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CzY CHROMOSOMY PLCIOWE SA NAM POTRZEBNE?

»There is no such biological entity as sex it is merely a name for our total
impression of the differences” (Mittwoch 1992 — cytat wypowiedzi Lillie z 1932)
— tak problem pici byt widziany przez biologa o szerokich horyzontach 62 lata
temu. ,Sex is a composite phenomenon characterized by the succession
of fusion, recombination, and division "(Hoekstra 1990) — tak problem pici
i prokreacji rozumie wspotczesny genetyk populacyjny. Jednoznacznie i arbitral-
nie seks opisujg z natury rzeczy zwiezte stowniki: ,,sex 1 being male or female,...
2. males and females as a group...”. (Hornby 1974).

Trzeba przyzna¢, ze powszechne poczucie przynaleznosci piciowej jest tak
oczywiste, ze czesto nie skiania do glebszej refleksji i jest raczej blizsze pojeciu
stownikowemu niz dwoém wyzej przytoczonym pogladom. Jednak wspétczesnie
rozumiany problem identyfikacji ptci nie jest ani tatwy ani jednoznacznie
okreslony. W praktyce zawodowej lekarza ginekologa, endokrynologa, genetyka
i psychiatry z calg pewnoscig powinnismy uwzglednia¢ szereg kryteriow pici,
takich jak:

— pte¢ chromosomowag (w tym takze chromatynowa, ktérej pojecie jest
zwigzane z obecnoscig grudek chromatyny X w jgdrach komorkowych
kobiety oraz grudek chromatyny Y w jadrach komérkowych mezczyzny);

— ptec¢ gonadalna (okreslong determinacjg pierwotnej gonady);

— pte¢ endokrynnag (zdeterminowang podjeciem czynnosci endokrynnej
przez gonade i udziat hormonéw piciowych w regulacji osi: podwzgorze,
przysadka mézgowa, gonada niezaleznie od ich funkcji autonomicznych
w procesie dojrzewania);

— pteé¢ fenotypowag (wewnetrznych, w pierwszej kolejnosci, nieco pézniej
zewnetrznych narzadéw piciowych) jako efekt ptci hormonalnej;

— pte¢ metrykalng bedaca prosta, cywilno-prawng konsekwencjg ustalenia
pici fenotypoweyj;

— pte¢ psychologiczng (psychoseksualng, psychospoteczng i inne).

Rozpoznawanie ptci chromosomowej stato sie mozliwe dzieki metodom umo-
zliwiajacym obserwacje chromosomoéw cztowieka w stadium podziatu komorki
(ryc. 1.
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Rye. 1. Stadium podziatu limfocyta krwi obwodowej. Chromosomy zostaty zabarwione
technika GTG (G-bands by trypsin using giemsa). Charakterystyczny wzér prazkéw
umozliwia jednoznaczng identyfikacje 23 par chromosoméw (kariotyp 46,XX).

Kazdy z 46 prezentowanych chromosomoéw moze by¢ rozpoznany dzieki
cliarakteiystycznemu wzorowi prgzkowemu, ktory umozliwia nie tylko jedno-
znaczng identyfikacje chromosomow, ale réwniez pozwala na rozpoznanie ich
aberracji strukturalnych. Twércy systemu nomenklaturowego ramie dtugie
kazdego z chromosomow opisali literg g, natomiast ramie kroétkie literg p.
W chromosomach wyrézniono regiony ograniczone punktami granicznymi, kto-
rymi najczesciej sa wyrazne, tatwe do identyfikacji prazki, centromery i telomery
chromosoméw. Poszczegdlne prazki ponumerowano, co umozliwia odwotywanie
sie do poszczegolnych prazkéw bez wzgledu na stopient rozdzielczosci metody
prazkowej, za pomoca ktérej badamy chromosomy (ryc. 2).

Zapis Xp21.2p22.11w sposob jednoznaczny opisuje region, w ktérym autor
(Arn i wspotaut. 1994) lokalizuje, na przykiad, locus SRVX (sex reversal X) —
patrz nizej. Sekwencje prazkow negatywnych i pozytywnych oraz ich wzajemng
relacje w chromosomie X charakteryzuje powtarzalnos¢ zaréwno miedzykomor-
kowa, jak i miedzyosobnicza. Odmiennie pod tym wzgledem zachowuje sie
chromosom Y, ktéry dziedziczgc sie w spos6b holandryczny zachowuje stalg
liczbe i uktad prazkéw w obrebie jednej rodziny, alejednoczesnie charakteryzuje
sie znacznym polimorfizmmem miedzyosobniczym (ryc. 3). Kazdy z trzech chro-
mosomoéw Y, przedstawionych na rycinie 3 i 4, jest prawidlowym chromosomem
Y pochodzacym od roznych osobnikéw. Roéznice morfologiczne sg zwigzane
z wielkoscig nieaktywnego genetycznie bloku heterochromatyny Yq (ryc. 4).

Rozpoznanie pici chromatynowej jest mozliwe dzieki jednoczesnemu prze-
prowadzeniu testéw chromatyny X i Y. Testy powyzsze polegajg na identyfikacji
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w jadrze komorki w stadium miedzypodziatowym, charakterystycznych grudek
chromatyny; w pierwszym przypadku obserwowanych w mikroskopie optycznym
w Swietle przechodzgcym, w drugim przypadku dzieki zastosowaniu mikroskopu
fluorescencyjnego (ryc. 5).

Grudke chromatyny X identyfikujemy z jednym z dwéch chromosomoéw
piciowych X kobiety, ktéry na drodze losowej ulega genetycznej inaktywacji.
Cytologicznym wyrazem inaktywacji jest heterochromatynizacja i heterocyklicz-
na replikacja DNA tego chromosomu. Grudke chromatyny Y mozemy obserwo-
wac w mikroskopie dzieki temu, ze chromosom Y najczesciej posiada duzy blok
heterochromatyny, specyficznie barwiacy sie barwnikami akrydynowymi.

