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Genetyczne podioze zaburzen determinacji plci
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Genetic background of sex determination and gonadal development disorders
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Streszczenie

Zaburzenia interseksualne, ktérych przyczyny sa czesto trudne do zdiagnozowania, zazwyczaj wynikaja z nieprawidlowosci w determi-
nagji plci i rozwoju gonad lub z zaburzen funkgji endokrynnych tych organéw. Dlatego zrozumienie etiopatogenezy interseksualizmu
powinno sie opiera¢ na analizie genetycznej kontroli determinacji plci, réznicowania gonad oraz przede wszystkim kontroli réZnicowania
sie i funkcji komorek steroidogennych w gonadach. Powyzsze procesy zachodza w gonadach zarodkéw, co ma zwiazek z niewielka
iloéciag danych dotyczacych rozwoju gonad ludzkich. Istniejg jednak liczne badania ekspresji genéw w gonadach myszy, ktére ujawnity
udzial wielu genéw kluczowych dla determinacji i r6znicowania sie gonad. Badania przeprowadzone na myszach zdecydowanie pozwo-
lity lepiej zrozumie¢ molekularne podloze determinacji i ré6znicowania plci czlowieka, chociaz skutki wylaczenia ekspresji tych genéw
umyszy nie zawsze w pelni odpowiadajg przypadkom mutacji ich homologicznych genéw u ludzi. Niniejszy artykul stanowi zestawienie
wynikéw badan ujawniajacych istnienie wielu genéw decydujacych o plci zaré6wno czlowieka, jak i myszy, na ktére powinno sie zwrécié
uwage podczas diagnozowania zaburzen interseksualnych u ludzi. Dotychczas nie opisano u ludzi mutacji niektérych genéw kontroluja-
cych rozw6j gonad u myszy. Sugeruje to konieczno$¢ podjecia prob szerszej analizy genetycznej oséb z zaburzeniami interseksualnymi.
(Endokrynol Pol 2008; 59 (6): 502-514)
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Abstract

Intersexual disorders, the causes of which are frequently difficult to diagnose, usually result from the disruption of sex determination and
gonadal development or from impairment in function of endocrine organs such as gonads and adrenal glands. Thus consideration of
etiopatogenesis of intersexuality should be based on an analysis of the genetic control of sex determination, gonadal differentiation and
first of all molecular regulation of steroidogenic cell differentiation and functioning. These processes take place in the fetal gonads, which
explains the small amount of data concerning the development of human gonads. However, numerous investigations of gene expression
in murine gonads have revealed a complicated machinery involved in sex determination and gonadal differentiation. Moreover, data
obtained from mice have led to a better understanding of the molecular background of sex determination and gonad differentiation in
humans. Nevertheless, the interpretation of mouse gene knock-outs does not always reflect mutations of their homologues in man. This
article compares data in humans and mice, revealing the existence of many sex-determining genes in both, which should be taken into
consideration during the diagnosis of intersexual disorders. Mutations of some genes controlling murine gonad development have not
been described in humans so far. This indicates the necessity of conducting extensive genetic analysis of individuals with intersexual
disorders. (Pol J Endocrinol 2008; 59 (6): 502-514)
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Wstep

Okreslenie plci osobnika bywa czasami do$¢ trudne, co
wynika z wystepowania kilku pozioméw plci. U ssa-
koéw, tak jak u innych organizméw o plci determino-
wanej genetycznie, ple¢ osobnika zostaje okreslona juz
w momencie wnikniecia plemnika do komérki jajowej.
Obecnoé¢ dwéch chromosoméw Xlub jednego Xijedne-
go Y w genomie stanowi o tak zwanej plci genetycznej.
To wladnie od plci zapisanej w genach bezposrednio
zalezy réznicowanie komoérek somatycznych gonad

w komérki pecherzykowe lub komoérki Sertoliego, kt6-
re z kolei odpowiadaja za r6Znicowanie bipotencjalnej
gonady w jajnik lub jadro, czyli za wyksztalcenie plici
gonadalnej. Kolejnym etapem rozwoju plciowego jest
ksztaltowanie plci somatycznej, na ktéra sktada sie ogél
cech plciowych organizmu indukowanych poprzez
hormony produkowane w gonadach. R6znicowanie to
dotyczy takze wyksztalcenia réznic w budowie mézgu
kobiety i mezczyzny, z ktérych wynika pte¢ psychiczna.

U ssakéw ple¢ meska jest plcig nadrzedna, ponie-
waz do rozwoju plciowego osobnika o genotypie XY
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konieczne sa czynniki wywolujace. R6znicowanie sie
jader inicjuje czynnik SRY (sex-determining region on the
Y chromosome) [1, 2], natomiast ksztaltowanie meskich
cech ciala wywoluje testosteron. Z kolei kazdy osobnik
ma wrodzong zdolnoé¢ do réznicowania sie w kierun-
ku zefiskim przy braku czynnikéw wywolujacych, dla-
tego ple¢ zenska ssakéw zwyklo sie nazywac plcia pod-
stawowa, badz bierng [3]. Jednakze wyniki ostatnich
badan pokazuja, ze rozwdj plci zefiskiej stanowi w pel-
ni aktywnie kontrolowany proces.

Zarys zaburzen determinagji
i roznicowania plci

Zaburzenia determinacji i réznicowania plci u ludzi
najczesciej diagnozuje sie na podstawie obojnaczych
narzadéw plciowych, maskulinizacji ciala u kobiet i fe-
minizacji u mezczyzn, ktérych obecnosé swiadczy
o wystgpieniu u pacjenta szeroko pojetego interseksu-
alizmu (ryc. 1, 2). Trudniejsze do zdiagnozowania wy-
daje sie calkowite odwrécenie plci (rewersja plci), kie-
dy to pacjent wykazuje powazne zaburzenie czynno-
§ci reprodukcyjnych — bezplodnosé, jednak cialo nie
wykazuje cech biseksualnych.

Jednym z zaburzen determinacji i réznicowania plci
jest hermafrodytyzm prawdziwy. Charakteryzuje sie on
wspolistnieniem jadra i jajnika w jednym organizmie lub
rozwojem gonady obuplciowej (ovotestis). Kolejnym za-
burzeniem jest hermafrodytyzm rzekomy zwany takze
pseudohermafrodytyzmem, w obrebie ktérego wyréznia
sie hermafrodytyzm rzekomy meski, cechujacy sie meskim
genotypem, obecnoscia gonady meskiej lub jej szczatkoéw
oraz wiekszym lub mniejszym stopniem feminizacji ciata.
Obojnactwo rzekome meskie moze wynikaé z zaburzen
rozwoju gonad, zaburzeni endokrynnych, takich jak upo-
§ledzenia syntezy testosteronu, zaburzen funkcjonowa-
nia 5a-reduktazy, niewrazliwosci na androgeny (mutacje
receptoréw androgenéw) lub z braku syntezy czynnika
antymiillerowskiego (AMH, anti-miillerian hormone). Her-
mafrodytyzm rzekomy zefiski polega na wystepowa-
niu genotypu zeniskiego oraz czesto gonady zefiskiej z jed-
noczesng maskulinizacjg ciala. Przyczyna takich zaburzen
moze by¢ niewlasciwa synteza androgendw, przyjmowa-
nie lekéw o dzialaniu androgennym przez matke w cig-
zy, nowotwory nadnerczy lub gonad wydzielajace andro-
geny u plodu lub u matki [4].

Zaburzenia tworzenia sie gonad moga skutkowac
rozwojem gonady o nie w pelni wyksztalconej struktu-
rze. Takie gonady nazywa sie gonadami dysgenetycz-
nymi. Wyrdznia sie czysta, a wiec catkowity dysgenezje
gonad, gdzie po obu stronach ciala pozostaje z gonad
jedynie tacznotkankowe podscielisko — tak zwana
gonada pasmowata. U osobnikéw o meskim genotypie
w takiej gonadzie moga réznicowac sie nieliczne ko-

morki Leydiga produkujace testosteron, co moze pro-
wadzi¢ do obojnactwa rzekomego. Przy czystej dysge-
nezji gonad osobnikéw 46,XY, a wiec i przy braku te-
stosteronu taki organizm rozwija sie w osobnika zenskie-
go charakteryzujacego sie calkowitym odwréceniem plci,
co nazywa sie zespolem Swyera. Mieszang dysgenezije
gonad cechuje wystepowanie dysgenetycznej gonady po
jednej stronie i stabo rozwinietej gonady po drugiej, co
moze prowadzi¢ do obojnactwa rzekomego. CzeSciowa
dysgenezja gonad cechuje sie obustronnymi niecalko-
witymi zaburzeniami dysgenetycznymi gonad [4]. Za-
burzenia takie skutkujg bardziej lub mniej znaczacymi
cechami obojnaczymi w zaleznosci od aktywnosci hor-
monalnej dysgenetycznych gonad.

