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HOOFDSTUK 1

INLEIDING

Het lijkt vanzelfsprekend dat een mannelijke en vrouwelijke
rat elkaars nabijheid zoeken wanneer het vrouwtje in bronst is.
Deze +toenadering wvan beide seksen is cnontbeerlijk voor
copulatie, bevruchting en daarop volgende zwangerschap. Ook bij
solitair 1levende diersoorten (bijvoorbeeld de egel) zoeken
vrouwelijke en mannelijke soortgenoten elkaars nabijheid
gedurende de paringstijd. Er is wveel .onderzoek verricht naar
factoren die wvan invloed zijn op het paringsgedrag hij dieren;
de fase van toenadering tussen beide seksen 1s echter minder
onderzocht. Dit proefschrift 1is een weerslag van experimenten
waarbi] toenaderingsgedrag van ratten onder
laberaterium-omstandigheden werd bestudeerd.

In al deze experimenten werd gebruik gemaakt wvan een
kruisvermige woonkooi waarin een rat (het loopdier) kon worden
geplaatst. Deze rat heeft dag en nacht toegang via de vier armen
van deze kruisvormige woonkooi tot vier kooitjes die zich aan het
eind van iedere arm bevinden (eindkooitjes). In twee van deze
eindkooitjes is of water of voer aanwezig, terwijl in de andere
twee eindkooitjes het 1loopdier in de nabijheid van' een
soortgencot (stimulusdier) kan verblijven, die in een kooitje zit
dat boven op het eindkooltje is gemonteerd. Het stimulusdier en
het 1loopdier =zijn slechts door gaas van elkaar gescheiden. Uit
de continue stroom van elkaar opvolgende activiteiten die het
loopdier in deze opstelling vertoont worden slechts twee, deels
van elkaar afhankelijke gedragingen onderzocht: de tijdsduur en
de frequentie waarmee het lcoopdier de eindkocitjes bezoekt. Het



op enig tijdstip vaker verschijnen of het langer verblijven in
een van de eindkooitjes is op te vatien als een voorkeur van het
loopdier voor die plaats ten koste van de mogelijkheid om op
enige andere plaats in de kruiskooi te toeven. Deze voorkeur is
het gevolg van de keuze van het dier. Deze keuze wordt bepzald
door een samenspel van inwendige factoren (bijvdorbeeld hongerig
zijn) en uitwendige factoren (de aanwezigheid wvan voer of een
sportgencot of het aangaan van de lichten). Verandering in
inwendige of uitwendige factoren belinvlioedt de keuze wvan het
dier en het daarmee samenhangende gedrag. Wanneer de overige
cmstandigheden niet veranderen is een langer verblijf in de
nabijheid wvan een wvan de stimulusdieren op te vatten als een
voorkeur van het loopdier voor dit stimulusdier. De keuze van
het loopdier om in de mabijheid van een stimulusdier te toeven
zal afhankelijk zijn wvan factoren in het Iloopdier. alsock
afhankelijk van factoren in het stimulusdier. Het is niet zonder
meer duidelijk wat de aard (seksueel, agonistisch) is van de
keuze wvan het loopdier omdat in de kruisvormige woonkooi nauw
lichamelijk contact uitgesloten is; wel kunnen stimulusdier en
loopdier elkaar ruiken, horen en zien. Er is door de scheiding
van gaas beperkt tactiel contact tussen esn stimulusdier en een
loopdier mogelijk. Om de vraag te beantwoorden of de keuze van
het loopdier voor een stimulusdier op te vatten Is als seksueel
toenaderingsgedrag zal gebruik gemaakt dienen te worden wvan
gegevens die In een andere opstelling over paringsgedrag
verkregen zijn. Van een vrouwelijke rat is bekend dat zi]
slechts éénmaal per vier & vijf dagen wil copuleren, en wel
gedurende de nacht wvan haar bronst (bij.ratten is de nacht de
fase van de licht-donker cyclus waarin de dieren het meest actief
zijn en seksueel gedrag vertonen) [Long & Evans 1922; Larsson
19%8; Richter 1970; Stefanick 198%]. Gedurende de overige
dagen in deze cyclus =zal =ze niet toestaan dat een mannelijke

soortgenocot met haar tracht te parem noch zal =zij zelf hiertoe



initiatieven nemen. Bestudering van het keuzegedrag van een
intacte vrouwelijke rat leert dat ze gedurende de nacht van haar
bronst een duidelijke woorkeur heeft om in de nabijheid van een
intacte mannelijke soortgencot te =2zitten in wvergelijking tot
andere dagen van haar cyclus [Meyerson & Lindstrdm 1973]. Dit
gedrag van het vrouwtje gedurende de nacht van haar bronst is op
te vatten als seksueel toenaderingsgedrag. Ook het omgekeerde is
megelijk: bestudering van het keuzegedrag van een mannelijk
loopdier gedurende de bronsteyclus van een vrouwelijke rat mazkt
het mogelijk om een ultspraak te doen over de aard van die keuze.

. In dit proefschrift wordt keuzegedrag bij mannelijke ratten
bestudeerd waarbij vrouwelil]ke ratten als stimulusdieren gebruikt
worden. Bij de mannelijke ratten worden hormonale manipulaties
uitgevoerd, =zoals castratie en substitutie met hormonen. Bij de
vrouwelijke stimulusdieren wordt onderzocht in welke mate haar
hermonale status van invliced is op het keuzegedrag van het
mannelijke loopdier. 1In de experimenten in hoofdstuk 10 stzat de
communicatie tussen de dieren centraal: onderzocht wordt via
welke zintuigeljke prikkels de vrouwelijke dieren het

keuzegedrag van een mannelijk loopdier belInvloeden.

Het gebruilk van een mannet]e als loopdier kan wellicht de
indruk wekken dat dit de meest “natuurlijke™ situatie weergeeft.
Calhoun [1962] beschri]ft dat in een “natuurlijke™ situatie het
vrouwtje gedurende haar ©bronst haar nest verlaat om met
mannelijke soortgenoten in contact te komen. Op andere dagen van
haar c¢yclus blijft zij meer in de nabijheid van haar nest. Oock
onder laboratoriumemstandigheden 1ijken vrouwtjes actief een
partner-keuze te maken, wanneer zij daartoe in de gelegenheid
zijn. McClintock, Anisko en Adler [1982, p 424)], die seksueel
gedrag bij ratten in groepen met meerdere vrouwtjes en mannet]es
onderzochten, zeggen hierover: “Females exercised mate choice

during group mating..... male rats tend to follow whichever female



is closest to them and darting away”.

De besglissing om het mannetje als loopdier te gebruiken is
vooral ingegeven door vele onderzoekingen die zijn verricht maar
de hormonale beiInvliceding van copulatiegedrag bij deze sekse
[Sachs & Barfield 1977; Dewsbury 1979; Larssgon 1979].

Zo is bekend dat castratie wvan een mannelijke rat tot
anatomische en neurofysiologische veranderingen van de penis
leidt [Feder 1971; Hart, Wallach & Melese-d Hospital 1983].
Tevens vercorzaakt castratie een afname in de paringsactiviteit
van het dier [Steinach 18%94; Davidson 1966]. Testosteron
toediening doet ©beide effecten van castratie teniet [Beach &
Holz-Tucker 1949; Feder 19713 Hlindk, Madlafousek &
Monapelovid 1979].

Naast deze zogenaamde gctiverende werking die testosteron
heeft op volwassen leeftijd, 1is dit hormoon ook in de pericde
rond de geboorte wvan belang (de zogenaamde organiserende
werking). In de perinatale pericde zorgt testosteron er voor dat
de uitwendige genitali&n zich in mannelijke richting ontwikkelen
[Goy & Goldfoot 1573]. Vooral in de periode vlak na de geboorte
draagt de aanwezigheid van dit hormeoon ertoe bij dat ratten in
volwassenheid gevoeliger 2ziln voor de activerende werking van
testosteron: ratten die vliak na de geboorte bhlootgesteld =zijn
aan testosteron vertonen op volwassen leeftijd (na toediening van
testosteron veor activering wvan het gedrag) meer “mannelijk”
paringsgedrag dan dieren die niet aan testosteron zijn
blootgesteld in de necnatale periode [Beach, Noble & Orndoff
1969]. Bij mannelijke ratten produceren de testes het
testosteron dat nodig is voor de organiserende werking [Slob,
0oms & Vreeburg 1980]. Bij vrouwelijke dieren kan deze verhoogde
gevoeligheid voor de activerende werking van testosteron bereikt
worden door in de neonatale periode dit hormoon aan de dieren toe
te dienen [S&8dersten 1973].

Zowel ten aanzien van de organiserende als ten aanzien van de



activerende werking wvan testostercn kan men de vraag stellen of
de gedragseffecten veroorzaakt worden door een directe werking
van testosteron op de hersenen. Een altermatieve hypothese_is
dat de gedragseffecten een gevolg zijn van de veranderingen aan
de uitwendige genitaliBn, die door testosteron veroorzaaki zijn.
Bestudering van seksueel toenaderingsgedrag zal meer inzicht
kunnen geven in deze vraag. Tijdens de fase van toenadering is
de toestand van het mannelijk genitaal immers wvan ondergeschikt
belang.

In het volgende hoofdstuk zal een overzicht gegeven worden
van de kennis op het gebied van de hormonale belinvlceding van
seksueel gedrag bij de rat. Aan het eind van dat hoofdstuk zal
verder wverduidelijkt worden bij welke vragen en inzichten de

experimenten in dit proefschrift aansluiten.






HOOFDSTUK 2

ACHTERGRONDEN BIJ HET ONDERZOEK

INLEIDING

Effecten van castratie op uiterlijk en gedrag bij mens en
dier waren reeds bekend in de oudheid [Medvei 1982]. Berthold
beschreef in 1849 de effecten van castratie bij de haan: -~ door
castratie nam de hanekam in omvang af; ook kraaiden, vochten of
copuleerden de gecastreerde hanen niet meer. Geinspireerd door
de geslaagde pogingen van John Hunter (1728-1793) om ©ij kippen
testes in de buikholte te implanteren [Medvei 1982], verplaatste
Berthold bij twee hanen de testes naar de buikholte. De hanekam
en het gedrag van deze dieren veranderden door deze ingreep niet,
hoewel de testes van hun corspronkelijke plaats en dus van hun
corspronkelijke zenuwvoorziening ontdaan  waren. Uit  deze
waarneming trok Berthold de conclusie dat de testes een stof
afscheiden die via het bloed invlced uitoefent op het gehele
organisme, inclusief de hersenen: ~durch deren (van de testes)
Einwirkung auf das Blut, und dann durch entsprechende Einwirkung
des DBlutes auf den allgemeinen Organismus Uberhaupt, wWovon
allerdings das Nervensystem einen sehr wesentlichen Theil
ausmacht™ (RBerthold 1849,p 46). - Door Steinach is in 1894 een
beschrijving van effecten van castratie biJ de rat gepubliceerd.

Bijna een halve eeuw later werd testosteron uit de testes van
stieren géisoleerd [David, Dingemans, Freud & Laqueur 1935]. 1In
1952 werd aangetoond dat de testis deze stof aan het bloeed
afscheidt [West, Hollander, Kritchevski &% Dobriner 1952].

De kennis en het inzicht in de rol die hormonen spelen bij de



totstandkoming van gedrag is sinds Bertheold enorm toegencmen;
zozeer zelfs dat Beach in 1975 dit gebied van onderzcoek aanduidde
als gedragsendocrinclogile. De meeste studies hebben betrekking
op de rol die hormonen en dan vooral geslachtshormonen spelen bij
seksueel gedrag. Daarnaast zijn er effecten bekend van hcrmonen
op andere gedragingen (bpijveoorbeeld agonistisch gedrag,
speelgedrag). Tegenwoordig  worden ook deze zogenaamde
niet-seksuele gedragingen uitgebreid onderzocht [Leshner 1978;
Beatty 1979; Beach 1981]. In dit proefschrift worden
experimenten beschreven die betrekking hebben op de invliged wvan
hormonen op een onderdeel van seksueel gedrag. Dit inleidende
hoofdstuk bevat een meer algemene uiteenzetting over hormonale

beInvloeding van seksueel gedrag bij ratten.

PARINGSGEDRAG BIJ RATTEN

Het merendeel van de kennis over hormonale bhelInvlceding wvan
copulatiegedrag bij ratten is i1in het laboratorium verkregen.
Hiertoe wordt meestal gebruik gemaakt van een halfcirkelvormige
observatiekooi, die aan de voorzijde is voorzien van glas of
pPerspex. In deze kool wordt het te onderzoeken .mannetje
geplaatst en krijgt het enige tijd om te adapteren [Young 1961].
Vervolgens wordt een bronstige vrouwelijke rat in de
observatiekoel geplaatst. Vanaf dat moment kunnen de diverse
gedragingen elkaar snel opvolgen. Om gedrag in getal uit te
kunnen drukken dienen diverse componenten onderscheiden te worden
in de continue stroom van gebeurtenissen [Hinde 1982]. Stone en
Ferguson [1940] hebben door analyse van filmmateriaal inzicht-
verkregen in de volgorde en diversiteit van gedragingen tijdens
de paring bij de rat.

De gebeurtenissen in de observatiekoci laten zich in het kort

als volgt beschrijven [Sachs & Barfield 1977; Larsson 1979)]:



het bronstige vrouwtje loopt op het mannetje toe en besnuffelt
hem; vervolgens schiet ze op karakteristieke wijze weg (darting)
om na enkele decimeters weer abrupt tot stilstand te komen. Vaak
zal ze dan ook een bolle rug maken (presenting). Tijdens dit
wegschieten en stil zitten valt het trillen van de oortjes wvan
het  vrouwtje op (ear-wiggling). Ook maakt het vrouwtje
sprongetjes waarhij ze maar weinig van plaats verandert
(hopping). Vrijwel onﬁiddellijk na intreductie van het bronstige
vrouwtje zal het mannetje zich naar haar toewenden. Hij =zal
trachten haar wvan achteren te beklimmen. De tijdsduur tussen
introductie van het vrouwtje en de eerste beklimming door het
mannetje duurt slechts enkele tellen, zeker wanneer het mannetje
vaker in deze situatie getest 1s, en er van een “ervaren”
mannetje gesproken kan worden [Dewsbury 1969]. Gedragingen die
aan de eigenlijke paring wvooraf gaan laten =zich .in deze
opstelling nauwelijks Dbestuderen. In de meeste studies is dan
ock alleen het paren zelf onderwerp van onderzoek geweest. Het
mannetje =zal een aantal beklimmingen uitveoeren waarbij hij
meestal met zijn bekken een stotende beweging maakt; bij gebruik
van een spiegel die schuin onder de observatiekooi is geplaatst
is waar te nemen dat bij een aantal wvan deze Dbeklimmingen het
mannetje zijn penis gedurende korte tijd in de vagina van het
vrouwtje brengt (intromissie). Het vrouwtje maakt dit mogelijk
door tijdens de beklimmingen door het mannetje een holle rug te
maken (lordose). Na een aantal beklimmingen met intromissie
volgt een intromissie waarbij het mannetje ejaculeert. Deze
ejaculatie wordt gevolgd door een korte periode van ilnactiviteit
(de refractaire periode), waarna het mannetje en het vrouwtje
weer aan een nieuwe serie beklimmingen zullen beginnen.

Ock bij zijdelingse observatie (waarbij men geen zZzicht heeft
op de penis) is het mogelijk om door nauwkeurige observatie wvan
het gedrag wvan het mannetje onderscheid te maken tussen

beklimmingen =zonder intromissie, beklimming met intromissgie, en



ejaculatie. Bij een beklimming met intromissie is de bekkenstoot
veel langduriger en dieper dan bij een beklimming met bekkenstoot
zonder intromissie. Na een intromissie springt het mannetje a;s
het ware met kracht achteruit, van het vrouwtje af. In de meeste
gevallen zal het mannetje na een intromissie zijn penis 1likken.
Ook bij het ejaculeren vertocont het mannetje een kenmerkend
gedrag. In plaats van de snelle, krachtige sprong achterwaarts,
die kenmerkend is woor de intromissie, ©blijft hij bij het
ejaculeren enige tellen Dboven het vrouwtje hangen, met 2zijn
voeorpootjes los van haar flanken.

In diverse experimenten is gebleken dat ook vrouwelijke
ratten beklim-, intromissie- en ejaculatiegedrag kunnen vertonen
[Beach 1938;:; Beach & Rasquin 1942; Baum, SSdersten & Vreeburg
1974; Sleb & wvan der Schoot 1982]. Het zal duidelijk zijn dat
dit gedrag bij het vrouwtje zo gencemd wordt wvanwege ,de grote
gelijkenis die het vertoont met het gedrag dat een mannetje
vertoont tijdens de paring. Bi] een vrouwtje kan er immers geen

sprake zijn van een intromissie of ejaculatie.

HORMONALE ASPECTEN VAN PARINGSGEDRAC BIJ DE RAT
Hormonale invlceden op het bronstgedrag van het vrouwtje

Het optreden van het bronstgedrag 1is duidelijk gerelateerd
aan de ¢yclisch optredende morfologische en fysioclogische
veranderingen in ovaria en vagina [Long & Evans 1922]; eenmaal
per 4 a 5 dagen komt het vrouwtje in bronst. Er is een
duidelijk verband tussen het optreden wvan dit gedrag en de
wisselingen in de ©bloedspiegels van de heormonen oestradicl en

progesteron (zie figuur 2-1).
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Figuur 2-1.
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Ovariectomie betekent veoor het vrouwtje het einde wvan het
periodieke optreden wvan bronstgedrag. Bij geovariectomeerde
vrouwtjes is het mogelijk door middel van de hormonen oestradiol
en progesteron het bronstgedrag weer te induceren [Boling &
Blandau 1939; Beach 1942¢; Fadem, Barfield & Whalen 1979].
Bronstgedrag wordt meestal op een lijn gesteld met receptiviteit:
het feit dat het behandelde vrouwtje bereid is om een intromissie
van het mannetje mogelijk te maken door haar rug hol te maken
{lordose). Thor en Flannelly [1978] merken op dat de ontdekking
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dat oestrogeen in combinatie met progesteron receptiviteit bij
een geovariectomeerd dier kan bewerkstelligen ertoe heeft
bijgedragen dat de aandacht van onderzoek zich vooral gericht
heeft op de gedragingen van het mannetje: immers op ieder
tijdstip kan de onderzoeker beschikken over een receptief
vrouwtje waarmee de gedragingen van een behandeld mannetje getest
kunnen worden. Het wvrouwtje wordt als gestandaardiseerd en
constant beschouwd; ze vormt tezamen met de andere testcondities
het niet variabele deel van de testopstelling. Beach heeft in
1976 op deze onevenwichtigheid in onderzoek gewezen: “this paper
propeoses ¢ertain correctives for the existing imbalance ....{in}
the study of feminine sexuality and its behavioral expressien”™
(p 105). In dit artikel geeft Beach [1976] een schematische
weergave van cpeenvolgende fasen In seksueel gedrag, waarbij de
bijdrage wvan beide seksen. aan de totstandkoming wvan de paring
sterk benadrukt wordt: “At each stage hoth sexes are equally
involved™. In de paragraaf “vier fasen in seksueel gedrag”
worden de ideeBn van Beach nader besproken.

Het is mogelijk gebleken om -onder bepaalde omstandigheden-
bij volwassen gecastreerde mannetjes door toediening van
cestradiolbenzoaat en progestercn receptiviteit te induceren [van
de Poll & van Dis 1977; Schaeffer-& Aron 1981; Schaeffer, Roos
& Aron 1986]. 1In hoofdstuk 11 =zal hier nader op in gegaan

worden.

Hormonale invloeden op het paringsgedrag van het mannetje

Castratie en testosteron

‘ Het effect van castratie op paringsgedrag bij de rat werd
in 1894 door Steinach beschreven: “"Dieser Grad ven Potenz
hielt bei dem einen Castraten 6 Monate, bel den 2 andern c¢irca 4

Monate ungeschwicht an ...Nach diesem Stadium der unverdnderten
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Potenz nahm das Begattungsvermdgen allmihlich ab (p 334).
Na castratie van de mannelijke rat verdwijnt het copulatiegedrag
geleidelijk: eerst verdwijnt het ejaculatiegedrag, dan hgt
intromissiegedrag en tenslotte ook het beklimgedrag [Davidson
1966; Larsson 1979; Madlafousek, Hliddk & Beran 1976].
Toediening wvan testosteron leidt tot terugkeer wvan alle
componenten van paringsgedrag. Er is een dosis-afhankelijke
relatie +tussen de hoeveelheid toegediend testosteron en het
aantal ejaculaties in een gegeven pericde; wvanneer het
precastratie niveau van deze parameter bereikt 1s vindt er geen
verdere toename meer plaats [Beach & Holz-Tucker 1949].

Bij het intocte mannetje is de relatie tussen de
testosteronspiegel in het bloed en paringsgedrag minder duidelijk
[S8dersten, Hangen, Eneroth, Wilson & Gustafsson 1980].
Damassa, Smith, Tennent en Davidscn t1977] zochten fevergeefs
naar een relatie tussen het testosterongehalte véér de test en
enige gedragscomponent tijdens de test; de mannetjes die een
hoge testosteronspiegel bleken te hebben waren gedurende de test
niet actiever dan mannetjes die een lagere spiegel hadden.
Dagelijkse toediening wvan 100 ug testosteronpropionaat aan
seksueel onervaren mannetjes heeft tot gevolg dat er een toename
is in alle componenten van seksueel gedrag; Dbij seksueel ervaren
mannetjes is dit effect minder duidelijk [Taylor, Weiss & Rupich
1985]. Ook is er gedurende een paringstest een stijging in het
testosterongehalte te meten. Kamel en Frankel [1978] verzamelden
bloedmonsters bij parende ratten via een verblijfscatheter.
Gedurende de test nam het testosterongehalte toe tot 30 minuten

na intreductie van het bronstige vrouwtje en bleef daarna op een

constant hoog niveau. Deze onderzoekers +vonden geen relatie
tussen enige gedragscomponeﬁt en het (stijgende)
testosterongehalte. Blootstelling van een mannelijke rat aan de

urine van een bronstige vrouwelijke rat geeft ook een wverhoging

van de hoeveelheid circulerend testosteron [Purvis & Haynes 1978;:

13



Taylor, Regan, Haller 1983). Mannelijke ratten van 27 maanden
oud die niet meer copuleren hebben een lagere basale
testosteronconcentratie dan jongere dieren. Deze ocude mannetjes
reageren niet met een stijging van het plasmatestosteron wanneer
zij in contact gebracht worden met een bromnstig vrouwtje [Frankel
1981]. Intacte jongere ratten, die om cnbekende redenen geen
paringsgedrag vertonen, reageren ook niet met een stijging in hun
plasmatestosteron op de introductie van een bronstig vrouwtje.
De basale testosteronspiegel ©bij deze niet-copulerende jonge
mannetjes is evenwel niet verschillend wvan die van even oude
seksueel-actieve mannetjes [Kemel & Frankel 1978]. Wel is er een
verschil gevonden in de hoeveelheid hormoonreceptoren in
specifieke hersengebieden tussen seksueel-actieve en niet-actieve
mannetjes [Clark, Davis & Roy 1985]. Hoewel de functie van het
stijgen van de testosteronspiegel bi] seksueel actieve wmannetjes
in de aanwezigheid wvan bronstige vrouwtjes nog onduidelijk is,
vond Malmniis [1977] dat seksueel ervaren mannetjes na een
eenmalige intraperitoneale injectie met testosteron die een uur
voor de paringstest werd gegeven minder beklimmingen en
intromissies maakten alvorens te ejaculeren-

Na castratie daalt het plasmatestosteron binnen 24 uur tot
niet detecteerbaar niveau [S&dersten, Hansen, Eneroth, Wilson &
Gustafsson 1980]. Het aantal kunstmatig op te wekken Erecties*
in een vijftien minuten durende test neemt eveneens binnen 24 uur
na castratie sterk af [Hart, Wallach & Melese d’Hospital 1983].
Na castratie vinden er ook anatomische veranderingen aan de penis
plaats. Bij intacte mannelijke ratten bevinden zich op de glans
penis verhoornde papillen. Castratie leidt tot afname wvan het

aantal papillen [Feder 1971]. Het gewicht van de glans penis en

L

Door de voorhuid van de penis bij de rat terug te trekken
kunnen bilj de rat erecties en penisbewegingen cpgewekt worden,
waarvan wordt aangenomen dat die ook tijdens de copulatie
optreden [Hart 1968?.
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de Mm bulbocavernosi dazlt sterk na castratie [Meisel, 0°Hanlon &
Sachs 1984]. Ook het gewicht van prostaat en zaadblazen neemt
af. _ _

In tegenstelling tot de neurofysioclogische en anatomische
veranderingen aan de penis, neemt het paringsgedrag na castratie
slechts geleidelijk af, in de loop van weken +tot maanden. Een
maand na castratie vond Davidson [1966] nog bij 42 procent van de
dieren ejaculatiegedrag, terwi]l één mannetje nog 18 weken na
castratie d4it gedrag vertcoconde. Ejaculatiegedrag is de eerste
component In het seksuele gedrag van het mannetje die na
castratie verdwlijnt, gevolgd door intromissiegedrag.
Beklimgedrag en precopulatoire gedragingen (zoals anogenitaal
snuffelen) wverdwijnen =zeer langzaam [Madlafousek, Hlindk, Beran
1976; Thor 1978; Davidson 1966; Larsson 1979].

Toediening van testosteron, via subcutane of 1ntramusculaire
injecties of door middel van continue afgifte uit een siliconen
rubber implantazat (een subcutaan gelnplanteerde kunststof
capsule) leidt tot terugkeer wvan alle componenten wvan het
paringsgedrag. Binnen 24 uur na rplaatsing van een siliconen
rubber implantaat met testosteron is er een toename in het aantal
kunstmatig op te wekken erecties; na 48 uur 1is het aantal
erecties niet wverschillend wvan het aantal dat bij intacte
mannelijke ratten wordt waargenomen [Gray, Smith & Davidson 1980;
Hart, VWallach & Melese d’'Hospital 1987%]. Effecten van
testosteron toediening op paringsgedrag treden pas later op. Bij
ratten, die na castratie geen beklimgedrag meer vertconden, had
een eenmalige injectie met testosteron na 30 tot 54 wuur het
optreden wvan beklim- en intromissiegedrag tot gevelg [MalmnZs
1973]. Pas 15 dagen na dagelijkse toediening wvan 100 ug
testosteronpropionaat vertoonden alle behandelde ratten
intromissie-~ en ejaculatiegedrag [S3dersten 1973a].

Voor een aantal gedragsparameters bestaat er een

dosis-afhankelijke relatie met de hoeveelheid toegediend



testostercon met als maximum het precastratie niveau wvan de
betreffende parameter. Beach en Holz-Tucker [1949] vonden een
relatie tussen de hoeveelheid toegediend testosteron en hgt
aantal ejaculaties per test. In een onderzoek waarbij aan
&ecastreerde ratten testosteron werd tcegediend door middel wvan

siliconen rubber implantaten met wverschillende lengtes, werd

duidelijk dat met name de intromissie-latentie, het
post-ejaculatoire interval en de intromissie-frequentie
afhankelijk waren van de plasmatestosteron-concentratie

[Damassa, Smith, Tennent & Davidson 1977]. Verder werd uit dit
onderzeoek duidelijk dat de plasmatestosteron-concentratie die
nodig is om het gedrag tot precastratie niveau te herstellen
ongeveer 1/3 bedraagt van de gemiddelde testosteronconcentratie
die ©bij intacte mannetjes voorkomt. Bij deze continu lage
concentratie, die wel het paringsgedrag stimuleert, is het aantal
kunstmatig op te wekken erecties per tijdseenheid lager dan voor
de castratie [Hart, Wallach & Melese d'Hospital 1983]. Een
verklaring hiervoor kan zijn dat bij intacte mannelijke ratten de
afgifte van testosteron door de testes niet continu geschiedt.
In de literatuur wordt melding gemaakt van pulserende afgifte
[Partke, Steele, Musto & Caldwell 1973; S3dersten, Eneroth &
Ekberg 1980], anderen vinden een trifasische afgifte [Mock,
Norton & Frankel 1978], en weer anderen vinden dat de afgifte
gekoppeld is aan het licht-donkerschema, waarbij gedurende de
donkerperiode de hoogste concentraties worden gemeten [Keating &
Tcholakian 1979].

Paringsgedrag en kunstmatig op te wekken erecties worden
kennelijk verschillend door testestercon belnvliced: na castratie
herstelt een lage concentratie testostercon wel het paringsgedrag
volledig, terwijl een hogere dosering nodig is om net aantal
kunstmatig op te wekken erecties op precastratie niveau te
brengen. Effecten wvan testosteron toediening op het aantal

erecties zijn na 24 wur al waarneembaar, terwijl effecter op
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paringsgedrag pas later optreden. In de volgende paragraaf zal
blijken dat ook de anatomische veranderingen en
gedragsveranderingen op verschillende wijze door androgenen

worden beinvlced.

Oestradiol en dihydrotestosteron

Aanvankelijk werd aangenomern dat . testosteron, het
belangrijkste hormoon dat doer de testis geproduceerd wordt,
verantwoordelijk was wvoor de gedragseffecten [Young 1961].
Testosteron wordt zowel in perifeer als in neuraal weefsel
gemetaboliseerd tot cestradiol en dihydrotestosteron (zie figuur
2-2) [Naftolin, Ryan, Davies, Reddy, Flores, Petro, Kuhn, White,
Takaoka & Wolin 1975; Martini 1982].

McDenald, Beyer, Newton, Brien, Baker, Tan, Sampson,
Kitching, Greenhill en Pritchard [1970] beschreven dat
dihydrotestosteron, subcutaan toegediend in de vorm varn
propionaat, een stimulerend effect heeft op het lichaamsgewicht,
het gewicht van de zaadblazen en van de prostaat. Er werd geen
stimulerend effect .van dihydrotestosteron gevonden op het
paringsgedrag, terwijl testosteronpropionaat zowel het
paringsgedrag stimuleerde alsook de gencemde perifere effecten
veroorzaakte. Aan deze observatie, en de  wetenschap dat
testosteron tot cestradiol gearomatiseerd kan worden, verbonden
zij de conclusie dat: “the aromatization of testosterone may be
an important step in tﬁe activation of sexual behaviour™. De
bevindingen van Feder [1971] bevestigden deze waarnemingen van
McDonald, Beyer, Newton, Brien, Baker, Tan, Sampson, Kitching,
Greenhill en Pritchard [1970]. Cnder invloed van
dihydrotestosteron nam ook het aantal verhoornde papillen op de
&lans penis toe. In datzelfde onderzoek maakte Feder ook
aannemelijk dat dihydrotestosteron de gonadotrofine secretie
onderdrukt, hetgeen er op wijst dat dihydrotestosteron op
hypothalamus-hypofyse niveau aangrijpt.



Gecastreerde ratten die dagelijks met een hoge dosis
oestradiolbenzoaat (100 ug) worden ©behandeld, vertonen alle
gedragscomponenten die ock een intact mannetje wvertoont tijdens
de paring. Voorafgaande aan het ejaculatiegedrag wvertonen
gecastreerde mannetjes die met ocestradiolbenzeoaat behandeld
worden frequenter beklim- en Iintromissiegedrag dan intacte

dieren. Deze met oestradiol behandelde dieren hebhben evenwel geen

testosteron

OH

reductase aromatase
OH x/// \\\x OH

o :
i OH
dihydrotestosteron oestradiol
Figuur 2-2. :
Structuurformules wvan  testosteron, dihydrotestosteron en
cestrodiol. Testosteron kan door aromatase omgezet worden in

oestrodiol of door reductose in dihydrotestostsron.

normaal ontwikkelde penis [S3dersten 1973a]. Het gewicht van de
penis en het aantal verhoornde papillen is bij gecastreerde
ratten, die met oestradiclbenzoaat behandeld worden significant
lager dan bij gecastreerde ratten die met testosteron of
dihydrotestosteron bhehandeld worden [Paup, Mennin & Gorski 1975].
Het kunstmatig opwekken van erecties is bij gecastreerde

mannetjes die met oestradiel behandeld worden nauwelijks
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mogelijlk. Worden gecastreerde mannetjes echter mat
dihydrotestosteron behandeld dan zijn erecties in dezelfde mate
op te wekken als bij gecastreerde mannetjes die met testosteron
behandeld worden [Gray, Smith, Davidson 1980; Meisel, O 'Hanlon &
Sachs 1984].

Verdere ondersteuning voor de door McDonald, Beyer, Newton,
Brien, Baker, Tan, Sampson, Kitching, Greenhill en Pritchard
[1570] geformuleerde hypothese dat testosteron door arcmatisering
naar cestradiol effect op paringsgedrag uitecefent, wordt gevonden
in de experimenten wvan DBeyer, Merali, Naftolin, Larsson en
Perez-Palacios [1976]. Zij behandelden gecastreerde mannelijke
ratten met testosteron en aminogluthetimide, een stof die de
aromatisering wvan testosteron naar cestradiol remt. Deze groep
ratten vertoonde geen ejaculatie- en intromissiegedrag. Een
groep gecastreerde ratten die met aminogluthetimide, pestradiol
en dihydrotestosteren werd behandeld vertoonde wel alle
componenten van seksueel gedrag [Morali, Larsson & Beyer 1977].

Baum en Vreeburg [1973] behandelden een groep gecastreerde
ratten dagelijks met 2 ug cestradiol en 200 ug dihydrotestosteron
(in de voorgaande experimenten werden de ratten behandeld met
100 ug oestradiol). Deze ratten “displayed masculine mating
behaviour which was indistinguishable from that of other
castrates treated with 200 ug of testosteronpropiconate”.
Qestradiolbenzoaat in een lage dosis faciliteerde wel het
optreden wvan intromissiegedrag, zonder dat de morfologie van de
penis veranderde [Baum & Vreeburg 1973; Larsson, S&dersten &
Beyer 19?3]. Baum en Vreeburg concludeerden dat ocestradicl via
een effect op het centraal zenuwstelsel het optreden van beklim-
en intromisgiegedrag faciliteerde terwijl dihydrotestosteron via
effecten op de penis het optreden van de ejaculatie bevorderde.
Evenals Larsson, Sddersten en Beyer [1973] gaven =zij als
alternatieve hypothese dat dihydrotestosteron en oestradiol

synergistisch werken op hersen niveau.
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Onderzoeken van Lodder en Zeilmaker [1978b] geven azan dat
factoren in de penis belangrijk =zijn wvoor het optreden van
intromissie- en ejaculatiegedrag. Doorsnijding wvan de Nn
pudendi, die onder andere de sensiblliteit wvan de penis
verzorgen, had tot gevolg dat niet-gecastreerde mannetjes geen
intromissie- en ejaculatiegedrag meer vertoonden tijdens
paringstesten; ook werden er tijdens deze testen geen erecties
meer waargenomen. Doorsnijding van de Nn pudendi had geen effect
op het beklimgedrag. Voor het optreden van intromissie- en
ejaculatiegedrag is sensorische informatie vanuit de
genitaalstreek kennelijk van belang.

Lodder en Baum [1977] onderzochten dcoor laedering van de Nn
pudendi de hypothese dat dihydrotestosteron synergistisch werkt
met oestradiol op hersen niveau. Gecastreerde ratten die met een
lage dosis cestradiol behandeld werden in combinatie met
dihydrotestosteron, vertoonden meer beklimgedrag dan gecastreerde
ratten die alleen met cestradie¢l behandeld werden. Doorsnijding
van de Nn pudendi in beide behandelingsgroepen resulteerde 'in een
afname van de beklimfrequentie bij beide; maar ook na
doorsnijding wvertoonde de groep die met oestradiol en
dihydrotestosteron behandeld werd hogere beklimfreguentie dan de
groep die alleen met oestradiol behandeld  werd. Zij
concludeerden dat het effect van dihydrotestosteron op
beklimgedrag wordt vercorzaakt door een effect van dit hormoon op
hersenmechanismen die %beklimgedrag regelen; het effect wordt
niet ~veroorzaakt door de gevelgen van dihydrotestosteron
toediening op de penis. Op grond van deze experimenten kan geen
antwoord gegeven worden op de vraag of dit ook geldig is voor
intromissie- en ejaculatiegedrag.

Men neemt op dit moment aan dit omzetting van testosteron in
cestradiol nodig is voor de facilitering wvan beklim-,
intromissie- en ejaculatiegedrag bij de rat

(aromatisatie-hypothese) [McDonald, Beyer, Newton, Brien, Baker,
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Tan, Sampson, Kitching, Greenhill & Pritchard 1970; Naftolin,
Ryan, Davies, Reddy., Flores, Petro, Kuhn, White, Takaoka & Wolin
1975]. Dihydrotestosteron is synergistisch  werkzaam met
oestradiol (aromatisatie-reductie hypothese) [Baum & Vreeburg
197%; Larsson, S3dersten & Beyer 1973]. Voorts is duidelijk
dat dihydrotestosteron in tegenstelling tot cestradiol
morfologische en neurofysiologische effecten heeft op de penis.
Uit de ©beschikbare literatuur komt niet eenduidig naar wvoren in
hoeverre deze neurofysiclogische en morfologische wveranderingen
aan de ©penis een bijdrage leveren aan de synergistische werking
van dihydrotestosteron met oestradiol op het paringsgedrag van de
mannelijke rat. Daarnaast dient nog vermeld te worden dat
dihydrotestosteron toediening aan gecastreerde ratten ook =zonder
oestradiol invloed heeft op het optreden van paringsgedrag [Yahr
1979]. Olsen en Whalen [1984] behandelden gecastreerde
King-Holtzman ratten met 200 ug dihydreotestosteron per dag. Deze
behandeling activeerde ©bij 78 procent wvan de gecastreerde
mannetjes het ejaculatlegedrag. Qok Paup, Mennin en Gorski
[1975] vonden dat dihydrotestosteron behandelde castraten hoger
scoorden 'met betrekking tot een zantal parameters dan met olie

behandelde controles.

Beklim—, intromissie- en ejaculatiegedrag bij de vrouwselijke rot

Intacte vrouwelijke ratten kunnen -wanneer zij getest worden
met een bronstig vrouwt]e- gedragingen vertonen die ook gezien
worden bij een mannetje gedurende heteroseksuele paring [Beach &
Rasquin 1942; S3dersten 1972). Sddersten vond een duidelijke
relatie tussen het aantal beklimmingen door het vrouwtje en de
dag van haar cyclus; tijdens de bronst vertoonde zij het minste
aantal peklimmingen. De freguentie van intromissiegedrag was
laag en varieerde niet gedurende de cyclus.

Testosteron toediening aan geovariectomeerde vrouwelijke

ratten heeft een toename in de frequentie wvan ©beklim- en



intromissiegedrag tot gevolg [Beach 1942b; S8dersten 1972;
Baum, S&dersten & Vreeburg 1974; Slob & wvan der Schoot 1982].
Oestradioclbenzoaat toediening in hoge dosis, of in lage dosis in
combinatie met dihydrotestosteron hebben eenzelfde effect op hét
paringsgedrag als testosteron toediening. Dihydrotestostercon en
testosteron veroorzaken een toename in het gewicht wvan de
¢litoris. Bovendien verschijnen er tijdens de behandeling met
deze hormonen verhoornde papillen op de cliteris, zoals die cok
gezien wordem op de penis wvan een intact mannetje [Baum,
S3dersten & Vreeburg 1974].

Lodder en Zeilmaker [1976a] vonden dat door denervatie van de
externe genitali&n het optreden van intromissiegedrag bij het
vrouwtje verdween zodat aangenomen mag worden dat ook bij de
vrouwelijke rat dit gedrag afhankelijk is wvan sensorische
informatie vanuit de genitazlstreek.

Beklim- en intromissiegedrag treden ©bij wvrouwtjes die met
testosteron behandeld worden in een lagere frequentie op dan bij
intacte mannelijke ratten [Whalen & Olsen 1981].

PERINATALE INVLOEDEN VAN HORMONEN OF PARINGSGEDRAG

De experimenten die tot nog toe =zijn bveschreven hebben
betrekking op de gevolgen voor paringsgedrag van
endocrinologische manipulaties uitgevoerd in het volwassen dier:
de activerende werking van hormonen.

Naast deze activerende werking wordt er een organiserende
werking onderscheiden: de invleed die hormonen hebben op de
differentiatie van het zich ontwikkelende zenuwstelsel; naar
analogie van effecten die pre- en neonatale hormonen hebben op de
differentiatie van de interne en externe genitali®&n [Phoenix,
Goy, Cerall & Young 1959; Phoenix, Goy & Resko 1968]. Harris en
Levine [1962; 1965] behandelden vrouwelijke ratten vlak na de
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geboorte met een eenmalige dosis testosteronpropicnaat. Op
volwassen leeftijd werden deze vrouwtjes geovariectomeerd. Na
vervolgens met oestradiolbenzoaat en progesteron behandeld te
zijn, wvertoonden deze vrouwtjes minder lordesegedrag dan
vrouwtjes die na de geboorte niet aan testosteron waren
blootgesteld. Deze neconataal behandelde dieren wvertoonden op
volwassen leeftijd ook geen ovari2le cyclus [Swanson & van der
Verff ten Bosch 1965]. Werden deze necnataal behandelde
vrouwtjes in volwassenheid behandeld met testosterconpropionaat
dan toonden =zij meer beklim- en intromissiegedrag dan
niet-necnataal behandelde vrouwtjes.

Ward [1969] onderzocht het effect wvan pre- en neonatale
testosteronpropionaat teediening bBij vrouwelijk ratten op de
ontwikkeling wvan genitali&n en het volwassen paringsgedrag.
Vrouwtjes die zowel pre- als neonataal aan testosteronpropionaat
waren blootgesteld hadden een fallus die niet te onderscheiden
was van die van intacte mannetjes. Deze vrouwtjes hadden ook een
"normale” prostaat. Bij vrouwelijke dieren die alleen -voor de
geboorte aan testosteronpropionaat waren bYlootgesteld had het
uitwendige genitaal zich ook in mannelijk richting ontwikkeld,
zij het dat de fallus kleiner was dan die wvan een intacte
mannelijk rat; deze vrouwtjes hadden eveneens een prostaat.
Vrouwtjes die na de geboorte waren behandeld met
testosteronpropionaat hadden eveneens een fallug-achtige
structuur maar deze was zeer afwijkend wvan de penis van een
mannetje. Sachs en Thomas [1985] vonden dat bij deze fallussen
ook kunstmatig erecties op te wekken waren.

Ejaculatiegedrag -na testosteron toediening in volwassenheid-
werd waargencomen bij 70 procent van de vrouwelijke dieren die
zowel pre- als neocnataal behandeld wvaren met
testostercnpropionaat [Ward 1969]. Dertig oprocent van de
vrouwtjes die alleen neonataal met testosteronpropionaat waren

behandeld vertoonde eveneens ejaculatiegedrag. Dieren die alleen
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prenataal aan de werking van testosteronpropionaat waren
blootgesteld vertoonden geen ejaculatiegedrag. Ward concludeerde
dat de fysiologische basis vecor het optreden van ejaculatiegedrag
zich in de neonatale periode onder invlced van testosteron
differentieert. Ook experimenten van S&8dersten [1973b] wijzen
in die richting. '

Een eenmalige dosis testosteronpropionaat (1 mg) binnen 24
uur na de gehoorte toegediend aan vrouwelijke ratten resulteert
in een toename van het beklimgedrag in volwassenheid, zowel met
de ovaria in situ als na ovariectomie. Toediening van oestradiol
in wvolwassenheid aan geovariectomeerde vrouwtjes die in de
neonatale pericde met testosteronpropionaat zijn behandeld, geeft
een sterke toename van heklimgedrag, maar niet van
intromissiegedrag. Alleen testosteron toediening in
volwassenheid aan neonataal behandelde vrouwtjes veroorzaakt ook
een verschil in intromissiegedrag ten opzichte van niet-neonataal
behandelde dieren [S&dersten 1973b]. Alle hiervoor beschreven
experimenten hebben betrekking op neonatale toediening wvan
testosteron aan vrouwelijke dieren. Om te onderzoeken of
neonataal testosteron ook bij het mannetje van belang is veor de
organisatie van het %Dheklim-, intromissie- en ejaculatiegedrag
zijn er experimenten verricht waarin bij mannelijke dieren in de
neonatale periode de testes verwijderd zijn.

Beach, Noble en Orndoff [1969] castreerden vijftig mannelijke
ratten binnen 24 uur na de geboorte. Deze dieren werden over zes
groepen verdeeld. Een groep kreeg na de neonatale castratie geen
verdere behandeling tot in volwassenheid. De overige groepen
ontvingen op 2 opeenvolgende dagen in de eerste 14 levensdagen
200 ug “testosteronpropicnazt. Op volwassen leeftijd werden de
dieren, na "activering™ met testosteronpropionaat, getest met
brenstige vrouwtjes. De dieren die gedurende dag 1 + 2 of dag
3 4+ 4 na de geboorte met testosteronprepionaat behandeld waren

vertoonden in respectievelijk 80 en 60 procent van de tests
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ejaculatiegedrag (zie figuur 2;3). Werd er gekeken naar het
lordosegedrag (na adeguate hormonale behandeling} dan scoorden de
dieren die tussen de geboorte en dag 4 aan testosteron waren
blooctgesteld 1laag, terwi]l de dieren die geen verdere neonataie
behandeling hadden ondergaan of op dag 13 + 14 waren behandeld

het hoogst scoorden.

100 - - 100

50

lordose guoliént
wi
o
i
percenlage dieren dat ejaculalie -
gedrag verloont

0 -0
1+2 3+4 5+6 9+10 13+1% geen
testosteron

dag na geboorte waarop testosteron werd toegediend

Figuur 2-3.

Ejaoculotie- en lordosegedraog bij neonctaal gecastreserds ratten,
die op wverschillende tijdstippen na de geboorte mst
testosteronpropionaot bshandeld zijn. D¢ geoarceerde histogrommen
geven het percentaoge van de behandelingsgreoep weer dot na
hormonale stimulatie mst testosteron in volwassenheid ejoculoties

vertoonde. De gestippelde histogrammen geven het lordose
quotiént weer van de behandelingsgroep nodot deze met ocestradiol
en progesteron was behandeld. Het lordose quotiént is het

cantal lordosen van het te onderzosken dier gedeeld door het
?ggggl beklimmingen van de partner (noor Beach, Noble & Orndoff

Het gewicht van de penis en het a2antal verhoornde papillen was,

na stimulatie met testosteronpropiconaat in volwassenheid, het
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hcogst in de groep die gedurende dag 1 + 2 aan testosteron waren
blootgesteld; het laagst in de groep die geen neonatale
behandeling had ontvangen.

