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Charakteristika gonozómů technikami qRT-PCR 
a ddPCR u klisny se symptomy syndromu androgenní 

insenzitivity - kauzální studie 

Souhrn 
S y n d r o m androgenní i n s e n z i t i v i t y ( A I S ) patří u koní m e z i j e d n u z n e j častějších p o r u c h 

sexuálního vývoje. J e d i n e c trpící t ímto s y n d r o m e m má běžný k a r y o t y p hřebce s gonozómy X Y , 
a l e fenotypový p r o j e v j e samicí. T e n t o patologický s t a v s e p r o j e v u j e j a k o následek 
nedostatečného působení androgenů během ontogenetického vývoje s a m c e z důvodu m u t a c e 
v g e n u p r o androgenní r e c e p t o r . V koňském g e n o m u b y l o zatím popsáno p o u z e 5 mutací, které 
j s o u kauzální p r o v z n i k t o h o t o s y n d r o m u . 

J e d i n e c N i k i t a , j ež j e hlavním s u b j e k t e m této diplomové práce, v y k a z o v a l s y m p t o m y 
s y n d r o m u androgenní i n s e n z i t i v i t y , zahrnující samicí f e n o t y p , p r o j e v y samčího chování a 
ambivalentní pohlavní orgány. P r o molekulární analýzy b y l a izolována D N A z chlupových 
c i b u l e k pomocí k i t u N u c l e o S p i n T i s s u e X S ( M a c h e r e y - N a g e l , Německo) . 

V prvním k r o k u b y l a p r o v e d e n a g e n o t y p i z a c e j e d i n c e N i k i t y i kontrolních vzorků 
pomocí m e t o d y P C R . B y l y navrženy specifické p r i m e r y p r o m a r k e t y H O R 4 ( g e n SRY) 
a H O R 1 0 ( g e n p r o a m e l o g e n i n - AMEL). Pomocí a m p l i f i k a c e těchto markerů b y l o zjištěno, že 
j e d i n e c trpící s y m p t o m y s y n d r o m u androgenní i n s e n z i t i v i t y má přítomny p o u z e c h r o m o z o m y 
X a nemá g e n SRY a jedná s e t e d y o s a m i c i . 

P r o potvrzení výsledků b y l a optimalizována m e t o d a relativní k v a n t i f i k a c e , při níž b y l a 
porovnávána míra a m p l i f i k a c e , daná počtem C N V ( c o p y n u m b e r v a r i a t i o n ) , m e z i g e n y CYLC1, 
SRY a autozomálním g e n e m MCEE. B y l y navrženy specifické p r i m e r y p r o m a r k e r y H O R 1 ( g e n 
CYLC1 n a nehomologní části c h r o m o z o m u X ) , H O R 4 ( g e n SRY n a c h r o m o z o m u Y ) a H O R 7 
( g e n MCEE n a c h r o m o z o m u 1 ) , který b y l využit j a k o referenční g e n . Získané výsledky 
p o t v r d i l y , že j e možné využít t y t o m a r k e r y p r o rozlišení pohlaví u koní. H o d n o t a C N V u g e n u 
CYLC1 d o s a h o v a l a u s a m i c přibližně 1 , 0 0 , jel ikož mají c h r o m o z o m X v e d v o u kopiích, 
u samců b y l a h o d n o t a přibližně poloviční. Při porovnání míry a m p l i f i k a c e g e n u CYLC1 a SRY 
u samců b y l a h o d n o t a přibližně stejná, což d o k a z u j e přítomnost o b o u typů pohlavních 
chromozomů p o jedné k o p i i . U j e d i n c e s e s y m p t o m y A I S b y l y detekovány dvě k o p i e 
c h r o m o z o m u X a b y l o t a k p o t v r z e n o samicí pohlaví. 

M e t o d a digitální dropletové P C R b y l a využita p r o absolutní k v a n t i f i k a c i m o l e k u l D N A 
v e vzorcích a určení přesné h o d n o t y C N V . Absolutní k v a n t i f i k a c e p o t v r d i l a u j e d i n c e N i k i t y 
samicí pohlaví, h o d n o t a C N V u jejího v z o r k u b y l a 0 , 9 1 7 5 , což odpovídá hodnotě p r o běžnou 
k l i s n u . 

P r o ověření přítomnosti kauzální m u t a c e n a první p o z i c i s t a r t k o d o n u ( c . l A > G ) b y l a 
u j e d i n c e N i k i t y sekvenována část g e n u p r o androgenní r e c e p t o r . Kauzální m u t a c e n e b y l a 
prokázána, b y l a však n a l e z e n a bodová m u t a c e n a p o z i c i c . 3 2 2 , při níž došlo k s u b s t i t u c i a l e l y 
C z a a l e l u T . T a t o s u b s t i t u c e , vedoucí k e v z n i k u c y s t e i n u místo původně vznikajícího a r g i n i n u , 
však p o d l e dostupné l i t e r a t u r y není kauzální p r o v z n i k s y n d r o m u androgenní i n s e n z i t i v i t y . 

Přestože v diplomové práci n e b y l a o d h a l e n a příčina samčích projevů chování u k l i s n y 
N i k i t y a n i n e b y l a prokázána kauzální m u t a c e vedoucí k e v z n i k u s y n d r o m u androgenní 
i n s e n z i t i v i t y , l z e m e t o d y navržené v této práci využít k d e t e r m i n a c i pohlaví u koní v dalších 
výzkumech. 

Klíčová slova: s y n d r o m androgenní i n s e n z i t i v i t y , Equus caballus, gonozómy, q R T - P C R , 
d d P C R 



Characterization of gonosomes by qRT-PCR and ddPCR 
techniques in a mare with symptoms of androgen 

insensitivity syndrome - a causal study 

Summary 
A n d r o g e n i n s e n s i t i v i t y s y n d r o m e ( A I S ) i s o n e o f t h e m o s t c o m m o n d i s o r d e r s o f s e x u a l 

d e v e l o p m e n t i n h o r s e s . A n i n d i v i d u a l w i t h a n d r o g e n i n s e n s i t i v i t y s y n d r o m e h a s t h e n o r m a l 
k a r y o t y p e o f a s t a l l i o n w i t h X Y g o n o s o m e s , b u t t h e p h e n o t y p i c e x p r e s s i o n i s f e m a l e . T h i s 
p a t h o l o g i c a l c o n d i t i o n m a n i f e s t s a s a c o n s e q u e n c e o f i n s u f f i c i e n t a n d r o g e n e x p o s u r e d u r i n g 
o n t o g e n e t i c d e v e l o p m e n t o f t h e m a l e d u e t o a m u t a t i o n i n t h e a n d r o g e n r e c e p t o r g e n e . S o f a r 
o n l y 5 m u t a t i o n s h a v e b e e n d e s c r i b e d i n t h e e q u i n e g e n o m e t h a t a r e c a u s a t i v e o f t h i s s y n d r o m e . 

T h e i n d i v i d u a l c a l l e d N i k i t a , w h o i s t h e m a i n s u b j e c t o f t h i s t h e s i s , e x h i b i t e d s y m p t o m s 
o f a n d r o g e n i n s e n s i t i v i t y s y n d r o m e , i n c l u d i n g a f e m a l e p h e n o t y p e , t y p i c a l m a l e b e h a v i o u r a n d 
a m b i v a l e n t g e n i t a l i a . F o r m o l e c u l a r a n a l y s e s , D N A w a s i s o l a t e d f r o m t h e h a i r b u l b s o f a t o t a l 
o f 2 4 h o r s e s u s i n g t h e N u c l e o S p i n T i s s u e X S k i t ( M a c h e r e y - N a g e l , G e r m a n y ) . 

I n a f i r s t s t e p , g e n o t y p i n g o f N i k i t a a n d c o n t r o l s a m p l e s w a s p e r f o r m e d u s i n g P C R . 
S p e c i f i c p r i m e r s f o r m a r k e r s H O R 4 (SRY g e n e ) a n d H O R 1 0 (AMEL g e n e ) w e r e d e s i g n e d . 
U s i n g a m p l i f i c a t i o n o f t h e s e m a r k e r s , i t w a s f o u n d t h a t t h e i n d i v i d u a l s u f f e r i n g f r o m s y m p t o m s 
o f a n d r o g e n i n s e n s i t i v i t y s y n d r o m e w e r e p r e s e n t o n l y X c h r o m o s o m e s a n d l a c k s t h e S R Y g e n e 
a n d i s t h e r e f o r e a f e m a l e . 