Ryc. 2. Chromosomy barwione technikg GTG. a, b— chromosomy X ¢, d — chromosom Y.
Zgodnie Z konwencjg miedzynarodowg ramie krétkie chromosomu oznaczamy literg p,
ramie diugie literg g. ldeogram umozliwia poréwnanie standardu wzoru prazkowego
zwzorem prazkowym w kazdym konkretnym przypadku, a-c chromosomy wyprostowane
przy uzyciu techniki komputerowej, b-d chromosomy w stanie ,naturalnym”.

Rozpoznanie pici gonadalnej u zdrowych mezczyzn (poréwnaj ryciny 4 i 5 b,
d) jest tatwe, ale w przypadkach patologicznych czesto musimy postugiwac sie
ultrasonografig, laparoskopig lub diagnostyczng laparotomia. Podobnie u ko-
biet, ultrasonografia przezpowlokowa i przezpochwowa umozliwia lokalizacje
i opis struktury, ktérg dzieki obecnej rozdzielczosci aparatéw mozna nazwaé

strukturg morfolologiczngjajnika. W patologii czesto jednak musimy sie odwo-
tywac do metod inwazyjnych.
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Pte¢ endokrynnajesteSmy w stanie rozpoznac, okreslajac stezeniahormonoéw
ptciowych w surowicy krwi oraz w moczu. Jakkolwiek u obu ptci funkcja gonad
jest regulowana przez te same hormony — gonadotropiny: FSH (folikulotroping)
i LH (luteotropineg), wydzielanie obu hormonéw u obu pici jest odmienne.
U mezczyzn podstawowe wydzielanie gonadotropin jest regulowane tonicznym
wpltywem podwzgdérza oraz hamujgcym dziataniem steroidow piciowych. U kobiet
cykliczne wydzielanie gonadotropin jest regulowane zjednej strony pulsacyjnym

Ryc. 3. Chromosomy barwione technika GTG. Kazdy z chromosoméw Y ( prawa strona
iyciny) pochodzi od innego zdrowego mezczyzny. Chromosomy réznia si¢ morfologicznie,
zarbwno wzorem prazkowym, jak i dtugoscia. Po stronie lewej te same chromosomy
wyprostowano komputerowo, co utatwia poréwnanie ich wzoru prazkowego z ideogramem.

wydzielaniem GnRH (podwzgérzowy neurohormon uwalniajacy LH i FSH), z dru-
giej zas dodatnim sprzezeniem zwrotnym z estrogenami (gtéwnie estradiolem).
Upraszczajac, hormonalna pte¢ meska charakteryzuja ,meskie” poziomy wydzie-
lania testosteronu oraz toniczne wydzielanie gonadotropin, pte¢ zeriska chara-
kteryzuje cykliczne wydzielanie gonadotropin, estrogendéw oraz progesteronu.
Wprowadzenie do praktyki laboratoryjnej metod immunoenzymatycznych umo-
zliwiajacych wykonanie oznaczen poziomow hormondw w ciggu kilkudziesieciu
minut, znakomicie zwiekszyto kliniczng uzytecznos$¢ powyzszych testow.

Ryc. 4. Chromosomy barwione technikg QFQ (Q — bands by fluorescence using qui-
nacrine). Ukiad ryciny identycznyjak ryciny 3. Uwage zwraca polimorfizm hetero-
chromatycznego regionu terminalnego Yq.
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Ryc. 5. a — strzatka wskazuje heterochromatyczng grudke X, b — strzatka wskazuje

heterochromatyczng grudke Y, c — strzatka wskazuje pateczke dobosza, ktérg utozsamia

sie z chromatyng X, d — strzatki wskazuja dwie grudki chromatyny Y, co przemawia za

polisomia chromosomu Y. Wiecej szczeg6téw na temat uzytecznosci testow chromatyny
X 1Y znajdzie Czytelnik w podreczniku (katsuzewski i Jakubowski 1992).

Prezentujgc kryteria rozpoznawania pici pacjenta nie bez powodu na pier-
wszym miejscu wymienitem cechy ptci meskiej i zeriskiej na poziomie komorko-
wym (pte¢ chromosomowa w tym chromatynowa). Kluczem uruchamiajgcym
kaskade wydarzen, determinujacych rozwoj pierwotnej gonady w kierunku
jadra, jest bowiem chromosom Y. Niewiele jest wiadomo o roli genu lub genéw
zaangazowanych w prawidtowe réznicowanie sie pierwotnej gonady w kierunku
jajnika. U cztowieka proces ten przebiega prawidtowo jedynie w obecnosci
dwéch, strukturalnie niezmienionych chromosomow X. Jakkolwiek pte¢ gene-
tyczna embrionu zostaje zdeterminowanajuz w momencie zaptodnienia, zaleznie
od obecnosci chromosomu X badz Y w haploidalnym zestawie chromosomow
plemnika, to przed uptywem 6 tygodnia zycia ptodowego nie obserwuje sie réznic
morfologicznych, ktére w pézniejszym okresie stanowi¢ beda o réznicowaniu sie
pierwotnej gonady w kierunku jajnika lub jadra. O ile rozw6j gonady niezréz-
nicowanej i zroznicowanej zdaje sie gtéwnie zaleze¢ od czynnika chromosomo-
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wego, o tyle rozwdj wewnetrznych i zewnetrznych narzadéw piciowych zalezy
przede wszystkim od pici hormonalnej.

