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1. UVOD

Medu kraljesnjacima postoji mnostvo razli¢itih ¢imbenika koji mogu biti presudni za
odredivanje spola, od genotipa do okoliSnih utjecaja. Gmazovi su kao skupina posebno
zanimljivi, kod njih su zabiljezeni primjeri za sve oblike determinacije spola. Mnoge
kornjace, medu njima svih sedam vrsta morskih kornjaca (Chelonia mydas-zelena Zelva,
Eretmochelys imbricata-karetna Zelva, Natator depressus-australska zelena Zelva, Caretta
caretta-glavata Zelva, Lepidochelys kempii-kempijeva Zelva, L. olivacea-pacificka zelva,
Dermochelys coriacea-sedmopruga usminjac¢a ) prikazanih na Slici 1., neki gusteri i svi
krokodili pokazuju sustav u kojem je spol gonada odreden temperaturom embrija, tzv.
temperaturno-ovisna determinacija spola (TDS). Potpuni mehanizam kojim temperatura
odreduje razvoj testisa ili jajnika u embriju nije poznat, ali je utvrdeno da su gonade osjetljive
na temperaturu samo tijekom odredenog razdoblja u embrionalnom razvitku, tzv.
temperaturno-osjetljivo razdoblje (TOR). To razdoblje poklapa se i sa osjetljivos¢u na
steroidne hormone. Najbolje proucena vrsta u tom pogledu je crvenouha kornjac¢a (Trachemys
scripta), a najbolje proucen steroidni hormon ukljuéen u ovakvu determinaciju spola je
estrogen te enzimski kompleks aromataza koji androgene prevodi u estrogen (Ramsey i
Crews, 2008). Aktivnost aromataze je regulirana na genskoj razini. Zasad poznat mehanizam
determinacije spola na stani¢noj razini objasnila sam na primjeru ove slatkovodne vrste.
Naime, sve morske vrste kornjaca su ugrozene, pa su koli€ina i nacin njihovog istrazivanja
ograniceni eticki i zakonima. Detaljnija istrazivanja provedena su na zelenoj i glavatoj zelvi,
te sedmoprugoj usminjaci, medu ostalim vrstama bolje su proucene karetna i kempijeva Zelva,
dok su pacificka i australska zelena Zelva najmanje istrazene. Neinvazivna fizioloSka i
biokemijska istrazivanja su rijetka, tako da se uglavhom provode na neugrozenim,
slatkovodnim ili braki¢nim vrstama (npr. Trachemys scripta, Chrysemys picta, Malaclemys
terrapin, Chelydra serpentina), te se zatim rezultati uzimaju u obzir i kada su morske vrste u

pitanju (Davenport, 1997).



Natator depressus-australska zelena Zelva Caretta caretta-glavata Zelva

Lepidochelys kempii-kempijeva Zelva L. olivacea-pacificka zelva

Dermochelys coriacea-sedmopruga usminjaca

Slika 1. Danas zivuéih sedam vrsta morskih kornjaca

Estrogen je neophodan za razvoj jajnika u svih skupina kraljeSnjaka osim placentalnih

sisavaca, iako je jasno da cak i u sisavaca sudjeluju modificirani estrogenski receptori na



zasad nepoznat nacin. Egzogeno dodan estrogen tijekom razvoja postupno uzrokuje promjenu
spola kod ptica, a trenuta¢nu kod gmazova, vodozemaca i riba. U crvenouhe kornjace
primjena egzogenog estradiola (E;) na jaja inkubirana na temperaturi pri kojoj nastaju
muZjaci, kao i egzogena primjena inhibitora aromataze (Al), koji sprje¢ava proizvodnju
estrogena, na jaja inkubirana na temperaturi pri kojoj nastaju Zenke, nadvladat ¢e utjecaj
temperature i preokrenuti spolnu sudbinu embrija. Znacajno je da poviSena temperatura i
estrogen djeluju sinergisticki - za preobrazbu spola embrija inkubiranog na prijelaznoj
temperaturi potrebno je manje estrogena nego za preobrazbu spola embrija inkubiranog na
temperaturi pri kojoj nastaju muzjaci. Zbog sposobnosti da nadvlada utjecaj temperature,
pretpostavlja se da je proizvodnja estrogena klju¢ni mehanizam kojeg aktivira temperatura.