Genetyczna kontrola determinagji plci

Prawidlowa genetyczna kontrola determinacji plci
i réznicowania gonad zapewnia wyksztalcenie gonad
o plci zgodnej z plcig genetyczng danego osobnika. Brak
takiej zgodnosci, zwany odwréceniem plci, zazwyczaj
jest przyczyna bezplodnosci. Zaburzenia determinacji
plci u ludzi wystepuja u 1 noworodka na 20 000 uro-
dzen [5]. Natomiast zaburzenia réznicowania plci, prze-
jawiajace sie wadami narzadéw plciowych sg czestsze
i dotycza 0,77 na 100 000 urodzen wedlug rejestru wad
wrodzonych EUROCAT. W Polsce niektére rejestry
wskazuja na wystepowanie takich wad z czestoscig
24/10 000 urodzen. Zaburzenia takie czesciej dotykaja
osobniki o genotypie meskim, a wiec XY. Odwrécenia plci
meskiej w Zzeniskg wystepuja w 1 na 3000 urodzen na rok,
natomiast Zefiskiej w meska tylko 1 na 20 000 na rok [6].
Wynika to z wiekszego skomplikowania szlaku meskiego
i wystepowania wiekszej liczby zagrozen dla tego szlaku,
przez co szlak meski moze by¢ fatwo wyparty przez szlak
zenski. Ponadto do zainicjowania szlaku meskiego po-
trzebny jest czynnik wywolujacy, czyli czynnik SRY, kt6-
rego niewlasciwe dzialanie skutkuje przejeciem kontroli
nad gonada XY przez szlak zefiski, natomiast szlak zefiski
nie potrzebuje takiego czynnika wywotujacego.
Pierwszym etapem rozwoju gonady jest powstanie
bipotencjalnego grzebienia plciowego, ktéry jest formo-
wany pod kontrola czynnikéw, takich jak: WT1 (Wilms’
tumour suppressor 1), SF1 (steroidogenic factor 1), EMX2
(empty spiracles homologue 2), M33 (chromobox homologue
2), LHX9 (LIM homeobox protein 9) [7]. O réznicowaniu
sie takiej bipotencjalnej gonady w jadro badz jajnik
decyduje ekspresja genu SRY/Sry, zachodzaca przede
wszystkim w komoérkach somatycznych zawigzku go-
nady [8]. Gen ten polozony jest na krétkim ramieniu
chromosomu Y, dlatego czynnik SRY moze pojawi¢
sie jedynie u osobnikéw posiadajacych chromosom Y
w swoim genomie, pod warunkiem, Ze wcze$niej nie
doszto do jego translokacji. Czynnik SRY wygina aficuch
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Obecna quk
macica macicy
Wysokie stezenie Niskie stezenie Niskie stezenie Normalne lub wysokie
LHiFSH LHi FSH testosteronu stezenie testosteronu
Dysgenezja PMDS Normalne lub wysokie Niskie stezenie Deficyt Zespot
gonad stezenie LH i FSH LH i/lub FSH 5a-reduktazy niewrazliwosci
na androgeny
lzolowana | | Zespotowa | Obnizona produkcija Hipogonadyzm
testosteronu hipogonadotropowy Mutacja
receptora
Mutacja SRY Mutacje: Mutacje: androgenéw
Duplikgcja DAX1 S0X9 AMH Defekty Hipoplazja Deficyt LH
Mutacje 9p, 10q wri AMHR syntezy komérek Zespét Kallmanna
SF1 steroidéw Leydiga Panhipopituitaryzm
ATRX

Rycina 1. Algorytm diagnozowania zaburzeri determinacji i réznicowania plci u pacjentow o genotypie XY charakteryzujgcych sig

feminizacjq ciata (z Fleming i Vilain 2004 [5], zmienione)

Figure 1. Diagnostic algorithm of sex determination disorders in feminized patients with XY genotype (after Fleming and Vilain 2004 [5],

changed)

XX

SRY obecny

Brak SRY

Prawdziwy
hermafrodytyzm XX

Mezczyzni XX

Wysokie stezenie
170H progesteronu

Normalne stezenie
170H progesteronu

Wrodzony przerost

Matczyny
hiperandrogenizm

nadnerczy

Guzy wydzielajgce
androgeny

Substancje o dziataniu
androgennym

Rycina. 2. Algorytm diagnozowania zaburzesi determinacji i réznicowania plci u pacjentéw o genotypie XX charakteryzujgcych sig

maskulinizacjg ciata (z Fleming i Vilain 2004 [5], zmienione)

Figure 2. Diagnostic algorithm of sex determination disorders in masculinized patients with XX genotype (after Fleming and Vilain

2004 [5], changed)

DNA w odpowiednim miejscu, doprowadzajac do zmia-
ny w ekspresji genéw [9]. W ten sposéb wlacza meski
szlak molekularny kierujacy réznicowaniem pewnej
czesci somatycznych komoérek gonady w komorki Ser-
toliego. Szlak ten musi zostaé zainicjowany wystarcza-
jaco wczesdnie, by ,wyprzedzi¢” szlak zeniski, ktory jest
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wlaczany nieco p6zniej niz meskiiw dodatku ma zdol-
no$¢ pojawienia sie w kazdym osobniku, poniewaz
szlak ten tworza prawie wylacznie geny autosomowe.
Ttumaczy to zdolnoé¢ kazdego osobnika do rozwoju
w osobnika zefiskiego. Tak wiec ekspresja gendw szlaku
zefskiego musi by¢ efektywnie wyciszana w gonadzie
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osobnika o meskim genotypie. Sugeruje to, ze istniejq
antagonistyczne interakcje pomiedzy meskim i zeniskim
szlakiem determinacji plci, co pozwala na rozwdj go-
nady o plci zgodnej z plcig zapisana w genach [10]. Brak
takiej zgodnosci zazwyczaj skutkuje bezplodnoscia,
dlatego konieczne jest istnienie Scistej kontroli moleku-
larnych proceséw kierujacych réznicowaniem sie go-
nad.

Wynika z tego, ze zbyt p6zne lub zbyt wczesne wia-
czenie szlaku meskiego pozwoliloby na przejecie przez
szlak zefiski kontroli nad rozwojem gonady i w efekcie
doprowadziloby do rewersji plciowej, dlatego rozpocze-
cie ekspresji genu Sry w odpowiednim czasie i miejscu
ma istotne znaczenie dla skutecznego dzialania szlaku
meskiego. Wykazano, ze u myszy za kontrole ekspresji
Sry odpowiadaja czynniki, takie jak SF1, WT1, GATA4/
/FOG2 (GATA binding protein 4/zinc finger protein 2) oraz
receptory insulinopodobnych czynnikéw wzrostu [11].

Czynnik SRY prawdopodobnie bezposrednio do-
prowadza do podwyzszenia ekspresji genu Sox9 (Sry-
like HMG-box protein 9), a ten z kolei pobudza ekspresje
Fgf9 (fibroblast growth factor 9), ktéry zwrotnie podwyz-
sza ekspresje Sox9 [12] (ryc. 3). W ten sposéb gwattow-
nie wzrasta stezenie czynnikéw szlaku meskiego po
pojawieniu sie czynnika SRY w gonadzie XY, co z jed-
nej strony jest konieczne do efektywnego obnizenia
ekspresji genéw szlaku zenskiego, a z drugiej do wia-
czenia ekspresji czynnikéw bezposrednio kierujacych
réznicowaniem sie jadra. Symptomami réznicowania
sie gonady meskiej jest proliferacja komoérek somatycz-
nych, migracja komorek ze srédnercza do gonady, two-
rzenie sie sznuréw jadrowych i naczynia celomatycz-
nego, a takze steroidogeneza oraz brak mejozy [13].
Komoérki germinalne gonady meskiej nie moga wejsé
w mejoze, poniewaz doprowadziloby to do degenera-
¢ji sznuréw plciowych plodowych jader.

