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ERe ...
ERp ...
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5-HT ...
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LH L
L. L
MeA .
mi§ ArKO ...
mi§ ARKO ...
mis§ CNS SF-1KO ...

mi§ EReKO ...

mi§ ERepKO ...

kortikotropin; adrenocorticotropic hormone

prirojena hiperplazija nadledvi¢nih zlez; adrenal
hyperplasia congenita

androgenski receptor

anteroventralni del periventrikularnega jedra; nucleus
periventricularis ventralis; anteroventral
periventricular nucleus

nevrotrofiéni dejavnik mozganov; brain derived
neurotrophic factor

spodnje jedro konc¢ne strije; nucleus stria terminalis;
bed nucleus of stria terminalis

DSS-AHC kritiéno podroc¢je na kromosomu X; DSS-
AHC critical region on the X chromosome

dorzomedialno  jedro  hipotalamusa;  nucleus
dorsomedialis hypothalami; dorsomedial
hypothalamic nucleus

deoksiribonukleinska kislina

sprememba spola odvisna od koncentracije; dosage
sensitive sex reversal

estrogenski receptor o
estrogenski receptor 3

folikel stimulirajo¢i hormon; follicle stimulating
hormone

spros¢ajoc¢i hormon gonadotropinov; gonadotrophin
releasing factor
5-hidroksitriptamin; serotonin

intersticialno jedro sprednjega hipotalamusa; nuclei
interstitiales hypothalami anteriores; intersticial
nucleus of anterior hypothalamus

luteinizirajo¢i hormon; luteinising hormone

koli¢nik lordoze; lordosis quotient

medialno jedro amigdale; medial amygdaloid nucleus
mi$ brez gena za encim aromatazo (Ar knockout)

mis brez gena za androgenski receptor (AR knockout)

misi brez gena za SF-1 v centralnem Zivénem sistemu;
central nervous system (CNS) specific SF-1 knockout

mi§ brez gena za estrogenski receptor «
(ER a knockout)

mi§ brez gena za estrogenski receptor a in f3
(ER ap knockout)
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preopticus medialis; medial preoptic area
fosfatni pufer z NaCl; phosphate buffered saline

verizna reakcija s polimerazo; polymerase chain
reaction

predopti¢éno podrocje; preoptic area; MPOA —
medialno predopti¢no podro¢je; medial preoptic area
progestinski receptor

spolno dimorfno jedro v predopticnem podrocju;
sexually dimorphic nucleus of the preoptic area
SRY-sorodna beljakovina s homeo-zaporedjem; SRY-
related HMG box

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

receptor za arginin vazopresin

ventromedialno  jedro  hipotalamusa;  nucleus
ventromedialis hypothalami; ventromedial nucleus of
hypothalamus

vomeronazalni organ

¢lan druzine wingless mesta vkljucitve MMTYV,;
wingless type MMTV integration site family
member 4

prepisovalni dejavnik wilmsovega tumorja 1; wilms
tumor 1

nucleus
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GENETSKO POGOJENE RAZLIKE MED OBNASANJEM SAMCEV IN
SAMIC PRI MISIH BREZ GENA ZA STEROIDOGENI FAKTOR 1

IzvleCek

Kljuéne besede: genetika, vedenjska; nevroendokrinologija; genitalije — embriologija;
spolne znacilnosti — genetika; spolno vedenje zivali — fiziologija; dolo¢anje spola; gensko

izrazanje; misi z odstranjenim genom; steroidogeni faktor 1

Proces spolne diferenciacije omogoca spolno razli¢en razvoj nevroendokrinega sistema,
kar je osnova za razli¢no obnaSanje pri zenskem in moSkem spolu. Ta proces uravnavajo
predvsem hormonalni dejavniki in poleg njih tudi genetski dejavniki, o katerih je veliko
manj znanega. Steroidogeni faktor 1 (SF-1) je nujno potreben pri razvoju spolnih Zlez,
nadledvi¢nih Zlez in ventromedialnega hipotalamusa (VMH). Misi brez gena za SF-1 (SF-
1KO) se rodijo brez spolnih zlez. Kljub temu da so vse misi SF-1KO fenotipsko samice,
imajo Se vedno prisotne spolne kromosome XX ali XY in so zato lahko genetsko zenskega
ali moSkega spola. Zaradi zgodnjega propada zametkov spolnih Zlez se te misi razvijajo v
odsotnosti spolnih hormonov in predstavljajo edinstven model za proucevanje genetskih
vplivov, neodvisno od spolnih hormonov, na spolno razli¢en razvoj obnaSanja. V nasi
raziskavi smo uporabili misi, ki so se razlikovale glede na prisotnost razlicnih spolnih
kromosomov (XX, XY) in glede na prisotnost ali odsotnost spolnih hormonov med
fetalnim razvojem: samce SF-1KO (XY, brez spolnih hormonov), samice SF-1KO (XX,
brez spolnih hormonov), samce divjega tipa (XY, prisotnost testosterona), samice divjega
tipa (XX, brez spolnih hormonov). Samce in samice misi SF-1KO in misi divjega tipa
(WT), s predhodno odstranjenimi spolnimi Zlezami, smo opazovali v razli¢nih poskusih
obnaSanja, v treh razli¢nih hormonskih stanjih (brez dodanih spolnih hormonov, po
dodanem testosteronu in po dodanem estradiol benzoatu in progesteronu). ObnaSanje
podobno tesnobi smo proucevali v dvignjenem labirintu, vohalno obnasSanje v poskusu
vohalnega prepoznavanja in labirintu Y, socialno obnaSanje v poskusu socialnega
prepoznavanja, mosko in zensko spolno obnaSanje s stimulusnimi samicami in samci,
starSevsko obnaSanje pa smo vzpodbudili z mladi¢i. Zanimalo nas je tudi, ali nedelujoci
SF-1 oziroma spremenjena struktura VMH vpliva na te vzorce obnasanja pri miSih SF-
1KO. V odsotnosti spolnih hormonov se je pri vecini vzorcev obnaSanja pokazal vpliv
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genotipa. Misi SF-1KO so izrazale spremenjeno socialno obnasanje, povecano agresivnost
in tesnobo ter zmanjSano starSevsko obnaSanje v primerjavi z divjim tipom. Po dodanem
testosteronu samci SF-1KO, podobno kot samci WT, niso prepoznavali vonja samice in so
slabse izrazali agresivno obnaSanje kot samice obeh genotipov. Predvidevamo, da sta
odstranitev mod pred puberteto pri samcih WT in pomanjkanje spolnih hormonov v
obdobju pred rojstvom pri samcih SF-1KO vplivala na slabse izrazanje teh vzorcev.
Samice obeh genotipov so po dodanem testosteronu za razliko od samcev izrazale
privlacnost do vonja samic, agresivno obnaSanje in del moskega spolnega obnaSanja. To
dokazuje, da ti vzorci pri samicah niso demaskulinizirani in niso odvisni od izpostavitve
testosteronu med fetalnim obdobjem. Po dodanima estradiol benzoatu in progesteronu smo
ugotovili razlike med spoloma, ki so pokazale boljSe izrazanje Zenskega spolnega
obnaSanja pri samicah v primerjavi s samci obeh genotipov, pri ¢emer so samice WT
najbolje izrazale te vzorce obnasSanja. Predpostavljamo, da smo dobili razlike med
samicami WT in miSmi SF-1KO zaradi vpliva spremenjenega VMH, razlike med spoloma
pa so verjetno posledica delovanja genetskih dejavnikov skupaj s spolnimi hormoni.
Podobne razlike med spoloma smo dobili tudi pri starSevskem obnaSanju, kjer so v
odsotnosti spolnih hormonov samice nekatere vzorce obnasanja bolje izrazale od samcev
obeh genotipov. V nasi raziskavi nismo dobili razlik med samci in samicami SF-1KO, ki bi
dokazovale, da genetski dejavniki delujejo neodvisno od spolnih hormonov. Kljub vsemu
menimo, da nekatere razlike med spoloma (starSevsko in zensko spolno obnaSanje) to
nakazujejo. Misi SF-1KO so se izkazale kot zelo kompleksen model za proucevanje
obnasanja, vendar je zaenkrat to edini model, pri katerem je mozno proucevati procese

spolne diferenciacije neodvisno od spolnih hormonov.
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GENE DEPENDENT DIFFERENCES IN BEHAVIOR BETWEEN MALE
AND FEMALE STEROIDOGENIC FACTOR 1 KNOCKOUT MICE

Abstract

Keywords: genetic, behavioral; neuroendocrinology; genitalia — embriology; sex
characteristics — genetics; sexual behavior, animal — physiology; sex determination; gene
exspression; mice, knockout; steroidogenic factor 1

During the process of sexual differentiation differences in behavior of male and female
develop. Sexual differentiation is mainly regulated by hormonal factors, although less
known sex chromosome effects have also been implicated in this process. Steroidogenic
factor 1 (SF-1) is essential for gonadal, adrenal and hypothalamic development. Namely,
steroidogenic factor 1 knockout mice (SF-1KO) are born without gonads. Although all SF-
1KO mice are phenotypically females, they still possess either XX or XY sex chromosome
complement which determines their genetic sex. In SF-1KO mice gonads disappear early
during gonadal differentiation. Therefore, these mice develop in the absence of sex
hormones, providing a unique model to study hormone-independent sexual differentiation.
Altered structure of the ventromedial hypothalamus also provides an opportunity to use
SF-1KO mice in studies of VMH-dependent behaviors.

In our studies we tested SF-1KO and control mice of both sexes for different types of
behaviors in three different hormonal conditions. In the absence of sex hormones,
differences in behaviors were mostly observed as VMH-dependent. Steroidogenic factor 1
knockout mice showed differences in social behavior, increased aggression and increased
anxiety-like behavior. Results with testosterone treated mice revealed that some typical
male behaviors are most likely regulated by hormonal and genetic factors both prenatally
and during puberty. Wild type and SF-1 KO males failed to show olfactory preference for
females and expressed lower aggression than females of both genotypes. We predict that
castration of control males before puberty and absence of gonadal hormones prenatally in
SF-1KO males caused poorer expression of these behaviors. Besides that, our study
showed that many of typical male behaviors (male sex behavior, aggression and olfactory
preference) are not demasculinized in females and could be expressed in adult females

after appropriate hormone treatment. In parental behavior in hormonally naive mice and in
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sexual behavior following treatment with estradiol benzoate and progesterone, sex
differences were found that had been likely caused by chromosomal factors together with
sex hormones. Behaviors such as nest building, crouching and female sex behavior
(lordosis) are likely regulated also by genetic/chromosomal factors in females and
suppressed by hormonal and genetic factors in males. In conclusion, our study showed that
sex differences in behavior are influenced by both hormonal and genetic/sex chromosome
factors. Since sex differences were not observed in SF-1KO mice we can not conclude that
genetic factors influence sexual differentiation independent of gonadal hormones as it was
predicted in the hypotheses. However, SF-1KO mice are a very complex model for
studying behavior and so far also the only one, where we can study the processes of sexual

differentiation independent of sex hormones.
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1 Uvod

Razlike med spoloma so predmet vsakodnevnih pogovorov, polemik in pogosto tudi tema
znanstvenih raziskav. Pri Stevilnih zivalskih vrstah in Cloveku lahko Ze na prvi pogled
lo¢imo oba spola. Tako se na primer moski spol lo¢i od Zenskega po velikosti in obliki
perja, porascenost, prisotnost razvitih mlecnih zlez in nenazadnje tudi po obnaSanju.
Razlikam, ki dolocajo Zenski ali moski fenotip, pravimo tudi sekundarni spolni znaki. Za
razliko od spolnih organov za druge notranje organe tezko recemo, ali pripadajo zenskemu
ali moskemu spolu oziroma je to nemogoce. To velja tudi za mozgane. Med vsemi organi
SO najverjetneje prav mozgani tisti, katerih razlike med spoloma so ena najzanimivejsih in
hkrati najobcutljivej$ih tem. Tu so spolne razlike ali dimorfizmi prisotni na skoraj vseh
ravneh zgradbe in delovanja. Pri nekaterih lastnostih pa vseeno ni jasne meje med spoloma
in se velikokrat med seboj prekrivajo. Lastnostim, ki so delno izrazene pri obeh spolih,

pravimo alomorfizmi.

Razlike med spoloma nastanejo med procesom, ki ga imenujemo spolna diferenciacija. Pri
sesalcih imajo moski organizmi spolna kromosoma XY in Zzenski XX. Spolna
diferenciacija se pricne kmalu po oploditvi. Par spolnih kromosomov doloca ali se bo
oplojena jaj¢na celica razvila v plod moskega ali Zenskega spola. Pod vplivom gena Sry
(angl. sex determining region on Y chromosome), ki lezi na kromosomu Y, se v plodu
moskega spola razvijejo moda. Ce gen Sry ni prisoten ali ne deluje pravilno, se v plodu
razvijejo jajéniki. Ko so moske ali zenske spolne Zleze razvite, je primarna spolna
diferenciacija organizma koné¢ana. Od tu naprej se razvoj nadaljuje pod vplivom spolnih
hormonov. Ta proces imenujemo tudi sekundarna spolna diferenciacija in poleg razvoja

sekundarnih spolnih znakov vkljuéuje tudi spolno razli¢en razvoj zivénega sistema (1).

Razlike v zgradbi so prisotne na ravni celotnih mozganov in hrbtenjae ter se izraZajo
glede na posamezna podrocja kot razlike v prostornini, Stevilu celic in polozaju strukturnih
elementov v teh podrocjih ali pa se izrazajo na ravni celice kot razlike v velikosti celicnega
telesa, jedra, jedrca, razlike v Stevilu in vrsti sinapti¢nih povezav, morfologiji celi¢nih
podaljskov ter izraZanju razli¢nih bioloSkih molekul (2, 3, 4). Na tem mestu se v
nevroznanosti pojavi vpraSanje, kako povezati razlike v zgradbi z razlikami v delovanju.

Razlike v zgradbi so lahko vzrok, niso pa pogoj, za razlike v delovanju. Delovanje je lahko
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razli¢no, kljub temu da razlik v zgradbi ni, in obratno, razlike v zgradbi so, medtem ko jih
v delovanju ni (5). Razlike v delovanju mozganov tudi povzrocijo razlike v njihovi
zgradbi, saj so mozgani plasticni in Zivéne povezave med delovanjem vedno znova
nastajajo in izginjajo. Nekateri celo menijo, da razlike v zgradbi preprecujejo razlike v
delovanju—obnasanju, ki bi lahko nastale zaradi nekaterih sprememb fizioloskih
parametrov. Tako na primer predvidevajo, da samci monogamnih vrst rovk ne bi mogli
skrbeti za zarod tako kot samice, ¢e ne bi bilo ustreznih razlik v mozganih, saj je njihov

hormonalni status drugacen kot pri samicah (6).

Razlike v delovanju se kazejo na razlicnih ravneh zivénega sistema, na ravni celotnega
organizma pa jih lahko opazujemo kot razlike v obnasanju. Drugo vpraSanje, na katero si
zeli odgovoriti nevroznanost, je, kdaj in kako te razlike nastanejo. Kot smo Ze omenili, se s
procesom sekundarne spolne diferenciacije, pod vplivom spolnih hormonov, za¢ne tudi
spolno razli¢en razvoj zivénega sistema in s tem tudi obnasanja. Barthold je bil eden prvih,
ki je zacel raziskovati vpliv spolnih hormonov na obnasanje. Leta 1849 je ugotovil, da se
petelini po odstranitvi mod prenehajo znacilno oglasati in ne kazejo agresivnega obnasanja.
Ce jim je moda ponovno vsadil, se je njihovo znacilno obnasanje povrnilo (7). Veé kot sto
let kasneje so Young in njegovi sodelavci hipotezo o vplivu spolnih hormonov na
obnasanje prenesli na obdobje fetalnega razvoja. Predpostavljali so, da so spolni hormoni v
tem obdobju klju¢nega pomena za razvoj moskih in zenskih vzorcev obnasanja. Ugotovili
so, da dodajanje testosterona v Casu fetalnega razvoja povzro¢i maskulinizacijo (razvoj
nevroendokrinega sistema in izraZanje oblik obnaSanja, ki so znacilne za moski spol) in
zavre proces feminizacije (razvoj nevroendokrinega sistema in izrazanje oblik obnasanja,
ki so znacilne za Zenski spol). Predpostavili so tudi, da spolni hormoni vplivajo na razvoj
ZivEnega sistema preko organizacijskih in aktivacijskih ucinkov. Organizacijski ucinki
povzrocijo trajne spremembe v zivénem sistemu predvsem v zgodnjih obdobjih razvoja in
predstavljajo osnovo za spolno razlicno obnaSanje. Aktivacijski ucinki pa so prisotni
predvsem v odraslem obdobju in predstavljajo prehodne spremembe, ki nastanejo ob
vsakokratnem izlo¢anju hormonov (8). MacLusky in Naftolin (9) sta hipotezi o razlicnih
uc¢inkih dodala Se hipotezo o aromatizaciji testosterona. Ta je natancneje razloZzila vlogo
testosterona pri spolni diferenciaciji zivénega sistema. Predpostavila sta, da testosteron, ki
se izlo¢a iz plodov moskega spola, prehaja v mozgane in se tam aromatizira v estradiol.
Tako je pri glodavcih estradiol glavni hormon, ki povzro¢i maskulinizacijo in

defeminizacijo zivénega sistema pri samcih. Pri plodovih Zzenskega spola testosterona ni,
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zato predpostavljajo, da se razvijajo v odsotnosti spolnih hormonov. Ta hipoteza je danes
splos$no sprejeta, ¢eprav Se vedno ni tocno znano, ali tudi pri organizmih Zenskega spola
potece aktiven proces feminizacije in/ali demaskulinizacije. Nekatere raziskave kazejo na
to, da bi bili lahko za popolno feminizacijo potrebni spolni hormoni. Predpostavljajo, da bi
se lahko proces aktivne feminizacije, vsaj pri misih, odvijal pod vplivom estradiola v

obdobju med rojstvom in puberteto (10).

Celoten proces spolne diferenciacije pa ne poteka samo pod vplivom spolnih hormonov,
ampak nanj lahko neposredno vplivajo tudi spolno razli¢ni genetski dejavniki. V zadnjih
desetih letih se povecuje Stevilo raziskav, ki potrjujejo neposredni vpliv genetskih
dejavnikov na mozgane in obnasanje (11). Ugotovili so, da se pojavijo razlike med
spoloma v izrazenosti genov v moZzganih ze pred razvojem spolnih zlez, neodvisno od
spolnih hormonov (12). Pri uc¢enju navad (13), socialnem (14) in starSevskem obnasanju
(15) in pri poteku imunskih bolezni (16) so odkrili spolne razlike, ki bi lahko nastale prav
zaradi neposrednega delovanja razli¢nih genov. Predpostavljajo, da so to geni, ki lezijo na
razli¢nih spolnih kromosomih (11). Misi brez gena za steroidogeni faktor 1 (SF-1) se
rodijo brez spolnih zlez. Zaradi zgodnjega propada zametkov spolnih Zlez te misi nikoli
niso izpostavljene spolnim hormonom. Kljub temu da so vse miSi brez gena za SF-1
fenotipsko samice, imajo Se vedno spolna kromosoma XX ali XY in so zato lahko
genetsko zenskega ali moskega spola. Zaradi nedelujoCega gena za SF-1 imajo
spremenjeno tudi strukturo ventromedialnega jedra hipotalamusa (VMH) (17). To jedro
moZganov ima pomembno vlogo pri uravnavanju vzorcev obnasanja, kot so: fizi¢na
aktivnost, prehranjevanje, socialno, agresivno in Zensko spolno obnasanje (18). Zaradi
vseh teh lastnosti (odsotnost spolnih zlez in spremenjenega VMH) so misi brez gena za SF-
1 edinstven model za proucevanje hormonsko neodvisne spolne diferenciacije in za

proucevanje vloge VMH v obnaSanju.

1.1 Namen dela in hipoteze

Namen naSega dela je bil ugotoviti, ali vplivajo genetski dejavniki, neodvisno od spolnih

hormonov, na razvoj razli¢nih vzorcev obnasanja.

V nasi raziskavi smo uporabili misi brez gena za SF-1 (angl. knockout, SF-1KO), ki zaradi
odsotnosti spolnih zlez niso izpostavljene spolnim hormonom in s tem procesu spolne

diferenciacije. Za kontrolne zivali smo uporabili divji tip (angl. wild type, WT) misi, z
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normalno prisotnim genom za SF-1 in normalno razvitimi spolnimi Zlezami, ki so bile
izpostavljene procesu spolne diferenciacije (organizacijski ucinki spolnih hormonov).
Spolne zleze smo jim odstranili pred zaCetkom pubertete in s tem prekinili vpliv spolnih
hormonov v drugem kriticnem obdobju spolne diferenciacije (aktivacijski u¢inki spolonih
hormonov). Vse miSi smo opazovali za razlicne vzorce obnasSanja, v treh razlicnih
hormonskih stanjih: brez dodanih spolnih hormonov, po dodanem testosteronu ter po

dodajanju estrogenih hormonov in progesterona.

S tem smo zeleli odgovoriti na naslednja vprasanja:
o Ali so razlike v obnasanju nastale Ze v obdobju pred rojstvom, neodvisno ali
odvisno od spolnih hormonov?
o Ali z dodajanjem razlicnih spolnih hormonov v odraslem obdobju lahko vplivamo
na te razlike?
o Ali pa razlik v obnasanju ni in nastanejo Sele po dodajanju spolnih hormonov v

odraslem obdobju?

V nasi raziskavi smo postavili naslednje hipoteze:
o V primeru da nedelujoci gen za SF-1 vpliva na obnasanje, se bodo misi SF-1KO
obnasale drugace kot misi WT. Predvidevamo, da bi te razlike lahko nastale zaradi

spremenjenega ventromedialnega jedra hipotalamusa pri misih SF-1KO.

e V primeru da vplivajo spolni hormoni v fetalnem obdobju na obnasanje, bodo
razlike med spoloma prisotne samo pri misih WT, misi SF-KO pa se bodo obnasale

podobno, kot samice WT.

e V primeru da genetski dejavniki vplivajo na obnasanje neodvisno od spolnih
hormonov, bodo razlike med spoloma prisotne pri misih WT in pri misih SF-1KO.
Samci SF-1KO se bodo obnasali podobno kot samci WT in samice SF-1KO se bodo

obnasale podobno kot samice WT.
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2 Pregled literature

2.1 Primarna spolna diferenciacija in razvoj spolnih Zlez

Pri sesalcih se pri¢ne spolna diferenciacija kmalu po oploditvi. Med oploditvijo se zrela
jajéna celica, ki nosi kromosom X, zdruzi s semencico, ki nosi kromosom X ali Y. V
oplojeni jajéni celici sta tako lahko prisotna spolna kromosoma XY, ki dolocata moski
spol, ali spolna kromosoma XX, ki dolo¢ata Zenski spol zarodka. Ceprav je spol zarodka
dolo¢en kmalu po oploditvi, se razvoj spolnih Zlez pri¢ne kasneje med organogenezo.
Spolne 7Zleze se zalnejo razvijati iz zametkov spolnih Zlez, katerih celice so
nediferencirane oziroma bipotentne. To pomeni, da se lahko razvijejo v dva razli¢na
organa, modo ali jajénik. Razvoj spolnih Zlez se za¢ne na ventralnem delu primitivne
ledvice (mezonefrosa) kot par spolnih grebenov. Celice epitelija spolnega grebena se
zacnejo razmnozevati in vedno bolj segajo v rahlo vezivno tkivo nad spolnim grebenom.
Tam oblikujejo primitivne spolne niti, ki bodo obdajale zarodne oziroma bodoce spolne
celice. Do oblikovanja primitivnih spolnih niti so spolne Zleze pri obeh spolih enako
oblikovane. Takrat sta v rahlem vezivnem tkivu vidna tudi wolffov in miillerjev vod, iz

katerih se bodo razvili ostali deli spolnega aparata (1).

2.1.1 Razvoj moskih spolnih Zlez

Kriticno obdobje diferenciacije spolnih zlez, ki doloca, ali se bodo razvila moda ali
jajéniki, je pri misih med 10,5 in 12,5 starosti zarodka (19, 20) in pri ¢loveku med 41. in
44. dnevom starosti zarodka (21). Takrat se pri zarodku moskega spola za¢ne v celicah
spolnega grebena izrazati gen Sry (angl. sex determining region on Y chromosome),
odloc¢ilen gen, ki dolo¢a zacetek razvoja mod. Pod vplivom gena Sry se v spolnem grebenu
diferencirajo sertolijeve celice, ki obkrozajo zarodne celice. Sertolijeve celice zacnejo
izlo¢ati antimillerjev hormon, ki povzro¢i pri plodu moskega spola propad miillerjevega
voda, ohrani pa se wolffov vod. Spolne niti se dalj$ajo in potujejo vedno globlje v vezivno
tkivo. Tam se med sabo spojijo in tvorijo mrezo mod, rete testis. Ko se podaljSujejo se
vedno bolj oddaljujejo od epitelija in se na koncu tudi od njega oddvojijo. Iz povrSinskega
epitelija se izoblikuje ovojnica mod, tunica albuginea. Razvoj mod se nadaljuje med
puberteto. Takrat se niti razvijajo naprej v semenske kanalcke, v katerih za¢nejo dozorevati

semencice. Semenski kanal¢ki so povezani s semenovodom, ki je naprej povezan z
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wolffovim vodom. Za ohranitev wolffovega voda je potreben testosteron, ki ga izlo¢ajo
leydigove celice. Te se razvijejo takoj po pojavu sertolijevih celic. V plodu moskega spola

se iz wolffovega voda razvijejo del nadmodka, semenovod in semenski meSicki (1).

2.1.2 Razvoj Zenskih spolnih Zlez

V nasprotju z zarodki moskega spola pa pri zarodkih Zenskega spola primitivne spolne niti,
ki so se na zacetku razvile, propadejo. Takoj se za¢nejo razvijati nove spolne niti, ki ne
potujejo globoko v vezivno tkivo, ampak ostanejo blizu bodoce skorje in se zato imenujejo
spolne niti skorje. Spolne niti skorje se oblikujejo v otoCke. Vsak otocek obdaja po eno
zarodno celico. Celice spolnih niti, ki obdajajo zarodno celico, se diferencirajo v celice
granuloze. Celice mezenhimskega veziva, ki obdajajo spolne niti, pa se diferencirajo v
celice teke. Celice granuloze in teke tvorijo folikel, v katerem bodo zorele jajéne celice. Pri
plodovih Zenskega spola miillerjevi vodi ostanejo in se naprej razvijejo v jajcevoda in

maternico (1)

2.2 Genetsko uravnavanje razvoja spolnih Zlez

Spolna diferenciacija je natan¢no uravnavan in zapleten proces. Uporaba metod za
proucevanje delovanja genov ter primerjava genotipov in fenotipov z razlicnimi motnjami
v spolni diferenciaciji je omogocila natan¢no odkrivanje tega procesa. Nemoteno izrazanje
gena Sry je nujno potrebno za zacetek razvoja mod, vendar Se ni zadosten pogoj, da se

bodo moda tudi dokonéno razvila. Za to so potrebni $e Stevilni drugi dejavniki (1).

Nekateri geni, kot so gen wilmsovega tumorja 1 (angl. wilms tumour suppressor gene 1,
W1tl) in gen za steroidogeni faktor 1 (angl. steroidogenic factor 1, SF-1) so potrebni ze
pred spolno diferenciacijo, za nastanek spolnega grebena pri obeh spolih (22, 23).
Beljakovina Wtl, poleg proteina Gata4 (angl. Gata binding protein 4) verjetno vpliva
neposredno tudi na izrazanje gena Sry (24). Najverjetneje gre za dve kljuéni tocki
uravnavanja. Na zacetku SF-1, Gata4 in krajSa oblika Wt1(Wt1-KTS), uravnavajo zacetek
prepisovanja gena Sry, v nadaljevanju pa druga oblika Wtl (Wt1+KTS) uravnava pravo

koncentracijo produkta gena Sry (25).

Tudi gen Sox9 (angl. SRY-related HMG box) je nujno potreben za razvoj mod. Majhne
kolicine Sox9 se zac¢nejo izrazati ze v zacetni fazi razvoja spolnih zlez, pri obeh spolih. To

zacetno fazo uravnava SF-1, ki spodbuja izrazanje Sox9. Kasneje se SF-1 pridruzi Se Sry in

21



Grgurevic N.: Genetsko pogojene razlike med obnasanjem samcev in samic pri misih brez gena za

steroidogeni faktor 1

skupaj pri moskih zarodkih povecata izrazanje Sox9. V zadnji fazi, po spolni determinaciji,
ostane izrazanje Sox9 na doloceni ravni. Ta faza je pod vplivom samouravnavanja preko

produkta gena Sox9 (26).

Na povecanje izrazanja Sox9 vplivajo Se nekateri drugi geni, kot sta gen Dax (angl.
dosage-sensitive sex reversal-adrenal hypoplasia congenita (AHC) critical region on gene 1
of the X chromosome) in gen Wnt4 (angl. wingless- type MMTYV integration site family,
member 4) (27, 28, 29). Produkta DAX1 in WNT4 sta bila na zacetku opisana kot
dejavnika, ki zavirata razvoj mod, saj so ob prevelikem izrazanju porocali o motenem
razvoju mod in o spremembi moskega fenotipa proti Zenskemu. Pri moskih z nepopolno
razvitimi spolnimi Zlezami in Zenskim fenotipom, vendar brez sprememb gena Sry, so
odkrili delno podvojitev krajse roke kromosoma X (30), ki so ga poimenovali DSS (angl.
dosage-sensitive sex reversal). Kandidatni gen znotraj podro¢ja DSS so poimenovali Dax
1. Tudi preveliko izrazanje gena Wnt4 povzro¢i moten razvoj mod, vendar ne povzroci
popolne spremembe moskega spola v Zenskega (31, 32). Prav tako kot prekomerno
izrazanje tudi neaktivnost obeh genov, Daxl in Wnt4, pomeni moten razvoj moskega
spola. Nicelne mutacije povzroéijo spremembo moskega spola v zenskega. To se zgodi
zaradi premajhnega izrazanja Sox9, kljub temu da izrazanje Sry ostane nespremenjeno (27,
28, 29). Zanimivo je, da samice (XX) z mutiranim genom Dax1 niso prizadete, medtem ko
se pri samcih (XY) zaradi neaktivnosti Daxl razvijejo jajéniki, ki nimajo sposobnosti

nastanka rumenega telesa (33).

Pri razvoju Zenskega spola naj bi imel glavno vlogo R-spondinl, ki stabilizira protein [
katenin. Gen Sry se mora pri moskem spolu izrazati ob pravem casu in v dovolj visoki
koncentraciji, da skupaj z ostalimi dejavniki zavre delovanje  katenina (34). O¢itno je, da
je kar nekaj dejavnikov, ki uravnavajo te procese, prisotnih v bodocih spolnih Zlezah pri
obeh spolih. Med razvojem spolnih Zlez mora zato priti do usklajenega spodbujanja ene
poti in do istoCasnega zaviranja druge poti razvoja. Gre za kvalitativen in kvantitativen
proces, pri katerem igrajo odlocilno vlogo intenzivnost izrazanja razlicnih genov, koli¢ina
produkta in ¢asovna usklajenost pojavljanja produktov na razlicnih mestih razvijajoce se

spolne Zleze (35).
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2.3 Sekundarna spolna diferenciacija Zivénega sistema

Primarna spolna diferenciacija je koncana, ko se iz zasnove za spolne Zleze razvijejo moda
ali jajéniki. Od tu naprej se razvoj organizma nadaljuje pod vplivom spolnih hormonov,
izlo€enih iz spolnih zlez. Ta proces imenujemo tudi sekundarna spolna diferenciacija, med
katero se razvijejo sekundarni spolni znaki, ki dolocajo moski ali Zenski fenotip organizma.
Glavna hormona sekundarne spolne diferenciacije sta antimiillerjev hormon in testosteron.
Oba usmerjata razvoj sekundarnih spolnih znakov v moski fenotip (1). Proces sekundarne
spolne diferenciacije vkljuéuje tudi spolno razli¢en razvoj Zivénega sistema. Ze Young in
sod. (8) so predpostavljali, da se pod vplivom spolnih hormonov, poleg spolnih organov,
tudi Ziveéni sistem pri Zenskem spolu razvija drugace kot pri moSkem spolu. Hormoni iz
spolnih Zlez vplivajo na Ziv¢ni sistem v Casu razvoja in kasneje v odraslem obdobju
organizma. Vplivi se kazejo na vseh ravneh zgradbe in delovanja zivénega sistema. Tako
se lahko spolne razlike kazejo znotraj posameznega podrocja mozganov ali hrbtenjace v
prostornini, $tevilu celic in polozaju strukturnih elementov, ali pa se spolne razlike kazejo
v lastnostih samih celic, kot so na primer: velikost celi¢nega telesa, jedra, jedrca, razlike v
Stevilu in vrsti sinapti¢nih povezav, morfologija celi¢nih podaljskov ter izrazanju razli¢nih
bioloskih molekul (3, 4). Glede na vrsto sprememb, ki jih hormoni povzrocijo, delimo
njihove u¢inke na organizacijske in aktivacijske ucinke. Hipotezo o organizacijskih in
aktivacijskih ucinkih so s poskusom na morskih prasic¢kih potrdili Phoenix in sod. (8).
Brejim samicam morskih prasickov so dodajali testosteron propionat v dveh razli¢nih
koncentracijah. Pri vi$jih odmerkih so opazili, da so imeli mladi¢i Zenskega spola zunanje
spolne organe podobne mladicem moskega spola (povecane labia vulvae in clitoris). Pri
mladic¢ih, ki so bili izpostavljeni nizjim odmerkom testosteron propionata, pa tega niso
opazili. Vse mladi¢e moskega in zenskega spola so v odraslem obdobju opazovali v dveh
poskusih. V prvem poskusu so jim dodali estrogene hormone in progesteron ter jih
opazovali za zensko spolno obnaSanje, v drugem poskusu pa so jih po dodanih androgenih
hormonih opazovali Se za mosko spolno obnaSanje. Vse samice, ne glede na zunanje
spolne znake (zunanji spolni organi), so imele zmanjSano sposobnost Zenskega spolnega
obnasanja (lordoze) in povecano sposobnost moskega spolnega obnasSanja. Pri samcih
podobnih sprememb niso odkrili. Predvidevali so, da so bili androgeni hormoni v
zgodnjem obdobju razvoja klju¢nega pomena pri organizaciji Ziv€nega sistema. V tem

poskusu je to pomenilo, da je testosteron propionat v fetalnem obdobju povzrocil
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maskulinizacijo in defeminizacijo zivénega sistema in obnasanja samic (8). Naslednji velik
korak pri odkrivanju mehanizma spolne diferenciacije Zivénega sistema je bila postavitev
hipoteze o aromatizaciji testosterona v mozganih (9). Pri plodovih moskega spola za¢nejo
moda izlocati testosteron ze v cCasu fetalnega zivljenja. Pri miSih doseze izloCanje
testosterona dva vrha. Prvi se zgodi priblizno 17. dan brejosti in drugi takoj po rojstvu (36,
37). Testosteron, ki se izlo¢a iz mod, prehaja preko krvi v mozgane plodu. MacLusky in
Naftolin (9) sta predpostavila, da se testosteron v mozganih pod vplivom encima
aromataze spremeni v estradiol. Po aromatizaciji je torej estradiol, in ne testosteron, glavni
hormon, ki vpliva na spolno diferenciacijo Ziv€nega sistema. Pri samcih tako estradiol
vzpodbudi razvoj nevroendokrinega sistema in obnaSanja, ki je znacilen za moski spol
(maskulinizira) in zavre razvoj nevroendokrinega sistema in obnaSanja, ki je znalilen za
zenski spol (defeminizira). Poleg estradiola, ki nastaja z aromatizacijo testosterona v
mozganih, so v krvnem obtoku plodu prisotni tudi estrogeni hormoni, izlo¢eni preko
matere in posteljice. Glede na njuno hipotezo, bi lahko ti estrogeni hormoni maskulinizirali
plodove Zenskega spola. Jetra plodov izlocajo a-feto protein, ki mo¢no veze estrogene
hormone. Dokazano je bilo, da prav a-feto protein zasciti plodove Zenskega spola pred
maskulinizacijskim u¢inkom estrogenov matere in posteljice. Ker a-feto protein slabo veze
testosteron, ta lahko normalno maskulinizira plodove moskega spola (9, 38). Steroidni
hormoni, ki bi lahko vplivali na razvoj plodov, pa lahko izvirajo $e iz drugih virov.
Nastajajo v nadledvi¢ni Zlezi (39), v centralnem zivénem sistemu (40, 41) ali pridejo v telo
od sosednjih plodov (42) ali preko hrane in vode (fitoestrogeni ali kemic¢ne snovi, ki
posnemajo hormone) (43, 44).

2.3.1 Spolno razli¢na podroc¢ja v hrbtenjaci

Spolni dimorfizem Ziv¢énega sistema je zelo dobro raziskan pri glodavcih. Podrocja, ki se
razlikujejo pri samcih in samicah lezijo tako v hrbtenjaci kot tudi v mozganih. V ledvenem
delu hrbtenjace leZijo motori¢ni Zivci, ki oZiv€ujejo miSice, pritrjene na penis. Samci
podgane imajo vsaj trikrat toliko ZivEnih celic v ¢ebulno-brecilnih motori¢nih jedrih kot
samice. Te zivéne celice so pri samicah polovico manj$e kot pri samcih (45). Na spolne
razlike v teh jedrih vpliva v glavnem testosteron. Pri samcih, ki so zaradi spontane
mutacije v genu za androgenski receptor neobcutljivi na testosteron (testikularna
feminizacija samcev, Tfm; angl. testicular feminization mutation), so ta jedra manjsa in

bolj podobna jedrom samic (46, 47). Poleg testosterona verjetno vplivajo na razvoj
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motori¢nih jeder tudi estrogeni hormoni. Ce so samicam podgane v obdobju po rojstvu
dodali estradiol, ni priSlo do povecanja jeder z motori¢nimi zZivei, medtem ko je v fetalnem
obdobju estradiol imel ta ucinek in jedra z motoricnimi Zivci maskuliniziral. Jedra so se Se

bolj povecala, ¢e so samicam poleg estradiola dodali $e testosteron (48).