Steroidni hormoni su prisutni u embrijima kojima je determinacija spola temperaturno
ovisna, bilo da je embrionalnog ili majc¢inog (Zumanj¢anog) podrijetla. Poznato je da razina
steroida u Zumanjku varira i sezonski i unutar legla, te moZe utjecati na spol mladunaca ako su
jaja inkubirana na prijelaznoj temperaturi (temperatura koja rezultira omjerom spolova 50:50,
PT). Ovo variranje koncentracije hormona u Zumanjku jaja mozda ima ulogu u temperaturno-
ovisnoj determinaciji spola iako neka istrazivanja na nasrtljivim kornjacama (Chelydra
serpentina) i nekim gusSterima pokazuju da ne postoji veza izmedu spola mladunaca i razine
hormona u Zumanjcu.

Osim estrogena i ostali hormoni iz Zumanjca ili embrionalnog podrijetla imaju ulogu u
odredivanju spola kod gmazova s TDS-om. Npr. primjena egzogeno dodanih
nearomatiziranih androgena na jaja crvenouhe kornjace inkubirana na prijelaznoj temperaturi
rezultira 100% muzjacima, ali ne moze nadvladati utjecaj temperatura koje rezultiraju
zenkama. Inhibicija reduktaze, enzima Kkoji prevodi testosteron u nearomatizirani
dihidroksitestosteron (DHT), takoder preobrazava embrije u Zzenke na temperaturi pri kojoj bi
trebali nastati muzjaci. Zanimljivo je primjetiti da kombinacija tretmana sa DHT i E2 na PT
kao i tretiranje sa visokim koncentracijama testosterona na temperaturi pri kojoj nastaju zenke
rezultira jedinkama sa ovotestisima.

U crvenouhe kornjace interakcija izmedu temperature i steroidnih hormona moZe
aktivirati ili suzbiti gene koji odreduju spol. Medu razli¢itim skupinama kraljeSnjaka okidaci
koji aktiviraju gene zasluzne za determinaciju spola su razli¢iti ali geni koji direktno ili
indirektno odgovaraju na te okidace, iako ne nuzno istim ekspresijskim obrascem ili u istom
razvojnom stadiju, su konzervirani. Homolozi genima koji su prvo pronadeni kod sisavaca
kao Sto su Dmrtl, Sox9, Mis, Sf1, Dax1, WT1, Wnt4, FoxL2 i Rspol pronadeni su i kod riba,

vodozemaca, ptica i gmazova.



Ako se isti geni i njihovi produkti koriste u razvoju gonada kroz sve skupine
kraljesnjaka, moguée je da im odgovor na razli¢ite okidate omogucéuje razliito vrijeme
aktiviranja i razli¢it na¢in regulacije gena kod razli¢itih skupina. Zanimljiv primjer ovog
fenomena je razdoblje osjetljivosti na estrogen tijekom razvoja jajnika. Kod sisavaca estrogen
ima vazniju ulogu u razvoju sekundarnih spolnih obiljezja nego u samom razvoju jajnika.

Namjera mi je u ovom seminarskom radu objasniti interakciju poviSene temperature i
estrogena sa spolno-odreduju¢im genima koja rano u embrionalnom razvoju odreduje razvoj

jajnika te na¢in na koji steroidni signalni put odgovara na temperaturu i hormone.

2. RAZVOJ GONADA OPISAN NA PRIMJERU CRVENOUHE
KORNJACE

Pocetak i trajanje temperaturne i hormonske osjetljivosti tijekom spolne determinacije

kod crvenouhe kornjace i shematski prikaz razvoja njenih gonada prikazan je na Slici 1.
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Slika 1. Put razvoja gonada u crvenouhe kornjage (Trachemys scripta). Temperaturno osjetljivo
razdoblje je obojano sivo. Bipotentne gonade sadrZze primitivne spolne pruge u sredidnjem dijelu, a

mati¢ne stanice u vanjskom epitelu. Na temperaturi pri kojoj nastaju Zenke primitivne spolne pruge



degeneriraju, dok mati¢ne i somatske stanice u kortikalnom dijelu prolifeliraju. Na temperaturi pri
kojoj nastaju muzjaci maticne stanice migriraju u sredisnji dio gdje ih ograduju sjemeni kanali¢i.
Strelice pokazuju dva razdoblja u kojima estrogen djeluje na razvoj jajnika - tijekom regresije srznog
dijela i tijekom kortikalne proliferacije.