Osiowa czesc genetycznej kontroli determinacji plci
zenskiej i r6znicowania sie jajnika stanowi szlak sygna-
lizacyjny WNT4 (wingless-type MMTYV integration site 4).
Czynnik WNT4 1aczy sie z receptorem blonowym ko-
morek somatycznych gonady i prawdopodobnie przez
inhibowanie rozktadu f-kateniny doprowadza do re-
gulacji ekspresji genéw, a w szczegélnosci do podwyz-
szenia ekspresji genéw szlaku zenskiego, takich jak
Bmp?2 (bone morphogenesis protein 2) i Fst (follistatin) oraz
do wyciszenia ekspresji genéw szlaku meskiego [14]
(ryc. 3). Okazuje sie, ze sam czynnik WNT4 nie jest
w stanie powstrzymac ,samonakrecajacego sie” szlaku
meskiego (SOX9-FGF9) w gonadzie XX. Wymagana jest
R-spondynal, ktéra wspotdziala z WNT4. Réznicowa-
nie sie jajnika stanowi proces aktywnie regulowany na
poziomie molekularnym i polega na zahamowaniu pro-
liferacji komérek gonady, zablokowaniu migracji komé-
rek ze srédnerczy, zahamowaniu tworzenia naczynia ce-

Szlak determinacii Szlak determinacii

pici zenskiej ptci meskiej
GATA4/F0G2
RSPO1 WNT4
WT1 l SF1
B-katenina % N SRY 'd
BMP2 FST S0X9
Nl N
FGF9 AMH
PDGF DHH

Rycina. 3. Hipotetyczny model interakcji glownych czynnikéw
determinacji plci ssakéw. Glowne czynniki determinacji plci
zeniskiej, RSPO1 i WNT4, stabilizujg f-katening, hamujgcg
ekspresje gendw meskiego szlaku determinacji plci i podwyzszajgcg
ekspresje gendw BMP2 i FST, ktdre kontrolujg rozwdj jajnikow.
W przypadku genotypu XY czynniki WT1, SF1 i GATA4,
wspdldziatajgcy z FOG2, podwyzszajg ekspresje genu SRY, ktory
podnosi ekspresje genu SOXO, a ten z kolei indukuje ekspresje FGFO.
Prawdopodobnie czynnik FGF9 hamuje ekspresje gendw zeriskiego
szlaku determinacji plci. SOX9 dziala jako gldwny wigcznik ekspresji
gendw kierujgcych rozwojem jgdra, takich jak DHH i PDGF

Figure 3. Hypothetical model of interaction of main sex-
determining factors in mammals. The main factors of female sex
determination, RSPO1 and WNT4, stabilize f-catenin that inhibits
expression of genes of male sex determination and up-regulates
expression of genes such as BMP2 and FST which control ovary
development. In XY case, WT1, SF1 and GATA4 with FOG2 up-
regulate expression of SRY which increases expression of SOX9
that induces FGF9 expression. Probably, FGF9 inhibits expression
of female sex-determining genes. SOX9 acts as the main switch
that up-regulates expression of genes controlling testis develo-
pment, such as DHH and PDGF

lomatycznego i steroidogenezy. Ponadto w réznicujacym
sie jajniku komorki linii plciowej wchodza w mejoze, co
jest konieczne dla utrzymania struktury i funkcjonowa-
nia jajnika w okresie postnatalnym. W procesie determi-
nacji plci bierze udziat wiele genéw, ktérych mutacje
opisano zaréwno u myszy, jak i u ludzi (tab. I).

Mutacje genéw kontrolujacych rozwoj
zawiazkow gonad

Mutacje genéw M33, Emx2, Lhx9, Sf1, Wt1 doprowa-
dzaja u myszy do regresji gonady, poniewaz geny te
odpowiadaja za wyksztalcenie zawigzkéw gonad [7].
Sposrdd tych genéw jedynie mutacje SF1 i WT1 pro-
wadza do zaburzen rozwoju gonad, takich jak dysge-
nezja jader [15, 16]. Jednak brak danych dotyczacych
obecnosci dysgenezji jajnikéw u kobiet z mutacjami SF1
lub WT1 wskazuje, ze geny te nie sg kluczowe dla ksztal-
towania zawigzkéw gonad ludzkich, ale moga uczest-
niczy¢ w dalszym rozwoju jader. Wykazano bowiem
obecno$¢ miejsc wigzania czynnika SF1 z promotorem

505



Zaburzenia determinacji plci

Rafal Piotr Piprek

Tabela I. Pordwnanie efektdw mutacji glownych gendw determinacji ptci myszy i czlowieka

Table L. The comparison of mutation effects of main genes involved in mouse and human sex determination

Gen Mutacja u myszy Mutacja u ludzi
SF1 regresja zawigzkéw gonad zaburzenia rozwoju jader i nadnerczy
WT1-KTS regresja zawigzkéw gonad — dysgenezja jader

— zespdt Denysa-Drasha
— odwrdcenie ptci meskiej w zenska

WTT1+KTS odwrécenie ptci meskiej w zefiskg — zespot Frasiera
— odwrdécenia pici meskiej w zenska
SRY — odwrdcenie ptci meskiej w zefiska — odwrdcenie ptci meskiej w zenska u XY
— nadekspresja u XX — odwrdcenie pici — nadekspresja u XX — odwrdcenie pici zefiskiej w meska
zenskiej w meska
SOX9 — zaburzenie réznicowania komérek Sertoliego — kobiety XY z dysplazjg kampomeliczng
— nadekspresja u XX — odwrécenie pici — duplikacja — mezczyzni XX
zenskiej w meska
DAX1 mutacja — samice XY — mutacja — hipogonadyzm hipogonadotropowy
nadekspresja — samice XY — nadekspresja — kobiety XY
DHH zaburzenia réznicowania sznuréw odwrdcenie pici meskiej w zeniska
jadrowych i komoérek Leydiga
ARX zaburzenie réznicowania komérek Leydiga nieprawidtowy rozwdj jader
RSPO1 czesciowe odwrdcenie pici u XX catkowite odwrdcenie ptci u XX
WNT4 — XX — maskulinizacja gonad zenskich — mutacja u XX — maskulinizacja

— XY — spéznione réznicowanie komoérek Sertoliego — nadekspresja u XY — odwrdcenie pici meskiej w zeriska

genu SRY u ludzi i $win [17, 18]. U myszy brak czynni-
kéw SF1iWT1 skutkuje obnizeniem ekspresji genu Sry,
co wskazuje, ze czynniki te s istotne dla determinacji
plci meskiej. By¢ moze taka sama funkcje spelniajg
w gonadzie meskiej cztowieka. Mutacje ludzkich ge-
néw EMX2, LHX9 nie doprowadzaja do zaburzen
w rozwoju gonad, wiec nie wiadomo czy uczestnicza
one w kontroli rozwoju gonad u ludzi.

Udziat SF1 w determinacji pici meskiej

Gen Sf1 koduje receptor jadrowy, ktérego ligandu do-
tychczas nie poznano. Ulega on ekspresji w tkankach
steroidogennych (nadnercza i gonady) oraz w tkankach
kontrolujacych funkcjonowanie organéw steroidogen-
nych, takich jak brzuszno-Srodkowe jadro podwzgo-
rza i przedni plat przysadki mézgowej. Homozygotycz-
ne mutacje genu SfI u myszy sa przyczyna caltkowitej
dysgenezji gonad, co jedynie u osobnikéw XY prowa-
dzi do odwrécenia plci meskiej w zefiskg zgodnie z za-
fozeniem, ze ple¢ zefiska jest plcia podstawowa. Muta-
cja Sf1 powoduje takze kompletng agnezje nadnerczy,
zaburzenia rozwojowe podwzgorza i dysfunkcje orga-
ndéw gonadotropowych [19].

U ludzi opisano do tej pory cztery przypadki mutacji
genu SF1 [5]. Trzy z nich charakteryzowata niewydol-
no$¢ nadnerczy, spoéréd ktérych osoba 46,XX posiadata
typowo rozwiniete jajniki, natomiast dwoje pozostatych
pacjentéw o genotypie 46,XY wykazywato odwrdcenia
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plci, bedace nastepstwem zaburzen rozwoju gonad [15,
20, 21]. Thumaczy to zdolnoé¢ réznicowania sie wszyst-
kich osobnikéw ssakéw w samice przy braku czynni-
kéw wywolujacych. Czwarta osoba miala genotyp
46,XY i charakteryzowata sie odwrdceniem plci na sku-
tek dysgenezji gonad, jednak funkcja nadnerczy nie
byla u niej zaburzona [22]. U ludzi mutacja juz w jed-
nym z dwu alleli genu SF1 prowadzi do zaburzen
w réznicowaniu sie tkanek steroidogennych, w przeci-
wienstwie do myszy, u ktérych obydwa allele genu Sf1
musza ulec mutacji, aby ujawnila sie ona w postaci pa-
tologicznej. Swiadczy to o tym, ze funkcja czynnika SF1
u ludzi bardziej zalezny od jego ilosci niz u myszy [5].
Zasada ta dotyczy takze innych genéw kontrolujacych
rozw6j gonad u myszy i u ludzi.

Udzial genu WT1 w rozwoju gonady

Gen WT1 koduje co najmniej 24 izoformy, sposréd kt6-
rych dwie maja istotne znaczenie w rozwoju gonady
[23]. Krétsza izoforma WT1-KTS uczestniczy w tworze-
niu zawigzku gonady jako czynnik transkrypcyjny.
Unieczynnienie izoformy WT1-KTS prowadzi do regre-
sji gonad, co u osobnikéw XY skutkuje rewersja plci.
Wykazano, ze brak tego bialka nie zaburza ekspresji
genu Sry umyszy, co wskazuje, ze WT1-KTS nie uczest-
niczy w determinacji plci [24]. Jednak odnaleziono miej-
sca wigzania tego czynnika w promotorze genu SRY
u ludzi. Dluzsza izoforma WT1+KTS uczestniczy ra-



Endokrynologia Polska/Polish Journal of Endocrinology 2008; 59 (6)

czej w procesie dojrzewania mRNA, a jej brak dopro-
wadza do znacznego obnizenia stezenia bialka SRY [25].
W zwiazku z tym osiggniecie wysokiego stezenia bial-
ka SRY, konieczne do wlgczenia szlaku determinacji plci
meskiej, jest zapewnione nie tylko przez podwyzsze-
nie poziomu transkrypcji, ale takze przez stabilizacje
mRNA SRY lub podwyzszenie poziomu translacji, za
co odpowiada czynnik WT1+KTS.