Uit deze experimenten Dblijkt dat de aanwezigheid van
androgeen in de neonatale periode ertoe bijdraagt dat een rat
~ongeacht het genetische geslacht- in volwassenheid na
testosteron toediening beklim-, intromissie- en ejaculatiegedrag
kan vertonen. Het vertonen van lordosegedrag, na
cestradiolbenzoaat en progesteron toediening, wordt doer
neconataal testosteron julst tegengewerkt.

Thomas, Howard en Barfield [1983] toonden aan dat het
cptreden wvan ejaculatiegedrag bij volwassen vrouwelijke ratten
het sterkst wordt DbelInvloed door toediening van testosteron
gedurende de eerste 24 uur na de geboorte. De pericde waarin
testosteron het vertonen van lordosegedrag het. sterkst
beinvloedt ©blijkt Deperkt te =zijn tot het eerste uur na de
geboorte. Het vermogen om in volwassenheid ejaculatiegedrag te
vertonen en het vermogen om lordosegedrag te vertonen kunnen dan
ook onafhankelijk wvan elkaar beInvloed worden.

Bij de mannelijke rat preduceren de testes testosteron in de
neonatale periocde. In het eerste uur na de geboorte vindt er een
enorme stijging van de testosteronconcentratie plaats [Sleb, Ooms
& YVreeburg 1980). Ook bij het vrouwelijke dier wordt er rond de
geboorte testosteron in het plasma aan getroffen, zij het in wveel
lagere concentraties. Dit prenatale testosteron wordt
verantwoordelijk geacht wvoor het beklimgedrag dat normale
vrouwelijke dieren in volwassenheid vertonen [Slcob, Ooms &
Vreeburg 1978; 1980; Slob & van der Schoot 1982].

Bij de perinatale beinvlceding door testosteron van
uiterlijk en gedrag is de vraag gesteld of testosteron zelf de
effecten vercorzaakt of een van de metabolieten van testosteron.

De ontwikkeling van de buis van Wolff tot bijbal, zaadleider

en zaadblaas vindt plaats onder invlced wvan testosteron.
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Dihydrotestosteron beinvlcedt vooral de ontwikkeling van de
uitwendige genitalidn [Baum 1979; Hart 1979]. Oestradiol, in
de perinatale periode gevormd uit testosteron, verocorzaakt het
verminderde vermogen van mannelijke ratten om in volwassenheid
lordosegedrag te vertonen [Vreeburg, van der Vaart &  van der
Schoot 1877; Baum 1979; Thomas, McIntosh & Barfield 1980;
Whalen & QOlsen 1981; Whalen, Gladue & Olsen 1986]. Toediening
van dihydrotestosteron in de neonatale periode heeft geen effect
op het wvermogen wvan necnataal gecastreerde ratten om in
volwassenhelid lordosegedrag te wvertonen [McDonald & Doughty
1972].

Over het effect van oestradiocl in de perinatale periode op
het vermogen om in volwassenheid beklim-, intromissie- en
ejaculatiegedrag te vertonen is de literatuur minder eensluidend.
Toediening in de neonatale pericde van de aromatase remmer ATD
(waardoor er wuit testosteron geen oestradiol gevormd wordt)
resulteerde niet in een verminderd optreden van intromissie- en
ejaculatiegedrag bi] ratten die in de neonatale periode aan
testosteron waren blootgesteld. Deze dieren, zowel genetische
mannetjes als vrouwtjes, vertoonden na adequate hormenale
behandeling, naast beklimgedrag ook lordosegedrag [Vreeburg, van
der Vaart & van der Schoot 1977; Thomas, McIntosh & Barfield
1980]. hnderzijds wvond van der Schoot [1980] dat bij necnataal
gecastreerde ratten een eenmalige toediening van
cestradiclbenzoaat op de eerste dag na de geboorte, in combinatie

met dihydreotestosteronpropionaat op dag 1, 3 en 5 resulteerde in

normaal copulatiegedrag na  testosteren behandeling in
volwassenheid. Ock S3dersten en Hansen [1978] vonden
faciliterende effecten van necnatale cestradiolbenzoaat

toediening op ejaculatiegedrag in volwassenheid.
Hart [1979] behandelde neonataal gecastreerde ratten
gedurende de eerste 14 levensdagen met oestradiclbenzoaat,

dihydrotestosteron of beide hormonen samen. Alleen de groep

27



ratten die beide hormenen tegelijkertijd kreeg toegediend
vertoonde in voelwagsenheid gen even hoog percentage
ejaculatiegedrag als niet-necnataal behandelde intacte mannetjes.
De groep mannetjes die in de periocde na de geboorte alleen aan
dihydrotestosteron waren blootgesteld (en daardoor een normaal
ontwikkelde penis hadden) wvertoonden intromissiegedrag in een
hogere fregquentie, dan de dieren die met oegtradicl, cestradiol
en dihydrotestosteron, of testosteron behandeld waren; zi]
vertoonden evenwel geen ejaculatiegedrag, wat de dieren ult de
andere behandelingsgroepen wel deden.

De kunstmatig op te wekken erecties waren bij de
dihydrotestosteron behandelde dieren niet verschillend in zantal
en vorm van die wvan intacte mannetjes. Bij neonataal
gecastreerde, met oestradiol ©behandelde mannetjes was het

nauwelijks mogelijk om erecties op te wekken.

De literatuur overziend kan gezegd worden dat de aanwezigheid
van testosteron in de necnatale periode invliced heeft op
gedragingen in volwassenheid. Een aantal effecten van necnataal
testosteron wordt vercorzaakt door de omzetting naar oestradiol;
op een bepzald tijdstip bewerkstelligt oestradicl een ~wverminderd
optreden wvan lordosegedrag in volwassenheid, terwijl oestradiol
op een ander tijdstip in de neonatale periode ertoe bijdraagt dat
het dier na adequate hormoon behandeling in volwassenheid
ejaculatiegedrag vertoont. Het vermogen om in volwassenheld na
oestradiocl en progesteron toediening lordosegedrag te vertonen is
onafhankelijk te beinvloeden van het vermogen om in
volwassenheid na testosteron toediening beklim-., intromissie- en
ejaculatiegedrag te vertonen. Ze vormen geen twee uitersten van
hetzelfde continuum [Leshner 1978].

VYeoor effecten van testosteron op de anatomie en
neurcfysiologie wvan de uitwendige genitalién is de metaboliet

dihydrotestosteron van belang. Het is niet duidelijk in hoeverre
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de wveranderingen aan de uitwendige genitali&n bijdragen aan

geobserveerde gedragsverschillen in volwassenheid.

VIER FASEN IN SEKSUEEL GEDRAG
Hormonen-signagl-gedrag-interactie

Tot nu toe zijn effecten wvan hormonale manipulaties op
paringsgedrag beschreven, waarbij uitsluitend het behandelde dier
is geobserveerd. Paringsgedrag is evenwel een sociaal gedrag,
waarbij het ene dier dient als een stimulus voor het andere dier
[Leshner 1978]; een mannelijke rat toont slechts copulatiegedrag
wanneer er een bronstige partner aanvezig is. Tot nog teoe is
aangenomen dat een geovariectomeerd vrouwtje mna oestradicl en
progesteron toediening in %bronst is. Hliddk en Madlafousek
[1981] laten zien dat er een geleidelijke overgang is van
niet-bronstig =zijn naar veolledig in bronst zijn. De mate van
bronst kan het gedrag van het mannetje mede befnvlioeden, zoals
Steinach in 1894 al heeft beschreven: “die Begattung (van
gecastreerde mannetjes) wvurde insbesondere, wenn das
Probeweibchen gerade hitzig war, ...mehrmals hintereinander
wiederholt™ (p 334). Hlindk, Madlafousek en Mohapelovd [1979]
laten zien dat de hoeveelheid testosteron die aan een
gecagtreerde mannelijke rat gegeven moet worden om paringsgedrag
te herstellen mede wordt bepaald door het gedrag wvan het
bronstige vrouwtje. Evenzo wordt het gedrag wvan het vrouwtje
belinvliced deoor de hormonale status van het mannetje. Vreeburg
en Coms [1985] komen op grond van hun experimenten tot de
conclusie dat het cortrillen van een bronstig vrouwtje
afhankelilk is van de hormonale status van het mannetje. Een
bronstige vrouwelijke rat wvertoont meer ocortrillen wanneer zij

getest wordt met een gecastreerd mannet]je dat ‘met
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dihydrotestosteron behandeld is, dan wanneer haar partner een
gecastreerd mannetje is dat met ocestradiol behandeld 1is. Aan
deze bevinding verbinden zij de hypothese dat de synergistische
werking die dihydrotestosteron heeft op de werking van oestradiol
op het paringsgedrag van de mannelijke rat, mede veroorzaakt kan
worden door een perifeer effect wvan dihydrotestosteron in het
mannetje dat invliced heeft op het gedrag van het vrouwtje. Dit
gedrag van het vrouwtje =zal het mannetje mede activeren tot
paringsgedrag.

Om de hormoon-gedrag interacties mnader te Dbestuderen is
uitbreiding en verfijning wvan gedragsparameters nodig [Beach
1976; Herbert 1977; Hinde 1982], waarbij ook effecten van
hormonen op de interactie en communicatie tussen dieren betrokken
dienen te worden. Uit de onderzoeken van Hliddk, Madlafousek
en Mohapelovd [1979] en Vreeburg en Ooms [1985] blijkt dat
hormonen ook invlioed hebben op de signaalfunctie wvan  het
behandelde dier. Beach [1976] heeft een uitbreiding aangebracht,
door vier fasen in seksueel gedrag te onderscheiden (zie figuur
2-4). Deze schematische wvoorstelling biedt de mogelijkheid om
hormoon-signaal-gedrag interacties te bestuderen. Alvorens deze
schematigche veoorstelling nader te bespreken zal in de navolgende
paragraaf een aantal andere modelvoorstellingen in het kort
worden weergegeven. Onderdelen wit deze voorstellingen zijn
terug te vinden in de door Beach voorgestelde fasen van seksueel
gedrag [Beach 1976].

Diverse benocderingen
In 1929 maakte Nissen al een onderscheid tussen de fase die
aan copulatie wvoorafgaat en de fase waarin de copulatie zelf

plaatsvindt. In overeenstemming met de toen gangbare idee wvan

“drive”, duidde hij dit aan met Tcontrectation drive™ en
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“detumescence drive”. Onder “drive™ werd de gehele interne
stimulatie wverstaan die tot een bepaald gedrag aanzette. De
eerste “drive” zou aanzetten tot het bij elkaar komen van
potentiBle partners, terwijl de Tdetumescence drive” aanzette
tot de paring, resulterend in detumescentie wvan de'penis na een
ejaculatie. Hoewel Nissen tot de conclusie kwam .dat deze
“drives” door endocrinologische manipulaties in verschillende
mate werden beInvlced, werd aan deze tweedeling weinig aandacht
gegeven. Young [1961] zegt hierover: “the concept has been
descriped largely for the purposes of . clarification of
terminelogy; it has not influenced the methods of scoring, which
are based on the display of the two functions as a seguence”.
Onderzoek richtte zich vooral op de covariatie in hormonen en
paringsgedrag waarbilj alleen het behandelde dier onderwerp wvan
onderzoek was [Beach 1975; Herbert 1977; Beach 1981].

In de ethologische benadering kan seksueel gedrag als een
reeks gedragingen aangemerkt worden die een functionele eenheid
vormen [Hinde 1982]. Craig [1918] en wvooral Lorenz [1937] hebben
er op gewezen dat in een gedragsreeks een tweetal fasen te
onderscheiden ig: een inleidende fase (waarvan het gedrag
appetitief gencemd wordt) en een eindfase (waarin het eindgedrag
of de “consummatory acts™ plaatsvinden). De gedragingen in de
inleidende fase, die onregelmatig en variabel zijn, lijken erop
gericht een zodanige conditie te vinden, dat tot het eindgedrag
kan worden gekomen [Tinbergen 1969]. Het eindgedrag bestaat uit
relatief stereotype gedragingen, die gevolgd worden door het
acuut verdwijnen wvan de Ybereidheid om hetzelfde gedrag te
herhalen.

In de ethologische benadering van gedrag is ook veel aandacht
besteed aan de stimuli die aanleiding geven tot sen bepaald
gedrag [zie bv. Tinbergen 1953]. Lehrman [1965] -een Amerikaans
psycholoog- heeft door =zijn experimenten en observaties bij de

duif gewezen op de onderlinge samenhang tussen omgevingsstimuli
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(waaronder signalen van de soortgencot), hormonen en gedrag. Hij
benadrukte dat niet =zonder meer kan worden aangenomen dat
gedragseffecten van hormonen vercorzaakt worden door een directe
werking wvan deze hormonen op het niveau van het centraal
zenuwstelsel. Onderzocht dient te worden of een door hormonen
veroorzaakte somatische verandering niet de prikkel is tot een
bepaald gedrag, waarbij ook de omgeving wvan het dier in het
conderzoek betrokken dient te worden. Ter verduidelijking: een
hormenale manipulatie bij het mannetje leidt tot een bepaalde
somatische verandering, bijvoorbeeld afscheiding wvan een geur;
een vrouwelijk dier reageert op deze verandering bij het mannetje
met een bepaald gedrag: het mannetje reageert gedragsmatig op
het gedrag van het vrouwtje. Oppervlakkig gezien kan de indruk
ontstaan dat de hormonale manipulatie van het mannetje bij hem
-als het ware door een directe werking op het centraal
zenuwstelsel- de gedragsverandering wveroorzaakt, terwijl in
werkelijkheid deze gedragsverandering veroorzaakt wordt door het
veranderde gedrag van het vrouwtje.

In 1967 komen Herbert en Trimble, en Micheal, Saayman en
Zumpe tot de conclusie dat er bij resus apen een onderscheid
gemazkt dient te worden tussen de receptiviteit van het
vrouvelijk dier en haar “"attractiveness™. Onder receptiviteit
verstaan de auteurs de mate wazarin het vrouwelijke dier. het
mannetle uitnodigt om met haar te paren. “Attractiveness”™ omvat
de stimuluswaarde van het vrouwelijke dier wvoor het mannetje.
Michael, Saayman en Zumpe [1967] gebruikten als maat hiervoor de
ratio van het aantal beklimmingen door het mannetje en de
uitnodigingen door het vrouwtje. Zowel Michael Szaayman en Zumpe
[1967] als Herbert en Trimble [1967] komen tot de conclusie dat
de “attractiveness™ wvan een vrouwelijk resusaap kan veranderen

onafhankelijk van haar receptiviteit.
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Aantrekkingsfaose, voorbereidingsfase, eindfase en rustfose

De schematische onderverdeling van seksueel gedrag in vier

fasen, zoals door Beach voorgesteld in 1976, is weergegeven in

figuur 2-4. In de beginfase worden de dieren +tot elkaar
aangetrokken  (aantrekkingsfase). Als reactie op elkaars
aantrekkelijkheid £aan de dieren gedragingen vertonen

{voorbereidingsfase) waarmee =ze blijk geven van hun wederzijdse
“belangstelling™ in een eventuele copulatie (het eindgedrag).
VYervolgens vindt de copulatie plaats. Na dit eindgedrag volgt er
een periode waerin de dieren weinig activiteit vertonen;
gedragingen uit de voorbereidingsfase zijn niet meer
waarneembaar. Het schema laat zien dat er bij seksueel gedrag
sprake i1is van interactie en communicatie tussen beide partners;
aan iedere fase wordt door beide seksen deelgenomen. Duidelijk
blijkt dat het eindgedrag, de copulatie, voorafgegaan wordt door
een groot aantal andere gedragingen, die van invlced kunnen zijn
op de mogelijkheid om het eindgedrag uit te veoeren. Voorts geeft
dit schema aan dat seksueel gedrag vercorzaakt wordt door een
reactie wvan het individuele dier op signalen uitgaande van de
partner. In het schema komt duidelijk naar voren dat hormonale
manipulaties van de afzonderlijke partners in de verschillende
fasen van invlioed zijn op het gedrag wvan het behandelde dier,
maar ook het gedrag van de partner kunnen beinvlceden.

In het corgpronkelljke artikel “Sexual attractivity,
proceptivity and receptivity 1in female mammals™ heeft Beach de
verschillende fasen uitgewerkt voor het vrouwelijke dier. Het
geheel aan gedragingen uit de voorbereidende fase wordt dan
aangeduid met proceptief gedrag; het gedrag in de eindfase wordt
bij het vrouwelijke dier receptief gedrag genoemd [Beach 1976].
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Figuur 2-4

Schemgtischse voorstelling van de vier opeenvolgende fasen bij een
heteroseksuele interactie.

De acantrekkelijkheid van de partner stimuleert het dier tot het
vertonen van gedrag uit de voorbereidingsfase. Dit gedrag
verhoogt (1) de cantrekkelijkheid van het dier, (2) stimuleert
hierdoor het appetitieve gedrog bij ds partner, (3) lokt het
paringsgedrag bij de partner uit, (4) brengt het dier in een
zodanilg conditie dat het overgoot tot paringsgedrag. Uitvoering
van het paringsgadra? leidt ertoe dat het dier in de rustfase
komt . In da rustfase resogeert het dier tijdelijk niet op
prikkels die in een eerder stadium de aantrekkelijkheid van de
partner bepoalden. De termen_ tussen de haokjes vermelden de
termen zoals deze door Beoch [1976] in zijn oorspronkelijke
artikel TAttractivity, proceptivity ond receptivity in female
mammals”™ gebruikt zijn.

Aantrekkingsfoaose

Aantrekkelijkheid (attractivity) omvat de stimuluswaarde van
een dier, %beginnend bij het vermogen om de aandacht te trekken
van een potentiZle partner die al dan niet in de onmiddellijke
nabijheid wverkeert, tot en met het vermogen om het eindgedrag bij
de partner op te wekken. De aantrekkelijkheid van een dier werdt
gemeten aan het gedrag van het andere dier. De stimuli of
signalen die een dier aantrekkelijk maken wvoor een partner

cmvatten zowel gedragsmatige als niet-gedragsmatige elementen.
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Voorbeelden van deze laatste soort signalen zijn het zwellen wvan
de genitalifn ©bij sommige aapscorten gedurende de ovarile
eyclus; ook de geur die loopse teven verspreiden waar reuen op
afkomen behoort hiertce. Het typische "hopping”™ en “darting™ wvan
bronstige ratten 1Is een gedragsmatige stimulus die haar
aantrekkelijkheid voor mannelijke ratten verhoogd [Madlafousek &
Hlinak & Beran 1976].

Voorbe?eidingsfase

Deze fase omvat gedragingen die deor een dier vertoond worden
"to sexually stimulate the individual performing the behavior and
simultaneously stimulate the partner” [Beach 1976,p 473]. Een
goede Nederlandse vertaling voor de oorspronkelijke term
"appetitive” is niet aanwezig; mgn zcu kunnen spreken over
“hofmakerij™ wanneer het gedrag uit deze fase uitgebreide en
ingewikkelde gedragspatronen omvat, zocals bij de meeste vogels
het geval is. 1In dit proefschrift zullen de gedragingen uit deze
fase ogppetitief gedrag gencemd worden.
Een kenmerk van appetitief gedrag is dat het wvanuit de partner
gezien tot de aantrekkelijke stimull gerskend zou worden. Het
eerder genoemde “darting™ en “hopping™ behoort tot de appetitieve
gedragingen van een bronstige rat; voor het mannetje lijken =ze
uiterst stimulerend en zZodoende wellicht aantrekkelijk. Een
ander kenmerk wvan gedragingen uit deze fase van seksueel gedrag
is de selectiefunctie. Het blijkt dat Dbronstige ratten met
elkaar wedijveren om door middel van appetitieve gedragingen de
aandacht van een copulerend mannetje te trekken. Dit wedijveren
wordt vooral duidelijk wannmeer het mannetje bijna ejaculeerst:
“if the male was about to ejaculate, females were more likely to
compete among eachother, intercept the male as he was following
another female, and induce him tc change partners™ [MeClintock,
Anisko & Adler 1982]. Bij honden is waargenomen dat loopse teven
niet-favoriete mamnnetjes afwijzen, terwijl zij appetitieve

35



gedragingen vertonen naar de begeerde seksuele partner [Beach &
LeBoeuf 1967]. Gedragingen uit deze fase wvan seksueel gedrag
hebben tot doel de dieren in een zodanige conditie te brengen dat
het eindgedrag uitgevoerd kan worden.

Bij iedere dierscort worden in deze fase een aantal
scortspecifieke gedragingen vertoond; een aantal gedragingen
komt echter bij wverschillende dierscorten voor. Ori&ntatie naar
en verblijf in de buurt van een begeerde partner is een gedrag
dat bij alle diersocorten voorkomt. Meyerson en Lindstrdm [1973]
vonden dat vrouwelijke ratten gedurende de bronst de nabijheid
van een intacte mannelijke soortgencot wverkozen boven het
verbliJf in de buurt van een ander vrouwtje. Mannelijke ratten
zoeken de nabijheid van bronstige vrouwtjes op [Landauer, Wiese &
Carr 1977]).

Eindfase

Het gedrag in de eindfase omvat een aantal stereotype
gedragingen die in een vaste volgorde of volgens een min of meer
voorspelbaar patroon worden uitgevoerd; nadat dit eindgedrag
heeft plaatsgevonden wvindt er een vlotselinge afname plaats in
appetitieve gedragingen. Er is geen duidelijke grens te trekken
tussen appetitieve gedragingen en gedragingen die tot de fase van
het eindgedrag gerekend dienen te worden. De overgang tussen
beide fasen is geleidelijk. Bij de mannelijke rat wordt onder
het eindgedrag het paringsgedrag verstaan: beklimmingen,
intromissies en de ejaculatie. De vrouwelijk rat neemt in deze
fase van seksueel gedrag een zodanige positie aan dat intromissie

mogelijk is (lordose-gedrag).

Rustfase
De rustfase word?t gekenmerkt door een tijdelijke
ongevoeligheid wvan het dier voor omgevingsprikkels, die in een

eerdere fase aanleiding waren om appetitieve gedragingen te gaan
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vertonen. Bij de mannelijke rat 1s deze fase- duidelijk
waarneembaar; na een ejaculatie vertoont het dier nauwelijks
enige activiteit. Het blijft etil zitten en de borstkas gaat
traag maar duidelijk zichtbaar op en neger. In deze fase
produceert de mannelijke rat een hoggfrequent (22 kHz) geluid, de
zogenaamde post-ejaculatoire “song” [Barfield & Geyer 1972].
Zolang het mannelijke dier dit geluid produceert is hij niet
ontvankelijk wvoor prikkels wvan een bronstige soortgencot.
,0pmerkélijk is dat mannelijke ratten ook védr de ejaculatie
22 kHz vocalisaties produceren. In deze fase induceren deze
vocalisaties bij het vrouwelijke dier meer proceptieve
gedragingen [McIntosh, Barfield & Geyer 1978]. Dezelfde signalen
lijken dus in een andere context een andere betekenis te hebben.

De invloed van hormonen op elk van deze vier fasen =zal
onderzocht dienen te worden. Deze invlced kan in iedere fase
verschillend =zijn, waarbij door hormonale manipulaties het
uitgezonden signaal kan veranderen. Ook kan de verwerking van
dit signaal door de ontvanger onder invloed wvan hormonen
veranderen. Om de theorie van bovenstaand schema toetsbaar te
maken zullen voor ieder van de vier fasen kenmerken gedefinieerd
meeten worden, die zoveel mogelijk onafhankelijk zijn van de
kenmerken die gebruikt worden om een andere fase in maat en getal
uit te drukken.

In de experimenten die in dit proefschrift beschreven worden,
zullen aspecten van de aantrekkelijkheid van de vrouwelijke rat
en aspecten van appetitief gedrag van de mannelijk rat onderzocht
worden. Om deze twee fasen, die voorafgaan aan het eigenlijke
paringsgedrag, te¢ bestuderen wordt van een methode gebruik
gemaakt  waarbij copulatie (het eindgedrag) is uitgesloten.
Bekende hormonale effecten op paringsgedrag zullen de bestudering
van de voorafgaande fasen kunnen vertroebelen decordat van het
paringsgedrag zelf positieve of negatieve effecten kunnen uitgaan

op appetitieve gedragingen en op de aantrekkeljijkheid van een
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dier. Ter verduidelijking: gecastreerde mannelilke ratten tonen
mogelijkerwijs nog wel een voorkewr voor een vrouwtje in bronst,
maar =zijn door de castratie minder aantrekkelijk voor diw
vrouwtje. Dit ~vrouwt]e =zal niet die gedragingen gaan vertonen
die nodig zijn om het mannetje +tot copulatie aan te zetten;
misschien mijdt dit vrouwtje zelfs het voor haar onaantrekkelijke
mannetje.

Appetitief gedrag en aantrekkelijkheid worden in de
experimenten in dit proefschrift bestudeerd in een kruisvormige
woonkeol, waarin meestal een mannetje als loopdier is geplaatst.
De keuze die het loopdier op enig moment maakt om ergens te
verblijven dan wel heen te gaan 3zal als keuzegedrag worden
aangeduid. In de hoofdstukken 4, 6, 7 en 8 wordt dit keuzegedrag
als maat voor het appetitieve gedrag van het loopdier gebruikst.
In de hoofstukken 4 , 5, 10 en 11 wordt hetzelfde keuzegedrag

gebruikt als maat voor de aantrekkelijkheid van het stimulusdier.

SAMENVATTING

Invlceden van hormonen op gedrag, met name seksueel gedrag is
onderwerp geweest van veel onderzoek. Tot voor kort hadden deze
studies vooral betrekking op het paringsgedrag van het behandelde
dier. Paringsgedrag werd bestudeerd in een halfecirkelvormige
observatiekooi, terwi]l het te onderzoeken dier diverse hormonale
manipulaties had ondergaan. Deze onderzoekingen hebben een grote
hoeveelheid informatie opgeleverd. Toch werd langzaam duidelijk
dat hormenen niet alleen hun invliced hadden in het dier dat er
mee behandeld werd maar ook indirect op diens partner. In 1976
introduceerde Beach een modelvoorstelling waarin hij tot
uitdrukking bracht dat seksueel gedrag in belangrijke mate
verocrzaakt wordt docor wederkerige beinvloeding van de partners.

Teveng maakte deze modelvoorstelling duidelijk dat seksueel
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gedrag in vier fasen onderverdeeld kan  weorden: een
aantrekkingsfase, een voorbereidende fase, een eindfase en een
rustfase.

In dit preoefschrift worden aspecten van aantrekkelijkheid bij
de vrouwelijke rat en aspecten van het voorbereidende gedrag bij
de mannelijke rat bestudeerd. Als parameter voor beide fagen zal
het keuzegedrag van het loopdier in een kruisvormige woonkoci

worden gebruikt.
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HOOFDSTUX 3

BESCHRIJVING VAN GEBRUIKTE MATERIALEN EN -METHODEN
en principes van door andere auteurs gebruikte methoden om

foenaderingsgedrag te bestuderen

INLEIDING

In dit hoofdstuk =zal het principe wvan de kruisvormige
weoonkooi worden besproken, evenals de huisvesting wvan de
proefdieren en de gebruikte operatie-technieken. Daarnaast =zal
aangegeven worden op welke wijze de resultaten wvan de
experimenten uit dit proefschrift worden weergegeven en welke
statistische toetsen gebruikt =zijn. Aan het eind wvan het
hoof'dstuk worden de omzwervingen van de mannelijke rat in de
kruisvoermige woonkooi beschreven, in situaties waarbij wel en in
situaties waarbi] geen stimulusdieren aanwezig waren. Allereerst
zullen de principes van door andere auteurs gebruikte methoden om

toenaderingsgedrag te bestuderen in het kort besproken worden.

DOOR ANDERE AUTEURS GEBRUIKTE METHODEN

Het gebruik van een kruisvormige woonkooi om
aantrekkelijkheid en appetitief gedrag te meten is betrekkelijk
nieuw [de Greef & Merkx 1982]. Zoals in hoofdstuk 2 is
aangegeven, werd er aan het begin van deze eeuw al onderzoek
verricht naar de fase die aan de copulatie voorafgaat [=zie
bijvoorbeeld Nissen 1929, die de zogenaamde “contrectation drive”
bestudeerde]. In de loop der tijd zijn er een aantal methoden

ontwikkeld om het toenaderingsgedrag tussen dieren te bestuderen.
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Grofweg zijn deze onder te verdelen in 3 hoofdvermen: de
obstructie methode, het T-vormige doolhof en de wvrije veld
methode. De opvattingen over de oorzaken van gedrag hebben in de
loop van deze eeuw veranderingen ondergaan. In de keuze en
ontwikkeling van methoden om toenaderingsgedrag te meten komen
deze opvattingen tot ulting. Zo schrijft Nissen [1929, p 456]
dat hij de obstructie methode gebruikt heeft om de grootte te
bepalen van “the strength of the internal stimulation
{motivation) causing the test animal to cross an o¢bstruction
{constant electric shock) in order to reach a sexually active
animal of the opposite sex™. Het T-vormige doolhof is ontwikkeld
binnen het idee van de leertheorie®n. Kagan [1955] gebruikte
dit deolhof "to determine whether different degrees of sexual
stimulation ... would have different amcunts of reward value as
measured by the learning in the T-maze™. De vrije veld methoden
gaan uit wvan een interactie tussen interne en externe factcren
die éedrag bepalen. Hetta en Meyerson [1978] onderzochten in een
vrije veld situatie het seksuele toenaderingsgedrag wvan de
mannelijke rat. Dit toenaderingsgedrag vatten zij op als een
uiting wvan de "seksuele motivatie”™ wvan de rat. Over dit begrip
“motivatie®™ zeggen =zij dan het volgende “the processes
responsible for sexual motivation are a result of the interaction
between senscory stimuli and hormonal influences both acting on
inherent and acquired central integrative processes ~ [Hetta &
Meyerson 1978, p 5].

In de experimenten, die in dit proefschrift beschreven
worden, is gebruik gemaakt van een kruisvormige weoonkooi {zie
figuren 3-1 en 3-2), die zich van de eerder genoemde methoden
onderscheidt door het feit dat de dieren deze kool als woonruimte
hebben. De omzwervingen van de rztten kunnen in deze kunstmatige
omgeving gedurende 1langere tijd gevelgd worden zonder dat de
dieren gestoord worden.

Voor een beter begrip van de verschillen +fussen de drie
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eerder gencemde methoden - onderling en ‘het verschil met de
kruiskooi zullen deze drie verschillende methoden nader besproken

worden.

Obstructie methode

De obstructie methode is een van de ocudste methoden om . bij
proefdieren gedragingen te onderzoeken die azangeduid worden als
onderdeel van appetitief gedrag en aantrekkelijkheid (zie
hoofdstuk 2). Moss [1924] beschreef het basisprincipe van deze
methode. Aan één 2zijde van een smalle gang wordt .een rat
geplaatst in het zogenaamde startkooitje. Halverwege deze gang
bevindt zich een rooster waarop een elektrische spanning gezet
kan worden. Aan het andere einde van deze gang bevindt zich het
zogenaamde doelkooit]e, dat bijvoorbeeld voer, water of een ander
dier kan bevatten. De stroomsterkte die de rat bereid is te
weerstaan om het doelkeoit]e te bereiken wordt als maat genomen
voor motivatie {(waarmee “the strength of the internal
stimulation™ bedoeld werd [Nissen 1929]). Door de groep rond
Warden werd deze opstelling gebruikt met een constante spanning
op het rooster: het aantal malen dat een proefdier het rooster
in een periode wvan 20 minuten overstak, werd als maat voor de
motivatie van het dier om 2zijn doel +te bereiken gebruikt
[Jenkins, . Warner & Warden 1926]. Deze "Columbia Obstruction
Method™ is gebruikt om verschillende socortem T“drives™ te meten
[Warden 1931].

Warner [1927], Jenkins [1928] en Nissen [1929] gebruikten
deze opstelling -~met een constante elektrische spanning op het
rooster- om de ~sex-drive™ bij ratten te meten. Stone [1939]
omschrijft deze “drive”™ als volgt: “sexual drive is ... wused

to denote aroused action tendencies in animals to respond to
objects of their external environment that ... lead to

satisfaction or allevation of dominant physiclogical ‘urges’
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associated with reproduction”. Nissen [1929] gebruikte deze
methode met een mannelijke rat als loopdier en een bronstige
vrouwelijke  soortgencot in het doelkooitje. Hij wvond dat
castratie een negatief effect had op de Dbereidheid wvan het
mannetje om het rooster over te steken ten einde in contact te
kunnen komen met de bronstige rat. Toediening van extracten wvan
de placenta van een koe leidde tot een toename in de frequentie
van oversteken.

In-1973 gebruikten Meyerson en Lindstrdm een variant op deze
Columbia Obstruction Methoed. Telkens wanneer de rat het rooster
was overgestoken voerden zi)] de elektrische spanning iets op. Zo
konden =zij bepalen "how much of an aversive stimulus the subject
(in dit geval een vrouwelijke rat) is willing to overcome 10
reach sexual contact”.

Een andere variant van de Columbia Obstruction Method bestaat
uit het weglaten van het rooster dat onder spanning staat. De
lengte van de gang wordt dan als obstructie %bPeschouwd: de
snelheid waarmee het dier deze gang afloopt om het doelkooitje te
bereiken wordt dan als maat voor de motivatie gebruikt. Deze
“straight run way~ is evenals het hierna te bespreken T-vormige
doolhof wveel gebruikt %binnen het kader wvan de zogenaamde
leertheoriesn. Zo onderzochten Sheffield, Wulff en Backer
[1951] de "reward value of copulation™ en onderzochten Hill en
Thomas [1973] “the role of reinforcement in the sexual behavior
of the female rat” met deze methode. Beach en Jordan [1956]
onderzochten bi] de mannelijke rat “the effects of sexual
reinforcement”.

Inherent aan de obstructie methode 1s dat de rat het gedrag
dat gemeten gaat worden eerst zal moeten zanleren. Hij moet
leren dat hij het gangetje moet docrlopen om bij “ziln"™ doel te
komen. Effecten van hormonale manipulaties op dit leergedrag
zijn nauwelijks onderzocht [zie het overzichtsartikel van Beatty

1979]. Pij methoden waar een elektrische spanning overwonnen
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moet worden is het bovendien niet uitgesloten dat
geslachtshormonen effecten hebben op de gevoeligheid van ratten
voor die elektrische spanning op het reooster. Veoorts is Dbekend
dat een kortdurende elektrische schok bij mannelijke ratten onder
bepaalde testomstandigheden een faciliterend effect kan hebben op
het copulatiegedrag [Barfield & Sachs 1970; Goldfoot & Baum
1972; Meisel, Lumia & Sachs 1980].

T-vormige doolhof

Een veel gebruikte opstelling is het T-vormige doolhof. Aan
het been van de T %bevindt zich het zogenaamde startkooitje.
Hierin wordt de te onderzoeken rat geplaatst. Nadat de rat
vanuit dit startkooitje het been van de T heeft docrlopen moet
hij een keuze maken om de linker of de rechter arm van de T in te
lopen. Aan het einde +van belde armen van de T bevinden zich
deelkooitjes waarin stimulusdieren zitten. Wanneer de rat een
van de twee armen in loopt valt er een deurtje dicht zodat hij
niet meer terug kan. Bereikt de rat tenslotte het &oelkooitje,
dan kan er eventueel als "beloning™ een copulatie plaatsvinden
met het stimulusdier. In het T-vormige doolhof zijn de
"belonende™ effecten wvan vooral copulatiegedrag op de keuze die
een rat in het doolhof maakt bestudeerd (zoals te verwachten 1Is
bi] een apparaat dat ontwikkeld 1s binnen de zogenaamde
leertheorie&n). Ter illustratie: de titel van een artikel wvan
Vhalen [1960], waarin hij het T-vormige doolhof gebruikte, luidt:
“Effects of nmounting without intromisgion and intromission
without ejaculation on sexual behavior and maze learning”,.

Le Magnen [1952b] gebruikte een gewijzigde versie wvan het
T-vormige doolhoef om de voorkeur van de rat te bepalen voor de
geur van é&én van twee stimulusdieren. De twee doelkooitjes
verving hij door twee glazen cilinders, met een diameter van 8,6

cm en een lengte van 20 ¢m. Deze c¢ilinders waren aan weerszijden

45



afgesloten met gaas en houtwol. Een luchtstroom werd via deze
cilinders, waarin hij een stimulusdier plaatste, in een wvan de
twee armen van het T-vormige doolhof geblazen. In tegenstelling
tot andere onderzoekingen in het T-vormige doolhof kregen de te
cnderzoeken dieren in zijn experimenten geen gelegenheid tot
copulatie met een stimulusdier.

Een variant op het T-vormige doolhof 1is het =zogenaamde
Y-vormige doolhof =zoals gebruikt is door Meyerson en Lindstrdm
[1973], Gilman en Westbrook [1978] en later ook door De Jonge en
Van de Poll [1986]. Ock in dit doolhof volgt op een ~“juiste~
keuze een “seksuele beloning™ (sexual reward). Terwijl eerdere
onderzoekers vooral gelnteresseerd waren in de effecten van
copulatie op de keuze van de rat in dat doolhef, onderzochten
Meyerson en ZLindstrdm [1973]), en later ook De Jonge en Van de
Poll [1986] effecten van hormonale manipulaties op het
keuzegedrag van ratten in het Y-vormige doolhof.

Evenals bij de obstructie methode moet het gedrag in het T-
of Y-vormige doolhof geleerd worden. Effecten van hormonen op
het proces van leren en op dit aangeleerde gedrag kunnen
interfereren met effecten wvan hormonen op de voorkeur [Beatty
1979]. Daarnaast hebben geslachtshormonen effecten op het
“exploratiegedrag”™ van ratten [Martin & Bittig 1980; Slob,
Bogers & van Stolk 1981].

Vrije veld methode
Naast bovengencemde methoden zijn er wvrije wveld methoden
{(open field) 1in gebruik. Het te onderzoeken dier wordt in een
ruimte geplaatst waarin zich geen gangetjes of schotj]es %TPevinden
(vrije veld in tegenstelling tot een doolhof). In deze ruimte of
aan de zijkanten ervan bevinden zich twee kooitjes waarin
stimulusdieren kunnen zitten. De tijd die het dier in een

bepazld gebied rond de stimuluskcoitjes doorbrengt wordt gemeten
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of het aantal malen dat dit gebied wordt binnengetreden wordt
geteld [Carr, Loeb & Dissinger 1965: Stern 1970; Meyerson &
Lindstrdm 1973; Hetta & Meyerson 1978; Thody & Dijkstra 1978].
Een voordeel van deze techniek is dat het te observeren gedrag
niet geleerd heeft te worden. Door de congtructie van het
apparaat wordt er geen keuze aan het dier opgelegd. Evenals bij
de eerder gencemde methoden wordt het te onderzoeken dier slechts
gedurende een korte_ tijd geobserveerd. Het is bekend dat
geslachtshormonen invloed hebben op de loopactiviteit wvan ratten
[Beatty 1979]. Effecten hiervan komen het duidelijkst tot uiting
gedurende korte testperiodes [Russell 1977].

BESCHRIJVING VAN DE KRUISKOOI

In de experimenten die in dit proefschrift beschreven worden,
is gebruik gemaakt van een kruisvormige woonkooi (zie figuren 3-1
en 3-2). Deze kruisvormige woonkooi zal in het vervolg kortweg
aangeduid worden als de kruiskooi. Het principe van deze kool
werd voor het eerst beschreven door Barnett, Cockroft en Smart
[19586]. De  krulskooi, waarin de experimenten van dit
proefschrift zijn uitgevoerd, is een iets gewijzigde versie van
de kooi =zoals die heschreven 1ls door Schenck, van de Giessen,
Slob en van der Werff ten Bosch [1978].

Vanuit een centrale ruimte E heeft de rat (het loopdier) wvia
30 c¢m lange gangetjes toegang tot 4 eindkooitjes (A, B, C en D).
In eindkooitje A is water beschikbaar. Aan eindkooitje ¢ hangt
een voerbakje waarin zich rattenbrokken bevinden; deze zijn
gemalen om te vocorkomen dat het loopdier met brokken elders in de
kruiskool voedselvoorraden en daarmee cneigenlijke vecerplaatsen
gaat aanleggen. Op de eindkoocitjes B en D =zit een kooitje
gemonteerd (in de versie van Schenck, van der Giessen, Slob en

van der Werff ten Bosch [1978] ontbraken deze kooltjes).
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Figuur 3-1.

Foto van een kruiskeooi, bestaonde uit eon centrale ruimte wvan
waaruit 4 armen toegang geven tot de eindkooitjes A tot &n met D.
In de kooitjes boven op eindkooitjes B en D kunnen stimulusdieren
geplaatst worden. Aan eindkooitje A hangt een voerbokje; op
eindkooitje C staat een waterfles. Boven de centrole ruimte
bevindt zich een gloeilamp van 40 wott. De fotodetectoren (2 per
arm) zijn te zien.

In dit kooitje kan een stimulusdier gezet worden. Cmdat de
bodems wvan deze stimuluskooit]es van gaas zijn, 1s communicatie
mogelijk via alle =zintuigen tussen stimulusdier en loopdier;
lichamelijk contact 18 slechts zeer beperkt megelijk. Ocok de
overige bodems van de kruiskooi zi)n van gaas, alleen de bodem
van de c¢entrale ruimte %bestaat uit een plaatje aluminium. De
centrale ruilmte, de eindkooitjes A en C en de setimuluskooitjes
hebben transparante perspex bovenzijden, terwijl de bovenzijden
van de armen en alle zijkanten uit aluminium bestaan. Boven de

¢entrale ruimte hangt een 40 watt daglichtlamp die aan is wvan
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7.00 uur tot 21.00 uur. De omzwervingen van het loopdier worden
door middel wvan fotodetectoren (2 per arm; zie figuren 3-1 en
3-2) doorgegeven aan een microprocessor (voor uitgebreidere
technische details zi] verwezen naar Schenck et al [1978]). Op
een ponsband worden gegevens vastgelegd. Uit deze gegevens Lkan
informatie verkregen worden over het tijdstip, de duur en de
frequentie van de bezoeken aan ieder eindkooitje. Uit deze
gegevens kan ook de volgorde gehaéld worden waarin een loopdier
de diverse eindkooitjes bezoekt. Van deze laatste mogelijkheid
is in dit onderzoek geen gebruik gemaakt.

Figuur 3-2.

Schematische tekening van de kruzskoo;. Duidelijk is te zien dat
het loopdier door de gazen bodem het stimulusdier kan zien, horen
en ruiken moar dot lichamelijk contact slechts beperkt mogelzjk
is.

De kruiskeooi onderscheidt zich van de eerder in dit hoofdstuk
besproken testsituaties door het feit dat deze kooi bedoeld is
als woonkooi voor het te onderzoeken dier. Zowel het loopdier

als het stimulusdier worden in hun weonomgeving getest. Effecten
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die worden gevenden zijn niet beinvlced door overplaatsing wvan
de woonkooi naar - een vreemde testruimte. Dag en nacht
verschillen ltunnen worden bestudeerd, alsmede het verloop in de
tijd {zowel binnen een etmaal als binnen een periode die meerdere
etmalen omvat). Bovendien wordt er een gedrag geregistreerd dat
niet hoeft te worden aangeleerd.

Door andere onderzoekers is de kruiskooi gebruikt als
instrument om de locomotore activiteit bHij kleine proefdieren te
meten. 2o zijn effecfen van ondervoeding van jonge ratten op hun
locomotore activiteit onderzocht [Barnett, Smart & Widdowson
1971; ©Slob 1972; Slob, Snow & de Natris-Mathot 1973; Schenck,
Slob & wvan der Werff ten Bosch 1978]. Pelt [1972] heeft de
kruiskooi gebruikt om effecten van tijdelijke afwijkingen in de
normale schildklierfunctie kort na de gebeoorte op de locometore
activiteit bi] ratten <te onderzoeken. Cowan [1976; 1977]
onderzocht het effect van nieuwe voorwerpen die in de kruiskooi
geplaatst werden op de locomoteore activiteit bhij ratten. Schenck
et al [1978] beschreven de invliced van de ovarifle cyclus van
een intacte vrouwelijke rat op haar locomotore activiteit. De
eerste publicatie waarin de kruilskooi is gebruikt als instrument
om aantrekkelijkheid van vrouwtjes te bepalen door het verloop in
de wverblijfsduur wvan mannetjes bij deze stimulusvrouwtjes te

‘volgen stamt uit 1982 [de Greef & Merkx 1982].

Het is in de kruiskooi niet zonder meer duidelijk waarom een
leoopdier op een bepaald tijdstip langer in de nabijheid van een
stimulusdier zit dan op andere momenten, omdat in de kruiskooi
alleen verblijfsdﬁren en excursies geregistreerd worden terwijl
er geen andere gedragsobservaties verricht worden. We
veronderstellen echter dat wanneer een mannelijke rat op een
bepaald moment een voorkeur heeft voor de nabijheid wvan een
bronstig stimulusdier, er sprake is van een “seksuele voorkeur”

of “partnerkeuze™, hoewel copulatie niet mogelijk is.
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GEBRUIKTE PROEFDIEREN

In alle experimenten werden Wistar ratten gebruikt: F,
nakomelingen van twee inteelt stammen (R en U). Vanaf de 21-ste
dag na de geboorte verbleven zij in isoseksuele groepen van 3 tot
5 dieren. Bij de aanvang van de observatieperiocden waren de
dieren tussen drie en vijf maanden oud. Zowel de locopdieren als
de stimulusdieren hadden op volwassen leeftijd nooit
heteroseksuele paringservaring: =ze waren seksueel "nafYerf~.

Bij gebruik van geovariectomeerde dieren als stimulusdieren,
waren deze ongeveer 3 weken voor de aanvang van het experiment
geopereerd. Operaties en bleoedafnames gebeurden steeds onder
ethernarcose. In experimenten met intacte vrouwtjes werden met
behulp wvan een &se wuitstrilkjes van het vaginaal epitheel
gemaakt om het stadium van de ovariZle cyclus te bepalen {Long &
Evans 1922]. Dit gebeurde altijd omstreeks 10 uur ‘s morgens en

doorgaans op 5 dagen in de week.

