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مکانیسم های سلولی ومولکولی تمایز جنسی در سیستم عصبی پستانداران

چکیده
دانشمندان علوم اعصاب به احتمال زیاد در سال های نزدیک به کشف تفاوت های جنسی جدید نائل می آیند که توسط موسسه بین الملی سلامت اولیه مشتمل بر هر دو جنس در مطالعات بالینی ایجاد شده است. این مقاله مروری دانش رایج مکانیسم سلولی و مولکولی با تاکید بر تفاوت های جنسی در سیستم عصبی پستانداران را بر پایه ی کارهای اولیه بر روی جوندگان خلاصه میکند. مکانیسم های سلولی شامل تولید نورون neurogenesis،  مهاجرت ، تمایز شیمیایی و ریخت شناسی فنوتیپ سلول و مرگ سلولی را آزمایش میکند. در سطح مولکولی، ما نقش های در حال تغییر برای اپی ژنتیک ، مکمل کروموزوم جنسی، سیستم ایمنی و مسیرهای تازه شناحته شده ی علامتدهی را بحث میکنیم. ما یافته های اخیر بر عملکرد محیط، همچنین مطالعات گسترده ی ژنوم با برخی نتایج متعجب کننده را مرور میکنیم که گاهی مارا مجبور میکند تا مدل های مورد استفاده از تمایز جنسی را دوباره مورد بررسی قرار دهیم. ما با اشاره به جهت گیری آینده ، شامل آگاهی افزایش یافته از سهم مهم بافت های بیرون از سیستم عصبی به تمایز مغز ، خاتمه میدهیم.
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1. مقدمه
موسسه ملی سلامت (NIH) در آمریکا اخیرا اعلام کرده است که منابع مالی پروپوزال ها بعد از 2016 باید شامل جنسیت یا جنس در طراحی های مطالعات باشد یا توضیح دهد که چرا نیست. وقتی تفاوت های جنسی جستجو می شدند ، آنها اغلب در می یافتند که ما احتمالا در ابتدای یادگیری درباره میزبانی جنسیت جدید  و تمایزهای جنسی در مغز هستیم.  پرده بر داشتن از مکانیسم های مورد نظر به یک پیشگام تبدیل شدند و این زمانی خوبی بود تا آزمایش کنیم که چه تحقیقاتی تا امروز به ما درباره تکامل تمایزهای جنسی نورون  و تغییرات عملکرد سلولی آموخته است.
NIH آغازین، در پاسخ به مشاهداتی آمد که تعداد مطالعات بی تناسب پیش بالینی، برای سال ها، تنها موضوعات جنس نر یا سلول های کشت شده جنس نامشخص را استفاده میکردند.  بیشتر از 70% مقالات تحقیقاتی پایه که در مجله ی کلیدی نوروساینس در سال های اخیر  چاپ شده اند، علیرغم وجود مدارک مورد توافق همه که تفاوت های مهم بین مغز ماده و نر وجود دارد، تنها نر ها یا موضوعاتی که جنسیت ان ها مطرح و مشخص نبود را استفاده میکردند.  اگر چه بیشترین تمایزهای مهم اغلب برای عملکرد های تولید مثلی مشاهده شده اند ، همچنین تمایز در سایر حوزه ها از قبیل شناخت، توازن انرژی، و مسئولیت تنش به خوبی تثبیت شده اند.  به علاوه، اثرات برخی از دستکاری ها تنها با جنسیت تغییر نمیکند، اما ممکن است به مغز فشار بیاورد و در جهت های متضاد در نر و ماده رفتار کند. 
چندین مطالعات مروری گذشته بر تمایز جنسی و رفتار مغز پستانداران در دسترس هستند. اینجا ما بر تمایزهای جنسی نورونی تمرکز میکنیم که مکانیسم های سلولی و مولکولی مربوط به تمایزش شناخته شده اند. ضرورتا بیشتر مدارکی که وجود دارد کارهایی برروی موش صحرایی یا موش هستند، به این دلیل که گونه های جوندگان بیشترین قابلیت مطالعه در سطح سلولی و مولکولی را دارند: هر جایی ممکن باشد ما نشان میدهیم که کجاها میتوان نتایج را به طور گسترده تعمیم داد.  ما تلاش میکنیم تا اطلاعات اولیه و پیشینه کاملی برای هر آنها یی که ممکن است در این رشته تازه کار باشند ارائه دهیم و همینطور بر جدیدترین یافته ها یا آنهایی که مکانیسم های جدید را نشان میدهند تاکید کنیم. 

1.1. عوامل تمایز جنسی
به طور کلی ، تمایز جنسیت می  تواند به سه عامل برهم کنش گر نسبت داده شود: گروموزوم جنسی، هورمون های غده جنسی و محیط. اگر چه، برخی تمایزات جنسی عصبی ، تحت اثر مستثیم ژن های کروموزوم های جنسی تکامل می یابند، در بیشتر موارد، اثرات کروموزوم های جنسی به طور غیر مستقیم ظاهر میشود و توسط هورمون هایی که توسط غده جنسی ها تولید می شود، میانجیگری میشود. تنها نرها کروموزوم Y را از پدر به ارث می برند و  منطقه ی تعیین جنسیت ژن Y با همکاری ژن های پایین دست، غده های جنسی جنینی "دوپتانسیله" bipotential را القا میکند تا به بیضه ها تکامل بیابند.  بیضه های جنینی شروع به ترشح تستوسترون در عرض چند روز پس از تمایز میکنند ( تقریبا روزهای جنینی 14 روز در موش، 16 در موش صحرایی و هفته 10 بارداری در انسان است) و تعداد روزها نشان میدهد که این هورمون یا متابولیت، مسئول مردانگی مغز و همچنین پیرامون است. 
تستوسترون می تواند از طریق گیرنده ی اندروژن عمل کند یا ممکن است به استروژن در سلول های هدف بوسیله ی آنزیم سیتوکروم P450 آروماتاز متصل شود و بعدا از طریق گیرنده های استروژن  عمل کند. تبدیل تستوسترون به استرادیول برای مردانگی کامل بسیاری از ویژگی های مغز در جوندگان لازم است در حالیکه، آندروژن نقش عمده در تمایز جنسیت مغز در پریمات ها را ایفا میکند. 
اثرات هورمون های غده ی جنسی استروئیدی به طور سنتی به سازمانی یا فعالسازی طبقه بندی شده اند. در سازمانی Organizational یا برنامه ریزی ، اثرات در معرض هورمون دوام می آورد: به طور مثال جایی که وجود هورمون در سال های اولیه زندگی، تغییرات پایدار و ماندگار ایجاد میکند. در فعالسازی (Activational) یا بحرانی  (acute) اثرات به حضور مداوم هورمون نیاز دارند. در بسیاری موارد، هر دو سازمانی و فعال سازی مورد نیاز هستند. در آزمایشات کلاسیک توسط Phonix et al. (1959) به عنوان مثال، در معرض قرار دادن تستوسترون در رحم خوکچه هندی ماده به طور مداوم رفتارهای جنسی زنانه را کاهش میدهد و رفتارهای جنسی مردانه را در سن بزرگسالی افزایش میدهد، اما تنها زمانی مشاهده میشود که رفتارهای خاص جنسیت توسط استروئیدهای مناسب در بزرگسالی فعال سازی شده باشند. بیشتر از 50 سال بعد بیشتر تحقیقات در این زمینه به سمت موشو موش صحرایی متمایل شد و پیشرفتهای بعدی در تاکید به تغییرات شیمیایی و تشریحی عصب ایجاد شد که با تمایزات رفتار هچنین مکانیسم های سلولی و مولکولی  که ممکن بود این اثرات را تاکید کند ، ارتباط داشت.


1.2. روش های جدیدتر به سوالات قدیمی
یک معما در ابتدای مطالعه تمایز جنسی مغز جوندگان وجود دارد: در حالیکه استروئیدها در گردش خون مادری میتوانند به جنین برسند، چرا همه جنین ها توسط استروژن مادری مردانه نمیشوند ؟ راه حل مطرح شده این است که آلفا فتوپروتئن (AFP) یک پروتئین باند شونده ی استروژن که به مقدار زیاد در پلاسما وجود دارد، استروژن پریفرال را جدا میکند و آنها را از رسیدن به مغز جلوگیری میکند.  مدرک دیگری، اگرچه پیشنهاد میکند که AFP ممکن است پروتئن حاملی باشد که استروژن را به مغز میرساند. این موضوع دوباره با مطالعه ی مغز و رفتار AFP موش آزمایش شده است. برای بیشتر تیمارها، AFP  موش ماده به طور قابل قبولی شبیه نرها هستند که این ایده را حمایت میکند که AFP  به طور نرمال جنین های ماده را از استروژن گردش خون مادری منع میکند. چندین استثنای جالب وجود دارد، تنظیمات رایحه و رنگپذیری وازوپرسین در مغز ماده نرمال باقی میماند که پیشنهاد میکند که در معرض قرار دادن استروژن در طول تکامل جنین برای مردانه شدن  در موش کافی نیست. اگرچه، AFP  در پلاسمای جنین پستانداران شامل هورمون ها حضور دارد به استروژن متصل نمیشود بنابراین محتمل نیست که مغز جنین را از حضور استروژن منع کند.  سایر پروتئن های متصل شونده ی استروئیدی ممکن است این نقش را ایفا کنند یا ممکن است اگر تمایز جنسی مغز و رفتارها در پستانداران به طور ابتدایی با اندروژن واسطه گری میشود، چنین ممانعتی مورد نیاز نباشد. 
سوال دومی مربوط به  ارتباط بین سطوح استروژن های غده ی جنسی در خون و در مغز است. ترشح تستوسترون  خیلی زود بعد از تمایز بیضه ها غاز میشود و موج دوم در زمان تولدرخ میدهد. اگر چه مقدار اندروژن و استروژن مغز ممکن نیست به سادگی مقدار پلاسما را منعکس کند. مطالعه اخیر ایزوتوپ ها مشخص کرد که مقدار اندروژن و استروژن با سن و سال و منطقه ی ژنی با الگوی پیچیده ای متغیر است، که ارتباطی با مقدار هورمون پریفرال ندارد و به راحتی با دانستن مقدار آروماتازها توضیح داده نمیشود. حتی جالبتر این که، حذف غده ی جنسی و آدرنالین موض صحرایی در روز تولد مقدار اندروژن یا استروژن مغز را در سه روز بعد تغییر نمیدهد. جواب این معما در خود مغز است که میتواند استروئیدها را به طور جدید سنتز کند. عملکردهای بسیار جدیدی برای تولید استروژن عصب در دهه اخیر کشف شده است، اما تئوری اصلی تمایز جنسی مغز هنوز این مفهوم را ثابت نکرده که این منطقه را اماده برای بررسی میسازد. 
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شکل1. رفتارهای جنسی ماده حدف شده اند و رفتار  جنسی نر در موش های مختل شده با آلفا فتوپروتئین Afp. (a,b) خارج قسمت لوردوز در سه آزمون متوالی Afp / ماده های نژاد CD1 (A)و میانگین شان (B). C و D فراوانی مانت به علاوه با فشار لگنی در سه آزمون متوالی C و میانگین شان D . در مقایسه با موش های طبیعی. تعداد حیوانات در هر گروه در قاعده نشان داده شده است.

