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Dnevno-no¢ni ritem je vzdrzevan preko hormonskih nihanj. Pri sesalcih je za
izdelovanje hormona melatonina odgovorna epifiza, signal za izdelavo tega
hormona pa izvira v notranji uri, ki je v suprakiazmatiénem hipotalamusnem jedru
(SCN). Izrazanje gena Crem vpliva na profil izdelave melatonina, vendar je
natan¢na vloga gena v mozganih Se nepojasnjena. V diplomskem delu smo proucili
fenotip miSi z izbitim genom Crem z vidika aktivnosti, obnaSanja in izraZanja
nekaterih proteinov v SCN. Tedensko smo beleZili telesno tezo v €asu od odstavitve
do Zrtvovanja. Z uporabo sistema za merjenje aktivnosti v dvodimenzijskem
prostoru smo en teden pri normalnem dnevno-no¢nem ciklu (12:12) in en teden v
stalni temi spremljali aktiven €as in skupno gibanje misi. S testom dvignjenega
labirinta (EPM) smo ugotavljali morebitne spremembe v anksioznemu podobnem
obnasanju, belezili smo Stevilo vstopov v odprte in zaprte krake in ¢as postanka v
teh krakih. Misi smo zrtvovali v 21. tednu po odstavitvi, fiksirali tkivo s postopkom
perfuzije in jim odvzeli moZgane. Z imunohistokemi¢nim barvanjem smo analizirali
izrazanje beljakovin arginin vazopresin (AVP), lanosterolne demetilaze (CYP51) in
enhanced at puberty proteina (EAP). Rezultati aktivnosti in skupnega gibanja, testa
anksioznemu podobnega obnaSanja in imunohistokemije ne kaZejo statisticno
znacilnih razlik glede na spol in genotip. Rezultati meritev telesne teze so pokazali
na vpliv spola in genotipa. MiSi z izbitim genom Crem so imele poviSano telesno
tezo v primerjavi z miSmi divjega tipa od pubertete naprej. Do razlike je lahko prislo
zaradi spremenjenega razvoja SCN, kar posledi¢no pomeni prehranjevalne motnje,
ali pa zaradi spremenjene fiziologije (adipogeneze), vendar natanfen vzrok za
povisanje telesne teze Se ni pojasnjen. Zaradi majhnih razlik v tezah bi bile smiselne
nadaljnje raziskave, kjer bi misi krmili z bolj mastno krmo, s ¢imer bi se razlike med
genotipoma povecale. Prav tako bi bilo smiselno prouciti izrazanja Se nekaterih
drugih genov v SCN, ki so prav tako povezana s dnevno-no¢nim ritmom (na primer
per, bmal, clk).
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Circadian rhythms are regulated by hormone oscillations. In mammals, hormone
melatonin is synthesized in the pineal gland, while the signal for its synthesis originates
in endogenous clock in the suprachiasmatic nucleus (SCN) in the brain. Expression of
Crem gene is affecting melatonin production, but exact role of this gene in the
regulation of circadian rhytms is yet unclear. In our study, we have examined a
phenotype of Crem knockout mice with special interests in activity, behavior and
expression of several proteins in the SCN. We were measuring body weight weekly
from weaning until sacrifice of mice at 24 weeks. Using a system for measuring activity
in two-dimensional space, we monitored activity and locomotion one week at normal
day and night cycle (12:12) and the second week in constant darkness. Anxiety-like
behavior was examined with standard elevated plus maze (EPM) with monitoring
number of entrances into open and closed arms of the maze and duration of stay in the
arms. Mice were sacrificed with perfusion fixation at 24 weeks. Brains were dissected
and postfixed in 4% paraformaldehyde. We have analyzed the expression of arginin
vasopressin (AVP), lanosterol demetylase (CYP51) and enhanced at puberty protein
(EAP) in SCN using immunohistochemistry method. The results of activity and
locomotion, results of EPM and results of expression of AVP, CYP51 and EAP proteins
in SCN did not show any differences between genders and genotypes. However, the
difference was found in body weight. Crem knockout mice were heavier than wildtype
mice, with difference being notable from puberty onwards. The difference may be a
result of changes in SCN development, which could result in energy balance disorder or
due to changes in adipogenesis. The exact cause for higher body weight is not known
yet. The small differences in body weight could be confirmed in an experiment using
high-fat diet for mice and this should be done in the future studies together with
analyses of expression of other genes in SCN, which are involved in the regulation of
circadian rhythm (like per, bmal and clk).
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1 UVOD

Zmoznost prilagajanja spremenljivemu okolju je pomembna lastnost fizioloSkega urejanja
vseh organizmov, saj jim omogoca prednost v boju za obstanek. Nastanek razli¢nih
bioritmi¢nih sprememb je tako posledica dolgotrajnega filogenetskega razvoja v okolju.
Ena najbolj znanih konstantnih sprememb v okolju je sprememba dneva in noci. Dnevno-
noc¢ni ritem je endogenega izvora, kjer so zunanji dejavniki kot sta sprememba dolzine
dneva in intenzivnost osvetlitve le modulatorji procesov, osnovni vzrok sprememb pa so
centri za bioritmiko. Dnevno-noc¢ni ritem je vzdrZevan preko hormonskih nihanj. Pri
sesalcih je za izdelovanje hormona melatonina odgovorna epifiza, signal za izdelavo tega
hormona pa izvira v notranji uri, ki je v suprakiazmati¢nem hipotalamusnem jedru (SCN,
angl. suprachiasmatic nucleus) (Melatonin, 2009).

Molekularni mehanizmi, ki sodelujejo pri ritmi¢nem izdelovanju melatonina, vkljucujejo
gen Crem, ki kodira prepisovalne dejavnike, pomembne za aktivacijo cAMP sporocCilne
poti. Natan¢na vloga gena Crem v mozganih in njegovi celotni vplivi na organizem §e niso
dobro pojasnjeni. V primeru neustreznega izloanja melatonina iz epifize prihaja do moten;
v dnevno-no¢nem ritmu, kar posledi¢no vodi v motnje spanja in kroni¢no nespecnost.
Podrt dnevni ritem pomeni tudi motnje hranjenja, neustrezno aktivnost organizma ter
spremembe v obnaSanju. Pri ljudeh se lahko pojavi anksioznost oziroma tesnoba, pri
zivalih pa govorimo o anksioznemu podobnem obnasanju. Anksioznemu podobno
obnasanje se razvije kot posledica spros¢anja hormonov in nevrotransmiterjev. Eden izmed
prenasalcev zivénih drazljajev v centralnem Zivénem sistemu je tudi vazopresin. Njegove
vloge so Stevilne, v mozganih pa predvsem vpliva na dnevno-no¢ni ritem lokomotornega
obnasSanja in na socialno obnaSanje (De Vries in sod., 1983).

1.1 NAMEN DELA IN HIPOTEZE

V diplomskem delu smo podrobneje proucili fenotip misi z izbitim genom Crem (Crem
KO, angl. Crem knockout) v primerjavi s fenotipom divjega seva misi (WT, angl. wild
type). Ker gen Crem povezujejo z izdelovanjem melatonina, ta pa vpliva na dnevno-no¢ni
ritem, smo misi Crem KO testirali z vidika dnevno-no¢nega ritma in obnaSanja.

Tedensko smo belezili telesno tezo miSi, spremljali pa smo tudi aktiven €as in skupno
gibanje miSi s pomocCjo sistema za merjenje celotne aktivnosti. Za ugotavljanje
anksioznemu podobnega obnaSanja s posebnim poudarkom na morebitnih razlikah med
spoloma smo izvedli test z dvignjenim labirintom (EPM, angl. elevated plus maze). Ker naj
bi miSi Crem KO imele motnje v dnevno-no¢nem ritmu, ki ga uravnava SCN, smo z
imunohistokemi¢no metodo ugotavljali izrazenost proteinov lanosterolna demetilaza
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(CYPS51), enhanced at puberty proteina (EAP) in vazopresina (AVP), ki so vsi mocno
izrazeni v SCN.

NaSe delo smo priceli z naslednjimi hipotezami:

0 MiSi Crem KO imajo poruSen dnevno-no¢ni ritem, posledice se kaZejo v
spremenjenem dnevno-no¢nem vzorcu aktivnosti misi.

0 Misi Crem KO imajo poviSano telesne tezo.
0 Misi WT so v primerjavi z miSmi Crem KO manj anskiozne.

0 Pri miSih Crem KO se v SCN pojavijo spremembe v izrazanju proteinov AVP,
CYP51 in EAP.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 DNEVNO-NOCNI RITMI

Dnevno-no¢ni ritem traja priblizno en dan in ga lo¢imo na dnevno in no¢no fazo. Pri
zivalih, ki so aktivne podnevi, je ve€ina fizioloSkih procesov najintenzivnejSa v dnevni
fazi. Pri Zivalih, ki so najbolj aktivne ponoci, pa so fizioloSki procesi intenzivnejSi v no¢ni
fazi. V cCasu enega dneva pride v telesu do Stevilnih sprememb kot so intenzivnost
metabolizma, sestava krvi in izlo€anje hormonov (Cestnik, 1993). Notranji bioloski ritem
pa vendarle ni popolnoma natancen, ampak je dodatno uravnan s svetlobo. Ravno
nenatancénost ritma omogoca njegovo vecjo prilagodljivost, kar je predstavljalo prednost
pri prezivetju med evolucijo. V osnovi je izvor bioloskih ritmov endogeni, vendar pa nanje
lahko dodatno vplivajo spremembe iz okolja. Tako se z daljSanjem dneva daljSa tudi
aktivna faza (pri dnevno aktivnih Zivalih). Dnevno-no¢ni ritem je prisoten Zze pri
enocelicnih organizmih. Molekularne komponente ritma so tako ohranjene vse od rastlin
do muh in vretenCarjev. Gre za par aktivatorjev (CLOCK in BMALL), ki spodbudita
prepisovanje para represorjev (PER in CRY) in sta urejana s posebnimi molekulami
(Kohsaka in Bass, 2006).

Proucevanja nevroendokrinega in presnovnega sistema so pokazala, da na oba sistema
mocno vpliva dnevno-no¢ni ritem. Kohsaka in Bass (2006) sta nasla Stevilne biokemijske
poti, ki povezujejo dnevno-nocni ritem s potjo glukoneogeneze in lipogeneze. Raziskave z
mutanti z izbitima genoma Clock in Bmall so pokazali vlogo dnevno-noc¢nega ritma v
energijski presnovi in adipogenezi sesalcev (Turek in sod., 2005; Rudic in sod., 2004).

2.1.1 Hipotalamus in epifiza

Vmesni mozgani ali diencefalon spadajo v celoti k moZganskemu deblu in so zato
filogenetsko gledano star del mozganov. V ta predel Stejemo hipotalamus, ki sluzi
predvsem za nadzor in urejanje vegetativnih funkcij (presnova, krvni obtok, endokrina
dejavnost zlez) in talamencefalon. Slednji se deli na epitalamus, kjer se nahaja epifiza, in
nato Se na talamus, metatalamus in tretji prekat. Epifiza ima znacaj hormonske Zleze, saj
izdeluje hormon melatonin. Njegovo izdelavo naj bi zavirali svetlobni drazljaji, ki se
prenasajo od mreznice na epifizo preko simpati¢nih vlaken. Epifizni hormon melatonin
deluje zaviralno na spolne Zleze. Tako se delovanje spolnih Zlez v mocneje osvetljenih
fazah dneva poveca (Rigler, 1988).

Sistem hipotalamus-hipofiza sestoji iz Stevilnih tesnih povezav. Hipotalamus delimo na
razlicna jedrna podroc¢ja, ki so siromaSna z mielinom. Paraventrikularno jedro vsebuje
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velike celice, ki podobno kot endokrine zZleze izdelujejo hormone. Hormoni, vazopresin in
oksitocin dospejo preko debelih vlaken traktusa paraventrikulo-hipofizeusa, ki poteka po
podolZni osi skozi hipofizni pecelj, v nevrohipofizo, kjer se zbirajo in nato po krvni poti
oddajo v telo (Rigler, 1988).

