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HISTORIA BADAN NAD DETERMINACJA PLCI

PIERWSZE KONCEPCJE
DETERMINACJI PLCI

Ple¢ jest zespolem cech budowy, funkcji
i zachowania organizmu, umozliwiajacych
zaklasyfikowanie go jako osobnika meskie-
go lub zenskiego. Dla organizméw rozmna-
zajacych sie plciowo prawidlowa budowa i
funkcja ukladu rozrodczego jest warunkiem
posiadania zdrowego i zdolnego do dalsze-
go rozrodu potomstwa, co lezy u podstaw
utrzymania ciagloSci gatunku. Na rozwdj
cech plciowych sklada sie determinacja (wy-
znaczenie) rozwoju gonad niezréznicowanych
w kierunku jader lub jajnikow. Dalsze ro6z-
nicowanie sie struktur anatomicznych na-
rzadow plciowych zalezne jest od typu gona-
dy. Do glownych funkcji gonad nalezy wy-
tworzenie komorek rozrodczych w procesie
gametogenezy oraz aktywnos¢ hormonalna.
Gametogeneza zapewnia duza roznorodnosc
potomstwa. Tym samym populacje organi-
zmOw rozmnazajacych sie plciowo moga la-
twiej przystosowywac sie do zmieniajacego
sie Srodowiska. Od wiekow ludzkosc¢ intry-
gowala istota plci, sens jej istnienia i po-
chodzenie. Zagadnienie plci pojawia sie juz
w Ksiedze Rodzaju (2:21-24), w ktérej za-
pisano opowieSC o stworzeniu mezczyzny
przez Boga i kobiety z zebra Adama. Platon

w swoim dziele pod tytulem Uczta z okoto
385-370 roku p.n.e. przedstawil wlasna wi-
zje pochodzenia plci cztowieka. W dziele tym
Arystofanes opowiada o ludziach pierwot-
nych posiadajacych kragle ksztalty, po dwie
pary rak i noég oraz dwie twarze. Ludzie ci
posiada¢ mieli nadzwyczajna sile wzbudzaja-
ca lek nawet wsréd bogow. Zeus, by ustrzec
sie przed owymi silnymi istotami, postano-
wit ich poprzecina¢ na pét. W ten sposéb
powstali mezczyzni i kobiety. Obie potowki
zaczely za soba teskni¢, wykazujac potrzebe
zjednania sie wyrazajaca sie¢ w postaci mi-
losci. W ten sposéb Platon tlumaczyl istote
plci nierozlacznie zwiazana z uczuciem mi-
losci.

Jedna z najbardziej tajemniczych kwestii
pozostawal przez wieki problem tego, co de-
cyduje o plci osobnika, a wiec jak nastepuje
determinacja pici. Grecki filozof Parmenides,
zyjacy ok. 540-470 lat p.n.e. twierdzil, ze
pte¢ dziecka jest determinowana przez polo-
zenie plodu w lonie matki. Rozwo6j plci me-
skiej bylby determinowany przez polozenie
ptodu po prawej stronie lona, a zenskiej po
stronie lewej. Kolejny grecki filozof, Anaksa-
goras (ok. 500-428 lat p.n.e.), uznal, ze to
czynnik ojcowski decyduje o plci dziecka;
mianowicie z nasienia pochodzacego z pra-
wego jadra rozwija sie chlopiec, a z lewe-
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go jadra dziewczynka. Z kolei Empedokles
(494-434 lat p.n.e.) dowodzil, ze organizmy
skladaja sie z czterech elementéw: z ognia
(cieplo), wody (zimno), powietrza (wilgoc)
i ziemi (sucho$§¢), a mezczyzni maja wie-
cej skladnika cieplego (LESKY 1951). Najwy-
bitniejszy biolog starozytnosci, Arystoteles
(384-322 lat p.n.e.), nie zgadzal sie z twier-
dzeniami poprzednikow. Uwazal on, ze ma
dowody wskazujace, iz potomstwo obu ptci
moze rozwija¢ sie po obu stronach macicy,
oraz zauwazyl, ze mezczyzni majacy tylko
jedno jadro moga splodzi¢ zarowno potom-
ka plci meskiej, jak i zenskiej (PECK 1942,
MITTWOCH 2000). Arystoteles upatrywal me-
chanizmoéw determinacji plci w przewadze
sktadnikéw cieptych lub zimnych w organi-
zmie (LESKY 1951). W swoim dziele Histo-
ria Animalium wskazywal, ze wsrod zwierzat
samce sg silniejsze, co wynika z ich wyzsze-
go ciepla, umozliwiajacego przemiane pozy-
wienia na skoncentrowane nasienie. Samice
natomiast sa stabe i chlodniejsze, przez co
nie maja zdolnosci przemienienia pozywienia
w nasienie, a w zamian produkuja wieksza
ilo§¢ krwi uchodzaca podczas menstruacji.
Wedlug niego to wlasnie z polaczenia na-
sienia z krwia menstruacyjna mial sie roz-
wija¢ ploéd. Zgestnienie nasienia w wyniku
ciepla doprowadzac¢ mialo do rozwoju osob-
nika meskiego, natomiast upltynnienie nasie-
nia w nizszej temperaturze, prowadzace do
jego wymieszania z krwia matki, prowadzic
miato do rozwoju osobnika zenskiego. To
wlasnie Arystoteles stwierdzil, ze zaréwno
mezczyzna, jak i kobieta (poprzez nasienie
i krew) maja udzial w splodzeniu potomka.
Zalozyt takze, co okazalo sie prawda, ze na-
rzady plci meskiej i zenskiej wyodrebniaja
sie podczas rozwoju z niezréznicowanych za-
wigzkow. Co istotne, stwierdzil, ze jadra sa
odpowiedzialne za rozwéj cech meskich, czy-
li za maskulinizacje, gdyz u pozbawionych
jader eunuchow obserwowano poglebiajace
sie cechy feminizacji (PECK 1942). Tak wiec,
sposréd starozytnych myslicieli, to wilasnie
Arystoteles byl najblizszy prawdy, a jego ob-
serwacje rzeczywiscie przyczynily sie do po-
szerzenia wiedzy na temat determinacji plci.