2. پایه ی سلولی تمایز جنسی
در حالیکه قرار گرفتن در معرض هورمون تستوسترون در بارداری ، پریفرال را تمایز میدهد، اوج تستوسترون نوزادان بسیار نزدیک به تمایز جنسی مغز و رفتار در جوندگان است. در اصل استروژن غده ی جنسی میتواند تمایز جنسیتی را توسط تغییر دادن هر کدام از اتفاقات   بزرگ تکامل عصبی، موجب شود: نوروژنزیز، مهاجرت، تمایز فنوتیپ ها یا مرگ سلولی. اگر چه، اکثریت نوروژنز ها  و مهاجرت سلولی قبل از تولد کامل میشود که احتمال این که هورمون ها در این فرآیند تمایز مغز عمل کنند راکاهش میدهد. 
یک استثنا این است که بسیاری از عصب های هیپوکامپل پس از زایمان تولید میشوند و موضهای صحرایی نر تازه متولد شده دو برابر نرخ بالای تولد سلول در هیپوکامپل را نسبت به ماده ها دارند. نرخ ایجاد سلول هیپوکامپل در ماده ها میتواند توسط تیمار نوزادان با تستوسترون یا استرادیول در منطقه ی CA1  به سطح نرها افزایش پیدا کند و بسیاری از سلولهای تازه متولد شده به عصب تمایز بیابند، اگر چه،  تمایزات جنسی در اندازه ی هیپوکامپوس در بزرگسالان نامحسوس است بنابراین تمایز جنسی در تولید سلول جدید ممکن است  توسط تمایزات در نقص سلول در نقطه ی یکسانی در تکامل منحرف شود.
مدارک نقش مهاجرت در تمایز جنسیتی مغز از مطالعاتی می آید که میکروسکوپ فلورسنتی موجود زنده را برای مطالعه ی  حرکات سلول در کشت مغز جنین استفاده میکنند. به عنوان مثال، نورون ها در منطقه ی preoptic  / هیپوتالاموش قدامی (POA/AH) ماده موش 14 سریعتر و فراوانتر از نرها حرکت میکند. مدیریت استروژن ، میزان حرکت سلول های POA/AH را کاهش میدهد در حالیکه افزایش حرکت سلولها بیشتر در سمت شکمی محل یابی شده است. یک تفاوت جنسیتی در محل یابی نورون هایی که  استروژن گیرنده ی بتا (ERb) را در (AVPV) هیپوتالاموس موش صحرایی بیان میکنند  با این سلول هایی که در ماده بیشتر از نرها محل یابی شدند وجود دارد. این تفاوت جنسیتی با حذف غدهی جنسی نرها و تیمار ماده ها با استرادیول در مغز معکوس میشود که وابستگی غده ی جنسی نوزادان در معرض استروئید قرار گرفته را تایید میکند. 
اگرچه ، این مثال آخر معمای جالبی رو به وجود میآورد تفاوت جنسیتی در موقعیت سلول ERb ممکن است به دلیل تفاوت در مهاجرت سلول باشد. اما چنین تفاوت جنسیتی ممکن است همچنین به خاطر مرگ سلولی باشد (بخش 2.1) یا تمایز فنوتیپ (بخش 2.3) اگر به عنوان مثال، در آینده دور سلول ها در ماده ها بمیرند یا بیان ERb در نرها را القا کنند. تشخیص بین این احتمالات سرراست نیست و تا کنون تفاوت جنسیتی در مغز بزرگسالان وجود نداشت که به طور قطع با تمایز مهاجرت سلولی ارتباط داشته باشد. 
2.1. عملکرد مرگ سلولی
تکامل عصب در همه مهره داران همراه با مرگ سلولی گسترده است. در پستانداران ، بسیاری از عصب ها در ساعات اولیه بعد از تولدشان حذف می شوند در حالیکه هنوز در منطقه ی پرولیفراتیو proliferative  نزدیک بخش شکمی هستند، و موج دوم، معروف به " مرگ سلولی Postmitotic" هستند که حدود 50 % عصب هایی که مهاجرت کردند و شروع به ساختن ارتباط آکسونی کردند را حذف میکند. مرگ سلولی Postmitotic توسط اعضایی از پروتئین های خانواده ی  Bcl-2 و زمانی که با دوره بحرانی برای تمایز جنسیتی در جوندگان همپوشانی دارد، کنترل می شود. بر خلاف آن مدارک محدود نوروژنز یا مهاجرت، تعدادی از مطالعات ، عملکردی برای کنترل هورمونی مرگ سلولی در تکامل تفاوت های جنسیتی عصب را حمایت میکنند. 
در تعدادی از بهترین مطالعات تفاوت جنسیتی نورون، نرها دارای عصب های بیشتر از ماده هستند: شامل هسته نخاعی bulbocavernosus (SNB) ، هسته های مسئول bed nucleus انتهای خط (BNSTp) و هسته های جنسی دوشکلی منطقه ی preoptic هیپوتالاموس (SDN-POA) هستند. اگر چه، عمدتا بر موش صحرایی و موش مطالعه شده است، هر کدام از این گروه ها هسته های هومولوگ دارند (با تفاوت های جنسیتی مشابه نر) در سایر پستانداران شامل انسان ها و برای گونه ای که استثنا بیان شده Holmes et al., 2009 را ببینید. 
نوزدان و پیش نوزادان موش صحرایی و موش از هر دو جنس تعداد مشابهی از سلولها در SNB، BNSTp و SDN-POA دارند، اما ماده ها سلول های مرده بیشتری حتی در نزدیک زمان تولد (SNB) یا در پایان هفته ی پس از زایمان (BNSTp,SDN-POA) postnatal نسبت به نرها دارند. در موشهایی که پروتئین موجب بقا Bcl-2 بیش از حد بیان شده، یا در آنهایی که BOX ژن مرگ حذف شده، تفاوت های جنسیتی در SNB و BNSTp کم یا حذف میشوند. موش های نوزاد ماده همچنین Bcl-2 را کاهش میدهند و بیان BOX در SDN-POA را در مقایسه با نرها افزایش میدهند و تیمار استرادیول  ماده ها در 5 روز بعد از تولد این تفاوت ها در بیان را جلوگیری میکند. 
تفاوت های جنسیتی در SNB، BNSTp و SDN-POA میتواند با تیمار موش های صحرایی یا موش ماده با تستوسترون در حول و حوش زمان تولد، با متابولیت های اندروژن تستوسترون که برای مردانگی SNB لازم هستند و متابولیت های استروژن برای BNSTp و  SDN-POA حذف شوند. بنابراین، سرکوب هورمونی مرگ سلول توسط متابولیت های استروژنی و اندروژنی تستوسترون زمینه ی مردانگی همه تعداد سلول های SNB ، BNSTp و SDN-POA است. 
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شکل2. تعداد سلول در هسته های اصلی هسته بستر پایانه ی جسم مخطط  BNSTp نوع وحشی و موشی که Bax آن مختل شده است. (A) میکروگراف BNATp موش در یک بافتی که در تیونین قرار گرفته. (B) تعداد سلول در BNSTp در نرهای وحشی نسبت به ماده ها بیشتر است. حذف ژن Bax تعداد سلول در هر دو جنس را افزایش می دهد اما بیشتر در ماده ها نسبت به نرها. در نتیجه، تفاوت جنسی در Bax/ حذف شده است. تعداد حیوانات در هر گروه در قاعده مشخص شده است
2.1.1. محل فعالیت هورمون
اگرچه، تستوسترون و متابولیت های آن تعداد سلول ها در SNB ، BNSTp و SDN-POA را کنترل میکنند، به طور مستقیم بر روی این گروه از سلول ها عمل نمیکنند.  به عنوان مثال سلول های  SNBسطوح  بالای گیرنده های اندروژن را تا بعد از دوره نوزادی وقتی که هورمون ها بقا را کنترل میکنند،‌ بیان نمی کنند و اندروژن میتواند سلول های SNB را رها کند که خودشان هرگز گیرنده های عملکردی اندروژن را بیان نمیکنند.  SNB نورون های حرکتی مربوط به عضلات مخطط که با فالوس در ارتباطند را پی میدهد و این عضلات گیرنده های اندروژن پری ناتال را بیان میکنند.  این و سایر مدارک منجر به این پیشنهاد میشوند که اندروژن در عضلات با عواملی که بقای سلول SNB را افزایش میدهد، عمل میکند.
عضلات شامل انواع سلولی مختلفی هستند شامل myocyte میوسیت (سلولهای فیبری عضلات) سلول های ستاره ای و فیبرو بلاست ها. برای بررسی اینکه آیا عنلکرد اندروژن در میوسیت ها میتواند اثر بر بقای سلول SNB را توضیح دهد، Neil و همکارانش بیان گیرنده های اندروژن عملکردی موش های صحرایی را تنها در میوسیت ها و گیرنده های غیر فعال ، جهش یافته در همه سایر سلو ل های بدن اجرا کردند. تعداد نورون های حرکتی SNB اندازه ی ماهیچه هدف در این حیوانات شبیه ماده ها بود حتی بعد از اینکه نوزادان در معرض اندروژن قرار گرفتند. این مسئله پیشنهاد میکند که عملکرد اندروژن در فیبرهای ماهیچه به تنهایی برای نجات دادن سیستم عصبی ماهیچه ای SNB کافی نیست. سایر سلول های بافت ماهیچه ممکن است مهم باشند یا اندروژن ممکن است در مکان های چندگانه داخل یا بیرون ماهیچه عمل کند.
مهم است که حتی برای SNB جایی که "مکان عمل سوال" مشتاقانه مشخص شده است، ما هنوز نمی دانیم که دقیقا کجا تستوسترون برای کنترل بقای عصب عمل میکند. برای BNSTp و  sdn-poa  محل عمل هورمون برای کنترل بقای سلولی به طور قطع شناخته نشده اگر چه گیرنده های نزدیک (گیرنده های استروژن) در این گروه سلولی بیان شده اند. 
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شکل 3. تعریف هسته های طناب عصبی bulbocavernosus (SNB) تعدا نروون های حرکتی در نوع وحشی بزرگسال WT و جهش یافته های گیرنده ی آندروژن موش های صحرایی نر با و بدون ژن منتقل شونده که بیان گیرنده ی عملکردی آندروژن  را تنها به سلول های ماهیچه ی اسکلتی محدود میکند. نورون های حرکتی SNB در نرهای WT پر تعدادتر نسبت به ماده های AT هستند و اثری از ترانس ژن وجود ندارد. حروف مختلف کنار مقیاس تفاوت های قابل توجهی بین گروه ها نشان میدهد.
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شکل 4. تعداد نهایی سلول و تعداد فنوتیپ های شناخته شده در هسته اطراف بطن anteroventral (AVPV) موش های نوع وحشی Bax و مختل شده های bax (A). تعداد نهایی سلول توسط شمارش سلول ها در یک لکه تیونین. (B)  تعداد سلول های دوپامینرژیک شناخته شده توسط تیروزین هیدروکسیلاز رنگ پذیر (TH-ir) . (C) تعداد سلولهایی که کیسپپتین را بیان میکنند که توسط هیبریداسیون تعیین شده است. تعداد سلول در ماده های نوع وحشی نسبت به نرهای نوع وحشی در هر مورد بیشتر بود. حذف Bax تفاوت جنسی در همه سلولها را حذف میکند، اما بر تعداد سلول های کیسپپتین اثری ندارد. D) میکروگراف بخش های AVPV برای حذف mRNA کیسپپتین توسط هیبریداسیون عمل میکند.

2.1.2. مکانیسم مولکولی جدید در تنظیم هورمون مرگ سلولی
AVPV یک گروه کوچک هستند که در بالاترین قسمت شکمی سوم قرار گرفته اند که موج هورمونی جسم زرد که برای تخمک گزاری لازم است، را کنترل میکنند.  بر خلاف آن SNB ، BNSTp و SDN-POA ، AVPV بزرگتر اند و شامل سلول های بیشتر در موش های صحرایی و موش های ماده نسبت به نرها هستند. با این حال، تنظیم هورمونی، Bax وابسته به مرگ سلولی، در تفاوت جنستی دخیلند زیرا استرادیول مرگ سلولی، تنظیم Bax بالادست و پروتئن  Bcl-2 پایین دست در بیان AVPV موش صحرایی ماده نوزاد را افزایش میدهد. به علاوه، تفاوت های جنسیتی در همه سلول های AVPV در موش های با بیان بیش از حد  Bax و  Bcl-2 ممانعت میشوند. بنابراین، تفاوت AVPV به نظر می رسد که به القای استروژنیک آپوپتوز بستگی دارد. 
برای کشف جزییات بیشتر در مکانیسم های مولکولی که زمینه ساز تفاوت جنسیتی میشوند در مرگ سلولی AVPV میشوند Peterson و همکارانش میکرواری هدف اپوپتزیز targeted apoptosis microarrays و آنالیز همه ترانسکریپتوم ها را استفاده کرد. میکرواری microarrays  مسیری را نشان داد که برای کنترل مرگ سلولی در سیستم ایمنی به عنوان فعالیت مخصوص جنسیت در AVPV موش های صحرایی مهم است: گیرندهی 2 عامل نکروز تومور a (TNFaR2) / عامل هسته ای افزایش دهنده ی زنجیره ی سبک کاپا مربوط به سلول های B فعال شده (NFxB) مسیر نجات سلول در AVPV نوزادان ماده فعالتر است زیرا یک ممانعت کننده این مسیر در نرها به شدت بیان می شود. در آنالیز ترانسکریپتوم ها ، آنها دریافتند که بیان بیش از حد ژن سه بار تکرار CUG ، پروتئین 2 متصل شونده به RNA (Cugbp2) در AVPV  موشهای صحرایی نر تازه متولد شده و بیان این ژن در AVPV  ماده های تازه متولد شده 18 هفته بعد از تیمار استرادیول افزایش یافت. همانطور که Cugbp2 در افزایش مرگ سلولی در سایر سیستم ها دخیل است، این ممکن است بخشی از مکانیسم مولکولی مسئول برای محرومیت از ویژگی های زنانه AVPV   در نرها باشد. بنابراین، در حالیکه ارتباط آبشاری تستوسترون ( با یک متابولیت استروژنیک) به مرگ سلولی برای هر منطقه ی نورونی شناخته نشده است، کار در AVPV   ما را به هدف نزدیک میکند. 