T o c o n f i r m t h e r e s u l t s , a r e l a t i v e q u a n t i f i c a t i o n m e t h o d w a s o p t i m i z e d b y c o m p a r i n g 
t h e a m p l i f i c a t i o n r a t e , g i v e n b y c o p y n u m b e r v a r i a t i o n ( C N V ) , b e t w e e n CYLC1 g e n e , SRY g e n e 
a n d a u t o s o m a l MCEE g e n e . S p e c i f i c p r i m e r s w e r e d e s i g n e d f o r t h e m a r k e r s H O R 1 (CYLC1 
g e n e o n t h e n o n - h o m o l o g o u s p a r t o f t h e X c h r o m o s o m e ) , H O R 4 (SRY g e n e o n t h e Y 
c h r o m o s o m e ) a n d H O R 7 (MCEE g e n e o n c h r o m o s o m e 1 ) , w h i c h w a s u s e d a s a r e f e r e n c e g e n e . 
T h e r e s u l t s o b t a i n e d f r o m t h i s e x p e r i m e n t c o n f i r m e d t h a t i t i s p o s s i b l e t o u s e t h e s e m a r k e r s f o r 
s e x d e t e r m i n a t i o n i n h o r s e s . T h e C N V v a l u e f o r t h e CYLC1 g e n e w a s a p p r o x i m a t e l y 1 . 0 0 i n 
f e m a l e s , s i n c e t h e y h a v e t w o c o p i e s o f t h e X c h r o m o s o m e , w h e r e a s i n m a l e s t h e v a l u e w a s 
a p p r o x i m a t e l y h a l f t h a t i n f e m a l e s . W h e n c o m p a r i n g t h e a m p l i f i c a t i o n r a t e o f t h e CYLC1 a n d 
SRY g e n e i n m a l e s , t h e v a l u e w a s a p p r o x i m a t e l y t h e s a m e ( 0 . 5 0 ) , d e m o n s t r a t i n g t h e p r e s e n c e 
o f b o t h t y p e s o f s e x c h r o m o s o m e s w i t h o n e c o p y e a c h . I n t h e i n d i v i d u a l w i t h A I S s y m p t o m s , 
t w o c o p i e s o f t h e X c h r o m o s o m e w e r e d e t e c t e d , c o n f i r m i n g t h e f e m a l e s e x . 

T h e d i g i t a l d r o p l e t P C R m e t h o d w a s u s e d f o r a b s o l u t e q u a n t i f i c a t i o n o f D N A m o l e c u l e s 
i n t h e s a m p l e s a n d d e t e r m i n a t i o n o f t h e e x a c t c o p y n u m b e r v a r i a t i o n v a l u e . A b s o l u t e 
q u a n t i f i c a t i o n c o n f i r m e d t h e f e m a l e s e x o f N i k i t a , t h e C N V v a l u e f o r h e r s a m p l e w a s 0 . 9 1 7 5 , 
w h i c h c o r r e s p o n d s t o t h e v a l u e f o r a n o r m a l m a r e . 

T o v e r i f y t h e p r e s e n c e o f a c a u s a l m u t a t i o n a t t h e f i r s t p o s i t i o n o f t h e s t a r t c o d o n 
( c . l A > G ) , t h e p a r t o f t h e a n d r o g e n r e c e p t o r g e n e w a s s e q u e n c e d . T h e c a u s a t i v e m u t a t i o n w a s 
n o t f o u n d , b u t a s i n g l e n u c l e o t i d e p o l y m o r p h i s m a t p o s i t i o n c . 3 2 2 w a s f o u n d , i n w h i c h t h e C 
a l l e l e w a s s u b s t i t u t e d f o r t h e T a l l e l e . H o w e v e r , t h i s s u b s t i t u t i o n , l e a d i n g t o t h e f o r m a t i o n o f 
c y s t e i n e i n s t e a d o f t h e o r i g i n a l l y f o r m e d a r g i n i n e , i s n o t c a u s a l f o r t h e d e v e l o p m e n t o f a n d r o g e n 
i n s e n s i t i v i t y s y n d r o m e a c c o r d i n g t o t h e a v a i l a b l e l i t e r a t u r e . 

A l t h o u g h t h e t h e s i s d i d n o t r e v e a l t h e c a u s e o f t h e m a l e b e h a v i o u r a l m a n i f e s t a t i o n s 
i n t h e m a r e N i k i t a , n o r w a s a c a u s a l m u t a t i o n s h o w n t o l e a d t o a n d r o g e n i n s e n s i t i v i t y s y n d r o m e , 
t h e m e t h o d s p r o p o s e d i n t h i s t h e s i s c a n b e u s e d t o d e t e r m i n e s e x i n h o r s e s i n f u t u r e r e s e a r c h . 

Keywords: a n d r o g e n i n s e n s i t i v i t y s y n d r o m e , Equus caballus, g o n o s o m e s , q R T - P C R , d d P C R 
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1 Úvod 
M e z i hospodářskými zvířaty zaujímá kůň (Equus caballus) speciální místo. 

O d d o m e s t i k a c e před c c a 5 5 0 0 l e t y ( G a u n i t z e t a l . 2 0 1 8 ) b y l i koně využíváni l i d m i 

v zemědělství, v dopravě, k e s p o r t u , a l e i j a k o společníci. V e l m i b r z y začalo j e j i c h selektivní 

množení j a k p r o výkonnostní v l a s t n o s t i , t a k p r o v z h l e d a výsledkem t o h o t o dlouhodobého 

p r o c e s u b y l v z n i k více než 4 0 0 různých p l e m e n ( P e t e r s e n e t a l . 2 0 1 3 ) . 

V jezdeckém s p o r t u i m e z i běžnými c h o v a t e l i s e v posledních l e t e c h dostává d o popředí 

p r o b l e m a t i k a p o r u c h sexuálního vývoje koní. T o t o téma j e aktuální i m e z i vědeckou 

společností, i přesto j e však k o l e m p o r u c h sexuálního vývoje u koní stále m n o h o neobjasněných 

otázek. Význam výzkumu a poznání této o b l a s t i j e přitom obrovský. Reprodukční výkonnost 

j e d i n c e má p r o c h o v a t e l e ekonomický význam a u divokých populací koní j e životně důležitá 

p r o j e j i c h přežití. 

Jedním z důvodů, proč j e v o b l a s t i p o r u c h sexuálního vývoje u koní t o l i k nejasností, může 

být c h r o m o z o m Y . Jedná s e o nejméně p r o z k o u m a n o u část koňského g e n o m u a d o s u d n e b y l a 

s t a n o v e n a j e h o kompletní s e k v e n c e . V současnosti probíhají s n a h y o p o k r o k v poznání 

c h r o m o z o m u Y a nedávno b y l a a u t o r y Janečka e t a l . ( 2 0 1 8 ) představena s e k v e n c e j e h o části, 

konkrétně o b l a s t i specifické p o u z e p r o s a m c e ( M S Y r e g i o n ) . V této o b l a s t i s e nachází g e n SRY, 

který j e důležitý p r o správný vývoj samčího pohlaví. J e h o umístění m e z i repetitivními 

s e k v e n c e m i může mít z a následek větší pravděpodobnost d e l e c e t o h o t o g e n u a s tím spojené 

k o m p l i k a c e při správném vývoji pohlaví (Janečka e t a l . 2 0 1 8 ) . 

U koní j e popsáno m n o h o případů jedinců, u kterých s e n e s h o d u j e fenotypový p r o j e v 

pohlaví s j e j i c h g e n o t y p e m ( B o l z o n e t a l . 2 0 1 6 ; W e l s f o r d e t a l . 2 0 1 7 ) . P o r u c h a jedinců 

s k a r y o t y p e m X Y a samicím f e n o t y p e m j e označována j a k o s y n d r o m androgenní i n s e n z i t i v i t y 

( V i l l a g o m e z e t a l . 2 0 2 0 ) . T e n t o patologický s t a v s e p r o j e v u j e j a k o následek nedostatečného 

působení androgenů během ontogenetického vývoje s a m c e ( W e l s f o r d e t a l . 2 0 1 7 ) . D o současné 

d o b y b y l o u koní popsáno 5 mutací v g e n u p r o androgenní r e c e p t o r , které j s o u považovány 

z a kauzální. Kromě malého množství studií j e problémem také h e t e r o g e n i t a f e n o t y p u 

s y n d r o m u , jednotliví j e d i n c i s e m o h o u v p r o j e v e c h značně lišit. U jakékoli p o r u c h y sexuálního 

vývoje j e prvním k r o k e m d i a g n o s t i k y stanovení genetického pohlaví j e d i n c e . T a t o práce má z a 

cíl o p t i m a l i z o v a t m e t o d u r e a l - t i m e P C R a m e t o d u relativní k v a n t i f i k a c e a využít t y t o m e t o d y 

k d e t e r m i n a c i pohlaví jedinců včetně j e d i n c e trpícího s y m p t o m y s y n d r o m u androgenní 

i n s e n z i t i v i t y . 
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2 Vědecká hypotéza a cíle práce 

2.1 Vědecká hypotéza 

Diplomová práce j e p o s t a v e n a n a těchto vědeckých hypotézách: 

• Zkoumaný j e d i n e c s e s y m p t o m y s y n d r o m u androgenní i n s e n z i t i v i t y j e z h l e d i s k a 

k a r y o t y p u hřebec s gonozómy X Y . 

• N a základě bioinformatických d a t l z e n a v r h n o u t v y s o c e specifické D N A m a r k e t y 

lokalizované v homologních a nehomologních o b l a s t e c h gonozómů X a Y , pomocí 

kterých l z e rozlišit pohlaví jedinců. 

• Pomocí relativní k v a n t i f i k a c e l z e rozlišit samčí a samicí pohlaví n a základě porovnání 

k v a n t i t y amplikonů markerů lokalizovaných n a gonozómech s k v a n t i t o u amplikonů 

referenčního autozomálního g e n u . 

• U zkoumaného j e d i n c e s e nachází m u t a c e v e x o n u 1 g e n u p r o androgenní r e c e p t o r 

( c . l A > G ) , která j e kauzální p r o v z n i k s y n d r o m u androgenní i n s e n z i t i v i t y . 

2.2 Cíle práce 

N a základě vědeckých hypotéz b y l y s t a n o v e n y následující cíle práce: 

• Ověřit p l a t n o s t vědeckých hypotéz. 

• Z p r a c o v a t literární rešerši s využitím odborné vědecké l i t e r a t u r y . 

• N a základě bioinformatické s t u d i e gonozómů X a Y n a v r h n o u t specifické m a r k e t y p r o 

homologní a nehomologní o b l a s t i a pomocí n i c h i d e n t i f i k o v a t o b a t y p y gonozómů 

u j e d i n c e s e s y m p t o m y A I S . 