E, = 17R-estradiol.

Gonade se razvijaju kao dio nadbubrezno-bubrezno-gonadnog (NBG) kompleksa.
Urogenitalni most se formira oko razvojnog Stadija 13, a izlijeganje se dogada u Stadiju 26.
Razvoj gonada obuhvaca tri glavne faze - bipotentnu (Stadij 14-16), spolno determinirajucu
(Stadiji 16.5/17-19/21) i spolno diferencirajuc¢u (Stadij 20/21 - do izlijeganja). Spolna
diferencijacija je programirana kaskada genetskih i hormonskih dogadaja koja bipotentnu
gonadu razvija u jajnik ili testis, dok je spolna determinacija dogadaj/i koji dovode do
pokretanja te kaskade (Lance, 1997). Kod ove vrste temperaturno-osjetljivo razdoblje
ukljucuje bipotentnu i spolno determinirajuu fazu i javlja se 0ko srednje trecine
embrionalnog razvoja. Trajanje temperaturno-osjetljivog razdoblja varira ovisno o
temperaturi. Pri temperaturi na kojoj se razvijaju Zenke (31°C) temperaturno-osjetljivo
razdoblje proteZe se od Stadija 14 do 18/19, dok se pri temperaturi na kojoj nastaju muzjaci
(26°C) proteze od Stadija 14 do 20/21.

Kako se gonade razvijaju iz genitalne brazde javljaju se dva odijeljena dijela -
unutarnja srz i vanjska kora. Primitivne spolne pruge pronadene su u srediSnjem, srznom
dijelu bipotentne gonade neovisno o temperaturi. Prilikom razvoja jajnika primitivne pruge
degeneriraju (oko Stadija 18-20) dok se u testisima razvijaju u sjemene kanali¢e (pocevsi od
stadijal8, vrlo su ociti u stadiju 20). Zanimljivo je da se pruge u testisu razvijaju dok je spol
jos uvijek labilan, ¢ineci proces reverzibilnim sve do stadija 20/21. Mati¢ne stanice su prvotno
smjesStene u vanjskom, maticnom epitelu gonade. U jajniku ostaju u kortikalnoj regiji gdje
prolifeliraju zajedno sa granuloza stanicama sa kojima tvore folikule. U testisu mati¢ne
stanice migriraju u srz pocevsi od Stadijal8 gdje ih obavijaju sjemeni kanali¢i.

Dva klju¢na dogadaja oznacavaju razvoj jajnika: regresija srzi i proliferacija kore.
Regresija srznih spolnih pruga zapocinje oko stadija 18/19 - tada zasigurno nije slucajno 1 kraj
TP-a pri temperaturi na kojoj nastaju zZenke. Proliferacija kore zapocinje oko Stadija 21 pa je

time dio diferencijacije jajnika ali ne i spolne determinacije.



3. SIGNALNI SUSTAV STEROIDNIH HORMONA TIJEKOM
RAZVOJA JAINIKA

Steroidni receptori kao Sto su androgenski receptor (AR), ERa i ERP kao i aromataza
eksprimirani su u odraslim i embrionalnim reproduktivnim tkivima kod svih skupina
kraljeSnjaka. Isti slucaj je i sa steroidnim faktorom 1 (Sf1) koji ima viSestruku ulogu tijekom
spolnog razvoja, ukljucujuci i regulaciju aromataze. Sfl je kljucni regulator gena za steroidne
enzime-taj jezgreni protein se veze na promotorsku regiju svih steroidnih enzima te djeluje
kao transkripcijski aktivator (Lance, 1997). U crvenouhe kornja¢e Sfl je odgovoran za
promjenu spola putem temperature — koli¢ina mu se pove¢ava nakon promjene temperature
koja rezultira Zenkama u temperaturu koja rezultira muzjacima (TRZ—TRM), a smanjuje u
obrnutom sluéaju (TRM—TRZ). Sfl je takoder odgovoran za promjenu spola putem
hormonske manipulacije — koli¢ina mu se poveéava nakon tretmana sa Al, a smanjuje nakon
tretmana estrogenom.