2.3.2 Spolno razli¢na podro¢ja v mozganih

Predopti¢no podrocje je verjetno eno najbolj raziskanih spolno dimorfnih podroc¢ij v
ventralnem delu mozganov. Medialni del predopti¢nega podro¢ja (angl. Medial preoptic
area, MPOA) ima pomembno vlogo pri uravnavanju razmnozevanja. Pri samcih uravnava
kopulatorno obnaSanje (49, 50), pri samicah pa materinsko obnaSanje in lordozo ter
sodeluje pri izloCanju gonadotropinov (51, 52). Znotraj podro¢ja MPOA je podrocje gosto
naseljenih in temno obarvanih celic, ki se zelo razlikuje med spoloma in so ga pri
podganah poimenovali spolno dimorfno jedro predoptiénega podro¢ja (SDN-POA; angl.
sexually dimorphic nucleus of the POA). Pri samcih podgane je SDN-POA dva in pol do
petkrat vecji kot pri samicah (53). To podro¢je oziroma temu ustrezna jedra so bila opisana
kot spolno dimorfna pri Stevilnih vrstah vkljuéno s ¢lovekom (3, 54, 55). Pri ¢loveku so to
jedro poimenovali intersticialno jedro sprednjega hipotalamusa (angl. interstitial nucleus of
anterior hypothalamus 1; INAH 1) in pripada skupini intersticialnih jeder 2, 3 in 4 v
predopti¢nem podrocju (INAH 2, 3, 4). Jedro INAH 1 naj bi bilo vecje in naj bi vsebovalo
ve¢ celic pri moskih kot pri zenskah (55, 56). Zanimivo je, da v tem podrocju z
obarvanjem po Nisslu niso ugotovili spolnih razlik pri misih (57). Z drugimi tehnikami, kot
je barvanje celic, ki izrazajo androgenski receptor in kalbindin, so vseeno uspeli tudi pri
misih doloc¢iti mejo, kjer naj bi leZzalo podobno spolno dimorfno jedro kot pri podganah
(58). Mehanizem nastanka razlik med spoloma v SDN-POA je dober primer
organizacijskega ucinka aromatiziranega testosterona. Dodajanje testosterona samicam v
zgodnjem obdobju razvoja je maskuliniziralo to podrocje, vendar so imeli estrogeni
hormoni $e ve¢ji ucinek kot sam testosteron (53, 59, 60). Pri samcih poskodbe SDN-POA
niso povzrocile ve¢jih motenj v kopulatornem obnasanju (61, 62). Pri samicah je unienje
MPOA zavrlo materinsko obnasanje, medtem ko poskodbe manjsega SDN-POA niso

povzrocile vecjih sprememb v materinskem obnasanju (63).

Tudi v hipotalamusu so spolno dimorfna podro¢ja. Eno izmed teh je ventromedialni del

hipotalamusa (VMH), ki je pomemben pri uravnavanju razmnoZevanja, predvsem
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materinskega obnasanja in lordoze (51). Sprva so bile v VMH ugotovljene spolne razlike v
velikosti jeder zivénih celic. Pri samicah podgane so imele celice vecja jedra kot pri
samcih. Nasprotno pa je celotna prostornina VMH pri samcih vec¢ja kot pri samicah.
Odstranitev mod prvi dan po rojstvu povzroci feminizacijo tega podro¢ja in taks$ni samci
po dodanih estrogenih hormonih in progesteronu pogosteje kazejo lordozo (64). V
ventrolateralnem delu VMH tvorijo celice pri samcih vec¢ sinaps kot pri samicah. Fenotip je
odvisen od izpostavljenosti hormonom med fetalnim razvojem. V dorzomedialnem delu
VMH podobnih razlik niso nasli (65).

Pri misih je bilo narejenih veliko raziskav, s katerimi so skusali razloziti spolne razlike v
izrazenosti arginin vazopresina v stranskem pretinu. Stranski pretin je sestavni del mreze
Zivénega sistema, ki sodeluje pri socialnem obnasanju (66). Gostota aksonov, ki vsebujejo
arginin vazopresin je veliko veéja pri samcih kot pri samicah, kar naj bi bilo pogojeno s

spolnimi hormoni (67) kot tudi s prisotnostjo spolnih kromosomov XX ali XY (68).

Spolno dimorfna podro¢ja niso vedno veéja pri samcih kot pri samicah. Anteroventralni
del periventrikularnega jedra (AVPV) sestavlja manjSa skupina celic, ki se nahaja na
zacetku razsiritve tretje mozganske kletke v predopti¢énem podrocju. To podrocje uravnava
ovulatorni ciklus in je pri samicah vecje kot pri samcih (69). Spolne razlike so pogojene z
izpostavljenostjo testosteronu v razvoju. Dodajanje testosterona pri samicah zmanj$a
Stevilo celic, medtem ko odstranitev mod pri samcih poveca Stevilo celic. Pri samicah ima
to jedro tudi ve¢ celic, ki izraZajo encim tirozinsko hidroksilazo, ki je pomemben pri

proizvodnji dopamina (70). Nasprotno je pri samcih vec celic, ki izrazajo enkefalin (69).

Vohalni sitem je pri glodavcih izrednega pomena za izrazanje Stevilnih oblik obnasanja. Po
zgradbi in delovanju se deli na glavni in pomoZni vohalni sistem. Glavni vohalni sistem
leZi v nosni votlini, medtem ko pomoZzni vohalni sistem predstavlja vomeronazalni organ
(VNO). Spolne razlike so nasli v samem vohalnem sistemu kot tudi v podro¢jih Zivénega
sistema, s katerimi se povezuje. V vomeronazalnem organu imajo samci podgane vec
bipolarnih celic kot samice. Te bipolarne celice imajo pri samicah ve¢ja jedra kot pri
samcih (71). Bipolarne celice VNO se povezujejo s pomoznim vohalnim beti¢em, cigar
celotna prostornina in Stevilo celic je pri samcih podgane vecje kot pri samicah (72).
Vohalni sistem se povezuje z velikim Stevilom spolno dimorfnih podrocij zivEénega

sistema. Cutilne celice iz glavnega in pomoZnega vohalnega sistema posiljajo sporo¢ila v
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vohalne betice, ki se naprej povezujejo z amigdalo, spodnjim jedrom konc¢ne strije, POA,

AVPV in VMH (73).

Amigdala se nahaja pod rostralno-medialnim delom mozganske skorje, rostralno od
hipokampusa. Medialni del amigdale (MeA) je udeleZen pri uravnavanju spolnega
obnasanja, erekcije (74), lordoze, izloCanju prolaktina in luteinizirajo¢ega hormona (75),
agresivnega obnasanja (76) in igre mladi¢ev moskega spola (77). Celotna prostornina MeA
je pri samcih vecja kot pri samicah, predvsem na racun kavdo-dorzalnega dela. V temu
delu imajo samci tudi ve¢ja telesa Ziveénih celic kot samice (78). V kavdo-ventralnem delu,
v nasprotju s kavdo-dorzalnim delom, podobnih razlik niso nasli. Pri misih linije C57BL/6J
podobnih spolnih razlik v prostornini niso nasli (3) NovejSe raziskave pa porocajo o
podobnih spolnih razlikah tudi pri misih, vendar pri liniji BALB/c (79). Najverjetneje na
nastanek spolnih razlik v tem podroc¢ju vplivata testosteron in estradiol, saj imajo samci
podgan Tfm to podro¢je feminizirano (3), pri samicah pa je to podro¢je mogoce

maskulinizirati z dodajanjem estradiola (80).

Spodnje jedro konéne strije (angl. bed nucleus of stria terminalis, BNST) je $e eno spolno
razli¢no podrocje, ki se vkljuéuje v vohalni sistem. Snop vlaken (angl. stria terminalis)
predstavlja eno glavnih povezav MeA s hipotalamusom in ostalimi bazalnimi deli
sprednjih mozganov. V jedru konc¢ne strije se koncujejo povezave iz MeA. Celotna
prostornina BNST se ne razlikuje med spoloma, medtem ko je njen medialno-kavdalni del
pri samcih ve¢ji in ima tudi vedje Stevilo celic kot pri samicah (81). Podobne razlike so
nasli tudi pri ljudeh (82). Nasprotne razlike med spoloma se vidne v lateralno-rostralnem in

medialno-rostralnem delu, kjer imajo samice ve¢ zivénih celic kot samci (52).

2.4 Steroidogeni faktor 1

Steroidogeni faktor 1 (SF-1), uradno imenovan NR5AL, spada v druzino jedrnih
receptorjev, kamor uvrs¢amo tudi protein vinske musice FTZ-F1 (angl. Fushi tarazu factor
1) in homolog jetrnega receptorja LRH-1 (angl. liver receptor homolog) pri vretencarjih
(83). Jedrni receptorji te skupine v celici delujejo kot prepisovalni dejavniki. Vezejo se kot
monomeri na urejevalna mesta v molekuli deoksiribonukleinske kisline (DNK) in s tem
urejajo Stevilne procese med razvojem in v odraslem Zivljenju organizma. Steroidogeni
faktor 1 je bil prvotno odkrit kot urejevalec izrazanja citokromov P450 hidroksilaz (83).

Kasneje, z raziskovanjem mis$i brez gena za SF-1, pa so ugotovili, da je pomemben pri
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delovanju celotne osi, ki povezuje hipotalamus, hipofizo in organe, ki proizvajajo steroidne
hormone (84). Tudi pri ljudeh porocajo o razliénih mutacijah gena za SF-1, ki so zelo
redke. Povzrocijo razlicne kombinacije motenj razvoja spolnih Zlez, spremembo spola in
motenega delovanja nadledvic¢ne Zleze. Od vrste mutacije je odvisno, ali se razvijejo spolne

Zleze ali ne in ali je moteno tudi delovanje nadledviéne zleze (85).

Do nedavnega je SF-1 spadal v skupino jedrnih receptorjev sirot (angl. orphan), za katere
ni to¢no znano, ali je za njihovo delovanje potrebna vezava z neko drugo molekulo ali pa
so v celici aktivni sami. Po novejsih raziskavah naj bi se na SF-1 vezali fosfolipidi. Od
dolzine njihovih stranskih verig iz mascobnih kislin je odvisno, ali bo SF-1 pospeseval ali

zaviral izraZanje genov (86).

2.4.1 lIzrazanje steroidogenega faktorja 1

Steroidogeni faktor 1 ima pomembno vlogo pri razvoju in delovanju endokrinega sistema
in je nujno potreben pri spolni diferenciaciji zarodka. Pri misjih zarodkih starih devet dni
se SF-1 prvi¢ pojavi v celicah urogenitalnega grebena, iz katerega se razvijejo spolne
Zleze, ledvici in skorja nadledvi¢nih Zlez. Kasneje, vendar pred spolno diferenciacijo, se
izrazanje pri obeh spolih omeji na celice, ki se bodo razvile v skorjo nadledvi¢nih Zlez in

celice spolnega grebena (87).

Pri samicah ostane SF-1 izrazen v spolnem grebenu do dneva 12,5 embrionalnega razvoja.
Takrat se preneha izrazati in razvoj spolnega grebena se nadaljuje v smeri razvoja
jajénikov. Raven izrazanja se rahlo zvisa pri plodovih v ¢asu pozne brejosti, ko se za¢ne
razvoj foliklov. Na nizki ravni ostane do pubertete (87). V jajéniku se raven izrazenosti SF-
1 ponovno zvisa med zorenjem foliklov, v preantralni fazi. V celicah teke in granuloze

folikla ureja izrazenost genov pomembnih za steroidogenezo v jajéniku (17, 88).

Pri samcih ostane SF-1 izrazen v spolnem grebenu tudi po dvanajstem dnevu in pol
embrionalnega razvoja in usmerja razvoj spolnega grebena v razvoj mod. Po diferenciaciji
je prisoten v leydigovih celicah, ki izlo¢ajo androgene hormone, in v sertolijevih celicah, ki
izlo¢ajo antimiillerjev hormon (87, 89). V sertolijevih celicah najverjetneje ureja izrazenost
gena za antimiillerjev hormon (90) in morda tudi gena za aromatazo, ki naj bi jo sertolijeve
celice izrazale pred puberteto (91). V odraslem obdobju ostane izrazen v leydigovih
celicah (17).
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V nevralni plos¢i se SF-1 zacne izrazati deveti dan in kasneje v diencefalonu 11. dan
embrionalnega razvoja. V diencefalonu ostane izrazen do rojstva (87). V odraslih
mozganih je izrazanje SF-1 omejeno le na ventromedialni del hipotalamusa (VMH) (87).
Pri obeh spolih ostane SF-1 izrazen v odraslem obdobju tudi v celicah skorje nadledviénih
Zlez in tudi v nekaterih nesteroidogenih tkivih, kot so: adenohipofiza (92), vranica,
posteljica, kostni mozeg in prebavna cev (93, 94). Poleg Stevilnih steroidogenih encimov
uravnava SF-1 v adenohipofizi izrazanje gena za receptor gonadotropin sproscujoCega
hormona (GnRH) in genov, ki nosijo zapis za razlicne podenote nesteroidnih hormonov
luteinizirajocega hormona (LH) in folikel stimulirajo¢ega hormona (FSH) (95, 96, 97).
Tudi pri ¢loveku je v embrionalnem obdobju vzorec izrazanja SF-1 podoben kot pri

zarodku misi (88).

2.4.2 Misi brez gena za steroidogeni faktor 1

Misi brez gena za SF-1 (angl. SF-1 knockout mouse, SF-1KO) se rodijo brez nadledvi¢nih
in spolnih Zlez. Zaradi pomanjkanja mineralokortikoidov poginejo v 12 urah oziroma
najkasneje v osmih dneh po rojstvu (17). Razvoj spolnega grebena pri teh misih poteka
normalno do desetega dneva in pol po oploditvi. Po tem ¢asu zacnejo celice propadati v
procesu apoptoze ali uravnavane celicne smrti. Vsi zametki spolnih in nadledvi¢nih zlez
propadejo do dvanajstega dneva in pol po oploditvi. Vse misi SF-1KO so fenotipsko
samice. Ne glede na to ali imajo prisotna spolna kromosoma XY (genetsko samec) ali XX
(genetsko samica), imajo v trebusni votlini razvito maternico, jajcevode in zunanje zenske

spolne organe (23, 92).

Gonadotropne celice adenohipofize pri novorojenih misih SF-1KO ne izrazajo LH, FSH in
receptorjev za GnRH (17, 92), medtem ko ostali del adenohipofize normalno izraZa rastni
hormon, prolaktin, §¢itnico stimulirajo¢i hormon (TSH) in adrenokortikotropni hormon
(ACTH) (92). Koli¢ina pro-opiomelanokortina (POMC), predhodnika ACTH, je pri misih
SF-1KO v krvi do trikrat vi§ja. To je razumljivo, saj zaradi nerazvite nadledviéne Zleze in s
tem pomanjkanja glukokortikoidov ne deluje povratna zanka, ki bi zavirala nastajanje in
izloCanje ACTH. Glede na to, da gonadotropne celice adenohipofize ne izrazajo LH in
FSH, bi pricakovali, da bo izlo¢anja GnRH povefano zaradi nedelujoCe povratne zanke.
Dinamika izraZanja in izlo¢anja GnRH, LH in FSH pri misih SF-1KO 3e ni popolnoma
pojasnjena. Dokazali so, da so ziv¢ne celice, ki izlo¢ajo GnRH normalno prisotne v

hipotalamusu (98) in da je GnRH tam normalno izrazen. Tudi njegovo izlo¢anje v podro¢ju
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srediS¢ne Strline hipotalamusa naj bi bilo normalno (17). Tudi izrazanje LH in FSH v
hipofizi misi SF-1KO so uspeli vzpostaviti po dodajanju GnRH (98). S tehniko presaditve
nadledvi¢ne Zleze je miSi SF-1KO mogoce proucevati tudi v odraslem obdobju (99).
Najnovejsi rezultati nakazujejo, da je celo pri odraslih miSih SF-1KO (brez dodanih
spolnih hormonov) FSH, ne pa tudi LH, izraZen v hipofizi (Biidefeld, neobjavljeno).

Z metodo in-situ hibridizacije so ugotovili, da je SF-1 izrazen v celicah centralnega in
dorzomedialnega dela VMH (92). Pri misih SF-1KO je zgradba VMH popolnoma
spremenjena. Spremembe so Se posebej vidne v dorzomedialnem delu, kjer celice
manjkajo. Sprva so mislili, da celice manjkajo, ker so propadle v procesu apoptoze.
Kasnejse raziskave so pokazale, da predhodniki celic sicer potujejo v smeri VMH, vendar
ne uspejo pripotovati na pravo mesto. Ugotovili so, da se izgubijo med 18. dnevom
fetalnega razvoja in prvim dnevom po rojstvu (98, 100, 101). Ugotovili so, da je pri
novorojenih misih SF-1KO vecina celic, ki izrazajo razli¢ne proteine, v VMH prisotnih,
vendar je spremenjena njihova razporeditev. Razporeditev zivénih vlaken v VMH je bila
pri miSih SF-1KO podobna kot pri miSih brez spremenjenega genotipa, zato je SF-1
najverjetneje potreben za normalno razporeditev teles Zzivénih celic ne pa tudi Zivénih
vlaken (102). Tudi v dorzomedialnem jedru hipotalamusa so vidne manjSe spremembe,
Ceprav v tem delu SF-1 ni izraZzen. Te spremembe so najverjetneje nastale sekundarno, saj
VMH tvori $tevilne povezave z dorzomedialnim jedrom hipotalamusa. Ostala jedra z

barvanjem mozganov po Nisslu niso vidno spremenjena (98, 102).

Ventromedialno podro¢je hipotalamusa je izredno pomembno pri uravnavanju procesov
homeostaze v telesu. Poleg uravnavanja hranjenja sodeluje tudi pri izraZanju drugih
vzorcev obnasanja, kot so: gibanje, spolno, socialno in starSevsko obnasanje (18, 103). Z
injiciranjem kortikosteroidov in presaditvijo nadledvicne zleze je moZno misi SF-1KO
raziskovati tudi v odraslem obdobju (99). Raziskave so pokazale, da misi SF-1KO
postanejo v odraslem obdobju skoraj dvakrat tezje kot kontrolne zivali. Ugotovili so, da
pozna debelost pri miSih SF-1KO ni posledica vecjega vnosa hrane, saj so pojedle podobno
koli¢ino hrane kot misi brez spremenjenega genotipa. Nasprotno pa so pri merjenju
spontane aktivnosti na kolesu ugotovili, da je ta pri misih SF-1KO moc¢no zmanjSana, kar
posledi¢no pomeni povecanje telesne mase. Eden glavnih hormonov, ki uravnava vnos in
porabo energije, je hormon leptin. Nastaja v celicah bele tolsce in je obicajno povisan pri

prekomerni masi ljudi in Zivali. V skladu s povecano koli¢ino bele tols¢e je pri misih
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SF-1KO poviSana tudi koli¢ina leptina v krvi. Prav tako je bila poviSana tudi koli¢ina
inzulina, Ceprav je bila koli¢ina glukoze v krvi normalna (99). Omenjene spremembe v
krvi bi lahko nastale sekundarno zaradi debelosti. Primarni vzroki za debelost pri misih SF-
1KO pa bi lahko bili: spremenjena struktura VMH, spremenjeno izrazanje bioloSkih
molekul, delovanje in povezava VMH z drugimi podrocji v mozganih. Tako imajo misi
SF-1KO spremenjeno izrazanje gena Tubby (99), Cigar mutacije so Zze v preteklosti
povezali z debelostjo (104), spremenjeno izrazanje proteinov, ki uravnavajo hranjenje:
agutiju podoben protein (angl. agouti related peptide, AgRP), nevropeptid Y (angl.
nevropeptide Y, NPY) in presnovni peptid povezan s kokainom in z amfetaminom (angl.
cocaine and amphetamine related trascript, CART) (105) ter zmanjsano Stevilo nevronov v
ventrolateralnem delu VMH (106).

2.5 Obnasanje

2.5.1 Splos$no o proucevanju obnasanja

Prve sistemati¢ne raziskave obnaSanja zivali so se zacele pred priblizno 100 leti z
Darwinovim prouc¢evanjem obnaSanja pti¢ev na Galapaskih otokih. Pomembne izsledke v
zvezi z obnaSanjem Zivali so ugotovili von Frish, Lorenz in Tinbergen, ki so leta 1973 za
svoje delo dobili Nobelovo nagrado. Ceprav so proudevali razli¢ne pojave na podro&ju
obnasanja predvsem v naravi, se danes velik delez teh raziskav opravi tudi v laboratorijih.
Na obnaSanje Zivali ali ¢loveka vplivajo Stevilni zunanji in notranji dejavniki. 1z tega
vidika je prouevanje v laboratorijih bolj natan¢no, saj pogoje opazovanja lahko veliko
bolj nadzorujemo kot v naravi. Vendar se prav zaradi laboratorijskih pogojev nekateri
naravni vzorci obnaSanja lahko izrazajo drugace ali celo izginejo. Ker je obnaSanje zelo
kompleksen pojav, je pri raziskovanju potreben interdisciplinaren pristop. V raziskave
obnasanja se zato vedno bolj vkljucujejo razli¢ne znanosti, kot so: genetika, biokemija,
farmakologija, anatomija, fiziologija, okoljske znanosti, pri c¢loveku pa Se

druzboslovno-humanisti¢ne znanosti, kot so sociologija, filozofija in psihologija.

Raziskave obnasanja proucujejo probleme na treh razliénih ravneh, ki jih v teoriji lahko
lo¢imo, v praksi pa se med seboj povezujejo in prekrivajo. S trenutkom, ko zaénemo
opazovati obnasanje, vklju¢imo (opazujemo) en del aktivnosti in izklju¢imo drugi del
aktivnosti organizma. Ce na primer opazujemo uslogenje hrbta Zivali med parjenjem, bomo

mogoce v istem trenutku izkljucili oglasanje med parjenjem. Pomembno je, katere
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aktivnosti opazujemo in katere bomo zanemarili. Prva raven proucevanja je vzorcna
analiza, pri kateri zelimo opazovane aktivnosti opredeliti in ugotoviti, kako si sledijo ter
kako so med seboj vzro¢no povezane. Vzrok in posledica se velikokrat lahko prepletata.
Aktivnost, ki jo izvaja organizem, vpliva na njega samega in na njegovo okolje. Aktivnost
torej lahko postane vzrok za spremembo obnaSanja. Tako na primer s ponavljanjem
poskusov spolnega obnasanja zival vedno bolje uslo¢i hrbet in s tem omogoci boljse
parjenje. Druga pomembna raven, ki se tesno navezuje z vzro¢no analizo, je razvoj ali
ontogenija obnasanja. Ugotoviti zelimo, kako se obnasanje spreminja s Casom, z razvojem
oziroma odras¢anjem organizma in kako deluje nanj okolje. Tu se moramo zavedati, da je
obnasanje dinamicen proces in da so aktivnosti lahko bolj ali manj reverzibilne ali
ireverzibilne in zelo odvisne od dolzine obdobja, v katerem jih opazujemo. Tretja
pomembna raven proucevanja obnaSanja je ugotavljanje/raziskovanje pomena obnasanja in
njegova vloga v naravni selekciji. Tu zelimo ugotoviti, kako so nastale razlike v obnasanju
med vrstami in katere oblike obnaSanja so pripomogle k boljSemu prezivetju in

razmnozevanju vrste (107).

Ce zelimo raziskovati obnaSanje, ga moramo definirati. Na splo$no si obnaSanje
predstavljamo kot spremembe organizma, ki jih zaznamo in opisemo. Ker so miSice
najveckrat tisti organ, ki povzro€a to spreminjanje, obnasanje najveckrat opisujemo kot
koordinirano gibanje. Opis gibanja oziroma obnasanja lahko opredelimo kot kréenje samo
dolo¢enih miSic, na primer dvig repa ali uslocenje hrbta, ali kot opis dolo¢ene aktivnosti:
prinaSanje mladicev, ovohavanje itd. Opis aktivnosti je bolj kompleksen in zajema hkrati
delovanje ve¢ vrst miSic, Zlez ali spremembo kakSnega drugega fizioloSkega parametra
(107). Glede na pomen lahko obnasanje razdelimo v razli¢ne kategorije: spolno, socialno,
star§evsko, teritorialno itd. Ce prouéujemo pomen posameznih organskih sistemov, lahko
razdelimo obnaSanje na: gibalno, ¢utno, prehranjevalno, izlo€evalno, razmnoZevalno itd.
(108). Pri zivalih in ¢loveku lahko proucujemo tudi procese, ki zahtevajo vi§jo organizacijo
zivénega sistema in so najbolj razviti pri primatih in ¢loveku. Sem spadajo tri velike
skupine procesov: miselni, Custveni in motivacijski procesi. Vse tri skupine so med seboj
tesno povezane in vplivajo ena na drugo. Custveni procesi se raziskujejo na razliénih
modelih misi, ki bolj intenzivno kazejo obnasanja podobna simptomom duSevnih motenj
pri ljudeh, kot so: anksioznost, avtizem, shizofrenija (109). Med miselnimi procesi se pri
zivalih najveckrat proucujeta spomin in ucenje (110). Pri proucevanju motivacijskih

procesov gre predvsem za proucevanje sistema v mozganih, ki mu pravimo tudi sistem za
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nagrajevanje. Motivacijski procesi usmerjajo in spodbujajo doloCeno obnasanje. Eden
glavnih nevrotransmiterjev, ki uravnava motivacijske procese, je dopamin. Sistem je
vkljucen v obnasanja, kot so hranjenje, pitje, spolno obnaSanje pa tudi v obnaSanja, ki so
povezana z razlicnimi motnjami, kot na primer odvisnost od drog in alkohola pri ljudeh
(111). Raziskave na podrocju miselnih, motivacijskih in Custvenih procesov Zelijo te
procese razloziti na ravni delovanja mozganov in nevrotransmiterjev, kar je osnova za

farmakoloske raziskave na tem podrocju.
2.5.2 Proucevanje obnasanja misi

2.5.2.1 Vpliv sploSnega zdravstvenega stanja na obnasanje misi

Ce Zelimo opazovati obnasanje misi, se moramo na za¢etku seznaniti z njenim splo$nim
zdravstvenim stanjem in izgledom. Se posebno pri miih s spremenjenim genotipom lahko
pride do motnje v delovanju kateregakoli organskega sistema. To lahko omeji ali celo
onemogo¢i misi, da bi opravila dolocen poskus. Zaradi motnje lahko dobimo napacno
negativen kot tudi napacno pozitiven rezultat. Pri oceni splosnega zdravstvenega stanja in
delovanja posameznih organskih sistemov je pomemben videz zivali, telesna masa,
hranjenje, pitje, izlo¢anje, drza telesa, vzorci gibanja, normalno in nenormalno spontano

obnasanje ter nevroloski refleksi (112).

2.5.2.2 Vloga gibalnega sistema pri proucevanju obnasanja misi

Skoraj vsako izvajanje obnaSanja zahteva gibanje. Za normalno gibanje je pomembna
usklajenost delovanja kosti, migic in tudi Zivéevja. Ce so gibalne funkcije Zivali okrnjene,
bo teZko prisla do hrane, ne bo imela normalnih stikov z vrstniki in bo nezmoZna opraviti
poskus, ki zahteva intenzivno gibanje npr. plavanje. Pri nekaterih modelih misi za ataksijo,
degenerativnih bolezni Ziv€evja, Z motnjami v delovanju malih moZganov, hrbtenjace ali
ravnoteZznega sistema so motnje gibalnega sistema pri¢akovane in so tudi poskusi temu
prilagojeni. Najbolj standardiziran poskus gibalnega sistema je poskus spontane aktivnosti
v odprtem polju. Misi se opazuje v okroglih ali pravokotnih prostorih, razli¢nih
velikosti — od 40 x 40 cm pa do enega kvadratnega metra. Pri vecjih poljih so rezultati
uporabni tudi za oceno stanj podobnih tesnobi. Ostali poskusi, v katerih ugotavljamo stanje
gibalnega sistema, so Se: tekoci krozni trak, poskus ravnotezja, visenja na resetkah, vrtenje

kolesa in odtis vzorca hoje. Ze med samo nastanitvijo migi se lahko pojavijo pomembne
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motnje telesne drze ali razli¢ne oblike stereotipij, ki prav tako lahko vplivajo na rezultate

opazovanj (113).

2.5.2.3 Cutilni sistem pri misih

Vid, sluh, voh, okus in tip predstavljajo pet &utov, ki so razviti tudi pri misih. Cutilo za
vonj je pri glodavcih najbolj razvito in ga zato omenjamo v posebnem poglavju o
vohalnem sistemu. Vid je pri glodavcih razvit relativno dobro, vendar je v primerjavi z
vidom vecine ptic ali ¢loveka precej slabsi. Sluh je pri glodavcih zelo dobro razvit. Misi
slisijo tudi zvoc¢ne frekvence, ki jih ¢lovesko uho ne zaznava. Ultrazvo¢no sporazumevanje

preko visoko frekven¢nih zvokov ima velik pomen pri starSevskem, socialnem in spolnem

obnasanju (114).

Glodavci, tako kot ljudje, okusajo sladko, slano, kislo in grenko. Razlikovanje okusa je
zelo pomembno pri ugotavljanju, ali je hrana, ki jo uzivajo, varna ali ne. Misi se raje
hranijo s hrano, ki jo poznajo, kot pa s hrano, ki je ne poznajo. Temu pojavu pravimo tudi
strah pred novo hrano (angl. food neophobia). Ze z opazovanjem hranjenja vrstnikov,
ovohavanjem in negovanjem brkov vrstnikov dobi mi$ ustrezne informacije o kakovosti
hrane, s katero se hrani cela kolonija. Najvecji tipalni organ pri misi so brki. Posebni deli
skorje mozganov so odgovorni za predelavo drazljajev, ki jih dobivajo od vsake brcice
posebej. Mi§ se zato zelo hitro odzove Ze na majhno spremembo v gibanju zraka, ki jo

zaznavajo brki (114).

2.5.2.4 Proucevanje delovanja vohalnega sistema pri misih

Cutilo za vonj je najbolj razvito &utilo pri glodavcih. Preko ¢utila za vonj dobivajo
sporocila iz okolja in jim omogoca celo vrsto aktivnosti od iskanja hrane, prepoznavanja
vrstnikov, uspesne vzreje mladicev, do prepoznavanja in obrambe pred plenilci. Feromoni
spadajo med najpomembnejSe snovi, ki preko vohalnega sistema uravnavajo te vzorce
obnasanja. To so razli¢ne kemic¢ne snovi, ki jih zivali izlo¢ajo v okolje. Teoreti¢no lahko
feromone izloc¢a katerikoli del telesa, vendar feromone najveckrat omenjamo, ko gre za
zaznavanje vonja urina, véasih tudi iztrebkov, sline in nekaterih drugih Zlez (115). Pri
glodavcih so feromoni izredno pomembni za spolno, socialno, agresivno in starSevsko
obnasanje. Zaznavanje vonjev omogoca pri spolnem obnaSanju ustrezno izbiro partnerjev,

kar imenujemo tudi socialna privla¢nost ali preferenca (116).
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Vohalni sistem je sestavljen iz vohalne sluznice in dela mozganov, kjer lezita vohalna
betica. Pri Stevilnih kopenskih vretencarjih, kot tudi pri glodavcih, je celotni vohalni sistem
organiziran v dva vzporedna sistema, glavnega in pomoznega, ki se razlikujeta tako v
morfologiji kot tudi v delovanju. Glavni vohalni sistem sestavljata vohalni epitelij v nosni
sluznici in glavni del vohalnega beti¢a. Pomozni vohalni sistem je sestavljen iz
vomeronazalnega organa (VNO), kjer je vohalni epitelij drugace organiziran kot v nosni
votlini in iz pomoznega vohalnega betica (116, 117). Bipolarne zivéne celice v nosni
sluznici zaznavajo predvsem hlapne vonjave, ki lahko izvirajo iz feromonov (npr. urin) ali
iz ne-feromonskih snovi iz okolja (npr. hrana). Ko se vzdrazijo, drazljaj potuje po
mozganskem zivcu (n. olfactorius) do glavnega vohalnega betica in v druge predele
mozganov. Vomeronazalni organ zaznava predvsem nehlapne vonjave razlicnih
feromonov iz urina in izlockov zunanjih solznih Zlez. 1zjemoma zaznava tudi nekatere
hlapne snovi in nehlapne proteine, ki sluzijo za vezavo molekul MHC razreda | (angl.
major histocompatibility complex class |1 molecules). Snovi, ki jih VNO zaznava, se
raztopijo v izlocku nosne sluznice in se aktivno ¢rpajo v lumen VNO, kjer se veZejo na
receptorje, sklopljene z beljakovino G, in s tem sprozijo nastanek akcijskega potenciala
(117). Drazljaji iz VNO potujejo po vomeronazalnih zivcih v pomozni vohalni betié, ki se
naprej povezuje z razlinimi podro¢ji mozganov, predvsem z deli limbi¢nega sistema, kot
so: amigdala, hipotalamus in jedro kon¢ne strije ter z drugimi podro¢ji moZzganov.
Vomeronazalni organ je pri glodavcih zelo dobro razvit, medtem ko je pri nekaterih

zivalskih vrstah (primati, morski sesalci in ¢lovek) zakrnel ali ga sploh ni (118).

Ceprav najveckrat opisujejo VNO kot spolno razli¢en del vohalnega sistema, to $e ne
pomeni, da samo VNO uravnava spolno razlicna obnaSanja. Za zdaj velja, da pri
uravnavanju socialnega prepoznavanja, izbire spolnih partnerjev in izraZanja spolnega
obnasanja sodeluje celoten vohalni sistem, tudi vohalna sluznica v nosni votlini (117).
Halem in sod. (119) so ugotavljali, kako se podroc¢ja VNO aktivirajo glede na spol Zivali,
vrsto vonja in v odvisnosti od spolnih hormonov. V raziskavi so imeli tri skupine misi:
samce in samice, ki so jim dodali estradiol bezoat in progesteron in samce, ki so jim dodali
testosteron propionat. Vse tri skupine so izpostavili vonju samcev ali vonju samic. Na
splosno je vonj samcev pri obeh spolih aktiviral bolj bazalni del VNO, medtem ko je vonj
samic aktiviral oba, bazalni in apikalni del VNO. Bazalni del je po izpostavljenosti vonju
samcev kazal vec¢jo aktivnost pri samicah, ki so jim dodali estradiol benzoat in progesteron

kot pri samcih, ne glede na vrsto dodanega hormona (estradiol benzoat in progesteron ali
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testosteron propionat). Nasprotno se je po izpostavitvi vonju samic najbolj aktiviral VNO
samcev, ki so jim dodali testosteron propionat. Razli¢ni deli pomoznega vohalnega betic¢a
so se prav tako razli¢no odzvali glede na vonj, hormonsko stanje in spol misi, vendar te
razlike niso bile tako ocitne kot v samem VNO (119). Pri miSih in podganah so v razli¢nih
podroc¢jih Zivénega epitelija VNO odkrili dve veliki druzini feromonskih receptorjev,
imenovanih VIRs in V2Rs. Z mutacijami razli¢nih genov, ki nosijo zapise za te receptorje
ali druge proteine, ki so pomembni za zaznavanje vonja, so danes na voljo razli¢ne gensko
spremenjene misi. Te misi kazejo razlicne motnje v kakovosti in intenzivnosti obnaSanja
(117, 120). Verjetno so najzanimivejse odkritje misi brez gena, ki nosi zapis za kationski
kanal TRPc2. Gen je izrazen samo v VNO in je pomemben pri prenosu zivénega drazljaja.
Misi brez TRPc2 v poskusih razli¢nih vzorcev obnaSanja (agresivno, spolno, oznacevanje z
urinom, ultrazvo¢no oglasanje) ne razlikujejo samcev od samic (121). Sposobnost
razlikovanja vonjev lahko proucujemo tudi z bolj usmerjenimi vohalnimi poskusi, kot sta
labirint Y in poskus socialnega prepoznavanja (izbira lonckov z nastilom razli¢nih vonjev).
Z ovohavanjem nastila v lonckih Zival lahko pride v stik z nehlapnimi snovmi, ki izzovejo
ustrezni drazljaj, zato s tem poskusom ugotavljamo predvsem delovanje pomoznega
vohalnega sistema. V labirintu Y do zivali prihajajo le hlapne vonjave po zraku in je

poskus uporaben predvsem za ugotavljanje delovanja glavnega vohalnega sistema (116).

Tako kot na ostale vzorce obnaSanja, tudi na razlikovanje vonjev vplivajo spolni hormoni
med fetalnim razvojem in zgodaj po rojstvu. Na sploSno samci raje ovohavajo vonj samic,
medtem ko samice raje ovohavajo vonj samcev (116). Samci mi$i brez gena za estrogenski
receptor o (ERaKO) ne razlikujejo vonja samic od vonja samcev oziroma ne kazejo
privlacnosti do vonja samic. Prav tako je skupni ¢as ovohavanja krajs$i kot pri samcih
divjega tipa (angl. wild type, WT). Samo zaznavanje vonja ni bilo prizadeto, saj so se tako
pri ERaKO kot pri samcih WT aktivirala podro¢ja v VNO in v glavnem vohalnem sistemu.
Po izpostavitvi vonju samice se je dvignila tudi raven luteinizirajo¢ega hormona v krvi, kar
Se dodatno dokazuje, da so samci ERaKO vonj zaznali. Po dodanem apomorfinu agonistu
dopamina se je ponovno vzpostavila privlacnost do vonja samic. Vse to dokazuje, da ERa
ni neposredno potreben za samo zaznavanje vonja, ampak da njegovo pomanjkanje
verjetno vpliva na druge procese (motivacija), ki sodelujejo pri uravnavanju vohalnega
obnasanja (122, 123). Tudi samci brez gena za encim aromatazo (ArKO) v labirintu Y ne
kazejo privla¢nosti do vonja samic. Skupen ¢as ovohavanja je prav tako krajsi v primerjavi

s samci WT. Kljub nezmoznosti socialnega razlikovanja v labirintu Y pa samci ArKO
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kazejo privlac¢nost do samic v poskusu z loncki z nastilom razli¢nih vonjev, kar nakazuje,
da delovanje VNO ni prizadeto (124). Po dodajanju estradiol benzoata pri samcih ArkKO
niso uspeli vzpodbuditi ustreznega obnasanja v labirintu Y. To pomeni, da je verjetno za
popolno delovanje glavnega vohalnega sistema pri samcih pomembna izpostavitev
estrogenim hormonom med fetalnim razvojem (116). Ceprav imajo samice ArKO po
odstranitvi jajénikov in dodajanju testosterona skupen ¢as ovohavanja v labirintu Y krajsi
od samic WT, pa vseeno kazejo privlacnost do vonja samic tako v labirintu Y kot tudi v
poskusu z razli¢nim nastilom. To pomeni, da pri samicah za ustrezno razlikovanje vonjev
ni potreben estradiol v ¢asu fetalnega razvoja (125). Tudi androgenski receptor vpliva na
delovanje vohalnega sistema. Samci z neobcutljivostjo androgenskega receptorja (angl.
testicular feminization mutation, Tfm) kaZejo obratno socialno privlacnost kot samci WT.
Obnasajo se kot samice WT in ovohavajo dlje ¢asa vonj samcev kot vonj samic. Treba je
poudariti, da so samcem Tfm predhodno odstranili moda in jim dodali estradiol benzoat,
saj testosteron ne more delovati preko mutiranih androgenskih receptorjev. Oc¢itno je, da je
delovanje testosterona preko androgenskih receptorjev pomembno za normalno socialno
razlikovanje pri samcih. Obratno socialno privlacnost so ugotovili tudi pri samicah WT, ki
so jim prvi dan po rojstvu dodali dihidrotestosteron, ki prav tako deluje preko
androgenskih receptorjev. Take samice so ovohavale vonj samic dlje od vonja samcev
(126). Spolni hormoni, kot je estradiol, med razvojem vplivajo na delovanje vohalnega
sistema, vendar pomanjkanje estradiola v tem obdobju ocitno ne spremeni vohalnega
sistema v celoti. MiSi ArKO kazZejo delno socialno prepoznavanje in tudi pri samcih
ER0KO se po dodajanju apomorfina socialna privla¢nost do samic ponovno vzpostavi. To
dokazuje, da je verjetno bolj prizadet zivéni sistem odgovoren za motivacijo kot pa samo
zaznavanje vonja. TeZzko je tocno opredeliti, v katerih delih ZivEnega sistema pride do
sprememb zaradi pomanjkanja spolnih hormonov med fetalnim razvojem, saj se vohalni
sistem povezuje s Stevilnimi podroc¢ji v mozganih. Poleg tega je pri modelih mi§i ERaKO
in Tfm nemogoce lociti, ali motnje v delovanju nastanejo zaradi motenj v razvoju ali v

odraslem obdobju, saj so mutirani receptorji prisotni skozi vse Zivljenje.