WEERGAVE VAN RESULTATEN IN GRAFIEKEN

De wverblijfeduren wvan de locpdieren in de diverse
eindkooitjes worden  weergegeven in  histogrammen, die de
gemiddelde verblijfsduur en de standaardfout (SEM) weergeven.
Het aantal excursies wordt weergegeven in de vorm van een
polygoon, die het gemiddelde (+ SEM) aantal excursies van de
experimentele groep weergeeft.

In iedere figuur zijn gegevens verwerkt die afkomstig =zijn
van greoep(en) ratten gedurende dezelfde registratieperioden.
Soms is in een figuur het gemiddelde weergegeven van een aantal
{c) cyeli of behandelingsperioden. In ieder figuur is het aantal
(n) loopdieren vermeld. Binnen een figuur kan het aantal (n)

dieren waarcp de grafieken betrekking hebben verschillend zijn.

51



Dit is meestal het gevolg van een klein defect in de apparatuur.
Veelal .was er dan één wvan de 64 lampjes in de fotodetectoren
kapot of was er een onderbreking in een van de 384 kabeltjes naar
de fotodetectoren. Bij het gebruik van intacte stimulusvrouwtjes
kan ook onduidelijkheid over de exacte dag van bronst een oorzaak

zijn van een verschillend aantal dieren per grafiek.

GEBRUIKTE STATISTISCHE METHODEN

Analyse van de resultaten toonde dat er grote verschillen in
aantallen excursies en verblijfsduren tussen de dieren onderling
waren. QOok de registraties bij individuele dieren vertoonden
grote wverschillen tussen diverse vergelijkbare dagen. Besloten
is om gebruik te maken van verdelingsvrije toetsen. Deze toetsen
zijn @geschikt voor kleine steekproeven, waarin veel uitschieters
voorkomen en waarbij geen normale verdeling verondersteld kan
worden. Het onderscheidend vermogen van deze verdelingsvrije
toetsen is kleiner dan wvan overeenkoemstige toetsen, die wel
uitgaan wvan een normale verdeling [de Jonge 1958]. Alleen in
hoofdstuk 4 is een parametrische toets gebruikt, die in dat

hoofdstuk besproken zal worden.

De toets van Friedman [de Jonge 1960; Daniel 1978] werd
gebruikt om de nulhypothese te toetsen dat
1. binnen een expérimentele groep de gevonden aantallen
excursies naar of wverblijfsduren in een eindkocitje
geen verschillen vertoonden gedurende opeenvolgende
registratieperioden {meestal de gegevens van
opeenvolgende nachten);’
2. binnen een experimentele groep geen verschil in
gevonden waarden tussen de vier eindkooitjes was-

De (rang)tekentoets [de Jonge 1960] werd gebruikt om de
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nulhypothese te toetsen dat binnen een experimenteéle groep geen
verschil bestond in de gevonden waarden van 2 eindkooitjes
gedurende dezelfde registratieperiode.

De toets van Kruskal en Wallis [de Jomnge 1960; Daniel 1978]
werd gebruikt om de nulhypothese te toetsen dat de geveonden
waarden voor hetzelfde eindkooitje tussen meer dan twee
experimentele groepen gelijk waren.

De twee steekproeventoets van Wilcoxon [de Jonge 1960] werd
gebruikt om de nulhyﬁothese te toetsen dat gevonden waarden voor
hetzelfde eindkooitje bi] twee experimentele groepen gelilk
waren.

Er werd altijd tweezijdig getoetst; niet significant
betekent p>0.05.

HET GEDRAG VAN DE RAT IN DE KRUISKOOI

Om inzicht te krijgen in de omzwervingen van de rat in de
kruiskooi zijn een aantal registraties gedaan zonder
stimulusdieren en een aantal registraties met geovariectomeerde
vrouwtjes als estimulusdieren in de daarvoor bedoelde kooitjes.

Als loopdieren zijn steeds intacte volwassen mannetjes gebruikt.

De excursies

In figuur 3.3 zijn de gemiddelde aantallen excursies die een
groep van 6 mannetjes gedurende de eerste 22 dagen van hun
verblijf in de kruiskooi naar alle vier de eindkocoitjes maakten,
weergegeven, terwijl in de stimuluskoocitjes geovariectomeerde
onbehandelde vrouwtjes verbleven. De eerste 10 dagen en nachten
daalt het aantal excursies naar alle vier de eindkooitjes. Vanaf
dag 10 blijf{ het aantal excursies naar de vier eindkooitjes

vrijwel constant. In de figuur is te zien dat de dieren vooral
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Figuur 3-3.

Gemiddeld (+ SEM) oantal excursies noar de vier eindkooitjes wvan
deo kruiskool gedurende een 22 dagen durend experiment. In de
stimuluskooitjes zijn eovariectomeerde vrouwtjes canwezig.
———— per etmoal (00.00-24.00 uur) - - - — per donkerperiode
(21.00-7.00 uur)

in de nacht actief zijn. TFiguur 3-4 laat dit duidelijker =zien:
daar 1is wvan dezelfde groep ratten de verdeling van de excursies
per uur weergegeven gedurende twee etmalen. In de nacht zijn de
mannetjes het meest actief, hetgeen op grond van de literatuur te
verwachten valt [Larsson 1958; Peacock, Hodge & Thomas 1966;
Evans 1971; Richter 1971)]. Vanaf de tweede nacht dat de dieren

in hun kruiskooi wverbleven was er een patroon in de
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loopactiviteit, zeals in figuur 3-4, waar te nemen. Direct na
het doven en vlak voor het aangaan van de lichten is er een piek
in het aantai excursies te zien. Ook Barnett, Smart en Widdowson
[1971] beschreven deze pieken in loopactiviteit. Deze pieken in
het aantal excursies zijn door ons ook waargenomen wanneér er
geen stimﬁlusdieren in de kocitjes azanwezig zijn. 7 Ook is inm
figuur 3-4 duidelijk te =zien dat de dieren gedurende de
lichtperiode weinig loopactiviteit vertonen. De piek bij de
pijlen wordt veroorzaakt door de aznwezigheid van de verzorger in
de ruimte waar de kruiskocien stonden opgesteld; in het weekend

trad deze piek niet op.

'iﬂ 1 n=6 -
15 5
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2
n
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»
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T
=
]
m
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0~
7 21 7
lichter uit lichten uit
Figuur 3-4. i
Gemiddeld (+ SEN) oontal excursies per uwur noar de vier
eindkooitjes” wvan de kruiskooli gedurgnde twee etmalen. De

mannel;ike IOOPGJGPGH verbleven reeds enige tijd in de kruiskooi.
De pijle ﬁeven het moment aan wgarop een verzorger in de
ruimte waar:n de ruiskooien opgesteld waren, vanwsezig was.
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Figuur 3-5.

Gemiddeld aantol excursies per uur naar Iieder van de &
eindkooit jes van de kruiskooi, terwijl er
geovariectomeerde stimulusdisren aanwezig zijn. De linker
helft van de figuur bevat data van de eerste 24 uur dat de
dieren in de kruiskooien verbleven; de rechter helft van
de figuur geeft dit weer voor het derde etmaol.
=voer; — — — — =water; — — — =aindkooitje B;
—--— =aindkooit je D.

dag 3
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De figuren 3-5 en 3-6 laten de excursies naar de vier
eindkooitjes =zien gedurende het eerste etmaal (dag 1) en het
derde etmaal (dag 3) dat de dieren in de kruiskooi aanwezig zijn.
De gegevens uit figuur 3-5 hebben betrekking op dezelfde groep
mannetjes als in de figuren 3-3 en 3-4, waarbij geovariectomeerde
vrouwtjes als stimulusdier aanwezig waren. De gegevens uit
figuur 3-6 zijn afkomstig van een experiment met 11 mannelijke
loopdieren =zonder dat er dieren in de stimuluskooitjes aanwezig
waren. Het valt op dat wanneer er stimulusdieren boven de
eindkcoitjes B en D aanwezig zijn, mannetjes deze eindkooit]es
gedurende de eerste dag van hun verblijf in de kruiskool met een
grotere frequentie bezochten dan wanneer er geen stimulusdieren
aanwezlg waren. Gedurende de derde dag werden alle vier
eindkooit]es met nagenoeg dezelfde frequentie bezocht, in beilde
experimentele situaties. In tabel 3-1 is het aantal excufsies
per 24 uur naar de diverse eindkooit]es weergegeven. De gegevens
hehben betrekking op registraties bij twee groepen loopdieren die
reeds langer dan 10 dagen in de kruiskoolen aanwezig waren (dus
geadapteerd waren; zie figuur 3-%). Wanneer er &een
stimulusdieren in de kooit]es aanwezig =zijn worden de vier
eindkooitjes met nagenceg gelijke frequentie ©bezocht (Friedman:
K=21, ns).

Tabel 3-1.

Gemiddeld (+ SEM) acantol excursies per 24 uur naar de vier
eindkooitjes door 2 groepsn mannelijke loopdieren. Beide groepeén
mannet jes verbleven langer dan 10 dagen in de kruiskoei.

Eindkooitie

Water Voer B D
Stimulusdieren aanwezig N
2a10 48 1541.0 13211 19£1.3 18+0.8 pee.0
Stimulusdieren afwezig
ne12 deit 15+1.4 15+1.1 1722.5 17+%.8 ns
na pLo.0%5 - ne na
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Aanwezigheid van stimulusdieren leidde ertoe dat de eindkooitjes
B en D wvaker bezocht werden dan de eindkooitjes A en C, waar
respectievelijk water en voer aanwezig was (Friedman: K=358,
P<0.01). Er was geen voorkeur: dat wil zeggen één van de twee
stimulusdieren werd niet frequenter bezocht dan het andere dier.
Eindkooitje C (veer) werd in aanwezigheid van stimulusdieren
minder lang beéocht dan wanneer er geen stimulusdieren aanwezig

waren (Wilcoxon: U=162, px0.05).

De verblijfsduur

Om een indruk te krijgen waar de dieren zich van uur tot uur
ophouden is in figuar 3-7 wveoor 2 mannelijke locpdieren -ze
verbleven al langer dan 10 dagen in de kruiskooi- de
verblijfsduur in de diverse eindkooitjes per uur uitgewerkt. Er
waren geovariectomeerde hormonaal onbehandelde dieren als
stimulusdieren aanwezig. Opvallend is dat de dieren gedurende de
lichtperiode 1langer in dezelfde eindkooitjes bleven dan s
nachts. Dier A bleef gedurende bijna de gehele lichtperiode in
het eindkooitje waar het water zich bevend. Dier B wisselde in
de lichtperiode nog al eens van eindkocitje. 1In de donkerperiode
brachten zowel dier A als B enige tij]d in alle eindkooitjes door.
Uit de literatuwr is bekend dat ratten gedurende de nacht actief
zijn en dan ook eten en drinken [Siegel & Stuckey 1947; Zucker
1971; ter Haar 1972] en gedurende de lichtperiode veel slapen
[van Twyver 1969; Richter 1971]. Op grond van deze gegevens kan
worden geconcludeerd dat dier A in het eindkocitje met water zijn
inactieve periode doorbracht en daar niet alleen aanwezig was om
te drinken. Gegevens van andere dieren lieten =zien dat de
variatie in verblijfsduur overdag het grootst is, zowel tussen de
dieren o¢nderling als bij een individueel dier op verschillende
dagen: de dieren lijken op een toevallige plaats te verblijven

om te slapen.
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Figuur 3-7.

Verblijfsduur per uur in de vier eindkooitjes gedurendes 24 uur
van tweée monnelijke loopdieren (A en B). Boven eindkooitjes B en

b zijn onbehandelde  geovariectomeerde vrouwt jes als
stimulusdieren gonwezig.

b3 =water; avosr; =gindkooitje B; [ii=eindkooitje D.
A ' .

De locpactiviteit is overdag nagenceg nul, terwijl excursies die
gemaakt werden vaak veroorzaakt werden door externe verstoringen.
Gedurende de donkerperiode werden alle kooitjes met een zekere
regelmaat bezocht. In het volgende hoofdstuk zal blijken dat een
mannetje vooral ‘s nachts een voorkeur vertoont om bij een
bronstig vrouwtje te verblijven.

In figuur 3-8 zijn de nachtelijke wverblijfsduren in de

diverse eindkooitjes nader onderzocht bij twee groepen (langer

60



eindkooitje B eindkooitje B

1 n=12

200 - 200 4
2 =
5 ]
g £
5 0 § 0+
2 E
E E

200 4 200

eindkooitje D

200 4 200 -
] E
3 3
g £
§ 07 g 04
: E —
E voer E voer

200 - 200 -

1 2 3 4 5 6 7 8 T 1 23 4 5 6 7 8 910 M
nacht nacht

Figuur 3-8.
Gemiddeide (+ SEM) verblijfsduur gedurende de donkerperiode in de
vier eindkooitjes van de kruiskooi. De linker helft heeft
betrekking op een situctie waarbij geovariectomeerdes

stimulusdieren ocanwezig zijn. De rechter helft hesft betrekking
op een situgtie zonder stimulusdieren,

dan 10 dagen geadapteerde) ratten. Indien er géén
stimulusdieren aanwezig waren (rechterhelft van figuur 3-8), was
er geen verschil tussen de wverblijfsduren in de ©Dbeide
eindkooitjes waarboven een stimulusdier kon zitten
(rangtekentoets uitgevoerd op de totale nachtelijke
verblijfsduren: V=18, ns). Uit figuur 3-8 blijkt tevens dat het
water ‘s nachts het langdurigst bezocht werd en dat de minste

tijd doorgebracht werd in het eindkooitje met het voerbakje.
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Aanwezigheid van geovariectomeerde stimulusdieren (linkerhelft
van figuur 3-8) had geen invliced op de tijdsbesteding wvan het
loopdier in de eindkooitjes B en D in wvergelijking met de
verblijfsduur in die eindkooitjes zonder stimulusdieren (Wilcoxon
eindkooitje B: U=126, ns; eindkocitje D: TU=118, ns). Ook
wanneer er stimulusdieren boven eindkooitjes B en D zaten was er
geen verschil in verblijfsduur tussen de beide eindkooitjes

(rangtekentoets, uitgevoerd op de totalen wvan alle nachten:
v=17, ns).

n=10 d=8 -n=12 d=1n

B D
224 2748

Figuur 3-9.

Relatieve verblijfsduren in 'de vier eindkooitjes wvon de
kruiskooi. Het 1linker c¢irkeldiagram heeft betrekking op een
situgtie met geovariectomeerde stimulusdisren boven de

eindkoocitjes B en D. Het rechter cirkeldiogram heeft betrekking
op een situatie zonder stimulusdieren.

De cirkeldiagrammen in figuur 3-9 geven een overzicht van de
relatieve tijdsbesteding in de diverse eindkooities gedurende 24
uur, respectievelijk in aanwezigheid en afwezigheid wvan
stimulusdieren.
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SAMENVATTING

In dit hoofdstuk is het principe van de kruiskooi beschreven.
Ook andere methoden cm aantrekkelijkheid en appetitief gedrag bij
ratten te meten =zijn beschreven. Het ©belangrijkste verschil
tussen de kruiskooi en andere methoden 1is het feit dat de
kruiskool als woonkool dient.

Het is gebleken dat het niveau wvan locomotore activiteit
gedurende de eerste. tien dagen van het verblijf van mannelijke
ratten in de kruilskooli afneemt, om na de tiende dag op een
constant niveau te blijven: na 10 dagen zijn de ratten
geadapteerd aan de kruiskooi. Gedurende de lichtperiode zijn de
ratten weinig actief en 1lijken op willeksurige plaétsen in de
kooi te verblijven. “s Nachts zijn de dieren meer actief, met
een piek in activitelt direct na het uitgaan en een piek vlak
voor het aangaan van de lichten.

Wanneer er in de stimuluskooitjes geovariectomeerde hormonaal
onbehandelde vrouwtjes zitten vertonen mannelijke lcopdieren geen
voorkeur voor één van de belde eindkooitjes (noch wat betreft
verblijfsduur, noch wat betreft het aantal excursies). Het
eindkooitje waarop de waterfles =zit wordt het langdurigst
bezocht, terwi]l het eindkocitje met het voer het minst langdurig
bezocht werdt.
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HOOFDSTUK 4

KEUZEGEDRAG VAN DE MANNELIJKE RAT DE GEDURENDE CYCLUS
VAN HET VROUWTJE.

INLEIDING

Een volwassen vrouwelijke rat zal slechts eenmazal in de vier
d vijf dagen gedurende een beperkt aantal uren paringsgedrag
vertonen; ze heet damn in bronst te zijn. Gedurende deze bronst
zal zi]j initiatieven nemen om te copuleren en zal zij
beklimmingen en intromissies door het mannetje mogelijk maken
[Calhoun 1962; MeClintock & Anisko 1982; McClintock, Aniske &
Adler 1982]. 1In het gedrag van de vrouwelijke rat tijdens de
paring kunnen drie belangrijke compenenten onderscheiden worden
[Beach 1976]: haar aantrekkelijkheid, haar proceptiviteit en
haar receptiviteit (zie voor deze begrippen hoofdstuk 2).

In dit hoofdstuk zal onderzocht worden op welke wijze de
aantrekkelijkheid wvan een bronstige vrouwelijk rat het
keuzegedrag van een mannelijke soortgencot in de kruiskooi
beInvloedt. Hiertoe =zal het keuzegedrag van een mannelijk
loopdier in de kruiskooli geregistreerd worden gedurende de
ovari@&le cyclus van een stimulusdier. Het lijkt aannemelijk dat
een mannelijke rat op de bronst wvan een vrouwelijke rat zal
reageren door haar vaak of langdurig te bezoeken. Immers, voor
de voortplanting {dus ook voor het voortbestaan van de soort) is

deze teoenadering onontbeerlijk.
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Uit de literatuur komt niet duidelijk naar voren of een
mannelijke rat heteroseksuele paringservaring moet hehben om de
bronst van een vrouwelijk soortgencot als aantrekkelijk te
ervaren. Le Magnen [1952b] beschreef dat in het door hem
gebruikte T-vormige doolhof mannelijke ratten zonder
heteroseksuele paringservaring vaker de arm bezochten waarin de
geur van een bronstig vrouwtje werd geblazen dan de arm waarin de
geur van een niet-bronstig vrouwtje werd geblazen. Carr, Loeb en
Dissinger [1965] vonden alleen bij mannelijke ratten met -
paringservaring een voorkeur voor een bronstige vrouwelijke
soprtgenocot. ZiJ testten de dieren in een vrije veld situatie.
In deze ruimte werden twee hard-board cilindertjes geplaatst
waarin of een bronstig of een niet-bronstig stimulusdier was
geplaatst. Doordat de uiteinden van deze cilindertjes met gaas
en houtwol waren afgesloten, konden de mannetjes de
stimulusvrouwtjes niet =zien of aanraken, alleen maar horen en
ruiken. Ook Stern [1970] maakte gebruik wvan een soortgelijke
opstelling, met als belangrijkste wverschil dat er in zijn
experimenten een ceonstante luchtstroom door de stimuluskooitjes
werd geblazen. Stern [1970] onderzocht 1in welke mate het
mannetje paringservaring diende te hebben om een voorkeur voor
een bronstige vrouwelijke soortgencot te tonen. Op grond van
zijn experimenten kwam hij tot de <conclusie dat bheklimervaring
zonder intromissie (2 paringstests waarin het mannetje 3
heklimmingen per test werden toegestaan met een bronstig vrouwtje
bij wie de vagina chirurgisch gesloten was) noodzakelijk was voor
het mannetje om een bronstig vrouwt]e te verkiezen %bToven een
niet-bronstig dier.

In het experiment in dit hoofdstuk wordt keuzegedrag
onderzocht bij een mannelijke rat die geen heteroseksuele

paringservaring heeft.
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OPZET

Zes intacte mannelijke ratten, die vanaf de leeftijd van 3
weken in isoseksuele groepen waren opgegroeld, werden op de
leeftijd wvan 3 maanden 1in de kruiskooi geplaatst. Hun
omzwervingen werden gedurende 23 dagen vervolgd. In één van de
twee stimuluskooitjes van de kruiskooi bevond =zich een intacte
vrouwelijke rat; in het andere stimuluskooitje was een
geovariectomeerd vrouwt]e aanwezig. Vijf tot zes maal per week
werd er bij de intacte stimulusvrouwtjes om ongeveer 10.00 uur
met behulp van een &se een uitstrijkje gemaakt wvan het vagina
epitheel. De Wistar ratten die gebruikt zijn hebben meestal een
bronsteyclus van vijf dagen [van der Schoot & Zeilmaker 1972].
Met ©Dbehulp van deze ongekleurde uitstijkjes werd het stadium van
de vaginale c¢yclus bepaald, zcals beschreven is deoor van der
Schoot en Zeilmaker [1972]. 1In de ochtend na de ovulatie worden
deze uitstrijkjes gekenmerkt door verhocornde epitheel cellen.
Gedurende de laatste wuren van de lichtperiode en gedurende het
grootste deel wvan de donkerperiode die zan dit uitstrijkje

voorafgaan is de vrouwelijke rat in bronst [Long & Evans 1922].

RESULTATEN
Verblijfsduur

Aanvankelijk werden de gegevens per etmaal (van 00.00-24.00
uur ) met elkaar vergeleken. Er konden geen duidelijke
verschillen gevonden worden in de tijd die het mannetje
doorbracht in de nabijheid van het intacte vrouwtje gedurende de
verschillende dagen van haar cyclus. Besloten werd om van één
mannelijke rat de verblijfsduur in de vier eindkcoitjes wvan uur

tot wuwur in grafiek te brengen. In de 23 dagen, die de
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registratie van dit experiment duurde, maakte het intacte
stimulusvrouwtje 4 complete cycli door. Figuur 4-1 toont een
gedeelte wvan deze registratie bij dit ene mannetje. In deze
figuur, waarin ock het stadium van de cyclus wvan het intacte
vrouwtje is vermeld, valt onmiddellijk op dat gedurende de nacht
tussen prooestrus en cestrus (zoals bepaald aan de hand van het
vaginaal wuitstrijkje) het mannetje het overgrote deel van de
nacht doorbracht bij het intacte vrouwtje. Gedurende de overige
nachten vertoonde het mannetje weinig belangstelling voor het

geovariectomeerde dier. Door deze intensieve manier wvan

min
60 -

30 .

dioestrus . prooestrus

water Bintact vrouwtje Bvoer Dgeovariectomeerd vrouwtje

oesirus

min

I metoestrus dicestrus
Figuur 4-1. ' .
De tijd die een individueel monnetje per wuur doorbrengt 1in de
vier eindkooit jes van de kruiskooil, torwijl in &én

stimuluskooitje een intact vrouwtje aanwezig is, en iIn het andere
stimuluskooit je een geovariectomeerd vrouwtje. De stodia van de
vaginale cyclus zijn aangegeven. De donkere balken geven de
donkerpericde aan.
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bewerking van de verkregen gegevens werd het duldelijk dat bij
verdere analyse een scheiding gemaakt moest worden tussen
gegevens die gedurende de lichtperiode en gegevens die gedurende

de donkerperiode verzameld waren.
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Figuur 4-2.

Gemiddelde (+ SEM) verblijfsduur per uur ven intocte mannelijke
ratten gedurende drie dagen bij een intact stimulusdier.
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Bij 4 van de 6 mannetjes konden de gegevens gedurende 4 cycli
van het intacte vrouwtje gebruikt worden; van één mannetje
konden de gegevens niet gebruikt  worden omdat het
geovariectomeerde vrouwtje overleed; de gegevens van een tweede
mannetje konden niet gebruikt worden omdat de cyclus wvan het
intacte vrouvwtje onregelmatig was. In figuur 4-2 is de
verblijfsduur per uur bij de stimulusdieren weergegeven gedurende
de dagen van procestrus, oestrus en metoestrus. Aan de hand van
het uitstrijkje van 10.00 uur werd bepazald of de rat de nacht
tevoren iIin bronst was geweest. Tedere kolom in figuur 4-2
vertegenwoordigt 16 waarnemingen bi] vier mannetjes. Eerst is
voor ieder mannetje afzonderlijk de gemiddelde verblijfsduur per
uur over de 4 cycli uitgerekend. Vervolgens is wvoor de vier
mannetjes het gemiddelde van deze gemiddelden uitgerekend. 1In de
eerste uren na het uitgaan van de lichten verbleven de mannetjes
meer dan de helft van de tijd in de nabijheid van het bronstige
vrouwtje. De belangstelling voor het bronstige vrouwtje nam
langzaam af tegen de ochtend. Gedurende de nacht van prooestrus
en metcestrus verbleven de mannetjes veel minder in de nabijheid
van het intacte vrouwtje.

In figuur 4-3 1s de gemiddelde nachtelijke wverblijfsduur
uitgezet van de 4 mannetjes bij de intacte en de
geovariectomeerde vrouwtjes, gesynchroniseerd naar de
verschillende stadia van de vier cycli van de intacte vrouwelijke
ratten. Gedurende de nacht van bronst van het intacte vrouwtje
bracht het mannetje de meeste tijd bij haar deoor. In diezelfde
nacht toonde hij weinig belangstelling voor het intacte vrouwtje.
Uit figuur 4-3 is niet duidelijk of er een verschil in
verblijfsduur is bij het intacte vrouwtje gedurende de eerste,
tweede, derde of wvierde maal dat zij in bronst is. Omdat de
toets van Hartley aantoonde dat deze gegevens homogeen verdeeld
wvaren, zijn ze geanalyseerd met behulp van een 3-weg variantie a-

nalyse volgens een randemized block factorial design [Kirk 1968].
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Figuur 4-3.

Gemiddelde {+ SEM) verblijfsduur gedurende de nacht bij twee

stimulusdieren door vier intacte mannelijke ratten. De pijlen

zeven de nachten aan wagrop het intocte stimulusvrouwtje (witte
olommen) in bronst is. De gearcesrde kolommen geven de

verblijfsduur aon bij het geovoriectomeerde vrouwtje.

Het voordeel van deze (parametrische) methode boven
parameter-vrije methoden is dat er diverse interacties getoetst
kunnen worden. De resultaten van deze analyse 3ziljn weergegeven
in tabel 4-1. Nadere analyse +van de significante interactie
A x C (intact versus geovariectomeerd stimulusdier x stadium van
de cyclus) leerde dat de mannelijke ratten meer tijd doorbrachten
bij het intacte vrouwtje gedurende de nacht van haar bronst dan
gedurende andere nachten van haar cyclus. Gedurende de nacht van
bronst werd het bronstige stimulusdier ook langer bezocht dan het
geovariectomeerde dier. Gedurende de derde nacht na de bronst
van het intacte vrouwtje verbleven de mannetjes langere tijd bij
het geovariectomeerde dier dan bij het intacte dier. Er was geen

verschil tussen de diverse c¢ycli in verblijfsduur bij de
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stimulusdieren: er is dus geen 1leereffect, maar ook geen
gewenningseffect met betrekking tot de werblijfsduur bij de

stimulusdieren.

Tabel 4-1.

Variantie analyse op de nachteli{ke verblijfsduur van 4 mannelij-

ke ratten bij vrouwelijke stimulusdieren in relatie tot het sta-
dium van de ovari&éle cyclus en het cyclusnummer.

ss oF MS . F P
A 697 1 597 7.72 <0.01
B 114 3 pL:] 0.42 na
c 1663 4 418 4.80 €0.005
AxB 328 3 109 1.21 ng
AxC 6988 4 1747 19.36 <0.00%
BxC a72 12 T3 0.80 ng
AXBxC 1585 12 132 1.46 ns
Blokxken 1547 -] S16 5.7 <0.005
Rest 10560 117 90
Totaal 24354 159

A=geovariectomeerd versus intact; B=cyclusnummer; Csstadium
van de ovarifle cyclus.

Excursies

Ook de excursies werden aanvankelijk per etmaal (00.00-24.00
uur) bestudeerd. Nadat duidelijk geworden was dat de mannelijke
rat vooral ‘s nachts een voorkeur heeft om in de nabijheid wvan
een bronstige wvrouwelijke rat te zijn werden ock de aantallen
excursies naar de eindkooitjes met de stimulusdieren per nacht
bekeken. In figuur 4-4 zijn de zantallen excursies per nacht
weergegeven. De gegevens zijn ook nu weer gesynchroniseerd naar
de stadia wvan de cy¢lus van het intacte vrouwtje, zodat de
nummering van de nachten niet exact overeenkomt met het =zantal
nachten dat de mannetjes in de kKruiskooi verbleven. 1In figuur
4-4 is te zien dat de mannetjes gedurende de eerste bronsteyclus

van het intacte vrouwtje (nachten 1 t/m 5) beide stimulusdieren
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met een hoge frequentie bezochten: de loopdieren waren nog niet
geadapteerd aan de kruiskooi (zie hoofdstuk 3). Gedurende de
eerste en tweede bronst (de nachten 3 en 8) maakten 3 wvan de 4
mannetjes meer excursies naar het intacte vrouwtje dan naar het
geovariectomeerde stimulusdier. Tijdens de derde en vierde nacht
van bBronst (de nachten 13 en 18) bezochten alle 4 de mannetjes
het bronstige dier frequenter dan het geovariectomeerde

‘ stimulusvrouwtje.

100T

=

(%]

m

£

1]

]

®

B

-

[Tl

x

L

P E PE P E P E
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Figuur 4<%,
Gemiddelds (+_ SEM) ogantal excursies per nacht nagr twee
stimulusvrouwtjes door  intacte mannet jes. P=procestrus;
E=ogstrus; SXCUrsies naar intacte stimulusdier;

------- =gxcursies naar gsovariectomesrde stimulusdier.

Het aantal excursies naar ‘het intacte ~ vrouwtje (ay,
uitgedrukt als percentage van het aantal excursies naar het
geovariectomeerde stimulusdier (b) plus het aantal excursies naar

het intacte stimulusdier (d), bedroeg gedurende de eerste,
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tweede, derde en vierde nacht wvan bronst (d/b+d b4 100)
respectievelijk 58, 59, 61 en 71 procent. Dit percentage bedroeg
gedurende de andere nachten van de cyclus gemiddeld 51,5. Het
bovenomschreven percentage is ook voor iedere nacht afzonderlijk
uitgerekend. Per cyclus -de twee nachten wvoor de %bronst, de
nacht wvan bronst en de twee nachten na de bronst- zijn deze
percentages statistisch onderzocht met behulp van de toets wvan
Friedman. Gedurende de nachten van de eerste cyclus {(de nachten
1 t/m 5) bezochten de mannetjes de beide stimulusdieren met
eenzelfde frequentie (Friedman: K1=51. ns). Ook gedurende de
nachten van de tweede cyclus { de nachten 6 t/m 10) vertoonden de
percentages geen significante verschillen (Friedman: K2=32, nsy;
gedurende nacht 8 werd dus zowel het geovariectomeerde
stimulusdier als het bronstige vrouwtje met een verhoogde
frequentie bezocht. Gedurende de derde en vierde %bromnsteyclus
bezochten de mannetjes het bronstige vrouwtje fregquenter dan het
geovariectomeerde stimulusdier (Friedman: K3=92. p<0,05; K4=95,
p<0,05).

BESPREKING

Dit experiment laat zien dat in de kruiskoeci bij een keuze
tussen een intact en een geovariectomeerd vrouwtje een seksueel
ocnervaren, intacte mannelijke rat een voorkeur heeft voor het
intacte vrouwtje, wanneer zij in bronst is. Deze voorkeur blijkt
uit de langere verblijfsduur %bij het bronstige vrouwelijke
stimulusdier, in vergelijking met andere dagen van haar cyclus.
Dit komt overegen met resultaten van andere in de literatuur
vermelde experimentele methoden. Bijvoorbeeld met de vrije veld
methode, waarin een identieke keuzesituatie werd gebruikt als in
het onderhavige experiment (de keuze tussen een geovariectomeerd

vrouwtje en een bronstig, intact vrouwtje), vertoonden intacte
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mannetjes ook een voorkeur voor het bronstige vrouwtje [Carr,
Loeb & Dissinger 1965; Carr, Loeb & Wylie 1966; Stern 1970;
Landauer, Wiese & Carr 1977; Brown 1978]. Ock Hetta en Meyerson
[1978] vonden in de door hen gebruikte vrije veld opstelling dat
mannelijke ratten langduriger in de buurt wvan een bronstig
vrouwtie verbleven dan in de buurt van een intact mannetje. In
de hierboven aangehaalde experimenten met een vrije veld methode
en in het experiment met de kruiskecoi vertoonden mannelijke
ratten een voorkeur voor een bronstige vrouwelijke soortgencot,
ondanks het feit dat copulatie niet mogelijk was. In een
T-vormig doolhof daarentegen blijken manneties slechts een
voorkeur voor een bronstig vrouwtje te vertonen als copulatie met
haar mogelijk is. Zo onderzocht Kagan [1955] het keuzegedrag van
mannelijke ratten in een T-vormig doclhof, terwijl het ene
doelkooitje een bronstig vrouwtje bevatte en het andere
doelkooitje een intact mannetje. Alleen wanneer mannetjes in
staat gesteld werden om met het bronstige wijfje te copuleren en
tot een ejaculatie te komen, vertoonden ze in de volgende tests
een duldelijke voorkeur voor de arm met het bronstige vrouwtje.
Mannetjes aan wie wel intromissies maar geen ejaculaties werden
toegestaan wvertoonden geen voorkeur voor een van beide armen in
daaropvolgende tests. Whalen [1960] kwam tot de conclusie dat
mannelijke ratten in het T-vormige doolhof niet leren om naar het
bronstige vrouwtje toe te gaan (met in =zijn opstelling als
alternatief een leeg doelkooitje) wanneer zij het bronstige
vrouwtje slechts mogen beklimmen. Werd echter een intromissie
bi] het bronstige vrouwtje toegestaan, dan kozen de mannetjes in
bijna alle volgende tests voor de arm die nazar het bronstige
stimulusvrouwtje leidde.

Het feit dat copulatie in de kruiskooi niet en 1in het
T-vormige doolhef wel nodig i1is voor de mannelijke rat om een
voorkeur te vertonen voor een bronstige vrouwelijke socortgenocot

is wverklaarbaar door het verschil in gebruikte methoden. In de
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kruiskooi wordt zowel de verblijfsduur als het azantal excursies
gemeten, +terwijl in het T-vormige doolhef alleen de keuze
gescoord wordt, die ten dele te vergelijken is met é&én excursie
in de kruiskooi. Uit het onderhavige experiment blijkt nu dat
het aantal excursies naar een eindkeooitje soms geen goede
parameter is voor de veoorkeur van de rat: immers gedurende de
tweede maal dat het stimulusvrouwtje in bronst was maakte het
mannetle meer excursies naar beide stimulusdieren; de derde en
vierde bronst maakte hij alleen meer excursies naar het hronstige
dier (figuur 4-4). In tegenstelling tot het aantal excursies
naar het ©bronstige vrouwtje, was de verblijfsduur bij dit
vrouwtje gedurende alle <vier nachten van bronst langer dan bij
het geovariectomeerde stimulusdier (figuur 4-3),

Terwijl de mannelijke rat in de kruiskoeoi -zijn woonkooi- de
mogelijkheid heeft om zowel lang (verblijfsduur) als vaak (aantal
excursies) naar het bronstige vrouwtje te gaan, heeft de rat in
het TI-vormige doolhof slechts de mogelijkheid om één excursie
te maken. Tevens heeft de rat in de kruiskooi de mogelijkheid om
ook de rest van de omgeving met een zekere regelmaat te
verkennen. Cowan [1977] ‘toonde aan dat dit zogenaamde
exploreer-gedrag bi] de rat een karakteristiek onderdeel is van
zijn gedragsrepetoire. In een kruiskooi liet hi] ratten hongeren
en gaf =ze slechts gedurende een zeer korte tijd per dag toegang
tot het eindkooitje met voer. Zelfs gedurende de korte tijd dat

de hongerige dieren toegang hadden tot het voer bezcochten ze

regelmatig alle andere eindkocitjes wvan de kruiskooi. Hij
concludeerde dan ook: “In a familiar environment the tendency to
explore is evidently present .... but for rats faced with a

change in a familiar situatien, expleoration has priority at
first™ [Cowan 1977 p 183].

Uit de literatuur over voorkeursgedrag wordt duidelijk dat

een mannelijke rat heteroseksuele paringservaring moet hebben om
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in een vrije veld situatie een voorkeur te vertonen voor een
bronstige vrouwelijke soortgenocot. Zo vond Stern [1970] dat
mannelijke ratten zonder paringservaring geen voorkeur vertoonden
voor het kooitje waarin een bronstige rat aanwezig was of voor
een kooitje met een geovariectomeerd dier erin. Oock de groep van
Carr wvond in hun experimenten dat ratten paringservaring mcesten
hebben om bij een keuze tussen een hronstig en niet-bronstig
vrouwtje te kiezen wvoor het bronstige dier [Carr, Loeb &
Dissinger 1965; Carr, Loet & Wylie 1966]. Echter, in de
kruiskooi hoeft een mannelijke rat geen heteroseksuele
paringservaring te hebben om een voorkeur te vertonen voor een
bronstig vrouwtje, =zoals uit het onderhavige experiment blijkt.
Een verklaring voor dit wverschil in bencdigde paringservaring
moet gezocht wordem in verschillen in gebruikte methoden of
verschillen in gebruikte proefdieren (of in geen combinatie wvan
beiden). Een belangrijk verschil tussen de vrije veld methode en
de kruiskooi is de duur van co¢bservatie. De kruiskooi is een
woonkool, terwijl in het vrije veld de dieren slechts kortdurend
Zetest worden. Een ander verschil tussen de experimenten van
Carr et al en Stern enerzijds en de kruiskooi anderzijds is het
feit dat bij de eerstgencemde onderzoekers de dieren elkaar
alleen maar konden ruiken en horen, terwijl de dieren in de
kruiskoei elkaar ook konden zien en aanraken. Echter, Brown
[1978] wvond dat mannelijke ratten een voorkeur vertoonden voor
alleen geursignalen afkomstig van een bronstig vrouwtje. 1In. een
vi]Jf minuten durende test besnuffelden mannelijke ratten langer
een blok]e waarop urine van een bronstige vrouwelijke rat was
gesprenkeld dan een blokje waarcop geen urine was aangebracht.
Lydell en Doty [1972] vonden dat alleen seksueel ervaren, intacte
mannelijke ratten een voorkeur vertoonden voor de urine van een
bronstig vrouwtje {(versus de urine van een niet-bronstig vrouwtje
of wversus water). Ock.in hoofdstuk 10 .zal blijken dat mannelijke

ratten in de kruiskooi gebruik maken van olfactorische prikkels
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die een bronstig vrouwtje produceert.

Een andere verklaring voor het verschil in benodigde
paringservaring kan gezocht worden in stamverschillen tussen de
gebruikte proefdieren. Stern  [1970] gebruikte im zijn
experimenten de Sprague-Dawley stam; Carr , Loeb en Dissinger
[1965], en Carr, Loeb en Wylie [1966] gebruikten een Long-Evans
stam, terwijl voor de experimenten in dit proefschrift een Wistar
~stam is gebruikt. Het is bekend dat er tussen deze stammen
verschillen in copulatie activiteit bestaan. 2o onderzochten
Landauer, Wiese en Carr [1978] bij een Long Evans stam de
voorkeur wvan mannelijke ratten voor een bronstig genarcotiseerd
vrouwtje versus een niet-bronstig genarcotiseerd wvrouwtje. De
genarcotiseerde stimulusdieren werden in de woonkooi wan de
mannetjes geplaatst. De te onderzoeken groep bestond uit 25
mannetjes, zonder hetercoseksuele paringservaring. Achttien van
deze mannetjes inspecteerden het bronstige vrouwtje langer dan
het niet-bronstige vrouwtje. Vervolgens kregen alle 25 mannetjes
drie 18 uur durende paringstests. Op grond van deze tests werd
er onderscheid gemaakt tussen mannetjes die in deze drie tests
minstens eenmaal ejaculeerden (copulators: n=1%) en mannetjes
die in deze drie testen nimmer ejaculeerden (non-copulators:
n=10). Binnen de eerste groep (copulators) hadden 12 van de 15
mannetjes een voorkeur getoond wvoor het bronstige vrouwtje,
terwijl in de tweede groep slechts 6 van de 10 mannetjes deze
voorkeur hadden.

In tegenstelling tot deze door Landuaer et al gebruikte stam,
waarin 20-40 procent van de mannetjes 1in gebruikelijke
testomstandigheden niet tot ejaculatie komt, komen er in de door
ons gebruikte Wistar stam =zelden mannetjes wvoor die niet
ejaculeren.

In een iets andere keuze situatie -intact mannetje versus
bronstig vrouwtje- vonden Eliasson en Meyerson [1981] dat in de

door hen gebrulkte vrije veld methode onervaren mannelijke ratten
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van de Sprague-Dawley stam langer in de nabijheid wvan het
bronstige vrouwtje verbleven dan in de nabijheid van een intact

mannetje.

SAMENVATTING

Intacte mannelijke ratten vertoonden in de kruiskeoi een
voorkeur om gedurende de nacht van bronst langer bi] een intact
stimulusdier te verblijven in vergelijking tot de andere nachten
van haar cyclus en 1in vergelijking tot een geovariectomeerd
stimulusdier. Deze toename in verblijfsduur biJ het bronstige
stimalusdier was vanaf het begin van het verblijf in de kruiskooi
bij de mannetjes waarneembaar. Oock het aantal excursies van het
intacte mannetje naar een intact vrouwtje nam gedurende de nacht
van haar bronst toe. Echter, het aantal excursies vormde geen
goede maat om de voorkeur ~van het mannetje uilt af te leiden,
omdat gedurende de tweede bronstcyclus van het intacte wvrouwtje
het mannetje zowel meer excursies maakte naar het bronstige
vrouwtje als naar het niet-bronstige stimulusdier. Pas in de
derde Dbronstcyclus maakte het mannetje gedurende de nacht van
bronst alleen naar het bronstige vrouwtje meer excursies dan
gedurende andere nachten van de cyclus.

Aangezien de mannelijke ratten in het beschreven experiment
geen heteroseksuele paringservaring hadden, is deze ervaring bij
de gebruikte stam ratten geen vereiste om in de kruiskooi een

voorkeur te kunnen tonen voor een bronstige vrouwelijke rat.
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HOCFDSTUK 5

EFFECTEN VAN KUNSTMATIG GEINDUCEERDE BRONST BIJ EEN STIMULUSDIER
0P HET KEUZEGEDRAG VAN DE MANNELIJKE RAT

INLEIDIRG

In hoofdstuk 4 is beschreven dat een mannelijke rat bij
voorkeur in de nabijheid van een bronstig vrouwtje verblijft. In
dit hoofdstuk zal cnderzocht worden of een mannelijke rat ook een
dergelijke wvoorkeur vertoont voor een geovariectomeerd vrouwtje
dat door middel van subcutane injecties met cestradiolbenzoaat en
progesteron in bronst weordt gebracht.

Het is reeds lang bekend dat het optreden van bronstgedrag
bij een vrouwelijke rat gerelateerd is aan cyclisch optredende
veranderingen in het ovarium [Long & Evans 1922]. In 1924 werd
aannemelijk gemaakt dat het cptreden van dit bronstgedrag onder
controle staat van ovariumhormonen [Allen, PFrancis, Robertson,
Colgate, Johnson, Doisy, Kountz & Gibson 1924]. Toen gevoeligere
hormoonbepalingen mogelijk werden, werd de relatie <+tussen de
wisselingen in de concentraties van oestrogeen en progesteron in
het bloed en het optreden van de bronst duidelijk (figuur 2-1)
[zie %bijvoorbeeld: Butcher, Collins & Fugo 1974: Goodman 1978;
SSdersten & Eneroth 1981]. Veel eerder was bekend dat bij
geovariectomeerde ratten alle componenten van bronstgedrag
geinduceerd kunnen worden door toediening wvan oestrogeen en
progesteron [Boling & Blandau 1939; Beach 1942¢; Whalen 1974].
Diverse componenten wvan bronstgedrag worden door oestradicl en
progesteron in verschillende mate beInvlced; bovendien is er

een tijds- en dosis-afhankelijke relatie tussen toegediend
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hormoon en gedrag. Empirisch is vastgesteld dat
geovariectomeerde ratten 48 uur na een eenmalige, subcutaan
toegediende " dosis cestradiolbenzoaat lordosegedrag vertonen
[Whalen 1974; Fadem, Barfield & Whalen 1979; Tennent, Smith &
Davidson 1980; Parsons; McLusky, Krey, Pfaff & McEwen 1980; de
Jonge, Burger & van de Poll 1986]. Het lordosequotiZnt -het
aantal lordeosen wvan het ©bronstige vrouwt]e gedeeld door het
aantal beklimmingen van een mannetje maal 100~ wordt gebruikt om
het lordosegedrag te kwantificeren. Door subcutane tcediening
van een hoge dosis oestradiolbenzoaat (8 ug per dier) aan een
geovariectomeerde rat kan een hoog lordosequotifnt worden
bereikt [Zemlan & Adler 1977]. Subcutane toediening van
progesteron aan geovarlectomeerde ratten die twee etmalen eerder
met een lagere dosis cestradiolbenzoaat zijn behandeld,
resulteert {(afhankelijk wvan de gebruikte doses) eveneens in een
zeer hoog lordosequoti®nt [Beach 1942¢; Parsons, McLusky, Krey,
Pfaff & McEwen 1980]. Twee tot vier wuur na toediening van
progesteron is het effect op lordosegedrag maximaal [Beach 1942;
Fadem, 3Barfield & Whalen 1979; Glaser, Rubin & Barfield 1983].
Het lordosequotiZnt wordt groter bij een hogere dosis subcutaan
toegediend oestradiolbenzcaat (bij een gelijkblijvende dosis
progesteron) totdat bhij een dosis tussen de 2 en 4 ug een maximum
bereikt is [Whalen 1974; Tennent, Smith & Davidson 1980; Lumia,
Meisel & Sachs 1981; de Jonge, Burger & van de Poll 1986]. Het
lordosequotignt ieg ook afhankelijk van de hoeveelheid toegediend
progesteron. Whalen [1974] vond dat bij doseringen hoger dan
100 ug progesteron per dier (vij gelijkblijvende dosis
oestradiolbenzoaat) het lordosequoti®nt nauwelijks meer toenam.