U radu Steroid signaling and temperature-dependent sex determination—Reviewing the
evidence for early action of estrogen during ovarian determination in turtles (Ramsey i
Crews, 2008) je napravljen integrirani pristup o ulozi steroidnih hormona tijekom spolne
determinacije i diferencijacije crvenouhe kornjace. Ekspresijski obrasci AR-a, ERa i ERP su
uzeti kao kriticni markeri aktivnosti steroidnih hormona. Ekspresija aromataze ukazuje na
mogucu embrijsku proizvodnju estrogena, a Sf1 je marker diferencijacije testisa ali i glavni
steroidni regulator. Proucavanje ekspresije tih pet gena tijekom embrionalnog razvoja
posluzilo je za bolje shvacanje interakcije izmedu temperature i steroidnih hormona. Prema
modelu iz doti¢nog rada (Slika 2) poviSena temperatura direktno ili indirektno inducira
povecanje ekspresije aromataze u gonadama Sto u kombinaciji sa povecanjem ekspresije
steroidnih receptora dovodi od razvoja jajnika. Nadalje, Sf1 mozda ima glavnu ulogu u

determinaciji testisa.

3.1. DOKAZI KOJI POTKREPLJUJU OVAJ MODEL

Transkripti gena za Sfl, aromatazu, ERa, ERpB i AR su konstantno prisutni za vrijeme

razvoja gonada, ali su razli¢ito eksprimirani pri razli¢itim temperaturama (Slika 3).
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Slika 2. Model djelovanja temperature i hormona tijekom temperaturno-ovisne determinacije spola
kod crvenouhe kornjace (Trachemys scripta). Temperatura direktno ili indirektno uzrokuje pove¢anu
ekspresiju aromataze na temperaturi koja rezultira Zenkama, koja zajedno sa pove¢anom ekspresijom
ERa i AR te ostalih gena specifi¢nih za Zenski spol (FoxL2, Rspol), vodi k razvoju jajnika. Povecanje
razine estrogena u kombinaciji sa ekspresijom ERa inhibira ekspresiju gena specifi¢nih za muski spol.
Ekspresija ERP povacava se kasnije tijekom razvoja jajnika, povezana je sa njihovom
diferencijacijom. Nasuprot tome, na temperaturi koja rezultira muzjacima ekspresija aromataze se ne
povecava pa ne dolazi ni do, sa njom povezane, inhibicije estrogenom. Determinacija testisa je
povezana sa povecanom ekspresijom gena specifi¢nih za muski spol kao $to su Sox9, Mis, Dmrtl i

Sf1.

Kvantitativni PCR (qPCR) pokazuje da je aromataza u gonadama jaCe eksprimirana na
temperaturi koja rezultira Zenkama. Za pokus je bolje upotrijebiti izolirane gonade nego cijeli
AKG kompleks (Slika 4A i B) - jasnije je vidljivo da se koli¢ina aromataze povecava tijekom
TOR-a. To navodi na zaklju¢ak da u¢inak temperature postaje presudan vrlo rano tijekom
embrionalnog razvoja, prije nego Sto zapo¢ne diferencijacija jajnika, te potvrduje ranu ulogu
estrogena u determinaciji jajnika. Jo$ je viSe upadljiva razliCita lokalizacija aromataze pri

razliitim temperaturama rano u TOR-u (Slika 4C-H). Aromataza je pri TRZ organizirana
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Slika 3. Ekspresija komponenata steroidne signalne mreze tijekom razvoja gonada kod crvenouhe
kornjace (Trachemys scripta) razli¢ita je pri razli¢itim temperaturama. Razina ekspresije steroidnog
faktora 1 (Sfl), aromataze, estrogenskih receptora (ERo i ERpB) i androgenskog receptora (AR) u
gonadama mjerena je gPCR-om u realnom vremenu, a normalne vrijednosti ekspresije za TRM (26°C)
su oduzete od vrijednosti dobivenih pri TRZ (31°C). Za svaki gen kalibracija je izvrSena prema
ekspresiji gena u Stadiju 17 pri TRZ, a ekspresijske razine dobivene pri TRM oduzete su od
pripadaju¢ih vrijednosti u svakom stadiju. Razine ekspresije vise pri TRZ tako su ispale pozitivne
vrijednosti, dok su vrijednosti vise pri TRM ispale negativne. Ekspresija aromataze je puno veca od

ekspresije ostalih gena pa je y-os prilagodena njoj.