37



Grgurevic N.: Genetsko pogojene razlike med obnasanjem samcev in samic pri misih brez gena za

steroidogeni faktor 1

2.5.3 Izrazanje razli¢nih kategorij obnaSanja pri miSih

2.5.3.1 Spolno obnasanje

Pri laboratorijski miSi se zaCetek pubertete, spolni ciklus, uspesnost parjenja, dolzina
brejosti in velikost gnezda razlikujejo med razli¢nimi linijami misi (127). Pri samicah se
zaCne puberteta okoli 15. do 20. dneva in se konca z odprtjem noznice okoli 35. dneva
starosti. Pri samcih se zacne puberteta okoli 25. do 30. dneva in se konca med 50. in 60.
dnevom (128). Pri samici se spolni ciklus ponavlja cikli¢no, vsake Stiri do Sest dni, in

brejost traja od 18 do 22 dni (127).

Estrogeni, gestageni in androgeni hormoni so steroidni hormoni, ki se izlo¢ajo iz spolnih
zlez. So lipofilni in prehajajo skozi krvno mozgansko prepreko v mozgane, kjer vplivajo na
njihovo delovanje. Spolno razli¢na podrocja mozganov: predopti¢no podrocje, arkvatno
jedro, spodnje jedro kon¢ne strije, ventromedialno in paraventrikularno jedro hipotalamusa
so Se posebej bogata z receptorji za steroidne hormone. Ta podrocja so izrednega pomena
za vzorce obnasanja, ki se razlikujejo med spoloma in omogocajo uspesno spolno

obnasanje ter v §irSem pomenu uspesno razmnozevanje (127).

2.5.3.1.1 Mosko spolno obnasanje

Mosko spolno obnasanje lahko razdelimo na fazo dvorjenja ali fazo pred kopulacijo
(prekopulatorno) ter fazo paritve ali kopulatorno fazo. Za dvorjenje je znacilna mocna
motivacija priti do spolnega partnerja, samice. Med dvorjenjem samci intenzivno i$¢ejo
samice in na razlicne nadine tekmujejo z ostalimi samci. Za to fazo je pri glodavcih
znacilno ultrazvo¢no oglasanje, oznacevanje z uriniranjem in mocna privlacnost do vonjev,
ki jih izlo¢ajo samice. V naslednji fazi paritve pride do kopulacije. Med kopulacijo se pri
podgani in miSi pojavljajo trije vzorci obnaSanja: vzpenjanje (naskok), vstop penisa v
noznico, potiski in ejakulacija (36, 118). Samec samico pred vzpenjanjem neguje in jo
ovohava okoli analnega in genitalnega podro¢ja (127). Cas, ki potete do zadetka
vzpenjanja, nam pove, kako moc¢na je motivacija samca, da za¢ne akt parjenja. NeizkuSeni
samci se lahko na zafetku vzpenjajo napacno, na boku ali pri glavi samice. NeuspeSno
vzpenjanje je lahko posledica tudi zmanjSane motivacije. Ko se samec uspesno vzpne na
samico, zacne s potiskanjem medenice in s penisom vstopi v noznico. Pri misih in
podganah pride do ejakulacije Sele po veckratnih naskokih in vstopih penisa v noznico. Po

ejakulaciji ostane v noznici samice prisoten Cepek (plug), ki pri nekaterih glodavcih

38



Grgurevic N.: Genetsko pogojene razlike med obnasanjem samcev in samic pri misih brez gena za

steroidogeni faktor 1

aktivno preprecuje kopulacijo drugim samcem. Ejakulacijo spremlja spazmic¢no kréenje
razlicnih miSic na telesu, posebej na zadnjih nogah, ledvenem delu, miSic podrocja ob
zadnjiku, sedni¢no-prisilne misice (m. ischiocavernosus), ¢ebulno-brecilne miSice (m.
bulbospongiosusa) in zapiralke zadnjika (m. sfincter ani). ObnaSanje po ejakulaciji

spremljajo povecano €is¢enje genitalnega podrocja in neaktivnost (118, 129).

Prisotnost moskega spolnega obnasanja je odvisna od spolnih hormonov testosterona,
dihidrotestosterona in estradiola, ki delujejo centralno na ziveni sistem in periferno,
predvsem na moske spolne organe. Dihidrotestosteron je nearomatizirajoci, medtem ko je
testosteron aromatizirajoci androgeni hormon. V mozganih se testosteron lahko pod
vplivom encima aromataze spremeni v estradiol, ki v nadaljevanju lahko vpliva na mosko
spolno obnasanje (118). MiSja moda izlo¢ajo predvsem testosteron in tudi
dihidrotestosteron (127). Vecino c¢asa imajo samci nizko, osnovno koncentracijo
testosterona v krvi okoli 1 ng/mL, ki se z vmesnimi pulzativnimi izlo¢anji povisa tudi do
15-krat. Pulzativno izlo¢anje lahko nastane spontano, nekajkrat na dan, ali pa refleksivno,
ob razli¢nih zunanjih drazljajih. Tako lahko ob prisotnosti samice refleksno izlo€anje
testosterona v zelo kratkem ¢asu vzpodbudi vzorce moskega spolnega obnaSanja (130).
Vzorce spolnega obnasanja lahko vzpodbudi neposredno ali posredno preko spodbujanja
ali zaviranja drugih procesov, kot so: motivacija, ucenje, tesnoba, obcutljivost na bolecino
(131). Razli¢ne linije misi se razlikujejo v izrazanju moskega spolnega obnasanja. Pri
vecini linij se po odstranitvi mod spolno obnaSanje popolnoma prekine, z izjemo misi
B6D2F1 (iz linije C57BL/6J in DBA/2J). Ta linija Se leto po odstranitvi mod brez
prisotnosti hormonov kaze normalno spolno obnaSanje, vkljuéno z ejakulacijo (132).
Prekopulatorno obnasanje: ultrazvoéno oglasanje, oznacevanje z uriniranjem in privlaénost
do vonja samic, je pri samcih s predhodno odstranjenimi modi (skoraj vseh linij) mogoce
povrniti z dodajanjem testosterona. Dihidrotestosteron in estradiol nista tako uéinkovita.
Podobno velja tudi za kopulatorno obnasanje. Vzpenjanje in vstope penisa v noznico so pri
samcih po odstranitvi mod uspeli povrniti s testosteronom, medtem ko pri doloCenih linijah

testosteron ni uspel povrniti sposobnosti ejakulatornega refleksa (36).
Predopticno podroc¢je (POA), posebej njegov medialni del (MPOA), je najpomembnejse
podro¢je v moZzganih, ki uravnava spolno obnasanje samcev. Poskodbe POA prekinejo

izrazanje moskih oblik spolnega obnasanja (49, 50). Raziskave so pokazale, da ima v tem

podro¢ju dopamin pomembno vlogo pri uravnavanju moskega spolnega obnasanja.
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Podganjim samcem s poSkodovanim POA se je po dodajanju lisurida, ki po delovanju
kemi¢no posnema dopamin, spolno obnasanje povrnilo (133). V drugi raziskavi so
pokazali, da tudi okolje lahko dramati¢no vpliva na spolno obnaSanje po poskodbah
MPOA. Ce so samci podgane s poskodovanim podro¢jem MPOA pred puberteto Ziveli v
skupinah, so kazali v odraslem obdobju nemoteno kopulacijo. Skupina izoliranih samcev, z
enakimi poskodbami, pa v odraslem obdobju ni bila sposobna kopulacije (134). Po
odstranitvi mod podganjim samcem so testosteronski vsadki, vstavljeni v MPOA,
popolnoma povrnili mosko spolno obnasanje. Ce so istim samcem poleg testosterona
dodajali Se zaviralce aromatizacije testosterona, se je intenzivnost spolnega obnasanja
zmanjSala. Mosko spolno obnaSanje so povrnili tudi z vsadki z estrogenimi hormoni, ob
istocasnem dodajanju dihidrotestosterona. OC¢itno je, da pri podganah poleg testosterona
tudi estradiol uravnava v tem podro¢ju mosko spolno obnasanje (118). Z razliko od podgan
se je pri samcih miSi (linije C57BL/6J X ARK/J) po odstranitvi mod z vsadkom
testosterona ali estradiol benzoata v MPOA ponovno vzpostavilo le prekopulatorno
obnasanje. Za kopulatorno obnasSanje pa se je izkazalo, da testosteron v MPOA povrne le
vzpenjanje na samice ne pa tudi vstopov penisa v noznico in ejakulacije (135, 136). Tudi
ostala podroc¢ja mozganov sodelujejo pri uravnavanju moskega spolnega obnasanja. Po
parjenju je bil protein C-FOS, ki je pokazatelj aktivnosti zivénih celic, izraZzen poleg
MPOA tudi v delu amigdale, delu jedra konéne strije in delu talamusa (137). Vsadki z
razli¢nimi hormoni (testosteron in estradiol benzoat) so delno delovali tudi na medialni
pretin, rostralni in ventromedialni del hipotalamusa, amigdalo in podro¢je ventralnega dela
krova srednjih mozganov. Hormoni v vsadkih, vstavljenih v ta podro¢ja, so vzpodbudili le
nekatere vzorce prekopulatornega obnasanja ne pa tudi kopulatornega obnasanja (135,
136). Ocitno tudi ta podro¢ja sodelujejo pri uravnavanju moskega spolnega obnasanja,

vendar pri kopulatornem obnaSanju niso tako pomembna kot podro¢je POA.

Pri razlagi rezultatov raziskovanj spolnega obnasanja v laboratorijih je potrebna pazljivost.
Pogoji, v katerih opazovalec proucuje parjenje, so drugacni in najveckrat veliko revnejsi od
pogojev v naravi. V bogatejSem okolju in ob prisotnosti vecjega Stevila samic se podganji
samci obnasajo drugace. V laboratorijskih poskusih, kjer so delno posnemali pogoje Vv
naravi, je bil ritem parjenja veliko pocasnejSi in so ga narekovale samice. Kadar so
opazovali parjenje v manjsih kletkah, so ritem parjenja narekovali samci (118, 138). Izbira
samice lahko prav tako vpliva na mosko spolno obnaSanje. Pri podganah in nekaterih

ostalih vrstah je znan Coolidgov ucinek, ko se ob prisotnosti nove samice izbolj$a spolno
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obnasanje samca (118). Tudi hormonsko stanje samice lahko razli¢no intenzivno spodbudi
spolno obnasanje samca. V raziskavi Perkins in sod. (139) so primerjali podganje samce s
poskodovanim kortikomedialnim delom amigdale in podganje samce brez poskodb. Ko so
jim v kletke dodali samice, katerim so dodali samo estrogene hormone, so se samci s
poskodbami amigdale odzvali kasneje kot samci brez poskodb. Ko so samicam dodali

poleg estrogenih hormonov Se progesteron, pa razlik med samci ni bilo.

2.5.3.1.2 Zensko spolno obnasanje

V naravi zivijo mi$i in podgane v posameznih, med sabo povezanih skupnostih. Navadna
mi§ (Mus musculus) zivi v manj$ih skupinah, sestavljenih iz enega samca in ene do dveh
samic z mladi¢i. Samice, ki Zivijo skupaj, vstopijo v estrus istocasno in se v naravi tudi
parijo isto¢asno (115, 127). Tak vzorec parjenja je Se posebno znacilen za podgane in ga je
delno mogoce posnemati tudi v laboratoriju. Kot je bilo Zze omenjeno v poglavju o moskem
spolnem obnaSanju, je v obogatenem okolju ritem parjenja poc€asnejsi in ga v vecji kletki
narekuje samica (115, 138). Tudi pri misih je v obogatenem okolju, ko je v kletki po ve¢
samic skupaj, ritem parjenja drugacen. Samec se v takem okolju pari z ve¢jim Stevilom
samic, vendar ima doloc¢ene samice raje kot druge. V eni od redkih raziskav, kjer je bilo
prisotnih ve¢ samic skupaj, se je samec veckrat vzpenjal na samice, za katere je bilo

znacilno, da so dalj ¢asa gradile gnezdo (140).

Spolno obnaSanje samice lahko razdelimo na tri razlicne dele: privlacnost, proceptivnost in
receptivnost. Privla¢nost nam pove, v kak$ni meri je samica privlaéna za samca in obratno.
Privla¢nost je zelo odvisna od feromonov, ki jih izloCata samec in samica. Proceptivnost
ali faza pred kopulacijo (prekopulativna faza) nam pove, kako mocno je samica
motivirana, da bo sodelovala pri parjenju (115). Velikokrat samica prva vzpodbudi kontakt
s samcem. To se lahko kaZe z ovohavanjem anogenitalnega podrocja samca in z znacilnim
gibanjem pribliZzevanja in oddaljevanja od samca. Ta vzorec gibanja spodbudi samce, da se
priblizajo samici. Opazili so ga pri podganah (138) in misih, vendar je pri misih veliko
manj izrazit (140). V¢asih se samice, zelo motivirane za parjenje, tudi vzpenjajo na samce
ali na druge samice. Zadnja faza spolnega obnaSanja samice je receptivnost ali spolna
sprejemljivost. Ker je za to fazo znacilno, da samica s svojim obnasanjem omogoc¢i samcu
uspesno kopulacijo, ji pravimo tudi faza kopulacije ali kopulatorna faza. Najbolj izrazit
vzorec obnaSanja, ki je znaCilen za spolno sprejemljivo samico in omogofa samcu
kopulacijo, je refleksno uslocenje hrbta ali lordoza (115). Med aktom lordoze samica
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dvigne glavo, iztegne zadnje noge in upogne rep na eno stran. Tako Se dodatno pribliza
genitalno podrocje, da samec lazje vstopi S penisom v noznico (127). Med posameznimi
vstopi penisa v noznico se podganja samica umakne od samca in tako sama doloca ritem
parjenja. Odmori med posameznimi vstopi penisa v noznico omogoc¢ajo, da se zaradi
refleksnega drazenja sprosti iz hipofize dovolj prolaktina, ki dodatno pripravi maternico za
vsaditev zarodka. Po odmoru se ponavadi samica vrne nazaj k samcu (141). V raziskavi
Zipse in sod. (142) so primerjali spolno obnaSanje samic s prisotnimi jajéniki in samic z
odstranjenimi jaj¢niki po dodajanju estradiol benzoata in progesterona. Kljub enaki spolni
sprejemljivosti obeh skupin so pri samicah z odstranjenimi jaj¢niki in dodanimi hormoni
opazili daljSe premore med posameznimi vstOpi penisa v noznico kot pri spolno
sprejemljivih samicah s prisotnimi jajéniki. Dolzino Casa, ki je potekla med posameznimi
vstopi penisa v noznico, je ocitno odvisna od celotnega hormonskega statusa in ne samo od
prisotnosti glavnih hormonov, estrogenih hormonov in progesterona. Pri misji samici so
opazili podoben vzorec oddaljevanja in priblizevanja, vendar je med parjenjem velikokrat
stekla na popolnoma drugo mesto in se po odmoru vrnila na mesto, Kjer se je parila, in ne k
samcu (140).

Med vsemi podro¢ji v mozganih je ventromedialno jedro v hipotalamusu (VMH)
najpomembnejSe pri uravnavanju refleksa lordoze. Poskodba tega podrocja zavre lordozo
(143, 144), neposredno injiciranje estrogenih hormonov v to podroéje pa vzpodbudi
lordozo. Sami estrogeni hormoni delujejo veliko Sibkeje kot kombinacija estrogenih
hormonov in progesterona (145). Za podrocje MPOA so ugotovili nasprotno kot za
podro¢je VMH. Podro¢je MPOA naj bi lordozo zaviralo, saj se je ob poSkodbah tega
podrocja lordoza izboljSala, medtem ko je drazenje tega podrocja povzrocilo zmanjSanje
lordoze (146). Celotno pot nastanka refleksa lordoze so uspeli do danes zelo natan¢no
opisati. Verjetno je to eden najbolje opisanih refleksov, ki se neposredno navezuje na
obnasanje Zivali. DraZenje koZe na ledvenem predelu med vzpenjanjem samca sprozi pri
spolno sprejemljivih samicah lordozo. Pri tem se vzdrazijo Cutni Zivci, po katerih potuje
drazljaj do dorzalnih korenin ganglijev v hrbtenjaci. Od hrbtenjace potuje drazljaj do
mrezevine v mozganskem deblu (angl. medullary reticular formation in the hind brain) in v
predel centralne sivine v srednjih mozganih (angl. midbrain central gray). Ob prisotnosti
ustreznih hormonov posljejo VMH, MPOA in srednji del prednjega hipotalamusa ustrezno
sporocilo do ostalih predelov moZzganov. Sporocilo potuje nazaj v centralno sivino v

srednjih mozganih (angl. midbrain central gray), v mrezevino v srednjih mozganih (ang|.
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midbrain reticular formation) in v medialno kolenasto telo (angl. medial geniculate body).
Mrezevina in medialno kolenasto telo aktivirata motori¢ne zivce v hrbtenjaci in povzrocita

uslo¢enje hrbta, lordozo (115, 147).

Za dobro izrazanje lordoze so potrebni estrogeni hormoni in pri nekaterih vrstah tudi
progesteron. Na splosno bi lahko rekli, da estrogeni hormoni pripravijo zivéni sistem, da se
bo v nadaljevanju lahko pod vplivom kombinacije estrogenih hormonov in progesterona,
ali pa samo pod vplivom estrogenih hormonov, odzval z refleksom lordoze. Pri misih in
podganah sta oba hormona potrebna za popolno izrazanje lordoze (141). V laboratoriju
lahko tudi z zelo visokimi koli¢inami samo estrogenih hormonov vzpodbudimo delno
izrazanje lordoze (148). Misi brez gena za progestinski receptor (PR) kljub ustreznemu
dodajanju obeh hormonov ne kazejo lordoze (148). Prav tako podgane, ki so jim vbrizgali
nesmiselno ribonukleinsko Kislino (RNK), ki se je zaradi obratnega zaporedja vezala na
RNK progestinskega receptorja, po dodajanju estrogenih hormonov in progesterona niso
kazale lordoze (149). Poleg hormonov iz spolnih zlez vplivajo na spolno obnasanje samice
Se drugi hormoni, kot na primer spros$¢ujo¢i hormon gonadotropinov (GnRH), prolaktin in
oksitocin  (141). Pomembno sodelujejo pri spolnem obnaSanju tudi Stevilni
nevrotransmiterji acetilholin, dopamin, serotonin, gama-aminobutiri¢na kislina in opioidi.
Spolni hormoni vplivajo na izloCanje nevrotransmiterjev, ti pa v nadaljevanju lahko
spodbujajo ali zavirajo razlicne vzorce obnaSanja, odvisno v katerem podroc¢ju ZivEénega

sistema delujejo in preko katerih receptorjev delujejo (150).

2.5.3.2 StarSevsko obnasSanje

StarSevsko obnaSanje je definirano kot vrsta razli¢nih aktivnosti, ki pripomore k boljsemu
prezivetju potomstva. Pri ve€ini vrst sesalcev za potomstvo skrbi samo mati. O¢etovsko ali
paternalno obnasanje se pojavlja zelo redko na primer pri glodavcih (151). Mladi¢i misi se
rodijo slabo razviti, neodlakani, slepi, z zelo slabo razvitimi gibalnimi sposobnostmi in
nezmoznostjo ohranjanja telesne temperature. StarSevsko obnasanje se zacne z rojstvom in
traja tri do $tiri tedne. Vkljucuje gnezdenje, prinaSanje mladi¢ev v gnezdo, negovanje in
lizanje mladi¢ev, dojenje in obrambo mladi¢ev pred vsiljivei (127). Pri miSih oba starSa
skrbita za mladice. V naravi so pogosta ve¢ja, skupna gnezda. Verjetno so v ve¢jih gnezdih
prisotne vonjave, znacilne za kolonijo, ki gnezdi skupaj. To izboljSuje socialne stike in
zmanjsuje pogostnost ubijanja mladicev (152). Gnezdenje je izredno pomembno zaradi

ogrevanja neodlakanih mladiev in v naravi sluZi tudi kot skrivaliS¢e pred plenilci. Za
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prinaSanje mladi¢ev v gnezdo je pomembno njihovo oglasanje z visoko frekvenco in
njihov vonj. Ob zmanjSanem prepoznavanju teh dveh drazljajev se poveCa zavracanje

mladicev in kanibalizem (127).

2.5.3.2.1 Materinsko obnasSanje

StarSevsko obnaSanje samice, materinsko ali maternalno obnaSanje, je tesno povezano z
laktacijo. S sesanjem se sprozi refleks, ki potuje po hrbtenjac¢i do supraopticnega in
paraventrikularnega jedra v hipotalamusu in spodbudi hipofizo k izlocanju oksitocina.
Oksitocin se sprosti v krvni obtok in spodbudi izlo¢anje mleka iz mle¢ne zleze, hkrati pa
utrjuje socialne vezi in materinsko obnaSanje (127). Za nemoteno laktacijo je poleg
oksitocina pomemben tudi prolaktin, ki spodbuja tvorbo mleka. Sprva so mislili, da je prav
prolaktin edini hormon, ki je nujno potreben za izrazanje materinskega obnasanja. Danes
ugotavljajo, da pri izrazanju materinskega oziroma starSevskega obnasanja sodelujejo
poleg prolaktina $e drugi hormoni in snovi, kot so oksitocin, 3 endorfin, holecistokinin,
prostaglandini, relaksin, progesteron in estrogeni hormoni (153, 154). Pri podganah,
najverjetneje tudi pri misih in kuncih, strm padec progesterona hkrati z visokim dvigom
estradiola, prolaktina in laktogenih hormonov posteljice ob porodu vzpodbudi zacetek
materinskega obnasanja. Ce so padec progesterona prepreéili, se je materinsko obnaSanje
Kljub dvigu ostalih hormonov zavrlo (155). Prav tako samice podgane, ki so jim pred¢asno
prekinili brejost in jim dodali progesteron ali kombinacijo estradiol benzoata in
progesterona, niso kazale materinskega obnaSanja. Nasprotno pa je polovica Zivali po
dodatku samo estradiol benzoata kazala materinsko obnaSanje (156). Ko je enkrat
starSevsko obnaSanje vzpostavljeno, za vzdrzevanje obnasanja (vsaj pri podganah) hormoni
niso ve¢ nujno potrebni. Za nadaljevanje izrazanja obnaSanja je zadosten drazljaj le
prisotnost mladic¢a. Zdi se, da obstaja vsaj pri vecini glodavcev osnoven nivo starSevskega
obnaSanja, ki ni odvisen od fizioloskih stanj, kot sta brejost in laktacija. Vzorci
starSevskega obnaSanja se tako pojavijo tudi pri spolno nezrelih mladi¢ih podgane in
odraslih podganjih samicah, ki nikoli niso bile breje (155). Prav tako so starSevsko
obnasanje opazili tudi pri monogamnih spolno nezrelih rovkah, ne pa tudi pri poligamnih
spolno nezrelih rovkah in spolno nezrelih migih (157). Ce so samice podgane, ki nikoli
niso bile breje, izpostavili mladi¢em nekaj ur dnevno, so po petih do Sestih dneh zacele
kazati vzorce obnaSanja znacilne za matere (158, 159). Temu pojavu pravimo tudi razvoj

obcutljivosti. Najverjetneje se s tem izboljSa prezivetje mladicev in ima vlogo pri ucenju
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starSevskega obnasanja, saj se v naravi velikokrat zgodi, da so starejSi mladi¢i v istem
gnezdu kot novorojeni mladi¢i in pomagajo skrbeti za njih (155). Ocitno je, da imajo v
starSevskem obnasanju pomembno vlogo tudi predhodne izkusnje. Podgana, ki je ze bila
mati, bo ze po enem dnevu posvojila tuje mladice, ne glede na njeno hormonsko stanje
(151). Misi prav tako v odsotnosti hormonov in brez predhodnih izkuSenj lahko kaZzejo
vzorce starSevskega obnasanja. Samci in samice prinasajo mladi¢e v gnezdo, negujejo in
izrazajo obnaSanje podobno laktaciji (Cepenje nad mladiCi), Ceprav nekatere vzorce
obnaSanja izrazajo bolj intenzivno samice kot samci (160). Prisotnost mladi¢ev pri
ovariektomiziranih samicah miSi vzpodbudi Se bolj intenzivno gradnjo gnezd. Kljub
odsotnosti hormonov gradijo lepo oblikovana, globoka gnezda, znacilna za samice matere

(161).

Pri starSevskem obnasanju ima pomembno vlogo vohalni sistem. Misi, ki so jim takoj po
porodu odstranili vohalne betice ali kemicno preprecili zaznavanje vonja, so prenechale
izrazati materinsko obnasanje. Zanimivo je, da so pri samicah hrc¢ka in podganjih samicah
v estrusu, ki nikoli niso bile v paritvi, ugotovili obraten ucinek. Sele nezmoZnost
zaznavanja vonja mladicev je pri njih vzpodbudila materinsko obnasanje. O¢itno pri hrcku
in podgani samice, ki niso matere, ne kazejo materinskega obnasanja, ker jih vonj mladi¢ev
odvraca. Da se vzpodbudi materinsko obnasanje, pride v pozni brejosti do hormonalnih
sprememb in sprememb v Ziv€evju, ki vzpodbudijo privlacnost in s tem pribliZevanje ter

zavrejo zavracanje in s tem izogibanje mladi¢em (155).

Dve podro¢ji, medialno predopti¢no podrocje (MPOA) in spodnje jedro koncne strije
(BNST), sta se izkazali kot pomembna dela sistema v moZganih, ki uravnava materinsko
obnaSanje (162). Pri kalifornijski misi (Peromyscus californicus), kjer je starSevsko
obnaSanje prisotno v enaki meri pri obeh spolih, je podro¢je MPOA pri samcih veliko
vecje kot pri samicah. Ko oba postaneta starSa, teh razlik ni vec, saj se pri samicah telesa
zivénih celic v MPOA moc¢no povecajo (163). Pri samicah podgane uni¢enje MPOA in
BNST popolnoma zavre materinsko obnasanje (155), medtem ko vsadki estradiola,
vstavljeni v. MPOA, vzpodbudijo materinsko obnaSanje (164). Protein C-FOS, ki je
pokazatelj aktivnosti zivénih celic, se zane v MPOA izrazati Ze samo po dodajanju
estradiol benzoata pri spolno neizkusenih samicah podgane (brez izpostavitve mladicem).
Pri brejih samicah podgane prekinitev brejosti in dodajanje estradiol benzoata Se povecata

izrazanje C-FOS v MPOA. Najbolj pa se poveca izrazanje pri podganah, pri katerih so
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prekinili brejost, jim dodali estradiol benzoat, jih izpostavili mladicem in so tudi kazale
materinsko obnasanje. Protein C-FOS je bil pri teh samicah mo¢no izrazen poleg MPOA
tudi v podroc¢jih BNST in v dorzalnem ter intermedialnem delu stranskega pretina (156).
Tudi raziskave estrogenskih receptorjev (ER) so pokazale, da se prav v obdobju pred in ob
porodu poveca izrazanje estrogenskih receptorjev v MPOA in BNST (155). Prav tako misi
brez ERa kazejo zmanjSano materinsko obnasanje in v nekaterih primerih celo pobijajo
mladi¢e (165). Podro¢je MPOA posilja Zivéne povezave v stranski pretin in medialni
hipotalamus. Ti dve podrocji bi lahko zavirali materinsko obnaSanje, saj sta del zivénega
sistema, ki uravnavata strah in agresivno obnasanje (155). Tudi medialna amigdala, ki
dobiva sporocila iz vohalnega sistema, naj bi zavirala starSevsko obnasanje. To dokazujejo
raziskave, kjer so s poSkodbami medialne amigdale vzpodbudili materinsko obnasanje
(166). Podrocje BNST posilja zivéne povezave v ventralni del krova srednjih mozganov in
v podrocje retrorubralnega polja. Ta del sistema bi lahko vzpodbujal materinsko obnasanje,
saj je del dopaminergi¢nega sistema, ki uravnava procese motivacije oziroma nagrajevanja.
Obe podro¢ji, BNST in MPOA, posiljata Zivéne povezave v obakveduktno sivino, Ki
dobiva sporocila iz ¢utnega zaznavanja preko ust. To bi lahko pomenilo, da podrocje
obakveduktne sivine sodeluje pri uravnavanju prenasanja mladi¢ev z usti (155). Tudi
prolaktin in drugi laktogeni hormoni vplivajo na materinsko obnasanje. Stevilo
prolaktinskih receptorjev se lahko poveca zaradi povecane koli¢ine estrogenih hormonov
ali pa izrazanje receptorjev vzpodbudi ze sama prisotnost mladic¢ev (155). Prolaktin v POA
vzpodbudi materinsko obnasanje pri samicah podgane, ki so jim predhodno dodali
estradiol. Tudi oksitocin naj bi imel pomembno vlogo pri materinskem obnasanju. Zacetne
raziskave miSi brez gena za oksitocinski receptor ne ugotavljajo ve¢jih sprememb v
razmnozevanju razen prekinjene laktacije (167). Novejse raziskave pa ugotavljajo, da je
delovanje oksitocina pomembno pri negovanju (lizanju) mladi¢ev in pri nekaterih
motivacijskih procesih materinskega obnasanja (168, 169). Misi brez gena za oksitocinski
receptor imajo tudi motnje v socialnem prepoznavanju, ki bi lahko vplivale na starSevsko

obnasanje (170).

2.5.3.2.2 Ocetovsko obnasSanje

Podobni Zivéni mehanizmi, ki sodelujejo pri materinskem, naj bi sodelovali tudi pri
ocetovskem obnaSanju. Vsadki estradiola v podro¢je POA tudi pri samcih podgane

vzpodbudijo starSevsko obnasanje, Ceprav je Cas do zaCetka obnasSanja daljSi kot pri
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samicah (171). Tudi pri samcu kalifornijske misi (Peromyscus californicus), ki prav tako
kot samica skrbi za mladice, je starSevsko obnasSanje tesno povezano s podrocjem MPOA.
Samci kalifornijske misi, ki S0 jim poSkodovali to podrocje, prezivijo krajsi ¢as z mladici,
manj lizejo in ovohavajo mladice ter potrebujejo dalj Casa, da prinesejo mladi¢e v gnezdo
kot samci brez poskodb (172). Tudi pri monogamni prerijski voluharici (Microtus
ochrogaster) je ofetovsko obnasanje mo¢no izrazeno. Veliko raziskav se je osredotocilo na
vlogo arginin vazopresina in ugotovili so, da naras¢anje ocetovskega obnaSanja pri
prerijski voluharici sovpada z zmanjSevanjem koli¢ine arginin vazopresina v stranskem
pretinu. To verjetno pomeni, da se arginin vazopresin med obnaSanjem intenzivno izloca.
Skladno s tem so ugotovili povecanje izrazanja sporocilne ribonukleinske kisline (mRNK)
za arginin vazopresin v celicah, ki posiljajo Zivéna vlakna v stranski pretin. V teh celicah
verjetno nastaja zaloga arginin vazopresina, ki prehaja v stranski pretin. Pove¢anje mRNK
za arginin vazopresin zato razlagajo kot posledico povecane porabe v stranskem pretinu.
Ce so v stranski pretin spolno neizkuenim samcem prerijske voluharice injicirali arginin
vazopresin, so vzpodbudili ocetovsko obnasanje. Nasprotno, ¢e so v isto podro¢je injicirali

antagonist vazopresinskega receptorja, so o¢etovsko obnasanje zavrli (173).

2.5.3.3 Socialno in agresivno obnasanje

Socialno obnaSanje je SirSe definirano kot obnaSanje, ki predstavlja interakcije med
posamezniki in od katerega ima en ali ve¢ posameznikov korist. Tako $iroka definicija
zajema tako agresivne kot tudi neagresivne oblike interakcij. Neagresivne interakcije med
posamezniki zajemajo razli¢ne vzorce obnasanja, ki utrjujejo povezanost in dajejo obcutek
pripadnosti. Lahko so tudi sklop drugih vrst obnaSanj, kot so na primer starSevsko
obnasanje ali dvorjenje pri spolnem obnasanju. Med posameznimi vrstami obstajajo velike
razlike med izrazanjem razli¢nih oblik socialnega obnaSanja. Posamezniki nekaterih vrst
Zivijo popolnoma sami in imajo socialne stike le ob parjenju, drugi lahko Zivijo sami in
imajo poleg parjenja Se obCasne socialne stike. Veliko zivalskih vrst, med katerimi so tudi
podgane in misi, pa Zivi v skupinah ali parih ve¢ino ¢asa. Zivali, ki Zivijo v parih ali celo
skupinah, imajo praviloma veliko socialnih stikov in med njim se vzpostavi obcutek
povezanosti oziroma pripadnosti. Ceprav teritorialno in agresivno obna$anje posameznike
razdvaja, socialno obnaSanje pa posameznike povezuje, mehanizem uravnavanja enega ni

nasproten mehanizmu uravnavanja drugega. Pri obeh oblikah gre za zapleteno delovanje
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hormonov, nevrotransmiterjev in drugih snovi, ki uravnavajo odgovor zivénega sistema na

razli¢ne drazljaje (174).

2.5.3.3.1 Socialno obnasanje

Socialno obnaSanje v povezavi z mozgani se je v veliki meri proucevalo na razli¢nih vrstah
voluharic, ki izrazajo razlicno partnersko obnaSanje. Prerijska voluharica (Microtus
ochrogaster) je monogamna, medtem ko sta njena bliznja sorodnika gorska voluharica
(Microtus montanus) in travniska voluharica (Microtus Pennsylvanicus) poligamni.
Oksitocin in arginin vazopresin sta v tesni povezavi z razli¢nim partnerskim obnasanjem
voluharic in pomembno vplivata na izraZzanje socialnega, agresivnega, teritorialnega in
starSevskega obnaSanja tudi pri ostalih vrstah (175, 176). Arginin vazopresin deluje preko
treh tipov receptorjev, V1a, V1b in V2, od katerih sta pri socialnem obnasanju pomembna
predvsem receptorja V1a in V1b (177, 178). Monogamna in poligamna voluharica se
razlikujeta v razporeditvi vazopresinskih receptorjev V1a (179) in oksitocinskih
receptorjev (180) v mozganih. Podobno razliko v razporeditvi oksitocinskih receptorjev so
ugotovili tudi za poligamno vrsto misi (Peromyscus maniculatus) in monogamo vrsto misi

(Peromyscus californicus) (181).

Samci in samice laboratorijske misi (Mus musculus) ne tvorijo partnerskih vezi tako kot
monogamne vrste voluharic ali nekatere monogamne vrste misi, zato socialnega obnasanja
ne moremo raziskovati z vidika monogamnosti in poligamnosti. Kljub vsemu je socialno
obnasanje pri laboratorijski misi vseeno mocno izraZzeno. Kaze se kot del drugih vzorcev
obnaSanja, kot so: starSevsko, spolno, igra mladicev ali pa bolj specificno kot socialno
prepoznavanje vrstnikov. Za raziskovanje socialnega obnasanja laboratorijske misi se
pogosto uporablja poskus socialnega prepoznavanja. Z njim ugotavljamo, ali mi$ prepozna
vonj druge misi, ali jo ta vonj zanima in ali si vonj po dolo¢enem ¢asu tudi zapomni.
Poskus socialnega prepoznavanja temelji na spoznanju, da mis raje ovohava neznano mis
od Ze znane miSi. Ker so mi$i v tem poskusu izpostavljene veckrat zaporedoma isti samici,
si njen vonj postopoma zapomnijo in se ¢as ovohavanja zato zmanjsuje. Cas ovohavanja pa
se ponovno poveca, ko v kletko dodamo novo samico, ki zopet vzpodbudi zanimanje pri

poskusni misi (182).

Za proucevanje vpliva arginin vazopresina na obnasanje imamo na voljo dva modela misi

brez gena za receptor Vla in miSi brez gena za receptor V1b. Oba modela gensko
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spremenjenih misi kazeta motnje v socialnem obnasanju, vendar so pri samcih misi brez
gena za V1a ugotovili ve¢je motnje pri socialnem prepoznavanju kot pri samcih misi brez
gena za receptor V1b (183, 184). Poleg tega so pri samcih misi brez gena za receptor V1b
opazili tudi zmanjSano agresivnost v primerjavi s samci z normalno prisotnim receptorjem
(184). Pri obeh spolih misi brez gena za receptor Vla pa so ugotovili tudi zmanj$ano
obnasanje podobno tesnobi in zmanj$ano sposobnost uc¢enja ter pomnjenja (177). Tudi
oksitocin ima pomembno vlogo pri uravnavanju socialnega obnaSanja, saj so moteno
socialno prepoznavanje ugotovili pri miSih brez gena za oksitocin in miSih brez gena za

oksitocinski receptor (185, 186).

2.5.3.3.2 Agresivno obnasanje

Na splosno lahko opiSemo agresivno obnasanje kot obnasanje, ki se izrazi, kadar pride do
spora zaradi razli¢nih interesov posameznikov. Z vidika organizma, proti kateremu je
agresivno obnaSanje usmerjeno, bi lahko rekli, da je to obnaSanje nasprotno socialnemu
obnasanju. Z vidika osebka, ki agresivno obnasanje izvaja, lahko to obnasanje celo izboljsa
socialne stike (zascita kolonije pred plenilci ali drugimi vsiljivci, materinska agresivnost).
Ni nujno, da se agresivnost kaze z razli¢nimi oblikami fizi¢nega stika. Spor med dvema
osebkoma se lahko razresi brez fizicnega stika, Zze s samo groznjo, obredom ali z
aktivnostjo, ki kaZze na podreditev poraZzenca. Razlicne vrste agresivnosti se pojavljajo v
razli¢nih situacijah, okoljih in v razlicnem socialnem kontekstu. Agresivnost ima lahko
namen obrambe ali zagotavlja vire (hrana, ozemlje) za boljSe prezivetje in razmnozevanje.
V naravi se pojavljajo: teritorialna agresivnost, materinska agresivnost, agresivnost med
samci in agresivnost plenilcev, ki zagotavlja hrano. V laboratorijih agresivnost lahko
vzpodbudimo z razlicnimi eksperimentalnimi pogoji, kot so strah, elektroSok, izolacija in
prisotnost osebka iste ali druge vrste. Pri podganah in miSih se najveckrat proucuje
agresivnost med samci in maternalna agresivnost. Samci se ponavadi borijo za ozemlje in
samice. V laboratoriju porazene in podrejene misi ne morejo oditi iz kletke in naseliti
novega ozemlja, kot se to zgodi v naravi. V Kletki se ustvari hierarhija in na vrhu lestvice
je ponavadi en dominanten samec, ki najveckrat napada ostale (174). Zgodnje raziskave na
podganah so prisle do zanimivih ugotovitev, kaj se dogaja s populacijo, kadar pride do
prenaseljenosti. Na zacetku poskusa je gostota populacije podgan narascala. Ko je dosegla
kriti€no tocko, je zacela naglo upadati. Mladi¢i so poginjali, samice niso docakale kotitve

in samci so se intenzivno borili, dokler se ni vzpostavila hierarhija. Dominanten samec je
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imel skupino samic, ki so normalno kotile in dobro skrbele za mladice. Ostale samice iz
skupine, ki niso zivele v blizini dominantnega samca, pa so imele slabsa gnezda in so slabo
skrbele za mladice, ki so tudi velikokrat poginili. S temi samicami so se parili najveckrat
samci na obrobju, saj je dominanten samec prepreceval ostalim samcem, da bi se parili z

njegovimi samicami (187).