2.1.2 Suprakiazmati¢no hipotalamusno jedro (SCN)

Dnevno-no¢ni ritem pri sesalcih uravnava hipotalamusno jedro SCN, ki je tesno povezano
z drugimi centri tega podroc¢ja mozganov (Ralph in sod., 1990). Sestavljeno je iz priblizno
v hipotalamusu. Informacija o svetlobi iz okolja, ki jo sprejmejo fotoreceptorji v oceh, se
prenese preko glutamatergi¢ne poti, imenovane retinohipotalamusni trakt, v SCN, in nato
vpliva na izrazanje od dnevno-nocnega ritma odvisnih genov v SCN (Nelson, 2005).
Bendova in sodelavci (2004) so ugotovili, da se v manjs$i meri informacije prenesejo tudi
po genikulohipotalamusnem traktu. Svetlobnemu drazljaju sledi aktivacija prepisa
takoj$njih zgodnjih genov (IEG, angl. immediate early genes) v SCN, Se posebno c-fos in
junB. Proizvedeni proteini kot prepisovalni faktorji nadzorujejo prepis genov poznega
odgovora (LRG, angl. late response genes).

2.1.2.1 Razdelitev SCN

Morfolosko in funkcionalno delimo SCN na ventrolateralni (vl) del in dorzomedialni (dm)
del. VI-SCN sprejema neposredne ali posredne svetlobne signale, v tem predelu se izrazata
c-fos in Perl gena. Dm-SCN pa sprejema predvsem nesvetlobne signale iz mozganske
skorje, prednjih mozganov in hipotalamusa, v tem predelu se ritmi¢no izraza gen za
vazopresin (Bendova in sod., 2004).

2.1.2.2 Razvoj SCN

SCN se pri sesalcih razvija v ve¢ fazah. Razvojne faze pri podganah so proucevali
Bendova in sodelavci (2004). V ¢asu E14-E17 se iz specializiranega podrocja ventralnega
diencefalicnega germinalnega epitelija kot del periventrikularne skupine celic oblikuje
SCN. Najprej se razvijejo nevroni dm-SCN, sledijo jim nevroni vI-SCN. Ritmi¢nost v dm-
SCN verjetno pomaga oblikovati ritmicnost tudi v vI-SCN. Ko pa je slednja vzpostavljena,
se verjetno prej odzove na svetlobni signal kot dm-SCN. Sinaptogeneza v poznem
prenatalnem in zgodnjem postnatalnem ¢asu napreduje pocasi, v ¢asu P4-P10 pa se izredno
pospesi. Retinohipotalamusni trakt se oblikuje v ¢asu rojstva, pojavljati se zacnejo Stevilne
intrinzicne povezave. Oblikujejo se aferentni nevroni in celoten Zivéni sistem doseZe
odraslo stopnjo razvoja do PI10. Intrinzicna ritmika v SCN (ritem privzema 2-
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deoksiglukoze, aktivnost nevronov, izrazanja Perl) je prisotna zZe v poznem embrionskem
obdobju.

2.1.2.3 Vloga SCN

SCN, ki natan¢no uravnava 24-urni dnevno-no¢ni cikel, prenasa ta ritem na Stevilne
strukture centralnega zivénega sistema in izvaja nadzor nad vecino dnevno-nocnih
bioloskih ritmov. Nadzoruje predvsem sintezno aktivnost epifize, nevroendokrinega tkiva,
ki prevaja dnevno-no¢na Zivéna sporocCila iz SCN v humoralna sporocila — v obliki
hormona melatonina (Vanecek in sod., 1987). SCN vsebuje heterologno populacijo
nevronov, ki sproS¢ajo razlicne nevropeptide, vkljucno z nevropeptidom Y, arginin
vazopresinom in somatostatinom (Nelson, 2005).

Tema sprozi v SCN izrazanje Stevilnih genov IEG. Guido in sodelavci (1999) so
proucevali IEG in ugotovili, da je njihovo izraZzanje sproZzeno hitro, vendar le prehodno, in
se spreminja glede na razlicne drazljaje, njihovi prepisi pa predstavljajo razlicne urejevalne
faktorje. IEG najverjetneje delujejo kot tretji sporocCevalci, ki prenaSajo informacije poznih
sprememb v genskem izrazanju, kar vodi v preoblikovanje kratkotrajnih zunajceli¢nih
signalov v dolgo-trajajoce celi€ne spremembe (Robertson, 1992). Dnevno-no¢na ura v
SCN uravnava dva neodvisna ritma izrazanja IEG. Prvi, ritem obcutljivosti na nocno
svetlobo, je delujo¢ najbolj v ventralnem delu SCN, drugi ritem pa je spontano spodbujen v
mraku in deluje predvsem v dorzalnem delu SCN (Guido in sod., 1999). Poleg uravnavanja
ritma izrazanja genov IEG, pa SCN nadzira tudi ritme elektricne aktivnosti, ritem privzema
2-deoksiglukoze, ki predstavlja oznacevalec presnovne aktivnosti, in ritem proizvodnje
Stevilnih peptidov kot so arginin vazopresin ter prepisi genov c-Fos in Perl (Bendova in
sod., 2004).

Geni, ki se ravnajo po dnevno-no¢nem ritmu, se izrazajo v razlicnih tkivih v organizmu,
kar dokazuje, da SCN komunicira s temi tkivi tako, da sinhronizira izraZenost genov.
Povezava med SCN in tkivi naj bi bil avtonomni Ziv€éni sistem, vendar bodo za dokaz te
povezave potrebne nadaljnje raziskave (Nelson, 2005). Nevroni SCN so s sinapsami
povezani s telesci celic subparaventrikularnega podroc¢ja in lateralnega hipotalamusnega
podro¢ja (Kohsaka in Bass, 2006), ki predstavljajo eferentno izhodno pot informacij iz
SCN. Drugi tip izhoda informacij pa je humoralni signal, na primer arginin vazopresin.
SCN prireja dnevno-nocni ritem sproS¢anja vazopresina in je odgovoren za dnevno-nocni
ritem le-tega v cerebrospinalni tekocini.

Bolje znana multisinapti¢éna izhodna informacijska pot iz SCN je pretvorba svetlobne
informacije v endokrino sporo€ilo v epifizi, ki spro§¢a hormon melatonin. V temi ti
nevroni spor§cajo norepinefrin, ki stimulira pinealocite, da pospesijo encimsko aktivnost in
izdelujejo melatonin (Nelson, 2005).
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2.2 MELATONIN

Pri vi§je razvitih Zivalih, vkljucno s ¢lovekom, se melatonin izdeluje v epifiznih celicah, v
mreznici, oc¢esnih lecah, prebavnem traktu in drugih tkivih. Na izdelavo melatonina v
epifizi vpliva SCN, ki od mrezni¢nih svetlobno obcutljivih ganglijskih celic prejme
informacijo o svetlobi in temi.

Ritmi¢no izdelovanje hormona melatonina sluzi kot pomemben dnevno-no¢ni endokrini
signal. Casovno uravnavani signali se prevajajo v no¢no izdelavo melatonina v epifizi,
podnevi pa je s svetlobo izdelava zavrta. Izlo¢anje melatonina je najvecje sredi noci in
strmo popuSca v drugi polovici noci. SproS€¢en melatonin predstavlja dnevno in tudi
sezonsko sporocilo vsem celicam, ki imajo izpostavljene receptorje za melatonin. Vanecek
in sodelavci (1987) so ugotovili, da se Stevilni receptorji za melatonin nahajajo ravno v
SCN. Ceprav njihova natanéna fizioloka vloga e ni pojasnjena, njihova gosta izrazenost v
SCN nakazuje na vpliv melatonina na centralni ritem preko fizioloSke povratne zanke
(Agez in sod., 2007). Povezanost melatonina z dnevno-no¢nim ritmom so dokazale tudi
raziskave Redmana in sodelavcev (1983), ki so dnevno-nocni sistem urejali z akutnimi
injiciranji eksogenega melatonina. Njihovi rezultati so pokazali na sinhronizacijo spontane
lokomotorne aktivnosti z dnevnimi injiciranji melatonina. Dubocovich in sodelavci (2005)
pa so raziskovali vlogo receptorjev za melatonin. Ugotovili so, da pri miSih brez
receptorjev za melatonin ni prislo do sprememb v ritmu spontane aktivnosti po injiciranju
eksogenega melatonina, kar potrjuje, da melatonin vpliva na dnevno-nocni ritem preko
svojih receptorjev v . SCN. V SCN sta prisotna dva tipa receptorjev za melatonin, MT1
(Poirel in sod., 2002) in MT2 (Dubocovich in sod., 2003), vendar njuna natan¢na vloga v
posredovanju melatoninske informacije Se ni popolnoma znana.

Izdelava melatonina poteka s pomocjo encima N-acetiltransferaza (NAT), katerega
izrazenost aktivira cAMP sporo€ilna pot, nihanja v koli¢ini tega encima pa dolocajo
dnevno-no¢no izdelovanje melatonina. Tako encim NAT predstavlja klju¢en korak v
urejanju izdelave melatonina. Urejanje prepisovanja preko cAMP poteka s pomocjo
prepisovalnih dejavnikov i1z druzine bZip, ki se veZejo na cAMP-responsive elemente
(CRE). Ti elementi delujejo kot aktivatorji ali kot represorji, njthova aktivnost je urejana s
fosforilacijo. Korak, ki povezuje cAMP sporocilno pot in izrazenost genov, je ravno
fosforilacija CRE-vezavnega proteina CREB (angl. CRE-binding protein) s protein kinazo
A (PKA). Med urejevalce elementov CRE spada tudi produkt gena Crem. Nastajanje
proteina ICER (angl. inducible cAMP early reporessor) je vodeno z istimi ¢asovno
odvisnimi adrenergi¢nimi signali, ki sodelujejo pri izdelavi melatonina. mRNA proteina
ICER doseze vrh v drugi polovici no¢i, malo pred padcem izdelovanja melatonina in
zmanjSanju prepisov mRNA za encim NAT. Dnevno-nocni preklop gena Crem je razvojno
urejan in se pojavi prvic Sele po rojstvu, socasno s prietkom ritmi¢ne izdelave melatonina.
Stopnja nocne indukcije gena Crem in spodbuditve s cAMP s prilagajanjem na
podaljSevanje nocCi upada. Vsaka sprememba v koli€ini svetlobe, ki vpliva na izraZenost
gena Crem, vpliva tudi na profil izdelave melatonina (Foulkes in sod., 1996).
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Glavno vlogo v razvoju in fiziologiji hipotalamus-epifiza-spolne osi ima prepisovalni
faktor Crem s svojim produktom ICER. Nihanje koncentracij proteina ICER so usklajena z
izdelovanjem epifiznega hormona melatonina, katerega izdelava je uravnavana z notranjo
uro. Melatonin tako ureja hipotalamusno-epifizno os. Nicholas S. Foulkes je leta 1996 s
sodelavei dokazal, da je pri miSkah z izbitim genom Crem izrazenost encima NAT moc¢no
povecana, saj sam protein ICER moc¢no zavira nastajanje encima NAT. Okarakterizirali so
promotor encima NAT in ugotovili, da vsebuje vezavno mesto za protein ICER.

ICER tako vpliva na ritmi¢no izrazenost encima NAT in posledicno na izdelovanje
melatonina v epifizi. Izrazenost encima NAT je nepravilno urejana pri misSkah z izbitim
genom Crem, kar pomeni, da je aktivnost promotorja encima NAT zavrta s proteinom
ICER.

2.3  GEN Crem

Sporocilne poti predstavljajo temeljni mehanizem, ki uravnava celi¢no diferenciacijo in
proliferacijo. Klju¢ne komponente teh poti so geni, ki jih uvrS§¢amo v razred genov
zgodnjega odgovora (ERG, angl. early response genes), za katere je znacilno, da za
njihovo sprozitev ni potrebna tvorba proteinov. Faktorji, potrebni za sprozitev prepisovanja
genov, so prisotni v celici ze pred spodbuditvijo (Molina in sod., 1993).

Veceksonski gen Crem, ki se pri misi nahaja na osemnajstem kromosomu (Crem cAMP
responsive element modulator, 2009), je sestavljen iz osmih eksonov in z alternativnim
izrezovanjem le-teh kodira druzino aktivatorjev in antagonistov cAMP inducibilne
transkripcije. Gen Crem vsebuje dve alternativni vezavni domeni za DNA, ki sta pri
razli¢nih izoformah razli¢no razrezani (Laoide in sod., 1993). Crem antagonisti a,  in y so
brez dveh z glutaminom bogatih domen in zaustavljajo s cAMP spodbujeno prepisovanje
genov. Druga izoforma gena, Cremrt, pa vsebuje z glutaminom bogate domene, zaradi
katerih postane prepisovalni aktivator (Molina in sod., 1993). Izrazenost gena Crem je v
razli¢nih celi¢nih tipih izjemno raznolika. Med spermatogenezo pride do funkcionalnega
preklopa v izraZzenosti gena Crem, ko se izrazanje nizkih koncentracij antagonistov prevesi
v izrazanje visokih koncentracij aktivatorja (Laoide in sod., 1993).