2.2. تولید سلول بعد از زندگی پرینتال
عصب های جدید به تولید خودشان در برخی مناطق مغز پس از دوره پریناتال ادامه می دهند و  تولید سلول های گلیال در تمام طول زندگی رخ میدهد. به علاوه سلول های جدید همانطور که توسط الحاق مارکر تولد سلول، بروموداکسی یوریدین  (BrdU) اندازه گیری شده اند، در SDN-POA, AVPV و آمیگدال میانی موش بزرگسال گزارش شده است. اگر چه برخی سلول های نشانه گذاری شده با BrdU ممکن است تغییر سلول های گلیا یا اندوتلیال را ، با داشتن نشانه NeuN ( یک نشانگر نورون های بالغ) نشان دهند. این به چالش میکشد  این اصول را که تولید نورون یک اتفاق پریناتال در هیپوتالاموس و آمیگدال هست. معلوم نیست که این ویژگی ها منحصر به بزرگسالی باشد، زیرا سایر سن ها بررسی نشده اند. تفاوت های جنسیتی در همه سلولهای نشانه گذاری شده با Brd-U در هر منطقه ، تفاوتهای جنسیتی در همه مناطق مقطعی هر هسته را بازتاب میکند. بنابراین، تعداد سلولهای جدید در واحد سطح در SDN-POA, AVPV و MeA به نظر در هر دو جنسیت یکسان است، و پیشنهاد میکند که سلول های جدید ممکن است بیشتر تفاوت های جنسیتی را نگه دارند تا انها را تولید کنند. با این حال، اختلال در "تاخیر" تولید سلول می تواند عملکردهای دوگانه جنسیت را تحت تاثیر قرار دهد. 

2.3. تمایز فنوتیپ ها 
تمایز فنوتیپ زمینه های بسیاری را پوشش می دهد و میتواند به تمایز شیمیایی عصب (بیان نوروترانسمیترها، پپتیدها یا گیرنده های هورمون ها) یا ریخت شناسی ( اندازه ی بخش سوماتیکی، پیچیدگی دندریت، تعداد و نوع سیناپس ها) برگردد. بسیاری از تفاوت های جنسیتی در سیستم عصبی ، مثال هایی از تمایز فنوتیپی هستند اگرچه این واژه به صراحت توسط مولفهایی که تفاوت های را کشف کردند و توضیح دادند ، استفاده نمیشود.

2.3.1. فنوتیپ شیمیایی عصب
ممکن است دشواری تعیین اینکه آیا تفاوت جنسیتی به دلیل تمایز فنوتیپ شیمیای عصب هست یا نه، تعجب آور باشد. به عنوان مثال ، نورون هایی که neuropeptide vasopressin را در BNST نر ها بیان میکنند بیشتر از ماده ها هستند در بسیاری از گونه های مهره داران و در موش صحرایی، برنامه ریزی پریناتال توسط استروئیدهای غده ی جنسی یک عاملی است که تعداد سلول های BNST با توانایی بیان وازوپرسین را تعیین میکند. این اثر هورمون ها ممکن است به دلیل تمایز شیمیایی عصب  ها باشد (به عنوان مثال اگر تستوسترون موجب شود سلول های موجود سرنوشت وازوپرسین را انجام دهند) اما متناوبا میتواند منجر به مرگ سلولی شود ( به طور مثال اگر تستوسترون بقای نورون های احتمالی وازوپرسین را افزایش دهد) مشکل مشابهی ایجاد میشود وقتی که تلاش میشود یکی از تفاوت های جنسیتی در تعدادی سلول های نمونه خاص توضیح داده شود. 
بیش از 20 سال پیش  تمایز فنوتیپ سلول ، به عنوان یک مکانیسم زمینه ساز برای تمایز جنسیتی نورون های وازوپرسین در BNST مطرح شد، اما نقشی برای مرگ سلولی نمی تواند ایفا کند. برای آزمودن این، ما تعدادی از نورون های وازوپرسین موش با بیان بیش از حد Bcl-2 و Bax را آزمایش کردیم. در هر دو سلول جهش یافته، تفاوت جنسی بدون تفاوت در مقدار در مقایسه با زاده های خواهری وحشی باقی ماند. اگر چه مرگ سلولی غیروابسته به Bcl-2 یا Bax توصیف شده اند، اما آن توصیف ها اینجا محتمل نیستند زیرا حذف ژن Bax ، 95% از مرگ سلولی طبیعی( نه آنهایی که با نمک و جراحت القا  میشوند)  را در سراسر مغز جلویی در حال توسعه ممانعت میکند. بنابراین ، محتمل نیست که مرگ سلولی در نرها و ماده ها ، آمادگی سلول هایی  که در BNST وازوپرسینرژیک میشوند را تعیین کند.
به طور مشابه، در POA ایمنی هیستو شیمیایی برای پروتئین متصل شونده ی کلسیم "کالبندین" calbindin یک گروه سلولی را تعریف کرد که در نرها بزرگتر هست و تصور میشود که SDN-POA موش با موش صحرایی برابر باشد. اگرچه، تفاوت جنسی در تعدادی از سلول های کالبیندین در SDN-POA موش کاملا در برابر حذف ژن Bax بی تاثیر است ، پیشنهاد میشود که این تفاوت میتواند بیشتر به علت تمایز فنوتیپ باشد تا مرگ سلولی. در AVPV ، ماده ها نسبت به نرها تعدادی بیشتری نورون های دوپامینورژیک و نورون هایی که کیسپپتین بیان میکنند دارند و این تفاوت های جنسیتی همچنین در موش هایی که Bax مختل شده دارند، بدون تغییر می ماند.
بنابراین، اگرچه، مرگ سلولی ممکن است مسئول تمایز جنسی همه سلول های BNST، SDN-POA و AVPV باشد، اما معلوم نیست که امادگی سلول ها یی که مارکرهای خاصی را بیان می کنند را مشخص کند. در طول تکامل، " تصمیم های"‌ فنوتیپ سلولی بر پایه ی بخش بزرگ اصلاحات اپی ژنتیک است که زیرواحدهای ژنوم که در سلول های مورد نظر رونویسی شده اند را تعیین میکند. تفاوت های جنسی در تعدادی از سلول هایی که وازویرسین در BNST، کالبیندین در SDN-POA و دوپامین یا کیسپپتین در AVPV را بیان میکنند، ممکن است به علت اصلاحات  اپی ژنتیکی باشد که توسط هورمونها کنترل میشود. (بخش 5 را ببینید)

2.3.2. فنوتیپ ریخت شناسی
تفاوت های جنسی در هر دو ریخت شناسی نورون و گلیال توصیف شده است که به علت در معرض استروئیدهای غده جنسی قرار گرفتن است.  در هسته خمیده هیپوتالاموس، به عنوان مثال، آستروسیت در موش های صحرایی ماده ریخت شناسی دوقطبی دارد اما در نرها بیشتر ستاره ای است. تیمار نوزادی ماده ها با تستوسترون یا استرادیول ، اما نه با اندروژن آروماتیک دهیدرو تستوسترون ریخت شناسی آستروسیت را مردانه میکند، و نشان میدهد که تفاوت جنسی به علت تاثیرات برنامه ریزی اندروژن است ژ. در این مورد، استروژن ها به نظر میرسد که به طور غیر مستقیم بر آستروسیت ها عمل میکنند بوسیله ی تنظیم بالادست GABA که توسط نورون های همسایه ترشح میشود. ممانعت از سنتز GABA در هسته های خمیده، اثرات میانجیگری استرادیول بر ریخت شناسی آستروسیت ها را ممانعت میکند در حالیکه مسئولیت گیرنده های GABAa آگونیست در دو روز اول زندگی ، ریخت شناسی آستروسیت ماده را مردانه میکند. 
سایر مثال ها از هسته های شکمی هیپوتالاموس (VMH) می آید که 25% در نر موش صحرایی نسبت به ماده بزرگتر است، به علت اندازه ی سوماتیک بزرگتر و طول نورون های دندریت در نرها. این تفاوت های جنسی که توسط دستکاری استروئیدهای غده ی جنسی حذف نمیشود، نشان میدهد که آنها در تکامل زود برنامه ریزی میشوند. اگرچه مکانیسم های سلولی و مولکولی مورد نظر مشخص نیستند. نورون ها در قاعده ی وسطی هیپوتالاموس  ( متشکل از VMH و ساختار های مجاور ) موش صحرایی نر همچنین یک برآمدگی دندریت 2 برابر بزرگتر دارد که در ماده ها تراکم بیشتری دارد، احتمالا تعداد زیادتری از جایگاهها برای ورود تحریکی را فراهم میکند. اینجا، مکانیسم بررسی شده است و تصور شده که استرادیول القا شده را درگیر میکند که گلوتامات را در نزدیک زمان تولد ترشح میکند. مخصوصا تیمار استرادیول ماده های تازه متولد شده ، فسفاتیدیلینوزیتول 3 کیناز در نورون های VMH را فعال میکند که به نوبه ی خود پروتیئن های به غشای پری سیناپتیک متصل میکند که سبب افزایش برون رانی( exocytosis) و ترشح گلوتامات میشود.  این اثرات که مستقل از سنتز پروتئین است، پیشنهاد می کند که این به علکرد های ژنومی گیرنده ی استروژن  بستگی ندارد.  فعالیت گیرنده ی گلوتامات در نورون postsynaptic سپس MAP کیناز را فعال میکند ، که نتیجه ی ان افزایش در تراکم برآمدگی ها و زائده ها و در spinophilin ، یک پروتئین به شدت غنی شده در برآمدگی های دندریت است.
POA موش صحرایی نشان می دهد که چه چیزی بر سطح به عنوان تفاوت جنسی بسیار مشابه، ظاهر میشود: تراکم بالای 2 برابر برآمدگی های دندریت، همانطور که توسط بیان پروتئین اسپینوفیلین (spinophilin) اندازه گیری شد. اینجا اگر چه، استرادیول نوزادی تفاوت جنسی ایجاد میکند، توسط تنظیم کننده های بالادست سیکلوکسیژناز -2 ، یک آنزیم مسئول برای سنتز PGE2. PGE2 سپس به گیرنده ی پروستانوئید در سلول های post synaptic متصل میشود که موجب افزایش Camp و فعال شدگی پروتئین کیناز A میشود. فسفریلاسیون زیرواحدهای گیرنده ی گلوتامات نوع AMPA و افزایش ورود گیرنده های گلوتامات در غشا را نتیجه میدهد.  اگرچه ، هنوز مستقیم نشان داده نشده، این ممکن است شکل و استواری برآمدگی های دندریت را القا کند. (شکل 5)
بنابراین، علی رغم مشابهت های سطحی، تفاوت های جنسی در ریختشناسی ممکن است شالوده ی سلولی و مولکولی بسیار دشوار وابسته  به منطقه ی مغز داشته باشد. حتی برای قسمت های مختلف ساقه  ی سلولی، مکانیسم زمینه ساز اثرگذاری هورمون  بر ریخت شناسی را می تواند تغییر دهد، همانطور که در سیستم عصبی ماهیچه SNB نشان داده شده است.  آندروژن ها هم اندازه SNB سوماتیک  و هم محور دندریت در موش صحرایی و موش را افزایش میدهند. اگر چه تعجب آور است که  هورمون در ماهیچه های هدف برای افزایش گسترش دندریت عمل میکند اما به طور مستقیم در نورون های حرکتی SNB برای کنترل سایز سوماتیک عمل میکند. 
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شکل 5. مکانیسم تغییرات ریخت شناسی القا شده با استرادیول در هیپوتالاموس موش صحرایی. A در هسته های خمیده (ARC) ، استرادیول بیان گلوتامیک اسید دکربوکسیلاز را افزایش میدهد، آنزیمی که برای تولید GABA مورد نیاز است. و آزاد شدن GABA را افزایش میدهد. این موجب افزایش پیچیدگی آستروسیت ها میشود.B)   ( در هسته های شکمی هیپوتالاموس (VMH) استرادیول آزاد شدن گلو تامات را از طریق کیناز PI3 افزایش میدهد که سبب افزایش در طول دندریت اولیه نورون های VMH پست سیناپتیک میشود. (C) در منطقه ی preoptic استرادیول بیان سیکلواکسیژناز 2 را افزایش میدهد، که تولید پروستاگلاندین 2 را هم در نورون و هم در گلیا افزایش میدهد (PGE2) تراکم برآمدگی دندریت بر نورون های پست سیناپتیک را افزایش میدهد. استرادیول ممکن است از طریق میکروگلیا عمل کند زیرا ممانعت از اثرات فعال سازی میکروگلیا بر تراکم برآمدگی دندریت ها را ممانعت میکند.