Na splosno je agresivno obnasanje znano kot obnasanje, ki se zelo razlikuje med spoloma
in se kaze bolj intenzivno pri osebkih moskega spola kot pri osebkih Zenskega spola.
PovecCanje izrazanja agresivnih oblik obnaSanja se pojavi ob puberteti. Takrat se moda
povecajo in pod vplivom luteinizirajotega hormona izlocajo vedno vecje koliCine
androgenih hormonov. V naravi je za glodavce to pomemben ¢as, saj morajo takrat oditi iz
gnezda, se osamosvojiti in si z ustreznim obnaSanjem zagotoviti ozemlje, hrano in samice
(174). Androgeni hormoni med razvojem in v odraslem obdobju pomembno vplivajo na
agresivno obnasanje. Pri podganah vplivajo na razvoj igre med mladi¢i, ki ima elemente
agresivnosti in je pomembna za izrazanje ustreznega obnasanja v odraslem obdobju (188).
Zgodnja odstranitev mod pri misi, takoj po rojstvu, zmanj$a agresivnost, Kljub dodajanju
testosterona v odraslem obdobju. Nasprotno dodajanje testosterona samicam takoj po
rojstvu poveca agresivnost samic kasneje v odraslem obdobju (189). Pri nekaterih vrstah so
ugotovili, da lega plodov v maternici lahko vpliva na spolno razlicen razvoj
nevroendokrinega sistema. Spremembe so bile opisane predvsem pri podganah in miSih.
Pri miSih so primerjali nekatere fizioloSke parametre, morfologijo in obnaSanje Vv
odvisnosti od tega, ali je plod v maternici lezal med dvema plodovoma moskega ali med
dvema plodovoma zenskega spola. Samci in samice, ki so lezali v maternici med dvema
plodovoma moskega spola, S0 izrazali ve¢ agresivnega obnaSanja kot tisti, ki so lezali med
dvema plodovoma Zenskega spola. Te spremembe so pripisali testosteronu, ki se je izlocal
iz plodov moskega spola in prehajal v sosednje plodove (42). V vecini odstranitev mod
vpliva na zmanjSanje ali popolno prenehanje agresivnosti. To ne drzi v vseh okolis¢inah in
za vse vrste. Tako na primer pri samcu prerijske voluharice (190), kalifornijske misi (191)
in misi linije CD-1 (192) po odstranitvi mod ne pride do zmanjSanja agresivnosti. Ker
odstranitev mod v vefini primerov drasticno zmanjSa ali celo prekine izraZanje
agresivnosti, so razli¢ne raziskave Zelele povezati individuale razlike v agresivnosti s
koli¢ino testosterona v krvi. Nekatere so uspele potrditi pozitivno povezavo med koli¢ino
testosterona v Kkrvi in agresivnostjo, medtem ko so druge to hipotezo ovrgle (193).

Testosteron verjetno do neke mere povecuje agresivnost, vendar le, kadar se giblje znotraj
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fizioloskih koncentracij. Nad fizioloSkimi koncentracijami testosteron ne vpliva ve¢ na
povecanje agresivnosti (194). Testosteron lahko vpliva na agresivno obnasanje
nespremenjen ali pa v obliki razli¢nih presnovkov. V mozganih se lahko presnovi v Sa-
dihidrotestosteron ali v estradiol (195). Aromatiziran testosteron, estradiol, je pomemben
za razvoj agresivnega obnasanja tudi med fetalnim razvojem. V tem c¢asu maskulinizira
nevroendokrini sistem moskih plodov, kar je osnova za ustrezno izrazanje agresivnega
obnasanja v odraslem zivljenju (9). Najverjetneje je pri tem pomemben estrogenski
receptor a (ERa), saj samci brez gena za ERa le redko izrazajo agresivno obnaSanje
usmerjeno proti samcem (196, 197). Nasprotno velja za samce brez gena za ER B, kjer niso
opazili ve¢jih sprememb v agresivnosti do samcev (198). Pri misih linije CD-1 so
ugotovili, da po odstranitvi mod $e vedno kazejo agresivno obnaSanje. Ta agresivnost je
bila odvisna od estrogenih hormonov, saj se je po dodanem zaviralcu aromataze zmanjsala.
Prav tako so ugotovili, da so bile individualne razlike v agresivnosti teh misi v pozitivni

povezavi s Stevilom ERa v nekaterih podro¢jih mozganov (192).

Hormoni vplivajo na obnaSanje, vendar tudi obnaSanje vpliva nazaj na hormone. Socialne
izkusnje lahko povratno vplivajo na koncentracijo hormonov in drugih snovi v krvi in s
tem na agresivno obnasanje. Tako lahko pri sirijskem hréku izkus$nje z agresivnostjo v
zgodnjem obdobju zivljenja vplivajo na povecano agresivnost v odraslem obdobju (199).
Tudi izkus$nje poraza v odraslem obdobju lahko vplivajo na hormonske spremembe in
obnaSanje. Pri vrstah kot so opice rezus, mi$i in hrcki se po ponavljajo¢ih porazih zniZa
koncentracija androgenih hormonov v krvi (174). Ta pojav je najbolj raziskan pri hr¢kih in
ga imenujejo pogojena podrejenost. Hrcek, ki stalno izgublja borbe, popolnoma preneha
izrazati agresivno obnaSanje. Kljub izpostavitvi veliko manjSemu in neagresivhemu
nasprotniku, ki ponavadi izzove agresivnost, ne brani svojega ozemlja. Sprememba
obnaganja pa ni nujno pogojena s fizi¢nim stikom z nasprotnikom. Ze sama blizina drugega

samca lahko povzro€i povecan stres in prenchanje agresivnega obnasanja (200).

Zivéni sistem, ki uravnava agresivno obnasanje, vkljuéuje medialno predoptiéno podrodje,
stranski pretin, sprednji hipotalamus, ventromedialni hipotalamus (VMH), podrocje sivine
ob ventriklih (angl. periagaductal gray, PAG), medialno amigdalo in BNST (angl. bed
nucleus of stria terminalis). V ta krog se povezujejo Se druga podrocja mozganov, kot na
primer mozganska skorja in podroc¢ja, ki sprejemajo drazljaje iz cutil. Pri glodalcih so pri

uravnavanju agresivnosti pomembni vohalni beti¢i, medtem ko so pri drugih vrstah, kjer je
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bolj razvito cutilo za vid in sluh, pomembna podrocja, ki sprejemajo drazljaje iz teh cutil
(66). Na splosno pri podganah poskodbe stranskega pretina, BNST, sprednjega
hipotalamusa in medialne amigdale zmanjSajo agresivnost (201), medtem ko poSkodbe
orbitofrontalnega dela mozganske skorje povecajo agresivnost, kar kaze na to, da to
podro¢je verjetno zavira agresivnost (202). Doloc¢ena jedra znotraj posameznih podrocij
mozganov imajo razlicno vlogo pri uravnavanju agresivnosti v razli¢nih socialnih
okolis¢inah. Dorzomedialni del VMH in kavdoventralni del medialne amigdale sodelujeta
pri obnaSanju, ki ima znaéilnosti obrambe, medtem ko posterodorzalni del amigdale

sodeluje pri napadalnem obnasanju (203).

Steroidni hormoni vplivajo na sistem nevrotransmiterjev, ki oblikujejo neagresivni ali
agresivni odgovor na drazljaj. Ceprav so Ze za skoraj vsak nevrotransmiter porocali, da je v
doloceni meri udelezen pri uravnavanju agresivnosti, pa predpostavljajo, da je serotonin
(5-hidroksitriptamin, 5-HT) eden najpomembnej$ih. Na splosno znizana raven 5-HT
povecuje agresivnost, zviSana pa zmanjSuje agresivnost. Na vi§jo raven 5-HT lahko
vplivamo preko povisanja presnovkov predhodnikov 5-HT, z dodajanjem zaviralcev
ponovnega prevzema 5-HT ali z dodajanjem agonistov serotoninskih receptorjev 5-HT4 in
5-HT31g. Kadar so miSim dodali zgoraj nastete snovi, se je v vseh primerih zmanjsala
agresivnost (204, 205). Vpliv serotoninskega sistema na agresivnost so raziskovali tudi na
razlicnih modelih gensko spremenjenih miSi. Samci in samice mi$i brez gena za
serotoninski receptor 1b kazejo ve¢jo agresivnost kot misi z normalnim genotipom (206).
Serotoninska receptorja 1a in 1b verjetno razli¢no vplivata na agresivno obnasanje, saj misi
brez gena za serotoninski receptor la kazejo drugacen fenotip kot misi brez gena za
serotoninski receptor 1b. Te mis$i izrazajo ve¢ obnasanja podobnega tesnobi in manj

reaktivnega obnasanja ter S0 verjetno zaradi tega tudi manj agresivne (207).

Preko serotoninskega sistema ali samostojno lahko vplivajo na agresivnost e duSikov
oksid (NO), y amino butiri¢na kislina (GABA) in vazopresin (66, 204). Misi brez gena za
encim, ki tvori dusikove okside v zZivénem sistemu, imajo zmanjSano presnovo 5-HT v
nekaterih podroc¢jih mozganov (204) in najverjetneje zaradi tega kazejo vecjo agresivnost
do nasprotnikov (208). Poleg zgoraj nastetih snovi sodelujeta pri uravnavanju agresivnosti
tudi dopamin in noradrenalin, saj med agresivnimi srecanji pride do dviga vzburjenosti

Zivénega sistema in povecanega stresnega odgovora (66).
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2.54 Modeli miSi za proucevanje vplivov spolnih hormonov na spolno

diferenciacijo in obnasanje

2.5.4.1 Misi 7 neobcutljivostjo androgenskih receptorjev in misi brez gena za androgeni

receptor

Androgenski receptor (AR) je izrazen v podroc¢jih mozganov, ki ve¢inoma uravnavajo
spolno obnaSanje. V podrocju prednjih mozganov je izrazen v ve¢jem delu mozganske
skorje, vohalni skorji in podro¢ju hipokampusa (209, 210, 211). V limbi¢nem podrocju je
izrazen v pretinu, amigdali in v spodnjem jedru konéne strije (212). Znotraj
hipotalamusno-predopti¢nega dela je izrazen v predopti¢nem podrocju, paraventrikularnem
jedru, arkvatnem jedru in ventromedialnem jedru (211, 213). V nekaterih podro¢jih celice
skupaj z androgenskim receptorjem izrazajo tudi encim tirozin hidroksilazo, ki je
pomemben v proizvodnji dopamina. Izrazanje androgenskega receptorja je v glavnem
odvisno od testosterona oziroma njegovih presnovkov. Stevilo androgenskih receptorjev se
lahko zmanjSa tako pri poviSanih koncentracijah kot tudi pri znizanih koncentracijah
testosterona. Testosteron se v celicah lahko spremeni v 5Sa-dihidrotestosteron, ki se veze
samo na androgenske receptorje, ali pa v estradiol, ki se veze na estrogenske receptorje.
Presenetljivo oba Sa-dihidrotestosteron in estradiol uravnavata izrazanje androgenskih

receptorjev (213, 214).

Za proucevanje androgenskega receptorja imamo na voljo dve vrsti gensko spremenjenih
misi. Prva je rezultat spontane mutacije androgenskega receptorja, zaradi katere pride do
neobcutljivosti receptorja na androgene hormone (angl. testicular feminization mutation,
Tfm). Druga skupina predstavlja misi, ki so jim umetno izbili gen za androgenski receptor
in se imenujejo miSi brez gena za androgenski receptor (angl. knockout, ARKO).
Fenotipsko so samci Tfm podobni samicam in niso plodni (215). Ceprav imajo v trebusni
votlini prisotna majhna moda, ki izlo€ajo nizke koliine testosterona in
Sa-dihidrotestosterona, brez dodanih spolnih hormonov ne izrazajo spolnega obnasanja. Po
dodajanju razli¢nih spolnih hormonov samo del samcev Tfm izraza spolno obnasanje,
vklju¢no z ejakulatornim refleksom (36). Nasprotno spolnemu obnaSanju pa samci Tfm
izrazajo normalno agresivno obnasanje usmerjeno proti samcem, kar dokazuje, da AR ni
nujno potreben za izrazanje agresivnega obnaSanja (216). Oc¢itno je AR pomemben tudi pri

samicah, saj imajo samice ARKO moteno razmnoZevanje. Tako heterozigotne kot
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homozigotne samice z mutacijo v androgenskem receptorju imajo manjSe Stevilo mladicev

kot misi z normalno prisotnim androgenskim receptorjem (215, 217).

2.5.4.2 Misi brez gena za estrogenski receptor

Ceprav se stalno ugiba, ali je prisotnih ve& oblik estrogenskega receptorja, so do sedaj
izolirali le dve obliki, a in B (218). Vzorec izraZanja obeh oblik receptorja v moZganih se
ponekod prekriva, v nekaterih podroc¢jih mozganov pa je izrazena ena oblika bolj kot
druga. Vzorec izrazanja se spreminja tudi glede na starost, spolni cikel pri samicah in glede
na obdobje razvoja. V podrocju spodnjega jedra konéne strije in medialne amigdale sta
izrazena oba receptorja podobno pri miSih in podganah. Po celotni skorji mozganov je
izrazen predvsem estrogenski receptor 3, Ceprav se vzorec izrazanja zelo razlikuje med
podgano in misjo. V predopti¢nem podrocju in v podrocju hipotalamusa sta oba receptorja
izrazena, vendar razlicno glede na posamezne manjSe dele teh podrocij. Estrogenski
receptor o je izrazen predvsem v medialnem predopticnem podrocju, arkvatnem in
ventromedalnem jedru hipotalamusa (VMH), medtem ko estrogenskega receptorja 3 v teh
podrogjih skoraj ni. V predopti¢nem podrocju je estrogenski receptor f mocno izrazen le v
podro¢ju magnocelularnih celic. Estrogenski receptor [ je mocno izrazen tudi v
paraventrikularnem jedru (PVN) pri misih in podganah. V tem podro¢ju pri podgani
estrogenskega receptorja o ni, medtem ko je pri misih srednje do Sibko izrazen (219, 220).
Oksitocin, ki je pomemben pri oblikovanju lordoze, nastaja v paraventrikularnem jedru in
v supraopti¢nem jedru, ki se povezujeta z VMH. Veéina celic v paraventrikularnem jedru
istoCasno izraza oksitocin in estrogenski receptor § (221). V podro¢ju anteroventralnega
dela periventrikularnega jedra (AVPV) celice izrazajo pri podganah le estrogenski receptor
a, medtem ko pri misih tudi nekaj estrogenskega receptorja f (219, 220). Dopamin prav
tako spodbuja spolno obnasanje pri samicah in samcih in v AVPV celice istoCasno izrazajo
estrogenski receptor a in encim tirozinsko hidroksilazo, pri ¢emer imajo samice ve¢ takih
celic kot samci (222). Pri misih je estrogenski receptor f moc¢no izrazen v podrocjih, kjer
se 1izloCajo monoamini (dopamin, serotonin in noradrenalin), ki sodelujejo pri

motivacijskih procesih (219).

Za proucevanje estrogenskih receptorjev imamo na voljo tri razli¢ne modele misi z izbitimi
geni za razli¢ne estrogenske receptorje (angl. knockout, KO). Prouc¢ujemo lahko misi brez
gena za estrogenski receptor a (ERaKO), miSi brez gena za estrogenski receptor [

(ERBKO) in misi brez genov za oba estrogenska receptorja a in f (ERapKO).
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Samci ERapKO ne kaZejo nobenih vzorcev moskega spolnega obnasanja od faze dvorjenja
do faze paritve (223). Ultrazvocno oglasanje je bilo prisotno le pri enem samcu od sedmih.
Po odstranitvi mod so s kombinacijo testosterona in apomorfina (agonist dopamina)
najbolje uspeli povrniti vzpenjanje in vstope penisa v noznico, medtem ko noben samec ni
ejakuliral (36). Tudi agresivno obnasanje je bilo mo¢no zmanjSano pri samcih ERapKO v
primerjavi s samci z normalnim genotipom (223). Samice ERofKO po dodajanju
estradiola in progesterona ne izrazajo lordoze. Tudi kombinacija estradiola in apomorfina

pri njih ni uspela vzpodbuditi lordoze (224).

Tudi pomanjkanje samo estrogenskega receptorja a vpliva na razmnoZevanje. Ceprav se
spolni organi razvijejo normalno, so samci in samice ERaKO neplodni. Samice ERaKO, ki
SO jim odstranili jajénike, kljub dodajanju estradiol benzoata in progesterona ne kazejo
lordoze, ceprav stimulusne samce privlacijo enako mocno kot samice z normalnim
genotipom (225, 226). Pri samcih ERaKO se spolno obnasanje po odstranitvi mod in
vstavitvi testosteronskih vsadkov le delno povrne. Ceprav samci ERoKO ne kaZejo
privla¢nosti do vonja samice (123), se vseeno vzpenjajo na samice in ultrazvo¢no oglasajo,
vendar imajo mo¢no zmanj$ano $tevilo vstopov penisa v noznico in ne ejakulirajo (225,
226, 227). Po dodajanju apomorfina, agonosta dopamina, se je spolno obnaSanje in
privlacnost do vonja samice v celoti povrnilo, kar dokazuje da ERa ni nujno potreben za
izrazanje spolnega obnaSanja pri samcih (123). Estrogenski receptor a je o¢itno pomemben
tudi pri razvoju agresivnosti, saj samci ERaKO ne kaZzejo agresivnega obnaSanja do drugih
samcev, ¢eprav pri njih normalno izzovejo agresivnost. Nasprotno pa so samci ERaKO

agresivni do samic in do mladicev ter kazejo povecano ubijanje mladicev (197, 228).

V nasprotju z ERofKO in ERaKO misi brez gena za estrogenski receptor B (ERBKO)
nimajo tako spremenjenega spolnega in agresivnega obnaSanja. V moskem spolnem
obnasanju niso odkrili nobenih razlik v primerjavi s samci divjega tipa. Prav tako normalno
1zraZajo agresivno obnaSanje proti samcem. Edina razlika, ki so jo ugotovili v agresivnem
obnaSanju, je, da pri samcih z normalnim genotipom agresivnost s Stevilom poskusov
naras$ca, pri samcih ERBKO pa agresivnost med poskusi ostaja podobna (229). Pri samicah
ERBKO spolno obnasanje ni spremenjeno, kazejo celo povecano spolno sprejemljivost kot
kontrolne samice in so spolno sprejemljive celo dan po estrusu (229). Ceprav samci
ERBKO ne kazejo nobenih znakov demaskulinizacije, po odstranitvi mod in dodajanju

estradiol benzoata in progesterona kazejo znacilnosti zenskega spolnega obnaSanja in
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imajo boljso lordozo kot samci divjega tipa. 1z teh rezultatov lahko sklepamo, da je

estrogenski receptor 3 pomemben za popolno defeminizacijo plodov moskega spola (230).

2.5.4.3 Misi brez gena za progestinski receptor

Odkriti sta bili dve glavni obliki progestinskega receptorja A in B (231). Podobno kot
androgenski receptor je tudi progestinski receptor (veCinoma obe obliki) izrazen v
podroéjih moZganov, ki uravnavajo spolno obnasanje. Se posebno moé¢no je izrazen v
celicah predopti¢nega podroc¢ja (POA) in ventromedialnega hipotalamusa (VMH), srednje
mocno je izrazen v jedru kon¢ne strije, arkvatnem jedru hipotalamusa (ARC) in amigdali
(232, 233, 234). Primarno uravnavanje izraZanja progestinskega receptorja poteka preko
estradiola. Nekatere celice v mozganih izrazajo oba, tako estrogenski kot tudi progestinski
receptor. Med estrusom se po dvigu estradiola poveca izrazanje progestinskega receptorja
v POA in VMH, kar omogoca ustrezno obnaSanje (lordozo) spolno sprejemljive samice
(141). Pri samicah mi$i poteka uravnavanje izraZzanja progestinskega receptorja v MPOA
samo preko estrogenskega receptorja o, medtem ko sta pri samcih potrebna oba
estrogenska receptorja za najveje izrazanje progestinskega receptorja (235). Tipicen
primer spolno razlicnega izrazanja zaradi vplivov estradiola v fetalnem obdobju je
izrazanje progestinskega receptorja v podro¢ju POA in v anteroventralnem delu
periventrikularnega jedra (AVPV). Pri samcih je v tem obdobju progestinski receptor
mocno izrazen, medtem ko ga pri samicah skorajda ni. Samci v tem obdobju izloc¢ajo
testosteron, ki se aromatizira v estradiol in uravnava izrazanje progestinskega receptorja,
medtem ko samice v tem obdobju ne izlo¢ajo spolnih hormonov, ki bi lahko vplivali na
izrazanje progestinskega receptorja (236). Pri podganjih samicah nekatere celice
hipotalamusa izrazajo poleg progestinskega receptorja tudi dopaminske receptorje (237) in
encim tirozin hidroksilazo, ki je pomemben za presnovo dopamina (238). Glede na to bi v

teh celicah lahko tudi dopamin sodeloval pri izrazanju progestinskega receptorja.

Za proucevanje progestinskega receptorja imamo na voljo misi brez gena za progestinski
receptor (angl. knockout, PRKO). Samice PRKO imajo motnje v razmnozevanju in so
neplodne. Motnje se kazejo na ve¢ ravneh, od motene ovulacije, nepopolno razvitih
mlecnih Zlez, hiperplazije sluznice maternice, do zmanjSanega izrazanja spolnega
obnasanja. Samice PRKO po dodajanju estradiol benzoata in progesterona ne kaZejo
spolne sprejemljivosti (lordoze), medtem ko samice heterozigotne za izbiti gen

progestinskega receptorja kazejo lordozo podobno kot samice z nespremenjenim
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genotipom. Enkratno injiciranje samo estradiol benzoata, brez progesterona, ni uspelo
vzpodbuditi lordoze niti pri samicah PRKO niti pri samicah z nespremenjenim genotipom.
Ko so miSim dodajali zelo visoke odmerke estradiol benzoata (10pug na mis) deset dni
zaporedoma, pa so uspeli enako vzpodbuditi lordozo pri samicah PRKO, heterozigotnih
samicah in pri samicah z nespremenjenim genotipom. Lordoza je bila v tem primeru veliko
slabsa kot lordoza po kombinaciji estradiol benzoata in progesterona. O¢itno samice PRKO
niso popolnoma izgubile sposobnosti izrazanja lordoze in za lordozo, vzpodbujeno preko
estradiol benzoata, ni potreben progestinski receptor (148). Ceprav so samci PRKO z
razliko od samic plodni, vseeno kazejo manjSe motnje v spolnem obnasanju. Samci PRKO
so kazali manjSe Stevilo vzpenjanj kot kontrolni samci. Te razlike so izginile, ¢e so imeli
samci pred poskusom izkusSnje s parjenjem. Velike razlike so opazili, ¢e so izkuSenim
samcem odstranili spolne zleze. Po odstranitvi mod se je izkusenim samcem PRKO spolno
obnasanje drasticno zmanjSalo, medtem ko je pri kontrolnih samcih, prav tako z
izkuSnjami, ostalo na vi§ji ravni. 1z rezultatov predpostavljajo, da izkusnje vplivajo na
dopaminski sistem, ki preko progestinskih receptorjev uravnava spolno obnasanje. Ker
samci PRKO nimajo progestinskih receptorjev, se jim kljub spolnim izkuSnjam spolno

obnasanje po odstranitvi mod mo¢no zmanjsa (239).

2.5.4.4 Misi brez gena za encim aromatazo

Encim citokrom P450 aromataza (Ar), produkt gena cyp 19, katalizira proces aromatizacije
androgenih hormonov v estrogene hormone (240). Encim Ar je prisoten v podrocjih
mozganov, ki ve¢inoma uravnavajo razmnozevanje. Visoko koli¢ino encima Ar so izmerili
v podroc¢jih moZganov, kot so: amigdala, spodnje jedro kon¢ne strije, ventromedialni
hipotalamus, predopticno podrocje, v nekaterth ostalih delih vmesnih moZganov ter
hipokampusu in mozganski skorji (241, 242). Za proucevanje delovanja encima Ar so na
voljo misi z izbitim genom cyp 19, ki nosi zapis za encim Ar (angl. knockout, ArKO).
Samci ArKO so neplodni, vendar se delez in ¢as, ko zacne plodnost upadati, razlikujeta
glede na linijo misi (243). Ce so bili nastanjeni skupaj s samicami, je le majhen delez
samcev ArKO uspel zaploditi potomce (244). Ce so samci ArKO dobivali estradiol nekaj
dni po rojstvu, se je njihova plodnost izboljsala in uspeli so zaploditi vsaj po tri gnezda
(243). Kopulatorno obnasSanje (vzpenjanje, vstopi penisa v noznico in ejakulacija) je
zmanjSano pri samcih ArKO. Tudi samice imajo moteno razmnoZevanje. Lordoza samic

ArKO je kljub dodajanju estradiola in progesterona veliko slabsa od samic z normalnim
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genotipom (125). Estrogeni ocitno uravnavajo tudi agresivno obnasanje pri samcih. Samci
ArKO so se namre¢ agresivno obnasali le ob dodatku estradiola. Delez samcev, ki so bili
agresivni, je bil odvisen od tega, kdaj po rojstvu so zaceli dobivati injekcije estradiola in
koliko ¢asa so jih dobivali. Na splosno je bila agresivnost vecja, ¢e je bilo injiciranje blizje

dnevu rojstva in je trajalo dalj ¢asa (243).

2.5.5 Model miSi za proucevanje genetskih vplivov na spolno diferenciacijo in
obnasanje

Par spolnih kromosomov (XX, XY) vpliva na nastanek spolnih razlik vecinoma posredno,
ker uravnava razvoj spolnih zlez in s tem dolo¢i, kateri spolni hormoni bodo v
nadaljevanju vplivali na spolno diferenciacijo (11). Nekatere razlike med spoloma se
pojavijo Se pred razvojem spolnih Zlez, zato so po vsej verjetnosti odvisne od razli¢nega
izrazanje genetskih dejavnikov in ne od razli¢nega vpliva spolnih hormonov. Tako so se na
primer v popolnoma enakih pogojih (v odsotnosti spolnih hormonov) in vitro zivéne celice
zarodkov Zenskega spola razvijale drugace kot zivéne celice zarodkov moskega spola (68).
Dewing in sod. (12) ugotavljajo, da se ze pri desetem dnevu in pol po oploditvi (pred
pri¢etkom razvoja spolnih zlez) v mozganih moskih in Zenskih zarodkov misi izrazajo tako
razli¢ne koli¢ine kot tudi razli¢ne vrste genov. Prav ti geni in gen Sry bi lahko bili glavni
kandidati, ki bi lahko vplivali na razlike med spoloma. Nedavno so ugotovili, da v
mozganih podgan gen Sry neposredno uravnava izrazanje encima tirozin hidroksilaze, ki je
udeleZen pri proizvodnji dopamina in ima pomembno vlogo tudi pri uravnavanju razli¢nih

obnasanj povezanih z razmnoZzevanjem (245).

2.5.5.1 Model misi stirih razli¢nih genotipov (angl. four core genotypes, FCG)

Misi FCG predstavljajo Stiri razlicne skupine misi, pri katerih je spol oziroma prisotnost
moskih ali Zenski spolnih Zlez neodvisna od spolnega kromosoma Y. To so dosegli tako,
da so gen Sry prenesli na avtosomni kromosom ali pa so ga mutirali, tako da ni ve¢ deloval
in ni mogel sproZiti razvoja mod. S tako gensko manipulacijo so dobili samice s
kromosomi XY in samce s kromosomi XX, ki jih lahko primerjajo s samci s kromosomi
XY in s samicami s kromosomi XX. Raziskave pri mi§ih FCG sicer ne morejo izkljuciti
ucinkov spolnih hormonov med fetalnim razvojem, saj imajo te misi prisotne spolne Zleze,
vendar pa lahko s primerjavo vseh $tirih skupin proucujejo neposreden vpliv gena Sry in

spolnih kromosomov na spolno diferenciacijo in obnasanje. Kar nekaj zacetnih raziskav ni
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uspelo potrditi hipoteze o neposrednem vplivu spolnih  kromosomov na spolno
diferenciacijo. Spolne razlike v motori¢nih zivcih v hrbtenjaci, v anteroventralnem delu
periventrikularnega jedra ter izrazanje progestinskih receptorjev v hipotalamusu so nastale
zaradi organizacijskih ucinkov spolnih hormonov med fetalnim razvojem (246). Tudi
raziskave spontane aktivnost v odprtem polju, obnaSanja v dvignjenem labirintu in razlike
v odzivu na elektroSok niso odkrile neposredne povezave vpliva spolnih kromosomov na
spolno diferenciacijo (14). Vpliv spolnih kromosomov neodvisno od vrste spolnih zlez pa
se je pokazal v raziskavah, ki so ugotavljale razlike v izraZanju tirozin hidroksilaze (247),
vazopresina (15, 68), odzivu na bole¢ino (248) in pri u¢enju navad (13). Prav tako se je pri
analizi socialnega obnaSanja pokazalo, da misi XX manj ovohavajo in negujejo vsiljivca
kot misi XY, ne glede na to ali imajo jajénike ali moda (14). Tudi pri starSevskem in
agresivnem obnasanju se je pokazal vpliv spolnih kromosomov na razlike v obnaSanju,
vendar samo pri samicah. Samice XX so hitreje prinesle mladice v gnezdo kot ostale tri
skupine misi (samice XY, samci XX in samci XY). Po dodanem testosteronu je manjsi
delez samic XX izrazal agresivnost v primerjavi z ostalimi skupinami misi. To pomeni, da
so na razlike v obnasanju vplivali tako spolni kromosomi kot tudi spolni hormoni (15).
Verjetno so najobetavnejSe raziskave, kjer bi lahko opazanja prenesli celo na ¢loveka,
raziskave nekaterih avtoimunskih bolezni. Avtoimunski bolezni kot sta multipla skleroza
in sistemski lupus eritematosus se pojavljata pri zenskah pogosteje kot pri moskih (249).
Podobne razlike med spoloma so nasli pri miSih z umetno povzro¢enim avtoimunskim
encefalomielitisom, ki sluzijo kot model za multiplo sklerozo. V odsotnosti hormonov so
pri samicah XX nasli tezje histopatoloske spremembe in bolezen je hitreje napredovala kot
pri samicah XY (16, 250). Tudi pri modelu misi za sistemski lupus eritematosus so nasli
pri samicah XX vecje patoloSke spremembe na ledvicah kot pri samicah XY in samice XX

so poginile hitreje kot samice XY (250).

2.5.6 Proucevanje vzorcev obnasSanja miSi, ki so podobni simptomom

duSevnih motenj pri ¢loveku

DusSevne motnje se pri Cloveku kazejo kot spremembe dusSevnih procesov (miselni,
motivacijski, ¢ustveni, spomin). Custva so z vidika psihologije stanja, ki izrazajo ¢lovekov
vrednostni sistem do zunanjega sveta in do samega sebe ter usmerjajo obnaSanje in
omogocajo prilagoditev razlicnim situacijam. Ker so to zelo vrstno specifi¢ni in osebni
procesi, se moramo pri raziskovanju custev z zivalskimi modeli izogibati
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antropomorfizmu, pripisovanju ¢loveskih lastnosti zivalim. Bolj kot Custva, opisujemo v
takih raziskavah odziv, obnasanje zivali ali spremembo fizioloskega parametra pri zivali.
Namesto izraza "modeli misi za duSevne motnje" je zato bolj primeren izraz "poskusi, s
katerimi proucujemo odzive, podobne simptomom dusevnih motenj". Ker je delovanje
ziv€nega sistema in nevrotransmiterjev podobno pri misih in ¢loveku, se v raziskavah
uporabljajo tudi zdravila za zdravljenje simptomov dusevnih motenj. Glede na to, katero
zdravilo je imelo vpliv na rezultate v poskusih, so poskuse poimenovali kar po simptomu,
ki ga zdravijo s tem zdravilom, na primer poskus za proucevanje tesnobe, depresije,
shizofrenije (109).

2.5.6.1 Proucevanje vzorcev obnasanja misi, ki so podobna tesnobi pri ¢loveku

Tesnoba oziroma anksiozna motnja se pojavljajo pri ljudeh v okviru razli¢nih duSevnih
motenj kot so: fobije, obsesivno-kompulzivne motnje, napadi panike itd. (251). Za
proucevanje stanj, ki so podobna tesnobi pri ¢loveku, uporabljamo poskuse, kjer misi
izpostavimo razlicnim stresnim situacijam in situacijam, ki izzovejo notranji spor
(konflikt) med zeljo po soocenju, priblizevanju in zeljo po umiku. Kadar so misi
izpostavljene akutnemu stresu, se lahko odzovejo z ultrazvoénim oglasanjem in/ali s
presenecenjem, ki se lahko konc¢a z nepremi¢nim polozajem ali zamrznitvijo. Akutni stres
lahko predstavlja mocan, nezazelen drazljaj, nov objekt ali subjekt ali kaks$no drugo
situacijo, kjer gre za spor med Zeljo po priblizevanju in Zeljo po umiku. Zelja po
priblizevanju (raziskovanju) in Zelja po oddaljevanju se najbolj izrazi v poskusu odprtega
polja, poskusu svetlo/temnega prostora in v dvignjenem labirintu (252). Dvignjen labirint v
obliki kriza je sestavljen iz dveh zaprtih in dveh odprtih krakov. Misi so po naravi zelo
radovedne zivali, vendar se raje zadrzujejo v temnih in zaprtih kot v svetlih in odprtih
prostorih. Odprti krak je zato privlacen za priblizevanje, raziskovanje, vendar hkrati
predstavlja tudi ve&jo groZnjo in tveganje kot zaprti krak labirinta. Ce so misim dali
anksiolitike, ki se uporabljajo za zmanjSevanje tesnobe pri ¢loveku, se je povecalo Stevilo
vstopov in &as nahajanja v odprtem kraku (109). Ceprav se na splo$no tesnoba in
depresivne motnje bolj pogosto pojavljajo pri zenskah kot pri moskih (253), je iz raziskav
podgan in misi tezko posploSiti, pri katerem spolu se v vecji meri pojavlja obnasanje
podobno tesnobi. Nekatere raziskave so uspele potrditi razlike med spoloma, pri drugih
raziskavah pa razlik med spoloma niso ugotovili. Prav tako so bile razlike med spoloma

odvisne tudi od vrste poskusa, ki so ga naredili. V nekaterih poskusih so kazale samice
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povecano tesnobo, medtem ko so v drugih poskusih kazali samci povecano tesnobo (254,
255). Pri nastanku in uravnavanju razlik med spoloma so zelo pomembni spolni hormoni.
Posebno pri samicah, kjer se spolni hormoni spreminjajo s ciklusom, se tudi odziv v
poskusih temu primerno spreminja. Najvecjo stopnjo tesnobnega obnaSanja v dvignjenem
labirintu so opazili pri samicah misi v diestrusu, medtem ko je bila najmanj$a stopnja
tesnobnega obnasanja v metestrusu, ko je bilo v krvi najve¢ progesterona (256). Tudi pri
samcih testosteron vpliva na obnasanje v dvignjenem labirintu. Na splosno deluje
testosteron anksiolitiéno (zmanjSuje tesnobo), vendar ima vecji u¢inek nearomatiziran v
obliki dihidrotestosterona kot pa aromatiziran v obliki estradiola. Povecano izloCanje
testosterona se pojavi med prekopulativno fazo, ko njegov anksioliti¢ni u¢inek Se dodatno
pripomore k uspesnejsi paritvi (257). Spolni hormoni v fetalnem obdobju so prav tako
pomembni pri nastanku spolnih razlik v obnaSanju podobnemu tesnobi. Aromatiziran
testosteron v Casu fetalnega razvoja vpliva na organizacijo zivénega sistema, ki uravnava
tesnobno obnasanje pri samcih. Samci, ki SO jim odstranili moda takoj po rojstvu, kazejo v
odraslem obdobju tesnobno obnasanje podobno samicam (255). V uravnavanje in izrazanje
tesnobe niso vklju¢eni samo spolni hormoni, ampak v tem procesu sodeluje celoten
nevroendokrini sistem. Tako so na primer pri osebah (258, 259) in zivalih (260) s
povecanim izrazanjem tesnobe odkrili povecano delovanje celotne stresne osi in povecano
koli¢ino stresnih hormonov v krvi. Vse skupaj vpliva na sistem nevrotransmiterjev, Ki v

nadaljevanju uravnavajo odgovor zivénega sistema.
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3 Materiali in metode

3.1 Poskusne Zivali in nacrtovanje poskusov

Raziskava je bila narejena na miSih, Mus musculus, linije C57BL/6J, brez spremenjenega
genotipa (divji tip misi; angl. wild type, WT) in s spremenjenim genotipom (misi
homozigotne za izbiti gen za SF-1; SF-17", angl. knockout, SF-1KO). Gensko spremenjene
misi so bile prvotno vzgojene v laboratoriju dr. Keitha Parkerja na Univerzi Duke v
Severni Karolini, ZDA. Opazovali smo samice in samce SF-1KO in kontrolne samice in
samce WT, ki smo jim predhodno odstranili spolne zleze. Dovoljenje za vse poskuse je
izdala Veterinarska uprava RS (Stevilka dovoljenja 323-02-723/2004/2).

Opazovali smo §tiri lo¢ene skupine misi:

1. skupino (7 samic WT, 8 samcev WT, 7 samic SF-1KO, 7 samcev SF-1KO) smo

opazovali brez dodanih spolnih hormonov v naslednjem zaporedju poskusov:

e dvignjen labirint;

e vohalno prepoznavanje;
e labirintY;

e socialno prepoznavanje;
e mosko spolno obnaSanje;

e agresivnost do samcev brez vohalnih beticev.

2. skupino (7 samic WT, 7 samcev WT, 6 samic SF-1KO, 7 samcev SF-1KO) smo
opazovali po dodanem estradiol benzoatu in progesteronu v naslednjem zaporedju

poskusov:

e vohalno prepoznavanje;
e labirintY;
e socialno prepoznavanje;

e zensko spolno obnasanje.

3. skupino (6 samic WT, 7 samcev WT, 7 samic SF-1KO, 7 samcev SF-1KO) smo

opazovali po vstavljenem vsadku s testosteronom v naslednjem zaporedju poskusov:

e vohalno prepoznavanje;

e labirintY;
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e socialno prepoznavanje;

e mosko spolno obnasanje;

e agresivnost do samcev brez vohalnih beticev.

4. skupino (7 samic WT, 9 samcev WT, 9 samic SF-1KO, 11 samcev SF-1KO) smo
opazovali brez dodanih spolnih hormonov v poskusih starSevskega obnaSanja; po tem
poskusu smo 7 samicam WT, 9 samcem WT, 7 samicam SF-1KO, 9 samcem SF-1KO
vstavili testosteronski vsadek in jih opazovali za agresivno obnasanje do samcev brez

vohalnih beticev.

3.1.1 Vzreja zivali

Vse poskusne misi so bile vzrejene v lastnem hlevu in parjene ve¢ kot 10 generacij. Vzreja
je potekala v polikarbonatnih kletkah, na nastilu iz lesenih opilkov (Lignocel, Rosenberg,
Nemdija) in pod standardnimi pogoji: temperatura 20-25" C, vlaznost 40-60 %, umetna
osvetlitev s ciklom svetlobe: teme (12 : 12 ure). Zivali so bile hranjene s krmo brez
fitoestrogenov (Harlan Teklad 2016, Velika Britanija) in vodo z dodatkom klorovodikove
kisline (ImL HCI/500mL vode). Hrano in vodo so imele stalno na voljo (ad libitum).