• N a základě bioinformatické s t u d i e určit vhodný referenční autozomální g e n . 

• Pomocí m e t o d y relativní k v a n t i f i k a c e provést stanovení počtu kopií markerovaných genů 

lokalizovaných v různých o b l a s t e c h gonozómů. 

• Prokázat přítomnost kauzální m u t a c e v g e n u p r o androgenní r e c e p t o r zodpovědné 

z a s y n d r o m A I S . 
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3 Literární rešerše 

3.1 Genom koně 

Kůň (Equus caballus L i n n a e u s , 1 7 5 8 ) žije p o b o k u člověka o d d o b y j e h o d o m e s t i k a c e 

přibližně před 5 5 0 0 l e t y . D o m e s t i k a c e koně měla v l i v n a změnu v mnohých o b l a s t e c h života 

člověka, m e z i které patří např. d o p r a v a , o b c h o d , m i g r a c e n e b o způsob b o j e ( G a u n i t z e t a l . 

2 0 1 8 ) . V současnosti j e moderní společností kůň považován spíše z a společníka a j e důležitou 

součástí odvětví volného času. Zájem o prohlubování znalostí ohledně t o h o t o d r u h u j e velký 

n e j e n m e z i l a i c k o u veřejností, a l e i m e z i vědci a v posledních l e t e c h d o s a h u j e výzkum v o b l a s t i 

koňského g e n o m u obrovského p o k r o k u ( R a u d s e p p e t a l . 2 0 1 9 ) . 

K a r y o t y p koně j e tvořen 6 4 c h r o m o z o m y . Skládá s e z 1 3 metacentrických autozomálních 

párů, 1 8 akrocentrických autozomálních párů a j e d n o h o páru pohlavních chromozomů ( M u r r a y 

2 0 0 2 ) . N a obrázku 1 j e z o b r a z e n o porovnání k a r y o t y p u k l i s n y a hřebce. 

Ä iC 11 M i ! 
i 2 3 4 5 

» V U U h 
8 9 10 

11 12 13 r 
x x 

í í II k M tl H 
14 15 16 17 18 19 

!! II ! t H u u 
20 21 22 23 24 25 

f * 1 1 l é É t M i * 
26 27 28 29 30 31 

! >1 a n « 

! ? > c * K Ys 
•"• t l l i 1 1 

11 12 15" X Y 

14 15 16 17 18 19 

t>l U ! í M M h 

2<T S" "22 2 3 2 4 ž 5 

l l 0 1 flö 1 « * í i i 
* ? "28" 29 30 31 Obrázek 1 Porovnání k a r y o t y p u k l i s n y ( ? ) a hřebce 0) ( I a n n u z z i e t a l . 2 0 1 4 ) 

V r o c e 2 0 0 7 b y l a zveřejněna genomová s e k v e n c e koně nazvaná E q u C a b 2 , p r o k t e r o u 

b y l a využita D N A k l i s n y anglického plnokrevníka T w i l i g h t . J e d n a l o s e o první sestavený 

g e n o m j a k m e z i koňmi, t a k m e z i l ichokopytníky. Výsledkem sekvenování b y l a v y s o c e kvalitní 
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2 , 5 m i l i a r d y párů bází ( G b p ) dlouhá s e k v e n c e , která z a h r n o v a l a 3 1 koňských autozomů, 

c h r o m o z o m X a mitochondriální g e n o m ( W a d e e t a l . 2 0 0 9 ) . 

V r o c e 2 0 1 8 b y l g e n o m k l i s n y T w i l i g h t z n o v u osekvenován a s e s t a v e n a b y l a 

představena nová v e r z e referenčního g e n o m u E q u C a b 3 , která d o p l n i l a v e l k o u část chybějících 

d a t z předchozí v e r z e ( K a l b f l e i s c h e t a l . 2 0 1 8 ) . Zároveň b y l a v e stejném r o c e publikována první 

s e k v e n c e o b l a s t i specifické p r o s a m c e ( m a l e - s p e c i f i c r e g i o n - M S Y r e g i o n ) n a Y c h r o m o z o m u 

(Janečka e t a l . 2 0 1 8 ) . 

O d první s e k v e n a c e koňského g e n o m u s e výzkum v o b l a s t i koňské g e n o m i k y významně 

p o s u n u l kupředu. B y l y popsány některé kauzální m u t a c e p r o p o r u c h y způsobené jedním g e n e m , 

zároveň b y l o d h a l e n genetický základ i p r o několik komplexních onemocnění ( R a u d s e p p e t a l . 

2 0 1 9 ) . 

3.1.1 Stavba koňského chromozomu Y 

C h r o m o z o m Y j e d o s u d n e j r y c h l e j i s e vyvíjejícím jaderným c h r o m o z o m e m . J e h o 

evoluční d y n a m i k a a strukturní složitost v e d l y k t o m u , že b y l d o s u d osekvenován p o u z e 

u 6 druhů. S e k v e n a c e b y l a p r o v e d e n a u člověka ( S k a l e t s k y e t a l . 2 0 0 3 ) , šimpanze, m a k a k a 

r h e s u s ( H u g h e s e t a l . 2 0 1 2 ) , myši ( S o h e t a l . 2 0 1 4 ) , p r a s e t e ( S k i n n e r e t a l . 2 0 1 6 ) a částečně 

u koně (Janečka e t a l . 2 0 1 8 ) . Koňský c h r o m o z o m Y j e velikostně srovnatelný snejmenšími 

koňskými a u t o z o m y , j e h o v e l i k o s t s e p o h y b u j e k o l e m 4 0 - 5 0 M b p . P o d l e pruhování l z e říci, že 

j s o u dvě třetiny c h r o m o z o m u Y heterochromatické. V distální části s e nachází malý 

euchromatický s e g m e n t , který o b s a h u j e M S Y o b l a s t a P A R o b l a s t (Janečka e t a l . 2 0 1 8 ) . 

3 . 1 . 1 . 1 M S Y r e g i o n u koně 

Hlavní část Y c h r o m o z o m u j e část specifická p o u z e p r o s a m c e ( M S Y r e g i o n ) . T e n t o 

úsek j e haploidní a neúčastní s e c r o s s i n g - o v e r u . Během e v o l u c e došlo v této o b l a s t i k a k u m u l a c i 

p r o s a m c e prospěšných genů, které ovlivňují vývoj samčích pohlavních orgánů a p l o d n o s t . 

V e l i k o s t d e n o v o sekvenované o b l a s t i M S Y v práci Janečka e t a l . ( 2 0 1 8 ) b y l a 9 4 9 7 4 4 9 b p , 

reálná v e l i k o s t M S Y j e odhadována n a 1 2 M b p . Více než p o l o v i n a M S Y o b l a s t i ( 5 4 % ) s e 

skládá z různých repetitivních sekvencí. Z e 3 4 % převládají p r v k y L I L I N E 

( l o n g i n t e r s p e r s e d e l e m e n t - 1 ) , což j s o u autonomní a aktivní r e t r o t r a n s p o z o n y (Janečka e t a l . 

2 0 1 8 ) . 

G e n y nacházející s e v M S Y o b l a s t i l z e rozdělit d o tří hlavních kategorií v závislosti 

n a j e j i c h evolučním původu. První kategorií j s o u g e n y , které j s o u z velké části shodné s g e n y 
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n a c h r o m o z o m u X a bývají označovány j a k o X Y g e n y , i když m e z i n i m i nedochází k e c r o s s i n g -

o v e r u . Druhá k a t e g o r i e z a h r n u j e transponované g e n y z autozomálních chromozomů a třetí 

k a t e g o r i e o b s a h u j e g e n y specifické p o u z e p r o Y c h r o m o z o m (Janečka e t a l . 2 0 1 8 ) . 

V M S Y o b l a s t i koně b y l o identifikováno c e l k e m 5 2 genů. H u s t o t a genů s e v této o b l a s t i 

p o h y b u j e v rozmezí 5 , 5 - 1 8 , 3 genů n a M b p , což j e h o d n o t a srovnatelná s e spodní hranicí 

průměrné h u s t o t y genů n a a u t o z o m e c h ( 5 , 4 - 2 8 , 2 genů n a M b p ) . Z celkového počtu 5 2 genů 

s e 3 7 z n i c h nachází v jedné k o p i i ( s i n g l e - c o p y ) a 1 5 genů j e amplikonických, představujících 

d o h r o m a d y 1 7 4 genových kopií. Většina X Y genů i autozomálně transponovaných genů s e 

v M S Y o b l a s t i nachází v e formě s i n g l e - c o p y . Téměř všechny amplikonické ( m u l t i - c o p y ) g e n y 

j s o u umístěny m e z i sekvencí 1 0 0 0 0 0 0 a 4 7 0 0 0 0 0 b p a j s o u charakteristické přítomností 

velkých počtů identických opakování (Janečka e t a l . 2 0 1 8 ) . Porovnání m e z i různými d r u h y 

u k a z u j e , že většina m u l t i - c o p y genů n a Y c h r o m o z o m u j e druhově n e b o rodově specifická 

( P a r i a e t a l . 2 0 1 1 ) . 

Koňská M S Y o b l a s t o b s a h u j e 2 9 X Y genů, což j e d o s u d n e j vyšší zaznamenaný počet 

t o h o t o t y p u genů n a Y c h r o m o z o m u v porovnání s ostatními placentály. D v a z těchto genů 

(TAB3Y a SYPY) s e o d svých gametologů odchýlily v e l m i dávno, c c a před 1 2 3 , 5 - 1 1 5 , 7 m i l i o n y 

l e t y , a n e j s o u vázány n a Y c h r o m o z o m u žádného j iného d r u h u . T a t o skutečnost p o u k a z u j e n a 

t o , že s i M S Y o b l a s t koní u c h o v a l a unikátní s a d u genů předků (Janečka e t a l . 2 0 1 8 ) . 