u krugove (vjerojatno okruzuje mati¢ne stanice) ve¢ u vrlo ranom stadiju razvoja (Stadij 15) u
kojem su gonade morfoloski jo$ uvijek bipotentne. U tom stadiju jo$ su eksprimirani i ERa i
ERB, ali samo pri TRZ su prisutni u kombinaciji sa specifi¢nom i organiziranom produkcijom
estrogena. Ovi rezultati odrazavaju najranije razlike u steroidnom mikrookoliSu oko mati¢nih
stanica i folikula u razvoju i vjerojatno prikazuju najraniji korak koji vodi k determinaciji
jajnika.

Kako se razvoj gonada nastavlja razine ERo i AR-a su ekvivalentne na obje
temperature sve do samog kraja TOR-a kada im se razina povecava u razvijajuem testisu.
Znatajno je zamjetiti da se pik u TRZ javlja zajedno sa velikim poveéanjem ekspresije
aromataze, dakle korelira s vremenom spolne determinacije jajnika. Povecana ekspresija
AR-a je u skladu s ostalim istraZivanjima Sto ukazuje da AR ima ulogu u diferencijaciji
jajnika kod vrsta kod kojih aromataza ima klju¢nu ulogu u razvoju jajnika. U crvenouhe

kornjace ekspresija AR-a se mijenja zajedno s inhibicijom aromataze, prije nego se promjene

10
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Slika 4 .Ekspresija aromataze tijekom TOR-a kod crvenouhe kornjace (Trachemys scripta). (A,B)

Ekspresijski obrasci aromataze usporedeni su izmedu tkiva iz izolirane gonade i AKG kompleksa. (C-
H) Ekspresijski obrasci aromataze takoder su mjereni in situ hibridizacijom. Slike C, D i E prikazuju
ekspresiju aromataze u stadijima 15, 17 i 21 pri TRZ, dok je ekspresija u istim stadijima pri TRM
vidljiva na slikama F, G i H. FPT = female-producing temperature (31 -C)=TRZ, MPT=male-
producing temperature (26 -.C)=TRM

razine ERa i ERPB $to znaCi da je ekspresija AR-a osjetljiva na promjene u prisutnosti
estrogena. Kod nasrtljivih kornjaca ekspresija AR-a je takoder ovisna o temperaturi, razina
mu se zna¢ajno poveéa Getiri dana nakon promjene temperature iz TRM u TRZ.

ERp pokazuje jedinstveni obrazac ekspresije, osobito ako se usporedi sa ERa. Razina
mu je nepromjenjena pri objema temperaturama kroz cijelo TOR, povecava se samo tijekom
kasnije diferencijacije jajnika, u vrijeme proliferacije stanica kore jajnika. Razli¢iti obrasci

ekspresije ERa i ERP sugeriraju da imaju i razli¢ite uloge u razvoju jajnika - ERa sudjeluje u

11



samom pocetku determinacije jajnika (regresiji srznog dijela), a ERP ima ulogu u raspodijeli
estrogena prilikom kortikalne proliferacije u kasnijoj fazi razvoja jajnika.

Suprotno od eksprimiranosti aromataze, ERa, ERpB i AR-a, Sfl je tijekom TOR-a jace
eksprimiran pri TRM. Njegova koli¢ina i raspored ne ¢ine se povezani s aromatazom, ali to

ne isklju¢uje moguénosr zajednicke regulacije tih dvaju gena.

4. PROMJENA SPOLA POD UTJECAJEM TEMPERATURE I
ESTROGENA

Jasno je da interakcija inkubacijske temperature, steroidnih hormona i gena odreduje
spolnu determinaciju gonada kod crvenouhe kornjace. Utjecaji temperature i hormona mogu
se razluciti jedni od drugih pracenjem promjena u ekspresiji gena prilikom promjena
temperaturnih vrijednosti ili prevladavanjem utjecaja temperature velikim koncentracijama
hormona. Manipuliranje temperaturom ili nadvladavanje njenog utjecaja u slucaju promjene
spola npr. iz muskog u Zenski ukljucuje zaustavljanje razvoja u smjeru testisa ali i aktivaciju

razvoja jajnika. Promjena steroidnih signalnih komponenti mora pridonijeti obima procesima.