Onderzoek van Tennent, Smith en Davidson [1980] bevestigt
dit; hogere doseringen progesteron veroorzaken wel een toename
in het “hopping”™, “"darting”™ en "ear-wiggling” van het bronstige
vrouwtje (de =zogenaamde proceptieve gedragingen; =zie hoofdstuk
2). Whalen [1974] heeft Dbeschreven dat het trillen wvan de
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ocortjes bij bronstige vrouwtjes meer afhankelijk is wvan de
toegediende  dosis progesteron dan van de toegediende dosis
oestradiolbenzoaat: doseringen hoger dan 2 ug cestradiclbenzoaat
per dier hadden geen effect op dit gedrag, terwijl bij een
verdubbeling wvan de dosie progesteron van 20 ug naar 100 ug per
dier de frequentie ven het cortrillen toenam. Indien
geovariectomeerde ratten alleen behandeld worden met
oestradiclbenzoaat vertqnen ze nauwelijks proceptieve gedragingen
[Tennent, Smith & Davidson 1980; ILandau & Madden 1983]. Alleen
bij zeer hoge doseringen oestradiolbenzoaat (meer dan 30 ug per
dier) wvertonen geovariectomeerde ratten proceptieve gedragingen
[Zemlan & Adler 1977]. De tijdsduur waarbinnen proceptieve
gedragingen optreden ie Ybeperkter dan de tijdsduur waarbinnen
lordosegedrag optreedt. Een geovariectomeerd, met
oestradiolbenzoaat behandeld vrouwtje wvertoont een half uur na
progesteron toediening al lordosegedrag, terwijl ze pas een uur
later proceptieve gedragingen vertoont [Fadem, Barfield & Whalen
1979; Glagser, Rubin & Barfield 198%]. Ongeveer 4 uur na
progesteron toediening bereiken beide gedragingen een maximum,
waarna proceptieve gedragingen snel afnemen (binnen enkele uren)
terwijl het lordosegedrag meer geleidelijk wverdwijnt (ma 12 uur
nog op te wekken) [Fadem, Barfield & Whalen 1979; Tennent, Smith
& Davidson 1980].

In dit hoofdstuk zal onderzocht worden of geovariectomeerde
vrouwtjes -met alleen oestradiolbenzoaat of met een combinatie
van oestradioclbenzcaat en progesteron behandeld- door intacte
mannelijke ratten als Taantrekkelijk™ ervaren worden in de

kruiskooi.

OPZET

Twaalf intacte mannelijke ratten werden ieder in een
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kruiskooi geplaatst, terwijl in de stimuluskooitjes een
geovariectomeerd vrouwtje aanwezig was. Met de registraties werd
pas een begin gemaakt nadat de dieren 12 dagen in de kruiskoeoi
hadden verbleven.

Ervaringen 1in ons laboratorium met geovariectomeerde
F1 (R X U) Wistar ratten hebben geleerd dat een subcutane
injectie met 2,5 ug cestradiolbenzoaat twee dagen later gevolgd
door een subcutane injectie met 0,5 mg progesteron bij vrouwtjes
receptieve en proceptieve gedragingen induceren [persconlijke
mededeling: P van der Schoot]. In het experiment in hoofdstuk 4
is gebleken dat het mannelijke loopdier na het wuitgaan van de
lichten actief wordt en gedurende de donkerperiocde een voorkeur
voor een natuurlijk bronstig vrouwt]e vertoont. Daarom werd
besloten om 4 uur wv&6r het uitgaan van de lichten het
progesteron toe te dlenen zodat de stimulusdieren aan het begin
van de donkerpericde in bronst zcouden zijn gekomen.

De twaalf mannetjes werden onderverdeeld in twee groepen van
zes dieren. Bij groep 1 kreeg op dag 14 het geovariectomeerde
vrouwtje boven eindkocitje B een subcutane injectie met 2,5 ug
oestradiolbenzocaat, zonder dat zij] twee dagen later progesteron
kreeg. Op dag 20 werd het andere geovariectomeerde stimulusdier
(boven eindkooitje D} met oestradiolbenzoaat (2,5 ug) behandeld
twee dagen later gevolgd door een subcutane injectie met 0,5 mg
progesteron. Bij groep 2 werd dit behandelingschema omgedrazid:
op dag 14 werd het stimulusvrouwtje boven eindkooilt]e B behandeld
met 2,5 ug ocestradiolbenzoaat twee dagen later gevolgd door
0,5 mg progestercn. Op dag 20 werd et vrouwtje boven
eindkooitje D behandeld met alleen 2,5 ug oestradiclbenzocaat, en

niet met progesteron.
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RESULTATEN

In figuur 5-1 zijn de nachtelijke verblijfsduren bij de
stimulusvrouwtjes weergegeven. Gedurende de nachten na
progesteron toediening (bij groep 1 nacht 22; bij groep 2
nacht 16) wverbleven de mannet]es significant langer bij de met
progesteron behandelde vrouwtjes dan gedurende enige andere nacht
(Friedman: groep 1, nachten 20 t/m 23: K=122, p<0,01; groep 2,
nachten 14 t/m 17: X=86, p<0,05). Toedieniné van alleen
oestradiolbenzoaat had geen effect op de nachtelijke
verblijfsduur van de mannetjes bij deze vrouwtjes (Friedman:
groep 1, nachten 14 t/m 17: K=62, ns; groep 2, nachten
20 t/m 23: K=23, ns).

EB 1 EB P
"WT ¢ groep 1 (n=g) + + groep 2 {n=6}
= £
lllllll
c — c
E 77 3
L e P
E
1
)
EB | od EB
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 13 14 13 1617 18 19 20 21 22 23
nacht nacht
Figuur 5-17.

Gemiddelde (+ SEM) nachtelijke verblijfsduur van intacte
mannelijke rotten bij geovariectomesrde stimulusdieren, die of
met oestrodiclbenzooot (EB) of met cestradiolbenzoaat (EB) plus
progesteron (P) werden behandeld.
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Gemiddelde (+ SEM) verblijfsduur per uur van intacte mannelijke
ratten bij &en geovariectomeerd stimulusdier. De stimulusdisren
uit deze groep werden op dag 14 bshandeld mst ocestradiolbenzooct
(EB), terwijl ze op dag 16 niet met progesteron werden behandeld.
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Gemiddeldse (+ SEM) verblijfsduur per uur van intacte monnelijke
ragtten bij eéen geovariectomeerd stimulusdier. De stimulusdiersen
uit dexe groep werden op dog 14 behandeld met oestradiclbenzoaat
(EB), terwijl ze op dag 16 met progesteron (FP) werden bshondeld.
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In figuur 5-2 ziJn de verblijfsduren per uur bij de behandelde
stimulusdieren weergegeven cp dag 14 (de dag van
oestradiolbenzoaat toediening), op dag 15 en op dag 16 {de dag
waarop alleen de stimulusdieren in groep 2 ({(figuur 5-2B)
progesteron kregen toegediend}. De toename in verblijfsduur bij
de stimulusvrouwtjes die met progesteron behandeld werden is
geleidelijk en niet duidelijk gerelateerd aan het uitgaan van de

“lichten.
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Figuur 5-3. :
Verblijfsduur per uur van 12 mannelijke ratten bij

gecvarigctomeerdes stimulusdieren die 48 uur tevoren met
cestradiolbenzoaot waren behandeld. 0De stimulusdieren uit groep
2 kregen om 17 .00 uvur een progesteron (P) injectie. Il ~ tussen
30 en 60 minuten per uur; e = tussen 20 en 30 minuten per
uur.
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In figuur $5-3 zijn de pericdes weergegeven waarin de mannetjes
uit groep 1 en uit groep 2 op dag 7 langer dan 20 minuten per uur
bij het behandelde stimulusvrouwtje doorbrachten. In de onderste
helft van figuur 5-3 iz te zien dat reeds 2 uur na toediening van
progesteron 4 van de 6 mannetjes langer dan 30 minuten per uur
bij dit stimulusvrouwtje doorbrachten.

In figuur 5-4 zijn de aantallen excursies gedurende de nacht
naar de stimulusvrouwtjes weergegeven. Na +toediening wvan
progesteron {P) aan het met oestradiclbenzoaat (EB)
voorbehandelde vrouwtje nam het aantal excursies naar beide
stimulusdieren toe (Friedman: greoep 1: naar EB+P vrouwtje:
K=2270, p<0,071; naar EB vrouwtje: K=2075, p<0,01; groep 2:
naar EB+P vrouwtje: K=2151 p<0,01; naar EB vrouwtje: K=1998
pP<0,01). Er werd geen significante toename 1in aantallen
excursies gevonden na toediening wvan alleen oestradiolbenzoaat

aan een stimulusdier.
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Figuur S5-4.
Gemiddeld (+ SEM) aontol excursies noar twee geovariectomeerde
stimulusvrouwtjes door intacte monnetjes. De stimulusdiersn

werden of alleen met oestrodiolbenzooat (EB) of met EB plus
progesteron (FP) behandeld.
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BESPREKING

Een gecvariectomeerd me% oestradiolbenzozat  behandeld
stimulusdier bleek na progesteron tcediening het keuzegedrag van
een intacte mannelijke rat in de kruiskooi te DbeInvloeden.
Gedurende de nacht, beginnend 4 uur na de progesteren injectie,
verbleef het mannetje significant langer bij dit stimulusvrouwtje
" dan gedurende andere nachten (figuur 5-1). Uitsluitend
cestradiol toediening zan een geovariectomeerd stimulusvrouwtje
had in de onderzochte dosering geen effect op het keuzegedrag van
het mannetje: gedurende alle nachten verbleef hij ongeveer even
lang bij dit stimulusdier.

Dus: ©beide hormonen maken -in de onderzochte doseringen- een
vrouwelijk stimulusdier in de kruiskeoi Taantrekkelijk™ wvoor een
intact, seksueel onervaren mannetje. Zeoals in de inleiding reeds
is opgemerkt kan ocestradiocl toediening ean geovariectomeerde
ratten hen zeer rééeptief maken, zonder dat =zij ©proceptieve
gedragingen, zoals “hopping~, “darting” en “ear-wiggling"
vertonen [Zemlan & Adler 1977; Fadem, Barfield & Whalen 1979;
Tennent, Smith & Davidson 1980; Hlifdk & Madlafousek 1981].
Seksueel ervaren mannelijke ratten copuleren met dergelijke
receptieve vrouwtjes, ook al vertonen deze vrouwtjes geen
proceptieve gedragingen [Landau & Madden 1983]. Seksueel
onervaren ménnetjes daarentegen copuleren frequenter met
vrouwtjes die ook proceptieve gedragingen vertonen [Hliddk &
Madlafousek 1971]. Geovariectomeerde met oestradicl behandelde
vrouwtjes vertonen deze proceptieve gedragingen na toediening van
progesteron [Fadem, Barfield & Whalen 1979; Tennent, Smith &
Davidson 1980; Hlindk & Madlafousek 1981]. Proceptieve
gedragingen bepalen voor een deel de aantrekkelijkheid van een
vrouwelijke rat voor het mannetje, hetgeen onder bepaalde
testomstandigheden duldelijk tot uiting komt. 2o vonden Thor en

Flannelly [1978] dat seksueel ervaren mannetjes met een gestoorde

90



reukzin wel in staat waren om in een groep vrouwelijke ratten het
brongtige dier te herkennen: deze mannetjes probeerden vrijwel
uitsluitend met dit bronstige vrouwtje te copuleren. Indien de
bronstige en niet-bronstige vrouwtjes door Haloperidol toediening
onbeweeglilk waren gemaakt (waardoor de bronstige vrouwtjes dus
geen proceptleve gedragingen meer vertoonden) trachtten de
anosmische mannet]es +te paren met zowel de bronstige als met de
. niet-bronstige vrouwtjes. Mannetjes met een intacte reukzin
copuleerden vrijwel uitsiuitend met door Haloperidel
geImmobiliseerde bronstige vrouwtjes. Madlafousek, Hlindk en
Beran [1976] vonden dat de snelheid waarmee het beklimgedrag door
het mannetje na castratie verdween mede afhankelijk was wvan de
mate van proceptiviteit wvan het vrouwtje, waarmee de mannetjes
getest werden. Gecastreerde ratten copuleerden bij een lagere
dosis toegediend testostercon indien zij getest werden met
vrouwelijke ratten die proceptieve gedragingen vertoonden
[H1inak, Madlafousek & Mcohapelovd 1979].

Naast deze proceptieve gedragingen wordt de aantrekkelijkheid
van een Dbronstig dier ook bepaald door niet-gedragsmatige
stimuli. Zo is gebleken dat seksueel ervaren mannelijke ratten
de geur afkomstig van een bronstig vrouwtje aantrekkelijk vinden
[Carr, Loeb & Dissinger 1965; Stern 1970; Brown 1978; Thody &
Dijkstra 1978].

Op &rond van het experiment in dit hoofdstuk is niet uit te
maken of progesteron door inductie van proceptieve gedragingen
bij het stimulusvrouwt]e haar aantrekkelijkheid voor het mannetje
bepaalt. In hoofdstuk 9 en 10 zal besproken worden via welke
signalen (gedrag, reuk, vocalisaties of een comhinatie hiervan)
het mannetje de bronst van het vrouwtje herkent.

De resultaten van het onderhavige experiment =zijn op een
aantal punten afwijkend wvan die van Hetta en Meyerson [1978].
Z1j onderzochten seksueel ervaren mannelijke ratten in een vrije

veld situatie. Aan weerszijden van het vrije veld bevond zich
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een kooitje met daarin een geovariectomeerd stimulusdier. In een
30 minuten durende test brachten deze mannetjes ongeveer 65
procent van hun tijd door in de nabijheid wvan een stimulusdier
dat twee etmalen eerder behandeld was met ongeveer dezelfde dosis
oestradioclbenzoaat als in het onderhavige experiment. Ongeveer
20 procent van hun +tijd brachten de mannetjes door bij het
niet-behandelde stimulusdier dat =zich in het andere kooitje
bevend. Wanneer in hun experimenten de mannetjes een keuze
konden maken tussen twee met ocestradiolbenzcaat (2,5 ug/kg
lichaamsgewicht) behandelde vrouwtjes, waarvan er één tevoren
met progesteren (1 mg/dier) was behandeld, dan hadden zij alleen
bij een +test in de periode tussen 2,5 en 4 uur na progesteron
toediening een wvoorkeur voor dit met progesteron behandelde
vrouwtje. PBij een test in de daarop volgende perioden (4,5 tot 6
uur en 5,5 tot 8,5 uur) verbleven de mannetjes even lang bij
beide stimulusdieren. Behalve de wverschillen in methode van
onderzoek was er nog een belangrijk verschil: Hetta en Meyerson
[1978] gebruikten seksueel ervaren mannetjes ("all subjects had
proven copulatory ability™ p 31), terwijl in het huidige
experiment mannetjes zonder heteroseksuele paringservaring zijn
gebruikt. Het 1s niet denkbeeldig dat seksueel ervaren
mannelijke ratten de bronst van vrouwelijke scortgencten (hebben
leren) herkennen aan andere of minder signalen dan seksueel
onervaren mannelijke ratten. Immers, Hlindk en Madlafousek
[1971] hebben beschreven dat vrouwelijke ratten die proceptieve
gedragingen vertoonden seksueel naleve mannelijke ratten sneller
tot copulatie aanzetten dan vrouwelijke ratten die geen
proceptieve gedragingen vertoonden. Seksueel ervaren mannelijke
ratten daarentegen copuleren met receptieve vrouwtjes, ongeacht
of zij proceptieve gedragingen vertonen [Landau & Madden 1983].
De aantallen excursies naar beide stimulusvrouwtjes (figuur
5-47 laten een toename Zien naar beide stimulusdieren, terwijl

slechts één dier in bronst is. 0ok in hoofdstuk 4 was er een
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toename in aantallen excursies, zowel naar het bronstige dier als
naar het geovariectomeerde dier gedurende de +tweede mnatuurlijke
bronst van een intact stimulusvrouwtje (zie figuur 4-4). Bij de
derde en vierde natuurlijke bronst in dat experiment maakten de
mznnetjes alleen naar het bronstige dier meer excursies. Omdat
de tweede bronst in het experiment 1in hoofdstuk 4 nog in de
adaptatieperiode wviel, was niet uit te sluiten dat de toename in
aantallen excursies naar beide stimulusdieren verband hield met
de adaptatie van de ratten aan de kruiskooi. In het onderhavige
experiment echter, waren de mannetjes al aan de kruiskooi
geadapteerd: de registraties begonnen pas nadat de mannetjes 12
dagen in de kruiskooi wverbleven. De toename in aantallen
excursies naar de beide stimulusdieren gedurende de nacht van
bronst van één van de stimulusdieren moet <verklaard worden uit
het feit dat deze (seksueel onervaren) mannelijke ratten in de
kruiskoei voor de eerste maal in aanraking kwamen met een

bronstig vrouwtje.

SAMENVATTING

Een intacte seksueel onervaren mannelijke rat vertoont een
voorkeur om in de nabijheid van een geovariectomeerd stimulusdier
te verblijven dat met 0.5 mg progesteron 1is behandeld en twee
etmalen eerder met 2,5 ug oestradioclbenzoaat. Wanneer het
stimulusdier alleen met cestradiolbenzoaat (2,5 ug) was hehandeld

toonde het mannelijke loopdier geen voorkeur voor haar.
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HOOFDSTUK &

EFFECTEN VAN CASTRATIE, TESTOSTERON, DIHYDROTESTOSTERON EN
OESTRADIOL OP KEUZEGEDRAG VAN DE MANNELIJKE RAT.

In de hoofdstukken 4 en % 1s beschreven dat een intacte
mannelijke rat in de kruiskocl een voorkeur vertoont veor een
bronstige vrouwelljke scortgenoct. In dit hoofdstuk =zal het
effect van castratie en testosteron toediening op het keuzegedrag
van de mannelijke rat  besproken  worden (experiment 1).
Vervolgens zal het effect van oestradiel en dihydrotestosteron
toediening =aan gecastreerde mannelijke loepdieren op hun

keuzegedrag besproken worden (experiment 2}.

EXPERIMENT 17:EFFECT VAN CASTRATIE EN TESTOSTERON TOEDIENING

Inleiding

Reeds in 1894 beschreef Steinach het effect van castratie op
seksueel gedrag van mannelijke ratten- Sindsdien is het bekend
dat castratie van een mannelilke rat in weken tot maanden leidt
tot een afname van alle componenten van paringsgedrag, hoewel het
plasma testosteron gehalte al binnen 24 uur tot niet
detecteerbaar niveau daalt [S3dersten, Hansen, Eneroth, Wilson &
Gustafsson 1980]. Ejaculatie- en intromissiegedrag verdwijnen
binnen enkele weken, terwijl heklimgedrag en precopulatoire
gedragingen (zozls  het likken en  inspecteren wan de
anogenitaalstreek wvan een bronstig vrouwtje door een mannelijke
rat) slechts zeer langzaam verdwijnem en wvaak maanden na

castratie nog aanwezlg kunnen =zijn [Davidson 1966; Bloch &
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Davidson 1968; Madlafousek, Hliddk & Beran 1976; Thor 1978;
Larssen 1979; Broere, van der Schoot & Slob 1985]. Toediening
van testosteron aan gecastreerde mannetjes leidt tot een min of
meer geleidelijke terugkeer van alle componenten van
paringsgedrag [Feder 1971; Malmni&s 1873; S&8dersten 1973;
Madlafousek, Hlinadk & Beran 1976; Damassa, Smith, Tennent &
Davidson 1977:; Gray, Smith & Davidson 1980; Broere, wvan der
Schoot & Slob 1985]. Malmnids [1973] beschreef dat gecastreerde
mannelijke ratten pas 30 teot 54 uur na een eenmalige
intraperitoneale injectie met testosteron de eerste beklimming
vertoonden. Volledige terugkeer wvan alle componenten van
paringsgedrag bij gecastreerde mannelijke ratten werd waargenomen
nadat de dieren gedurende 15 dagen dagelijks met 100 ug
testosteronpropionaat waren behandeld [S8dersten 1973].

Het effect van castratie op het keuzegedrag van de rat is
onderwerp geweest van een beperkt aantal studies. Stern [1970]
onderzocht de wvoorkeur van gecastreerde mannelijke ratten in een
vrije wveld situatie. Hij toonde aan dat gecastreerde mannelijke
ratten even weinig tijd bij een bronstig vrouwtje als bij een
niet-bronstig vrouwtje doorbrachten, terwijl intacte mannetjes
meer tijd doorbrachten bij het bronstige dJdier dan bij het
niet-bronstige dier. Hetta en Meyerson [1978] vonden in een
vrije veld opstelling met een andere keuze situatie (intact
mannetje versus bronstig vrouwtje) dat na castratie mannelijke
ratten geen vocorkeur meer vertoonden voor een bronstige
vrouwelijke soortgencot. Toediening wvan testosteronpropionaat
(0,5 mg/kg lichaamsgewicht om de andere dag) aan gecastreerde
‘mannetjes leidde tot een toename in de tijd die de dieren

doorbrachten bi] het bronstige stimulusdier.
In dit experiment wordt het effect wvan castratie van

mannelijke loopdieren op hun keuzegedrag in de kruiskeooi

onderzocht. Omdat er continu geregistreerd wordt, kan er ook een
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indruk gekregen worden over het verloop van dit keuzegedrag in de
tijd. Ook het effect wvan testosteron toediening op het

keuzegedrag zal bestudeerd worden.

Opzet

Het experiment werd uitgeveoerd in 11 kruiskooien waarin
intacte mannelijke ratten zonder heteroseksuele paringservaring
werden gehuisvest. De keuzesituatie was gelijk 2an die in
hoofdstuk 4: in één stimuluskooitje wverbleef een intact
vrouwtje terwijl in het andere kooitje een geovariectomeerd dier
aanwezig was. Vijf dagen per week werd er bij het intacte
vrouwelijke dier ‘s morgens om 10.00 uur met behulp van een &se
een vaginaal uitstrijkje gemaakt om het stadium van de c¢cyclus te
bepalen (zie hoofdstuk 4). Twee weken na het begin van het
experiment werden de mannelijke ratten gecastreerd onder
ethernarcose. Na deze ingreep werden ze weer teruggeplaatst in
hun kruiskooi. In week 10 werd bij deze gecastreerde dieren een
siliconen rubber slangetje met testosteron (implantaat)
aangebracht onder de huid van de rug. Dit implantaat had een
lengte van 1 ¢m, een inwendige diameter wvan 3 mm en een
uitwendige diameter wvan 4 mm. Uit eerdere experimenten was
gebleken dat deze implantaten wvoldeoende waren om de door
castratie veroorzaakte atrofie wvan oprostaat en zaadblazen te
herstellen; ook waren deze implantaten ruim voldoende gehleken
om paringsgedrag bij gecastreerde mannetjes te induceren
[persoonlijke mededeling: JTM Vreeburg].

Drie weken na implantatie werden alle dieren gedurende een
periode van zes weken uit de kruiskooil ‘verwijderd en in
isoseksuele groepen gehuisvest. De gecastreerde mannetjes (met
testosteron implantaat) werden na deze periode weer in de
kruiskooien gezet. De stimulusvrouwtjes werden vervangen door
andere geovariectomeerde en intacte vrouwtjes. Vier weken later

werden de testosteron implantaten bi] de mannetjes wverwijderd
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nadat bloed was verzameld om de plasma spiegel van testosteron te
kunnen bepalen. Weer vijf weken later kregen de gecastreerde
mannetjes opnieuw een testosteron implantaat; tevens werden de
stimulusdieren weer vervangen door andere dieren. Aan het eind
van het experiment werd er bij] de mannetjes (deze waren inmiddels
9 maanden oud terwijl het experiment een half jaar geduurd had)
nogmaals bloed afgenomen. Na het doden van de dieren werden de
~ gewichten van ventrale prostaat en =zaadblazen, =zonder secreet,
bepaald om een effect van de testosteron behandeling te

evalueren.

Bewerking von de gegevens

De gegevens van de mannetjes werden gesynchroniseerd rond de
nacht wvan oestrus van het intacte vrouwtje. De gegevens werden
slechts gebruikt indien de uitstrijkjes een duidelijk
prooestrus-, oestrus- of metoestrus- beeld te zien gaven. Omdat
niet gedurende iedere ec¢yclus wvan het intacte vrouwtje een
uitstrijkje werd gevonden dat een van de boven vermelde kenmerken
bezat, varieert het aantal mannetjes waarvan de gegevens werden
geanalyseerd van cyclus tot cyclus (gemiddelde: 9.5; uitersten:
7-11). In de figuren is aangegeven van hoeveel mannetjes de
gegevens verwerkt zijn. Met de nacht van bronst wordt steeds de
nacht bedoeld die voorafgaat aan het vagina-uitstrijkje dat

alleen verhoornde epitheelcellen bhevat.

Resultoten

Zoals in figuur 6-1 te zien 1s verbleven de mannetjes védér
castratie langer bij het intacte vrouwtje gedurende de nacht van
bronst dan tijdens andere mnachten van haar c¢yclus (Friedman:
K1=280 p<0,01; K2=191 p<0,05). Dit is geheel in overeenstemming
met de gegevens uit hoofdstuk 4. Ook gedurende de eerste twee
cycli na castratie bleven de mannetjes een voorkeur vertonen voor

het bronstige vrouwtje door langer biJ haar te verblijven dan
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Figuur 6-1.
Cemiddelde nochtelijke verblijfsduur van monnelijke ratten bij
een  intoct stimulusvrouwtje. De zwarte kolommen geven de
verblijfsduur weer gedurende de nacht van bronst. De monnetjses
ondergingen de volgende bshandelingen: castratie na
cyclusnummer 2); testosteron (T) implantatie (na cyclusnummer

5 verw;Jderzng gedurende 6 weken wuit de kruiskooi (na
cyclusnummer : verwijdering wvaon het T-implantaat gna
cyclusnummer 14) reimpluntatie van het T-implantoot ng

cyclusnummer 19).

tijdens andere nachten (Friedman: Kg=274, p<0,01; K,=378,
p<0,01). Gedurende c¢yclus 5, 6 en 7 is er van een dergelijke
voorkeur geen sprake meer (Friedman: K5=60, ns; K6=153, ns;
K7=180. ns). Figuur 6-2 laat dit op een andere wijlze zien: in
deze figuw 1s het percentage van het aantal mannetjes
weergegeven dat gedurende de nacht van bronst langer bij het
intacte vrouwtje verbleef dan op de andere dagen van haar cyclus.
Evenals in figuur 6-1 trad een effect van castratie pas op na 2

cycli. Er is een duidelijke afname te zien 1in het aantal
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mannetjes dat meer tijd gedurende de nacht wvan bronst dan
gedurende andere nachten bij het intacte vrouwtje doorbracht.
Implantatie met testosteron werd niet ommiddellijk gevolgd
door een toename in verblijfsduur bij het bronstige intacte
vrouwtje, zoals te zien is iﬁ figuur 6-1, cyclusnummer £, 9 en 10
(Friedman: K8=104, ns; K9=54. ns; K
mannetjes 6 weken uit de kKruiskool waren geweest en het intacte

10=22, ns). Pasg nadat de

stimulusvrouwtje éénmaal 1in brenst was geweest (cyclusnummer
11: Friedman: K, =116, ns) was er weer een significante toename
in wverblijfsduur bij het bronstige vrouwtje (Friedman: K12=420.
p<0,01; K13=359, P<o,01; K14=375. P<¢0,01). ©Ook in figuur 6-2
is dit te zien; vanaf c¢yclusnummer 12 verbleef weer meer dan 70
procent van de mannetjes gedurende de nacht van bronst de langste
tijd ©bij het intacte vrouwtje. Verwijdering van het implantaat
{na cyclusnummer 14) resulteerde in een afname in de
verblijfsduur wvan de mannetjes gedurende de nacht van bronst van
het intacte vrouwtje, zoals te zien ig in figuur 6-1 (Friedman:
Kyg= 130, ns: K, ,=118, ns; K,,=252, p<0,05 ; K, 4=164, us;
K19=26, ns). Ook figuur 6-2 laat zien dat verwijdering van het
implantaat na cyclusnummer 14 tot gevolg had dat in cyclusnummer
15 al minder mannetjes een voorkeur hebben ~voor de nacht wvan
bronst. Relmplantatie 1leidde na ongeveer vier weken weer tot
een toename in belangstelling en voorkewr +voor een bronstig
intact vrouwtje (zie figuur 6-1, na cyclusnummer 19; Friedman:
K20=128 ns; K21=185. ns; K22=214, p<0,05; K23=102, ns;
K24=543. p<0Q,01; K25=390. p<0,01; K26=450, p<0,01). Figuur 6-2
laat zien dat vanaf cyclusnummer 22 weer meer dan de helft van de
mannetjes de meeste belangstelling voor het vrouwtje had wanneer
zij in bronst was.

Behalve een effect van castratie en testosteron toediening op
de wverblijfsduur van het mannetje bij het bronstige vrouwtje, is
in figuur 6-1 te zien dat er een effect is op de verblijfsduur

Verdere analys wees uit dat dicestrus II
significant wverschilde van metoestrus
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Figuur 6-2.

Percentage mannelijke ratten dat langere tijd doorbrengt bij het
intacte vrouwtje gedurende de nacht vaon haar bronst dan gedurende
andere nachten van haoar cyclus. Voor overige gegesvens 2zij
verwezen naor figuur &6-7.

bij het intacte vrouwtje gedurende de andere nachten ({witte
kolommen). In tabel 6-1 is de gemiddelde nachtelijke
verblijfsduur bij het intacte, niet 1in bhronst zijnde wvrouwtje
gedurende de diverse experimentele behandelingen van het mannetje
weergegeven. Er waren significante verschillen in verblijfsduur
tussen de diverse ©behandelingspericden (Friedman: K=190,
p¢0,05). Wanneer de mannetjes geen testosteron kregen toegediend

verbleven =ze korter bij het intacte vrouwtje dan wanneer ze met

101



testostercn werden behandeld; de wverblijfsduur voor castratie
was niet significant wverschillend ten opzichte van een van de

vier andere perioden.

Tabel 6-1.

Gemiddelde (+ SEM)} nachtelijke verblijfsduur (min) door
mannelijke lcopdieren bij het intocte vrouwtje gedurende de
nochten dot zij niet in bronst is.

Yoor castratie (cyclus 1 en 2) 122431.7
Na castratie (cyclus 3-7} §2412.9 _»
Na T-implantaat {cyclus B-14) 137+42%5.8 =«
Na vervijdering T-implantaat (cyclus 15-19) 60413.2 2.
Na re-implantering T-implantzat {cyclua 20-26) 109+416.6
T=pc0.05

In figuur 6-3 1s per cyclus de gemiddelde verblijfsduur
weergegeven gedurende de 4 nachten dat het intacte vrouwtje niet
in bronst was. Mogelijke verschillen 1in wverblijfsduren tussen
twee opeenvolgende cycli 2zijn met behulp van de rangtekentoets
onderzocht. Er was een significant wverschil in verblijfsduur
tussen de cyclus véér (nummer 2) en de cyclus nd castratie
(nummer 3) (rangtekentoets: V=24, p<0,05). Toediening wvan
testosteron (na -cyclusnummer 7) leidt .tot een geleidélijke maar
conmiddellijke toename in de verblijfsduur (rangtekentoets: V=66,
p<0,01). Ook tussen cyclus 14 en 15 was een significant verschil
in  verblijfsduur (rangtekentoets; V=21, p<0,05). Na
reimplantering van het testosteron implantaat, na cyclusnummer
19, was er geen onmiddellijke toename in verblijfsduur. Tussen
cyclus 20 en 21 was er wel een verschil in verblijfsduur
(rangtekentoetgs: V=28, 0,1<p<0,05). De wverblijfsduur bij het
geovariectomeerde dier, hoewel niet nader uitgewerkt, vertconde
een scortgelijk Theeld: in aanwezigheid van testosteron

(afkomstig wuit de testes of een implantaat) verbleven de
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Figuur 6-3.
Gemiddelde nachtelijke verbljfsduur door mannelijke ratten bij

het intocte vrouwtje gedurende de¢ 4 nachten van de cyclus dot zij
niet in bronst is. Voor overige gegevens zie figuur 6-1.

mannetjes langer bij de geovariectomeerde vrouwtjes dan zonder
testosteron.

Het aantal excursies is niet in een figuur weergegeven. Er
was geen duidelijk effect van castratie omdat de mannet]es werden
gecastreerd op een tijdstip dat het aantal excursies nog niet ‘op
een stabiel niveau was (gedurende de adaptatietijd). Na
castratie schommelde het aantal excursies naar alle vier

eindkooitjes tussen de 40 en S0 per nacht. Aan- of afwezigheid
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van het implantaat met testosteron belnvlicedde het totaal aantal
nachtelijke excursies niet. De gemiddelde (+ SEM) plasma tes-
tosteron spiegels bedroegen 3,7 + 0,32 ng/ml na cyclusnummer 14
en 2,7 + 0,24 ng/ml aan het einde van het experiment. Kennelijk
ig de afgifte van testosteron uit de implantaten afgenomen,
hoewel alle Iimplantaten nog voor meer dan 75 procent gevuld
waren. In tabel 6-2 zijn de gewichten van de =zaadblazen en
ventrale prostaat vermeld van de 11 dieren uit dit experiment en
gemiddelden van een groep van 12 intacte mannelijke dieren. De
gewichten van de zaadblazen en van de prostaat bij de 11 dieren
uit de behandelingsgroep waren zwaarder dan bij de 12 intacte
mannetjes. Het testosteron dat deoor de siliconen rubber
implantaten werd afgescheiden, was dus voldoende om atrofie

van prostaat en zaadblazen teniet te doen.

Tabel 6-2.
Gemiddeldea (+ SEM) lichoamsgewicht, gewicht van de zaadblazen en
gewicht van de ventrale prostaot bij de 11 proefdieren can het

einde van experiment 1 en bli ean controlegroep van 12 onbehan-
delde mannelijke ratten von 4 moanden oud.

Experiment I Contreole groep
Lichaamsgewicht (gr} 387+ 7.8 34+ T4
Ventrale prostaat (mg) 584437.0 306+12.7
Zaadblazen {mg) 437422.7 40323.3

EXPERIMENT 2: EFFECT VAN OESTRADIOL OF DIHYDROTESTOSTERON TOEDIENING
NA CASTRATIE

Inleiding
Uit bovenstaand experiment Dblijkt dat testostercn invlioed
heeft op het keuzegedrag van een mannelijke rat in de kruiskeoi.

Indien dit hormoon ontbreekt neemt de voorkeur om bij een
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bronstig vrouwtje te verblijven af. Dit lijkt op wat er met het
bteklim-, intromissie- en ejaculatiegedrag gebeurt: bij
afwezigheid = van testosteron verdwijnen deze fedragingen
geleidelijk. Testosteron wordt in allerlei weefsel omgezet in
onder andere dihydrotestosteron en cestradiol (zie hoofdstuk 2)
[Naftolin, Ryan, Davies, Reddy, Flores, Petro, Kuhn, White,
Taltoaka & Wolin 1975; Martini 1982]. Dihydrotestosteron
toediening aan gecastreerde ratten heeft tot gevolg dat een
aantal effecten wvan castratie verdwijnt: =2zo¢ neemt bijvoorbeeld
het lichaamsgewicht toe, worden de zaadblazen en prostaat weer
zwaarder en neemt het aantal verhoornde papillen ¢p de glans
penis weer in aantal toe [McDonald, Beyer, Newton, Brien, Baker,
Tan, Sampson, Kitching, Greenhill & Pritchard 1970; TFeder 1971;
Larsson, S3dersten & Beyer 1973; Paup, Mennin & Gorski 1975].
Bij met dihydrotestosteron behandelde ratten zijn in dezelfde
mate kunstmatig erecties op te wekken als bij intacte mannelijke
ratten [Hart 1979; Gray, Smith & Davidson 1980; Meisel,
0’Hanlon & Sachs 1984]. Hoewel dihydrotestosteron bovengencemde
effecten van castratie teniet doet of voorkomt, herstelt het
slechts in zeer beperkte mate de effecten van castratie op
seksueel gedrag [McDonald, Beyer, Newton, Brien, Baker, Tan,
Sampson, Kitching, Greenhill & Pritchard 1970; Feder 1971;
Paup, Mennin & Gorski 1975; Baum 1979:; Yahr 1979]. in
tegenstelling tot ocestradiolbenzoaat. Wanneer ocestradiolbenzoaat
in hoge doses (100 pg/dier/dag) wordt gegeven induceert het bij
nagenceg alle gecastreerde ratten copulatiegedrag [S3dersten
1973]. Oestradiolbenzoaat herstelt evenwel de eerder genoemde
effecten van castratie op penis, prostaat en =zaadblazen niet.
Een lage dosis oestradlolbenzoaat (2 wug/dier) tezamen met
dihydrotestosteron (200 ug/dier) induceert bij gecastreerde
ratten alle aspecten van paringsgedrag [Baum & Vreeburg 1973;
Larsson, Sbdersten & Beyer 1973; Baum 1979a; Larsson 1979].

0p dit moment wordt aangencmen dat bij de rat zowel (de omzetting
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van testosteron naar) dihydrotestosteron als oestradicl
neoodzakelijk =zijn om paringsgedrag bpij mannelijke ratten tot
stand te brengen [S3dersten & Gustafsson 1980]. Niet duidelijk
is of in aanwezigheid van cestradiol het synergistische effect
van dihydrotestosteron op paringsgedrag tot stand komt door een
directe werking van dit hormoon op het centrale zenuwstelsel of
dat het effect van dihydrotestosteron te <verklaren is door de
eerder beschreven neurcfysiclogische en merfologische
veranderingen aan de penis.

In dit experiment =zal het effect wvan cestradiol en
dihydrotestosteron +toediening aan gecastreerde manneliike ratten

op hun keuzegedrag in de kruiskooi bestudeerd worden.

Opzet

Iwaalf mannelijke ratten werden drie weken voor het
experiment gecastreerd. Gedurende dezelfde narcose kregen vier
mannetjes een siliconen rubber implantzat met ocestradiol {(de
Ez-groep). 4 anderen kregen een implantaat met dihydrotestosteron
(de DHT-groep) en de overige vier kregen een leeg implantaat (de
schijn-groep) (voor karakteristieken van de implantaten zie tabel
6-3). Deze implantaten werden onder de huid zan de rugzijde wvan
de nek aangebracht. Aan het eind van het experiment -zeven weken
na implantatie- werd er tijdens ethernarcose via een
intraorbitale punctie bloed verzameld ter bepaling van de
hormoonspiegels. Deze spiegels zijn eveneens weergegeven in
tabel 6-3. In ieder stimuluskoocitje was een geovariectomeerde
rat aanwezig. Eenmaal per week werd -beurtelings- één van de
twee stimulusdieren in bronst gebracht door middel wvan een
subcutane injectie met cestradiclbenzoaat 2 etmalen later gevolgd
door progesteron (zie hoofdstuk 5). Het experiment omvatte in

totaal 4 kunstmatige cycli, bestaande uit 7 dagen.
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Resultaten
De resultaten van dit experiment zijn weergegeven in figuur
6-4.. Voor " iedere rat werd de gemiddelde verblijfsduur (Yn)

van cvereenkomstige dagen van de cycli berekend. Per

Tabel 6-3.
Karokteristieken van in experiment 2 gebruikte siliconen rubber
implantaten en gevonden concentraties in serum (pg/ml).

Bghan- Lengte Diameter {mm)} Cemiddelde (+ SEM) concentratie
deling {om) Inwendig Titwendig in serum {(pg/ml)

DHT T EZ
DHT 3.0 1.5 2.1 3%0+27.8 nd nd
32 2.5 0.% 1.0 nd nd 140+17.3
Leeg 2.5 0.5 1.0 nd nd nd

nd=niet detecteerbaar; DHT=dihydrotesiosteron: Ezuoestradiol: T=teetosteron.

DHT-implantaat schijn Ez-implantaat

minuten/macht

Figuur 6-4%.

Gemiddelde {(+ SEM)  nochtelijke verblijfsduur door drie
behundelingsgroepen gecastreerde mannelijke rotten die of een
dihydrotestosteron (DHT), of een leeg (schijn), of een oestrodiol
(E 3 implantaat hebben, bij geovoriectomeerde stimulusvrouwtjes.
E ﬁ vrouwtje per kruiskooi werd met osstrodieclbenzoaat (EB) en
progesteron (P) behandeld (witte kolommen), terwijl het ondere
stimulusvrouwtje niet werd behandeld (gearceerde kolommen).
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behandelingsgroep (n=4) werd van deze gemiddelden (Yn) vervolgens
een groeps-gemiddelde (Y1_4!4) berekend. In figuur 6-4 is te
zien dat alleen de ratten met een oestradiecl implantaat een
voorkeur hebben om gedurende de nacht van bronst in de nabijheid
van een bronstig vrouwtje te wverblijven (Friedman: K312,
p<0.01). Noch de met dlhydrotestosteron behandelde dierem noch
de ombehandelde dieren vertoonden dit gedrag (Friedman DHT-groep:
K=165, mns; schijn-groep: K=126, ng). De verbli]fsduur bi] het
niet in bronst gebrachte stimulusdier toonde alleen bij de met
cestradiol behandelde mannetjes significante verschillen
gedurende de diverse nachten: zi1j verbleven gedurende de nacht
van bronst wvan het andere dier korter bhij het onbehandelde
geovariectomeerde stimulusdier dan gedurende andere nachten
(Friedman E,-groep: K=182, ©p<0,05; DHT-groep: K=124 ns:
schijn-groep: K=73, ns). ’

100 1

L]
4

50 A

percentage

Figuur 6-5.

FPercentoge gecastreerde mannetjes dat gedurende de nacht na
progestseron toediening oaan een geovariectomeerd stimulusdier
langer bij haar doorbracht dan gedurende de 2 nachten voor en de
2 ngchten na deze nacht. Voor overige gegevens zie figuur 6-4.
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Figuur 6-5 laat het verschil tussen de drie
behandelingsgroepen 1in de voorkeur voor een bronstig vrouwtje op
een andere wijze zien. Gedurende 62 procent van de nachten dat
een vrouwtje in bronst was (16 nachten) brachten de met
cestradiocl behandelde mannetjes langere tijd bij dit dier door
dan tijdens andere nachten.

Met betrekking tot de verblijfsduren gedurende de 2 nachten
voor en de 2 nachten na de nacht van bronst konden geen
significante wverschillen gevonden worden tussen de diverse
behandelingsgroepen (zie tabel 6-4; Kruskal en Wallis: H=1,94,

ns).

Tabel 6-4.

Gemiddelde (+ SEM) nachtelijke verblijfsduur (min) van 3 groepen
gecastresrde mannetjes bij een vrouwtje gedurende 2 nachten voor
en 2 nachten na de nacht van de bronst.

DHET-groep 158443.2
Schijn-groep 129+14.5
E,-groep 186+42.2

DHT=dinydrotestosteron; E2=oestradiol.

Het totale aantal nachtelijke excursies naar alle 4
eindkocitjes 1is weergegeven in figuur 6-6 om te illustreren dat
gewenning aan een testsituatie invleced kan hebben op gevonden
effecten van hormocn behandeling. Gedurende de eerste 10 nachten
was er geen significant verschill tussen de 3 behandelingsgroepen
(Kruskal en Wallis: H=3,5, ns) Na de adaptatieperiode (zie
hoofdstuk 3) -gedurende de nachten 11 tot en met 25- maakten de
met cestradiol behandelde mannetjes meer excursies dan de
mannetjes met een dihydrotestosteron of een leeg implantaat

(Kruskal en Wallis: H=7,38, p<0,05).
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Figuur 6-6.

Gemiddeld aantal nochtelijke excursies naor de vier eindkooitjes
door 3 behandelingsgroepen gecastreerde mannstjes.

= groep met DHT-implantoat;

————— = groep moet leeg implantaat;

————— = groep met Ez—lmplantaat.

BESPREKING

Uit het eerste experiment dat in dit hoofdstuk beschreven is,
wordt duidelijk dat de voorkeur van de mannelijke rat om bij een
bronstig vrouwtje te zitten na castratie geleidelijk afneemt.
Toediening van testosteron leidt na een aantal weken tot een
terugkeer van deze voorkeur voor een bronstig vrouwtje (zie
figuren 6-1 en 6-2)}. Na castratie vertoont het mannetje ook een
afname in de verblijfsduur bij het intacte vrouwtje gedurende de
nachten dat zi)] niet in bronst is, terwi]l gedurende testosteron
toediening de verbli]fsduur bij hazar weer toeneemt.

Carr et al [1965; 1966] kwamen op grond van hun experimenten
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(kortdurende observatie in een vrije veld situatie} tot de
conclusie dat mannelijke ratten, die 8 mzanden na castratie wvoor
de eerste maal werden getest, geen voorkeur vertoonden om langer
bij een bronstig vrouwt]e te verblijven dan bij een niet-bronstig
vrouwtje. Intacte, seksueel onervaren mannetjes tconden in hun
experimenten ook geen voorkeur. Intacte, seksueel ervaren
mannetjes daarentegen vertoonden wel een voorkeur voor een
bronstig vrouwtje.

Stern [1970)] heeft het tijdsinterval tussen castratie en het
verdwijnen van de voorkeur voor een bronstig vrouwtje bestudeerd.
Na castratie werd bij seksueel ervaren mannetjes iedere 48 uur de
verblijfsduur gemeten in de nabijheid van een bronstig en van een
geovariectomeerd vrouwtje in een 5 minuten durende vrije wveld
situatie. Pas in de derde week na castratie vond Stern dat de
voorkeur -uitgedrukt als guotiZnt van de +tijd doorgebracht bij
het Dbronstige vrouwtje gedeeld door de tijd doorgebracht bij het
niet-bronstige vrouwtje- afnam. 0ok de totale tiJd die de
gecastreerde mannetjes aan ieder van beide vrouwtjes besteedden
nam af na castratie. De resultaten van Stern komen overeen met
hetgeen in experiment 1 gevonden is, waar de veoorkeur om bij het
bronstige vrouwtje te verbli]ven in de derde cyclus na castratie
verdween. Ook Hetta en Meyerson [1978] vonden in de door hen
gebruikte wvrije wveld opgtelling -met alsg keuzesituatie een
intacte mannelijke rat versus een bronstig vrouwtje~ pas 10 dagen
na castratie een effect op de voorkeur.

