
UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
PŘÍRODOVĚDECKÁ FAKULTA

KATEDRA BUNĚČNÉ BIOLOGIE

Genové mutace ovlivňující vývoj testes u člověka

Gene mutations affecting the development of human testes

BAKALÁŘSKÁ PRÁCE

Simona Macháčová
Školitel: RNDr. Nataša Šebková

Praha 2011



Poděkování

Na tomto místě bych ráda poděkovala své školitelce RNDr. Nataši Šebkové za trpělivost, cenné rady 
a celkovou pomoc při psaní práce. Také děkuji svým rodičům, kteří mě podporovali po celou dobu 
mého studia.

Prohlášení

Prohlašuji, že jsem bakalářskou práci vypracovala sama, s použitím uvedené literatury a na základě 
konzultací se svou školitelkou.

Praha 2011                                             
Simona Macháčová

2



Abstrakt

Utváření savčích pohlavních orgánů je pozoruhodný proces, během kterého se u obou 

pohlaví ze stejného prekurzoru (indiferentní gonády) tvoří morfologicky i funkčně odlišná struktura. 

Určujícími faktory, které rozhodnou o osudu nediferencované struktury, nejsou pouze geny samotné, 

ale také načasování transkripce regulačních genů a množství jejich produktů. Vývoj samčí i samičí 

gonády řídí rozsáhlý soubor regulačních genů, které se vzájemně ovlivňují, tvoří regulační síť. 

Hlavní úlohu v diferenciaci samčího pohlaví hraje gen SRY, který reguluje dobu i kvantitu exprese 

dalších faktorů. I nepatrné chyby (mutace) v sekvencích regulačních genů nebo ve změně jejich 

exprese mohou vést k narušení vývoje pohlavních orgánů, případně i zániku celého organismu. 

Přirozeně se vyskytující mutace a jejich fenotypové projevy u člověka jsou vhodné ke studiu 

genových regulačních faktorů, jejichž aktivita vede k určení pohlaví. Díky těmto studiím se podařila 

odhalit příčina mnoha vrozených defektů, což je prvním krokem k jejich případné léčbě.

Klíčová slova: embryogeneze, určení pohlaví, urogenitální rýha, indiferentní gonáda, testes, 

mutace, poruchy ve vývoji pohlaví

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, testes, 

mutation, disorders of sex development
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Seznam zkratek

AMH antimüllerův hormon

AMHR receptor antimüllerova hormonu

AR androgen receptor

ARX aristaless related homeobox

ATRX alpha thalassemia/mental retardation syndrome X­linked

DAZL deleted in azoospermia­like

DHH desert hedgehog

DMRT doublesex and mab­3 related transcription factor

dpo počet dnů po ovulaci

DSD disorders of sex development, poruchy ve vývoji pohlaví

EMX empty­spiracles homeobox gen

FGF fibroblast growth factor

FGFR fibroblast growth factor receptor

FOXL forkhead Box L

GnRH gonadotropin­releasing hormone

HMG­box high­mobility group protein box

HOXA homeobox A

HSPG heparan sulphate proteoglycans

hTES human homologous SOX9 testis­specific enhancer

INSL insulin­like 3

+KTS forma proteinu s přítomným tripletem aminokyselin (lysin, threonin, serin)

­KTS forma proteinu bez tripletu aminokyselin (lysin, threonin, serin)

LGR elaxin/insulin­like family peptide

LHX LIM homeobox gene 

MAP3K mitogen­activated protein kinase kinase kinase

MIS Müllerian inhibiting substance

PAX Paired box

PDGFR platelet­derived growth factor receptor

PGC Primordial germ cells, prekuzory zárodečných buněk

PGD partial gonadal dysgenesis

PGDS prostaglandin­D synthase
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RT­PCR 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 testis­specific Y­encoded­like protein

3'UTR 3' nepřekládaná oblast

wt wild type, organismus divokého typu (jeho geny nebyly uměle pozměněny)

WT Wilms' tumor suppressor

V textu jsou použity zkratky názvů genů v následující formě. Názvy lidských genů, mRNA nebo 

cDNA jsou uvedeny kurzívou a velkým písmem. Geny pocházející od jiných savčích druhů pouze s 

prvním písmenem velkým. Údaj o lokalizaci genu na chromozómu v lidském genomu je uveden v 

závorce ve tvaru:

• číslo chromozómu (1 – 22, X, Y)

• p pro pozici genu na krátkém raménku chromozómu (od francouzského petit = malý) nebo q 

pro pozici genu na dlouhém raménku chromozómu

• číslo značící vzdálenost umístění genu od centromery (podle histologického značení)

Jedná­li se o označení proteinu, není použita kurzíva.
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 1  Úvod

Pohlavní orgány zajišťují výživu a ochranu zárodečným buňkám. Buňkám, které dávají 

vzniknout novému jedinci a které zprostředkovávají přesun genetické informace do další generace. 

Představují proto nesmírně významnou orgánovou soustavu pro zachování života jako takového. 

Nejvýznamnější částí pohlavních orgánů jsou pohlavní žlázy, ve kterých jsou uloženy zárodečné 

buňky. Samčí pohlavní žlázy se nazývají varlata (testes).

 1.1  Morfologie a funkce varlete

Varlata (testes) jsou spolu s nadvarlaty (epididymis) u skupiny Boreoeutheria, kam se řadí i 

primáti spolu s člověkem, v dospělosti zavěšena pod tělní dutinou v kožním vaku, kterému říkáme 

šourek (scrotum). Mají tvar ze stran mírně zploštělého oválu. U člověka měří v průměru asi 3 cm, na 

šířku asi 2,5 cm a na délku pak 4 ­ 5 cm. Váha se pohybuje mezi 18 a 25 g (Gray 2000).

Samčí pohlavní žláza se skládá z mnoha lalůčků (lobuli testis) kónického tvaru (obr. č. 1). 

Každý lalůček obsahuje jeden a více drobných stočených semenotvorných kanálků (tubuli  

seminiferi), ve kterých probíhá spermatogeneze (zrání samčích zárodečných buněk) (obr. č. 1). 

Uvnitř kanálků můžeme najít tři nerovnoměrné vrstvy zárodečných buněk v různé fázi zrání ­ od 

diploidních spermatogonií přes meioticky se dělící spermatocyty k haploidním kulovým 

spermatidám, které prochází procesem spermateliózy, přeměně v bičíkovou formu buňky. V roce 

1865 Enrico Sertoli popsal na řezech varletem uvnitř semenotvorných kanálků také zvláštní větvené 

buňky, které se nepodobaly buňkám zárodečným. Pojmenoval je „cellule ramificate", rozvětvené 

buňky. Dnes se nazývají Sertoliho buňky. Sertoliho buňky vyživují zárodečné buňky procházející 

spermatogenezí a fagocytují zbytkový materiál (Baratelli et al., 2002). Také syntetizují sekretorické 

regulační faktory, nezbytné pro spermatogenezi. Z velké části to jsou glykoproteiny transportního 

bio­protektivního typu (např. transferrin, ceruloplasmin), proteázy, inhibitory proteáz, proteiny 

formující bazální membránu mezi Sertoliho buňkami a peritubulárním prostorem a v neposlední 

řadě také růstové a parakrinní faktory (např. antimüllerův hormon, inhibin, aktivin) (Griswold 

1995). Také sekretují specifickou isoosmotickou tekutinu (Rato et al., 2010). 
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Obr č.1 Vertikální řez varletem (Homo sapiens) s vnitřní strukturou varlete a uspořádáním systému kanálků: (A)  

ductus deferens, (B) epididymis, (C) ductuli efferentes testis, (D) rete testis, (E) lobuli testis, (F) tubuli seminiferi, zelené 

buňky představují zárodečné buňky v různých fázích zrání, fialové pak Sertoliho buňky (převzato ze  

SCIENCEphotoLIBRARY)

Semenotvorné kanálky jsou fixovány k lalůčkům vazivovou tkání. Každý kanálek je u 

člověka tvořen dvěma vrstvami. Bazální vrstva obsahuje ploché buňky a velké množství 

extracelulární hmoty v podobě elastických vláken, druhou vrstvu tvoří tenké epiteliální buňky. 

