREZ GENA ZA STEROIDOGENI DEJAVNIK 1
2.3.1 Steroidogeni dejavnik 1 — SF-1

Steroidogeni dejavnik 1 (angl. steroidigenic factor 1; SF-1, NR5A1) je €lan druZine
jedrnih receptorjev, kamor uvrS¢amo tudi beljakovino vinske musice FTZ-F1 (angl.
Fushi tarazu factor 1) in homolog jetrnega receptorja LRH-1 (angl. liver receptor
homolog) pri vretencarjih (184). SF-1 vsebuje dva cinkova prsta, preko katerih se
veze na DNA. Vsa tri podrodja, in sicer podrocje prvega heliksa - P, povezovalno
podrocje in podrocje drugega heliksa - D, so visoko ohranjena med vrstami, pri
sesalcih celo 100-odstotno (185). Podro¢je P omogola prepoznavanje veznega
mesta za DNA, podro¢je D pa sodeluje pri nastanku beljakovinske dimere in
prepozna velikost presledka med veznima mestoma (186).

Najprej je bil SF-1 opisan kot klju¢ni urejevalec izrazanja razlicnih encimov iz
skupine citokromov P450 (184). V nadaljnjih raziskavah so ugotovili, da se SF-1
izraza v razli¢nih tkivih, in sicer v gonadah, skorji nadledvi¢ne Zleze, moZganih v

VMH in v parenhimu vranice (187). V teh tkivih uravnava prepisovanje $tevilnih
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genov kot so encimi, ki sodelujejo pri nastanku steroidnih hormonov,
steroidogenega akutnega regulatornega proteina, receptorja za
adrenokortikotropni hormon (ACTH), antimiillerjevega hormona, a-podenote
glikoproteinskih hormonov, B-podenote LH in FSH in njunih receptorjev,
receptorja GnRH in drugih (188). SF-1 je prvotno spadal v skupino jedrnih
receptorjev sirot, za katere ni tocno znano ali je za njihovo delovanje potrebna
vezava z drugo spojino ali so v celici aktivni sami. Nato pa je Li s sodelavci ugotovil,
da se SF-1 lahko aktivira z metaboliti holesterola (189). Znano je, da ima SF-1
pomembno vlogo pri razvoju in delovanju endokrinega sistema in je nujno
potreben pri spolni diferenciaciji. Ce v ¢asu embrionalnega razvoju SF-1 ni
prisoten, se spolne Zleze in nadledvi¢na Zleza ne razvijejo, zato se vse misi, ki so
brez SF-1 (SF-1KO0), fenotipsko razvijejo kot samice ne glede na genetski spol (190,
191).

Pri miSjih zarodkih so deveti dan embrionalnega razvoja, ko Se ni mogoce lociti
med spoloma, z metodo in situ hibridizacije potrdili izraZenost prepisa SF-1 v
embrionalni zasnovi gonad. Pri E12,5 so z isto metodo dokazali SF-1 v zasnovi za
nadledvicne Zleze in vmesnih moZganov ter v Ze diferenciranih gonadah. Pri
odraslih miSih so ugotovili izrazenost SF-I na kljutnih mestih poteka
steroidogeneze - v celicah skorje nadledvicne Zleze, v Leydigovih celicah moda ter
v celicah teke in granuloze v jajéniku (67, 192), kar kaZe na pomembno vlogo SF-1

v embrionalnem razvoju in tudi kasneje tako pri steroidogenezi.
2.3.2 Priprava transgenih misi brez SF-1

S pripravo mis$i z mutiranim genom SF-1 se je ukvarjalo vec raziskovalnih skupin.
Sadovsky in njegovi sodelavci so odstranili del tretjega eksona, ki nosi zapis za
vezavo na DNA in ki ga vsebujejo vse izooblike gena SF-1. Iz genomske knjiZnice
misSi seva 129Sv so izolirali 14-kb velik genomski klon gena SF-1. Sto nukleotidov
dolgo zaporedje, regijo med dvema Pml 1 (znotraj prvega in drugega cinkovega
prsta - domena, ki se veZe na DNA), so nadomestili s PGK-neomicinsko kaseto. Ta
transgeni konstrukt so z elektroporacijo vnesli v celi¢cne linije ES RW4 iz miSjega
seva 129Sv. Homologne rekombinate so odbrali z analogom neomicina in jih

testirali s prenosom po Southernu. Odbrane celice so injicirali v blastulo seva
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C57BL/6 in le-to vnesli v psevdogravidno samico istega seva (193). Na podoben
nacin so do transgenih misi prili tudi Luo in njeni sodelavci (69). Tretja skupina je
odstranila nekoliko vedje podrocdje kot prejs$nji dve, in sicer na eksonu 5 (194).
Nekoliko kasneje je ena izmed skupin inaktivirala gen s spremembo zacetne
aminokisline, in sicer so metionin zamenjali z izolevcinom. Uporabili so metodo
ciljanja genov in s tem dosegli selektivno omejeno izrazanje genov SF-1 in ELP3, ne
pa ELP1 in 2 (195).

Pri vseh poskusih so imele mutacije v genu SF-1 skoraj enake posledice za razvoj in

delovanje endokrinega sistema (196).
2.3.3 Fenotip misi z mutacijo v genu SF-1 in njihova uporabnost

V odsotnosti SF-1 v embrionalnem razvoju se spolne Zleze in nadledvicna Zleza ne
razvijejo, zato se vse misi brez gena SF-1 (angl. SF-1 knockout, SF-1 KO) fenotipsko
razvijejo kot samice ne glede na genetski spol (190, 191). Razvoj spolnega grebena
pri miSih SF-1KO poteka normalno do E10,5. Po tem Casu zacnejo celice v procesu
apoptoze propadati in vsi zametki spolnih in nadledvi¢nih Zlez propadejo do E12,5.
Ker misi SF-1 KO nimajo nadledvic¢ne Zleze, kmalu po rojstvu poginejo. Z dnevno
aplikacijo meSanice kortikosteroidov in kasnejSo presaditvijo nadledvi¢ne Zleze
jim omogocimo prezivetje in s tem moZnost raziskovanja odraslih zivali (197). Vet

o tem v poglavju o materialih in metodah.

Nepravilnosti v strukturi VMH so dokazali pri novorojenih (198) in pri odraslih
misih brez SF-1 (197). Pri odraslih SF-1 KO so poleg strukturnih in funkcionalnih
nepravilnosti v . VMH ugotovili pozen nastanek debelosti, za kar naj bi bilo
odgovorno zmanj$ano gibanje Zivali in ne ve¢ zauzite hrane (197).

MiSi brez gena SF-1 so edinstven model za proucevanje hormonsko neodvisnih
spolnih razlik v moZganih, saj zaradi odsotnosti SF-1 niso nikoli izpostavljeni

endogenim steroidnim hormonom.
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2.4 OBNASANJE
2.4.1 O obnasanju in o proucevanju obnasanja

ObnaSanje predstavlja povezavo med organizmi in okoljem ter med ZivCnim
sistemom in ekosistemom. ObnaSanje ima pomembno vlogo v Zivljenju zivali, saj je
klju¢no pri bioloSkem prilagajanju. Pri ljudeh je obnaSanje nacin definicije naSega
zZivljenja, komunikacije, interakcije z drugimi, s seboj in z okoljem.

Zapisi o zacetkih proucevanja obnaSanja Zivali izvirajo iz ¢asa Darwina, ki je
natancno opisoval in zapisoval svoja opaZanja.

Pred Stirimi desetletji je skupina priznanih znanstvenikov prejela Nobelovo
nagrado iz fiziologije ali medicine s podroc¢ja obnasanja Zivali. To so bili von Frisch,
Lorenz in Tinbergen, ki so bili nagrajeni za odkritja o individualnih in socialnih
vzorcih obnasSanja.

Danasnje Studije na zivalih obicajno izvajamo v laboratorijih in ne v naravnem
okolju, saj tako laZje zagotovimo standardne pogoje in ¢im bolj izklju¢imo faktor
vpliva zunanjega okolja ter s tem zagotovimo vecjo mero moznosti ponovitve
meritve. Zaradi kompleksnosti samega prouCevanja obnasanja so pri takih Studijah
velikokrat vkljuCene razlicne vede: anatomija, fiziologija, genetika, biokemija,
ekologija, farmakologija ... Seveda je tako proucevanje ljudi zelo tezko, zato se s
tem ukvarja Se veC ved, kot so sociologija, psihologija, antropologija, filozofija in
druge. Njihova dognanja se moc¢no prepletajo in povezujejo.

Kaj sploh obnasanje je? Definicijo sta postavila Ze pionirja behavioristike v sredini
prejSnjega stoletja, Skinner in Hebb, ki sta v razlicnih delih zapisala, da so
obnaSanje vsi zaznavni procesi, ki nastanejo kot odziv Zivali na doloCeno
spremembo, ki lahko pride iz notranjosti telesa ali zunanjega sveta (199). Tako
obnaSanje obsega vse od preprostega giba okoncine do kompleksnih socialnih
interakcij. Ko proucujemo obnaSanje, ga moramo razdrobiti na posamezne enote,
ki jih lahko prepoznamo, ocenimo, ovrednotimo vsakic, ko se pojavijo. V¢asih je to
preprost gib, kot na primer premik oCesne veke, obicajno pa je to zaporedje akcij,
ki imajo za posledico nek funkcionalen izid kot je hranjenje ali beg pred plenilcem.
Na vprasanja o obnaSanju lahko odgovorimo na Stirih razlicnih ravneh, ki pa se
med seboj prepletajo. Ta vprasSanja so poznana kot Tinbergenovi Stirje "zakaj”

(angl. Tinbergen’s Four Whys). 1. Cemu je namenjeno obnasanje? Odgovor na to
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vpraSanje je funkcionalne narave, kot na primer vloga obnasSanja pri nadaljevanju
vrste. 2. Kako to obnaSanje nastane? Odgovor na to vpraSanje je razlaga
mehanizma nastanka obnaSanja. 3. Kako se obnaSanje razvije? To se nanasSa na
razvoj obnasSanja vse preko embrionalnega razvoja do socialnih interakcij in vpliva
okolja. 4. Od kod izvira obnasSanje? Ta se nanasa na evolucijo, preko filogenetskega
razvoja vrst in skupnih prednikov (199). Odgovore na vsa ta vpra$anja lahko
proucujemo in pridobivamo z razli¢cnimi metodami, kot so: poskus, opazovanje,
primerjava ali modeliranje. Obicajno je pri Studijah uporabljena kombinacija teh
metod. Glede na proucevanje obnaSanja ga lahko razdelimo v razli¢cne kategorije, in
sicer socialno, spolno, starSevsko, teritorialno. Ce pa gledamo na uporabo
posameznih organskih sistemov, ga lahko razdelimo na gibalno, prehranjevalno,
spolno, ¢utno, izobraZevalno ... (200) Tako pri Zivalih kot pri ljudeh prouc¢ujemo
tudi miselne, Custvene in motivacijske procese, ki so kompleksnejsi in zahtevajo
viSjo organizacijo Zivénega sistema. Posamezne Custvene procese obicajno
proucujemo na misjih modelih, ki izraziteje izrazajo posamezna obnaSanja, ki so
podobna duSevnim motnjam pri ljudeh. To so anksioznost, depresija, avtizem ...
(201). Najbolj proucevana miselna procesa pri Zivalih sta spomin in ucenje (202).
Motivacijski procesi predstavljajo obnaSanja, ki imajo obiCajno za posledico
nagrado. To so procesi, kot so hranjenje, pitje, spolno obnasanje ali pa motnje kot
na primer odvisnost od drog in alkohola. Klju¢ni nevrotransmiter, ki sodeluje pri
uravnavanju teh procesov, je dopamin. S proucevanjem teh procesov se velikokrat
ukvarjajo farmakoloSke raziskave, saj je razumevanje dogajanja pri doloCenih
motnjah motivacijskega sistema zelo pomembno za reSevanje teh teZav in
zdravljenja specifi¢ne motnje (203, 204).

Pri vecini zivali vzorci obnaSanja odraZajo kompleksnost in funkcionalno
organiziranost Zivénega sistema. Ce pogledamo evolucijsko skalo, vidimo, da Ziv¢ni
sitem izraza dva trenda, in sicer z viSjo diferenciacijo je tudi velja centralizacija.
Primerjalne Studije med razli¢nimi Zivalskimi vrstami so pokazale, da so razlike v
obnaSanju, ki je povezano s prilagajanjem okolju, odraz anatomije centralnega
Zivénega sistema in njegove razvitosti.

Eden od pomembnejsih nadzornih mehanizmov obnasanja je Zivéni nadzor. Zivéni
kontrolni mehanizem koordinira odziv Zivali na dejavnike iz okolja. Zunanje

stimuluse Zival zazna s ¢utnimi organi, preko katerih stimulus pride do ZivCnega
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sistema, ki ga na nek nacin prevede v odziv, ki ga opazimo. Hormoni prenasajo
informacije po telesu pocasneje od Ziv¢nih celic, vendar pa skupaj Ziveni sistem in
kontinuirana prisotnost hormonov tvorita odlicen nadzorni mehanizem reakcij
oziroma odzivov. Hormoni vplivajo na obnaSanje preko razli¢nih poti, vse preko
Zivénega sistema, cutnega zaznavanja, efektorskega sistema in razvoja. Ucinki
hormonov so obicajno posledica njihovega delovanja, ki so pod vplivom tako
genotipa kot okolja (letnega casa, dela dneva) in dosedanjih izkuSenj. Nekateri
ponavljajoc¢i se vzorci obnaSanja so posledica interakcije med hormonskim in
Zivénim sistemom kot na primer menstrualni ciklus (pojatveni ciklusi pri Zivalih)
(205). Navsezadnje je obnaSanje posledica prepletov genetskih in okoljskih
vplivov. Za pravilno izraZanje genov je potrebno primerno biokemijsko okolje. To
okolje je pod mocnim vplivom dejavnikov tako iz organizma kot tistih dalec izven
njega. Pri mnogih Zivalski vrstah so odkrili celicne, biokemijske in druge razvojne
poti, preko katerih geni vplivajo na obnaSanje. Nekateri vplivi so mo¢no povezani z
razvojem senzoricno-motornega sistema, drugi pa imajo vec¢ji vpliv na obnaSanje,
kot so uCenje in Custvenost. IzraZanje gena in fenotipske posledice tega izrazanja so
odvisne tudi od drugih genov v genomu. Vplivi genov na razvoj in evolucijo
obnaSanja so lahko so intra- in intergenomski. Nekateri seksualni spori ali spor
star$ - potomec so lahko odraz fenotipskega vpliva genov. [zrazanje gena, ki ima za
posledico nek fenotip obnaSanja, se lahko prenese s starSa na potomca (temu
pravimo vtisnjenje ali vtisk v genom; angl. genomic imprinting), kjer so geni
podedovani od matere ali oceta v razlicnih tkivih selektivno utiSani. Vtisku v
genom pripisujejo velik pomen pri evoluciji anatomije moZganov, razumevanja in

socialnega obnasanja pri primatih (206).
2.4.2 Spolno pogojena obnasanja

Moski in Zenske se obnasamo razli¢no in Ce pogledamo z vidika evolucije lahko to
razliko pripiSemo obstoju dveh razli¢nih spolov. Ce pa pogledamo z vidika
mehanizma nastanka razlik, se nam porodita dve klju¢ni vprasanji, in sicer: kaj je
pravzaprav razlicno med moskimi in Zenskimi mozgani in kako se te razlike med
spoloma izrazijo preko razlicnih mehanizmov. V zadnjih desetletjih smo dobili
veliko odgovorov predvsem na prvo vprasanje. Zdaj je jasno, da so isti steroidni in

peptidni hormoni vkljuceni v regulacijo proizvodnje gamet, brejosti (nosecnosti),
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kotitve (poroda) in starSevske nege ter imajo hkrati velik vpliv na mozgane, saj ti
isti hormoni direktno vplivajo na razvoj spolno dimorfnih podrocij v moZganih in
se tem vplivajo tako na reproduktivna kot ne-reproduktivna obnasanja (207)
(208). Pri odgovoru na drugo vpra$anje imamo ve¢ $tudij. Eno, ki je bila narejena
na ku$carjih Cnemidophorus (209), in druge, ki so jih naredili pri monogamnih in
poligamnih prerijskih voluharicah (210, 211, 212).

Prisotnost spolnih hormonov, tako estrogenov kot testosterona, je klju¢na za
izraZzanje spolno znacilnega obnaSanja pri vretencarjih. Nedavne genetske Studije
so pokazale, da spolni hormoni sprozijo aktivacijo Stevilnih molekularnih
mehanizmov, ki nadzirajo nastanek in potek spolno znatilnega obna$anja (213,

214).

2.4.2.1 Proucevanje spolno pogojenega obnasanja pri modelnih organizmih

Zensko spolno obnaSanje pri Zivalih proucujemo na razli¢nih podrogjih in z
razlicnih pogledov. Nekateri ga proucujejo izkljutno s staliS¢a obnaSanja,
primerjave in evolucije, medtem ko ga drugi dojemajo kot bioloSko znacilno
obnaSanje in se poglabljajo v nevroendokrine, celicne in molekularne mehanizme
Zenskega spolnega obnasSanja.

Pri glodavcih je perinatalna izpostavljenost spolnim hormonom klju¢na za
obnaSanja, ki sluZijo razmnoZevanju vrste. To vkljuCuje proceptivno in receptivno
oziroma spolno sprejemljivo obnasanje pri samicah ter dvorjenje in kopulacijo pri
samcih (215). Za znatilno mosko obna$anje veljata tudi agresivno in teritoralno,
medtem ko je materinsko obnaSanje znacilno Zensko obnaSanje. Vse to je posledica
organizacijske vloge spolnih hormonov med razvojem (216). Da bi dokazali vpliv
hormonov med razvojem na obnasSanje, so izvedli razlicne poskuse. Pokazali so, da
neonatalno kastrirani samci izraZajo lordozo - uslocenost hrbta - v odraslem
obdobju, Ce jim dodajamo estrogene in progesteron. To obnaSanje je lahko
izni¢eno, Ce istocasno s kastracijo dodajamo androgene ali estrogene hormone.
Neonatalno tretiranje samic z androgeni ali estrogeni privede do izrazanja
znacilnega mosSkega obnaSanja v odraslem obdobju. Pojavi se celo agresivno

obnasanje proti vsiljivcu in nekatere znacilnosti teritoralnega obnasanja (14, 217,

218, 213, 216). Motena pretvorba androgenov v estrogene z blokado aktivnosti
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aromataze pri samcih prvih nekaj dni po rojstvu ali izbris gena za encim aromatazo
pri miSih prepre€i maskulinizacijski ucinek androgenov in ne pride do spolne
diferenciacije v moZganih. V tem primeru estrogeni odigrajo klju¢no vlogo pri
trajni organizacijski obliki dimorfnega Zivénega sistema (219, 220, 221, 222). Misi,
ki so jim tarcno izbrisali gen za estrogenski receptor (ER) in so brez obeh izoform
estrogenskega receptorja, ERa in ERB, so pomemben model za proucevanje
nastanka spolno razlicnega obnaSanja. Pri odsotnosti ERa so ugotovili, da je ERa
nujen za razmnozevanje in izrazanje spolnega obnaSanja, ki je posledica delovanja
estrogenov, medtem ko za ER niso ugotovili tako pomembnih uéinkov (223, 224).
Kljub temu, da razloga za fenotip obnasanja misi brez ERa ne moremo neposredno
povezovati z organizacijsko vlogo steroidov med razvojem in kasnejSo aktivacijsko
v odraslem obdobju, so s primerjavo spolnega obnasanja misjih samcev brez ERa
in tistih brez ERJ prisli do pomembnih ugotovitev. Namrec, pri samcih brez ERa so
ugotovili mo¢no zmanjSano kopulatorno obnaSanje, tako vstope v noZnico kot
ejakulacijo (225). Medtem ko pri pomanjkanju funkcionalnih ERB niso ugotovili
sprememb pri moskem spolnem obnaSanju, kar kaZe, da imajo signalne poti, ki
potekajo preko ERa pomembno vlogo pri maskulinizaciji spolnega obna$anja (224,
226). Na drugi strani pa, ko so kastriranim mi$im brez ERB dodajali estrogene in
progesteron ter jih potem testirali za Zensko spolno obnaSanje, so le-ti izrazali
lordozo, ki je bila dvakrat bolj izraZena kot pri misih divjega tipa (226), kar kaZe na
vlogo ERP pri procesu defeminizacije spolnega obnasSanja. Do podobnih ugotovitev
so priSli z uporabo farmakoloskih pripravkov: pri tretiranju novorojenih misjih
samic z ERP selektivnimi agonisti je priSlo do signifikantno spremenjenega
izrazanja lordoze, medtem ko selektivna aktivacija ERa ni povzrocila podobnega
u¢inka (227). Ti podatki kaZejo tudi na to, da sta proces maskulinizacije in
defeminizacije loCena procesa in potekata preko razli¢nih ER.

Za spolno znacilno obnaSanje, mosko in Zensko, je pomembna prisotnost spolnih
hormonov pred (organizacijski ucinek) in po rojstvu, tudi v odraslem obdobju

(aktivacijski u¢inek) (228, 229, 230, 231, 232, 233).
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2.4.2.2 Zensko spolno obnasanje

Zensko spolno obnasanje pri glodavcih razdelimo v tri faze, in sicer privla¢nost,
proceptivnost in receptivnost. V prvi fazi privlacnosti lahko ocenimo, koliko je
samica privla¢na za samca in obratno. V veliki meri ja ta faza odvisna od
feromonov, ki jih izlo¢ata. Druga faza je proceptivnost ali prekopulatorna faza, ki
nastopi pred kopulacijo. Tu lahko ocenimo, koliko je samica motivirana za parjenje
(234). Samica, ki je pripravljena na paritev, nemalokrat prva vzpostavi stik s
samcem. ObiCajno ga ovohava v anogenitalnem predelu ali pa se ga s smrckom
dotakne na stranskih delih trupa. Hitro se mu pribliZuje in oddaljuje, kar stimulira
samca, da se ji pribliZa in za¢ne ovohavati anogenitalni predel (235, 236). Tretja
faza je receptivnost ali spolna sprejemljivost, kjer samica s svojim obnaSanjem
samcu dovoli naskok, zato to fazo imenujemo tudi kopulacijska. Ko samec naskoci
samico, se le-ta refleksno usloci, to je ti. lordozni refleks ali lordoza (L, angl.
lordosis), pri kateri poleg usloCenega hrbta in dvignjene glave samica umakne rep
na stran in privzdigne podrocje perineuma, da omogoci kopulacijo oziroma vstop
penisa v noZnico (32). Po uspe$ni kopulaciji in ejakulaciji se samica umakne, da
prepre¢i ponovne stike s samcem. V tem casu se izloCa prolaktin, ki pripravi
maternico na vsaditev zarodka.