V M S Y o b l a s t i s e u koní dále nachází 1 3 transponovaných genů z různých 

autozomálních regionů. Většina z n i c h s e v g e n o m u nachází v e formě s i n g l e - c o p y a o p r o t i svým 

paralogům n a a u t o z o m e c h obsahují t y t o g e n y snížený počet exonů. Zdá s e , že s e převážná část 

autozomálních t r a n s p o z i c udála v průběhu posledních 2 5 milionů l e t (Janečka e t a l . 2 0 1 8 ) . 

Většina genů specifických p o u z e p r o s a m c e s e nachází v e formě m u l t i - c o p y genů 

( C a s t a n e d a e t a l . 2 0 2 2 ) . M e z i n e j významnější g e n y specifické p r o Y c h r o m o z o m patří SRY gen, 

který b y l j a k o s i n g l e - c o p y vložen m e z i repetitivní s e k v e n c e . T o t o umístění může zvyšovat 

pravděpodobnost d e l e c e SRY g e n u a způsobovat t a k p o r u c h y sexuálního vývoje ( D S D -

d i s o r d e r o f s e x u a l d e v e l o p m e n t ) . SRY gen s e řadí m e z i nejdříve utvářené g e n y , j e h o d i v e r g e n c e 

proběhla přibližně před 1 7 0 , 7 m i l i o n y l e t y (Janečka e t a l . 2 0 1 8 ) . G e n SRY s e nachází 

v p o z i c i Y q l 4 . 1 n a Y c h r o m o z o m u a patří d o r o d i n y S O X ( S R Y - r e l a t e d H M G b o x ) genů, která 

zastává důležitou f u n k c i v e vývoji pohlaví savců ( R a u d s e p p e t a l . 2 0 0 4 ) . 
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Obrázek 2 Radiá lní g r a f zobrazující g e n y n a c h r o m o z o m u Y u 1 3 druhů savců. 
Každý p r s t e n e c označuje j e d e n d r u h k ů ň j e reprezentován n e j vzdá leně jš ím p r s t e n c e m o d středu. Ba revná pol íčka 
odpovídající k a ž d é m u d r u h u ukazují , z d a s e u daného d r u h u g e n v y s k y t u j e , b í lá tečka označuje pseudogenní s t a v 
g e n u a černá tečka pseudoautozomáln í ( P A R ) s t a v g e n u . G e n SRY, zvýrazněný ze leným rámečkem, s e nachází 
u v š e c h savců. G e n y zvýrazněné f ia lovým r á m e č k e m (ZFY, UTY, USP9Y, TSPY, DOX3Y) s e nacházejí u v šech 
placentá lů (Janečka e t a l . 2 0 1 8 ) . 

3 . 1 . 1 . 2 Pseudoautozomální o b l a s t ( P A R ) 

Potlačení možnosti r e k o m b i n a c e m e z i X a Y c h r o m o z o m y v e d l o k e ztrátě genů 

a následné d e g e n e r a c i c h r o m o z o m u Y . R e k o m b i n a c e m e z i c h r o m o z o m y X a Y může probíhat 

p o u z e v o b l a s t i společné oběma chromozomům, která s e nazývá pseudoautozomální o b l a s t 

( P A R ) ( R a u d s e p p & C h o w d h a r y 2 0 1 6 ) . Původ pseudoautozomální o b l a s t i j e datován přibližně 

d o d o b y před 8 0 - 1 3 0 m i l i o n y l e t y ( R a u d s e p p & C h o w d h a r y 2 0 0 8 ) . Jedná s e o o b l a s t sekvenční 

h o m o l o g i e m e z i X a Y c h r o m o z o m e m , která j e klíčová p r o správné párování a s e g r e g a c i 

chromozomů během meiózy. L o k u s y , které s e nacházejí v P A R o b l a s t i , j s o u diploidní a dochází 

u n i c h k r e k o m b i n a c i ( B r o w n & G r e a l l y 2 0 0 3 ) . Úroveň r e k o m b i n a c e j e v P A R o b l a s t e c h 

n e j vyšší z celého g e n o m u ( R a u d s e p p & C h o w d h a r y 2 0 0 8 ) . 
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V r o c e 2 0 0 8 b y l a koňská P A R o b l a s t poprvé osekvenována a b y l o popsáno její umístění 

m e z i k o n c o v o u částí pohlavního c h r o m o z o m u a t z v . pseudoautozomální hranicí ( P A B ) , která 

s e u koní nachází m e z i g e n y PRKXY a EIF1AY. Z a t o u t o hranicí klesá sekvenční p o d o b n o s t 

m e z i X a Y c h r o m o z o m e m , ustává r e k o m b i n a c e a začínají o b l a s t i specifické p r o samčí a samicí 

pohlavní c h r o m o z o m (Obrázek 3 ) . O b s a h G C p á r u j e v koňské P A R o b l a s t i n e j vyšší směrem 

k te lomerám chromozomů X a Y ( 5 4 % ) a směrem k e středu P A R o b l a s t i postupně klesá 

( R a u d s e p p & C h o w d h a r y 2 0 0 8 ) . 

X PAR y 
-1 .8 Mb 

G C Xp MSY 

Obrázek 3 Schéma pohlavn ích c h r o m o z o m ů s oranžově znázorněnou P A R oblastí. 
Růžově zvýrazněný p roužek označuje s e k v e n c i , k terá s e nachází j a k v P A R o b l a s t i n a Y c h r o m o z o m u , t a k 

v r e g i o n u specif ickém p r o s a m c e ( M S Y o b l a s t ) ( R a u d s e p p & C h o w d h a r y 2 0 0 8 ) . 

V e l i k o s t P A R o b l a s t i u koně j e 1 ,8 M b p , což j e méně než u člověka (Horno sapiens), 

pravděpodobně kvůli četným repeticím, které s e u člověka nacházejí. J e zajímavé, že kromě 

g e n u DHRSX s e pořadí koňských genů umístěných v P A R o b l a s t i s h o d u j e s pořadím j e j i c h 

ortologů u lidí. Koňská P A R o b l a s t však navíc o b s a h u j e s e d m genů, které už d o lidské P A R 

o b l a s t i n e j s o u z a h r n u t y . Jedná s e o g e n y GYG2, ARSD, ARSE, ARSF, ARSH, MXRA5, PRKX, 

které u člověka n a j d e m e v M S Y o b l a s t i , j a k j e možné vidět n a obrázku 4 ( R a u d s e p p 

& C h o w d h a r y 2 0 0 8 ) . 
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Obrázek 4 Porovnání genů v P A R o b l a s t i č lověka a někol ika savčích druhů vče tně koně 
( R a u d s e p p & C h o w d h a r y 2 0 0 8 ) . 

V práci Janečka e t a l . ( 2 0 1 8 ) b y l y publikovány rozdílné výsledky. Autoři popisují 

v P A R o b l a s t i koně p o u z e pět genů, jedná s e o g e n y AKAP17Y, GYGZP, MXRA5Y/P, PRKY 

a ZBED1Y (Obrázek 2 ) . Dále v e své s t u d i i tvrdí, že s e kvůli poměrně krátké P A R o b l a s t i u koní 

nachází typické P A R g e n y ostatních savců j a k o TBL1, SHROOM2 a STS21 u koně j iž v M S Y 

o b l a s t i (Janečka e t a l . 2 0 1 8 ) . 

3 . 1 . 1 . 3 D u p l i k a c e m e z i P A R oblastí a M S Y oblastí 

J a k j e patrné z Obrázku 3 , n a c h r o m o z o m u Y b y l n a l e z e n c c a 2 0 0 k b velký úsek, který 

s e nachází j a k v P A R o b l a s t i , t a k v o b l a s t i specifické p o u z e p r o samčí pohlavní c h r o m o z o m 

( M S Y o b l a s t ) . N a Obrázku 3 j e t a t o d u p l i k a c e označena červenými šipkami ( R a u d s e p p 

& C h o w d h a r y 2 0 0 8 ) . 

S l e d událostí, který v e d l k d u p l i k a c i a následně k přemístění jedné z kopií g e n u d o P A R 

o b l a s t i zatím n e b y l přesně popsán. J e obecně známo, že vysoká f r e k v e n c e rekombinací 

a zvýšená míra nerovnoměrného c r o s s i n g - o v e r u v rámci P A R oblastí m o h o u vést k duplikacím. 

Jedná s e však o d u p l i k a c e p o u z e v rámci P A R o b l a s t i , n e o b l o k y sdílené m e z i P A R a M S Y 

oblastí, j a k b y l o pozorováno v t o m t o případě u koní. J e d n a z teorií předpokládá, že během 
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e v o l u c e došlo k nespecifickému párování n e b o nerovnoměrnému c r o s s i n g - o v e r u a homologní 

část s e g m e n t u z c h r o m o z o m u X b y l a transponována n a proximální k o n e c M S Y . P o d l e druhé 

t e o r i e b y l r e g i o n nejdříve duplikován n a Y c h r o m o z o m u a poté b y l v průběhu e v o l u c e j e d e n 

z duplikátů transponován z M S Y o b l a s t i d o P A R o b l a s t i ( R a u d s e p p & C h o w d h a r y 2 0 0 8 ) . 