3.1.2 Pridobivanje in priprava Zivali za poskus

Misi SF-1KO smo pridobili tako, da smo parili misi, heterozigotne za izbiti gen za SF-1
(SF-1+/'). Vsi mladi¢i so takoj po rojstvu prejemali podkoZne injekcije (S.C.) meSanice
kortikosteroidov (400 ug/mL hidrokortizona, 40 ng/mL deksametazona in 25 ng/mL
fludrokortizon acetata) raztopljenih v koruznem olju. Dnevno koli¢ino 50 pL. meSanice so

prejemali vsak dan do genotipizacije.

Po genotipizaciji smo mladi¢em SF-1KO presadili nadledvi¢no Zlezo (99). Nadledvi¢no
Zlezo smo dobili po dekapitaciji samice divjega tipa (angl. wild type, WT) iz istega gnezda
ali samice WT, ki ni odstopala v starosti za ve€ kot 3 dni. Prejemniku nadledvi¢ne Zleze
smo naredili vbodno rano z iglo (21G x 19/16° 0,8 x 40 mm, Novico, Italija) v levem
podpazdusnem podroc¢ju. Obe nadledvi¢ni zlezi smo nezno izolirali s pinceto in ju vstavili
skozi vbodno rano pod kozo. Isti postopek, le brez presaditve nadledvi¢ne zleze, smo
naredili tudi na misih WT. Po presaditvi so mi§i SF-1KO in misi WT prejemale

kortikosteroide Se 9., 12. in 16. dan starosti.
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Samico smo odstranili, ko so bili mladici stari 21 dni, in jih pustili skupaj do 25. dneva (+
2 dni) starosti. Pri 25. dnevu (£ 2 dni) starosti smo misim WT operativno odstranili spolne
zleze. Misi SF-1KO so bile podvrzene podobnemu operativnemu posegu, pri katerem smo
naredili samo zarezo, brez odstranitve spolnih zlez, saj jih zaradi neaktivnega gena za SF-1
nimajo (poglavje 3.1.2.2). Misi so bile skupaj do 30. dne starosti (+ 1 dan), ko smo jih
izolirali v manjSe kletke (35 X 15 x 13 cm). S poskusi obnasanja smo zaceli, ko so bile misi

stare 9—-13 tednov.

3.1.2.1 Dolocanje genotipa Zivali

Za dolocitev genotipa zivali smo uporabili metodo verizne reakcije s polimerazo (PCR).
Vsakemu mladicu, staremu 4—6 dni smo odvzeli kos¢ek prsta. Z odvzemom tkiva razli¢nih
prstov so bile zivali tudi oznacene s Stevilkami 1-10, glede na polozaj prsta. Tkivu smo
dodali 200 uL pufra za razgradnjo (Tag DNA lysis buffer, Promega, W1, ZDA) in 15 uL
proteinaze K (15 mg/mL, Sigma), ga pustili ez noé na stresalniku pri 55° C in 400 obr/min
(Thermomixer, Compact, Eppendorf). Odvzeli smo 3 pL razgrajenega tkiva, dodali 50 ng
vsakega oligonukleotidnega zacetnika in dodali sterilno, destilirano vodo do koné¢ne
koli¢ine 10 uL. Pri 95" C smo dodali 10 puL mesanice nukleotidov in polimeraze DNK
(Promega, WI, ZDA) in tako zmanjsali nastanek nespecifi¢nih produktov PCR. Uporabili
smo oligonukleotide zacetnike SF-1 F 5’-ACAAGCATTACACGTGCACC-3’ in SF-1 R
5’-TGACTAGCAACCACCTTGCC-3> =za dolocitev alela WT, SF-l1-nco R 5’-
AGGTGAGATGACAGGAGATC-3" za dolocitev alela SF-1KO in za dolocitev
prisotnosti gena Sry zacetnika F 5-AGGCGCCCCATGAATGCATT-3’ in R 5’-
TCCATGAGGCTGATATTTATAG-3".

3.1.2.2 Odstranitev spolnih Zlez pri Zivalih divjega tipa in operacije gensko spremenjenih
Zivali
Vsaka mi$ je pred operacijo prejela s.C. injekcijo 50 pl meSanice anestetikov: Ketamina
(Vetoquinol Biowet, Gorzowie, Poljska, 100 pg/g telesne mase), Acepromazina (Fort
Dodge Animal Health, Fort Dodge, 1A, ZDA, 2 pg/g telesne mase) in Xilazina (Chanelle
Pharmaceuticals Ltd., Loughrea, Irska, 10 pg/g telesne mase). Anestezirani misi smo
populili dlako in razkuzili operativno podroc¢je z alkoholnim robckom (PDI, NY, ZDA).
Samicam smo naredili sredinsko zarezo, kjer poteka bela ¢rta (linea alba) in skozi odprtino

odstranili jaj¢nike, jajcevode ter del rogov maternice. Samcem smo naredili zarezo na
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vsaki strani dimelj in skozi odprtino odstranili moda z nadmodkom ter del semenske
povesme. Misi SF-1KO smo prav tako anestezirali in naredili kirursko rano glede na to,
kakSnega genetskega spola je bila miS. Rane smo zaSili z resorbtivno kirur§ko nitjo 6/0
(Safil, Braun, Esculap, Tuttlingen, Nemcija). Po posegu je mi$ prejela protibolecinsko
terapijo, s.c. 1-2 injekciji po 50 pL butorfanola v razmiku 4-8 ur (Turbogesic, Fort Dodge
Animal Health, Fort Dodge, IA, ZDA, 3 mg/kg telesne mase).

3.2 Hormoni in njihova priprava

Za ohranjanje zivljenja mi$i brez gena za SF-1 smo uporabili mesanico kortikosteroidnih
hormonov. Za poskuse smo uporabili spolne hormone testosteron, estradiol benzoat in
progesteron. Vsi hormoni za injiciranje so bili zmesani s koruznim oljem (Bimal, Wels,
Avstrija), ki smo ga predhodno prefiltrirali skozi celuloznoacetatno filtrirno membrano s

porami premera 0,2 um (Sartorius, Goettingen, Nemcija).

3.2.1 Priprava kortikosteroidnih hormonov

Mesanico kortikosteroidov smo pripravili iz:
e hidrokortizona (H4001, Sigma, Steinheim, Nemc¢ija);
e deksametazona (Deksametazon 21-fosfat, D1159, Sigma, Steinheim, Nemc¢ija);

o fludrokortizon acetata (F6127, Sigma, Steinheim, Nemcija).

Hidrokortizon smo raztopili v 95 % etilnem alkoholu, v koncentraciji 4 mg/mL,
deksametazon smo raztopili v sterilni destilirani vodi, v koncentraciji 4 mg/mL in
fludrokortizon acetat smo raztopili v 95 % etilnem alkoholu, v koncentraciji 5 mg/mL. Za
pripravo konc¢ne meSanice za injiciranje smo zmeSali 18 mL koruznega olja, 2 mL
hidrokortizona, 2 pL. deksametazona in 2 pL fludrokortizon acetata. S tem smo dobili
naslednje koncentracije kortikosteroidnih hormonov: 400 pg/mL hidrokortizona, 40 ng/mL

deksametazona in 25 ng/mL fludrokortizon acetata.

3.2.2 Priprava testosteronskih vsadkov

Za testosteronske vsadke smo uporabili kristalini¢ni testosteron (86500, Fluka) in
medicinsko silikonsko cevko (Laboratory tubing, Silastic) 1,02 mm notranjega in 2,16 mm
zunanjega premera, ki smo jo narezali na 10 mm dolge koScke. Cevko smo na eni strani

zalepili z medicinskim silikonskim gelom (Medical Adhesive Silicone Type A Not Sterile,
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Silastic, Mich., ZDA). Skozi odprtino na drugi strani smo cevko napolnili s kristalini¢nim

testosteronom.

3.2.3 Priprava estradiol benzoata

Estradiol benzoat (B-estradiol 3-benzoat, E-8515, Sigma, Steinheim, Nemc¢ija) smo mesali
s koruznim oljem, in sicer 1 mg/mL olja in ponovno red¢ili s koruznim oljem, da smo

dobili mesanico za injiciranje s koncentracijo 1 pg /50 pL.

3.2.4 Priprava progesterona

Progesteron (P-0130, Sigma, Steinheim, Nemc¢ija) smo mesali s koruznim oljem, da smo

dobili mesanico za injiciranje s koncentracijo 16 mg /mL.

3.3 Dodajanje spolnih hormonov

Estradiol benzoat in progesteron smo poskusnim miSim dajali z injiciranjem pod kozo,
medtem ko smo testosteron dali v obliki vsadkov. Estradiol benzoat in progesteron smo
dajali tudi stimulusnim samicam, ki smo jih uporabili za opazovanje moskega spolnega
obnasanja in od katerih smo uporabili nastil za poskus vohalnega prepoznavanja. Vsi
nacini dajanja spolnih hormonov so bili Ze opisani v literaturi in se uporabljajo za

vzpodbuditev dolo¢enih vzorcev obnasanja (227, 261, 262).

3.3.1 Dodajanje estradiol benzoata in progesterona

Zenska spolna hormona, estradiol benzoat in progesteron, sta bila dodana z namenom
vzpodbuditi spolno sprejemljivost poskusnih in stimulusnih misi ali v primeru vohalnih
poskusov za pridobivanje ustreznih vonjav, feromonov. Hormona smo dajali v takem
zaporedju, da sta ¢im bolj posnemala naravni spolni ciklus samice misi. To pomeni, da je
bila mi§ spolno sprejemljiva na vsake $tiri dni ali ve¢. Hormona smo injicirali pod koZo
(s.c), estradiol benzoat 48 ur in progesteron 4-8 ur pred poskusom (262). Vse stimulusne
samice so dobile 1 pg estradiol bezoata in 1,6 mg progesterona. Poskusne misi so dobile
0,5 pg ali 1 pg estradiol bezoata in 0,8 mg ali 1,6 mg progesterona, kot je opisano v
poglavju 3.5.5. Za pripravo nastila v poskusu vohalnega prepoznavanja so stimulusne
samice dobile 1 pg estradiol bezoata 48 ur pred pobiranjem nastila in 1,6 mg progesterona

610 ur pred pobiranjem nastila.
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3.3.2 Dodajanje kristalini¢nega testosterona v obliki vsadkov

Kristalini¢ni testosteron smo miSim dali v obliki vsadkov. Vsadek smo anestezirani
(poglavje 3.1.2.2) misi vstavili pod kozo, v podkozje na hrbtu med obema lopaticama. Mi§
je imela testosteronski vsadek najmanj en teden pred zacetkom poskusa in ves ¢as poskusa

do zrtvovanja.

3.4 Priprava stimulusnih Zivali

Stimulusne zivali so zivali, ki stimulirajo oziroma vzpodbudijo v doloceni situaciji pri
poskusni zivali doloCen vzorec obnasanja. Vse stimulusne Zivali so bile misi divjega tipa.
V nasih poskusih smo uporabili naslednje stimulusne misi:

e stimulusne samice;

e stimulusne spolno izkusene samce;

e stimulusne samce z odstranjenimi vohalnimi beti¢i.

3.4.1 Priprava stimulusnih samic

Stimulusnim samicam smo predhodno zaradi lazjega nadzora spolnega ciklusa odstranili
jajénike in jim dodali estradiol benzoat in progesteron ali pa jih uporabili brez dodanih
spolnih hormonov. Spolne Zleze smo odstranili po puberteti, okoli 60. dneva starosti, po
postopku, opisanem v poglavju 3.1.2.2. Po operaciji in ves ¢as poskusa so bile stimulusne
samice nastanjene v skupinah po 3-5 misi skupaj. Stimulusne samice brez dodanih spolnih
hormonov so bile uporabljene v poskusu socialnega prepoznavanja. Stimulusne samice po
dodanem estradiol benzoatu in progesteronu smo uporabili za pripravo nastila, v labirintu
Y in za poskus moskega spolnega obnasanja. Hormone smo jim dodajali, kot je opisano v

poglavju 3.3.1.

3.4.2 Priprava stimulusnih spolno izkuSenih samcev

Kot spolno izkusene, stimulusne samce smo uporabili Zivali, ki so imele stik s spolno
sprejemljivimi samicami in so intenzivno kazale vse oblike moskega spolnega obnaSanja
(zanimanje za samico, naskakovanje, kopulacijo in ejakulacijo). UspeSnost posameznega
samca smo opazovali med parjenjem z razlicnimi stimulusnimi samicami in preverili
ejakulacijo s prisotnostjo vaginalnega ¢epka. Uporabili smo tudi samce, ki so Ze v paritvah
za druge namene zaplodili eno ali ve¢ gnezd. Vse stimulusne samce smo nekajkrat zdruzili
z razli€nimi spolno sprejemljivimi stimulusnimi samicami, da so si pridobili ¢im vec
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spolnih izkuSenj. Ves Cas poskusa so bili stimulusni samci izolirani. Stimulusne spolno
izkuSene samce smo uporabili za pripravo nastila za poskus vohalnega prepoznavanja, v
labirintu Y in za poskus Zenskega spolnega obnaSanja. Uporabili smo 12 stimulusnih

Samcev.

3.4.3 Priprava stimulusnih samcev z odstranjenimi vohalnimi betici

Samci z odstranjenimi vohalnimi beti¢i ne prepoznajo vonja nasprotnika in zato ne kazejo
agresivnega obnasanja do nasprotnika. Ker imajo Se vedno prisotne moske spolne Zleze, s
svojim vonjem vzpodbudijo agresivno obnaSanje pri poskusni misi. Stimulusne samce z
odstranjenimi vohalnimi beti¢i smo uporabili za opazovanje agresivnega obnasanja (263,
264).

Vohalne beti¢e smo odstranili odraslim samcem, starim 60. dni ali ve¢. MiSi smo
anestezirali (poglavje 3.1.2.2), jim populili dlako po nosnem in ¢elnem delu glave in
operativno podrocje razkuzili z etilnim alkoholom. Naredili smo zarezo na sredini ¢elnega
in nosnega dela lobanje. V splos$ni anasteziji smo zvrtali v ¢elno kost (rostralno od
bregmanove fisure), na vsako stran sredinskega kostnega §iva, luknjo premera 2 mm.
Luknje smo zvrtali s sterilnim zobnim svedrom (500 104 001 001 014, Dendia, Avstrija),
ki smo ga vstavili v vrtalni stroj za graviranje (Proxxon, Niersbach, Nem¢ija). Skozi luknje
smo z aspiracijo preko igle (21G x 1 9/16°* 0,8 x 40 mm, Novico, Italija) z odrezano
konico in vstavljeno v brizgalko 60 mL (BD Plastipak, Becton Dickinson, Spanija)
posesali vohalne beti¢e. V prazen prostor smo dali koS¢ek sterilne pene (Gelita, Esculap)
za hitrejSe ustavljanje krvavitve. Po operativnem posegu je mi$ prejela 2-3 injekcije
protibolecinske terapije butorfanol (3 mg/kg telesne mase) v razmiku 4 ur in okrevala
najmanj 7 dni do zacetka poskusov. Samci z odstranjenimi vohalnimi beti¢i so bili po
operaciji in ves ¢as poskusa nastanjeni v skupinah po 3-5 misi, kar e dodatno vpliva na
zmanjSanje agresivnosti. V poskusu smo uporabili 6 samcev z odstranjenimi vohalnimi
beti¢i. Ce je bil samec z odstranjenimi vohalnimi beti¢i med poskusom izpostavljen

ugrizom poskusne Zivali, ga isti dan nismo ve¢ uporabili.

3.5 Poskusi obnaSanja

V vseh poskusih obnasanja smo opazovali samice in samce brez gena za SF-1 (angl.
knockout female, SF-1KOf in male SF-1KOm) ter samice in samce divjega tipa (angl. wild

type female WTTf in male WTm), ki smo jim predhodno odstranili spolne Zleze. Vsi
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poskusi so bili opravljeni *’na slepo’’, tako da med opazovanjem opazovalka ni vedela,
kak$nega genotipa in spola je poskusna mis. Ker so misi bolj aktivne pono¢i, je bila vec€ina
poskusov opravljena v ¢asu temnega cikla, razen ¢e ni navedeno drugace. Opazovali smo s
pomocjo rdeCe steklene Zarnice, ki je z oddajanjem Sibke rdeCe svetlobe Se omogocala
opazovanje in hkrati ni motila dejavnosti misi. Opazovali smo Stiri locene skupine misi,
kot je prikazano v poglavju 3.1. Za belezenje aktivnosti smo za vse poskuse, razen za
zensko in mosko spolno obnasanje, uporabili program Stopwatch+ (Version 1.5.1, Center
for Behavioral Neuroscience, Atlanta, ZDA). Nekatere poskuse smo dodatno posneli z
digitalno kamero (DCR-DVD 101E, Sony, Japonska). Misim nekaj dni (2-3 dni, ve¢ dni
pri opazovanjih agresivnosti) pred in med poskusom nismo menjali nastila, tako smo se
izognili stresu, ki bi ga lahko povzrocilo navajanje (oznacevanje z izlocki) na novi nastil.
Med poskusi ni bilo prisotnih reSetk s hrano in vodo, razen ¢e ni navedeno drugace.
Poskusi so bili opravljeni v ¢im bolj enakih ¢asovnih razmikih. Med posameznimi poskusi
je bil vsaj en dan premora. Pri agresivnem obnasanju tretje skupine misi in pri Zzenskem
spolnem obnaSanju je bilo zaporedje bolj natanéno doloceno, kar je opisano Vv
nadaljevanju. Labirinta in loncke, ki smo jih uporabili na vecjem S$tevilu misi, smo po
vsakem opazovanju odistili in razkuzili s 70 % etilnim alkoholom. S tem smo odstranili
izlo¢ke misi (vonje), ki bi lahko motili naslednji poskus (125). Podrobnosti izvedbe

posameznih poskusov so napisane v nadaljevanju.

3.5.1 lzvedba poskusa v dvignjenem labirintu

Dvignjen labirint se uporablja za ugotavljanje obnasanja podobnega tesnobi (109).
Uporabili smo labirint v obliki kriza, dvignjen 50 cm od tal in sestavljen iz dveh enako
dolgih in Sirokih krakov (dolZzina 66 cm in Sirina 5 c¢cm), pravokotnih eden na drugega.
Odprti krak je bil brez stene, zaprti krak pa je obdajala stena (viSina 20 cm in dolZina 30
cm). Labirint je bil narejen iz ¢rnega pleksi stekla, ki se ga enostavno umije in razkuzi.
MisSi smo opazovali v prvih urah temnega cikla. Pred poskusom niso imele nobenih
izkusenj z drugimi poskusi ali z drugimi miSmi. Labirint je bil postavljen tako, da je bilo
okolje labirinta na vseh §tirih straneh kar se da podobno. Labirint je bil obrnjen z zaprtimi
kraki proti opazovalki in od nje oddaljen za priblizno 0,5 m. Poskusno mi§ smo dali na
sredino labirinta in priceli z opazovanjem. Poskus je trajal 5 min in vsako mi§ smo

opazovali enkrat. Ocenjevali smo neposredno in s pomo¢jo programa Stopwatch+ merili:

e Stevilo vstopov in ¢as zadrZzevanja v zaprtem kraku;
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e zaletek vstopa, Stevilo vstopov in ¢as zadrzevanja v odprtem kraku,

e Stevilo vstopov in Cas zadrZevanja v prostoru na sredini labirinta.

Nahajanje v odprtem ali zaprtem kraku smo ocenili, ko je mi§ z vsemi Stirimi tackami stala
v enem ali drugem kraku. Kadar se je mi§ nagnila oziroma samo pogledala iz zaprtega
kraka ali je samo z dvema tackama stala v odprtem kraku, smo ocenili nahajanje v prostoru

na sredini labirinta.

3.5.2 lzvedba poskusa socialnega prepoznavanja

S tem poskusom preverimo delovanje vohalnega sistema in socialnega spomina. Za
stimulusno zival smo uporabili samico z odstranjenimi jaj¢niki, brez dodanih spolnih
hormonov. Uporabili smo standardiziran poskus (15, 263), ki smo ga spremenili tako, da
smo stimulusno samico zaprli v $katlico. Za spremembo poskusa smo se odlo¢ili, ker smo
Vv prej$njih raziskavah ugotovili povecano agresivnost misi SF-1KO do stimulusnih samic
(265). Plasti¢na skatlica (15 cm x 7 cm x 6 cm), z odprtinami premera 11-12 mm, je
preprecila poskodbe stimulusne samice, stik in neposredno ovohavanje misi pa sta bila
omogo&ena. Skatlico s stimulusno samico smo polozili za 1 min v kletko poskusne Zivali
in jo vzeli ven za 8 min. To smo ponovili 8-krat z isto stimulusno samico. V zadnji, 9.
ponovitvi, smo dali v $katlico novo stimulusno samico in jo ponovno polozili za 1 min v
kletko poskusne zivali. Ker smo pri tem poskusu vedno znova dajali v kletko isto
stimulusno mi$, bi si jo morala poskusna mi§ zapomniti in ¢as ovohavanja bi se moral
vedno bolj krajSati. V 9. ponovitvi, ko smo dali v kletko novo stimulusno mis, pa bi se
moral ¢as ovohavanja ponovno povecati. Opazovali smo neposredno, v prvih urah temnega
cikla in s programom Stopwatch+ merili ¢as do prvega stika, Stevilo prihodov do

stimulusne misi in ¢as ovohavanja stimulusne misi.

3.5.3 lzvedba poskusa v labirintu Y

S tem poskusom preverimo delovanje samo oshovnega vohalnega sistema (v nosni
sluznici), brez vomeronazalnega organa (116, 125). Labirint je bil sestavljen iz treh zaprtih
krakov iz ¢rnega pleksi stekla, v obliki ¢rke Y. Daljsi krak labirinta (dolzina 46 cm, Sirina
10 cm in visina 20 c¢cm) se je razcepil pod kotom 30° v dva krajsa kraka (dolZina 37 cm,
Sirina 10 c¢m in viSina 20 cm). Oba krajSa kraka sta se koncala s prostorom (dolzina 8§ cm,
Sirina 10,5 cm in visina 20 cm), ki je bil pregrajen s preluknjano plosco. V vsakem od
prostorov je bila zaprta stimulusna mis, v enem spolno izkuSen samec, v drugem spolno
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sprejemljiva samica. Luknjice v pregradi so bile dovolj majhne, da so skozi njih prehajale
vonjave, hkrati pa so preprecile neposreden stik med stimulusno in poskusno misjo.
Poskusna mi$ zato feromonov ni mogla zaznavati preko ustne votline in vomeronazalnega
sistema, ampak jih je zaznavala samo preko nosne sluznice. Zaradi lazje definicije vstopa
poskusne misi v krak s stimulusno misjo je bila 12 cm od pregrade bela ¢rta, glede na
katero je opazovalka dolocila, kje se mi$ nahaja. Da bi zmanjsali vpliv labirinta (novo
okolje) na poskus, smo miSi dva dni navajali na labirint in jih tretji dan opazovali.
Navajanje je potekalo 10 min, enako kot poskus, le da v labirintu ni bilo stimulusnih misi.
Misi smo opazovali v prvih urah temnega cikla. Svetloba je bila usmerjena na sredino
labirinta, opazovalka je stala nad krakoma s stimulusnimi miSmi. Poskus je trajal 10 minut
in vsako mi§ smo opazovali enkrat. Poskuse smo neposredno opazovali in s programom
Stopwatch+ merili:

e zaCetek vstopa, Stevilo vstopov in Cas zadrzevanja v prostoru s stimulusnim

samcem;

e zacCetek vstopa, Stevilo vstopov in ¢as zadrzevanja v prostoru s stimulusno samico.

Za nahajanje mi$i v prostoru s stimulusno mi§jo smo Steli, ¢e je poskusna mis§ stala z vsemi

Stirimi tackami ¢ez belo ¢rto, v prostoru pred ogrado.

3.5.4 lzvedba poskusa vohalnega prepoznavanja

Poskus vohalnega prepoznavanja je standardiziran poskus, s katerim preverimo delovanje

celotnega vohalnega sistema, nosno sluznico in vomeronazalni organ (15, 116, 262).

Pred poskusom smo pripravili lon¢ke in nastil z razlicnimi vonji. Lonc¢ke smo izdelali iz 50
mL samostojecih centrifugirk (TPP, Trasadingen, Svica), od katerih smo odrezali zgornji
del s pokrovékom dolzine 4 cm. V sredino pokrovcka smo izvrtali luknjo premera 11-12
mm. Tulec smo s stranjo brez pokrovcka prilepili s sekundnim lepilom na dno steklene
posodice (zgornjega premera 6 cm in spodnjega premera 4,5 cm). Uporabili smo nastil
(Lignocel, Rosenberg, Nemcija), ki je imel tri vonje: Cisti nastil, nastil z vonjem samcev in
nastil z vonjem samic. Vsaki¢ smo pripravili 1600 mL nastila. Nastil z vonjem samcev smo
dobili od stirih spolno izkuSenih izoliranih samcev (poglavje 3.4.2). Vsak je imel v kletki
po 400 mL nastila, ki ni bil zamenjan 4 dni. Peti dan smo nastil zbrali in ga dobro
premesali ter napolnili loncke. Nastil z vonjem spolno sprejemljivih samic (poglavje 3.4.1)

smo dobili po podobnem postopku, le da so bile 4 samice zdruzene v eni kletki s 1600 mL
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nastila. Samice so dobile estradiol benzoat in progesteron, kot je opisano v poglavju 3.3.1.
Nastil prav tako ni bil menjan 4 dni. Peti dan smo ga zbrali, dobro premesali in napolnili

loncke.

Za poskus smo uporabili prazno kletko velikosti (35 x 15 x 13 cm) in vanjo postavili tri
lon¢ke z nastilom razli¢nega vonja. Loncki so bili enako oddaljeni med sabo. Kletka je bila
pokrita s plastiénim pokrovom. Da bi zmanjsali vpliv novega okolja, smo misi dva dni
navajali na kletko z loncki, tretji dan pa jih opazovali. Navajanje je potekalo enako kot
poskus, le da je bil v vseh lonckih Cisti nastil. Poskus je trajal 10 minut in vsako mi§ smo
opazovali enkrat. MiSi smo opazovali v prvih urah temnega cikla neposredno in s
programom Stopwatch+ merili ¢as do zacetka ovohavanja, $tevilo prihodov do lon¢ka in
¢as ovohavanja posameznega loncka. Upostevali smo samo dogodke, ko je poskusna mis§

ovohavala podrocje luknje loncka.

3.5.5 [Izvedba poskusa Zenskega spolnega obnasanja

Zensko spolno obna$anje smo opazovali pri vsaki Zivali sedemkrat. Med ponovitvami
poskusa ni bilo manj kot 3 dni in ne ve¢ kot 6 dni premora. Misi smo opazovali 2—4 ure po
zacetku temnega cikla, v akvarijskih posodah brez nastila. Da bi se poskusne misi privadile
novega okolja, smo jih prestavili v akvarijske posode najmanj 1 uro pred zacetkom
poskusa. Poskusnim misim smo 48 ur pred poskusom dodali estradiol benzoat in 4-8 ur
pred poskusom progesteron. V prvi treh poskusih smo injicirali 0,5 ug estradiol benzoata
in 0,8 mg progesterona na mis, v naslednjih Stirih poskusih smo odmerke povisali na 1 pg
estradiol benzoata in 1,6 mg progesterona na mis. Za poviSanje odmerka smo se odlo¢ili,
ker v literaturi ni bilo znanih podatkov o obnasanju misi SF-1KO. V primeru zmanjSane
obcutljivosti miSi SF-1KO bi bili lahko niZji odmerki premajhni, da bi vzpodbudili Zensko

spolno obnasanje.

Poskuse smo opazovali in opaZanja neposredno zapisovali. Vsako opazovanje smo posneli
s kamero. Poskus se je zacel tako, da smo v akvarijsko posodo dali spolno izkuSenega
stimulusnega samca (poglavje 3.4.2). Ce samec po najmanj 5 minutah ni pokazal
zanimanja za poskusno mi$, smo ga zamenjali z novim samcem in postopek ponovili,
dokler nismo dobili ustreznega samca, ki je pokazal zanimanje za poskusno Zzival in jo
poskusil naskociti. Uporabljali smo 12 stimulusnih samcev. V primeru, da se je poskusna

mi$ aktivno branila samca in ni kazala nobene spolne sprejemljivosti, Smo poskus prekinili
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po 15. neuspesnih samcevih naskokih. Ker pri osmih poskusih nismo uspeli dobiti
ustreznega samca oziroma noben od samcev ni pokazal vsaj 15 poskusov naskokov, smo te
poskuse izkljucili iz obdelave podatkov. Spolno sprejemljivost smo ocenjevali od 1 do 5 po
kriterijih, ki so navedeni v nadaljevanju. Ce je bila spolna sprejemljivost ocenjena z 1 ali
veg, je poskus trajal do ejakulacije stimulusnega samca ali najve¢ 20 minut. Ce je samec

ejakuliral, je imel pred naslednjim poskusom najmanj dan odmora.

Ocenjevali in belezili smo:

e Stevilo poskusov naskokov (za poskus naskoka smo S$teli; kadar se je samec s
sprednjimi tackami poskusal vzpeti na ledveni predel poskusne misi, ki ni kazala
spolne sprejemljivosti, je bezala, se dvignila od tal ali se celo branila);

e Stevilo naskokov (za naskok smo $teli, ko je bila poskusna mi§ z vsemi Stirimi
taCkami na tleh, stimulusni samec pa jo je s sprednjimi tackami objemal v
ledvenem predelu hrbta; naskok se je lahko nadaljeval samo s potiskanjem
medenice ali pa s kopulacijo in potiskanjem medenice; pri vsakem naskoku smo
ocenili tudi spolno sprejemljivost);

e spolno sprejemljivost poskusne misi smo opisovali kot uslocenje hrbta (lordoza; L);

ocenili smo jo s pomoc¢jo lestvice od 1 do 5 po Burns-Cusato in sod. (36).

Zaradi lazjega ocenjevanja smo definicije priredili obnasanju nasih poskusnih misi in

spolno sprejemljivost ocenjevali po naslednjih kriterijih:

1 = miS se ob poskusu naskoka za kratek ¢as ustavi, vendar hitro konca stik s samcem,

2 = mi$ pusti samcu, da se vzpne na ledveni del, vendar se ob poskusu kopulacije
odmakne in tako prekine kopulacijo;

3 = mi§ pusti samcu, da se vzpne na ledveni del; ko poskusa kopulirati, se premika in
lahko tudi oglasa; kopulacijo prekine stimulusni samec;

4 = mi$ pusti samcu naskok in kopulacijo, se pri tem lahko oglaSa in lahko tudi rahlo
premika; kopulacijo prekine samec;

5 = mi$ pusti samcu naskok in kopulacijo; med kopulacijo je pri miru in se ne oglasa;
kopulacijo prekine samec.

Po koncanih opazovanjih smo iz posnetkov Se enkrat ocenili lordozo poskusnih misi in

preverili ostale vzorce obnaSanja, zabeleZzene med opazovanjem. Iz ocen lordoze smo

izraCunali koli¢nik lordoze (LQ), ki je predstavljal delez naskokov z dobro lordozo (4 ali
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5), glede na vse poskuse naskokov in naskoke. Koli¢nik lordoze (LQ) smo izracunali z

enacbo:
LQ = ((L4 + L5) / stevilo vseh poskusov naskokov + Stevilo vseh naskokov )* 100

Poleg tega smo belezili Se Stevilo ejakulacij in prisotnost agresivnega obnaSanja poskusne

ali stimulusne misi.

3.5.6 Izvedba poskusa moSkega spolnega obnasanja

Mosko spolno obnasanje smo opazovali po standardnem protokolu (197, 262). Misi so bile
opazovane 2-3 ure po zacetku temnega ciklusa v treh poskusih, v treh zaporednih dneh. V
primeru ejakulacije je imela poskusna mi§ dan odmora. Misi smo opazovali 30 minut,
razen v primeru ejakulacije ali agresivnega obnasanja, ko smo poskus prekinili prej. Prvo
skupino misi (poglavje 3.1) smo opazovali v akvarijskih posodah (26 x 42 x 26 cm) brez
nastila, kamor smo zivali preselili eno uro pred poskusom. Tretjo skupino misi (poglavje
3.1) smo opazovali v polikarbonatnih kletkah (35 x 15 x 13 cm), kjer so bile Zivali ves ¢as
nastanjene. Tik pred poskusom smo zaradi opazovanja vstopov penisa v noznico odstranili
nastil, ki smo ga po poskusu vrnili v kletko. Pod kletko ali akvarijsko posodo smo postavili
ogledalo obrnjeno proti opazovalki, ki je omogoc¢alo natan¢no opazovanje kopulacije med
poskusom. Mosko spolno obnasanje smo opazovali s stimulusnimi samicami (poglavje
3.4.1). Tik pred poskusom smo jih na kratko izpostavili spolno izkuSenim stimulusnim
samcem in preverili njihovo spolno sprejemljivost. Uporabili smo samo samice, ki so
kazale dobro spolno sprejemljivost. V primeru ejakulacije med poskusom jih isti dan
nismo ve¢ uporabili. Poskuse smo neposredno opazovali in ocenjevali ter jih posneli s

kamero.

Ocenjevali in belezili smo:
e prisotnost ali odsotnost agresivnosti;
e Stevilo poskusov naskokov;
e Stevilo nepravilnih naskokov na podrocje glave;
e Stevilo popolnih in nepopolnih naskokov; pri popolnih naskokih poskusna mi$
objema celotni ledveni predel hrbta stimulusne samice in ¢im bolj pribliza svoje
genitalno podro¢je h genitalnem podrocju stimulusne samice; pri nepopolnih

naskokih poskusna mi$ objema samo krizni predel hrbta stimulusne samice;
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3.5.7

opazovali smo tudi, ali med naskokom oziroma potiskanjem medenice poskusna
mis dvigne eno nogo;
Stevilo potiskov medenice med naskokom;

Stevilo vstopov penisa v noznico.

Izvedba poskusa starSevskega obnaSanja

Za opazovanje starSevskega obnasanja smo uporabili podoben protokol kot v raziskavi

Gatewood in sod. (15). Poskus je potekal 1-2 uri pred zacetkom temnega cikla. Vsaka mi§

je bila opazovana v dveh poskusih, prvi dan 20 min in naslednji dan 15 min. Poskus je

potekal v polikarbonatni kletki (35 x 15 x 13 cm), kjer je bila poskusna mi§ nastanjena.

Kletka je bila pokrita z reSetkami, vendar brez hrane in vode, ki bi lahko motila poskus.

Uporabili smo 3 mladi¢e moskega spola, stare 1-3 dni. Za material za gnezdo smo

uporabili natrgane koScke papirnate brisace. Mladi€e in material za gnezdo smo polozili na

nasprotno stran, kjer je imela poskusna mi$ svoje pocivali§ée oziroma gnezdo. V primeru

kakr$nekoli agresivnosti smo poskus prekinili.

Poskuse smo neposredno opazovali in s programom Stopwatch+ merili:

prvi stik z mladici;

zacCetek, Stevilo in trajanje gradnje gnezda;

zacetek prinaSanja prvega, drugega in tretjega mladi¢a do svojega pocivalisca, v
narejeno gnezdo ali na obrobje gnezda;

zacetek, Stevilo in trajanje negovanja (ovohavanje, lizanje) mladicev;

zacetek, Stevilo in trajanje ¢epenja nad mladici; to obnasanje je podobno obnasanju
samice v laktaciji, ko mladice s potiskanjem pod telo pribliza seskom, jih neguje in
tako spodbudi k sesanju;

prisotnost agresivnosti do mladicev.

Na koncu opazovanja smo ocenili e obliko gnezda:

w N, O
|

papircki ostanejo na mestu ali so razmetani,
papircki na kupu in brez oblike;

slabo oblikovano in plitko gnezdo;

lepo oblikovano in globoko gnezdo.
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3.5.8 Izvedba poskusa agresivnega obnaSanja

Poskusi so potekali po standardnem protokolu, kjer je poskusna mi$ nastanjena v svoji
(domaci) kletki, stimulusni samec pa predstavlja vsiljivca, ki vzpodbuja agresivno
obnasanje pri poskusni misi (angl. resident-intruder test) (15, 263). Nastil v Kletki
poskusne misi ni bil menjan vsaj 5 dni in ves ¢as poskusa. Na ta nacin se v kletki ohranja
vonj, ki vzpodbuja k agresivnosti in za$€iti lastnega ozemlja. Za stimulusno mi$§ smo
uporabili samca brez vohalnih beti¢ev (poglavje 3.4.3). Poskus je trajal najve¢ 15 minut
oziroma 2 minuti od zadetka agresivnega obnaganja. Ce se je pokazalo agresivno obnasanje
proti koncu 15. minute, smo opazovali Se dodatni 2 minuti. Vsaka mi$ je bila opazovana
trikrat, v treh zaporednih dneh. Poskuse smo opazovali neposredno in s programom
Stopwatch+ belezili aktivnosti ter jih posneli s kamero. Poskuse, kjer je bilo veliko

agresivnosti, smo Se enkrat ocenili iz posnetkov.

S programom Stopwatch+ smo merili:

e zacetek in Stevilo ugrizov;

e zaCetek in Stevilo napadov (poskusna mi$§ s tackami udari ali se zaZene v
nasprotnika);

e zacCetek, Stevilo in trajanje agresivnega negovanja (poskusna mi$ puli dlake ali
kakorkoli vidno nadleguje nasprotnika, ki pri tem najveckrat cvili ali pa se umika
poskusni misi);

e zaletek in Stevilo vibriranj z repom;

e 7zaletek, Stevilo in trajanje prerivanja (obe miSi stojita na zadnjih tackah in se s
sprednjimi prerivata);

e zaletek, Stevilo in trajanje preganjanja (poskusna mi$ podi nasprotnika po kletki);

e zaletek in Stevilo podrejene drze (mi$ se postavi na zadnje tacke in razkrije trebuh).

Prvo skupino misi smo opazovali brez dodanih spolnih hormonov po poskusih moskega
spolnega obnasanja. Po poskusu moskega spolnega obnasanja S0 misi ostale v akvarijskih
posodah z nastilom, ki ni bil menjan 5 dni. Poskusi agresivnosti so bili narejeni po zgoraj

opisanem protokolu, 1-2 uri pred zacetkom temnega cikla.

Tretjo skupino misi smo opazovali po poskusu moskega spolnega obnaSanja. Misi v tej
skupini so imele vsadke s testosteronom. Po zadnjem poskusu moskega spolnega

obnasanja, takoj naslednji dan, so bile miSi opazovane za agresivno obnaSanje. Poskusi so
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bili narejeni po zgoraj opisanem protokolu, v fazi temnega ciklusa in v polikarbonatnih
Kletkah (35 x 15 x 13 cm), Kkjer so bile misi opazovane tudi za mosko spolno obnasanje.
Nastil smo menjali 5-7 dni pred zacetkom poskusa spolnega obnaSanja, tako da so bili

poskusi spolnega in agresivnega obnaSanja narejeni na istem nastilu, ki ni bil menjan 8-10
dni.

Cetrto skupino misi smo opazovali brez dodanih spolnih hormonov za starSevsko
obnasanje. Po teh poskusih smo misim vstavili testosteronske vsadke in jih po 2.-3. tednih
opazovali Se za agresivno obnasanje. Poskusi agresivnosti so bili narejeni po zgoraj
opisanem protokolu, 1-2 uri pred zacetkom temnega cikla, v akvarijskih posodah, Kkjer

nastil ni bil menjan 5 dni.

