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GENETYCZNE MECHANIZMY DETERMINACJI PECI I ROZNICOWANIA GONAD SSAKOW

Niezroznicowana gonada jest wyjatkowym
narzadem, gdyz moze si¢ rozwija¢ w jednym
z dwoch kierunkow: jako jajnik lub jako ja-
dro, w zaleznosSci od genow, ktore ulegaja
ekspresji podczas ich roznicowania si¢. Oka-
zuje sie, ze mechanizmy kierujace tym roz-
nicowaniem to swoista walka wielu genoéw
tworzacych krzyzujace si¢ ze soba szlaki mo-
lekularne. Geny te mozna podzieli¢ na dwie
grupy: geny ,meskie” odpowiedzialne za roz-
nicowanie jadra oraz geny ,zefiskie” uczestni-

czace w ksztaltowaniu jajnika. Rola genetycz-
nej kontroli rozwoju gonad jest doprowadze-
nie do wyksztalcenia gonad zgodnych z plcia
genetyczna osobnika. Brak takiej zgodnosci
doprowadzitby do powaznych konsekwencji,
takich jak hermafrodytyzm czy rewersja plci,
ktorym czesto towarzyszy bezptodnosé, dla-
tego tez podczas roznicowania gonad musi
wystepowac system zabezpieczen SciSle kon-
trolujacych ten proces.

POCZATEK ROZWOQOJU GONAD

Rozwoj gonad w zarodku myszy rozpo-
czyna sie¢ w 10 dniu po kopulacji (lac. dies
post coitus, 10,0 dpc), natomiast u cztowieka
w czwartym tygodniu ciazy, kiedy to powsta-
je para grzebieni plciowych, majacych postac
podtuznych faldow nabtonka celomatyczne-
go. Te poczatkowe zawiazki utworzone sa
jedynie przez komorki somatyczne, jednak
po krotkim czasie wnikaja do nich komor-
ki praplciowe (ang. primordial germ cells,
PGCs), ktore przywedrowaly z okolic szypuly

omoczni zarodka. Od tego momentu zawig-
zek gonady zbudowany jest z komorek so-
matycznych, pochodzacych z proliferujacego
nablonka celomatycznego, oraz z komorek
linii ptciowej (MCLAREN 2003). Niewyja$nio-
na pozostaje determinacja miejsca, w ktorym
ma dojS¢ do powstania grzebieni plciowych.
Moga za to odpowiadac geny WitlI, Sf1 oraz
Gata4 i Fog2, gdyz ulegaja one ekspresji w
grzebieniach ptciowych juz w najwczesniej-
szym stadium.

Sry — GROWNY GEN DETERMINACJI PECI MESKIE] SSAKOW

Poczatkowo zawiazki gonad sa niezrOzni-
cowane plciowo, gdyz ulegaja w nich ekspre-
sji identyczne geny niezaleznie od ptci gene-
tycznej. Sytuacja taka ma miejsce do momen-
tu, w ktorym w komorkach somatycznych
gonady osobnika o genotypie XY rozpoczyna

si¢ ekspresja genu Sry, uznanego za glowny
czynnik determinacji jadra (fac. festis) (GUB-
BAY i wspotaut. 1990, KOOPMAN i wspotaut.
1991). Komorki, w ktorych nastepuje ekspre-
sja Sry, roznicuja sie w komorki Sertoliego,
stanowigce somatyczne elementy kanalikow
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nasiennych. Tak wiec, pierwszym sympto-
mem roznicowania plci meskiej jest induk-
cja przeksztalcania okreSlonych komorek
somatycznych gonady w komorki Sertolie-
go, ktore beda kierowaly wlaSciwym rozwo-
jem jadra jako organu odpowiedzialnego za
ksztaltowanie meskich cech ptciowych orga-
nizmu na drodze hormonalnej. W jadrze my-
szy ekspresja Sry rozpoczyna sie w 10,5 dpc,
a jej szczyt przypada na 11,5 dpc, po czym
jest wyciszana i kofnczy sie w 12,5 dpc. Trwa
wiec zaledwie dwa dni i zachodzi jedynie w
przysztych komorkach Sertoliego. W pojedyn-
czej komorce biatko SRY obecne jest zaled-
wie osiem godzin lub nawet krocej (SEKIDO
i wspotaut. 2004). Takze u ludzi SRY pojawia
sie w przysztych komoérkach Sertoliego, ale
tu utrzymuje si¢ przez cale zycie, podobnie
jak w komorkach linii piciowej (SALAS-CORTES
i wspotaut. 1999).

Sry jest genem potrzebnym do zainicjo-
wania roznicowania si¢ gonady meskiej i jest
on wystarczajacy do skierowania zawiazku
gonady genetycznej samicy myszy (XX) na
szlak rozwoju jadra (KOOPMAN i wspolaut.
1991); natomiast w wickszoSci przypadkow
jego braku, gonada roéznicuje si¢ w jajnik.
Podobnie, zbyt niski poziom ekspresji Sry,
spowodowany mutacjami niektorych genow,
doprowadza do przejecia kontroli nad gona-
da przez geny kierujace rozwojem jajnika, w
efekcie doprowadzajac do rewersji plciowe;.
Tak wiec istotne jest osiagniecie przez bial-
ko SRY wysokiego stezenia w komorce, aby
gonada XY mogta sie¢ przeksztalci¢ w jadro.
Ekspresja genu Sry nie rozpoczyna si¢ we
wszystkich komorkach gonady w jednako-
wym czasie, bowiem najwczeSniej pojawia
sic ona w komorkach centralnej czeSci gona-
dy, po czym rozprzestrzenia sie¢ w kierunku
dogtowowym i doogonowym (BULLEJOS i Ko-
OPMAN 2001).

