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Abstrakt

Utvareni savcich pohlavnich organd je pozoruhodny proces, béhem kterého se u obou
pohlavi ze stejného prekurzoru (indiferentni gonady) tvofi morfologicky i funkéné odliSna struktura.
Urcujicimi faktory, které rozhodnou o osudu nediferencované struktury, nejsou pouze geny samotné,
ale také nacasovani transkripce regulacnich gent a mnozstvi jejich produktd. Vyvoj sam¢i i samici
gonady fidi rozsahly soubor regulacnich gend, které se vzdjemné ovliviuji, tvoii regulacni sit.
Hlavni ulohu v diferenciaci samc¢iho pohlavi hraje gen SRY, ktery reguluje dobu 1 kvantitu exprese
dalsich faktort. I nepatrné chyby (mutace) v sekvencich regula¢nich gend nebo ve zméné jejich
exprese mohou vést k naruseni vyvoje pohlavnich organt, pfipadné i zdniku celého organismu.
Ptirozené se vyskytujici mutace a jejich fenotypové projevy u ¢lovéka jsou vhodné ke studiu
genovych regulacnich faktort, jejichz aktivita vede k uréeni pohlavi. Diky t€émto studiim se podafila
odhalit pfi¢ina mnoha vrozenych defektt, coz je prvnim krokem k jejich pfipadné 1é¢bé.

Klicova slova: embryogeneze, urceni pohlavi, urogenitdlni ryha, indiferentni gondda, testes,

mutace, poruchy ve vyvoji pohlavi

Abstract

Development of mammalian sex organs is remarkable process. Both ovaries and testes rise
from the same precursor but then differentiate into morphologically and functionally different
structure. The determining factors that decide the fate of undifferentiated structures are not just the
genes themselves but also the timing of transcription regulatory genes and specific amount of their
products. Development of male and female gonads manages a large set of regulatory genes
that interact with each other. Together it forms the gene regulatory network. Crucial role in male sex
differentiation plays an SRY gene which regulates the time and quantity of the other factors
expression. Even slight errors (mutations) in genes sequences of regulatory genes could change their
expression. This leads to disruption of the development of sex organs or even death of the whole
organism. Naturally occurring mutations and their phenotype in humans are suitable for studies of
gene sex regulatory factors. Thanks to these studies we are able to detect the cause of many birth

defects what is a first step toward their eventual treatment.

Keywords:: embryogenesis, sex determination, urogenital ridge, bipotential gonad, festes,

mutation, disorders of sex development
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Seznam zkratek

AMH antimiillerdv hormon

AMHR receptor antimiillerova hormonu

AR androgen receptor

ARX aristaless related homeobox

ATRX alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked
DAZL deleted in azoospermia-like

DHH desert hedgehog

DMRT doublesex and mab-3 related transcription factor

dpo pocet dnti po ovulaci

DSD disorders of sex development, poruchy ve vyvoji pohlavi
EMX empty-spiracles homeobox gen

FGF fibroblast growth factor

FGFR fibroblast growth factor receptor

FOXL forkhead Box L

GnRH gonadotropin-releasing hormone

HMG-box high-mobility group protein box

HOXA homeobox A

HSPG heparan sulphate proteoglycans

hTES human homologous SOX9 testis-specific enhancer

INSL insulin-like 3

+KTS forma proteinu s pfitomnym tripletem aminokyselin (lysin, threonin, serin)
-KTS forma proteinu bez tripletu aminokyselin (lysin, threonin, serin)
LGR elaxin/insulin-like family peptide

LHX LIM homeobox gene

MAP3K mitogen-activated protein kinase kinase kinase

MIS Miillerian inhibiting substance

PAX Paired box

PDGFR platelet-derived growth factor receptor

PGC Primordial germ cells, prekuzory zarode¢nych bunék

PGD partial gonadal dysgenesis

PGDS prostaglandin-D synthase



RT-PCR real time — polymerase chain reaction

SIDDT sudden infant death with dysgenesis of the testes syndrome

SOX SRY (sex determining region Y)-box

SRY sex determining region on Y chromosome

SF steroidogenic factor

TCF21 transcription factor 21

TSPYL testis-specific Y-encoded-like protein

3'UTR 3' nepreklddand oblast

wt wild type, organismus divokého typu (jeho geny nebyly uméle pozménény)
WT Wilms' tumor suppressor

V textu jsou pouzity zkratky nazvi gent v nasledujici formé. Nazvy lidskych genti, mRNA nebo
cDNA jsou uvedeny kurzivou a velkym pismem. Geny pochazejici od jinych sav¢ich druhl pouze s
prvnim pismenem velkym. Udaj o lokalizaci genu na chromozému v lidském genomu je uveden v
zdvorce ve tvaru:

e (islo chromozému (1 —22, X, Y)

* p pro pozici genu na kratkém raménku chromozému (od francouzského petit = maly) nebo ¢

pro pozici genu na dlouhém raménku chromozému
* (islo znacici vzdalenost umisténi genu od centromery (podle histologického znaceni)

Jedn4-li se o oznaceni proteinu, neni pouZita kurziva.



1 Uvod

Pohlavni orgdny zajiStuji vyZivu a ochranu zarode¢nym bunikdm. Bunikdm, které davaji
vzniknout novému jedinci a které zprostfedkovavaji presun genetické informace do dalsi generace.
Predstavuji proto nesmirné vyznamnou orgdnovou soustavu pro zachovani Zivota jako takového.

Nejvyznamnéjsi ¢asti pohlavnich organt jsou pohlavni Zlazy, ve kterych jsou uloZeny zarodecné

burky. Samci pohlavni Z1azy se nazyvaji varlata (zestes).

1.1 Morfologie a funkce varlete

Varlata (festes) jsou spolu s nadvarlaty (epididymis) u skupiny Boreoeutheria, kam se fadi i
priméti spolu s ¢lovékem, v dospélosti zavéSena pod télni dutinou v koZnim vaku, kterému fikdme
Sourek (scrotum). Maji tvar ze stran mirné zplostélého ovalu. U ¢lovéka méfi v priméru asi 3 cm, na
Sitku asi 2,5 cm a na délku pak 4 - 5 cm. Védha se pohybuje mezi 18 a 25 g (Gray 2000).

Samci pohlavni Zlaza se sklada z mnoha laltickt (lobuli testis) kénického tvaru (obr. €. 1).
Kazdy lalticek obsahuje jeden a vice drobnych stocenych semenotvornych kanalka (fubuli
seminiferi), ve kterych probihd spermatogeneze (zrani samcich zarode¢nych bunék) (obr. €. 1).
Uvnitf kandlkd mZeme najit tfi nerovhomérné vrstvy zarodec¢nych bunék v rtizné fazi zrani - od
diploidnich spermatogonii pies meioticky se délici spermatocyty k haploidnim kulovym
spermatidam, které prochézi procesem spermatelidzy, preméné v bic¢ikovou formu buiiky. V roce
1865 Enrico Sertoli popsal na fezech varletem uvniti semenotvornych kandlki také zvlastni vétvené
buriky, které se nepodobaly buiikdm zdrode¢nym. Pojmenoval je ,,cellule ramificate", rozvétvené
buriky. Dnes se nazyvaji Sertoliho buriky. Sertoliho buiiky vyZivuji zarode¢né bunky prochézejici
spermatogenezi a fagocytuji zbytkovy materidl (Baratelli et al., 2002). Také syntetizuji sekretorické
regulacni faktory, nezbytné pro spermatogenezi. Z velké ¢asti to jsou glykoproteiny transportniho
bio-protektivniho typu (napf. transferrin, ceruloplasmin), protedzy, inhibitory proteaz, proteiny
formujici bazdlni membranu mezi Sertoliho buiikami a peritubularnim prostorem a v neposledni
radé také riistové a parakrinni faktory (napf. antimiilleriv hormon, inhibin, aktivin) (Griswold

1995). Také sekretuji specifickou isoosmotickou tekutinu (Rato et al., 2010).