Buňkám v obou těchto vrstvách se říká peritubulární myoidní buňky (Gray 2000).

Prostor mezi jednotlivými kanálky vyplňuje vmezeřená pojivová tkáň – intersticium. V něm 

se nacházejí intersticiální neboli Leydigovy buňky, se žlutě zabarvenými granulemi (tukové 

kapénky). Jejich objevitelem se stal německý zoolog Franc von Leydig v roce 1850. Hlavní funkce 

Leydigových buněk v dospělosti je produkce androgenů (zejména testosteronu), které ovlivňují zrání 

spermií i vývoj pohlavních znaků.

Semenotvorné kanálky se spojují se v síť (rete testi). Z ní vycházejí vývodné kanálky varlete 

(ductuli efferentes testis), které ústí do nadvarlete (epididymis). Nadvarlata jsou protáhlé struktury 

umístěné nad varlaty. Mají tři hlavní části: vstupní část neboli hlava (caput), tělo (corpus) a ocas 

(cauda). Na ocas nadvarlete plynule navazuje vývod, kterým je chámovod (ductus deferens). Celá 

žláza je obalena serózním obalem (tunica vaginalis) a tuhým bělavým vazivovým obalem (tunica 

albuginea), na jehož vnitřní ploše je cévnatý obal (tunica vasculosa) (Gray 2000).

Primární funkcí varlat je produkce spermií. Po úspěšně proběhlé spermatelióze jsou spermie 
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uvolňovány do středu semenotvorného kanálku a přecházejí z gonády do nadvarlete. Při průchodu 

nadvarletem dochází ke zrání spermií (změna složení plazmatické membrány, obsah a tvar 

akrozómu, spermie získávají schopnost pohybu). Maturované spermie jsou v nadvarleti skladovány.

Obr č.2 Řez semenotvorným kanálkem: (A) Sertoliho buňky, (B) Leydigovy buňky, (C) peritubulární myoidní buňky, 

(D) spermatogonie, (E) primární spermatocyty, (F) spermatidy; histologické barvení (převzato z Mark Hill 2010 

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

 1.2  Vývoj varlat

U obratlovců (Vertebrata) je rozmnožovací a vylučovací soustava úzce spjata morfologicky i 

ontogeneticky. Obě soustavy pocházejí ze stejné embryonální části mezodermu (Karl & Capel 

1998). Mezoderm nemá celistvou stavbu. Před formováním jednotlivých orgánů se utváří přechodný 

stav, kdy je možné odlišit čtyři mezodermální struktury podle umístění v embryu. Ventrálně od 

neurální trubice je uložený chorda­mezoderm (též axiální mezoderm), laterálním směrem po obou 

stranách nacházíme paraxiální mezoderm, dále intermediální mezoderm a laterální deskový 

mezoderm (Gilbert 2006). Urogenitální soustava vzniká z intermediálního mezodermu. Člení se na 

kraniální pronefros (zahrnující i část s budoucími nadledvinkami), střední část zvanou mezonefros 

(odkud formují gonády) a kaudální metanefros (oblast formujících se ledvin). Okolo 4. až 5. týdne 

se zde začíná zvedat linie buněk, ze kterých se vytvoří urogenitlní rýha (obr. č. 3) (Merchant­Larios 

et al., 1993). Prekurzory podpůrných buněk i buněk sekretujících hormony jsou na snímku již 
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pozorovatelné. V 6. týdnu vývoje jsou v gonádě přítomny i zárodečné buňky, které migrovaly 

ze stěny žloutkového váčku, podél entodermu zadní části střeva.

Obr č.3 Příčný řez v oblasti intermediálního mezodermu embryem (Homo sapiens) o stáří 35 dnů po oplození a  

velikosti 7mm: (U) urogenitální rýha, (G) střevo (převzato z www.glowm.com)

Následuje tvorba pohlavní žlázy se dělí na dvě odlišná stádia. V první fázi si gonáda ještě 

zachovává nediferencovanou podobu. Nese stejné strukturní znaky u obou pohlaví, proto dostala 

označení indiferentní nebo také bipotenciální gonáda.

U většiny savců se později (u člověka okolo 42. dne vývoje) za přítomnosti genu sex 

determining region on Y chromosome (SRY) v genomu spouští jeho exprese, následovaná expresí 

mnoha dalších transkripčních faktorů, například SRY (sex determining region Y)­box 9 (SOX9), 

SOX8, fibroblast growth factor (FGF9) a jinými (Hanley et al., 2000). Jedním z nejdůležitějších 

cílových genů SRY je SOX9 (Sekido et al., 2004). Oba tyto geny se považují za významné markery 

tvořících se Sertoliho buněk (pre­Sertoliho buňky). Zajímavá je například vzájemná regulace genů 

SOX9 a FGF9, která vede pozitivní zpětnou vazbou ke znásobení vlastní exprese a zahájení 
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transkripce dalších genů specifických pro vývoj varlat (obr. č. 4). Indiferentní orgány dostávají 

podobu varlat. Touto diferenciací je zahájena druhá fáze, během které dochází k morfologickému 

ustanovení varlete a vytvoření specifických buněčných typů. Během 7. ­ 8. týdne vývoje stoupá 

produkce antimüllerova hormonu (AMH), který určuje diferenciaci Wolfových duktů a naopak 

degradaci Müllerových chodeb.

Ve stejné době, kdy varlata procházejí řadou morfologických změn, embryonální vaječníky 

zůstávají neměnné. Tento fakt vedl donedávna k názoru, že ženské pohlaví je evolučně původnější 

stav. Ovšem až do doby, než se podařilo vyvolat u dospělé samice myši (Mus musculus) změnu 

pohlaví a to vypnutím jediného genu – forkhead box L2 (Foxl2) (Uhlenhaut et al., 2009). U těchto 

linií se již vyvinuté granulosové buňky vaječníků (samičí homology Sertoliho buněk) transformují 

na buňky podobné právě Sertoliho buňkám varlat a dokonce se zvýší i produkce testosteronu. Tyto 

výzkumy ukazují, že není jasné, jakým způsobem evoluce pohlavního ústrojí probíhala.

 1.3  Mutace jako nástroj poznání

Změny v sekvenci molekuly DNA, které mohou vést k vytvoření nového znaku nebo 

vlastnosti, se nazývají mutace. Mutace jsou rozdělovány podle rozsahu změny v DNA na genové, 

chromozómové nebo genomové. Základní typy genových mutací jsou inzerce, delece a substituce. 

Během inzerce se do sekvence přidá jeden nebo více nukleotidových párů. Naopak při deleci je 

jeden nebo více párů z molekuly odstraněno. Obě tyto možnosti vedou k posunu čtecího rámce, 

frameshift mutation, a tím i ke ztrátě celé informační hodnoty následujícího úseku DNA. Příslušný 

gen tak postrádá informaci, kterou nesl, a jeho ztráta často způsobuje malformace ve vývoji embrya 

nebo zastavení vývinu. Substituce (nahrazení nukleotidového páru jiným) je jedna z mála mutací, 

která díky degeneraci genetického kódu nemusí vždy způsobit zásah do proteinu. Pokud se nahradí 

purinová báze za purinovou (A   G)↔  nebo pyrimidinová za pyrimidinovou (T   C), jedná se↔  

tranzici. Pokud dojde k nahrazení purinu pyrimidinem nebo naopak, hovoříme o transverzi. O tomto 

typu mutací se spekuluje jako o možné příčině různorodosti organismů a o hlavním nástroji změn 

v DNA vedoucích k evoluci, neboť do informační molekuly zasahuje v malém rozsahu.