3.6 Zrtvovanja

Po koncanih poskusih so bile misi zrtvovane pri starosti priblizno 6 mesecev. MiSim smo
injicirali mesanico anestetikov (poglavje 3.1.2.2). Ko so bile misi v globoki anesteziji, smo
s Skarjami odprli prsni ko$ ter z injekcijo in iglo (0,8 x 40 mm 21G x 1 9/16”’), ki smo jo
prej preprali s heparinom (1U/uL, Sigma), iz levega prekata srca odvzeli kri. Preostalo kri
smo s pomogjo peristalti¢ne &rpalke (Ecoline ISM1076, Ismatec SA, Ziirich, Svica) pri
pretoku 5 mL/min sprali iz oZilja s 0,05 M fosfatnim pufrom z Nacl (pH 7,3 in 4” C) (angl.
phosphate buffered saline, PBS). Spiranje smo nadaljevali z raztopino 4 %
paraformaldehida v 0,05 M PBS, ki je tkivo ucvrstila. Po koncani fiksaciji smo odvzeli
mozgane, hipofizo, vranico in nadledvi¢ni Zlezi. Tkiva Zrtvovanih Zivali smo shranili in so

bila namenjena drugim raziskavam.

3.7 Statisti¢cna obdelava podatkov

Vse statistine analize smo izvedli s pomogjo statisticnega programa NCSS (Version 2005,

Number cruncher statistical systems, Kaysville, Utah, ZDA).

Z metodo analize variance ponavljajo¢ih meritev smo analizirali tiste poskuse, Kjer smo
iste vzorce obnaSanja opazovali veckrat (spolno, agresivno, starSevsko obnaSanje ter
socialno prepoznavanje). Neodvisni spremenljivki sta predstavljali spol in genotip
poskusnih misi, za odvisne spremenljivke pa smo vzeli §tevilo, trajanje in ¢as do zacetka
izvajanja aktivnosti. Za poskuse, kjer ni bilo ponavljajoih meritev (dvignjen labirint,
labirint Y, vohalno prepoznavanje) smo uporabili analizo variance z dvema faktorjema.
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Spol in genotip poskusnih mi§i smo vzeli za neodvisni spremenljivki, za odvisne

spremenljivke pa smo vzeli Stevilo, trajanje in as do zacetka izvajanja aktivnosti.

Kadar so poskusi zaradi agresivnosti ali ejakulacije pri spolnem obnasanju trajali razlicno
dolgo c¢asa, smo S$tevilo aktivnosti preracunali na enotno dolzino ¢asa (229, 266). Pri
poskusu zenskega spolnega obnasanja 8 poskusov od 189 nismo uspeli opraviti (poglavje

3.5.5), zato smo jih izkljucili iz obdelave podatkov.

V poskusu vohalnega prepoznavanja in labirintu Y smo pred statisticno analizo vse
odvisne spremenljivke izrazili v delezih. V vohalnem prepoznavanju smo za vsako zival
izraCunali (seSteli) Cas ovohavanja vseh treh lonckov in Stevilo prihodov do vseh treh
lon¢kov. Cas ovohavanja ali §tevilo prihodov do posameznega lon¢ka smo izrazili v delezu
glede na Cas ovohavanja ali Stevilo prihodov do vseh treh lon¢kov. Podoben postopek smo
uporabili tudi pri labirintu Y. V poskusu vohalnega prepoznavanja nas je zanimalo, ali
posamezne skupine misi razlikujejo loncek z vonjem od loncka brez vonja in loncek z
vonjem samic od loncka z vonjem samcev. Pri vsaki skupini mi$i smo s parnim t-testom
primerjali ¢as ovohavanja dveh razli¢nih lon¢kov. Podobno smo analizirali obnasanje v
labirintu Y, kjer smo s parnim t-testom primerjali ¢as zadrzevanja v prostoru s stimulusno

samico in ¢as zadrzevanja v prostoru s stimulusnim samcem.

Pri analizi vseh rezultatov smo razlike med spoloma znotraj posameznega genotipa
naknadno dolocili s Fisherjevim LDS post-hoc testom. Vse razlike smo sprejeli za

statisticno znacilne, ¢e je bila vrednost p nizja od 0,05.

Rezultati v grafih in tabelah so prikazani kot povprecne vrednosti, izraCunane iz vseh
ponovitev poskusov pri posameznih zivalih skupaj s standardno napako. Zaradi boljse
preglednosti so misi brez gena za SF-1 v legendah grafov in tabel oznacene kot KOf (angl.
female, samica) in KOm (angl. male, samec), misi divjega tipa (angl. wild type) pa kot

WTT (angl. female, samica) in WTm (angl. male, samec).
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4 Rezultati

4.1 Obnasanje misi brez dodanih spolnih hormonov

4.1.1 Obnasanje misi brez dodanih spolnih hormonov v dvignjenem labirintu

V dvignjenem labirintu so se misi SF-1KO v primerjavi z miSmi WT statisti¢no znacilno
manj Casa zadrzevale v odprtem kraku in dalj ¢asa v zaprtem kraku (p < 0,05) (Slika 1).
Stevilo vstopov v odprti ali zaprti krak se ni razlikovalo med skupinami misi. Tudi
povprecno Stevilo vstopov v vse prostore labirinta, s katerim lahko opiSemo splosno
aktivnost v labirintu, se ni razlikovalo med skupinami misi. Prav tako nismo dobili nobenih

razlik med spoloma pri nobenem od parametrov, ki opisuje obnasanje v labirintu.
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Slika 1: Graficni prikaz obnasanja misi v dvignjenem labirintu brez dodanih spolnih hormonov.

Statisticno znacilne razlike med genotipoma so prikazane kot *p < 0,05.

4.1.2 Obnasanje miSi brez dodanih spolnih hormonov v poskusu vohalnega

prepoznavanja

Stevilo prihodov do vseh treh lon¢kov se je statistiéno zna¢ilno razlikovalo med spoloma
(p < 0,05), pri ¢emer so imeli samci obeh genotipov ve¢ prihodov kot samice obeh
genotipov (Tabela 1). Cas ovohavanja vseh treh lonékov se ni statisti¢no znacilno
razlikoval med skupinami misi. Ce smo primerjali ¢as ovohavanja in prihode do vsakega

loncka posebej, prav tako nismo dobili razlik med skupinami misi. Ker nas je zanimalo, ali
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posamezne skupine misi razlikujejo lonéek z vonjem od loncka brez vonja, smo
ovohavanja loncka brez vonja primerjali z lon¢kom, ki ga je posamezna skupina misi
ovohavala najdlje ¢asa. Ugotovili smo, da so vse skupine misi razlikovale lonc¢ek z vonjem
od lon¢ka brez vonja. Samci SF-1KO (p < 0,05), samci WT (p < 0,05) in samice WT (p <
0,001) so statisticno znacilno dlje ovohavali lon¢ek z vonjem samic v primerjavi s ¢istim
lon¢kom. Samice SF-1KO so statisti¢no znacilno dlje ovohavale lon¢ek z vonjem samcev
(p < 0,05) v primerjavi s Cistim lonckom (Slika 2). Zanimalo nas je tudi ali posamezna
skupina razlikuje vonj samca od vonja samice, zato smo primerjali deleZa ¢asa ovohavanja
teh dveh lonc¢kov. Pri nobeni skupini misi se delez casa ovohavanja teh dveh lonckov ni

statistiéno znacilno razlikoval.

Tabela 1: Prikaz obnasanja misi brez dodanih spolnih hormonov v poskusu vohalnega

prepoznavanja. Statisticno znacilna razlika med spoloma je prikazana kot *p < 0,05.

Poskusna mis Stevilo prihodov do
vseh treh lonckov
KOf (n=7) 374 £35
KOm (n=7) 55,3*%+ 7.8
WTF (n=7) 446+ 5.9
WTm (n = 8) 51,4*+ 4.4
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20 A

delez ¢asa ovohavanja posameznega loncka (%)
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Slika 2: Graficni prikaz obnasanja misi brez dodanih spolnih hormonov v poskusu vohalnega

prepoznavanja. Statisti¢ne razlike so prikazane kot *p < 0,05 in ***p < 0,001.
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4.1.3 Obnasanje miSi brez dodanih spolnih hormonov v labirintu Y

V labirintu Y se Stevilo vstopov v oba prostora ni razlikovalo med skupinami misi, medtem
ko se je ¢as zadrzevanja v obeh prostorih statisticno znacilno razlikoval med spoloma (p <
0,05). Samci obeh genotipov so se dalj ¢asa zadrzevali v obeh prostorih kot samice obeh
genotipov (Tabela 2). Pri nobeni skupini miSi se ¢as v prostoru s stimulusno samico ni
statisticno znacilno razlikoval od Casa v prostoru s stimulusnim samcem. Torej nobena

skupina misi ni razlikovala vonja samice od vonja samca.

Tabela 2: Prikaz obnasanja misi brez dodanih spolnih hormonov v labirintu Y. Statisticno znacilne

razlike med spoloma so prikazane kot *p < 0,05.

Poskusna mis Cas zadrZevanja v obeh
prostorih s stimulusnimi mi§mi
(sek.)
KOf (n=7) 258,0 +21,9
KOm (n=7) 291,7% £ 41,6
WTf(n=7) 257,8 +28,5
WTm (n = 8) 348.4* + 14,7

4.1.4 Obnasanje miSi brez dodanih spolnih hormonov v poskusu socialnega

prepoznavanja

V poskusu socialnega prepoznavanja je bil povprecen ¢as ovohavanja stimulusne samice
pri misih SF-1KO statisti¢no znacilno krajsi (p < 0,05) kot pri misih WT (Tabela 3). Misi
SF-1KO so imele dalj$i ¢as do zaCetka ovohavanja kot misi WT, vendar razlika ni dosegla
statisticno znacilne vrednosti (p = 0,068). Pri nobeni skupini misi nismo dobili statisti¢no
znadilnega zmanj$anja ovohavanja med 1. in 8. ponovitvijo poskusa ter statisti¢no

znacilnega povec€anja ovohavanja med 8. in 9. ponovitvijo poskusa.

Tabela 3: Prikaz obnasanja misi brez dodanih spolnih hormonov v poskusu socialnega

prepoznavanja. Statisticno znacilne razlike med genotipoma so prikazane kot *p < 0,05.

Poskusna mis Cas ovohavanja
stimulusne samice
(sek.)
KOf (n=7) 245*+2.1
KOm (n=7) 18,1*+ 2,0
WTf(n=7) 36,9+ 1,9
WTm (n =8) 28,2+1,8
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4.1.5 Obnasanje miSi brez dodanih spolnih hormonov v poskusu moskega
spolnega obnaSanja

V poskusu s stimulusnimi samicami nobena skupina misi ni izrazala nobenega od vzorcev
moskega spolnega obnasanja. Nekatere misi so izrazale agresivno obnasanje (napade in
ugrize) do stimulusnih samic, vendar statistina analiza ni pokazala statisticno znacilnih
razlik med skupinami poskusnih misi. Ker je bilo agresivnega obnaSanja zelo malo, smo
analizirali rezultate Se s testom Hi-kvadrat. Primerjali smo S$tevilo agresivnih zivali med
genotipi, in sicer agresivno obnasanje je kazalo 5 od 14 mi$i SF-1KO in 1 od 15 mi$i WT.
Vse misi so kazale ugrize le v enem od treh poskusov. Od vseh misi, ki so kazale ugrize, je
le ena mi§ SF-1KO ve¢ kot trikrat ugriznila stimulusno mis. S testom Hi-kvadrat nismo

dobili statisticno znacilnih razlik med genotipoma.

4.1.6 Obnasanje miSi brez dodanih spolnih hormonov v poskusu agresivnosti

do samcev brez vohalnih beticev

Misi SF-1KO so kazale vecjo agresivnost proti stimulusnim samcem brez vohalnih beticev
kot misi WT. Za $tevilo napadov (p = 0,08) in Stevilo ugrizov (p = 0,06) nismo dobili
statisticno znacilnih razlik, medtem ko smo za agresivho negovanje dobili statisti¢no
znacilne razlike med genotipoma (p < 0,01). Misi SF-1KO so statisti¢no znacilno veckrat
zacele (Slika 3 A) in so tudi dalj Casa agresivno negovale stimulusne samce kot misi WT
(Slika 3 C). Tudi cas do zacetka agresivnega negovanja in ¢as do prvega napada je bil pri
misih SF-1KO statisti¢no znacilno krajsi kot pri misih WT (p < 0,01) (Slika 3 B).
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Slika 3: Graficni prikaz agresivnega obnasanja misi brez dodanih spolnih hormonov v poskusu s
samcem brez vohalnih betic¢ev. Statisticno znacilne razlike med genotipoma so prikazane kot **p <
0,01. A: Stevilo agresivnih aktivnosti pri posameznih skupinah misi. B: Cas do zacetka agresivnega
negovanja in napada pri posameznih skupinah misi. C: Trajanje agresivnega negovanja pri

posameznih skupinah misi.
4.2 ObnaSanje misi po dodanem estradiol benzoatu in progesteronu

4.2.1 ObnaSanje miSi po dodanem estradiol benzoatu in progesteronu v

poskusu vohalnega prepoznavanja

Stevilo prihodov in &as ovohavanja vseh treh londkov se nista statistiéno znaéilno
razlikovala med skupinami mi$i. Zanimalo nas je ali posamezna skupina misi razlikuje
vonj samic od vonja samcev. Samci SF-1KO (p < 0,05), samci WT (p < 0,05) in samice
SF-1KO (p < 0,001) so statisticno znacilno dalj ¢asa ovohavali loncek z vonjem samic kot
lon¢ek z vonjem samcev. Pri samicah WT se ovohavanje teh dveh lonc¢kov ni statisti¢no

znacilno razlikovalo (Slika 4).
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Slika 4: Graficni prikaz obnasanja misi v poskusu vohalnega prepoznavanja po dodanem estradiol

benzoatu in progesteronu. Statisticno znacilne razlike so prikazane kot *p < 0,05 in ***p < 0,001.

4.2.2 ObnaSanje miSi po dodanem estradiol benzoatu in progesteronu v

labirintu Y

Posamezne skupine miSi se niso statisticno znacilno razlikovale v Casu zadrzevanja in
Stevilu vstopov v oba prostora s stimulusno mi§jo. Cas zadrZevanja v prostoru s stimulusno
samico ali samcem se prav tako ni statisticno znacilno razlikoval med posameznimi
skupinami mis$i. Nobena skupina misi ni razlikovala vonja samca od vonja samice, saj pri
nobeni skupini miSi nismo naSli statisticno znalilnih razlik med Casom zadrzevanja v

prostoru s stimulusno samico in ¢asom zadrzevanja v prostoru s stimulusnim samcem.

4.2.3 Obnasanje miSi po dodanem estradiol benzoatu in progesteronu v

poskusu socialnega prepoznavanja

V poskusu socialnega prepoznavanja po dodajanju estradiol benzoata in progesterona je bil
povpreCen Cas ovohavanja stimulusne samice statistiéno znacilno krajsi (p < 0,05) pri
misih SF-1KO v primerjavi z miSmi WT, medtem ko je bil povprecen ¢as do zaCetka
ovohavanja (p < 0,05) statisti¢no znacilno daljsi pri miSih SF-1KO v primerjavi z miSmi
WT (Tabela 4). Pri nobeni skupini mis$i nismo dobili statisticno znacilnega zmanjSanja
ovohavanja med 1. in 8. ponovitvijo poskusa in statisticno znaCilnega povecCanja

ovohavanja med 8. in 9. ponovitvijo poskusa.
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Tabela 4: Prikaz obnasanja misi po dodanem estradiol benzoatu in progesteronu v poskusu

socialnega prepoznavanja. Statisticno znacilne razlike med genotipoma so prikazane kot *p < 0,05.

Poskusna mis Cas ovohavanja Cas do zaletka ovohavanja
stimulusne samice stimulusne samice (sek.)
(sek.)
KOf (n=7) 6,8+ 1,2 42,8* + 8,4
KOm (n=7) 15,2* + 1,7 29,8* £ 8,8
WTf(n=7) 19,1 £2,0 22,0+92
WTm (n = 8) 26,4+23 16,3 = 8,3

4.2.4 ObnaSanje miSi po dodanem estradiol benzoatu in progesteronu v

poskusu Zenskega spolnega obnasanja

Stimulusni samci so statisticno znacilno veckrat poskusili naskoc¢iti samce obeh genotipov
kot samice obeh genotipov (p < 0,01). Pri analizi Stevila naskokov (ne glede na oceno
lordoze) nismo dobili statisti¢no znaéilnih razlik med skupinami poskusnih misi (Slika 5
A). Pri analizi koli¢nika lordoze (LQ) smo dobili statisti¢no znacilne razlike med spoloma
(p < 0,001). Samice obeh genotipov so imele statisticno znacilno visji LQ kot samci obeh
tremi skupinami misi (Slika 5 B). Pri analizi Stevila ejakulacij smo dobili statisti¢no
znacilno razliko med spoloma (p < 0,001). Stimulusni samci so veckrat ejakulirali, ko so
bili s samicami obeh genotipov, kot pa s samci obeh genotipov. Fisherjev test je pokazal,
da so samice WT prejele najvecje Stevilo ejakulacij (p < 0,05) v primerjavi z ostalimi tremi

skupinami (Tabela 5).
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Slika 5: Graficni prikaz obnasanja misi v poskusu Zenskega spolnega obnasanja po dodanem
estradiol benzoatu in progesteronu. A: Stevilo poskusov naskoka in naskokov stimulusnih samcev.
Statisticno znacilne razlike med spoloma so oznacene kot °p < 0,01. B: Koli¢nik lordoze (LQ) pri
poskusnih misih. Statisticno znacilne razlike med spoloma so oznacene kot *p < 0,001, med

samicami WT in ostalimi skupinami misi kot 'p < 0,05.
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Tabela 5: Prikaz Stevila ejakulacij stimulusnih samcev v poskusu Zenskega spolnega obnasanja
misi po dodanem estradiol benzoatu in progesteronu. Statisticno znacilne razlike med spoloma so

oznacene kot *p < 0,001, med samicami WT in ostalimi skupinami misi kot °p < 0,05.

Poskusna Stevilo ejakulacij
mis
KOf (n = 6) 0,24* £ 0,06
KOm (n=7) 0,08 + 0,04
WTf(n=7) 0,43 + 0,07
WTm (n=7) 0,00 + 0,00

4.3 Obnasanje misi po dodanem testosteronskem vsadku

4.3.1 ObnaSanje miSi po dodanem testosteronskem vsadku v poskusu

vohalnega prepoznavanja

Stevilo prihodov do vseh treh lonékov in ¢as ovohavanja vseh treh lonckov se med
skupinami misi nista statisti¢no znacilno razlikovala. Pri analizi ¢asa ovohavanja loncka z
vonjem samic smo dobili statistiéno znacilno razliko med spoloma (p < 0,05). Samice obeh
genotipov so dalj ¢asa ovohavale lonc¢ek z vonjem samic kot samci obeh genotipov (Slika
6). Analiza ovohavanja loncka z vonjem samcev je pokazala povecanje ovohavanja pri
samcih obeh genotipov v primerjavi s samicami obeh genotipov, vendar razlika med
spoloma ni bila statisti¢no znacilna (p = 0,069). Pri primerjavi ovohavanja loncka z vonjem
samic in lonc¢ka z vonjem samcev smo ugotovili, da so samice SF-1KO in samice WT
statistino znacilno dalj ¢asa ovohavale loncek z vonjem samic v primerjavi z lonckom z
vonjem samcev (p < 0,05). Pri samcih obeh genotipov statisti¢no znacilnih razlik med

ovohavanjem teh dveh lonc¢kov nismo dobili (Slika 6).
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Slika 6. Graficni prikaz obnasanja misi po dodanem testosteronskem vsadku v poskusu vohalnega
prepoznavanja. Statisti¢no znacilne razlike so prikazane kot *p < 0,05.

4.3.2 ObnaSanje miSi po dodanem testosteronskem vsadku v poskusu v

labirintu Y

Podobne rezultate kot v poskusu vohalnega prepoznavanja smo dobili tudi v labirintu Y.
Stevilo vstopov v oba prostora in ¢as zadrZevanja v obeh prostorih s stimulusno migjo se
med skupinami miSi nista statisticno znacilno razlikovala. Pri analizi ¢asa zadrZevanja v
vsakem prostoru posebej smo ugotovili, da so se samice obeh genotipov zadrzevale dalj
Casa v prostoru s stimulusno samico (p < 0,01) kot samci obeh genotipov, ki so se
zadrZevali dalj ¢asa v prostoru s stimulusnim samcem (p < 0,01) kot samice obeh
genotipov (Slika 7). Zanimalo nas je, ali posamezne skupine misi razlikujejo vonj samic od
vonja samcev. Dobili smo podobne rezultate kot v poskusu vohalnega prepoznavanja.
Samice SF-1KO (p < 0,05) in samice WT (p < 0,01) so statisticno znaéilno dlje Casa
prezivele s stimulusno samico kot s stimulusnim samcem. Pri samcih obeh genotipov

statisti¢no znacilnih razlik med ¢asom nahajanja v razli¢nih prostorih nismo nasli (Slika 7).
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Slika 7: Graficni prikaz obnasanja misi po dodanem testosteronskem vsadku v labirintu Y.

Statisti¢no znacilne razlike so prikazane kot *p < 0,05 in **p < 0,01.

4.3.3 ObnaSanje miSi po dodanem testosteronskem vsadku v poskusu

socialnega prepoznavanja

Povpreéen ¢as ovohavanja in povprecen ¢as do zacetka ovohavanja stimulusne samice se
nista statisti¢éno znacilno razlikovala med skupinami poskusnih misi. Tako kot v poskusu
brez dodanih spolnih hormonov in po dodanem estradiol benzoatu in progesteronu tudi
tukaj nismo dobili statisti¢no znacilnega zmanjSanja ovohavanja med 1. in 8. ponovitvijo

poskusa in statisti¢no znacilnega povecanja ovohavanja med 8. in 9. ponovitvijo poskusa.

4.3.4 ObnaSanje miSi po dodanem testosteronskem vsadku v poskusu moskega
spolnega obnaSanja

V nobeni od aktivnosti, ki je znacilna za moSko spolno obnaSanje, ni bilo statisti¢no
znacilnih razlik med posameznimi skupinami misi (Slika 8). Naskakovali so 3 samci WT
od 7, 4 samice WT od 6, 2 samca SF-1KO od 7 in 5 samic SF-1KO od 7. Od vseh samcev

WT sta le 2 kopulirala in le 1 samec je kazal ejakulatorni refleks.

Med opazovanjem moskega spolnega obnasanja so se nekatere misi obnasale agresivno do
stimulusnih samic. MiSi SF-1KO so imele ve¢je Stevilo napadov in ugrizov kot mis§i WT,
vendar pri analizi Stevila ugrizov nismo dobili statisticno znacilnih razlik med genotipoma
(p = 0,07), medtem ko smo za Stevilo napadov dobili statisticno znacilno razliko med
genotipoma (p < 0,05) (Slika 9 A). Tudi ¢as do prvega ugriza (p < 0,05) in do prvega
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napada (p < 0,01) je bil statisticno znacilno krajsi pri misih SF-1KO v primerjavi z miSmi

WT (Slika 9 B).
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Slika 8: Graficni prikaz obnasanja misi po dodanem testosteronskem vsadku v poskusu moskega
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Slika 9: Graficni prikaz obnasanja misi po dodanem testosteronskem vsadku v poskusu moskega
spolnega obnasanja s stimulusnimi samicami. Statisticno znacilne razlike med genotipoma so
prikazane kot *p < 0,05 in **p < 0,01. 4. Stevilo ugrizov in napadov. B: Cas do prvega ugriza in

napada.

4.3.5 Obnasanje misi (tretja skupina) po dodanem testosteronskem vsadku v

poskusu agresivnosti do samcev brez vohalnih betic¢ev

Pri analizi $tevila ugrizov smo dobili statisticno znacilne razlike med spoloma. Samice
obeh genotipov so statisti¢éno znacilno veckrat ugriznile (p < 0,05) stimulusnega samca kot
samci obeh genotipov (Slika 10 A). Za stevilo napadov, ¢as do prvega napada in ¢as do
prvega ugriza smo dobili statisticno znacilne razlike med genotipoma. Misi SF-1KO so
hitreje (p < 0,001) in veckrat (p < 0,01) napadle stimulusne samce kot mis§i WT in prav
tako tudi hitreje ugriznile (p < 0,01) stimulusne samce v primerjavi z miSmi WT (Slika 10
A, B). Pri agresivnem negovanju smo dobili statisticno znalilne razlike le za ¢as do
zaCetka agresivnega negovanja, ne pa tudi za Stevilo zacetkov in trajanje agresivnega
negovanja. MiSi SF-1KO so statisticno znacilno hitreje (p < 0,05) zacele agresivno
negovati stimulusne samce kot misi WT (Slika 10 B). Pri analizi trajanja agresivnega
negovanja smo ugotovili, da so samci obeh genotipov dalj Casa agresivno negovali

stmulusnega samca kot samice obeh genotipov, vendar razlika ni bila statisti¢no znacilna

(p = 0,058).
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Slika 10: Graficni prikaz agresivnega obnasanja misi (tretja skupina) po dodanem testosteronskem
vsadku v poskusu s samcem z odstranjenimi vohalnimi betici. Statisticno znacilne razlike med
spoloma so prikazane kot ®p < 0,05, med genotipoma kot *p < 0,05, **p < 0,01 in ***p < 0,001.

A: Stevilo ugrizov in napadov. B: Cas do zacetka ugriza, napada in agresivnega negovanja.
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4.4 Obnasanje misi brez dodanih spolnih hormonov in po dodanem

testosteronskem vsadku

4.4.1 Obnasanje misi brez dodanih spolnih hormonov v poskusu starSevskega
obnasanja

Za vecino vzorcev starSevskega obnasanja smo pri miSih SF-1KO ugotovili statisti¢no
znacilno dalj$i ¢as do zacetka izvajanja v primerjavi z miSmi WT. Misih SF-1KO so imele
statisti¢no znacilno daljsi ¢as do prvega stika z mladi¢em (p < 0,01), do zacetka negovanja
mladi¢ev (p < 0,05), do zacetka ¢epenja nad mladi¢i (p < 0,01) in do zacetka gradnje

gnezda (p < 0,05) (Slika 11).

Pri trajanju aktivnosti smo za gradnjo gnezda in Cepenje nad mladi¢i dobili statisti¢no
znacilno razliko med genotipoma (p < 0,01) in med spoloma (p < 0,05). Misi SF-1KO so
statisticno znacilno manj Casa gradile gnezdo in manj Casa ¢epele nad mladi¢i kot misi
WT. Samice obeh genotipov so statisticno znacilno dalj ¢asa gradile gnezdo in dalj Casa
¢epele nad mladici kot samci obeh genotipov. Fisherjev test je pokazal, da so samice WT
najdalj Casa gradile gnezdo (p < 0,05) in Cepele nad mladi¢i (p < 0,05) v primerjavi z
ostalimi skupinami misi. Za trajanje negovanja nismo dobil statisti¢no znacilnih razlik med

skupinami misi (Slika 12).

Ko smo primerjali povprecno oceno oblike gnezda smo dobili statisticno znacilno razliko
med genotipoma (p < 0,001). Misi SF-1KO so imele slabse oblikovana gnezda kot misi
WT (Tabela 6).

Ker smo v poskusu uporabili 3 mladice, smo za vsakega posebej merili Cas, ki ga je
potrebovala poskusna Zival, da ga prinese v gnezdo. Cas, da so prvega mladi¢a prinesle v
gnezdo, se ni statisti¢no znacilno razlikoval med posameznimi skupinami misi. Za drugega
in tretjega mladi¢a smo dobili statistiéno znacilno razliko med spoloma, ki je pokazala, da
so samice obeh genotipov hitreje prinesle drugega (p < 0,05) in tretjega (p < 0,01) mladica
v gnezdo kot samci obeh genotipov. Za tretjega mladica smo poleg razlik med spoloma
dobili Se statisticno znacilno razliko med genotipoma. Misi SF-1KO so potrebovale
statisti¢no znacilno dlje ¢asa (p < 0,05), da so prinesle tretjega mladica v gnezdo kot misi
WT. Fisherjev test je pokazal, da so imele samice WT najkrajsi ¢as (p < 0,05), da so

prinesle drugega in tretjega mladi¢a v gnezdo v primerjavi z ostalimi tremi skupinami misi
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(Slika 13). Skupine misi se med sabo niso razlikovale v Stevilu prinesenih mladicev v

gnezdo (Tabela 6).
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Slika 11: Graficni prikaz starSevskega obnasanja misi brez dodanih spolnih hormonov. Statisticno

znacilne razlike med genotipoma so prikazane kot *p < 0,05 in **p < 0,01.
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Slika 12: Graficni prikaz starsevskega obnasanja misi brez dodanih spolnih hormonov. Statisticno
znacilne razlike med spoloma so prikazane kot ®p < 0,05, med genotipoma so prikazane kot “p <

0,01 in med samicami WT in ostalimi skupinami misi kot *p < 0,05.
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Tabela 6: Prikaz starsevskega obnasanja misi brez dodanih spolnih hormonov. Statisticno znacilne

razlike med genotipoma so prikazane kot ***p < 0,001

Poskusna mi$

Povprecna ocena oblike

gnezda

Stevilo mladi¢ev prinesenih v ghezdo

KOf (n=9)
KOm (n=11)
WTf(n=7)
WTm (n =9)

1,4%%* £ 0,2
1,3%#* £ 0,2
2,8+0,1
2,2+0,2

24+0,3
2,5+0,3
3,0+£0,0
2,3+0,3
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Slika 13: Graficni prikaz starSevskega obnasanja misi brez dodanih spolnih hormonov. Statisticne

razlike med samicami WT in ostalimi skupinami misi so prikazane kot *p < 0,05.
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4.4.2 ObnaSanje miSi (¢etrta skupina) po dodanem testosteronskem vsadku v

poskusu agresivnosti do samcev brez vohalnih betic¢ev

Pri analizi Stevila napadov in ugrizov nismo dobili statisticno znacilnih razlik med
skupinami misi, ne glede na genotip ali spol (Slika 14 A). Tudi za ¢as do prvega napada in
prvega ugriza nismo dobili statisticno znacilnih razlik med skupinami mi$i. Agresivno
negovanje je bil edini vzorec agresivnega obnasSanja, za katerega smo dobili nekatere
statisticno znacilne razlike med posameznimi skupinami miSi. Za Stevilo In trajanje
agresivnega negovanja smo dobili statisticno znacilen medsebojni vpliv genotipa in spola.
Fisherjev test je pokazal, da so samice SF-1KO veckrat zacele agresivno negovati (p <
0,05) kot samci SF-1KO in samice WT, samci WT pa so zaceli veckrat agresivno negovati
(p < 0,05) kot samice WT (Slika 14 A). Samice SF-1KO so tudi dalj ¢asa agresivno
negovale (p < 0,05) kot samci SF-1KO in samice WT, medtem ko se trajanje agresivnega
negovanja samcev WT ni statisticno znacilno razlikovalo od ostalih skupin misi (Slika 14

B).
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Slika 14: Graficni prikaz agresivnega obnasSanja misi (Cetrta skupina) po dodanem vsadku s
testosteronom, v poskusu s samci brez vohalnih beticev. A: Stevilo ugrizov, napadov in zacetkov
agresivnega negovanja. Samice SF-/KO so se statisticno znacilno razilikovale od samcev SF-1KO
in samic WT “p < 0,05, samci WT so se statisticno znacilno razlikovali od samic WT dp < 0,05. B:

Trajanje agresivnega negovanja misi. Samice SF-1KO so se statisticno znacilno razlikovale od
samcev SF-1KO in samic WT “p < 0,05.
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5 Razprava

5.1 ObnaSanje misi v dvignjenem labirintu brez dodanih spolnih

hormonov

S poskusom v dvignjenem labirintu smo zeleli ugotoviti, ali misi razliénega genotipa in
spola kazejo razli¢no intenzivno obnasanje podobno tesnobi. V nadaljevanju bomo zaradi
lazjega opisovanja uporabili izraz tesnoba, Ceprav obnasanja miSi v tem poskusu ne
moremo primerjati neposredno s tesnobo, ki se pojavlja pri ¢loveku. Misi SF-1KO so se
zadrzevale krajsi ¢as v odprtem kraku in dalj$i ¢as v zaprtem kraku labirinta kot misi WT.
Ker se ta poskus uporablja za ugotavljanje tesnobe (109), lahko re¢emo, da so misi SF-
1KO kazale pove€ano tesnobo v primerjavi z miSmi WT. Glede na to, da imajo misi SF-
1KO zmanj$ano spontano aktivnost na kolesih (99, 106), smo bili $e posebej pozorni, Ce je
bila aktivnost spremenjena tudi v dvignjenem labirintu. Stevilo vstopov v oba kraka in v
vmesni prostor v labirintu se ni razlikovalo niti med genotipoma niti med spoloma misi,
kar pomeni, da je bila aktivnost misi SF-1KO podobna misim WT. Tudi Stevilo vstopov v
posamezni krak se med skupinami misi ni razlikovalo, kar pomeni, da so imele misi SF-
1KO podobno stevilo vstopov v odprti krak kot mis§i WT, le zadrzevale so se manj ¢asa v

njem.

Za povecano tesnobo pri misih SF-1KO obstaja ve¢ razlogov. Prvi razlog bi bil lahko
spremenjeno ventromedialno jedro hipotalamusa (VMH). To potrjujejo rezultati na gensko
spremenjenih misih, katerim so izbili gen za SF-1 samo v centralnem zivénem sistemu
(CNS SF-1KO) (267). Te misi imajo spremenjeno jedro VMH, nedledvi¢ni zlezi in spolne
zleze pa so normalno prisotne. V razli¢nih poskusih, ki se uporabljajo za ugotavljanje
tesnobe, so kazale miSi CNS SF-1KO veé tesnobe kot mi$i WT. Pri misith CNS SF-1KO
porocajo tudi o tezjem rokovanju, kar smo opazili tudi pri nasih misih SF-1KO, ki so med
rokovanjem veckrat uSle, poskakovale in tudi ugriznile. Povecano tesnobo pri misth CNS
SF-1KO povezujejo s spremembami v VMH. Pri misih CNS SF-1KO so v VMH poleg
spremembe polozaja celic ugotovili tudi zmanj$ano izrazanje dejavnika BDNF (angl. brain
derived neurotrophic factor, BDNF) in receptorja za kortikotropin spros$¢ujo¢i hormon tipa
2 (Crhr2), ki ju povezujejo s tesnobnim obnasanjem (267). Podobne spremembe v
izrazanju BDNF so nasli tudi pri misih SF-1KO (101). Glede na to, da so pri obeh modelih

99



Grgurevic N.: Genetsko pogojene razlike med obnasanjem samcev in samic pri misih brez gena za

steroidogeni faktor 1

misi nasli podobne spremembe v VMH jedru (101, 102, 106, 267, 268), predvidevamo, da

so te spremembe vplivale na povecano tesnobo tudi pri misSih SF-1KO v nasi raziskavi.

Kljub vsemu se raziskava Zhao in sod. (267) in naSa raziskava razlikujeta v dveh
pomembnih dejstvih (izolacija, odsotnost spolnih hormonov), ki bi lahko dodatno vplivali
na rezultate. MiSi v nasi raziskavi so bile izolirane zelo zgodaj po odstavitvi in znano je, da
izolacija povzro€i povecanje stresa in tesnobe (269). lzolacija bi lahko pripomogla k
povecanju tesnobe, vendar zaradi ve¢ razlogov mislimo, da ni bila glavni razlog za razlike
med mismi SF-1KO in WT. V raziskavi Zhao in sod. (267) so misi CNS SF-1KO kljub
nastanitvi v skupinah kazale pove¢ano tesnobo. Ce bi bila izolacija glavni razlog za
povecano tesnobo misi SF-1KO, bi to pomenilo, da so misi SF-1KO bolj obcutljive na
izolacijo kot misi WT. Glede na rezultate v poskusu socialnega prepoznavanja (poglavje
5.3) to verjetno ne drzi, saj sta se oba genotipa in spola miSi v tem poskusu obnasala
podobno. V raziskavi Kerémar in sod. (270) smo ugotovili, da izolacija vpliva na socialno
prepoznavanje misi. Podobne rezultate v poskusu socialnega prepoznavanja smo dobili pri

vseh skupinah misi glede na genotip in spol, tudi v tej raziskavi.

Tudi v nekaterih drugih poskusih so se pokazale razlike med genotipoma, ki bi jih lahko
povezali s povecano tesnobo pri misih SF-1KO. Misi SF-1KO so v nekaterih poskusih
potrebovale ve¢ ¢asa, da so zacele izvajati doloCeno aktivnost kot misi WT. Tako so na
primer v poskusu starSevskega obnaSanja potrebovale daljsi ¢as do prvega obiska, dviga
mladi¢a, do zacetka negovanja, ¢epenja nad mladi¢i ter do zaCetka gradnje gnezda. V
poskusu socialnega prepoznavanja so potrebovale daljsi ¢as do zacetka ovohavanja samice.
Tudi trajanje aktivnosti (ovohavanje, gradnja gnezda, ¢epenje nad mladici) je bilo pri misih
SF-1KO krajse kot pri misi WT. V vseh poskusih so se misi srecale z novim vonjem in
novim objektom (Skatlica, mladi¢, dvignjen labirint), kar bi lahko pri misih SF-1KO

sprozilo vecji strah in posledi¢no vecjo tesnobo kot pri misih WT.

Drugi razlog za povecano tesnobo pri misih SF-1KO bi bilo lahko tudi pomanjkanje
spolnih hormonov. NajnovejSe raziskave predvidevajo, da bi tudi pri samicah lahko
obstajala aktivna feminizacija. MoZgani samic mi$i naj bi se dokon¢no razvili v obdobju
med rojstvom in puberteto pod vplivom estradiola, izlo¢enega iz jajénikov (10). Ce to drzi,
pomeni, da so bili mozgani samic WT pod vplivom estradiola po rojstvu in do odstranitve
spolnih Zlez, mozgani samcev WT so bili pod vplivom testosterona ze pred rojstvom in do

odstranitve spolnih zlez, medtem ko so se mozgani samic in samcev SF-1KO razvijali v
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popolni odsotnosti spolnih hormonov, kar bi bil lahko vzrok za povecano tesnobo. Tako so
na primer pri samcih misi brez gena za encim aromatazo (ArKO) ugotovili ve¢ obnaSanja
podobnega tesnobi, ki ga povezujejo s pomanjkanjem estradiola v fetalnem in odraslem
obdobju (124). Tudi samci z neobcutljivostjo androgenskega receptorja (angl. testicular
feminization mutation, Tfm) kazejo povecano tesnobo v primerjavi s samci, ki imajo
delujo¢e androgenske receptorje (271). V obeh omenjenih raziskavah zal ni podatkov za
samice, tako da ne moremo zakljuciti, da je na povecano tesnobo pri obeh spolih misi SF-

1KO dodatno vplivalo pomanjkanje spolnih hormonov.