Zawigzki narzaddéw piciowych we wczesnym okresie rozwoju ptodu sg oboj-
nacze niezaleznie od pici chromosomowej. Zaréwno u ptodu pici zenskiej (XX),
jak i meskiej (XY) rozwijaja sie kanaty Mullera, stanowigce zawigzki wewnetrz-
nych narzaddw piciowych zeriskich oraz ciata i przewody Wolffa, bedace zawigz-
kami wewnetrznych narzadéw piciowych meskich. Istnienie zawigzkow narzag-
déw ptciowych obu ptci wydaje sie logiczng konsekwencjg potencjalnych mozli-
wosci réznicowania sie pierwotnej gonady zaréwno w kierunku jadra, jak ijaj-
nika. Typ gonady decyduje juz bezposrednio o kierunku rozwoju narzadow
piciowych. Ptodowe jadro rozpoczyna wydzielanie dwéch czynnikéw: testostero-
nu wytwarzanego w komorkach srédmigzszowych (Leydiga) oraz czynnika wy-
twarzanego w komérkach Sertoliego, hamujgcego rozwoj kanatéw Mullera (MIF
— Mudllerian inhibiting factor). Locus genowy czynnika MIF zostat zmapowany i
znajduje sie w regionie 19pl3.2 -> pl3.3 chromosomu 19 (Cohen-Haguenauer
i wspotaut. 1987). Okreslono poziomy czynnika MIF charakterystyczne dla
ptodow pici meskiej (40.5+ 3.9 ng/ml w 19-30 tygodniu cigzy, 28.4+ 6.1 ng\ml
od 30 tygodnia - do terminu porodu. Najwczesniej produkty transkrypcji genu
MIF zidentyfikowano w tkance ptodowegojgadraw 8 tygodniu cigzy. Sugeruje sie
wykorzystanie markera, jakim jest okreslanie stezenia czynnika MIF w diagno-
styce zaburzen cielesno-ptciowych (Josso i wspétaut. 1993). W ten sposéb
wyniki genialnych w swej prostocie doswiadczen Josta (Grumbach i van Wyke
1974) znalazty wyjasnienie na poziomie molekularnym, jak rowniez znajduja, co
jest réwnie wazne, zastosowanie w medycynie praktycznej (ryc. 6).

Testosteron indukuje rozwdj ciat i przewodoéw Wolffa w najadrza, nasienio-
wody, pecherzyki nasienne i gruczot krokowy, natomiast MIF powoduje zanik
kanatéw Miullera. Przy réznicowaniu sie jajnikow, a tym samym przy braku
czynnikéw wytwarzanych przez jadro, samoistnie nastepuje rozwoj wewnetrz-
nych narzadéw piciowych zenskich (jajowoddéw, macicy i gérnej czesci pochwy).

W przypadku prawidtowo przebiegajgcego rozwoju ptodu w momencie poro-
du nie ma zadnej innej dostatecznie przekonujacej cechy, ktéra pozwalataby na
ustalenie pici fenotypowej dziecka, poza wygladem jego zewnetrznych narzadéw
ptciowych. Okreslenie pici fenotypowej jest podstawg ustalenia ptci metrykalnej.
Pte¢ fenotypowa i metrykalna decyduje o postepowaniu rodzicéw i najblizszego
otoczenia dziecka, majacym na celu wytworzenie u niego poczucia przynalezno-
Sci do okreslonej pici. Poczucie przynaleznosci piciowej powstaje ostatecznie na
przetomie 2 i 3 roku zycia dziecka. O tymjak trudna staje sie rola lekarzajako
doradcy chorego z zaburzeniami rozwoju cielesno-ptciowego tatwo mozna sie
przekona¢, gdy proces diagnostyki, nieswiadomos¢ lub opieszatos¢ rodziny
chorego zmuszaja do podejmowania istotnych decyzji po przekroczeniu tego
krytycznego wieku. Podejmowanie jakichkolwiek decyzji, ktére majg radykalnie
zmieni¢ sytuacje pacjenta powinno by¢ bardzo rozwazne. Nie nalezy nigdy
zatowac czasu poswieconego na konsylium lekarskie z udziatem takze doswiad-
czonych psychologéow. O tym, ze rola tych ostatnich nie jest tatwa Swiadczy
ubéstwo technik psychologicznych (Bilikiewicz i Imielinski 1978, Sanocki 1980,
Siek 1983), ktére by umozliwity jednoznaczng ocene osobowosci pacjenta nie
tylko w chwili badania, ale i prognostyczng uwzgledniajgca dalszy, odbiegajgcy
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sitg rzeczy od prawidtowego, rozwéj psychospoteczny pacjenta. Za pionierska
w tym zakresie nalezy uznaé¢ publikacje (Kuczyriska 1992) stwarzajaca szanse

CIALO WOLFFA PRZEWOO WOLFFA

NIEZROZN{COWANA GONADA PRZEWOD MULLERA

NERKA
MOCZOWOD
PRZEWOD PRZEWOO MULLERA
WOLFFA
T[] MIF[]
INWOLUCJA
PRZEWODU WOLFFA

Ryc. 6. Rozw6j uktadu moczo-ptciowego we wczesnym okresie embrionalnym. SRY (sex
determinig region on the Y; patrz nizej), T — testosteron, MIF — maullerian inhibiting
factor. Rycine opracowano, modyfikujac ryc. 1z publikacji: Muller U. 1990.
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na uzyskanie narzedzia umozliwiajacego rozpoznanie pici psychologicz-
nej w warunkach pracy z indywidualnym chorym.

Role warunkow socjospotecznych w ksztattowaniu przynaleznosci piciowej
nalezy doceniac, ale nie nalezy jej przeceniaé, istnieje bowiem wystarczajgco
wiele dowodéw na istnienie réznic na poziomie molekularnym, komérko-
wym i narzgdowym, ktére powoduja, ze determinacja, r6znicowanie i ostateczne
wyksztatcenie pici osobniczej jest procesem bardzo ztozonym.

O naszej pici metrykalnej decydujg pielegniarka-potozna, lekarz neonatolog
oraz ci przedstawiciele administracji szpitalnej i panstwowej, ktérzy wydajg nam
pierwsze dokumenty. Wszystkie zmiany pici metiykalnej wymagajg decyzji
sgdowych. Poradnie i laboratoria, ktore specjalizujg sie w rozpoznawaniu pici
czesto staja przed koniecznoscig przeprowadzania badan na prosbe sadu lub
pacjentéw, ktérzy na drodze sadowej zamierzajg zmieni¢ pte¢ metrykalna. W tych
przypadkach radzimy zachowaé szczegblng ostroznosé i skrupulatnosé przy
sprawdzeniu tozsamosci pacjenta.