3. اثرات مستقل از غده ی جنسی کروموزوم های جنسی
تاکنون، دید غالب این بود که اگر چه کروموزومها تعین میکنند که کدام غده ی جنسی رشد کند، اما هورمون های غده ی جنسی سایر کارها را حتی تمایز جنسیتی که مرود توجه است را انجام میدهند. اکنون واضح است که ، اثرات مستقل از کروموزوم های جنسی بر مغز و رفتار وجود دارند.

3.1. مدل موشی ژنوتیپ چهار هسته ای (FCG)
مدل موشی FCG بر اساس اثرات کروموزوم جنسی مستقل از غده ی جنسی بر مغز و رفتار تعریف شده. در این مدل ژن تعیین کننده ی بیضه ،Sry از کروموزوم Y حذف شد و به جای آن اتوزوم (XY-Sry) گذاشته شد. با جفت گیری این نرها با ماده های نرمال ، زاده های XX با تخمدان یا بیضه و زاده های XY با تخمدان وبیضه تولید شده اند، که اجازه میدهد اثرات کروموزوم جنسی از اثرات غده ی جنسی جدا محسوب شود. اخطارهای این مدل این است که نرهای XX و ماده های XY زایا نیستند و هیچ وقت نمیتوان به طور کامل احتمال نامحسوس تفاوت در ترشح هورمون  توسط بیضه های   XX و XY ( یا تخمدان های XX و XY) را حذف کرد. اگر چه، تا کنون هیچ موردی گزارش نشده است. به علاوه، خود Sry بر روی مغز موش صحرایی اثرمیگذارد. 
نتایج مدل موشی FCG تایید میکند که بسیاری از بهترین مطالعات تفاوت های جنسیتی در سیستم عصبی به نوع غده ی جنسی بستگی دارد و به دخالت واضح کروموزوم جنسی مکمل بستگی  ندارد. اگرچه، نورون های میانه مغز به دست آمده از جنین های XY بیان بیشتر تیروزین هیدروکسیلاز - آنزیم محدود کنندهی موش صحرایی از تولید دوپامین- را نسبت به نورون های جنین XX نشان میدهد، بدون توجه به نوع غده ی جنسی. این یافته در موش صحرایی پیشنهاد میکند که تفاوت های جنسی در مغز میانی و  نورون های دوپامین دیانسفالیک در طول زندگی جنینی پیش از هر تفاوت جنسی در تستوسترون پلاسما ظاهر میشوند. در این مورد، اگرچه، ماده ها از نظر ژنتیکی مقدار بیشتری دوپامین، فعالیت TH و تعداد سلول های فعال ایمنی TH دارند. 
تفاوت های جنسی در عصب وازوپرسین از تیغه ی میانی همچنین تا حدودی به کروموزوم جنسی مکمل وابسته است زیرا موش FCG با یک کروموزوم Y وازوپرسین بشتری نسبت به موش XX دارد، فارغ از اینکه آیا آنها بیضه یا تخمدان دارند. شواهدی برای اثرات مستقل کروموزوم جنسی از غده ی جنسی  ، برای رفتارهای والدینی، خشونت، حساسیت درد، و رفتارهای اجتماعی یافته شده است. 
Seney و همکارانش اخیرا مدل FCG را برای بررسی اثرات غدهی جنسی و کروموزوم های جنسی بر تمایزهای جنسیِ رفتارهای افسردگی و اضطراب که توسط تنش مزمن القا میشود، استفاده کردند. تنها غده های جنسی بر روی رفتار افسردگی در موش های FCG تحت تنش اثر میگذارد. برای اضطراب، اگر چه، هر دو نوع غده جنسی و کروموزوم جنسی مشارکت میکنند و آنها اثرات متضاد اعمال میکنند: اما داشتن بیضه ها رفتارهای اضطرابی را افزایش میدهد (مستقل از کروموزوم جنسی)، اما داشتن یک ژنوتیپ XY اضطراب ر اکاهش میدهد (مستقل از نوع غده ی جنسی). این نتیجه ، پیشگویی De Vries، 2004  را تایید میکند که در برخی موارد، هورمون های غده ی جنسی در گردش خون عمل میکنند تا اثرات جنسی ژنتیک را کامل کنند. 
مثال دیگر از اثر متقابل پیچیده بین هورمون های غده جنسی و کروموزم های جنسی، از مطالعه ی اخیر کروموزوم جنسی در بیان آروماتاز می آید. نورون های هیپوتالاموس موش و موش صحرایی نر بیان آروماتاز بیشتر و فعالیت آروماتاز بیشتری نسبت به ماده ها دارند. زیرا از آنجا که این قبل از افزایش تستوسترون در دوران بارداری است، نقشی برای هورمون های غده ی جنسی غیرممکن به نظر میرسد. به راستی، با استفاده از مدل موشی FCG ، Cisternas و همکاران در 2015  یافتند که جنین های XY بیان آروماتاز بیشتری نسبت به جنین های XX در پایانه و منطقه ی آمیگدالوئید پیشین در E16 دارند، که مستقل از نوع غده ی جنسی است. زیرا سنتز آروماتاز برای بسیاری از اثرات تستوسترون بر تفاوت جنسی مغز لازم است، این مطلب پیشنهاد میکند که یک سناریو جایی که کروموزوم جنسی در هماهنگی با هورمون های غدهی جنسی کار میکند وجود دارد تا اثرات تستوسترون در برخی مناطق مغز را بالا ببرد. 
برای هیچ کدام از اثرات کروموزوم های جنسیِ مستقل از غده ی جنسی، داشتن ژن مسئول شناخته شده ذکر نشده است. کاندیداهای محتمل واضح شامل ژن های کروموزوم Y که در نرها بیان میشود یا ژن های دوبرابر شده ی X در ماده ها (مخصوصا آن یکی که از غیر فعال شدن رهایی پیدا کرده است) هستند. به روش دیگر Cox و همکارانش در 2015 اخیرا نشان دادند که موش با تنها یک یک کروموزوم X (X0, XY) بیان وازوپرسین بیشتری در آمیگدال دارد و کمتر از آنهایی که دو تا کروموزوم X (XX,XXY) دارند ، اشاره دارد به اینکه ژن های کروموزوم X مسئول این اثرات هستند. به دلیل اینکه کروموزوم X به طور نامتقارن به ارث رسیده است ( زاده های ماده X را از هر دو والد پدری و مادری دریافت میکنند، در حالیکه زاده های نر X را تنها از پدر دریافت میکنند) بیان نامساوی آلل مادری و پدری منابع محتمل تفاوت های جنسی نورونی هستند. 

3.2. تکامل در غیاب غده های جنسی
شواهد دیگری که برای اثرات کروموزوم های جنسی مستقل از غده جنسی وجود دارد از آنجا می آید که موش، ژن عامل استروئیدی 1 (SF1) را از دست میدهد، که نه تخمدان و نه بیضه شکل نمیگیرند. این موش ها فرصتی دارند که تکامل ژنتیکی نر و ماده را در غیاب هورمون های غده ی جنسی آزمایش کنند. همانطور که توسط دید سنتی تمایز جنسی وابسته به هورمون پیشگویی می شود، بسیاری از تفاوت های جنسی در بدن ، مغز، و رفتار در موش های که عامل SF1 مختل شده دارند حذف می شود، اگر چه، استثنائاتی وجود دارد. به عنوان مثال، یک تفاوت جنسی در نیتریک  اکسیداز نورونی در AVPV در مختل شده های SF1 پایدار می ماند، که نشان میدهد این تفاوت مستقل از غده ی جنسی است. محدودیت مدل مختل شده های SF1 این است که غده های آدرنال هم شکل نمی گیرند، و ناهنجاری های مغزی در مختل شده ها وجود دارد که احتمالا ارتباطی با حذف غده ی جنسی ندارد. 

4. نقش سیستم ایمنی
یک دهه ی پیش، سیستم ایمنی غیر محتمل بود که حتی در مرور مفهومی تمایز جنسی مغز مورد توجه قرار بگیرد. این مورد با تعدادی یافته جدید که نقش مهم سلول های ایمنی یا مولکول های علامت رسان ایمنی در تمایز جنسی مغز را مورد بررسی قرار نداده بود. در بحث فوق ما قبلا با دو مثال مواجهه هستیم. علامت رسانی TNFaR2/NFjB ، معمولا با مرگ سلولی در سیستم ایمنی همراه است، که در تمایز جنسی AVPV دخیل است (بخش 2.1.2) و PGE2 ، به طور معمول با تورم در قشر مغز همراه است که برای تمایز جنسی POA لازم است (بخش 2.3.2) همانطور که قبلا بحث کردیم، تفاوت های جنسی در پاسخ ایمنی قشر مغز ممکن است تفاوت هایی در مغز موجب میشود و یافته های بیشتر به نقش ضروری میکروگلیا ، سلول های ایمنی ذاتی مغز در تمایز جنسی اشاره دارد.

4.1. اثرات سیستم ایمنی قشر و حاشیه بر مغز 
نرها و ماده ها اغلب تفاوت هایی در فعال سازی ایمنی قشر به یک محرک دارند، که ماده ها عموما پاسخ بیشتری دارند. که ممکن است توضیح این باشد که چرا زن ها وقوع بیشتری از بیماری های خودایمنی دارند، شامل آنهایی که برمغز اثر میگذارند از قبیل مالتیپل اسکلروزیز (MS). موش ماده همچنین حساستر از نر در مدل MS جوندگان است (آنسفالومیلیت خود ایمنی تجربی) که توسط پروتئین پایه ای میلین تزریق شده و عوامل تقویت ایمنی نزدیک گره های لنفاوی حاشیه مغز القا شده است. در مرحله ی ابتدایی القا بیماری، موش نر تعداد کمتری سلول های ایمنی گره لنفاوی نسبت به ماده ها تولید میکند و سلول های واکنشگر کمتری که سیتوکیناز التهابی تولید میکند، حاصل میشود. حتی اگر لنفوسیت های T ماده ها در موش هر دو جنس تولید شود، نرها هنوز از شروع بیماری حفظ شده اند. بنابراین، حاشیه ی مغز نر و ماده موش کاملا متفاوت به بیماری یکسان پاسخ میدهند که نتیجه ی در معرض گذاشتن مغز به محرک های مختلف است. آستروئیدهای مغز نقش مهمی در هر دو مدل بیماری انسانی و موشی MS دارند، اما اثرات مستقل از غده جنسی مهم هم وجود دارند، همانطور که در مطالعاتی که ژنوتیپ چهار هسته ای موش ر ااستفاده کردند، نشان داده شده است (بخش 3). موش XX دوره بیماری شدیدتری در پاسخ به تزریق پروتئین میلینی  نسبت  به موش XY نشان میدهد، فارغ از نوع غده ی جنسی. اگرچه، وقتی که جنسیت سلول های ایمنی ثابت نگه داشته میشود ( سیستم ایمنی XX در حیوان XX یا XY) موش با سیستم عصبی XY  پاتولوژی شدیدتری نشان میدهد. این ممکن است به مشاهدات بالینی مربوط باشد که اگرچه MS در زن ها شایعتر است، مردها رشد بیماری سریعتری دارند. 