Gen Sry wystepuje jedynie u ssakow.
MieSci sie na krotkim ramieniu chromoso-
mu Y i wyewoluowal prawdopodobnie z
genu Sox3 polozonego na chromosomie X.
Koduje on biatko nalezace do rodziny czyn-
nikow SOX posiadajacych konserwatywna
domene HMG (ang. high mobility group),
dzieki ktorej SRY wiaze sie¢ z okreSlonym
regionem DNA o sekwencji WACAAW
(gdzie W oznacza A lub T). SRY po zwia-
zaniu z nicia DNA, powoduje jej wygiecie
0 60-85°, co doprowadza do inicjacji eks-
presji innych genow odpowiedzialnych za
roznicowanie si¢ gonady meskiej (POLANCO
i KOOPMAN 2007).

Sygnal wywolujacy ekspresje Sry jest nie-
wyjasniony. U myszy mutacje genow Gatad/
Fog2, Wt1 oraz genow kodujacych receptory
insulinowe IGFIR, IRR, IR powoduja ostabie-
nie ekspresji Sry (NEF i wspotaut. 2003, TE-
VOSIAN i wspotaut. 2002, WAGNER i wspotaut.
2003). Sugeruje to, ze moga one uczestni-
czy¢ w regulacji ekspresji genu Sry (Ryc. 1).
Nie jest jednak pewne czy rewersje plciowe
spowodowane mutacjami wynikaja z obni-
zenia iloSci SRY przypadajacej na komorke,
czy ze zmniejszenia liczby przysztych ko-
morek Sertoliego. Gen WtI koduje czynnik
transkrypcyjny, wystepujacy w co najmniej
24 izoformach. Dla rozwoju gonady istotne
sa dwie izoformy tego biatka, ktore roznia
sie obecnoscia trzech aminokwasow; s3 to
WT1-KTS i WT1+KTS. Brak krotszej izoformy
zwanej WT1-KTS zwicksza poziom apoptozy
i prowadzi do regresji gonady, nie hamujac
jednak ekspresji genow roznicujacego si¢
jadra; czynnik ten nie jest zatem konieczny
do wyksztatcenia plci meskiej, chociaz in vi-
tro wykazano, ze ma zdolno$¢ wiazania sie
z promotorem Sry. Z kolei brak izoformy
dtuzszej WT1+KTS prowadzi do odwrocenia
plci; izoforma ta uczestniczy wiec zapewne
w determinacji plci. Nie wiaze si¢ z promo-
torem Sry, natomiast dziala prawdopodobnie
poprzez zwickszenie stabilnoSci Sry mRNA
lub tempa jego translacji. Takie dziatanie
tlumaczy wystepowanie matego st¢zenia Sry
mRNA w roznicujacej si¢ gonadzie meskiej i
wysokiego stezenia biatka SRY w komorkach
(POLANCO i wspotaut. 2007).

Badania mysich chimer, uzyskanych z
potaczenia komérek o genotypach XX i ko-
morek XY, dowiodly, ze istnieje progowa
wartoS¢ liczby komoérek XY, konieczna do
osiagniecia, by gonada mogta réznicowacd
sic w jadro (PALMER i BURGOYNE 1991).
Ot6z w gonadzie musi znajdowaé sie co
najmniej 30% komorek XY, zawierajacych
gen Sry, by gonada nie przeksztalcita sie
w jajnik. Dziatlanie czynnika SRY jest SciSle
zalezne od jego iloSci. Do réznicowania si¢
gonady meskiej konieczne jest osiagniecie
nie tylko wartoSci progowej stezenia SRY
w danej komorce, ale takze liczby komorek
roznicujacych sie w komorki Sertoliego.

Wystepowanie komorek Sertoliego o ge-
notypie zenskim XX w gonadach chimer
wskazuje na obecnosSc¢ jakiego$ czynnika pa-
rakrynowego wywolujacego roznicowanie
siec komorek Sertoliego (PALMER i wspotaut.
1991). Czynnikiem tym okazala si¢ prosta-
glandyna D,,wytwarzana zarOwWno przez me-
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Ryc. 1. Interakcje czynnikOw réznicowania si¢ gonad myszy.

W rozwoju jajnika (lewa strona) kluczowa role odgrywa WNT4 stymulujacy p-katenine, indukujaca ekspre-
sj¢ genow Bmp?2 i Fst, ktore kieruja morfogeneza jajnika. Dodatkowo przedstawiono dziatanie r-spondyny 1,
stwierdzone jedynie w rozwoju jajnika ludzkiego. W determinacji réznicowania gonady meskiej (strona pra-
wa) gtowna role odgrywa SRY, ktory syntetyzowany jest pod kontrola czynnikow WT1, SF1 i GATA4/FOG2.
SRY pobudza ekspresje genu Sox9, ktory z jednej strony hamuje zwrotnie ekspresje Sry, a z drugiej pobudza
ekspresje genOw morfogenezy jadra, takich jak FGF9, PDGF, DHH. Czynniki SOX9 i FGF9 hamuja ekspresj¢

genow rozwoju jajnika.

skie komorki linii plciowej, jak i przez roz-
nicujace si¢ komorki Sertoliego. Ekspresja
genu syntazy prostaglandyny D, jest induko-
wana przez biatko SOX9, bedace jednym z
pierwszych markerOw roznicujacego si¢ ja-
dra (WILHELM i wspotaut. 2005).