Duplikovaná o b l a s t o b s a h u j e g e n y ARSFY a ARSHY, průměrná sekvenční i d e n t i t a m e z i P A R 

oblastí a M S Y oblastí b y l a v t o m t o úseku 9 8 , 8 %, což naznačuje, že j e t r a n s p o z i c e nedávného 

původu. Pomocí m e t o d y F I S H b y l o zjištěno, že j e t a t o t r a n s p o z i c e přítomna i u j iných 

koňovitých včetně o s l a (Equus asinus L i n n a e u s , 1 7 5 8 ) , z e b r y (Equus Burchelli G r a y , 1 8 2 4 ) 

a H a r t m a n o v y z e b r y horské (Equus zebra hartmannae M a t s c h i e , 1 8 9 8 ) (Janečka e t a l . 2 0 1 8 ) . 

3 . 1 . 1 . 4 Horizontální přenos g e n u ETSTY7 

V práci Janečka e t a l . ( 2 0 1 8 ) b y l popsán t r a n s k r i p t ETSTY7 g e n u , který v y k a z o v a l 

e x p r e s i v e v a r l a t e c h a b y l kódován 1 5 k o p i e m i g e n u , společně pokrývajících 5 0 k b 

nejproximálnější části M S Y o b l a s t i . V e l i k o s t každé z kopií, obsahující vždy 3 e x o n y , 

s e p o h y b o v a l a m e z i 2 , 8 a 5 , 7 k b . Analýza m e t o d o u F I S H ukázala masivní a m p l i f i k a c i P C R 

p r o d u k t u v rámci celého h e t e r o c h r o m a t i n u , stejně j a k o v e fakultativním h e t e r o c h r o m a t i n u 

X q l 7 - q 2 1 . Předpokládá s e , že t a t o p o l e j s o u potřebná k e s t a b i l i z a c i o b s a h u genů a zároveň 

k ochraně genů řídících s p e r m a t o g e n e z i (Janečka e t a l . 2 0 1 8 ) . 

Amplikonické s e k v e n c e g e n u ETSTY7 b y l y detekovány i u j iných koňovitých, a l e 

s odlišnými distribučními v z o r c i . O d h a d u j e s e , že genová r o d i n a £ T S T y 7 b y l a n a X c h r o m o z o m 

umístěna p o d i v e r g e n c i koňovitých a ostatních kopytníku a s i před 5 2 - 5 8 m i l i o n y l e t y , a l e 

zároveň před j e j i c h rozdělením, k e kterému došlo před 4 - 4 , 5 m i l i o n y l e t y . Následně b y l y 

s e k v e n c e amplifikovány a transponovány u koní n a Y c h r o m o z o m a u z e b e r n a Y c h r o m o z o m 

a zároveň některé a u t o z o m y (Janečka e t a l . 2 0 1 8 ) . 

Autoři p o z o r o v a l i sekvenční p o d o b n o s t g e n u ETSTY7 m e z i čeledí koňovití a p a r a z i t e m 

škrkavkou koňskou {Parascaris equorum) ( g e n o m e a s s e m b l y G e n B a n k L M 4 6 2 7 5 9 . 1 ) . P r o 

vyloučení možnosti, že s e jedná o k o n t a m i n a c i hostitelského d r u h u D N A p a r a z i t a b y l y 

navrženy specifické p r i m e r y p r o s e k v e n c i u koní, j iné p r o s e k v e n c i u parazitů a poté p r o 

sdílenou s e k v e n c i . P o u z e p r i m e r y p r o sdílenou s e k v e n c i b y l y amplifikovány u o b o u organismů, 

což d o k a z u j e , že s e n e j e d n a l o o k o n t a m i n a c i , a l e s n e j větší pravděpodobností o horizontální 

t r a n s f e r g e n u . O b l a s t h o m o l o g i e z a h r n o v a l a část i n t r o n u m e z i e x o n y 2 a 3 a e x o n 3 s 8 4 - 9 6 % 

sekvenční podobností s několika k o n t i g y v g e n o m u škrkavky (Janečka e t a l . 2 0 1 8 ) . 

B y l y sekvenovány a m p l i k o n y ETSTY7 genů z několika parazitů a j e j i c h různých 

vývojových stádií a b y l a prokázána 9 0 - 9 5 % sekvenční p o d o b n o s t m e z i p a r a z i t e m Parascaris 
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equorum a čeledí koňovití. N a základě těchto poznatků b y l vytvořen fylogenetický s t r o m , k d e 

b y l o možné p o z o r o v a t m n o h o sekvencí původem o d škrkavky umístěných n a různých místech 

v rámci celého s t r o m u , což naznačuje, že s e horizontální přenos pravděpodobně udál několikrát. 

A m p l i f i k a c e a t r a n s p o z i c e g e n u ETSTY7 v různých liniích koňovitých u k a z u j e , že s e jedná 

o mobilní a aktivní e l e m e n t , n e l z e však přesně určit časové období, k d y k přenosu došlo 

(Janečka e t a l . 2 0 1 8 ) . 

3.2 Androgenní receptor 

3.2.1 Stavba androgenního receptoru 

Androgenní r e c e p t o r ( A R ) j e l i g a n d e m aktivovaný transkripční f a k t o r , který s e řadí d o 

r o d i n y jaderných r e c e p t o r u p r o steroidní h o r m o n y . M e z i další členy r o d i n y jaderných r e c e p t o r u 

p r o steroidní h o r m o n y patří estrogenový r e c e p t o r ( E R ) , progesteronový r e c e p t o r ( P R ) , 

glukokortikoidní r e c e p t o r ( G R ) a mineralokortikoidní r e c e p t o r ( M R ) ( D a v e y & G r o s s m a n n 

2 0 1 6 ) . 

G e n p r o A R b y l poprvé charakterizován v r o c e 1 9 8 8 . Nachází s e v p o z i c i X q l l - 1 2 

n a dlouhém raménku c h r o m o z o m u X a o b s a h u j e 8 exonů. E x o n y kódují p r o t e i n o v e l i k o s t i 1 1 0 

k D a , který s e skládá z více než 9 0 0 a m i n o k y s e l i n . V e l i k o s t g e n u j e díky polymorfismům 

v 1 . e x o n u v e l m i variabilní ( C h a n g e t a l . 1 9 8 8 ) . 

J a k j e možné vidět n a Obrázku 5 , o b s a h u j e A R , stejně j a k o j iné jaderné r e c e p t o r y , tři 

funkční domény. Jedná s e o N - k o n c o v o u doménu ( N T D ) , D N A - v a z e b n o u doménu ( D B D ) 

a C - k o n c o v o u l i g a n d - v a z e b n o u doménu ( L B D ) . M e z i D B D a L B D j e umístěna krátká pantová 

o b l a s t ( Z h o u e t a l . 2 0 2 2 ) . 

N-koncová doména ( N T D ) , známá také j a k o o b l a s t a k t i v a c e t r a n s k r i p c e n e b o 

transaktivační doména, h r a j e klíčovou r o l i v t r a n s k r i p c i cílových genů. Zaujímá přibližně 

p o l o v i n u v e l i k o s t i g e n u p r o A R a její hlavní úlohou j e přenos signálu n a iniciační místo 

t r a n s k r i p c e ( J e n s t e r e t a l . 1 9 9 5 ) . J e kódována e x o n e m 1 a o b s a h u j e j e d n u z identifikovaných 

transkripčních aktivačních oblastí ( A F - 1 ) , která j e nezbytná p r o správné fungování A R a úzce 

i n t e r a g u j e s A F - 2 nacházející s e v L B D o b l a s t i ( D a v e y & G r o s s m a n n 2 0 1 6 ) . 

N T D o b s a h u j e d v a úseky tvořené r e p e t i c e m i a m i n o k y s e l i n g l u t a m i n u a g l y c i n u . T y t o 

r e p e t i c e j s o u polymorfní, což znamená, že s e j e j i c h počet u jedinců v rámci p o p u l a c e liší ( Z h o u 

e t a l . 2 0 2 2 ) . P o k u d s e v o b l a s t i nachází vyšší počet r e p e t i c , dochází k e snížení transaktivační 

a k t i v i t y A R , n a o p a k při nižším počtu r e p e t i c v y k a z u j e A R zvýšenou a k t i v i t u . P o k u d d o j d e 

1 7 



v této o b l a s t i k d e l e c i , může t o vést až k e čtyřnásobnému zvýšení a k t i v i t y mutovaného 

androgenního r e c e p t o r u v porovnání s normálním r e c e p t o r e m ( C a l l e w a e r t e t a l . 2 0 0 3 ) . 

N a N T D o b l a s t n a v a z u j e DNA-vazebná doména ( D B D ) , která patří m e z i nejvíce 

konzervované o b l a s t i v rámci celé r o d i n y jaderných r e c e p t o r u p r o steroidní h o r m o n y . 

J e kódována e x o n y 2 , 3 a částečně 4 a t y p i c k y o b s a h u j e m o t i v t z v . zinkových prstů. Jedná s e 

o d v a k o m p l e x y (N-koncový a C-koncový), které j s o u tvořeny čtyřmi cySteinovými z b y t k y 

vázajícími v sobě zinkový i o n t ( D a v e y & G r o s s m a n n 2 0 1 6 ) . T a t o o b l a s t j e klíčová p r o 

rozpoznání a v a z b u r e c e p t o r u d o specifické o b l a s t i n a D N A známé j a k o androgen-responzivní 

e l e m e n t y ( A R E , a n d r o g e n r e s p o n s i v e e l e m e n t s ) ( S h a f f e r e t a l . 2 0 0 4 ; D a v e y & G r o s s m a n n 

2 0 1 6 ) . První zinkový p r s t j e př ímo zodpovědný z a v a z b u s A R E , zatímco druhý zinkový p r s t 

s t a b i l i z u j e celý k o m p l e x a usnadňuje d i m e r i z a c i A R , jel ikož při steroidní r e g u l a c i t r a n s k r i p c e 

o b v y k l e nasedá A R j a k o h o m o d i m e r ( A R / A R ) (Hárd e t a l . 1 9 9 0 ; S h a f f e r e t a l . 2 0 0 4 ) . 