Vijf dagen na de start wvan subcutane toedliening © van
testosteronpropionaat wvond Stern [1970] al een terugkeer van de
voorkeur voor het bronstige vrouwtje. Deze mannetjes kwamen toen
voor de derde maal in contact met een bronstig vrouwtje. In de
onderhavige experimenten zien we de voorkeur pas terug keren
tussen de 13-de en 21-ste dag (figuren 6-1 en 6-2: c¢yclus 22 en
24). De verklaring voor dit verschil in tijdstip wvan terugkeer

kan gezocht wordemn in de -verschillende wijze wvan hormoon
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toediening en de testsituaties. Het lijkt niet aannemelijk dat
met +testosteron behandelde gecastreerde ratten eerst een aantal
malen in contact moeten zijn geweest met bronstige vrouwtjes
2lvorens weer een voorkeur te vertonen. Immers, reeds de eerste
maal dat een stimulusdier in bronst kwam vertoonden seksueel
cnervaren, intacte mannelijke ratten in de kruiskcoi een voorkeur
voor haar (figuur 6-1: cyclus 1).

De voorkeur van een mannelijke rat om in de nabijheid van een
bronstig vrouwtje te verblijven wordt dus belnvloed door de
aanwezigheid van testiculaire hormonen. Uit het tweede
experiment van dit hoofdstuk blijkt dat ook cestradicl toediening
aan een gecastreerde mannelijke rat de voorkeur voor een
bronstige vrouwelijke soortgencot kan induceren. Alleen
dihydrotestosteron toediening bewerkstelligde bij de gecastreerde
mannelijke rat geen ~veoorkeur wvoor een bronstig vrouwtje. In
tegenstelling tot copulatiegedrag ~waar cestradiel en
dihydrotestosteron nodig lijken te zijn om het effect van
castratie teniet te doen [zie o.a.: Baum & Vreeburg 1973;
Larsson, S&dersten & Beyer 1973)]- is dihydrotestosteron niet
nocdzakelijk om bij een gecastreerde mannelijke rat een voorkeur
voor een bronstig vrouwt]e te induceren. Dit komt overeen met de
experimenten van Brown [1978] die vond dat gecastreerde ratten
behandeld met oestradiolbenzoaat ook een voorkeur vertoonden voor
blokjes die besprenkeld waren met urine van bDronstige vrouwtjes
versus “urine-blokjes” van niet-bronstige vrouwtjes.
Gecastreerde mannetjes vertoonden geen voorkeur voor een van
beide.

Op grond van deze experimenten kan geconcludeerd worden dat
bij de mannelijke rat testosteron en cestradicl bhetrokken zijn
bij de wverwerking wvan de sighalen die een vrouwelijk dier
uitzendt om hem gedurende haar bronst tot toenadering te bewegen.
Het is niet duidelijk of het hier gaat om een directe

belnvliceding van de hersenen of dat bijvoorbeeld de gevoeligheid

12



van de zintuigen van de mannelijke rat toenemen door testosteron
en cestradiol. De resultaten van het tweede experiment geven
steun aan de'hypothese dat effecten van oestradiocl op seksueel
gedrag veroorzaakt worden door effecten van dit hormoon op de
hersenen of het sensorium terwl]l dihydrotestosteron door
effecten op de anatomie en neurofysiologie wvan de penis het
sekgueel gedrag van de rat beinvlcedt [Meisel, O°'Hanlon & Sachs
1984].

SAMENVATTING

Castratie van seksueel onervaren mannelijke ratten leidt <tot
een geleidelijke afname 1in de voorkeur voor een bronstige
vrouwelljke soortgenocot. Testosteron toediening aan een
gecastreerd mannet]e herstelde deze wvoorkeur na enkele weken.
Ock oestradiol toediening herstelde deze voorkeur. Gecastreerde
mannelijke ratten die met dihydrotestosteron werden behandeld

toonden daarentegen geen voorkeur voor een bronstige vrouwelijke

rat.
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HOOFDSTUK 7

NEONATALE CASTRATIE EN EFFECTEN OP HET KEUZEGEDRAG

INLEIDING

In hoofdstuk.5 is beschreven dat castratie van een mannelijke
rat leidde tot  veranderingen in morfologie en gedrag.
Substitutie met testosteron deed deze effecten van castratie weer
geleidelijk aan verdwijnen. Naast deze zogenaamde getiverends
werking van hormonen  op volwassen leeftijd is Tbekend dat
androgenen -bij de rat rond de geboorte- blijvende veranderingen
in morfologie en gedrag teweeg Tbrengen: de zogenaamde
organiserende werking. Een punt van discussie voor wat betreft
de organisatie van paringsgedrag is de ~vraag in hoeverre de
afwijkende morfologie van de penis verantwoordelijk is voor de
gevonden gedragsverschillen., Immers, manipulatie met androgenen
rond de geboorte heeft een blijvend effect op de penismorfologie
[Beach, Noble & Orndoff 1969; Ward 1969; Sachs & Thomas 1985].
Indien dus op volwassen leeftijd een mannelijke rat die vlak na
de geboorte gecastreerd is, afwijkend copulatiegedrag vertoont,
dan is onzeker 1in hoeverre dit afwijkende gedrag een gevolg is
van een anders “georganiseerd” centraal zenuwstelsel, de
afwijkende penismorfologie of deor een combinatie van beide.
Bestudering van het keuzegedrag in de kruiskooi kan een %bijdrage
leveren bij de beantwoording van deze vraag omdat er een gedrag
gemeten wordt (de verblijfsduur bhi] een ©bhronstig vrouwtje)
waarbij de morfologie van de penis niet van belang lijkt te zijn.

Voor een goed begrip van de “organisatie”-hypothese en de

ontwikkeling wvan de genitaliZn is het gewenst dat in het kort de
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ontstaanswijze wvan anatomische geslachtsverschillen besproken
wordt. _

Volgens de huidige embryologische inzichten bepaalt het BE-Y
antigeen, waarvoor de genen deels gelegen zijn op het Y
chromosoom, in ‘belangrijke mate de differentiatie van de
primitieve geslachtsstrengen naar testes [Langman 1969; Gordon &
Ruddle 1981; Haseltine & Ohno 1981; Wilson, Gecorge & Griffin
1981; Ohne, Epplen & Cellini 1984]. Bij afwezigheid van een Y
chromoscom maar in aanwezigheid van twee X chromosomen ontstaan
ovaria [Gordon & Ruddle 1981; Jost & DMagre 1984]. Deze
differentiatie vindt bij de rat plaats gedurende de 13-de dag nza
de conceptie [Jost & Magre 1984].

Na deze differentiatie bepaalt de endocriene functie van de
testes of ovaria het seks-dimorfe fenotype [Wilson, Ceorge &
Griffin 1981; Jost & Magre 1984; Ohno, Epplen & Cellini 1984].
De foetale testes van de rat produceren vanaf de 14-de dag na de
conceptie testosteron [Jost & Magre 1984)]. Cedurende de laatste
dagen wvan de zwangerschap en de eerste dagen na de geboorte is
dit testosteron in het plasma te bepalen. In het eerste uur na
de geboorte 1is het plasma testosteron gehalte bij de mannelijke
rat zeer hoog (ongeveer 3 ng/ml) en het daalt in de loop van het
eerste etmaal tot waarden die ook voor de geboorte worden gemeten
(ongeveer 0,5 ng/ml) [Slob, Qoms & Vreeburg 1980; Gogan, Slama,
Bizzini-Koutznetzova, Dray & Kordon 1981; Slob & Vreeburg 1985].
Ock bij de wvrouwelijke rat is rond de geboorte +testostercn
meetbaar, maar de concentratie is ongeveer de helft lager dan bij
de mannelijke rat [Slob, Ooms & Vreeburg 1980; Weisz & Ward
1980]. Een stijging in het eerste'uur na de geboorte is bij de
vrouwelijke rat niet waargenomen. Onder invlced van dit
testosteron uit de foetale testes ontwikkelen de builzen van Wolff
zich tot zaadleider, bijbal en zaadblaas [Ward 1969; Baum 1979;
Wilson, George & Griffin 1981]. Uit de sinus urogenitalis

ontstaan de penis en het scrotum, onder invliced wvan het



plaatselijk wuit testosteron gevormde dihydrotestosteron [Ward
1969; wvan der Schoot 1580; Wilgson, George & Griffin 1981].
Daarnaast produceren de foetale testes nog een andere stof, de
zogenaamde M{iller Inhibiting Factor (MIF) die regressie wvan de
.buizen van M{ller veroorzaakt. Deze deels nog hypothetische
stof is een glycoproteine dat geproduceerd wordt door de Sertoli
¢cellen [Jost & Magre 1984]. )

Cntbreken functionele testes dan cntwikkelen deze bulzen van
Miller =zich tot eileiders, baarmoeder en een groot gedeelte van
de vagina [Langman 1969]. De buizen van Wolff gaan dan in
regreseie en uwit de sinus urogenitalis ontwikkelen zich de
vrouwelijke genitaliZn. 3Bij de rat vindt een gedeelte wvan de
differentiatie wvan de externe genitzli&n na de geboorte plaats
[Ward 1989; Sachs & Thomas 1985].

Aanwezigheid van functionele testes gedurende kritieke fasen
in de organogenese hebben tot geveolg dat er een mannelijk
fenotype ontstaat (de =zogenaamde organiserende werking van
hormonen). Naast de hierboven bheschreven organisatie wvan
inwendige en uitwendige genitali&n, veroorzaakt de aanwezigheid
van functionele <testes in kritieke perioden ock Dblijvende
fysiologische en anatomische veranderingen in andere organen,
zoals in de lever en het centrale zenuwstelsel [Swanson & van der
Werff ten Bosch 1965; Raisman & Field 1971; Bardin & Catterall
1081; Gorski 1984; Sachs & Thomas 1985)]. Onder invloed van
testosteron in volwassenheid ontwikkelen deze, in mannelijke
richting gedifferentieerde, structuren zich verder of worden zi]
aangezet tot hun functie (de zogenaamde activerende werking wvan
hormonen).

Ten aanzien van het ontstaan van dimorfisme in seksueel
gedrag veronderstelden Phoenix et al een soortgelijke
organiserende werking van testosteron gedurende kritieke perioden
in de ontwikkeling wvan het c¢entraal =zenuwstelsel: “We are

assuming that testosterone or some metabolites acts on these
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central nmervous tissues in which patterns of sexual behavior are
organised” [Phoenix, Goy, Gerall & Young 1959 p 7381]. In het
corspronkelijke artikel, dat gebaseerd is op studies bij cavia’s,
werd de prenatale pericde als belangrijk beschouwd. Uit 1latere
studies is duidelijk geworden dat binnen een diersoort
verschillende gedragingen verschillende kritieke perioden hebben
[Goy & McEwen 1980]. 3Bovendien is het tijdstip van zo’'n kritieke
periode afhankelijk van de diersoort [Phoenix, Goy & Resko 1968].
Zo wvalt bij de cavia de kritieke periode voor de organisatie van
beklimgedrag geheel voor de geboorte, terwijl bij de rat deze
periode rond de geboorte ligt. Bij de hamster wordt beklimgedrag
onder invleced van androgenen geheel na de geboorte georganiseerd
[Beach 1971]. '

Bij organiserende effecten van androgenen op gedrag wordt een
onderscheid gemaakt +tussen defeminisatie en masculinisatie van
gedragscomponenten [Baum 1979; Goy & McEwen 1980]. Deze
processen sluiten elkaar niet uit [Leshner 1978; Baum 1979]. De
termen defeminigatie en masculinisatie dienen met voorzichtigheid
gehanteerd te worden, omdat met deze termen niet door alle
auteurs hetzelfde bedoeld wordt [voor eemn uitgebreide discussie
zij wverwezen mnaar Beach 1971; Goy & McEwen 1980; Goldfoot &
Neff 1985]. In dit proefschrift zullen deze termen niet gebruikt
worden: steeds zal worden aangegeven vocr welke gedragingen de
aanwezigheid van androgenen gedurende een kritieke periode een
organiserende (faciliterende of inhiberende) werking heeft.

De kritieke periode wvoor de organiserende werking van
androgenen op seksueel gedrag ligt bilj ratten voor een deel in de
neonatale periode. Toediening van testosteron aan vrouwelijke
ratten vlak na de geboorte heeft tot gevelg dat =zij in
volwassenheid, na toediening van ¢estradicl en progesteron, in
mindere mate 1lordesegedrag vertonen dan vrouwtjes die in de
neconatale periode niet met testosteron behandeld zijn {(Harris &
Levine 1962; 1965; Fadem & Barfield 1981], hoewel er
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aanzienlijke verschillen tussen diverge stammen 2zijn [Whalen,
Gladue & Olsen  1986]. De periode waarin het centraal
zenuwstelsel het gevoeliget is voor deze werking van testosteron
lijkt te liggen in het eerste uur na de geboorte [Thomas, Howard
& Barfield 1983]. Castratig -of blokkering van de omzetting wvan
testosteron naar oestradiol- bij necnatale mannetjes, resulteert
juist in een toename van lordosegedrag en proceptief gedrag na
adequate stimulatie in volwassenheid [Fadem & Barfield 1981].

Naast deze inhiberende werking van testosteron gedurende de
neonatale pericde op het lordosegedrag in volwassenheid heeft
testosteron ook een faciliterende werking. Toediening van
testosteron aan neonatale vrouwelijke ratten heeft tot gevolg dat
zij in wvolwassenheid een hoger percentage ejaculatiegedrag
vertonen dan vrouwelijke ratten die in de neonatale periode niet
behandeld zijn [Harris & Levine 1965; Ward 1969; S3dersten
1973; wvan der Schoot 1980; Thomas, MclIntosh & Barfield 1980]).
De pericde waarin het centraal zenuwstelsel het gevoeligst is
voor deze faciliterende werking van testosteron ligt in de eerste
24 uur na de geboorte [Thomas, Barfield & Etgen 1982; Thomas,
Howard & Barfield 1983).

Mannelijke ratten die in de necnatale periode gecastreerd
zijn, vertonen verminderd ejaculatiegedrag wanneer zij op
volwassen leeftijd met testosteron behandeld worden [Gerall,
Hendricks, Johnson & Bounds 1967; Beach, Noble & Orndoff 1969;
Hart 1979; Whalen & Olsen 1981]. In de neonatale periode worden
bi] mannelijke ratten aanzienlijke hoeveelheden testosteron in
het serum gemeten (tussen 0,5 en 3 ng/ml), voornamelijk afkomstig
van de testes [Slob, Ooms & Vreeburg 1980]. Bi] 1intacte
mannetjes worden deze hoeveelheden verantwoordelijk geacht wvoor
bovengenoemde inhiberende en faciliterende effecten.

Een probleem bi] onderzoekingen wvan seksueel gedrag bij
neonataal behandelde ratten is dat diezelfde neonatale

behandeling ock effecten heeft op de ontwikkeling van de penis.
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Toediening wvan testosteron rond de geboorte veroorzaakit bij
vrouwelijke ratten het tot ontwikkeling komen  van een
fallus-achtige structuur [Ward 1969; Sachs & Thomas 1985].
Neonatale castratie heeft tot gevolg dat de penis korter blijft
en een geringer gewicht heeft. Ook blijft het frenulum aanwezig
en zijn er minder wverhoornde papillen op de glans penis aanwezig
[Gerall, Hendricks, Johnson & Bounds 1967; Beach, Noble &
Orndoff 1969; Hart 1979; van der Schoot 1980]. De
geobserveerde verschillen in gedrag hoeven dan ook niet
vercorzaakt te worden door een directe werking wvan testosteron op
het centraal zenuwstelsel. De mate van ontwikkeling van de penis
zZou een voldoende +verklaring kunnen =zijn wvoor de gevonden
gedragsverschillen. 2o laten Beach, Noble en Orndoff [1969] zien
dat intromigsie-gedrag en penisgewicht c¢ovarigren met het
tijdstip waarop in de neonatale periode testosteron is
toegediend. In 1971 schreef Beach: “we believe that
intromission frequency is controlled by penis size™ (p 261).

Bij de bestudering wvan het keuzegedrag in de kruiskooi
beinvlicoedt de mate van ontwikkeling van de penis het gedrag
niet. Bestudering van effecten van neonatale castratie op dit
gedrag kan een bijdrage leveren aan de oplossing van de vraag of
neonatale androgenen een direct effect hebben op het c¢entraal
zenuwstelsel of dat de gevonden gedragsverschillen in
paringstests mede veroorzaak?t worden door een gebrekkig

ontwikkelde penis (ten gevolge van de neonatale castratie).
OPZET
Situotie I
Twaalf mannelijke ratten werden binnen 24 uur na de geboorte

gecastreerd. Tot de leefti)d wvan 3 weken greeiden ze op met

mannelijke en vrouwelijke nestgenoten. Na het spenen verbleven
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de dieren in isoseksuele groepen. Op de leeftijd van 4 maanden
werden ze verdeeld over 3 behandelingsgreoepen. De ratten uit de
eerste groep kregen subcutaan een siliconen rubber implantaat met
testosteron, de ratten uit de tweede groep kregen een oestradiel
bevattend implantaat en de dieren uit de derde groep kregen een
dihydrotestosteron implantaat. De lengtes en diameters werden
bepaald door ervaringen i1in het laboratorium opgedaan met deze
implantaten. De testosteron en oestradicl implantaten herstelden
de gedragseffecten van castratie terwijl de hoeveelheden
testosteron en dihydrotestosteron uit dit scort implantaten de
anatomische effecten van castratie teniet deden [Slob, Bogers &
van Stolk 1981; persoonlijke mededeling: JTM Vreeburg]. ©De
karakteristieken wvan deze implantaten zijn vermeld in tabel 7-1.
Twee maanden na implantatie werd bij ieder dier, onder lichte
ethernarcose, bloed afgenomen door middel van een intraorbitale
punctie met een glas capillair. In het serun werd de
concentratie wvan testosteron, cestradiol en dihydrotestosteron
bepaald. De verkregen resultaten zijn eveneens in tabel 7-1

weergegeven.

Taobel 7-7.
Kenmerken van de siliconen rubber implontoten gebruikt voor de
.tosdiening van hormonen.

Behan- Lengte Diameter (mm) Gemiddelde (+ SEM} concentratie
deling (em) Inwendig Uitwendig in gserum (ng/ml)
T E2 DHT
T 1.0 3.0 4.0 3.82+40.94 nd nd
E 2.5 0.5 1.0 nd 0.146+0.0097 nd
DﬁT 5.0 T.5 2.4 nd nd 6.55+0.132

ndsniet detestesrbaar; DHTsdinydrotestosteron; Ez=oe!trldiol: T=teatasteron.

Een maand na implantatie werden de twaalf mannetjes elk in
een kruiskool geplaatst. In elk van de twee stimuluskooitjes was

een geovariectomeerde vrouwtje aanwezig. Gedurende 5 weken werd
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-alternerend- één  van de twee stimulusdieren in bronst
&ebracht, met behulp van subcutane injecties met
oestradiolbenzoaat en progesteron (zie hoofdstuk 5). De
stimulusdieren werden niet iedere week cp dezelfde dag behandeld;
wel waren  er altijd minimaal % nachten  tussen de
oestradiolbenzoaat behandeling van het ene stimulusdier en deze
behandeling bij het andere stimulusdier. De resultaten worden

weergegeven als kunstmatlige cycli van 5 dagen.

Situgtie II

Omdat bij analyse van de resultaten de met dihydrotestosteron
behandelde neconatazal gecastreerde dieren weinig belangstelling
toonden ~wvoor vrouwelijke scortgenoten, werd besloten de
registraties gedurende 13 nachten wvoort te zettem met een
gewijzigde keuzesituatie (situatie II). Tijdens situvatie II werd
uit stimuluskooitje B het geovariectomeerde vrouwtje verwijderd,
terwijl het andere geovariectomeerde stimulusdier in

stimuluskeoecitje D bleef, maar niet in bronst werd gebracht.

RESULTATEN

Iedere behandelingsgroep omvatte 4 necnataal gecastreerde
mannetjes. In iedere kruiskooi werd 5 maal één
stimulusvrouwtje in bronst gebracht. In totaal waren er per
behandelingsgroep 20 vergelijkbare kunstmatige cycli, bestaande
uit de twee nachten voor de bronst, de nacht wvan bronst (na
progesteron toediening) en de twee nachten na de bronst. Door
storing in de registratie-apparatuur konden bij de met
testosteron behandelde dieren gegevens van 2 kunstmatige cycli
niet worden verwerkt. Slechts tijdens 7 van de 20 cycli (35%)
verbleven de dihydrotestosteron behandelde mannetjes langere tijd

bij het vrouwtje tijdens haar bronst dan op de andere nachten van
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haar kunstmatige cyclus. Dit lage percentage komt overeen met
wat in het vorige hoofdstuk is gevonden bi} op volwassen leeftijd
gecastreerde en met dihydrotestosteron behandelde mannetjes.

De neonatzal gecagtreerde mannetjes met een cestradiol
implantaat vertoonden gedurende 12 van de 20 cycli (60%) de
meeste interesse in het vrouwt}e gedurende de nacht wan haar
bronst. Ock hier weer geen verschil met de resultaten bij
mannetjes die op volwassen leeftijd werden gecastreerd en

vervolgens met cestradiol werden behandeld (zie tabel 7-2).

Tabel 7-2.

Percontage van het totaal agantal c¢cyceli wacrin mannetjes gedurende
de nacht de langste tijd doorbrachten biﬂ het bronstige vrouwtje
(gegevens ofkomstig uit diverse hoofdstukken).

Behandeling VYolvasmen gecastreerd Neonataal gecamtreerd
% n c s H 4 n [+ i H

Inplantaat

Testomteron 89 16 1 Noos 66 4 5 A 7

Oestradiel 62 4 4 k& 60 4 5 A 7

Dihydrotestoatersn 31 4 4 A 8 35 4 H A7

Intact a1 4 4 N 4

Intact N 12 1 A0S

n=gantal dieren; A=zrtificilBle bronst, Cramntal geanalyeeerde cycli per diar;
Nenmtuurlijke bronst; He=hoofdstuk wvaarin experiment bemchreven is: Ssgebrulkt
gtimulusvrouutje.

s¢yclughummer 14, ongeveer na 3,5 maand T-implantaat.

Testosteron behandeling wvan neonataal gecastreerde ratten
resulteerde er in dat 2i] deze voorkeur voor het bronstige
vrouwtje  gedurende 12 van de 18 kunstmatige cycli {66%)
vertoonden. .Ook dit is wvrijwel iden;iek met de vondsten bij
mannetjes die op volwassen leeftijd waren gecastreerd en
vervolgens werden gesubstitueerd met testosteron. Tabel 7-2
geeft een overzicht van het percentage mannetjes dat dit gedrag
vertoonde in de .diverse experimenten uit dit hoofdstuk en vorilge

hoofdstukken. In de tabel is ook aangegeven ¢of de stimulusdieren
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kunstmatig dan wel op natuurlijke wijze in bronst kwamen.

In figuur 7-1 is de gemiddelde wverblijfsduur weergegeven
gedurende de mnacht. Voor ideder dier (n=4) is de gemiddelde
verblijfsduur (Yn) bij het vrouwtje gedurende de 5
overeenkomstige nachten wvan de kunstmatige cyclus uitgerekend.
Iedere kolom in figuur 7-1 geeft het gemiddelde (Y1_4/4) van de
vier individuele gemiddelden (Yn) weer. De figuur laat zien dat
de neonataal gecastreerde mannetjes, die met ocestradiocl of
testosteron %behandeld werden, gedurende de nacht wvan bronst
langer bij het bronstige wvrouwtje verbleven dan gedurende andere
nachten (Friedman Kp=100, p<0,05;Kp,=154, p<0,01). Bij de met
dihydrotestosteron behandelde neonataal gecastreerde dieren is
een dergelijke toename niet te zien. OQpvallend is verder de

geringe belangstelling die deze met dihydrotestosteron behandelde

T-implantaat E, -implantaat  DHT-implantaat

_ EB P EBE P EBE P
w] + 4 ! l
. 2004
o
g - l
£
g 97 2 il %
2 % x
E % p
E
200 n=y n=y n=y
< c=5 c=5 c=5
400 -
Figuur 7-1.
Gemiddelde (+ SENM) nachtelijke verblijfsduur bij

geovariectomeerde stimulusdieren door neonatoal gecastresrds
mannelijke raotten, die op volwassen leeftijd met testosteron (T},
oestradiol (Ez) of dihydrotestosteron %DHT) werden behandeld.
Een van de “twee geovariectomeerde stimulusdieren werd met

oestradiolbenzoaat (EB) en progesteron (P) behandeld (witte
kolommsn).
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dieren vertonen voor een vrouwelijke scortgencot. In het vorige
hoofdstuk zijn effecten beschreven van dihydrotestosteron
toediening 'aan mannetjes die op volwassen leeftijd waren
gecastreerd. Deze mannetjes toonden wel belangstelling voor een
vrouwelijke soortgencot hoewel er &geen toename was in
verblijfsduur gedurende de mnacht van bronst van ﬁet yrouwtje.

De totale locomotore activiteit, uitgedrukt als het totaal
azantal excursies gedurende de nacht naar de vier eindkcoitjes, is
lager bij de neonataal gecastreerde dieren die met
dihydrotestosteron behandeld werden dan bij de neonatale
cagtraten die met oestradiel of testosteron %behandeld werden
(tabel 7-3; Kruskal & Wallis: H=5,6%5, p<0,05). Omdat ook het
aantal excursies naar de vrouwtjes gedurende de nacht wvan haar
bronst in de dihydrotestosteron greoep het laagst was, is in tabel
7-% het aantal excursies naar het bronstige vrouwtje uitgedrukt
als percentage van het totaal aantal excursies gedurende die
nacht. Er was geen statistisch significant verschil tussen deze
percentages bij de drie behandelingsgroepen {(Kruskal & Wallis:
H=4,30, ns). Met andere woorden: de met dihydrotestosteron
behandelde neonataal gecastreerde dieren maakten weliswaar minder
excursies naar de vier eindkooitjes, ﬁaar verhoudingsgewijé werd
het bronstige vrouwtje door hen even frequent bezocht als door de

met testosteron of oestradiol behandelde castraten.

Tabel 7-3. ]
Locomotore activiteit gedurende de nocht bij de 3 behandelings-
grospen neonataal gecostreerde mannetjes.

Behandeling Gemiddeld {+ SEM) aantal Aantal excursies naar het
excursies naar de 4 brenstige vrouwtie ale
eindkocitjes . percentage van heét totaal

agntal excursiee gedurende
die nacht

Testosteron 994+24.0 3741.8

Oegtradiel 143237.3 3141.8

Dihydrotestosteron  54+10.4 2743.8
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Oestradisl Dihydrotestosteron

Figuur 7-2.

Gemiddelde nochtelijke verblijfsduur in de diverse eindkooitjes
deor neongtoal gecostreerde manneligks ratten die op volwassen
leeftijd met testosteron, oestradiol of dihydrotestosteron werden
behandeld. Figuur 7-2A heeft betrekking op 13 nachten woarin
zowel boven eindkooitjes B als eindkooitje D een stimulusdier
(stim) aanwezig was. Figuur 7-2B heeft betrekking op 13 nochten
waorin aglleen boven eindkooitje D een stimulusdier oanwezig wos.
Rest=verblijfsduur in centrole ruimte en de vier gangetjes.

In figuur 7-2 zijn de verblijfsduren van de drie
behandelingsgroepen in de vier eindkooitjes te zien. In tabel
T-4 zijn de gegevens waarcp figuur 7-2 is gebaseerd vermeld.
Figuur 7-2A heeft betrekking op de laatste 13 nachten van het
eerste gedeelte van het experiment waarbij de twee stimulusdieren
alternerend in bronst werden gebracht (situatie I). Figuur 7-2E
toont de verblijfsduur gedurende de 13 nachten dat er bhoven
eindkooitje B geen stimulusdier'aanwezig'was (situatie II). Te
zien is dat gedurende situatie I de met dihydrotestosteron
behandelde dieren nauwelijks in de eindkecoitjes B en D verbleven,

terwijl de dieren uit de +twee andere Dbehandelingsgroepen wel
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Tabel 7-4.

Gemiddelde (+ SEM) nochtelijke verblijfsduur in de 4 eind-
kooitjes wvan de kruiskool door nesonataal gecastreerde manneli jke
ratten die met testosteron oeéstradiol of dihydrotestosteron
werden behandeld (n1-n2-n5-4).

Eindkooitje B D
Stim-dier Leeg Stim.dier Stim.dier
I II I It
Behandeling
Tegtosteron (T) 1344161 62+12.9 133+17.8  249+57.8
Oeatradiol (E,) 106340.0  38+20.1 133432.6  228445.5
Dihydrotestosteron (DHT) 32+ 5.9 54410.4 38+12.9 35+ 6.1
PpL0.03 ns pcl.05 p<o.e1
A Cc
Vater Voer Reat
T Tl I II I I
T 191427.2  173:+34.5 43410.2 44+ 9.4 102+23.3 63£25.3
E, 132%41.9 1544589 82+29.5 59+ 5.3 144470.8 119457.0
ofi 294+47.0  363+47.8 T18+37.4  §1+28.6 52+19.8 £3417.3
P¢0.01 ns ns na ns ne

logemiddelde van 13 nachten terwijl boven eindkooltjez B en D een stimulusdier
asnwvezlg wasa; II=gemiddelde van 13 nachten terwijl alleén boven eindkooit)e D
een etinulusdier aanvezig waa: rest=verblijfgduur in cenirale ruimte+gangetjes.

belangstelling toonden voor de dieren in de stimuluskooitjes
(Kruskal & Wallis: eindkooitje B: H=7,00, p<0.05; eindkooitje
D: H=5,69, Pp<0,05). Gedurende sitvratie II wvertoconden de
necnataal gecastreerde mannetjes die met testosteron of
cestradiol ©behandeld werden, evenveel belangstelling voor
eindkooitje B (waarboven dus geen stimulusdier aanwezig was) als
de mannetjes die met dihydrotestosteron behandeld werden (Kruskal
& wallis: H=0,80, ns). De wverblijfsduur in eindkooitje D
vertoonde gedurende situatie II wel significante wverschillen
tussen de drie behandelingsgroepen (Kruskal & Wallis: H=7,50,
pP<0,05). De dieren die met ocestradicl of testosteron werden
behandeld toonden meer belangstelling voor het stimulusdier boven
eindkooitje D, dan de met dihydrotestosteron behandelde necnataal

gecastreerde dieren.
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BESPREKING

Omdat aanwezigheid van testosteron in de neonatale periode
bij de rat een faciliterend effect heeft op het optreden van
ejaculatiegedrag op volwassen leeftijd [Ward 1969, Thomas,
McIntosh & Barfield 1980, Thomas, Howard & Barfield 198%], is in
dit hoofdstuk het effect van necnatale castratie op het
keuzegedrag van de mannelijke rat in de kruiskooi bestudeerd.
Het experiment in dit hoofdstuk laat =zien dat neonataal
gecastreerde mannetjes, die op volwassen leeftijd met testosteron
of o¢estradiol behandeld worden, gelInteresseerd =zijn in een
bronstige vrouwelijke rat, net als intacte mannetjes.
Testosteron in de neconatale periocde lijkt niet ncodzakelijk te
zijn om in volwassenheid bij adequate hermonale stimulatie een
voorkeur te vertonen. Deze bevinding ig in overeenstemming met
die wvan Stern [1970]. Ook deze auteur nam waar dat neonataal
gecastreerde mannetjes, die op volwassen leefti]d met testosteron
werden behandeld meer interesse hadden in een genarcotiseerd,
kunstmatig in bronst gebracht vrouwtje dan in een genarcotiseerde
niet-bronstige vrouwelijke socortgencot. De testopstelling die
Stern gebrulkte was een vrije veld opstelling waarin de dieren
slechts vijf minuten werd getest. Verder waren de te onderzoeken
dieren bij Stern niet seksueel naJef: in de weken wvoorafgaande
aan de test hadden de met testosteron behandelde neonataal
gecastreerde mannetjes <+tweemaal 90 minuten met een bronstig
vrouwtje 1in een kooltje doorgebracht. Ook Eliasson en Meyerscon
[1981] onderzochten neonataal gecastreerde mannetjes in een vrije
veld situatie, waarbij de mannetjes konden wverblijven in de
nabijheid van een bronstig vrouwtje, in de mnabijheid wvan een
intact mannetje of 1in een zogenaamd neutraal gebied gelegen
tussen het %bronstige vrouwt]Je en het intacte mannetje. De
keuzesituatie was dus anders dan in de experimenten van Stern en

van dit hoofdstuk. De dieren werden getest op de 1leeftijd wan
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30, 50, 70, 90 en 120 dagen, zonder dat ze gesubstitueerd werden
met testostercn. De tests duurden 25 minuten. Deze necnataal
gecastreerde mannetjes brachten wvanaf de derde test, op de
leeftijd van 70 dagen, meer tijd door bij het kunstmatig in
bronst gebrachte stimulusvrouwtje dan bij het intacte
stimulusmannetje. Intacte mannetjes vertoonden in hun
eXperimenten al een veoorkeur voor een bronstig vrouwtje ten
opzichte van een intact mannetje gedurende de eerste test, op de
leeftijd wvan 30 dagen [Eliasson & Meyerson 1981]. Deze intacte
mannetjes brachten ook 40 tot 50 procent van hun tijd door bij
het bronstige vrouwtje terwijl de neonataal gecastreerde
mannetjes, die niet met testogteron werden behandeld, slechts 30
procent wvan de testtijd in de nabijheid van het bronstige dier
vertoefden. Volgens deze auteurs moet de verklaring wvoor deze
voorkeur van neonatale castraten om =-zonder testosteron
toediening- meer in de nabijheid van een bronstig vrouwtje dan in
de nabijheid wvan een mannetje te zitten, gezocht worden in de
herhaalde blootstelling aan een bronstig vrouwtje gedurende het
testen.

In eerdere experimenten hadden Meyerson, Eliasson en Hetta [1979]
gevonden dat testosteron toediening op volwassen leeftijd aan
neonataal gecastreerde ratten de belangstelling om in de
nabijheid wvan een Dbronstig vrouwtle te zitten vergrootte ten
koste van de verblljfsduur in het neutrale gebied.
Oestradiclbenzoaat toediening door middel van subcutane injecties
op volwassen leeftijd azn neonataal gecastreerde ratten leidde
echter <tot een toename in verblijfsduur in de nabijheid van het
intacte mannetje, terwi]l de verblijfsduur bij het Dbronstige
vrouwtje even lang was als bij een niet behandelde controle groep
van neonatzal gecastreerden. ‘Dit effect van oestradiel
toediening 1lijkt in tegenspraak met de resultaten van de
experimenten wuit dit hoofdstuk. De keuzesituatie -intact

mannetje versus bronstig vrouwtje bi] Meyerson et al en
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niet-bronstig vrouwtje versus bronstig vrouwtje in de
experimenten wuit <dit proefschrift, alsmede het verschil in
testomstandigheden -minuten durende vrije veld observatie wversus
weken durende registratie- kunnen een verklaring zijn. Echter,
Meyerson et al behandelden deze necnataal gecastreerde mannetjes
gedurende 10 dagen elke tweede dag met coestradiolbenzcaat in een
dosis van 25 ug/kg. Vervolgens werden ze 52 uur na de laatste
cestradiol ©Dbehandeling getest. Uit de literatuur is bekend dat
deze dosis cestradiolbenzoaat op dit *tijdstip receptief gedrag
bij ratten induceert [Zemlan & Adler 1977]. Ock induceert deze
dosis bij ongeveer 50 procent van de vrouwtjes proceptief gedrag
[Tennent, Smith & Davidson 1980].

De neonataal gecastreerde mannetjes die met
dihydrotestosteron waren behandeld toonden weinig belangstelling
voor een vrouwelijke soortgenoot. Dit in tegenstelling +tot
dieren die op volwassen leeftijd waren gecastreerd en vervolgens
met dihydrotestosteron werden behandeld. Deze 1laatste dieren
wvaren wel geinteresseerd in een vrouwelijke scortgencot, maar
toonden geen toegenomen belangstelling wveoor haar gedurende de
nacht wvan haar bronst (zie hoofdstuk 6). Uit tabel 7-35 blijkt
dat dit niet rechtstreeks samenhangt met een verminderd aantal
excursies naar de stimulusdieren. Immers, hoewel de totale
locomotore activiteit laag was bij de dihydrotestosteron
behandelingsgroep brachten deze neonataal gecastreerde dieren
procentueel evenveel bDezoeken aan de eindkooitjes waar een
stimulusdier boven zat als de neonatale castraten die mnet
cestradicl of +testosteron werden behandeld. De gegevens in
figuur 7-2 doen vermoeden dat neonataal gecastreerde ratten, die
met dihydrotestosteron behandeld worden, geen onderscheid maken
tussen een eindkooitje waarboven een soortgencot zit en een
eindkooitje waarboven het stimuluskooitje leeg is. Rader
onderzoek mnaar effecten van dihydrotestosteron op keuzegedrag en

locomotore activiteit is nodig om deze niet te verklaren effecten
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van dihydrotestosteron behandeling bij neonataal gecastreerde
ratten op te helderen. In de literatuur zijn geen aanwijzingen
te vinden om het gedrag van de dieren ult deze behandelingsgroep

te wverklaren.

SAMENVATTING

In dit hoofdstuk is onderzocht 1in hoeverre neonatale
castratie een effect heeft op keuzegedrag in de kruiskooi.
Gebleken is dat bij de rat de testes in de neonatale pericde niet
noodzakelijkerwi]s aanwezig hoeven te zijn om in volwassenheld
~-na toedlening van testosteron of cestradiocl- een voorkeur te
tonen voor een bronstige vrouwelijke soortgenoot.
Dihydrotestosteron behandeling van necnataal gecastreerde ratten
had tot gevolg dat deze dieren nauwelijks belangstelling toonden
voor vrouwelijke socortgenoten. Een verklaring wvoor dit gedrag
werd niet gevonden. Er zijn geen aanwijzingen gevonden dat deze
voorkeur voor een bronstig vrouwtje T“georganigeerd”™ wordt door

testiculaire hormonen in de neonatale periocde.
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HOOFDSTUK 8

KEUZEGEDRAG VAN GEOVARIECTOMEERDE VROUWELIJKE RATTEN
NA TOEDIENING VAN DIVERSE HORMONEN

INLEIDING

Volwassen vrouwelijke ratten kunnen beklim- en
intromissiegedrag vertonen wanneer ze getest worden met bronstige
vrouwelijke soortgenoten [Meoore 1§19; Beach 1938; Beach 1942b].
Beach en Rasquin [1542] cnderzochten de relatie tussen
beklimgedrag en de bronstcyclus. Zij observeerden de gedragingen
van een vrouwtje wanneer zij achtereenvolgens met een bronstig
vrouwtje, met een intact mannetje, met dit intacte mannetje plus
een bronstig wvrouwtje en tenslotte met dit bronstige vrouwtje
alleen in de testruimte verbleef. Tijdens haar ovarigle cyclus
varieerde de lordosefrequentie van het vrouwtje in dit experiment
wel, maar het beklimgedrag wvan dit vrouwtje niet. Ook
ovariegtomie belnvlioedde de frequentie van haar beklimgedrag
niet. S8dersten [1972] onderzocht het beklimgedrag van intacte
vrouwtjes 1in een testsituatie waarbij het experimentele vrouwtje
alleen met een bronstig vrouwtje werd samengebracht. Hij vond in
tegenstelling tot Beach en Rasquin [1942] een duidelijke daling
in het zantal beklimmingen door het experimentele vrouwtje
gedurende haar bronst. Ovariectomie leidde tot een nog verdere
afname in de beklimfrequentie. Het besnuffelen van de
anogenitaal streek van een bronstig stimulusdier door een intact
vrouwtje gebeurde minder frequent gedurende de bronst wvan dit
intacte vrouwtje dan op andere dagen van haar ovarigéle cyclus.

Het verschil in testprocedures verklaart mogelijk de werschillen
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in resultaten tussen de experimenten van Beach en Rasquin [1942]
en die van S3dersten [1972]. Immers, het is alleszins
aannemelijk " dat de aanwezigheid van een mannetje gedurende een
gedeelte van de test invloed heeft op de interactie tussen twee
vfouwtjes.

Het beklim- en intromissiegedrag van vrouwtjes 1lijkt op
paringsgedrag van intacte mannetjes. Ook de hormenale
afhankelijkheid van dit gedrag  vertoont bij vrouwtjes
overeenkomsten met die bij mannetjes. Toediening van testosteron
of oestradiol aan geovariectomeerde vrouwtjes veroorzaakt een
toename in de frequentie van beklimgedrag [Beach 1968;
S&dersten 1972; Baum, S&dersten & Vreeburg 1974; wvan de Poll,
van der 2Zwan, van Oyen, & Pater 1982; Slob & van der Schoot
1982; Slob & Vreeburg 1985; de Jonge, Burger & wvan de Poll
1986].

In hoofdstuk 6 is beschreven dat er een parallel is tussen
het effect wvan castratie op copulatiegedrag en het effect van
castratie op het gedrag in de kruiskeooi: castratie van
mannelijke ratten 1leidde +tot een geleldelijk verdwijnen van de
voorkeur van deze dieren om in de nabijheid te 2zitten wvan een
bronstige vrouwelijke soortgenocot, terwijl bekend is dat
castratie ook leidt tot een geleidelijke afname in
copulatiegedrag. Toediening van testosteron aan de gecastreerde
dieren ieidde tot een terugkeer wvan de voorkeur voor een
bronstige vrouwelijke . scortgenoot, terwijl toediening wvan
testosteron ock de effecten van castratie op copulatiegedrag doet
verdwijnen. )

In dit hoofdstuk zal onderzocht worden in welke mate
hormonale behandelingen, waarvan bekend is dat zij invloed hebben
op het optreden van beklim- én intromissiegedrag bij het
vrouwtje, ook invlioed hebben op haar voorkeur voor een bronstige
soortgenoot. Hiertoe zijn drie experimenten vuitgevoerd, waarin

geovariectomeerde vrouwtjes als loopdier zijn gebruikt. In
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experiment 1 wordt het vrouwelijke loopdier door een hehandeling
met hermonen in bronst gebracht om de invlced hiervan op haar
keuzegedrag in de kruiskool te onderzoeken. In experiment 2
wordt het effect van testosteron toediening aan het
geovariectomeerde loopdier op haar keuregedrag onderzocht,
terwijl in experiment 3 de effecten van toediening van coestradiol
en dihydrotestosteron azan het geovariectomeerde loopdier op haar

keuzegedrag wordt bestudeerd.

Experiment 1: Effect van kunstmatig geinducserde bronst

Opzet

Zes vrouwelijke ratten, na het spenen in isoseksuele groepen
opgegroeld, werden op volwassen leeftijd geovariectomeerd. Na
enige tijd werdemn =ze in de kruiskooi gehuisvest. Als
stimulusdieren waren gecovariectomeerde vrouwtjes aanwezig. Na
een gewenningsperiode van © dagen werd aan ieder loopdier en aan
één van de twee stimulusdieren een subcutane injectie met 2,5
#g oestradiolbenzoaat gegeven om ongeveer 16.00 vur. Twee dagen
later kregen deze dieren een subcutane injectie wvan 0,5 mg
progesteron. Veertien dagen later werden deze behandelingen
herhaald,- opnieuw bij het loopdier en nu bij het andere
stimulusdier (in de tussenliggende pericde wan veertien dagen

waren de dieren niet uit hun kruiskooi geweest).

Resultoten

De bronstige vrouwtjes vertoonden geen voorkeur voor Veen
bronstig stimulusvrouwtje, =zoals te zien is in figuur 8-1.
Gedurende geen van beide testsituaties wverbleef een wvan de
loopdieren de langste tijd bij het stimulusvrouwtje gedurende de
nacht van beider bronst. In figuur 8-2 is te zien dat ook het

aantal excursies naar de vier eindkooitjes gedurende de

135



400 4 n=6 n=6
=
-
£
=
&
5
£
E
200 1
400 -
4 6 78 910 28 29 30 31 32
nacht
Figuur B8-7. .
Gemiddelde {+ SEM) nachtelijke verblijfsduur van

geovariectomeerab vrouwtjes bij geovarisctomeerde stimulusdieren.
owel het loopdier als één stimulusdier (witte kolommen) werden
met oestrodiolbenzoaat (EB) en progesteron (P) behandeld. De

nummering op de X-os geeft de nocht na plagotsing in dé kruiskooi
aan.

kunstmatige cyclus van het loopdier niet veranderde (Friedman:
K1=57. ns; K2=125, ns). Dit 1s niet in overeenstemming met de
resultaten van Schenck, van der Giessen, Slob en wvan der VWerff
ten Bosch [1978], die de locomotore activiteit wvan intacte
vrouwelijke ratten in nagenoeg dezelfde kruiskcoi (doch =zonder
stimulusdieren) hebben onderzocht. Deze onderzoekers vonden een
toename in de locometore activiteit gedurende het etmaal van
natuurlijke wvaginale ocestrus van het loopdier. Dzarom is in het
huidige experiment nagegaan of er een effect van de kunstmatige
cyclus op het aantal excursies naar de individuele eindkoocitjes
gevonden kon worden. Alleen tijdens de eerste kunsimatige cyclus
maakten de vrouwtjes in de tweede nacht na cestradiolbenzoaat
toediening meer excursies naar het eindkooitje met de waterfles

(Friedman: K=170, p<0,05). Verder werden er geen significante
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Figuur 8-2.
Gemiddeld (+ SEM) aantol excursies per nacht naar de vier
eindkooitjes door geovariectomeerde raotten. De pijlen (EB, P)

geven het moment oan waarop één stimulusdier en het loopdier
met hormonen werden behandeld.

verschillen in het aantal excursies gedurende de wverschillende
nachten wvan een kunstmatige cyclus gevonden. Ook wanneer het
aantal excursies per etmaal werd beschouwd was er geen effect van

de kunstmatige cyclus op de locomotore activiteit waarneembaar .

Experiment 2: Effect van langdurige testosteron toediening

Opzet

Elf vrouwelijke ratten werden op de leeftijd van 4 maanden
geovariectomeerd. Tijdens diezelfde narcose werd er een
siliconen rubber implantaat met testostercn onderhuids in de nek
geplaatst (zie voor de karakteristieken van dit implantaat tabel
7-1). Een maand na de operatie werden de dieren in een kruiskooi

geplaatst, terwijl de geovariectomeerde stimulusdieren aanwezig
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waren. Een week later werd bij de loopdieren bloed verzameld om
het testosterongehalte in het serum te bepalen. Het gemiddelde
{+ SEM) serum testosterongehalte Tbedroeg 2,4 % 0,18 ng/ml
(spreiding: 1,6-3,4 ng/ml). Iedere week werd beurtelings één
van de twee geovariectomeerde stimulusvrouwtjes in bronst
gebracht met behulp van oestradiol en progesteron. Na de derde
cyclus werd bij de loopdieren het testosteron implantaat
verwijderd. Door corrosie op contacten in de
registratieapparatuur vonden er gedurende de eerste 2 weken na
verwijdering wvan de implantaten in het geheel geen registraties
plaats. Wel werden de stimulusvrouwtjes allebei eenmaal in
brenst gebracht. ' Veertien dagen na de verwijdering van het
implantaat <vonden er weer registraties plaats. De beide
stimulusdieren werden ieder nog eenmaal in bronst gebracht. In

totaal ziln er gedurende 5 kunstmatige cycli gegevens verzameld.