4.2. پاسخ ایمنی مغز
همانطور که سلول های مسئول سلامت ایمنی سیستم نورون های مرکزی، میکروگلیا به طور پیوسته پارانشیم را از هر اختلالی نجات میدهند وقتی فعال شدند، انتقال از ظاهر بسیار منشعب به آمیبی شکل و افزایش تولید مولکول های پیش-التهاب میدهند. آستروسیت ها هم علامت های پیش التهاب در پاسخ به یک جراحت یا چالش ایمنی تولید می کنند و در التهاب عصبی بسیاری از بیماری های عصبی دخیلند. 
مطالعات برروی جوندگان اخیرا تفاوت هایی در پاسخ  میکروگلیا و آستروسیت ها وابسته به اینکه از نر یا ماده کشت شده اند، نشان داده شده است. برای مثال، در پاسخ به لیپو پلی ساکارید (LPS) متشکل از سلولهای باکتری که پاسخ ایمنی قوی القا میکند، مقدار mRNA سیتوکیناز پیش التهابی در آستروسیت های مشتق شده از غشا مغزی نوزادان موش نر نسبت به ماده ها بالاتر است. علاوه بر آن پاسخ التهابی در گلیاهایی که از ماده های تازه متولد شده که با تستوسترون پروپیونات 24 ساعت قبل تیمار شده اند، مردانه است. معلوم نیست که این اثرات تستوسترون  پایداری دارند یا نه ، زیرا تاخیرات طولانی تر بعد از در معرض هورمون بودن آزمایش نشده است. در مطالعه ای شبیه این، میکروگلیا و آستروسیت های کشت شده از نوزادان موش صحرایی نر ، افزایش بیشتری در mRNA برای سیتوکیناز پیش التهابی IL-1b در پاسخ به چالش LPS در محیط زنده نسبت به گلیای ماده ها نشان داد. به علاوه، اثرات متضاد بکارگیری استرادیول بر گلیایی که از زاده های موش صحرایی نر در مقابل ماده کشت شده است: هورمون اثر ضد التهابی بر گلیای نرها تولید میکند اما اثر پیش التهابی بر گلیای ماده ها میگذارد. 
تفاوت در تعداد و ریختشناسی سلول ایمنی مغز هم گزارش شده است. پس از زایمان، بیشتر میکروگلیا آمیبی شکل یا تنومند هستند که یک حالت فعال را پیشنهاد میکند. تفاوت های جنسی در مجتمع سازی میکروگلیا در روز اول زندگی در موش های صحرایی گزارش شده است و با ماده هایی که گلیایی بیشتر و تعداد بیشتری میگروگلیایی آمیبی شکل و تنومند در برخی مناطق مغز دارند. این روند چهار روز دیرتر ، با تعداد زیادی از میکروگلیای سرتاسری و میکروگلیایی آمیبی شکل  و تنومند در نرها معکوس می شود. 30 امین روز پس از زایمان و در بزرگسالی، تفاوت جنسی دوباره با ماده های که میکروگلیای بیشتری دارند ، معکوس میشود مخصوصا آنهایی که فرآیند طولانی و ضخیم دارند. تفاوت های جنسیتی در بیان ژن میکروگلیا در غیاب هر فعال سازی ایمنی اگزوژن هم تنها در سومین روز پس از زایمان موش گزارش شده است . 
نقش این تغییر جهت تفاوت های جنسی در تعداد میکروگلیا، ظاهر و بیان ژن شناخته نشده است اما ممکن است به مردانه سازی POA ارتباط داشته باشد. همانطور که قبلا ذکر شد، موش های صحرایی نر برآمدگی های دندریت بیشتری بر نورون های POA دارند و این تفاوت های جنسی بر تولید PGE2 بستگی دارد (بخش 2.3.2)  نرها هم حدود 25%  تراکم بالاتر میکروگلیا و دوبرابر میگروگلیایی آمیبی شکل نسبت به ماده ها در POA نوزادی دارند. تولید PGE2 ، تراکم میکروگلیا و برآمدگی های دندریت در POA در پاسخ به استرادیول نوزادی افزایش می یابند. همکاری مدیریت ممانعت میکروگلیا ها، این اثرات استرادیول را متوقف میکند و مردانگی برخی رفتارهای جنسی نر را جلوگیری میکند، که پیشنهاد میکند که میکروگلیا برای مردانگی ظاهر و عملکرد POA ضروری است. 
میکروگلیا هم ممکن است نقشی در تفاوت های جنسی در برگسالی داشته باشد. آلودینا (درد مکانیکی حساسیت بالا) حاصل جراحت نورون های قشر مغز است که وابسته  به مسیر میکروگلیا در نرها اما یک مسیر T –سلول  در ماده ها است. در حمایت آن ، ممانعت کننده های گلیا به طور وابسته در غده ی جنسی نرهای سالم اما نه موش های ماده معکوس عمل میکنند. ممانعت میکروگلیا هیچ اثر طویلتری  در جلوگیری از آلودینا در نرها پس از اخته کردن ندارد که  نشان میدهد که تفاوت جنسی در عملکردهای میگروگلیا به آلودینایی که توسط شرایط دیگر ایجاد میشود، و شاید هم به اختلالات التهاب عصبی جزئی  از قبیل MS و بیماری آلزایمر، افسردگی و دردهای مزمن گسترش می یابد همه اینها در ماده ها رایج تراند تا در نرها.  

5. نقش اپی ژنتیک
تنظیم اپی ژنیک کنترل فعالیت ژن در میان تغییرات در ساختار کروماتین (DNA و پروتئن های مربوط به آن ) است. بر اساس این تعریف، کسی می تواند نزاع کند که عملکرد هورمون استروئئدی به طور روتین وقایع اپی ژنتیک کوچک را درگیر میکند. بعد از اتصال لیگاندهای مربوطه شان، گیرنده های استروئیدی، پروتیئن هایی با فعالیت اصلاح شده ی هیستونی را به کار می گیرد، اصلاح هیستون ها به بازکردن پیچش کروماتین در منطقه ی ژن های مسئول استروئید کمک میکند، رونویسی ژن افزایش می یابد. بر این اساس ممکن است پیشبینی شود که تفاوت های جنسی که با هورمون میانجیگری میشوند، نیازمند سیستم اپی ژنتیک هستند. اصلاحات اپی ژنتیک هم کاندیداهای خوبی برای هر نوع از حافظه های سلولی هستند از قبیل تغییرات طولانی مدت در بیان ژن که زمینه ساز تفاوت های جنسی در ظاهر و شیمیایی فنوتیپ سلولها است در پاسخ به در معرض هورمون های غده ی جنسی قرار گرفتن.
بهترین مطالعه ی اپی ژنتیک شامل متیلاسیون DNA ، استیلاسیون هیستون ها و متیلاسیون هیستون است. کارهای اخیر نشان داده است که هر کدام از دو برای تمایز جنسی مغز در طول تکامل لازم اند و بین مغزنر و ماده تفاوت وجود دارد (برای بحث کاملتر Forger, 2016  را ببینید) یکی از مطالعات اولیه، که تفاوت های جنسی را  در علائم اپی ژنتیک آزمایش کردند دریافت که موش های نر نوزاد استیلاسیون بیشتری نسبت به ماده ها بر باقی مانده لیزین 9 تا 14 هیستون 3 دارند و تریمتیلاسیون بیشتری بر لیزین 9 هیستون 3  در کورتکس (قشر) و هیپوکامپوس نوزادی دارند که تفاوت های جنسی در متیلاسیون DNA ژن های گیرنده ی استروئید می یابند، برخی از اینها میتواند با تیمار استرادیول ماده ها برعکس شود و بنابراین احتمالا به دلیل اثرات برنامه ریزی استروئیدهاست. در زیر ما مرور کردیم مطالعاتی که اثرات استیلاسیون هیستون دستکاری شده یا متیلاسیون DNA بر تکامل تفاوت جنسی را مطالعه کردند، همانطور آنهایی که برتفاوت های جنسی در توزیع علائم اپی ژنتیک مخصوص در امتداد ژنوم گزارش داده اند .

5.1. اثرات مکانیسم های اپی ژنتیک دستکاری شده
بهترین اصلاحات هیستونی شناخته شده، اضافه کردن کووالانسی گروه های استیل به دنباله ی هیستونی است که ساختار هیستونی را باز میکند و معمولا بیان ژن را افزایش میدهد. داستیلاز هیستون (HDACs)  گروههای استیل را برمیدارد و با سرکوب بیان ژن عموما مشارکت دارد. برای تعیین اینکه آیا تفاوت جنسی در تعداد و حجم BNSTp (بخش 2.1) استیلاسیون هیستون را نیاز دارد یا نه، ما تزریقات ممانعت کننده های استیلاز هیستونی زیرپوستی به موش در دو روز اول زندگی را انجام دادیم. حیوانات در از شیر گرفتن و آزمایشات مغزی از بین میرفتند. ما دریافتیم که ممانعت کننده های نوزادی HADC از مردانگی BNST در نرها و ماده های تیمار شده با تستوسترون جلوگیری میکند، در حالیکه هیچ اثری در کنترل ماده ها ندارد. در مطالعه ای با ساختار مشابه، مدیریت داخل بطن مغزی ممانعت کننده ی HDAC بر موش های صحرایی تازه متولد شده، رفتارهای جنسی مردانه را در بزرگسالی متوقف میکند. این مطالعات پیشنهاد میکند که استیلاسیون هیستون ها ( واینجا، احتمالا، سرکوب برخی ژن یا ژنها) برای مردانگی ظاهر BNST و رفتار جنسی در جوندگان لازم است. 
استیلاسیون DNA معمولا با سرکوب ژن مشارکت دارد و توسط خانواده ای از متیل ترانسفراز های DNA تسریع بخشیده شده است. همانطور که در بخش 2.3.2 تراکم برآمدگی دندریت در POA نرها نسبت به ماده ها و ماده هایی که در نوزادی با استرادیول تیمار شده اند، بیشتر است. Nugent و همکاران 2015 اخیرا اثر ممانعت کنندگی متیل ترانسفراز DNA در طول دور روز اول زندگی بر روی تراکم برآمدگی دندریت و رفتارهای جنسی نر در موش های صحرایی را آزمایش کردند. انسداد موقتی متیلاسیون DNA تراکم برآمدگی های دندریت در POA و رفتار جنسی نر در بزرگسالی ماده ها را افزایش میدهد در حالیکه در نرها اثر کمی دارد و  یا اثر ندارد. این پیشنهاد میکند که تکامل شبه نر در ماده ها توسط متیلاسیون ژن عموما سرکوب میشود. 