Z a D B D s e nachází krátká pantová o b l a s t n e b o l i h i n g e r e g i o n ( H ) . T a t o o b l a s t o b s a h u j e 

t z v . jaderný lokalizační signál ( N L S , n u c l e a r l o c a l i z a t i o n signál), který napomáhá přenosu 

p r o t e i n u z c y t o p l a z m y d o jádra. Dále o b s a h u j e jaderný exportní signál ( N E S , n u c l e a r e x p o r t 

signál), který j e potlačen v přítomnosti U g a n d u , a l e p o j e h o d i s o c i a c i napomáhá přesunu A R 

zpět d o c y t o p l a z m y ( T a n e t a l . 2 0 1 5 ) . 

C-koncová ligand-vazebná doména ( L B D ) j e kódována částí e x o n u 4 a e x o n y 5 - 8 . 

S t r u k t u r a L B D s e skládá z 1 1 a l f a šroubovic, d v o u antiparalelních b e t a skládaných listů 

a centrálního vazebného místa p r o a n d r o g e n ( S h a f f e r e t a l . 2 0 0 4 ) . V této o b l a s t i s e také nachází 

druhá z transkripčních aktivačních oblastí ( A F - 2 ) , což j e hydrofobní o b l a s t n a p o v r c h u 

r e c e p t o r u , která i n t e r a g u j e s A F - 1 v N T D . M u t a c e či d e l e c e v této o b l a s t i významně snižují 

transkripční a k t i v i t u v odpovědi n a l i g a n d ( D a v e y & G r o s s m a n n 2 0 1 6 ) . P o navázání U g a n d u 

dochází k e konformačním změnám, vytvoří s e vazebná k a p s a překrývající l i g a n d a d o j d e t a k 

k e s t a b i l i z a c i celého k o m p l e x u ( S h a f f e r e t a l . 2 0 0 4 ; Z h o u e t a l . 2 0 2 2 ) . 

L B D h r a j e esenciální r o l i v e vazbě U g a n d u , přičemž právě v a z b a androgenů n a A R j e 

klíčová p r o a k t i v a c i r e c e p t o r u . Jakékoli poškození n e b o v a r i a c e v této o b l a s t i o b v y k l e v e d o u 

k nemožnosti navázání androgenů n a A R a tím k e ztrátě f u n k c e r e c e p t o r u ( D a v e y & G r o s s m a n n 

2 0 1 6 ) . P o k u d s e p r o t e i n nachází volně v cytoplazmě b e z přítomnosti U g a n d u , j s o u d o této 

o b l a s t i vázány p r o t e i n y teplotního šoku ( H S P , h e a t - s h o c k p r o t e i n s ) , které udržují A R 

v optimální k o n f o r m a c i p r o navázání U g a n d u a zároveň zabraňují j e h o d e g r a d a c i 

proteolytickými e n z y m y . P o navázání U g a n d u d o j d e k d i s o c i a c i H P S a následně k přemístění 

A R d o jádra ( Z o u b e i d i e t a l . 2 0 0 7 ) . 
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q11-12 

Hinge region 

Obrázek 5 S t r u k t u r a g e n u p r o androgenní r e c e p t o r a vznikaj ícího p r o t e i n u ( P r o v e r b s - S i n g h e t a l . 2 0 1 5 ) . 

3.2.2 Princip fungování androgenního receptoru 

J a k b y l o zmíněno výše, v nepřítomnosti U g a n d u s e A R nachází volně v cytoplazmě. 

J e udržován v neaktivní formě vázaný v h e t e r o k o m p l e x u s p r o t e i n y teplotního šoku a ostatními 

c h a p e r o n y . Molekulární c h a p e r o n y s e účastní procesů j a k o j e skládání, a k t i v a c e , k o m u n i k a c e 

a r e g u l a c e transkripční a k t i v i t y u většiny steroidních hormonů ( Z o u b e i d i e t a l . 2 0 0 7 ) . 

P o d l e S h a f i e t a l . ( 2 0 1 3 ) existují čtyři různé možnosti, j a k může A R v buňce působit 

(Obrázek 6 ) . 

Cytokines, Growth Factors, Hormones 

I 2 3 4 

Obrázek 6 Schéma působení A R v buňce ( S h a f i e t a l . 2 0 1 3 ) . 
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V prvním případě ( 1 ) 5 a - d i h y d r o t e s t o s t e r o n ( D H T ) , který s e váže d o L B D způsobí 

konformační změny vedoucí k d i s o c i a c i chaperonových proteinů a e x p o z i c i N L S . K o m p l e x 

a n d r o g e n - A R s e přemístí d o jádra, k d e d i m e n z u j e a váže s e n a A R E cílových genů. 

Transkripční a k t i v i t a A R s navázanými a n d r o g e n y j e regulována specifickými p r o t e i n y 

známými j a k o koregulátory. Koregulátory s e vážou n a aktivovaný A R a s v o u a k t i v i t o u v e d o u 

k zesílení (koaktivátory) n e b o potlačení (koregulátory) t r a n s a k t i v a c e e x p r e s e cílových genů 

( Z o u b e i d i e t a l . 2 0 0 7 ; D a v e y & G r o s s m a n n 2 0 1 6 ) . B y l o popsáno více než 1 5 0 proteinů, které 

s e chovají j a k o koregulátory A R ( H e e m e r s & T i n d a l l 2 0 0 7 ) . Patří m e z i ně p 1 6 0 r o d i n a , 

p 3 0 0 / C B P , A R A 5 4 , A R A 5 5 a A R A 7 0 a m n o h o dalších proteinů. Mnohé z koregulátorů j s o u 

e n z y m y (histonové acetyltransferázy, metyltransferázy a kinázy), které působí n a rozvolňování 

chromatinové s t r u k t u r y a usnadňují t a k t r a n s k r i p c i . Koregulátory j s o u nezbytné p r o účinnou 

r e g u l a c i t r a n s k r i p c e cílových genů, p r o t o m o h o u m u t a c e v koregulátorech vést k e změnám 

v aktivitě A R a také způsobovat p o r u c h y v cílových tkáních ( W a n g e t a l . 2 0 0 5 ) . T e n t o p r o c e s , 

k d y s e p o přesunu d o jádra d i m e r A R váže n a konsenzuální v a z e b n o u s e k v e n c i D N A a zároveň 

dochází k vazbě koregulátorů a k a k t i v a c i t r a n s k r i p c e , j e j e d n o u z nejlépe popsaných d r a h 

působení A R v buňce ( S h a f i e t a l . 2 0 1 3 ) . 

Další možností j e nasedání korepresorů ( 2 ) n a A R , což může vést až k i n h i b i c i 

t r a n s k r i p c e . K o r e p r e s o r y m o h o u bránit vazbě A R n a D N A působením n a D B T (např. 

k a l r e t i k u l i n , D J B P , A R R 1 9 ) n e b o ovlivňovat ostatní části A R (např. P A K 6 , R A C K 1 , H D A C 1 ) . 

Zároveň m o h o u k o r e p r e s o r y působit i přes ovlivnění koaktivátorů a zabraňovat t a k j e j i c h 

i n t e r a k c i s A R ( W a n g e t a l . 2 0 0 5 ) . 

Dále ( 3 ) může A R a l e r e g u l o v a t t r a n s k r i p c i interakcí s j inými transkripčními f a k t o r y 

c e s t o u nezávislou n a vazbě D N A ( S h a f i e t a l . 2 0 1 3 ) . 

Poslední možností působení A R ( 4 ) j e t z v . mimojaderná s i g n a l i z a c e . V t o m t o případě 

aktivovaný A R není transportován d o jádra, a l e i n t e r a g u j e s kinázami ( A K T , S r c ) , což v e d e 

k a k t i v a c i kinázové kaskády. Kinázová kaskáda p a k může a k t i v o v a t další transkripční f a k t o r y 

b e z n u t n o s t i přímé v a z b y A R n a cílový g e n ( S h a f i e t a l . 2 0 1 3 ; D a v e y & G r o s s m a n n 2 0 1 6 ) . 

3.2.3 Ligandy 

P r o správné fungování A R j e klíčová v a z b a U g a n d u d o L B D . L i g a n d y m o h o u být děleny 

n a a g o n i s t y a a n t a g o n i s t y n a základě j e j i c h s c h o p n o s t i a k t i v o v a t / i n h i b o v a t t r a n s k r i p c i cílových 

genů. M e z i hlavní a g o n i s t y , které s e váží n a A R , patří a n d r o g e n y t e s t o s t e r o n a 5 a -

d i h y d r o t e s t o s t e r o n ( D H T ) . Jedná s e o samčí pohlavní h o r m o n y potřebné p r o vývoj samčího 

reprodukčního systému a sekundárních pohlavních znaků. T e s t o s t e r o n j e primárně syntetizován 
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z c h o l e s t e r o l u v Leydigových buňkách v e v a r l a t e c h , dále j e v menší míře produkován kůrou 

n a d l e d v i n , játry a vaječníky. Kromě A R t e s t o s t e r o n r e a g u j e i s dalšími steroidními r e c e p t o r y 

j a k o j e progesteronový a estrogenový r e c e p t o r ( L i n d z e y e t a l . 1 9 9 4 ; G a o e t a l . 2 0 0 5 ) . 