Rola chromosomoéw piciowych X i Y w determinacji pierwotnej gonady
i w konsekwencji w dalszym réznicowaniu picijest przedmiotem zainteresowan
od blisko 35 lat (Katuzewski 1984). Od roku 1959 wiadomo, ze osobnik
z kariotypem 47.XXY jest mezczyzng, podczas gdy osoba posiadajgca kariotyp
45,X jest kobietg. Pierwsze lata rozwoju cytogenetyki potwierdzity dominujaca
role chromosomu Y w determinacji pierwotnej gonady. Bardziej precyzyjna
lokalizacja czynnikéw determinujacych ,meskos¢” stata sie mozliwa dzieki ana-
lizie przypadkoéw aberracji strukturalnych chromosomu Y, takich jak chromo-
som Y dwucentromeryczny, izochromosom Y, chromosom Y w formie pierscie-
nia, translokacje Y-autosomy, translokacje X-Y, translokacje Y-Y oraz delecje
chromosomu Y. Powyzsze obserwacje doprowadzity do wyrazenia pogladu,
ze czynnik odpowiedzialny za determinacje pitci meskiej jest zlokalizowany
w ramieniu Yp (Jacobs i Ross 1966). W Swietle powyzszego interesujgcym byt
poglad wyrazonyjuz w roku 1971 przez Boczkowskiego (Katuzewski 1984), ktoiy
sugerowat obecnosé dwoch réznych genéw zlokalizowanych w ramieniu Yp oraz
jednego w ramieniu Xp odpowiedzialnych za determinacje pierwotnej gonady
w kierunku meskim.

Lata osiemdziesigte zostalty zdominowane naukowa dyskusja nad rolg anty-
genu H-Y jako kandydata do pierwszoplanowej roli w determinacji pierwotnej
gonady. Antygen H-Y (w pojeciu klasycznym) jest wykrywany w testach cyto-
toksycznosci po uczuleniu na antygen limfocytow T osobnikow zenskich. Anty-
gen ten ma by¢ czedcig bton plazmatycznych komorek meskich z wyjagtkiem
diploidalnych komorek ptciowych (t.zn. przed ich podzialtem mejotycznym).

Analiza immunologiczna szeregu przypadkdéw delecji Xp-; Xg- oraz translo-
kacji X-Y pozwolita (Murier 1985, Woit 1985) na zidentyfikowanie locus geno-
wego, genu regulatora (supresora) antygenu H-Y w prazku Xp22.3 oraz genu
strukturalnego na autosomach. Dla drugiego genu regulatora (aktywatora)
antygenu H-Y zaproponowano lokalizacje na chromosomie Y. W konsekwencji,
podwdéjna ,dawka genu” regulatora sprzezonego z chromosomem X, przy kario-
typie 46,XX miata zapobiegac¢ produkcji antygenu H-Y, natomiastw przypadkach
monosomii 45,X przy obecnosci pojedynczej ,dawki genu” obserwuje sie niskie
poziomy antygenu H-Y. Kariotypom 47,XXY; 48,XXXY oraz 49.XXXXY towarzy-
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szyty dzieki obecnosci chromosomu Y poziomy antygenu H-Y umozliwiajace
indukcje jadra. Ostatnia obserwacja pozwalata na wysunigcie hipotetycznego
pogladu, ze gen regulator (supresor) antygenu H-Y sprzezony z chromosomem
X unika inaktywacji.

W réznicowaniu sie jadra znaczng role odgrywa antygen H-Y rozpuszczalny
w surowicy. Niektérzy antygen ten nazywajg wykrywanym serologicznie czynni-
kiem warunkujacym rozwo6j meski (serologically determined male antigen —
SDM antigen). Jest to tendencja stuszna, gdyz zamienne stosowanie pojecia
antygenu H-Y w odniesieniu do obu wyzej wymienionych czynnikéw (klasyczne-
go H-Y i SDM) wprowadza wiele zametu (Daiger i Chakraborty 1985).

Antygen SDMjestjuz tezjedynie hastemwywotawczym. Dostarczono bowiem
dowododw, ze wynik dziatania SDM zalezy takze od obecnosci swoistego dla
antygenu receptora, znajdujgcego sie w komorkach roéznicujacej sie gonady.
Zaréwno SDM, jak i jego receptor stanowig produkt genéw autosomalnych,
a zatem w mysl tej hipotezy ich wytwarzanie moze by¢ niezalezne od pici
chromosomowej. Na modelach doswiadczalnych lub w badaniach tkanek z ka-
riotypami mozaikowymi XX/XY wykazano, ze 20% komoérek z chromosomem Y
wystarcza do zainicjowania réznicowania si¢ jadra. Liczba komoérek z chromo-
somem Y w granicach 10%-20% prowadzi do wytworzenia sie struktur ovotestis.
Reasumujac, w odniesieniu do antygenu SDM powinno sie uzywac raczej pojecia
uktadu lub systemu jego funkcjonowania, angazujgcego przynajmniej cztery
geny posrednio lub bezposrednio wptywajace na ekspresje SDM: gen strukturo-
wy antygenu jako takiego, gen strukturowy dla swoistego receptora, gen hamu-
jacy dziatanie antygenu SDM zlokalizowany w obrebie chromosomu X i gen
aktywujacy antygen SDM sprzezony z chromosomem Y.

Nawet najdoktadniejsze analizy relacji fenotypowo-chromosomowych wyko-
rzystujgcych efekty dyskusji nad rola antygenu H-Y (antygenu SDM) jako
kandydata na gtownego determinanta pici TDF (testis determining factor) nie
wytrzymaty proby czasu, bowiem nie ttumaczyty etiologii dwéch grup przypad-
kéw z odwroceniem plci: mezczyzn — 46,XX (M-XX) i kobiet — 46,XY (K-XY).

W pierwszym przypadku chorzy mezczyzni cierpieli na atrofie jader, ktorej
towarzyszyty: hyperplazja komérek Leydiga, zeszkliwienie bton podstawnych
kanalikow kretych, wybitnie uposledzona spermatogeneza, nieptodnosc¢ i gine-
komastia. W badaniach dodatkowych obserwowano obnizony poziom testoste-
ronu i prawidtowy badz podwyzszony poziom gonadotropin.