Mieszance myszy (Mus domesticus) po-
siadajace chromosomy Y szczepow pocho-
dzacych z takich miejscowosci jak Val Po-
schiavo w Szwajcarii (Y"™) czy Tirano we
Wioszech (Y™) wykazuja na tle genetycz-
nym szczepu BG6 czeste zaburzenia rozwoju
jader. Ot6z pewne szczepy posiadaja ,stab-
sze” allele Sry, ulegajace ekspresji zbyt poz-
no lub na zbyt niskim poziomie, przez co na
tle genetycznym innych szczepow gonada
XY rozwija sie jako ovotestis lub nawet jako
jajnik (BULLEJOS i KOOPMAN 2005). Podobna
sytuacja ma miejsce w przypadku mutacji
genu M33, ktéra doprowadza do rewersji
plciowej poprzez opodznienie rozwoju jadra
(BRENNAN i CAPEL 2004). Tak wiec, dla de-
terminacji plci meskiej istotny jest poziom
ekspresji Sry oraz moment, w ktérym biatko
SRY osiaga najwyzsze st¢zenie, a nie dlugosc
okresu ekspresji Sry. Istnieje bowiem krotki

przedzial czasowy, w ktoérym musi dojs¢ do
ekspresji Sry, by gonada mogta si¢ rdznico-
waé sie w jadro. Oczywiste jest, ze okres
ten musi poprzedza¢ moment podwyzszenia
poziomu ekspresji genow kierujacych roz-
wojem jajnika.

Ovotestis jest gonada majaca charakter
zarOwno jajnika jak i jadra; u ssakow po-
wstaje w wyniku zaburzef determinacji plci.
U myszy w ovotestis tkanka jadrowa zajmuje
polozenie centralne, natomiast czeSC jajni-
kowa peryferyczne. Taka charakterystyczna
struktura jest nastepstwem falowego roz-
przestrzeniania sie ekspresji Sry. Najwcze-
Sniejszy sygnal réznicowania si¢ jadra poja-
wia si¢ w centrum gonady i na niektoérych
tlach genetycznych wystarcza to do indukgcji
roznicowania si¢ komoérek Sertoliego. Na-
tomiast w peryferycznych strefach gonady
ekspresja Sry nastepuje zbyt pozino, tuz po
rozpoczeciu intensywnej ekspresji genow
rozwoju jajnika. Moze tu wiec dojs¢ do
przejecia przez zenskie szlaki regulatorowe
kontroli nad réznicowaniem si¢ tych najbar-
dziej zewnetrznych czeSci gonady.
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SOX9 — KLUCZOWY GEN KONIECZNY DO POWSTANIA GONADY MESKIE]J

Tuz po rozpoczeciu ekspresji Sy w ko-
morkach somatycznych gonady myszy ulega
podwyzszeniu stopien transkrypcji 266 ge-
now, natomiast wyciszeniu podlega ekspre-
sja 50 genow (BEVERDAM i KOOPMAN 2005).
Kluczowym genem koniecznym do rozwoju
jadra okazal sie¢ Sox9, ktorego ekspresja za-
chodzi na niskim poziomie juz w zawiazkach
gonad obu plci, jednak zaledwie cztery go-
dziny po rozpoczeciu ekspresji Sry w gona-
dzie meskiej gwattownie wzrasta. Czas i miej-
sce ekspresji Sry i Sox9 wskazuja, ze czynnik
SRY prawdopodobnie bezposrednio aktywu-
je ekspresje genu Sox9 (SEKIDO i wspotaut.
2004). Fala ekspresji Sox9 rozchodzi si¢ w
obrebie gonady podazajac za fala ekspresji
Sry. Rozpoczyna si¢ ona w centrum grzebie-
nia plciowego, a nastepnie rozprzestrzenia
sie na regiony peryferyczne (BULLEJOS i KO-
OPMAN 2005). Brak jednak niezbitych dowo-
dow przemawiajacych za tym, ze czynnik
SRY bezposrednio aktywuje ekspresje genu
Sox9 (Ryc. 1).

Biatko SOX9, podobnie jak SRY, posiada
domene HMG, dzieki ktorej wiaze sie z lan-
cuchem DNA regulujac ekspresje genow do-
celowych. U ludzi znane sa przypadki mutacji
genu SOX9 prowadzace co prawda do zabu-
rzen w formowaniu chrzastek, ale towarzysza
im rewersje plci, doprowadzajace do rozwoju
0sob o genotypie XY jako kobiet, u ktérych
wystepuje funkcjonalny gen SRY (WAGNER
i wspotaut. 1994). Dowodzi to, ze czynnik
SOX9 pelni istotna role¢ w determinacji plci
meskiej. U ludzi inaktywacja juz jednego z al-
leli SOX9 doprowadza do rewersji plci, pod-
czas gdy u myszy mutacja heterozygotyczna
tego genu (Sox9*) nie zaburza rozwoju go-
nad. Wskazuje to na istotne réznice determi-
nacji ptci u tych dwu gatunkéw. Genetyczna
kontrola rozwoju gonad ludzi wydaje si¢ bar-
dziej zalezna od dozy czynnikow.

Tuz po rozpoczeciu transkrypcji Sox9 u
myszy zanika ekspresja Sry, podczas gdy u
mutantow pozbawionych czynnika SOX9,
poziom ekspresji Sry jest bardzo wysoki
w poréwnaniu z typem dzikim. Wynika z
tego, ze SOX9 hamuje zwrotnie ekspresje
Sy (CHABOISSIER i wspotaut. 2004, BARRIO-
NUEVO i wspoélaut. 20006). Istota regulacji
okresu ekspresji Sry polega prawdopo-
dobnie na oddzialywaniu czynnika SOX9
na niekodujacy odcinek 3’ genu Sry tzw.
3’UTR. Skrocenie tego odcinka w genie my-
szy zaburza proces wyciszania ekspresji Sry

(SEKIDO i wspotaut. 2004). U cztowieka od-
cinek 3’'UTR w genie SRY jest bardzo krot-
ki i to zapewne dlatego nie zachodzi wy-
ciszanie ekspresji SRY w komorkach jader
ludzkich (SALAS-CORTES i wspoétaut. 1999).
Ludzki czynnik SRY prawdopodobnie pelni
inne dodatkowe funkcje podczas roéznico-
wania si¢ ptci meskie;j.