PIERWSZE NAUKOWE DOWODY NA
DETERMINACJE PLCI

Wierzenia w to, ze ciepto, polozenie pto-
du i pozywienie determinuje ple¢ na bardzo
dlugo zagniezdzilo sie w umystach ludzi i
przetrwato przez blisko dwa tysiace lat (MiIT-
TWOCH 2000). Jeszcze w drugiej polowie XIX
w. uwazano, ze cieplo i odzywianie wplywa
na ple¢ dziecka (DUSING 1884). Wiara ta po-
brzmiewa nawet dzisiaj w ludowych wierze-
niach i przekazach. Kamieniem milowym w

badaniach biologicznych byto odkrycie chro-
mosoméw w 1888 r. Dokonal tego niemiec-
ki anatom, fizjolog i patolog Heinrich Wal-
deyer (Ryc. 1) (CREMER i CREMER 1988). Juz
trzy lata poézniej, bo w 1891 r., niemiecki
cytolog Hermann Henking, badajac podziat
mejotyczny w jadrach pluskwiaka kowala
bezskrzydlego zauwazyl, ze niektére plemni-
ki tego gatunku maja 12 chromosomow, a
niektore 11. Stwierdzil, ze jeden chromosom
zachowuje sie podczas mejozy inaczej niz
pozostale i nazwal go chromosomem X.
Chcial w ten sposob podkreslic tajemnicza
nature owego dziwnego chromosomu (HEN-
KING 1891, SCHWARTZ 2009). Nastepnie po-
szukiwal chromosomu X w komoérkach ko-
nika polnego, jednak bezskutecznie (HEN-
KING 1891). Dopiero w 1901 r. amerykanski
zoolog Clarence Erwin McClung wskazal,
ze chromosom X, jako ,dodatkowy chromo-
som”, moze by¢ zwiazany z determinacja
pici (McCLUNG 1902).

W 1905 r. amerykanski genetyk Edmund
Beecher Wilson, badajacy spermatogene-
ze owadow wykazal, ze istnieja dwa rodza-
je plemnikéw, rozniace sie obecnoscig lub
brakiem jednego z chromosomow (Ryc. 1)
(WILsSON 1905). W tym samym roku amery-
kanska genetyk Nettie Maria Stevens, bada-
jac gametogeneze chrzaszcza macznika mly-
narka stwierdzila, ze u samcow, ale nie u
samic, jeden chromosom ro6znit sie znacznie
wielkoscia od innych (STEVENS 1905). Ste-
vens stwierdzita, ze wigkszy chromosom jest
chromosomem X, natomiast mniejszy chro-
mosom nazwala Y i stwierdzita, ze musi on
by¢ odpowiedzialny za determinacje plci me-
skiej (STEVENS 1905). Dowodzila, ze w chro-
mosomie Y musi znajdowac sie jakis czyn-
nik determinujacy rozwdj samca. Wilson
natomiast uwazal, ze oba chromosomy, X i
Y, w rownym stopniu determinuja plte¢ (RI-
CHARDSON 2013). Stevens zmarla w 1912 r.
nie potwierdziwszy swojej hipotezy, zas Wil-
son zostal opisany w literaturze naukowej
jako odkrywca chromosoméw X i Y determi-
nujacych pte¢ (RICHARDSON 2013).

Opisanie chromosoméw plciowych przy-
czynito sie do stwierdzenia, ze ple¢ determi-
nowana jest przez geny. Mniej wiecej w tym
samym okresie (poczatek XX w.) stwierdzo-
no, ze chromosomy sa nosnikiem informacji
genetycznej. Dokonali tego niezaleznie Walter
Sutton i Theodor Boveri w 1903 r. (Ryc. 1).
Termin ,gen” zostal wprowadzony w 1909 r.
przez dunskiego botanika Wilhelma Johann-
sena. W 1910 r. amerykanski genetyk Tho-
mas Hunt Morgan, badajac dziedziczenie
cech u wywilzny kartowatej (Drosophila me-
lanogaster) pokazal, ze geny znajduja sie w
chromosomach, sa ulozone liniowo i zajmu-
ja Scisle okreslone miejsca, tzw. loci (MOR-
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1888 Odkrycie chromosomow (Waldayer H.)
1891 —— Odkrycie chromosomu X u kowala bezskrzydtego (Henking H.)

_~ Chromosom X moze by¢ zwigzany z determinacjg ptci (McClung C.E.)
1901
1903 —— Chromosomy sg nosnikami informacji genetycznej (Sutton W. i Boveri T.)
1905 |-

~ Plemniki r6znig sie chromosomami XiY (Wilson E.B. i Stewens N.M.)
1909
1910 Wprowadzono termin “gen” (Johannsen W.)

Chromosomowa teoria dziedziczenia (Morgan T.H.)
1935 Wyizolowano testosteron (David K.G. i wspétaut.)
1948 —— Eksperymenty mikrochirurgiczne Josta na ptodach krélikow
1956 | Obserwacje ludzkich chromosoméw XX i XY (Ford C. i Hamerton J.)
1959 —— Chromosom Y determinuje pte¢ meska u ludzi (Ford C.)
1966 —— Krotkie ramie chromosomu Y determinuje pte¢ meskg (Jacobs P.A. i Ross A.)
1971 Opisanie temperaturowej determinac;ji ptci u zétwi (Pieau C.)
1973 Odkrycie czynnika AMH (Josso N.)
1990 Odkrycie genu SRY u ludzi i myszy (Lovell-Badge R., Koopman P.)
1994 —— Gen SOX9 uczestniczy w determinacji ptci meskiej (Foster J.W.)
2006 — Gen RSPOT1 determinuje pte¢ zenskg ludzi (Parma P. i wspotaut.)

< i

Ryc. 1. Chronologia najwazniejszych odkry¢ w badaniach nad determinacja pici.

GAN 1910a). Dodatkowo wykazal, ze niektore
cechy (np. kolor oczu) sa sprzezone z plcia,
gdyz ich geny lezg w chromosomach plcio-
wych (MORGAN 1910b). Zrozumienie pod-
staw mechanizmow dziedziczenia przypadlo
wlasnie na poczatek XX w. i znow dzieki
badaniom prowadzonym na owadach, ale
mechanizm, w ktéorym chromosomy ptcio-
we determinuja ple¢, dlugo jeszcze miatl
pozostaé¢ niewyjasniony.