Druga grupe chorych, fenotypowych kobiet (K-XY), charakteryzuje bezptod-
no$¢ spowodowana brakiem prawidtowo rozwinietych jajnikéw, wystepujacych
w postaci tacznotkankowych pasm (w ktérych istnieje 20%-30% ryzyka trans-
formacji nowotworowej). W efekcie dysgenezji gonad u chorych obserwuje sie
takze niski poziom estrogenéw, wysoki poziom gonadotropin, pierwotny brak
miesigczki, infantylne niekiedy wewnetrzne i zewnetrzne narzady piciowe, nie-
dorozwoj piersi. Pacjentki te majg najczesciej prawidtowy wzrost.

Wraz z coraz liczniejszymi informacjami na temat molekularnych homologii
pomiedzy chromosomami X i Y przypomniano obserwacje sprzed niemal 50 lat
dotyczace zjawiska crossing-over pomiedzy obu chromosomami (Burgoyne
1982). Wyniki badarn molekularnych, wsparte obserwacjami w mikoskopie ele-
ktronowym, doprowadzity do wyodrebnieniaw chromosomach X iY regionu PAR
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(pseudo autosomal region). Region PAR (PARY w przypadku chromosomu Y),
znajdujacy sie w terminalnym regionie Yp, ma wielko$¢ 2,5 x 106 bp (Matler
1990). Region PAR (PARX w przypadku chromosomu X) chromosomu X unika
inaktywacji, co dobrze ilustruje potwierdzony fakt unikania X — inaktywacji
przez dwa geny genomu kobiety, zlokalizowane w tym subregionie (antygen Xg
oraz gen STS — steroid sulfatase deficiency). Jakkolwiek oba chromosmy X
mezczyzn-XX (M-XX) sa morfologicznie nierozréznialne, tojednak przy doktad-
niejszej analizie (Magenis i wspolaut. 1982) lub po zastosowaniu specjalnych
technik (Debiec -Rychter i wspotaut. 1982) dokonano obserwacji sugerujacych
niewzajemng (unequal) X-Y rekombinacje podczas ojcowskiej mejozy, co
w rezultacie przyniosto insercje materialu genetycznego chromsomu Y, zawie-
rajacego TDF (testis determining factor) do zygoty 46,XX. W rzeczywistosci
badania molekularne potwierdzity, ze czes¢ przypadkéw M-XXjest TDF(+).

Analiza map delecyjnych (patrz nizej) przypadkéw M-XX oraz K-XY umozli-
wita lokalizacje genu/genow kandydata odpowiadajgcego kryterium TDF w dys-
talnym regionie Yp ponizej regionu PARY (Page i wspétaut. 1987). W kolejnym
etapie badan dokonano izolacji i sekwencjonowania fragmentu DNA o wielkosci
140 kb, kodujacego specyficzne biatko, ktérego 13 domen, bogatych w cysteine
i histydyne jest zwigzanych z jonami cynku. Opisana sekwencje okreslono
mianem czynnika ZFY (,zinc-finger Y protein”). Czynnik ZFY koduje biatko
0 budowie ,palca cynkowego”, czyli biatko regulatorowe, aktywujace trankiy-
pcje. Gen ZFYjest pod wzgledem struktury molekularnej podobny do czynnika
ZFX, ktorego locus znajduje sie w obrebie ramion Xp (Xp22.3). Sekwencja
nukleotydowa obu genéw zostata opublikowana przez Schneider-Gadicke
1wspdétaut. w roku 1989. W chwili obecnej wydaje sie jednak pewnym, ze
czynnika ZFY nie mozna utozsamia¢ z czynnikiem TDF, naukowa weryfikacja
pogladu na temat wylgcznosci roli czynnika ZFY nastgpita po opublikowaniu
wynikow badan molekularnych (Paimer i wspotaut. 1989, Jager iwspétaut.
1990). Autorzy przebadali tgcznie 22 przypadki z odwrdcong picig (sex reverse).
W tej grupie w 5 przypadkach przy nieobecnosci sekwencji ZFY(-), wykryto
obecnosé sekwencji specyficznej dla chromosomu Y, zlokalizowanej w bezpo-
Sredniej bliskoSci regionu PARY(+).

Przeprowadzenie analizy restrykcyjnej DNA z uzyciem blisko 140 specyficz-
nych dla chromosomu Y sond molekularnych u ponad 100 pacjentéw i pacjen-
tek, rekrutujacych sie z dwéch wyzej wymienionych grup chorych oraz przypad-
kéw z r6znego typu aberracjami struktury chromosomu Y, w tym translokacjami
Y/autosomy umozliwito skonstruowanie tak zwanej delecyjnej mapy chromoso-
mu Y, na ktérej wyodrebniono 7 interwaléw (Vergnaud i wspoétaut. 1986).
Obecnos¢ lub nieobecnosc ,,sygnatow hybrydyzacyjnych” upowazniata autoréw
tych prac do coraz doktadniejszej identyfikacji molekularnej struktury chromo-
somuY (ryc. 7).

Doktadniejszg mape chromosomu Y, a Scislej 98% euchromatyny chromoso-
mu Y, opracowano uzywajac 196 rekombinacyjnych klonéw DNA(FooTEi wspot-
aut. 1992) wykorzystujac tak zwany STS (sequence tagged sites). STS jest to
krotki odcinek genomowego DNA, ktory moze by¢ rozpoznany metoda PCR
i zmapowany w okreslonym punkcie genomu, gdzie dany STS moze stuzy¢ jako
punkt odniesienia (znak; ang. landmark). STS'y i odpowiednio wyselekcjonowa-
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Ryc. 7. Schemat przedstawia" X-Y obligatoryjny crossing-over oraz lokalizacje niektorych
genéw ramienia Yp i Xp w obrebie regionu PARY i PARX oraz w najblizszym sasiedztwie
(rycine opracowano na podstawie publikacji: Burgoyne 1982 oraz Focrre i wspétaut. 1992).
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ne sekwencje DNA metodg PCR moga by¢ dalej analizowane przy uzyciu kom-
puterowej bazy danych. Technika ta pozwolita usystematyzowac i uporzgdkowac
informacje pochodzace z réznych osrodkéw. Aktualna mapa obejmuje 160
pozycji STS (sYl — sY160) utozonych w 7 klasycznych interwatach delecyjnych
(patrz wyzej). Uporzadkowanie sekwencji STS w chromosomie Y stworzyto nowg
strategie konstruowania zestawu zachodzacych na siebie klonéw sekwencji
chromosomu w tak zwanych YAC’ach (yeast artificial chromosomes), to jest
sztucznych chromosomach drozdzy. Odniesienie STS’ow do klonéw YAC pozwo-
lito uporzadkowac klony YAC w 28 interwatach.