Obr ¢.1 Vertikdlni ez varletem (Homo sapiens) s vnitini strukturou varlete a uspordddanim systému kandlkii: (A)
ductus deferens, (B) epididymis, (C) ductuli efferentes testis, (D) rete testis, (E) lobuli testis, (F) tubuli seminiferi, zelené
buriky predstavuji zdrodecné buriky v riiznych fdzich zrdni, fialové pak Sertoliho buriky (pFevzato ze

SCIENCEphotoLIBRARY)

Semenotvorné kandlky jsou fixovany k lalickiim vazivovou tkani. Kazdy kandlek je u
¢lovéka tvofen dvéma vrstvami. Bazdlni vrstva obsahuje ploché buiiky a velké mnoZstvi
extraceluldrni hmoty v podobé elastickych vlaken, druhou vrstvu tvofi tenké epitelidlni buriky.
Buiikdm v obou téchto vrstvéch se fika peritubuldrni myoidni buriky (Gray 2000).

Prostor mezi jednotlivymi kandlky vypliluje vimezefend pojivova tkan — intersticium. V ném
se nachdzeji intersticidlni neboli Leydigovy buiiky, se Zluté zabarvenymi granulemi (tukové
kapénky). Jejich objevitelem se stal némecky zoolog Franc von Leydig v roce 1850. Hlavni funkce
Leydigovych bunék v dospélosti je produkce androgenti (zejména testosteronu), které ovliviiuji zrani
spermii i vyvoj pohlavnich znakd.

Semenotvorné kandlky se spojuji se v sit (rete testi). Z ni vychazeji vyvodné kanalky varlete
(ductuli efferentes testis), které Usti do nadvarlete (epididymis). Nadvarlata jsou protihlé struktury
umisténé nad varlaty. Maji tfi hlavni ¢4sti: vstupni ¢ast neboli hlava (caput), télo (corpus) a ocas
(cauda). Na ocas nadvarlete plynule navazuje vyvod, kterym je chdmovod (ductus deferens). Cela
Zlaza je obalena ser6znim obalem (tunica vaginalis) a tuthym bélavym vazivovym obalem (tunica
albuginea), na jehoZ vnitini ploSe je cévnaty obal (tunica vasculosa) (Gray 2000).

Primérni funkci varlat je produkce spermii. Po uspésné probéhlé spermatelidéze jsou spermie



uvolnovany do stiedu semenotvorného kanélku a piechazeji z gonady do nadvarlete. Pfi priichodu

nadvarletem dochazi ke zrani spermii (zména sloZeni plazmatické membrany, obsah a tvar

akrozomu, spermie ziskavaji schopnost pohybu). Maturované spermie jsou v nadvarleti skladovény.

»
Testis Hs.%.

Leydig
cells

Obr ¢&.2 Rez semenotvornym kandlkem: (A) Sertoliho buriky, (B) Leydigovy buriky, (C) peritubuldrni myoidni buriky,
(D) spermatogonie, (E) primdrni spermatocyty, (F) spermatidy; histologické barveni (prevzato z Mark Hill 2010

http://fembryology.med.unsw.edu.au)

1.2 Vyvoj varlat

U obratlovct (Vertebrata) je rozmnoZovaci a vyluovaci soustava tzce spjata morfologicky i
ontogeneticky. Obé soustavy pochdzeji ze stejné embryondlni ¢4sti mezodermu (Karl & Capel
1998). Mezoderm nema celistvou stavbu. Pfed formovanim jednotlivych organti se utvaii prechodny
stav, kdy je moZné odliSit ¢tyfi mezodermdlni struktury podle umisténi v embryu. Ventrdlné€ od
neuralni trubice je uloZeny chorda-mezoderm (téZ axidlni mezoderm), laterdlnim smérem po obou
strandch nachdzime paraxidlni mezoderm, dédle intermedidlni mezoderm a lateralni deskovy
mezoderm (Gilbert 2006). Urogenitalni soustava vznikd z intermedidlniho mezodermu. Cleni se na
kranialni pronefros (zahrnujici 1 ¢ast s budoucimi nadledvinkami), stfedni ¢ast zvanou mezonefros
(odkud formuji gonddy) a kaudédlni metanefros (oblast formujicich se ledvin). Okolo 4. az 5. tydne

se zde zacind zvedat linie bunék, ze kterych se vytvofi urogenitlni ryha (obr. €. 3) (Merchant-Larios

et al., 1993). Prekurzory podpiirnych bunék i bunék sekretujicich hormony jsou na snimku jiz
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pozorovatelné. V 6. tydnu vyvoje jsou v gonddé ptitomny i zarode¢né buriky, které migrovaly

s X2z

ze stény Zloutkového vacku, podél entodermu zadni Casti streva.

Obr &.3 Pri¢ny Fez v oblasti intermedidlniho mezodermu embryem (Homo sapiens) o stdri 35 dnii po oplozeni a

velikosti 7mm: (U) urogenitdlni ryha, (G) stievo (prevzato z www.glowm.com)

Nésleduje tvorba pohlavni Zlazy se déli na dvé odliSna stddia. V prvni fazi si gonada jesté
zachovava nediferencovanou podobu. Nese stejné strukturni znaky u obou pohlavi, proto dostala
oznaceni indiferentni nebo také bipotencidlni gonada.

U vétSiny savct se pozdéji (u ¢lovéka okolo 42. dne vyvoje) za pfitomnosti genu sex
determining region on Y chromosome (SRY) v genomu spousti jeho exprese, ndsledovand expresi

mnoha dalsich transkrip¢nich faktorl, naptiklad SRY (sex determining region Y)-box 9 (SOX9),

cilovych genti SRY je SOX9 (Sekido et al., 2004). Oba tyto geny se povazuji za vyznamné markery
tvoticich se Sertoliho bunék (pre-Sertoliho buiiky). Zajimava je napiiklad vzdjemna regulace genti

SOX9 a FGF9, ktera vede pozitivni zpétnou vazbou ke znasobeni vlastni exprese a zahajeni
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transkripce dalSich gent specifickych pro vyvoj varlat (obr. ¢. 4). Indiferentni orgdny dostavaji
podobu varlat. Touto diferenciaci je zahdjena druha faze, béhem které dochazi k morfologickému
ustanoveni varlete a vytvoreni specifickych bunécnych typl. Béhem 7. - 8. tydne vyvoje stoupa
produkce antimiillerova hormonu (AMH), ktery urcuje diferenciaci Wolfovych duktt a naopak
degradaci Miillerovych chodeb.

Ve stejné dobé, kdy varlata prochédzeji fadou morfologickych zmén, embryondlni vajecniky
zUstavaji neménné. Tento fakt vedl donedavna k ndzoru, Ze Zenské pohlavi je evolu¢né pivodnéjsi
stav. OvSem az do doby, nez se podatilo vyvolat u dospélé samice mysi (Mus musculus) zménu
pohlavi a to vypnutim jediného genu — forkhead box L2 (FoxI2) (Uhlenhaut et al., 2009). U téchto
linif se jiZ vyvinuté granulosové buiiky vajecnikt (sami¢i homology Sertoliho bun€k) transformuji
na buiiky podobné pravé Sertoliho buiikdm varlat a dokonce se zvysi i produkce testosteronu. Tyto

vyzkumy ukazuji, Ze nenf jasné, jakym zpisobem evoluce pohlavniho ustroji probihala.

1.3 Mutace jako ndstroj pozndni

Zmény v sekvenci molekuly DNA, které mohou vést k vytvoreni nového znaku nebo
vlastnosti, se nazyvaji mutace. Mutace jsou rozdélovany podle rozsahu zmény v DNA na genové,
chromozémové nebo genomové. Zdkladni typy genovych mutaci jsou inzerce, delece a substituce.
Béhem inzerce se do sekvence prida jeden nebo vice nukleotidovych pard. Naopak pfi deleci je
jeden nebo vice parti z molekuly odstranéno. Obé€ tyto moznosti vedou k posunu ¢teciho ramce,
frameshift mutation, a tim 1 ke ztraté celé informac¢ni hodnoty nésledujiciho iseku DNA. PiisluSny
gen tak postradd informaci, kterou nesl, a jeho ztrata ¢asto zpiisobuje malformace ve vyvoji embrya
nebo zastaveni vyvinu. Substituce (nahrazeni nukleotidového paru jinym) je jedna z méala mutaci,
ktera diky degeneraci genetického kédu nemusi vZdy zptisobit zdsah do proteinu. Pokud se nahradi
purinova baze za purinovou (A <> G) nebo pyrimidinova za pyrimidinovou (T < C), jedna se
tranzici. Pokud dojde k nahrazeni purinu pyrimidinem nebo naopak, hovofime o transverzi. O tomto
typu mutaci se spekuluje jako o mozné pri¢iné riznorodosti organismu a o hlavnim néstroji zmén
v DNA vedoucich k evoluci, nebof do informaéni molekuly zasahuje v malém rozsahu.