Klasická metoda přímého studování genů se zaměřuje na zajímavý a výjimečný fenotypový 

projev a klade si za cíl odhalit rozdíly (mutace) v genotypu jedince. Naopak analýza mutací 

neznámých genů se stala nástrojem pro přiřazení funkce novému genu. Tento přístup zkoumání genů 

dostal označení genetika zpětná. Oba tyto přístupy se používají pro sledování mutací nejen u genů 
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důležitých pro vývoj pohlavních žláz. Napomáhají pochopit proces, během něhož se ze shluku 

primárních buněk stává přesně daná struktura, ontogenezi. Embryonální vývoj je z tohoto pohledu 

zcela jistě nejkritičtějším obdobím v životě jedince. Utváření orgánových soustav jsou 

komplikované děje, při kterých může i nepatrná odchylka způsobit zastavení vývoje či vytvoření 

nefunkčního fenotypového projevu. Termín „poruchy ve vývoji pohlaví" byl navrhnut jako označení 

vrozených podmínek, díky nimž probíhá vývoj pohlaví člověka atypicky. Projevují se na úrovni 

genů, chromozómů, pohlavních orgánů i na celkové anatomii jedince (Lee et al., 2006). Jsou to 

právě tyto odchylky v genech klíčových pro vývoj, které pro vědce představují materiál s rozsáhlou 

výpovědní hodnotou, a tudíž stále přitahují jejich pozornost.

Vztah mezi změnou sekvence genu a projevem fenotypu není vždy jasný. Mnoho 

informačních mutací v kritických genech je letálních již v raném vývoji, zděděné mutace nemusí 

odrážet všechny funkční úlohy proteinů a získané somatické projevy mohou odrážet široké 

spektrum mutací. Identifikace mutace je proto velmi obtížná a získané závěry nemusí být úplné.

Tato práce se zabývá především genetickými aspekty abnormálního vývoje samčích 

pohlavních žláz (testes), jejichž příčina leží v mutacích několika vybraných genů, jež ovlivňují 

procesy proliferace, diferenciace a morfogeneze varlat. Není možné obsáhnout veškeré známé 

projevy poruch vývoje pohlaví, proto zde pouze uvádím několik nejčastěji se vyskytujících mutací, 

zajímavé nebo nově objevené mutace a jejich následky. Také výčet genů, kterými se zabývám, není 

úplný především kvůli prostorovým omezením bakalářské práce. Některé případy mutací či 

interakcí mezi jednotlivými komponenty genové regulační sítě si dovolím demonstrovat na 

modelových organismech. Dané jevy nemusí u člověka probíhat zcela identicky. Jisté výzkumy však 

na člověka aplikovatelné nejsou buďto z morálních nebo praktických důvodů.
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 2  Mutace ovlivňující indiferentní stádium vývoje varlat

Indiferentní stádium je fáze ve vývoji jak samčí tak samičí pohlavní žlázy, ve kterém ještě 

není možné rozlišit gonády ani morfologicky ani na základě rozdílných genových expresí. Procesy, 

kterými se tato struktura utváří jsou stejné pro obě pohlaví. Porucha v této části vývoje vede téměř 

nevyhnutelně k zastavení vývoje gonád i ledvin (viz níže).

K utvoření funkčního orgánu nestačí jeden či dva specializované geny. Jedná se o dlouhý a 

komplikovaný proces, ve kterém hrají roli desítky genů, které se navíc vzájemně ovlivňují pomocí 

zvyšování, snižování nebo úplného zastavování genové exprese. Takovému systému se říká genová 

regulační síť. Její odhalení není snadné a bylo a stále je k němu nutné provést mnoho experimentů 

na vhodných modelových organismech. Regulační síť, která je níže popsána, byla převážně zjištěna 

na základě experimentů na myším modelu (Mus musculus), vybraném pro předpokládanou vysokou 

podobnost mezi genomy savců, tedy i mezi primáty (Primates) a hlodavci (Rodentia). Poznatky ze 

studií na myších však nemohou být extrapolovány na všechny zbývající savce. Na tyto drobné 

rozdíly poukázala kupříkladu studie porovnávající příbuzné druhy myš domácí (Mus musculus) a 

krtek iberský (Talpa occidentalis) (Carmona et al., 2009).

Vývoj gonád začíná vytvořením intermediálního mezodermu, na němž se podílejí především 

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). Formování genitální rýhy se účastní 

zejména Steroidogenic factor 1 (SF1), který je regulován expersí genů Lim homeobox 9 (LHX9) a 

Wilms tumor 1 (WT1) (Wilhelm & Englert 2002). Pomocí in vitro experimentů byla odhalena 

interakce WT1 se čtyřmi vazebnými místy (všechny obsahující motiv GTGGG) na promotor genu 

SF1 (Wilhelm & Englert 2002). Pomocí genů WT1, SF1 a GATA binding protein 4 (GATA4) je 

aktivována exprese jednoho z nejvýznamnějších genů, SRY, který stanovuje determinaci varlat 

(Hossain et al., 2001; Barbara et al., 2001; Tevosian et al., 2002).

Příčiny a důsledky poruch vývoje varlat jsou uspořádány dle časového spádu. Důvodem 

začlenění mutací genů do ontogenetického kontextu je zachování časové souslednosti, ve které 

jednotlivé geny působí a navození tak reálnější představy o celkovém dění během embryogeneze.
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Obr. č. 4 Geny zapojené do určení samčího pohlaví: Na nediferencovanou gonádu působí faktory společné pro obě 

pohlaví (černě), diferenciaci do podoby testes určují samčí regulační geny  v raném vývoji (modře), samičí regulační  

faktory naopak tlumí vývoj testes (růžově). (převzato z http://www.endotext.org/)

 2.1  Změny během formování intermediálního mezodermu

 2.1.1  PAX2

Gen Paired box 2 (PAX2) (10q24) odhalil zajímavý fakt, a to, že formování gonád a Wolfovy 

trubice jsou dva nezávislé procesy, pobíhající pod vlivem různých faktorů (Torres et al., 1995).

Pozorované mutace v tomto genu mají za následek malformace ve vývoji ledvin, očí a 

středního ucha (Sanyanusin et al., 1995; Dehbi et al., 1996; Tellier et al., 2000). Jeho exprese je 

snížená při poruše WT1, což vede k Wilmsovu tumoru (viz níže), narušení vývoje urogeniálního 

systému a Denys­Dashovu syndromu, projevující se pseudohermafroditismem, mesangiální 

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

Empty spiracles homeobox 2 (10q26.1) je lidský homolog genu „empty spiracles“ (ems) u 

modelového organismu Drosophila melanogaster. Jeho exprese je mimo epitel vyvíjejícího se 

urogenitálního systému patrná také v dorzální části telencefala (Yoshida et al., 1997).

U homozygotně mutovaného myšího modelu (Emx2­/­) je znemožněn vývoj gonády i ledvin. 

Mláďata tak umírají do několika hodin od narození (Pellegrini et al., 1996; Miyamoto et al., 1997). 

Poškození genu EMX2 se považovalo za možnou příčinu Kalmannova syndromu nebo vrozeného 

poškození „idiopathic hypogonadotropic hypogonadism“. Kalmanův syndrom se projevuje sníženou 

produkcí pohlavních hormonů způsobenou nedostatkem hormonu uvolňující gonadotropin (GnRH). 