Dotychczas zidentyfikowano tylko jeden
gen bedacy bezposrednim celem SOX9, Amh,
kodujacy hormonalny czynnik doprowadzaja-
cy u samcow do regresji przewodow Miillera,
u samic przeksztalcajacych sie w jajowody.

Gen Sry powstal stosunkowo niedawno,
a jego wystepowanie ogranicza si¢ jedynie
do ssakow. Natomiast funkcja Sox9 w roz-
woju gonady meskiej jest bardziej konser-
watywna i by¢ moze obejmuje wszystkie
zwierzeta tkankowe (Metazoa). Swiadczy to
o tym, ze rola czynnika SRY moze sprowa-
dzac si¢ jedynie do inicjacji ekspresji Sox9.
SRY nie bierze udzialtu w podtrzymaniu
ekspresji Sox9; odpowiada bowiem za to
autoregulacyjna zdolnos¢ SOX9, a takze re-
gulacja ze strony fibroblastycznego czynni-
ka wzrostu (FGF9) (Ryc.1). Zaskakujace, ze
przy braku Sry obecnoS¢ biatka SOX9 jest
w stanie doprowadzi¢ do powstania gona-
dy meskiej. Udowodnilo to uzyskanie myszy
transgenicznych o zefiskim genotypie XX za-
opatrzonych w dodatkowa, nadliczbowa ko-
pie genu Sox9. Rozwijaly sie one jako nor-
malne samce (VIDAL i wspoétaut. 2001), byly
jednak bezptodne z powodu braku pozo-
stalych genow kierujacych spermatogeneza,
potozonych na chromosomie Y. Jadra takich
genetycznych samic powstalych w wyniku
odwrocenia plci zawieraja kanaliki nasienne
o obszernym S$wietle, zbudowane jedynie z
komorek Sertoliego; z powodu braku komo-
rek linii ptciowej ich gonady sa o potowe
mniejsze od jader typu dzikiego.

Z powyzszych rozwazan wynika, ze bial-
ko SOX9, w przeciwiefistwie do SRY, jest
czynnikiem koniecznym do prawidlowego
rozwoju jadra, a rola SRY ogranicza si¢ praw-
dopodobnie jedynie do aktywacji ekspresji
Sox9, ktory z kolei wlacza szereg innych ge-
now powodujacych zapoczatkowanie ciagu
zmian strukturalnych i fizjologicznych cha-
rakterystycznych dla rdéznicujacej si¢ gonady
meskiej.

Morfologicznymi symptomami réznicowa-
nia si¢ gonady meskiej sa: (i) silna prolifera-
cja nabtonka celomatycznego otaczajacego
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gonade, (ii) roéznicowanie sie¢ komorek Ser-
toliego, (iii) formowanie si¢ sznuréw jadro-
wych, z ktorych powstana kanaliki nasienne,
(iv) migracja komorek ze Srodnercza do go-
nady, (v) réznicowanie si¢ ptodowych komo-
rek Leydiga, wytwarzajacych testosteron, (vi)
formowanie unaczynienia specyficznego dla
jadra (ROss i CAPEL 2005).

W gonadzie meskiej pewna blizej nie
okreslona podrzedna role spetnia gen SoxS;
by¢ moze jest on jedynie spadkiem po na-
szych przodkach, a moze stanowi zabezpie-
czenie na wypadek niesprawnego dzialania
SOX9 (KOOPMAN 2005).

Hipotezy tlumaczacej regulacje ekspre-
sji Sox9 dostarczyly mysie mutanty Odsex, u
ktorych pewna insercja w obrebie chromo-
somu 11 w poblize genu Sox9 spowodowata
delecje, skutkujaca odwroceniem plci osob-
nikow XX (BISHOP i wspotaut. 2000). Praw-
dopodobnie delecja ta dotyczyla pewnego
regionu, z ktorym wiaze sie zenski czynnik
doprowadzajacy do represji Sox9, przez co
brak owego regionu uniemozliwit zahamo-
wanie ekspresji Sox9 i w efekcie indukcje
meskich szlakow regulacyjnych w gonadach
XX. U dzikich samcOw represja ta zapewne
jest blokowana przez SRY.

SRY i SOX9 sa czynnikami transkrypcyjny-
mi, tak wiec po translacji, ktora zachodzi w
cytoplazmie musza dotrze¢ do jadra komor-
kowego, by spelnia¢ swe okreSlone funkcje.
Role w tym imporcie odgrywa importyna 1
oraz kalmodulina (BRENNAN i CAPEL 2004),
ktorych defekty zaburzaja transport bialek
do jadra komorkowego, miedzy innymi SRY
i SOX9, co skutkuje réznicowaniem si¢ gona-
dy XY w jajnik. Istotny jest tu takze proces
acetylacji biatka SRY, ktora wptywa na zwiek-
szenie poziomu transportu tego czynnika do
wnetrza jadra komorkowego, podczas gdy
deacetylacja powoduje wzrost st¢zenia bial-
ka SRY w cytoplazmie (POLANCO i KOOPMAN
2007). Mechanizm indukcji réznicowania ko-
morek Sertoliego przez prostaglandyne D,
polega wlasnie na aktywacji importu biatka
SOX9 do wnetrza jadra komorkowego (MA-
LAKI i wspolaut. 2005). Z kolei zablokowa-
nie eksportu SOX9 z jader komorkowych w
gonadzie XX doprowadza do uruchomienia
szlaku kierujacego rozwojem gonady meskiej.
Zatem utrzymanie okreSlonego poziomu SRY
i SOX9 w jadrze komorkowym poprzez regu-
lacje importu i eksportu moze by¢ waznym
elementem kontroli determinacji pici.