Poleg razlik med genotipoma, bi lahko dobili tudi razlike med spoloma, saj se obnaSanje
podobno tesnobi izraza razli¢no glede na spol. Kljub vsemu rezultati raziskav niso enotni
niti glede razlik med spoloma in niti glede tega, pri katerem spolu je tesnoba bolj izrazena.
Rezultati so zelo odvisni od hormonskega stanja zivali, vrste poskusa in drugih pogojev
(255). Na splosno velja, da testosteron pri samcih zmanjSuje tesnobo (257), pri samicah pa
se izrazanje tesnobe moc¢no spreminja s spolnim ciklusom. Progesteron zmanjSuje tesnobo,
vendar se njegov ucinek spreminja s ¢asom in je odvisen od prisotnosti in deleza estradiola
v krvi (256, 272). Zanimivo, da v raziskavi Zhao in sod. (267) ne ugotavljajo razlik med
spoloma tako pri mi§ih CNS SF-1KO kot tudi pri kontrolnih misih, ¢eprav so imele vse
misi prisotne spolne Zleze. Ne navajajo, v Kateri fazi ciklusa so bile samice opazovane,
tako da teZko sklepamo o njithovem hormonskem stanju. Poleg tega so pri samicah CNS
SF-1KO ugotovili nepravilen spolni ciklus (268), kar bi e dodatno lahko vplivalo na
rezultate v dvignjenem labirintu v raziskavi Zhao in sod. (267). Tudi v na$i raziskavi nismo
dobili razlik med spoloma pri nobenem od genotipov, vendar so bile vse misi v nasi
raziskavi brez spolnih Zlez. Lahko, da so za razlike med spoloma v dvignjenem labirintu
pomembni aktivacijski u€inki spolnih hormonov. V tem primeru bi se razlike pokazale Sele
po dodajanju spolnih hormonov, kar bo potrebno ugotoviti v nadaljnjih raziskavah. Ker
nismo dobili nobenih razlik med samicami SF-1KO in samci SF-1KO, lahko re¢emo, da
genetski dejavniki ne vplivajo na spolne razlike v obnasanju podobnem tesnobi, kadar misi
v odraslem obdobju niso pod vplivom spolnih hormonov. To je skladno z raziskavo
McPhie-Lalmansingh in sod. (14), kjer pri misih FCG (angl. four core genotypes) ravno
tako niso ugotovili neposrednega vpliva spolnih kromosomov na tesnobno obnaSanje v

dvignjenem labirintu in odprtem polju.
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5.2 ObnasSanje misi v poskusu vohalnega prepoznavanja in v labirintu Y

5.2.1 ObnasSanje misi v poskusu vohalnega prepoznavanja in v labirintu Y

brez dodanih spolnih hormonov

Delovanje vohalnega sistema smo preverili v poskusu vohalnega prepoznavanja z loncki
treh razli¢nih vonjev in v labirintu Y. Tako v poskusu z loncki kot tudi v labirintu Y se
misi med sabo niso razlikovale v ovohavanju razlicnih vonjev. V poskusu z loncki so vse
misi dalj ¢asa ovohavale vsaj enega od dveh lon¢kov z vonjem (nastil z vonjem samca ali
samice) v primerjavi z lon¢kom brez vonja (Cisti nastil). To pomeni, da so vse misi
razlikovale lonc¢ek z vonjem od loncka brez vonja. Predvidevamo, da osnovno delovanje
vohalnega sistema pri misih SF-1KO ni spremenjeno glede na divji tip misi. To je skladno
z raziskavo Pierman in sod. (273), kjer ugotavljajo, da tako samci kot samice misi brez
gena za aromatazo (ArKO) kljub pomanjkanju estradiola v obdobju pred in po rojstvu

razlikujejo vonj urina od ¢iste vode.

Naslednja ugotovitev v obeh poskusih (z loncki in labirint Y) je, da nobena skupina misi
glede na genotip in spol ni razlikovala vonja samic od vonja samcev. Vecina raziskav
vohalnega obnasanja je narejenih pri misih s prisotnimi spolnimi zlezami ali po dodanih
spolnih hormonih. Kljub vsemu poroc¢ajo o razlikah med spoloma pri misih z odstranjenimi
spolnimi Zlezami in brez dodanih spolnih hormonov. Tako na primer samice bolje
zaznavajo nizje koncentracije urina (od obeh spolov) v primerjavi s samci (273, 274). V
raziskavi Piermana in sod. (273) so misSi obeh spolov z odstranjenimi spolnimi zlezami
razlikovale urin samca od urina samic. Samci so ovohavali dalj ¢asa urin samic, medtem
ko so samice ovohavale dalj ¢asa urin samcev v primerjavi z urinom nasprotnega spola.
Zakaj v na$i raziskavi nismo dobili podobnih razlik med spoloma, obstaja ve¢ moznih
razlogov. Prvi razlog je sama izvedba poskusa. V omenjeni raziskavi Piermana in sod.
(273) so uporabili vohalni poskus navajanja/odvajanja od vonja urina samca in samice, ki
se zelo razlikuje od poskusov, ki smo jih uporabili v naSi raziskavi. Misi so bile
zaporedoma, v treh razli¢nih poskusih, izpostavljene trem razli¢nim vonjem. V vsakem
poskusu so imele na voljo samo en vonj. V prvem poskusu so bile zaporedoma
izpostavljene vodi, nato urinu samcev in na koncu urinu samic, v drugem poskusu ravno
tako vodi, nato urinu samic in na koncu urinu samcev. Mi$i so ovohavale le en vonj

naenkrat, za razliko od nasega poskusa, kjer so imele na razpolago loncke s tremi
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razli¢nimi vonji ali dve stimulusne zivali v labirintu Y. Mozno je, da je sama izvedba
poskusa vplivala na rezultate na tak nain, da v naSih poskusih misi niso kazale
privlacnosti za nasprotni spol. Drugi dve razliki sta bili v sami pripravi poskusnih misi.
Misim v nasi raziskavi smo odstranili spolne Zleze Ze pred puberteto in so bile izolirane ze
od 30. dneva starosti, za razliko od raziskave Pierman in sod. (273), kjer so misim
odstranili spolne Zleze po puberteti in so bile ve€ino Casa nastanjene v skupinah. Izolacija
bi lahko vplivala na spremenjeno vohalno obnaSanje preko povecane tesnobe oziroma
spremenjenega socialnega obnasanja (269) ali v smislu pomanjkanja stika z vrstniki in z

vonji istega ali nasprotnega spola (275).

Na vohalno obnasanje bi lahko vplivali tudi spolni hormoni. Lahko, da je ¢as pubertete
pomemben za popoln razvoj mozganov in s tem ustrezno obnaSanje, kot so ugotovili Ze pri
nekaterih drugih vrstah glodavcev (276, 277) in kot to omenjamo tudi mi v razpravi o
vohalnem obnasanju po dodanem testosteronu (poglavje 5.2.2). Pri misih ArKO
ugotavljajo, da imajo delno spremenjeno prepoznavanje vonjev razli¢nih spolov (273). To
bi lahko pomenilo, da pomanjkanje estradiola v obdobju pred in po rojstvu vpliva na
prepoznavanje vonjev. To je skladno tudi z nasimi rezultati, saj misi SF-1KO med fetalnim
razvojem niso bile izpostavljene estradiolu in brez dodanih spolnih hormonov ne locujejo
vonja samic od vonja samcev. Pri miSih WT pa so zaradi odstranitve spolnih Zlez pred
nastopom pubertete manjkali spolni hormoni v obdobju po rojstvu in do pubertete, kar bi

prav tako lahko bil vzrok za neprepoznavanje obeh vonjev.

5.2.2 ObnasSanje miSi v poskusu vohalnega prepoznavanja in v labirintu Y po

dodanem testosteronu

Testosteron zgodaj v fetalnem obdobju maskulinizira moZgane in kasneje v odraslem
obdobju vzpodbudi pri samcih moske vzorce obnaSanja. Raziskave na podganah kazejo, da
je tudi vohalno prepoznavanje pri samcih odvisno od izpostavitve testosteronu v fetalnem
zivljenju (278). Raziskave na misih dokazujejo nasprotno. Testosteron pri misih med
fetalnim Zivljenjem ni nujno potreben za izrazanje privlacnosti do vonja samic, saj samice
po dodajanju testosterona izrazajo podobno obnasSanje kot samci (125, 126). To dokazujejo
tudi naSi rezultati, saj samice obeh genotipov po dodajanju testosterona kazejo privla¢nost
do vonja samic v obeh vohalnih poskusih. Presenetljivo je, da samci obeh genotipov po
dodanem testosteronu niso kazali privlacnosti do vonja samic v nobenem od vohalnih

poskusov. Tudi pri moskem spolnem in agresivnem obnasanju po dodanem testosteronu
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nismo dobili pricakovanih razlik med samci WT in ostalimi mi$mi, saj smo pric¢akovali, da
bodo ti vzorci obnasanja najbolj intenzivno izrazeni ravno pri samcih WT. Samo trije
samci WT od sedmih so se vzpenjali na stimulusne samice, dva izmed njih sta kopulirala in
samo eden je izrazal ejakulatorni refleks. Ceprav pri podganah poroajo o pozitivni
povezavi med slabo izrazenim moskim spolnim obnaSanjem in neprivla¢nostjo do vonja
samic (279), pri nas nismo odkrili take povezave. Samec, ki je najbolje izrazal mosko

spolno obnaSanje, ni kazal socialne privla¢nosti v nobenem od vohalnih poskusov.

Eden od moznih razlogov za slabSe izrazanje moskih vzorcev obnasanja pri samcih WT je
odstranitev mod pred puberteto. V nasi raziskavi smo samcem WT odstranili moda pri 25.
dnevu starosti. V ostalih raziskavah vohalnega obnasanja so uporabili samce z modi (122,
124, 262) ali pa so odstranili moda po puberteti (124, 126). Odstranitev mod pred
puberteto lahko kljub ustreznemu hormonskemu dodajanju vpliva na spremenjeno socialno
in zmanjSano spolno obnaSanje pri podganah (276) ter zmanjSano spolno obnasanje pri
hr¢kih (277, 280). Moc¢nik in Tratnjek (281) sta primerjali obnasanje v vohalnih poskusih
pri dveh skupinah samcev, z odstranjenimi modi pred in po puberteti. 1zkazalo se je, da
samci z odstranjenimi modi pred puberteto kljub dodanem testosteronu ne prepoznavajo
vonja samic v primerjavi s samci z odstranjenimi modi po puberteti, ki so po dodanem
testosteronu kazali privlacnost do vonja samic. Vse kaze na to, da pomanjkanje spolnih
hormonov v obdobju pred rojstvom in med puberteto vpliva na vohalno prepoznavanje
predvsem pri samcih. Delno to dokazujejo tudi raziskave pri misih brez gena za encim
aromatazo (ArKO). Samice ArKO po dodanem testosteronu kazejo privlacnost do vonja
samic v obeh poskusih, z lon¢ki in v labirintu Y (125), medtem ko samci ArKO po
dodanem testosteronu kazejo privlatnost do vonja samic le v poskusu vohalnega
prepoznavanja (116, 124). Podobne rezultate smo dobili tudi mi, saj samice v nasi
raziskavi kazejo po dodanem testosteronu privlacnost do vonja samic v obeh vohalnih
poskusih, medtem ko samci ne kazejo privlacnosti do vonja samic v nobenem od vohalnih

poskusov.

Zanimivo je, da so se samci SF-1KO odzvali v vohalnih poskusih podobno kot samci WT
in niso dalj ¢asa ovohavali vonja samic od vonja samcev. Skupno obema skupinama
samcev je prisotnost spolnega kromosoma Y. Mozno je, da so prav genetski dejavniki
povzro¢ili te razlike med spoloma pri obeh genotipih. Ze prejinje raziskave so skusale

dokazati vpliv spolnih kromosomov na vohalno obnasanje. Misi FCG (angl. four core
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genotypes) imajo prisoten spolni kromosom Y ne glede na prisotnost razlicnih spolnih
zlez. Pri tem modelu misi niso nasli vpliva kromosoma Y, ampak le vpliv prisotnosti mod
med fetalnim zivljenjem na privlaénost do vonja samic (15). Pri modelu misi FCG pa
vseeno ni skupine misi, ki bi imela gen Sry in hkrati ne bi imela razvitih mod tako kot v
nasi raziskavi samci SF-1KO. Mozno, da je ravno prisotnost gena Sry vzrok za podobno
obnaSanje samcev WT in samcev SF-1KO. Glede na vse to obstaja moznost, da
kombinacija pomanjkanja spolnih hormonov v ¢asu fetalnega razvoja pri samcih SF-1KO
in med puberteto pri samcih WT vpliva na vohalno obnasanje pod pogojem, da je prisoten

ustrezen par spolnih kromosomov (XY) vklju¢no z genom Sry.

5.2.3 Obnasanje miSi v poskusu vohalnega prepoznavanja in v labirintu Y po

dodajanju estradiol benzoata in progesterona

Dodajanje estradiol benzoata in progesterona je vzpodbudilo daljSe ovohavanje loncka z
vonjem samic od lon¢ka z vonjem samcev pri vseh misih razen pri samicah WT. Samice
WT so sicer dalj ¢asa ovohavale lon¢ek z vonjem samic, vendar razlika ni bila statisticno
znacilna. Rezultati poskusa vohalnega prepoznavanja z loncki po dodanem estradiol
benzoatu in progesteronu so bili presenetljivi, saj na splo$no velja, da samice v estrusu bolj
privlaci vonj samcev kot vonj samic (275, 282). Tudi podganji samci z odstranjenimi modi
po dodanem estradiol benzoatu in progesteronu, podobno kot podganje samice v estrusu,
ve¢ Casa prezivijo v prostoru s samcem kot v prostoru s samico (283). V nasprotju s to
raziskavo pa Portillio in sod. (279) ugotavljajo, da podganji samci z odstranjenimi modi in
po dodanem estradiol benzoatu in progesteronu ne kazejo privlacnosti niti do vonja samcev
niti do vonja samic. OcCitno si rezultati raziskav vohalnega obnasanja po dodanih Zenskih
spolnih hormonih nasprotujejo. Tezko je razloziti, zakaj so miSi v nasi raziskavi kazale
privlacnost do vonja samic namesto do vonja samcev. Razlogov za take rezultate je lahko
vec, saj so v raziskavah ugotovili, da je vohalno obnaSanje mo¢no odvisno od prejs$njih
izkuSenj, izvedbe poskusa ter genetske variabilnosti poskusnih in stimulusnih misi (275,
284, 285). Misi v nasi raziskavi od izolacije (30. dan starosti) do poskusa niso bile v stiku z
nobenim vrstnikom. Do njihovih kletk so lahko prihajale le hlapne vonjave preko zraka,
torej niso imele izkuSenj z nehlapnimi vonji nasprotnega ali istega spola. MozZno je, da je
ustrezen vzorec zenskega vohalnega obnasanja odvisen od prej$njih izkuSenj in od stikov z
vonji, ki prehajajo do Zivali ne samo po zraku, ampak predvsem preko ustne votline in
vomeronazalnega sistema (275). Izkazalo se je, da samice kazejo privlacnost do hlapnih
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vonjav nasprotnega spola le v primeru, da so imele predhodno Ze neposreden stik (preko
ustne votline) z vonjem urina istega samca. V primeru, da je bil stik z urinom le preko
zraka, niso kazale privlacnosti do tega vonja. Prav tako niso kazale privla¢nosti do hlapnih
vonjav neznanega samca (285). Tudi v na$i raziskavi mi$i v labirintu Y, ki so bile
izpostavljene le vonju preko zraka, niso kazale privlacnosti niti do samice niti do samca.
Ocitno je ustrezno prepoznavanje hlapnih vonjav odvisno od vecjega Stevila dejavnikov in

ne samo od izpostavljenosti ustreznim spolnim hormonom.

Razlog za izrazanje privlacnosti do vonja samic po dodanem estradiol benzoatu in
progesteronu verjetno ni razli¢na izpostavitev spolnim hormonom med fetalnim razvojem,
saj so vse misi kazale podobno vohalno obnaSanje, ne glede na to ali so bile izpostavljene
estradiolu med fetalnim razvojem ali ne. Kaze, da spolna diferenciacija vohalnega sistema
pri misih ni odvisna od organizacijskih u¢inkov estrogenih hormonov (124, 125, 284) tako
kot pri podganah (278). Zelo malo je raziskav vohalnega obnasanja misi po dodanem
estradiol benzoatu in progesteronu, ki bi bile podobne nasi raziskavi, vendar tudi rezultati
drugih raziskav, kjer so samicam dodali samo estrogene hormone, med seboj niso skladni.
Samice po dodanem estradiolu v nekaterih poskusih kazejo privla¢nost do vonja samcev
(126, 284), v drugih poskusih pa celo privla¢nost do vonja samic (125). To Se dodatno
dokazuje, da je socialna privlacnost odvisna od Stevilnih drugih dejavnikov, ki jih bo

potrebno prouciti v dodatnih raziskavah.

5.3 Obnasanje misi v poskusu socialnega prepoznavanja brez dodanih
spolnih hormonov, po dodanem estradiol benzoatu, progesteronu in

testosteronu

V poskusu socialnega prepoznavanja smo ocenjevali socialno obnaSanje misi 0ziroma bolj
natan¢no vohalno obnasanje, sposobnost prepoznavanja in pomnjenja znanega vonja v
primerjavi z neznanim vonjem. Potrebno je omeniti, da pod socialno obnaSanje v SirSem
pomenu besede spada tudi agresivno obnaSanje in del spolnega ter starSevskega obnasanja,

o katerih razpravljamo v drugih poglavjih.

Za raziskovanje socialnega prepoznavanja pri laboratorijskih glodavcih se najpogosteje
uporablja poskus, ki vsebuje elemente navajanja in odvajanja (habituacije/dishabituacije)
vonja zivali iste vrste. Poskus socialnega prepoznavanja temelji na spoznanju, da mis raje

ovohava neznano kot ze znano miS. Ker so misi v tem poskusu izpostavljene veckrat
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zaporedoma isti samici, si njen vonj postopoma zapomnijo in se ¢as ovohavanja zato
zmanjSuje. Cas ovohavanja se ponovno poveca, ko v kletko dodamo novo samico, ki zopet

vzpodbudi zanimanje pri poskusni misi (182).

V poskusu socialnega prepoznavanja smo opazovali misi brez dodanih spolnih hormonov,
po dodanih testosteronskih vsadkih in po dodanem estradiol benzoatu in progesteronu.
Vzorca obnaSanja (navajanja in odvajanja), ki ga opisujemo na zacetku, v nasi raziskavi
nismo ugotovili pri nobenem genotipu ali spolu misi ne glede na njihovo hormonsko
stanje. Ceprav smo pri¢akovali zmanjSevanje ovohavanja med prvim in osmim poskusom,
je trajanje ovohavanja med ponovitvami poskusov pri vseh misih (ne glede na hormonsko
stanje) postopoma narasc¢alo. Prav tako nismo dobili statisti¢no znacilnega povecanja
ovohavanja med osmim in devetim poskusom, ko smo v kletko dodali novo samico, pri

nobenem od genotipov ali spolov misi in ne glede na njihovo hormonsko stanje.

Razlogov za take rezultate je lahko ve¢. Za normalno socialno prepoznavanje mora biti
zagotovljeno normalno delovanje vohalnega sistema. Mislimo, da osnovno zaznavanje
vonja pri miSih v naSi raziskavi deluje normalno, saj so miSi v poskusu vohalnega

prepoznavanja locile ¢isti loncek od lonc¢ka z vonjem.

Drugi razlog bi lahko bil, da imajo misi v nasi raziskavi spremenjeno socialno obnasanje
in/ali socialni spomin zaradi zgodnje izolacije. Z raziskavo Ker¢mar in sod. (270) smo
ugotovili, da pri izoliranih samicah in samcih ne pride do tipicnega zmanjSanja ovohavanja
med prvim in osmim poskusom in povecanja ovohavanja med osmim in devetim poskusom
v primerjavi z miSmi, ki so Zivele z vrstniki. V tej raziskavi so bile uporabljene misi WT iz
iste kolonije kot so bile nase miSi. Vzrejene, odstavljene in izolirane so bile po istem
postopku kot mi$i v nasi raziskavi. Edina razlika med obema raziskavama je bila v izvedbi
poskusa. V raziskavi Kerémar in sod. (270) smo uporabili standarden poskus socialnega
prepoznavanja (182), medtem ko smo v na$i raziskavi dodali $katlico z odprtinami, v
katero smo zaprli stimulusno samico. Skatlico smo dodali zaradi povedane agresivnosti
misi SF-1KO do samic (265). Glede na to, da je bil v omenjeni raziskavi (270) ugotovljen
podoben vzorec ovohavanja tudi brez skatlice, predvidevamo, da je bila izolacija eden od
pomembnih dejavnikov, ki je vplival na spremenjeno socialno obnasanje in/ali spomin.
Glede na to, da pri nobeni misi nismo ugotovili u¢inka navajenosti na vonj, predvidevamo

da je izolacija vplivala na vse misi, obeh genotipov in spolov.
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V poskusu socialnega prepoznavanja smo ugotovili Se nekatere druge razlike med miSmi
SF-1KO in WT, ki pa jih bolj povezujemo s spremenjenim socialnih obnaSanjem in s
povecano tesnobo pri misih SF-1KO. Tako je bil na primer v poskusu socialnega
prepoznavanja brez dodanih spolnih hormonov in po dodanem estradiol benzoatu in
progesteronu povprecen ¢as ovohavanja pri misih SF-1KO krajsi kot pri misih WT. Po
dodanem estradiol benzoatu in progesteronu so misi SF-1KO rabile tudi dalj casa, da so
zatele ovohavati $katlico s samico kot mi§i WT. Skatlica je poleg stimulusne samice
predstavljala nov predmet v kletki in zato je nas poskus vseboval poleg socialnega
prepoznavanja tudi elemente poskusa prepoznavanja novega predmeta. Poskus, kjer misi
izpostavimo novemu predmetu, se prav tako kot dvignjen labirint uporablja za proucevanje
obnaSanja podobnega tesnobi (252). Skupaj z rezultati v dvignjenem labirintu lahko zato
sklepamo, da misi SF-1KO izraZajo ve¢ obnaSanja podobnega tesnobi kot misi WT in zato
potrebujejo dalj Casa, da zacnejo ovohavati in tudi manj ¢asa ovohavajo. ZmanjSan Cas
ovohavanja v vohalnih poskusih so ugotovili tudi pri samicah brez gena za encim
aromatazo (ArKO) in ga razlagajo kot posledico zmanjSane motivacije zaradi pomanjkanja
estradiola med fetalnim Zzivljenjem (125). Tudi misi SF-1KO v nasi raziskavi nimajo
prisotnih spolnih hormonov med fetalnim razvojem, vendar v ostalih vohalnih poskusih
(vohalno prepoznavanje, labirint Y) pri njih nismo ugotovili zmanj$anega ovohavanja.
Poleg tega po dodanem testosteronu v poskusu socialnega prepoznavanja ni bilo ve¢ razlik
v Casu ovohavanja med genotipoma, kar pomeni, da pomanjkanje spolnih hormonov med

fetalnim obdobjem ni nepovratno spremenilo ovohavanja pri odraslih misih.

5.4 StarSevsko obnaSanje misi brez dodanih spolnih hormonov

Raziskave starSevskega obnasanja navajajo razli¢ne podatke o razlikah med spoloma glede
na linijo misi, starost in pogojev poskusa. Na splosno lahko re¢emo, da je starSevsko
obnasanje pri odraslih misih obnasanje, ki se zelo razlikuje med spoloma (160). Samica, Ki
ni bila nikoli breja, se zelo hitro odzove na prisotnost mladi¢ev in za¢ne izrazati razli¢ne
vzorce starSevskega obnaSanja, medtem ko se samci velikokrat za mladi¢e ne zmenijo ali
pa jih celo ubijejo (160, 286, 287). V nasi raziskavi smo opazovali odrasle misi brez
spolnih hormonov. Mi§i WT so imele odstranjene spolne zleze pred puberteto, medtem ko
misi SF-1KO spolnih Zlez nimajo. Vse misi, ne glede na spol in genotip, so izrazale vzorce
starSevskega obnaSanja: prinasanje mladicev v gnezdo, negovanje, ¢epenje nad mladici in
gradnja gnezda. To je skladno z ostalimi raziskavami, ki ugotavljajo, da spolni hormoni
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niso Nujno potrebni za izrazanje starSevskega obnasanja (15, 288). Ceprav so vse misi
izrazale starSevsko obnaSanje, smo za razliéne vzorce obnasanja dobili razlike tako med
genotipoma in spoloma kot tudi razlike med samicami WT in ostalimi skupinami misi. Iz
rezultatov lahko povzamemo stiri glavne ugotovitve. Prvi¢: misi SF-1KO so se v veéini
vzorcev obnaSanja razlikovale od misi WT. Drugic¢: samci WT, ki so edini izpostavljeni
testosteronu v Casu fetalnega Zivljenja, niso izrazali najmanj starSevskega obnasanja, kot je
bilo pricakovano. Tretji¢: v nekaterih vzorcih obnasSanja so samice izrazale starSevsko
obnasanje bolj intenzivno kot samci ne glede na genotip. Cetrti¢: samice WT so na splo§no

izrazale najvec starSevskega obnasanja v primerjavi z ostalimi skupinami.

V poskusu starSevskega obnaSanja smo dobili veliko razlik med mismi SF-1KO in mi$mi
WT. Misi SF-1KO so potrebovale dalj ¢asa preden so zacele izrazati skoraj vse aktivnosti,
ki so bile neposredno ali posredno povezane z mladi¢i. Cas do prvega stika z mladicem,
zacetka negovanja in zaCetka Cepenja nad mladici in ¢as do zacetka gradnje gnezda je bil
pri misih SF-1KO daljsi kot pri miSih WT. Tudi samo trajanje nekaterih aktivnosti se je
razlikovalo med genotipoma. Misi SF-1KO so manj ¢asa Cepele nad mladi¢i in manj Casa
gradile gnezdo, le-to pa je bilo tudi slabse oblikovano kot pri misih WT. Podobno smo
ugotovili Ze v poskusu socialnega prepoznavanja, kjer so misi SF-1KO potrebovale dalj
Casa, da so zacele ovohavati Skatlico s samico in jo tudi krajsi ¢as ovohavale v primerjavi z
miSmi WT. Te razlike so najverjetneje posledica spremenjenega socialnega obnaSanja
in/ali pove€anega obnasanja podobnega tesnobi (poglavje 5.3 in 5.1). Mladic¢i in papir za
gradnjo gnezda so tako kot Skatlica predstavljali nov predmet, ki bi pri mis§ih SF-1KO
lahko povzro¢il povecan strah in tesnobo. Spremenjeno obnasanje misi SF-1KO je lahko
posledica pomanjkanja spolnih hormonov v c¢asu fetalnega zivljenja in/ali posledica
spremenjenega ventromedialnega jedra v hipotalamusu. Na vse to je lahko Se dodatno
vplivala zgodnja izolacija zivali, o kateri razpravljamo Ze v poglavju 5.3 in 5.1. Zanimivo
je, da v casu trajanja negovanja in v Stevilu prinesenih mladi¢ev nismo dobili razlik med
miSmi, ne glede na genotip ali spol. To dokazuje, da se del starSevskega oziroma

socialnega obnaSanja pri misih SF-1KO izraza normalno.

Veliko raziskav ugotavlja, da testosteron med fetalnim zivljenjem vpliva na razlicno
izrazanje starSevskega obnasanja med spoloma (15, 288, 289, 290). Samci WT so vecino
vzorcev starSevskega obnasanja izrazali manj intenzivno kot samice WT, medtem ko so se

samice WT za vecino vzorcev (gradnja gnezda, ¢epenje nad mladici in prinasanje mladicev
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v gnezdo) razlikovale od ostalih treh skupin mi$i in so najbolje izrazale starSevsko
obnasanje. Ker so samci WT edina skupina mi$i, ki je v casu fetalnega Zivljenja
izpostavljena testosteronu, smo pri¢akovali, da bodo slabse izrazali starSevsko obnaSanje
kot misi SF-1KO in da se bodo mi$i SF-1KO obnasale podobno kot samice WT. V
raziskavi Keller in sod. (288) ugotavljajo, da samice, ki so zaradi pomanjkanja alfa-feto
proteina izpostavljene estrogenim hormonom med fetalnim Zzivljenjem, kazejo podobno
starSevsko obnasSanje kot samci. Nasi rezultati so pokazali nasprotno. V vecini vzorcev so
se mis$i SF-1KO obnasale bolj podobno samcem WT kot samicam WT. Mozno je, da so
vzroki za podobno obnasanje misi SF-1KO in samcev WT razli¢ni pri obeh skupinah misi.
Mozno je, da pri samcih WT na zmanj$anje starSevskega obnaSanja vpliva testosteron med
fetalnim zivljenjem, medtem ko je pri misi SF-1KO vzrok spremenjeno socialno

obnasanje.

Ceprav nismo dobili razlik med samci in samicami SF-1KO, smo za nekatere vzorce
obnasanja dobili razlike med spoloma ne glede na genotip. Samice obeh genotipov so dalj
Casa Cepele nad mladi¢i in dalj casa gradile gnezdo kot samci obeh genotipov. Glede na to,
da so samci SF-1KO bolj podobni samcem WT in da sta pri obeh prisotna spolna
kromosoma XY, bi to pomenilo, da na razlike med spoloma vplivajo poleg testosterona
tudi spolni kromosomi. Podobno so ugotovili ze Gatewood in sod. (15) pri gensko
spremenjenih misih FCG (angl.four core genotypes), pri katerih je prisotnost moskih ali
zenskih spolnih Zlez neodvisna od spolnega kromosoma Y. V navedeni raziskavi so samice
XX izrazale boljse starSevsko obnasanje kot samice XY, samci XX in samci XY. Zaenkrat
ne moremo zakljuciti, da na nekatere vzorce starSevskega obnaSanja vplivajo genetski
dejavniki neodvisno od spolnih hormonov, saj razlik med spoloma pri misih SF-1KO
nismo dobili. MoZno je, da se zaradi spremenjenega socialnega obnaSanja in povecane
tesnobe pri miSih SF-1KO niso pokazale razlike med spoloma, ker mi§i SF-1KO niso
izrazile starSevskega obnasanja v celoti. V prihodnosti bi bilo potrebno ugotoviti ali je pri
misih SF-1 KO prisoten strah pred mladici, ki bi ga bilo mogoce zmanjSati s ponavljanjem
poskusov. Mozno je, da bi Ze sama nastanitev misi SF-1KO z vrstniki zmanjSala tesnobo in

s tem povecala izraZanje starSevskega obnasanja in tudi drugih oblik socialnega obnaSanja.
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5.5 Agresivno obnaSanje misi brez dodanih spolnih hormonov in po

dodanem testosteronu

V poskusih za agresivno obnasanje do stimulusnih samcev brez vohalnih betiCev smo

opazovali tri lo¢ene skupine misi (poglavje 3.1).

Prvo skupino misi smo opazovali brez dodanih spolnih hormonov po poskusu moskega
spolnega obnasanja. V tej skupini so na splosno misi SF-1KO izrazale ve¢ agresivnega
obnasanja kot midi WT. Ceprav v $tevilu napadov in ugrizov nismo dobili statisti¢no
znaCilnih razlik, so misi SF-1KO hitreje ugriznile, hitreje in veckrat zacele agresivno

negovati in tudi dalj Casa agresivno negovale stimulusne samce kot misi WT.

Tretjo in Cetrto skupino misi smo opazovali po vstavljenih testosteronskih vsadkih. Tretjo
skupino misi smo opazovali po poskusu moskega spolnega obnaSanja, ¢etrto skupino po
poskusu starSevskega obnaSanja. Tudi pri tretji skupini miS§i smo ugotovili povecano
agresivnost pri miSih SF-1KO v primerjavi z miSmi WT. Misi SF-1KO so hitreje zacele
izvajati agresivne aktivnosti in imele vecje Stevilo napadov na stimulusne samce v
primerjavi z miSmi WT. Ko smo tretjo skupino misi po dodanem testosteronu opazovali za
mosko spolno obnaSanje, se je nepri¢akovano izkazalo, da miSi SF-1KO kazejo povecano
agresivno obnasanje tudi do stimulusnih samic. Misi SF-1KO so hitreje ugriznile ter hitreje

in veckrat napadle stimulusne samice kot misi WT.

Ce vse skupaj povzamemo, mi§i SF-1KO izraZzajo agresivno obnaSanje v razli¢nih
socialnih situacijah in v razliénih hormonskih stanjih. Za povecano agresivnost bi bilo
lahko ve¢ razlogov. Kot prvi razlog lahko navedemo spremenjeno vohalno obnaSanje.
Podobna agresivnost do stimulusnih samic je bila ugotovljena pri samcih misi brez gena za
encim aromatazo (ArKO), za estrogenski receptor o, (ERaKO) in za estrogenski receptor o
and B (ERapKO) (197, 228, 244, 291). Agresivno obnaSanje samcev ArKO in ERaKO
razlagajo kot posledico spremenjenega vohalnega prepoznavanja zaradi pomanjkanja
estradiola med fetalnim zivljenjem. Samci ERoKO (122, 262) in ArKO (116, 124) v
vohalnih poskusih ne kaZejo privla¢nosti do vonja samic v primerjavi z vonjem samcev.
Opisane raziskave so bile narejene samo na samcih, zato tezko reCemo ali pomanjkanje
spolnih hormonov vpliva na agresivnost tudi pri samicah. V nasi raziskavi so agresivno
obnasanje do stimulusnih samic izrazali samci in samice SF-1KO in vsaj pri samicah SF-

1KO vzrok za agresivnost ni neprepoznavanje vonja samice, saj v obeh vohalnih poskusih
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po dodanem testosteronu kazejo privlatnost do vonja samic. V poskusih vohalnega
obnasanja brez dodanih spolnih hormonov nismo dobili nobenih razlik med genotipom ali
spolom misi. Vse misi so locile Cisti lon¢ek od loncka z vonjem, kar dokazuje, da vsaj

osnovno delovanje vohalnega sistema pri misih SF-1KO ni spremenjeno.

Kot drugi razlog, ki bi lahko vplival na povecano agresivnost, lahko navedemo
spremenjeno  ventromedialno jedro hipotalamusa (VMH) pri misih SF-1KO.
Ventromedialno jedro hipotalamusa je zelo pomembno pri uravhavanju socialnega oziroma
v 0Zjem pomenu agresivnega obnaSanja (18). Zacetne raziskave so pokazale, da poskodbe
VMH pri podganah povzroCijo poveCanje agresivnosti vzpodbujene z elektricnim
draZzenjem (292). Prav tako samci podgan s poSkodbami VMH veckrat sodelujejo v
spopadih s samci, ¢eprav sami niso pobudniki teh spopadov in prav tako ne kazejo
agresivnega obnasanja do samic (293). Pri misih SF-1KO je spremenjen predvsem
dorzomedialni del VMH (98), kjer so ugotovili spremenjeno izrazanje razli¢nih beljakovin
(101, 102, 106) in prav tako so spremenjene Zivéne povezave VMH z drugimi podrocji
mozganov (Biidefeld, neobjavljeno). Vse naStete spremembe bi lahko pripomogle k

povec€anju agresivnega obnaSanja pri misih SF-1KO.

Pri analizi rezultatov agresivnega obnaSanja tretje in Cetrte skupine misi (po dodanem
testosteronu) smo ugotovili, da so se rezultati obeh skupin razlikovali tako v kvaliteti
agresivnosti kot tudi v Stevilu agresivnih aktivnosti. V poskusih po moskem spolnem
obnaSanju (tretja skupina misi) je bilo ve¢ ugrizov, napadov in manj agresivnosti v obliki
agresivnega negovanja. V poskusih po starSevskem obnaSanju (Cetrta skupina) je bilo
Stevilo ugrizov in napadov manjSe, misi pa so izrazale agresivno obnasanje predvsem v
obliki agresivnega negovanja. Iz rezultatov lahko sklepamo, da razlicno zaporedje
poskusov lahko vpliva na rezultate obnasanja. Oc¢itno mosko spolno obnaSanje oziroma
predhodne izku$nje s samico vzpodbujajo agresivnost do samcev. To je skladno s
prej$njimi raziskavami, kjer so ugotovili, da prisotnost samice, podobno kot izolacija,

vzpodbuja agresivnost pri misih (294, 295).

Naslednja ugotovitev iz poskusov agresivnega obnasanja po dodanem testosteronu je, da
samci WT v nobeni od obeh skupin misi (tretja in Cetrta) niso izrazali ve¢ agresivnega
obnasanja v primerjavi s samicami WT in miSmi SF-1KO. V tretji skupini so izrazali samci
WT celo statisticno znacilno manjSe Stevilo ugrizov in napadov kot samice obeh
genotipov. To je neskladno z nekaterimi raziskavami, ki navajajo, da je za popolno
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izrazanje agresivnosti med samci pomembna aromatizacija testosterona v mozganih. Samci
z neobcutljivostjo androgenskega receptorja ne kazejo spremenjenega agresivnega
obnasanja (216), medtem ko samci ArKO (243) in samci ERaKO kaZejo zmanjSano
agresivnost v poskusih s samci (197). Za maskulinizacijo agresivnega obnasanja naj bi bil
pomembnejsi estrogenski receptor o kot estrogenski receptor [P, saj samci brez
estrogenskega receptorja B kazejo normalno agresivnost v poskusih s stimulusnimi samci
(198). V nasi raziskavi samice WT in misi SF-1KO kljub temu da niso izpostavljene
testosteronu med fetalnim razvojem, izrazajo ve¢ agresivnega obnasanja kot samci WT. To
bi lahko pomenilo dvoje: ali da zaradi odstranitve mod pred puberteto pri samcih WT
nismo uspeli vzpodbuditi agresivnosti ali da spolni hormoni v fetalnem obdobju niso nujno

potrebni za izrazanje agresivnosti med samci.

Ker je v literaturi le malo podatkov o vplivu pubertete na maskulinizacijo vzorcev
obnasanja, lahko sklepamo na to le iz raziskav na podganah in hrékih (276, 277), kjer
ugotavljajo, da pomanjkanje spolnih hormonov med puberteto lahko povzro¢i manjse
izrazanje agresivnega obnasanja. Tudi ostali rezultati nase raziskave (poglavje 5.2.2 in
5.6.1) po dodanem testosteronu kazejo na slab oziroma nepricakovan odziv samcev WT. V
vohalnih poskusih samci WT niso prepoznavali vonja samic in v poskusih moskega
spolnega obnaSanja je le majhno Stevilo samcev kazalo kopulacijo vkljuéno z

ejakulatornimi refleksi.

Zaenkrat je tezko zakljuciti, na Kkateri stopnji spolne diferenciacije so spolni hormoni
najpomembne;jsi ali celo nujni za maskulinizacijo in izraZzanje znacilne agresivnosti med
samci. Pri miSth ERaKO je nemogoce lociti ali so spremembe posledica pomanjkanja
estradiola pred rojstvom ali po njemu, saj nimajo delujo¢ega ERa skozi celo Zivljenje.
Drugace je pri samcih ArKO, kjer dokazujejo, da je agresivnost mozno vzpodbuditi tudi
kasneje, z dodajanjem estradiola po rojstvu. Agresivnost samcev ArKO se poveca ob
dodatku estradiola, pri cemer je bil ucinek vedji, ¢e so samcem dodajali estradiol ¢im bliZje
dnevu rojstva in dalj ¢asa (243). Rezultati na samcih ArKO in nasi rezultati dokazujejo, da
za agresivnost med samci ni nujna izpostavitev testosterona med fetalnim razvojem, ampak

jo je mozno vsaj delno vzpodbuditi preko aktivacijskih ucinkov testosterona v odraslem
obdobju.