Ventromedialno jedro hipotalamusa (VMH) in predopti¢no podrocje (POA) sta
podrocji v moZganih, ki uravnavata refleks lordoze. Jedro VMH vsebuje veliko
koncentracijo estrogenskih, progesteronskih in oksitocinskih receptorjev, zato je
pomemben urejevalec mnogih signalnih poti. Studije so pokazale, da neposredno
dovajanje estrogenov v VMH zadostuje za nastanek lordoze. Ce je to podrodje
poskodovano, je refleks lordoze zavrt (237, 238). Rubin in Barfield sta dokazala, da
kombinacija estrogenov in progesterona deluje mo¢neje kot sami estrogeni (239).
Za POA velja, da je kljucno podrolje pri zaviranju lordoze. S farmakolosSko
poskodbo POA je bila lordoza pri podganjih samicah izboljSana, ko pa so to
podrogje elektri¢no stimulirali, se je refleks lordoze poslabsal (240). Sam potek
refleksa lordoze je Ze dodobra znan. Med naskokom se Ze pri vzpenjanju preko
dotikanja koZe v ledvenem predelu pri spolno sprejemljivi samici sprozi lordoza.
Ta Cutni signal potuje preko dorzalnih korenin ganglijev do hrbtenjace, kjer potem

potuje naprej do mreZevine v mozZganskem deblu (angl. medullary reticular
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formation in the hind brain) in do centralne sivine v srednjih mozganih (angl.
midbrain central gray, MCG). VMH in POA z ustreznimi hormoni poSljeta signal
preko srednjega dela hipotalamusa naprej do ostalih predelov mozganov. Signal se
potem vraca preko centralne sivine v mreZevino v srednjih moZganih in v
medialno kolenasto telo talamusa (angl. medial geniculate body). MreZevina in
medialno kolenasto telo skupaj aktivirata motoricne Zivce v hrbtenjaci in pride do
lordoze oziroma uslolenega hrbta (234, 241). IzraZzanje lordoze je odvisno od
prisotnosti estrogenov in velikokrat tudi progesterona. Do izrazZanja lahko pride
tudi v odsotnosti progesterona, vendar so potem potrebne viSje koncentracije
estrogenov (242). Pri misih brez progesteronskih receptorjev, kljub dodajanju
obeh potrebnih hormonov, niso uspeli izzvati izraZanja lordoze (243). Podobno so
dokazali tudi pri podganah, ki so jim injicirali protismiselno DNA (angl. antisense
DNA) za progesteronski receptor neposredno v hipotalamus in potem z
dodajanjem estrogenov ter progesterona dosegli bistveno slabse izrazanje lordoze
kot pri kontrolni skupini (244). Poleg nujno potrebnih estrogenov in progesterona
je za pravilno izraZanje lordoze potrebna prisotnost tudi nekaterih drugih
nevropeptidov in nevrotransmiterjev. Eden pomembnejsih je oksitocin, ki nastaja v
PVN (paraventrikularno jedro hipotalamusa) in SON. Druga sta kateholamin, ki
deluje kot nevrotransmiter in nevrohormon, in dopamin. V eni zgodnejsih Studij so
pri podganah dokazali, da so z dodajanjem dopaminskega agonista in estrogenov
izzvali izraZanje lordoze (245). Pri refleksu izrazanja lordoze sodelujejo 3e
acetilholin, serotonin, GABA, opioidi in prolaktin (246). Spolni hormoni posredno
in neposredno vplivajo na izloCanje nevrotransmiterjev, ki spodbudijo ali zavrejo

doloceno obnaSanje, kar je odvisno od podrocja v Zivénem sistemu, kjer delujejo.

2.4.2.3 Agresivno obnasanje

Agresivno obnaSanje sodi v skupino socialnega obnaSanja in je razlicno med
spoloma. Sir$i pojem socialnega obna$anja zajema medsebojne vplive med
posamezniki, od katerih ima vsaj eden ali ve¢ posameznikov korist, kar so tako
agresivne kot neagresivne oblike medsebojnih vplivov. Ce pogledamo na agresivno
obnaSanje s strani osebka, ki je tarca agresivnega obnasanja, lahko re¢emo, da je to
nasprotno od socialnega obnasanja. Ce pa pogledamo s strani osebka, ki agresivno

obnaSanje izvaja, pa lahko recemo, da so na nek nacin socialni stiki celo izboljsani.
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Kot na primer pri zasciti kolonije pred plenilci oziroma vsiljivci, materinska
agresivnost... Za agresivno obnaSanje ni znacilna samo fizi¢na oblika stika, lahko
gre tudi samo za kretnjo, groznjo, obred ali aktivnost, ki nakazuje poraZenca (204).
Raziskave, ki se ukvarjajo s proucevanjem agresivnosti tako v humani kot v
veterinarski medicini, si prizadevajo k boljSemu razumevanju in nadzoru patoloske
agresivnosti (247), medtem ko pri poskusih v laboratoriju uporabljamo Zivalske
modele, ki izraZajo znacilno oziroma vrstno specificno agresivno obnaSanje. Ko
proucujemo agresivno obnaSanje pri Zivalih, je zelo pomembno, da upoStevamo
etologijo agresivnega obnaSanja za posamezno Zivalsko vrsto. Agresivni znak, drza
in dejanje so orodja Zivali, da doseZe Zeleni cilj ali da se ubrani napadalcu (248).
Agresivno obnaSanje se pojavi, ko posamezniki tekmujejo za ozemlje (obmocje - v
primeru laboratorijskih pogojev), hrano, vodo ali druge dobrine, povezane s
prezivetjem in razmnoZevanjem. Ko pa gre za zasc¢ito obmocja ali potomcev pa
govorimo o teritorialni (ozemeljski) ali materinski agresiji (249). Vrsto agresije, ko
gre za zaSCito ozemlja, teritorialna agresija, imenujemo rezident-vsiljivec (angl.
resident-intruder aggression). V tem primeru rezident (domacin) SCiti svoj
teritorij. To je znaCilno agresivno obnaSanje med samci (angl. intermale
aggression), ki se odraZa kot napadi, ugrizi, odrivanje, preganjanje vsiljivca (250,
251). Agresivno obna3anje ima nemalokrat pozitivne strani tako za posameznika
kot za vrsto, kot na primer hierarhi¢na dominanca, ki se vzpostavi med rivalskimi
samci. Zmagovalni samec tako doseZe, da se na dolo¢enem teritoriju pari samo on.
Podoben ucinek lahko v laboratorijskih pogojih doseZemo z izolacijo ali posamic¢no
nastanitvijo samcev in doseZemo t.i. z izolacijo izzvano agresivnost (angl. isolation-
induced aggression) (252, 249).

Samo agresivno obnaSanje lahko opredelimo glede na nacin izraZanja in posledico
kot napadalno (angl. offensive) ali obrambno (angl. defensive). Obrambno
obnaSanje se pojavi kot odgovor na groznjo ali na draZljaj, ki izzove strah, in se
obitajno zakljuti s pobegom (253). Pri samcih glodavcev se obrambno obna$anje
kaZe kot pobeg, otopelost, obrambna poza ali groZnja nazaj proti napadalcu (254,
255, 256). Samice glodavcev po porodu kaZejo materinsko agresivnost, ki vkljucuje
tako obrambne kot napadalne elemente z namenom, da bi zaS¢itila potomce pred

moskim vsiljivcem (257).
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Nasilje velja med etologi za nekoliko sporen izraz, kljub temu pa je opredeljeno kot
eskalirano, patoloSko in nenormalno agresivno obnaSanje, ki se kaze kot podaljsani
in pogostejsi napadi in ugrizi ter z mo¢no zmanjSano latenco (latenca je Cas od
zaCetka testa do izrazanja dolocene aktivnosti) v primerjavi s prilagojeno
agresivnostjo oziroma pritakovano agresivnostjo (248, 258). To pomeni, da se
ugrize v bolj obcutljive predele telesa smatra za nenormalno oziroma nasilno v
primerjavi z ugrizi prilagojene ali pricakovane agresivnosti, kjer napadalec grize v
predel hrbta ali bokov (259). Agresivnost pri ljudeh in pri Zivalih ima nekatere
podobnosti, vendar pri Zivalih agresivnost ni tako kompleksna kot je pri ljudeh.
Druzbene norme postavljajo meje, kaj je sprejemljivo in primerno agresivno
obnaSanje, medtem ko je neprimerno, pretirano agresivno obnaSanje oziroma
nasilje resno vprasanje v socioloski in medicinski stroki, ki se ukvarja z duSevnim
zdravjem (260). Agresija je vklju¢ena kot simptom pri mnogih dusevnih motnjah
kot so shizofrenija, anksioznost, prilagoditvena motnja, manicna depresija, avtizem
in druge (253).

Agresivno obnasSanje je tudi spolno dimorfno izraZeno, in sicer je bolj intenzivno
pri samcih/moskih kot pri samicah/Zenskah. Izrazati se zaCne v puberteti, ko se
moda pod vplivom LH (luteinizirajocega hormona) povecajo in zacno izlocati vec
androgenov. Ce pogledamo to obdobje pri glodavcih, je povezano z odstavitvijo iz
gnezda, iskanjem in vzpostavljanjem teritorija, iskanjem hrane in samic za parjenje
(261). Ze med razvojem in tudi potem v odraslem obdobju androgeni pomembno
vplivajo na agresivno obnaSanje. Pri miSih Ze zgodnja odstranitev mod, takoj po
rojstvu, znacilno zmanjsSa agresivnost, kljub dodajanju testosterona v odraslem
obdobju. Ravno obratno pa dodajanje testosterona samicam takoj po rojstvu
bistveno povela njihovo agresivnost v odraslem obdobju (262). Pri misih in
podganah so ugotovili, da ima celo poloZaj plodov v maternici vpliv na razvoj
spolno razlicnega nevroendokrinega sistema. Ugotovili so, da so samice, ki so v
maternici leZzale med dvema moSkima plodoma, izraZale bolj agresivno obnaSanje
kot tiste, ki so leZale med dvema samicama. Isto so ugotovili pri samcih. Poleg tega
so ugotovili Se razlike v nekaterih fizioloSkih parametrih in v morfologiji. Nastanek
teh sprememb naj bi bil posledica delovanja testosterona, ki ga izlo¢ajo samcki v

¢asu fetalnega razvoja in prehaja na sosednje plodove (96). Ce odstranimo moda,



T. Spanié: Hormonsko odvisna in hormonsko neodvisna spolna diferenciacija mozganov misi 47
brez gena SF-1

se pri vecini Zivalskih vrst agresivnhost mofno zmanjSa. Pri samcu prerijske
voluharice, kalifornijske misi in pri miSih linije CD-1 pa vpliva kastracije na
zmanj$anje agresivnosti niso ugotovili (263, 264, 265). Z merjenjem Koncentracije
testosterona v krvi so hoteli dokazati povezavo med koncentracijo in izraZanjem
agresivnega vedenja, vendar so nekatere raziskave dokazale pozitivno povezavo
med Kkoncentracijo testosterona v krvi in agresivnostjo, druge pa ne (266). Vpliv
testosterona na poveCano agresivnost je verjetno prisoten samo v mejah
fizioloSkih vrednosti, saj so ugotovili, da pri poviSanih koncentracijah testosterona
v krvi agresivnost ni bila povetana (267).

Testosteron vpliva na agresivno obnaSanje v nespremenjeni ali pa v
metaboliziranih oblikah. V moZganih se pretvori v 5a-dihidrotestosteron ali v
estradiol (251). Pri samcih brez gena za ERa je agresivno obnasanje proti drugemu
samcu le redko izraZeno, kar kaZze na pomembno vlogo ERa pri agresivhem
obnasanju (268, 225). Medtem ko pri samcih brez ERB niso opazili bistvenih
sprememb v agresivnem obna$anju v primerjavi s kontrolno skupino (269).
Agresivno obnasSanje uravnavajo podroc¢ja MPOA, LS, sprednji hipokampus, VMH,
podrocje sivine ob ventriklih (angl. periaqueductal gray, PAG), MeA in BNST, ki pa
se povezujejo Se z mozgansko skorjo in podrodji, ki sprejemajo draZljaje iz Cutil. Pri
glodavcih so za uravnavanje agresivnega obnaSanja najpomembnejSi vohalni
betici. Pri vrstah, kjer je cutilo za vid in sluh bolje razvito, pa so pomembnejsa
podrodja tista, ki sprejemajo drazljaje iz teh cutil (270). Ko so podganam
poskodovali podrocja LS, BNST, sprednjega hipokampusa in MeA, se je agresivno
obnasanje zmanj3alo (271). Ko pa so poskodovali podro¢je orbitofrontalnega dela
moZzganske skorje, je bilo agresivho obnaSanje moclneje izrazeno, kar kaze
zaviralno vlogo tega podrocja na agresivno obnasanje (272).

Pri samem uravnavanju agresivnosti pa imajo posamezna jedra razli¢ne vloge, tako
na primer dorzomedialni del VMH in kavdoventralni del MeA sodelujeta pri
obrambnem obnaSanju, medtem ko posterodorzalni del amigdale sodeluje pri
napadalnem obnasanju (273).

V sistem agresivnega obnaSanja je vkljucenih vec nevrotransmiterjev. Eden
klju¢nih je serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT). Nepravilno uravnavanje vseh

podvrst serotoninskih receptorjev, transporterjev, sintetizirajo¢ih in metaboli¢nih
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encimov, je neposredno povezano s spremenjenim agresivnim obna$anjem (253).
Znizana koncentracija serotonina povecuje agresivnost, zviSana pa zmanjSuje.
Nizko koncentracijo lahko uravnavamo z dodajanjem razlicnih farmakoloSkih
snovi, kot so: metaboliti predhodnikov serotonina, zaviralci ponovnega prevzema
serotonina ali z agonisti serotoninskih receptorjev 5-HT1ain 5-HT1g. Z dodajanjem
teh snovi so pri mi$ih zmanj3ali agresivno obnasanje (274, 275). Da serotoninska
receptorja 1A in 1B razli¢no delujeta na agresivno obnasanje, so dokazali pri miSih,
ki so brez gena za 5-HT1a in miSih, ki so brez gena za 5-HT1g. MiSi se fenotipsko
mocno razlikujejo. MiSi brez 5-HT1a receptorjev kazejo ve¢ tesnobnega in manj
reaktivnega obnas$anja, so tudi manj agresivne (276). Serotoninski sistem pa se
povezuje tudi z drugimi nevrotransmiterji, ki imajo vpliv tudi na agresivno
obnaSanje. To so GABA, glutamat in CRF (kortikotropin sproscujoci dejavnik; angl.
corticotropin releasing factor). Povezuje pa se tudi z nevropeptidi, kot so arginin
vazopresin, oksitocin, nevropeptid Y (NPY, angl. neuropeptide Y), opioidi. S
proucevanjem genetsko spremenjenih misSi so ugotovili tudi neposreden in
posreden vpliv nekaterih molekul na uravnavanje izraZanja agresivnega obnasanja.
Ena pomembnejsih je nNOS (nevralna sintaza dusikovih oksidov) (253).

Poleg Ze omenjenih snovi pa pri uravnavanju agresivnosti zaradi socialnega

sre¢anja sodelujejo tudi dopamin in noradrenalin (270).

S proucevanjem in opazovanjem obnaSanja pri miSih ugotavljamo tako njihova
naravna/obic¢ajna obnaSanja in vedenjske vzorce, ki so posledica fizioloskih
procesov, kot tudi obnasSanja, ki so posledica patofizioloSkih procesov. Obnasanja,
ki so posledica patofizioloskih procesov prouCujemo z uporabo standardiziranih
testov za proucevanje posameznih dusevnih motenj (kot na primer anksioznost,

depresija, obsesivno kompulzivne motnje ...).

2.5 POMEN PROUCEVANJA RAZLIK MED SPOLOMA

Naj na tem mestu predstavim Se Cisto prakti¢ni primer, zakaj je proucevanje razlik
med spoloma pomemben tudi pri ljudeh.
Vemo, da smo si med spoloma razli¢ni, tako vizualno kot tudi na najmanjSem

celitcnem, genetskem podrocju, vendar pa se sodobna medicina in nacini
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zdravljenja bolezni tega velikokrat ne zavedajo. Z razvojem znanosti in posledi¢no
tudi zdravil pa gre zdravljenje v smeri razvoja osebnega zdravljenja, prilagajanja
zdravljenja posamezniku.

V velini primerov, ko so proucevali izrazanja shizofrene motnje pri ljudeh, so
obicajno proucevali moSke. Vendar so nedavne Studije Jiméneza in njegovih
sodelavcev pokazale, da to ni ravno dobra izbira (277, 278). Ne samo, da so
ugotovili razlike med spoloma, ugotovili so tudi razlike pri Zenskah znotraj
menstrualnega ciklusa. Z metodo MRI so primerjali, katera podrocja v moZganih so
aktivna v poskusu, ko morajo primerjati 3D strukture v obicajni in potem v rotirani
ali zrcalni obliki, kar je poznano kot t.i. mentalna rotacijska naloga (angl. mental
rotation task). V Sirsi populaciji ljudi velja, da imajo mosSki boljSo prostorsko, torej
3D predstavo, kot Zenske, kar so pokazale $tevilne $tudije (pregled v (279)). V
Studiji bolnikov s shizofrenijo v primerjavi z zdravimi ljudmi se je pokazalo, da
imajo zdravi moski veliko boljSo prostorsko predstavo kot zdrave Zenske, medtem
ko pri bolnikih s shizofrenijo pride do ravno obratnega pojava. Moski s shizofrenijo
imajo moc¢no zmanjSano prostorsko predstavo v primerjavi z zdravimi moskimi,
hkrati pa tudi nizZjo kot zdrave Zenske in Zenske s shizofrenijo. Pri Zenskah s
shizofrenijo pa ostane ta zmoZnost prostorske predstave priblizno ista kot pri
zdravih Zenskah. Ce bi torej proudevali izraZanje tega simptoma samo pri enem
spolu (test mentalne rotacije je zelo pogost test pri psihiatricnih motnjah), bi
nemara ta simptom pri enem izmed spolov spregledali ali ga ocenili kot zelo
pomembnega. In to je samo eden izmed mnogih primerov, kjer se je izkazalo, da je
potrebno proucevati oba spola, saj so spolne razlike v pojavnosti ali v resnosti
simptomov znane pri Stevilnih duSevnih boleznih kot so depresivha motnja,
anksiozna motnja, avtizem, pa tudi nevrodegenerativne bolezni, kot sta
alzheimerjeva in parkinsonova bolezen.

Nedavno je ameriski nacionalni inStitut za zdravje (NIH) sprejel konvencijo, da je
za predklini¢ne Studije potrebno uporabiti Zivali in celi¢ne kulture obeh spolov. To
je povzrocCilo nemalo negodovanja med znanstveniki, ¢eS da bo to zelo zviSalo
stroske raziskav (280). Na to so se odzvali znanstveniki s podro¢ja proudevanja
razlik med spoloma in opozorili na stroSke, ki jih povzrocijo raziskave, ki ne
upostevajo razlik med spoloma. Pride do neuspelih klini¢nih Studij (ki so obicajno

veliko drazje kot predklini¢ne), do napacnih diagnoz in obi¢ajno neprimernega
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zdravljenja Zensk, saj se v najvec¢ primerih Ze v bazi¢nih raziskavah uporablja

predvsem ali samo samce (281).

Podrocje proucevanja razlik med spoloma ima zato velik pomen za razvoj
personaliziranega pristopa zdravljenja ne samo v psihiatriji. Ta pomembnost se
kaze tudi na drugih medicinskih podrocjih, saj se tudi Stevilne druge bolezni
pojavljajo med spoloma razlicno pogosto, skoraj zagotovo kot posledica razlike v
delovanju naSih teles. Med taksne bolezni spadajo tudi Stevilna rakasta obolenja in
prav v onkologiji se Ze uspeSno uporablja oseben pristop k zdravljenju vsakega
bolnika, glede na znacilnosti njegove bolezni. Vendar pa ostaja na tem podrocju Se
veliko odprtih vprasSanj, na katera Se nimamo odgovora, med katerimi so izjemno

pomembna tudi vprasanja glede razlik med spoloma.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 VZREJA IN PRIPRAVA ZIVALI ZA POSKUS
3.1.1 Vzreja zivali

Celotna raziskava je bila narejena na laboratorijskih misih, Mus musculus, seva
C57BL/6], ki so bile vzrejene na Centru za genomiko Zivali Veterinarske fakultete
Univerze v Ljubljani. Za raziskavo smo pridobili dovoljenje s strani Veterinarske
uprave republike Slovenije (pod Stevilko 34401-32/2012/8) in je bila opravljena v
skladu z eticnimi naceli direktive Evropske Unije (2010/63/EU). MiSi smo vzrejali
pri standardnih laboratorijskih pogojih, in sicer pri temperaturi med 20 in 25 °C,
vlaznosti 40 do 60 % in z umetno osvetlitvijo s ciklusom svetloba proti tema 12:12
ur. Hrano brez fitoestrogenov (Harlan Teklad 2016, Velika Britanija) in vodo z
dodatkom klorovodikove kisline (ImL HCL/500mL vode) so imele na voljo ad

libitum.
3.1.2 Priprava poskusnih Zivali

Za raziskavo smo uporabili model gensko spremenjenih misi, ki imajo del gena za
SF-1, ki kodira vezavno domeno za DNA, izrezan in preostanek prekinjen z zapisom
za gen za neomicin (SF-1 neo) (195). Misi so bile prvotno pripravljen na Univerzi
DUKE v Severni Karolini (ZDA) (v laboratoriju prof. dr. Kietha Parkerja), od koder
smo jih pripeljali v hlevCek Centra za genomiko Zivali v Ljubljani. Da bi pridobili
misi, ki so homozigoti za izbiti gen SF-1, SF-1 KO, smo morali med seboj pariti misi,

ki so heterozigoti za izbiti gen SF-1 (SF-1 HET).