5.2. تفاوت های جنسی در علائم اپی ژنتیک در ژنوم
در روش دیگر، چندین گروه اخیرا درباره ی توزیع علائم اپی ژنتیک ژنوم در مغز نر ها و ماده ها گزارش  داده اند. Ghahramani و همکاران در سال 2014  تولید مثل کاهش یافته بی سولفیدی حاصل از آزمایش تفاوت های جنسی و اثرات نوزادی تستوسترون بر متیلوم DNA جسم مخطط و BNST/POA موش را بکار بردند. اگرچه کمتر از 100 ژن وقتی که مقایسه میکنیم نرها و ماده های کنترل را در 4 روز پس از زایمان متیله شدند ، اما 1000 ژن در بزرگسالی متیله شده اند. یک الگوی مشابه وقتی که ماده های کنترل و ماده های که علامت تزریق تستوسترون در روز تولد دارند، دیده شد. از آنجا که همه حیواناتی که در بزرگسالی کشته میشوند، پیش از بلوغ گنادکتومی شدند و کپسول های silastic یکسان که با تستوسترون پر شده اند، تفاوت های جنسی که در بزرگسالان دیده شده نمیتواند با اثرات استروئید های غده ی جنسی ارتباط داشته باشد اما به جای آن اثرات دیر هنگام نوزادانی که در معرض هورمون قرار گرفتند را بازتاب میکند. 
به علاوه، عدم تقارن جنسی قوی در توزیع ژن هایی با متیلاسیون متفاوت در نرها و ماده ها وجود دارد: تقریبا 90 % مناطق متیله شده در همه اتوزوم ها در نرها ( یا ماده هایی که با تستوسترون تیمار شده اند) بیشتر متیله شده اند.
دومین مطالعه ی گسترده ژنومی حدود 250 ژن در موش بزرگسال BNST/POA مرتبط با تفاوت جنسی در تری متیلاسیون هیستون 3 لیزین 4   (H3K4me3 اصلاحاتی که اغلب در رونویسی بخش آغازین مکان فعال ژن یافت می شود ) شناخته شد. ژن هایی که در این مطالعه یافت شدند یک انحراف جنسی هم نشان میدهند که حدود 70% آنها H3K4me3 بیشتری در ماده ها دارند. به علاوه، در هیچ مطالعهای ارتباط خوبی بین تفاوت های جنسی در اصلاحات اپی ژنتیک و بیان ژن وجود نداشت. بنابراین بر اساس این مطالعات، رونویسی ژن در نرها و ماده ها ، که ژن های کمی با بیان جنسی دوگانه ، حداقل در هموژنیته ی مناطق مغزی نامتناجس از قبیل هیپوتالاموس یا قشر حاشیه ای مغز نشان میدهند؛ را مقایسه میکنیم. پیامد مطالعات متیلاسیون DNA و H3K4me3 این است که حتی وقتی بیان ژن در نرها و ماده ها یکسان است، شالوده ی اپی ژنتیک این بیان ها ممکن است متفاوت باشد. 

5.3. کروموزوم های جنسی و اپی ژنتیک
تاکنون فراگیرترین تفاوت جنسی که اپی ژنتیک را درگیر میکند فرآیند غیر فعال شدن تصادفی X است. غیرفعال کردن یکی از کروموزم های X در همه سلول های ماده پستانداران رخ میدهد و در هیچ کدام از سلولهای نر رخ نمیدهد و از طریق اصلاحات اپی ژنتیک انبوه برای غیر فعال کردن کروموزوم رخ میدهد. هدف قابل قبول برای غیر فعال شدن کروموزم X این است که بیان ژن را به نرها مشابه کند با یکسان کردن مقدار ژن های X در ماده. اگرچه، حالت غیرفعال باید به طور مداوم حفظ شود و این یک تقاضای مداوم در عملکرد اپی ژنتیک در سلولهای XX است. دروزوفیلا کروموزوم X غیر فعال ندارد اما بخش های وسیعی از کروموزوم Y غیرفعال شده اند و این نشاندهنده ی بیان ژن های اتوزوم است، شاید بخاطر اینکه عوامل مکانیسم اپی ژنتیک ( به عنوان مثال آنزیم های که علائم غیرفعال سازی بر Y را انجام میدهند) در عرضه محدود اند. تاکنون، تفاوت های جنسی در بیان ژن اتوزوم به علت غیرفعال شدن کروموزم X در مغز پستانداران نشان داده نشده اند اما میتوانند به خوبی در آینده انجام شوند. 
اثر متقابل پیچیده که بین مکانیسم های اپی ژنتیک و کروموزوم های جنسی محتمل است توسط در نظر گرفتن ژن های 2 نسخه ای X نشان داده شده اند: Kdm5c, Kdm6a . هر دوی این ژنها از غیرفعال شدن در برخی بافتهای موش فرار میکنند و بیان بالاتری در مغز موشهای ماده نسبت به نر دارند. ژن هایی که غیرفعال سازی کروموزوم X را فراری میدهند اغلب با افزایش H3K4me3 ارتباط دارند و براستی هر دو Kdm5c, Kdm6a به داشتن مقدار زیادیH3K4me3 در BNST/POA ماده در مطالعاتی که در بالا ذکر شد ، شناخته شدهاند. شناخته شد که محصولات پروتئین این ژن ها متیلاسیون را تغییر میدهند. Kdm5c دمتیلاز لیزین است که گروه متیل را از لیزین موقعیت 4 دنباله ی هیستونی حذف میکند. Kdm6a به عبارت دیگر، فعال کننده ی رونویسی است که علائم سرکوب متیلاسیون هیستون در H3K27 را حذف میکند . بنابراین، این موردی است که یک علامت فعال سازی هیستون H3K4me3 و کروموزوم جنسی برای تولید تفاوت جنسی در بیان نورونی دو ژن ترکیب میشوند که پروتئینی که تولید میکند ممکن است متیلاسیون هیستونی را  با یک میزبان از ژن دیگر تغییر دهد.
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شکل 6. اثرات تیمار نوزادی با تستوسترون بر متیلاسیون DNA موش ماده. (A)  تعداد ژن ها که متیله میشوند به طور قابل توجهی بین ماده شاهد و ماده های تیمار شده با تستوسترون در روز پس از تولد متفاوت است. جسم مخطط و هسته های بستری پایانه ها/ مناطق preoptic هیپوتالاموس BNST/POA در روزهای پس از زایمان آزمایش شد. متیلاسیون DNA کمتر از 100 ژن بر PN4 اثر گذاشته و بسیاری بیشتر از آن در PN60 در مناطق مغزی هر دو اثر پذیرفتند. (B) درصد ژن هایی که متیلاسیون کم یا زیاد را در هر سن در هر منطقه ی مغز نشان میدهند، نمایش داده شده. در هر دو سن و در هر دو منطقه ی مغز. که اکثریت ژن ها با یک تفاوت در متیلاسیون هستند که  ماده ها بیشتر از PN0 که تستوسترون دریافت کرده اند متیله میشوند.

6. برهمکنش های محیط-مغز
یک محیط خارجی فردی می تواند همچنین نقش مهمی در تکامل تفاوت های جنسی نورونی ایفا کند. اگرچه، اثرات محیطی ممکن محدود شده اند اما اینجا ما سه مورد از برهمکنش های محیط – مغز که از دیدگاه متفاوت مطالعه شده اند را بیان میکنیم.  ما آزمایش کردیم که چگونه برهمکنش ها با گونه های یکسان میتوانند در تفاوت های جنسی در سیستم عصبی مشارکت کنند با استفاده از مثال ههایی از مراقبت مادری در موش های صحرایی (بخش 6.1) . ما بعد از آن مورد توجه قرار میدهیم که چگونه برهمکنش ها با سایر گونه ها ممکن است منجر به اثرات مخصوص جنسیت بر مغز و رفتار شود با توجه به اثرات فلور روده بر مغز (بخش 6.2)  در بالا بخش 4 ما دیدیم که پاسخ به چالش ایمنی میتواند در جنسیت ها تغییر کند: در بخش 6.3 ما چندین جنبه از پاسخ به تنش های محیطی را کشف کردیم که در سطح مولکولی نشان داد که چطور مغزهای نر و ماده ممکن است به طور متفاوت به یک محرک خارجی یکسان پاسخ دهند.

6.1. برهمکنش ها با گونه های یکسان – مراقبت مادری
بسیاری از تفاوت های جنسی در مغز خیلی زود در تکامل پس از زایمان شکل میگیرند، وقتی که بیشتر زاده های پستانداران کاملا به مراقبت مادری برای رشد و حیات نیاز دارند. در موش های صحرایی، لیسیدن اندام تناسلی قسمتی از مراقبت مادری است و زاده های نر لیسیدن بیشتر از ماده ها دریافت میکنند به علت تنظیم تستوسترون بویایی که در ادرار نرها وجود دارد. این وابستگی به هورمون در محرک های مادری تفاوت دارد که به تکامل سلولی ، مولکولی و تفاوت های رفتاری جنسی  در زاده ها ارتباط دارد.
در موش POA صحرایی نوزاد  به عنوان مثال، mRNA گیرنده ی استروژن آلفا ERa و مقدار پروتئین در نرها نسبت به ماده ها پایین تر است و و تفاوتهای جنسی مرتبط در متیلاسیون DNA منطقه ی پروموتور ERa  دیده شده است  با مقدار متیلاسیون بیشتر در نرها (شکل 7) تفاوت های جنسی در بیان و متیلاسیون ERa  ممانعت میشود وقتی که تیمار مادری شبیه سازی شده در ماده ها افزایش می یابد. (شکل 7) به طور مشابه، بیان ERa  و الگوهای متیلاسیون ژن در آمیگدال در موش های صحرایی ماده  که توسط تیمار مادری مشابه افزایش می یابد، مردانه شده است. قابل ذکر است که مطالعات پیشین بر اثرات تغییرات طبیعی مراقبت مادری (لیسیدن کم در مقابل زیاد) بر زاده های ماده بزرگسال اثر متضاد دارد، از جمله، موش های صحرایی ماده توسط افزایش لیسیدن مادری بیان بیشتر ERa   در POA و همینطور کاهش متیلاسیون پروموتور ERa  پرورانده میشوند. اختلافات بین این گزارشات ممکن است مرتبط با تفاوت در الگوی تجربی ، سن نمونه ها و یا نواحی مغز نمونه گیری شده باشد.  با اینحال، هر دو این مطالعات ، نقش تاثیرگذار که تجربیات اولیه ممکن است در تنظیم تفاوت های جنسی در مغز ایفا کنند را تاکید میکنند. 
تنوع در مراقبت مادری همچنین تکامل تفاوت های جنسی در طناب عصبی را تحت تاثیر قرار میدهد. وقتی لیسیدن تناسلی کاهش یافته است،  تعداد، اندازه ی سوماتیکی و طول دندریت نورون های حرکتی SNB در زاده های نر کاهش یافته است. مکانیسمی که این اثرات را تحت تاثیر قرار میدهد هنوز مانده تا تعیین شود اما اکسیتوسین احتمالا نقشی ایفا میکند. تحریک تناسلی آزاد شدن اکسیتوسین را از هیپوتالاموس به lumbosacral طناب عصبی القا میکند جایی که SNB قرار دارد. اکسیتوسین میتواندظاهر نورون های SNB را از طریق اثرگذاری بر علامت دهی گلوتامات تغییر میدهد زیرا اکسیتوسین، نورون های گلوتامات در محیط آزمایش را تحریک میکند و در محیط زنده گیرنده های مسدود NMDA  گلوتامات را که طول دندریت SNB را کاهش میدهند را تحریک میکند. 
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شکل 7. تفاوت های جنسی و اثراتی تحریک نظافتی مادری بر متیلاسیون پرموتور گیرنده ی آلفای استروژن در منطقه ی PREOPTIC هیپوتالاموس POA . در POA موش صحرایی نوزاد، متیلاسیون پروموتور ERa (در نرها نسبت به ماده ها بیشتر است) و تفاوت های جنسی مرتبط در mRNA ERa و پروتئینها با سطوح پایین تر در نرها دیده شد. تحریک نظافت مادری SMG ماده ها ، الگوی متیلاسیون پروموتور ERa و بیان آن را مردانه میکند.
6.2. برهمکنش بین سایرگونه ها – باکتری های روده
پستانداران در روابط وابسته به همزیستی با سایر گونه ها زندگی میکنند، نزدیکترین با باکتری های که در همه سطح بدن که با جهان حراج ارتباط دارد، اجتماع دارند. باکتری های روده ، مجموعه ای از میکروارگانیسم ها زنده در سیستم گوارش ما هستند که مولکولهایی مانند زنجیره های کوتاه اسیدچرب، پیش ساز انتقال دهنده های عصبی( مانند تریپتوفان) و هورمون های عصبی (مانند سروتونین) آزاد میکنند که ممکن است فیزولوژی و رفتار مغز را تحت تاثیر قرار دهد. شواهد برای اینها از مطالعاتی  می آید که موش و باکتری های نرمال ( به طور مرسوم اجتماع تشکیل میدهند) را مقایسه کردند، با آنهایی که تهی از باکتری هستند. موش ماده و نر خالی از میکروب، رفتارهای اضطرابی کمتری نشان میدهند و مقدار متغیر هورمون های تنش در مقایسه با موش دارای باکتری اجتماع کننده نشان دادند و این اثرات می تواند توسط مدفوع منتقل کننده از حیوانات معمولی به حیوانات عاری از باکتری برعکس شود. نکته ی مهم این است که باکتری های نر وماده موش ممکن است متفاوت باشند حتی وقتی که رژیم و شرایط زندگی یکسانی دریافت میکنند. 
این موضوع، احتمال اینکه برخی از تفاوت های مشاهده شده ی جنسی در رفتارهای اضطرابی (بخش 6.3 را ببینید) توسط باکتری ها حاصل شده باشند؛ را افزایش میدهد. 
باکتری خیلی زود در زندگی ما حاضر میشد همچنین در مردانگی سیستم سروتونین هیپوکمپال مشارکت میکند. موش ماده بزرگسال نسبت به نر مقدار بیشتری سروتونین و مهمترین متابولیتش 5-هیدروکسین دلاستیک (5-HIAA) در هیپوکامپوس دارد. زیرا سروتونین مقدار گیرنده های گلوکوکورتیکوئید مربوط به هیپوکامپوس را کاهش میدهد، این اتفاق ممکن است با مشارکت کاهش حساسیت فیدبک منفی محور آدرنال هیپوفیز-هیپوتالاموس در ماده ها باشد. تفاوت های جنسی در سروتونین و 5-HIAA به باکتری وابسته است زیرا وقتی موش های عاری از باکتری افزایش مییابند آنها ناپدیدی میشوند.  باکتری بعد از شیر گرفتن حیوان عاری از باکتری، مقدار سروتونین هیپوکامپوس یا 5-HIAA را تغییر نمیدهند که پیشنهاد میکند که در معرض قرار گرفتن باید زودتر در طی تکامل اتفاق بیافتد. 
نتایج مقدماتی هم اثری از باکتری برتکامل تفاوت های جنسی در مناطق مغزی عصبی وازوپرسین  که در اضطارب درگیرهستند، را پیشنهاد میدهد. به عنوان مثال، موش نر عموما واکنش ایمنی وازوپرسین بشتری نسبت به ماده ها در هسته های mediodorsal  تالاموس دارد، اما این تفاوت به طور قابل ملاحظه ای در موش های بزرگسال عاری از میکروب کاهش می یابد.  اثرات مشابه در سایر مناطق تزریق وازوپرسین دیده نشده است که پیشنهاد میکند که باکتری احتمالا اثرات مخصوص منطقه خاصی بر تفاوت جنسی در مغز دارد. 
دریافت ما از محور مغز- روده در مراحل ابتدایی است و هنوز نیاز به امجام کارهای زیادی برای شناسایی شدن مکانیسم زمینه ساز اثرات باکتری بر تمایز جنسی مغز دارد. تنظیم هورمون های استروئیدی یک مکانیسم بالقوه است  اگرچه،  باکتری ها میتوانند مقدار تستوسترون در موش میزبان را تغییر دهند و یک باکتری که به طور فراوان در روده ی انسان یافت میشود حداقل یک اندروژن سنتز میکند به عنوان مثال 11bهیدروکسی اندروست 4 ene-3، 17-دیون.