Klasickd metoda pfimého studovani genil se zaméfuje na zajimavy a vyjimec¢ny fenotypovy
projev a klade si za cil odhalit rozdily (mutace) v genotypu jedince. Naopak analyza mutaci
nezndmych gent se stala ndstrojem pro pfifazeni funkce novému genu. Tento piistup zkoumani gentd

dostal oznaceni genetika zpétna. Oba tyto pristupy se pouZzivaji pro sledovani mutaci nejen u genii
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dilezitych pro vyvoj pohlavnich Zlaz. Napomahaji pochopit proces, béhem néhoz se ze shluku
primarnich bunék stava presné dand struktura, ontogenezi. Embryondlni vyvoj je z tohoto pohledu
zcela jist€ nejkritictéjSim obdobim v Zivoté jedince. Utvareni organovych soustav jsou
komplikované déje, pti kterych muize i nepatrna odchylka zptisobit zastaveni vyvoje ¢i vytvoreni
nefunkcéniho fenotypového projevu. Termin ,,poruchy ve vyvoji pohlavi" byl navrhnut jako oznaceni
vrozenych podminek, diky nimz probihd vyvoj pohlavi ¢lovéka atypicky. Projevuji se na trovni
gend, chromozomu, pohlavnich orgédni i na celkové anatomii jedince (Lee ef al., 2006). Jsou to
pravé tyto odchylky v genech klicovych pro vyvoj, které pro védce predstavuji materidl s rozsahlou
vypovédni hodnotou, a tudiz stdle pritahuji jejich pozornost.

Vztah mezi zménou sekvence genu a projevem fenotypu neni vzdy jasny. Mnoho
informacnich mutaci v kritickych genech je letdlnich jiz v raném vyvoji, zdédéné mutace nemusi

odrazet vSechny funk¢ni dlohy proteint a ziskané somatické projevy mohou odrazet Siroké

spektrum mutaci. Identifikace mutace je proto velmi obtiZnd a ziskané zavéry nemusi byt tplné.

Tato préace se zabyva predev§im genetickymi aspekty abnormdlniho vyvoje samcich
pohlavnich 7laz (festes), jejichZ piicina lezi v mutacich né€kolika vybranych gend, jez ovliviiuji
procesy proliferace, diferenciace a morfogeneze varlat. Neni moZné obsdhnout veskeré znamé
projevy poruch vyvoje pohlavi, proto zde pouze uvadim nékolik nejcastéji se vyskytujicich mutaci,
zajimavé nebo nové objevené mutace a jejich nasledky. Také vycet gent, kterymi se zabyvam, neni
uplny piedevsim kvili prostorovym omezenim bakaldiské prace. Nékteré pripady mutaci ¢i
interakci mezi jednotlivymi komponenty genové regulaéni sité si dovolim demonstrovat na

modelovych organismech. Dané jevy nemusi u ¢lovéka probihat zcela identicky. Jisté vyzkumy vSak

na ¢lovéka aplikovatelné nejsou bud'to z morélnich nebo praktickych divoda.
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2 Mutace ovliviigjici indiferentni stadium vyvoje varlat

Indiferentni stadium je faze ve vyvoji jak samci tak samici pohlavni Zlazy, ve kterém jesté
neni moZné rozliSit gonady ani morfologicky ani na zdkladé rozdilnych genovych expresi. Procesy,
kterymi se tato struktura utvaii jsou stejné pro obé pohlavi. Porucha v této Casti vyvoje vede témer
nevyhnutelné k zastaveni vyvoje gondd i ledvin (viz niZe).

K utvoreni funkéniho organu nestaci jeden Ci dva specializované geny. Jedna se o dlouhy a
komplikovany proces, ve kterém hraji roli desitky geni, které se navic vzajemné ovliviiuji pomoci
zvySovani, snizovani nebo tplného zastavovani genové exprese. Takovému systému se iikd genova
regulaéni sit. Jeji odhaleni neni snadné a bylo a stale je k nému nutné provést mnoho experimentt
na vhodnych modelovych organismech. Regulacni sit, kterd je niZe popsédna, byla pfevazné zjisténa
na zédkladé experiment na my$im modelu (Mus musculus), vybraném pro pfedpokladanou vysokou
podobnost mezi genomy savcd, tedy i mezi primdty (Primates) a hlodavci (Rodentia). Poznatky ze
studii na mySich vSak nemohou byt extrapolovany na vSechny zbyvajici savce. Na tyto drobné
rozdily poukézala kuptikladu studie porovnavajici pribuzné druhy mysS doméci (Mus musculus) a
krtek ibersky (Talpa occidentalis) (Carmona et al., 2009).

Vyvoj gondd zacind vytvorenim intermedidlniho mezodermu, na némz se podileji pfedevS§im
geny Paired box 2 (PAX2), Empty spiracles homeobox 2 (EMX2), Lim homeobox 1 (LHX1) (Torres
et al., 1995; Miyamoto et al., 1997; Shawlot & Behringer 1995). Formovéani genitdlni ryhy se u¢astni
zejména Steroidogenic factor 1 (SF1), ktery je regulovan expersi gent Lim homeobox 9 (LHX9) a
Wilms tumor 1 (WT1) (Wilhelm & Englert 2002). Pomoci in vitro experimentt byla odhalena
interakce WT1 se Ctyfmi vazebnymi misty (vSechny obsahujici motiv GTGGG) na promotor genu
SF1 (Wilhelm & Englert 2002). Pomoci genti WT'1, SFI1 a GATA binding protein 4 (GATA4) je
aktivovana exprese jednoho z nejvyznamnéjsich genti, SRY, ktery stanovuje determinaci varlat
(Hossain et al., 2001; Barbara et al., 2001; Tevosian et al., 2002).

Pfi¢iny a dusledky poruch vyvoje varlat jsou uspofadany dle ¢asového spadu. Divodem

zaclenéni mutaci genti do ontogenetického kontextu je zachovani casové souslednosti, ve které

vevs
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MALE SEX DETERMINATION
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Obr. ¢. 4 Geny zapojené do uréeni samciho pohlavi: Na nediferencovanou gonddu piisobi faktory spolecné pro obé
pohlavi (Cerné), diferenciaci do podoby testes urluji samci regulacni geny v raném vyvoji (modre), samici regulacni

faktory naopak tlumi vyvoj testes (riiZové). (prevzato z http://www.endotext.org/)

2.1 Zmény béhem formovdni intermedidlniho mezodermu

2.1.1 PAX2
Gen Faired box 2 (PAX2) (10q24) odhalil zajimavy fakt, a to, Ze formovani gonad a Wolfovy
trubice jsou dva nezavislé procesy, pobihajici pod vlivem riznych faktorG (Torres et al., 1995).
Pozorované mutace v tomto genu maji za nasledek malformace ve vyvoji ledvin, oci a
sttedniho ucha (Sanyanusin et al., 1995; Dehbi et al., 1996; Tellier et al., 2000). Jeho exprese je
sniZzena pii poruse W71, coz vede k Wilmsovu tumoru (viz niZe), naruSeni vyvoje urogenialniho
systému a Denys-Dashovu syndromu, projevujici se pseudohermafroditismem, mesangialni

skler6zou ledvin (Yang et al., 1999).
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2.1.2 EMX2

Empty spiracles homeobox 2 (10g26.1) je lidsky homolog genu ,,empty spiracles* (ems) u
modelového organismu Drosophila melanogaster. Jeho exprese je mimo epitel vyvijejiciho se
urogenitalniho systému patrna také v dorzdlni Casti felencefala (Yoshida et al., 1997).