3.1.2.1 Priprava Zivali za ugotavljanje izrazanja genov v mozganih

Raziskava je bila opravljena v dveh delih. V prvem delu raziskave smo med seboj
parili misi SF-1HET tako, da smo zdruZili enega samca in tri samice. Vsako samico
smo pri vidni brejosti odstavili od samca in je bila nato do odstavitve mladicev
sama z njimi. Vsi mladici so od rojstva (P0) do 7. dneva po rojstvu (P7) prejemali
meSanico  kortikosteroidov (400 pg/mL  hidrokortizona; 400 ng/mL
deksametazona; 100 ng/mL fludrokortizona); raztopljenih v koruznem olju.

Dnevno so mladi¢i pod koZo (s.c.) prejeli 50 pL kortikosteroidne meSanice. Za
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dolocitev genotipa smo med P4 in P6 odvzeli bioloski material, ker fenotipsko ne
moremo doloCiti spola. Po genotipizaciji smo mladicem SF-1 KO presadili
nadledvicno Zlezo, da smo jih ohranili pri Zivljenju brez kortikosteroidnih injekcij
(197). Za darovalce nadledvi¢ne zleze smo uporabili samice divjega tipa (angl. wild
type, WT) iz istega gnezda ali iz sorodnih gnezd, ki se v starosti niso razlikovali ve¢
kot tri dni od prejemnika. Nadledvicni Zlezi darovalca smo takoj po odvzemu dali v
hladno sterilno raztopino rekombinatnega c¢loveSkega rastnega dejavnika
fibroblastov (angl. fibroblast growth factor, FGF; - 25ng/mL, Sigma) v 0,05 M
fosfatnem pufru z NaCl (pH 7,2 do 7,4) (angl. phosphate buffered saline, PBS).
MiSim SF-1 KO smo v pazduSnem podroc¢ju naredili vbod z iglo (21Gx 19/16” 0,8 x
40 mm, Novico, [talija) in obe Zlezi pazljivo vstavili pod koZo. Ker so misi Ze vec kot
20 generacij povratno parjene, do zavrnitvenih reakcij ne prihaja. Po presaditvi so
prejele Se tri dodatne injekcije kortikosteroidov, in sicer na P9, P12 in P16.
Enaindvajseti dan, P21, so bile miSi odstavljene od matere. Misi WT, ki smo jih
uporabili za kontrolne Zivali v raziskavi, so bile izpostavljene istemu protokolu
(vbod v pazdusno podrocje in kortikosteroidne injekcije). Po odstavitvi, med P21
in P25, smo miSim WT, da bi zagotovili boljSe kontrole za misi SF-1KO, odstranili
spolne Zleze. Tako smo pridobili miSi divjega tipa z odstranjenimi spolnimi zZlezami
- GDX/WT (angl. wild type gonadectomised mice), kastrirane samce (CAS/WT) in
sterilizirane samice (OVX/WT). Pri miSih SF-1 KO smo izvedli enak postopek,
vendar samo z zarezami in brez odstranitve Zlez, ki jih zaradi odsotnosti SF-1
nimajo. Med posegom so bile Zivali anestezirane s 50 pL meSanice anestetikov
(ketamin, acepromazin, ksilazin). Zivali smo potem nastanili v skupinah (tri do pet
zivali) po spolu in jih ob starosti 60 do 65 dni (P60-P65) Zrtvovali z ogljikovim
dioksidom, CO2, in jim ¢im prej odvzeli del moZganov, ki je bil namenjen za

izolacijo RNA, ter ga zamrznili na -80 °C.

3.1.2.2 Priprava misi za ugotavljanje vpliva testosterona na obnasanje in izraZanje

genov v moZganih

V drugem delu raziskave smo prav tako proucevali miSi brez gena SF-1 in za
kontrolne uporabili miSi divjega tipa, GDX/WT. V tem poskusu smo Zzivalim
dodajali testosteron propionat (TP) na tri razli¢ne nacine. Zivali v prvi skupini so

bile izpostavljene TP-ju pred rojstvom (skupina TP-E), druga skupina po rojstvu



T. Spanié: Hormonsko odvisna in hormonsko neodvisna spolna diferenciacija moZganov misi 5§53
brez gena SF-1

(TP-PN), tretja skupina pred in po rojstvu (TP-E&PN) ter kontrolna skupina (K-K),
ki ni prejemala TP, ampak samo prefiltrirano koruzno olje.

Samce in samice SF-1 HET smo parili v skupinah - en samec in tri samice. Vsako
dopoldne smo preverili ali je pri samici prisoten kopulatorni ¢ep (angl. plug), kar je
pomenilo, da je priSlo do parjenja in ejakulacije. Dan, ko smo ga opazili, je bil
oznacen kot polovica embrionalnega dne, EO,5, in takrat smo samico odstavili od
samca.

Breje samice so na embrionalni dan E13,5 in E16,5 prejele podkozno injekcijo
testosteron propionata, TP, ki smo ga najprej raztopili v 96 % etanolu (Etanol,
Merck), tako da smo pripravili koncentrat 20 mg TP/1 ml etanola. Koncentrat smo
nato redcili s koruznim oljem (Corn oil, Sigma-Aldrich), tako da smo imeli kon¢no
koncentracijo 2 mg TP/ml. Zivali so na dan prejele 100 pg TP na v volumnu 50 pL,

ali pa samo koruzno olje.

Mladici so po rojstvu prejemali prej opisano kortikosteroidno mesanico od rojstva
do P7. Na P1, P3 in P5 so poleg kortikosteroidne meSanice dobili Se TP v
koncentraciji 100 pg TP na zival na dan. Za laZje razumevanje Se prikaz skupin

testnih Zivali in obdobja prejemanja TP v Tabeli 1.

Aplikacija TP TP-E TP-PN TP-E&PN K-K

V Casu embrionalnega
razvoja (preko brejih IRER LI B
samic) - E13,5in E16,5

Mladi¢i po rojstvu (P1,
P3inP5) | - TP 11—

Tabela 1: Prikaz aplikacije TP po skupinah (TP-E - Zivali so prejemale TP samo pred
rojstvom; TP-PN - Zivali so prejemale TP samo po rojstvu; TP-E&PN - Zivali so
prejemale TP pred in po rojstvu; K-K - kontrolne Zivali, ki so v obeh obdobjih

prejemale samo olje).
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Tako smo pridobili Zivali za nadaljnja testiranja, in sicer samice in samce SF-1 KO
in WT. Po odstavitvi, PN 21, smo tudi te zZivali operirali, in sicer smo odstranili

miSim WT spolne Zleze (GDX/WT), misi SF-1 KO pa samo zarezali iz zaSili.

Po 70. dnevu starosti smo zaceli s testi obnaSanja, in sicer najprej s testom
Zenskega spolnega obnaSanja, potem pa Se agresivnega. Po zakljucCku testiranj, ko
so bile Zivali stare 3 do 4 mesece, smo Zivali Zrtvovali s postopkom tkivne perfuzije
ter odvzeli kri in moZgane za nadaljnje proucevanje. Pred Zrtvovanjem so bile misi
anestezirane z meSanico anestetikov, kot je opisano pri operativnem posegu.
Najprej smo jim odvzeli kri iz levega srénega prekata s s heparinom (1 U/ml,
Sigma) preprano injekcijo in iglo (0,8x 40 mm 21Gx1 9/16"). Kri smo nato
centrifugirali 5 minut na 3000 obratih/minuto pri 4 °C, odpipetirali krvno plazmo
in jo shranili pri -20 °C. Sledil je postopek t.i. tkivne perfuzije, kjer smo s
peristalti¢no ¢rpalko (Ecoline ISM1076, Ismatech SA, Ziirich, Svica) iz Zivali sprali
preostalo kri s hladnim 0,05 M fosfatnim pufrom s soljo (PBS), ki mu je sledilo
ucvrscevanje z raztopino 4-odstotnega paraformaldehida v 0,05 M PBS, s hitrostjo
pretoka 5 mL/minuto. Po koncani fiksaciji (5 minut) smo zZivalim odvzeli moZgane
in jih Se Cez no¢ pustili v 4-odstotnem paraformaldehidu ter ga naslednji dan
zamenjali z 0,1M fosfatnim pufrom (PB), kjer smo jih hranili do uporabe za

imunohistokemicno barvanje na 4 °C.
3.1.3 Dolocanje genotipa zivali

Genotip zivali smo dolocili z uporabo metode verizne reakcije s polimerazo (angl.
polymerase chain reaction, PCR). Mladicem v starosti P4 do P6 smo odvzeli koS¢ek
prsta na zadnji nogi in poleg pridobitve materiala za genotipizacijo, smo ta nacin
uporabili za oznacevanje Zivali (od 1 do 10). Tkivu smo v epruveto (500 pL,
Eppendorf) dodali 200 pL pufra za razgradnjo (5X Colorless GoTaq® Reaction
Buffer, Promega, WI, ZDA) in 15 pL proteinaze K (15 mg/mL, Sigma) ter ga ¢ez no¢
pustili na stresalniku pri 55 °C in 400 obratov na minuto (Thermomixer, Compact,
Eppendorf). Razgrajeno tkivo smo uporabili za dolocitev genotipa z metodo PCR.
Za to smo uporabili  oligonukleotidne  zacetnike @ SF-1 F 5'-
ACAAGCATTACACGTGCACC-3’ in SF-1 R 5-TGACTAGCAACCACCTTGCC-3’ za
dolocitev alela WT; SF-1-neo R 5’- AGGTGAGATGACAGGAGATC-3’ za dolocitev alela
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SF-1KO; za  doloCitev  prisotnosti gena  Sry  zacetnika F 5'-
AGGCGCCCCATGAATGCATT-3"in R 5’- TCCATGAGGCTGATATTTATAG-3".

Za posamezno reakcijo smo uporabili 3 pL razgrajenega tkiva, po 50 ng vsakega
oligonukleotidnega zacetnika in sterilno destilirano vodo do volumna 10 pL. Pri
temperaturi 95 °C smo dodali 10 pL. meSanice nukleotidov in polimeraze DNA
(Promega, WI, ZDA) in s tem zmanjsali nastanek nespecifi¢cnih produktov PCR.
Konc¢ni volumen reakcije je bil 20 pL. Za PCR reakcijo smo uporabili napravo za
PCR (cikli¢ni termostat; 2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific Inc., ZDA) in protokol:

95 °C 5 minut;

40 ciklov: 94°C305s,54°C305s,72°C90 s;

72 °C 8 minut.

Nastale produkte (SF-1 ~ 500 bp; SF-1 neo ~ 500 bp; Sry ~ 200 bp) smo analizirali
z gelsko elektroforezo v 2 % agaroznem gelu (Sigma) (U=130V).

3.1.4 Operativna odstranitev spolnih Zlez pri misih divjega tipa in slepa operacija pri

misSih brez gena SF-1

Operacijo smo izvedli med P21 in P25, pred nastopom pubertete. Za operacijo smo
zivali anestezirali z meSanico anestetikov: ketamin (Bioketan (100 mg/mL
ketamina), Vetoquinol, Poljska; uporabljena koncentracija 100 ug/g telesne teze),
acepromazin (Calmivet (5mg/mL acepromazina), Vetoquinol, Francija,
uporabljena koncentracija 2 ug/g telesne teze) in ksilazin (Xylased (20 mg/ml),
Bioveta, Ce$ka; uporabljena koncentracija 10 ug/g telesne teze). Vsaka Zival je
prejela 50 pl mesSanice s.c. Samicam WT smo odstranili jajénike, jajcevode in del
rogov maternice (OVX/WT) skozi zarezo, ki je potekala po beli ¢rti (linea alba),
medtem ko smo pri samcih WT (CAS/WT) naredili zarezo na vsaki strani v
podrocju dimelj in skozi odprtino odstranili modo in nadmodek. Misi SF-1 KO smo
izpostavili istim pogojem: anestezirali smo jih z meSanico anestetikov in naredili
kirurSko rano glede na genetski spol miSi. Pri vseh smo rane zaSili z resorbtivno
kirursko nitjo 6.0 (Safil, Braun, Esculap, Tuttlingen, Nemcija). Takoj po posegu je
miS prejela protibolecinsko terapijo, s.c. 50 pL butorfanola (Butador (10 mg/ml
butorfanola); Richter Pharma ag, Avstrija; uporabljena koncentracija 3 mg/kg

telesne teZe), kar smo Cez 4 ure ponovili.
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3.2 PRIPRAVA HORMONOYV IN NJIHOVA UPORABA
3.2.1 Kortikosteroidni hormoni

Da smo ohranili misi SF-1 KO pri Zivljenju, smo vsem mladiCem od rojstva do P7
vsak dan injicirali 50 pL meSanico kortikosteroidnih hormonov s.c., in sicer v
koncentracijah 400 pg/mL hidrokortizona (H4001, Sigma), 400 ng/mL
deksametazona (D1159, Sigma) in 100 ng/mL fludrokortizona (F6127, Sigma);
raztopljenih v koruznem olju (Corn oil, Sigma-Aldrich). Olje smo predhodno
prefiltrirali skozi celuloznoacetatno filtrirno membrano s porami premera 0,2 pm
(Sartorius, Goettingen, Nemcija). Hidrokortizon smo raztopili v 95 % etanolu
(Ethanol, Merk) (4 mg/mL), deksametazon smo raztopili v sterilni destilirani vodi
(4 mg/mL), fludrokortizon pa smo raztopili v 95 % etanolu (5 mg/mL). Za
pripravo mesSanice za injiciranje smo uporabili 18 mL koruznega olja in mu dodali
prej pripravljene koncentracije, in sicer 2 mL hidrokortizona, 2 pL. deksametazona

in 2 pL fludrokortizona.
3.2.2 Priprava estradiol benzoata

Estradiol benzoat (EB) (B-estradiol 3-benzoat, E-8515, Sigma) smo raztopili v 96 %
etanolu v koncentraciji 1 mg/mL. To smo Se dodatno redcili v prefiltriranem
koruznem olju do koncentracije 20 pg/mL; Zivali so prejele 1 pug EB/Zival/dan

(injiciran volumen je znaSal 50 pL; s.c.).
3.2.3 Priprava progesterona

Progesteron (PR) (P-0130, Sigma) smo raztopili neposredno v prefiltriranem
koruznem oljem v koncentraciji 16 mg/mL, kar je predstavljalo 0,8 mg

PR/Zival/dan (v 50 puL/dan).
3.2.4 Uporaba spolnih hormonov estradiol benzoata in progesteona

Estradiol benzoat (EB) in progesteron (PR) smo poskusnim miSim injicirali pod
koZo po protokolu za testiranje Zenskega spolnega obnasSanja (opisano v poglavju

3.4.1).
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3.2.5 Priprava testosteronskih vsadkov

Za testosteronske vsadke smo uporabili kristalinicni testosteron propionat
(Testosterone propionat, Fluka Chemie AG, Sigma-Aldrich) in medicinsko
silikonsko cevko (Laboratory tubing, Silastic) 1,02 mm notranjega in 2,16 mm
zunanjega premera. Cevke smo narezali na 15 mm dolge koScke. Cevko smo na eni
strani zalepili z medicinskim silikonskim gelom (Medical Adhesive Silicone Type A
Not Sterile, Silastic, Mich., ZDA). Skozi odprtino na drugi strani smo cevko napolnili
s kristalini¢nim testosteron propinoatom v dolZini 10 mm ter na nasprotni strani
ponovno zalepili s silikonskim gelom. Testosteronske vsadke smo z operativnim
posegom (v enaki anesteziji kot je opisano zgoraj) vstavili Zivalim v podkozje v
podrocje leve lopatice Ze pred testom agresivnega obnaSanja in jih pustili do
Zrtvovanja. Vsi nacini dajanja spolnih hormonov so bili Ze opisani v literaturi in se

uporabljajo za vzpodbuditev dolo¢enih vzorcev obnasanja (231, 1, 282).
3.3 PROUCEVANJE IZRAZANJA GENOV V MOZGANIH
3.3.1 lzolacija RNA

Vsi postopki za izolacijo RNA ter nadaljnja priprava poteka s sterilnim priborom in
materialom, ki je brez prisotnih encimov, ki razgrajujejo RNA in DNA (RNaze in
DNaze).

Pri starosti 60 do 65 dni smo po trem Zivalim vsakega genotipa (SF-1 KO samice in
samci ter GDX/WT samice in samci); torej skupno 12-im zivalim; odvzeli vmesni
del mozganov. Vzorec je obsegal predopticno podrocje, podrocje hipotalamusa,
talamusa, amigdale, hipokampusa in mozganske skorje v tem podrocju (prikazano
na Sliki 1). Zrtvovali smo jih s CO; in jim ¢m prej odvzeli moZgane. MoZgane smo
poloZili na stekleno podlago na mozgansko skorjo in z ventralne strani zarezali na
tocki, kjer se kriZzata oCesna Zivca, ter tik za hipokampusom. MoZgane smo
zamrznili na -80 °C. Ko smo imeli vse vzorce smo iz njih izolirali RNA po
standardnem postopku s Trizolom®. MoZgane smo homogenizirali v 1 mL Trizola s
homogenizatorjem (IKA T10 Basic Ultra - Turrax, Nemcija). Po homogenizaciji smo
pustili vzorec 5 minut pri temperaturi med 15 in 30 °C, da so beljakovinski

kompleksi popolnoma razpadli. Potem smo dodali 200 pL kloroforma in moc¢no
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stresali 15 sekund in ponovno pustili 2 do 3 minute na 15 do 30 °C. Sledilo je 15-
minutno centrifugiranje na 4 °C pri 10.000 obratih. Po tem smo imeli vzorce na
ledu in odpipetirali zgornjo brezbarvno vodno fazo v novo epruveto in RNA
precepitirali s 500 pL hladnega izopropil alkohola. Po 10-minutni inkubaciji na
sobni temperaturi smo epruveto centrifugirali na 4 °C pri 13000 obratih 20 minut.
V tej fazi se je RNA oborila na dnu epruvete. Odpipetirali smo supernatant in RNA
sprali s 500 pL 75 % etanola, nato smo vsebino epruvete dobro premesali,
vorteksirali in nato odpipetirali etanol, RNA usedlino smo susili na zraku pribliZzno
10 minut. RNA smo raztopili v 20 pL vode brez nukleaz in jo shranili na -80 °C do
nadaljevanja dela na Centru za funkcijsko genomiko in biocipe na Medicinski

fakulteti Univerze v Ljubljani.
3.3.2 Mikromreze

MikromreZe smo uporabili za ugotavljanje profila izraZanja genov v osrednjem
delu moZganov. V poskusu smo uporabili DNA-mikromreze Affymetrix, ki
vsebujejo vse gene miSjega genoma t.i. Gene Chip® Mouse Genome 430 2.0 Array
(Affymetrix, Santa Clara, CA, ZDA). V tem primeru gre za enobarvne mikromreZze,
ker lahko na njih analiziramo oziroma hibridiziramo le po en vzorec. Vsebujejo
45000 setov sond, s katerimi analiziramo preko 39000 prepisov RNA, od tega jih je
34000 anotiranih.

Postopek priprave in izvedbe poskusa na mikromrezah traja tri dni. Sestavljen je iz
ve¢ korakov, in sicer najprej pripravimo vzorec za hibridizacijo, nato ga
hibridiziramo na mikromreZi, sledi spiranje, oznacevanje in vizualizacija
mikromreZe ter preverjanje kvalitete. Temu sledi normalizacija in obdelava

podatkov z interpretacijo rezultatov.

Pripravo ¢cDNA za mikromreZe smo izvedli po navodilih proizvajalca. Za vsak
vzorec smo potrebovali 5 pg celotne izolirane RNA in pripravljen kit GeneChip®
Expression 3’-Amplification One-Cycle Target Labeling and Control Reagents Kit
(Affymetrix, Santa Clara, CA, ZDA). Vzorce smo hibridizirali na mikromreZe
GeneChip® Mouse Genome 430 2.0 Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, ZDA) in jih

sprali z GeneChip® Fluidics Station 450, kot priporoca proizvajalec. Mikromreze
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smo skenirali z GeneChip® Scanner 3000 7G in slike analizirali z GCOS (GeneChip®

Operating Software).
3.3.3 Priprava komplementarne DNA (cDNA)

Za preverjanje rezultatov, ki smo jih dobili iz DNA-mikromrez, smo uporabili PCR v
realnem casu oziroma kvantitativni PCR v realnem casu (angl. real-time
polymerase chain reaction ali quantitative real-time PCR; qPCR; ). Zato smo morali
pripraviti komplementarno cDNA z metodo PCR z obratnim prepisom (angl.
reverse transcription polymerase chain reaction; RT-PCR).

Najprej smo izmerili koncentracijo in kvaliteto izolirane RNA, tako da smo izmerili
absorbanco (pri 260 nm) RNA s spektrofotometrom (SmartSpec 3000™, Bio-Rad,
ZDA). Izracunali smo pribliZno koncentracijo (upoStevajo¢, da je pri Azso=1
koncentracija RNA 40 pg/mL, koncentracija = Az60x 40 x redcitev).

Za reakcijo RT-PCR smo uporabili 2 pg izolirane RNA. Skupni volumen posamezne
reakcije je bil 20 pL.

Za pripravo cDNA smo uporabili High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, 4368814).

Pripravili smo reakcijo v skupnem volumnu 20 pL:

2 uL PCR pufer (10x RT Buffer );

0,8 uL. mesanica deoksiribonukleotidov (25x dNTP Mix, 100 mM);

2 pL naklju¢ni oligonukleotidni zacCetniki (10x RT Random Primers);

1 uL RNazni inhibitor (RNase inhibitor);

2 pg RNA;

do 20 pL DEPC vode (voda brez nukleaz).

Reakcijske epruvete smo nato vstavili v napravo za PCR, Kkjer je reakcija potekala
po protokolu priporoCenem za kit, ki smo ga uporabili (High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems):

25°C 10 minut;

37 °C 120 minut;

85 °C 5 minut;

4 °C neomejeno (shranjevanje).
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3.3.4 Reakcija PCR v realnem ¢asu oziroma kvantitativen PCR v realnem c¢asu (qPCR)

Gene, ki so se statisticno znacCilno razlicno izrazili med spoloma na DNA-
mikromreZah, smo preverili Se z metodo qPCR.