IzraZzenost gena Crem (cAMP-responsive element modulator) je tkivno specificna in
uravnavana z razvojem. Crem spada v druzino vezavnih faktorjev na elemente CRE in
aktivira cAMP sporocilno pot. Kinetika izrazenosti gena je znaCilna za gene tipa ERG.
Sprozitev izrazenosti gena je celi¢no specificna, ne vkljuCuje povecane stabilnosti prepisa
in ne zahteva tvorbe proteinov. De novo tvorba proteinov je potrebna le pri zaviranju
izrazanja gena Crem. Spodbujen prepis izhaja iz alternativnega intronskega promotorja in
kodira zaviralec ICER. Inducibilnost cAMP uravnava skupina $tirth CRE faktorjev v tem
promotorju. Na te elemente se veze protein ICER in tako zavre aktivnost svojega lastnega
promotorja, s ¢imer se vzpostavi negativna avtoregulatorna zanka (Molina in sod., 1993).
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Gen Crem postane inducibilen z aktivacijo sporo€ilne poti adenilat-ciklaze, vendar se pri
tem ne pri¢nejo izrazati prepisi Crem a, B, v in 1, ki imajo svojo, drugacno prepisovalno
kontrolo, ampak se spodbudi nastanek nove izoforme ICER (Molina in sod., 1993).

2.4 PROTEIN ICER

Protein ICER (Inducible cAMP Early Repressor) ima pomembno vlogo pri delovanju
dnevno-no¢nega sistema v moZzganih sesalcev. Nahaja se tako v SCN kot v epifizi, dveh
delih mozganov, ki nadzorujeta dnevno-no¢ne ritme v telesu sesalcev, poleg tega pa je
izrazen tudi v nekaterih drugih delih hipotalamusa. ICER spada v druzino osnovnih
prepisovalnih dejavnikov z levcinsko zadrgo CREM, ki so dominantni negativni urejevalci
izrazanja genov. Gre za zelo majhen prepisovalni faktor, saj je sestavljen le iz osnovne
domene levcinske zadrge, ki je potrebna za dimerizacijo proteina za vezavo na DNK.
Odsotnost Skatle P ga uvrs¢a v novo kategorijo vezavnih faktorjev CRE, saj je za njegovo
aktivnost pomembna njegova znotrajcelicna koncentracija in ne fosforilacija, tako kot pri
ostalih vezavnih faktorjih iz te skupine. ICER ima v urejanju izraZanja nevroendokrinih
genov izredno pomembno vlogo. Deluje kot mocan zaviralec cAMP spodbujenega
prepisovanja. Inducibilnost gena Crem je celicno specifi¢na, kinetika le-te pa je znacilna za
gene tipa ERG. Izrazenost proteina ICER doseZe vrh v dveh urah po spodbuditvi in upade
po najvec Sestih urah od sprozitve (Molina in sod., 1993).

Iz gena Crem se prepisujejo Stiri razlicne izoforme proteina ICER in sicer I, Igama, II in
IIgama (Chandhoke in sod., 2008). Protein CREM se ritmi¢no izraza in sodeluje pri
prepisovalni avtoregulatorni zanki, ki nadzira amplitudo nihanja encima NAT, ki je
pomemben pri izdelavi melatonina. Izrazanje gena Crem niha skozi dnevno-nocni cikel,
vrh pa doseze proti koncu noci (Foulkes in sod., 1997). Preklop med dnevno-no¢nim
izrazanjem gena Crem nadzorujejo adrenergicni signali iz SCN.

2.4.1 Delovanje cAMP sporocilne poti in protein ICER

Cikli¢ni adenozin monofosfat (cAMP) je sekundarni sporo¢evalec s pomembno vlogo v
Stevilnih bioloskih procesih. Izvira iz adenozin trifosfata (ATP) in prenasa znotranjceli¢na
sporocCila. cAMP sporocilna pot (Slika 1) je odvisna od specificne PKA in od elementov
CRE, ki predstavljajo tarCo za nadziranje prepisovanja. Ligandi z vezavo na
transmembranske receptorje spodbudijo encim adenilat-ciklazo preko povezav s proteinom
G. Povisana koncentracija cAMP v celici povzro¢i razpad regulatorne in kataliti€ne
podenote PKA. Aktivna kataliticna podenota PKA se prenese v jedro celice, kjer fosforilira
in tako stimulira prepisovalne aktivatorje, vezane na elemente CRE, kar povzroci
prepisovanje od cAMP odzivnih genov. Ti dejavniki sprozijo prepisovanje gena Crem P2
preko elementov CARE, kar vodi do hitrega pove€anja koncentracije proteinov ICER.
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ICER nato zavre s cAMP sprozeno prepisovanje, vkljuno s prepisovanjem samega gena
Crem. Posledicen padec koncentracije proteinov ICER vodi v ukinitev zaviranja in
dovoljuje novi cikel aktivacije prepisovanja genov (Molina in sod., 1993).

CREM | cAMP-inducible
& i, o
"

P, P,

Slika 1: Shema delovanja cAMP signalne poti, vse od celicne membrane, skozi citoplazmo v jedro (Molina in
sod., 1993).

2.5 RAZVOJ MOZGANOV

2.5.1 Nevroendokrina organizacija razvoja nevronov

Rast in razvoj nevronov sta v Casu prenatalnega in neonatalnega obdobja pod vplivom
aktivnosti genoma in endokrinih tarénih celic. Hormoni, nevropeptidi in Zivéni prenaSalci z
urejanjem prepisovanja genov in izdelave proteinov uravnavajo rast in diferenciacijo
zivénih celic, tvorbo hormonskih receptorjev in receptorjev zivenih prenasalcev ter Stevilo
sinapti€nih povezav, ki jih posamezna celica vzpostavi. Ti nevroregulatorji uravnavajo
razvoj nevronskih mrez, ki so nato odgovorne za zaznavanje zunanjih drazljajev, za
gibanje in razlicne pomembne povezovalne funkcije v mozZganih. Prav delovanje
hormonov in Zivénih prenaSalcev v Casu razvoja nevronov vzpostavi splo$no stanje
metabolizma organizma ter funkcije nevroendokrinega, avtonomnega in centralnega
zivénega sistema (Lauder, 1983). Dejavniki, ki prekinejo izlo€anje hormonov in zivénih
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prenasalcev v casu zarodka, povzroc¢ijo slab$i razvoj mozganov, kar predstavlja
nepopravljive posledice za mozgane in vpliva na obnasanje.

2.5.2 Nevrodegeneracija in gen Crem

Za oblikovanje kompleksne strukture mozganov sta pomembna nastajanje in celicna smrt
(apoptoza) nevronov. V primeru vecjih izgub nevronov pa prihaja do nepopravljivih
motenj in razli¢nih nevrodegenerativnih bolezni. Razmerje med prezivetjem in apoptozo
nevronov uravnava aktivacija receptorjev zivénih prenasalcev. Celicno prezivetje in
proliferacijo nadzorujejo izvencelini signali. Creb, ki izvira iz iste druZine genov kot
Crem, dopolnjuje delovanje gena Crem. Ob zmanjSanem izraZzanju gena Creb se poveca
izrazanje gena Crem in obratno. Odsotnost obeh v razvijajoc¢ih se mozganih vodi v splosno
celi¢no smrt, medtem ko motnja v njunem prepisovanju po rojstvu povzrocijo selektivno in
napredujoco nevrodegeneracijo (Mantamadiotis in sod., 2002).

Pri miSth Crem KO so odkrili napredujoco nevrodegeneracijo hipokampusa in
dorzolateralnega stratiuma. Pri pregledu moZganov misi Crem KO so bile prisotne vse
mozganske strukture, kar pomeni, da gen Crem nima vecje vloge pri oblikovanju
mozganov. Arhitektura celic v predelu hipotalamusa je bila dobro ohranjena in posamezna
jedra so bila razpoznavna. Stevilo diferenciranih nevronov v hipotalamusnih jedrih pa je
bilo zmanjSano in vec¢ina nevronov je bila manjSa v primerjavi z mozgani kontrolnih misi.
Najvecja izguba nevronov se je pojavila v predelu vohalnega betia ter v prednjem in
limbi¢nem delu skorje velikih mozganov (Mantamadiotis in sod., 2002).

2.6 VPLIVI GENA Crem NA SPERMATOGENEZO

Spermatogeneza predstavlja kompleksen razvojni proces proizvajanja in zorenja moskih
spolnih celic in je sestavljena iz treh faz: spermatocitogeneze, mejotske delitve in
spermiogeneze. Pricne se v zacetnih fazah pubertete in zajema celoten razvoj
spermatogonijev (primordialne mati¢ne celice) v spermije (Spermatogenesis... , 2006).

Leta 1996 je Julie A. Blendy s sodelavci iz miSjega genoma selektivno odstranila gen
Crem. Ugotovili so, da odsotnost vseh CREM proteinov vodi v sterilnost samckov, saj se
njihove spermatide niso razvile v spermije. Vzrok je v izrednem zmanjSanju izrazenosti
postmejotskih genov v testisth. Homozigotne mutirane samice pa so plodne. Misi Crem
KO so v splo$nem zdrave in ne kazejo nobenih nepravilnosti pri rasti in razvoju. Analize
mod samc¢kov Crem KO so pokazale izredno zmanjSanje velikosti in teZe v primerjavi s
kontrolo. ZmanjSana velikost mod je posledica motenega procesa spermatogeneze, ker v
semenskih cevkah manjkajo celice od okroglih spermatid naprej. Analiza je pokazala, da
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hormonske nepravilnosti niso vzrok za neplodnost, saj koncentracija androgenov in folikel
stimulirajoega hormona pri samckih Crem KO nista znizani. Normalni moski spolni
organi in paritveno obnaSanje nakazujeta na normalne koncentracije hormonov v telesu.
Histoloska preiskava je pokazala prekinitev spermatogeneze, saj so bile najbolj razvite
zgodnje haploidne mati¢ne celice, ki pa niso presle morfoloSke diferenciacije in se niso
razvile v podaljSane spermatide. Odsotnost semencic je tako vzrok za neplodnost samckov
Crem KO. Gen Crem je tako izrednega pomena za spermatogenezo in misi brez tega
prepisovalnega faktorja sluzijo nadaljnje kot modelni sistem za raziskave neplodnosti pri
moskih.

2.7 AKTIVNOST IN OBNASANIJE

2.7.1 Aktivnost in dnevno-no¢ni ritem

Sezonski vzorci aktivnosti so povezani z dolzino dneva, ki vpliva tudi na izdelovanje
spolnih hormonov. Na aktivnost pa vplivajo tudi okoljski pogoji kot so temperatura ter
kvaliteta, kvantiteta hrane in ¢as hranjenja (Nelson, 2005). Vpliv steroidnih hormonov na
Gasovni potek aktivnosti sta raziskovala Ellis in Turek (1979). Stevilo obratov kolesa pri
hr¢kih je zelo upadlo, ¢e sta jim skrajSala dolzino dneva. ZmanjSanje gibanja lahko
ponazorimo tudi s poskusom, kjer so kastrirani hrcki izpostavljeni normalni dolzini dneva.
Aktivnost se je ob dodajanju testosterona povrnila na normalno raven. Na dolzino izvajanja
aktivnosti vplivata epifiza in $¢itnica, kot je ugotovil Zucker (1980). Ob odstranitvi epifize
se gibalna aktivnost podaljSuje, medtem ko odstranitev S$¢itnice povzro¢i skrajSanje
aktivnega Casa. Ob izvajanju terapije s hormoni SCitnice se aktiven Cas podaljSa na
normalno raven (Wahlstrom, 1965, cit. po Beasley L. J. in Nelson R. J., 1982).

2.7.2 Telesna teza in dnevno-noéni ritem

Prehranjevalne navade so pri ljudeh izredno kompleksno urejan proces, ki vkljucuje
endokrini in zivéni sistem. Spolni steroidni hormoni vplivajo na hranjenje in posledi¢no na
telesno tezo (Nelson, 2005). Tudi zivali so podvrzene sezonskim spremembam v telesni
tezi (Bartness in sod., 2002). Jeseni pridobivajo na tezi, v zimskem casu pa se uskladiS¢ena
mascoba pocasi oksidira, kar Zivalim daje energijo, ki jo potrebujejo za preZivetje zime, ko
je na voljo manj hrane. Letni cikel telesne teze nadzoruje notranja bioloSka ura, ki ga
ohranja takSnega vec let, tudi v primeru, ¢e Zival udomacimo ali jo redimo v laboratoriju
pod stalnimi okoljskimi pogoji. Sezonski cikel nihanja telesne teZe je ve¢inoma urejan z
dolzino dneva oziroma koli¢ino svetlobe. Le-ta neposredno vpliva na presnovne poti, saj se
v krajSith dneh ob enakomernem hranjenju zaloga masScobe pove€a. Dolzino dneva
organizem zaznava preko iz epifize izlo¢enega melatonina. Nekatere ziveli preZivijo zimo
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z izgubo telesne teze, kar poveca razmerje med povrs§ino in volumnom njithovega telesa.
Vecje oddajanje toplote v okolje povzroci zmanjSanje kolicine maS€obe. Prezivetje temelji
na principu, da potrebuje manjsi organizem veliko manj vnesenih kalorij v primerjavi z
vecjim organizmom (Nelson, 2005). Del izgube telesne teze Bartness in Wade (1985)
pripisujeta tudi zmanjSanem kroZenju spolnih steroidnih hormonov.