U ludzi mutacje w genie WT1 wywotuja ré6znorod-
ne efekty fenotypowe zwigzane z zaburzeniami rozwo-
jowymi nerek i gonad, ktérym czesto towarzyszy guz
Wilmsa. Gen WT1 jest wlasnie jego supresorem. Muta-
cja w 9 intronie genu WT1, ktérego sekwencja umozli-
wia wprowadzenie tripeptydu KTS, doprowadza do
zaburzenia proporcjiizoformy +KTS do —-KTS. W przy-
padku opisanej mutacji brakuje izoformy WT1+KTS,
jednak nie pojawia sie biatko o nieprawidlowej sekwen-
qji [26]. Skutkiem tego jest zespot Frasiera, ktéry cha-
rakteryzuje sie niewlasciwym formowaniem gonad oraz
kiebuszkéw nerkowych. Rozwdj dysgenezji gonad
skutkuje brakiem produkcji hormonéw steroidowych
w tych gruczolach. Doprowadza to do czesciowego
odwrdcenia plci osobnikéw XY, przejawiajacej sie oboj-
naczymi wewnetrznymi i zewnetrznymi narzagdami
rozrodczymi. Jako, ze ple¢ zenska jest u ssakéw picig
podstawowg, obojnactwo nie wystepuje w przypadku
osobnikéw XX z mutacja w genie WT1, podobnie jak
przy mutacji genu SF1. Stanowi to przyczyne trudno-
$ci w zdiagnozowaniu zespolu Frasiera u pacjentéw
o plci zenskiej. W przypadku tego zespotu ryzyko wy-
stapienia guza Wilmsa nie zwieksza sie, poniewaz izo-
forma WT1-KTS nie ma zdolno$ci supresji rozwoju tego
nowotworu. Jednak w zahamowanej w rozwoju dys-
genetycznej gonadzie moga zachodzi¢ procesy nowo-
tworzenia, ktére sg czeste w tkankach odréznicowuja-
cych sie. Nowotworem rozwijajacym sie w takiej gona-
dzie jest miedzy innymi nowotwoér pochodzacy z plo-
dowych sznuréw plciowych — gonadoblastoma,
a takze inne nowotwory pochodzace z komérek plcio-
wych (germ cell tumour), takie jak nasieniaki (seminoma)
i nienasieniaki (nonseminoma) [27].

Kolejnym przykladem mutacji genu WT1 jest punk-
towa, nonsensowa mutacja w 8. lub 9. egzonie, ktore
koduja odpowiednio 2. i 3. palec cynkowy biatka WTT.
Mutacja w tym regionie doprowadza do utraty funkcji
regulatorowych kazdej z 24 izoform WT1, czego nastep-
stwem jest rozw6j zespolu Denysa-Drasha (DDS, De-
nys-Drash syndrome). Zesp6l ten charakteryzuje sie za-
burzeniami rozwoju gonad i nerek. W odréznieniu od
zespolu Frasiera czesto towarzyszy mu guz Wilmsa [28].
Dysgenezja gonad osobnika XY prowadzi do obojnac-
twa rzekomego meskiego. Gonady moga przyjmowac
posta¢ pasmowatych resztkowych jajnikéw z pierwot-
nymi pecherzykami lub pasmowatych gonad ze stromg

przypominajacg jajnik pozbawiony pecherzykéw,
ale zawierajacy resztkowe kanaliki nasienne, albo dys-
genetycznych lub atroficznych jader umieszczonych
W jamie ciala.

Delecja regionu 11p13 ludzkiego genomu prowadzi
do rozwoju zespolu WAGR, ktéry charakteryzuje sie
wystapieniem guza Wilmsa (Wilms’ tumor), wrodzone-
go braku teczéwki (aniridia), wrodzonymi wadami ukla-
du moczowo-plciowego (genitourinary malformations)
oraz opéznieniem umystowym (mental retardation). De-
lecja ta obejmuje miedzy innymi gen WT1, ktérego
mutacja odpowiada tu za zaburzenia ukladu moczo-
wo-plciowego oraz gen PAX6 odpowiadajacy za roz-
woj oka. Wady ukladu rozrodczego o charakterze in-
terseksualizmu dotycza jedynie osobnikéw o genoty-
pie XY i przejawiajq si¢ wnetrostwem — czyli brakiem
zstepowania jader do moszny, a takze spodziectwem
— czyli otwarciem cewki moczowej po spodniej stro-
nie pracia. Natomiast u osobnikéw XX zaburzeniom
rozwoju gonad moga towarzyszy¢ nieprawidlowosci
W rozwoju macicy i pochwy. Zaréwno u osobnikéw XX,
jak i XY na terenie dysgenetycznej gonady moze roz-
wijac sie gonadoblastoma [28].

Mutacje genéw determinacji pici

Decydujqcy gen determinacji ptci meskiej — SRY
Pierwotny gen determinujacy ple¢ meska zidentyfiko-
wano podczas badan pewnego fragmentu ludzkiego
chromosomu Y, ktérego translokacja skutkuje rozwo-
jem osobnikéw 46,XX w mezczyzn, natomiast delecja
powoduje rozwoéj osobnikéw 46,XY w kobiety [1, 2].
Badania przeprowadzone na myszach potwierdzily, ze
genem decydujacym o plci jest u ssakéw gen polozony
na krétkim ramieniu chromosomu Y. Czynnik kodo-
wany przez ten gen zawiera domene HMG, dzieki kt6-
rej moze sie wigza¢ z DNA i regulowa¢ ekspresje ge-
néw przez wygiecie nici DNA. W ten sposéb odkryte
bialko SRY okazato sie czynnikiem transkrypcyjnym.
Mutacje w genie SRY zaburzajgce jego wigzanie sie
z DNA, wyginanie nici DNA, jak réwniez transport ja-
drowy czynnika SRY zazwyczaj prowadza do odwr6-
cenia plci osobnikéw XY w osobniki Zefiskie [11]. Mu-
tacje takie sg jedna z przyczyn zespolu Swyera. Trans-
lokacja genu SRY na chromosom X lub autosom pro-
wadzi do rozwoju osobnika XX charakteryzujgcego sie
bardziej lub mniej meskimi cechami w postaci herma-
frodytyzmu prawdziwego. Analiza sekwencji chromo-
somu Y wskazuje, ze odwrécenia plci wynikajace
z translokacji genu SRY/Sry powinny by¢ czestsze u lu-
dzi niz u myszy. Wynika to z faktu bliskiego sasiedz-
twaludzkiego genu SRY z regionem pseudoautosomal-
nym, w obrebie ktérego dochodzi do koniugacji chro-
mosomu Y z chromosomem X. Tak wiec niewlasciwy,
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~gleboki” crossing-over moze doprowadzi¢ do translo-
kacji genu SRY na chromosom X i tym samym moze
spowodowacé odwrdcenie plci osobnikéw 46,XX5RY
146,XY®™-, U myszy duza odlegloé¢ genu Sry od regio-
nu rekombinacji zmniejsza czesto$¢ wystepowania od-
wrécen plci.

Zr6édlo hermafrodytyzmu prawdziwego, czyli
wspolobecnosci jadra i jajnika lub gonady obuplciowej,
wydaje sie najbardziej tajemnicze. Cz¢s¢ z pacjentéw
wykazuje obecnos¢ genu SRY w chromosomie X, mu-
tacje RSPO1, natomiast niektérych charakteryzuje mo-
zaicyzm — na przykltad XX/XY. Wykazano, ze gonada
meska réznicuje sie wéwczas, gdy znajduje sie w niej
powyzej 20-30% komoérek o genotypie meskim, co do-
tyczy zaréwno ludzi, jak i myszy [29, 30]. Procent taki
$wiadczy o progowym mechanizmie determinacji plci,
ktory polega na dzialaniu czynnikéw sygnalizacyjnych,
takich jak fibroblastyczny czynnik wzrostu (FGF9, fibroblast
growth factor) i prostaglandyna D,, odpowiedzialnych
za promowanie réznicowania si¢ komoérek Sertoliego
[8, 10, 12]. Interesujace, Zze rozmieszczenie zenskiej
imeskiej gonady u osobnikéw hermafrodytycznych jest
asymetryczne. U ludzi jajnik pojawia sie zazwyczaj po
lewej stronie ciala, a jadro po prawej, natomiast odwrot-
nie u myszy [31].