T e s t o s t e r o n může být v prostatě, kůži a játrech přeměňován n a s v o u b i o l o g i c k y 

aktivnější f o r m u , D H T , pomocí 5 a reduktázy. Malé množství t e s t o s t e r o n u ( 0 , 2 % ) může být 

také přeměněno n a e s t r a d i o l pomocí aromatázy, k čemuž dochází převážně v tukové tkáni. O b a 

způsoby m e t a b o l i s m u t e s t o s t e r o n u j s o u ireverzibilní p r o c e s y ( G a o e t a l . 2 0 0 5 ) . D H T j e 

b i o l o g i c k y aktivnější než t e s t o s t e r o n a váže s e n a A R s dvakrát vyšší a f i n i t o u . Zároveň má až 

pětkrát menší r y c h l o s t d i s o c i a c e v e srovnání s t e s t o s t e r o n e m ( D a v e y & G r o s s m a n n 2 0 1 6 ) . 

M e z i a n t a g o n i s t y s e řadí h o r m o n y steroidní i nesteroidní p o v a h y , které soupeří 

s a n d r o g e n y o místo v e vazebné doméně A R . Jedná s e především o syntetické U g a n d y 

využívané v klinické p r a x i např. p r o léčbu r a k o v i n y p r o s t a t y . M e z i běžně využívané syntetické 

U g a n d y patří 1 7 a - m e t y l t e s t o s t e r o n , propionát n e b o b i k a l u t a m i d ( G a o e t a l . 2 0 0 5 ) . 

3.3 Poruchy sexuálního vývoje - DSD 

V r o c e 2 0 0 6 přijala medicína k p o p i s u všech i n t e r s e x , hermafroditních 

a pseudohermafroditních stavů u člověka označení D S D ( d i s o r d e r s o f s e x u a l d e v e l o p m e n t ) 

n e b o l i p o r u c h y sexuálního vývoje. P o r u c h y sexuálního vývoje zahrnují vrozené s t a v y , které 

j s o u charakteristické atypickým vývojem chromozomálního, gonadálního n e b o anatomického 

pohlaví ( L e e e t a l . 2 0 0 6 ) . P r o domácí zvířata zatím není přítomný analogický k o n s e n z u s 

v názvosloví, p r o t o j s o u j e d i n c i , kteří vykazují atypický sexuální vývoj, o b v y k l e zařazováni d o 

jedné z e tří s k u p i n h e r m a f r o d i t i s r n u . Jedná s e o pravý h e r m a f r o d i t i s m u s , u těchto jedinců j s o u 

přítomna v a r l a t a i vaječníky, samčí h e r m a f r o d i t i s m u s , k d e j e přítomna testikulární tkáň 

u j e d i n c e , který v y k a z u j e samicí f e n o t y p a samicí h e r m a f r o d i t i s m u s , u kterého j e přítomná 

vaječníková tkáň u jedinců s e samčím f e n o t y p e m . U domácích zvířat j e také často používán 

termín „sex r e v e r s a l " , který z a h r n u j e širokou škálu vývojových a pohlavních a b n o r m a l i t 

( M o n t e i r o d a S i l v a e t a l . 2 0 2 0 ) . 

Počátek výzkumu v o b l a s t i D S D u koní s e d a t u j e d o 7 0 . l e t 2 0 . století. V této době b y l a 

využívána k a r y o t y p i z a c e barvených chromozomů p r o zjištění j e j i c h m o r f o l o g i e n e b o 

abnormálního počtu ( R i c h e r e t a l . 1 9 9 0 ) . N e b y l o však možné p o t v r d i t či vyvrátit přítomnost 

Y c h r o m o z o m u , d o k u d n e b y l y v y v i n u t y m e t o d y chromozómového pruhování. Až díky využití 

S o u t h e r n b l o t t u s lidskými s o n d a m i p r o g e n SRY b y l o d h a l e n první případ koně s g e n o t y p e m 

X Y S R Y negativní ( P a i l h o u x e t a l . 1 9 9 5 ) . Později b y l y navrženy i první specifické p r i m e r y p r o 

označení S R Y negativních k l i s e n (Mákinen e t a l . 1 9 9 9 ) . 
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V posledních desetiletích b y l o u koní p r o v e d e n o m n o h o molekulárních studií, 

n a základě kterých b y l y identifikovány 4 obecné t y p y D S D . Jedná s e o 6 3 X O ; 6 4 X X S R Y 

negativní; 6 4 X Y S R Y pozitivní a 6 4 X Y S R Y negativní. P o m o n o s o m i i X c h r o m o z o m u 

( 6 3 X O ) patří u koní p o r u c h a jedinců s e samicím f e n o t y p e m a k a r y o t y p e m 6 4 X Y , označována 

také j a k o s y n d r o m androgenní i n s e n z i t i v i t y , m e z i nejčastěji s e vyskytující p o r u c h y sexuálního 

vývoje ( R a u d s e p p e t a l . 2 0 1 0 ) . 

3.3.1 Syndrom androgenní insenzitivity u koní 

S y n d r o m androgenní i n s e n z i t i v i t y ( A I S ) j e výsledkem d i s f u n k c e androgenního 

r e c e p t o r u a j e častou příčinou p o r u c h pohlavního vývoje ( M o n g a n e t a l . 2 0 1 5 ) . T e n t o s y n d r o m 

b y l v e l m i dobře zmapován j a k u lidí, t a k u domestikovaných koní. Jedná s e o recesivně dědičné 

onemocnění s v a z b o u n a c h r o m o z o m X , postižení j e d i n c i j s o u charakterizováni samicím 

f e n o t y p e m a samčím k a r y o t y p e m 6 4 , X Y S R Y pozitivní. F e n o t y p A I S d o jisté míry závisí n a 

s t u p n i a k t i v i t y reziduálního androgenního r e c e p t o r u . M e z i j e d i n c i j e pozorována velká 

fenotypová h e t e r o g e n i t a , f e n o t y p jedinců X Y s e může p o h y b o v a t o d femininních až p o v e l m i 

maskulinní j e d i n c e (Villagómez e t a l . 2 0 1 1 ; W e l s f o r d e t a l . 2 0 1 7 ) . S R Y pozitivní j e d i n c i mají 

často větší tělesné p r o p o r c e , zvýšenou h l a d i n u t e s t o s t e r o n u v k r v i , abnormální vnější genitálie 

a různé stupně gonadální d y s g e n e z e . Dále bývají přítomny známky chování podobného 

hřebčímu j a k o j e shánění stáda s h l a v o u u země, naskakování n a k l i s n y v říji n e b o a g r e s i v i t a 

vůči ostatním hřebcům ( R a u d s e p p e t a l . 2 0 1 0 ) . 

Příčinou t o h o t o s y n d r o m u j e m u t a c e v g e n u p r o androgenní r e c e p t o r , který kóduje 

cytoplazmatický receptorový p r o t e i n zodpovědný z a zprostředkování m a s k u l i n i z a c e 

a v i r i l i z a c e během vývoje j e d i n c e . M u t a c e v g e n u p r o A R má z a následek různé stupně 

androgenní r e z i s t e n c e a způsobuje většinu f o r e m samčí n e p l o d n o s t i ( W e l s f o r d e t a l . 

2 0 1 7 ) . Ačkoli u lidí b y l o d o současnosti popsáno více než 1 0 0 0 mutací způsobujících s y n d r o m 

androgenní i n s e n z i t i v i t y , u koní j e výzkum týkající s e molekulární p o d s t a t y A I S o m e z e n p o u z e 

n a několik studií. 

Révay e t a l . ( 2 0 1 2 ) p o p s a l i vzácný t y p patogenní v a r i a n t y v e s t a r t k o d o n u ( c . l A > G ) , 

která v e d l a k úplné androgenní r e z i s t e n c i u tří členů r o d i n y p l e m e n e americký q u a r t e r horše. 

V práci B o l z o n e t a l . ( 2 0 1 6 ) b y l a identifikována m i s s e n s e m u t a c e v e x o n u 

4 ( c . 2 0 4 2 G > C ) u členů r o d i n y plnokrevníků T h o r . Předpokládá s e , že t a t o m u t a c e v e d e 

k s u b s t i t u c i v y s o c e konzervovaného tryptofanového z b y t k u s e r i n e m v C-koncové l i g a n d 

vázající doméně androgenního r e c e p t o r u . 
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W e l s f o r d e t a l . ( 2 0 1 7 ) v e své s t u d i i p o p s a l i 2 5 n t d l o u h o u d e l e c i v e x o n u 2 

( c . l 6 3 0 _ 1 6 5 4 d e l ) u teplokrevných koní, která pravděpodobně v e d e k e zkrácení p r o t e i n u 

a nepříznivým změnám v e vazebné kapacitě r e c e p t o r u . 

V i l l a g o m e z e t a l . ( 2 0 2 0 ) p r e z e n t o v a l i další dvě m u t a c e , které b y m o h l y způsobovat 

s y n d r o m androgenní i n s e n z i t i v i t y . V prvním případě s e jedná o d e l e c i j e d n o h o n u k l e o t i d u 

( c . l 8 3 d e l ) , která v e d e k p o s u n u čtecího rámce a k předpokládanému zkrácení p r o t e i n u 

a předčasnému ukončení t r a n s l a c e n a p o z i c i 4 5 2 . T a t o d e l e c e s e nachází v místě jedné 

z několika serinových fosforylací v androgenním r e c e p t o r u . M u t a c e ovlivňuje Seról koňského 

androgenního r e c e p t o r u , který j e u lidí konzervován j a k o S e r 8 3 . S e r 8 3 j e j e d n o z n e j větších 

stechiometrických fosforylačních míst v lidském androgenním r e c e p t o r u a značně ovlivňuje 

j e h o f u n k c i . U lidí b y l pozorován stejný případ 1 0 n t dlouhé d e l e c e , k t e r o u p o p s a l i A u d i e t a l . 