Powyzszy postep technologiczny nie pozostat bez wpltywu na generowanie
nowych watpliwosci, czy ZFY jest TDFem. Potwierdzono jeszcze raz niejedno-
rodnosc¢ etiologiczng przypadkow M-XXi K-XY, zwlaszcza wystepujgcych rodzin-
nie. Podobnie, badania nad ekspresjg TDF w przypadkach hermafrodytyzmu
sugerowaty udzial mutacji badz delecji autosomalnych lub sprzezonych z chro-
mosomem X w etiologii tej choroby.

Wkrétce tez opisano jeszcze mniejszy fragment chromosomu Y niz ZFY.
Fragment ten o wielkosci 35 kb, nazwano SRY (sex determining region of the Y;
Sinclair | wspotaut. 1990). Sekwencje te lokalizuje sie w bezposrednim sasie-
dztwie regionu PARY (iyc. 7) w interwale 1A1A terminalnie w stosunku do genu
RPS4Y i ZFY. Region ten odpowiadawielu kryteriom stawianym czynnikowi TDF:
jest to sekwencja konserwatywna wykrywana w chromosomie Y wszystkich
badanych ssakéw. Ekspresje tego genu obserwuje sie w tkance somatycznej
zrebu gonady w czasie determinacjijader u myszy (Koopman i wspétaut. 1990).
Otwarta ramka odczytu genu SRY (SRY-ORF) koduje biatko zawierajgce motyw
odpowiadajacy ,,HMG box” biatek klasy ,,high mobility grup proteins”. Sekwencje
odpowiadajace HMG, jak wykazano w szeregu badan (Wright i Dixon 1988,
Jantzen | wspétaut. 1990, van de Wetering | Wspétaut. 1991), maja zdolnosé
posredniczenia w procesie wigzania DNA. Mechanizm regulacyjny genu SRY
polega prawdopodobnie na wigzaniu specyficznej sekwencji ,HMG box” tego
biatka ze strukturg podwojnej spirali DNA (King i W eiss 1993). Obecno$¢ domeny
wigzacej DNA w biatku SRY bylaby zgodna z funkcjg regulacyjng przypisang
temu genowi. Dowodow potwierdzajacych role determinacji tworzenia jgder
przez gen SRY dostarczyty ponadto badania kobiet z kariotypem 46,XY z czysta
dysgenezjg gonad, u ktérych wykryto de novo mutacje w odrebie genu SRY.
Wszystkie wykryte mutacje, poza jedyng dotyczaca delecji 5 w otwartej ramce
odczytu SRY, sa potozone w obrebie regionu kodujgcego ,HMG box” (Berta
i wspotaut. 1990, Jager i wspétaut. 1990). Wiekszos¢ wykrytych mutacji to
mutacje powstate denovo, nie wykrywane u ojcéw pacjentek z kariotypem 46,XY.
Wielu badaczy podkres$la, ze SRY moze petni¢ jedynie role swoistego ,przetacz-
nika”, gdyzjgadra moga rozwingc sie takze u kobiet 46,XX, u ktérych nie wykryto
zadnych fragmentéw chromosomu Y (Lovelb-badge | Robertson. 1990). Pra-
wdopodobnie dzieje sie tak dlatego, ze mutacji ulegty inne fragmenty genomu.
Natomiast gen SRY determinujacy (rozpoczynajacy) te przemiane — jest obecny
jedynie w chromosomie Y. Uznanie genu SRY za TDF jest jednocze$nie koricem
jednego i poczatkiem nowego etapu poszukiwan. Szczegélnie interesujace dla
tych poszukiwan sa przypadki kobiet 46,XY, u ktérych nie wykryto mutacji
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w genie SRY. Dlaczego nie powstaty u nich jadra? Czy istniejg mutacje innych
gendw, poprzedzajace dziatanie genu SRY?

W 30 przypadkach prawdziwego hermafrodytyzmu 46,XX jedynie trzy oka-
zaly sie by¢ SRY(+), a dla 27 przypadkéw nadal postulowanym mechanizmem
etiopatogenetycznym pozostaje autosomalna lub sprzezona z chromosomem X
mutacja (McElreavey i wspoltaut. 1992). W 35 przypadkach M-XX, wsréd kto6-
rych nie obserwowano obojnaczych zewnetrznych narzadéw piciowych, obe-
cnos¢ SRY(+) stwierdzono w 32 przypadkach, trzy przypadki byty SRY(-), nato-
miast wsréd 38 chorych z obojnaczymi narzadami ptciowymi tylko 2 przypadki
byty SRY(+) (McEIreavey iwspétaut. 1993), pozostatych zas 36 przypadkéow byto
SRY(-). Jak juz wspomniano u wiekszosci pacjentek z dysgenezjg gonad, obar-
czonych kariotypem 46,XY, nie wykryto delecji badZz mutacji w obrebie genu SRY
a pomimo to nie doszto u tych chorych do determinacji pierwotnej gonady
w kierunku meskim.

Nowe Swiatlo na mechanizm patogenetyczny w tym przypadku rzuca opis
rodzenstwa, ktéremu matka, nosicielka duplikacji Xp21.2p22.11, przekazata
nieprawidtowy chromosom X, ojcowie z pierwszego i drugiego matzenstwa prze-
kazali prawidtowy chromosomY i, jak sie okazato, prawidtowy gen SRY i pomimo
to nie doszto do determinacji pierwotnej gonady w Kierunku meskim. Powyzsza
obserwacja potwierdza role SRVX (,sex reversal locus” sprzezony z chromoso-
mem X) jako jednego z mechanizmoéw zaburzajgcych prawidtowag determinacje
pici (Arn i wspotaut. 1994).