Za izvedbo qPCR smo uporabili napravo Applied Biosystems Abi Prism 7000 in
reagente TagMan® Gene Expression Assay in reakcijo izvajali na 96-jamic¢nih
mikrotitrskih plos¢ah (Applied Biosystems), s specificnimi oligonukleotidnimi
zaCetniki za: Uty (ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat gene, na
kromosomu Y), Eif2s3y (eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 3,
strukturni gen na kromosomu Y); Ddx3y (DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide
3, na kromosomu Y); Kdm5d (lysine (K)-specific demethylase 5D, na kromosomu
Y); Xist (inactive X specific transcripts; na kromosomu X); Eif2s3x (eukaryotic
translation initiation factor 2, subunit 3, strukturni gen na kromosomu x); Actb
(beta-aktin, na avtosomu 5). Actb, aktin-beta je eden izmed t.i. vzdrzZevalnih ali
hiSnih genov, zato smo ga uporabili za notranjo kontrolo. Dodaten gen, ki smo ga
preverili, kljub temu, da se razlika na DNA-mikromreZah ni pokazala je Utx (lysine

(K)-specific demethylase 6A; na kromosomu X) (Tabela 2).
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Oznaka | Uradno ime bruge Dostopna Naloga

oznake Stevilka

Uty ubiquitously Hydb; NM_009484.2 Demetilacija
transcribed mKIAA4057 histonov;
tetratricopepti dioksigenazna
de repeat gene aktivnost; vezava

kovinskih ionov;
oksireduktazna
aktivnost (283)

Eif2s3y | eukaryotic Spy; Tfy; Eif- | NM_012011.1 Vezava nukleotidov;
translation 2gy vezava GTP-jev;
initiation prevajanje
factor 2, zaCetnega dejavnika
podenota 3 (284)

Ddx3y | DEAD  (Asp- | Dby; NM_012008.2 Vezava ATP; vezava
Glu-Ala-Asp) D1Pas1-rs1; RNA; hidrolazna
zaporedje 8030469F12 aktivnost; vijacna
polipeptida 3 | Rik aktivnost; (285)

Kdm5d | lysine (K)- | HY; Smcy; | NM_011419.3 Vezava DNA;
specific Jarid1d dioksigenazna
demethylase aktivnost; vezava
5D cinkovih ionov;

(286)

Xist inactive X | AI314753; Non-coding RNA | Ne-kodirajoC gen
specific A430022B1 znotraj XIC (X
transcripts 1 inactivation center)

(287)
Actb beta-aktin Actx; Dbeta- | NM_007393.3 Vezava ATP; vezava
actin; NOS; vezava
E430023M0 nukleotidov; vezava
4Rik protein kinaze (288)




62 T. Spanié: Hormonsko odvisna in hormonsko neodvisna spolna diferenciacija moZganov
misi brez gena SF-1

Utx lysine (K)- | Kdmeéa NM_009483.1 Demetilacija
specific histonov; vezava
demethylase kromatina;
6A oksireduktana

aktivnost (289)

Tabela 2: Uradne oznake, polna imena, druga imena in dostopna Stevilka v bazi NCBI

Gene za posamezen gen in naloge, ki jih opravlja.

Za vsak gen smo najprej pripravili umeritveno krivuljo in se na podlagi teh
rezultatov odlocili, da bomo za nadaljnje raziskave uporabili koncentracijo 5 ng
cDNA za posamezno reakcijo. Umeritveno krivuljo smo pripravili iz koncentracij 2,
5,10 in 25 ng cDNA.
Pripravili smo reakcijske meSanice v kon¢nem volumnu 15 pL. Vse reagente in
mikrotitrsko ploS¢o smo med pripravo hranili na ledu.
Posamezna reakcijska mesSanica qPCR kon¢nega volumna 15 pL je vsebovala:
7,5 uL izhodis¢ne zmesi (TagMan® Universal Master Mix II with UNG (Uracil-N-
Glikozilaza), 2x);
0,75 pL meSanice specificnih oligonukleotidnih zacetnikov TaqMan® Gene
Expression Assays (Thermo Fisher Scientific Inc., Applied Biosystems);
do 15 pL vzorca (cDNA koncentracije 5 ng) + vode DEPC.
Mikrotitrske ploS¢e smo vstavili v napravo za PCR v realnem casu (Applied
Biosystems Abi Prism 7000) in reakcija je potekla po protokolu:
50 °C 2 minuti (inkubacija Uracil-N-Glikozilaze, UNG);
95 °C 10 minut (aktivacija polimeraze);

40 ciklov:
95 °C 15 sekund (denaturacija DNA);
60 °C 1 minuta (prileganje zacetnih oligonukleotidov in ustvarjanje novih verig
DNA).

Sledila je statisticna analiza podatkov, ki je opisana v poglavju 3.5.2.
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3.3.5 Imunohistokemicno barvanje svezih, plavajocih rezin za prou€evanje izrazanja

genov

MoZgane, ki smo jih predhodno pridobili s perfuzijo, smo pred rezanjem zalili v 5
% agarozo (Agarose, Sigma) in jih v hladnem 0,05M PBS-u z vibrotomom (Leica
VT1000 S, Leica Biosystems Nussloch, Nemcija) razrezali na 50 pm debele rezine.
Rezine smo najprej inkubirali v 0,1 M glicinu (Sigma), raztopljenem v 0,05 M PBS-
ju 30 minut, nato pa v 0,5 % natrijevem borohidridu (Sigma) za 15 minut na 4 °C
na stresalniku (50 tresljajev/minuto, Tehtnica, Domel, Slovenija), s imer smo
odstranili sledi fiksativa v tkivu rezin in prekinili ob fiksaciji nastale povezave med
beljakovinami v celicah. Glicin in natrijev borohidrid smo sprali s 15- in 20-
minutnim spiranjem v hladnem 0,05M PBS-u. Na rezinah smo blokirali
nespecificna vezna mesta s 5 % normalnim kozjim serumom (angl. normal goat
serum, NGS, Chemicon, Temecula, CA, ZDA) z 0,5 % detergentom Triton X-100
(Sigma) in 1 % H202 (Merck, Nemcija) za 30 do 120 minut na 4 °C. Nato smo rezine
prestavili v posodice in jim dodali ustrezno razredc¢ena primarna protitelesa v 0,05
M PBS-ju, ki je vseboval 1 % goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin,
BSA, Sigma) in 0,5 % Triton X-100. V naSem poskusu smo uporabili primarna
protitelesa v naslednjih razredcitvah: miSja proti beljakovini za vezavo Ca?*
(Kalbindin D-28K, kalbindin, CALB1; 1:20.000; Sigma) in kunc¢ja proti arginin
vazopresinu (AVP; 1:15.000; ImunoStar, WI, ZDA). Rezine smo inkubirali s
primarnimi protitelesi na stresalniku 2 do 3 dni na 4 °C. Nato smo jih Stirikrat po
15 minut spirali na sobni temperaturi v 0,05 M PBS-ju, ki je vseboval 1 % NGS in
0,02 % detergentom Triton X-100.

Po spiranju smo na rezine dali sekundarna protitelesa v 0,05 M PBS-uz 1 % NGS in
0,5 % detergentom Triton X-100. Rezine smo inkubirali s sekundarnimi protitelesi
vsaj 2 uri in nato ponovno Stirikrat spirali po 15 minut v 0,05 M PBS-u z 0,02 %
detergentom Triton X-100. Sekundarna proti-miSja protitelesa pridobljena iz oslov
(DAM, Jackson Immunoresearch, PA, ZDA) in vezana z biotinom smo uporabljali v
razredCitvah 1:2500, proti-kuncja pridobljena v oslu (DAR) pa v koncentraciji
1:500. Spiranju je sledila enourna inkubacija v streptavidinu, na katerega je vezan
encim peroksidaza (Jackson Immunoresearch, ZDA) razred¢enem v 0,05 M PBS-u z

0,5 % Triton X-100 (redcitev 1:2500) pri sobni temperaturi in s tem smo oznacili
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vezana sekundarna protitelesa. Sledilo je spiranje eno uro v 0,05 M slanem pufru
Tris (TBS; 0,05 M Tris-HC1/0,9 % NaCl; pH 7.5; Sigma) pri sobni temperaturi.

Da so vezani kompleksi postali vidni, smo uporabili kromogeno raztopino 0,025 %
DAB (3'3' - diaminobenzidin/amonijev niklov (II) sulfat, Sigma) v Tris pufru (pH
7,5), ki je vseboval 0,02 % H20: na sobni temperaturi 5 minut. Peroksidazno
reakcijo smo prekinili s spiranjem v pufru nizke ionske jakosti trikrat po 10 minut
na stresalniku pri sobni temperaturi. Po imunohistokemi¢nem barvanju smo
rezine nanesli na predmetnice, obdelane z adhezivom (APES, Sigma), in jih pustili
susiti ¢ez noc. Naslednji dan smo rezine na predmetnicah sprali z destilirano vodo,
jih posusili ter pokrili s hidrofobnim medijem za pripravo trajnih mikroskopskih
preparatov (Pertex Medite, Burgdorf, Nemcija). Kontrolo in oceno delovanja
primarnih protiteles ter imunoreaktivne vzorce distribucije smo ocenili pod
svetlobnim mikroskopom.

Postopek je bil predhodno optimiziran in preverili smo protitelesa, zato v
posamezni seriji nismo delali pozitivne in/ali negativne kontrole. Uporabili smo

rezeine od zacetka predopti¢cnega podrocja pa do zaCetka hipokampusa.

3.3.5.1 Analiza podrocij v mozganih

Pri kvalitativni in kvantitativni analizi biokemijsko oznacenih elementov (telesa
nevronov, dendriti in aksoni, podporne celice) ter analizi mesta nahajanja v
rezinah moZganov moramo biti pozorni predvsem na dve stvari, in sicer na kot,
pod katerim so moZgani rezani, in na meje podrocja v mozganih, ki ga proucujemo.
Nacini so opisani in uporabljeni v literaturi (4, 290, 171). Vse strukture in podro¢ja
v moZganih ter oddaljenost posameznih rezin od bregme, ki so uporabljeni v tej
nalogi, smo dolocili na osnovi atlasa miSjih mozganov pod naslovom "The mouse

brain in stereotaxic coordinates” (291, 292).

3.3.5.2 Zajemanje digitalnih slik za analizo

MoZgane smo slikali s svetlobnim mikroskopom, ki ima vgrajeno digitalno kamero
(Microphot FXA mikroskop s 3CCD-kamero Nikon, Japonska in mikroskop Eclipse
80i z digitalno kamero DS-Fil, Nikon). Digitalne slike smo uredili s programom

Photoshop CS za operacijski sistem Windows (Windows7, Microsoft, ZDA). Pri tem
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je Slo za urejanje osvetlitve in kontrasta slike pri analizi moZganov. S tem nismo

vplivali na kakovost imunohistokemi¢nega barvanja na sliki.

3.4 IZVEDBA POSKUSOV OBNASANJA

V poskusih obnaSanja smo opazovali samice in samce brez gena SF-1 (SF-1 KO
samice - SF-1 KO F; SF-1 KO samci - SF-1 KO M) ter samice in samce divjega tipa,
ki smo jim predhodno odstranili spolne Zleze (OVX/WT in CAS/WT). Zivali so bile
poleg spola in genotipa razdeljene glede na izpostavljenost testosteron propionatu
v 4 skupine, kot je opisano v poglavju 3.1.2. Skupno je bilo testiranih 113 Zivali.
Podrobnejsa sestava skupin testiranih Zivali je prikazana v Tabeli 3. Vsi poskusi so
bili opravljeni “na slepo”, kar pomeni, da opazovalec ni vedel, katero mis$ (glede na
spol, genotip, tretiranje ...) opazuje. Zivali so bile nastanjene skupinsko od 3 do 5
zivali v kletki. Vse poskuse smo opravili v skladu s predpisi (v skladu s
priporoc¢ilom Komisije 2007/527/EC in z Uredbo EC 1069/2009) in v skrbi za
dobrobit Zivali. Poskuse smo snemali z digitalno kamero (DCR-DVD 101E, Sony,
Japonska). Opazovanja in pojav razlicnih dogodkov med opazovanji smo ocenjevali
s programom StopWatch+ (Center for Behavioral Neuroscience, Atlanta, ZDA).
Nekaj dni pred zac¢etkom poskusov smo Zivalim zadnji¢ zamenjali nastilj, da ne bi s
sveZim povzrocali stresa zaradi navajanja, saj si miSi z izlocki oznaCujejo svoj
teritorij. Med poskusom smo iz mrez odstranili hrano in vodo in po koncu poskusa

zamenjali del nastilja.

Kontrole | TP pred TP po TP pred in

(brez TP) | rojstvom | rojstvu | po rojstvu
SF-1KOF 8 9 6 7
OVX/WT 6 8 10 6
SF-1KOM 7 7 5 6
CAS/WT 7 7 8 6
Skupno Stevilo 28 31 29 25

Tabela 3: Tabela prikazuje Stevilo Zivali uporabljenih v testih obnaSanja in za
analizo izraZanja genov v moZganih glede na tretiranje s TP in po posameznih

genotipih.
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3.4.1 Poskus Zzenskega spolnega obnasanja

Opazovanje Zenskega spolnega obnaSanja smo izvedli na vsaki Zivali Sestkrat in
med vsakim testom je bilo 3 do 6 dni odmora, da smo s tem posnemali pojatveni
ciklus misi, ki v povpredju traja 4 do 6 dni (293). Zivali so bile testirane v temnem
delu ciklusa vsaj 2 uri po zacetku teme, saj so takrat bolj aktivne. Stimulusne Zivali
(samce z izkuSnjami v parjenju) smo vsaj 6 ur pred testiranjem prestavili v
akvarijske posode, da so se privadili na okolje, nastilj smo jim odstranili tik pred
testiranjem. Testne Zivali smo tretirali s hormoni, in sicer z 1 pug estradiol benzoata
(EB) okoli 48 ur pred poskusom in potem Se 0,8 mg progesterona (PR) 3 do 8 ur
pred testiranjem (294). Poskuse smo obicajno Ze sproti ocenjevali s programom
StopWatch+, poleg tega pa smo jih tudi snemali, da smo lahko kasneje dolocene
parametre dodatno preverili. Poskus se je zacel, ko smo tesno Zival dali k
stimulusnemu samcu. Ce samec v 5-ih minutah ni pokazal zanimanja za testno
zival, smo uporabili drugega. Skupno smo v vseh testiranjih uporabili 23
stimulusnih samcev (WT ali SF-1 HET). Poskus je trajal najve¢ 20 minut ali do
ejakulacije ali pa do napada oziroma ugriza testne zivali. Spolno sprejemljivost smo
ocenjevali z oceno od 1 do 5, kot je opisano malo kasneje.

V poskusu smo ocenjevali in beleZzili po protokolu, ki je predstavljen v delu dr.
Grgurevi¢ (295):

e Stevilo in zacetek poskusov naskoka (kot poskus naskoka smo zabelezili akt,
ko se je stimulusni samec s sprednjimi tackami poskusal vzpeti na ledveni
del testne Zivali, vendar mu je pri tem testna Zival zbeZala ali celo brcala);

e Stevilo naskokov (za naskok smo Steli akt, ko je stimulusni samec s
sprednjima taCkama tesno prijel Zival in se povzpel na njo, testna Zival pa je
stala na tleh vsaj s tremi tackami). To smo izracunali s seStevkom ocene
spolne sprejemljivosti (LO do L5);

* Stevilo in zacetek potiskov medenice, ki sledijo naskoku;

e Stevilo in zacetek kopulacije;

* spolno sprejemljivost testne Zivali, ki smo jo ocenjevali kot usloCenost hrbta
oziroma lordoze z oceno od 1 do 5 kot je opisano v prispevku Burns-Cusato-

vove in njenih sodelavcev (86);
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e Stevilo in zacetek agresivnega obnasanja testne Zivali, ob ugrizu smo poskus
koncali;

* (Cas ejakulacije (konec poskusa).
Ocenjevanje lordoze smo prilagodili in izvedli, kot je opisano (295), in sicer:
L1 - testna miS se ob poskusu naskoka za kratek Cas ustavi, vendar hitro konca stik
S samcem;
L2 - testna mi$ pusti samcu, da se vzpne na ledveni del, vendar se ob poskusu
kopulacije odmakne in tako prekine kopulacijo;
L3 - testna mi$ pusti samcu, da se vzpne na ledveni del; ko poskuSa kopulirati, se
premika in lahko tudi oglasa; kopulacijo prekine stimulusni samec;
L4 - testna miS$ pusti samcu naskok in kopulacijo, se pri tem lahko oglasa in lahko
tudi rahlo premika; kopulacijo prekine samec;
L5 - testna miS pusti samcu naskok in kopulacijo; med kopulacijo je pri miru in se
ne oglasa; kopulacijo prekine samec.
Zaradi ugotovitev med opazovanji smo dodali Se LO, ko je testna Zival stala na tleh
samo z dvema ali s tremi tackami, vendar je kljub temu dovolila naskok.
[z ocen lordoze smo izracunali t.i. koli¢nik lordoze (angl. lordosis quotient; LQ), ki
v naSem primeru predstavlja delez naskokov z dobro lordozo (L4 in L5) glede na

vse naskoke (LQ = skupno $tevilo lordoz 4 in 5 / $tevilo naskokov) (296).
3.4.2 Poskus agresivnega obnasanja

Za ugotavljanje agresivnega obnaSanja smo uporabili iste miSi kot za Zensko spolno
obnaSanje. Tri do 6 dni po konc¢anem testiranju Zenskega spolnega obnasanja smo
miSim vstavili vsadke s testosteron propionatom in nato zaceli s testiranji
agresivnega obnaSanja 7 dni po vsaditvi vsadkov.

Poskus agresivnega obnasSanja smo izvedli v zadnjem delu svetlega dela ciklusa. Za
stimulusno Zival smo uporabili odraslega samca linije A/]. Testno Zival smo vsaj 6
ur pred poskusom nastanili v akvarijsko kletko in ji prenesli nastilj iz skupinske
kletke, da se je privadila na okolje, ki je do konca testiranja predstavljala njeno
domace okolje. Stimulusni samec je predstavljal vsiljivca, ki je pri testni miSi
vzpodbudil agresivno obnaSanje. To je ti. test "resident-intruder” (155, 297).

Posamezen test je trajal najve¢ 15 minut oziroma 2 minuti od zacCetka agresivnega
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obnaSanja. Test smo izvajali v treh zaporednih dneh in tako vsako mi$ testirali
trikrat. Posamezen test smo ocenjevali sproti s programom StopWatch+ in jih tudi
snemali za kasnejSe preverjanje. S programom StopWatch+ smo beleZili naslednje
parametre:

e zacetek in Stevilo ugrizov;

* zacetek in Stevilo napadov (ko je testna mi$ s taCkami udarila stimulusnega
samca ali pa se je zagnala vanj);

e zacetek, Stevilo in trajanje agresivnega negovanja (ko je testna mi$
stimulusni pulila dlake ali brke ali jo kakorkoli vidno nadlegovala,
stimulusna miS obstane, se umika ali celo cvili);

* zacetek in Stevilo vibriranj z repom;

* zacetek, Stevilo in trajanje prerivanja (ko obe misi stojita na zadnjih tackah
in se s sprednjimi prerivata);

* zacetek, Stevilo in trajanje preganjanja (ko poskusna mi$ podi nasprotnika
po kletki).

Testirane misi smo v treh dneh po koncu testiranja Zrtvovali s postopkom tkivne

perfuzije in odvzeli moZgane za kasnejSe proucevanje.
3.5 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV
3.5.1 Analiza rezultatov DNA-mikromrez

Analiza podatkov, ki smo jih pridobili po skeniranju DNA-mikromreZ z GeneChip®
Scanner 3000 7G in analizi slik z GCOS (GeneChip® Operating Software), je bila
opravljena z wuporabo statisticnega programa Orange (Laboratorij =za
bioinformatiko, Fakulteta za raCunalni$tvo in informatiko, Univerza v Ljubljani,
Ljubljana), s pomocjo dr. Petra Juvana.

Pred samo analizo podatkov smo izvedli Se postopek normalizacije in s tem
preverili, ¢e je priSlo do kaksSnega vecjega odstopanja, ki je lahko posledica
tovarniske napake pri izdelavi mikromreZe ali napake pri izvedbi poskusa.

Po statisti¢ni obdelavi podatkov smo za diferenc¢no (razlikovalno) izraZene gene
upostevali tiste, katerih prilagojena p-vrednost je niZja od 0,05. Prilagojena p-

vrednost je popravljena p-vrednost za primer lazno pozitivnih rezultatov, t.i.
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korekcija FDR (angl. false discovery rate), saj je zaradi velikega Stevila testiranih

genov verjetnost lazno pozitivnih rezultatov zelo velika.

3.5.2 Analiza rezultatov gPCR

Obdelavo podatkov smo opravili po metodi po Pfafflu (298, 299).

Za analizo podatkov pridobljenih v poskusu qPCR smo najprej izracunali relativno
izrazenost genov po metodi z ucinkovitostjo (angl. efficiency, E) popravljene A Ct
(delta Ct), ki smo jo normalizirali z napako ene notranje kontrole (HKG,
vzdrzevalni ali hisni gen, angl. house keeping gene) (angl. efficiency corrected A Ct
method normalized with single control normalization error). Vsak vzorec smo
delali v dveh zaporednih vzorcih, zato smo za nadaljnje izracune uporabili
povprecje teh dveh praznih ali kvantitativnih ciklov - Cq (angl. quantification
cycle) (300). Uc¢inkovitost (E) smo izratunali po enacbi:

E=(10-1/k -1)x 100

k - naklon premice, ki ga dobimo iz umeritvene krivulje.

Nasa enacba za izrac¢un razlik med relativno izrazenostjo se je glasila:

E-Cq GOI KO

NFko

Koli¢nik razlike =

E-CqGOI WT

NFwr

Koli¢nik razlike (angl. fold change) - med relativno izraZenostjo gena pri SF-1 KO
zivali in pri Zivali GDX/WT

GOI - preiskovani gen (angl. gene of interest)

HKG - vzdrZevalni ali hiSni gen

Povprecja Cq smo izracunali za vsak vzorec in vsak gen.