4.1. UTJECAJ TEMPERATURE NA STEROIDNE HORMONE

Nakon promjene temperature iz TRM u TRZ (Slika 5A-K), AR, aromataza i ERa
pokazuju organiziranu ekspresiju oko degenerirajucih spolnih pruga u srzi (Slika5C,F,I), dok
je ekspresijski obrazac Sf1 mnogo difuzniji od onog videnog na nepromjenjenom kontrolnom
primjerku (nije prikazano na slici). Ekspresija ERP se nakon promjene smanjuje (Slika 5L),
Sto podupire ideju da ER[} ima ulogu tek kasnije prilikom diferencijacije jajnika. Aromataza i
ERa mozda posreduju u djelovanju estrogena u srznom dijelu jer im se razina povecava pri
TRZ, no stvarna uloga AR-a u razvoju jajnika je jos uvijek nejasna.

Obrnuta promjena temperature iz TRZ u TRM rezultira razvojem testisa (Slika5M-X).
Ekspresija aromataze, ERa i ERP se reducira (Slika 5R, U, X). Pojava ekspresije AR-a oko
sjemenih kanali¢a tipi¢na za razvoj testisa izostaje (Slika 5B, O) nagovjescujuc¢i da AR, poput
ERp u jajniku, ima veéu ulogu u kasnijoj diferencijaciji testisa nego u njihovoj determinaciji.
Suprotno njemu, ekspresija Sf1 naglo se mijenja nakon promjene temperature $to upucuje na

zakljucak da Sf1 ima primarnu ulogu u razvoju testisa.
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Slika 5. Ekspresija sastavnica steroidnog signalnog puta uz promijenu temperature u crvenouhe
kornjaée (Trachemys scripta). Lijevi stupac prikazuje uzorak gena pri promjeni temperature iz TRM u
TRZ za AR (A, B, C), aromatazu (D, E, F), ERa (G, H, I) i ERB (J, K, L). Dessni stupac prikazuje
isto za suprotan pomak temperature, dakle iz TRZ u TRM za AR (M, N, O), aromatazu (P, Q, R), ERa
(S, T, U) 1 ERB (V,W, X). Temperatura je izmjenjena u Stadiju 17, a promjene su zabiljezene u Stadiju
19. Vodoravne strelice oznacavaju nastavak inkubacije pri jednakoj temperaturi, a kose ukazuju na

promjenu temperature.
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4. 2. UCINCI UTJECAJA EGZOGENO DODANOG ESTROGENA

Egzogeno dodani estrogen ima drugaciji utjecaj na estrogensku signalnu mrezu od
promjene temperature. Primjena E, uzrokuje manju ekspresiju ERo i ERB u srznom dijelu, a
ne utjee na ekspresiju aromataze. Posebno se smanjuje razina ekspresije ERa, smanjenje je
jasno uocljivo ve¢ u idu¢em razvojnom stadiju nakon dodatka E,, $to upucuje na spregu
izmedu razine estrogena i ekspresije ERa.

U jajnicima potpuno diferenciranim pri TRZ aromataza, ERa i ERB su lokalizirani u
srznom dijelu jajnika (Slika 6A, B, C). Suprotno tome, u jajnicima nastalima pod utjecajem
egzogenog E; inkubiranima na TRM sva tri gena lokalizirana su u kortikalnom dijelu jajnika.
(Slika 6D, E, F). Ovakva promjena polozaja nije zamje¢ena kod Sf1 ni kod AR. lzmjenjeni
ekspresijski obrasci u estrogenskoj signalnoj mrezi vode k intrigantnoj hipotezi da je za
razvoj jajnika na TRM pod utjecajem E; potrebna sinteza estrogena u kortikalnoj regiji, te da

pod normalnim uvjetima pri TRM u kojima su koncentracije estrogena niske, temperatura

zapravo djeluje antagonisticki prema razvoju kortikalne regije.