W genetycznych badaniach oséb z zaburzeniami
interseksualnymi przede wszystkim zwraca si¢ uwage
na translokacje i inne mutacje dotyczace genu SRY, jako
ze jest to decydujacy gen determinacji plci. Statystycz-
ne dane czesto$ci mutacji genu SRY, jako zrédla zabu-
rzeh determinacji plci, wskazuja na duzy udziat innych
czynnikéw w takich patologiach. Ot6z jedynie 8% mez-
czyzn o genotypie 46,XX, a wiec z calkowitym odwro-
ceniem plci, nie posiada genu SRY, natomiast az 91%
hermafrodytycznych mezczyzn z genotypem 46,XX nie
wykazuje obecnosci genu SRY, a 84% pacjentéw z her-
mafrodytyzmem prawdziwym w ogdle nie posiada tego
genu [32]. Dodatkowo jedynie 15% kobiet o meskim
genotypie 46,XY posiada mutacje genu SRY [33].

Kluczowy gen determinacji ptci meskiej — SOX9
Tuz po rozpoczeciu ekspresji genu SRY/Sry w gonadzie
wzrasta poziom ekspresji genu SOX9/S0x9 zaré6wno
u myszy, jak i u ludzi; w tym czasie stezenie czynnika
SOX9 zmniejsza si¢ w gonadzie XX [8]. Sugeruje to, ze
SRY bezposrednio podwyzsza ekspresje genu Sox9,
cho¢ brak na to niezbitych dowodéw. Okazalo sie, ze
czynnik SOX9 jest niezbedny i kluczowy dla réznico-
wania sie jadra u wiekszosci kregowcéw, podczas gdy
znane s3 przypadki réznicowania sie jgdra ssakéw bez
udziatu czynnika SRY. Swiadczy to o tym, ze gen Sox9
jest kluczowym genem determinacji plci kregowcéw.
Gen Sox9, tak jak Sry, nalezy do rodziny genéw SOX,
tak wiec koduje domene HMG, dzieki ktérej biatko
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przylacza sie do okreslonej sekwencji DNA. Pozostate
domeny w biatku SOX9, jak réwniez SRY, umozliwiaja
transport tych czynnikéw do wnetrza jadra komoérko-
wego, ich dimeryzacje oraz remodeling chromatyny,
ktéry jest mechanizmem regulacji ekspresji genéw.
U myszy o zefiskim genotypie nadekspresja genu Sox9
prowadzi do rozwoju organizmu w kierunku meskim,
w postaci catkowitego odwrdcenia plci [34]. Opisano
jeden przypadek duplikacji genu SOX9 u czlowieka
o genotypie 46,XX [35], ktéry charakteryzowal si¢ me-
skim fenotypem mimo w pelni zeniskiego genotypu.
A wiec tak jak u myszy zbyt duze stezenie biatka SOX9
w komoérkach somatycznych gonady ludzkiej prowa-
dzi do inhibicji zenskiego szlaku i réznicowania sie ko-
morek somatycznych gonady w komorki Sertoliego,
przez co rozwijaja sie jadra, a caly organizm staje sie
osobnikiem meskim.

U myszy delecja jednego z dwu alleli genu Sox9 nie
zaburza rozwoju gonady, dopiero mutacje obu alleli
skutkuja $miercig zarodka poprzedzajaca powstanie
zawiazkéw gonad. Wyciszenie ekspresji genu Sox9
jedynie w gonadach myszy nie doprowadza do $mierci,
dzieki czemu mozna zaobserwowaé, ze mutacja taka
prowadzi do zaburzen rozwoju gonad w postaci od-
wrécenia plci [36]. U ludzi mutacja juz jednego allelu
genu SOX9 prowadzi do dysplazji kampomelicznej
charakteryzujacej sie zaburzeniami rozwoju szkieletu.
Az 75% osobnikéw XY z tg dysplazja rozwija sie w ko-
biety, wykazujac odwrdcenie plci. Tak wiec nie kazda
mutacja genu SOX9 zaburza rozwéj plciowy. Jest to
zwigzane z rolag SOX9 w formowaniu chrzgstek, gdzie
bialko to funkcjonuje jako dimer, podczas gdy w roz-
woju gonady meskiej SOX9 prawdopodobnie dziala
jako monomer. Mutacja w sekwencji kodujacej dome-
ne biatka odpowiedzialng za jego dimeryzacje zaburza
jedynie rozw6j szkieletu, nie wplywajac na determina-
cje plci. Cho¢ ostatnie badania sugeruja, ze SOX9 moze
dziata¢ jako dimer w regulacji ekspresji genéw deter-
minagcji plci [37].

Ponadto obnizenie ekspresji genu Sox9 u myszy
skutkuje obnizeniem ekspresji genu Sox8, co sugeruje,
ze dzialajg one w jednym szlaku molekularnym. Muta-
cja jednego z alleli Sox9 nie zaburza rozwoju gonady
myszy, natomiast ta sama mutacja przy jednoczesnej
mutacji obu alleli genu Sox8 prowadzi do odwrdcenia
plci myszy [38]. Tak wiec czynnik SOX8 moze wspo-
magaé czynnik SOX9 w rozwoju gonady, co moze do-
datkowo tlumaczy¢ wystepowanie zaburzen rozwoju
plciowego jedynie u czesci pacjentéw z dysplazja kam-
pomeliczna.

Wykazano, ze mutacje w sekwencjach kodujacych
domeny biatek SRY i SOX9 odpowiedzialnych za ich
transport do wnetrza jadra komérkowego (NLS, nucle-
ar localizing sequence, sekwencje lokalizacji jadrowej)
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doprowadzaja do zaburzen determinacji plci u ludzi
[39—41]. Mutacje takie blokuja oddziatywanie sekwencji
NLS zimportyna § i kalmoduling, co powoduje spadek
stezenia bialek SRY i SOX9 wewnatrz jader komoérko-
wych, uniemozliwiajac podwyzszenie ekspresji pozo-
statych genéw szlaku meskiego. I przeciwnie, zabloko-
wanie eksportu jadrowego czynnika SOX9 doprowa-
dza do wiaczenia szlaku meskiego w komoérkach XX
in vitro [41]. Tak wiec regulacja transportu jadrowego
moze by¢istotnym punktem kontroli determinacji plci.

Hormon antymiillerowski (AMH)

Czynnik SOX9 pobudza ekspresje wielu gendw, ktére
kieruja réznicowaniem gonady w jadro. Wykazano, ze
czynnik ten bezposrednio podwyzsza ekspresje genu
Amh, ktéry koduje czynnik wydzielany z gonady me-
skiej, odpowiedzialny za regresje przewodéw Miillera
u osobnikéw meskich [42]. Zaburzenia determinacji pici
u osobnika XY, podobnie jak mutacje w genie AMH lub
w genie kodujacym receptor AMH, prowadza do ze-
spolu przetrwalych przewodéw Miillera (PMDS, persi-
stent miillerian duct syndrome) charakteryzujacego sie
brakiem zaniku tych przewodéw, a nawet ich r6znico-
waniem sie w jajowody, macice i pochwe u osobnikéw
meskich. Jest to jedna z przyczyn hermafrodytyzmu
rzekomego meskiego. Przy prawidlowym wydzielaniu
testosteronu narzady rozrodcze zewnetrzne rozwijajq
sie w spos6b meski, a pochwa nie uchodzi na zewnatrz
ciala, dlatego PMDS moze by¢ trudny do zdiagnozo-
wania, cho¢ wspdlistnieniu zenskich i meskich drég
rozrodczych moze towarzyszy¢ wnetrostwo, a wiec
brak zstepowania jader do moszny.

Udzial czynnikow FGF9 i PDGF

w rozwoju gonady meskiej

Kolejnym genem, ktérego ekspresja jest bezposrednio
lub posrednio podwyzszana przez czynnik SOX9, jest
Fgf9, kodujacy fibroblastyczny czynnik wzrostu. Homo-
zygotyczna delecja mysiego genu Fgf9 prowadzi do
rozwoju osobnikéw XY w samice, a wiec jej skutkiem
jest odwroécenie pici [12]. Natomiast u ludzi nie wykaza-
no zaburzen determinacji plci zwigzanych z mutacjami
genu FGF9 ani Zadnego z jego receptoréw. Podobnie nie
wykazano, by mutacja ktéregokolwiek z genéw rodzi-
ny PDGEF (platelet-derived growth factor, ptytkopochodny
czynnik wzrostu) lub ich receptoréw skutkowala u ludzi
zaburzeniami rozwoju gonad, podczas gdy u myszy brak
receptora a dla plytkopochodnego czynnika wzrostu
(PDGFRe, platelet-derived growth factor receptor ) prowa-
dzi do zaburzen proliferacji komérek gonady, migracji
komorek ze §rédnerczy do gonady, tworzenia sznuréw
jadrowych iréznicowania sie komoérek Leydiga [43]. Wska-
zuje to, ze sygnalizacja PDGF jest bardzo istotna dla roz-
woju gonady meskiej myszy.