[zrac¢unali smo relativno koli¢ino gena popravljeno z ucinkovitostjo za vsak vzorec

in gen (E ~Ca).
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Normalizacijski faktor - NF (angl. normalization factor) smo izrac¢unali po formuli:

NFvzorec = szorec/c

ZaizraCun B in C smo morali pred tem izracunati A. In sicer:

A = z ucinkovitostjo popravljeno kolicino vzorca delimo z najviSjo koliCino
posameznega gena za vsak posamezen vzorec in vsak HKG

B = geometri¢na sredina vseh A za posamezni vzorec

C = geometricCna sredina vseh B

Po izraCunu relativne izraZenosti posameznega gena smo te primerjali med SF-1
KO in GDX/WT zivalmi in ugotavljali ali so statisticno znacilno razli¢no izraZeni z

metodo analize variance.

3.5.3 Analiza rezultatov testov obnasanja

Podatke smo statisticno analizirali s statisticnim programom NCSS (NCSS 7,
Kaysville, UT, ZDA).

Uporabili smo metodo analize variance (ANOVA) ponavljajo¢ih meritev, ker smo
tako poskuse Zenskega spolnega kot tudi agresivnega obnaSanja izvajali vecCkrat.
Statisticno smo preverili razliko v vsakem posameznem parametru obnasSanja
(opisani pri izvedbi obnaSanja). UpoStevali smo ve¢ neodvisnih spremenljivk, in
sicer spol (moSki, Zenski), genotip (KO, WT) in tretiranje s testosteron
propionatom (pred rojstvom, po rojstvu, pred in po rojstvu ter kontrolne).
Posamezne teste pa smo upoStevali kot ponavljajoca se meritev. Za statisticno
znacilno razliko smo upostevali rezultat, kjer je bila vrednost p nizja od 0,05.
Razlike med posameznimi skupinami znotraj ene spremenljivke smo dodatno
ovrednotili s Fisherjevim LSD (angl. Fisher’s least significant difference) post hoc
testom.

Vsi rezultati na diagramih so prikazani kot povprecne vrednosti, ki smo jih

izraCunali iz vseh ponovitev poskusov pri posameznih zivalih s standardno napako.
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4 REZULTATI

4.1 I1ZRAZANJE GENOV V VMESNEM DELU MOZGANOV PRI MISIH BREZ SF-1
IN PRI MISIH DIVJEGA TIPA

4.1.1 lzrazanje genov v osrednjem delu mozganov na DNA-mikromrezah

Za proucevanje izrazanja genov pri miSih brez gena SF-1 (SF-1 KO) in pri miSih
divjega tipa, ki smo jim pred puberteto odstranili spolne Zleze (GDX/WT), smo
vzeli vmesni del mozganov v odraslem obdobju (pri starosti 60 dni, PN60), ki je
obsegal predopticno podrocje, podrocje hipotalamusa, talamusa, amigdale,

hipokampusa in moZganske skorje v tem podrocju kot je prikazano na sliki 1.
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Slika 1: Slika prikazuje miSje moZgane v vzdolZznem prerezu. Preiskovano podrocje
je oznaceno med dvema crtkanima c¢rtama. Vir slike je The Mouse Brain in

Stereotaxic Coordinates (291).

Po obdelavi podatkov, pridobljenih po hibridizaciji in skeniranju DNA-mikromrez,
je analiza pokazala razlike pri izraZanju genov med spoloma, in sicer dobili smo 6
razli¢no izrazenih genov. Stirje od teh genov Uty, Eif2s3y, Ddx3y, Kdm5d so vezani
na kromosom Y in izraZeni le pri samcih obeh genotipov, SF-1 KO in CAS/WT,
vendar brez razlik med genotipoma samcev. Druga dva razli¢no izraZena gena, Xist
in Eif2s3x, sta bila signifikantno viSje izraZena pri samicah obeh genotipov in sta

vezana na kromosom X (prikaz na sliki 2).
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Slika 2: Grafi¢ni prikaz primerjave izrazanja genov na DNA-mikromreZah pri SF-1
KO samcih (KO M) in SF-1 KO samicah (KO F) (KO M vs. KO F) ter pri CAS/WT
samcih (WT M) in OVX/WT samicah (WT F) (WT M vs. WT F). V vsaki skupini
so bile po tri Zivali.

Geni Uty, EifZ2s3y, Ddx3y, Kdm5d so izrazeni pri samcih obeh genotipov
statisticno znacilno viSje kot pri samicah (prikazani na zgornjem delu
grafikona), medtem ko sta Xist in EifZ2s3x bolj izraZena pri samicah obeh
genotipov (prikazana na spodnjem delu grafikona).

Rezultati po analizi DNA-mikromrez so podani za vrednost p<0,05 z

upostevanjem stopnje laznih odkritij (FDR; angl. false discovery rate).
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4.1.2 Preverjanje izrazanja genov v vmesenem delu moZganov z metodo qPCR

Rezultate, pridobljene iz poskusa na DNA-mikromrezah, smo preverili z metodo
gPCR. Za poskus smo uporabili isti vzorec izolirane RNA kot za mikromreZe.
Preverili smo izraZanje vsakega gena posebej (Uty, Eif2s3y, Ddx3y, Kdm5d, Eif2s3x,
Xist) in ga normalizirali glede na izraZenost HKG Actb, ki je predstavljal notranjo
kontrolo oziroma normalizacijo v naSem poskusu. Vsi rezultati so prikazani kot
povprecne vrednosti relativne izraZenosti posameznega gena z oznaCeno
standardno napako povprecja (S.E.M.) za posamezen genotip, ki smo jo izracunali,

kot je opisano v poglavju 3.5.2. Rezultati so prikazani na slikah 3, 4 in 5.
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Slika 3: Grafic¢ni prikaz relativne izraZenosti genov Uty, Eif2s3y, Ddx3y, Kdm5d pri
samcih SF-1 KO (KO M) in CAS/WT (WT M).
Relativna izraZenost genov je podana v arbitrarnih enotah. IzraZenost genov
med genotipoma (SF-1 KO in WT) se statisticno znacilno ne razlikuje. V vsaki
skupini so bile po tri Zivali. Rezultati so prikazani kot povprec¢na vrednost z
oznaceno +S.E.M. za posamezen genotip.
Izrazanje teh genov smo preverili tudi pri samicah obeh genotipov, vendar le-ti

pri njih niso bili izrazZeni, saj so vsi Stirje geni vezani na kromosom Y.
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Slika 4: Graficni prikaz relativne izraZenosti Eif2s3x pri samicah SF-1 KO (KO F),
samicah OVX/WT (WT F), samcih SF-1 KO (KO M) in pri samcih CAS/WT (WT
M).
Rezultati kaZejo, da je izrazenost Eif2s3x podobna pri vseh Stirih genotipih ne
glede na spol. To kaZe, da je tista rahla razlika v korist Zenskega spola, ki se je
izrazila pri rezultatih iz DNA-mikromreZ, statisticno neznacilna. V vsaki
skupini so bile po tri Zivali. Rezultati so prikazani kot povprefna vrednost z

oznaceno +S.E.M. za posamezen genotip.
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Slika 5: Grafi¢ni prikaz relativne izraZenosti Xist-a, gena, ki je odgovoren za
inaktivacijo enega kromosoma X pri samicah.
Relativna izrazenost med samicami SF-1 KO (KO F) in samicami OVX/WT (WT
F) se statisticno ne razlikuje. Pri samcih SF-1 KO (KO M) se je pojavila zelo
nizka izraZenost Xista-a, ki bi jo bilo za dokon¢no potrditev potrebno preveriti
z drugimi metodami. Pri samcih CAS/WT nismo ugotovili izrazanja Xist-a. V
vsaki skupini so bile po tri Zivali. Rezultati so prikazani kot povprecna

sty

vrednost z ozna¢eno +S.E.M. za posamezen genotp (" p<0.001).

Znano je, da del genov, ki se nahajajo na kromosomu X, uide inaktivaciji enega
kromosoma X pri samicah (pri Zenskah do 15%) (30). Po podatkih iz literature je
gen Utx eden izmed genov, ki obi¢ajno uidejo tej inaktivaciji (301). Ker so nasi
rezultati na DNA-mikromreZah pokazali razliko v Uty (ki je homolog Utx-a na
kromosomu Y), smo dodatno preverili Se relativno izraZanje Utx v naSih vzorcih,

vendar razlike med genotipi nismo ugotovili (Slika 6).



76 T. Spanié: Hormonsko odvisna in hormonsko neodvisna spolna diferenciacija moZganov
misi brez gena SF-1

(o))
)

92}
1

S
1

\S}
1

Relativna izraZenost Utx (arbitrarne enote)
U=y w

R A R
AR R AR R R
AR R AR R R AR
R A R R A
AR R AR R

AR R AR R R AR
R A R

o

BKOF OWTF BKOM OWTM

Slika 6: Grafi¢ni prikaz relativne izraZenosti Utx pri samicah SF-1 KO (KO F),
samicah OVX/WT (WT F), samcih SF-1 KO (KO M) in pri samcih CAS/WT (WT
M).
Relativna izrazenost Utx ne kaZe statisti¢no znacilnega izraZzanja med SF-1 in
WT miS$mi, niti med spoloma. V vsaki skupini so bile po tri Zivali. Rezultati so

prikazani kot povprecna vrednost z oznaceno *S.E.M. za posamezen genotip.

4.2 OBNASANJE MISI PO DODAJANJU TESTOSTERONA

V odraslem obdobju smo miSi brez gena SF-1 (SF-1 KO) in miSi divjega tipa
(GDX/WT) obeh spolov naprej testirali v testu Zenskega spolnega obnaSanja,
potem smo jim vstavili testosteronske vsadke in jih testirali Se za agresivno
obnasanje. Imeli smo Stiri razli¢ne skupine tretiranja:

* tretirane pred rojstvom (TP na E13 in E16) (oznaka TP-E);

* tretirane po rojstvu (TP na PN 1, PN3 in PN5) (oznaka TP-PN);

* tretirane pred in po rojstvu (TP na E13, E16 in PN 1, PN3 in PN5) (oznaka

TP-E&PN);

* kontrolne (samo olje, brez TP) (oznaka K-K).

Oznake o tretiranju veljajo tako za Zensko spolno obnaSanje kot tudi za agresivno

obnasSanje.
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4.2.1 Izraianje Zenskega spolnega obnasanja pri misih SF-1 KO in GDX/WT po

dodajanju testosterona v obdobju ob rojstvu

V odraslem obdobiju, po starosti 70 dni, smo Zivali zaceli testirati v testu za Zensko
spolno obnasSanje. Vsaka zival je bila testirana 6-krat. Ocenjevali smo lordozo in
druge parametre Zenskega spolnega obnasSanja, ki ocenjujejo tudi stimulusnega
samca. Prikazani so rezultati za koli¢nik lordoze (LQ) (Slika 7) in Stevilo lordoz (L),
ocenjenih z oceno 5 v zadnjem, Sestem testu, kjer se je pokazala velika razlika med
vsemi genotipi v primerjavi s samicami divjega tipa (Slika 8), kar kaze na
defeminizacijo in maskulinizacijo pri Zivalih, tretiranih s testosteronom. Pri
kontrolnih Zivalih brez gena SF-1 (tistih, ki niso prejemale TP) pa kaZe, da te Zivali
niso popolnoma feminizirane, saj ne kaZejo popolnega Zenskega spolnega
obnaSanja in torej kljub temu, da fenotipsko samci in samice SF-1 KO izgledajo kot
samice OVX/WT, njihovo obnaSanje ne ustreza obnasanju samic WT (OVX/WT)
(p<0.05). Na Sliki 9 je prikazan LQ pri samicah WT (OVX/WT) v posameznih testih
in v vseh Stirih razli¢no tretiranih skupinah. Rezultati kazejo, da imajo samice, ki
niso prejemale TP, najvisji kolicnik lordoze in da imajo vse ostale v drugem,
tretjem in Cetrtem testu statisticno znacilno nizZji LQ. V zadnjem, Sestem testu
(oznacen kot 5, ker prvega nismo analizirali), pa je ta razlika prisotna samo Se v
primerjavi med samicami, ki niso prejemale TP, in tistimi, ki so prejemale TP po
rojstvu (p<0,05). Na Slikah 10 in 11 je prikazano Stevilo naskokov in poskusov
naskokov, kjer pa se niso pokazale statisticno znacilne razlike niti med spoloma
niti med genotipoma in niti med razli¢no tretiranimi skupinami. Vsi rezultati testov
obnaSanja so bili analizirani z analizo variance (ANOVA) ponavljajoc¢ih se meritev
in ovrednoteni s Fisherjevim LSD post hoc testom. Stevilo posameznih Zivali v

skupini je prikazano v poglavju 3.4 v Tabeli 3.
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Slika 7: Grafi¢ni prikaz koli¢nika lordoze (LQ) - povprecja vseh petih analiziranih
testov Zenskega spolnega obnaSanja pri samicah OVX/WT (WT F), samicah SF-
1 KO (KO F), samcih SF-1 KO (KO M) in samcih CAS/WT (WT M) in pri vseh
Stirih razli¢nih tretiranjih, in sicer brez dodanega TP (K-K), TP samo v obdobju
pred rojstvom (TP-E), TP v obdobju po rojstvu (TP-PN) in TP tako pred kot
tudi po rojstvu (TP-E&PN).

Iz grafa je razvidna statisticno znacilna razlika med kontrolnimi samicami
OVX/WT (WT F) v primerjavi z vsemi ostalimi genotipi, SF-1 KO samicami (KO
F) in samci (KO M) ter CAS/WT samci (WT M) v vseh skupinah in samicami
OVX/WT ostalih tretiranih skupin.

Rezultati so prikazani kot povpre¢ne vrednosti LQ z oznaceno *S.E.M. za

posamezno testirano skupino misi (3 p<0,05).



T. Spanié: Hormonsko odvisna in hormonsko neodvisna spolna diferenciacija moZganov misi 79
brez gena SF-1

6 7 Al
5 -
4 -
" EK-K
-
L2, | OTP-E
.E 3
A ETP-PN
2 - OTP-E&PN
WTF KOF KOM WT M

Slika 8: Graficni prikaz Stevila lordoz 5 (L5) pri zadnjem testu Zenskega spolnega
obnaSanja pri samicah OVX/WT (WT F), samicah SF-1 KO (KO F), samcih SF-1
KO (KO M) in samcih CAS/WT (WT M) in pri vseh Stirih razli¢nih tretiranjih, in
sicer brez dodanega TP (K-K), TP samo v obdobju pred rojstvom (TP-E), TP v
obdobju po rojstvu (TP-PN) in TP tako pred kot tudi po rojstvu (TP-E&PN).
Graf prikazuje statisticno znacilne razlike med netretiranimi samicami
OVX/WT K-K in vsemi ostalimi skupinami Zivali, ki smo jih testirali pri
Zenskem spolnem obnasSanju.
Rezultati so prikazani kot povprecCne vrednosti L5 v zadnjem testu z oznaceno

+S.E.M. za posamezno testirano skupino misi (s p<0,05).
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Slika 9: Graficni prikaz koli¢nika lordoze (LQ) pri samicah OVX/WT za posamezen
test v razli¢no tretiranih skupinah (brez dodajanja TP - WT F K; tiste, ki so
prejemale TP samo pred rojstvom - WT F E; tiste, ki so prejemale TP samo po
rojstvu - WT F PN; tiste, ki so prejemale TP pred in po rojstvu - WT F E&TP).
LQ je pri OVX/WT, ki niso prejemale TP (WT F K), pri drugem, tretjem in
Cetrtem testu statisticno znaCilno viSji od ostalih, tretiranih skupin. Pri
zadnjem testu pa je ta razlika prisotna samo Se med netretiranimi (WT F K) in
tretiranimi po rojstvu (WT F PN).

Rezultati so prikazani kot povprec¢na vrednosti LQ v posameznem testu
Zzenskega spolnega obnaSanja z oznaCeno *S.E.M. za posamezno testirano

skupino misi OVX/WT (: p<0,05).
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Slika 10: Graficni prikaz Stevila naskokov v vseh petih analiziranih testih Zenskega
spolnega obnaSanja pri samicah OVX/WT (WT F), samicah SF-1 KO (KO F),
samcih SF-1 KO (KO M) in samcih CAS/WT (WT M) pri vseh Stirih razlicnih

tretiranjih, in sicer brez dodanega TP (K-K), TP samo v obdobju pred rojstvom

(TP-E), TP v obdobju po rojstvu (TP-PN) in TP tako pred kot tudi po rojstvu

(TP-E&PN).

Graf prikazuje povprecno Stevilo naskokov z oznaceno +S.E.M. za posamezno

testirano skupino. Med skupinami ni izraZene nobene statisticno znacilne

razlike. Pri samicah OVX/WT, ki so prejemale TP samo pred rojstvom, je bilo

Stevilo naskokov nizje kot pri ostalih skupinah samic OVX/WT (:p<0,05),

vendar se ta razlika ne pokaZe pri drugih ocenjenih parametrih.
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Slika 11: Graficni prikaz Stevila poskusov naskokov v vseh petih analiziranih testih
Zenskega spolnega obnaSanja pri samicah OVX/WT (WT F), samicah SF-1 KO
(KO F), samcih SF-1 KO (KO M) in samcih CAS/WT (WT M) in pri vseh Stirih
razlicnih tretiranjih, in sicer brez dodanega TP (K-K), TP samo v obdobju pred
rojstvom (TP-E), TP v obdobju po rojstvu (TP-PN) in TP tako pred kot tudi po
rojstvu (TP-E&PN).

Graf prikazuje povprecno Stevilo poskusov naskokov z oznaceno +S.E.M. za
posamezno testirano skupino. Med skupinami ni izraZene nobene statisticno
znacilne razlike. Znotraj skupine samic SF-1 KO (KO F) je statisticno znacilna
razlika med kontrolno, netretirano skupino (K-K), in tisto, ki so prejemale TP
samo pred rojstvom (TP-E), v primerjavi z ostalima dvema skupinama (TP-E
in TP-E&PN). Ta razlika se pri drugih opazovanih parametrih ni izrazila

(#p<0,05).
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4.2.2 Agresivno obnasanje pri misih SF-KO in GDX/WT po dodajanju testosterona v

obdobju ob rojstvu

Po statisti¢ni obdelavi podatkov za posamezen parameter (ugriz, napad, agresivno
negovanje ..) glede njihovega Stevila in casa od zacetka testa do zacetka
posamezne aktivnosti (latenca), se je pri veCini pokazal mocan vpliv testa, zato je
prikazan posebej diagram za 1. test (Slika 12), ki prikazuje razliko med WT samci
in ostalimi genotipi v kontrolni skupini, pri ostalih, tretiranih skupinah pa ta
razlika Ze pri prvem testu izgine. Pri vplivu testa gre za pricakovan rezultat, saj ima
testna miS Ze izkuSnjo od prejSnjega dne, ker test poteka v treh zaporednih dneh.
Obicajno je razlika najvecja med prvim in tretjim testom. Zaradi prevelikega Stevila
posameznih parametrov so predstavljeni rezultati pri posameznem genotipu in
vplivu testa v Casu od zacetka testa do prvega agresivnega dogodka (za katerega
smo upostevali ali pojav ugriza ali napada ali agresivnega negovanja) in skupno

Stevilo najbolj agresivnih obnasSanj (napadi in ugrizi).
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Slika 12: Graficni prikaz Stevila ugrizov in napadov v prvem testu agresivnega
obnasSanja pri samcih CAS/WT (WT M), samicah OVX/WT (WT F), samcih SF-1
KO (KO M) in samicah SF-1 KO (KO F) pri vseh Stirih razli¢nih tretiranjih, in
sicer brez dodanega TP (K-K), TP samo v obdobju pred rojstvom (TP-E), TP v
obdobju po rojstvu (TP-PN) in TP tako pred kot tudi po rojstvu (TP-E&PN).
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Prikazana je statisti¢cno znacilna razlika med samci in samicami GDX/WT (WT
M in WT F) v primerjavi s SF-1 KO samci in samicami (KO M in KO F) znotraj
kontrolne skupine, skupne, ki ni prejemala TP (K-K) (3% p<0,01). Pri ostalih,
tretiranih skupinah, se taks$na razlika ne pokaze.

Rezultati so prikazani kot povprecne vrednosti z oznaceno *S.E.M. za

posamezno testirano skupino.
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Slika 13: Grafic¢ni prikaz povprecja skupnega Stevila ugrizov in napadov v vseh
testih agresivnega obnaSanja pri samcih CAS/WT (WT M), samicah OVX/WT
(WT F), samcih SF-1 KO (KO M) in samicah SF-1 KO (KO F) pri vseh Stirih
razlicnih tretiranjih, in sicer brez dodanega TP (K-K), TP samo v obdobju pred
rojstvom (TP-E), TP v obdobju po rojstvu (TP-PN) in TP tako pred kot tudi po
rojstvu (TP-E&PN).

Pri Stevilu ugrizov in napadov, upoStevajoc vse tri teste, razlika iz prvega testa
ni vec statisti¢no znacilna.
Rezultati so prikazani kot povprecne vrednosti z oznaceno *S.E.M. za

posamezno testirano skupino.
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Slika 14: Grafi¢ni prikaz c¢asa v sekundah od zacetka testa do prvega agresivnega

dogodka v vseh testih agresivnega obnaSanja pri samcih CAS/WT (WT M),
samicah OVX/WT (WT F), samcih SF-1 KO (KO M) in samicah SF-1 KO (KO F)
pri vseh Stirih razli¢nih tretiranjih, in sicer brez dodanega TP (K-K), TP samo v
obdobju pred rojstvom (TP-E), TP v obdobju po rojstvu (TP-PN) in TP tako
pred kot tudi po rojstvu (TP-E&PN).

Statisticno znacilna razlika se kaZe pri samicah OVX/WT in pri miSih SF-1
obeh spolov, kjer imajo misi, ki so bile tretirane po rojstvu (TP-PN) ter pred in
po rojstvu (TP-E&PN) statisticno znacilen krajsi Cas do prvega agresivnega
dogodka, v primerjavi s kontrolno skupino (K-K) in skupino, ki je dobivala
testosteron samo pred rojstvom (TP-E) (* p<0.05). Pri WT samcih statisti¢na
obdelava ni pokazala znacilnih razlik. Samice OVX/WT, misi SF-1 KO, tretirani
s TP po rojstvu in tretirani pred in po rojstvu, so po latencah podobni WT
samcem.