Dopiero kilka dekad pozniej, bo w
1956 r., w Wielkiej Brytanii, Charles Ford i

John Hamerton, wykorzystujac metody cy-
togenetyczne, wustalili liczbe chromosomow
u czlowieka i stwierdzili, ze mezczyzni maja
chromosomy X i Y (kariotyp 46,XY), a ko-
biety dwa chromosomy X (kariotyp 46,XX)
(FORD i HAMERTON 1956). Juz trzy lata po
tym odkryciu, opisano pierwsze aberracje
chromosomalne u ludzi (Ryc. 1). Zauwazono
mianowicie, ze osoby z zespolem Klinefeltera
to mezczyzni z kariotypem 47,XXY (JACOBS
i STRONG 1959), natomiast osoby z zespo-
lem Turnera to kobiety z kariotypem 45,X0
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(FORD i wspotaut. 1959). Byl to pierwszy na-
ukowy dowod potwierdzajacy, ze chromosom
Y u ludzi jest odpowiedzialny za determina-
cje ptci meskiej.

POSZUKIWANIE CZYNNIKA
DETERMINUJACEGO PLEC MESKA

Odkrycie funkcji chromosomu Y w de-
terminacji plci meskiej u ludzi zapoczatko-
walo poszukiwania hipotetycznie zawartego
w nim czynnika determinujacego te wlasnie
pteé. Ow hipotetyczny czynnik nazwano TDF
(ang. testis-determining factor) u ludzi, a u
myszy Tdy (ang. testis-determining factor on
Y chromosome). Najcenniejszym w tych cza-
sach obiektem badan nad determinacja ptci
byli pacjenci z objawami odwrocenia plci
(ang. sex reversal), a wiec niezgodnosci mie-
dzy skladem chromosoméw plciowych a ce-
chami fenotypowymi.

Analizy aberracji chromosomalnych, ta-
kich jak translokacje, czyli przeniesienie
fragmentu chromosomu na inny chromosom
wskazaly, ze to kréotkie ramie chromosomu Y
odpowiada za determinacje plci meskiej (JA-
COBS i Ross 1966). Pole poszukiwan czyn-
nika TDF ulegalo sukcesywnemu zawezaniu.
Sposrod genéw mniejszego ramienia chromo-
somu Y, w pierwszej kolejnosci skupiono sie
na genie antygenu H-Y i genie Bkm, ale nie
wykazano ich udzialu w determinacji plci
(MrrtwocH 2000). Kolejnym badanym genem
byl Zfy (ang. zinc-finger protein Y-linked).
Okazalo sie, ze on takze nie determinuje
plci, gdyz nie ulega ekspresji w gonadach
myszy. Ponadto zaobserwowano, ze u mez-
czyzn o kariotypie 46,XX meskie cechy feno-
typu meskiego pojawiaja sie, pomimo braku
genu SRY (PALMER i wspoétaut. 1989).

Opisani przez Palmera i wspélpracowni-
kéw pacjenci (czterej mezczyzni o kariotypie
46,XX) posiadali w swym genomie niewiel-
ki, liczacy 35 tysiecy par zasad, fragment
chromosomu Y. Wyizolowano ten region,
podzielono na fragmenty i poddano analizie
metoda Southern blot, poréwnujac z frag-
mentami chromosomu Y innych ssakow. W
rezultacie okazalo sie, ze istnieje tylko je-
den konserwatywny fragment chromosomu
Y ssakow, a wiec taki, ktéory nie wykazuje
duzej zmiennosci miedzy gatunkami. Zalozo-
no, ze prawdopodobnie wilasnie w tym frag-
mencie znajduje sie gen determinujacy ptec.
Sekwencjonowanie konserwatywnego frag-
mentu wskazalo na istnienie w tym miejscu
tylko jednej otwartej ramki odczytu (ORF)
kodujacej gen skladajacy sie z pojedynczego
egzonu. Gen ten nazwano ,sex determining
region on the Y chromosome” (SRY u ludzi,
a Sry u myszy) (Ryc. 1) (GUBBAY i wspoétaut.
1990, SINCLAIR i wspolaut. 1990). Badanie

ekspresji tego genu metoda RT-PCR wykaza-
lo, ze gen Sry ulega ekspresji w rozwijaja-
cych sie gonadach myszy XY w 11,5 dnia
zycia plodowego, tuz przed pojawieniem sie
pierwszych objawéw plciowego roznicowania
sie jader (GUBBAY i wspoélaut. 1990). Osta-
teczny dowod potwierdzajacy determinowanie
plci meskiej przez gen Sry zostal dostarczo-
ny dzieki badaniom transgenicznych myszy
XX, do genomu ktérych wprowadzono trans-
gen Sry. Osobniki te, pomimo zenskiego ka-
riotypu XX, rozwinely sie w typowe samce,
posiadajace normalnie rozwiniete jadra (od-
wrocenie plci), jednak byly one bezplodne z
powodu braku chromosomu Y, ktory, jak sie
okazalo, zawiera takze geny odpowiedzialne
za prawidlowy przebieg spermatogenezy (KO-
OPMAN i wspoétaut. 1991). Wykazano w ten
sposob, ze wilasnie gen Sry jest konieczny
i zarazem wystarczajacy do zdeterminowa-
nia plci meskiej. Okazalo sie nastepnie, ze
wystepuje on jedynie u torbaczy i tozyskow-
cow, a wiec u wszystkich ssakéw poza ste-
kowcami (FOSTER i wspélaut. 1992, WALLIS i
wspoétaut. 2007).