Na letno nihanje telesne teze pa vplivajo tudi spremenjeni vnosi hrane, ki pa so glede na
kopi¢enje in porabo mascobe sekundarnega pomena. Notranja ura nadzoruje kopicenje in
porabo mascob, kar povzro€i spremembe v prehranjevalnem obnasanju (Nelson, 2005).
Nocne zivali se prehranjujejo ve¢inoma v temni fazi dneva. Regulacija vnosa hrane je zelo
kompleksna in zahteva koordinacijo razli€nih predelov moZganov in Stevilnih oreksigenih
in anoreksigenih hormonov. Pri poskodbah hipotalamusnega jedra SCN v mozganih pride
do razprSenih vnosov hrane preko celega dneva in noc¢i. SCN tako komunicira neposredno
z vsemi hipotalamusni jedri, ki so povezana z vnosom hrane, vklju¢no z arkvatnim jedrom,
dorzo-medialnim jedrom, ventromedialnim jedrom in podrocji stranskega hipotalamusa
(Kalra in sod., 1991). PoSkodbe arkvatnega jedra in paraventrikularnega jedra povzrocajo
motnje v dnevno-no¢nem izlocanju oreksigenih in anoreksigenih hormonov, kar spremeni
vzorec prehranjevalnega obnaSanja (Kriegsfield in sod., 2002). Tudi Stevilni zivéni
prenaSalci so povezani z vnosom hrane (Nelson, 2005).

2.7.3 Anksioznemu podobno obnasanje

Dernovsek in sodelavci (2006) anksioznost pri ljudeh opredeljujejo kot neprijetno Custvo,
ki ga spremljajo tipine fizioloSke spremembe in obnaSanje. Te spremembe so ponavadi
odziv na stres, ki ga organizem dozivlja. Anksiozno obnaSanje se odraza v obcutenju
strahu in ogroZenosti, spremljajo ga pospesen sréni utrip in dihanje ter napetost miSic. Pri
ljudeh so anksiozne motnje poleg depresije najpogostejSe dusSevne motnje v razvitem svetu.

Rosen in Schulkin (1998) sta ugotovila, da bioloSka osnova za anksioznemu podobno
obnasanje zivali temelji na nevronski mreZi amigdale in hipokampusa. Posamezni geni
imajo majhne u€inke na kompleksne lastnosti, kakrSna je anksioznost. Pomembnejse je
njihovo medsebojno delovanje in vpliv zunanjih dejavnikov. Wray in sodelavci (2007) so
nasli kandidatni gen s polimorfizmom, ki vpliva na anskioznemu podobno obnasanje, to je
gen za plexin 2A (PLXNA2).

Pri antidepresivnem zdravljenju se uporabljajo spremembe v cAMP sporocilni poti. Tako
se za zdravljenje depresije in podobnih dusevnih motenj uporabljajo urejevalci sistema
CREB, medtem ko wuporabnost sorodnih prepisovalnih faktorjev Se ni popolnoma
dokazana. Antidepresijski u¢inek bi lahko imel tudi ICER, eden od produktov gena Crem,
kar so proucevali Conti in sodelavei (2004). Adrenergi¢na stimulacija in
elektrokonvulzivni drazljaji povecajo izraZanje proteina ICER v mozganskih predelih, ki
so povezani z antidepresivnim ucinkom. ICER se v ve¢jih koli¢inah nahaja v
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paraventrikularnem jedru in omogoca antidepresivom, da urejajo s stresom vzpostavljeno
aktivacijo hipotalamus-hipofiza-adrenalne osi.

Kot glavno raziskovalno orodje se v nevrobioloskih raziskavah anksioznemu podobega
obnaSanja zivali uporablja test z dvignjenim labirintom, ki predstavlja model za testiranje
anksioznemu podobnega obnaSanja pri glodalcih. Labirint sestoji iz Stirith krakov, pri
c¢emer sta dva odprta in dva zaprta. Kraki so dvignjeni od tal priblizno 1 meter. Model
temelji na tipicnem strahu glodalcev pred odprtimi prostori. Ta strah vodi do obnaSanja,
imenovanega tigmotaksa, ki predstavlja izogibanje odprtih obmocij, gibanje v zaprtih
obmocjih in po robovih med zaprtim in odprtim obmocjem (Elevated plus ... , 2009).
Test z EPM se zaradi spomina na vsaki testni zivali izvede le enkrat. ZmanjSana stopnja
izrazanja anksioznemu podobnega obnasanja se kaze v podaljSanem casu, ki ga testirana
zival prezivi v odprtih krakih labirinta, in v ve¢jem Stevilu vstopov v odprte krake (Pellow
in sod., 1985). Skupno Stevilo vhodov v krake in Stevilo vhodov v zaprte krake se navadno
uporablja za spremljanje sploSne aktivnosti (Elevated plus ..., 2009).

2.7.4 Vpliv gena Crem na aktivnost in anksioznemu podobno obnasanje

Crem sodeluje pri nadzoru razli€nih nevroendokrinih odgovorov. Raziskave Fisherja
(1989) so pokazale, da so Stevilni hormoni osi hipotalamus-epifiza kljuéni za nacine
obnaSanja, vklju¢no s Custvenim stanjem in odzivnostjo na stres. Leta 1999 je Rafael
Maldonado s sodelavci raziskoval vplive gena Crem na gibalno aktivnost in anksioznemu
podobno obnaSanje. MiSi Crem KO so bile v Casu svetle faze hiperaktivne in pri gibanju
niso kazale znacilnega dnevno-nocnega ritma. Ugotovili so tudi, da so te miSi izrazale
manjSo stopnjo anksioznemu podobnega obnaSanja.

2.8 ARGININ VAZOPRESIN (AVP)

Nevrohipofizni hormon arginin vazopresin (AVP) sta prva opisala Oliver in Schafer leta
1895, ki sta dokazala, da ekstrakt hipofize zmanjSuje krvni pritisk. Njegove antidiureti¢ne
funkcije pa so bile odkrite Sele leta 1913 (Vongraven, 1913, cit. po Caldwell H. K. in sod.,
2008; Farini, 1913, cit. po Zimmermann E. A. in Robinson A. G., 1976). AVP nastaja v
magnocelularnih celicah v hipotalamusnem supraoptiénem in paraventrikularnem jedru,
katerih aksoni vodijo v zadnji rezenj hipofize (Caldwell in sod, 2008). Sestavljen je iz
devetih aminokislin, nastaja pa iz prohormona, ki med drugim vsebuje tudi prenaSalni
protein nevrofizin. S hidrolizo iz prohormona propresofizina nastanejo AVP, nevrofizin 11
in kratek glikopeptid. Naloga nevrofizina je podaljSati razpolovno dobo AVP v krvi iz treh
na priblizno trideset minut s tem, ko se veze nanj in ga §Citi pred peptidazami (Nelson,
2005). Po sintezi se AVP ob primerni stimulaciji (dehidracija) spros¢a v krvni obtok.
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AVP je znan tudi kot antidiuretiéni hormon. Njegovi funkciji sta kréenje krvnih Zil, kar
upocasni tok krvi in poveca moznost prezivetja pri vecjih krvavenjih, ter zadrzevanje vode
v ledviénih cevkah. V primeru motenj v izloCanju ali delovanju AVP govorimo o
centralnem diabetes insipidusu. Zaradi zmanjSane sposobnosti koncentriranja seca v
ledvicah se iz telesa izlo¢ajo velike koli¢ine urina, kar vodi v kompleks poliurije (Cestnik,
1996).

Planas in sodelavci (1995) so ugotovili, da se AVP sprosca tudi v delih mozganov kot so
paraventrikularno jedro hipotalamusa, medialna amigdala in SCN, vendar v precej manjsih
koncentracijah. Uc¢inki, ki jih ima AVP iz SCN na mozgane, so popolnoma druga¢ni od
uc¢inkov vazopresina, nastalega v epifizi. V centralnem zivénem sistemu AVP deluje kot
nevrotransmiter. Le-ti nastajajo v zivénih celicah, od koder se v aksonih spros$¢ajo v
sinapticno Spranjo ter vezejo na receptorje dendritov postinapti¢ne celice (Brown, 1994).
Leta 1984 je DeWied s poskusom na podganah brattleboro dokazal, da AVP deluje tudi kot
antiamnestik, saj zavira pozabljanje in podaljSuje spomin. Nevroni v SCN s sproScanjem
AVP med drugim vplivajo tudi na budnost organizma (The neuronal switches ..., 2008).

2.8.1 Sprosc¢anje AVP in dnevno-nocni ritem

Sprosc¢anje AVP v cerebrospinalno tekocino se ravna po dnevno-no¢nem ritmu in doseze
vrth v dnevnem casu (priblizno opoldne). Izraza se predvsem v dorzalnem delu SCN
(Majzoub in sod., 1991). V. SCN AVP pomaga v dnevno-no¢nem nadzoru sproscanja
hormonov, saj nadzoruje sproScanje kortikotropin sproscujoCega hormona in
adrenokortikotropi¢nega hormona, izrednega pomena pa je tudi za dnevno-nocni ritem
lokomotornega obnasanja (De Vries in sod., 1983).

Poskus Groblewskega in sodelavcev leta 1981 na podganah brattleboro pa je pokazal
drugace. Podgane z izbitim genom za AVP so kazale le manjSe spremembe v dnevno-
noc¢nem ritmu. Rezultati lahko nakazujejo na razvojno prilagoditev, da je AVP relativho
gledano nepomemben ¢len v urejanju dnevno-no¢nega ritma, ali pa na to, da se je zivalim
brez ritma zmanjSalo sproscanje AVP zaradi nepravilnega delovanja SCN in ne obratno,
kot so sprva mislili (De Vries in sod., 1983). Natan¢na funkcija dnevno-nocnega ritma
sproScanja AVP ostaja torej nerazjasnjena.

2.8.2 Vpliv AVP na obnasanje

Hormoni ne povzro¢ajo neposrednih sprememb v obnasanju, ampak vplivajo na centralni
zivéni sistem, senzoriCni sistem in efektorski miSini sistem s specificnimi signali, ki
izzovejo specifine odgovore v primernem kontekstu obnasanja (Nelson, 2005). Obnasanje
se med spoloma velikokrat razlikuje, zato so bile izrednega pomena Studije mapiranja s
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spolom povezanih razlik v sistemu izrazanja AVP. Ze prve takine $tudije so pokazale, da
je gostota vlaken z AVP v stranskem septumu pri samcih poveCana v primerjavi s
samicami (De Vries in sod., 1983).

AVP je pomemben pri urejanju agresije in pripadnosti, pri socialnem prepoznavanju,
spominu, depresiji in anksioznemu podobnem obnasanju (De Vries in sod., 1983).
Landgraf in sodelavci (1995) so ugotovili, da se z zaviranjem izrazanja mRNA za AVP
receptor stopnja anksioznemu podobnega obnaSanja izredno zmanjsa.

2.9 CYP51 IZ DRUZINE CITOKROMOV P450

2.9.1 Citokrom P450

Ta velika druZina hemproteinov je prisotna vse od arhej, bakterij, gliv in rastlin do
insektov, rib, ptic in sesalcev. Citokromi zdruzeno tvorijo del veckomponentne verige za
prenos elektronov. Gre za hem-vsebujo¢e monooksigenaze, ki sodelujejo v ksenobioticni
presnovi, biosintezi holesterola in steroidogenezi. Pri sesalcih se Stevilni citokromi P450 v
razli¢nih tkivih izrazajo so¢asno. Mesto izrazanja je povezano z njihovo fizioloSko vlogo v
tistem tkivu. Tako se citokromi P450 nahajajo ne samo v razli¢nih celi¢nih tipih in tkivih,
ampak tudi v razlicnih znotrajcelicnih predelkih. Na splosno velja, da so ti encimi
membransko vezani (SeliSkar in Rozman, 2007). V evkariontih se veinoma nahajajo v
endoplazmatskem retikulumu (mikrosomalni citokromi P450) in v notranjih membranah
mitohondrijev (mitohondrijski citokromi P450) (Nordberg in sod., 2004). Nasli pa so jih
tudi v zunanji membrani jedra, v razli¢nih predelkih Golgijevega aparata, peroksisomih in
v plazmalemi (Seliskar in Rozman, 2007).