Rezultati so prikazani kot povprecne vrednosti z oznaceno *S.E.M. za

posamezno testirano skupino.
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4.3 VPLIV DODAJANJA TESTOSTERONA V OBDOBJU OB ROJSTVU NA
IZRAZANJE BELJAKOVIN KALBINDIN IN ARGININ VAZOPRESIN V
VMESNIH MOZGANIH PRI MISIH BREZ SF-1 IN MISIH DIVJEGA TIPA

Z metodo imunohistokemicnega barvanja smo na plavajoCih rezinah moZganov
proucevali izrazenost beljakovine za vezavo Ca?* (Kalbindin D-28K, kalbindin,
Calb) in arginin vazopresina (AVP) v vimesnih moZganih pri miSih brez gena SF-1 in
divjega tipa. Primerjali smo miSi brez gena SF-1 in divjega tipa z odstranjenimi
spolnimi Zlezami obeh spolov. MiSi so bile razdeljene v skupine glede na
izpostavljenost eksogenemu testosteron propionatu (TP) kot Ze prej opisano.
Uporabili smo Zivali po konéanih testih obnasanja. Zrtvovali smo jih s postopkom
tkivne perfuzije znotraj treh dni po koncu testa agresivnega obnasanja, da so bili
TP podkozni vsadki Se aktivni, saj je za izrazanje AVP potrebna prisotnost
testosterona. Proucevali smo rezine vmesnega dela mozganov rostralno od bregme
0,38 mm ter do 2,06 mm kavdalno od bregme (oznaceno tudi kot -2,06 mm) pod

40-kratno in 100-kratno povecavo.

4.3.1 lzrazenost beljakovine kalbindin v vmesnih mozganih

Za primerjavo izraZenosti kalbindina smo izbrali rezine 0,10 mm kavdalno (291)
od bregme, kjer se nahaja medialno predopti¢no podroc¢je (MPOA). Na Sliki 15 so
prikazane slike rezin pod 40-kratno povecavo. Primerjali smo izrazanje kalbindina
med WT samci, SF-1 KO samci in samicami ter WT samicami v vseh Stirih
skupinah, in sicer tistimi, ki niso prejemala eksogenega testosteron propionata
(TP), tistimi, ki so ga prejemale samo pred rojstvom, tistimi, ki so ga prejemale po
rojstvu, ter tistimi, ki so TP prejeli tako pred kot tudi po rojstvu. Ugotavljali smo, ¢e
se je tudi pri ostalih skupinah pojavilo t.i. spolno dimorfno/razli¢no jedro v POA
(SDN-POA), ki je znacilno za samce WT. Kot kaZejo fotografije, je pri samcih WT v
vseh Stirih skupinah (ne glede na tretiranje) izrazeno SDN-POA (na Sliki 15 je
obkroZen pri samcu WT brez dodatnega TP). Pri ostalih genotipih, samicah WT, SF-
1 KO samcih in samicah, pa samo v primeru tretiranja s TP po rojstvu ter pred in
po rojstvu, ne pa tudi pri zZivalih, ki so prejemale testosteron samo pred rojstvom.

Na Sliki 16 je prikazano SDN-POA pod vecjo (100-kratno) povecavo.
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Za vse slike od 15 do 18 veljajo oznake:

* WT MK - samci WT, brez dodajanja TP (K-K);

* WT ME - samci WT, ki so prejemali TP pred rojstvom (TP-E);

* WT M PN - samci WT, ki so prejemali TP po rojstvu (TP-PN);

* WT M E-PN - samci WT, ki so prejemali TP pred in po rojstvu (TP-E&PN);

* WT F K - samice WT, brez dodajanja TP (K-K);

* WTFE - samice WT, ki so prejemali TP pred rojstvom (TP-E);

* WTF PN - samice WT, ki so prejemale TP po rojstvu (TP-PN);

* WTF E-PN - samice WT, ki so prejemale TP pred in po rojstvu (TP-E&PN);

¢ SF-1KO K - samci brez SF-1, brez dodajanja TP (K-K);

* SF-1KO E - samci brez SF-1, ki so prejemali TP pred rojstvom (TP-E);

e SF-1 KO PN - samci brez SF-1, ki so prejemali TP po rojstvu (TP-PN);

e SF-1 KO E-PN - samci brez SF-1, ki so prejemali TP pred in po rojstvu (TP-
E&PN);

¢ SF-1KO K - samice brez SF-1, brez dodajanja TP (K-K);

* SF-1 KO E - samice brez SF-1, ki so prejemale TP pred rojstvom (TP-E);

* SF-1 KO PN - samice brez SF-1, ki so prejemale TP po rojstvu (TP-PN);

e SF-1 KO E-PN - samice brez SF-1, ki so prejemale TP pred in po rojstvu (TP-
E&PN).

Slika 15: Prikaz izraZanja kalbindina v MPOA pri miSih GDX/WT in SF-1 KO po
dodajanju TP v razlicnih obdobjih (40-kratna povecava). Na delu, ki prikazuje
WT samca brez dodajanja TP je obkroZeno t.i. SDN-POA. To podrocje smo

primerjali z vsemi ostalimi skupinami.

Slika 16: Prikaz izraZanja kalbindina v MPOA pri miSih GDX/WT in SF-1 KO po
razlicnih tretmajih s TP (100-kratna povecava). Na delu, ki prikazuje WT
samca brez dodajanja TP je obkroZeno t.i. SDN-POA. To podrocje smo

primerjali z vsemi ostalimi skupinami.
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4.3.2 lzrazenost beljakovine arginin vazopresin v vmesnih mozganih

Za proucevanje izraZzenosti AVP smo izbrali rezine 0,14 mm rostralno (291) od
bregme, kjer se nahaja stranski pretin (LS), v predelu, ko se anteriorna (sprednja)
komisura (aca) Ze zduzi in se na sredini med LS obeh strani Ze pojavlja
septofimbrialno jedro (SFi). Na Sliki 17 so prikazane slike rezin pod 40-kratno
povecavo. Primerjali smo izraZzanje AVP med WT samci, SF-1 KO samci in samicami
ter WT samicami v vseh Stirih skupinabh, in sicer tisti, ki ni prejemala eksogenega
testosteron propionata (TP), tisti, ki so ga prejemale samo pred rojstvom, tisti, ki
so ga prejemali po rojstvu, ter tisti, ki so TP prejeli tako pred kot tudi po rojstvu. Na
Sliki 18 je prikazano enostransko povecano podrocje LS (100-kratna povecava).
Rezultati kaZejo, da je AVP ocitno izraZen pri samicah OVX/WT samo, kadar so te
prejemale TP po rojstvu ali pred in po rojstvu, ne pa tudi, Ce so ga prejemale samo
pred rojstvom. Zanimivo pa je, da je pri miSih brez gena SF-1 prisotna izraZenost
AVP v LS tudi pri miSih, ki niso bile izpostavljene testosteron propionatu, Ceprav je

izraZenost ocitno nizja, kot pri samcih divjega tipa.

Slika 17: Prikaz izraZanja arginin vazopresina (AVP) v LS pri miSih GDX/WT in SF-
1 KO po razli¢nih tretmajih s TP (40-kratna povecava). Na delu, ki prikazuje
WT samca brez dodajanja TP, je oznacena zdruZena anteriorna komisura

(aca), septofimbrialno jedro (SFi) in LS.

Slika 18: Prikaz izrazanja AVP v LS pri WT in SF-1 KO miSih po razli¢nih tretmajih

s TP (100-kratna povecava). Povecano je prikazano podrocje LS.
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Slika 18
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5 RAZPRAVA

V Slovarju slovenskega knjiznega jezika je zapisano:

“razlika-e 7z (1) 1. kar kaZe na neenakost med primerjanimi stvarmi: razlika
nastane, obstaja, se poveca; odpraviti razlike; spoznati, ugotoviti razlike; bistvena,
majhna, opazna, velika razlika; razlika med c¢lovekom in Zivaljo; razlike med
spoloma; razlika v barvi, obliki, velikosti; razlike v ceni, kakovosti izdelkov; razlike

v izobrazbi, vzgoji; razlike v pogledih ...” (302)

Ze pod prvo to¢ko opredelitve pojma razlika so omenjene razlike med spoloma,
razlike, ki jih vidimo, razlike, ki jih cutimo in razlike, ki jih raziskujemo,
preiskujemo, proucujemo in nemalokrat tudi obCudujemo. Zakaj jih proucevati, v
¢em smo si tako razli¢ni in ali je realnost, ki jo poznamo, res posledica neke kemije,
delovanja molekul, hormonov, genov, okolja, in ne nazadnje druzbe in druzbenih
norm? Odgovor na ta vpraSanja je zapleten, dolg in v celoti zagotovo Se nepoznan.
Delo preteklih let, proucevanje Zivalskih modelov, tudi miSi brez gena za SF-1,
odpiranje novih vpraSanj in iskanje reSitev ter tu predstavljeni rezultati

predstavljajo le drobec v mozaiku tega Se neraziskanega podrocja.

Razlike med spoloma pri sesalcih izvirajo Ze od same zdruzitve spolnih celic, ko se
v zigoti zdruZita pronukleusa jajCeca in semencice, in s tem dolocita kromosomski
spol; XX ali XY. Vsoto vseh spolno vezanih dejavnikov, ki vplivajo na delovanje
genov (njihovo omrezje) in celi¢nih sistemov ter s tem privedejo do razlik med
spoloma, sta Arnold in Lusis nedavno opredelila kot seksom (angl. sexome) (303).
Menita, da je za razumevanje delovanja seksoma in seksomike pomembno
prepoznati in razumeti tri kljune spolno vezane dejavnike. Prvi izmed teh
dejavnikov naj bi bila ravno spolna kromosoma X in Y, ki Ze sama po sebi
predstavljata neenakost v zigoti, Ce primerjamo Zensko zigoto (XX) z mosko (XY).V
Zzenski zigoti sta prisotna dva kromosoma X (in s tem dve kopiji genov s
kromosomov X), v moski pa en kromosom X in en Y ter s tem geni s kromosoma Y,
ki so prisotni samo pri moskem fenotipu (304). Eden pomembnej$ih spolno

vezanih dejavnikov je zagotovo gen Sry, ki se nahaja na kromosomu Y in usmeri



94 T. Spanié: Hormonsko odvisna in hormonsko neodvisna spolna diferenciacija moZganov
misi brez gena SF-1

nediferencirane gonade, da se razvijejo kot moda in ta kasneje izlocajo testosteron.
Pri Zenskem fenotipu se ob odsotnosti Sry pod vplivom delovanja genov iz
avtosomov in kromosoma X razvijejo jaj¢niki, ki kasneje izlo¢ajo spolne hormone.
Delovanje spolnih hormonov, ki jih izlo¢ajo Zenske in moske spolne Zleze, je zelo
pomembno in predstavlja drugega izmed treh spolno vezanih dejavnikov. Hormoni
imajo dva klju¢na ucinka, in sicer organizacijskega in aktivacijskega. Organizacijski
uCinek delovanja hormonov se zacne Ze zgodaj med razvojem in povzroci trajno,
nepovratno diferenciacijo genitalij moZganov in drugih organov (14, 305).
Aktivacijski uCinek pa je povraten ucinek delovanja spolnih hormonov, ki razli¢no
delujejo na omreZje genov in celiCne sisteme. Tretji izmed spolno vezanih
dejavnikov so geni na kromosomih X in Y, ki na nastanek razlik med spoloma

delujejo preko poti, ki ne gredo preko spolnih Zlez (304).

5.1 RAZLIKE V IZRAZANJU GENOV V VMESNEM DELU MOZGANOV PRI MISIH
BREZ SF-1 IN PRI MISIH DIVJEGA TIPA

Misi, ki nimajo prisotnega gena SF-1 (SF-1 KO), so rojene brez nadledvi¢nih in
spolnih Zlez, zato nikoli niso izpostavljene lastnim, endogenim spolnim hormonom.
Ravno zaradi tega predstavljajo edinstven model za proucevanje vplivov genetskih
dejavnikov lo¢eno od hormonskih tako na razvoj in delovanje centralnega zivénega
sistema kot tudi drugih mehanizmov spolne diferenciacije. Kljub temu pa obstaja
moznost, da so v c¢asu embrionalnega razvoja v neki meri izpostavljene vplivu
spolnih hormonov, ki prehajajo preko posteljice, od matere ali sosednjih plodov

(96). MoZzgani so tudi sami izvor nekaterih spolnih steroidnih hormonov t.i.

nevrosteroidov oziroma Zivénih steroidnih hormonov (306, 307, 308). V nedavni
raziskavi smo tudi v moZganih miSi brez SF-1 Ze v Casu embrionalnega razvoja
potrdili prisotnost nekaterih encimov, ki sodelujejo pri nastanku nevrosteroidov
(309). Delovanje nevrosteroidov je dokaj specificno in naj bi zaradi njihove
zgradbe imeli pomembnejSo vlogo pri spolni diferenciaciji ZivCevja pri sesalcih
(310, 311) kot pri pticah, kjer se pretvorijo v testosteron (312).

Beljakovina SF-1 ima vlogo tudi pri razvoju VMH, saj so spremembe v strukturi
tega jedra dokazali tako med razvojem kot tudi pri odraslih miSih brez SF-1, zato so

primeren model tudi za proucevanje razvoja in funkcije tega jedra (198, 194, 197).
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Z uporabo gPCR in prenosa northern je Xu s sodelavci ugotavljal izraZzenost osmih
genov vezanih na kromosom Y in njihovih homologov na kromosomu X v mozganih
misi, ne glede na genetski spol oziroma prisotnost spolnih hormonov. Proucevali
so mozgane plodov starih 13,5 dni (E13,5), novorojenih (PN1) in odraslih misi.
Proucevali so izraZanje genov v moZganih pri petih razlicnih genotipih oziroma
fenotipih, in sicer pri samcih XY (z modi), samicah XY (zaradi izbrisa gena Sry so te
misSi imele jajcnike, bile so fenotipsko samice), samcih XY-Sry (te miSi so imele Sry
na avtosomu, zato so imele prisotna moda), samicah XX (z jaj¢niki) in samcih XXSry
(te miSi so imele gen Sry vezan na avtosom, zato so razvile moda). Prepisi Sestih na
kromosom Y vezanih genov Usp9y, Ubaly, Kdmb5d, Eif2s3y, Uty in Ddx3y, so bili
izraZeni vsaj pri eni ali pri vecih starostnih skupinah tako pri samcih XY kot pri
samicah XY, zato menijo, da za izraZanje teh genov v moZganih ni potrebna
prisotnost testikularnih spolnih hormonov. Tudi vseh Sest homologov na
kromosomu X (Usp9x, Ubalx, Kdm5c, Eif2s3x, Utx and Ddx3x) je bilo izrazenih v
moZzganih, s tem da so bili pri odraslih miSih vsi statisticno znacilno mocneje
izraZeni pri samicah kot pri samcih, ne glede na utiSanje enega izmed kromosomov
X (101).

Pri proucevanju izraZzanja genov v vmesnem delu mozganov pri odraslih misih brez
gena SF-1 (SF-1 KO) in pri miSih divjega tipa z odstranjenimi spolnimi Zlezami
(GDX/WT) smo ugotavljali razlike med genotipoma (SF-1 KO proti WT) in tudi
med spoloma (samice proti samcem). Rezultati poskusa na DNA-mikromreZah so
pokazali Sest diferencno izrazenih genov, in sicer Uty, Eif2s3y, Ddx3y in Kdmb5d, ki
so vezani na kromosom Y in dveh, Xist in Eif2s3x, ki sta vezana na kromosom X
(Slika 2). Geni s kromosoma Y so bili statisticno znacilno bolj izraZeni pri samcih
obeh genotipov, kar kaZe na hormonsko neodvisno izraZanje teh genov v
moZzganih, saj so samci SF-1 KO brez lastnih spolnih hormonov. Oba, na kromosom
X vezana gena Xist in EifZ2s3x, sta bila bolj izraZena pri samicah kot pri samcih in
ponovno brez razlik med samicami SF-1 KO in OVX/WT. Tudi ta dva gena se v
moZzganih pri samicah izrazata ne glede na prisotnost spolnih hormonov iz
jajénikov. Rezultati iz DNA-mikromreZz niso pokazali nobenega diferencno
izraZenega avtosomskega gena. To lahko v neki meri pripiSemo veliki sorodnosti

miSi, uporabljenih v raziskavi, ali pa velikosti vzorca, kjer se lahko zaradi



96 T. Spanié: Hormonsko odvisna in hormonsko neodvisna spolna diferenciacija moZganov
misi brez gena SF-1

razredcitev in priprave vzorcev Sibkeje izraZeni geni izgubijo in zaznamo samo bolj
robustno diferencno izraZene gene.

V nedavni raziskavi je Wolstenhome-ova s sodelavci na misih, ki imajo zaradi
prerazporejenega psevdoavtosomalnega obmocja (angl. pseudoautosomal region,
PAR) edinstven kromosom Y (oznacen kot Y*), ugotavljala izraZanje spolno
dimorfnih genov v mozganih v c¢asu embrionalnega razvoja (E11,5 in E18,5).
Edinstven kromosom Y* vsebuje gene iz kromosoma Y, obrnjeno podvojitev dela
PAR in manjsi del genov iz kromosoma X vklju¢no s centromerom (313, 314). S
parjenjem normalnih XX samic in XY* samcev so pridobili potomce $tirih razli¢nih
genotipov, in sicer normalne XX samice (XX), samice z enim kromosomom X (XY*¥),
samce z dvema kromosomoma X (XX¥*) in samce z enim kromosomom X (XY*). S
poskusom na DNA-mikromrezah in qPCR, so ugotovili pri samcih Y*, ne glede na
starost in prisotnost kromosoma X, da so na kromosom Y vezani geni (Uty, Eif2s3y,
Ddx3y in Kdm5d) bolj izraZeni pri samcih kot pri samicah, ne glede na starostno
skupino. Pred razvojem spolnih Zlez (E11,5) so ugotovili izraZenost Sestih na
kromosom X vezanih genov (Xist, Kdmb5c, Eif2s3x, Tsix in neoznaCen prepis
5530601H04Rik), ki so ubezali utiSanju enega kromosoma X in so bili bolj izraZeni
pri zivalih XX. Po razvoju gonad pa sta ostala pri samicah bolj izraZena samo Xist in
Tsix (104).

V predhodni raziskavi so na zarodkih starih 10,5 dni (E10,5), prav tako Ze pred
razvojem spolnih Zlez, ugotovili v moZganih razlicno izraZene gene s kromosoma Y
(Ddx3y in Eif2s3y) ali X (Xist, Utx in Eif2s3x) (10). Reinius in njegovi sodelavci so pri
odraslih miSih v razli¢nih predelih mozganov tudi potrdili izraZenost genov na
kromosomu Y in X, in sicer 10 Ze znanih (Xist, Kdm5c, Kdm5d, Eif2s3x, Eif2s3y, Utx,
Uty, Ddx3x, Ddx3y, Jpx) in 7 $e neznanih prepisov s kromosomov Y in X (315).

Gene, ki so se v naSem poskusu na DNA-mikromrezah pokazali za diferenc¢no
izrazene, smo preverili Se z metodo qPCR. Za vsak gen smo preverili relativno
izraZzenost normalizirano glede na izraZenost HKG Actb v naSih vzorcih vmesnega
dela mozganov odraslih miSi brez gena SF-1 in gonadektomiziranih miSih WT. Pri
vseh Stirih, na kromosom Y vezanih genih Uty, Eif2s3y, Ddx3y in Kdmbd, je bila
relativna izraZenost prisotna samo pri samcih obeh genotipov, SF-1 KO in CAS/WT,
vendar brez razlik med njima, kar je potrdilo rezultate iz DNA-mikromrez (Slika 3).

Na podlagi teh dveh poskusov menimo, da za izraZanje teh Stirih na kromosom Y
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vezanih genov v moZganih, ni potrebna prisotnost spolnih hormonov, kar se ujema
z dosedanjimi raziskavami (101, 99, 315, 104). Pri preverjanju izraZanja Eif2s3x, za
katerega menijo in so v nekaterih Studijah dokazali, da uide utiSanju kromosoma X
(316, 317, 10, 101, 315) pa se z metodo qPCR v nasih vzorcih ni pokazalo, da je
razlicno izraZen (Slika 4), kar sovpada z nedavno Studijo Wolstenholme-ove in
sodelavcev, ki so ugotovili, da sta edina razlicno izraZena X-vezana gena v
moZganih po razvoju spolnih Zlez (E18,5) Xist in Tsix (104). Pri ugotavljanju
izraZzenosti Xista v naSih vzorcih (Slika 5) se je izkazalo, da je bil izraZen pri
samicah obeh genotipov, SF-1 KO in OVX/WT, in brez razlik med njima. Pojavila pa
se je tudi Sibka izraZenost (100-krat manjSa kot pri samicah) pri samcih SF-1 KO.
Ta izraZenost je zaradi prisotnosti samo enega kromosoma X in prisotnosti
kromosoma Y nenavadna, zato bi morali za potrditev te izraZenosti opraviti Se
dodatno preverjanje izrazenosti genov z drugimi metodam, npr. in situ
hibridizacijo, saj Xist izraza samo utiSan kromosom X. MoZna bi bila tudi
navzkrizna reakcija ologonukleotidnih zaCetkov z genom Tsix, vendar je to manj
verjetno, saj se pri WT samcih, ki imajo tudi prisoten Tsix, izraZenost ni pojavila.

V nedavno objavljeni raziskavi so ugotavljali ali ima dodajanje testosterona pred
rojstvom vpliv na izraZanje spolno dimorfnih genov v skorji mozZganov in
hipokampusu novorojenih misi. Preverili so izraZanje treh, na kromosom Y vezanih
genov (Ddx3y, Eif2s3y in Kdm5d), ter Stirih, na kromosom X vezanih (Eif2s3x, Mid1,
Kdmé6a in Xist), in enega avtosomskega gena (KIk8). Ugotovili so, da dodajanje
testosterona pred rojstvom nima vpliva na izrazanje teh genov v nekaterih
predelih moZganov, kar je Se dodaten dokaz, da se ti geni izraZzajo ne glede na
prisotnost spolnih hormonov (318).

Za izrazanje gena Utx v moZganih je veC raziskav pokazalo, da je bolj izrazen pri
genotipu XX kot XY, kar kaZe na to, da uide uti$anju kromosoma X (319, 320, 301).
Zato smo preverili ali se tudi v naSih vzorcih pojavi razlika med samci in samicami.
Izkazalo se je, da je bila izraZenost Utx pri vseh Stirih genotipih priblizno enaka

(Slika 6).