U homozygotn& mutovaného mysiho modelu (Emx2”) je znemoznén vyvoj gonddy i ledvin.
MIéadata tak umiraji do nékolika hodin od narozeni (Pellegrini et al., 1996; Miyamoto et al., 1997).
Poskozeni genu EMX2 se povazovalo za moZnou pfi¢inu Kalmannova syndromu nebo vrozeného
poskozeni ,,idiopathic hypogonadotropic hypogonadism*. Kalmaniv syndrom se projevuje sniZenou
produkci pohlavnich hormoni zptisobenou nedostatkem hormonu uvoliujici gonadotropin (GnRH).
Rozsdhla studie sekvenace genu u pacientil s témito chorobami vSak zminéné podezieni nepotvrdili

(Taylor et al., 1999).

2.2 Poruchy pri utvdieni urogenitdlni ryhy

2.2.1 WTI

Gen Wilms tumor 1 (WT1) je ptepisovan v podobé deseti exont. Produktem genu je
transkripcni faktor se ¢tyfmi ,,zinc-finger* motivy na C-konci a DNA vazebnou doménou na N-
konci proteinu. Protein WT1 se diky alternativnimu sestfihu vyskytuje v buiice ve ¢tyfech formach.
Obzvlast€ zajimavé jsou formy +KTS a méné Castd ale vyznamnéjsi forma -KTS, ktera se ticastni
vyvoje gonad (Haber ef al., 1991).

Jeden z prvnich gentl, které mizeme v prekurzoru gonady zaznamenat je W71 (11p13)
(Armstrong et al., 1993). Produkt genu je jaderny protein, vyznamny predevs§im u délicich se bunék.
Ve zdravé gonadé pravdépodobné piisobi jako supresor rakovinového bujeni. Jeho ¢innost se pozdéji
dostdva pod kontrolu SRY (Bradford et al., 2009). Zkratka WT, Wilms' tumor, oznacuje také nemoc,
projevujici se nddorovym bujeni v oblasti ledvin poprvé popsané M. Wilmsem roku 1899.

Ztrata sestiihové formy +KTS byva pri¢inou Wilmsova syndromu (asi u 15 - 20 % ptipadi).
Snizena exprese +KTS formy se miize projevit také jako Frasierv syndrom, kdy u pacientt
kompletné selhava vyvoj gondd a vyviji se zensky fenotyp (Bradford et al., 2009). Dalsi nemoci,

jejimz vinikem je také mutace WT1, jsou WAGR syndrom neboli Denystiv-Drashiiv syndrom,

Mesangial sclerosis (porucha ve vyvoji ledvin, smrtelnd do 1.roku ditéte).
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Obr &5 Charakteristika dvou soubori mysich mezonefrickych kandlku v raném vyvoji. Ke zviditeInéni struktur byla
pouZita whole-mount imunohistochemie s protildtkou proti lamininu. : (Wd) Wolfova trubice, (Cr) kranidlni

mezonefrické kandlky, (Ca) kauddlni mezonefrické kandlky. (prevzato z Sainio et al., 1997).

U mutanta W71 na my$im modelu pozorujeme rozdilné chovéni mesonefrickych kanélka
(obr. €. 5). V kranidlni oblasti se kandlky fadné pripojuji k Wolfové trubici, kdezto v kaudélni ¢asti
k pripojeni nedochédzi. Mizeme tak usuzovat na dvoji mechanismus tvorby pfipojeni kanalka
k vyvodu (Sainio et al., 1997).

Mimo poruchy ve vyvoji gondd, zasahuje W7 také diferenciaci ve vyvoji ledvin, sleziny,

nadledvin a srdce.

2.2.2 LHX9

Lim homeobox 9 (LHX9) (1g31.1) patii do rodiny LIM homeoboxu transkripénich faktort
exprimujicich se béhem embryondlniho vyvoje. Mimo jiné mizeme mRNA genu LIM homeobox 9
najit i ve tkdni formujici urogenitdlni ryhu (Retaux et al., 1999). Jedna forma LHX9 je piepisovdna
do Sesti exont o velikosti 10kb, druhy mozny transkript (LHX9 alfa) je podroben alternativnimu
sestithu v exonu 5 (Failli ez al., 2000). Protein obsahuje mimo homeodoménu také dvé na cystein
bohaté zinek véazajici LIM domény, zahrnuté do protein-proteinovych interakci. Stejné jako WT1 se
LHXO9 véaZe piimo na promotor genu SFI (do evolu¢né konzervovaného mista TAACAA) a je tedy
dal$im z faktort spoustéjicich jeho expresi (Wilhelm & Englert, 2002). Jedna se o vysoce
konzervovany gen, az 98% podobnosti s mySim homologem (Ottolengi et al., 2001).

Neni znamo pfili§ mnoho poruch tohoto genu spojeného s poruchou vyvoje pohlavi. V roce
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2000 se objevil piipad mysi s chybéjicim genem Lhx9, které postradaly diferencované somatické
buriky uvnitf gonddy. Organ nenabyval spravného tvaru a pokulhéval i v sekreci hormont (AMH,
testosteron). Fenotypové byli vSichni jedinci s touto poruchou samice. Za povSimnuti stoji také
pozorované soucasné snizené exprese genu Sf1, ktery tak patrné lezi ve vyvojové kaskadé pod Lhx9
(Birk et al., 2000).
s karyotypem 78, XX bez pritomnosti genu SRY (Melniczek et al., 1999). Avsak tato souvislost
nebyla prokdzana (Pujar et al., 2005).

Mnoho malych pojitek nds tedy vede k zavéru, Ze LHX9 je pohlavné specificky geniu

¢lovéka, i kdyZ o tom zatim nejsou piimé ditkkazy (Ottolenghi et al., 2001).

2.2.3 SF1

Steroidogenni faktor 1 (SF7) nebo-1i NR5A1 (NE11q13) (9933) je vyznamny jaderny
receptor mnoha genii specifickych pro gonady. Produktem tohoto genu je sestfihovy faktor
rozpozndavajici sekvence v misté vétveni intronu na pre-mRNA molekule v jadie buiiky. Jeho
exprese se spousti jiz v brzkych fazich vyvoje gonddy, ale u muzskych Zlaz pretrvava po celou dobu
diferenciace. Jako ndzornd ukdzka slouZi kooperace s transkripnim faktorem SRY, kdy spolecné
spousti pfepis genu SOX9 a poté se komplex SF1/SOX9 vaze znovu na enhancer genu SOX9 a
udrZuje tak vlastni expresi 1 poté, co se SRY vytrati (Sekido et al., 2008). Nezbytnost SF/ dokazali
studie s cilenym porusenim tohoto genu u mysi, které zptisobilo zastaveni vyvoje nadledvin i
genitdlni ryhy (Luo et al. 1994).

U jedince s karyotypem 46, XY a heterozygotni mutaci (p.G35E/wt), kterd ma vliv na
aminokyseliny ucastnici se vazby k DNA, doSlo ke zvratu pohlavi, zastaveni vyvoje nadledvin a
pretrvani Miillerovych trubic (Achermann et al., 1999).

Homozygotni mutace (p.R92Q/R92Q) v oblasti A-boxu sekundarni DNA-vazebné domény
prilis stabilizuje vazbu SF1 na DNA a u postiZeného jedince bylo pozorovano zastaveni vyvoje
gondd (Achermann et al., 2002).

Dalsi znamy piipad mutace v SF1 je ztrata osmi bazickych paria (8bp del/wt). Prekladanému
proteinu tak chybi AF2 strana, ktera se spolupodili na vazbé k DNA. PostiZeny jedinec nemél
vyvinuté gonddy, ale jeho nadledviny vykazovaly spravnou ¢innost (Correa et al., 2004).

Zajimavy piipad je také u pacienta 46, XY s heterozygotni mutaci (p.C16X/wt), ktera
zpusobi predcasné ukonceni translace, a tim i ztratu smyslu proteinu. Pozorujeme normalni funkci

nadledvin, ale poruSeni vyvoje gonad (Mallet et al., 2004).
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Dalsi mutace odhalil vyzkum (Kohler et al., 2008) u péti pacientd 46, XY s zenskym
fenotypem. Jedna se o tii substituce (p.C33S), (p.R84H), (p.Y138X) a dvé& duplikace (c.1277 dupT),
(c.424_427 dupCCCA + p.G146A polymorfismus). Vysledkem téchto mutaci je sice nizka hladina
androgenti (muzskych pohlavnich hormonti) zptsobuji pfetrvani Miillerovych chodeb a vytvoreni

Zenskych zevnich pohlavich organi, ale bez selhdni nadledvin.