Opisano autosomalny ,sex reversed locus”, SRA1 w trzech nie spokrewnio-
nych przypadkach dysplazji kampomielicznej, w ktérych rozpoznano zrownowa-
zong traslokacje obejmujaca region 17924925 (Tommerup i wspélaut. 1993).
Wskazano istnienie genu ,sex reversing” w ramieniu 9p (Bennett i wspétaut.
1993). Opisano wreszcie chorg 46,XY z dysgenezja gonad, u ktérej stwierdzono
mikrodelecje sekwencji DNA chromosomu Y przy obecnosci prawidtowego genu
SRY (McE1lreavey i wspOtaut. 1992), co moze wskazywacé na obecnos¢ w obrebie
chromosomu Y innych genéw wigczonych w kaskade wydarzen prowadzacych
do prawidtowej determinacji gonady w kierunku meskim (Boczkowski 1971).
Identyfikacja innych gendéw, odpowiedzialnych za determinacje pici, moze oka-
za¢ sie bardzo trudna i zmudna. Dzi$ lepiej niz kiedykolwiek zdajemy sobie
sprawe z faktu, jak skomplikowanym systemem jest embriogeneza gonad, ktéra
kreuje tak wiele w tak krotkim okresie.

Spektakularny wyscig o pierszenstwo w opisaniu genu determinujgcego
rozwoj pierwotnej gonady pozwolit nam lepiej zrozumie¢ mechanizm determi-
nacji pici, ale jednoczesnie uswiadomit, jak wiele jest do zrobienia, aby umie¢
w kazdym przypadku chorobowym odpowiedzie¢ na pytanie, ktory z elementéw
ztozonego procesu determinacji i réznicowania ulegt zaburzeniu. Niemniej jed-
nak, juz dzisiaj szereg osiggnie¢ mozna aplikowac¢ do praktyki poradnianej.

Mozliwos¢ sporzadzania map delecyjnych chromosomu Y (nie w celach po-
znawczych, ale diagnostycznych) przy uzyciu kilkudziesieciu sond molekular-
nych (tab. 1), pozwala znakomicie uprecyzyjni¢ rozpoznania cytognetyczne,
umozliwiajac lokalizacje punktéow ztaman tego bardzo matego chromosomu
z niespotykang dotgd doktadnoscig. Ma to znaczenie rokownicze w tych przy-
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Tabela 1

Lista 32 specyficznych dla chromosomu Y sond molekularnych zgromadzonych w Zaktadzie
Genetyki Medycznej A. M. w todzi, umozliwiajacych sporzadzanie map delecyjnych chromosomu
Y dla celéw poradnictwa genetycznego. Wielko$¢ insertu jest podana w tysigcach par zasad (kb)

LP- Sonda Locus
1 pDP230 DXYS20
2 Y-286( Yp) DYSI84p
3. pHU14 #) SRY
4. pZFY ZFY
5. Y-280 DYS186
6. Y-227 DYS185
7. Y-156 DYZz2
8 Y-190 DYZ5
9. 47z DXYS5Y
10. pDP34 DXYS1Y
1. Y-431
12 v-182
13. Y-219
14. Y-223a
15, 118e (@) DYS8
16. 52d (@) DYF27
17. Y-97 DYZ3
18. 5012 DYS7
19. 49f DYS1
20. M1A DXS31Y
21. Y-253 DYS106
22. Y-198 DYS168
23. Y-157a DYS112
24. Y-221 DYS109
25. Y-294 DYS110
26. Y-202 DYS107
27. Y-216a DYS108
28. Y-460 DYS154
29. Y-214 DYS111
30. Y-286 DYS184q
31 Y-402 DYS155
32, Y-418 DYS156

Lokalizacja
Yp11.3
Yp113
Yp11.3
Yp11.3
Yp11.3-11.2
Ypl1l1.3-11.2
Yp11.2
Yp11.2

Ypll

Ypll

Yp

Yp

Yp

Yp

Yp

Yp

Ycen

Yqll

Yo11

Yqll
Yql1.21-11.22
Yq11.21-11.22
Yql1.21-11.22
YQq11.21-11.22
YQq11.21-11.22
Yq11.23
Yq11.23
Yq11.23
Yq11.23
Yq11.23
Yq11.23

Yq11.23

- w polach zacienionych wymieniono préby zakupione w ATCC

Wektor

puC13
pBR322
pucis
pucls
pBR322
pBR322
puc18
pBR322
pBR327
pDP322
pBR322
pBR322
pBR322

pBR322

pBR322
pBR322
pBR327
pBR322
pBR322
pBR322
pBR322
pBR322
pBR322
pBR322
pBR322
pBR322
pucls
pBR322
pBR322
pucCi 8

pucls

2.2
17
12.7
13
22
2.8
4.4
3.5
2.3

2.2
3.5
1.85
51

0.75

11
6.7
17
2.8
ZA
3.6
12
3.7
2.4
21
15
24
12
2.3
17
35

25

- symbolem (@) oznaczono préby udostepnione przez J. Weissenbacha, Instytut Pasteura, Paryz, Francja

- symbolem (#) oznaczono prébe udostepniong przez P. N. Goodfellow, Uniwersytet Cambridge, Anglia

Insert

- pozostate préby zostaty udostepnione przez U. Mullera, Instytut Genetyki Cztowieka, Uniwersytet w Giessen, Niemcy



Czy chromosomy ptciowe sg nam potrzebne? 385

padkach, gdzie punkt ztamania jest zlokalizowany w/lub powyzej regionu ILA
(lateral asymmetry) (Katuzewski 1984, 1985).

Molekularna analiza DNA umozliwia identyfikacje markeréw chromosomo-
wych i tatwa identyfikacje markeréw pochodzacych z chromosoméw X i Y,
ktoiych obecnosé moze towarzyszy¢ lub wrecz wywotywaé zaburzenia cielesno
piciowe, ale nie pocigga za sobg innych ciezkich nieprawidtowosci fenotypowych.
Ma to duze znaczenie w prognostyce diagnostki prenatalnej. Wdrozenie testu na
obecnos¢ w genomie genu SRY oraz sekwencji centromerowych chromosomu Y
(Witt i wspétaut. 1993, Kocova i wspétaut. 1993, 1994) umozliwia wyselekcjo-
nowanie grupy przypadkéw zwiekszonego ryzyka transformacji nowotworowej
dysgenetycznej gonady ijest wskazaniem do profilaktycznego usuniecia niepra-
widltowych gonad. Zabieg ten zresztag moze by¢ przeprowadzony na drodze
laparoskopii operacyjne;j.