Pri ugotavljanju izraZenosti genov v vmesnem delu mozZganov z metodama DNA-

mikromreZe in qPCR pri miSih SF-1 KO in GDX/WT smo ugotovili, da se vezani na
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kromosom Y (Uty, Eif2s3y, Ddx3y in Kdmb5d) izrazajo pri samcih obeh genotipov
neodvisno od prisotnosti spolnih Zlez in spolnih hormonov. Za izraZenost genov
vezanih na kromosom X v istem predelu moZganov, pa smo s qPCR potrdili samo
razlicno izraZenost Xista med spoloma in brez razlik med samicami SF-1 KO in

OVX/WT.

5.2 VPLIV DODAJANJA TESTOSTERONA V OBDOBJU OB ROJSTVU NA
OBNASANJE PRI MISIH BREZ GENA SF-1 IN GONADEKTOMIZIRANIH
MISIH DIVJEGA TIPA

V drugem delu raziskave smo proucevali vpliv dodajanja testosteron propionata
(TP) v obdobju pred rojstvom in tik po njem pri miSih brez SF-1 in miSih divjega
tipa (GDX/WT) seva C57/Bl6]. Testosteron propionat smo injicirali 13. in 16. dan
embrionalnega razvoja (E13,5 in E16,5) ter prvi, tretji in peti dan po rojstvu (PN 1,
3, 5). Pred rojstvom smo izbrali E13,5 in E16,5, ker so na E13,5 spolne Zleze Ze
diferencirane, saj ta del razvoja pri misih pote¢e med E10,5 in E12,5 (18, 19), E16,5
pa zato, ker se na E17 prvic¢ pojavi poviSano izloCanja testosterona, temu dvigu
testosterona pa takoj po rojstvu sledi $e en dvig (86, 87), zato $e aplikacije TP na 1.,
3. in 5. dan po rojstvu. V tem obdobju naj bi imel testosteron oziroma njegov
aromatiziran metabolit estradiol pri glodavcih klju¢no vlogo pri maskulinizaciji in
defeminizaciji moZganov in s tem tudi obna$anja (213). O vplivu perinatalnega
dodajanja eksogenega testosterona na spolno obnaSanje pri glodavcih je bilo v
preteklosti opravljenih Ze nekaj razli¢nih raziskav, med drugimi je najbolj znana na
morskih pra$i¢kih (14), potem pa so bile $e nekatere na podganah, ki so proucevale
vpliv testosterona prisotnega v obdobju ob rojstvu (118, 127, 129). Vendar pa $e
vedno ni znano, katera obdobja so najbolj pomembna za razvoj mozganov samcev
in zato miSi brez gena SF-1, ki nimajo endogenih spolnih hormonov, predstavljajo
odlicen model za proucevanje ¢asovnih tock, v katerih je nujno potrebna prisotnost
spolnih hormonov za pravilen razvoj mozganov v smer moskega ali Zenskega
fenotipa.

V naSem primeru smo proucevali vpliv eksogenega testosterona v obdobju ob
rojstvu preko Zenskega spolnega obnaSanja, kjer smo ugotavljali defeminizacijo v
obnaSanju, in agresivnega, kjer smo opazovali maskulinizacijo v obnaSanju. Testne

zivali so bile miSi samice in samci SF1-KO (oznake na slikah KO F in KO M) ter
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samice in samci GDX/WT (oznake na slikah WT F in WT M) v S$tirih razli¢nih
skupinah tretiranja (prikaz skupin v Tabeli 1 in prikaz skupnega Stevila Zivali v
posamezni skupini v Tabeli 3), tako v testu Zenskega spolnega obnasSanja kot tudi
agresivnega obnaSanja. Vsem miSim divjega tipa smo pred puberteto odstranili

spolne Zleze.
5.2.1 Zensko spolno obna3anje po dodajanju testosterona v obdobju ob rojstvu

V testu Zenskega spolnega obnaSanja smo opazovali spolno sprejemljivost
(lordozo, L) testnih zivali, ki smo jo ocenjevali po lestvici od ni€ do pet, ter nekatere
znacilnosti stimulusnih samcev, kot so poskusi naskoka, naskoki, potiski,
ejakulacija. Vse zivali smo testirali Sestkrat, analizirali smo teste od drugega do
Sestega in jih oznacili kot test od ena do pet.

Za normalno Zensko spolno obnasSanje pri samicah glodavcev je znacilno izraZanje
lordoze oziroma uslocenosti hrbta, za kar je potrebna prisotnost estrogenov in
progesterona. Pravimo, da je takrat samica spolno sprejemljiva in ob pristopu
samca dovoli naskok, uslo¢i hrbet, odmakne rep in privzdigne perineum. Po
odstranitvi jajcnikov miSi in podgane potrebujejo veckratno izpostavljenost
estrogenom in progesteronu, preden doseZejo visoko stopnjo spolne
sprejemljivosti (321, 322, 323), medtem ko samice nekaterih drugih vrst glodavcev
(morski praSicek, hrcek) Ze po eni sami aplikaciji estrogenov izrazajo Zensko
spolno obnaSanje (324). Zato smo v nasih poskusih vsako mi$ testirali $estkrat,
analizirali pa pet testov. Prvega smo izpustili iz analiz, da bi s prvo aplikacijo
hormonov dosegli boljSe izraZanje Zenskega spolnega obnasanja.

Po analizi naSih rezultatov se je pokazala kljucna statisticno znacCilna razlika v
koli¢niku lordoze (LQ), ki je najviSji pri samicah OVX/WT (WT F) skupine, ki ni
prejemala TP (oznacena kot kontrola, K-K) in je znacilno visji kot pri vseh ostalih
skupinah misi (Slika 7). Ta skupina samic, WT F K, naj bi predstavljala normalno
izraZeno Zensko spolno obnaSanje, feminizirano obliko obnaSanja, in to se je tudi
potrdilo. Ce jo primerjamo z ostalimi skupinami mi$i znotraj skupine, ki ni
prejemala TP, vidimo, da imajo vse tri skupine, tako samice SF-1 KO kot oba
genotipa samcev (SF-1 KO M in CAS/WT), znacilno nizji LQ v primerjavi s samicami
OVX/WT. Do podobne ugotovitve smo prisli v pred kratkim objavljeni raziskavi,

kjer smo proucevali Zensko spolno obnasSanje pri misih brez SF-1 in ugotovili, da so
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v

tudi razliko v LQ med spoloma tako med miSmi GDX/WT kot tudi med SF-1 KO
(325), kar pa v nasi raziskavi za SF-1 KO misi nismo ugotovili niti v kontrolni,
netretirani skupini. MiSi v obeh raziskavah so bile podvrZene enakim protokolom,
zato vemo, kaj bi lahko bil vzrok teh odstopanj. Razlika je bila samo v izvajalcih
oziroma opazovalcih poskusov.

Ena izmed razlik med samicami OVX/WT in SF-1 KO v naSih poskusih, ki bi lahko
vplivala na to, da samice SF-1 KO signifikantno slabSe izrazajo lordozo, je v tem, da
imajo samice OVX/WT do starosti 25 dni prisotne jajcnike, kar pa je v obdobju
embrionalnega razvoja in do pubertete. Znano je, da jajcniki Ze v obdobju pred
puberteto (med petim in sedmi dnevom po rojstvu) in v Casu adolescence pri misih
izloCajo progesteron in androstenedion, glede na aktivnost encima citokrom P450
aromataza v jajénikih pa domnevajo, da jajéniki izlo¢ajo tudi estrogene (326).
Menijo, da estradiol preko razlicnih mehanizmov pri samcih, po tem ko je
aromatiziran metabolit testosterona, povzroci maskulinizacijo in defeminizacijo,
pri samicah pa v nekoliko kasnejSem obdobju po rojstvu (a pred puberteto)
sodeluje pri feminizaciji (327) moZganov in posledi¢no tudi obna$anja. Pomen
prisotnosti estradiola pred puberteto in v adolescentnem obdobju potrjuje
raziskava na miSih, ki so brez gena za encim aromatazo (ArKO), kjer so ugotovili,
da samice ArKO slabSe izraZzajo lordozo, kljub dodajanju estradiola in progesterona
v odraslem Zivljenju, kot samice divjega tipa (221). V kasnej$i raziskavi so prav
tako na miSih ArKO to potrdili tako, da so samicam dodajali estrogene med 16. in
26. dnevom po rojstvu, s Cimer so dosegli boljSe izrazanje lordoze v odraslem
obdobju (primerljivo s samicami divjega tipa), medtem ko se po dodajanju
estrogenov med 6. in 16. dnem po rojstvu izrazanje lordoze ni izboljalo (328).
Prisotnost jajénikov do 25. dneva starosti bi tako lahko razlozila razliko med

samicami SF-1 KO in WT v izrazanju lordoze, ki smo jo ugotovili v naSi raziskavi.

Pri samcih glodavcev je znano, da maskuliniziran stranski pretin (LS), medialno
predopti¢no podrocje (MPOA) in dorzalno jedro rafe (angl. dorsal raphe nucleus,
DR) zavirajo izraZanje lordoze in hkrati uravnavajo mosko spolno obnaSanje,

agresivno in anksiozno obna$anje (329, 330, 331, 332, 333). Pri samcih SF-1 KO, ki
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niso prejemali testosteron propionata in so bili kljub temu v testu Zenskega
spolnega obnasSanja v obnaSanju bolj podobni samcem CAS/WT, pa je mozZno, da je
to posledica spremembe v strukturi VMH ali pa neposrednega delovanja genov na
spolnih kromosomih v moZganih. O tem poroca ve¢ $tudij (povzete v: (334, 335,
336)) in v neki meri tudi na$ prvi poskus v ugotavljanju izrazanja genov v
vmesnem delu mozganov, kjer smo ugotovili, da se geni, vezani na kromosom Y, pri
samcih SF-1 KO izraZajo podobno kot pri samcih CAS/WT in bi na ta nacin lahko

pripomogli k maskulinizaciji in defeminizaciji moZganov pri njih.

Za slabSo spolno sprejemljivost pri miSih SF-1 KO obeh spolov je verjetno
odgovorna tudi spremenjena struktura VMH, saj je VMH eden izmed kljucnih
urejevalcev izraZanja lordoze (239). V predhodni raziskavi na misih SF-1 KO smo
ugotovili tudi, da imajo miSi SF-1 KO v podroc¢ju VMH manj imunoreaktivnih celic,
ki izrazajo progesteronski receptor (PR) kot mi$i GDX/WT (325). O spremenjenem
poloZaju nekaterih celic in Zivénih vlaken v podrocju VMH pri misSih SF-1 KO je
porocalo Ze vec raziskav (337, 338, 339, 197). V dveh raziskavah so ugotovili tudi
razlike pri estrogenskem receptorju alfa (ERa) (339, 197), za katerega menijo, da
je potreben tudi za izraZanje progesteronskega receptorja. Z okvaro ali s popolnim
utiSanjem gena za ERa so ugotovili, da ima ERa pomembno vlogo pri Zenskem
spolnem obnaSanju, saj so Zivali z utiSanim ERa slabSe izrazale znacilno Zensko
spolno obna$anje kot pa Zzivali divjega tipa (324, 225), medtem ko pri misih z
okvarjenim genom za ERf takSnih sprememb v Zenskem spolnem obnasSanju niso
potrdili (230).

Nasi rezultati pri skupinah, ki so prejemale testosteron propionat (TP) v razlicnih
obdobjih, pred, po ter pred in po rojstvu, kazejo, da razlike v LQ med samicami
OVX/WT in ostalimi genotipi izginejo, kar kaZe na defeminizacijo pri samicah
OVX/WT. Med ostalimi genotipi pa vpliva tretiranja nismo zaznali. Pri analizi LQ
pri samicah OVX/WT (Slika 9) smo ugotovili, da je LQ v drugem, tretjem in Cetrtem
testu znacilno visji pri samicah, ki niso prejemale TP, kot pri vseh treh ostalih
tretiranih skupinah. V zadnjem testu pa je razlika prisotna samo Se med samicami
OVX/WT, ki niso prejemale TP (K-K), in tistimi, ki so ga prejemale samo po rojstvu
(TP-PN). Menimo, da te razlike v LQ kaZejo na defeminizacijo pri samicah OVX/WT,
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ki smo jo opazili po dodajanju TP pred rojstvom (TP-E) ter pred in po rojstvu (TP-
E&PN) pri proucevanju Zenskega spolnega obnasanja.

Pri analizi ostalih parametrov, tako v Stevilu naskokov in poskusov naskokov (Slika
10 in 11) kot tudi v latencah (rezultati niso prikazani), nismo ugotovili razlik med
testnimi skupinami, kar kaZe na to, da so bile testne Zivali po dodajanju estrogenov
in progesterona pribliZzno enako privla¢ne za izkuSene samce ne glede na genetski
spol. Da bi to natancneje potrdili, bi morali stimulusne samce preizkusiti Se v
vohalnem testu, kjer bi jih izpostavili vonju razlicno tretiranih Zivali po
posameznih genotipih.

Nasi rezultati pri proucevanju Zenskega spolnega obnasSanja tako kazejo, da imajo
spolni hormoni pomembno vlogo pri defeminizaciji Zenskega spolnega obnasanja,
saj z dodajanjem estrogenov in progesterona v odraslem obdobju niti pri samicah
divjega tipa, ki so prejemale TP v razlicnih obdobjih ob rojstvu, nismo dosegli
takSnega nivoja izraZanja lordoze kot pri samicah OVX/WT, ki niso prejemale TP v
nobenem obdobju. To kaze, kako pomemben je organizacijski (nepovraten) ucinek
testosterona v tem obdobju in da je ta organizacijski ucinek trajen ter ga

aktivacijski uc¢inek estrogenov v odraslem obdobju ne more spremeniti.
5.2.2 Agresivno obnasanje po dodajanju testosterona v obdobju ob rojstvu

Po koncanih testiranjih Zenskega spolnega obnaSanja smo zZivalim vstavili
podkoZne vsadke testosteron propinata (TP), saj je dodobra znano, da so spolni
hormoni, predvsem testosteron, potrebni za nastanek/pojav agresivnega
obnasanja. O tem so porocali Ze pred ve¢ kot 50-imi leti (14). V naSem poskusu smo
uporabili t.i. test rezident - vsiljivec za proucevanje agresivnosti med dvema
samcema (angl. intermale aggression), ki je spolno razlicno obnaSanje, znacilno za
samce. Zaradi izolacije testne miSi razvijejo teritorialno agresivno obnaSanje.
Testna miS je bila rezident, domaca v kletki (izolirana v akvarijski stekleni kletki),
za vsiljivca smo uporabili odraslega samca linije A/]. Vsaka miS je bila testirana
trikrat v treh zaporednih dneh.

Po analizi podatkov so se najvecje razlike pokazale v prvem testu (Slika 12), kjer so
zivali GDX/WT veckrat napadle in ugriznile kot misSi SF-1 KO, vendar samo v
primerjavi skupin, ki ob rojstvu niso prejemale eksogenega TP (K-K). Pri ostalih

skupinah, ki so bile izpostavljene TP z injiciranjem pred (TP-E), po ter pred in po
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rojstvu (TP-E&PN), se ta razlika ni pokazala. S ponovitvijo testov je razlika izginila
tudi pri netretirani skupini (Slika 13), kar lahko pripiSemo izkusnji iz prejSnjega
testa oziroma lahko delno pripiSemo aktivacijskemu ucinku testosterona iz
podkoZnih vsadkov. Lahko recemo, da se je iz testa v test agresivnost povecevala
(vsi rezultati niso prikazani).

Pri primerjavi c¢asa od zacetka poskusa do pojava prvega agresivnega dogodka
(latenca) so se pokazale razlike pri samicah OVX/WT ter pri misih SF-1 KO
(samicah in samcih), ki niso prejemale TP (K-K) in tistimi, ki so ga prejemale pred
rojstvom (TP-E), v primerjavi s tistimi, ki so ga prejemale po rojstvu ter pred in po
rojstvu (Slika 14). Pri samcih CAS/WT ta razlika ni prisotna, kar potrjuje Ze znano
dejstvo, da ima endogeni testosteron (oziroma njegov metabolit estradiol) med
razvojem pri samcih klju¢no vlogo pri maskulinizaciji mozganov in s tem tudi
obnasanja v odraslem obdobju, t.i. organizacijska vloga testosterona (88, 90, 340).
Pri samicah OVX/WT in miSih SF-1 KO (samicah in samcih) pa smo to vlogo
testosterona potrdili z dodajanjem TP po rojstvu ter pred in po rojstvu. V primeru,
ko so prejemale TP samo pred rojstvom, so bile latence podobne kot pri tistih, ki so
bile brez TP. Rezultati kaZejo, da je za pojav znacilnega agresivnega obnasanja med
samcema potrebna prisotnost testosterona Ze v obdobju ob rojstvu, da pa je bolj
pomembno obdobje po rojstvu kot pred njim. Druga razlaga, zakaj je bilo agresivno
obnaSanje manj izraZeno pri miSih, ki so prejemale TP samo pred rojstvom, pa je
morda tudi v ¢asu tretiranja, ker smo TP injicirali na E13,5 in E16,5, kar je nekoliko
testosteron injicirali pod koZo in v olju, zaradi cesar bi se moral resorbirati
poCasneje, menimo, da je ta razlaga manj verjetna in da je bolj verjetno, da je
obdobje po rojstvu bolj pomembno za razvoj agresivnega obnaSanja. Ti naSi
izsledki se ujemajo z nekaterimi predhodnimi raziskavami, ki so pokazale, da lahko
z dodajanjem testosterona tik po rojstvu pride tudi do agresivnega obnasanja pri
samicah v odraslem obdobju (341, 342). Samci misi brez gena za encim aromatazo
(ArKO), ki imajo zmanjSano agresivno obnaSanje, pa so se v odraslem obdobju
obnasali znacilno agresivno, Ce so dobivali eksogene estrogene kmalu po rojstvu
(343), in sicer na dan rojstva in potem $e vsak Cetrti dan do odstavitve ter 3. dan po

rojstvu in potem vsak Cetrti dan do odstavitve. Ko so z dodajanjem estrogenov



104 T. Spanié: Hormonsko odvisna in hormonsko neodvisna spolna diferenciacija moZganov
misi brez gena SF-1

zaceli Sele sedmi dan po rojstvu in nadaljevali vsak Cetrti dan, pa Zivali v odraslem

obdobju niso izrazale agresivnega obna$anja (343).

Nasi rezultati tako kaZejo, da je za maskulinizacijo agresivnega obnasSanja dovolj
kombinacija prisotnosti testosterona v zgodnjem obdobju po rojstvu
(organizacijski ucinek) in kot aktivator v odraslem obdobju, saj so bile samice WT

in miSi SF-1 KO po dodajanju TP primerljivo agresivne kot samci WT.

5.3 VPLIV TESTOSTERONA V OBDOBJU OB ROJSTVU NA IZRAZANJE
KALBINDINA IN ARGININ VAZOPRESINA V VMESNIH MOZGANIH PRI
MISIH BREZ GENA SF-1 IN MISIH DIVJEGA TIPA

Z metodo imunohistokemicnega barvanja smo proucevali izrazZenost beljakovine za
vezavo Ca?* (Kalbindin D-28K, kalbindin, Calb) in arginin vazopresina (AVP) v
vmesnih moZganih pri misih SF-1 KO in GDX/WT. Po zakljucku testov obnaSanja
smo za raziskavo uporabili Zivali iz vseh Stirih razlicno tretiranih skupin.

Vpliv dodajanja testosterona v obdobju ob rojstvu na maskulinizacijo in
defeminizacijo mozganov ter na Zensko spolno in agresivno obnasSanje v odraslem
obdobju smo ugotavljali s proucevanjem izraZanje kalbindina (Calb) in arginin
vazopresina (AVP) v vmesnem delu mozganov. Osredotocili smo se na predele od
predopti¢nega podrocja do konca hipotalamusa, saj se v tem delu nahajajo glavni
centri za urejanje endokrinih procesov pri sesalcih. Do zdaj je bilo v tem delu
moZzganov opisanih najve¢ morfoloSkih razlik med spoloma in ta podrocja
vsebujejo najve¢ nevronov, ki izrazajo receptorje za steroidne hormone, preko
katerih le-ti vplivajo kot najpomembnejsi dejavnik pri razvoju in delovanju
vmesnih moZganov (344, 345, 346). Za izrazenost beljakovine Calb v nevronih in
AVP v stranskem pretinu (LS) je glede na predhodne raziskave potrebna prisotnost
testosterona (4), zato so bile vse zivali, pri katerih smo ugotavljali izraZenost teh

beljakovin, pred Zrtvovanjem na Se aktivnih testosteronskih vsadkih.
5.3.1 lzrazenost beljakovine kalbindin (Calb) v vmesnih moZganih

Prisotnost imunoreaktivnih celic za beljakovino kalbindin (Calb) smo primerjali na
rezinah 0,10 mm kavdalno od bregme (Bregma -0,10) (291), kjer se nahaja
medialno predopticno podrocje (MPOA).
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Sprva se kalbindin ni uporabljal za dokazovanje spolno razlicnih podrocij v
moZzganih, vendar je kasneje kar nekaj Studij uporabilo oznacevanje s kalbindinom
za proucevanje spolno dimorfnih podrocij v moZganih pri podganah in s tem
potrdilo prisotnost spolno dimorfnega jedra v predopticnem podrocju (SDN-POA)
(347, 348, 349, 350, 351). Temu so sledile tudi raziskave pri misih, ki so z uporabo
oznacevanja s kalbindinom ugotovile, da imajo samci v podro¢ju medialnega POA
(MPOA) vecje Stevilo Calb imuonoreaktivnih celic kot samice, kar kaze na podobno
spolno dimorfno jedro kot pri podganah (352, 290, 171) s pomembno razliko, da
lahko pri podganah (in vecini drugih Zivalskih vrst) to jedro vidimo Ze z navadnim
histoloSkim barvanjem (npr. po Nisslu), pri miSih pa le z obarvanjem celic, ki

vsebujejo kalbindin.