6.3. پاسخ های دوشکلی جنسی به محرک یکسان- پاسخ استرس
ماده ها دوبرابر مردها از اختلالات مربوط به استرس شامل اضطراب و افسردگی متاثر میشوند. این تفاوت های جنسی که در زمان بلوغ ظاهر میشوند و پس از یائسگی کمتر برجسته اند، یک نقش برای هورمون های استروئیدی جنسی پیشنهاد میکند. در حقیقت، تیمارها که سطوح استروئیدهای غده ی جنسی راتغییر میدهند ، شدت و خطر اختلالات مربوط به استرس را تغییر میدهند. مطالعه ی سوبستراهای عصبی مرتبط با استرس در جوندگان افشا کرده است که تفاوت های جنسی که در سطح سلولی و مولکولی در نقش واسطه ی پاسخ استرس وجود دارند شامل محور HPA، لوکوس coeruleus و هیپوکامپوس میباشد.



6.3.1. تفاوت های جنسی در محور HPA
پاسخ استرس با آزاد کردن عامل-آزاد کننده ی-کورتیکوتروپین (CRF)از هسته های هیپوتالاموس (PVN) آغاز میشود، که این محرک ها هورمون آدرنوکوتیکوتروپیک (ACTH) از هیپوفیز و گلوکوکوتیکوئیدها را از غده ی جنسی آزاد میکند؛ سپس استرس توسط فیدبک منفی در سطح هیپوکامپوس هیپوتالاموس و هیپوفیز پاسخ میدهد. عوامل استرس زا هم کاهش CRF توسط PVN و مناطق لیمبیک به سیستم عصبی مرکزی را القا میکند. CRF1 و گیرنده اش برترین واسطه گر سایکوپاتولوژی مربوط به استرس در نظر گرفته میشوند زیرا بیان متغیر هر دو به تکامل شرایط از قبیل اختلال استرس پس از سانحه و افسردگی بزرگتر مربوط است.
تفاوت های جنسی در محور HPA به علت اثرات خمیده هورمون های غده ی جنسی بزرگ ظاهر میشود.در جوندگان، نرها معمولا سطوح کمتری از ACTH و گلوکوکورتیکوئید ها تحت هر دو شرایط معمولی و استرس دارند اما اختگی ترشح CRF هیپوتالامیک و تعداد نورون های CRF در PVN را افزایش می دهد و تیمار با دهیدرو تستوسترون (یک اندروژن غیرآروماتاز) جلوی این تغییرات را میگیرد. در مقابل ، تیمار ماده ها  با استرادیول گنادکتومی شده ACTH و گلوکوکورتیکوئید ها  تحت شرایط استرس و معمولی را افزایش می دهد. استروژن ها هم ممکن است فیدبک منفی و پایان پاسخ استرس را ممانعت کنند. بنابراین، آندروژن ها و استروژن ها ممکن است مقدار هورمون های استرس در جهت مخالف را تنظیم کنند و با عمل کردن در جهات متفاوت محور HPA استروژن در گردش خون ممکن است مادهها را نسبت به استرس حساس تر کند.
 مکانیسم مولکولی دقیق عملکرد هورمون غده ی جنسی بر محور HPA هنوز شناخته نشده اما موش صحرایی ماده مقدار پایه CRF mRNA بیشتری در PVN نسبت به نر ها دارد. منطقه ی پروموتور ژن CRF عوامل گیرنده ی هر دو استروژن و اندروژن را دارد و نورون های تولید کننده ی CRF در PVN گیرنده های استروژن وآندروژن را بیان میکند. بنابراین، اثرات هورمون های غده ی جنسی بر تولید CRF ممکن است مستقیم باشد. مکانیسم های اپی ژنتیک مکن است در تفاوت های جنسی در پاسخ محور HPAبه استرس مشارکت کند، در PVNموش صحرایی به عنوان مثال، استرس مزمن خفیف  ، متیلاسیون DNA منطقه ی پروموتور ژن CRF تنها در ماده ها را افزایش می دهد. 
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شکل8. تفاوت جنسی در گیرنده ی عامل آزادکننده ی کورتیکوتروپین 1 که آبشار علامت دهی را علامت میدهد. در موش های صحرایی ماده، سطح پایین تری ااز ارتباط CRF1 با بتا آرستین 2 داردکه علامت دهی از طریق مسیر وابسته به پروتئین G را منحرف میکند. بر خلاف آن، گیرنده ی CRF1 با بتاآرستین در نرها در ارتباط است که به نوبه ی خود منجر به نتایج رفتاری و فیزیولوژیکی مخصوص جنسیت در سلامتی و بیماری میشود. پاتولوژی خاص ، سندرم روده ی تحریک پذیر ، هنوز به طور مستقیم به مسیر علامت دهی در موش نر و ماده مرتبط نشده اما مثالهایی هستند از پاتولوژی مربوط به استرس  که در یک جنس نسبت به دیگری شایعترند .

6.3.2. لوکوس coeruleus (LC) و هیپوکامپوس
LC منبع بیشتر نوراپی نفرین ها در مغز است. به عنوان یک تنظیم کننده ی کلیدی برانگیختگی، LC دلالت بر بیش از حد برانگیختگی اغلب مشاهده شده در اختلالات مربوط به استرس دارد. نورون های تولید کننده ی CRF در PVN به LC طرح میریزد و CRF بیرون راندن نورون های LC در موش های صحرایی هر دو جنسیت را تغییر میدهد. از نظر ریخت شناسی، اگرچه،نورون های LC ماده ها دندریت های گسترده تر و پیچیده تری دارند و ورودی سیناپتیک بیشتری دارند که ممکن است آن ها را نسبت به محرک های استرس، واکنش دهنده تر کند. دندریت های گسترده ی  LC ماده هم گسترش می یابد در مناطق LC که ورودی ها را از مناطق  مغز دریافت میکنند که در حال فرآوری ورودی ، احساسات و درد هستند که میتواند پاسخ نورون های برانگیخته LC ماده را بیشتر افزایش دهد.
مطالعات عملکردی، تفاوت های جنسی در LC را که با عوامل استرس زا مورد هدف و افزایش قرار میگیرند شناسایی کرده است. به عنوان مثال، یک تفاوت جنسی در LC محرک مرتبط به استرس را ظاهر میسازد، با موش های صحرایی ماده پاسخ بزرگتری به محرک های یکسان نسبت به نرها دارد. یک تفاوت قابل ملاحظه ی جنسی هم در تردد گیرنده های CRF در پاسخ به استرس وجود دارد. تحت شرایط غیر استرسی، CRF1 در نورن های LC موش صحرایی نر در سیتوپلاسم و در غشا سلولی قابل ردیابی است  جایی که در ماده ها گیرنده به سیتوپلاسم محدود شده است؛ استرس CRF1 را از غشا سلولی به سیتوپلاسم در نرها حرکت میدهد اما اثر متضاد در ماده ها دارد. این تفاوت در تردد گیرنده ممکن است ماده هارا نسبت به علامت دهی CRF بیشتر حساس کند. کینازهای گیرنده ی بتاآروستین 2 و G تصور میشد که تفاوت جنسی را در نتیجه القای ورود توسط اندوسیتها توسط جدا کردن CRF1 از پروتئین های وابسته به غشا G تنظیم میکند. حمایتی برای این مکانیسم از مطالعات شتاب ایمنی حاصل شد که از بافت کورتکس موش صحرایی استفاده شد، تحت شرایط نرمال، هیچ تفاوت جنسی در ارتباط با بتا آسرین 2 و CRF1 وجود ندارد اما استرس این ارتباط در نرها را افزایش میدهد ودر ماده ها بدون تغییر میماند.
ارتباط بین CRF1 و بتا آسرین 2  پیامدهای مهمی دارد زیرا منجر به فعال سازی مسیرهای علامت دهی گیرنده توسط CRF تحت شرایط استرس میشود. در نتیجه، پاسخ های سلولی متفاوت، توسط استرس در نرها و ماده ها استنباط شده که به نوبه ی خود ممکن است منجر به نتایج فیزیولوژی و رفتاری مخصوص جنسیت در هر دو بیمار و سالم شود. تفاوت های جنسی در LC هم  اینکه یک تجربه معمول چطوراست را تاکید میکند، از قبیل وقایع استرس زا، که میتواند اثرات مخصوص جنسیت را در سطوح سلولی و مولکولی القا کند. حتی در مواردی که سطوح هورمون استرس و گیرنده های CRF بین جنسیت ها تغییر نمیکنند، پاسخ به عوامل استرس زا میتواند متفاوت کند.
سیستم اندوکانابینوئید هیپوکامپوس، مثال های دیگری را حاصل میکند از علامت دهی مولکولی مخصوص جنسیت در سیستم که در پاسخ استرس مشارکت دارد.  اگرچه، تیمار کانابینوئید معمولا در بخشی از قسمت های آمریکا استفاده میشدند تا شرایطی از قبیل پس ضربه های اختلال استرس را تیمار کنند. در موش های صحرایی، سرکوب استرادیول GABAergic ، انتقال سیناپتیک در قطعات کشت شده ی ماده ها ،اما نه در نرها را ممانعت میکند و که آنرا توسط تولید اندوکانابینوئید پس از سیناپتیک انجام میدهد که به نوبه ی خود آزاد شدن GABA توسط سلول پریسیناپتیک را سرکوب میکند. اخیرا Tabatadze و همکاران در 2015 وقایع مولکولی زمینه ساز این اثر مخصوص جنسیت بر انتقال نورونی را توصیف کردند. در ماده ها ، استرادیول یک ارتباط بین ERa و گیرنده ی متابولیتی گلوتامات 1 (mGluR1) را القا میکند که منجر به فعال سازی فسفولیپاز C میشود که به نوبه ی خود، اینوزیتول 1،4،5 تریفسفاتاز(IP3)تولید میکند، گیرنده ی IP3 را فعال میکند (IP3R) و آزاد شدن کلسیم را تحریک میکند، که منجر به سنتز اندوکانابوئید  و آزاد شدن آن از سلول پست سیناپتیک میشود. در نرها ، پاسخ این مسیر به استرادیول به مقدار قابل توجهی کاهش می یابد. جالب توجه است که، هیچ تفاوت جنسی در مقدار پایه ERa ، mGluR1، IP3 یا IP3R ،‌وجود ندارد دوباره نشان میدهد که حتی وقتی ایفای نقش کنندگان کلیدی در یک مسیر علامت دهی در سطوح مشابهی در نرها و ماده ها بیان شدند، ممکن است هنوز پاسخ مخصوص جنسیت وجود داشته باشد.