Slika 6. Diferencijacija jajnika pri TRZ i diferencijacija jajnika pri TRM pod utjecajem egzogenog E2
u crvenouhe kornjage (Trachemys scripta). TRZ i estrogen nisu jednaki signali za komponente
estrogenskog signalnog puta tijekom diferencijacije jajnika (Stadij 23). Aromataza (A, D), ERa (B, E)
i ERP (C, F) prikazani su u jajnicima nastalima na konstantnoj TRZ i na jajnicima inkubiranima na
TRM ali uz dodatak estradiola (E2) na jaja u Stadiju 17. Isprekidane crte oznacavaju bazalnu
membranu koja razdvaja kortikalnu regiju od srzi. Strelice na slikama D, E, F upucuju na pomak

prema kortikalnoj regiji.
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5. GENI ODGOVORNI ZA DETERMINACIJU SPOLA MORSKIH
KORNJACA

U placentalnih sisavaca spol je odreden prisustvom ili odsustvom gena SRY na Y
kromosomu.U prisustvu SRY-a razvijaju se testisi, u odsustvu jajnici. Gen SRY pronaden je i
kod tobol¢ara, medutim nije prisutan kod sisavaca koji se razmnozavaju jajima kao ni kod
ptica i gmazova. Nastojanja da se kod njih pronade gen SRY dovela su do otkri¢a cijele
obitelji gena nazvanih SOX geni. Obitelj ukljuuje dvadesetak gena eksprimiranih u
razli¢itim tkivima tijekom embrionalnog razvitka. Gen SOX9 eksprimiran je u tkivu gonade
embrija kornjaca, kao i u tkivima gonada svih ostalih amniota (Lance, 1997). Kod vrste L.
olivacea TOR se javlja izmedu stadija 21 i 26. Ekspresija gena SOX9 kod ove vrste je
regulirana temperaturom: u stadijima 21-25 SOX9 je eksprimiran i pri TRM i pri TRZ, dok je
pri TRZ eksprimiranost od stadija 26 nadalje sve slabija. Dakle, SOX9 nije primarno reguliran
temperaturom, razina mu se mijenja tek nakon TOR-a. Ovom genu uzvodno prethodi neki
drugi gen.

Gen DAX1, koji je takoder ukljucen u razvoj gonada, je ¢lan superobitelji jezgrinih
hormonskih receptora. DAX1 je tijekom TOR-a kod L. olivacea eksprimiran pri TRM i pri
TRZ. Razlike u eksprimiranosti javljaju se tek nakon stadija 27, §to upuéuje na zaklju¢ak da
DAX1 nije uklju¢en u determinaciju spola kod ove vrste.

Dmrtl je gen koji kodira za transkripcijski faktor koji je razliCito eksprimiran kod
muzjaka i zenki svih vrsta kraljeSnjaka. Kao i kod T. scripta razina ekspresije ovog gena kod
L. olivacea je niza pri TRZ i za vrijeme i nakon TOR-a. Vi3a razina ekspresije Dmrtl pri
TRM tijekom TOR-a podupire ideju da upravo ovaj gen prethodi povecanoj ekspresiji gena
SOX9 pri TRM nakon TOR-a. Nadalje, korelacija izmedu determinacije jajnika, smanjene
ekspresije gena SOX9 i niske razine eksprimiranosti gena Dmrtl sugerira da su ova dva gena

aktivno regulirana pri TRZ kako bi bio omoguéen razvoj jajnika (Maldonado i sur., 2002).

6. KAKO TEMPERATURNO-OVISNA DETERMINACIJA SPOLA
FUNKCIONIRA U PRIRODI?

Tempratura okoliSa varira na dnevnoj i sezonskoj razini. Mladunci dolaze na svijet u
razli¢itim razdobljima unutar sezone parenja na razli¢itim mjestima tako da temperature