V naSem poskusu smo primerjali izraZanje kalbindina (Calb) med samci CAS/WT,
samicami OVX/WT, samci in samicam SF-1 KO v vseh Stirih skupinah, ki smo jim
dodajali testosteron propionat pred rojstvom (TP-E), po rojstvu (TP-PN), pred in
po rojstvu (TP-E&PN), ali pa jim testosteron propionata nismo dodajali (K-K)
(Slika 15 in 16). Pricakovano smo pri skupini, ki ni prejemala testosteron
propionata, ugotovili prisotnost SDN-POA samo v skupini samcev CAS/WT, ki so
bili normalno izpostavljeni testosteronu med razvojem, do pubertete, zaradi
prisotnosti mod, ne pa pri ostalih treh skupinah (samice OVX/WT, samci in samice
SF-1 KO). Rezultati kazejo, da je pri samcih CAS/WT v vseh §tirih skupinah (ne
glede na tretiranje) izraZzeno SDN-POA (obkroZeno pri samcu WT brez dodatnega
TP - Slika 15). Ce to podrog¢je primerjamo z ostalimi genotipi in razli¢no
tretiranimi skupinami, ugotovimo, da se podobno podrocje pojavi pri samicah WT
ter pri obeh spolih SF-1 KO miSi samo v primeru, ko smo jih po rojstvu in v
kombinaciji pred in po rojstvu tretirali s TP. V primeru, ko so bile miSi brez
dodanega TP ali ko so ga prejemale samo pred rojstvom, se pri samicah OVX/WT
ter pri samcih in samicah SF-1 KO to jedro ne oblikuje. NaSi rezultati tako kaZejo,
da je za nastanek SDN-POA pri miSih pomembna prisotnost testosterona v
zgodnjem postnatalnem obdobju, ne pa samo pred rojstvom, kar se ujema z
rezultati Orikase in Sakume (353), ki sta z izrazanjem kalbindina dokazala
pomembnost prisotnosti testosterona po rojstvu pri samicah WT dveh razli¢nih

sevov miSi (C57BL/6] in ddN). O vlogi SDN-POA ne vemo Se zelo veliko. Raziskave
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na podganah so pokazale, da samci s poSkodovanim SDN-POA slabSe izrazajo
kopulatorno obnas$anje, ki je znac¢ilnost moskega spolnega obnasanja (354, 139).
Ob tretiranju z zaviralci aromataze pa je SDN-POA pri podganjih samcih izginilo in
tudi mosko spolno obnasanje je bilo spremenjeno (355). Nasi rezultati so pokazali
tudi, da je samo prisotnost testosterona v zgodnjem obdobju po rojstvu dovolj za
normalno oblikovanje jedra SDN-POA, ter da na spolne razlike v oblikovanju jedra
ne vplivajo spolni kromosomi, saj se je jedro ob izpostavljenosti testosteronu po

rojstvu podobno izoblikovalo pri vseh Stirih genotipih misi.
5.3.2 lzrazenost beljakovine arginin vazopresin (AVP) v vmesnih moZganih

Razlika v Stevilu vlaken, ki izraZzajo AVP v stranskem pretinu (LS), je ena najbolj
opisanih in proutevanih spolnih razlik v moZganih sesalcev (157). Vecje Stevilo
vlaken, ki izraZajo AVP, najdemo pri samcih, vendar je ta izraZenost odvisna od
aktivacijskega ucinka testosterona. Telesa nevronov, ki oZivCujejo LS, se nahajajo v
BNST in v amigdali (157). Pri podganah so ugotovili, da je $tevilo nevronov, ki
izrazajo AVP v BNST, spolno dimorfno in da je za maskulinizacijo tega sistema
odgovoren testosteron v zgodnjem obdobju po rojstvu (356).

Za primerjanje izrazenosti AVP pri naSih Zivalih smo izbrali rezine 0,14 mm
rostralno (291) od bregme (Bregma 0,14), kjer je LS (Slika 17 in 18). Primerjali
smo imunoreaktivna vlakna, ki izrazajo AVP, med samci CAS/WT, samci in
samicam SF-1 KO ter samicami OVX/WT v vseh Stirih skupinabh, in sicer tisti, ki ni
prejemala eksogenega TP (K-K), tisti, ki ga je prejemala samo pred rojstvom (TP-
E), tisti, ki ga je prejemala po rojstvu (TP-PN), ter tisti, ki je TP prejela tako pred
kot tudi po rojstvu (TP-E&PN).

Vecdja izrazenost AVP v LS pri samcih je delno odvisna tudi od prisotnosti samih
spolnih kromosomov (100), kar so dokazali z uporabo ti. modela “four core
genotype”, kjer so imele samice XYSry - (prisotna oba razlicna spolna kromosoma,
kromosom X in Y, vendar brez gena Sry) viSjo izrazenost AVP kot samice XX.

Predhodna Studija, kjer so ugotavljali razlike pri izraZenosti AVP pri miSih SF-1 KO
in GDX/WT, ni pokazala razlik med samci in samicami SF-1 KO, saj po dodajanju

testosterona v odraslem obdobju ni bilo opaznih razlik med spoloma tako pri misih
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GDX/WT kot pri misih SF-1 KO (357). To se lahko razloZi s tem, da mi$i niso
dobivale dodatnega testosterona v obdobju ob rojstvu, tudi pred Zrtvovanjem pa so
bile v tej raziskavi izpostavljene testosteronu krajsi ¢as kot pa v naSi raziskavi.

Nasi rezultati potrjujejo, da je za izraZanje AVP v LS nujno potrebna prisotnost
testosterona. Pri samcih CAS/WT je izraZenost AVP podobna v vseh skupinah ne
glede na dodajanje TP, medtem ko slike kaZejo, da je pri samicah OVX/WT ve¢ AVP
imunopozitivnih vlaken v primeru, ko so prejemale TP po rojstvu ter pred in po
rojstvu. Podoben vzorec se kaZe tudi pri zivalih SF-1 KO, s tem da so pri samcih in
samicah SF-1 KO AVP imunopozitivna vlakna prisotna tudi v skupinah, ki niso bile
izpostavljene eksogenemu TP in ko so ga prejemale samo pred rojstvom. S
primerjavo vseh Stirih genotipov, ki so prejemali TP po rojstvu ter pred in po
rojstvu, med skupinami ni vidnih vecjih razlik. Podobno kot pri izraZanju
kalbindina rezultati kaZejo, da je pomembnejSe delovanje testosterona v zgodnjem

obdobju po rojstvu kot pred rojstvom.

Naj na tem mestu povzamem, kaj kaZejo rezultati obeh naSih raziskav
predstavljenih v tej disertaciji. V prvem delu smo dokazali, da se geni, vezani na
kromosom Y (Uty, Eif2s3y, Ddx3y in Kdm5d), izraZajo neodvisno od prisotnosti
spolnih hormonov, saj so tudi pri misSih SF-1 KO izraZeni razlicno med spoloma, kar
pa je isto kot pri miSih WT. Za gene, vezane na kromosom X, smo pri odraslih misih
potrdili, da je Xist tisti, ki je razlicno izrazen med spoloma, vendar brez razlik med
samicami SF-1 KO in WT.

Pri proucevanju Zenskega spolnega in agresivnega obnasanja po razlicnih obdobjih
dodajanja testosteron propionata (TP) lahko na podlagi rezultatov opazovanj
zaklju¢imo, da smo s tretiranji s TP dosegli defeminizacijo in maskulinizacijo v
obnaSanju, ki pa je bila bolj izrazita ob dodajanju testosterona po rojstvu, kar kaze
na to, da je zgodnje obdobje po rojstvu bolj pomembno za pravilen razvoj
zmoznosti izraZanja teh obnaSanj, kot obdobje pred rojstvom. Podobno vlogo
testosterona po rojstvu kaze tudi oblika jedra SDN-POA, ki ga oblikujejo celice, ki
izrazajo kalbindin (Calb) in izraZanje arginin vazopresina (AVP) v vmesnem delu
moZzganov pri SF-1 KO in WT miSih, saj smo le v primeru dodajanja testosterona po
rojstvu dosegli maskulinizacijo mozganov. V primeru izraZanja kalbindina smo

tako pri miSih, ki so prejemale testosteron po rojstvu ugotovili v medialnem



108 T. Spanié: Hormonsko odvisna in hormonsko neodvisna spolna diferenciacija moZganov
misi brez gena SF-1

predopticnem podrocju (MPOA) jedro, ki je pri podganah oznaceno kot spolno
dimorfno (SDN), pri miSih, ki so testosteron prejemale samo pred rojstvom, pa do
oblikovanja tega jedra ni prislo. Pricakovano pa je bilo to jedro prisotno pri samcih
CAS/WT v vseh skupinah, ne glede na tretiranje s testosteronom. Tako lahko
reCemo, da je testosteron v perinatalnem obdobju odgovoren za organizacijo tega
podrodja, ki se oblikuje kot posledica delovanja testosterona oziroma njegovega
aromatiziranega metabolita estradiola v perinatalnem obdobju. Za izraZanje
imunoreaktivnih vlaken, ki izraZajo AVP v stranskem pretinu, bi lahko rekli, da
velja podobno, vendar so vlakna prisotna v vseh skupinah in genotipih zaradi

aktivacijskega ucinka testosterona v odraslem obdobju.
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6 Zakljucki

Nasi rezultati kaZejo, da se nekateri geni, ki so vezani na kromosom Y (Uty, Eif2s3y,
Ddx3y in Kdm5d) in na kromosom X (Xist), izraZajo v moZganih neodvisno od
prisotnosti spolnih hormonov, kar potrjuje naSo prvo hipotezo. Omenjeni geni so
razlicno izraZeni med spoloma tako pri miSih SF-1 KO kot pri miSih GDX/WT. S tem

poskusom smo potrdili vlogo genov pri spolni diferenciaciji v mozZganih.

Z dodajanjem testosteron propionata (TP) v obdobju ob rojstvu smo dosegli
defeminizacijo in maskulinizacijo v obnaSanju, kar potrjujejo rezultati iz
proucevanja Zenskega spolnega in agresivnega obnaSanja. Rezultati kaZejo, da je

obdobije tik po rojstvu pomembnejse kot obdobje pred rojstvom.

Podobno kot pri prouCevanju obnaSanja smo tudi pri izraZanju beljakovine
kalbindin (Calb) ugotovili, da je za maskulinizacijo miSjih mozganov pomembnejSe
obdobije tik po rojstvu, saj se je v medialnem preopti¢nem podrocju t.i. jedro SDN-
POA izrazilo pri samicah OVX/WT in miSih SF1-KO samo po dodajanju testosterona
po rojstvu ali v obeh obdobjih. Pri samcih OVX/WT pa je prisotno ne glede na
dodajanje eksogenega TP. Do podobnih ugotovitev smo prisli tudi pri proucevanju
izrazanja beljakovine arginin vazopresin (AVP), s to razliko, da so imunopozitivna
vlakna prisotna pri vseh genotipih, saj je to posledica aktivacijskega ucinka

testosterona.
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7 Povzetek

Pri sesalcih poznamo fenotipsko dva razli¢na spola, in sicer Zenskega in moskega,
ki sta genetsko dolocena Ze ob zdruzitvi spolnih celic ob prisotnosti kromosomov X
in Y. Pri moskih osebkih (XY), kjer je prisoten kromosom Y in s tem gen Sry, pride
do razvoja mod, ki Ze v Casu fetalnega razvoja izlocajo testosteron in AMH, ki sta Ze
v zgodnjem razvoju odgovorna za razvoje moskega fenotipa. Testosteron se v
moZzganih glodavcev aromatizira v estradiol. Estradiol vzpodbudi razvoj
nevroendokrinega sistema in posledi¢no tudi obnasSanja znacilnega za moski spol
(pravimo da ju maskulinizira) in zavre razvoj nevroendokrinega sistema in
obnaSanja, ki sta znacilna za Zenski spol, tj. ju defeminizira. Pri XX, torej Zenskih
osebkih, Sry ni prisoten in gre razvoj spolnih organov v Zenske spolne organe: v
jajénike, jajcevode in maternico iz Miillerjevih vodov. Jaj¢niki v fetalnem obdobju
ne izloCajo spolnih hormonov. Zato je dolgo Casa veljalo prepricanje, da se Zenski
fenotip moZganov razvije brez vpliva spolnih hormonov, kar pa ne velja
popolnoma, saj je kar nekaj raziskav dokazalo, da jajcniki kmalu po rojstvu, v
obdobju pred puberteto, izlo¢ajo estrogene.

Pri sekundarni spolni diferenciaciji sodelujejo razlicni genetski mehanizmi, ki
delujejo tudi neodvisno od hormonov, vendar je o teh vplivih veliko manj znanega,

saj je zelo tezko izkljuciti vpliv spolnih Zlez med razvojem.

V naSih raziskavah smo uporabili miSi brez gena za prepisovalni dejavnik
steroidogeni faktor 1 (SF-1 KO), ki so zaradi odsotnosti SF-1 brez spolnih in
nadledvi¢nih Zlez Ze od zgodnjega embrionalnega razvoja in posledi¢no niso
izpostavljeni spolnim hormonom. MiSi SF-1 KO fenotipsko, ne glede na genetski
spol, izgledajo kot samice. Zaradi tako zgodnjega propada zametkov spolnih Zlez
moZzgani miSi SF-1 KO niso nikoli izpostavljeni lastnim spolnim hormonom in tako
predstavljajo dober model za proucevanje loCenega vpliva hormonov in genov tako
na strukturo kot tudi na delovanje mozganov, posameznih jeder v mozganih ter na
obnaSanje. Poleg vpliva na razvoj spolnih in nadledvi¢nih Zlez pa ima SF-1
pomembno vlogo tudi pri razvoju ventromedialnega jedra v hipotalamusu (VMH),
zato imajo miSi SF-1 KO spremenjeno strukturo tega jedra in predstavljajo dober

model tudi za proucevanje vlog in delovanja VMH.
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Namen naSih raziskav je bil ugotoviti ali se geni v mozganih izraZajo neodvisno od
prisotnosti spolnih Zlez in posledi¢no hormonov, ki jih le-te izlocajo. In ali lahko z
dodajanjem eksogenega testosterona v obdobju pred, po, pred in po rojstvu

doseZemo maskulinizacijo in defeminizacijo mozganov pri misih SF-1 KO.

Rezultati v raziskavi izrazanja genov z metodama na DNA-mikromrezah in qPCR
kazejo, da se nekateri geni, ki so vezani na kromosom Y (Uty, Eif2s3y, Ddx3y in
Kdmb5d) in na kromosom X (Xist), izraZajo v moZganih neodvisno od prisotnosti
spolnih steroidnih hormonov, ki jih izlo¢ajo spolne Zleze. Ti geni so bili razlicno
izraZeni med spoloma tako pri misSih SF-1 KO kot pri miSih GDX/WT, niso pa bili

razlicno izraZeni med genotipoma SF-1 KO in WT.

Z dodajanjem spolnih hormonov, natancneje testosteron propionata (TP), pred in
po rojstvu, smo Zeleli pri miSih brez gena SF-1 in pri samicah OVX/WT doseci v
moZzganih fenotip, ki bo podoben samcem CAS/WT, torej smo Zeleli povzrociti
maskulinizacijo in defeminizacijo pri obnaSanju in tudi v moZganih teh misi. Tako
smo v raziskavi z dodajanjem TP v obdobju ob rojstvu pri proucevanju Zenskega
spolnega obnaSanja ugotovili da samo samice divjega tipa (OVX/WT) brez
tretiranja izrazajo visok koli¢nik lordoze (LQ) in da se je le-ta po tretiranju s TP
znacilno znizal ne glede na obdobje tretiranja. To kaZe na vpliv testosterona na
defeminizacijo v obnasSanju pri samicah OVX/WT. Pri ostalih genotipih, tudi pri
samicah SF-1 KO, je bil LQ statisticno slabSe izraZen kot pri samicah OVX/WT.
Nismo pa ugotovili razlik med spoloma znotraj misi SF-1 KO. Pri analizi podatkov
za agresivno obnaSanje smo ugotovili, da so miSi GDX/WT, ki niso prejemale TP,
bolj agresivne (imele so vecje skupno Stevilo ugrizov in napadov) od misi SF-1 KO
brez dodanega testosterona. Dodajanje testosterona po rojstvu je povecalo
agresivno obnasSanje tako pri samicah OVX/WT kot pri samcih in samicah SF-1 KO,
kar kaZe, da je obdobje po rojstvu pomembnejSe za maskulinizacijo obnaSanja
samcev pod vplivom testosterona kot obdobje pred rojstvom. Pri samcih CAS/WT
nismo ugotovili znacilnih razlik glede na tretiranje s TP.

Pri izraZanju beljakovine kalbindin (Calb) v medialnem predopticnem podrocju

(MPOA) smo ugotovili, da so pri samcih CAS/WT prisotne celice, ki so oblikovane v
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jedro podobno spolno dimorfnemu jedru pri podganah (SDN-POA), ne glede na
dodajanje TP. Pri ostalih genotipih pa smo opazili oblikovanje tega jedra le ob
dodajanju testosterona po rojstvu ter pred in po rojstvu, kar kazZe, podobno kot pri
agresivnem obnaSanju, na pomembnejSo vlogo TP na maskulinizacijo v zgodnjem
obdobju po rojstvu kot pred rojstvom. Pri izraZanju beljakovine AVP v stranskem
pretinu (LS) pa smo ugotovili prisotnost imunopozitivnih vlaken pri vseh
genotipih, saj je za to izraZanje potreben aktivacijski ucinek testosterona pred
proucevanjem oziroma Zrtvovanjem misi. Kljub temu pa se kaZe, da je pri samcih
CAS/WT vecdja izrazenost v primeru brez TP in pri tretiranju pred rojstvom v

primerjavi z ostalimi genotipi.

S proucevanjem miSi SF-1 KO smo tako pokazali, da se nekateri geni izrazajo v
moZzganih ne glede na prisotnost spolnih hormonov, ki jih izlo¢ajo spolne Zleze, ter
da je za maskulinizacijo in defeminizacijo moZganov in obnaSanja pomembnejSe

zgodnje obdobje po rojstvu kot pa obdobje pred rojstvom.
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8 Summary

In mammals there are two phenotypically distinct sexes, female (XX) and male
(XY), which are determined at the time of fertilisation, when two sex cells merge.
In males with the Y chromosome, Sry gene from Y chromosome is responsible for
undifferentiated gonads to develop as testes, which start to secrete, testosterone
and AMH early during development and these two hormones are responsible for
development of male phenotype. In the brain, at least in rodents, testosterone is
aromatised into estradiol. Estradiol then induces the neuroendocrine system and
consequently behaviour to develop towards the male phenotype (masculinisation)
and inhibits development into the female phenotype (defeminisation). In females,
where Sry gene is not present, fetal genital ridges develop into female gonads,
namely ovaries and other parts of the female reproductive system (oviducts,
uterus and upper part of vagina) develop from Miillerian ducts. During fetal
development, ovaries do not excrete steroid hormones. Until recently, it was
thought that female brain phenotype develops without the influence of sex
hormones, but some very recent studies suggest that low prepubertal secretion of
estrogens exists.

In addition to hormones, genes from sex chromosomes might differentially
regulate development of male and female cells also in the brain, although the role

of sex chromosomes in brain sexual differentiation is still largely not understood.

In our studies, mice without transcription factor steroidogenic factor 1 (SF-1 KO)
were used. Due to the absence of SF-1, these mice are born without adrenal glands
and gonads, and are consequently not exposed to endogenous sex steroid
hormones during development. Therefore, regardless of the genetic sex, male and
female SF-1 KO mice appear phenotypically females. SF-1 KO mice are never
exposed to endogenous sex steroids due to early regression of developing gonads
and that is why they provide an excellent model for studying independent
influence of sex steroid hormones and genes on sexual differentiation of the brain
and individual nuclei of the brain, on brain structure and function, and on
behaviour. However, besides its role in the development of adrenal glands and

gonads, SF-1 has an important role in the development of the ventromedial
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nucleus of the hypothalamus (VMH). SF-1 KO mice have an impaired structure of

the VMH and are therefore also a good model for studying function of the VMH.

The purpose of our study was to determine if there are sex differences in brain
gene expression regardless on the presence of gonads, and if it is possible to induce
complete masculinisation and defeminisation of the brain by administration of
exogenous testosterone to the SF-1 KO mice during prenatal, postnatal or pre- and

postnatal development.

Experiments using genomic DNA microarrays and qPCR revealed that some Y-
linked genes (Uty, Eif2s3y, Ddx3y in Kdm5d) and one X-linked gene (Xist) are
expressed in the adult brain in sex dependent manner independently of the
presence of gonads, as they are differentially expressed also between SF-1 KO

males and females, the same as in GDX/WT mice.

With administration of exogenous testosterone propionate (TP) before and after
birth, we wanted to induce masculinisation and defeminisation of the brain similar
to WT males also in SF-1 KO mice and OVX/WT females. In tests of female sexual
behaviour, OVX/WT females without added TP expressed the highest lordosis
quotient (LQ), which was significantly decreased in mice receiving neonatal TP
treatment. In all other genotypes, including SF-1 KO females, LQ was significantly
lower in comparison to untreated OVX/WT females regardless of neonatal
testosterone treatment, and there were no differences between SF-1 KO males and
females observed. Analyses of aggressive behaviour revealed that GDX/WT mice
without TP treatment had much higher total number of attacks and bites in
comparison to SF-1 KO mice. Administration of TP after birth, but not before birth
only, increased aggressiveness in OVX/WT females and in male and female SF-1 KO
mice, suggesting that postnatal period is more important in masculinisation of

aggressive behaviour than the prenatal period.

Cells expressing calbindin (Calb) protein in the medial preoptic area (MPOA) in
CAS/WT males are forming a nucleus similar to sexual dimorphic nucleus in the rat

brain (SDN-POA), and this was, as expected, not influenced by neonatal
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testosterone treatment in CAS/WT males. In other groups/genotypes, this nucleus
was present only after treatment with TP during postnatal and during pre- and
postnatal period, what is similar to the results from the behavioural study and
again suggests that postnatal treatment has more important influence on
masculinisation of the brain than prenatal testosterone treatment.

Expressions of arginine vasopressin (AVP) in the fibres of LS require activational
effect of testosterone in adulthood. Although in the present study all mice were
treated with testosterone before sacrifice, there were still apparent differences
between genotypes with CAS/WT males having more immuno-positive AVP fibres

in comparison to all other groups.

In conclusion, results of our studies reveal that some genes are expressed in
sexually dimorphic manner even in complete absence of gonads in SF-1 KO mice.
Furthermore, behavioural studies and studies of calbindin immunoexpression
suggest that postnatal exposure to testosterone is crucial and more important for
complete masculinisation and defeminisation than prenatal exposure to

testosterone.
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