PROLIFERACJA KOMOREK GONADY JEST KONIECZNA DLA ROZNICOWANIA GONADY MESKIE]

W procesie determinacji plci meskiej
wystarczajaco duza liczba komorek musi
przeprowadzi¢ ekspresje Sry, tak wiec w
gonadzie meskiej powinna zachodzi¢ szyb-
ka ich proliferacja, zabezpieczajaca gonade
o genotypie XY przed feminizacja. Okazuje
si¢, ze namnazanie komoérek nabtonka ce-
lomatycznego jest najwczesSniejszym mor-
fologicznym syndromem réznicowania sie
jadra. Komorki te wnikaja w gltab gonady
i tam nastepuje w nich ekspresja Sry do-
prowadzajaca do ich przeksztalcenia si¢ w
komorki Sertoliego. W meskiej gonadzie
myszy konieczny jest co najmniej oSmio-
godzinny okres proliferacji. Zbyt pozne
lub zbyt krotkie namnazanie sie komorek
somatycznych prowadzi do przejecia kon-
troli nad taka gonada przez zefniskie geny,
co w efekcie daje odwrocenie pici. Zablo-
kowanie podziatlbw mitotycznych komorek
gonady meskiej w tym kluczowym okresie
doprowadza wiec do nieprawidlowego roz-
nicowania sie¢ komorek Sertoliego i zabu-
rzen formowania si¢ sznurow jadrowych
(SCHMAHL i CAPEL 2003).

Glowna role sygnalizacyjna w prolifera-
cji odgrywa fibroblastyczny czynnik wzro-
stowy — FGF9. Genetyczne samce XY z mu-
tacjami genu Fgf9 rozwijaja sie jako samice,
gdyz przy braku tego czynnika wzrostowe-
g0 nie nastepuje wystarczajaca proliferacja.
Liczba komorek Sry-pozytywnych jest wiec
zbyt niska, przez co zenskie geny nie sa do-
statecznie hamowane i dochodzi do rewersji
plciowej. Ekspresja genu Fgf9, podobnie jak
ekspresja Sox9, zachodzi w gonadach nieza-
leznie od plci genetycznej, az do momentu
rozpoczecia ekspresji Sry, kiedy to stopiefi
ekspresji genu Fgf9 jest podwyzszane praw-
dopodobnie przez SOX9 (Ryc. 1). Z kolei
czynnik FGF9 jest konieczny do utrzymania
intensywnej ekspresji Sox9. Wystepuje tu
wiec petla sprzezenia zwrotnego dodatniego,
dzieki czemu FGF9 prawdopodobnie stanowi
parakrynowy czynnik promujacy rdéznicowa-
nie si¢ komorek Sertoliego, jest wiec on jed-
nym z kluczowych czynnikow determinacji
jadra (Ross i CAPEL 2005). W gonadzie XX
hodowanej w zwickszonym stezeniu FGF9
komorki zaczynaja proliferowad, ale brak



44 RAFAL P. PIPREK

ekspresji gendw kierujacych rozwojem jadra
nie prowadzi do rewersji ptciowej, co wska-
zuje, ze sama proliferacja nie wystarcza do
indukcji réznicowania sie komorek Sertolie-
g0 (BRENNAN i CAPEL 2004).

Kolejna grupa czynnikOw sygnalizacyjnych
wywolujaca podzialy komorek gonady meskiej
to rodzina insulinowych i insulinopodobnych
czynnikéw wzrostu. U mysich mutantow nie
posiadajacych INSR, IGFIR i IRR, bedacych

receptorami odpowiadajacych im czynnikOw
wzrostowych, nastepuje zahamowanie prolife-
racji komorek gonad i zahamowanie ekspresji
genow meskich, pomimo obecnosci ekspresji
Sry, w efekcie czego gonady XY rozwijaja sie
w jajniki (NEF i wspotaut. 2003). Tak wiec za-
burzenia szlakow sygnalizacji, wywolujacych
proliferacje gonady meskiej, doprowadza do
rewersji plciowych genetycznych samcow w
fenotypowe samice.

MIGRACJA KOMOREK SRODNERCZA JEST NIEZBEDNA DO ROZWOJU GONADY MESKIE]

Okazuje sie, ze roznicujaca si¢ gonada
meska indukuje migracje komorek ze S$rod-
nercza do swojego wnetrza, ktora w przypad-
ku jajnika nie zachodzi. Komoérki wedrujace
z zarodkowej nerki do gonady meskiej rozni-
cuja si¢ przede wszystkim w komorki Scian
naczynh krwiono$nych, ale takze w komorki
Leydiga oraz specyficzne komorki peritubu-
larne otaczajace kanaliki nasienne.

Prawdopodobnie jednym z czynnikOw
chemoatrakcyjnych wydzielanych przez go-
nade meska jest neurotropina 3 (NT3), ktorej
ekspresja odbywa si¢ w komorkach Sertolie-
go, natomiast jej receptor (NTRK3) pojawia
sic¢ w komorkach migrujacych ze Srédnercza.
Zablokowanie receptora neurotropiny in vi-

tro doprowadza do zahamowania migracji
komorek do wnetrza jadra (Cupp i wspotaut.
2000).

Drugim czynnikiem wywolujacym we-
drowke komorek do gonady meskiej jest plyt-
kowy czynnik wzrostowy PDGF, dzialajacy w
gonadzie poprzez receptor PDGFRa (Ryc. 1).
Mutanty nie posiadajace czynnika PDGF nie
wykazuja zaburzefi, podczas gdy u osobni-
kow XY pozbawionych receptoréw PDGFR
migracja komorek ze Srodnercza ulega za-
burzeniu. Defekty przejawiaja wtedy takze
sznury jadrowe, gdyz w ich formowaniu bio-
ra udzial komorki peritubularne, pochodzace
ze Srodnercza (BRENNAN i wspotaut. 2003).