Zanimivo je, da smo v tretji skupini po dodanem testosteronu ugotovili ve¢ agresivnega
obnasanja pri samicah kot pri samcih, ne glede na genotip, v drugi skupini pa je bilo ve¢
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agresivnega negovanja pri samicah SF-1KO v primerjavi s samci SF-1KO. Ce je res
pomanjkanje spolnih hormonov med puberteto povzro€ilo zmanjSanje agresivnosti pri
samcih WT, to vseeno ne drzi za samce SF-1KO, ki nimajo spolnih Zlez in so bili na
sploSno manj agresivni od samic SF-1KO. Ker je pri obeh skupinah samcev, ne glede na
genotip, prisoten enak par spolnih kromosomov (XY), bi to pomenilo, da so za del teh
razlik lahko krivi tudi genetski dejavniki. O vplivu spolnih kromosomov na agresivnost so
porocali ze Gatewood in sod. (15). Njihovi rezultati kaZejo na to, da kromosom Y vpliva
na povecanje agresivnosti, saj je bil delez zivali, ki so izrazale agresivnost, manjSi pri
samicah XX kot pri samicah XY, samcih XX in samcih XY. Pojavlja se vprasanje, ali je
pri samcih obeh genotipov v nasi raziskavi podoben mehanizem vplival na zmanjSanje
agresivnosti. Zanimivo je, da smo podobne razlike med spoloma dobili tudi v poskusih
vohalnega obnasanja po dodanem testosteronu, saj samci SF-1KO, podobno kot samci WT,
niso prepoznavali vonja samice. Mozno je, da gre pri obeh vzorcih obnasanja za podoben
mehanizem in da so spolni hormoni v razli¢nih obdobjih zivljenja pomembni samo pri

samcih, ker imajo prisotna spolna kromosoma XY.
5.6 Spolno obnasanje misi

5.6.1 Mosko spolno obnasanje miSi po dodanem testosteronu

V izrazanju moskega spolnega obnasanja po dodanem testosteronu nismo ugotovili
nobenih razlik med genotipoma ali spoloma mi$i. Vse mi$i so imele podobno Stevilo
poskusov naskoka, naskokov in potiskov z medenico. O¢itno za izraZanje omenjenih
vzorcev moskega spolnega obnaSanja ni nujno potrebna izpostavitev testosteronu med
fetalnim razvojem, ampak so za izraZanje potrebni le aktivacijski ucinki testosterona v
odraslem obdobju. Kar nekaj raziskav pri misih opisuje podobne vzorce moskega spolnega
obnaSanja pri obeh spolih (126, 227, 296), zato ni povsem jasno, ali so moZgani pri
samicah misi sploh demaskulinizirani ali pa so to vzorci obnaSanja, ki vsaj pri tej liniji misi
(C57BL/6J) niso spolno razli¢ni (36, 297). Ostale vzorce obnasanja, kot je vstop penisa v
noznico in ejakulatorni relfeks, smo opazili le pri samcih WT, saj jih pri samicah WT in
misih SF-1KO ne moremo opazovati, ker imajo zunanje spolne organe zenske. Kljub
vsemu Vv nobenem poskusu nismo ugotovili statisticno znacilno vejega izrazanja teh
vzorcev obnasanja pri samcih WT v primerjavi z ostalimi skupinami misi. Od skupno

sedmih sta le dva samca WT kopulirala in le en samec WT ejakuliral. O¢itno s
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testosteronom pri samcih WT nismo uspeli vzpodbuditi celotnega moskega spolnega
obnasanja. Podobno so ugotovili ze v drugih raziskavah, kjer pri nekaterih linijah misi po
odstranitvi mod niso uspeli povrniti ejakulatornih refleksov ali celo vstopov penisa v
noznico (36). Linija C57BL/6J se o¢itno bolje odziva na testosteron, saj so po vstavljenih
vsadkih s testosteronom skoraj pri vseh samcih uspeli vzpodbuditi celotno kopulatorno
obnasanje, vklju¢no z ejakulatornimi refleksi (227). V nasi raziskavi smo uporabili enako
linijo misi in podobne vsadke kot v raziskavi Wersinger in sod. (227), zato predvidevamo,
da so imeli samci WT ustrezno koncentracijo testosterona v krvi, ki bi morala vzpodbuditi
celotno mosko spolno obnaSanje. Glede na to, da v vohalnih poskusih prav tako nismo
dobili pricakovanega obnasanja. predvidevamo, da je vzrok za manjSe izrazanje
kopulatornega obnaSanja odstranitev spolnih Zlez pred puberteto. Pri samcih podgane in
hréka je bilo ugotovljeno, da je obdobje pubertete pomembno za popolno izrazanje
moskega spolnega obnasanja (276, 280). Prav tako smo v na$i raziskovalni skupini
ugotovili, da samci z odstranjenimi modi pred puberteto, po dodanem testosteronu, ne
kazejo privlacnosti do vonja samice, samci z odstranjenimi modi po puberteti pa kazejo
normalno obnasanje v poskusu vohalnega prepoznavanja (281). Quadagno in sod. (298)
ugotavljajo, da le 30 % samcev, ki so jim odstranili spolne Zleze pri starosti 25 dni, kaze
ejakulatorne reflekse, medtem ko nobeden od samcev z odstranjenimi spolnimi Zlezami
prvi dan po rojstvu ne kaze ejakulatornih refleksov kljub dodanim spolnim hormonom.
Tudi samci misi brez gena za encim aromatazo (ArKO) kazejo mo¢no zmanj$ano izrazanje
moskega spolnega obnasanja (244). Po dodajanju spolnih hormonov, posebno po
kombinaciji estradiol benzoata in dihidrotestosteron propionata, se je mosko spolno
obnasanje samcev ArKO izboljSalo. Kljub vsemu je Stevilo vstopov penisa v noznico in
Stevilo ejakulacij Se vedno ostalo manjSe kot pri samcih WT (299). Rezultati vseh
navedenih raziskav in nasi rezultati dokazujejo, da mosko spolno obnaSanje uravnavajo
spolni hormoni v razli¢nih obdobjih razvoja. Velik deleZ obnaSanja se da, vsaj pri misih
linije C57BL/6J, vzpodbuditi preko aktivacijskih ucinkov estrogenih in androgenih
hormonov pri obeh spolih. To je v nasprotju z raziskavami pri podganah in dihurjih, kjer so
ugotovili, da so organizacijski uc¢inki spolnih hormonov nujno potrebni za izrazanje tega
obnaSanja (300, 301, 302). Pri misih bi bili lahko organizacijski u¢inki pomembni
predvsem za izraZanje vstopov penisa v noznico in ejakulacij. Maskulinizacija teh vzorcev
obnasSanja pa bi lahko potekla tako med fetalnim obdobjem kot tudi po rojstvu in med
puberteto.
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5.6.2 Zensko spolno obnasanje misi po dodanem estradiol benzoatu in

progesteronu

V poskusu zenskega spolnega obnasanja smo opazovali spolno sprejemljivost (lordozo)
poskusnih mi$i in nekatere vzorce obnasanja stimulusnih samcev (poskuse naskokov,
naskoke, ejakulacijo). Stimulusni samci so veckrat poskusili naskoc€iti samce v primerjavi s
samicami obeh genotipov. To si razlagamo s tem, da so stimulusni samci manj uspe$no
naskakovali samce kot samice. V $tevilu naskokov ni bilo statisticno znacilnih razlik med
genotipom ali spolom misi. OcCitno so bili samci motivirani za zacetek parjenja z vsemi
miSmi ne glede na spol in genotip. Vseeno to ne pomeni, da so samce enako privlacile vse
skupine misi. Privlacnost bi morali dodatno preveriti z vohalnimi poskusi, kjer bi
stimulusne samce izpostavili hkrati vonjem razli¢nih spolov in genotipov poskusnih misi
po dodanih Zenskih spolnih hormonih. Ugotovili smo, da so stimulusni samci najveckrat
ejakulirali, ko so bili skupaj s samicami obeh genotipov, pri cemer so prejele samice WT
najvecje Stevilo ejakulacij v primerjavi z ostalimi skupinami mi$i. Pri analizi lordoze,
edinega vzorca Zenskega spolnega obnaSanja, smo ugotovili, da so imele samice obeh
genotipov vi§ji koli¢nik lordoze (LQ) kot samci obeh genotipov in da so imele samice WT
glavne ugotovitve: Prvi¢: misi SF-1KO so izrazale manj intenzivno zensko spolno
obnasanje kot samice WT, kljub temu da podobno kot samice WT niso izpostavljene
spolnim hormonom med fetalnim razvojem. Drugi¢: samice WT so izrazale najbolj
intenzivno Zensko spolno obnaSanje v primerjavi z ostalimi tremi skupinami misi. Tretjic:
za vecino vzorcev obnasanja smo dobili razlike med spoloma ne glede na genotip. Te so
pokazale, da so stimulusni samci bolj uspesno naskakovali samice kot samce obeh
genotipov in bolje izrazali kopulatorno obnasanje do samic obeh genotipov kot do samcev
SF-1KO.

Pri misih SF-1KO smo ugotovili slabSo lordozo in posledi¢no man;jsi LQ kot pri samicah
WT. Glavno podro¢je mozganov, ki sodeluje pri uravnavanju lordoze, je ventromedialno
jedro hipotalamusa (VMH) (147). Pri misih SF-1KO je struktura VMH spremenjena (98,
100) in posledi¢no spremenjena tudi razporeditev teles zivénih celic, ki izrazajo razli¢ne
beljakovine (102, 105, 106). Spremenjena je tudi smer zivénih vlaken, ki potujejo iz VMH
v predopti¢no podrocje mozganov (Biidefeld, neobjavljeno). Vse te spremembe so verjetno

glavni razlog za slabse izrazanje lordoze pri misih SF-1KO v primerjavi s samicami WT.
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Nasi rezultati so skladni z rezultati na samicah z izbitim genom za SF-1 samo v centralnem
zivénem sistemu (CNS). Samice CNS SF-1KO imajo prisotne jaj¢nike, vendar imajo
podobne spremembe v VMH kot misi SF-1KO iz naSe raziskave. Samice CNS SF-1KO
imajo motnje v razmnozevanju, ki se kazejo v zmanjSani plodnosti, manjSem Stevilu
mladi¢ev, nepravilnem ciklusu jajénika, zmanjSanem Stevilu ali popolni odsotnosti
rumenih teles in zmanj$ano lordozo (268). To dodatno potrjuje, da imajo misi SF-1KO
zmanjSan LQ verjetno prav zaradi sprememb v VMH jedru. Spremembe v VMH se kazejo
tudi v spremenjenem polozaju celic, ki izrazajo receptorje, pomembne za uravnavanje
lordoze. Tako so pri samicah CNS SF-1KO ugotovili spremenjeno lego in zmanj$ano
Stevilo estrogenskih receptorjev o (ERa) in progestinskih receptorjev (PR) (268). Tudi pri
miSih SF-1KO so bile ugotovljene podobne razlike v izraZzanju PR (Biidefeld in Grgurevic,

neobjavljeno) in ERa (99, 102).

Naslednji razlog, ki bi lahko vplival na zmanj$ano spolno sprejemljivost pri miSih SF-
1KO, je pomanjkanje spolnih hormonov. Mozgani Zenskega spola naj bi se po do sedaj
utrjeni hipotezi razvili v odsotnosti spolnih hormonov (9), vendar so ze v preteklosti
nekatere raziskave to hipotezo postavile pod vprasaj. V raziskavi so Dohler in sod. (60)
ugotovili, da dodajanje antagonista estrogenskega receptorja (tamoxifen) podganjim
samicam kmalu po rojstvu povzroci defeminizacijo mozganov v smislu spremenjenega
izlo¢anja gonadotropinov in Zenskega spolnega obnaSanja. Ta ucinek so preprecili, ¢e sO
istim samicam dodali majhne koli¢ine estradiola. Estrogeni hormoni so nujno potrebni pri
samicah podgane tudi za normalen razvoj mozganskega prec¢nika (corpus callosum).
Odstranitev jajénikov, vendar ne kasneje kot 16. dan po rojstvu, povzro¢i povecanje
moZganskega pre€nika, ki postane v odraslem obdobju bolj podoben moZganskemu
pre¢niku samcev, medtem ko dodajanje estradiola ta u¢inek iznici (303). Bakker in sod.
(125) ugotavljajo, da imajo samice misi brez gena za encim aromatazo (ArKO) zmanjSan
LQ v primerjavi s samicami nespremenjenega genotipa. Bakker in Baumm (10)
domnevata, da se mozgani Zenskega spola misi aktivno feminizirajo med rojstvom in
puberteto z estradiolom izlo¢enim iz jajénikov. Ker misi SF-1KO nimajo razvitih spolnih
Zlez, bi lahko poleg spremenjenega VMH tudi pomanjkanje spolnih hormonov v obdobju
aktivne feminizacije prispevalo k zmanjSanju zenskega spolnega obnaSanja. Ker smo
samicam WT jaj¢nike odstranili pred puberteto, lahko domnevamo, da so bile take zivali
vsaj delno primerne za primerjavo z misSmi SF-1KO in da je verjetno glavni razlog za

slabse izrazanje lordoze pri misih SF-1KO spremenjen VMH. Se slabse izrazanje lordoze v
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primerjavi z miSmi SF-1KO smo ugotovili pri samcih WT. Neposredne razlike med
samicami WT in samci WT so bile pricakovane, saj dokazujejo, da testosteron med
fetalnim obdobjem maskulinizira in defeminizira izrazanje Zenskih vzorcev obnaSanja (38,
230).

Glede na to, da je VMH jedro pri obeh spolih misi SF-1KO spremenjeno in prav tako pri
nobenem spolu misi SF-1KO ni prisotnih spolnih zlez, bi se morali samci in samice SF-
1KO obnagati podobno. Ceprav nismo dobili statisticno zna¢ilnih razlik med samci in
samicami SF-1KO, smo za ve¢ino vzorcev (LQ, poskusi naskokov in $tevilo ejakulacij ) v
poskusu Zenskega spolnega obnasanja dobili razlike med spoloma. Iz teh razlik lahko
sklepamo, da so samice SF-1KO bolj podobne samicam WT kot samci SF-1KO. Te razlike
bi lahko nastale zaradi razli¢nega vpliva genetskih dejavnikov, ki jih opisujemo v poglavju

5.7.

5.7 Genetski in hormonalni dejavniki, ki bi lahko uravnavali nastanek

spolnih razlik v obnaSanju

Nasa raziskava ni v nobenem poskusu pokazala razlik med samicami SF-1KO in samci SF-
1KO, skupaj z razlikami med samicami WT in samci WT. Kljub vsemu smo dobili v
Stevilnih poskusih, v razlicnih hormonskih stanjih, razlike med spoloma, neodvisne od
genotipa, ki so pokazale, da so se samice SF-1KO obnasale bolj podobno samicam WT in
samci SF-1KO bolj podobno samcem WT (Tabela 7). Dejavniki, ki bi lahko vplivali na
nastanek razlik med spoloma, so lahko delovali pri vseh vzorcih obnaSanja. Predvidevamo,
da bi, glede na rezultate, hipoteza o genetskih dejavnikih lahko najbolj drzala v primeru

zenskega spolnega in starSevskega obnaSanja.
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Tabela 7: Prikaz ugotovljenih statisticno znacilnih razlik med spoloma ne glede na genotip misi.
Hormonsko stanje je oznaceno kot estradiol benzoat in progesteron (EB+P), brez dodanih spolnih

hormonov (/), testosteron (T). Samice so oznacene kot (f) in samci kot (m).

Poskus/obnasanje Hormo_nsko Aktivnost Razlike med
stanje spoloma
VVohalno Stevilo prihodov do vseh
. / N m > f
prepoznavanje _ treh lonckov
Labirint Y / Cas zadrzevanga v obeh m>f
) prostorih
ZGHSkOVSp(.)InO EB+P Poskusi naskokov m > f
obnasanje
Zensko spolno EB+P LQ, stevilo cjakulacij f>m
obnasanje
Vohalno T Privlac¢nost do vonja Samice izrazajo,
prepoznavanje samice samci ne izrazajo
Labirint Y T Prlvlacnost_ do vonja Saml‘ce izrazajo,
samice samci ne izrazajo
Agresivno E)O . T Ugrizi f>m
spolnem obnaSanju
Starsevsko / Gradnja gnezda, cepenje f>m

nad mladic¢i

Menimo, da obstajata dve moznosti: samci SF-1KO so lahko delno defeminizirani in/ali
nepopolno feminizirani, samice SF-1KO so lahko bolj feminizirane od samcev SF-1KO.
Pri samcih SF-1KO bi lahko vplivali na razli¢no obnasanje geni na kromosomu Y, ki ga pri
samicah ni. Ugotovili so, da je gen Sry izrazen v celotnem hipotalamusu in srednjih
mozganih (mesencephalon) pri odraslih samcih misi (304). Pri podganah so uspeli
dokazati, da v ¢rni snovi (substantia nigra) gen Sry neposredno uravnava izraZenost
encima tirozin hidroksilaze, ki vpliva na proizvodnjo dopamina in s tem vpliva na ¢utno-
gibalne sposobnosti samcev (245). Dopamin uravnava procese motivacije in preko njih
uravnava spolno in druga obnasanja (305). Glede na to, da je gen Sry pri samcih misi
izrazen v hipotalamusu, ki uravnava spolno obnasanje, bi lahko pri samcih SF-1KO vplival
na zmanjSano zensko spolno obnaSanje. Gen Sry bi lahko tudi v drugih podro¢jih
mozganov preko tirozin hidroksilaze (dopaminskega sistema) uravnaval ostale vzorce
obnasanja, kjer so se samci SF-1KO obnasali bolj podobno samcem WT kot samicam WT.
To bi veljalo pod pogojem, da je izrazanje gena Sry v mozganih samcev SF-1KO
nespremenjeno.
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Tudi pri samicah bi na spolno diferenciacijo lahko vplivali spolni kromosomi. Samice
imajo ocetovski kromosom X, ki ga samci nimajo. Skupaj z maternalnim kormosomom X
je aktiven le kratek ¢as embrionalnega razvoja (306, 307), ko bi lahko vplival na razli¢en
razvoj mozganov. Po tem casu pride do naklju¢nega utiSanja enega od dveh kromosomov
X, tako da je po 10,5 dnevu embrionalnega razvoja pri samicah misi aktiven le eden od
dveh kromosomov X. To utiSanje uravnava gen Xist, ki je pri samicah ves Cas izrazen
(308). Pri moskem spolu je gen Xist izraZzen samo nekaj ¢asa pred zaCetkom diferenciacije
spolnih zlez, v odraslem obdobju pa izrazenosti ni ve¢ mozno zaznati (309). To pa, kot
kaze, ne velja za samce SF-1KO, saj so v raziskavah ugotovili, da je pri njih Xist izrazen
tudi v odraslem obdobju, ¢eprav §ibkeje kot pri samicah SF-1KO in samicah WT (Spanig,
neobjavljeno). To bi lahko pomenilo dvoje. Prvi¢: ker imajo samci SF-1KO samo en
kromosom X, bi lahko gen Xist motil izrazanje dolocenih genov, ki lezijo na tem
kromosomu in s tem povzrocal razlike med samci in samicami SF-1KO. Drugic: glede na
to, da je izrazenost gena Xist pri samcih SF-1KO manjsa kot pri samicah SF-1KO, bi lahko
prislo do razlik tudi na ravni uravnavanja izrazenosti genov na kromosomu X preko gena
Xist. Doloceni geni normalno uidejo utiSanju preko gena Xist in ti geni so razli¢no izrazeni
med spoloma. Ce so spolne razlike pri midih SF-1KO prisotne tudi pri uravnavanju teh
genov, bi to prav tako lahko povzrocilo razlike v obnasanju (306, 307). Vse te razlike v

genetskih dejavnikih bi lahko vplivale na defeminizacijo in/ali feminizacijo mozganov.

Za razliko od genetskih dejavnikov so hormonalni dejavniki in njihov vpliv na spolno
diferenciacijo veliko bolje raziskani. Raziskave kazejo na to, da defeminizacija poteka
preko estrogenskega receptorja B (ERp), ¢igar izraZzanje je odvisno od spolnih hormonov v
fetalnem obdobju. Samci brez gena za ERB (ERBKO) bolje izraZajo lordozo kot samci z
nespremenjenim genotipom. Glede na to, da kaZejo le manjSe spremembe moskega
spolnega in agresivnega obnaSanja, predvidevajo, da so normalno maskulinizirani in
verjetno nepopolno defeminizrani (230). Prvi dan po rojstvu so pri misih vidne spolne
razlike v Stevilu ERP pozitivnih celic, ki se ohranijo tudi v odraslem Zivljenju. Tako imajo
odrasli samci ve¢ celic, ki izrazajo ERp, kot samice. Ceprav ne vemo, kaksen je vzorec
izrazanja ERP pri odraslih misih SF-1KO, podatki za prvi dan po rojstvu kazejo na to, da je
vzorec izrazanja bolj podoben samicam WT kot pa samcem WT (310). To kaze, da spolno
razli¢no izrazanje ERP uravnavajo predvsem spolni hormoni in po vsej verjetnosti ER ni
odgovoren za razlike v obnasanju med samci SF-1KO in samicami SF-1KO. V procesu

defeminizacije bi lahko bil pomemben tudi progestinski receptor (PR). Uravnavanje
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izrazenosti PR v medialnem predopti¢cnem podrocju (MPOA) moZzganov poteka pri obeh
spolih preko ERa, vendar je pri samcih poleg ERa za popolno izrazanje potreben Se ERf
(235). Neobjavljeni rezultati kazejo na to, da imajo misi SF-1KO po dodajanju estradiol
benzoata in progesterona manj PR pozitivnih celic v podro¢ju VMH kot misi WT. Razlike
med spoloma v Stevilu pozitivnih celic so prisotne le pri mis§ih WT in ne pri miSih SF-1KO
(Biidefeld in Grgurevic, neobjavljeno). O¢itno tudi izrazanje PR v mozganih ni povezano z

razlikami v obnasanju med samicami SF-1KO in samci SF-1KO.

Vse kaze na to, da obstajajo Se drugi, neznani mehanizmi, ki bi lahko prispevali k
razlicnem obnaSanju samic in samcev SF-1KO. V raziskavi Biidefeld in sod. (106) smo
ugotavljali spolne razlike v izrazanju encima, sintaze dusikovih oksidov, ki je znadilen za
zivéni sistem. Razlike med spoloma pri misi SF-1KO so se pokazale v izraZzanju sintaze
dusikovih oksidov v anteroventralnem delu periventrikularnega jedra in v predopti¢nem
podroc¢ju mozganov. Te razlike so verjetno nastale neodvisno od spolnih hormonov zaradi
vpliva genetskih dejavnikov. DuSikov oksid, ki ga sintetizira encim sintaza, deluje kot
nevrotransmiter in uravnava Stevilne vzorce obnaSanja, kot so: agresivno (66), spolno
(311), obnasanja podobna tesnobi, depresiji in sodeluje pri u¢enju in tvorjenju spomina
(312). Ker je izrazanje razlicnih vzorcev obnasanja zelo kompleksno in odvisno od
sodelovanja Stevilnih procesov (motivacija, spomin, ¢ustveni procesi itd.) v mozganih, bi
lahko spolno razli¢no izrazanje sintaze dusikovih oksidov pri misih SF-1KO vplivalo na
katerekoli spolno razli¢ne vzorce obnasanja. Vsekakor je prezgodaj zakljuciti, Kateri
dejavniki tocno so vplivali na spolno razli¢no obnasanje v nasi raziskavi. Da bi te razlike v
prihodnosti bolj natan¢éno razlozili, bodo potrebne nadaljnje raziskave obnaSanja in

mozganov.

5.8 Dejavniki, ki bi lahko dodatno vplivali na rezultate vseh poskusov

Poleg spolnih hormonov, ki se izlo¢ajo iz spolnih zlez, obstajajo tudi drugi steroidni
hormoni ali snovi s podobnim delovanjem, ki bi delno lahko wvplivale na spolno
diferenciacijo mozganov in s tem tudi na naSe rezultate. Steroidni hormoni nastajajo tudi v
nadledvicni zlezi (39), lahko pridejo v telo od sosednjih plodov (42) ali pridejo v obliki
kemi¢nih snovi, ki posnemajo hormone (fitoestrogeni), na primer preko hrane (44, 313,

314). Nadledvi¢na zleza pri misi ne izloca androgenih hormonov (315, 316) in zato iz
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vidika spolnih hormonov verjetno ni vplivala na rezultate nasSe raziskave. Prav tako lahko

izlo¢imo vpliv fitoestrogenov, saj so zivali dobivale krmo brez fitoestrogenov.

Na spolno diferenciacijo pri misih lahko vpliva tudi polozaj plodov v maternici. V tem
primeru lahko testosteron, ki se izlo¢a iz plodu moskega spola, prehaja v sosednje plodove
in jih maskulinizira ali/in defeminizira (42, 317). Tudi v nas$i raziskavi bi to lahko delno
vplivalo na rezultate poskusov obnasanja, saj brez pridobivanja zivali s carskim rezom ne
moremo ugotoviti, kateri plodovi so lezali med dvema plodoma moskega spola. Kljub
vsemu mislimo, da ta dejavnik ni bistveno spremenil rezultatov, ampak je le prispeval k
malo vecji variabilnosti posameznih podatkov. Poleg tega naj bi se miSi iz naSe raziskave
rojevale v normalnih delezih in ker plodovi SF-1KO ne izlo¢ajo spolnih hormonov, je malo

vecja moznost, da plod lezi med dvema plodovoma, ki ne izlo¢ata testosterona.
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6 Povzetek

Pri sesalcih je spol dolocen s prisotnostjo spolnih kromosomov XX ali XY. Ob prisotnosti
kromosoma Y, se pod vplivom gena Sry razvijejo moda, medtem ko se v odsotnosti gena
Sry razvijejo jajéniki. Ze v ¢asu razvoja plodu pri moskem spolu moda zaénejo izlodati
testosteron, ki se v mozganih aromatizira v estradiol. Estradiol v nadaljevanju vzpodbudi
razvoj nevroendokrinega sistema in obnaSanja, ki sta znacilna za moski spol
(maskulinizira), in zavre razvoj nevroendokrinega sistema in obnasanja, ki sta znacilna za
zenski spol (defeminizira). Ker so jajéniki med fetalnim razvojem neaktivni, so dolgo ¢asa
predvidevali, da se mozgani pri Zenskem spolu razvijejo v odsotnosti spolnih hormonov.
Kljub vsemu nekatere raziskave dokazujejo, da verjetno tudi pri Zenskem spolu Vv
mozganih poteka aktivni proces feminizacije, ki ga morda prav tako delno uravnavajo
estrogeni hormoni (jajéniki jih za¢nejo izlocati v majhnih koli¢inah v zgodnjem obdobju

po rojstvu) ali kaksne druge, Se neodkrite snovi oziroma hormoni.

Izkazalo se je, da sekundarno spolno diferenciacijo uravnavajo tudi razlicni genetski
dejavniki neodvisno od spolnih hormonov. O teh vplivih je veliko manj znanega, saj v
vecini raziskav zaradi prisotnosti spolnih zlez ne moremo izkljuciti prisotnost spolnih
hormonov v obdobju fetalnega razvoja. V nasi raziskavi smo zato uporabili misi brez gena
za steroidogeni faktor 1 (SF-1KO), uradno imenovan NR5AL, ki se rodijo brez spolnih
Zlez. Poleg pomembne vloge pri razvoju spolnih Zlez je SF-1 nujno potreben tudi pri
razvoju nadledvi¢nih zlez in ventromedialnega hipotalamusa (VMH). Kljub temu da so vse
misi SF-1KO fenotipsko samice, imajo Se vedno prisotne spolne kromosome XX ali XY in
so zato lahko genetsko Zenskega ali moskega spola. Zaradi zgodnjega propada zametkov
spolnih Zlez se mozgani misi SF-1KO razvijejo v odsotnosti spolnih hormonov. Zato so te
misi edinstven model za proucevanje vpliva genetskih dejavnikov, neodvisno od spolnih
hormonov, na spolno diferenciacijo zivénega sistema in obnaSanja. Poleg odsotnosti
spolnih zlez imajo misi SF-1KO tudi spremenjeno strukturo VMH. To podro¢je mozganov
je pomembno pri uravnavanju socialnega, spolnega in starSevskega obnaSanja ter pri
uravnavanju fizi¢ne aktivnosti. Spremembe tega podro¢ja lahko s pridom uporabljamo pri

proucevanju uravnavanja teh vzorcev obnasSanja.

V nasi raziskavi smo uporabili misi, ki so se razlikovale glede na prisotnost razli¢nih

spolnih kromosomov (XX, XY) in glede na izpostavljenost spolnim hormonom med

123



Grgurevic N.: Genetsko pogojene razlike med obnasanjem samcev in samic pri misih brez gena za

steroidogeni faktor 1

fetalnim razvojem: samce SF-1KO (XY, brez spolnih hormonov), samice SF-1KO (XX,
brez spolnih hormonov), samce divjega tipa (XY, prisotnost testosterona), samice divjega
tipa (XX, brez spolnih hormonov). V primeru da genetski dejavniki vplivajo na obnasanje
neodvisno od spolnih hormonov, se bodo samci SF-1KO obnasali podobno kot samci
divjega tipa (WT) in samice SF-1KO podobno kot samice WT. V primeru da vplivajo
spolni hormoni med fetalnim obdobjem na obnasanje, se bodo misi SF-KO obnasale
podobno kot samice WT. Ker so se misi SF-1KO razlikovale od misi WT tudi glede na
strukturo VMH, nas je zanimalo, ali ta lastnost vpliva na obnaSanje mis$i SF-1KO. Samce
in samice SF-1KO ter samce in samice WT, s predhodno odstranjenimi spolnimi zlezami,
smo opazovali v razli¢nih poskusih obnaSanja v treh razli¢nih hormonskih stanjih (brez
dodanih spolnih hormonov, po dodanem testosteronu ter po dodanem estradiol benzoatu in
progesteronu). ObnaSanje podobno tesnobi smo proucevali v dvignjenem labirintu,
vohalno obnaSanje v poskusu vohalnega prepoznavanja in v labirintu Y, socialno
obnasanje v poskusu socialnega prepoznavanja, mosko in Zensko spolno obnasanje v
poskusu s stimulusnimi samicami in samci, starSevsko obnaSanje pa smo vzpodbudili z
mladici.

V vecini poskusov brez dodanih spolnih hormonov smo dobili razlike med genotipoma.
Misi SF-1KO so imele spremenjeno socialno obnaSanje, izrazale so ve¢ agresivnega
obnaSanja in obnaSanja podobnega tesnobi ter slabSe izraZzale nekatere vzorce starSevskega
obnasanja kot misi WT. Te razlike so posledica nedelujoéega SF-1 in verjetno
spremenjenega VMH pri misih SF-1KO. V nobenem poskusu brez dodanih spolnih
hormonov nismo dobili razlik med spoloma, razen pri starSevskem obnaSanju. Tu SO
samice gnezdenje in ¢epenje nad mladici izrazale boljse od samcev ne glede na genotip
misi. Ker nismo dobili razlik med spoloma znotraj posameznega genotipa, so te razlike
verjetno nastale zaradi vpliva genetskih in hormonalnih dejavnikov skupaj. Prinasanje
mladi¢ev v gnezdo je bilo spolno razli¢no izraZzeno le pri miSth WT. Ker je bilo bolje
izrazeno pri samicah kot pri samcih WT, verjetno na ta vzorec obnasanja vpliva predvsem

testosteron v obdobju fetalnega razvoja.

Po dodanem testosteronu smo ugotovili razlike med spoloma, ki so pokazale podobno
obnasanje samcev SF-1KO in samcev WT. Samci obeh genotipov niso prepoznavali vonja
samice in so slabSe izrazali agresivno obnaSanje kot samice obeh genotipov.

Predvidevamo, da sta odstranitev mod pred puberteto pri samcih WT in pomanjkanje
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spolnih hormonov v fetalnem obdobju pri samcih SF-1KO vplivala na slabse izrazanje teh
vzorcev. V nadaljnjih raziskavah bo potrebno ugotoviti, ali na to vpliva tudi prisotnost
spolnih kromosomov XY pri obeh skupinah samcev. Po dodanem testosteronu so samice
obeh genotipov izrazale privlacnost do vonja samic, agresivno obnasanje in del moskega
spolnega obnaSanja, kar dokazuje, da te vzorci pri samicah niso demaskulinizirani in da

spolni hormoni med fetalnim razvojem niso nujno potrebni za njihovo izrazanje.

Po dodanima estradiol benzoatu in progesteronu smo ugotovili razlike med spoloma, ki so
pokazale boljse izrazanje Zenskega spolnega obnaSanja pri samicah v primerjavi s samci
obeh genotipov. Spolna sprejemljivost (lordoza) je bila bolj izrazena pri samicah kot pri
samcih ne glede na genotip misi. Ejakulacija in lordoza sta bili najbolje izrazeni pri
samicah WT v primerjavi z ostalimi miSmi. Predpostavljamo, da smo dobili razlike med
samicami WT in mismi SF-1KO zaradi vpliva spremenjenega VMH, razlike med spoloma
pa so verjetno posledica delovanja genetskih dejavnikov skupaj s spolnimi hormoni. Ker so
bile znotraj genotipa razlike med spoloma prisotne le pri misSih WT, lahko zaklju¢imo, da
je testosteron med fetalnim razvojem defeminiziral samce WT in onemogocil dobro
izrazanje lordoze. Glede na to, da so bile samice SF-1KO bolj podobne samicam WT
(ejakulacija, lordoza) kot samci SF-1KO, verjetno na te vzorce obnaSanja delujejo tudi
genetski dejavniki. Ker razlik med spoloma pri misih SF-1KO nismo dobili, ne moremo

trditi, da te dejavniki delujejo neodvisno od spolnih hormonov.

Rezultati naSe raziskave dokazujejo, da genetski dejavniki skupaj s spolnimi hormoni
vplivajo na spolno razliéne vzorce obnasanja. Ceprav v raziskavi nismo dobili dokazov, da
genetski dejavniki delujejo neodvisno od spolnih hormonov, menimo, da nekatere razlike
med spoloma (starSevsko in Zensko spolno obnaSanje) to nakazujejo. Misi SF-1KO so se
izkazale kot zelo kompleksen model za proucevanje obnasanja. Kljub vsemu je zaenkrat to
edini model, pri katerem je mozno proucevati vpliv genetskih dejavnikov v odsotnosti

spolnih hormonov na spolno diferenciacijo zivénega sistema in obnasanja.
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7  Summary

In mammals sex is determined by the presence of XX or XY sex chromosomes. If Y-linked
gene Sry is expressed in the undifferentiated gonad, testes develop, whereas in the absence
of Sry expression, ovaries are formed. During male fetal development, testosterone is
secreted by testes and converted to estradiol within the brain cells. Thereafter, estradiol
causes development of the behavioral and neuroendocrine patterns, characteristic of males
(masculinization), while at the same time causes suppression of the behavioral and
neuroendocrine patterns, typical of females (defeminization). As ovaries are prenatally
inactive, it is believed that female brain develops in the absence of any sex hormone
influences. However, some recent studies do suggest that active feminization could exist

also in females and this process could be regulated by estradiol or some other factors.

It was shown that sexual differentiation of the brain is also regulated by genetic factors,
independent of gonadal hormones. There are scarce data about that as until recently,
studies without prenatal exposure to sex asteroid hormones were not possible due to lack of
appropriate models. In our studies, we used a novel model, steroidogenic factor 1 knockout
mice that are born without gonads. Steroidogenic factor 1 gene (SF-1; officially designated
NR5A1), is not necessary just for gonadal development but also for adrenal development
and for the proper formation of the ventromedial hypothalamus (VMH). Although all SF-1
knockout mice are phenotypically females, they still possess either XX or XY sex
chromosome complement which determines their genetic sex. In SF-1KO mice gonads
disappear shortly after differentiation of the genital ridge, before steroidogenesis
commences in developing testes, consequently these mice develop in the absence of any
sex steroid hormones. Steroidogenic factor 1 knockout mice are therefore opportunity
model that allows studies of gonadal hormones-independent sexual differentiation of
neuroendocrine system and behavior. The absence of SF-1 causes altered structure of the
ventromedial hypothalamus in SF-1KO mice. Ventromedial hypothalamus was implicated
in many behaviors (social-aggressive, sexual and parental) and it also regulated physical

activity. Therefore SF-1KO mice could be used in studies of VMH-dependent behaviors.

The aims of our studies were therefore to examine if any behaviors are expressed
differently between SF-1KO females and males in the absence of sex hormone exposure

during fetal development and if expression of sexually dimorphic behaviors could be
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modulated by different hormonal treatments later in adulthood. Furthermore, we also
wanted to establish the behavioral consequences of disrupted VMH structure in SF-1KO

mice.

Results of these studies provided several conclusions. In the absence of gonadal sex steroid
hormones, in most behavioral tests, differences between WT and SF-1 knockout mice were
observed. These differences were probably caused by differences in VMH structure
between SF-1KO mice and control mice. Steroidogenic factor-1 knockout mice had altered
social behavior, showed more aggression and anxiety-like behavior and their parental
behavior was not as strong as in WT female mice. In almost all tests without hormonal
treatment, sex differences in behavior were not observed with the exception of parental
behavior. In some components of parental behavior (nest building, crouching) females
were better parents than males of both genotypes. These sex differences could be caused
by both sex chromosomal factors and gonadal hormones. In contrast, sex differences in
pup retrieval behavior were observed in wild type mice only, indicating that sex difference
in this behavior most likely develops as a consequence of differential sex steroid hormone

exposure during fetal development.

After treatment with androgen hormones SF-1KO males displayed similar behavioral
pattern as WT control males. Males of both genotypes failed to prefer female scent and
expressed less aggression in comparison to females of both genotypes. We predict that
castration of control males before puberty and absence of gonadal hormones prenatally in
SF-1KO males caused poorer expression of these behaviors under condition of similar
genetic factors. Further experiments will therefore be needed to explain if similar
mechanisms in males of both genotypes regulate the expression of all these behaviors. In
contrast to males, females of both genotypes exhibited high levels of some behaviors
usually typical of males, suggesting that female brain are not permanently demasculinized
and some male behaviors could be expressed also in adult females after appropriate

hormone treatment.

After treatment with estrogens and progesterone most behaviors were differently expressed
between males and females of both genotypes. Stimulus males have more mount attempts
with males than with females and contrary more ejaculations with females than with males
of both genotypes. It seems that capacity to express lordotic behavior is influenced by

neonatal exposure to sex hormones since WT males showed the lowest levels of lordosis.
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Differences in lordosis were found also between WT females and SF-1KO mice which
confirmed an important role of VMH in regulation of this behavior. Although there were
no sex differences in SF-1 KO mice, SF-1KO females behaved similar like WT females
and SF-1KO males similar like WT males, it is therefore suggested that female sex

behavior is feminized through genetic factors, but partially also through hormonal factors.

In conclusion, our study showed that sex differences in behavior are influenced by both
hormonal and genetic/sex chromosome factors. Since sex differences were not observed in
SF-1KO mice we can not conclude that genetic factors influence sexual differentiation
independent of gonadal hormones as it was predicted in the hypotheses. However, SF-1KO
mice are a very complex model for studying behavior and so far also the only one, where

we can study the processes of sexual differentiation independent of sex hormones.
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8 Zakljucki

o Nedelujoci gen za SF-1 je vplival na razlicne vzorce obnasanja pri misih brez gena
za SF-1 (SF-1KO). Predvidevamo, da so bile spremembe v obnasanju pri misih SF-

1KO posledica spremenjenega ventromedialnega jedra hipotalamusa.

e Spolni hormoni med fetalnim obdobjem niso nujno potrebni za maskulinizacijo in

izrazanje nekaterih moskih vzorcev obnasanja pri misih.

o Spolni hormoni med fetalnim obdobjem defeminizirajo in zavrejo izraZanje

nekaterih Zenskih vzorcev obnasanja pri misih.

e Genetski dejavniki skupaj s spolnimi hormoni wuravnavajo spolno razlicna
obnasanja pri misih, vendar iz nase raziskave ne moremo zakljuciti, ali delujejo

neodvisno od spolnih hormonov.
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