Konserwatywny gen rozwoju

gonady meskiej — Dmrtl

Gen Dmrt1 (doublesex and mab-3 ralated transcription fac-
tor 1) zawiera domene DM wspdlna z genami determi-
nacji plci u Drosophila melanogaster (dsx) oraz u Caenor-
habditis elegans (mab-3) [44]. Gen ten wydaje sie réwniez
kluczowy dla determinacji plci wielu kregowcow. Wy-
kazano, ze u ludzi delecja pewnego regionu krétkiego
ramienia chromosomu 9 prowadzi do zaburzen rozwo-
jowych ukladu rozrodczego, a nawet do odwrdcenia
plci osobnikéw 46,XY. Ponadto DMRT1 ulega ekspresji
w tym samym czasie co SRY. Powyzsze doniesienia
sugerujg, ze gen ten w pewien sposéb wiaze sie z de-
terminacja plci meskiej u ludzi [45-48], natomiast my-
sie mutanty pozbawione ekspresji Dmrt1 ujawnily, ze
gen ten uczestniczy raczej w réznicowaniu gonady
meskiej niz w determinacji plci [49].

Steroidogeneza w zarodkowej gonadzie

Czynnik Desert Hedgehog (DHH)

Proces réznicowania sie pierwszej populacji komérek
Leydiga zachodzi w zarodkowym jadrze i jest regulo-
wany miedzy innymi przez czynnik Desert Hedgehog
(DHH), wydzielany przez komorki Sertoliego. Gen ko-
dujacy DHH nalezy do szlaku meskiego, a jego muta-
¢ja u myszy prowadzi do zaburzeh rozwoju sznuréw
jadrowych oraz komérek Leydiga [50]. Opisano jeden
przypadek homozygotycznej mutacji ludzkiego genu
DHH. Byla to fenotypowa kobieta o meskim genotypie
46,XY, charakteryzujaca sie czeSciowa dysgenezja go-
nad (pasmowata gonada po jednej stronie ciala i nie-
dorozwiniete jadro po drugiej) oraz polineuropatig [51].
To odwrdécenie plci swiadczy o istotnej roli DHH w roz-
woju gonady u czlowieka.

Gen ATRX

Gen ATRX (a-thalassemia, mental retardation, X-linked)
uczestniczy w rozwoju gonady meskiej, ale jego doktad-
ny mechanizm dzialania jest nieznany. Jego mutacja
u ludzi skutkuje r6znorodnymi zaburzeniami od wne-
trostwa po dysgenezje gonad wspélistniejacych z oboj-
naczymi lub zenskimi genitaliami [52]. W takich dysge-
netycznych jadrach obserwuje si¢ hipoplazje komoérek
Leydiga [53], co wskazuje na role czynnika ATRX w r6z-
nicowaniu sie komorek steroidogennych. Zesp6t ARTX
wystepuje jedynie u mezczyzn.

Gen ARX

Gen ARX (aristaless related homeobox X-linked) jako ko-
lejny odpowiada za réznicowanie sie komorek Leydi-
ga. Ulega on ekspresji w niektérych komérkach inter-
stycjalnych gonady meskiej, jednak ani komérki Ley-
diga ani komorki Sertoliego nie wykazuja jego ekspre-
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sji. Myszy z mutacja w genie Arx posiadaja obnizong
liczbe komérek Leydiga [54]. U ludzi skutkiem mutacji
genu ARX jest lizencefalia sprzezona z chromosomem
X oraz zaburzenia rozwojowe zewnetrznych narzadéw
plciowych.

Udzial SF1 w regulacji steroidogenezy
Niektére mutacje mysiego genu SfI skutkujg brakiem
ekspresji genu kodujacego biatko ostrej regulacji stero-
idowej (StAR, steroidogenic acute regulatory protein) oraz
genu kodujacego enzym CYP11al, ktére ulegajg eks-
presji w plodowych komérkach Leydiga [55]. Biatko
StAR odpowiada za transport cholesterolu do mitochon-
driéw, natomiast CYP11al dziala na pierwszych eta-
pach steroidogenezy. Czynnik SF1 odpowiada raczej
za wyspecjalizowanie komoérek Leydiga w syntezie hor-
monodw steroidowych niz za samo réznicowanie sie tych
komoérek z niezréznicowanych komoérek interstycjal-
nych gonady. Jest to kolejna rola SF1 obok kontroli two-
rzenia zawigzku gonady i regulacji ekspresji genu Sry.
Myszy z brakiem ekspresji prawidlowego genu Pod1
wykazuja zwiekszenie ekspresji genu Sf1 oraz poczat-
kowy wzrost liczby komérek Leydiga w rozwijajacej sie
gonadzie meskiej. Takie osobniki XY rozwijaja sie w sa-
mice, a to odwrécenie plci moze byé wynikiem pézniej-
szego wymierania (agnezji) komoérek Leydiga lub nie-
kompletnego zestawu enzyméw steroidogenezy [56].
Badania in vitro wykazuja, ze czynnik POD1 hamuje
ekspresje genu SfI przez uniemozliwienie innym czyn-
nikom transkrypcyjnym polaczenia z promotorem Sf1.
Steroidogeneza nie zachodzi w tworzacym sie za-
wigzku gonady obu plci genetycznych ani w réznicu-
jacym sie jajniku. Androgeny moglyby tu doprowadzi¢
do niepowotanej maskulinizacji organizmu. Wykaza-
no, ze czynnik WNT4, obecny w zawigzkach gonad oraz
w jajnikach, hamuje ekspresje genéw kodujacych en-
zymy 3f-dehydrogenaza hydroksysteroidowa (36HSD,
34-hydroxysteroid dehydrogenase) oraz CYP17, ktére biora
udzial w syntezie hormonéw steroidowych. Stezenie
biatka WNT4 spada w réznicujacym sie jadrze, wzrasta
natomiast ekspresja genu SfI, co umozliwia synteze
hormonéw plciowych [57, 58].

Mutacje gendw determinacji plci zenskiej

Przypadki mezczyzn o zehskim genotypie 46, XX po-
zbawionych genu SRY wskazujg, Ze istnieje hipotetycz-
ny pierwotny czynnik stojacy na szczycie szlaku kieru-
jacego réznicowaniem sie jajnika. Jego unieczynnie-
nie powinno prowadzi¢ do odwrécenia plci zeniskiej
w meska, a duplikacja odwrécenia plci meskiej w zeriska.
W dodatku czynnik ten powinien dziatac¢ jako represor
meskiego szlaku réznicowania gonad. Poczatkowo su-
gerowano, ze czynnikiem takim moze by¢ DAX1 (dosa-
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ge-sensitive sex reversal-adrenal hypoplasia congenita criti-
cal region on the X chromosome gene 1), a wiec jadrowy
receptor kodowany w specyficznym regionie chromo-
somu X, ktérego duplikacja prowadzi do odwrécenia
plci meskiej w zefiska [59]. Pewne obserwacje wskazy-
waly, ze WNT4 jest kluczowym czynnikiem rozwoju
jajnika, jednak ostatnie badania ujawnily, ze R-spon-
dyna 1 kodowana przez gen RSPO1 stanowi pierwot-
ny czynnik determinacji plci Zefiskiej u ludzi, ponie-
waz jej mutacja doprowadza do calkowitego odwrdce-
nia plci u osobnikéw 46,XX.

Gen DAX1

Niektore fenotypowe kobiety z meskim genotypem
46,XY, wykazujace czysta dysgenezje gonad, maja du-
plikacje pewnego regionu krétkiego ramienia chromo-
somu X zwanego DSS (dosage-specific sex region). Jed-
nak pacjenci 46,XY z delecja tego regionu rozwijaja sie
w mezczyzn, tak wiec nie wykazuja zaburzen determi-
nagcji plci [60]. Zidentyfikowano w ten sposéb gen DAX1,
ktorego brak powoduje wrodzong hipoplazje nadner-
czy czesto wspolistniejaca z hipogonadyzmem hipogo-
nadotropowym i zaburzeniami spermatogenezy, ale
niezwigzana z odwréceniem plci [61].

Podobnie u myszy duplikacja genu Dax1 prowadzi
do catkowitego odwroécenia plci osobnikéw XY. Zaska-
kujace, ze hemizygotyczna delecja Dax1 (Dax17Y) na
niektdrych tlach genetycznych powoduje calkowite
odwrdcenie plci i w efekcie rozw6j osobnikéw w sami-
ce, mimo niezaburzonej ekspresji genu Sry. Samice ta-
kie posiadaja jajniki i jajowody, w ich gonadach rézni-
cuja sie pecherzyki jajnikowe, a od samic dzikiego typu
r6zni je jedynie brak ciatek z6ttych. Tak wiec mimo ge-
notypu XY, u takich ,samic” we wczesnym okresie ko-
morki linii plciowej wchodza w mejoze, a w dorostym
zyciu tworza owulujace oocyty. Wskazuje to, ze DAX1
bierze udzial w rozwoju przede wszystkim gonad me-
skich. Przypuszczalnie ten czynnik uczestniczy w pod-
wyzszaniu ekspresji genu Sox9 w sposéb zalezny od
dawki i nie stanowi pierwotnego czynnika determina-
qji plci zeniskiej. Czynnik DAX1, podobnie jak SF1, bie-
rze udzial w réznicowaniu organéw steroidogennych,
takich jak gonady, nadnercza, ale takze narzadéw kon-
trolujacych ich prace, takich jak podwzgorze i przysad-
ka mézgowa. Ponadto czynniki SF1 i DAX1 moga na
siebie oddziatywa¢. Czynnik SF1 podwyzsza ekspresje
Dax1, a ten zwrotnie hamuje ekspresje Sf1 [5].