ROZWOJ SPECYFICZNEGO UNACZYNIENIA JAKO SYMPTOM ROZNICOWANIA SIE JADRA

Juz miedzy 11,5 a 12,0 dpc w gonadzie
meskiej myszy rozpoczyna si¢ formowa-
nie specyficznego celomatycznego naczynia
krwionosnego przebiegajacego wzdtuz jadra,
tuz pod jego nablonkiem. Naczynie to roz-
gatezia si¢, wnikajac pomiedzy sznury jadro-
we (BRENNAN i wspotaut. 2002). Komorki
tworzace Scian¢ tego naczynia stanowia naj-
wicksza czeS¢ komorek migrujacych ze Srod-
nercza. Zablokowanie migracji, jak mozna
oczekiwa¢, doprowadza do braku specyficz-
nego unaczynienia gonady meskiej. Podobnie
zmutowane samce pozbawione receptorow
PDGFRa posiadaja wysoce zdezorganizowane

unaczynienie gonady spowodowane zaburze-
niami migracji komorek ze Srodnercza (BREN-
NAN i wspotaut. 2003).

Specyficzne unaczynienie gonady meskiej
umozliwia efektywne doprowadzenie do krwi
testosteronu, ktoéry musi zosta¢ rozprowadzo-
ny po calym organizmie. W gonadach po-
zbawionych naczynia celomatycznego zabu-
rzeniu ulega tworzenie sznuréw jadrowych,
tak wiec formowanie struktury wewnetrznej
jadra moze by¢ bezpoSrednio uzaleznione od
wyksztalcenia specyficznego unaczynienia,
tak jak to ma miejsce w rozwoju watroby i
trzustki (Ross i CAPEL 2005).

GENETYCZNA REGULACJA ROZNICOWANIE SIE KOMOREK LEYDIGA

Komorki Leydiga sa endokrynowymi ko-
moérkami gonady meskiej. U ssakow wyrdznia
si¢ ich dwie populacje: plodowe komorki Ley-
diga oraz komorki Leydiga dorostych osobni-

kow. Pierwsze powstaja w czasie roznicowania
si¢ gonady i wymieraja tuz po narodzinach.
Kolejna populacja komorek steroidogennych
roznicuje sie w jadrze w okresie dojrzewania.
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Wydaje sie istotne, ze znaczenie w Wwy-
wolaniu proliferacji i réznicowania si¢ plo-
dowych komorek Leydiga odgrywa czynnik
sygnalizacyjny Desert Hedgehog (DHH). Jest
to biatko produkowane w komorkach Serto-
liego, jako jedno z ogniw meskiego szlaku re-
gulacji rozwoju gonady (Ryc. 1). Receptorem
DHH jest Patched 1 (Ptchl) wystepujacy na
ptodowych komoérkach Leydiga. U mutantéw
nie przeprowadzajacych ekspresji genu Dhh
komorki te nie roznicuja si¢, co doprowadza
do feminizacji uktadu rozrodczego (PIERUCCI-
ALVES i wspotaut. 2001).

W roéznicowaniu komorek S$réodmiazszo-
wych gonady meskiej bierze takze udzial
ptytkowy czynnik wzrostowy PDGF. Przy
braku jego receptorow wystepuja defekty
ptodowych komorek Leydiga oraz nie zacho-
dzi ekspresja enzymOw steroidogenezy ko-
niecznych do syntezy testosteronu (BRENNAN
i wspotaut. 2003). W réznicowaniu sie¢ ko-
morek Leydiga odgrywa role takze gen Arx,
ktorego mutacja doprowadza do ich braku,
nie zaburza jednak rozwoju pozostatych ele-
mentow jadra (BRENNAN i CAPEL 2004).

MOLEKULARNE PROCESY ZACHODZACE W ROZNICUJACEJ SIE GONADZIE ZENSKIEJ

Po odkryciu genu warunkujacego rozwoj
gonady meskiej w dalszym ciagu nie znany
byl gen stojacy na szczycie szlaku kierujace-
go roznicowaniem si¢ jajnika. Wiedziano, ze
gen taki musi istnie¢, gdyz dowodzily tego
przypadki fenotypowych mezczyzn o catko-
wicie zenskim genotypie (XX), a wiec nie
posiadajacych genu Sry. Poczatkowo pro-
ponowano, ze gen Daxl, kodujacy recep-
tor jadrowy, jest glownym genem zefskiego
szlaku rozwoju gonady. Lezy on w swoistym
regionie chromosomu X (tzw. dosage-sensiti-
ve region on X), ktorego duplikacja prowa-
dzi do wzmocnienia efektu jego dzialania.
Zwielokrotnienie kopii Daxl powoduje u
osobnikow XY feminizacje poprzez wlacze-
nie molekularnego szlaku réznicowania si¢
jajnika. Zaskakujace, ze osobniki o genotypie
XX DaxI’ to normalne, plodne samice, nato-
miast osobniki XY DaxI”*, czyli genetyczne
samce pozbawione genu Dax1, rozwijaja si¢
w fenotypowe samice. Samice takie posiada-
ja jajniki i jajowody, w ich gonadach rézni-
cuja si¢ pecherzyki jajnikowe, a od samic XX
Dax1** rozni je jedynie brak cialek zottych.
A wiec mimo genotypu XY, u takich ,samic”
we wczesnym okresie komorki linii piciowej
wchodza w mejoze, a w dorostym zyciu two-
rza owulujace oocyty. W zawiazkach takich
gonad zachodzi ekspresja Sry, lecz poziom
SOX9 jest wyraznie obnizony w porOwna-
niu z typem dzikim, co prowadzi do rewersji
plciowej (MEEKS i wspotaut. 2003). Doswiad-
czenie to dowiodlo, ze DAX1 dziala na dro-
dze pomiedzy SRY a SOX9 i jest konieczny
w procesie réznicowania si¢ gonad zarowno
meskich jak i zenskich. Duplikacja Dax! na-
tomiast skutkuje przejSciem gonady na szlak
roznicowania si¢ jajnika prawdopodobnie
poprzez zahamowanie ekspresji genu Sf7.