BADANIA NAD SZLAKIEM
DETERMINACJI PLCI MESKIEJ

Identyfikacja gléwnej funkcji genu SRY
byla niewatpliwie najwazniejszym odkryciem
w badaniach determinacji pici, obok odkry-
cia samych chromosoméw plciowych. Jed-
nak rozwoj jadra, a wiec narzadu o dosc¢
skomplikowanej strukturze, z pewnoscia
musi by¢ kontrolowany przez liczne geny,
a gen Sry stanowilby zapewne czynnik in-
dukujacy kolejne zmiany w trakcie rozwoju
jadra. Nastepne badania ujawnialy kolej-
ne geny zaangazowane w kontrole rozwoju
gonad. W 1994 r. opisano przypadki dzie-
ci z dysplazja kampomeliczng, ktora jest
jednym z zespolow zaburzen rozwojowych
kos¢éca, mogacym wspotistnie¢ z nieprawi-
dlowa determinacja plci gonad i rozwojem
zenskich cech plciowych u plodow o me-
skim kariotypie 46,XY (feminizacja) (FOSTER
1994). Na podstawie kolejnych badan wy-
kazano, ze gen Sox9 jest kluczowy dla de-
terminacji plci meskiej, gdyz ulega ekspresji
w rozwijajacych sie jadrach, a konkretnie
w roznicujacych sie komorkach Sertoliego
u wszystkich zbadanych kregowcow. Wyla-
czenie jego ekspresji doprowadza do catko-
witego odwrécenia plci meskiej w zenska
(HUANG i wspotaut. 1999, BISHOP i wspolaut.
2000, VIDAL i wspétaut. 2001, CHABOISSIER
i wspotaut. 2004). Natomiast podwyzszenie
ekspresji Sox9 u myszy XX powoduje roz-
woj ich gonad w kierunku jader. Tak wiec
gen ten okazal sie konieczny i w okreslo-
nych warunkach wystarczajacy do rozwoju
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XY
Gata4

XX
w1

€3f1\\\j§; j/:/// Igf1
ry

Rspo1  wnt4
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katenina

Sox9

/N

Fgf9 Ptgds

rozwdj jader rozwaj jajnikow
Ryc. 2. Wspétczesny molekularny mechanizm de-
terminujacy ple¢ u myszy - szlaki determinacji
plci meskiej (XY) i zenskiej (XX).

U osobnikéow XY dochodzi do ekspresji genu Sry, kto-
ra jest wyzwalana przez geny Sfl, Gata4, Wtl i Igfl.
Gen Sry wyzwala ekspresje genu Sox9; oba te geny sa
glownymi genami determinujacymi ple¢ meska, koniecz-
nymi do rozwoju gonad w jadra. Gen Sox9 wyzwala
ekspresje Fgf9 i Ptgds bioracych udzial w rozwoju jader.
U osobnikéow XX nie dochodzi do ekspresji genu Sry,
natomiast dochodzi do ekspresji genéow Rspol i Wnt4,
podwyzszajacych koncentracje kateniny B, ktéra z kolei
reguluje ekspresje genow odpowiedzialnych za rozwoj
gonad zenskich.

gonad meskich. U ssakéw SRY bezposred-
nio podwyzsza ekspresje genu Sox9, a Sry
oraz Sox9 sa dwoma genami zajmujacymi
centralne i kluczowe miejsce w kaskadzie
genow odpowiedzialnych za determinacje ptci
meskiej (Ryc. 2). Sry, obecny jedynie u sam-
cow, stanowi rodzaj induktora wyzwalajace-
go ekspresje Sox9, ktory nastepnie wyzwala
ekspresje szeregu genéw zaangazowanych w
rozw6j gonady meskiej, takich jak czynnik
wzrostu fibroblastow (Fgf9), syntaza prosta-
glandyny D2 (Ptgds), hormon anty-mullerow-
ski (Amh) (Ryc. 2) (ARANGO i wspoélaut. 1999,
KM i wspoétaut. 2006, WILHELM i wspoélaut.
2007). FGF9, czyli biatkowy produkt genu
Fgf9, jest istotny dla przyspieszenia podzia-
low komorkowych we wzrastajacych gona-
dach meskich, prostaglandyna D2 utrzymuje
wysoka ekspresje Sox9, a AMH doprowadza
do zaniku zawiazkow wewnetrznych narza-
dow plciowych zenskich u samcow. Wyla-
czenie ekspresji Fgf9 lub Ptgds w gonadach
myszy doprowadza do odwroécenia plci me-
skiej w zeniska, co wskazuje, ze geny te sg
zaangazowane w determinacje plci meskie;.
Przez stosunkowo dlugi czas niewyja-
Sniony pozostawal mechanizm wyzwalania

ekspresji samego genu Sry. Okazalo sie, ze
istotne sa tu czynniki transkrypcyjne, takie
jak: WT1 (czynnik Wilmsa 1), SF1 (czynnik
steroidogenezy 1), GATA4 (4 bialko wiazace
sekwencje GATA) i IGF1 (insulino-podobny
czynnik wzrostu 1) (Ryc. 2) (LARNEY i wspol-
aut. 2014).

POSZUKIWANIE CZYNNIKOW
DETERMINACJI PLCI ZENSKIEJ

Poczatkowo uwazano, ze rozwdéj jajnika
jest procesem biernym i nastepuje po prostu
par défaut przy braku czynnikow wywotuja-
cych rozwoj jadra. Jednak w pewnym mo-
mencie badania zaczely definiowac¢ coraz to
liczniejsze geny zaangazowane w rozwoj jaj-
nikéw wskazujac, ze w rzeczywistosci kon-
trola rozwoju gonady zenskiej jest procesem
w pelni aktywnym. Poczatkowo kandydatami
na geny determinacji plci zenskiej byly czyn-
niki transkrypcyjne Daxl, Foxl2 i czynnik
wzrostu Wnt4 (PIPREK 2009a). U koz, wyla-
czenie ekspresji genu Foxl2 doprowadzilo do
odwrocenia plci zenskiej w meska, co wska-
zalo na udzial Foxl2 w determinacji plci zen-
skiej u tego gatunku (PAILHOUX i wspoétaut.
2002). U myszy wylaczenie ekspresji FoxI2
nie powodowalo calkowitego odwrécenia plci,
ale zaburzalo rozwdj jajnikow i powodowato
pojawienie sie struktur charakterystycznych
dla jadra w jajnikach noworodkow mysich.
Sugerowalo to udzial Foxl2 w utrzymaniu
struktury jajnikow (UHLENHAUT i wspotaut.
2009). Natomiast u ludzi opisano duplika-
cje genow DAX1 i WNT4, doprowadzajace do
odwrocenia plci meskiej w zenska (JORDAN i
wspoétaut. 2001, ZANARIA i wspoélaut. 1994),
co wskazywalo na ich zaangazowanie w de-
terminacje plci zenskiej. Wylaczenie ekspre-
sji. Daxl u myszy nie powodowalo odwroce-
nia plci, a jedynie bezplodnosé¢ mutantow,
natomiast wylaczenie ekspresji Wnt4 wia-
zalo sie z jedynie czeSciowym odwroceniem
plci zenskiej w meska wskazujac, ze istnieja
miedzygatunkowe roznice w kaskadach de-
terminacji plci, a proces ten jest kierowany
kaskada ekspresji genow ulegajacych szyb-
kim zamianom podczas ewolucji (YU i wspoél-
aut. 1998, VAINIO i wspotaut. 1999).