Rozsáhlá studie sekvenace genu u pacientů s těmito chorobami však zmíněné podezření nepotvrdili 

(Taylor et al., 1999).

 2.2  Poruchy při utváření urogenitální rýhy

 2.2.1 WT1

Gen Wilms tumor 1 (WT1) je přepisován v podobě deseti exonů. Produktem genu je 

transkripční faktor se čtyřmi „zinc­finger“ motivy na C­konci a DNA vazebnou doménou na N­

konci proteinu. Protein WT1 se díky alternativnímu sestřihu vyskytuje v buňce ve čtyřech formách. 

Obzvláště zajímavé jsou formy +KTS a méně častá ale významnější forma ­KTS, která se účastní 

vývoje gonád (Haber et al., 1991). 

Jeden z prvních genů, které můžeme v prekurzoru gonády zaznamenat je  WT1 (11p13) 

(Armstrong et al., 1993). Produkt genu je jaderný protein, významný především u dělících se buněk. 

Ve zdravé gonádě pravděpodobně působí jako supresor rakovinového bujení. Jeho činnost se později 

dostává pod kontrolu SRY (Bradford et al., 2009). Zkratka WT, Wilms' tumor, označuje také nemoc, 

projevující se nádorovým bujení v oblasti ledvin poprvé popsané M. Wilmsem roku 1899.

Ztráta sestřihové formy +KTS bývá příčinou Wilmsova syndromu (asi u 15 ­ 20 % případů). 

Snížená exprese +KTS formy se může projevit také jako Frasierův syndrom, kdy u pacientů 

kompletně selhává vývoj gonád a vyvíjí se ženský fenotyp (Bradford et al., 2009). Další nemoci, 

jejímž viníkem je také mutace WT1, jsou WAGR syndrom neboli Denysův­Drashův syndrom, 

Mesangial sclerosis (porucha ve vývoji ledvin, smrtelná do 1.roku dítěte).
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Obr č.5 Charakteristika dvou souborů myších mezonefrických kanálků v raném vývoji. Ke zviditelnění struktur byla 

použita whole­mount imunohistochemie s protilátkou proti lamininu. : (Wd) Wolfova trubice, (Cr) kraniální  

mezonefrické kanálky, (Ca) kaudální mezonefrické kanálky. (převzato z Sainio et al., 1997).

U mutanta WT1­/­  na myším modelu pozorujeme rozdílné chování mesonefrických kanálků 

(obr. č. 5). V kraniální oblasti se kanálky řádně připojují k Wolfově trubici, kdežto v kaudální části 

k připojení nedochází. Můžeme tak usuzovat na dvojí mechanismus tvorby připojení kanálků 

k vývodu (Sainio et al., 1997).

Mimo poruchy ve vývoji gonád, zasahuje WT1 také diferenciaci ve vývoji ledvin, sleziny, 

nadledvin a srdce.

 2.2.2 LHX9

Lim homeobox 9 (LHX9) (1q31.1) patří do rodiny LIM homeoboxu transkripčních faktorů 

exprimujících se během embryonálního vývoje. Mimo jiné můžeme mRNA genu LIM homeobox 9 

najít i ve tkáni formující urogenitální rýhu (Retaux et al., 1999). Jedna forma LHX9 je přepisována 

do šesti exonů o velikosti 10kb, druhý možný transkript (LHX9 alfa) je podroben alternativnímu 

sestřihu v exonu 5 (Failli et al., 2000). Protein obsahuje mimo homeodoménu také dvě na cystein 

bohaté zinek vázající LIM domény, zahrnuté do protein­proteinových interakcí. Stejně jako WT1 se 

LHX9 váže přímo na promotor genu SF1 (do evolučně konzervovaného místa TAACAA) a je tedy 

dalším z faktorů spouštějících jeho expresi (Wilhelm & Englert, 2002). Jedná se o vysoce 

konzervovaný gen, až 98% podobnosti s myším homologem (Ottolengi et al., 2001).

Není známo příliš mnoho poruch tohoto genu spojeného s poruchou vývoje pohlaví. V roce 
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2000 se objevil případ myší s chybějícím genem Lhx9, které postrádaly diferencované somatické 

buňky uvnitř gonády. Orgán nenabýval správného tvaru a pokulhával i v sekreci hormonů (AMH, 

testosteron). Fenotypově byli všichni jedinci s touto poruchou samice. Za povšimnutí stojí také 

pozorované současné snížené exprese genu Sf1, který tak patrně leží ve vývojové kaskádě pod Lhx9 

(Birk et al., 2000).

O genu Lhx9 bylo uvažováno jako o možné příčině změně pohlaví u několika psů 

s karyotypem 78, XX bez přítomnosti genu SRY (Melniczek et al., 1999). Avšak tato souvislost 

nebyla prokázána (Pujar et al., 2005). 

Mnoho malých pojítek nás tedy vede k závěru, že LHX9 je pohlavně specifický gen i u 

člověka, i když o tom zatím nejsou přímé důkazy (Ottolenghi et al., 2001).

 2.2.3 SF1

Steroidogenní faktor 1 (SF1) nebo­li NR5A1 (NE11q13) (9q33) je významný jaderný 

receptor mnoha genů specifických pro gonády. Produktem tohoto genu je sestřihový faktor 

rozpoznávající sekvence v místě větvení intronu na pre­mRNA molekule v jádře buňky. Jeho 

exprese se spouští již v brzkých fázích vývoje gonády, ale u mužských žláz přetrvává po celou dobu 

diferenciace. Jako názorná ukázka slouží kooperace s transkripčním faktorem SRY, kdy společně 

spouští přepis genu SOX9 a poté se komplex SF1/SOX9 váže znovu na enhancer genu SOX9 a 

udržuje tak vlastní expresi i poté, co se SRY vytratí (Sekido et al., 2008). Nezbytnost SF1 dokázali 

studie s cíleným porušením tohoto genu u myši, které způsobilo zastavení vývoje nadledvin i 

genitální rýhy (Luo et al. 1994).

U jedince s karyotypem 46, XY a heterozygotní mutací (p.G35E/wt), která má vliv na 

aminokyseliny účastnící se vazby k DNA, došlo ke zvratu pohlaví, zastavení vývoje nadledvin a 

přetrvání Müllerových trubic (Achermann et al., 1999).

Homozygotní mutace (p.R92Q/R92Q) v oblasti A­boxu sekundární DNA­vazebné domény 

příliš stabilizuje vazbu SF1 na DNA a u postiženého jedince bylo pozorováno zastavení vývoje 

gonád (Achermann et al., 2002).

Další známý případ mutace v SF1 je ztráta osmi bazických párů (8bp del/wt). Překládanému 

proteinu tak chybí AF2 strana, která se spolupodílí na vazbě k DNA. Postižený jedinec neměl 

vyvinuté gonády, ale jeho nadledviny vykazovaly správnou činnost (Correa et al., 2004).

Zajímavý případ je také u pacienta 46, XY s heterozygotní mutací (p.C16X/wt), která 

způsobí předčasné ukončení translace, a tím i ztrátu smyslu proteinu. Pozorujeme normální funkci 

nadledvin, ale porušení vývoje gonád (Mallet et al., 2004).
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Další mutace odhalil výzkum (Kohler et al., 2008) u pěti pacientů 46, XY s ženským 

fenotypem. Jedná se o tři substituce (p.C33S), (p.R84H), (p.Y138X) a dvě duplikace (c.1277 dupT), 

(c.424_427 dupCCCA + p.G146A polymorfismus). Výsledkem těchto mutací je sice nízká hladina 

androgenů (mužských pohlavních hormonů) způsobují přetrvání Müllerových chodeb a vytvoření 

ženských zevních pohlavích orgánů, ale bez selhání nadledvin.