Pri ljudeh so nasli 57 genov in ve¢ kot 59 psevdogenov, ki so jih razdelili v 18 druzin in 43
poddruzin genov citokroma P450 (Nelson, 2003). Stevilo citokromov P450 pa se med
vrstami zelo razlikuje, saj imajo kvasovke (S. cerevisiae) le 3, gliva Neurospora crassa 38,
C. elegans 74, mi§ kar 120 in razli¢ne rastlinske vrste po ve¢ sto (SeliSkar in Rozman,
2007). Vloga vseh citokromov P450 Se ni znana. V sploSnem sodelujejo v izdelovanju in
presnovi Stevilnih molekul s pomembno fizioloSko funkcijo.

Raziskave Liu in sodelavcev (2004) kaZzejo na pomembno vlogo citokromov P450 v
mozganih, saj katalizirajo izoblikovanje Stevilnth moZzganskih sporocilnih molekul
(nevrosteroidi in eikosanoidi) in presnavljajo substrate kot so vitamin A in D, holesterol,
zoléne kisline, nekatera zdravila, anestetike in okoljske nevrotoksine. Vse te aktivnosti
ohranjajo moZganske funkcije vitalne. Izrednega pomena so tudi funkcije citokromov P450
v fiziologiji mozganov in njithovem razvoju, saj sodelujejo pri zas¢iti mozganov, nadzoru
mozganskega krvotoka in temperature, sproS¢anju nevropeptidov, vzdrzevanju homeostaze
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holesterola v mozganih, odpravljanju retinoidov iz centralnega zivénega sistema in
urejanju koli¢ine Zivénih prenasalcev. Geni citokromov P450 predstavljajo potencialne
kandidate za zdravljenje nepravilnosti v centralnem Zivénem sistemu kot so Alzheimerjeva
bolezen, kroni¢na nevrodegenerativna bolezen, poskodbe moZzganov (kap), Parkinsonova
bolezen, epilepsija in multipla skleroza (SeliSkar in Rozman, 2007). Raziskave Schosserja
in Kasperja (2009) potekajo tudi na tem, da bi citokrome P450 uporabljali za zdravljenje
psihiatri¢nih nepravilnosti, vklju¢no z depresijo in anksioznostjo.

2.9.2 CYP5I1 in sinteza holesterola

CYP51 je eden izmed encimov, odgovorih za biosintezo holesterola, in spada v 51. druzino
citokromov P450, v poddruzino A (angl. animals), ki pripada Zivalim, zato je njegova
popolna oznaka CYPS1A1, imenujejo pa ga tudi polipeptid 1. Njegovo kemijsko ime je
lanosterol 14-alfa-demetilaza (Cytochrome P450, 1997). Najve¢ se izraza v modih,
jajénikih, nadledvicni zlezi, prostati, jetrih, ledvicah in v pljucih. Biokemijska pot sinteze
holesterola je sestavljena iz dvajsetih korakov in CYPS5I1 katalizira prvi korak, kjer
katalizira preoblikovanje lanosterola v FF-MAS (aktivacijski sterol za mejozo iz
folikularne tekocine). Slednji se nato izoblikuje v aktivacijski sterol za mejozo v modih (T-
MAS). FF-MAS in T-MAS, oba s kratko zivljenjsko dobo, sta produkta demetilacije v
somatskih celicah, akumulirata pa se v tkivih spolnih Zlez. Na splosno se CYP51 nahaja v
endoplazmatskem retikulumu, vendar je v ¢asu razvoja moskih spolnih celic encim tudi v
Golgijevem aparatu in akrosomu. Socasno se ob izrazanju CYP51 se na akrosomalnih
membranah pojavlja tudi NADPH citokrom P450 reduktaza, ki pomaga CYP51 pri
encimatski aktivnosti (Seliskar in Rozman, 2007).

2.9.3 Dnevno-no¢no izrazanje CYPS1 v jetrih in Crem

Periferna tkiva, vklju¢no z jetri, imajo svojo bioloSko uro, ki deluje samostojno, brez
vpliva SCN v moZganih (Kornmann in sod., 2007). Vecina endogene presnove in
ksenobiotske detoksifikacije je podvrzena dnevno-nocni regulaciji (Claudel in sod., 2007).
Le-ta vpliva tudi na vsebnost holesterola v krvi. Meritve holesterola v ¢loveskem serumu
so pokazale na ritmi¢no spros¢anje, njegova vsebnost je bila najvec¢ja proti koncu noci
(Jones in Schoeller, 1990).

CYP51 je urejan z negativno povratno zanko preko vezavnih proteinov SREBP (angl.
sterol regulatory element binding proteins), ki se veZejo na urejevalne elemente za sterole
in preko prepisovalnih faktorjev, odvisnth od cAMP poti (Rozman in sod., 1999).
Raziskave z miSmi Crem KO so pokazale, da je izrazanje CYP51 v jetrih izgubilo dnevno-
nocni ritem. Gen Crem in njegov protein ICER tako vplivata na dnevno-no¢no izraZanje
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CYP51 in drugih encimov, povezanih s sintezo holesterola v jetrih (A¢imovi¢ in sod.,
2008).

2.10 ENHANCED AT PUBERTY PROTEIN (EAP)

Protein EAP1 spada v druzino vezavnih proteinov na interferon regulatorne faktorje
(IRF2BP, angl. interferon regulatory factor 2-binding protein) in se nahaja v jedru.
Njegova celovita vloga v organizmu Se ni dobro znana, vendar rezultati raziskav kazejo na
njegovo vlogo v puberteti in pomembnost v nadzoru delovanja spolnih organov pri
samicah (Enhanced at puberty ... , 2009).

Pri sesalcih je zacetek pubertete kot tudi vzdrzevanje spolnih ciklov pri samicah
vzdrZevano s strani nevronov hipotalamusa, ki izlo€ajo gonadotropni-spros¢ujo¢i hormon
(GnRH, angl. gonadotropin-releasing hormone). Gen Eapl deluje kot prepisovalni
urejevalec nevronskih povezav, saj nadzoruje delovanje spolnega sistema pri samicah.
Eapl se v Casu pubertete izraza v hipotalamusu in kodira jedrni protein, ki nastaja v
nevronih, povezanimi z nadzorom delovanja spolnih zlez. Protein EAP1 aktivira gene,
potrebne za urejanje delovanja spolnih organov, in zavira zaviralne gene, kot je
preproenkefalin (PENK, angl. preproenkephalin) (Heger in sod., 2007). Vpliva na gensko
prepisovanje z zaustavitvijo delovanja promotorja GnRH in zaviranjem delovanja
promotorja PENK (Enhanced at puberty ... , 2009). Zaustavljeno izrazanje EAP1 vodi v
zakasnjeno puberteto, moten spolni cikel in nepravilnosti v jajénikih. Tako Eapl
predstavlja prepisovalni dejavnik, ki deluje v nevroendokrinem delu mozganov in
nadzoruje delovanje spolnih organov pri samicah (Heger in sod., 2007).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 ZIVALI

Dovoljenje za poskus je izdala Veterinarska uprava RS, §t. 34401-2/2009/6 in je bil narejen
v skladu z eti¢nimi standardi.

Vsi poskusi so bili narejeni na misih (Mus musculus) meSanega seva C57/B16 in 129], ki
smo jih gojili v Centru za genomiko zivali na Veterinarski fakulteti Univerze v Ljubljani
pod standardnimi pogoji (temperatura: 20-25 °C, vlaznost: 40-60%, svetlo-temni cikel
12:12). Voda in hrana sta bili na razpolago ad [libitum. Krmili smo jih s krmo brez
fitoestrogenov (Harlan Teklad, Milano, Italija), kletke pa smo nastiljali z Lignocelom
(hygienic animal bedding).

Pri raziskovanju vpliva transkripcijskega faktorja ICER smo uporabljali model gensko
spremenjene misi, ki je imel izbit gen Crem.

Za pridobitev homozigotnih mi§i Crem KO, smo parili med seboj heterozigotne misi za
izbit gen Crem. DoloCitev genotipa ni bila mogoca le po fenotipskih znakih, zato smo
mladi¢em odvzeli bioloski material (opisano v nadaljevanju v metodah) 21. dan po rojstvu,
ko smo jih odstavljali od matere ter jih loc¢evali po spolu. Misi WT iz istih gnezd ali
casovno primerljivih gnezd so predstavljale kontrolne Zivali in so bile izpostavljene
enakim protokolom raziskave. Misi so bile v kletkah velikosti 38 x 22 x 16 cm nastanjene
skupinsko (3 misi/kletko). V poskusu smo miSim merili telesno tezo, spontano celotno
aktivnost in anksioznemu podobno obnaSanje. MiSi smo Zrtvovali pri starosti 24 tednov in
jim odvzeli kri ter mozgane za nadaljnje raziskave.

3.1.1 Razgradnja tkiva in dolo¢anje genotipa z metodo PCR

Za dolocitev genotipa misi z metodo verizne reakcije s polimerazo (PCR) smo uporabili
tkivo uhljev 4-6 dni starih mladicev, ki smo ga razgradili v 200 pl pufra za razgradnjo (Taq
DNA lysis buffer, Promega, WI, ZDA), kateremu smo dodali 15 pl proteinaze K (15
mg/ml, Sigma). Tkivo se je razgrajevalo ¢ez no¢ na stresalniku (Thermomixer Compact,
Eppendorf) pri 400 obratih in 55 °C.

Razgrajeno tkivo smo uporabili za dolocCitev genotipa Crem z metodo PCR po naslednjem
protokolu: 1 pl vzorca genomske DNK smo dodali v reakcijsko meSanico, ki smo jo
pripravili iz 0,24 pl oligonukleotidnih zacetnikov, 10 pl mastermiksa in destilirane vode do
kon¢nega volumna 20 pl.
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Uporabili smo naslednje oligonukleotidne zacetnike:

Crem-genotip-fw ~ AATCGTGTGGCTGTGCTTGAA in
Crem-genotip-tw  TGTACATGCTGTAATCAGTTC

za dolocitev alela Crem WT,
Crem-genotip-neo  GGCCAGCTCATTCCTCCCACTCATGAT
za dolocitev alela Crem KO.

Reakcija PCR je potekala v aparaturi PCR (Primus 96 plus, MWG AG BIOTECH,
Ebersberg, Nemcija) pri naslednjih pogojih:

95 °C, 5 minut
95 °C, 1 minuta
60 °C, 1 minuta
72 °C, 30 sekund
72 °C, 7 minut

4 °C, o0.

AN S e

Koraki 2-4 so se ponovili 45-krat. Nastajanje nespecificnih produktov PCR pa smo
zmanjSali z dodajanjem polimeraze DNK pri temperaturi 95 °C.

Nastale produkte PCR smo locili z gelsko elektroforezo (2% agarozni gel, Sigma; U = 130
V, 20 min). Na gel smo dodali 1 pl markerja. Odsek DNK, pomnozen iz celotne DNK misi
Crem WT je dolg 524 bp, medtem ko je fragment DNK, pomnozen iz celotne DNK misi
Crem KO, krajsi in je dolg 406 bp.

3.1.2 Tehtanje misi

Telesno teZzo misi smo spremljali tedensko ob enakih ¢asovnih obdobjih (7-9 ur od zacetka
svetle faze) vse od odstavitve (21. dan po rojstvu) do Zrtvovanja (24. tednov po rojstvu).