gnijezda variraju kao $to se i odnos spolova razlikuje. Takoder, jaja u gnijezdu su gusto
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pakirana tako da je znacajan faktor koji odreduje spol zasigurno i metabolicka toplina koja je
sve veca kako se TOR blizi kraju. Zato ne iznenaduje §to su variranja u omjeru spolova u
pojedinim sezonama zaista i zabiljezena. Temperature na kojoj se inkubiraju jaja ovisi o
najmanje pet Cimbenika: (1) vremenskim prilikama tijekom sezone gnijezdenja (kiSa snizava
temperaturu gnijezda), (2) visini plime, (3) vegetacijskom pokrovu plaze, (4) boji pijeska te
(5) samom ponasanju kornjaca tijekom gnijezdenja (dubini polaganja jaja) (Houghton i sur.,
2007). Svi ovi ¢imbenici su sasvim nasumi¢no promjenjivi — za same kornjace jo$ nije
dokazano da svjesno odabiru toplije ili hladnije mjesto za gnijezdenje (Godley i sur., 2000).
Omjer spolova kod geneticke determinacije spola odreden je unaprijed — 50:50, situacija je
kod TDS-a nesto drugacija jer je rije¢ o aktivnom, a ne pasivnhom odredivanju spola.
Dominacija jednog spola nad drugim, u ovom slucaju rije¢ je o zenskom spolu, smatra se
evolucijskom prilagodbom. Naime, mladuncima muskog spola potrebna je duZe inkubacija jer
se inkubiraju na nizoj temperaturi. To znaci da su duze izloZeni predatorima i saprofitskim
gljivama. Nadalje, tijekom hladnijih godina izlijeze se vise muzjaka, no sezona gnijeZzdenja je
kraca Sto zajedno rezultira manjim brojem potomstva. U toplijim godinama izlijeze se viSe

zenki koje ionako imaju veci garanciju opstanka (Davenport, 1997).

7. ZAKLJUCAK

PoviSena temperatura direktno ili indirektno uzrokuje povecanje proizvodnje estrogena
u nedefiniranim gonadama §to ih usmjerava k razvoju jajnika, dok istodobno koci ekspresiju
gena specificnih za muski spol. Kako se razvoj nastavlja u smjeru jajnika, poviSena razina
estrogena posreduje u procesima specificnim za razvoj jajnika-regresija srzi te proliferacija
kortikalne regije. Pri TRM lokalizirana proizvodnja estrogena u gonadama je inhibirana, a u
odsutnosti aromataze aktivni su geni specifi¢ni za testise kao $to su Dmrtl, Sox9 i Mis Sto

naposlijetku dovodi do determinacije i razvoja testisa.
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9. POPIS KRATICA

AR = androgenski receptor

DHT = dihidroksitestosteron

E, = 17R-estradiol

IA = inhibitor aromataze

NBG kompleks = nadbubrezno-bubrezno-gonadni kompleks
PT = prijelazna temperatura

TDS = temperaturno-ovisna determinacija spola

TOR = temperaturno-osjetljivo razdoblje

TRM = temperatura koja rezultira muzjacima

TRZ = temperatura koja rezultira Zenkama
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10. SAZETAK

Medu kraljeSnjacima postoji mnosStvo razli¢itih ¢imbenika koji mogu biti presudni za
odredivanje spola, od genotipa do okolisnih utjecaja. Gmazovi su kao skupina posebno
zanimljivi jer su u njih zabiljeZeni primjeri za sve oblike determinacije spola, a u ovom
prikazu naglasak je na temperaturno-ovisnoj determinaciji spola (TDS) koja se javlja kod
svih vrsta morskih kornjaca.

Kritican korak u determinaciji jajnika je razlicita ekspresija aromataze pri razli¢itim
temperaturama. Lokalizirana produkcija estrogena u gonadama usmjerava njihov razvoj
prema jajnicima, dok istodobno inhibira ekspresiju gena specifi¢nih za muski spol. Na
temperaturi koja rezultira muzjacima izostaje reguliraju¢a uloga aromataze te se razvijaju

testisi.

11. SUMMARY

A variety of sex-determining systems exist among vertebrates, ranging from primarily
genotypic to primarily environmental. Reptiles as a group are particularly interesting in that
examples of the entire range are evident. In this seminary focus is on temperature-dependent
sex determination (TSD) which are found in all sea turtles.

Temperature-based differences in aromatase expression is a critical step in ovarian
determination. Localized estrogen production facilitates ovarian development while inhibiting
male-specific gene expression. At male-producing temperatures aromatase is not upregulated,
thereby allowing testis development.
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