Istotnym wydarzeniem w badaniach nad
determinacja plci zenskiej bylo opisanie w
2006 r. przypadku pewnej wloskiej rodziny,
u czlonkéw ktérej wystepowalo nadmierne
rogowacenie skory, a takze bezplodnos¢ u
mezczyzn (Ryc. 1). Badania genetyczne wy-
kazaly, ze mezczyzni ci maja typowy zenski
genotyp, a wiec 46,XX bez genu SRY (PAR-
MA i wspoétaut. 2006). Moglo to sugerowac
mutacje genu determinujacego pte¢ zenska,
ktorego unieczynnienie wywotalo zaburzenie
rozwoju jajnikow, a w to miejsce wyksztal-
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cenie sie jader (catkowite odwrécenie plci u
mezczyzn, obecnie zwane od ang. XX testi-
cular DSD - disorder of sex development).
Analiza genetyczna pozwolita na wykazanie
mutacji w genie RSPOI, kodujacym czyn-
nik wzrostu, R-spondyne 1. Byl to pierw-
szy przypadek u ludzi, w ktéorym mutacja
pojedynczego genu spowodowala odwroéce-
nie plci zenskiej w meska. Okazalo sie, ze
gen Rspol ulega ekspresji w roéznicujacych
sie jajnikach myszy na wczesnym etapie,
co potwierdzito udzial tego genu w kontroli
rozwoju gonad zenskich (CHASSOT i wspol-
aut. 2008). Natomiast unieczynnienie tego
genu u myszy doprowadzilo jedynie do cze-
Sciowego odwrocenia plci zenskiej w meska
(CHASSOT i wspoétaut. 2008). R-spondyna 1
wraz z czynnikiem WNT4 lacza sie z recep-
torami blonowymi, co skutkuje stabilizacja
kateniny B, a to z kolei chroni przed jej de-
gradacja w cytoplazmie komorki (Ryc. 2). W
efekcie, katenina [ trafia do jadra komor-
kowego, gdzie pelni funkcje regulatora eks-
presji genow. Wycisza tam ekspresje genow
zaangazowanych w rozwéj gonad meskich
i tym samym wywoluje rozwoj gonad zen-
skich (PIPREK 2009a). Szlak ten pelni cen-
tralna role w determinacji plci zenskiej nie
tylko ssakow, ale takze ptakéw i byé moze
takze innych kregowcow (SMITH i wspoélaut.
2008). Potwierdzenie znajduje koncepcja
wypracowana na podstawie wielu ekspery-
mentow, prowadzonych na przelomie XX i
XXI w., ze determinacja plci opiera si¢ na
skomplikowanych interakcjach wielu ge-
noéw zachodzacych w rozwijajacych sie go-
nadach. U ssakow produkt genu Sry, ktory
jest obecny jedynie u genetycznych samcow
(XY), podwyzsza ekspresje genu Sox9, a wy-
soki poziom ekspresji tego ostatniego genu
jest utrzymywany przez FGF9 i prostaglan-
dyne D2 (Ryc. 2). Oba te czynniki jedno-
czeSnie hamujg ekspresje genow determina-
cji plci zenskiej Rspol i Wnt4 i w efekcie
uruchamiany zostaje mechanizm ro6znico-
wania sie¢ gonad w jadra (PIPREK 2009b).
Natomiast u genetycznych samic, czyli w
przypadku braku genu Sry, Sox9 osiaga
niewielki poziom ekspresji, przez co ekspre-
sja genow determinacji plci zenskiej Rspol
i Wnt4 nie jest wystarczajaco hamowana.
To zas doprowadza do wzrostu poziomu
kateniny $ w cytoplazmie, co z kolei powo-
duje uruchomienie maszynerii réznicowania
sie gonad w jajniki (Ryc. 2) (PIPREK 2009a).
Tak wiec, istnieja dwa szlaki determinacji
ptci, meski i zenski, a pomiedzy nimi za-
chodza interakcje antagonistyczne (PIPREK
2007). Los rozwoju gonad zostaje wyzna-
czony w wyniku przewagi ekspresji genéw
szlaku meskiego lub zenskiego.

UDZIAL. HORMONOW W
DETERMINACJI PLCI

Kolejnym istotnym zagadnieniem wy-
magajacym wyjasnienia bylo to, jakie czyn-
niki wplywaja na rozwoj drugorzedowych
cech plciowych. Juz starozytni zdawali so-
bie sprawe z roli jader w wytworzeniu me-
skich cech plciowych, wiedzieli bowiem, ze
kastracja doprowadza do utraty tych cech.
Pierwsza udokumentowana naukowa proé-
ba, majaca na celu wyjasnienie roli gonad
w rozwoju plciowym, pochodzi z 1849 r.
Wowczas to, niemiecki fizjolog i zoolog Ar-
nold Berthold wykastrowal cztery koguty,
a dwoém z nich wszczepil ponownie jadra
(BERTHOLD 1849). Koguty po wszczepieniu
jader zachowywaly sie jak typowe samce, w
przeciwienstwie do kastratow, a wiec pialy,
prowadzily miedzy soba walki i wykazywaly
zainteresowanie kurami. Czterdziesci lat poz-
niej, w 1889 r., francuski fizjolog i neurolog
Charles Brown-Séquard wstrzykiwal sobie
sporzadzong przez siebie samego mieszani-
ne skladajaca sie z nasienia, krwi i plynu
otrzymanego z jader pséw i kawii domowe;j
(popularnie zwanej $§winka morska) (BROWN-
-SEQUARD 1889). Utrzymywal, ze zabieg ten
odmtodzit go i przedluzyt mu zycie. Byt to
zapewne efekt placebo, gdyz wykorzystana
przez niego metoda wodnej ekstrakcji elimi-
nowalta hydrofobowe androgeny, ktére ewen-
tualnie moglyby wywrzec¢ jakis efekt (RENGA-
CHARY i COLEN 2008).