3.1.3 Spremljanje celotne aktivnosti misi

Aktivnost mi§i smo spremljali pri starosti 7 tednov z uporabo sistema za merjenje
aktivnosti v dvodimenzijskem okolju (Motor monitor, Kinder scientific, CA, ZDA), s
katerim smo dobili vpogled v spontano celotno aktivnost miSi. V ¢asu merjenja so bile misi
izolirane, zato smo jih privajali na novo okolje 1-2 dneva pred samim merjenjem. Prvi del
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meritev je bil opravljen pri normalnem svetlo-temnem ciklu (12:12), drugi del (ki je sledil
neposredno prvemu delu) pa v stalni temi. Oba dela sta posamicno trajala 7 dni. Mi§ smo s
kletko, hrano in vodo postavili na sredino merilnega polja znotraj okvirja s Stevilnimi
laserskimi senzorji, katerih zarki so se prepletali v gosto mreZzo preko merilnega polja.
Vsak premik misi je prekinil laserski Zarek na doloc¢eni koordinati merilnega polja in signal
se je zabelezil v racunalniSkem programu. Belezili smo si podatke o skupnem gibanju ter o
casu aktivnosti miSi. Skupno gibanje zajema vsak premik misi v kletki, pri ¢emer je pogoj,
da se en svetlobni zarek prekine, drug pa ponovno vzpostavi, s ¢imer se prepreci, da bi v
gibanje bili Steti premiki glave ali kakSnega drugega dela telesa pri dejansko mirujo¢i misi.
Cas aktivnosti pa predstavlja dejanski &as, ko so se prekinjali svetlobni Zarki in se je torej
mi$ premikala po kletki. Po koncanem testu aktivnosti smo misi vrnili v prvotno okolje do
testiranja anksioznemu podobnega obnasanja ter nato do zrtvovanja.

3.1.4 Test anskioznemu podobnega obnasanja z dvignjenim labirintom (EPM)

Test anksioznemu podobnega obnaSanja misi smo izvedli pri desetih tednih starosti v temi
pri rdec¢i lu€i. V casu poskusa je bila mi§ izolirana. Test z EMP temelji na naravnem
konfliktu posamezne miSi med Zeljo po raziskovanju novega okolja in strahom pred
odprtim prostorom. Crawley (2000) je ugotovil, da anksioliti¢na zdravila vplivajo na mi$
tako, da se poveca Stevilo vstopov v odprte krake labirinta in da tam prezivijo vec Casa, se
pravi se stopnja anksioznemu podobnega obnasanja zmanjsa.

Stirikraki labirint je dvignjen en meter od tal in je sestavljen iz dveh odprtih ter dveh
zaprtih krakov. Mi§ smo postavili na sredino labirinta in v ¢asu petih minut s pomocjo
programa Stop-watch belezili vstope v odprta ali zaprta kraka, trajanje njihovega postanka
in Cas, ki so ga prezivele na prehodu med zaprtima in odprtima krakom (angl. risk
assesment).

3.1.5 Zrtovanje misi

Pri 24 tednih starosti smo vse misi Zzrtvovali. Cas Zrtvovanja je bil vedno enak in sicer od 7
do 10 ur od zacetka svetle faze. MiSi smo anestezirali (sploSna anestezija) z meSanico
Ketamina (Veyx-Pharma, Nemcija; 1,25 mg/zival), Acepromazina (Fort Dodge, ZDA;
0,025 mg/zival) in Xilazina (Chanelle, Irska; 0,125 mg/Zival), ki smo jo aplicirali
podkozno (s/c).
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3.1.2.1 Odvzem krvi

Misim smo v globoki anesteziji iz desnega prekata srca odvzeli kri z iglo 0,8 x 40 mm
21Gx1 9/16" in 1 ml brizgo, ki smo ju prej sprali s heparinom (1 U/ul, Sigma). Kri smo
shranili v 1,5 ml epruveti in jo takoj po odvzemu centrifugirali (Centrifuge 5415 R.
Eppendorf, Hamburg, Nemcija) pri 3000 obratih 5 minut na 4 °C. Dobljeno plazmo smo
odpipetirali v 1,5 ml epruvete in jo shranili v zamrzovalniku na -20 °C. Preostalo kri smo
nato sprali s hladnim 0,05 M pufrom PBS.

3.1.2.2 Fiksacija tkiv s postopkom perfuzije

Tkivo smo ucvrstili z raztopino 4% formaldehida v 0,05 M pufru PBS s pomocjo
peristalti¢ne érpalke (Ecoline ISM1076, Ismatec SA, Ziirich, Svica) pri pretoku meanice 5
ml/min.

3.1.2.3 Izolacija mozganov

Po fiksaciji smo izolirali moZgane in jih inkubirali v raztopini 4% paraformaldehida v 0,05
M pufru PBS na stresalniku pri 50 obratih ¢ez no¢ pri 4 °C za dodatno ulvrstitev.
Naslednji dan smo mozgane prenesli v 0,1 M fosfatni pufer (PB) in jih hranili do nadaljnih
raziskav pri 4 °C.

3.2 ANALIZA MOZGANOV

3.2.1 Imunohistokemi¢no barvanje plavajocih rezin mozganov misi

Imunohistokemi¢ne tehnike izkoriS€ajo protitelesa za doloCitev mesta nahajanja nekega
proteina v doloCenem tkivu ali organu. Protitelesa so naneSena na rezine tkiva, kjer se
vezejo s hormonom ali zivénim prenaSalcem, ki ga proucujemo, kar povzroci doloceno
obarvanje. Za pregled tkiv pod svetlobnim mikroskopom se kot markerska molekula
najveckrat uporablja hrenova peroksidaza.

Z imunohistokemi¢nim barvanjem smo ugotavljali izrazenost AVP in genov Cyp51 in Eap
v mozganih miSi. Mozgane smo zalili v agarozne bloke (5% agaroza, Sigma) in jih z
vibrotomom narezali na 50 pm debele precne rezine ter prenesli v hladen 0,05 M pufer
PBS. Za odstranitev ostankov fiksativa v tkivu rezin in prekinitev povezav med
beljakovinami v celicah, ki so nastale ob fiksaciji, smo mozgane inkubirali na hladnem v
raztopini 0,1 M glicina (Sigma) v 0,05 M pufru PBS 30 minut in nato Se v raztopini 0,5%
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natrijevega borohidrida (Sigma) v 0,05 M pufru PBS 15 minut na stresalniku (Tehtnica) na
4 °C. Raztopino glicina smo spirali z 0,05 M pufrom PBS trikrat po 5 minut, raztopino
natrijevega borohidrida pa Stirikrat pa 5 minut na stresalniku na 4 °C.

Rezine moZganov, pri katerih smo ugotavljali izrazanje CYP51, smo posebe;j inkubirali na
sobni temperaturi na stresalniku 1 uro v raztopini 0,05 M natrijevega citrata s pH 8,6. Nato
smo jih potopili v natrijev citrat, segret na 80 °C za 30 minut, potem pa pustili rezine, da so
se ohladile na sobno temperaturo na meSalniku 30 minut. Temu je sledilo spiranje trikrat
po 5 minut s hladnim 0,05 M pufrom PBS.

Nato smo vse rezine mozganov (za analizo izrazanja AVP, CYP51 in EAP) blokirali v
raztopini 5% normalnega kozjega seruma (NGS, Chemicon, CA, ZDA) in 1% peroksida
(Merck) v 0,05 M pufru PBS z dodanim 0,5% detergentom TritonX-100 (Sigma) od 30
minut do 120 minut na stresalniku na 4 °C. Potem smo rezine prenesli v ustrezne redcitve
primarnih protiteles v pufru 1% goveji serumski albumin (BSA, Sigma) v 0,05 M pufru
PBS z dodanim 0,5% detergentom TritonX-100 (Sigma) in inkubirali 2-3 dni na
stresalniku pri 4 °C. Odvecna primarna protitelesa smo spirali z raztopino 1% NGS v
0,02% detergentu TritonX-100 v 0,05 M pufru PBS S§tirikrat po 15 minut na stresalniku pri
sobni temperaturi.

Po spiranju primarnih protiteles smo na rezine moZzganov vezali sekundarna protitelesa,
vezana z biotinom. Sekundarna proti-kuncja protitelesa, narejena v oslu (H + L ostanki
IgG, Jackson Immunoresearch, PA, ZDA), smo v redCitvi 1:500 pripravili v 1% NGS in
0,5% TritonX-100 v 0,05 M pufru PBS. Rezine smo v raztopini sekundarnih protiteles
inkubirali dve uri na stresalniku na sobni temperaturi. Temu je sledilo spiranje Stirikrat po
15 minut z 0,02% detergentom TritonX-100 v 0,05 M pufru PBS. Za oznacitev vezanih
sekundarnih protiteles smo rezine inkubirali na meSalniku 1 uro v raztopini peroksidaze
(red¢itev 1:2000), konjugirane s streptavidinom (Jackson Immunoresearch, PA, ZDA), in
0,5% detergenta TritonX-100 v 0,05 M pufru PBS. Rezine moZganov smo nato sprali v
pufru TBS nizke ionske jakosti s pH 7,5, pripravljenim z 0,5 M Tris in 0,15 M NaCl,
spirali smo Stirikrat po 15 minut na stresalniku na sobni temperaturi.

Za oznacitev kompleksov protiteles, vezanih na ustrezne beljakovine, smo rezine
inkubirali v raztopini kromogena 0,02% diamino benzidina (DAB, Sigma), 0,5 g niklja
(Sigma) in 0,02% peroksida v pufru TBS nizke ionske jakosti 5 minut na stresalniku na
sobni temperaturi. Reakcijo peroksidaze smo prekinili s spiranjem v pufru TBS trikrat po
10 minut na stresalniku na sobni temperaturi, nato pa smo shranili rezine mozganov na
4 °C do nadaljnjega dela.

Po konfanem imunohistokemi¢nem barvanju smo rezine mozganov nanesli na
predmetnice, prevlecene s silanom (APES, Sigma) in jih pustili suSiti ¢ez noC. Naslednji
dan smo predmetnice z rezinami sprali z destilirano vodo, posusili in pokrili s hidrofobnim
medijem za pripravo trajnih mikroskopskih preparatov (Pertex Medite, Burgdorf,
Nemcija).
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3.2.1.1 Primarna protitelesa

Uporabili smo kuncja protitelesa proti arginin vazopresinu (AVP, ImmunoStar, Inc. WI,
ZDA) v red¢itvi 1:15000, kuncja protitelesa proti CYP51 (darilo Waterman M., Nashville,
TN, ZDA) v red¢itvi 1:5000 in kuncja protitelesa proti enhanced at puberty proteinu (EAP,
darilo Ojeda S. R., OR, ZDA ) v red¢itvi 1:8000.

3.2.2 Analiza hipotalamusnega jedra SCN v moZganih

Pri analiziranju izraZzanja biokemijsko oznacenih elementov v mozganih in mesta
njihovega nahajanja je za medsebojno primerljivost rezin potrebno paziti, da so bile rezine
rezane pod enakim kotom. Dolociti si moramo tudi meje podro¢ja v mozZganih, ki ga
analiziramo. V nasi raziskavi smo se osredotocili na SCN, ker se v tem predelu mozganov
sproscajo proteini, katerih izraZenost Zelimo ovrednotiti. V. SCN smo Zeleli ovrednotiti
Stevilo oziroma gostoto izrazenih proteinov. Ker je to podrocje zaradi simetrije na vsaki
rezini zastopano dvakrat, smo analizirali podroc¢je na tisti strani, kjer je bila izrazenost
vecja. S tem smo zmanjSali moZnost za nastanek razlik z naklju¢no izbiro.

3.2.2.1 Priprava digitalnih slik in analiza

SCN smo slikali s pomoc¢jo mikroskopa (Nikon Eclipse 801 (Nikon, Japonska)) z vgrajeno
digitalno kamero (Nikon DS-Fil (Nikon, Japonska)). Digitalne slike smo uredili s pomocjo
programa Photoshop CS 8.0, s katerim smo uredili osvetlitev in kontrast slik ter jih
spremenili v ¢rno-beli format, pri tem pa nismo vplivali na kakovost imunohistokemi¢nega
barvanja na sliki. S pomoc¢jo programa Image J v.1.34 (NIH, MD, ZDA) smo slike pokrili
z mreZzo. S tem smo jih razdelili na ustrezne kvadrate, znotraj katerth smo nato Steli ¢rno
obarvana obmocja, kjer se izraza dolocen protein.