Resultaten

Geovariectomeerde vrouwelijke loopdieren toonden een voorkeur
om in de nabijheid van een bronstige vrouwelijke socortgenoct te
verblijven zolang zij met testosteron %behandeld werden (figuur
8-3). De verblijfsduur bi] een stimulusvrouwtje was significant
langer gedurende de nacht van haar bronst dan tijdens andere
nachten wvan haar c¢yclus (Friedman: K1=376, P<0,05; K2=456,
p<0,01; K3=562. p<¢0,01). Gedurende deze eerste drie kunstmatige
¢ycli brachten respectievelijk 54, 63 en 100 procent van de
loopdieren meer tijd door bij het vrouwtje gedurende de nacht van
haar bronst in vergelijking met de 2 nachten voor en de 2 nachten
na de nacht van bronst. Na wverwijdering wvan het testosteron
implantaat %bedroeg dit percentage respectievelijk 18 en 27.
Figuur 8-3 laat dit lzatste op een andere wijze =zien: na
verwijdering wvan het testosteron implantaat is er geen toename
meer in verblijfsduur bij een  bronstig stimulusvrouwtje
(Friegman: K4=154. ns; K5=34, ns).
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Figuur 8-3.
Gemiddelds (+ SEM) nachteli jke verblijfsduur van

geovariectomesrﬁb vrouwtjes bij geovariectomeerde stimulusdieren.
e loopdieren hadden een testosteron implantoot dot no nocht 20
werd verwijderd. De stimulusdieren werden met oestrodioclbenzoaat
(EB) en progestron (P) behandeld.

De locomotore activiteit (zie figuur 8-4) laat in de periode
van nacht 6 tot en met 11 een daling zien in het aantal
excursies: het bekende fenomeen van adaptatie in de kruiskooi
zoals ©beschreven 1is in hoofdstuk 3 (opgemerkt zij dat de eerste
nacht van de registratie overeenkomt met de zesde nacht wvan het
verblijf in de kruiskeoi: de adaptatieperiode bedroceg in dit
experiment dus ook 10 dagen). Vanaf nacht 11 blijft het aantal
excursies op eenzelfde niveau van ongeveer 80 excursies per nacht
naar alle 4 eindkocitjes tezamen. Toetsing wvan het aantal
excursies gedurende de nachten 11 tot en met 20 en de nachten 35
tot en met 44 leerde dat verwijdering wvan het testosteron
implantaat geen effect had op de totale nachtelijke locomotore
activiteit (rangtekentoets: V=40, ns}. Hoewal mniet afgebeeld
maakten de loopdieren gedurende de behandeling met testosteron

-dus gedurende de eerste 7 c¢ycli- meer excursies mnaar het
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stimulusvrouwtje in de nacht van haar bronst dan gedurende andere
nachten (Friedman: K, =756, p<0,01; K,=456, p<0,01; K3=519.
p<0,01). Na verwijdering van het implantaat werd deze toename in

aantal excursies naar het bronstige vrouwtje niet meer

waargenomen.
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Figuur 8-4,

Gemiddeld (+ SEM) aantal nachtelijke excursies ngar de vier
eindkooit jeSs door geovariectomesrde loopdieran die tot en met
nacht 20 een toestosteron implontaoat hadden.
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Experiment 3: Effect van langdurige oestrodiol en dihydrotestosteron

toediening
Opzet

Ferste gedeelte

Twaalf vrouwelijke ratten, die onder de gebruikelijke
laboratorium omstandigheden waren opgegroeid, werden op de
leeftijd van 4 maanden geovariectomeerd. Tevens werd bij zes van
deze vrouwtjes subcutaan in de nek een siliconen rubber
implantaat met dihydrotestosteron geplaatst. De overige zes
dieren kregen een implantaat met oestradiol. De implantaten
hebben dezelfde karakteristieken als de implantaten gie in
hoofdstuk 7 werden gebruikt (zie tabel 7-1). Een maand na de
operatie werden deze vrouwtjes in de kruiskooi geplaatst. In
beide stimuluskooitjes warern geovariectomeerde vrouwtjes
aanwezig. Na een week werd één wvan de stimulusvrouwtjes op
gebruikelijke wijze in bronst gebracht met cestradiol en
progesteron. Een week later werd het andere stimulusdier in
bronst gebracht. Vervolgens was er een periode van 3 weken
waarin geen van beide stimulusdieren werd behandeld. Na afloop
van deze periode werd elk van de stimulusdieren nog eenmaal in
bronst gebracht met een week tussen de behandeling wvan het ene
dier en wvan het andere dier. Aan het eind van dit gedeelte wvan
het experiment werd op de gebruikelijke wijze bloed verzameld wvan
de loopdieren voor bhepaling van het serum gehalte van toegediende

hormonen.

Tweede gedeelte )

Nadat bloed was afgenomen kregen de gecovariectomeerde
vrouwtjes die een dihydrotestosteron implantaat hadden, een
cestradicl bevattend implantaat erbij. De wvrouwtjes met een

oestradiol implantaat kregen er een implantaat met
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dihydrotestosteron bij. Vanaf veertien dagen na deze operatie
-gedurende welke +tijd de loopdieren in hun kruiskooi verbleven-
werd er gedurende 4 weken iedere week één van de | twee
stimulusdieren in bronst gebracht. Zes weken na het aanbrengen
van het tweede implantaat werd er bij de loopdieren bloed
afgenomen ter bepaling van de serum concentraties van toegediende

hormonen.

Resultaten

Gedurende het eerste gedeelte van het experiment konden per
behandelingsgroep gegevens van 5 dieren verwerkt worden. Per
dier zijn de gegevens van de vier overeenkomstige dagen in de
vier kunstmatige cycli samengenomen en gemiddeld. In figuur 8-5A
is in het linker gedeelte de gemiddelde nachtelijke verblijfsduur
bij de beide stimulusdieren wvan de met dihydrotestosteron
behandelde dieren weergegeven. Figuur 8.5B laat in het linker
histogram hetzelfde zien voor de geovariectomeerde dieren die met
oestradiol behandeld werden.

Geovariectomeerde vrouwelijke ratten, die Dbehandeld werden
met dihydreotestosteron toonden weinig Dbelangstelling wvoor
vrouwelijke scortgenoten (figuur 8-5A linkergedeelte). Van een
toename in verblijfsduur gedurende de nacht van bronst van het
stimulusvrouwtje is geen sprake (Friedman: K=13, ns). Het
gedrag van deze vrouwt]es vertoont overeenkomsten met dat wvan
necnataal gecastreerde mannetjes, die ock weinig belangstelling
toonden wvoor een vrouwelijke soortgencot wanneer deze mannetjes
op volwassen leeftijd met dihydrotestosteron werden %behandeld
{zie hoofdstuk 7).

De geovariectomeerde vrouwtjes die met oestradiol ©behandeld
werden ‘toonden wel belangstelling voor vrouwelijke soortgenoten
{figuur B-5B linkergedeelte). Er was bij deze met oestradiol
behandelde geovariectomeerde vrouwtjes evenwel geen toename in de

nachtelijke verblijfsduur bij het bronstige stimulusvrouwtje
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Goemiddelde (+ SEM) nachtelijke verblijfsduur van
geovariectomeerde rotten bij stimulusdieren. e horizontale

balken geven oan met welke hormenen de loopdieren (via een
implantoot) werden behondeld. e pijlen (EB, P) geven de
momenten Ggan waarop een van de twee stimulusdieren met hormonen
werd behaondeld.

(Friedman: KX=70, ns), in tegenstelling tot hetgeen bij neonataal
gecastreerde op veolwassen leeftijd met oestradiol behandelde
mannetjes is gevonden (zle hoofdstuk 7). Wanneer aan deze met
oestradiel behandelde vrouwtjes ook een dihydrotestosteron
implantaat werd gegeven, dan was er wel sprake van een toename in
verblijfsduur gedurende de nacht van  bronst van een
stimulusvrouwtje in vergelijking met andere dagen van haar cyclus
(Friedman: K=143, p<0,05; zle het rechter gedeelte van figuur
8-5B). Bij vrouwtjes met een dihydrotestosteron implantaat
veroorzaakte de toevoeging wvan een oestradiol implantaat een
significante toename in de werblijfsdunr bij het bronstige
vrouwt]e (figuur 8-5A rechtergedeelte: Friedman: K= 238,
p¢0,01). In figuur B8-5A valt ock de toename in verblijfsduur bij
beide stimulusdieren op. Dit is verder uitgewerkt in tabel 8-1,
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Tabel 8-1.

Gemiddelde (+ SEM) nochtelijke verblijfsduur door 2 groepen ge-
ovariectomeerde locopdieren bij geovariectomserde stimulusdieren
gedurende 4 kunstmatige cycli. Gedurende het eerste gedeelte (I)
werden de gecovariectomeerde (ovex) dieren met of alleen dihydro-
testosteron (DHT) of alleen cestradiel (E,) bshandeld. In het
tweede gedeelte (II) kregen de DHT-ovex Yeopdieren er een E, im-
plgqﬁaat bij; de Ez-ovex loopdieren kregen een DHT implaﬁtaat
erbij.

Verblijfsduur bi) behandeld Verblijifeduur bvij onbehandeld
stimuluedier stimulusdier
I IT I II
?ingvex 42410.2  208:35.0 p<0.1 324 7.8 142:21.2  p<0.1
=

E,-ovex 14B434.1  148420.4  ng 133417.4  87417.3  ns
(neS) bl - -

peo.o% ng pe0.05 na

waar de gemiddelde verblijfsduur bij de stimulusdieren voor en na
plaatsing van het tweede implantaat zijn weergegeven. Toediening
van oestradiol aan geovariectomeerde met dihydrotestosteron
behandelde vrouwtjes had een toename tot gevolg in verblijfsduur
bij beide stimulusdieren. Het plaatsen van een
dihydrotestosteron implantaat bij geovariectomeerde vrouwtjes die
al een oestradicol implantaat hadden leidde niet tot een
significante verandering in de verblijfsduur bi] de
stimulusdieren. Alleen de verdeling van die verblijfsduur over
de diverse nachten onderging een verandering. Immers, er werd
meer tijd doorgebracht bij het bronstige stimulusdier. Tabel 8-2

vermeldt de gevonden hormoon concentraties.

BESPREKING
De gegevens uit experiment 1 laten zien dat een

geovariectomeerd vrouwtje, dat met cestradiolbenzoaat en

progesteron in bronst was gebracht, weinig belangstelling toont
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Tabel 8-2. .
Gemiddelde (+ SEM) serum concentraties (ng/ml) von oestrodiol

Eg en, diRydrotestosteron (DHT)} plus androstoan-3u0-~-175-diol
Atdiol) .

DHT-cvex DHI+E,-ovex E,-ovex Ey+DHT-ovex
{(n=5) (n=5} ?n=5) {n=5)
1. 1T I IT
E C.192+0.018" 0.286+0.0371 0.2824+0.0315 0.3824+0.0281
DﬁIiA'diol 3.15 +0.963 2.45 +0.145 0.95 +0.3%9 3.78 +0.236

"-metaboliet van DHT.
I-situatie waarbi] de geovariectomeerde dieren slechts T implantaat hadden:

IIsgituatie waardij de geovarigctomeerde dieren 2 verschillende implantaten
hadden.

voor een ander bronstig of niet-bronstige vrouwtje. Tijdens de
bronst van zowel het loopdier als €én van de twee
stimulusdieren is er ook geen toe- of afname te zienm in de +tijd
die het bronstige loopdier bij een van beide stimulusdieren
doorbrengt. Ook de nachtelijke locomoteore activiteit, gemeten
aan het aantal excursies naar alle vier de eindkooitjes gedurende
de nacht, laat geen toename zien gedurende de nacht wvan bronst
van het loopdier. 1In experimenten van Schenck, van der Giessen,
Slcb en van der Werff ten Bosch [1978] werd wel een toename in
locomotore activiteit gezien gedurende de natuurlijke vaginale
bronst van het intacte loopdier. Qok Dbij andere wvormen van
activiteitsmeting, zoals met de tredmolen [Wang 1923; Slonaker
1925] of in een complex doolhof [Martin & Bittig 1980], werd een
toename in locomotore activiteit gezien gedurende de bronst. De
vraag rijst of de hormonale behandeling van de geovariectomeerde
leocpdieren wel voldoende was om effect te hebben. In hoofdstuk 4
is beschreven dat deze behandeling van stimulusdieren invlced
heeft op het keuzegedrag van een mannelijke rat. In een ander
experiment in de kruiskooi, waarin dezelfde behandeling aan
geovariectomeerde 1loopdieren werd gegeven, werd ook geen effect
op de locomotore activitelt gevonden, terwijl deze %behandelde
vrouwelijke loopdieren in de nacht na progesteron toediening wel

langer in een eindkcoitje verbleven waarboven zeven dagen tevoren
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een mannetje was gehuisvest (zie figuur 9-1; Friedman: K=290,
p<0,01). Toch staat deze vondst -het niet toenemen van
locomotore activiteit gedurende de bronst- niet op zichzelf. Zo
vonden Barnett en McEwan [1973] bij muizen, bij langdurig
verblijf in een kruiskoel, ook geen effect wvan de ovariEle
cyclus op locomotore activiteit,

Er zijn twee wverschillen tussen  het experiment  van
Schenck,van der Giessen, Slob en van der Werff ten Bosch [1978]
en experiment 1 wuit dit hoofdstuk: het verschil in de
vrouwelijke loopdieren en de afwezigheid van de stimulusdieren in
het experiment van Schenck et al. Bij de intacte vrouwelijke
ratten, die Schenck et al gebruikten, werden dagelijks een
vaginaal uitstrijk]e gemaakt en werd dagelijks het gewicht
bepaald. In experiment 1 uit dit hecofdstuk werden de loopdieren
slechts tweemaal uit de kruiskooi gehaald wvoor de subcutane
injecties met respectievelijk cestradiolbenzoaat en progesteron.
Russell [1977] heeft er op gewezen dat het effect van de bronst
op de loopactiviteit het hoogst is aan het begin van een test,
wanneer het vrouwtje nog niet aan haar nieuwe omgeving gewend is.
Cowan [1977] heeft laten zien dat slechts een kleine verandering
in de kruiskool er toe leidt dat ratten de gehele kruiskool weer
opnieuw gaan onderzoeken. In experiment 1 hebben de ioopdieren
hun kruiskoci waarschijnlijk niet als nieuw ervaren, mogelijk ock
deor de aanwezigheid van stimulusdieren, waardoor er geen effect

van bronst op locomotore activiteit is gevonden.

In experiment 2 is gevonden dat testosteron toediening a2an
geovariectomeerde vrouwelijke ratten ertoe leidt dat zi]
belangstelling vertonen voor een vrouwtje gedurende de nacht van
haar bronst. Deze gegevens komen overeen met wat op grond van de
literatuur over beklimgedrag bij vrouwelilke ratten verwacht zou
worden: immers testosteron +toediening aan geovariectomeerde

vrouwt]es geeft een toename in de beklimfrequentie [S5dersten
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1972; Sloeb & wvan der Schoot 1982; wvan de Poll, van der Zwan,
Oyen & Pater 1982; Richmend & Sachs 1984]. De resultaten wvan
experiment 2 zi]n niet geheel in overeenstemming met literatuur
gegevens over hormonale bDelnvloeding van de  voorkeur bij
vrouwelijke ratten in andere keuzesituaties en andere
testopstellingen. De literatuur gegevens die besproken gaan
worden zijn samengevat in tabel B8-3. Meyerson, Lindstrdm,
Nordstrdm en igmo [1973] onderzochten in een kortdurende test
de voorkewr van vrouwelijke ratten in een vrije veld situatie,
waarbij de te onderzoeken dieren in de nabijheid wvan een
geovariectomeerde vrouwelijke scortgenoot of een intact mannetje
konden zitten. Het gebied tussen %beide T“voorkeursvakken™ werd
als neutraal gebied beschouwd. Een eenmalige toediening van 1 mg
per kg lichaamsgewicht testosteronpropionaat aan
geovariectomeerde loopdieren leidde ertoe dat de verblijfsduur in
de buurt van het intacte mannetje gedurende vier dagen na de
injectie geleidelijk aan toenam om vervolgens weer geleidelijk
aan af te nemen. Het effect wvan de testosteronpropionaat
toediening op de verblijfsduur in de buurt van het niet-bronstige
vrouwtje was minder duidelijk. Er was sprake van een geringe
daling in wverblijfsduur bij dit niet-bronstige vrouwtje tot de
vierde dag. Daarna keerde de verblij]fsduur geleidelijk terug tot
het niveau van veoor de testosterconpropionaat toediening. 0ok in
een Y-vormig doolhef vertoonden met testosterconpropicnaat
behandelde geovariectomeerde vrouwelijke ratten een voorkeur voor
een intact mannetje boven een geovariectomeerd vrouwtje
[Meyerson, Lindstrdm, Nordstrdm & Agmd 1973].

In andere experimenten onderzochten Meyerson, Eliasson en Hetta
[1979] geovariectomeerde vrouwtjes die in de neonatale periode
met testosteronproplonaat behandeld waren. OQok nu werd er getest
in een vrije weld situatie, waarbij het loopdier aan een zijde
het gezelschap kon kiezen wvan een bronstig vrouwtje en aan de

andere 2zijde in de Dbuurt wvan een intact mannetje kon toeven,
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zonder dat lichamelijk contact met deze stimulusdieren mogelijk
was. Wanneer de controle groep geovariectomeerde vrouwtjes en de
neonataal behandelde geovariectomeerde vrouwtjes iﬁ volwassenheid
met olie werd behandeld dan tocnde geen van beide groepen een
voorkeur voor een van beide stimulusdieren. Kregen beide groepen
echter eenmalig cestradiolbenzoaat (25 ug/kg) of
testosteronpropionaat (1 mg/kg) op volwassen leeftijd, dan
vertoonden de neonataal met testosteron behandelde vrouwtjes een
voorkeur voor het bronstige vrouwtje terwijl de vrouwtjes, die in
de neonatale periode geen behandeling hadden ondergaan een

voorkeur vertoonden voor het intacte mannetje.

Tobel 8-53.

Verbli jfsduur van vrouwelijke ratten bij een mannetje of een
vrouwtje in een vrije veld situgtie: een literatuuroverzicht.

Neonataal 1x testosteron

Hormeonbehandeling op Hormoonbehandeling op
‘volvaslen leeftild volwassen leeftijcd
- . . - - -

Olie TP E2 ¢lie TP EZ
Seksueel im>>nv 1
onervaren im=bv 2.3,4 dimd»bv 2.%,4 imd>>bv 2 imebv 2 im<<dv 2 ime<bv 2
Seksueel
ervaren ime<bv 3,4 im¢<hy 3,4

':eanmal:l.ge hormoontoediening: imeintact mannetje; bvabronatig vrouwtje;
nvzniet-brongrig vrouwtie.

1. Meyerson, Lindatrdm, Nordstr8m & Xgmo. 1973.

2. Meyerson, Eliasson & Hetta, 1979.

3. de Jonge & van de Poll, 1984.

4. de Jonge, Burger, van Yaaren. Overdijk & wvan de Poll, 1988,

Oock De Jonge en van de Poll [1984] venden  bij
geovariectomeerde vrouwtjes die op volwassen leeftijd met
testosteron behandeld werden een voorkeur om in de nabijheid wvan
een intacte mannelijke rat te verblijven. Deze onderzoeksgroep
heeft cok het effect wvan copulatie-ervaring op de voorkeur
conderzocht, waarbij zij van nagenceg dezelfde opstelling gebruik

heeft gemaakt als de groep van Meyerson [de Jonge & van de Foll
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1984 ; de Jonge, Burger, van Haaren, Overdijk & van de Poll
1986]. Geovariectomeerde ratten werden acht maal samengebracht
met een brénstige vrouwelijke rat. Vervolgens werd bij deze
groep "ervaren™ vrouwelijke ratten en bilj een controle groep
seksueel onervaren geovariectomeerde vrouwtjes de voorkeur
getest. Voor de eerste test werden beide. groepen eenmzlig met
olie behandeld; voor de tweede test kregen beide groepen een
eenmalige injectie met 500 uzg testosteronpropionaat. Ervaren
vrouwelljke ratten bleken een voorkeur " te hebben om in de
nabijheid van een Dbronstige vrouwellijke soortgencot te gaan
zitten; de eenmalige testosteronpropionaat tcediening had geen
effect op dit gedrag. De seksueel onervaren dieren brachten na
de olie behandeling evenveel ti)d door in de nabijheid van het
intacte mannet)e als in de nabijheid van het bronstige vrouwtje.
Nz de testosteron toediening hadden deze seksueel onervaren
vrouwt]es meer helangstelling voor het mannetje dan voor het
bronstige vrouwtje.

Ook in ons eigen laboratorium zijn onderzoekingen gedaan met
een vergelijkbare wvrije wveld opstelling, waarbi] de keuze
situatie bestond uit een bronstig vrouwtje wversus een intact
mannetje. Seksueel onervaren vrouwelijke ratten die lang met
testosteronpropionaat werden behandeld, lieten een voorkeur zien
voor een intact mannetje; . een eenmalige paringstest (waarbij het
met testosteron behandelde vrouwt]e samengebracht werd met een
intact mannetje!) bracht hierin een enorme wverandering: de
voorkeur voor het mannetje was verdwenen, maar van &en voorkeur
voor een bronstig vrouwtje was (nog) geen sprake [Brand & van 0s
1982].

Deze literatuur gegevens nu lijken niet geheel in
overeenstemming met de resultaten wuit experiment 2, waarin
seksueel onervaren vrouwtjes die chromisch met testosteron werden
behandeld een voorkeur toonden voor een bronstig vrouwtje.

Wellicht kan het grote verschil wverschil in keuze- en in
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test-situatie tussen de experimenten uit dit proefschrift en die
van de bovengenoemde auteurs een verklaring vormen.

De door de Jonge et al en Meyerson et al 7geobserveerde
voeorkeur van seksueel onervaren met testosteronpropicnaat
behandelde ratten kan ook gezocht worden in een ander effect wvan
testosteron. Toediening van dit hormeoon aan ratfen leidt tot een
toename in de tijd die zi] spenderen aan het onderzoeken van een
nieuwe situatie of een onbekende soortgenocot [Thor 1980; Thor,
Wainwright & Holloway 1982]. De ~voorkeur die een seksueel
onervaren met testosteron behandelde vrouwelijke rat vertoont
voor een mannelijke soortgencot kan op dit effect berusten: een
intacte mannelijke soortgenocot is voor haar een onbekende. Een
experiment in de kruiskecoi, waarbi] een intact mannetje en een
vrouwtje zouden dienen als stimulusdieren, zou hier ultsluitsel
over kunnen geven.

Oock is het mogélijk dat de “seksueel onervaren” vrouwtjes in
experiment 2 wel ooit beklimervaring hebhben opgedaan. Zij kunnen
gedurende de maand voor aanvang wvan de registratie -toen zij
gezamelijk met andere vrouwtjes die een testosteron implantaat
hadden in een kooi decorbrachten- %Yteklimmingen hebben wvertoond.
Wel 1is het effect wvan deze "seksuele™ ervaring anders dan het
effect van de "seksuele” ervaring in de experimenten wvan de Jonge
et al: in haar experimenten vertoonden de vrouwt]es ook zonder
testosteron toediening een voorkeur voor een bronstig vrouwt]e
(bij een Xkeuze <tussen een bhronstig vrouwtje en een intact
mannetje), terwijl in experiment 2 de voorkeur voor een bronstig
vrouwtje verdween  wanneer het testosteron implantaat werd
verwijderd.

De resultaten uit experiment 3 tonen aan dat
&eovariectomeerde ratten die alleen met dihydreotestosteron
behandeld werden weinig tot geen Dbelangstelling hebben voor
vrouwelijke soortgenoten. Di% zelfde gedrag is eerder

waargenomen bij neonataal gecastreerde ratten, die op volwassen
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leeftijd een dihydrotestosteron implantaat kregen (zle hoofdstuk
7). Oestradiol toediening aan de met dihydrotestostesteron
behandelde vrouwtjes resulteerde in een toename in de
verblijfsduur bij. scortgenoten. Wanneer een stimulusdier in
bronst was brachten deze met cpestradiol en dihydrotestostercn
behandelde vrouwtjes er meer +tijd door dan gedurende andere
nachten. Deze. toename 1n Dbelangstelling wveor een Dbronstig
vrouwtje is ook waargenomen bij intacte mannetjes (hoofdstuk 4)
en bij vrouwtjes die met testosteron werden behandeld (experiment
2).

De met cestradicl behandelde vrouwtjes hadden weliswaar meer
belangstelling voor de stimulusvrouwtjes dan de met
dihydrotestosteron behandelde loopdieren, maar ook zi] vertoonden
geen speciale belangstelling voor het bronstige stimulusvrouwtje.
Dit is in tegenstelling tot de resultaten die verkregen zijn bij
neonataal of op volwassen leeftijd gecastreerde mannet}es, die op
volwassen leeftijd met oestradicl werden behandeld (hoofdstuk 6
en 7). Deze mannetjes vertoonden wel een voorkeur voor een
bronstige vrouwelijke soortgenoot. Toediening van
dihydrotestosteron aan vrouwelijke ratten die met oestradiol
behandeld werden resulteerde wel in een voorkeur voor een
bronstig stimulusvrouwtje. Eenzelfde oestra@iol implantaat heeft
bij (neonataal) gecastreerde mannet]es een ander effect op het
keuzegedrag dan bij geovariectomeerde vrouwelijke dieren: het
effect wvan oestradiol toediening op volwassen leeftijd op het
keuzegedrag = van ratten lijkt seks-dimorf: (neonataal)
gecastreerde mannetjes vertonen wel een voorkeur voor een
bronstig stimulusdier, terwijl geovariectomeerde vrouwtjes geen
voorkeur vertonen. De resultaten wvan experiment 3 lijken
overigens op de resultaten die Baum en Vreeburg [1973] vonden bij
de beinvliceding van copulatiegedrag bij ratten: een lage dosis
oestradiol tezamen met een lage dosis dihydrotestosteron kunnen

de gevolgen van castratie op het copulatiegedrag geheel teniet
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doen. Een hoge dosls oestradiol kan het effect van castratie
gedeeltelijk (i.c. het beklimgedrag) doen verdwijnen  [S3dersten
1973; S8dersten, Hansen, Eneroth, WVilson & Gustafsson 1980].
Toedlening wvan alleen dihydrotestosteron aan gecastreerde
mannelijke ratten heeft veel minder duldelijke effecten op
seksueel gedrag [Yahr 1979]. Ben verklaring hiervoor kan zijn
dat oestradiol en dihydrotestosteron synergistisch werken op het
centraal zenuwstelsel ©bi] de activering van copulatiegedrag
[Baum, SBdersten & Vreeburg 1974].

Verder onderzoek zal moeten leren waarom bilJ een nagenoeg
gelilke serumconcentratie oestradicl (neonataal) gecastreerde
mannetjes wel en geovariectomeerde vrouwelijke ratten geen
voorkeur hebben om in de nabijheid wvan een vrouwelijke
soortgenocot te verblijven. Mogelijk 1s er een verschil In
farmacokinetiek wvan oestradlel bij mannelijke en vrouwelijke
ratten, waardoor bij deze laatste bij eenzelfde serum
concentratie oestradiol er minder beschikbaar is in het doelwit
orgaan (bijvoorbeeld het centraal zenuwstelsel). Als
mogelijkheid dient ook onderzocht te worden in hoeverre eventuele
gedragsverschillen tussen gecastreerde mannetjes en
geovariectomeerde vrouwt]es die met oestradiol behandeld worden,
van invlced kunnen zijn op het gedrag van het stimulusdier, dat
deor haar gedrag weer de keuze van het loopdier belnvicedt.

Uit bovenstaande experimenten kan geconcludeerd worden dat
ook bij geovariectomeerde ratten vooral de actuele hormonale
conditie op veolwassen leeftijd bepalend is voor het optreden wvan
een voorkeur voor een bronstige vrouwelijke soortgencot in de
gebruikte testsituatie. Er zijn geen aanwijzingen dat deze
voorkeur in de neonatale periode “georganiseerd” wordt onder
invloed van testiculaire hormonen. Over een eventuele prenatale
organisatie wvan deze voorkeur door de aanwezige androgenen geven
deze experimenten geen uitsluitsel. Experimenten met prenatale

toediening van anti-androgenen kan een antwoord geven op de vraag

152



of deze voorkeur, evenals beklimgedrag‘[Goy,&‘McEwen 1980; Slob
& Vreeburg 1985] wordt georganiseerd onder invloed van de dan

aanwezige androgenen.

SAMENVATTING

In dit hoofdstuk is blj geovariectomeerde ratten het effect
van verschillende hormonen onderzocht op de voorkeur voor een
bronstige scortgencot. Wanneer het loopdier kunstmatig in bronst
werd gebracht vertoonde =zij geen extra belangstelling voor een
andere bronstige vfouwelijke goortgenocot. Testosteron toediening
(via een siliconen rubber implantaat) aan een gecvariectomeerde
rat leidde er toe dat deze gedurende de nacht van brongt van een
stimulusdier langer bij haar verbleef dan op andere nachten. Dit
gedrag stemt overeen met soortgelijke observaties bij intacte
mannelijke ratten. Verwijdering van het testosteron bevattende
implantaat resulteerde in het werdwi]men wvan deze speciale
belangstelling voor de bronstige soortgencet.

Wanneer oestradiocl en dihydrotestosteron tegelijkertijd
werden toegediend dan was haar gedrag 1in de kruiskool te
vergelijken met dat van een intact mannetje: =z1j vertoonde dan
een voorkeur voor het bronstige stimulusvrouwtje.
Geovarlectomeerde ratten, die alleen dihydrotestosteron kregen
toegediend toonden nauwelljks interesse in scortgenocten.
Geovarlectomeerde vrouwtjes met een ocestradiol implantaat hadden
wel belangstelling voor de stimulusdieren, maar geen extra
belangstelling wanneer ee¢n van de stimulusdieren in bronst was.
Dit laatste 1s in tegenstelling tot (neonataal) gecastreerde
mannetjes die met cestradiol behandeld werden, welke dieren dan
wel een voorkeur voor een bronstig vrouwtje vertonen.

Geconcludeerd wordt dat geovariectomeerde vrouwtjes 1in de

krulskeol een voorkeur vertonen voor een bronstig

153



stimulusvrouwtje, indien de geovariectomeerde vrouwtjes behandeld
worden met testosteron of met cestradiol en dihydrotestosteron

tezamen.
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HOOFDSTUK 9

SIGNALEN DIE DE AANTREKKELIJKHEID VAN DE VROUWELIJKE RAT BEPALEN:
LITERATUURGEGEVENS

INLEIDING

In de voorgaande hoofdstukken heeft de nadruk gelegen op
effecten wvan horﬁonale manipulatie van het loopdier of wvan het
stimulusdier op het keuzegedrag van het loopdier. In dit en het
volgende hoofdstuk wordt ingegaan op signalen die een bronstige
vrouwelijke rat uitzendt om een mannelijk loopdier te lokken. De
centrale vraag is: wat bepaalt de aantrekkelijkheid van een
bronstig vrouwtje? _

Omdat in de Xkruiskooi 1lichamelijk contact tussen  een
stimulusvrouwtje en het mannetje nagenceg 1is uitgesloten -de
dieren zijn van elkaar gescheiden door de gazen bodem van het
stimuluskooitje- kan de mannelijke rat gebruik maken wvan
gezicht~, geluid- of geursignalen (of een combinatie hiervan) om
het brounstige vrouwtje te herkennen. Aan de hand wvan
literatuurgegevens zullen in dit hoofdstuk de mogelijke wisuele
en auditieve signalen kort besproken worden. Geursignalen zullen
uitgebreider dbesproken worden omdat geur vermoedelijk een
belangrijke rol speelt 1n de communicatie tussen ratten.
Bovendien is bekend dat geurstoffen een regulsrende rol spelen
bij wveoortplantingsfuncties van een aantal dlersoorten, waaronder
de rat. In hoofdstuk 10 =zullen wvijf experimenten beschreven
worden waarin onderzocht 1is 1in welke mate geursignalen de
aantrekkelijkheid van een bronstige vrouwelijke rat bepalen.

Tevens 4is onderzocht of het mogelijk was de produktieplaats wvan
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deze geurstoffen te lokaliseren.

VISUELE SIGNALEN

Een vrouwelijke rat vertoont gedurende haar ovarigle cyclus
geen voor het menselijk ocog opvallende veranderingen in
uiterlijke lichamelijke kenmerken. Dit 1is wel beschreven bij]
sommige andere dierscorten: bijvoorbeeld de perineale zwellingen
bij sommige aapsoorten [Beach 19756). Echter, tijdens de bronst
vertoont de vrouwelijke rat wel gedragingen die zij op andere
dagen van de bronstcyelus niet vertoont. 2o wordt azlleen tijdens
de bronst het snelle trillen wvan de ocortjes waargenomen {zie
hoofdstuk 2). Het =zijn deze gedragingen wvan het bronstige
vrouwtje die voor een deel haar aantrekkelijkheid wvoor het
mannetje bepalen [Hlirdk & Madlafousek 1971: Madlafousek,
Hlifidk & Beran 1976; Thor & TFlannelly 1978; Hliddk,
Madlafousek & Mohapelovd 1979; Perkins, Perkins & Hitt 1980;
McClintock, Anisko & Adler 1982]. In experiment 1 van
hoofdstukk 10 zal onderzocht wordemn of een mannelijke rat een
voorkeur heeft om in de nabijheid van een bronstig vrouwt]e te
zitten dat deze gedragingen niet kan vertonen omdat ze in narcose

is gebracht.

AUDITIEVE SIGNALEN

Mannelijke en vrouwelijk ratten produceren in tal van
situaties wultrasonore <vocalisaties, die met behulp van speciale
apparatuur voor het menselijk oor hoorbaar gemaakt kunnen worden.
De frequentie van deze vocalisaties ligt meestal tussen de 50 en
100 kHz [zie voor een overzicht: Sales & Pye 1974; Floody

1981]. In een aantal situaties produceren ratten 22 kiHz
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vocalisaties [Sewell 1970]. Barfield en Geyer [1972] vonden dat
de mannelijke rat na een ejaculatie in de zogenaamde absolute
refractaire periode 1 tot 3 seconden durende wvocalisaties wvan
22 kHz produceerde. Gedurende deze zogeheten “post-ejaculatory
song”™ van het mannetje vertoonde het vrouwtje geen zogenaamde
proceptieve gedragingem (zle hoofdstuk 2). Ook voorafgaande aan
een ejaculatie produceert een mannelijke rat naast 50 kHz
vocalisaties ook 22 kHz vocalisaties, vooral voor en tijdens het
beklimmen. Het preoduceren van deze 50 en 22 kHz vogalisaties
door het mannetje is zowel afhankelijk van de hermonale status
van het mannetje zelf, als wvan de hormonale status wvan het
vrouwtje. Zo leidt castratie van het mannetje tot een afname in
het aantal 50 kHz pre-ejaculatoire vocalisaties, terwijl er ook
een afname 1is waar te nemen in het aantal 22 kHz vocalisaties
gedurende de post-ejaculatoire song, bij die mannetjes die na
castratie nog wel ejaculeren [Parrot 1976]. Een intact mannetje
produceert meer pre-ejaculateire 22 kHz en 50 kHz vocalisaties in
aanwezigheid van een net oestradiolbenzoaat btehandeld
geovariectomeerd vrouwtje dan in aanwezigheid van een onbehandeld
geovariectomeerd vrouwtje. In aanwezigheid van een met
oestradiolbenzoaat en progesteron behandeld vrouwtje produceert
het mannetje nog meer 22 en 50 khz vocalisaties [Ceyer & Barfield
1978].

Naast deze stimulerende werking van bronstige vrouwtjes op de
vocalisaties door het mannetje, worden deze bronstige vrouwtjes
op hun beurt weer gestimuleerd door de ~vocalisaties wvan het
mannetje. Bronstige vrouwelijke ratten vertonen meer proceptief
gedrag naar een mannetje dat ultrasonore vocalisaties produceert
dan naar een mannetje dat stom 1s gemaakt door deorsnijding van
de nervus recurrens [Thomas, Talalas & Barfield 1981; Thomas,
Howard & Barfield 1982]. Vooral de 22 kHz vocalisaties hebben
een sStimulerend effect op proceptieve gedragingen van het

bronstige vrouwtje [Geyer, MecIntosh & Barfield 1978; McIntosh,
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Barfield & Geyer 1978].

Of de vocalisaties die een bronstige vrouwelijke rat voor de
ejaculatie produceert, het gedrag van het mannetje beinvlceden is
niet bekend. Bij een andere diersoort, de hamster, is aangetoond
dat de wultrasonore vocalisaties van een bronstige vrouwtje haar
aantrekkelijkheid voor een mannetje mede bepalen [Floody 1981].

In de experimenten in heoofdstuk 10 is geen onderzoek verricht

naar ultrasonore vocalisaties.

OLFACTORISCHE SIGNALEN
Inleiding

Geurstoffen spelen in het dierenrijk een belangrijke rol in
de communicatie tussen dieren [zie voor een overzicht: Cheal &
Sprott 1971]. In 1894 séhrijft Steinach al: ~"Die Bedeutung des
Geruchsinnes im Geschlechtsleben ist anerkannt. Bei den Ratten
tritt dieselbe besonders scharf zu Tage.." {(p 321). Hoewel geur
meeilijker te lokaliseren i1s dan geluid of visuele signalen,
hebben geurstoffen het voordeel dat ze een langere tijd aanwezig
blijven. Ontvanger en zender van de signalen hoeven ock niet in
elkaars directe nabijheid te zijn [Marler 1967]. De communicatie
tussen ingekten door middel wvan geurstoffen 1Is uitvoerig
onderzocht. De term feromoon is ook afkomstig uit de entomclogie
[Karlson & Butenandt 1959]. Feromonen zijn stoffen die door het
ene dier worden verspreid en in het ontvangende dier een
specifieke fysiclegische of gedragsverandering teweeg kunnen
brengen [Cowley & Wise 1970; Whitten & Champlin 1973, Bronson
1974] . 0p grond van het effect worden seinende ("signaling™) en
gangmokends {("priming”) <feromonen onderscheiden. Gangmakende
feromonen zetten een neurcendocrien proces in werking, terwijl

seinende feromonen een meer directe verandering wvan het gedrag
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tot gevolg hebben. In de oudere litefatuur wordt wvoor deze
laatste categorie feromonen de term losmakend (“releasing”)
gebruikt. Effecten van feromonen zijn modificeerbaar; ze zijn
afhankelijk van de voorgeschiedenis, de leeftijd en de hormonale
status van het ontvangende dier. Om deze modificeerbaarheid
duidelijk te doen uitkomen en te benadrukken dat het uitsluitend
gaat om informatieoverdracht (seinen), zonder dat de respons
noodzakelijkerwijs hoeft op te treden stelt Bronson [1974] woor
om de term “losmakend”™ niet meer te gebruiken maar alleen de term
“seinend”. Naast deze 2 +typen feromonen onderscheidt Bruce
[1970] nog een derde type: de =zogenaamde Iinprentende
(Timprinting™) feromonen. Blootstelling aan deze feromonen
gedurende een kritische pericde van de ontwikkeling van een
individw, vercorzaakt een bli]vende verandering in gedrag in
volwassenheid.

Gangmokende feromonen

Deze groep feromonen is wvooral onderzocht bij vrouwelijke
dieren, met name bi] muizen, waarbi] aannemelijk is gemaakt dat
feromonen afkomstig van een andere soortgenocot effecten kunnen
hebben op de ovarifle cyclus, op het verlocp van de zwangerschap

en op het tijdstip wvan de puberteit.

Effect van een mannetje op de ovaridle cyclus

Een eerste aanwijzing wvoor het bestaan van feromonale
beinvliceding van de c¢cyclus werd door VWhitten [1956; 1958]
gevonden bij muizen. HiJ] plaatste een aantal vrouwelijke muizen
bij een mannelijke soortgencot. Er trad een verkorting en
synchronisatie van de ovariéle c¢cycli van de vrouwtjes op, het
zogenaamde Whitten-effect. Ook Dbij andere diersocorten =zijn

socrtgelijke invloeden van mannetjes op de ovarigle c¢ycli wvan
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vrouwtjes vastgesteld (bv. bij schapen [Schinckel 1954]). Bij
ratten is dit fenomeen ook beschreven. Purvis, Cooper en Haynes
[1971] toonden aan dat in aanwezigheid van een mannelijke rat bij
vrouwtjes, die als gevolg van ondervoeding verlengde ovariZle
¢ycli hadden, deze c¢ycli weer korter werden. Omdat in hun
experimenten de mannetjes en vrouwtjes door gaas wvan elkaar
gescheiden waren  kunnen  naast olfactorische prikkels ook
auditieve prikkels voor dit wverschijnsel verantwoordelijk =zijn
geweest. Aron [1979] besprenkelde tweemaal per dag het zaagsel
in de kooitjes waarin één vrouwelijke rat verbleef met urine
van intacte mannelijke ratten. Hij constateerde dat bij 50
procent van de vrouwtjes de vijfdaagse cyclus werd teruggebracht
tot een vierdaagse cyclus. In een controle groep werd de
ovari@le e¢yclus slechts bij 5 procent van de vrouwtjes met een
dag +verkort. Om zeker te zijn dat deze verkorting van de ¢yclus
werd verocorzaakt door geurstoffen in de urine van de mannetjes en
niet werd verocrzaakt door het opeten van het zaagsel door
vrouwelijke dieren, herhaalde Aron [1979] deze experimenten, met
als wverschil dat de vrouwtjes op een gazen rcoster boven het
zaagsel werden geplaatst. Ook in die experimenten trad er bij
ongeveer 50 procent van de vrouwelijke dieren een verkorting van

de c¢yclus op.

Effect van een vrouwtje op de ovariéle cyclus van een ander
vrouwt je

In 1955 beschreven van der Lee en Boot dat er bij vrouwelijke
muizen die in groepen van vier waren gehuisvest een toename was
in het aantal schijnzwangerschappen (het =zogeheten van der
Lee-Boot-effect). Bij individueel gehuisveste muizen was de
¢yclus regelmatig en traden er geen schijnzwangerschappen op.
Later werd aannemelijk gemaakyt dat het optreden van
schijnzwangerschappen veroorzaakt werd door feromonen [van der

Lee & Boot 1956; Champlin 1971]. Afhankelijk van de grootte van
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de groep vrouwelijke muizen kan er een verlenging van de cyclus,
een toename - wvan het aantal schijnzwangerschappen of een periode
van langdurige anoestrus optreden [Whitten & Champlin 1973].

Bij vrouwelijke ratten is het effect van groepshuisvesting minder
duidelijk dan bij muizen. Bij vrouwelijk ratten is vastgesteld
dat blootstelling aan (de urine van) andere vrouwelijke ratten
tot een verkorting van de cyclus kan leiden [Areon 1979].

"Het is nilet geheel duideli}k welke hormonale mechanismen aan
het Whitten-effect en het van der Lee-Boot-effect ten grondslag
liggen. Veel aandacht is gegeven aan de beinvloeding van de LH
en FSH secretie door de feromonem [Bronson 1976]. Echter,
Milligan [1980] toonde aan dat het van der Lee-Boot-effect bij
muizen door bromocriptine toediening verdween. Deze resultaten
wijzen er op dat feromonen mogelijk wvia beinvlioceding wvan de

preolactine secretie effecten hebben op de ovariBle cyclus.

Effect van een mannetje op het verloop von de zwangerschap

In 1959 verscheen er een artikel van de hand van Hilda Bruce,
waarin zi] feromcnale beinvlceding van de zwangerschap van de
muis beschreef (het naar haar genoemde Bruce-effect). Een dag na
de conceptie plaatste zij bij een bevruchte vrouwelijke muis een
ander mannetje (dat haar niet bevrucht had). Vier dagen later
werd dit vrouwtje opnieuw bronstig waaruit bleek dat de
zwangerschap geen doorgang had gevonden. Plaatste =ze echter
hetzelfde mannetje een dag na de conceptie bij het door hem
gedekte vrouwtje dan vond de zwangerschap gewocn doorgang. De
eerste vier dagen na de conceptie blijkt een vrouwelljke muis
gevoelig te zijn voor de invloed van een vreemd mannetje. In
latere experimenten is aangetoond dat het hier inderdaad om
beinvloeding door feromonale stoffen gaat [Parkes & Bruce, 1961].
Dit zogenaamde Bruce-effect blijfs beperkt tot de
preimplantatie-periode (bij de muis vindt ongeveer 100 uur na de

bevruchting de implantatie plaats [van Marle 1983]). Het
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zwangerschap blokkerende effect  berust op een  gestoorde
implantatie, hetgeen veroorzaakt wordt door een dysfuncticonerend
corpus luteum [Parkes & Bruce 1961; Milligan 1980]. Hoewel de
onderliggende endocriene oorzaak van het dysfuntioneren van het
corpus luteum niet geheel begrepen wordt, lijkt een daling wvan
het prolactine gehalte een rol te spelen [Bellringer, Pratt &
Keverne 1980; Milligan 1980]. Toediening wvan prolactine aan
vrouwelijke muizen <voorkomt het zwangerschap blokkerende effect
van een vreemd mannetje [Parkes & Bruce 1961]. Dit Bruce-effect

is tot nog toe alleen bij muizen beschreven.