Pierwsze wartosciowe dowody na role
hormonéw w rozwoju plciowym otrzyma-
no dzieki obserwacjom plodéw bydlecych,
potocznie zwanych frymartynami (KELLER i
TANDLER 1916, LILLIE 1916). Frymartynizm
(ang. freemartinism) jest zjawiskiem masku-
linizacji ukladu rozrodczego u plodu plci
zenskiej w ciazy blizniaczej, z towarzyszacym
ptodem plci meskiej. W wyniku tych oddzia-
lywan krew obu plodéw miesza sie ze sobag,
dajac w efekcie osobniki meskie rozwijajace
sie normalnie i osobniki zenskie wykazujace
maskulinizacje w postaci zaniku jajowodow i
zaburzen rozwoju jajnikow. Na tej podstawie
stwierdzono, ze pewne hormony pochodzace
z plodéow meskich wywotuja cechy maskuli-
nizacji u ptodéw zenskich.

W 1929 r. amerykanscy fizjologowie T.F.
Gallagher i Fred C. Koch wstrzykiwali ka-
strowanym kogutom (tzw. kaplonom) eks-
trakt z jader byka. Kaplony nie pieja i nie
wykazuja zachowania typowego dla kogutéw,
jednak iniekcja ekstraktu wywotala u nich
pianie (GALLAGHER i wspoétaut. 1929). Wska-
zalo to, ze w gonadach meskich pochodza-
cych od bykéw produkowany jest czynnik
odpowiedzialny za meskie cechy i dzialajacy
w dodatku na ptaki. W 1935 r. szwajcarska
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grupa endokrynologéw wyizolowala z jader
byka 10 mg hormonu, ktoéry nazwano te-
stosteronem (DAVID i wspotaut. 1935). Jesz-
cze w tym samym roku dokonano pierwszej
syntezy testosteronu w warunkach laborato-
ryjnych (BUTENANDT i HANISCH 1935).

Istnieje takze szereg zaburzen u ludzi,
ktore pomagaja wyjasni¢ udzial hormonow
w ksztaltowaniu sie drugorzedowych cech
pilciowych. Na przyktad, niektérych chorych
z wrodzonym rozrostem kory nadnerczy ce-
chuje nadprodukcja androgenéw, ktére u
os6b z zenskim kariotypem 46,XX moga do-
prowadzi¢ do rozwoju meskich drugorzedo-
wych cech plciowych (maskulinizacja). Na-
tomiast pacjenci z kariotypem 46,XY i cze-
Sciowa, receptorowa niewrazliwoscia na an-
drogeny (ang. partial androgen insensitivity
syndrome zespot, PAIS), pomimo produkcji
androgenéw, wykazuja zaburzenia rozwoju
narzadoéw plciowych, co dowodzi roli andro-
genow w roznicowaniu sie meskich narza-
doéw plciowych (McPHAUL 2002).

Mozliwos¢ rozwoju w ukladzie rozrod-
czym cech plci przeciwnej wynika z bipoten-
cjalnego charakteru zawigzkow tego ukladu.
Poczatkowo u plodow obu plci genetycz-
nych powstaja przewody Miillera i przewody
Wolffa. Podczas rozwoju osobnika meskiego,
przewody Wolffa rozwijaja si¢ w nasieniowo-
dy, a przewody Millera zanikajg. Natomiast
podczas rozwoju osobnika zenskiego z prze-
wodow Mullera rozwijaja sie jajowody, ma-
cica i goérny odcinek pochwy, a przewody
Wolffa zanikaja.

Jednym z najistotniejszych osiagnie¢ w
badaniach roli hormonow w rozwoju plcio-
wym byly eksperymenty Alfreda Josta. Ten
francuski endokrynolog w latach 40. XX w.
mikrochirurgicznie usuwal z plodéw kro-
likow niezréznicowane jeszcze plciowo za-
wiazki gonad i opisal wplyw tego zabiegu
na dalszy rozwoj plodow kréliczych (JOST
1948). Okazalo sie, ze przy braku gonad,
drogi ukladu rozrodczego rozwijaly sie w
kierunku zenskim, a wiec z przewodow Mul-
lera rozwijaly sie jajowody, macica i goérny
odcinek pochwy, a zanikaly przewody Wolffa.
Natomiast usuniecie gonad na poédzniejszym
etapie rozwoju nie zaburzalo réznicowania
uktadu rozrodczego, co pokazalo, ze wczesne
rozwijajace sie gonady meskie powoduja
maskulinizacje uktadu rozrodczego.
Nastepnie Jost wszczepial rozwijajace sie
jadra zenskim plodom kroélika. Powodowato
to rozwodj meskiego ukladu rozrodczego,
a wiec zanik przewodow Mullera i rozwoj
przewodéw Wolffa w nasieniowody. Kolejny
eksperyment  polegat na = wszczepieniu
krysztalu propionianu testosteronu plodom
po uprzednim usunieciu gonad. Okazalo sie,
ze testosteron powodowal zar6wno rozwoj