DAX1 dziala we wlaSciwy sposob jedynie,
gdy jego ekspresja osiaga odpowiedni, SciSle
okreSlony poziom i zachodzi we wlasciwym
miejscu gonady.

Jednym z najwczesSniejszych markerow
roznicujacego si¢ jajnika jest sekrecyjny czyn-
nik wzrostu WNT4, ktory dzialajac poprzez
blonowy receptor, doprowadza do aktywacji
B-kateniny regulujacej ekspresje innych okre-
slonych gen6éw (BERNARD i HARLEY 2007).
WNT4 odpowiedzialny jest za indukowanie
zefiskiego szlaku rozwoju gonady, a takze
za hamowanie czynnikow determinujacych
powstanie gonady meskiej. W rdznicujacym
si¢ jajniku WNT4 indukuje ekspresjc genow
Fst i Bmp2 (Ryc. 1). Gen Fst koduje folista-
tyne, ktora podobnie jak WNT4 jest represo-
rem gendw roznicowania sie gonady meskiej
(BRENNAN i CAPEL 2004). W sumie zidentyfi-
kowano 242 geny, ktorych ekspresja wzrasta
podczas réznicowania si¢ jajnika (BEVERDAM i
KOOPMAN 2005).

Samice myszy pozbawione Wnt4 (XX
Wnt4”) oraz kobiety z mutacjami tego genu
charakteryzuje maskulinizacja, ale obserwo-
wany u nich brak ekspresji markerowych ge-
now jadra wskazuje, ze WNT4 nie jest pierw-
szym czynnikiem inicjujacym roéznicowanie
sie plci zenskiej (BERNARD i HARLEY 2007). W
gonadach meskich osobnikéw pozbawionych
czynnika FGF9 (XY Fgf9”) dochodzi do pod-
wyzszenia ekspresji Wnit4. Natomiast hodow-
la organotypowa gonad zenskich w Srodo-
wisku z podwyzszonym stezeniem FGF9 do-
prowadzata do zahamowania ekspresji Wni4.
Tak wiec czynnik WNT4 dziala jako aktywny
represor meskiego szlaku réznicowania go-
nady. Hamuje ekspresje genow Sox9 i Fgf9
(BERNARD i HARLEY 2007), co w efekcie unie-
mozliwia rozejScie sie¢ w gonadzie sygnatu
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indukcji rozwoju jadra. SOX9 i FGF9 jedno-
czeSnie posrednio lub bezposrednio bloku-
ja WNT4, co z kolei zapobiega w gonadzie
meskiej przejeciu kontroli nad jej rozwojem
przez czynniki zefiskiego szlaku kontroli roz-
nicowania si¢ ptci. Nalezy tu wyraZnie pod-
kresli¢, ze antagonistyczne interakcje miedzy
FGF9 i WNT4 odgrywaja niezwykle istotna
role w réznicowaniu plciowym gonad.

Samce myszy pozbawione genu Wnit4 (XY
Wnt4") posiadaja obnizony poziom ekspresji
markerowych genow charakterystycznych
dla rozwijajacej si¢ gonady meskiej, takich
jak Sox9, Amh i Dhh, co doprowadza do za-
burzen réznicowania sie komoérek Sertoliego,
deformacji sznur6w jadrowych oraz obnize-
nia liczby komorek Leydiga. WNT4 jest wiec
konieczny do rozwoju zarowno jajnika, jak i
jadra (JEAYS-WARD i wspotaut. 2004).

Wiedzy na temat determinacji plci zenskiej
dostarczyly badania prowadzone na wiloskiej
rodzinie (PARMA i wspotaut. 2006). Rodzina ta
zainteresowano si¢ z powodu panujacej w niej

sktonnosci do bezptodnosci mezczyzn oraz do
raka skory. Okazalo sig, ze posiadaja oni ge-
notyp w pelni zefiski, a wiec XX~ Analiza
genetyczna wykazala mutacje w genie RSPO!
kodujacym r-spondyne 1, odpowiedzialna za
stabilizowanie p-kateniny (Ryc. 1). Brak SRY i
brak funkcjonalnej r-spondyny 1 doprowadzit
u tych mezczyzn do réznicowania sie gonad
w jadra z powodu zbyt slabego blokowania
przez f-katenine meskich genow, takich jak
SOX9 i FGF9. Dowiedziono w ten sposob,
ze r-spondyna 1 bierze udzial w hamowaniu
funkcji genow i stoi zapewne na szczycie ka-
skady genow odpowiedzialnych za powstanie
osobnika plci zenskiej, a ekspresja genu ko-
dujacego r-spondyne 1 jest z kolei hamowana
u osobnikéw pici meskiej (CAPEL 2006). Tak
wiec poprawna okazala sie hipoteza zaktada-
jaca, ze czynnik SRY jest represorem zenskie-
go represora meskosci. Represorem meskosci
okazala si¢ r-spondyna 1. Udowodniono jed-
noczesnie, ze gen Sry nie jest konieczny do
rozwoju gonady meskiej.