Effect van gen mannetje op de puberteit bij een vrouwtje

Kling [1964] en Orbach en Kling [19658] maakten prepuberale
ratten anosmisch door de tractus olfactorius beiderzijds te
laederen. 2Z1] wvonden dat bij deze vrouwelijke ratten de wvagina
later open ging dan bij vrouweliljke ratten die geen laesie in de
tractus olfacterius hadden. Het opengaan van de vagina en de
eerste ovulatie wvallen bhi] ratten nagenoeg samen [Meys—ﬁoelofs.
Uilenbroek, de Greef, de Jong & Kramer 197%5; Slob, van Es & wvan
der Werff +ten Bosch 1985]. Deze door Kling en Orbach
geobserveerde puberteitsvertraging hoeft niet een direct gevolg
te zijn wvan het ontbreken van clfactorische input. Het kan ook
een effect ziJn van de laesie in de <¢ractus olfactorius, een
onderdeel van het telencefalon. Vandenbergh [1976] beschreef een
experiment waarin hij wvanaf het spenen vrouwelijke ratten alleen,
samen met een mannetje, samen met andere vrouwtjes, of samen met
andere vrouwtjes en een mannetje huisvestte. Zowel het tijdstip
waarop de vagina open ging als het tijdstip waarop de eerste
vaginale oestrus plaats vond, werden bepaald. Dit laatste
tijdstip werd bepaald aan de hand van de cytologie van vaginale
epitheelcellen die door vaginale lavage werden verkregen. Bij
sommige vrouwtijes was deze techniek niet mogelijk door de

aanwezigheid van een zaadprop. Bij deze (zwangere) vrouwtjes
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werd het tijdstip van eerste bronst bepaald door vanaf de dag van
bevalling 21 dagen terug te rekenen. Noch de aanwezigheid wvan
een mannetje noch de aanwezigheid van vrouwtjes had invloed op de
leeftijd waarop de vagina open ging. Wel stelde deze auteur bij
vrouwtjes die in aanwezigheid van een mannetje opgroeiden eerder
gen vaginale oestrus (als teken wvan ovulatie) vast, dan bij
vrouwtjes die alleen opgroeiden. Slob, van Es en van der Werff
ten Bosch [1985] vonden echter geen effect van de aanwezigheid
van mannelijke ratten op het tijdstip van vaginale bronst. Dit
tiJdstip viel bij hen nagenoeg samen met het opengaan van de
vagina. Door histologisch onderzoek van de ovaria toonden zij
aan dat het tijdstip van eerste vaginale bronst inderdaad het
tijdstip van eerste ovulatie was.

Bij muizen is wel een puberteitsversnellend effect door de
aanwezigheid van een mannelijke soortgencot aangetoond [zie voor
een overzicht: Vandenbergh 1983a]. Vandenbergh, Whitsett en
Lombardi [1975] hebben dit puberteitsvervroegende feromoon bij
muizen gedeeltelijk uit de urine van mannetjes kunnen isoleren.
Het zou een eiwit of een aan eiwitgehonden substantie zijn.
Hoewel de precieze neuroendocriene processen die aan dit
verschijngel ten grondslag liggen nog niet bekend zijn, lijkt ook
hier prolactine een belangrijke rol te spelen [Lomas & Keverne
1982].

Verwijdering van het vomercnasale orgaan -een gespecialiseerd
onderdeel van het reukapparaat met een eigen zenuwvoorziening en
eigen centrale projecties, dat bij een aantal dieren aanwezig is-
heeft tot gevolg dat er bij vrouwelijke muizen geen
puberteitsvervroeging optreedt in aanwezigheid wvan mannetjes
[Lomas & Keverne 1982].

De urine van vrouwelijke muizen heeft een vertragend effect
op de puberteit bij andere vrouwelijke soortgenoten [voor een
cverzicht zij verwegzen  naar: Vandenbergh 1983b]. Het

vomeronasale orgaan speelt een belangrijke rol bij de regulatie
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van de afscheiding van dit feromoon [Lepri, Wysocki & Vandenbergh
1985].

Seinende feromonen

Naast deze gangmakende feromonen, die een neuroendocrien
proces in gang zetten, worden seinende feromonen onderscheiden.
In het dierenrijk vervullen seinende fercmonen een rol in de
communicatie tussen dieren onderling.

Bij de rat wordt aangenomen dat tal van gedragingen door
seinende feromonen op enigerlei wijze beinvloed of uitgelokt
worden. Een rat zal in een T-vormig doolhof afwisselend de
linker- en rechterarm bezoeken. Het is zannemelijk gemaakt dat
deze afwisseling voor een belangrijk deel veroorzaakt wordt door
geurstoffen die de rat =zelf bij een eerdere tocht door het
doolhof heeft achtergelaten [Douglass 1966; Cheal & Sprott 1971;
Means, Hardy, Gabri#l & Uphold 1971]. Ook bij de regulatie van
agressie tussen twee mannelijke ratten spelen geursteffen een
belangrijke rol [voor een overzicht zie: Cheal & Sprott 1971].

De bespreking in dit hoofdstuk wordt heperkt tot twee groepen
feromonen die in het kader van de voortplanting van de rat een
rol spelen: het moederlijke feromoon en de groep feromonen die
de - aantrekkelijkheid van een rat hepalen: de seksuele
lokstoffen.

Moederlijk feromoon

Pasgeboren ratten blijven gedurende de eerste 12 dagen na hun
geboorte in het nest. Zi] zijn wolledlg afhankelijk van de
moeder, die in deze pericde ook het initiatief tot wverzorging
neemt. Ongeveer twee weken na de geboorte verlaten de jongen het
nest en zoeken zij zelf de moeder op om gezoogd te worden. Leon

en Moltz [1971] vonden dat ratten die 16 dagen oud =zijn
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aangetrokken worden tot de geur van een 16 dagen lacterend
vrouwtje en niet tot de geur van egen niet-lacterend vrouwtje. In
latere experimenten is aangetoond dat 1lacterende ratten dit
feromoon alleen tussen de 14-de en 35-ste dag na de bevalling in
grote hoeveelheden produceren [Leidahl & Moltz 1975]. De
produktie wvan dit feromoon vindt plaats in het distale gedeelte
van het caecum door de daar aanwezige bacteriBle flora en wordt
met de faeces uitgescheiden. De faeces afkomstig uit dit distale
deel van het caecum {de zogeheten caecotrofe) bevat meer water
dan faeces afkomstig uit het proximale deel van het caecum. Door
niet-lacterende ratten, die een geringe hoeveelheld caecotrofe
produceren waarin ook een geringe hoeveelheid moederlijk feromoon
aanwezig is, wordt deze caecotrofe opgegeten. Lacterende ratten
daarentegen produceren deze caecotrofe in grote hoeveelheden
vanaf de 10-de dag na de bevalling [Leon 1974].

Het vermogen van lacterende ratten om moederlijk feromoon in
voldoende mate te produren en wuit te scheiden is sterk
afhankeli}k van het dieet, dat voldoende substraat moet bevatten
voor de bacteriZn in het caecum [Leon 1974]. Prolactine
stimuleert de produktie van deze caecotrofe en het moederlijke
feromoon, . terwijl inhibitie van prolactine de produktie van het
moederlijk feromcon remt [Leon 1974; Leidahl & Moltz 1§77].

Hyperfagie is een karakteristiek verschijnsel bij lacterende
ratten. Leon [1974] veronderstelde dat deze hyperfagie (en
daardoor een toename van c¢aecotrofe) essentieel was voor een
verhoogde uitscheiding van moederlijk feromoon. Echter, ook
vrouwelijke ratten, die niet zwanger =zijn geweest maar wel
meederlijk gedrag vertonen, scheiden moederlijk feromoon uit.
Aangezien deze vrouwtjes geen hyperfagie vericnen, concludeerden
Leidahl en Moltz [1977] dat hyperfagie (en de daardoor ontstane
toename van caecotrofe) niet essentieel is voor de
feromoonproduktie.

De afname van het aantrekkelijk wvinden wvan dit moederlijk
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feromoon door de jongen valt samen met het op gang komen van de
eigen caecum functie van de Jjongen en de produktie wvan dit
feromoon dodr de jongen zelf. Verwijdering van het caecum bij
jonge ratten had tot gevolg dat deze jonge ratten een aantal
dagen langer aangetrokken werden door het moederlijk feromoon dan

jonge ratten die wel een caecum hadden [Leon & Behse 1977].

Seksuele lokstoffen

Zoals in hoofdstuk 5 is uiteengezet kunnen er bij seksueel

gedrag vier fasen onderscheiden worden. In de beginfase (de
aantrekkingsfase) zoeken de dieren tcenadering tot elkaar: ze
worden +tot elkaar aangetrokken. De aantrekkelijkheid van een

dier (in de context van seksueel gedrag} wordt bepaald door
gedragsmatige en niet-gedragsmatige stimuli. Veel onderzoek is
verricht naar niet-gedragsmatige geursignalen, de seksuele
lokstoffen (“sex attractants™). Onder seksuelg lekstoffen worden
de geuren verstaan die de aantrekkeliJkheid wvan een dier mede
bepzalen. Een wvoorbeeld i1is de seksuele lokstof die door loopse
teven wordt afgescheiden en die reuen aantrekt. Deze lokstof is
uit wvaginale secreties van loopse teven geiscleerd. Het is een
eenvoudige chemische verbinding: methyl-p-hydroxibenzcaat
[Goodwin, Gooding & Regnier 1979].

Bij een aantal primaten is aannemelijk gemaakt dat seksuele
lokstoffen een rel kunnen spelen in de communicatie tussen
seksuele partners [Michael, Keverne & Bonsall 1971]. Goldfoot,
Kravetz, Goy en Freeman [1976], die in hun experimenten bij de
resus-aap geen aanwijzingen vonden voor het bestaan van seksuele
lekstoffen stellen: "the reole <that odors may play in sexual
behavior of the rhesus is situationally quite specific, since
conditions wunder which such a role can be demonstrated are
apparently extremely limited™ (p 23). Keverne [1980] =zegt over
deze lokstoffen, uitgaande van de nist-humane vrouwelijk primaat,

het volgende: “how this information is used, however, depends
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upon the male, presumably his past experiences, and certainly the
social context in which it is perceived™ (p 326).

Ook bij de mens zou het mogelijk kunnen zijn dat geursignalen
een rol spelen bij het bij elkaar brengen van seksuele partners.
Directe aanwijzingen zijn niet voorhanden; de wvooronderstelling
berust vooral op indirecte aanwijzingen. Allereerst de
eeuwenoude belangstelling voor parfums met een bepaalde geur, de
muskusgeur - Deze muskusgeur wordt gevonden in een aantal
seksuele lokstoffen van zoogdieren, waaronder de muskusrat. Ook
in de menselijke wurine komt een stof met een muskusgeur voor
[Comfort 1974]. In de tweede plaats varieert de gevoeligheid
voor Tbepaalde geuren bij vrouwen tijdens hun menstruele c¢yclus
[Le Magnen 1952; Doty, Snyder, Huggins & Lowry 1981]. Ook
blijkt er een sekse-verschil te bestaan met betrekking tot de
geurdrempel en de waardering van bepaalde geurstoffen, waarbij
vrouwen een lagere geurdrempel hebben wvoor met name de
muskusachtige geurstoffen [Griffiths & Patterson 1970; Koelega &
Koster  1974]. Comfort [1974] zegt in zijn artikel ~The
likelihood of human pheromones™: ~....humans seem to¢ posses a
range of organs which we assume to be ‘vestigial® or
non-functional, but which if we saw them in 1lower mammals, we
should recognlze as mediating odor exchange™. Hiermee doelt hij
onder andere op de oksel met zijn apecriene klieren, de wvoorhuid
waarachter zich smegma kan ophopen en de vaginale afscheiding.
Tot nu tog zijn er evenwel geen aanwijzingen voor het bestaan van

seksuele lokstoffen bij de mens.

Seksuele lokstoffen bij de rat

Bij ratten is wveel onderzoek - verricht naar de seksuele
lokstoffen geproduceerd door het mannetje. Zo wvertonen

vrouwelijke ratten een voorkeur wvoor plaatsen waar 1intacte

mannelijke soortgenoten gezeten hebben [Taylor, Haller & Regan
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1982; Taylor, Regan & Haller 198%). In een “straight runway”
(zie hoofdstuk 3) lopen bronstige vrouwtjes sneller naar
genarcotiseerde met dihydrotestosteron behandelde gecastreerde
mannetjes dan naar onbehandelde genarcotiseerde gecastreerde
mannetjes. Genarcotiseerde mannet)es die met c¢estradiolbenzoaat
en dihydrotestosteron waren behandeld, waren veoor de bronstige
vrouwtjes nog aantrekkelijker, gemeten aan de loopsnelheid
[Drewett & Spiteri 1979]. ©Ook in de kruiskooi vertoonden
vrouwelijke ratten in de nacht van kunstmatig geinduceerde bronst
een voorkeur voor het eindkooitje waarboven 7 dagen geleden een

intacte mannelijke rat gedurende lange tijd wverbleven had (zie

figuur 9-1}.
400 -
] n=6
Figuur 9-7.

_ Gemiddelde (+ SEM) nachtelijke
= verbli jfsduur van
3 geovariectomeerde vrouwtjes in
L eindkoocitje B (open kolommen) en
c eindkooitje D (gearceerde
2 kolommen). Boven eindkooitje D
E: had 7 dogen tevoren esen intact
t mannet je gezeten. Op dag 1
werden de loopdieren met

oestradiolbenzoocat en op dag 3
met progesteron behandeld.

Minder onderzoek is verricht naar seksuele lokstoffen die een
vrouwelijke rat produceert. Beach [1942a] onderzocht over welke
zintuigen een seksueel cnervaren mannelijke rat minimaal diende
te beschikken om met een bronstig vrouwtje te kunnen copuleren.
Hiertoce ontnam hij de te onderzoeken mannetjes een of meerdere

zintuigen. De reukzin schakelde hij uit door operatieve
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verwijdering van de bulbus olfactorius, terwijl hij de tastzin in
de snuit uitschakelde door laedering van de sensorische takken
van de nervﬁs trigeminus. Voorts maakte hij een aantal ratten
blind. Het gehoor bleef bij alle dieren intact. Op grond van de
experimenten in dit vaak geciteerde artikel komt Beach [1942] tot
de conclusie dat: “Neither olfaction, wvision, nor cutanecus
sensitivity in the snout and lips is essential to the appearance
of copulatory behavior in the inexperienced male rat”.

De groep rond Larsson beschreef effecten van uitschakeling
- van de reukzin op het paringsgedrag van de mannelijke rat in meer
detail. Ze onderzochten mannetjes bij wie de reukzin ontbrak
door wverwijdering van het reukepitheel, of door verwijdering van
het rostrale deel van de bulbus olfactorius, of door doorsnijding
van de pedunculus olfactorius. Deze mannetjes zonder reukzin
bleken minder vaak te ejaculeren en meer %tijd nodig te hebben om
tot een ejaculatie te komen dan intacte mannetjes [Heimer &
Larsson 1967; Larsson 1971; Wilhelmsson & Larsgon 1973]. Thor
en Flannelly [1977] maakten mannelijke ratten anosmisch door
applicatie van een =zinksulfaat oplossing op het reukepitheel
(zinksulfaat vercorzaakt een tijdelijke wuitschakeling van de
revkzin [Alberts & Galef 1971]). Ook zij wvonden dat seksueel
onervaren mannetjes zonder reukzin onder bepaalde omstandigheden
minder frequent ejaculeerden dan mannetjes met een intacte
reukzin. Het effect van anosmie was vooral duidelijk indien de
bronstige vrouwtjes geen proceptieve gedragingen vertoonden [Thor
& Flannelly 1978].

Le Magnen [1952b] onderzocht de fase die wvoorafgaat aan de
paring. Hij vond dat een mannelijke rat in een T-vormig doolhof
vaker naar het stimuluskeoitje ging waarin een bronstige
vrouwelijke rat wverbleef dan- naar het kooitje waarin een
niet-bronstig vrouwtje verbleef. Omdat het mannetje de vrouwtjes
niet kon zien -de stimuluskooitjes waren door gaas en houtwol van

de korte armen van het T-vormige doolhof gescheiden-~ concludeerde
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hij] dat de mannelijke rat op geleide van geurprikkels van het
bronstige vrouwtje naar haar toeging. In dit onderzoek waren
auditieve prikkels uitgaande wvan de stimulusvrouwtjes evenwel
niet uitgesloten.

Stern [1970] hield wel rekening met mogelijke auditieve
prikkels. Hij bracht hronstige vrouwtjes onder narcose. In
kertdurende tests in een vrije veld situatie werd gevonden dat
seksueel ervaren mannelijke ratten de meeste tijd doorbrachten in
de buurt van het kooitje met het bronstige vrouwtje bij een keuze
tussen een bronstig en niet-bronstig gemarcotiseerd dier. Er .
werd géén wverschil gevonden in wverblijfsduur bij een keuze
tussen een wakker bronstig vrouwtje en een bronstig vrouwtje
onder narcose.

Landauer, Wiese en Carr [1977] onderzochten in een 10 minuten
durende <+test het gedrag van seksueel onervaren mannetjes, die
vrijelijk contact konden hebben met twee genarcotiseerde
vrouwtjes waarvan er een Iin bronst was. De mannetjes tocnden
meer interesse in het bronstige vrouwtjle, gemeten naar de tijd
die de mannetjes er aan haar besteedden. Echter, werd deze
mannetjes de keuze geboden tussen twee kartonnen kokertjes waarin
vrouwtjes gezeten hadden, dan was er geen voorkeur voor het
kokertje waarin het bronstige vrouwtje gezeten had. Landauer,
Wiese em Carr [1977] concludeerden dat gewr weliswaar een
belangrijke rol speelt, maar dat de marnelijke rat ook zijn
smaak- en tastzin gebruikt bij de detectie van een bronstig
vrouwtje.

Hetta en Meyerson [1978] gebruikten een vrije veld opstelling
waarbij de genarcotiseerde stimulusdieren in kooitjes zaten. Een
intact mannetje bracht meer tijd deor bl] een genarcotiseerd
bronstig vrouwtje dan bij] een genarcotiseerd mannetje dat in het

andere kooitje zat.
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HOOFDSTUK 10

CEURSIGNALEN EN DE AANTREKKELIJKHEID VAN VROUWELIJKE RATTEN

INLEIDING

Uit de in het vorige hoofdstuk aangehaalde literatuur blijkt
dat wvoor een mannelijke rat de reukzin belangrijk is wvoor de
herkenning van een bronstige soortgencot. Ock in de kruiskool
kan de DbDijdrage van geurprikkels aan het keuzegedrag van de
mannelijke rat onderzocht worden. Daarbij kan men manipuleren
aan de ontvanger van de signalen (het mannetje) en aan de zender
van de signalen (het vrouwtje). Bij manipulatie azn de ontvanger
-het mannetje- zou uitschakeling van het reukapparaat een van de
mogelijkheden zijn. Uitschakeling van het reukapparaat wvan de
rat heeft effecten op velerlei gedragingen en fysiologische
processen [zie voor een overzicht: Alberts 1974; Meisel, TLumia
& Sachs 1980]. Bovendien orifnteert het mannetje zich in de
kruiskooi waarschijnlijk, evenals in andere situaties, aan de
door hemzelf uitgezette geursporen [Douglass 1966; Cheal &
Sprott 1971; Means, Hardy, Gabriel & Uphold 1971]. Op grond van
deze overwegingen ig gekozen voor manipulatie aan het
stimulusdier. In experiment 1 worden -door narcose van een
bronstig vrouwtje alle zintuiglijke stimuli uitgeschakeld behalwve
geurprikkels. In experimenten 2, 3, 4 en 5 wordt bij het
bronstige vrouwije steeds een mogelijke bron van geurprikkels
verwijderd: de preputiaalklieren (experimenten 2 en 3), de
vagina (experiment 4) en de bacteri#le flera wvan de vagina

{(experiment 5).
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De preputicolklieren als bron van seksusle lokstoffen

In 1941 veronderstelden Noble en Ceollip dat de
preputiaalklieren van de vrouwelijke rat een functie vervullen in
de produktie +van seksuele lokstoffen. Recente onderzoeken
bevestigen dat de preputiaalklieren van bronstige vrouwelijike
ratten stoffen af'scheiden die voor mannelijke ratten
aantrekkelijk zijn [Cawienowski, Orsulak, Stacewicz-Sapuntzakis &
Pratt 1976; Thody & Dijkstra 1978; Thody, Donohoe & Shuster
1981; Lucas, Donchoe & Thody 1982; Donohoe, Thody & Shuster
1981], terwijl de preputiaalklieren van mannetjes seksuele
lokstoffen afscheiden die aantrekkelijk zijn voor vrouwelijke
ratten [Gawienowski, Orsulak, Stacewicz-Sapuntzukis & Joseph
1675].

De preputiaalklieren zijn twee grote gespecizliseerde
talgklieren die =zich =zowel macroscopisch als microscopisch
onderscheiden van gewecne talgklieren, terwijl ook de hormonale
beinvloeding anders verloopt (voor een uitgebreid overzicht zie
Beaver [1960], Adams [1980] en Pletras [1981]). De
preputiaalklieren die zowel bi] mannelijke als vrouwelijke ratten
voorkomen liggen subcutaan ter weerszijde wvan de mediaanlijn,
iets boven de symphysis pubis. De twee afvoerbuizen lopen aan de
laterale zijden van de penis of clitoris en monden uit naast de
meatus urethrae. Androgene stimulatie leidt tot vergroting van
de preputiaalklieren [Beaver 1960]. Melanocyten-stimulerend
hormoon en ocestrogenen veroorzaken een verhoogde afgifte van talg
door de klieren [Thody, Cooper, Bowden, Meddis & Shuster 1976;
Pietras 1981; Donchoe, Thody & Shuster 1981; Thody, Donochoe &
Shuster 1981; Lucas, Donohoe & Thody 1982].

Orsulak en Gawienowski [1972] constateerden dat mannelijke
ratten langer hun kop in een tunneltje staken waaruit lucht
geblazen werd die langs een homogenaat van preputiaalklieren wvan

bronstige vrouwtjes was geleid, dan in een tunneltje waaruit
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lucht geblazen werd afkomstig van een homogenaat van
speekselklieren van bronstige vrouwtjes. Door werschillende
extractietechnieken te gebruiken toonde deze groep onderzoekers
aan dat wvooral de viuchtige niet-polaire liplde stoffen uit de
preputiaalklieren van bronstige vrouwtjes aantrekkelijk zijn voor
mannelijke soortgenoten [Gawienowski, Orsulak,
Stacewicz-Sapuntzakis & Pratt 1976]. In een 5 minuten durende
test onderzochten Thody en Dijkstra [1978] de voorkeur van
mannelijke ratten voor de geur afkomstig van stimulusdieren. De
stimulusdieren werden in kokertjes geplaatst; een luchtstroom
blies over de anogenitaal streek van deze stimulusdieren via een
tunneltje 1in de kool van het te onderzoeken mannetje. Seksueel
ervaren mannelijke ratten onderzochten gedurende langere tijd het
tunneltje waaruit de geur wvan een genarcotiseerd bhronstig
vrouwtje (met preputiaalklieren) geblazen werd dan het tunneltje
waarulit de geur van een genarcotiseerd bronstig vrouwtje zonder
preputiaalklieren werd geblazen. In een later experiment wvonden
Lucas, Donohoe en Thody [1982] dat mannetjes geen onderscheid
maakten tussen de geur afkomstig van een dicestrus vrouwtje en de
geur afkomstig van sen bronstig vrouwtje zonder
preputiaalklieren. 2Zi] stellen dan cok dat de preputiazlklier de
belangrijkste bron wvan seksuele lokstoffen is [Lucas, Donochoe &
Thody 1982].

De vogina als bron von seksusle lokstoffen

Onderdeel van het precopulatoire gedragspatroon bij de rat is
de =zg. anogenitale inspectie [Timmermans 1978; Dewsbury 1979].
Dit inspectiegedrag door mamnetjes is afhankelijk van testosteron
[Thor 1978]. Bij hamsters is gevonden dat het mannetje
aangetrokken wordt door wvaginale afscheiding wan vrouwelijke

dieren in bronst [0°Connell, Singer, Macrides, Pfaffmann & Agosta
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1978; Kwan & Johnston 1980]. Bij de rat is iets dergelijks tot
neg toe niet beschreven.

Om te onderzoeken of de vagina van de bronstige vrouwelijke
rat geurstoffen afscheldt, wordt in experiment 4 de vagina van

geovariectomeerde vrouwtjes chirurgisch gesloten.

De vaginale flora als bron van seksuele lokstoffen

Gedurende de bronsteyeclus van de rat vinden er
karakteristieke veranderingen plaats in de vagina. Aan de hand
van de celmorfelogie kan nauwkeurig het stadium van de cyclus van
de rat worden bepaald [Long & Evans 1922]. De zuurgraad en de
hoeveelheid bacteri&n 1in de vagina zijn aan ¢yclische
veranderingen onderhevig [van der Schoot & Hazenberg 1975;
Koiter, Hazenberg & van der Schoot 1977]. Gedurende prooestrus
en ocestrus is het aantal bacteri®n in de vagina van de rat het
hoogst [Koiter, Hazenberg & van der Schoot 1977]. Leon [1974]
heeft er op gewezen dat bacteri&n een belangrijke rol kunnen
spelen in het produceren van feromonen. Hij toonde aan dat
maternale feromonen worden geproduceerd door de flora in het
caecum. Bij de hamster 1is aannemelijk gemaakt dat de
aantrekkelijkheid voor mannetjes wvan vagina-afscheiding wvan
bronstige vrouwtjes voor een deel bepaald wordt door de vaginale
bacterigle flora [Adams 1980]. Op @grond van deze literatuur
gegevens werd besloten om in experiment 5 de invliced wvan de
vaginale flora op het %ot standkomen wvan het mannelijke

keuzegedrag nader te bestuderen.
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Experiment 1: Effect van narcose

Opzet

Het experiment bestond uit 2 delen. Ip het eerste deel werd
onderzocht of mannelijke ratten langer bij een genarcotiseerd
bronstig vrouwtje verbleven dan bij een “wakker” nlet-bronstig
vrouwtje (in het wvervolg wordt “wakker™ gebruikt om een
niet-genarcotiseerd vrouwtje aan te duiden). In het tweede deel
werd onderzocht of mannelijke ratten een onderscheid maken tussen
een wakker en een genarcotiseerd bronstig vrouwtje.

Er werden 12 kruiskooien gebruikt, waarin geovariectomeerde
vrouwtjes als stimulusdier aanwezig waren en intacte mannetjes
als loopdieren. Bronst werd op de gebruikelijke wiize
gelnduceerd door toediening van cestradiclbenzoaat en
progesteron (zie hoofdstuk S). In het eerste gedeelte wvan het
experiment werd slechts één stimulugsvrouwtje in bronst gebracht
terwijl ditzelfde vrouwtje ook onder narcose werd gebracht. In
het ~ tweede gedeelte werden beide stimulusvrouwtjes in bronst en
één van de twee onder narcose gebracht.

De narcose door middel van een intraperitoneale injectie met
fencbarbital (150 mg/kg lichaamsgewicht) werd alleen gegeven op
de dag waarop ock de progesteron injeciie werd toegediend. Het
narcoticum werd een half uar veoor het uitgaan van de lichten
toegediend, c¢irca 3,5 uur na de ~progesteron injectie.
Fencobarbital is een iangwerkend barbituraat met een narcoseduur
van meer dan 5 uur [Melby & Altman 1976]. Uit eigen observaties
in een orinterend onderzoek bleek dat de narcoseduur bij deze
dosering en deze wijze wvan toediening ruim 6 wuur bedroeg.
Gedurende minimaal 6 uur werd er in dat onderzoek bij geen van de
vier behandelde vrouwelijke ratten spontane activiteit gezien.
De dieren waren hypotoon; wel was er na 2 a4 3 uur reactie op

sterke pijnprikkels.
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Resultaten en korte bespreking

In het linker gedeelte van figuur 10-1 zijn de resultaten van
het eerste ‘gedeelte van het experiment weergegeven. Het bleek
dat 10 van de 12 mannetjes, ondanks de narcose van het bronstige
dier, toch langer bij haar verbleven dan bij het niet-bronstige
wakkere dier (rangtekentoets: V=68, p<0,01). Echter, de piek in
verblijfsduur gedurende de nacht wvan bronst, zoals die gezien
wordt bij wakkere stimulusdieren (zie hoofdstuk 5}, ontbreekt in
dit experiment. De eerste drie dagen van de artificiBle cyclus

verschillen significart van de laatste +twee dagen (Friedman:
K=380, p<0,01}.

narcose narcose
EB P EB P

minuten !/ nacht

Figuur 10-1.

Gemiddelde (+ SEM) nachtelijke verblijfsduur van mannelijke
ratten bij geovariectomeerds stimulusdieren. In het
linkergedeslte werd één van de twee stimulusdieren tijdens de
nacht van bronst onder narcose gebracht. In het rechtergedeslte
werden beide stimulusdieren in bronst gebracht en één in de nocht
van bronst in narcose. EB=tijdstip van oestradiolbenzooot~-
injectie; P=tijdstip wvan progesteron-injectie.
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In het tweede gedeelte wvan het experiment, waarin beide
stimulusdieren in bronst waren en slechts €én van hen onder
narcose, brachten negen van de tien mannetjes gedurende de nacht
van bronst meer t1jd door bij het wakkere bronstige dier dan bij
het genarcotiseerde bronstige vrouwtje (figuur 10-1
rechtergedeelte; rangtekentoets: V=51, p<0,01). De gegevens
van twee kruiskoocien konden niet gebruikt worden.

Gedurende de nachten voor en na de brenst -=-beide wvrouwtjes
waren = wakker- verbleven de nmannetjes even lang bij beide
vrouwtjes. De verblijfsduur bi] het wakkere bronstige dier was
slgnificant verschillend van de verblijfsduur bij haar gedurende
de andere nachten van haar cyclus (Friedman: K=288, p<0,05).

Op grond van het eerste gedeelte wvan dit experiment kan
geconcludeerd worden dat geursignalen belangrijk en voldoende
zijn om gedurende de ©Dbronst aantrekkelijk te zijn voor een
mannetje. Uit het tweede gedeelte blijkt dat ook signalen die
actief door het vrouwtje worden uitgezonden een belangrijke rol
spelen bij de totstandkoming wvan het keuzegedrag wvan het
mannetje, hetgeen overeenkomt met de literatuur [Landauer, Wiese

& Carr 1977; Hetta & Meyerson 1978; Thody & Dijkstra 1978].

Experiment 2: Effect van verwijdering van de preputicalklieren;

wakkere stimulusdieren

Opzet

Om te onderzoeken of de preputiaalklieren wvan een bronstig
vrouwtje ook in de kruiskooi een bijdrage leveren aan de
totstandkoming van de voorkeur wvan het mannetje werden bij =zes
geovariectomeerde dieren de preﬁutiaalklieren verwijderd. Twee
weken na deze ingreep werden ze in een van de twee
stimuluskooitjes wvan zes kruiskooien geplaatst terwijl in het

andere stimuluskooitje een contrele-vrouwtje (een
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geovariectomeerd vrouwtje met preputiaalklieren) werd geplaatst.
In dit vier weken durende experiment werden de omzwervingen van
zes intacte mannetjes gevolgd. De stimulusdieren werden
afwisselend in %bronst gebracht (hoofdstuk 5). Gedurende de
nachten 3, 13 en 23 was het vrouwt]e zonder preputiaalklieren in
bronst, terwijl gedurende de nachten 9 en 18 het controle

vrouwtje in bronst was.

Resultaten en korte bespreking

In figuur 10-2 is te zien dat de mannetjes het
stimulusvrouwtje zonder preputiaalklieren langer ©bezochten
gedurende de nacht van bronst dan gedurende andere nachten
(Friedman: nachten 1 t/m 5: KX=230, p<0,01; nachten 11 t/m 15:
Ka224, p<0,01; nachten 21 t/m 24: K=70, ns). Het controle
vrouwtje werd gedurende de nachten wvan haar bronst langer bezocht
dan in andere nachten (Friedman: nachten 7 */m 11: K=162,
p<0,05; nachten 16 t/m 20: K=302, p<0,01). Gedurende de eerste
bronst (nacht 3) wvan het wvrouwtje =zonder preputiaalklieren
verbleven alle mannetjes de meeste tijd bij dit vrouwtje
(rangtekentoets: V=21, p<0.05). Gedurende de volgende
bronstperioden (de nachten 13 en 23) brachten 5 wvan de 6
mannetjes meer tijd bij haar door dan bij het controle wvrouwtje.
Gedurende de nachten van bronst van het controle vrouwtje (de
nachten 9 en 18) verbleven 5 van de § mannetjes langer bij dit
vrouwtje dan bij het niet-bronstige vrouwtje zonder
preputiaalklieren.

Uit dit experiment mag geconcludeerd worden dat preputiaal-
klieren voor bronstige vrouwtjes niet noecdzakelijk zijn om in de
kruiskooi gedurende haar bronst het keuzegedrag van mannetjes zo
te beInvlceden dat de mannetjes een groot deel van de nacht in
haar nabijheld doorbrengen. De aantrekkelijkheid wvan bronstige
vrouwtjes wordt kennelijk door meerdere factoren bepaald, 3zoals

in het tweede deel van experiment 1 ook al is gebleken.
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Figuur 10-2.

Gem:ddelde (+ SEM) nachtelijke verblijfsduur van 6 monnelijke
ratten bij “twee geovariectomserde stimulusdieren. Bij één van
de twee stimulusdieren waren de preputicolklieren verwijderd
{open kolommen). De stimulusvrouwtjes werden met
oestrodiolbenzoaat (EB) on progesteron (FP) in bronst gebracht.

Het eerste deel van experiment 1 liet zien dat mannelijke ratten
toch langer bij een genarcotiseerd bronstig dier verbleven dan
bij een wakker niet-bronstig vrouwtje. Blijkbaar =zendt het
vrouwtje geurprikkels uit die het mannetje naar haar lokken. Om
te onderzoeken of de preputiaalklieren de produktieplaatsen =zijn
van deze seksuele lokstoffen -zoals in de literatuur wordt
beschreven {zie o.a. ILucas, Donchoe & Thody [1982])~ werden in
het volgende experiment alle andere signalen behalve geurprikkels
die een bronstige vrouwelijke rat kan uitzenden, door narcose,
uitgeschakeld.
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Experiment 3:Effect van verwijdering van de preputiaalklieren;

narcose van de stimulusdieren

Opzet

Twaalf mannelijke ratten verbleven in de kruiskeoi terwijl in
het ene stimuluskooitje een contreole vrouwtje en in het andere
kooitje een geovariectomeerde rat zonder preputiaalklieren
aanwezig was. Het experiment bestond uit twee delen. In het
eerste deel werd -na een adaptatieperiode waarin beide
stimulusdieren eenmazl in bronst werden gebracht- het vrouwtje
zonder preputiaalklieren in bronst gebracht zoals beschreven is
in hoofdstuk 5. Op de dag van progesteron injectie kreeg zij een
half uur voor het uitgaan van de lichten narcose toegediend,
zoals beschreven bij experiment 1.

In het tweede deel <van het experiment werden zowel het
controle vrouwtje als het vrouwtje zonder preputiaalklieren

tegelijkertijd in bronst gebracht.

Resultaoten en korte bespreking

In het linker gedeelte van figuur 10-3 zijn de resultaten
weergegeven van het eerste deel van het experiment. De mannetjes
herkenden de bronst wvan het genarcotiseerde vrouwtje zonder
preputiaalklieren, zoals blijkt uit de langere verblijfsduwr bij
haar gedurende de nacht van bronst dan gedurende andere nachten
van haar kunstmatige cyclus (Friedman K=519, p<0,01). Ook
brachten de mannetjes gedurende deze nacht van bronst meer tijd
bij haar door dan bij het niet-bronstige contrele stimulusdier
{rangtekentoets: V=72, p<0,01).

De resultaten van het +tweede gedeelte wvan dit experiment
-beide stimulusvrouwtjes werden in bronst gebracht- =zijn
weergegeven in het rechter gedeelte van figuur 10-3. De gegevens
van slechts 10 mannetjes konden worden gebruikt. Gedurende de

nacht van bronst van het controle vrouwtje verbleven de mannetjes
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Figuur 10-3.

Gemiddelde (+ SEM) nachtelijke verblijfsduur van mannelijke
ratten bij geovariectomeerde stimulusdieren. Dé open kolommen
geven de verblijfsduur weer bij het stimulusdier waarvan de
preputioalklieren zijn verwijderd. In het rechtergedeslte werd
het stimulusdier zonder preputiaalklieren gedurende de nacht van
bronst onder narcose gebracht.

langer bij haar dan gedurende de andere nachten (Friedman:
K=386, p<0,01). De werblijfsduur bi] het stimulusdier zonder
preputiaalklieren was nagenceg constant gedurende de gehele
kunstmatige cyc¢lus (Friedman: KX=90, ns). Gedurende de nacht van
bronst tocnden 7 van de 10 mannetjes de meeste belangstelling
voor het controle vrouwtje (rangtekentocets V=27, ns). Hoewel de
verblijfsduren bij de stimulusvrouwtjes gedurende de nacht wvan
beider bronst niet statistisch significant verschilden verbleef
het mannetje langer in de nabijheid van het controle stimulusdier
gedurende deze nacht dan gedurende andere nachten wvan haar
eyclus, terwi]l de verblijfsduur bij het stimulusvrouwtje zonder
preputiaalklieren over de cyclus nagenoeg constant was. De

toename in verblijfsduur bi) het controle vrouwtje ging dus ten
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koste van de verblijfsduur elders in de kruiskooi.
De rol van preputiaalklieren in de produktie van seksuele
lokstoffen, ‘zoals deze in de literatuur beschreven wordt, kan

door onze experimenten niet bevestigd worden.

Experiment 4: Effect van chirurgische sluiting von de vaginag

Opzst

Bij twaalf geovariectomeerde vrouwelijke ratten werd onder
ethernarcose de vagina chirurgisch gesloten, na deze ingedruppeld
te hebben met 0,1 ml van een oplossing bestaande uit 150 mg/ml
penicilline en 250 mg/ml streptomycine, ter <voorkoming van
eventuele pusveorming. Een week na deze ingreep werden deze
dieren geplaatst 1in één wvan de twee stimuluskooitjes van de
twaalf kruiskooien. In het andere stimuluskooitje wverbleven
geovariectomeerde vrouwtjes, terwijl intacte mannetjes als
loopdieren werden gebruikt.

In het eerste deel van het experiment werden alleen de
geovariectomeerde vrouwt]es met gesloten vagina in bronst
gebracht (zie hoofdstuk 5). In het tweede en derde deel werden
beide stimulusdieren gelijkertijd in bronst gebracht.

Resultaten en korte bespreking

In figuur 10-4A is te zien dat de mannetjes gedurende de
nacht wvan bronst van het geopereerde vrouwtje de meeste tijd bij
haar doorbrachten, zowel in vergelijking met de verblijfsduur bij
het niet-bronstige stimulusdier (rangtekentoets: VA=78, pc0.01),
als in vergelijking met de verblijfsduur bij haar gedurende de
overige nachten wvan haar kunstmatige cyclus (Friedman: KA=838,
P<0.01).

Gedurende het tweede en derde deel wvan het experiment

(figuren 10-4B en 10-4C) brachten de mannetjes tijdens de nacht
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Figuur 10-4.
Gemiddelde (* SEM) nachtelijke verblijfsduur van mannelijke
ragtten bij Qeovoriectomeerde stimulusdieren. Bij één van de
tvee stimulusdieren was de vagina chirurgisch gesloten (witte
kolommen). In deel A van de figuur werd slechts 6&én

stimulusdier in bronst gebrocht. In deel B en C werden beide
stimulusdieren in bronst gebracht.

van bronst van beide stimulusvrouwtjes meer tijd bij hen tezamen
door dan gedurende  andere nachten (Friedman: KB=430, p<0,01;
K,=274, ©p<0,05). Echter, er was geen verschil tussen de
verblijfsduur bij het bronstige vrouwtje, waarvan de vagina dicht
was en de verblijfsduur bij het bronstige niet-geopereerde
vrouwtje (rangtekentoets: VB=34, ns; VC=31. ns). Ook waren er
geen significante verschillen tussen de verblijfsduren gedurende
de kunstmatige cycli van de afzonderlijke stimu;usdieren
(Friedman: wvagina dicht: KB= 193, ns; Kc= 219, ns; vagina
open: Kp=220, ns; Ko= 126, ns). Hoewel uit deze gegevens
geconcludeerd lijkt te kunnen worden dat de vagina van de
bronstige rat geen stoffen afscheidt die beschouwd kunnen worden

als zg. seksuele lokstoffen, kleven er aan het chirurgisch
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sluiten van de vagina problemen. Aan het eind van het experiment
was er namelijk toch pusophoping in de afgesloten vagina's
ontstaan en  hoewel de vagina’'e gesloten leken, is de

mogelijkheid van lekkage niet uitgesloten.

Experiment 5: Effect van sterilisotie von de vaging

Opzet

Voor dit experiment werden 11 intacte mannelijke ratten als
loopdier gebruikt. In beide stimuluskooitjes verbleven
geovariectomeerde vrouwtjes, bij wie bronst op gebruikelijk wijze
werd gelinduceerd (hoofdstuk 5). Een van de twee
geovariectomeerde vrouwtjes werd dagelijks behandeld met
antibiotica (het “steriele™ wvrouwtje). Met een injectiespuit
(zonder naald) werd dagelijks 0,1 ml van een oplossing, bestaande
uit 150 mg/ml penicilline en 250 mg/ml streptomycine, in de
vagina gebracht. Tevens werd rond de vagina-opening wat
oplossing gesmeerd met een wattenstaafje. DBouillonkweken van
vaginale afscheiding die op de dag van bronst was afgenomen,
bleven helder na 96 uur broeden in een stoof bij 57° ¢. Bij het
andere geovariectomeerde stimulusdier werd dagelijks alleen wat
van de antibiotica-oplossing rond de vagina aangebracht.
Bouillonkweken van de vaginale afscheiding van dit vrouwtje waren
na twee dagen broeden troebel.

Het experiment bestond uit drie delen. In het eerste deel
werd alleen het steriele vrouwtje in bronst gebracht; in het
tweede en derde deel werden beide stimulusdieren tegelijkertijd

in bronst gebracht.
Resultaten en korte bespreking

In figuur 10-5A is te zien dat de mannetjes langer bij het

steriele vrouwtje verbleven wanneer zij in bronst was. De
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verblijfsduur hij dit bronstige steriele vrouwtje was significant
langer zowel ten opzichte van de andere nachten wvan haar
kunstmatige cyclus (Friedman: X=504, p<0,01) als ten opzichte
van de verblijfsduur bij het niet-bronstige vrouwtje

(rangtekentoets: V=54, p<0,01). In de figuren 10-5B en 10-5C
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Figuur 10-5.

Gemiddelde (+ SEM) nachtelijke verblijfsduur van mannelijke
ratten bij eovariectomeerdse stimulusdieren. De open kolommen
geven de verblijfsduur weer bij het stimulusdier waarvan de
vaginag gedruppeld werd met een antibiotica oplossing. Zie verder
legendo figuur 10-4%.

zijn de resultaten weergegeven van het tweede en derde deel wvan
dit experiment, waarbi] Dbeide stimulusdieren in bronst werden
gebracht. Het is te zien dat gedurende de nacht wvan %bronst de
verblijfsduur bij het niet-steriele vrouwtje toenam {(Friedman:
Kp=416, p<0,01; K.=415, p<o,01). De verblijfsduur bij het
steriele vrouwtje bleef gedurende beide kunstmatige cycli
constant {Friedman: KB=204, ns; Kc=230, ns). Tijdens het
tweede deel van het experiment (figuur 10-5B) verbleven alle tien
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mannetjes gedurende de bronst van beide vrouwtjes, langer bij het
niet-steriele vrouwtje dan bij het steriel vrouwtje
{rangtekentoets: V=55, p<0,01 ). In het derde deel brachten 8
van de 10 mannetjes meer tijd bij het nlet-steriele dier dan bij
het steriele dier door (rangtekentoets: V=37, 0.05¢p<0.1). Doeor
het overlijden van een stimulusdier konden in het tweede en derde
gedeelte van het experiment slechts de gegevens van 10 mannetjes
worden verwerkt.

De vaginale en vulvaire hacteri8le flora bij de rat 1ijkt
een bijdrage te leveren aan de produktie van lokstoffen door het
bronstige vrouwtje.

BESPREKING

In experiment 1 (figuur 10-1) is gevonden dat mannelijke
ratten gedurende de nacht van bronst naar een vrouwelijke rat
toegaan ook al is dit stimulusvrouwtje onder narcose. Kennelijk
zendt dit bronstige vrouwtje passief signalen uit die haar
aantrekkelijk maken voor het mannetje. De enige signalen die dit
genarcotiseerde vrouwtje kan uitzenden zijn geursignalen.

In tegenstelling tot hetgeen Stern [1970] in een vrije wveld
situatie bij eenzelfde keuze situatie wvond, verbleven de
mannetjes in het tweede gedeelte van experiment 1 wel langer bij
een wakker bronstig vrouwtje dan blj een genarcotiseerd bhronstig
dier. Evenals Landauer, Wiese en Carr [1977] deden op grond van
hun experimenten, kunnen we uilt experiment 1 concluderen dat
geurprikkels een belangrijke rol spelen, maar tevens dat het
bronstige vrouwtje ook andere signalen gebruikt om het mannetje
naar zich toe te lokken. '

Verwijdering van de preputiaalklieren beinvlicedde in de
kruiskeoi het keuzegedrag van het mannetje niet (figuur 10-2),

ook niet wanneer het bronstige dier, zonder preputiaalklieren,
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onder narcose was (figuur 10-3). Deze experimenten geven geen
steun aan de c¢onclusie van Lucas, Donchoe en Thody [1982] dat:
“the preputial glands are an lmportant source of sex attractants
in the female rat™. Hoewel niet duideli]k is wat de ocorzaak 1is
van de verschillen in gevonden resultaten tussen de experimenten
van Lucas, Donohoe en Thody en de onderhavige experimenten,
speelt de wijze wvan testen waarschijnlijk een belangrijke rol.
Lucas et al vonden in hun experimenten -in een 2,5 minuten
durende test kon het mannetje kiezen tussen twee tunneltjes
waaruit lucht geblazen werd- namelijk ook dat decor progesteron
toediening aan een met oestradiolbenzoaat voorbehandeld
geovariectomeerd vrouwtje, dit vrouwtje (vier uur na progestercon
toediening) wvoor een mannetje minder aantrekkelijk werd ten
opzichte wvan een geovariectomeerd vrouwtje dat alleen met
cestradioclbenzoaat was Ybehandeld. In de experimenten in dig
proefschrift wordt juist een positief effect van progesteron op
de aantrekkelijkheid van vrouwelijke ratten gevonden.