3.3 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Rezultate vseh testov smo statisticno obdelali z dvosmerno analizo variance, pri ¢emer smo
za spremenljivki uporabili spol in genotip (WT ali Crem KO). Pri vseh analizah smo kot
statisticno zanesljivo upoStevali razliko pri p < 0,05.
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4 REZULTATI

4.1 SPREMLJANIJE TELESNE TEZE

Telesno tezo smo merili tedensko v ¢asu od odstavitve do Zrtvovanja. V poskusni skupini
smo spremljali tezo 11 samcev Crem KO in 9 samic Crem KO, v kontrolni skupini pa 10
samcev WT in 11 samic WT. Rezultate meritev smo statisticno obdelali z dvosmerno
analizo variance, kjer sta bili spremenljivki spol in genotip (WT/ Crem KO). Pri vseh
tednih starosti se je pricakovano pokazala mocna statisti¢no znacilna razlika v telesni tezi
med spoloma (p = 0,000000), kjer so bili samci vselej tezji od samic (Slika 2). Med 7. in
12. tednom po odstavitvi se je pokazala statisticno znacilna razlika v telesni tezi glede na
genotip. Samci in samice Crem KO so bili v tem €asu tezji od misSi WT. Razlika v tezi med
genotipi je bila statisticno znacilna tudi 16. in 17. teden starosti, pri vseh ostalih ¢asovnih
toCkah od 13. tedna naprej pa se je pokazal mocan statistiCen trend za razliko med genotipi.
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Slika 2: Rezultati spremljanja telesne teze glede na spol in genotip v ¢asu od odstavitve do zrtvovanja s
prikazom intervalov standardne napake. Legenda: WT M — samci divjega tipa, WT F — samice divjega tipa,
Crem KO M — samci z izbitim genom Crem, Crem KO F — samice z izbitim genom Crem.
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4.2 SPREMLJANJE CELOTNE AKTIVNOSTI

4.2.1 Skupno gibanje

V poskusni skupini je bilo 9 samcev Crem KO, 6 samic Crem KO, v kontrolni skupini pa 9
samcev WT in 6 samic WT. Rezultate merjenja skupnega gibanja, ki je trajalo en teden pri
normalnem dnevno-no¢nem ciklu 12:12 in nato Se en teden v popolni temi, smo analizirali
tako, da smo izracunali povpre¢ja skupnega gibanja za vsako uro (Slika 3). Dvosmerna
analiza variance s statisti¢cnima spremenljivkama spol in genotip ni pokazala statisti¢no
znacilnih razlik v skupnem gibanju.
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Slika 3: Rezultati spremljanja ritma skupnega gibanja glede na spol in genotip. Merjenje v temi je osenceno.
Legenda: WT F — samice divjega tipa, WT M — samci divjega tipa, Crem KO F — samice z izbitim genom
Crem, Crem KO M — samci z izbitim genom Crem.
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4.2.2 Aktiven ¢as

Aktiven ¢as smo merili z uporabo istega sistema kot za merjenje skupnega gibanja. Stevilo
zivali v poskusni in kontrolni skupini je bilo enako. Tudi te rezultate smo analizirali tako,
da smo izracunali povprecja za vsako uro (Slika 4). Dvosmerna analiza variance s
spremenljivkama spol in genotip ni pokazala statisticno znacilnih razlik v aktivnem c¢asu.
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Slika 4: Rezultati spremljanja ritma aktivnega Casa glede na spol in genotip. Merjenje v temi je osenceno.
Legenda: WT F — samice divjega tipa, WT M — samci divjega tipa, Crem KO F — samice z izbitim genom
Crem, Crem KO M — samci z izbitim genom Crem.

4.3 SPREMLJANJE ANSKIOZNEMU PODOBNEGA OBNASANJA

Anksioznemu podobno obnaSanje smo testirali z uporabo dvignjenega labirinta (EPM). V
poskusni skupini je bilo 12 samcev Crem KO, 9 samic Crem KO, v kontrolni skupini pa 8
samcev WT in 10 samic WT. Spremljali smo cas, prezivet v odprtih in v zaprtih krakih
labirinta, $tevilo vstopov v krake ter ¢as, prezivet na meji med odprtimi in zaprtimi kraki.
Dvosmerna analiza variance, kjer sta bili spremenljivki spol in genotip, ni pokazala
nobenih statisti¢éno znacilnih razlik ne v ¢asu zadrzevanja v odprtem kraku EPM (Slika 5),
niti pri rezultatih Stevila vstopov v odprta kraka labirinta (Slika 6).
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Slika 5: Rezultati testa dvignjenega labirinta - primerjava Casa, ki ga je mi§ prezivela v odprtih krakih
dvignjenega labirinta, glede na spol in genotip in prikaz intervalov standardne napake. Legenda: WT — misi
divjega tipa, Crem KO — misi z izbitim genom Crem, M — samci, F - samice.

Stevilo vstopov v odprti krak EPM

BWT
B Crem KO

Stevilo vstopov v odprti krak

spol

Slika 6: Rezultati testa dvignjenega labirinta — primerjava Stevila vstopov v odprta kraka EPM glede na spol
in genotip ter prikaz intervalov standardne napake. Legenda: WT — misi divjega tipa, Crem KO — miSi z
izbitim genom Crem, M — samci, F - samice.
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4.4 IZRAZENOST AVP, CYP51 IN EAP V SCN

Z imunohistokemi¢no metodo smo ugotavljali izrazenost AVP, CYP51 in EAP v SCN v
mozganih.

4.4.1 IzraZenost AVP v SCN

Dvosmerna analiza variance je pokazala, da spol in genotip ne vplivata na razliko v §tevilu
nevronov z izrazenim AVP, saj med skupinami ni bilo nobenih razlik (Slika 7).
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Slika 7: Rezultati imunohistokemije - primerjava Stevila nevronov v SCN z izrazenim AVP med spoloma in
glede na genotip ter prikaz intervalov standardne napake. n = 5 pri vseh skupinah. Legenda: Crem KO — misi
z izbitim genom Crem, WT — misi divjega tipa, F — samice, M - samci.
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Slika 8: Rezultati imunohistokemije - izrazenost AVP v nevronih v SCN pri samcih WT (a), samcih Crem
KO (b), samicah WT (c) in samicah Crem KO (d) pri 100-kratni povecavi. Legenda: SCN —
suprakiazmaticno jedro, 3V — tretji ventrikel, OT — olfaktorni trakt.
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4.4.2 Izrazenost CYP51 v SCN

Ob natan¢nem pregledu rezin mozganov nismo opazili o€itnih razlik v izrazenosti CYP51
v SCN med zivalmi iz poskusne in kontrolne skupine (Slika 9), zato Stevila celic nismo
dodatno ovrednotili.

Slika 9: Rezultati imunohistokemije - izrazenost CYP51 v nevronih v SCN pri samcih WT (a), samcih Crem
KO (b), samicah WT (c) in samicah Crem KO (d) pri 100-kratni poveCavi. Legenda: SCN —
suprakiazmaticno jedro, 3V — tretji ventrikel, OT — oflaktorni trakt.
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4.4.3 Izrazenost EAP v SCN

ODb natan¢nem pregledu rezin mozganov nismo opazili o¢itnih razlik v izrazenosti EAP v
SCN med zivalmi iz poskusne in kontrolne skupine (Slika 10), zato Stevila celic nismo
dodatno ovrednotili.

3V

Slika 10: Rezultati imunohistokemije - izrazenost EAP v nevronih v SCN pri samcih WT (a), samcih Crem
KO (b), samicah WT (c) in samicah Crem KO (d) pri 100-kratni povecavi. Legenda: SCN —
suprakiazmaticno jedro, 3V — tretji ventrikel, OT — olfaktorni trakt.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Ceprav je veliko znanega o povezanosti gena Crem z dnevno-noénim ritmom in izdelavo
melatonina, vloga tega gena v mozganih Se ni dobro pojasnjena. Zato smo se odloc¢ili
prouciti morebitne razlike, ki bi jith miSi Crem KO lahko imele v hipotalamusnem jedru
SCN. Na ta predel mozganov smo se osredotoCili ravno zaradi njegove povezanosti z
dnevno-no¢nim ritmom. Razlike smo iskali predvsem v casu aktivnosti in skupnega
gibanja, redno smo spremljali telesno tezo misi, testirali smo tudi morebitno anksioznemu
podobno obnaSanje.

Rezultati spremljanja skupnega gibanja misi niso pokazali statisticno znacilne razlike med
miSmi Crem KO in WT. Tudi rezultati aktivnega ¢asa kazejo na ohranitev dnevno-no¢nega
ritma, nithanje je podobno med vsemi skupinami in tudi tukaj statisticna analiza ni pokazala
pomembnejsih razlik. Rezultati aktivnega Casa tako sovpadajo z rezultati skupnega gibanja.
Ritem aktivnosti je pri vseh skupinah podoben, ohranja se tudi v fazi stalne teme, kar
potrjuje dejstvo, da je dnevno-nocni ritem endogenega izvora. Odsotnost gena Crem tako
ne vpliva na dnevno-noc¢ni ritem gibanja misi, kar se ne sklada z dosedanjimi ugotovitvami
Rafaela Maldonada in sodelavcev (1999). Njihovi rezultati pravijo, da so se misi Crem KO
v dnevno-no¢nem ciklu gibale homogeno, brez padca aktivnosti v dnevnem casu. V
primerjavi z miSmi WT so bile miS§i Crem KO ves €as hiperaktivne. Nasi rezultati pa
kaZejo, da so miSi Crem KO ohranile naravni ritem, primerljiv z ritmom misi WT, kar
pomeni hiperaktivnost v temnih fazah in zmanjSano aktivnost v svetlih fazah. Vzrok za
neujemanje rezultatov bi lahko bil v premajhnem c¢asovnem obsegu, v katerem so
Maldonado in sodelavci merili aktivnost miSi. Njihov eksperiment je trajal le tri dni, kar
pomeni toliko manj$i obseg raziskave in slabsi vpogled v resni¢no stanje. NaSe spremljanje
aktivnosti in skupnega gibanja miSi je trajal skupaj dva tedna, s Cimer smo dobili
natan¢nejSi vpogled v ritem gibanja in aktivnosti. Prav tako so Maldonado in sodelavci
merili aktivnost vsaki dan le ob 14. uri, medtem ko smo v nas$i raziskavi merili aktivnost
misi v Casu celega dne. Glede na to, da je bila nasa raziskava veliko SirSe postavljena in je
zaobjela ve¢ Casovnih tock, so na$i rezultati natancnejsi prikaz uinka odsotnosti gena
Crem na dnevno-no¢ni ritem aktivnosti misi. Tako moramo naso hipotezo o spremenjenem
ritmu aktivnosti mi§i Crem KO ovreci, saj so razlike v amplitudi ritma premajhne in
statisticno neznacilne.

V ¢fasu 21 tednov po odstavitvi so miSi ustrezno pridobivale na tezi. Kot je bilo
pri¢akovano, so bili samci tezji od samic. Tudi analiza rezultatov je potrdila statistiéno
znaéilno razliko v telesni tezi glede na spol (p = 0,000000). Ce primerjamo med seboj
genotipe, pa lahko iz grafa telesne teze (Slika 2) razberemo, da genotip Crem KO povzroci
manjSo spremembo Vv telesni tezi. Gre za povecanje telesne teze pri miSih Crem KO obeh
spolov. S statisticno obdelavo rezultatov smo potrdili znacilne razlike v telesni tezi v
obdobju med 7. in 12. tednom ter v 16. in 17. tednu po odstavitvi. Vmes pa razlike niso
bile statisticno znacilne, so pa kazale mocan trend, saj je bila vrednost p tudi v vseh ostalih
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casovnih tockah po 12. tednu po odstavitvi blizu 0,05. Razlika v telesni tezi se je torej
pojavila Sele nekje od pubertete naprej in se nato ohranjala pri odraslih misi. Ker aktivnost
mis$i Crem KO ni bila spremenjena, za povecanje telesne teze misi Crem KO le-ta verjetno
ni bila vzrok, zato moramo naso hipotezo o poviSanju telesne teze misi zaradi znizane
aktivnosti ovrec¢i. Povecanje telesne teZze je zato lahko posledica spremenjenih fizioloskih
procesov v presnovi ali pri vnosu hrane. Mozen vzrok je lahko v spremembah v
adipogenezi. Odsotnost gena Crem je lahko spremenila razvoj in delovanje mozganov,
poskodbe hipotalamusnega jedra SCN na primer lahko vodijo v spremenjene
prehranjevalne navade in posledi¢no v povisano telesno tezo. V diplomskem delu nismo
spremljali porabe hrane, zato lahko o povezanosti povisane telesne teze misSi Crem KO z
motnjami prehranjevanja le predvidevamo, bi pa bilo smiselno prouciti porabo hrane pri
teh misih v nadaljnjih raziskavah. Glede na majhno razliko v telesni tezi med genotipoma
bi bil smiselen tudi poskus, v katerem bi misi hranili z bolj mastno hrano, saj se ob takem
prehranjevanju majhne razlike v telesni tezi obi¢ajno povecajo in bi razlike med miSmi WT
in Crem KO tako lahko postale bolj o€itne.