nasieniowodow, jak 1 meskich genitaliow,
ale nie hamowal rozwoju jajowodow (JOST
1953). Jost wysnul wiec wniosek, ze testo-
steron produkowany w jadrach odpowiada
za rozwoj meskiego ukladu rozrodczego, na-
sieniowodow i meskich genitaliow, ale musi
by¢ jeszcze dodatkowo wytwarzana w ja-
drach plodow pewna hipotetyczna substan-
cja hamujaca rozwoj zawiazkow jajowodow
(przewodéw Mtllera). Substancje owa nazwa-
no MIF (z ang. mullerian-inhibiting factor;
czynnik hamujacy rozwdéj przewodow Miulle-
ra). Wiele lat trwaly badania majace na celu
identyfikacje tej substancji. Dopiero w latach
70. XX w. francuska endokrynolog Nathalie
Josso wyizolowata biatko, ktére zostalo na-
zwane hormonem anty-mullerowskim (ang.
anti-mullerian hormone, AMH) (Josso 1973).
Pézniej okazalo sie, ze gen determinacji pici
meskiej (Sox9) bezposrednio aktywuje w ja-
drach ekspresje genu Amh, ktorego produkt,
jako hormon, dyfunduje do sasiednich tka-
nek i wywoluje apoptoze (programowanag
Smier¢ komoérkowa) w zawiazkach wewnetrz-
nych narzadéw plciowych zenskich (ROBERTS
i wspoélaut. 2002). Zapobiega to rozwojowi
ukladu rozrodczego zenskiego u samcow.
Reasumujac, dla rozwoju meskich cech
plciowych istotne sa przede wszystkim dwa
hormony: pierwszy to testosteron syntetyzo-
wany dzieki wspoétpracy plodowych komoérek
Leydiga i plodowych komoérek Sertoliego, a
drugi to AMH wydzielany przez plodowe ko-
morki Sertoliego (SHIMA i wspétaut. 2013).
Jednak kontrola hormonalna rozwoju
drugorzedowych cech plciowych jest bardziej
skomplikowana. Juz w latach 60. XX w.
stwierdzono, ze testosteron wydzielany przez
jadra dopiero w narzadach docelowych ule-
ga przemianie do bardziej aktywnego andro-
genu zwanego dihydrotestosteronem (DHT),
ktéry jest odpowiedzialny przede wszystkim
za rozwoj pracia i moszny (WILSON i WALKER
1969). Ponadto, ostatnie badania rzucaja
nowe Swiatlo na zrozumienie kontroli rozwo-
ju plciowego wskazujac, ze u ludzi dla roz-
woju meskich cech plciowych istotne sa nie
tylko gonady, ale takze inne Zroédla androge-
now, takie jak tozysko, watroba i kora nad-
nerczy (O’SHAUGHNESSY i wspoétaut. 2019).

DETERMINACJA PLCI — CZYNNIKI
SRODOWISKOWE CZY GENY?

Jak juz wspomniano na wstepie, wcze-
sne, np. starozytne, koncepcje determinacji
plci zakladaly, ze ple¢ determinowana jest
przez wewnetrzne (zalezne od rodzicow) czyn-
niki biologiczne, takie jak temperatura ciala,
czy polozenie plodu w lonie matki. Jeszcze
pod koniec XIX w. dominowal poglad, ze
dieta ma decydujacy wplyw na ple¢ dziecka.
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Szczegblne znaczenie przypisywano odzywia-
niu matki w pierwszych trzech miesigcach
ciazy (DUSING 1884). Uwazano, ze dobre od-
zywianie prowadzi do zdeterminowania plci
zenskiej, a gorsze odzywianie determinuje
pte¢ meska. Nie twierdzono natomiast, aby
temperatura miatla znaczny wplyw na plec.
GEDDES i THOMSON (1898) przeprowadzili ob-
serwacje, ktore doprowadzily do wniosku, ze
wiele czynnikéw wspoéldziata w okresleniu
plci. Niekorzystne czynniki, a wsréd nich
przede wszystkim zte odzywianie i po czeSci
niekorzystna temperatura, prowadzi¢ mialy
do rozwoju samcéw, korzystne zas do roz-
woju samic. Dopiero na poczatku XX w., po
stwierdzeniu, ze chromosomy sa nosnikiem
informacji genetycznej oraz, ze samce i sa-
mice roznia sie skladem chromosomow, za-
czeto sklaniac¢ sie ku idei, ze plec¢ jest zapi-
sana w genach.

Jednak w latach 60. XX w. zaczely po-
jawia¢ sie naukowe dowody na udzial czyn-
nikéw Srodowiskowych w determinacji plci.
Dotyczylo to jednak tylko niektorych gatun-
kow, co wskazalo, ze u réznych gatunkow
pte¢ moze by¢ determinowana w dwojaki
sposob: przez informacje zapisana w genach
lub przez wplyw czynnikéw Srodowiskowych.
Madeline Charnier z Uniwersytetu w Daka-
rze opisala pierwszy przypadek temperatu-
rowej determinacji plci (ang. temperature
sex determination, TSD). Pokazala ona, ze
w potomstwie agamy czerwonoglowej (Aga-
ma agama) stosunek liczby samcéw do sa-
mic (stosunek plci) zalezy od temperatury,
w ktorej nastepuje inkubacja jaj (CHARNIER
1966). W 1967 r. Susumo OHNO opubliko-
wal ksiazke pod tytulem Sex Chromosomes
and Sex-Linked Genes, w ktorej podsumowat
wiedze na temat determinacji ptci u roznych
gatunkow. Autor postulowal, ze ple¢ jest de-
terminowana genetycznie, a doniesienia o
wplywie temperatury na ple¢ uznat jedynie
za zaburzenie tego procesu. Przyczynilo sie
to do ignorowania przez pewien czas badan
dotyczacych  temperaturowej determinacji
ptci. W 1971 r. francuski badacz z Uniwer-
sytetu Paryskiego Claude Pieau opublikowat
wyniki badan nad wplywem temperatury
na pte¢ u zoélwia greckiego (Testudo graeca)
i zolwia blotnego (Emys orbicularis) (PIEAU
1971, 1972). U zdélwia greckiego z jaj inku-
bowanych w nizszej temperaturze (25-30°C)
wylegaja sie prawie wylacznie samce, a w
wyzszej temperaturze (31-35°C) prawie wy-
lacznie samice (Ryc. 3). Podobnie u zotwia
blotnego, po inkubacji ponizej 28°C wylegaja
sie samce, a powyzej 29°C samice; w tem-
peraturze posredniej wylegaja sie osobniki
obu plci (Ryc. 3). Bylo to pierwsze dobrze
udokumentowane i opublikowane doniesie-
nie potwierdzajace istnienie u niektérych ga-