Hoewel de resultaten van experiment 4 (figuur 10-4) er op
lijken te wijzen dat de wvagina geen stoffen afscheidt die
bijdragen aan de aantrekkelijkheid van een bronstige vrouwelijke
rat, moet getwijfeld worden of in dit experiment de vagina wel
gesloten was nu uit experiment 5 blijkt (figuur 10-5) dat de
bacterigle flora wvan de vulva en de vagina van de rat juist wel
een bijdrage aan haar aantrekkelijkheid leveren. Hoewel het bij
hamsters ©bekend is dat de vaginale flora een bijdrage levert aan
de produktie van seksuele lokstoffen [0'Connell, Singer, Macrides
& Pfaffmann 1978; Adams 1980; Kwan & Johnston 1580] is dit voor

de rat nog niet beschreven.

In het wvolgende hoofdstuk =zullen neonataal gecastreerde
mannetjes als stimulusdieren gebruikt worden. Van deze mannetjes
is bekend dat =zi] op volwassen leeftijd -na 1injectie met

oestradiolbenzoaat en progesteron- dezelfde gedragingen vertonen
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als bronstige vrouwelijke ratten [Fadem & 3Barfield 1981].
Wanneer deze neonataal gecastreerde mannetjes die geen vagina
hebben in dezelfde mate =aantrekkelijk blijken te zijn als
vrouwelijke stimulusdieren, kan een uitspraak gedaan worden over
de rol van de vagina als bron van seksuele lokstoffen.

In het voorgaande 1is wuitsluitend aandacht gegeven aan
communicatie door middel wvan geursignalen. Zoals wuit de
experimenten met genarcotiseerde vrouwelijke ratten blijkt, maken
bronstige vrouwtjes van meerdere typen signalen gebruik om een
mannelijke rat naar zich tce te trekken en in hun nabijheid te
houden. Zoals in hoofdstuk 9 is uiteengezet zullen zowel het
gedrag als wultrasonore vocalisaties hierbij een rol kunnen

spelen.

SAMENVATTING

In het eerste experiment is aangetoond dat mannelijke ratten
langer bij een bronstige dan bij een niet-bronstige vrouwelijke
rat verblijven, ook al is de eerste onder narcose. Een
genarcotiseerd bronstig vrouwtje is minder aantrekkelijk voor een
mannetje dan een wakker bronstig vrouwtje.

Verwijdering van de preputiaalklieren van een vrouwelijke rat
had geen effect op het keuzegedrag van een mannelijke rat: - in de
nacht van bronst verbleef het mannetje langer bij haar dan bij
een niet-bronstig vrouwtje. 0ok maakte het mannetje geen
onderscheid tussen een bronstig vrouwtje met, en een bronstig
vrouwtje zonder preputizalklieren. '

Sluiting van de vagina had geen effect op de voorkeur van het
mannetje veoor de bronst wvan een vrouwtje. Er werd wel een
mogelijk effect van de vaginale bacteriéle flora op de

aantrekkelijkheid van een bronstig vrouwtje vastgesteld.
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HOOFDSTUK 11

MANNELIJKE RATTEN ALS STIMULUSDIEREN

INLEIDING

In hoofdstuk 2 is uiteengezet dat bij de effecten wvan
geslachtshormonen een activerende en een orgoniserende werking
onderscheiden kan worden. Toediening wvan téstosteron aan
vrouwelijke ratten in de neonatale periode heeft tot gevolg dat
op volwassen leeftijd lordosegedrag minder makkelijk of minder
frequent wvoorkomt terwijl beklimgedrag makkelijker of vaker
voorkomt. Neonatale castratie daarentegen leidt er toe dat
mannelijke ratten op volwassen Jleeftijd meer lordosegedrag
vertonen en minder beklimgedrag [Beach, Noble & Orndoff 1969;
Goy & Goldfeoot  1973; Baum 1979]. De aanwezigheld wvan
testosteron rond de geboorte heeft kennelijk gevolgen wvoor de
wijze waarecp ratten in volwassenheid reageren op de activerende
werking van geslachtshormonen op lordose- en beklimgedrag (beide
zijn gedragingen uit de eindfase van een sdksuele interactie;
zie hoofdstuk 2).

De invlced van neonataal aanwezige hormonen op proceptieve
gedragingen van het vrouwtae Gerall, Hendricks, Johnson & Bounds
1967; Fadem & Barfield 1981] en appetitieve gedragingen van het
mannetje (hoofdstukken 7 en B8) zijn onderwerp geweest van een
aantal onderzoeking;;. Echter, weinig is bekend over de relatie
tussen neonatale endocriene manipulatie van een stimulusdier en
de aantrekkelijkheid van dit dier op volwassen l¥eftijd.

De Jonge, Meyerscn en van de Poll [1986] onderzeochten in een

vrije wveld situatie met twee stimuluskooitjes de invloed wvan
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neonatale hormonale manipulatie wvan stimulusdieren op het
keuzegedrag van een mannelijke rat {als maat voor de
aantrekkelijkheid van de stimulusdieren). De belangrijkste
resultaten van deze experimenten =zijn wvermeld in tabel 11-1.
Samenvattend kan gezegd worden dat na neonatale toediening van
testosteronpropionaat vrouwtjes op volwassen leeftijd minder
aantrekkelijk zijn dan neonataal onbehandelde vrouwtjes, terwijl
neonataal gecastreerde mannetjes even aantrekkelijk =zijn als

neonataal met testosteronpropicnaat behandelde vrouwtjes.

Tabel 11-1.

Voorkeur van een seksueel ervaréen mannelijke rat bij een keuze
tussen 2 stimulusdieren in een 15 min durende vrije veld situatie
(de Jonge, Meyerson & van de Poll, 1986).

Neonatale Yolwassen Yolwassen Neonatale
behandeling behandeling behandeling behandeling
TP ovex + olie < ovex + olie geen
TP ovex + EB < cvex + EB geen
TP ovex + TP < ovex + TP geen
TP ovex + olie y cast + olie geen
TP ovex + EB > cast + EB geen
TP ovex + TP = cast + TP aeon
TF ovex + olie = olie cast
TP ovex + EB - EB cast
TP aovex + IP Ll e caat

EB=oestradiol henzoast; TP-testostercn proplonaat; cast=gecams-
treerd: cvexsgeovariectomeerd.

In dit hoofdstuk worden twee experimenten beschreven waarin
werd onderzocht of toediening van cestradiolbenzoaat tezamen met
progesteron een gecastreerde rat aantrekkelijk maakt wvoor een
intact mannelijk loopdier. In het eerste experiment werd deze
castratie op volwassen leeftijd uitgevoerd, terwijl dit in het
tweede experiment binnen vieréntwintig uur na de geboorte

gebeurde.
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Experiment 1: In volwassenheid gecastreerde mannelijke rattien

ols stimulusdier

Opzet

Zes mannelijke ratten werden op de leeftijd wvan ongeveer 7
weken gecastreerd. Ruim twee maanden later werden ze in een van
de twee stimﬁluskooitjes van zes kruiskooien geplaatst. In het

andere stimuluskooitje werd een geovariectomeerd vrouwtje

geplaatst. Intacte mannelijke ratten werden als loopdieren
gebruikst.
De stimulusdieren werden  beurtelings behandeld met

cestradiolbenzcaat, twee etmalen later gevolgd deoor progesteron

(zie hoofdstuk S). Het gecastreerde mannelijke stimulusdier werd

als eerste behandeld, een week later gevolgd door het
geovariectomeerde dier. Beide stimulusdieren werden tweemaal
behandeld.
Resultaten

In figuur 11-1 =zijn de verblijfsduren wvan de mannetjes
gedurende de vier behandelingsperioden van de stimulusdieren
weergegeven. Duidelijk is te zien dat mannelijke ratten in de
nacht wvolgend op de progesteron toediening aan het gecastreerde
stimulusdier langere tijd bij hem doorbrachten dan gedurende
andere nachten wvan de behandelingsperioden (Friedman: K1= 138,
p<0,05; K3= 115, p<0,01; door defecte fotodetectoren konden
vanaf de +tweede behandelingsperiode de gegevens van slechts 4
mannetjes worden gebruikt).

Gedurende de eerste behandelingsperiode verbleven 3 wvan de 6
mannelijke loopdieren langer Dij het met cestradiclbenzoaat en
progesteron behandelde gecastreerde dier dan bij het onbehandelde
geovariectomeerde dier. Gedurende de overige nachten verbleven

de loopdieren meer tijd bij het geovariectomeerde vrouwtje dan
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Figuur 171-1.

Gemiddelde (i SEM) nochtelijke verblijfsduur wvan  intacte
mannetjes biJ een geovgoriectomeerd stimulusdier {open kolommen)
of een gecastreerd stimulusdier (gearceerde kolommen). EB en P

geven de& momenten oagn waarop de stimulusdieren met hormonsn
werden behandeld.

bij het gecastreerde mannetje (rangtekentoets: V=21 p<0,05).

Gedurende de tweede behandelingsperiode -het
geovariectomeerde stimulusdier werd in bronst gebracht- was deze
voorkeur van de loopdieren voor het geovariectomeerde vrouwtje
nog duidelijker. Gedurende de eerste drie nachten verbleven alle
locpdieren (4) langer bij het vrouwtje dan bij het gecastreerde
mannetje. De wverblijfsduur bij het geovariectomeerde vrouwtje
vwas gedurende de nacht wvan bronst significant langer dan
gedurende de twee mnachten daaropvolgend (Friedman: K=140,
p<0,01).

In de derde behandelingsperiode verbleven - 3 (steeds
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wisselende) van de 4 mannelijke loopdieren langer bij het
geovariectomeerde stimulusdier, behalve in de nacht na
progesteron toediening aan het gecastreerde stimulusdier. In die
nacht verbleven alle mannetjes langere tijd bij het gecastreerde
dier dan bi] het geovariectomeerde dier.. De verblijfsduur bij
het gecastreerde dier 1in de mnacht na progesteron toediening
verschilde significant wvan de wverblijfsduur bij hem gedurende
andere nachten van de behandelingsperiode (Friedman: =115,
pP<0,01). De verblijfsduur bij het gecvariectcomeerde stimulusdier
was gedurende die nacht ook significant korter in vergelijking
met de verblijfsduur bij haar gedurende andere nachten (Friedman:
K=116, p<0,01},

In de wvierde behandelingsperiode wverbleven de loopdieren
significant langer %bij het gecvariectomeerde vrouwtje gedurende
de nacht van haar bronst dan gedurende andere nachten (Friedman:
K=13%4, P<0,01). Bij het gecastreerde mannetje waren geen
significante verschillen in de verblijfsduren tussen de diverse
nachten {Friedman: K=55, ns).

De verblijfsduur gedurende de nacht na progesteron toedlening
was in beide behandelingsperioden langer bil)] de vrouwtjes (k +
SEM:509,1 + 15,12 min/nacht) dan bij de mannetles (X + SEM:
244,5 + 77,88 min/nacht; rangtekentoets: V=21, p<0,05).

Experiment 2: Neonataal gecastreerde mannetjes als stimulusdier

Opzet

Twaalf mannelijke ratten werden binnen 24 uur na de geboorte
gecastreerd. Op de leeftijd van 3 maanden werden ze in een van
de twee stimuluskooitjes van de twaalf kruiskoolen geplaatst. 1In
het andere stimuluskooitje verbleef een geovariectomeerd
vrouwtje. Intacte mannetjes werden als loopdieren gebruikt. Er

zijn +vier ©behandelingsperioden. In de eerste pericde werden de
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geovariectomeerde stimulusdieren in ‘bronst gebracht met
cestradiolbenzoaat en progesteron (zie hoofdstuk 5). In de
tweede periode kregen de neonataal gecastreerde mannetjes deze
behandeling. In de derde en wvierde pericde werden beide
stimulusdieren met cestradiolbenzoaat en progesteron behandeld;
in de vierde periocde waren beide stimulusdieren onder narcose in

de nacht na progesteron toediening (zie hoofdstuk 10).

Resultaten

In figuaur 11-2 zijn de resultaten weergegeven. De eerste
behandelingspericde 1laat het bekende beeld zien: gedurende de
bronst van het stimulusvrouwtje brengt het mannetje meer tijd bij
haar door dan gedurende andere nachten (Friedman: K=678,
P<O,01). De verblijfsduur bij het neonataal gecastreerde
stimulusdier was gedurende de nacht wvan bronst korter in
vergelijking met andere nachten (Friedman: K=358, p<0,01).
Gedurende de nacht wvan Dbronst brachten 10 van de 11 mannetjes
meer tijd bij het bronstige dier deoor dan bij het neconatazal
gecastreerde dier (rangtekentoets: V=64, p<0,01). Er werd geen
significant verschil gevonden tussen de totale verblijfsduur bij
het necnataal gecastreerde dier en de totale verblijfsduur bij
het geovariectomeerde stimulusdier gedurende de nachten dat het
geovariectomeerde dier niet in bronst was (rangtekentoets V=24,
ns).

Gedurende de tweede behandelingsperiode -alleen het neonataal
gecastreerde mannetje werd behandeld met oestradiclbenzoaat en
progesteron- bezochten de mannetjes het mneconataal gecastreerde
mannetje langer in de mnacht na progesteron toeediening dan
gedurende andere nachten van de hehandelingsperiode (Friedman:
K=550, p<0,01) en langer dan het geovariectomeerde vrouwtje
{rangtekentoets: V=45, p<0,05).
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Gemiddelde (+ SEM) nachtelijke verblijfsduur van intacte
mannetjes biJ een geovariectomeerd stimulusdier (opsn kolommen)
en een neonataol gecostreerd stimulusdier (gearceerde kelommen).

In de derde behandelingsperiode -beide stimulusdieren werden
met cestradiolbenzoaat en progesteron behandeld- verbleven 6 wvan
de 10 loopdieren in de nacht na progesteron toediening langer bij
het geovariectomeerde dier dan bi] het neonataal gecastreerde
dier (rangtekentoets: V=30, ns). Ook verbleven ze ©bijl het
bronstige <vrouwtje langer dan gedurende andere nachten wvan haar
cyclus (Friedman: K=330, P<0,01). De verblijfsduren bij het
neonataal gecastreerde mannet]e vertoonden geen verschillen
gedurende de behandelingsperiode (Friedman K=164, ns}.

In de vierde behandelingsperiode -beide stimulusdieren werden

met hormonen behandeld en onder narcose gebracht- verbleven 6
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van de 10 loopdieren langer bij het bronstige vrouwtje dan bij
het mannetje (rangtekentoets: V=32, ns). Evenals gedurende
behandelingsperiode III verbleven de loopdieren langer bij het
geovariectomeerde dier na progesteron toediening dan gedurende
andere nachten (Friedman: K=264, p<0,0%) terwijl de
verblijfsduur bij de neonataal gecastreerde mannetjes nagenoceg
constant bleef (Friedman: K=105, ns). De <totale wverblijfsduur
gedurende de twee nachten voor en de twee nachten na progesteron
toediening bij het neonataal gecastreerde dier was significant
langer dan de totale verblijfsduur bHij het geovariectomeerde dier
(rangtekentoets V=45, p<0,05)

BESPREKING

Experiment 1 laat zien dat mannelijke loopdieren langer bij
een gecastreerd mannetje In de nacht na progestercon toediening
dan gedurende andere nachten. Het is niet zondermeer duidelijk
of hier sprake is van aantrekkelijkheid (zoals bedoeld in
hoofdstuk 2) van dit mannelijke stimulusdier. Uit de literatuur
is bekend dat het mogelijk is om bij] (gecastreerde) mannetjes
receptief en proceptief gedrag te induceren [Beach 1945; Gerall,
Hendricks, Johnson & Bounds 1967; ©S&dersten, de Jong, Vreeburg
& Baum 1974; Sddersten & Larsson 1975; Van de Poll & wvan Dis
1977;  Schaeffer, Roos & Aron 1986]. Experiment 1 laat verder
zien -door het grete verschil i1in wverblijfsduren gedurende de
nachten na progesteron toediening- dat onder dezelfde behandeling
met oestradiclbenzoaat en progesteron een gecastreerd mannetje
minder aantrekkelijk is vecor een mannelijk loopdier dan een
vrouwtje.

Uit experiment 2 Dblijkt dat door neonatale castratie de
aantrekkelijkheid wvan een mannelijke rat -na oestradiolbenzoaat

en progesteron toediening- toeneemt. Een neonataal gecastreerd
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mannetje 1is, na oestradiolbenzoaat. en progesteron toediening,
even aantrekkelijk als een op dezelfde wijze Dbehandeld wvrouwtje
(figuur 11-2 deel 3). De resultaten van experimenten 1 en 2 te
zamen met de resultaten van De Jonge, Meyerson en Van de Poll
[1986] -zi] behandelden stimulusvrouwtjes in de neonatale periode
met testosteronpropionaat- geven steun aan de hypothese dat
aantrekkelijkheid, evenals proceptiviteit en receptiviteit [Baum
1979; Fadem & Barfield 1981] belinvloed wordt door androgenen in
de neonatale periode.

Op grond van experiment 5 in hoofdstuk 10 is verondersteld
dat de vagina een mogelijke ©bron van seksuele lokstoffen zou
kunnen zijn. In het vierde deel wvan experiment 2 -zowel het
neonataal gecastreerde mannetje als het geovariectomeerde
vrouwtje waren gedurende de nacht na progesteron toediening cnder
narcose- bleken beide stimulusdieren even aantrekkelijk te zijn
voor het mannelijke loopdier. Aangezien de loopdieren alleen
gebruik konden maken van passief uitgezonden signalen door de
stimulusdieren, hebben zi] de bronst gedetecteerd door
geurprikkels. Omdat neonataal gecastreerde mannetjes geen vaginz
hebben blijkt uit de resultaten van het onderhavige experiment
dat de vagina als broﬁ van seksuele lokstoffen waarschijnlijk van
ondergeschikt belang is.

SAMENVATTING

In 4it hoofdstuk zijn <twee experimenten ©beschreven waarin

mannelijke ratten als stimulusdieren werden gebruikt. In
experiment 1 werd het effect van toediening van
cestradiolbenzoaat en progesteron aan in volwassenheid

gecastreerde stimulusdieren onderzocht. Het bleek dat door deze
behandeling de mannelijke stimulusdieren aantrekkelijk werden

voor mannelijke loopdieren. Zij waren evenwel minder
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aantrekkelijk dan ©bronstige vrouwelijke stimulusdieren. In
experiment 2 ©bleek dat door mneonatale castratie mannelijke
ratten, na oestradiolbenzoaat en progesteron behandeling op
volwassen leeftijd, even aantrekkelijk werden als bronstige

vrouwelijke ratten.
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HOOFDSTUK 12

SAMENVATTING

Dit proefschrift bevat de resultaten wvan onderzoek naar
aspecten van toenadering tussen een mannelijke rat en een
bronstige vrouwelijke rat. Een dergelijke toenadering is een

eerste gedrag in een reeks die uiteindelijk leidt tot paring.

In hoofdstuk 2 wordt een overzicht gegeven van onderzoek dat
is verricht naar relaties tussen geslachtshormonen en
paringsgedrag. Een vrouwglijke rat is eenmaal in de 4 of 5 dagen
in bronst. Een van de ﬁenmerkende gedragingen tijdens de bronst
is het hollen van de rug {lordose) door het vrouwtje in reactie
op een beklimming door het mannetje. Door deze lordose maakt het
vrouwtje intromissies en ejaculatie door het mannetje mogelijk.
Na verwijdering wvan beide ovaria (ovariectomie) komt een
vrouwelijke rat niet meer in bronst. Het is echter mogelijk om
door toediening van oestradioclbenzoaat en progesterocn een
geovariectomeerde rat kunstmatig in bronst te brengen.

Verwijdering van de testes (castratie) bij een volwassen
mannelijke rat leidt in een aantal weken tot maanden tot een
afname van het paringsgedrag. Het ejaculatiegedrag verdwijnt als
eerste, gevolgd door het intromissiegedrag. Het beklimgedrag
verdwijnt als laatste. Toediening van testosteron aan een
gecastreerde rat heeft +tot gevolg dat deze na verloop van tijd
weer alle componenten van paringsgedrag gaat vertonen.

Tegstosteron wordt in het lichaam ocmgezet in
dihydrotestostereon en oestradiol. Toediening van

dihydrotestosteron doet een aantal effecten van castratie teniet,
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zoals de gewichtsvermindering van de prostaat en zaadblazen en
anatomische veranderingen aan de penis. Dit omzettingsprodukt
van testosteron heeft echter bij de meeste stammen ratten een
gering effect op het paringsgedrag. Toediening wvan cestradiol
doet het paringsgedrag gedeeltelijk terugkeren, maar herstelt de
andere effecten van castratie niet. Toediening wvan beide
omzettingsprodukten van testosteron te zamen doet het effect van
castratie op het paringsgedrag geheel teniet: de gecastreerde
mannetjes vertonen paringsgedrag alsof ze niet gecastreerd zijn.

Het is gebleken dat ook een (geovariectomeerde) vrouwelijke
rat onder bepaalde omstandigheden beklim-, intromissie- en
ejaculatiegedrag kan vertonen. Naast aanwezigheid van
testosteron op volwassen leeftijd, speelt de aanwezigheid van
testosteron rond de geboorte hierbij een belangrijke rol.
Wanneer een rat vlak na de geboorte aan testosteron wordt
blootgesteld, zal het dier op volwassen leeftijd vrij gemakkelijk
beklim-, intromissie- en ejaculatiegedrag vertonen. Bij de
mannelijke rat produceren de testes rond de geboorte testosteron.
Ratten die rond de geboorte zijn blootgesteld azn testosteron
vertonen op veolwassen leeftijd minder frequent lordosegedrag dan
ratten die niet aan testosteron zijn blootgesteld (vrouwelijke
ratten of mannelijke ratten die vlak na de geboorte =zijn
gecastreerd). In de literatuur zijn aanwijzingen te vinden dat
deze werking van testosteron rond de geboorte tot stand kemt door
oestradiol, dat gevormd is uit testosteron.

In de experimenten die in dit proefschrift beschreven zijna,
is onderzocht op welke wijze bovengenocemde hormonale invliceden op
paringsgedrag, effecten hebben op toenaderingsgedrag van ratten.
Om toenadering te bestuderen is gebruik gemaakt wvan een

kruisvormige woonkooi.

In hoofdstuk 3 is deze woonkooi beschreven. In de

kruisvermige woonkooi heeft het loopdier vri] toegang, via korte
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gangetjes, tot wvier elndkooitjes. Boven twee van deze
eindkooitjes (B en D) bevindt =zich een kooitje met een
stimulusdier. Het loopdier kan in de nabijheid wvan  deze
stimulusdieren toeven, terwi]l hij het stimulusdier kan horen,
zien en ruiken. De gazen scheiding tussen het stimulusdier en
het loopdier zorgt ervoor dat lichamelijk contact slechts beperkt
mogelijk is. Het tijdstip en de tijdsduur van ieder bezoek aan
een eindkooitje worden deoor fotodetectoren geregisteerd. Hieruit
kan het aantal excursies naar en de verblijfsduur in een
eindkooitje gedurende een bepaalde periode (bijvoorbeeld een
etmaal of een nacht) berekend worden. Een langer verblijf in de
nabijheid wvan é&én wvan de twee stimulusdieren wordt opgevat als
een (partner)voorkeur voor dit stimulusdier.

Als proefdieren werden seksueel onervaren ratten gebruikt.
Steeds werden mannelijke ratten als loopdier gebruikt met
uitzondering wvan de experimenten die in hoofdstuk 8 zijn
beschreven. Als stimulusdieren werden vrouwelijke ratten
gebruikt. Alleen bij de experimenten beschreven in hoofdstuk 11
verbleef in één stimuluskooitje een mannelilke rat met in het
andere stimuluskoocit]e een vrouwtje.

In de experimenten in dit proefschrift werden de omzwervingen
van het loopdier gedurende weken gevolgd. Gedurende de eerste
dagen van het verbli]f in de kruisvormige woonkooli maakten
mannelijke loopdieren vrij wveel excursies naar alle vier
eindkooitjes. In de loop van ongeveer tien dagen daalde dit
aantal excursies naar een constant laag niveau. Gedurende de
donkerperiocde (21.00 uur tot 7.00 uur) maakten de locpdieren meer
excursies dan gedurende de lichtperiode. Indien geen
stimulusdieren aanwezig waren in de koeoitjes op de eindkoocitjes B
en D, bezochten de mannetjes’ alle eindkocit]es met nagenceg
dezelfde frequentie. Echter, indien er in Dbeide kooitles
geovariectomeerde stimulusdieren aanwezig waren, werden die

eindkooitjes (B en D) frequenter bezocht dan de andere twee
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eindkooitjes, waar respectievelijk water (A) en veer (C) aanwezig
was.

De verblijfsduur van de mannetj]es in eindkeooitjes B en D werd
niet beinvlioed door de aanwezigheid wvan onbehandelde
gecvariectomeerde gstimulusvrouwtjes. Qok zonder deze
stimulusvrouwtjes brachten de mannetjes ongeveer 20 procent van
de tijd in zowel eindkoocitje B als eindkoocitje D door. Tussen de
verblijfsduren in eindkocitjes B en D was geen significant
verschil. Het eindkooitje waarop zich de waterfles bevend (A)
werd het langdurigst bezocht, terwijl het eindkooitje waar zich

het voer (C) bevond slechts zeer kort bezeocht werd.

In hoofdstuk 4 is het keuzegedrag van mannetjes onderzocht
wanneer 1in het ene kooitje een intact vrouwtje en in het andere
kooitje een geovariectomeerd vrouwtje verbleef. In de nachten
tussen prooestrus en oestrus -bepaald aan de hand wvan een
vaginaal wuitstrijkje- was de verblijfsduur bij het intacte
vrouwtje significant langer dan de verblijfsduur »ij haar
gedurende andere nachten van haar cyclus. De mannetjes brachten
gedurende de nachten van bronst meer dan 50 procent van hun tijd
bij het intacte vrouwtje door. De verblijfsduur bij het
geovariectomeerde dier was gedurende de nachten van bronst van
het intacte vrouwtje korter dan gedurende andere nachten.

Het aantal excursies naar beide vrouwtjes was gedurende de
tweede bronst van het intacte vrouwtje hoger dan gedurende andere
nachten. Tijdens de derde en vierde bronst maakten de mannetjes

alleen naar het bronstige vrouwtje meer excursies.

In hoofdstuk 5 is het effect van oestradiolbenzoaat en
progesteron toediening aan gecovariectomeerde stimulusvrouwtjes
beschreven. Mannelijke ratten vertoonden een voorkeur om in de
nabijheid te wverblijven van een geovariectomeerde rat die

kunstmatig in bronst was gebracht met oestradiclbenzoaat en
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progesteron. Indien een geovariectomeerd vrouwtje uitsluitend
met ocestradiolbenzoaat was behandeld vertoonden de mannetjes geen

voorkeur voor haar.

In hoofdstuk 6 1s het effect van castratie op de wvoorkeur van
mannelijke ratten voor bronstige vrouwtjes beschreven. Castratie
leidde niet onmiddellijk tot een verdwijnen van de voorkeur voor
het bronstige vrouwtje. De eerste en tweede maal dat het intacte
vrouwtje in bronst was -ongeveer 4 en 9 dagen na castratie-
vertoonden de gecastreerde mannetjes nog een voorkeur voor haar.
Gedurende de volgende nachten van bronst was van een dergelijke
voorkeur geen sprake meer. Opvallend was dat de mannetjes
onmiddellijk na castratie wel reeds korter bij het intacte
vrouwtje verbleven gedurende de nachten dat zij niet in bronst
was. Implantering van een hkunststof buisje met testosteron had
tot gevolg dat de verblijfsduur van de mannetjes bij het intacte
vrouwtje weer toenam. Ongeveer drie weken na implantering
vertoonden de gecastreerde mannetjes weer de speciale voorkeur
voor het intacte vrouwtje gedurende haar bronst.

Gecastreerde mannelijke ratten, die met oestradiol werden
behandeld, toonden wel een voorkeur vcor een bronstig vrouwtje,
terwijl met dihydrotestostercn behandelde gecastreerde ratten een

dergelijke voorkeur niet vertoonden.

In hoofdstuk 7 zijn experimenten beschreven waarin het effect
van verwijdering wvan de testes binnen 24 uur na de geboorte
(neonatale castratie) op de partnerkeuze in volwassenheid 1is
onderzocht. Neonataal gecastreerde mannelijke ratten, die op
volwassen leeftijd met testosteron of cestradiel werden
behandeld, vertoonden evenals intacte mannetjes een voorkeur voor
een bronstig vrouwtje. Met dihydrotestosteron behandelde
necnataal gecastreerde mannet]es toonden een dergelijke voorkeur

niet. Deze laatste mannetjes verbleven nauwelljhks in de
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nabijheid van de geovariectomeerde stimulusdieren, in
tegenstelling tot met dihydrotestosteron behandelde mannetjes,

die op volwassen leeftijd waren gecastreerd.

In hoofdstuk 8 is het keuzegedrag van geovariectomeerde
vrouwtjes onderzocht, terwijl andere geovariectomeerde vrouwtjes
als stimulusdieren dienden. Geovariectomeerde leoopdieren,
behandeld met oestradiolbenzoaat en progesteron, toonden geen
voorkeur <veoor een bronstig gtimulusdier. Toediening van
testosteron aan geovariectomeerde loopdieren had tot gevolg dat
zij wel een voorkeur wvertoonden om in de nabijheid wvan een
bronstige rat te verblijven. In tegenstelling tot gecastreerde
mannetjes, vertoonden geovariectomeerde vrouwtjes tijdens
cestradicl toediening géén voorkeur voor een bronstig vrouwtje.
Indien cestradiol en dihydrotestosteron te Zamen werden
toegediend aan deze geovariectomeerde loopdieren, wvertoonden zij

wél een voorkeur voor een bronstige seksegencot.

In hoofdstuk 9 zijn aan de hand wvan literatuurgegevens de
mogelijke signalen besproken die de aantrekkelijkheid van een
bronstige vrouwelijke rat bepalen. Uit de literatuurgegevens
komt naar voren dat geursignalen (feromonen) een belangrijke
¢communicatieve en regulerende rol spelen bij de voortplanting van
de rat. Op grond van het effect worden twee groepen feromonen
onderscheiden: gangmakende en seinende feromonen. Feromonen uit
de eerste groep hebben een effect op een neurcendocrien proces
(bijvoorbeeld regulatie van de =zwangerschap, lengte wvan de
ovari#le cyclus of begin van de puberteit). Seinende feromonen
kunnen een gedragsverandering  bewerkstelligen. Seksuele

lokstoffen behoren tot de groep seinende ferocmonen.

In hoofdstuk 10 zijn een =zantal mogelilke bronnen van

geursignalen die de aantrekkelijkhelid van een vrouwelijk rat
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bepalen, nader onderzocht. Allereerst is onderzocht of in de
kruiskool geursignalen een rol spelen. Door een breonstige rat
onder narcose te ©brengen werden alle andere communicatieve
prikkels uitgeschakeld. De mannet]es bleven een voorkeur houden
voor dit genarcotiseerde Dbronstige dier boven een wakker
niet-bronstig dier. Een wakker bronstig dier was evenwel
aantrekkelijker voor de mannetjes dan een genarcotiseerd bronstig
dier.

In de literatuur wordt vermeld dat de preputiaalklieren wvan
de rat een belangrijke bron van seksuele lokstoffen =zijn.
Preputiaalklieren =zijn gespecialiseerde talgklieren die wvlak
boven de symphysis pubis liggen. De afvoerbuizen van deze
klieren menden vlak naast de meatus urethrae uit. Echter, in
experimenten in de kruisvormige woonkooi had verwijdering van de
preputiaalklieren blj het bronstige stimulusvrouwtje geen effect
op haar aantrekkelijkheid: mannelijke ratten mazkten geen
onderscheid tussen  bronstige vrouwtjes met of zonder
preputiaalklieren.

Chirurgische sluiting wvan de vagina  belinvloedde de
aantrekkelijkheid van een bronstig stimulusdier niet.
Daarentegen verbleven de mannet]es korter bi] een bronstig
vrouwtje waarvan de vulva en vagina dagelijks met een
antibiotica-oplossing behandeld werd. Op grond van deze laatste
bevinding werd geconcludeerd dat de vaginale en vulvaire
bacterig&le flora een bijdrage leveren aan de produktie wvan

seksuele lokstoffen gedurende de bronst van een rat.

In hoofdstuk 11 1s onderzocht of mannelijke ratten
gecastreerde dieren aantrekkelijk wvinden, wanneer deze mnmet
oestradiolbenzoaat en progesteron behandeld worden. Het hleek
mogelijk om op deze wijze bi] op volwassen leeftijd gecastreerde
ratten aantrekkelijkheid te induceren, zi] het in minder mate dan

bij geovarlectomeerde vrouwt]es. Neonataal gecastreerde
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mannetjes daarentegen -0p volwassen leeftijd met
oestradiclbenzoaat en  progesteron  behandeld- waren even
aantrekkelijk als op dezelfde wijze behandelde geovariectomeerde
vrouwt]es.

De resultaten van de experimenten uit dit proefschrift zijn
als wvolgt samen te wvatten. Testostercn activeert Dij een
mannelijke rat de voorkeur voor een bronstige vrouwelijke rat.
Cestradiol heeft eenzelfde effect als testosteron, terwijl
dihydrotestosteron ineffectief is. In de neonatale periode vinde
er geen "organisatie®™ wvan dit keuzegedrag plaats: zowel
geovariectomeerde vrouwtjes als neonataal gecastreerde mannetjes
vertonen op volwassen leeftijd een voorkeur voor een bronstig
vrouwtje, mits =zij met testosteron of oestradicl ©behandeld
worden.

De aantrekkelijkheld van een rat wordt geactiveerd door een
synergistische werking van oestradiol en progesteron.
Aanwezigheid wvan testes 1in de neonatale periode heeft een
negatieve invloed op de aantrekkelijkheid op volwassen leeftijd.

De aantrekkelijkheid van bronstige ratten wordt mede bepaald
door geursignalen. Er zijn aanwijzingen dat de bacteridle
vaginale en vulvaire flora een rol kunnen spelen bij de produktie
van deze  geursignalen. Een -op -grond van de literatuur
veronderstelde- rel van de preputiaalklieren 1in deze produktie

kon niet worden aangetoond.
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HOOFDSTUK 13

HORMONES AND PARTNER PREFERENCE IN THE RAT

SUMMARY

This thesis is concerned with aspects of the approcach of a
male rat <to an ocestrous female rat under laboratory conditions.
The approach of a male to an oestrous female 1is an early
behaviour in a 1long sequence of behaviours which results in

copulation.

Chapter 2 is a review of the literature concerning gonadal
hormones and sexual hehaviour. A female rat is in heat, cestrus,
once every 4 or 5 days. One of +the c¢haracteristic %behaviours
during heat 1s lordosis of the female in response to attempts to
mount by the male rat. This lordosis allows intromissions and
ejaculation by the male. When a female rat has been
ovariectomized she will no longer come in heat naturally. It is
possible to induce heat artificially in an ovariectomized female
by means of subcutaneous injections with oestradiol benzoate and
progesterone.

Castration of a male rat is followed by a gradual decline of
mating activity over a couple of weeks or even months.
Ejaculation is the first behaviour to dissappear, followed some
time later by intromission. Mounting behavicur disappears more
slowly. Administration of testosterone to a castrated male rat
restores all components of mating behaviour in the course of a
few weeks.

Administration of dihydrotestostercne to castrated rats
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restores some of the effects of castration, such as the weight
loss of +the ventral prostate and the seminal vesicles and
anatomical changes of <the penis. In most strains of rats
dihydrotestosterone only partially restores the effects of
castration on mating behaviour. On the other hand, cestradiol
partially reverses the behavioural effects, while it does not
restore most of the somatic effects of castration.
Administration of both these metabolites of testosterone totally
reverses the effects of castration on mating behaviour;
castrated rats thus =~ treated show mating behaviour
indistinguishable from that of intact males.

It is known that under certain circumstances a female rat may
show mounting, intromission and ejaculation behaviour. In
adulthood testosterone has an activating effect. During the
perinatal period it has an organizing effect. A rat exposed to
testosterone perinatally will subsequently display mounting,
intromission and ejaculation behaviour in response to
testosterone in adulthood more freguently than a rat which has
not been exposed to testosterone during the neonatal period. In
the male rat the testes produce testosterone during the neonatal
perieod. Rats which have been exposed to testosterone during the
neonatal periecd will show less lordesis behaviour in adulthood
than rats which have not been exposed to testosterone during that
critical period (females or neonatally castrated male rats).
There 4ig evidence to suggest that this action of testosterone in
the neconatal pericd is mediated by aromatization of this hormone
to oestradiol.

The main theme of the experiments 1in this thesis is: de
these hormones that are known to influence mating behaviour also
influence the approach behaviour between twe rats. An artificial
habitat with the shape of a Greek cross {a plus-maze) was used to

study the approach hehaviour between two rats.
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In chapter 3 this residential plus-maze is described. From a
central box the resident rat had free access to four terminal
boxes, through narrow 30 ¢m long arms. Two of these terminal
boxes (B and D) were provided with small cages on the tep. In
these top-cages stimulus animals could be housed. The resident
rat could see, hear and smell these stimulus animals, but close
bodily contact was prevented by the wire-mesh Dbottom of these
top-cages. The time and duration of each visit to a terminal box
were recorded through photoelectric cells. The number of
excursions and the total time spent in each terminal box during a
defined periecd (e.g. during 24-hours or a dark-period) could be
calculated. A longer stay in the neighbourhoed of one of the twe
stimulus animals has been interpreted as a choice of or
preference for this companion.

In all the experiments sexually naive adult male rats were
used as resident animals, except in the experiments described in
chapter 8 in which females rats were used. Adult female rats
were used as stimulus animals. However, in the experiments which
are described in chapter 11 a male rat was housed in one of the

top-cages while the other top-cage housed a female rat.

In various experiments the whereabouts of the resident rat
were monitored during several weeks. During the first few days
of the stay in the plus-maze male residents made many excursions
to all four terminal boxes. ' After ten days the total number of
excursions had decreased to a constant low level. More
excursions were made during the dark-period (21.00 h-7.00 h) than
during the light-period. All terminal boxes were visited with
the same frequency when the cages on top of terminal boxes B and
D were empty. However, when two ovariectomized females were
present in the top-cages the resident male rats made more
excursions to these terminal boxes (B and D)} than to terminal

boxes A and C in vhich water and food were available.

209



The total time spent in terminal boxes B and D was not
influenced by the presence of untreated ovariectomized female
rats in the fop—cages. The regident male rats spent about 20
percent of the time in each of +the terminal boxes B and D,
irrespective of the presence or absence of ovariectomized females

in the top-cages.

In chaﬁter 4 results are described of an investigation inte
the preference of sexually naive male rats when one top-cage
housed an intact female and the other an ovariectomized female.
The stage of the cestrous c¢ycle of the intact female rat was
determined by daily examination of vaginal smears. During the
night between prooestrus and ocestrus the male rats spent more
time near the intac¢t female rat than during other nights. During
this particular night the male rats spent more than 50 percent of
the time near the oestrous female, while they spent less time
near the ovariectomized female rat than during other nights.:

During the second night of cestrus of the intact female rat
the males made more excursions to both females than during other
nights. During the third and fourth night of ocestrus the males

made only more excursions to the cestrous female.

In chapter 5 effects are described of the administration of
oestradiol benzoate and progesterone to one ovariectomized female
stimulus rat while a second ovariectomized stimulus rat received
no such treatment. Male rats preferred the company of an
ovariectomized female rat which had been brought into heat
artificially with a combination of oestradicl benzoate and
progesterone. When the ovariectomized female rat was treated
with oestradiol benzoate alone the male rats did not show such a

preference.
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In chapter 6 the effects are reported of castration of
resident male rats on their preference for an intact oestrous
female rat; Castration was not immediately followed by a
disappearance of the preference. During the first and second
time that the intact female was in heat -about 4 and 9 days after
castration of the males- the latter stlll showed a preference to
stay in her neighbourhood. However, during the following nights
of oestrus this preference was no longer apﬁarent. Immediately
from the time of castration the male rats spent less time near
the intact female during other nights of her cestrous cycle than
they did before cagtration. Contrariwvise, subcutaneocus
implantation of a silastic tube filled with testosterone
immediately resulted in an increase in the time which the male
rats spent near the intact female rat, while it took about 3
weeks before the special interest for the night of heat was
displayed again.

Castrated male rate which were treated with oestradiol showed
a preference for an cestrous female, while dihydrotestoesterone

treated castrated males did not.

In chapter 7 experiments are described in which the effect of
castration within 24 hours after birth on partner choice in
adulthood was investigated. Necnatally c¢astrated male rats,
which were treated in adulthood with testosterone or oestradiol
showed a preference for an oestrous female rat, as did intact
males. Dihydrotestosterone treated neonatally castrated male
rats did not show such a preference. These latter animals hardly
spent any time in the neighbourhoed of the stimulus females, in
contrast with dihydrotestosterone treated males castrated in
adulthood. ‘

In chapter & experiments are described in which an

ovariectomized female was the resident animal, while other
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ovariectomized females served - as stimulus animals.
Ovariectomized resident females which were treated with
oestradiol benzoate and progesterone, did not show a preference
for an cestrous female rat. Administration of testosterone to
ovariectomized resident animals resulted in a preference for the
ocestrous female rat. In contrast with castrated male rats,
ovariectomized females bearing a silastic ocestradiel implant did
not show a preference for an oestrous female. However, when
oestradiol and dihydrotestosterone were administered together (by
means of implants) ovariectomized females did stay longer in the
nelghbourhood cof a female during the night of heat than during
other nights.

In chapter 9 +the possible signals which determine the
attractivity of an oestrous female rat are discussed on the basis
of literature data. These data suggest that olfactory signals
(pheromones} play an important rele in the communication between
rats and the regulation of reproduction. On the basis of their
effect, phercmones can be divided into two groups: releasing
pheromeones and signalling pheromones. Pheromones of +the first
group have an effect on a neurcendocrine process (e.g.
controlling the maintenance of pregnancy, the length of the
cestrous cycle and the onset of puberty). Signalling pheromones
may elicit a behaviour. Sex attractants belong tc the group of

signalling pheromones.

In chapter 10 the results are reported of experiments on a
number of ©possible sources of olfactory signals which determine
female attractivity. First, it was investigated whether or not
olfactory signals play a role in partner choice in the plus-maze.
By narcotizing an cestrous female all communication signals were
eliminated except olfactory ones. Male rats still showed a

preference for +this narcotized oestrous female. However, =a
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conscious oestrous female appeared to be more attractive than a
narcotized one. Data from the literature suggest  that the
preputial glands of the rat are an important source of sex
attractants. Preputial glands are a pair of . specizalized
sebaceous glands situated along the midline just above the
symphysis pubis. In the experiments in the plus-maze the removal
of +the preputial glands had no effect on the attractivity of an
oestrous female; male rats did not discriminate between an
oestrous female without preputial glands and an cestrous female
with preputial glands.

Surgical closure of the vagina had no effect on the
attractivity of an cestrous female rat. However, male rats spent
less time near an oestrous female of which the wvagina and wvulva
were treated daily with a solution of antibiotics. It is
concluded that in the rat the bacterial flora of the wvagina and
vulva contributes <to the pro&uction of sex attractants during

oestrus.

In chapter 11 experiments are reported on the question
whether male rats become attracted to castrated male rats which
have been treated with oestradiol benzoate and progesterone. It
appeared that adultly castrated male rats were attractive, albeit
much 1less than oestrous females rats. However, neonatally
castrated male rats -treated in adulthocd with cestradiolbenzoate

and progesterone- were as attractive as oestrous females.

Finally, the results of the experiments reported 1n this
thesis can be summarized as follows. In the male rat
testosterone activates its preference for an cestrous female rat.
Oestradiol has the same effect as testosterome, while
dihydrotestosterone is ineffective. There is no organization of
this partner choice behaviour during the neonatal periocd by

hormones produced by the testes: ovariectomized females as well
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as neonatally castrated males showed a preference for an ocestrous
female, provided that they were treated (activated) with
testosterone or oestradiol in adulthood.

The attractivity of a rat is activated by <the synergistic
action of cestradiol and progesterone. The presence of testes in
the neomnatal period has a negative effect on the attractivity in
adulthoeod.

The attractivity of ocestrous rats is partially determined by
olfactory signals. Evidence suggests that the bacterial flora of
vagina and vulva has a function in the production of these
olfactory signals. The preputial glands were not found to be

involved.
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De directie van het Nederlands Instituut wvoor Preventieve
Gezondheidszorg/TNO stelde de huisdrukkerij beschikbaar voor de
vermenigvuldiging van dit proefschrift. De heren JN Kampenhout,
Jd wvan der Plas en JJ van der Z2Zwan droegen er zorg voor dat dit
proefschrift op tijd in deze vorm gereed was.

Frank Broere dank ik wvoor het kritisch doorlezen van eerdere
versies.

De steun die Monique me gegeven heeft bij het schrijven is
moeilijk onder woorden te Dbrengen. Zonder haar morele en
emotionele steun was dit proefechrift niet verschenen. Bovendien
heeft =zij alle versies -van zeer voorlopig tot biJna definitief-

doorgelezen en van commentaar voorzien.

Qosgtvoorne,
23 juli 1986
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De auteur van dit proefschrift werd geboren op 28 februari 1955
te ‘s-Hertogenbosch. Aan het st. Janslyceum aldaar werd in 1973
het diploma Gymnasium 8 behaald. In dat zelfde Jaar werd aan de
Erasmus Universiteit een aanvang gemazkt met de studie
Geneeskunde, die in 1980 werd afgesloten met het artsexamen.

Van oktober 1975 tot jJjuli 1978 was de auteur als
student assistent werkzaam bi] de afdeling Endocrinologie, Groei
en Veoortplanting. en van april 1976 tot april 1978 als student
assistent hij de afdeling Pathologische Anatomie II. Een deel
van de experimenten die in dit proefschrift beschreven =zijn
werden verricht 1in de periode van februari 1980 tot februari
1982, toen de auteur werkzaam was alsg wetenschappelijk assistent
bij de afdeling Endocrinologie, Groei en Voortplanting.

Van 1980 +tot 1985 was de auteur in dienst als
consultatiebureau-arts voor kleuters en zuigelingen bi] de
Stichting Samenwerkende Rotterdamse Kruisverenigingen en bij het
Groene Kruis te Den Haag.

Vanaf januari 1986 is de auteur werkzaam als wetenschappelijk
onderzoeker op de afdeling Neurofysiologie van het Nederlands
Ingtituut voor Preventieve Gezondheidszorg/TNO te Leiden.
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