 2.2.4 DAX1

DAX1 (dosage­sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region, on chromosome X,  

gene 1) nebo také NR0B1 (Xp21.3) je významný spíše pro vývoj samičích pohlavních žláz, neboť 

působí antagonisticky proti genu SRY. Jeho exprese je patrná v genitální rýze okolo 33. dne po 

ovulaci (dpo) a v nízké hladině přetrvává v kůře nadledvin a ve varleti i během diferenciace gonády 

(Hanley et al., 2000). Vliv DAX1 na vývoj je přímo úměrný množství, ve kterém je exprimován. 

Duplikace tohoto genu je u pacientů s genotypem 46, XY spojena se změnou pohlaví (Bardoni et  

al., 1994;  Zanaria et al., 1994). Porušení DAX1 vede k adrenální hypoplazii (neúplné vyvinutí 

nadledvin) (Muscatelli et al., 1994; Reutens et al., 1999).

 2.2.5 GATA4

GATA4, lokalizován na chromozómu 8 (8p23.1­p22) patří do GATA rodiny transkripčních 

faktorů. Tyto transkripční faktory rozpoznávají GATA motiv v promotoru mnoha genů, na jejichž 

regulaci se tak podílí, mj. i u genů AMH nebo SRY (Trevosian et al., 2002).

Nalezená heterozygotní mutace p.Gly221Arg v N­terminální zinc finger doméně je 

asociovaná s 46, XY DSD (disorders of sex development). Způsobuje nejednoznačné ustanovení 

pohlaví při narození, srdeční vady a další poruchy. Je zajímavé, že i přes tento defekt, je protein 

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

 2.2.6 CBX2

Chromobox homolog 2 (CBX2) (17q25.3) je součást polycomb multiproteinového komplexu, 

jež je nezbytný k umlčování transkripce mnoha genů (včetně Hox genů) napříč embryonálním 

vývojem. Děje se tak pomocí remodelace chromatinu a modifikace histonů.

Před dvěma lety byl popsán pacient s karyotypem 46, XY, jenž měl po narození vyvinutá 

ovaria i s folikuly, dělohu i vnější genitálem. Sekvenování odhalilo dvě heterozygotní mutace v genu 

CBX2 (c.C293T; c.G1370C), obě v exonu 5, což vedlo k záměnám P98L a R443P v proteinu. 
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Můžeme se tudíž domnívat, že CBX2 ovlivňuje diferenciaci pohlaví pomocí regulace SRY buďto 

přímo nebo prostřednictvím jiných regulačních faktorů (Biason­Lauber et al., 2009).
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 3  Mutace ovlivňující diferenciační stádium vývoje varlat

Aby se z indiferentního orgánu vytvořila varlata, je třeba do vývojového procesu zapojit 

další, doposud mlčící geny. Hlavním aktivátorem je SRY, situovaný na Y chromozómu. Jeho exprese 

dosahuje nejvyšších hodnot během 6. týdne vývoje, kdy spouští transkripci genu sex determining 

region Y ­ box 9 (SOX9), který je spřažen v pozitivní zpětné smyčce s fibroblast growth factor 9 

(FGF9) a fibroblast growth factor receptor 2 (FGFR2) (obr. č. 6). Dále se spouští kaskáda 

regulačních genů jako jsou alpha thalassemia/retardation syndrome X­linked (ATRX), chromobox 

homolog 2 (CBX2), doublesex and mab­3 related transcription factor 1 (DMRT1), desert hedgehog 

(DHH) a mnohých dalších.

Zvýšení množství těchto regulačních faktorů vede k diferenciaci prvního pozorovatelného 

typu buněk, Sertoliho buněk. Zatím jsou rozptýlené a neuspořádané, nazýváme je tedy pre­Sertoliho 

buňky. Během dozrávání se formují do kanálků ve vnitřní části gonády (medulla), zatímco 

povrchová část (cortex) atrofuje. Pozorovatelné jsou také další proudy buněk z mesonefros směřující 

do žlázy, ze kterých se diferencují různé buněčné typy. Leydigovy buňky produkující androgeny se 

seskupují poblíž kapilár kvůli snadnějšímu přenosu jejich sekretů do krve, peritubulární svalové 

buňky mají částečně stavební funkci a také napomáhají zralým spermiím opustit semenotvorné 

kanálky a v neposlední řadě buňky endotelu, které vystýlají cévy. Žlázy v této době nabírají na 

objemu a jsou již dobře patrné.

Mutace, které postihují výše zmíněné geny, již nemají velký vliv na utváření močových cest 

či ledvin, zato pro vývoj testes jsou zcela nezbytné. Poškození některého z genů zpravidla zastaví 

diferenciaci nebo přímo znemožní její zahájení. Následující vývoj gonády pak ustává a jedinec se 

rodí s částečnou nebo úplnou poruchou vývoje pohlaví nebo se navodí vývoj samičích pohlavních 

žláz. Jedinci s karyotypem 46, XY a samičím pohlavním ústrojím jsou ovšem často sterilní, přestože 

se mohou z vnějšku jevit zcela zdravě.
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Obr č. 6 Regulace ustanovení pohlaví v indifentní gonádě: (A) Fgf je detekován na povrchu gonády, kdežto Wnt4 

(wingless­type MMTV integration site family) poblíž hranice gonády a mezonefros, tyto dva transkripty spolu kompetují;  

(B) Vývoj XY gonády: spuštěním Sry se aktivuje dráha pro vývoj samčí gonády. Dále se exprimuje Sox9 a Fgf9, který 

přes receptor FGFR2 udržuje tento přepis pozitivní zpětnou vazbou. Gen Wnt4 je umlčený. (C) Vývoj XX gonády: 

Nepřítomnost aktivačního impulsu způsobuje nízkou expresi Sox9 i Fgf9, která dovoluje zvýšení transkripce genu Wnt4,  

který naopak umlčuje přepis Fgf9 a zahajuje vývoj samičí pohlavní žlázy. Uvedené časové údaje platí pro myší  

modelový organismus. (převzato z Cotton et al., 2008)
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 3.1  Ovlivnění časné fáze determinace vývoje samčích gonád

 3.1.1  SRY

Sex determining region Y (SRY) (Yp11.3) má v diferenciaci testes klíčovou roli. Byl objeven 

před 21 lety jako hlavní aktivátor diferenciace samčích pohlavních žláz (Sinclair et al., 1990). Je 

lokalizován na distální části krátkého raménka chromozómu Y. V jeho sekvenci je přítomen 

homeobox, sekvence 180 párů bazí (bp), jež má schopnost vázat se a ohýbat DNA. To naznačuje, že 

se jedná o regulátor transkripce. Jeho exprese zahajuje diferenciaci samčí gonády u většiny savců.

Z evolučního pohledu, gen Sry převzal svou funkci teprve nedávno. Tato událost je 

odhadována přibližně do doby oddělení linií živorodých (Theria) a ptakořitních (Monotremata), 

tedy před 166 mil. lety (Wallis et al., 2008). Nasvědčují tomu i data ze studií na některých 

výjimečných zástupcích savců. Jsou známy druhy, u kterých se sekvence podobná genu Sry 

vyskytuje na jiném lokusu v genomu, například u ptakopyska podivného (Ornithorhynchus 

anatinus) nebo ježury australské (Tachyglossus aculeatus) (Foster et al., 1994; Wallis et al., 2007). 