2.2.4 DAX1

DAX]1 (dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region, on chromosome X,
gene 1) nebo také NROB1 (Xp21.3) je vyznamny spiSe pro vyvoj samicich pohlavnich Zlaz, nebot
pusobi antagonisticky proti genu SRY. Jeho exprese je patrnd v genitdlni ryze okolo 33. dne po
ovulaci (dpo) a v nizké hladiné pretrvava v kiife nadledvin a ve varleti i béhem diferenciace gonady
(Hanley et al., 2000). Vliv DAX] na vyvoj je pfimo imérny mnoZstvi, ve kterém je exprimovan.
Duplikace tohoto genu je u pacientt s genotypem 46, XY spojena se zménou pohlavi (Bardoni et
al., 1994; Zanaria et al., 1994). PoruSeni DAX! vede k adrenalni hypoplazii (netiplné vyvinuti
nadledvin) (Muscatelli ef al., 1994; Reutens et al., 1999).

2.2.5 GATA4

GATA4, lokalizovan na chromozému 8 (8p23.1-p22) patii do GATA rodiny transkripcnich
faktord. Tyto transkripcni faktory rozpoznavaji GATA motiv v promotoru mnoha genu, na jejichz
regulaci se tak podili, mj. i u genit AMH nebo SRY (Trevosian et al., 2002).

Nalezena heterozygotni mutace p.Gly221Arg v N-terminalni zinc finger doméné¢ je
asociovand s 46, XY DSD (disorders of sex development). Zpisobuje nejednoznacné ustanoveni
pohlavi pfi narozeni, srde¢ni vady a dalsi poruchy. Je zajimavé, Ze i pies tento defekt, je protein

GATA4 schopny interagovat s promotorem AMH (Lourenco et al., 2011).

2.2.6 CBX2
Chromobox homolog 2 (CBX2) (17q25.3) je soucast polycomb multiproteinového komplexu,
jeZ je nezbytny k umlCovani transkripce mnoha genii (véetné Hox genil) napii¢ embryondlnim
vyvojem. Dégje se tak pomoci remodelace chromatinu a modifikace histont.
Pred dvéma lety byl popsén pacient s karyotypem 46, XY, jenZ mél po narozeni vyvinuta
ovaria i s folikuly, dé€lohu i vnéjsi genitdlem. Sekvenovani odhalilo dvé heterozygotni mutace v genu

CBX2 (c.C293T; c.G1370C), obé v exonu 5, coZ vedlo k zaméndm P98L a R443P v proteinu.
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Muzeme se tudiZ domnivat, Ze CBX2 ovliviiuje diferenciaci pohlavi pomoci regulace SRY bud'to

pfimo nebo prostiednictvim jinych regulacnich faktorti (Biason-Lauber et al., 2009).
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3 Mutace ovliviiujici diferencia¢ni staidium vyvoje varlat

Aby se z indiferentniho orgdnu vytvorila varlata, je tfeba do vyvojového procesu zapojit
dalsi, doposud mlc¢ici geny. Hlavnim aktivatorem je SRY, situovany na Y chromozému. Jeho exprese
dosahuje nejvyssich hodnot béhem 6. tydne vyvoje, kdy spousti transkripci genu sex determining
region Y - box 9 (SOX9), ktery je sprazen v pozitivni zpétné smycce s fibroblast growth factor 9
(FGF9) a fibroblast growth factor receptor 2 (FGFR2) (obr. €. 6). Déle se spousti kaskdda
regulac¢nich geni jako jsou alpha thalassemia/retardation syndrome X-linked (ATRX), chromobox
homolog 2 (CBX2), doublesex and mab-3 related transcription factor I (DMRTI), desert hedgehog
(DHH) a mnohych dalSich.

Zvyseni mnoZzstvi té€chto regulacnich faktorti vede k diferenciaci prvniho pozorovatelného
typu bunék, Sertoliho bunék. Zatim jsou rozptylené a neusporddané, nazyvame je tedy pre-Sertoliho
buiiky. B€hem dozravani se formuji do kandlkl ve vnitini ¢asti gonddy (medulla), zatimco
povrchova Cast (cortex) atrofuje. Pozorovatelné jsou také dalsi proudy bunék z mesonefros smérujici
do Zlazy, ze kterych se diferencuji rizné bunééné typy. Leydigovy bunky produkujici androgeny se
seskupuji pobliz kapilar kvili snadnéj§imu prenosu jejich sekretti do krve, peritubuldrni svalové
buriky maji ¢astecné stavebni funkci a také napoméhaji zralym spermiim opustit semenotvorné
kanélky a v neposledni fad& butiky endotelu, které vystylaji cévy. Zldzy v této dob& nabiraji na

objemu a jsou jiZ dobfe patrné.

Mutace, které postihuji vySe zminéné geny, jiz nemaji velky vliv na utvafeni mocovych cest
¢i ledvin, zato pro vyvoj testes jsou zcela nezbytné. Poskozeni nékterého z genii zpravidla zastavi
diferenciaci nebo pfimo znemozZni jeji zahdjeni. Nésledujici vyvoj gonddy pak ustdva a jedinec se
rodi s ¢astecnou nebo tplnou poruchou vyvoje pohlavi nebo se navodi vyvoj sami¢ich pohlavnich
714z. Jedinci s karyotypem 46, XY a sami¢im pohlavnim tstrojim jsou ovSem casto sterilni, pfestoze

se mohou z vnéjsku jevit zcela zdravé.
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Obr ¢. 6 Regulace ustanoveni pohlavi v indifentni gonddé: (A) Fgf je detekovdn na povrchu gonddy, kdeZto Wnt4
(wingless-type MMTYV integration site family) pobliz hranice gonddy a mezonefros, tyto dva transkripty spolu kompetuji;
(B) Vyvoj XY gonddy: spusténim Sry se aktivuje drdha pro vyvoj samci gonddy. Ddle se exprimuje Sox9 a Fgf9, ktery
pres receptor FGFR2 udrZuje tento prepis pozitivai zpétnou vazbou. Gen Wnt4 je umliceny. (C) Vyvoj XX gonddy:
Nepritomnost aktivacniho impulsu zpiisobuje nizkou expresi Sox9 i Fgf9, kterd dovoluje zvyseni transkripce genu Wnt4,
ktery naopak umlcuje prepis Fgf9 a zahajuje vyvoj samici pohlavni Zldzy. Uvedené casové vidaje plati pro mysi

modelovy organismus. (prevzato z Cotton et al., 2008)

21



3.1 Ovlivnéni ¢asné fdaze determinace vyvoje samcich gondd

3.1.1 SRY

Sex determining region Y (SRY) (Yp11.3) ma v diferenciaci festes klicovou roli. Byl objeven
pred 21 lety jako hlavni aktivator diferenciace samcich pohlavnich Z14z (Sinclair e? al., 1990). Je
lokalizovan na distdln{ ¢asti kratkého raménka chromozému Y. V jeho sekvenci je pfitomen
homeobox, sekvence 180 parti bazi (bp), jeZ ma schopnost vazat se a ohybat DNA. To naznacuje, Ze
se jednd o regulétor transkripce. Jeho exprese zahajuje diferenciaci sam¢i gonady u vétSiny savcu.

Z evolucniho pohledu, gen Sry ptrevzal svou funkci teprve nedavno. Tato uddlost je
odhadovéna pfiblizné do doby oddéleni linii Zivorodych (Theria) a ptakofitnich (Monotremata),
tedy pred 166 mil. lety (Wallis et al., 2008). Nasvédcuji tomu i data ze studii na nékterych
vyjimec¢nych zastupcich savcil. Jsou zndmy druhy, u kterych se sekvence podobna genu Sry
vyskytuje na jiném lokusu v genomu, napiiklad u ptakopyska podivného (Ornithorhynchus
anatinus) nebo jezury australské (Tachyglossus aculeatus) (Foster et al., 1994; Wallis et al., 2007).
Zajimavai je také situace u slepuSky pontské (Ellobius lutescens), slepusky vychodni (Ellobius
tancrei) a krysy japonské (Tokudaia osimensis), u kterych Sry chybi (Just et al., 1995; Sutou et al.,
2001). Moznym kandidatem pro pivodni verzi genu Sry by mohl byt Sox3 (Xq27.1) (Foster et al.,
1994). K této domnénce vede, mimo jiné, pfipad, kdy umélé zvySeni exprese Sox3 u mysiho zarodku
spustilo diferenciaci festes . Je tudiZ pravdépodobné, Ze gen Sry je evolu¢ni novinkou, kterd vznikla
kaskadou mutaci z ptivodni sekvence genu Sox3(Sutton et al., 2011).