7. نشانه های نامساعد درباره مدل مطلوب ما از تمایز جنسی
همانطور که از بخش گذشته مشخص است، یکی از رایجترین روش هایی که آزمایش میکند که آیا تفاوت جنسی مورد نظر منجر به ایجاد اثراتی بر استروئیدهای غده ی جنسی میشود یا نه، این است که جوندگان ماده را در زمان نوزادی با استرادیول و تستوسترون تیمار کنند. مطالعات اخیر اگرچه، حقیقت نامطلوبی را فاش میکند: این تیمارها هیچ چیز نزدیک  به نر طبیعی در سطح اپی ژنوم یا رونویسی تولید نمیکند. در مطالعه Ghahramani و همکاران 2014 به عنوان مثال، تیمار موش های ماده با تستوسترون در روزهای تولد DNA متیله شده در BNSTp  و جسم مخطط در بزرگسالان را مردانه میکند. اگرچه، اثر از نظرآماری خیلی قابل توجه بود، حالت متیله شدن کمتر از نصف ژن ها که توسط تیمار تستوسترون نوزادان ماده اثر پذیرفتند (36% و 47% برای BNST/POA و جسم مخطط، به ترتیب) همچنین در متیلاسیون بین نرها و ماده های نرمال تفاوت میکند. در سطح رونویسی Del Pino Sans و همکاران در سال 2015 اخیرا 89 ژن یافتند که در سطوح مختلف در AVPV نوزادان نر و ماده موش صحرایی بیان میشوند. اما بیشتر از 300 ژن هستند که توسط تیمار استرادیول نوزادان ماده به طور قابل توجهی تغییر یافته اند. مشکل بزرگتر، تنها 6 ژن بین دو لیست مشترک هستند! به عبارت دیگر، به منظور بیان ژن ، کمتر از 2% از ژن ها با تیمار استرادیول ماده تغییر یافته و بین جنس ها متفاوت اند. 
عجیب نیست که یک تزریق استرادیول وتستوسترون به طور کامل قرار گرفتن در معرض هورمونهای پیچیده نر نرمال را تقلید نمیکند که از زمان قبل از زایمان شروع شده ، در اوج های جدای از هم رخ میدهد و ممکن است ترشح غده ی جنسی را درگیر کند. علاوه بر آن، مقدار استروئید که به ماده های تازه به دنیا آمده تزریق میشود اغلب دارویی هستند و هر توزیع مستقل از غده ی جنسی کروموزوم های جنسی توسط تزریق هورمون تقلید نخواهد شد. اگرچه، این مطالعات فاش میکند که ماده های مردانه شده بیشتر شبیه جنس سومی هستند تا شبیه نرها باشند. جالب است که برای تعداد زیادی متغیرهای وابسته، تستوسترون نوزادی (یا استرادیول) یک فنوتیپ تولید کردند که از نر نرمال تفاوت قابل ملاحظه ای نداشت. ممکن است به ایده ی "مجراسازی" که اولین بار توسط Waddington مطرح شد و برای تمایز جنسی توسط McCarthy و همکاران تنظیم شد ، ربط داشته باشد: تکامل مجراسازی است به یکی از دو نتیجه ی نر یا ماده است. با توجه به متیله شدن و رونویسی مثال های بالا، شاید تنها یک ژن کلیدی برای تنظیم مناسب مورد نیاز باشد تا تکامل نرمال نر حاصل شود. چنین مجراسازی میتواند نیرومندی در مواجهه با محیط یا تنوع ژنتیکی را حاصل کند.
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شکل 9. "ارگان جنسی" به عنوان مجموعه ای از اثرات حاشیه ای بر تفاوت های جنسی در سیستم عصبی مرکزی تعریف شده است برخی از آنها اینجا نشان داده شده اند. سیستم عصبی مرکزی در بدن جنسیت ها به طور متفاوت جاسازی شده. خطهای توپر یک اثر جنسی از یک ارگان به دیگری را نشان میدهد. خط های نقطه چینی اثری مربوط به شواهد ضمنی دارد اما تا کنون نشان داده نشده. خطهای مشکی ارتباط نورونی را نشان میدهد. خطهای قرمز ارتباط هومورال را نشان میدهد. XXXY ارگان هایی را نشان میدهد که در آنها کروموزوم های جنسی اثرات مشخصی دارند: در بیشتر موارد معلوم نیست که آیا اثرات با ارگا نها میانجیگری میشوند یا غیرمستقیم  از طریق اثرات سایر ارگان ها هستند. بدن به نوبه ی خود، در یک محیط جاسازی شده که روی فرد اثر میگذارد که با توجه به جنسیت فرق دارد. دایره های کم رنگ در بالای سمت راست بسیاری از گونه های میکروارگانیسم ها هستند که به طورمعمول در روده ها یا روی پوست ما زندگی میکنند. در سمت چپ بینایی، بویایی لامسه وچشایی همه به طور متفاوت در نرها و ماده ها بیان میشوند.

8. از اینجا به کجا میرویم؟
بحث فوق، چندین زمینه ی مرتبط پیشنهاد میکند که از مطالعات اخیر ظاهر شده اند و احتمالا ادامه میدهند تا رشته ی تمایز جنسی مغز را شکل دهند. این شامل نقش سلول های غیر عصبی ، سیستم ایمنی و محیط میشود. 
تا کنون، تنها سلولهای غیر عصبی مورد توجه بودند وقتی که بحث میشود که تفاوت های جنسی مغز ، سلولهای غده ی جنسی بودند. ماهیچه ها گاهی اوقات شامل آنهایی بودند که به تمایز جنسی نورون های حرکتی SNB علاقه مند بودند و تفاوتهای جنسی در تعداد و ظاهر آستروسیت ها در مناطق چندگانه ی مغز جوندگان در طول 25 سال گذشته گزارش داده اند. اخیرا گزارشی از تفاوت های جنسی در میکروگلیا وجود داشت و شواهدی که گلیا نقش ضروری در تکامل تفاوت های جنسی در ظاهر و رفتار نورون ها ایفا میکند. بخش2.3.3 و 4.2. یافته های اخیر هم پیشنهاد میکند که گلیا احتمالا زمینه ساز تفاوت های جنسی در التهاب نورونی و اختلالات التهاب عصبی است. 
علاوه بر سلولهای ایمنی که با مغز باقی میمانند تفاوت های جنسی در پاسخ های ایمنی حاشیه وجود دارند که میتواند بر عملکرد نرمال مغز و استعداد بیماری اثر بگذارد. علاوه بر آن، اخیرا رگ های لنفاوی عملکردی کشف شده اند که در طناب عصبی جاسازی شدند و تا گره های لنفاوی گردنی کشیده شده اند. اگرچه، خیلی زود است که دلایل این یافته ها برای تفاوت های جنسی ( یا هر عملکرد مغزی) را بدانیم، اما این مورد باورهای مدت زمان درازی را به چالش می کشد که سیستم عصبی مرکزی ، عروق لنفاوی را کم دارد و پیشنهاد میکند که هنوز مطالب زیادی برای یادگرفتن در مواجهه مغز و ایمنی داریم. 
اگرچه، این تنها شروع است: بسیاری از بافت های دیگر احتمالا مشارکت کننده های مهمی برای تمایز نورونی هستند. به عنوان مثال، اگرچه، ما به طور نرمال درباره کبد و بافت چربی فکر نمیکنیم که دوشکلی جنسی داشته باشند، بیان 72% همه ژن های دیده شده در کبد و 68% آنها در بافت چربی بین موش نر و ماده بزرگسال فرق دارد. این ارگان ها ، اتصالات وابران و آوران با سیستم مرکزی عصبی دارند و هورمون ها و سایر محصولاتی که به مغز می رسند را تولید میکنند. همه ارگان ها در بدن از نظر جنسی تا حدی تمایز یافته اند و مغز باید در محیط دوشکلی عمل کند. همه بدن نیاز دارند که به طور کامل برای درک تمایز جنسی مغز بررسی شوند و ما اخیرا واژه ی "ارگان جنسی " را برای این ایده، ابداع کرده ایم. بررسی های آینده ممکن است شروع به ترکیب برخی از این اثرات کند. 
عوامل بیرون از بدن یا در ارتباط با محیط و بدن از قبیل باکتری ها، همچنین به طور وابسته به جنس بر مغز اثر میگذارند. (بخش 6) برای توضیح  اینکه اثرات محیطی بقای طولانی مدتی دارند، حافظهی این نمایش و تجربه ها عموما اپی ژنتیک را درگیر میکنند بنابراین محتمل است که ما نقشهای بیشتری برای اپی ژنتیک در تمایز مغز ببینیم. انحراف جنسی مشاهده شده در ژن ها با تفاوت های جنسی در متیلاسیون DNA یا اصلاحات هیستون (بخش 5.2) پیشنهاد میکند که عوامل استرس زا، تجربیات ، داروها یا بیماری هایی که هدف یک نوع از مکانیسم اپی ژنتیک هستند ممکن است اثرات متفاوتی بر نرها و ماده ها داشته  باشند. 
پیشرفت در زمینه ی تمایز جنسی ممکن است به حرکت در امتداد مدل های سنتی موش و موش صحرایی باشد. اگرچه، مطالعه ی این گونه ها دانش مارا از مکانیسم های سلولی و مولکولی زمینه ساز تفاوت های جنسی در مغز به شدت افزایش داده است اما شمول ارگانیسم های مدل جدید میتواند روزنه ی جدیدی بر سوالاتی باشد که مدل های سنتی قادر به پاسخگویی نیستند. کار کردن بر گونه های اجتماعی بالاتر، موش صحرایی سیاه، پیشنهاد میکند که قوانین تمایز جنسی مغز ممکن است وابسته به صفات تاریخچه ی حیات تفاوت کند. جایی که گونه های خود ما مورد توجه قرار گرفتند جالب توجه است که ما هنوز هم تنها درک سستی از چنین سوالات اساسی به عنوان سهم نسبی استروژن و آندروژن در مردانگی مغز داریم ، عمدتا براساس مطالعات موردی و استنتاج، و تنها چند آزمایش مستقیم بوجود داشته.
این برخی از جهات است که میتواند بر مبنای فشارهای اخیر در رشته ی تمایز جنسی پیشگویی شود اما همانطور که در پاراگراف اول ذکر شد، ما ممکن است در یک نقطه ی تغییر جهت باشیم، همانطور که بیشتر دانشمندان اعصاب هر دو جنس را در طراحی مطالعاتشان را شامل میکنند ما میتوانیم افزایش کشفیات جدید تفاوت های جنسی نورونی را پیشبینی کنیم. بسیاری از این ها احتمالا توسط پژوهشگران جدید رشته انجام میشود که چشم انداز جدیدی را می آورند و ممکن است ما را در جهاتی که امروز در ذهن مجسم میکنیم هدایت کنند. 
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