Zotw $rodziemnomorski

(Testudo graeca)

Z6tw btotny

(Emys orbicularis)

__Aligator amerykanski
(Alligator mississippiensis)

100% T

50% T

Procent samcow w potomstwie

0%

Temperatura inkubacji jaj [°C]

Ryc. 3. Wplyw temperatury inkubacji jaj na plec
potomstwa u dwoch gatunkéw zoétwi (zotw Srod-
ziemnomorski i z6tw blotny) oraz u aligatora ame-
rykanskiego.

tunkow temperaturowej determinacji plci. To
wlasnie Pieau wskazal, ze istnieja dwa typy
determinacji pici: u wiekszosci gatunkéw ge-
netyczna determinacja plci i u niektérych
gatunkow temperaturowa determinacja plci.
Dodatkowo wskazal on, ze istnieje Scisle
okreslony okres w rozwoju plodowym zo6l-
wi, w czasie ktérego temperatura warunkuje
ich ple¢. Kolejne badania ujawnialy istnie-
nie temperaturowej determinacji ptci u coraz
wiekszej liczby gadéw. Dobrze udokumento-
wane zostalo to np. u aligatora amerykan-
skiego (Alligator mississippiensis), u ktorego
nizsza 1 wyzsza temperatura determinuje
pte¢ zenska, a posrednia temperatura plec
meska (Ryc. 3) (FERGUSON i JOANEN 1982).

Przez dlugie lata nie bylo wiadomo w
jaki sposéb temperatura moze wplywac na
pte¢. Dopiero zastosowanie zaawansowanych
metod badan ekspresji genéw pokazalo, ze w
rozwijajacych sie gonadach zélwia czerwono-
licego (Trachemys scripta) temperatura wptly-
wa na ekspresje genu kodujacego demetyla-
ze histonu KDM6B (GE i wspétaut. 2018).
Demetylaza ta odlacza od histonu (histony
to biatka eukariontow, na ktore nawiniete
jest ich DNA) grupy metylowe (-CH,), wply-
wajac w ten sposOb miejscowo na ekspresje
genow zawartych w nici DNA nawinietej na
histony. Demetylaza KDM6B u tego gatunku
zotwia ulega ekspresji w nizszej temperatu-
rze i wyzwala ekspresje genu Dmrtl odpo-
wiedzialnego za rozwdj gonad meskich.

W 1995 r. grupa z Uniwersytetu w Au-
stin w Teksasie pokazala, ze czesto zanie-
czyszczajace wody polichlorowane bifeny-
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le (PCB) powoduja u zo6twi i u innych ga-
dow wodnych zaburzenia rozwoju plciowego
(CREWS i wspolaut. 1995). Tak wiec wykaza-
no, ze istniejg zwiazki chemiczne, w tym za-
nieczyszczenia, wplywajace na rozwdj plcio-
wy i doprowadzajace do zaburzen determi-
nacji plci, takich jak calkowite odwrocenie
ptci lub obojnactwo. Obserwacje te zainicjo-
waly prowadzone obecnie na szeroka skale
badania nad wplywem na ple¢ réznorodnych
zanieczyszczenn 1 wielu innych substancji
chemicznych, takich jak np. hormony an-
tykoncepcyjne dostajace si¢ wraz z moczem
do Srodowiska.

PODSUMOWANIE

Roéznice plciowe od dawna intryguja
ludzkosé zaréwno w konteksScie naukowym,
jak i spolecznym. Dokladne poznanie me-
chanizmow determinujacych rozwoj plciowy
zostalo osiagniete dzieki wykorzystaniu za-
awansowanych technik naukowych opraco-
wanych w XX w. Jednoczesnie zaskakujace
jest to, ze sie¢ genéw kontrolujacych deter-
minacje plci jest wcigz stosunkowo stabo
poznana. Kolejne badania zapewne ujawnig
jeszcze wiecej nowych gendéw zaangazowa-
nych w rozwo6j gonad, pokazujac zlozonosc
mechanizméw kontroli rozwoju plciowego.
Okazuje sie, ze kaskada wydarzen skladaja-
cych sie na determinacje plci jest znacznie
bardziej skomplikowana niz pierwotnie sobie
wyobrazano. Ponadto, w wielu przypadkach
zaburzen determinacji ptci u ludzi ich zrédio
pozostaje nieznane, co wskazuje, ze badania
nad genami zaangazowanymi w rozwdéj go-
nad wymagaja kontynuacji.

Streszczenie

Jedna z podstawowych kwestii, ktore intrygowatly i
fascynowaly ludzko§¢ od zarania dziejow jest to, skad
wywodzg sie roznice miedzy piciami. W dzielach staro-
zytnych filozoféw odnajdujemy proby intuicyjnego lub
wrecz poetyckiego wyjasnienia pochodzenia cech odroz-
niajacych mezczyzn od kobiet. Wykrycie mechanizmow
kierujacych rozwojem plciowym zawdzieczamy zasto-
sowaniu metod naukowych, ktére byly rozwijane przez
stulecia i osiagnely swoj szczyt dopiero w XX w. Wsrod
kamieni milowych w badaniach nad determinacja ptci
nalezy wymieni¢ przede wszystkim odkrycie chromosomu
X w XIX w., opisanie udzialu chromosomoéw piciowych
w determinacji plci na poczatku XX w., uznanie w la-
tach 50. chromosomu Y za chromosom determinujacy
pte¢ meska u ludzi, oraz odkrycie w 1990 r. genu SRY
determinujacego u ssakow pte¢ meska.
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HISTORY OF STUDIES ON SEX DETERMINATION

Summary

One of the fundamental questions that intrigued and fascinated humanity since ancient times has been how
the differences between sexes are determined. Even ancient philosophers tried to explain the nature of sex. Never-
theless, the description of mechanisms of sex determination was possible only owing to scientific methods devel-
oped through recent centuries that reached a summit in XX century. Among the milestones in studies on the sex
determination, one should mention: the discovery of the X chromosome in XIX century, discovery that X and Y
chromosomes are involved in sex determination at the beginning of XX century, the indication that Y chromosome
determines the male sex in human (the 50s of XX century), and the discovery of SRY gene determining male sex in

mammals (1990).
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