Zajímavá je také situace u slepušky pontské (Ellobius lutescens), slepušky východní (Ellobius  

tancrei) a krysy japonské (Tokudaia osimensis), u kterých Sry chybí (Just et al., 1995; Sutou et al., 

2001). Možným kandidátem pro původní verzi genu Sry by mohl být Sox3 (Xq27.1) (Foster et al., 

1994). K této domněnce vede, mimo jiné, případ, kdy umělé zvýšení exprese Sox3 u myšího zárodku 

spustilo diferenciaci testes . Je tudíž pravděpodobné, že gen Sry je evoluční novinkou, která vznikla 

kaskádou mutací z původní sekvence genu Sox3(Sutton et al., 2011).

Většina mutací nalezených v genu SRY se nachází uvnitř homeoboxové sekvence. Tato 

skutečnost zdůrazňuje zásadní a zároveň kritickou roli domény homeoboxu. (Shahid et al., 2004).

Od doby, kdy byl SRY objeven a prohlášen za základní determinační faktor vývoje testes, byl 

proveden nespočet studií hledajících mutace v tomto genu. 20% případů narušení vývoje pohlaví je 

způsobeno poškozením genu SRY (Hawkins et al., 1992). Jmenuji zde pouze některé z nich.

Mezi pacienty s karyotypem 46, XY a vyvinutým ženským pohlavím byla odhalena 

substituce A681G vedoucí ke záměně glycinu za serin na pozici 91 v proteinu. Tuto mutaci sdílel i 

otec pacienta, ale pouze v jednom z vláken DNA. Jiná tranzice, C784T vedoucí k P125L v doméně 

homeoboxu, se vyskytovala u tří sester. I otec těchto dětí vykazoval mozaikový genontyp (Schmitt­

Ney et al., 1995). Podobný případ pacientky s částečnou poruchou vývoje gonád (PGD) a jejího 

zdravého otce a bratrů, kteří nesou substituční mutaci (G A) na pozici 2128 → upstream od 5` 

hranice homeoboxu, která vede k substituci S18N (Domenice et al., 1998).

V případě záměny Q57R (způsobené tranzicí A G) se do blízkosti homeodomény dostává→  
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polární aminokyselina arginin (pKa = 12,5), která může znemožnit přesun proteinu do jádra a 

ovlivnit tak genovou expresi. Ze dvou popsaných pacientů, první vykazoval kompletní ženský 

fenotyp a narušení proliferace zárodečných buněk. U druhého byl částečně narušen sekundární 

pohlavní vývoj. Oběma pacientům se nedostavila menstruace (primární amenorea) (Shahid et al., 

2004). Obdobná porucha ve funkci proteinu byla popsána u pacienta 46, XY s narušením vývoje 

gonád, jehož protein SRY nesl substituci v 70. kodónu, která způsobila W70L mutaci. Pozměněný 

protein vykazuje o 50% menší akumulaci v jádře oproti divokému typu. U pacienta se v pozdějším 

věku projevil gonadoblastom (zhoubný nádor pohlavních žláz) (Hersmus et al., 2009).

Mezi nejvíce postihující mutace patří inzerce a delece. Inzerce adeninu do pozice 265 vedla 

k posunutí čtecího rámce (frameshift muatation), což způsobilo ukončení translace na 103. kodónu 

(nt 265 insA Stop103). Postižený jedinec s ženským fenotypem a karyotypem 46, XY má porušen 

gonadální vývoj, primární amenoreu, absenci sekundárních pohlavních znaků a další. V gonádě 

nejsou známky testikulární tkáně (Salehi et al., 2006).

Velmi zajímavá je substituce aminokyseliny na 90. pozici (I90M), která způsobuje 

signifikantní zvýšení aktivace faktoru human homologous SOX9 testis­specific enhancer (hTES) 

oproti divokému typu (Knower et al., 2011). hTES je významný regulátor exprese genů SRY, SOX9 a 

SF1. Aktivita proteinu je porovnávána s divokým typem a jinými zkoumanými mutacemi (obr. č. 7).

Obr. č. 7 Mutace SRY: Lokalizace mutace I90M;  (převzato z  Knower et al., 2011)

Byla také popsána pacientka s poruchou vývoje pohlaví s pericentrickou inverzí 

chromozómu Y, karyotyp 46, X, inv(Y) (p11.2 q11.2). Během vývoje došlo k prodloužení exprese 

SRY, což pravděpodobně mělo efekt i na ostatní geny, ovlivňované genem SRY. U pacientky byly při 

narození přítomny ženské vnější pohlavní orgány, v dospělosti však ovaria nebyla rozpoznatelná 

(obr. č. 8) (Mitsuhashi et al., 2010).
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Obr. č. 8 Řez tkání gonády s vláknitým stroma bez známek diferenciace a bez zárodečných buněk: (A) histologický 

obrázek gonády pacientky, (B) Buňky podobné Leydigovým s eozinofilní cytoplazmou (značeny šipkami), (C)  

Formování struktur podobných kanálkům (značeny šipkami). (převzato z Mitsuhashi et al., 2010)

 3.1.2  SOX9

Poruchy v sekvenci genu SOX9 (SRY­related HMG box 9) (17q24,1­25,1) jsou lékařům 

známy především ve spojitosti genetickou poruchou – kampodelická displázie. Onemocnění je 

charakterizováno malformacemi ve vývoj kostí, tracheomalacia (zúžení průdušnice), zvratem ve 

vývoji pohlaví a smrtí v dětském věku (Maroteaux et al., 1971). Jeho transkripce se v gonádách 

zahajuje téměř ihned po expresi SRY. Společně s SF1 reguluje transkripci AMH.

Na myším modelu byla ukázána zajímavá skutečnost, že selhání buď genu Sox9 nebo Sox8 

nezpůsobuje větší poruchu vývoje testes, ale mutant v obou těchto genech má testes atrofovaná. 

U jedinců s jedním mutovaným genem nastávají poruchy reprodukce v dospělosti. Oba geny spolu 

během vývoje neinteragují (obr. č. 9) (Barrionuevo et al., 2009).

Největší zásah do proteinu způsobují mutace uvnitř domény homeoboxu. Jednou z takových 

je i substituce G472A (A158T v proteinu), která nemá vliv na terciální strukturu proteinu, ale přesto 

snižuje aktivitu proteinu, schopnost importu SOX9 do jádra a mění jeho DNA vazebné schopnosti. 

Tato mutace patrně způsobila u pacientky s karyotypem 46, XY zvrat ve vývoji pohlaví (Preiss et  

al., 2001). Ke kampodelické dysplazii doprovázející zvrat ve vývoji pohlaví, vedou různé mutace. 

Dokazuje to i případ dítěte (46, XY) se substitucí Q401X (Stoeva et al., 2011).
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Obr. č. 9 Zapojení genů Sox9 a Sox8 do vývoje testes: (A) Imunohistochemie ukazuje, že u barvení Sox8 mezi  

mutantním fenotypem Sox9Δ/Δ (b) a kontrolou (a) není rozdíl. Stejně tak se neliší ani barevní Sox9 mezi Sox8−/ − (d) a  

kontrolou (c) (stádium E15,5). (B) RT­PCR expresní analýza pro Sox8 a Sox9 kontrolní a mutované gonády. Úroveň 

transkripce neukazuje signifikantní pokles. (C) Fenotyp reprodukčních vývodů (a­c), histologie gonády (barveno 

hematoxylin/eosin) (d­f)  a inkubování s protilátkou P450SCC (g­i) u genů Sox9, Sox8 dvojitého mutanta a kontroly (ve  

2 měsících). Kontrola vykazuje normální morfologii kanálků, mutantní testes naopak kanálky postrádají a obsahují  

vysoký poměr Leydigových buněk (zeleně) (g­i). (ep) epidiminis, (sv) semenný váček, (t) testis, vd (vas deferens).  