VétSina mutaci nalezenych v genu SRY se nachdzi uvniti homeoboxové sekvence. Tato
skute¢nost zduraziuje zdsadni a zaroven kritickou roli domény homeoboxu. (Shahid et al., 2004).

Od doby, kdy byl SRY objeven a prohlasen za zdkladni determinacni faktor vyvoje testes, byl
proveden nespocet studii hledajicich mutace v tomto genu. 20% piipadl naruSeni vyvoje pohlavi je
zpusobeno poskozenim genu SRY (Hawkins et al., 1992). Jmenuji zde pouze nékteré z nich.

Mezi pacienty s karyotypem 46, XY a vyvinutym Zenskym pohlavim byla odhalena
substituce A681G vedouci ke zdméné glycinu za serin na pozici 91 v proteinu. Tuto mutaci sdilel i
otec pacienta, ale pouze v jednom z vldken DNA. Jina tranzice, C784T vedouci k P125L v doméné
homeoboxu, se vyskytovala u tf{ sester. I otec t€chto déti vykazoval mozaikovy genontyp (Schmitt-
Ney et al., 1995). Podobny pfipad pacientky s ¢astecnou poruchou vyvoje gonad (PGD) a jejiho
zdravého otce a bratrii, ktefi nesou substituéni mutaci (G—A) na pozici 2128 upstream od 5°
hranice homeoboxu, kterd vede k substituci SI8N (Domenice ef al., 1998).

V pripadé zamény Q57R (zplsobené tranzici A—G) se do blizkosti homeodomény dostava
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polarni aminokyselina arginin (pK, = 12,5), kterd miiZe znemoZnit piesun proteinu do jadra a
ovlivnit tak genovou expresi. Ze dvou popsanych pacientl, prvni vykazoval kompletni Zensky
fenotyp a naruSeni proliferace zarode¢nych bunék. U druhého byl ¢aste¢né naruSen sekundéarni
pohlavni vyvoj. Obéma pacientiim se nedostavila menstruace (primarni amenorea) (Shahid et al.,
2004). Obdobna porucha ve funkci proteinu byla popséna u pacienta 46, XY s naruSenim vyvoje
gonad, jehoZ protein SRY nesl substituci v 70. kodonu, kterd zptuisobila W70L mutaci. Pozménény
protein vykazuje o 50% mensi akumulaci v jadie oproti divokému typu. U pacienta se v pozdéjSim
véku projevil gonadoblastom (zhoubny nddor pohlavnich zl14z) (Hersmus et al., 2009).
Mezi nejvice postihujici mutace patii inzerce a delece. Inzerce adeninu do pozice 265 vedla
k posunuti ¢tectho ramce (frameshift muatation), coz zpuisobilo ukonceni translace na 103. kodénu
(nt 265 insA Stop103). Postizeny jedinec s Zenskym fenotypem a karyotypem 46, XY m4 poruSen
gonaddlni vyvoj, primarni amenoreu, absenci sekundarnich pohlavnich znakd a dalsi. V gonadé
nejsou zndmky testikuldrni tkdné (Salehi ef al., 2006).
Velmi zajimava je substituce aminokyseliny na 90. pozici (I90M), ktera zptisobuje
signifikantni zvyseni aktivace faktoru human homologous SOX9 testis-specific enhancer (hTES)
oproti divokému typu (Knower et al., 2011). h'TES je vyznamny reguldtor exprese gent SRY, SOX9 a

SF1. Aktivita proteinu je porovnavana s divokym typem a jinymi zkoumanymi mutacemi (obr. €. 7).
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Obr. &. 7 Mutace SRY: Lokalizace mutace I90M; (prevzato z Knower et al., 2011)

Byla také popsana pacientka s poruchou vyvoje pohlavi s pericentrickou inverzi
chromozému Y, karyotyp 46, X, inv(Y) (p11.2 q11.2). Béhem vyvoje doslo k prodlouZeni exprese
SRY, coz pravdépodobné mélo efekt i1 na ostatni geny, ovliviilované genem SRY. U pacientky byly pii
narozeni ptitomny Zenské vnéjsi pohlavni orgény, v dospé€losti v§ak ovaria nebyla rozpoznatelna

(obr. ¢. 8) (Mitsuhashi et al., 2010).
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Obr. & 8 Rez tkdni gonddy s vidknitym stroma bez zndmek diferenciace a bez zdrodeénych bunék: (A) histologicky
obrdzek gonddy pacientky, (B) Buriky podobné Leydigovym s eozinofilni cytoplazmou (znaceny Sipkami), (C)

Formovdni struktur podobnych kandlkiim (znaceny Sipkami). (pfevzato z Mitsuhashi et al., 2010)

3.1.2 SOX9

Poruchy v sekvenci genu SOX9 (SRY-related HMG box 9) (17q24,1-25,1) jsou lékaiim
znamy predevsim ve spojitosti genetickou poruchou — kampodelickd displdzie. Onemocnéni je
charakterizovano malformacemi ve vyvoj kosti, tracheomalacia (ziZeni pridusnice), zvratem ve
vyvoji pohlavi a smrti v détském véku (Maroteaux et al., 1971). Jeho transkripce se v gonddach
zahajuje téméf ihned po expresi SRY. Spole¢né s SF1 reguluje transkripci AMH.

Na myS$im modelu byla ukdzdna zajimava skutecnost, Ze selhdni bud genu Sox9 nebo Sox8
nezpusobuje vétsi poruchu vyvoje festes, ale mutant v obou téchto genech ma festes atrofovana.

U jedinct s jednim mutovanym genem nastavaji poruchy reprodukce v dospélosti. Oba geny spolu
béhem vyvoje neinteraguji (obr. €. 9) (Barrionuevo et al., 2009).

Nejvétsi zasah do proteinu zptisobuji mutace uvniti domény homeoboxu. Jednou z takovych
je 1 substituce G472A (A158T v proteinu), kterd nema vliv na tercidlni strukturu proteinu, ale presto
sniZuje aktivitu proteinu, schopnost importu SOX9 do jadra a méni jeho DNA vazebné schopnosti.
Tato mutace patrné zptisobila u pacientky s karyotypem 46, XY zvrat ve vyvoji pohlavi (Preiss et
al., 2001). Ke kampodelické dysplazii doprovazejici zvrat ve vyvoji pohlavi, vedou riizné mutace.

Dokazuje to i ptipad ditéte (46, XY) se substituci Q401X (Stoeva et al., 2011).
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Obr. ¢. 9 Zapojeni genut Sox9 a Sox8 do vyvoje testes: (A) Imunohistochemie ukazuje, Ze u barveni Sox8 mezi

mutantnim fenotypem Sox9** (b) a kontrolou (a) neni rozdil. Stejné tak se nelisi ani barevni Sox9 mezi Sox8~/~ (d) a
kontrolou (c) (stadium EI15,5). (B) RT-PCR expresni analyza pro Sox8 a Sox9 kontrolni a mutované gonddy. Uroveri
transkripce neukazuje signifikantni pokles. (C) Fenotyp reprodukcnich vyvodu (a-c), histologie gonddy (barveno
hematoxylin/eosin) (d-f) a inkubovdni s protildtkou P450SCC (g-i) u genii Sox9, Sox8 dvojitého mutanta a kontroly (ve
2 mésicich). Kontrola vykazuje normdlni morfologii kandlkii, mutantni testes naopak kandlky postrddaji a obsahuji
vysoky pomér Leydigovych bunék (zelené) (g-i). (ep) epidiminis, (sv) semenny vdcek, (t) testis, vd (vas deferens).