INTERAKCJE KOMOREK LINII PECIOWEJ I KOMOREK SOMATYCZNYCH GONADY

U myszy w 7,25 dpc pewna grupa ko-
morek polozonych w okolicach omoczni
zarodka zaczyna sie roznicowa¢ w komorki
praptciowe (PGCs), ktore nastepnie rozpo-
czynaja migracjc w kierunku zawiazkow go-
nad dzi¢ki chemoatrakcji (MCLAREN 2003).
Komorki praplciowe, ktéore nie dotra do
grzebieni ptciowych od razu wchodza w me-
joze, natomiast gdy dotra do gonady ich po-
dzialy mitotyczne zostaja zahamowane, po
czym przeksztalcaja si¢ w gonocyty. Dalsze
ich losy zaleza od ptci gonady. Jesli komorki
plciowe zasiedla gonade zenska wchodza w
profaze pierwszego podzialu mejotycznego.
Natomiast w zarodkowej gonadzie meskiej
komorki germinalne nie wchodza w mejoze.
Sugeruje to, ze komoOrki somatyczne gonady
meskiej stwarzaja Srodowisko nie pozwalaja-
ce komorkom wejS¢ w podzial mejotyczny.
Dzieje si¢ to wskutek obecnoSci enzymu CY-
P26B1 w komorkach Sertoliego, ktory rozkla-
da kwas retinowy. Kwas ten jest wydzielany
przez komorki Ssrodnercza i indukuje wejscie
komorek linii plciowej w mejoze (BOWLES i
wspotaut. 2006). W gonadzie zeniskiej brak
enzymu rozkladajacego kwas retinowy skut-
kuje rozpoczeciem mejozy. Zachodzi ona
falowo, rozpoczynajac si¢ w przednim bie-
gunie gonady i biegnie w kierunku konca
tylnego, co zachodzi pod kontrola komoérek

somatycznych jajnika (MENKE i wspotaut.
2003). Komorki linii plciowej nie sa wiec
jednostkami autonomicznymi. Komorki so-
matyczne gonad nie tylko kieruja ich losami,
ale takze sa konieczne do przetrwania tych
komorek. Z drugiej strony, komorki ptciowe
sa niezbedne jedynie do wyksztalcenia struk-
tury jajnika, podczas gdy ich brak nie zabu-
rza rozwoju gonady meskie;j.

We wczesnym okresie gonadogenezy ko-
morki linii plciowej w gonadzie XY rozpo-
czynaja wydziela¢ prostaglandyne D,, ktora
ma zdolnosSci maskulinizowania hodowanych
in vitro gonad XX (ADAMS i MCLAREN 2002).
Z tego powodu uwaza si¢, ze prostaglandyna
D, jest sygnalem wysylanym przez komorki
plciowe o genotypie XY, uczestniczacym w
regulacji ekspresji genéw szlaku rozwoju ja-
dra. Zabezpiecza przed mozliwoScia przeje-
cia kontroli zenskiego szlaku nad rozwojem
gonady XY, co w efekcie doprowadziloby do
degeneracji komorek ptciowych.

W hodowli tkankowych mejotycznych
zenskich komorek germinalnych wraz ze
sznurami jadrowymi nastepuje zahamowanie
formowania sie sznuréw. Natomiast zenskie
komorki plciowe, ktore jeszcze nie weszly w
mejoz¢, w kokulturach z gonada meska, nie
wplywaja na struktur¢ sznurow jadrowych.
W hodowli gonad zefiskich z mejotycznymi
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komorkami migracja komorek Srodnerczo-
wych nie wystepuje. Przeciwnie, migracja
taka zachodzi w przypadku roéznicujacych
si¢ takich samych gonadach zawierajacych
premejotyczne komorki ptciowe lub pozba-
wionych komorek germinalnych. Tak wiec
komorki plciowe w zaleznoSci od swojego
genotypu zapewne wydzielaja czynniki kon-
trolujace rozwoj gonady hamujace antagoni-
styczne szlaki determinacji plciowej. Na tej

podstawie wnioskuje si¢, ze moment wejscia
komorek germinalnych w mejoze stanowi
koniec okresu podatnosci gonady zefiskiej na
maskulinizacje (YAO i wspotaut. 2003).
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autor pragnie podzickowac¢ panu prof. dr
hab. Jackowi M. Szymurze, pani dr Annie Pe-
cio, pani doc. dr hab. Lucynie Witalinskiej,
pani dr hab. Jozefie Styrnie.

GENETIC MECHANISMS UNDERLYING SEX DETERMINATION AND GONAD DIFFERENTIATION
IN MAMMALS

Summary

Sex determination and gonadal differentiation
are crucial for reproductive success of an individual
because they are directly responsible for correct de-
velopment of gonads that orchestrate sex features
and produce gametes. If germ cells are placed in
a sex reversed gonad, their genetic sex will be op-
posite to gonadal sex, which will cause disturbance
during spermatogenesis or oogenesis. This indicates
that gonadal sex has to be compatible with genetic
sex. A lack of compatibility is the direct cause of
infertility in disorders such as sex reversal or her-
maphroditism. It may be assumed that there is a
system of protection against switching on genetic
pathways involved in differentiation of the opposite
sex gonad. In fact, genetic mechanisms underlying
sex determination make up a network of positive
and negative molecular interactions, both of which
lead to structural changes and prevent sex reversal.

All sex determination pathways depend on the exist-
ence of Sry, expression of which has to take place
within a critical time window so that a testis can de-
velop. Moreover a threshold of both Sry expression
level and number of Sry-positive cells needs to be
overcome. The key event of male sex determination
is DNA bending by SRY, which causes direct or indi-
rect upregulation of Sox9. Most likely SOX9 switches
on the expression of multiple genes, driving a bipo-
tential gonad towards differentiation into a testis.
Surprisingly, proteins such as DAX1 and WNT4, orig-
inally recognized as anti-testis factors, have turned
out to be necessary for testis development. Another
important discovery was establishing that r-spon-
din 1 is an essential factor in the female pathway,
the loss of which results in a complete sex reversal,
which indicates that Sry is not an irreplaceable tes-
tis determining factor under some conditions.
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