Měřítka: (A) 100 μm, (C:d­f) 50 μm, (C:g­i) 25 μm. (převzato z Barrionuevo et al., 2009)

 3.1.3  FGF9

Fibroblast grownt factor (FGF9) (13q11­13) patří do rodiny proteinů významně zasahujících 

do procesu proliferace a difernciace buněk. FGF9 se účastní proliferace prekurzorů Sertoliho buněk 

a stimulace jejich diferenciace v rané fázi vývoje (Smahl et al., 2004). K tomu potřebuje určité 

komponenty mezibuněčné hmoty jako např. HSPG (heparan sulphate proteoglycan), polysacharid, 

který se nachází ve všech živočišných tkáních a který formuje komplex FGF9 a FGFR2 (Yayon et  

al., 1991). FGF9 zprostředkovává přesun buněk intermediálního mezodermu (původně tvořících 

mesonefros) do gonády (Yoshioka et al., 2005). I když je exprese tohoto růstového faktoru typická 

pro raný vývoj, u myší se mRNA pro protein Fgf9 a isoformy Fgfr (Fgfr2IIIc, Fgfr3 and Fgfr4) 
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objevuje i v postnatálním vývoji v Leydigových buňkách, kde se spolupodílí na sekreci testosteronu. 

Také u člověka je tedy možné očekávat jeho aktivitu v postnatálním vývoji varlat, a tedy i poruchy 

jím způsobené (Lin et al., 2010).

Nepřítomnost genu FGF9 vede k blokování vývoje varlat a projevení fenotypu druhého 

pohlaví (Schmahl et al., 2004). Při zastavení diferenciace Sertoliho buněk blokováním Wt1 (+KTS) 

u kultury z myší XY gonády se objeví také ztráta exprese genů Sox9 a Fgf9, hlavních transkripčních 

faktorů genu Amh (Bradford et al., 2009). 

 3.2  Ovlivnění pozdní fáze determinace vývoje samčích gonád

 3.2.1 AMH

Funkcí antimüllerova hormonu (AMH) (19q13.2), jak sám název tohoto hormonu napovídá, 

je degradovat prekurzory samičích pohlavních cest ­ Müllerovy chodby a Wolfovým cestám tak 

nechat prostor pro stabilizaci a diferenciaci.

Transverze G2096T v 5. exonu genu AMH způsobuje záměnu tripletu GAA (Glu) za stop 

kodón, což vede ke zkrácení proteinu o 178 aminokyselin. Mutace je asociována se syndromem 

přetrvávajících Müllerových chodeb, zachování dělohy (uterus) a jiných derivátů Müllerových 

chodeb u samců (Knebelmann et al., 1991). Stejný fenotyp se projevuje i u mutací receptoru vázající 

AMH (AMHR).

 3.2.2 TSPYL

Testis­specific protein, Y­encoded­like 1 (TSPYL1) (6q22­q23) se translatuje jako pouze 

jediný exon. Je exprimován již v časné fázi embryonálního vývoje a to ve všech tkáních, 

zkoumaných týmem berlínských vědců. Dále se uvažuje, díky absenci intronů, o vzniku tohoto genu 

jako o staré retropoziční události (Vogel et al., 1998). Zatím málo prozkoumaný protein (z rodiny 

TSPY­SET­NAP1L1) se mimo jiné skládá z evolučně velmi konzervované NAP domény, která 

interaguje s cyklinem B více než s ostatními cykliny (Kellogg et al., 1995). Je aktivní nejen 

v pohlavních žlázách plodu, ale také v jeho mozku (Puffenberger et al., 2004).

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

s mutací způsobující ztrátu smyslu v genu TSPYL1. Syndrom končí náhlou a nevysvětlitelnou smrtí 
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novorozence. Avšak tento vztah nebyl zcela potvrzen (Hering et al., 2006).

Podle pozdějších pozorování je zřejmé, že gen TSPYL jistě hraje ve vývoji varlat svou roli a 

přispívá k anomáliím, které u vývoje varlat pozorujeme na pacientech s DSD. Náhrada glutaminu za 

histidin v pozici 82 (c.264G→C, p.Q82H) a ani alaninu za valin v pozici 282 (c.845C→T, 

p.A282V) pravděpodobně nemá na funkci proteinu žádný vliv. Nicméně u jedince 46,XY s ženským 

fenotypem a primární amenorrheou (absence první menstruace) byla nalezena heterozygotní záměna 

(c.960A→G, p.K320R) opět v NAP doméně. Jelikož tato mutace nebyla v populaci nalezena, patrně 

se jedná o mutaci de novo. Další mutace v tomto genu (c.266G→A, p.R89H) vyvolává azospermii 

(nízký počet spermií vedoucí k neplodnosti) (Vinci et al., 2009). U jedinců se syndromem SIDDT 

se na 153. kodónu našla posunová mutace (457_458insG) v homozygotním stavu, která způsobuje 

předčasné ukončení translace na 169. kodónu. Díky tomuto zkrácení evolučně staré domény protein 

ztrácí schopnost vázat se na nukleozóm, a tak i své umístění v jádře. U dalšího zkoumaného genu 

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

 3.2.3 DMRT1 a DMRT2

Doublesex and mab­3 related transcription factor 1 (DMRT1) (9p24.3) kóduje protein 

s evolučně velmi konzervovanou doménou. Vyskytuje se i u mnoha prvoústých (Protostomia) jako 

jsou octomilky (Drosophila) nebo hlístice (Nematoda). Podobný motiv sdílí i doublesex and mab­3 

related transcription factor 2 (DMRT2) ležící ve stejné oblasti genomu. Oba geny jsou spojovány 

s poruchami vývoje samčího pohlaví.

Částečná porucha vývoje pohlaví (narušená diferenciace vnějších genitálií) u jedince 46, XY 

byla pravděpodobně zapříčiněna inzercí thyminu do 3'UTR nepřekládané oblasti, 12 nukleotidů za 

stop kodónem. Tato oblast podléhá alternativnímu splicingu. Byla nalezena také heterozygotní 

substituce (T A) v→  exonu 1, která způsobuje S45T záměnu v proteinu, pravděpodobně však nemá 

žádný biologický vliv na funkci proteinu (de Mello et al., 2010).

Gen DMRT1 má navíc zvláštní postavení mezi geny zapojujícími se do utváření pohlaví. 

Není exprimován pouze během embryonálního vývoje, ale také po dobu celého života. Mutantní 

myši Dmrt1­/­ se rodily s vyvinutými testes, ale v postnatálním období Sertoliho buňky začaly 

exprimovat Foxl2 (transkipční faktor granulózních buněk ovaria) namísto Sox9. Antagonismus mezi 

geny Dmrt1 a Foxl2 tak zřejmě přetrvává i během dospělosti a osud Sertoliho buněk zůstává 

plastický i po konečné diferenciaci (Matson et al., 2011).
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 3.2.4 AR

Androgen receptor (AR) (Xq11­12) jsou jaderné receptory, na které se váží androgeny 

(testosteron, dihydrotestosteron) a aktivují je. Aktivní forma receptoru se váže na DNA a reguluje 

tak expresi genů (Mooradian et al., 1987). Jsou přítomny i v jiných tkáních než pohlavních 

orgánech. Jsou nezbytné pro formování primárních i sekundárních pohlavních znaků.

Gen se skládá z 8 exonů. Jeho protein můžeme strukturně rozdělit na N­koncovou 

transaktivační doménu proteinu, centrální DNA vazebnou doménu a doménu vázající ligand, ale 

také různé proteiny. Exon1 kóduje celou N­koncovou doménu proteinu. V exonu1 se nachází dvě 

oblasti s polymorfními opakovanými motivy ­ CAG kódující glutamin a GGN kódující vždy glycin 

(Faber et al., 1989).