Meéritka: (A) 100 um, (C:d-f) 50 um, (C:g-i) 25 um. (pievzato z Barrionuevo et al., 2009)

3.1.3 FGF9

Fibroblast grownt factor (FGF9) (13q11-13) patfi do rodiny proteini vyznamné zasahujicich
do procesu proliferace a difernciace bunék. FGF9 se ucastni proliferace prekurzort Sertoliho bunék
a stimulace jejich diferenciace v rané fazi vyvoje (Smahl et al., 2004). K tomu potiebuje urcité
komponenty mezibunééné hmoty jako napt. HSPG (heparan sulphate proteoglycan), polysacharid,
ktery se nachdzi ve vSech ZivociSnych tkdnich a ktery formuje komplex FGF9 a FGFR2 (Yayon et
al., 1991). FGF9 zprostiedkovava piesun bunék intermedidlniho mezodermu (ptivodné tvoricich
mesonefros) do gonady (Yoshioka er al., 2005). I kdyZ je exprese tohoto ristového faktoru typicka

pro rany vyvoj, u mysi se mRNA pro protein Fgf9 a isoformy Fgfr (Fgfr21llc, Fgfr3 and Fgfr4)
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objevuje i v postnatdlnim vyvoji v Leydigovych burikéch, kde se spolupodili na sekreci testosteronu.
Také u ¢lovéka je tedy mozné ocekdvat jeho aktivitu v postnatdlnim vyvoji varlat, a tedy i poruchy
jim zptisobené (Lin et al., 2010).

Nepritomnost genu FGF9 vede k blokovani vyvoje varlat a projeveni fenotypu druhého
pohlavi (Schmahl et al., 2004). Pfi zastaveni diferenciace Sertoliho bunék blokovanim Wtl (+KTS)
u kultury z mys$i XY gonddy se objevi také ztrata exprese genti Sox9 a Fgf9, hlavnich transkrip¢nich
faktort genu Amh (Bradford et al., 2009).

3.2 Ovlivnéni pozdni faze determinace vyvoje samcich gondad

3.2.1 AMH
Funkci antimiillerova hormonu (AMH) (19q13.2), jak sdim ndzev tohoto hormonu napovid4,
je degradovat prekurzory samicich pohlavnich cest - Miillerovy chodby a Wolfovym cestdm tak
nechat prostor pro stabilizaci a diferenciaci.
Transverze G2096T v 5. exonu genu AMH zpusobuje zaménu tripletu GAA (Glu) za stop
kodoén, coZ vede ke zkraceni proteinu o 178 aminokyselin. Mutace je asociovdna se syndromem
pretrvavajicich Miillerovych chodeb, zachovani d€lohy (uterus) a jinych derivati Miillerovych

chodeb u samcii (Knebelmann et al., 1991). Stejny fenotyp se projevuje i u mutaci receptoru vazajici

AMH (AMHR).

3.2.2 TSPYL

Testis-specific protein, Y-encoded-like 1 (TSPYL1) (6q22-q23) se translatuje jako pouze
jediny exon. Je exprimovén jiZ v ¢asné fazi embryonélniho vyvoje a to ve vSech tkénich,
zkoumanych tymem berlinskych védct. Dale se uvazuje, diky absenci intrond, o vzniku tohoto genu
jako o staré retropozi¢ni udalosti (Vogel et al., 1998). Zatim mélo prozkoumany protein (z rodiny
TSPY-SET-NAPI1L1) se mimo jiné skldda z evolu¢né velmi konzervované NAP domény, ktera
interaguje s cyklinem B vice neZ s ostatnimi cykliny (Kellogg et al., 1995). Je aktivni nejen
v pohlavnich zZldz4ch plodu, ale také v jeho mozku (Puffenberger et al., 2004).

Syndrom SIDDT (sudden infant death with dysgenesis of the testes syndrome) je spojovan

s mutaci zpasobujici ztratu smyslu v genu 7SPYLI. Syndrom kon¢i ndhlou a nevysvétlitelnou smrti
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novorozence. Avsak tento vztah nebyl zcela potvrzen (Hering et al., 2006).

Podle pozdéjsich pozorovani je ziejmé, Ze gen TSPYL jist€ hraje ve vyvoji varlat svou roli a
pfispiva k anomaliim, které u vyvoje varlat pozorujeme na pacientech s DSD. Ndhrada glutaminu za
histidin v pozici 82 (c.264G—C, p.Q82H) a ani alaninu za valin v pozici 282 (¢.845C—T,
p-A282V) pravdépodobné nemd na funkci proteinu Zadny vliv. Nicméné u jedince 46,XY s Zenskym
fenotypem a primédrni amenorrheou (absence prvni menstruace) byla nalezena heterozygotni ziména
(c.960A—G, p.K320R) opét v NAP doméné. Jelikoz tato mutace nebyla v populaci nalezena, patrné
se jedna o mutaci de novo. Dal§i mutace v tomto genu (c.266G—A, p.R89H) vyvoldva azospermii
(nizky pocet spermii vedouci k neplodnosti) (Vinci et al., 2009). U jedincti se syndromem SIDDT
se na 153. kod6nu nasla posunova mutace (457_458insG) v homozygotnim stavu, kterd zpisobuje
pred¢asné ukonceni translace na 169. kodénu. Diky tomuto zkriceni evoluéné staré domény protein

ztraci schopnost vizat se na nukleozom, a tak i své umisténi v jadfe. U dalSiho zkoumaného genu

TSPYL4 nebyla potvrzena souvislost s SIDDT (Puffenberger et al., 2004).

3.2.3 DMRTI a DMRT?2

Doublesex and mab-3 related transcription factor 1 (DMRT1) (9p24.3) kéduje protein
s evolu¢né velmi konzervovanou doménou. Vyskytuje se i u mnoha prvoustych (Protostomia) jako
jsou octomilky (Drosophila) nebo hlistice (Nematoda). Podobny motiv sdili 1 doublesex and mab-3
related transcription factor 2 (DMRT?2) lezici ve stejné oblasti genomu. Oba geny jsou spojovany
s poruchami vyvoje samciho pohlavi.

Cistecn4 porucha vyvoje pohlavi (naruend diferenciace vnéj§ich genitalif) u jedince 46, XY
byla pravdépodobné zapiicinéna inzerci thyminu do 3'UTR nepieklddané oblasti, 12 nukleotidli za
stop kodonem. Tato oblast podléha alternativnimu splicingu. Byla nalezena také heterozygotni
substituce (T—A) v exonu 1, kterd zptisobuje S45T zdménu v proteinu, pravdépodobné vSak nema
Zadny biologicky vliv na funkci proteinu (de Mello et al., 2010).

Gen DMRTI ma navic zvlastni postaveni mezi geny zapojujicimi se do utvaieni pohlavi.
Neni exprimovan pouze béhem embryondlniho vyvoje, ale také po dobu celého Zivota. Mutantni
mySi Dmrtl™”" se rodily s vyvinutymi testes, ale v postnatdlnim obdobi Sertoliho butiky zacaly
exprimovat FoxI2 (transkipcni faktor granuléznich bunék ovaria) namisto Sox9. Antagonismus mezi
geny Dmrtl a FoxI2 tak ziejmé pretrvava i béhem dospélosti a osud Sertoliho bunék zlistava

plasticky i po kone¢né diferenciaci (Matson et al., 2011).
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3.2.4 AR

Androgen receptor (AR) (Xql1-12) jsou jaderné receptory, na které se vazi androgeny
(testosteron, dihydrotestosteron) a aktivuji je. Aktivni forma receptoru se vaze na DNA a reguluje
tak expresi gent (Mooradian et al., 1987). Jsou pfitomny i v jinych tkdnich neZ pohlavnich
orgénech. Jsou nezbytné pro formovan{ primarnich i sekundarnich pohlavnich znaka.

Gen se sklada z 8 exonti. Jeho protein miiZeme strukturné rozdélit na N-koncovou
transaktivaéni doménu proteinu, centrdlni DNA vazebnou doménu a doménu vazajici ligand, ale
také rizné proteiny. Exonl kéduje celou N-koncovou doménu proteinu. V exonul se nachazi dvé
oblasti s polymorfnimi opakovanymi motivy - CAG kdédujici glutamin a GGN kdédujici vzdy glycin
(Faber et al., 1989).