Spremljanje anksioznemu podobnega obnasanja s testom EPM ni pokazalo razlik med
skupinami. Rezultati merjenja Casa, prezivetega v odprtih krakih labirinta, in Stevila
vstopov v odprta kraka ne izraZajo statisti¢no znacilnih razlik med spoloma in genotipoma.
Rezultati spremljanja obnaSanja tako nakazujejo, da odsotnost gena Crem ne vpliva na
spremembo stopnje anksioznemu podobnega obnasanja pri miSih. Ti rezultati se zopet ne
ujemajo z rezultati raziskovalne skupine Rafaela Maldonada (1999), ki trdi, da so imele
misSi Crem KO znizano stopnjo anksioznemu podobnega obnaSanja. Ker so obnaSanje
spremljali z enako metodo, to je test EPM, lahko sklepamo, da je vzrok za neujemanje
ugotovitev v tehniki izvajanja tega testa. Njihov eksperiment je trajal tri dni, se pravi so
njihovi rezultati odraz trikratnega merjenja obnasanja po 5 minut. V nasi raziskavi pa smo
test EPM izvajali le enkrat, kot je sicer v Stevilnih metodologijah tega testa priporoceno,
saj vsakokratno ponavljanje testa zmanjSa pravilnost rezultatov zaradi spomina misi.
Rezultati Maldonada in sodelavcev se v prvem poskusu testiranja z dvignjenim labirintom
sicer ujemajo z nasimi, saj ni statistiéno znacilnih razlik med genotipoma. V naslednjih
dneh testiranja pa so misi Crem KO v njihovi raziskavi prezivele ve¢ ¢asa v odprtih krakih
labirinta verjetno ravno zaradi pozitivnih izkuSenj iz prejSnjih testiranj. Vzrok za razliko
med genotipoma pa je lahko v boljSem spominu, ki bi ga miSi Crem KO lahko imele.
Znano je, da na spomin med drugim vpliva tudi vazopresin. Njegova povezanost z genom
Crem pa Se ni natan¢no dolocena. Vzrok za izboljSan spomin bi lahko bil tudi v
spremenjenih pogojih v moZganih. Odsotnost gena Crem vpliva na spremenjen razvoj
mozganov in potrebne bi bile nadaljnje raziskave glede povezanosti gena Crem s
spominom. NaSa hipoteza o poviSani stopnji anksioznemu podobnega obnasSanja zaradi
spremenjenega bioritma je tako ovrzena, saj sta tako test spremljanja aktivnosti kot test
spremljanja anksioznemu podobnega obnaSanja dala negativne rezultate.

Razlika v izrazanju AVP v hipotalamusnem jedru SCN v moZganih glede na spol in
genotip se ni izkazala za statisticno znacilno. Nespremenjen vzorec izrazanja AVP v SCN
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lahko poveZzemo z ohranitvijo dnevno-no¢nega ritma aktivnosti miSi Crem KO, saj tako
njegovi vplivi na dnevno-no¢ni ritem in lokomotorno obnasanje niso bili spremenjeni. Prav
tako nismo nasli razlik v izrazanju CYP51 v omenjenem podro¢ju mozganov. V mozganih
je CYPS51 najverjetneje pomemben za proizvodnjo holesterola za izgradnjo celi¢nih
membran. Proizveden holesterol lahko sluzi tudi kot predhodnik nevrosteroidnih
hormonov. Mozno pa je tudi, da neposredni produkti encima CYP51 delujejo kot
sporo¢ilne molekule. Ceprav je znano, da mi§i Crem KO nimajo dnevno-noénega ritma
izrazanja CYP51 v jetrih, kar vodi v moteno tvorbo holesterola, nasi rezultati kazejo na
normalno izrazanje CYP51 v SCN, kar verjetno pomeni nemoten potek izdelovanja
holesterola v tem predelu mozganov. Tudi rezultati imunohistokemi¢nega barvanja rezin
za EAP v SCN niso pokazali statisticno znacilnih razlik med spoloma in genotipoma.
Zaradi nespremenjenosti v izrazanju EAP v SCN tudi ni nobenih sprememb pri plodnosti
samic, ¢eprav dejansko Se ne vemo, kaj je vloga EAP v hipotalamusnem jedru SCN.
Protein EAP je bil odkrit Sele pred kratkim in je zaenkrat zelo malo znanega o njegovem
delovanju. Znano je le, da je izrazenost proteina EAP povezana z nastopom pubertete vsaj
pri samicah. Izrazenost EAP v SCN bi lahko bila povezana z delovanjem spolnega sistema,
saj je ta mocno wuravnavan s cirkadianimi oziroma cirkanualnimi ritmi. Iz
imunohistokemi¢nih rezultatov tako lahko sklepamo, da odsotnost gena Crem ne vpliva na
izrazanje AVP, CYP51 in EAP v SCN, s ¢imer se ovrze nasa hipoteza o spremenjenem
izrazaju proteinov v SCN zaradi motenega dnevno-no¢nega ritma misi Crem KO. Rezultati
imunohistokemije nakazujejo, da razvoj SCN z vidika izraZenosti teh treh proteinov in
morfoloSkih znacilnosti samega jedra ni moten. Niso pa izkljuCene druge mozne
spremembe v razvoju tega predela mozganov, ki bi se lahko pokazale v spremenjenem
izrazanju katerih drugih genov kot so morda geni za uravnavanje dnevno-no¢nih ritmov
(na primer per, bmal, clk in drugi).

Rezultati spremljanja aktivnosti in gibanja miSi, testiranja anksioznemu podobnega
obnaSanja in analize izraZanja proteinov AVP, CYP51 in EAP v SCN ne kaZejo statisticno
znacilnih razlik glede na spol in genotip. Meritve telesne teZe misi pa so pokazale mocan
vpliv spola in tudi statisticno znacilno razliko v telesni tezi med genotipoma od pubertete
naprej. Na podlagi naSih rezultatov lahko trdimo, da gen Crem nima vpliva na dnevno-
nocni ritem aktivnosti in gibanja misi, prav tako ne vpliva niti na anksioznemu podobno
obnaSanje niti na izraZzanje omenjenih treh proteinov v hipotalamusnem jedru SCN. O¢itna
pa je povezanost gena Crem s telesno tezo misi, vendar natancen vzrok za poviSanje teze
misSi Crem KO $e ni pojasnjen in lahko sluzi kot predmet nadaljnjih raziskav.
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6 POVZETEK

IzraZzanje vecleksonskega gena Crem (cAMP responsive element modulator) je tkivno
specificno in uravnavano z razvojem. Crem spada v druzino vezavnih faktorjev na
elemente CRE in aktivira cAMP sporocilno pot. Gen Crem postane inducibilen z aktivacijo
sporocilne poti adenilat-ciklaze, vendar se pri tem ne inducirajo prepisi Crem a, B3, y in 1, ki
imajo svoj, drugacen prepisovalni nadzor, ampak se inducira nova izoforma ICER (Molina
in sod., 1993). Protein ICER (inducible cAMP early repressor) ima pomembno vlogo pri
delovanju dnevno-no¢nega sistema v mozganih sesalcev. Med drugim se nahaja tudi v
suprakiazmati¢nem jedru hipotalamusa, ki je odgovoren za nadzor dnevno-no¢nega ritma.
Natan¢na vloga gena Crem in njegovega prepisa ICER v mozZganih pa Se ni dobro
proucena.

V nasi raziskavi smo uporabljali model gensko spremenjene misi, ki je imel izbit gen
Crem. Zeleli smo prouéiti vplive gena Crem na dnevno-noéni ritem aktivnosti in gibanja
mi$i, na telesno tezo in anksioznemu podobno obnaSanje. Zanimale so nas tudi morebitne
spremembe Vv strukturi in delovanju SCN, zato smo analizirali izrazanje proteinov arginin
vazopresin (AVP), lanosterolne demetilaze (CYP51) in enhanced at puberty proteina
(EAP).

AVP v moZganih deluje kot nevrotransmiter (Brown, 1994) in antiamnestik (De Wied,
1984). Izraza se predvsem v SCN, njegovo sproscanje je podvrzeno dnevno-no¢nemu
ritmu. AVP pomaga tudi v dnevno-no¢nem nadzoru sproS€anja nekaterith hormonov
(kortikotropin sproscujo¢i hormon, adrenokortikotropi¢ni hormon), pomemben pa je tudi
za dnevno-noc¢ni ritem lokomotornega obnaSanja. Povezujejo ga tudi z urejanjem agresije,
socialnega prepoznavanja, depresije in anksioznemu podobnega obnasanja (De Vries in
sod., 1983).

CYP51 spada v druzino citokromov P450 in je povezan s tvorbo holesterola v jetrih
(Cytochrome P450, 1997), v mozganih pa katalizira izoblikovanje Stevilnith mozganskih
signalnih molekul (Liu in sod., 2004). Tvorba holesterola je podvrzena dnevno-no¢nemu
ritmu. Ugotovili so, da gen Crem in njegov protein ICER vplivata na dnevno-no¢no
izrazanje CYPS51 v jetrih (A¢imovi€ in sod., 2008). V moZganih natan¢na vloga CYP51 Se
ni razjasnjena, predvideva pa se, da ureja tvorbo holesterola za celicne membrane,
holesterol lahko sluzi tudi kot predhodnik nevrosteroidnih hormonov, produkti encima
CYP51 pa v mozganih lahko delujejo tudi kot signalne molekule.

Vloga proteina EAP je Se precej neznana, vemo le, da je njegovo spros€anje povezano s
puberteto in da prispeva k nadzoru reproduktivnosti samic.

Aktivnost in gibanje miSi smo spremljali z uporabo sistema za merjenje aktivnosti v
dvodimenzijskem prostoru. Gibanje miSi se je zaznavalo s prekinitvijo Zarkov in
posledi¢no ponovno vzpostavitvijo drugih Zarkov. Prvi del meritev je bil opravljen pri
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normalnem svetlo-temnem ciklu (12:12), drugi del pa v stalni temi. Oba dela sta
posamicno trajala 7 dni, brez prekinitve med obema deloma.

Anksioznemu podobno obnasanje smo spremljali z uporabo dvignjenega labirinta (EPM).
Belezili smo si Stevilo vstopov v odprte in zaprte krake ter trajanje njihovega postanka.
Belezili smo si tudi postanke na mejnih mestih med kraki.

Telesno tezo smo merili tedensko, vedno ob enakem Casu, vse od odstavitve do zrtvovanja.
Misi smo Zrtvovali 21. teden po odstavitvi, fiksirali tkivo s postopkom perfuzije in jim
odvzeli moZgane.

[zraZanje proteinov AVP, CYP51 in EAP smo analizirali z metodo imunohistokemi¢nega
barvanja plavajo€ih rezin mozganov misi. Uporabili smo primarna kuncja protitelesa proti
arginin vazopresinu v red¢itvi 1:15000, primarna kuncja protitelesa proti CYP51 v red¢itvi
1:5000 in primarna kuncja protitelesa proti enhanced at puberty proteinu v red¢itvi 1:8000.
Na njih smo vezali sekundarna proti-kuncja protitelesa, narejena v oslu v red¢itvi 1:500.
Pod mikoskopom smo slikali hipotalamusno jedro SCN in uredili digitalne slike.

Vse rezultate smo statisticno obdelali z dvosmerno analizo variance, kjer smo za
spremenljivki uporabili spol in genotip (WT ali Crem KO). Pri vseh analizah smo kot
statisticno znacilno upostevali razliko prip < 0,05.

Rezultati aktivnega Casa in skupnega gibanja ne kazejo statisticno znacilnih razlik glede na
spol in genotip. Dnevno-nocni ritem je bil pri vseh skupinah ohranjen. Prav tako ni bilo
razlik pri testiranju anksioznemu podobnega obnasanja z EPM. Statisticno znacilne razlike
pa so se pojavile pri rezultatih meritev telesne teze misi. Kot pricakovano se kaze velik
vpliv spola na telesno tezo. Tudi glede na genotip se je pojavila razlika, saj kazejo misi
Crem KO povisano telesno tezo v primerjavi z miSmi WT vse od pubertete naprej.
Rezultati imunohistokemi¢nega barvanja rezin mozganov ne kazejo razlik v izraZzanju
proteinov AVP, CYP51 in EAP v SCN.

Nasi rezultati tako kazejo, da gen Crem ne vpliva na dnevno-nocni ritem aktivnosti misi in
prav tako ne na anksioznemu podobno obnaSanje. Gen Crem tudi ne vpliva na izraZanje
proteinov AVP, CYP51 in EAP v hipotalamusnem jedru SCN v mozganih. Dokazan pa je
vpliv gena Crem na telesno tezo misi, ki se kaze od pubertete naprej. Vzrok je lahko v
spremenjenem delovanju SCN, kar bi pomenilo motnje v prehranjevanju, ali pa v
spremembi drugih fizioloSkih procesih v telesu, na primer adipogenezi, vendar to€en vzrok
za poviSanje teze Se ni pojasnjen.
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