Podle databáze na internetové stránce http://www.androgendb.mcgill.ca/ je k dnešnímu datu 

známo necelých 1 000 mutací v genu pro AR. Poruchy genu androgen receptoru způsobují různé 

stupně syndromu necitlivosti buněk k hladině testosteronu v krvi a projeví se tak na výsledném 

fenotypu jedince. Počet repetitivních oblastí v exonu1 ovlivňuje funkčnost transaktivační domény. 

Snižuje se při velkém množství CAG opakování a při malém množství opakování GGN (Faber et al., 

1989, Gao et al., 1996). Mutace C3693T v exonu7 na 859 pozici v ligand vázající doméně způsobí 

náhradu leucinu za fenylalanin (Singh et al., 2006). A také mutace se ztrátou smyslu (2578C→T, 

L859F) v této doméně způsobí nahrazení leucinu fenylalaninem. Díky těmto změnám ztrácí receptor 

senzitivitu k ligandům (androgenům). Porucha se projevuje jako androgen insensitivity syndrom, 

dochází k částečnému nebo úplnému zvratu ve vývoji pohlaví (Rajender et al., 2007).
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 4  Další geny ovlivňující vývoj testes

V následujícím výčtu jsou uvedeny další významné geny účastnící se embryonálního vývoje 

testes u člověka. Z prostorových omezení jejich vliv na vývoj uvádím pouze formou tabulky.

Název genu Lokalizace Funkce Projev poruchy Zdroj

AMHR2 12q13 Receptor Syndrom perzistujícího ductus 
Mülleri

Hoshiya et al., 2003

ARX Xp21.3 Transkripční faktor Lisencefalie vázaná na X 
chromozóm s abnormálními 

genitáliemi

Kato et al, 2004

ATRX Xq13 Protein remodelující 
chromatin

 talasémieα Gibbons et al., 2003

DAZL 3p24.3 RNA­vazebný faktor Poruchy spermatogeneze Teng et al., 2002

DHH 12q13.1 Signální faktor Porušený vývoj gonád Canto et al., 2004

FGFR2 10q26 Transkripční faktor Porušený vývoj gonád Bagheri­Fam et al., 2008

HOXA10 7p15.2 Transkripční faktor Kryptorchizmus Kolon et al., 1999

HOXA11 7p15.2 Transkripční faktor Kryptorchizmus Yuan et al., 2006

INSL3 19p13.2­p12 Signální faktor Dysfunkce Leydigových buněk Bay & Andersson 2011

LGR8 13q13.1 Receptor Kryptorchizmus Ferlin et al., 2009

MAP3K1 5q11.2 Enzym Porušený vývoj gonád Pearlman et al., 2010

PDGFR α 4q12 Receptor Nádory varlat Basciani et al., 2002

PGDS 4q22.3 Enzym Azoosperimie (nedostatek 
spermií ve spermatu)

Welter et al., 2011

TCF21 
(POD1)

6q23­24 Transkripční faktor Zvrat vývoje pohlaví u XY Cui et al., 2004

VASA 5p15.2­p13.1 Transkripční faktor Neplodnost Guo et al., 2007

Tabulka č. 1 Další geny ovlivňující vývoj testes spolu s projevy jejich mutací
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 5  Závěr

Formování gonád je z ontogenetického pohledu nesmírně zajímavý proces. Utvoření 

indiferentního orgánu a následné dvě cesty (samčí a samičí) diferenciace gonád jsou ojedinělé a 

nesamozřejmé vývojové i evoluční události. Vývoj pohlavních žláz a soustavy Wolfových nebo 

Müllerových chodeb navíc probíhá prakticky nezávisle na sobě.

Ke zkoumání těchto procesů se využívá dvou hlavních přístupů. Prvním z nich je 

vyhledávání jedinců s narušeným vývojem pohlavních žláz nebo celkového projevu změn pohlaví. 

Pomocí analýzy jejich genomu je možné odhalit možnou příčinu chybného vývoje na genové úrovni. 

Setkáváme se tak s běžně se vyskytujícími formami odchylek od normálního vývoje. Druhou 

variantou je cílené poškozování jednotlivých regulačních genů a pozorování a testování jejich 

projevů. Pro tuto metodu se využívá modelových organismů, především Mus musculus, Xenopus 

leavis, Gallus gallus a jiných. Další metodou používanou ke zkoumání vývojových procesů jsou 

in vitro experimenty, které mohou sloužit například k ověřování úlohy jednotlivých regulačních 

faktorů. Mutace, tedy poruchy v genech, tak pro vědce mají velkou výpovědní hodnotu. Je třeba 

však dbát na správnou interpretaci výsledků a obzvláště u přirozeně se vyskytujících poškození, 

která mohou být způsobena mnoha faktory, z nichž některé mohou zůstávat skryty díky složitosti 

přírodních systémů i nedokonalostí technik, které jsou používány.

Ne u všech druhů probíhá vývoj pohlaví pomocí shodných mechanismů. Naopak jsme 

svědky široké škály determinantů vývoje od vnějších faktorů (teploty), přes zastoupení jednotlivých 

genů v genomu jedince (přítomnost Sry) až po specifické poměry množství exprimovaných genů 

(poměry X:Y chromozómů). Důležité informace tohoto typu stále chybí. Výzkum také komplikuje 

charakter některých mutací. Poškození genu, jež nese významnou roli během ontogeneze jedince, se 

může stát letální ještě předtím, než se jedinec stačí vyvinout a nejsou tak pozorovatelné.

Podle nedávných pozorování není ustanovení pohlaví během ontogeneze definitivní. Samčí a 

samičí regulační sítě udržují gonadální pohlaví ještě dlouhou dobu po volbě plodu mezi mužem a 

ženou. Regulační geny Dmrt1 a Foxl2 jsou evolučně velmi konzervované. Podobný mechanismus 

proto může způsobovat samovolnou změnu pohlaví v dospělosti při nedostatku jednoho z pohlaví 

u mnoha druhů ryb nebo obojživelníků.

Mutační změny jsou přirozeným jevem, který postihuje všechny informační molekuly. 

Ačkoli organismy investují mnoho energie do reparačních mechanismů, nemohou se zásahům do 
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DNA vyhnout úplně. Tendence bránit se je logická už proto, že většina zásahů do sekvencí genů má 

negativní vliv na strukturu či funkci proteinu. Není ale vyloučeno, že dojde k pozitivní mutaci, která 

naopak může strukturu či funkci proteinu vylepšit. Příkladem je substituce (I→M) na 90. pozici 

v proteinu SRY (Knower et al., 2011).

Mutace a projevy, které je doprovází, jak u člověka tak na modelových organismech, jsou 

také velmi užitečným jevem, který nám dovoluje odhalit a pochopit složité procesy proliferace, 

diferenciace a morfogeneze gonád. Volba člověka jako modelového druhu se potýká jak s časovými, 

tak i morálními omezeními a závazky. Nicméně člověk stále zůstává v popředí zájmu výzkumných 

týmů. Je nesmírně zajímavé vyhledávat přirozeně se objevující mutace a sledovat jejich následky na 

kvalitu života jedince. Sledují se tak přirozené poruchy dynamiky informačních molekul in vivo. 

Genové mutace jsou sice zdrojem variability pro přirozený výběr, ale jejich účinky jsou pro 

postiženého jedince jen málokdy výhodné.

O vývoji pohlaví stále víme velmi málo na to, abychom byli schopni tvrdit, že dokonale 

chápeme jakým způsobem je utvářeno, jak může být narušeno a jak konkrétní poškození opravit či 

jim dokonce předcházet. 
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