Podle databéze na internetové strance http://www.androgendb.mcgill.ca/ je k dne$nimu datu
znamo necelych 1 000 mutaci v genu pro AR. Poruchy genu androgen receptoru zptisobuji rizné
stupné syndromu necitlivosti bunék k hladiné testosteronu v krvi a projevi se tak na vysledném
fenotypu jedince. Pocet repetitivnich oblasti v exonul ovliviiuje funkénost transaktivaéni domény.
Snizuje se pii velkém mnoZzstvi CAG opakovani a pifi malém mnozZstvi opakovani GGN (Faber et al.,
1989, Gao et al., 1996). Mutace C3693T v exonu7 na 859 pozici v ligand vazajici doméné zpisobi
ndhradu leucinu za fenylalanin (Singh et al., 2006). A také mutace se ztratou smyslu (2578C—T,
L859F) v této doméné zpiisobi nahrazeni leucinu fenylalaninem. Diky témto zménam ztraci receptor
senzitivitu k ligandiim (androgenim). Porucha se projevuje jako androgen insensitivity syndrom,

dochdzi k ¢astecnému nebo tplnému zvratu ve vyvoji pohlavi (Rajender et al., 2007).

28



4 DalSi geny ovlivilujici vyvoj testes

V nasledujicim vyctu jsou uvedeny dalsi vyznamné geny tcastnici se embryondlniho vyvoje

testes u Cloveéka. Z prostorovych omezeni jejich vliv na vyvoj uvadim pouze formou tabulky.

Tabulka ¢&. 1 Dalst geny ovliviiujici vyvoj testes spolu s projevy jejich mutaci
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Nazev genu | Lokalizace Funkce Projev poruchy Zdroj
AMHR? 12q13 Receptor Syndrom perzistujictho ductus Hoshiya et al., 2003
Miilleri
ARX Xp21.3 Transkripéni faktor Lisencefalie vdzana na X Kato et al, 2004
chromozém s abnormalnimi
genitdliemi
ATRX Xql3 Protein remodelujici o talasémie Gibbons et al., 2003
chromatin
DAZL 3p24.3 RNA-vazebny faktor Poruchy spermatogeneze Teng et al., 2002
DHH 12q13.1 Signalni faktor Poruseny vyvoj gonad Canto et al., 2004
FGFR2 10926 Transkrip¢ni faktor Poruseny vyvoj gonad Bagheri-Fam et al., 2008
HOXAI0 Tpl5.2 Transkripéni faktor Kryptorchizmus Kolon et al., 1999
HOXAIl Tpl5.2 Transkripéni faktor Kryptorchizmus Yuan et al., 2006
INSL3 19p13.2-p12 Signalni faktor Dysfunkce Leydigovych bunék Bay & Andersson 2011
LGRS 13q13.1 Receptor Kryptorchizmus Ferlin et al., 2009
MAP3K]1 5ql1.2 Enzym Poruseny vyvoj gonad Pearlman et al., 2010
PDGFR a 4q12 Receptor Nadory varlat Basciani et al., 2002
PGDS 49223 Enzym Azoosperimie (nedostatek Welter et al., 2011
spermii ve spermatu)
TCF21 6q23-24 Transkripéni faktor Zvrat vyvoje pohlavi u XY Cui et al., 2004
(PODI)
VASA S5pl5.2-p13.1 Transkripéni faktor Neplodnost Guo et al., 2007




5 Zaver

Formovani gondd je z ontogenetického pohledu nesmirné zajimavy proces. Utvoreni
indiferentniho organu a nésledné dvé cesty (samci a samici) diferenciace gonad jsou ojedinélé a
nesamoziejmé vyvojové i evolucni udalosti. Vyvoj pohlavnich Zl4z a soustavy Wolfovych nebo

Miillerovych chodeb navic probiha prakticky nezavisle na sobé.

vz

Ke zkoumani téchto procesti se vyuziva dvou hlavnich pfistupti. Prvnim z nich je
vyhleddvani jedinct s narusenym vyvojem pohlavnich Zl4z nebo celkového projevu zmén pohlavi.
Pomoci analyzy jejich genomu je moZné odhalit moZnou pfiinu chybného vyvoje na genové trovni.
Setkavame se tak s bézné se vyskytujicimi formami odchylek od normélniho vyvoje. Druhou
variantou je cilené poskozovani jednotlivych regulac¢nich genti a pozorovani a testovani jejich
projevi. Pro tuto metodu se vyuZivda modelovych organismd, predev§im Mus musculus, Xenopus
leavis, Gallus gallus a jinych. Dal$i metodou pouZivanou ke zkoumani vyvojovych procesi jsou
in vitro experimenty, které mohou slouzit naptiklad k ovéfovani tlohy jednotlivych regula¢nich
faktorti. Mutace, tedy poruchy v genech, tak pro védce maji velkou vypovédni hodnotu. Je tfeba
vSak dbat na spravnou interpretaci vysledki a obzvlasté u pfirozené se vyskytujicich poskozent,

kterd mohou byt zptisobena mnoha faktory, z nichZ nékteré mohou ztistavat skryty diky slozitosti

prirodnich systémi i nedokonalosti technik, které jsou pouzivany.

Ne u vsech druhi probiha vyvoj pohlavi pomoci shodnych mechanismi. Naopak jsme
svédky Siroké Skély determinantii vyvoje od vnéjSich faktort (teploty), pies zastoupeni jednotlivych
gentl v genomu jedince (pfitomnost Sry) az po specifické poméry mnozstvi exprimovanych gent
(poméry X:Y chromozémii). Dilezité informace tohoto typu stale chybi. Vyzkum také komplikuje
charakter nékterych mutaci. PoSkozeni genu, jeZ nese vyznamnou roli béhem ontogeneze jedince, se

miiZe stat letdlni jeSté predtim, neZ se jedinec staci vyvinout a nejsou tak pozorovatelné.

Podle neddvnych pozorovani neni ustanoveni pohlavi béhem ontogeneze definitivni. Samci a
samici regulaéni sit€ udrzuji gonadélni pohlavi jesté dlouhou dobu po volbé plodu mezi muZzem a
zenou. Regulaéni geny Dmrtl a FoxI2 jsou evolucné velmi konzervované. Podobny mechanismus
proto muze zpusobovat samovolnou zménu pohlavi v dospélosti pii nedostatku jednoho z pohlavi

u mnoha druhti ryb nebo obojzivelnika.

Mutaéni zmény jsou pfirozenym jevem, ktery postihuje vSechny informac¢ni molekuly.

Ackoli organismy investuji mnoho energie do repara¢nich mechanismii, nemohou se zasahtim do
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DNA vyhnout tplné. Tendence branit se je logickd uz proto, Ze vétSina zasahii do sekvenci genii ma
negativni vliv na strukturu ¢i funkci proteinu. Neni ale vylouceno, Ze dojde k pozitivni mutaci, kterd
naopak muize strukturu ¢i funkci proteinu vylepsit. Piikladem je substituce (I—M) na 90. pozici

v proteinu SRY (Knower et al., 2011).

Mutace a projevy, které je doprovazi, jak u ¢lovéka tak na modelovych organismech, jsou
také velmi uzite¢nym jevem, ktery nim dovoluje odhalit a pochopit sloZité procesy proliferace,
diferenciace a morfogeneze gonad. Volba Clovéka jako modelového druhu se potykd jak s ¢asovymi,
tak i mordlnimi omezenimi a zdvazky. Nicméné ¢lovék stédle zlistava v popredi zajmu vyzkumnych
tymi. Je nesmirné zajimavé vyhleddvat pfirozené se objevujici mutace a sledovat jejich nasledky na
kvalitu Zivota jedince. Sleduji se tak prirozené poruchy dynamiky informacénich molekul in vivo.
Genové mutace jsou sice zdrojem variability pro pfirozeny vybeér, ale jejich tcinky jsou pro

postizeného jedince jen malokdy vyhodné.

O vyvoji pohlavi stdle vime velmi mdlo na to, abychom byli schopni tvrdit, Ze dokonale
chdpeme jakym zplisobem je utvaieno, jak mize byt naruseno a jak konkrétni poskozeni opravit ¢i

jim dokonce ptedchdzet.
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