Trzeba przyznag, ze, podobniejak w innych dziedzinach nauki, w diagnosty-
ce i terapii zaburzen cielesno pitciowych istnieje dramatyczna réznica pomiedzy
spektakularnymi osiagnieciami w naukach podstawowych, w tym przypadku
biologii molekularnej, i aplikacja tych osiggnie¢ w medycynie praktycznej.
W Zaktadzie i Poradni Genetyki Medycznej w todzi w okresie 25 lat zdiagnozo-
wano 874 przypadkdéw aberracji liczbowych i strukturalnych chromosomoéw, z
czego 354 sg to przypadki aberracji liczbowych i strukturalnych chromosomow
piciowych, co stanowi okoto 40% liczby ogdlnej. U 354 choiych postawiono
diagnoze, wdrozono leczenie, niekiedy leczenie operacyjne. U wielu chorych
uzyskano zadowalajgce wyniki, optymalizujac ich adaptacje do Srodowiska.
Pozostaje jednak uczucie niedosytu, bowiem tak rzadko mozemy powiedzie¢, ze
wyleczyliSmy chorego z zaburzeniem cielesno-ptciowym w sensie ,restitutio ad
integrum”, tak niewiele mamy réwniez do zaproponowania naszym pacjentom,
jesli chodzi o profilaktyke choroby.

Fakt pojawienia sie unikalnych sekwencji satelitarnego DNA chromosomu Y
byt prawdopodobnie pierwszym krokiem na ewolucyjnej drodze uzyskania mor-
fologicznej tozsamos$ci tego chromosomu (Brutlag 1980, Kunkel i wspotaut.
1977). Na drodze ewolucji od prymitywnych kregowcéw, u ktérych nie obserwu-
jemy dimorfizmu chromosoméw piciowych, do cztowieka chromosom Y w odréz-
nieniu od chromosomu X zostat niemal zupetnie pozbawiony loci genowych,
z wyjatkiem determinujacych pte¢, kontrolujacych rozwdj gonad, posrednio
kontrolujacych rozwoj ukladu moczowo-ptciowego oraz 6 innych dotychczas
opisanych genéw (McKusick 1992). Podczas tego procesu, nazywanego ,.erozja
chromosomu Y” (Dartington 1958) lub ,degeneracjg chromosomu Y” (Monsalve
i wspétaut. 1980) rozmiary tego chromosomu zostaly zredukowane do 1/3
chromosomu X. Wielu autoréw przyjmuje, ze translokacja byta mechanizmem
napedowym ewolucji niezréznicowanych chromosoméw piciowych nizszych kre-
gowcow do chromosoméw dimorficznych ssakéw wyzszych i cziowieka. Po
szeregu rearanzacjach cytogentycznych, chromosom X stat sie ,,chimerg” sub-
regionéw, odpowiedzialnych za cechy somatyczne oraz funkcje gonad, wykazu-
jacych homologie z chromosomem Y, co znalazto szereg potwierdzen, réwniez
z zakresu badan molekularnych. Wydaje sie wiec prawdopodobne, ze w procesie
ewolucji chromosom Y ,podzielit’ sie odpowiedzialnoscig za determinacje
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i r6znicowanie pierwotnej gonady z chromosomem X i prawdopodobnie autoso-
mami.

Przy calym entuzjastycznym podziwie dla postepu technologicznego, ktory
towarzyszyt opisaniu genu SRY, nalezy z szacunkiem odnies¢ sie do postulowa-
nego od szeregu lat przez Mittwoch (1992, 1993) pogladu o wieloczynnikowym
z progowg dichotomig systemie determinacji pici. Autorka od lat sceptycznie
odnosi sie do préb wyjasnienia mechanizmu determinacji pierwotnej gonady
z udziatem jednego genu. Przeciwko takiemu mechanizmowi przemawia szereg
starannie dokonanych obserwacji naukowych (Mittwoch 1992). Stad odpowia-
dajac na zadane w tytule pytanie, o role chromosomoéw ptciowych w determinacji
pici nalezy odpowiedzie¢ twierdzaco: prawidtowy rozwoj mezczyznyjest zwigzany
z prawidtowym kariotypem 46.XY a kobiety — 46,XX.

Powierzenie przez proces ewolucji tak waznego genu, jak gen SRY chromo-
somowi, ktéry szczegllnie czestojest narazony na nierozdzielnos¢ (non-disjunc-
tio) mitotyczng i mejotyczng, ktdry czesto ulega aberracjom strukturalnym,
niebezpiecznym gdy punkt ztamaniajest zlokalizowany w/lub powyzej | regionu
LA (Katuzewski i WSpél'aUt. 1978, Limon iwspé’raut. 1979, Katuzewski 1984,
1985) kaze watpic, czy jest to rozwigzanie optymalne. Tylko spekulacjg bytby
poglad, ze ,erozja™ chromosomu Y bedzie trwata nadal i zmieni ona mechanizm
determinacji ptci gatunku Homo sapiens w perspektywie 20-40 milionéw lat.

Autor dziekuje Doktor A. Jeziorowskiej i Doktorwowi L. Jakubowskiemu za
kreatywna dyskusje tez artykutu oraz Doktorowi L. Dudarewiczowi za pomoc
w przygotowaniu manuskryptu.

DO WE NEED SEX CHROMOSOMES?
Summary

The author presents problems encountered by a practising physician when diagnosing the sex
of patients with disturbances of sexual differentiation. Evolution of the present knowledge of the role
ofthe Y chromosome, H-Y antigen, factor SDM, ZFY and ZFX sequences and SRY gene in the process
of a determination of the primary gonad is described. The author emphasizes limitations of our
capabilities in prophylaxis and therapy of disturbances of sexual differentiation.
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