Czynnik WNT4

Kolejnym istotnym czynnikiem w Zzeniskim szlaku de-
terminacji plci jest WNT4 [62]. Samice myszy i jedna
dotychczas opisana kobieta z mutacjg genu kodujace-
go bialko WNT4 wykazuja maskulinizacje, a brak eks-
presji genéw réznicowania jadra wskazuje, ze WNT4
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nie stanowi pierwotnego czynnika determinacji plci
zenskiej [57]. Maskulinizacja u kobiety z mutacja hete-
rozygotyczng WNT4+- wynika ze wzrostu syntezy an-
drogendéw [63], natomiast brak przewodéw Miillera
u tej kobiety wynika z roli jakg odgrywa czynnik WNT4
w tworzeniu tych narzadéw.

Mezczyzni z duplikacja genu WNT4 charakteryzuja
sie r6znorodnoscig zaburzeh w réznicowaniu plciowym
od wnetrostwa po obojnacze narzady plciowe [64-66].
Prawdopodobnie wynika to z obnizenia syntezy testo-
steronu.

Wykazano, ze WNT4 jest istotny réwniez dla roz-
woju gonady meskiej. Ot6z myszy XY z homozygo-
tyczna delecja genu Wnt4 posiadaja obnizony poziom
ekspresji genu Sox9 i dlatego wykazuja zaburzenia r6z-
nicowania sie komdrek Sertoliego, deformacje sznuréw
jadrowych, jak réwniez obnizenie liczby komérek Ley-
diga [58], co przypomina skutki mutacji Dax17* u my-
szy XY.

Glowny gen determinacji pici Zeriskiej — RSPO1
Badania genomu pewnej wloskiej rodziny, w ktorej
wystepuje sktonnos¢ do dioniowo-podeszwowego nad-
miernego rogowacenia, luskowego nowotworu skéry
oraz bezplodnosci mezczyzn, wykazaly, Ze ci mezczyZni
posiadaja zenski genotyp, a wiec 46,XX¥-. Okazalo sie,
ze takie odwrdcenie plci jest spowodowane mutacja
genu RSPO1, polozonego na 1 chromosomie [67]. Ta
mutacja polegala na insercji jednego nukleotydu gu-
aninowego do czwartego kodonu pigtego egzonu genu
RSPO1. Spowodowato to przesunigcie ramki odczytu,
pojawienie sie kodonu stop i w efekcie skrécenie wszyst-
kich izoform czynnika R-spondyny 1. Z kolei w innej
wloskiej rodzinie delecja czwartego egzonu prowadzi-
ta do podobnych skutkéw [67].

W ten sposéb okazalo sie, ze R-spondyna 1, kodo-
wana przez gen RSPOI, stoi na szczycie szlaku rézni-
cowania jajnika, a jej mutacja pozwala na catkowite
przejecie kontroli nad gonada XX przez szlak réznico-
wania jadra. Dodatkowo wykazano, ze R-spondyna 1
ulega ekspresji w gonadzie XX w decydujacym momen-
cie determinacji plci zefiskiej. Niemniej jednak dupli-
kacja regionu chromosomu 1 obejmujaca gen RSPO1
(duplp31-35) nie powoduje catkowitego odwrdcenia
plci, czego nalezaloby sie spodziewac po duplikacji pier-
wotnego genu determinacji plci, ale skutkuje jedynie
feminizacja genitaliéw osobnika o meskim genotypie
[66]. U myszy XX wylaczenie ekspresji obu alleli genu
Rspol skutkuje czeSciowym odwréceniem pici [68].
Mutanty takie charakteryzuja si¢ obojnaczymi narza-
dami plciowymi wewnetrznymi, formowaniem sie una-
czynienia typowego dla gonady meskiej, nadprodukcja
testosteronu oraz apoptozg oocytéw, co przypomina
skutki mutacji genu Wnt4. Zastanawiajace, ze mutacja

genu RSPO1 u ludzi ma powazniejsze nastepstwa niz
mutacja genu WNT4, mimo ze bialka kodowane przez
te geny dzialaja w jednym szlaku. By¢ moze R-spondy-
na 1 jest w stanie w pelni zastapi¢ czynnik WNT4, a ten
natomiast nie moze zastapi¢ R-spondyny 1. Kluczowe
dla tych rozwazan moga by¢ ostatnie wyniki badan
ukazujace, ze R-spondyna 1 odpowiada za zahamowa-
nie zmniejszania liczby receptoréw blonowych czyn-
nika WNT4 i tym samym jest istotna dla podtrzymania
jego dzialania [69].

Wydaje sie, Ze musi istnie¢ jeszcze jeden gtéwny gen
determinacji plci zefiskiej, o czym $wiadczy opisana
u kobiety o meskim genotypie duplikacja regionu chro-
mosomu 1 (duplp22.3p32.3) nieobejmujaca ani genu
RSPO1, ani WNT4 [70].

Pozostate geny determinacji

i rdZnicowania plci zZeriskiej

Wykazano, ze szlak zefiski w réznicujacym sie jajniku
podnosi ekspresje gendw hamujacych proliferacje ko-
morek somatycznych gonady, migracje komoérek sréd-
nerczowych do gonady, réznicowanie komoérek Leydi-
ga oraz tworzenie unaczynienia charakterystycznego
dla gonady meskiej. Do genéw tych nalezy miedzy in-
nymi Bmp2 oraz Fst, kodujacy folistatyne. Mutacja my-
siego genu Fst prowadzi do tworzenia sie jadrowego
unaczynienia w gonadzie XX [71], jednak nie opisano
mutacji tego genu u ludzi.

U koéz o genotypie XX mutacja genu FoxI2 (forkhead
transcription factor 2) skutkuje zespolem PIS (polled XX
intersex syndrome), ktéremu towarzyszy odwrocenie pici,
co moze wskazywac, ze ten gen uczestniczy w determi-
nagji plci [72, 73]. Unieczynnienie genu FoxI2 u myszy
prowadzi do wyzwolenia ekspresji gen6w meskiego szla-
ku w gonadzie XX oraz do zaniku oocytéw w okresie
okoloporodowym, co sugeruje funkcje tego genu w de-
terminacji plci takze u myszy [74]. U ludzi mutacja genu
FOXL2 prowadzi do zespotu BPES (blepharophimosis-pto-
sis-epicanthus inversus syndrome; zwezenie szpary powieko-
wej-opadanie powiek-odwrdcona zmarszczka nakgtna), ktére-
mu towarzyszy degeneracja pierwotnych pecherzykéw
jajnikowych, lecz nie odwrécenie plci [75].

Zaburzenia interakcji komorek
somatycznych i komoérek linii piciowej

Odwrdcenia plci prowadza do bezplodnosci. W przy-
padku osobnikéw meskich o genotypie XX, a wiec zef-
skim, spermatogonia w jadrach zamieraja w okresie
okoloporodowym, co wynika z braku genéw chromo-
somu Y, ktére sg konieczne dla przetrwania komérek
spermatogenicznych [76]. Miedzy innymi geny regionu
czynnika azoospermii (AZF, azoospermia factor), mieszcza-
cego sie na dlugim ramieniu chromosomu Y, sa koniecz-
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ne dla przebiegu procesu spermatogenezy [77]. Mikro-
delecje i mutacje genéw tego regionu coraz szerzej ana-
lizuje sie podczas diagnozowania bezplodnosci mez-
czyzn, jednak nie maja one wplywu na determinacje
iréznicowanie plci. Z kolei w jajniku osobnika XY czes¢
oocytéw zamiera w okresie okoloporodowym, co sta-
nowi nastepstwo braku koniugacji chromosomu X. Po-
zostala czes¢ oocytéw ulega apoptozie w pdZniejszym
czasie z powodu negatywnego wplywu genéw chro-
mosomu Y [78].

Komérki linii plciowej nie sa konieczne dla rozwija-
jacego sie jadra, poniewaz ich brak nie zaburza rozwo-
ju somatycznych elementéw gonady meskiej. Jadro
pozbawione komoérek germinalnych jest o polowe
mniejsze od typowego jadra, a stan taki nazywany jest
zespolem del Castillo lub zespolem samych komérek
Sertoliego (only-Sertoli cells syndrome). Przeciwnie jest
w przypadku jajnikéw, gdzie komorki linii plciowej sa
konieczne dla utrzymania jego wiasciwej struktury [79,
80]. Jesli w gonadzie od poczatku brakuje komorek ger-
minalnych, pecherzyki jajnikowe nie tworza si¢, nato-
miast, gdy dojdzie do apoptozy komorek plciowych
w utworzonych juz pecherzykach nastepuje degene-
racja pecherzykéw. Dla formowania sie pecherzykéw
jajnikowych u myszy konieczna jest ekspresja genu Figer
(factor in germ line @) w oocytach [81]. Mutacja tego genu
skutkuje brakiem tworzenia pecherzykéw jajnikowych
iw efekcie apoptozg oocytéw tuz po porodzie. Komor-
ki pecherzykowe wykazuja ekspresje genu FoxI2, kto-
ry takze odpowiada za formowanie pecherzykéw [80].
Mutacje genéw, takich jak: Rspol, Wnt4, FoxI2, Fig2«
prowadza do apoptozy oocytéw wynikajacej miedzy
innymi z degeneracji pecherzykéw jajnikowych. Taki
zanik zeniskich komérek plciowych powoduje wyzwo-
lenie szlaku meskiego w komérkach somatycznych jaj-
nika iich przeksztalcenie sie w komoérki Sertoliego. Jed-
nak niektére badania wskazujg na wyzwolenie ekspre-
sji genéw meskich jeszcze przed zanikiem oocytéw [74].
W gonadzie wykazujgcej wtérne odwrdcenie plci moz-
na obserwowac nawet tworzenie sie kanalikéw nasien-
nych i réznicowanie si¢ komorek Leydiga.

Rola hormonéw plciowych
w rozwoju gonady

Wylaczenie ekspresji genu kodujacego aromataze
(ArKO, aromatase knockout) lub genéw kodujacych oba
receptory estrogenéw (ERa8KO, knockouts of estrogen re-
ceptors a and B) nie doprowadza do zaburzen rozwoju
jajnikéw u myszy [82, 83]. Ale tuz po okresie dojrzewa-
nia plciowego w ich jajnikach rozpoczyna sie ekspresja
zaréwno genéw szlaku determinacji plci meskiej (tj.
S0x9), jak i genéw réznicowania jadra (tj. Dhh), a ko-
mérki pecherzykowe dojrzatych pecherzykéw jajniko-
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wych przeksztalcaja sie w komorki Sertoliego. Poza tym
tworza sie struktury przypominajace kanaliki nasien-
ne jadra i komérki podobne do komérek Leydiga [83—
85]. Efekt ten jest podobny do skutkéw mutacji prowa-
dzacych do apoptozy oocytéw. Wskazuje to na fakt, ze
estrogeny nie s istotne dla determinacji plci ani dla
réznicowania jajnikéw, ale sa konieczne dla utrzyma-
nia struktury i funkcji gonady Zefiskiej w okresie post-
natalnym. Estrogeny sa konieczne dla uchronienia jaj-
nika przed wyzwoleniem meskiego szlaku, ktére mo-
globy by¢ przyczyna przeksztalcania sie komorek pe-
cherzykowych w komoérki Sertoliego.

Whioski kofcowe

Poréwnywanie mutacji genéw kontroli rozwoju gonad
u myszy i ludzi wskazuje na istnienie bardzo podob-
nych mechanizméw determinacji i réznicowania plci
u obu gatunkéw. Réznice dotycza jedynie wiekszej za-
leznoéci determinacji pici od dawki czynnikéw u czlo-
wieka, ponadto czynnik DMRT1 prawdopodobnie ma
bardziej znaczacy udzial w determinacji pici u czlowie-
kaiw réznicowaniu jadra u myszy, natomiast czynnik
DHH odgrywa istotniejsza role w rozwoju jadra u czlo-
wieka niz u myszy. Cenne okazaly si¢ badania identy-
fikacji wszystkich transkryptéw w rozwijajacej sie go-
nadzie [86, 87]. Analiza genéw ulegajacych ekspresji
w gonadzie podczas determinacji plci i r6znicowania
gonad moze prowadzi¢ do zidentyfikowania nowych
genow kluczowych dla tych proceséw. Jest to koniecz-
ne, poniewaz opisano wiele mutacji w genomie czlo-
wieka, ktére skutkujg zaburzeniami determinacji pici
w niewyjasniony sposob. Na przyklad duplikacja re-
gionu 22q prowadzgca do hermafrodytyzmu prawdzi-
wego osobnikéw 46,XX, duplikacja 10g26-qter oraz
delecja 2q31 powodujace calkowite odwrdcenie pici pa-
cjentéw 46,XY lub delecja 12q24.31-q24.33 skutkujaca
feminizacja osobnika o meskim genotypie [5].

Geny determinacji plci mozna wyré6zni¢ po odwré-
ceniu plci bedgcym wynikiem ich mutacji. Czynnik SRY
uwaza sie za najwazniejszy — jego obecnos¢ lub brak
decyduje o plci osobnika, dlatego to wlasnie na genie
SRY koncentruje sie analiza genetyczna pacjentow
z zaburzeniami interseksualnymi. Jednak badania prze-
prowadzone na myszach wykazuja istnienie wielu ge-
néw odpowiedzialnych za ustalenie plci osobnika, co
jest zgodne z licznymi przypadkami interseksualizmu
i odwrécen plci o niewyjasnionym podlozu. Kolejnym
kluczowym genem determinacji plci meskiej prawdo-
podobnie wszystkich kregowcéw, a nawet zwierzat
tkankowych jest SOX9/Sox9. Dotychczas nie udalo sie
znalez¢ zwigzku FGF9 z determinacja plci czlowieka.

Determinacja plci wydaje sie bardziej skomplikowa-
na, jako ze niektdére geny pierwotnie opisane jako ,an-
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tyjadrowe” okazaly sie konieczne dla rozwoju jadra.
Genem stojacym na szczycie kaskady determinacji plci
zeniskiej wydaje sie R-spondyna 1, kodowana przez gen
RSPO1. Zadziwiajace, ze mutacja jednego autosomo-
wego genu potrafi catkowicie odwrécié pleé. Przyszle
badania powinny pokaza¢ jakie skutki ma wylaczenie
ekspresji genu Rspol u myszy.

Mutacje pewnych genéw, takich jak: Sf1, Dhh, Arx,
Atrx, prowadza do zaburzei endokrynnych funkcji
komorek Leydiga w gonadach meskich juz w okresie
plodowym, w wyniku ktérych stezenie testosteronu
zostaje obnizone. Jest to przyczyna hermafrodytyzmu
rzekomego meskiego lub nawet catkowitego odwroce-
nia plci przy zupelnym braku syntezy testosteronu
w gonadach. Mutacja genu WNT4 u pacjentki o zefiskim
genotypie doprowadzita do zwigkszenia liczby komo-
rek steroidogennych w gonadach, co prawdopodobnie
stanowilo nastepstwo wnikania komérek z zawigzku
nadnerczy do gonad. Nadmiar testosteronu spowodo-
wal czeSciowa maskulinizacje ciala, a wiec hermafro-
dytyzm rzekomy zeniski. Sam testosteron nie jest jedy-
nym androgenem funkcjonujacym w organizmie. Pod
wplywem enzymu 5-a-reduktazy testosteron przemie-
niany jest w dihydrotestosteron (DHT), ktéry odpowia-
da za rozwdj pracia i prostaty. Mutacje w genie koduja-
cym 5-a-reduktaze, ktéry lezy na 2. chromosomie czto-
wieka, powoduja rézny stopien wirylizacji zewnetrz-
nych narzadoéw plciowych meskich [88]. Podczas
diagnozowania zaburzen determinacji i réznicowania
plci istotne jest wykluczenie badz potwierdzenie mu-
tacji w tym genie.

Poza hormonami steroidowymi gonada meska,
a konkretnie komorki Sertoliego wydzielaja takze hor-
mon antymiillerowski (AMH), odpowiedzialny za re-
gresje przewodéw Miillera. Niewlasciwa synteza AMH
lub jego receptora MIS-RII (Miillerian inhibiting substan-
ce receptor 1) prowadzi do PMDS, ktéremu towarzyszy
wnetrostwo. Kolejny hormon wydzielany przez ptodo-
we jadro to insulinopodobny czynnik 3 (Insl3, insulin-
-like factor 3), wymagany do wlasciwego zstepowania
jader do moszny.

Powyzsze rozwazania wskazujg na fakt, ze proces
rozwoju gonady jest bardzo istotny dla prawidlowego
wyksztalcenia plci osobnika. Wiele gendéw uczestniczy
w determinacji i réznicowaniu plci. Wydaje sie jednak,
ze wielu z nich dotychczas nie scharakteryzowano, co
tlumaczy duza liczbe zaburzen interseksualnych o nie-
wyjasnionych przyczynach.
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