( 2 0 1 0 ) . U d v o u ovlivněných jedinců n e b y l a v laboratorních t e s t e c h prokázána žádná substrát -

vázající a k t i v i t a androgenního r e c e p t o r u . T a t o v a r i a n t a v e d l a k e stejnému posunutí čtecího 

rámce a předčasnému ukončení t r a n s l a c e j a k o u případu k l i s n y v práci V i l l a g o m e z e t a l . ( 2 0 2 0 ) , 

z čehož autoři usuzují, že v a r i a n t a c . l 8 3 d e l T může být považována z a p a t o l o g i c k o u i u koní. 

U druhého j e d i n c e b y l a n a l e z e n a rozdílná sekvenční v a r i a n t a ( c . 2 1 3 2 C > T ) , která v e d l a 

k záměně k o d o n u G C C z a k o d o n G T C . T a t o v a r i a n t a g e n u způsobuje m i s s e n s e změnu 

a m i n o k y s e l i n y a l a n i n u n a v a l i n ( A l a 7 1 1 V a l ) . M i s s e n s e v a r i a n t a g e n u s e nacházela v e x o n u 5 , 

což j e část ligand-vázající domény ( L B D ) . T a t o v e l m i konzervovaná proteinová doména j e 

zodpovědná z a děje související s v a z b o u androgenů, j e j i c h aktivací a dimerizací, p r o t o j e p r o 

správnou f u n k c i A R stěžejní. U lidí b y l o nejvíce m i s s e n s e mutací popsáno právě v L B D 

doméně ( V i l l a g o m e z e t a l . 2 0 2 0 ) . 
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E2 C.1A>G 

1 p^VOLGLGRVYPRPPSKTYBGAFQNLFQSVREVIONPGPRHPEAASAAPPGAHLOQOOET 60 
:...:-V:MÍ,: ™° 

61 SPRCTOQQGEDGSPQTQSRGPTGYLALEEEQQPSQQPSAPEGHPESGRVPEARAALAAGK 120 

121 GLQOQPPAPPDEDDSAAPSTLSLLGPTFPGLSSCSADLKDILSEAGTHQLLQOQQQEWS 180 

181 EGSSSGRAREAAGAPTCSKDSYLGCSSTISDSAKELCKAVSVSMGLGVEALEHLSPGEQL 240 

241 RGDCMYAPLLGGPPAVRPTSCAPRAECKGSLLDNGPGKGTEETAEYSPFKAGYAKGLDGE 300 

301 SLGCSGSGEAGGSGTLELPSTLSLYKPGAVDEAAVYQSRDYYNFPLALPGPPPPAPPPHP 360 

361 HARIKLENPLDYGSAWAAAAQCRYGDLAGLHGGGAAGPGSGSPSAAASSSWHTLFTAEEG 420 

421 QLYGPCSGGGGGSAGEAGTVAPYGYTRPPQGLAGQEGDFPPPDVWYPGGMGSRVPYPSPS 480 

E2 
481 CVKSEMGPWMESYSGPYGDMPJLETARDHVLPIDYYFPPQKTCLICGDEASGCHYGALTCG 540 

p.Val544 G l u 5 5 1 d e l - ř " 
«3 °™> E4 

541 SCKVFTKPJUIB|;KQKYLCASRNDCTIDKFRRKNCPSCRLRKCYEAGMTLG^RKLKKLGNL 600 

601 KLQEEGEASSATSPTEEPTOKLTVSHIEGYECQPIFLNVLEAIEPGVVCAGHDNNQPDSF 660 

p . T r p 6 B l S e r E5 p.Ala711Val " * 
661 AALLSSLNEEGERQLVHVVK)J\KALPGfRNLHVDDQHAVIQYSWMGLHVFB4GWRSFTNV 720 

E6 E7 
721 NSRMLYFAPDLVFNEYR^IHKSRMYSOCVRMRHLSOEFGWLQITPOEFLCMKALLLFSljlP 780 

E8 
781 VDGLKNQKFFDELRMNYIKELDRIIACKRKNPTSCSRRFYQLTKLLDSVQPI^UÍELHQFT 840 

841 FDLLIKSHMVSVDFPEMMAEIISVOVPKILSGKVKPIYFHTQ 882 

Obrázek 7 Pa togenní v a r i a n t y v g e n u p r o androgenní r e c e p t o r u koní . 
Funkčn í domény j s o u znázorněny š ipkami, N T D = N - k o n c o v á doména , D B D = DNA-váza j íc í doména , 

L B D = l igand-vázající doména . E x o n y j s o u popsány j a k o E 1 - E 8 ( V i l l a g o m e z e t a l . 2 0 2 0 ) . 

3.3.2 Syndrom androgenní insenzitivity u lidí 

H i s t o r i c k y b y l A I S známý p o d různými jmény j a k o Morrisův s y n d r o m ( M o r r i s 1 9 5 3 ) , 

Rosewaterův s y n d r o m ( R o s e w a t e r 1 9 6 5 ) n e b o Aimanův s y n d r o m ( A i m a n e t a l . 1 9 7 9 ) . Různá 

jména poukazují n a rozdíly v e f e n o t y p e c h pacientů, p r o t o d l o u h o p a n o v a l m e z i lékaři názor, že 

j s o u p o r u c h y způsobeny odlišnou etiologií. T e p r v e r o z b o r rodokmenů r o d i n s recidivující 

patologií a také p o k r o k v molekulární d i a g n o s t i c e o d h a l i l , že s e s y n d r o m androgenní 

i n s e n z i t i v i t y vyznačuje různými fenotypovými p r o j e v y , které reflektují různé m u t a c e v g e n u 

p r o androgenní r e c e p t o r (Gulía e t a l . 2 0 1 8 ) . 

U lidských pacientů může být s y n d r o m androgenní i n s e n z i t i v i t y p o d l e klinických nálezů 

a projevů p o r u c h y dělen n a kompletní s y n d r o m androgenní i n s e n z i t i v i t y ( C A I S ) , s y n d r o m 

částečné androgenní i n s e n z i t i v i t y ( P A I S ) a mírný s y n d r o m androgenní i n s e n z i t i v i t y ( M A I S ) . 

Mírná f o r m a A I S ( M A I S ) s e u pacientů s normálním mužským v z h l e d e m může p r o j e v i t 

d e f e k t e m s p e r m a t o g e n e z e , redukcí sekundárního ochlupení n e b o zvětšením prsních žláz. 

U pacientů s částečnou androgenní i n s e n z i t i v i t o u ( P A I S ) většinou n e j s o u vnější genitálie plně 

maskulinizované, bývá přítomen m i k r o p e n i s , androgenní i n s e n z i t i v i t a však není dostatečně 

silná n a t o , a b y způsobila úplnou f e m i n i z a c i j e d i n c e . U jedinců s C A I S s e o b j e v u j e plně 

vyvinutý feminní f e n o t y p s typickými ženskými vnějšími genitáliemi. C A I S f e n o t y p j e s p o j e n 
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s mutací g e n u p r o androgenní r e c e p t o r , která z c e l a naruší f u n k c i r e c e p t o r u a cílové buňky t a k 

nereagují n a t e s t o s t e r o n a n i D H T ( H u g h e s e t a l . 2 0 1 2 ; Gulía e t a l . 2 0 1 8 ) . 

D o současnosti b y l o popsáno více než 1 0 0 0 mutací v g e n u p r o androgenní r e c e p t o r , 

které j s o u spojovány s A I S . M u t a c e , které v e d o u k C A I S a P A I S , s e většinou nacházejí v L B D 

o b l a s t i a m u t a c e spojené s M A I S j s o u o b v y k l e lokalizovány v N T D o b l a s t i . M u t a c e v D B D 

o b l a s t i bývají v e l m i vzácné v e všech f e n o t y p e c h A I S . B y l y popsány také m u t a c e způsobené 

p o s u n e m čtecího rámce n e b o alternativním sestřihem intronů. M e z i p a c i e n t y s P A I S b y l o 

9 3 , 8 % mutací kategorizováno j a k o m i s s e n s e m u t a c e a 6 8 , 8 % mutací b y l o lokalizováno v L B D 

o b l a s t i ( M o n g a n e t a l . 2 0 1 5 ) . U lidských pacientů z a h r n u j e léčba s y n d r o m u androgenní 

i n s e n z i t i v i t y primárně a n g i o p l a s t i k u zevního genitálu a hormonální léčbu ( Z h o u e t a l . 2 0 2 2 ) . 

3.4 Metody analýzy využívané v diagnostice AIS 

3.4.1 Real-Time P C R / q P C R 

Kvantitativní P C R v reálném čase j e molekulární m e t o d a umožňující s p e c i f i c k o u 

a r e p r o d u k o v a t e l n o u k v a n t i f i k a c i nukleových k y s e l i n . T a t o m e t o d a umožňuje d e t e k c i i v e l m i 

malého množství výchozí D N A ( H e i d e t a l . 1 9 9 6 ) . Při konvenční P C R s e amplifikovaný 

p r o d u k t D N A d e t e k u j e p o skončení analýzy pomocí elektroforézy, n a o p a k při r e a l - t i m e P C R 

s e k u m u l a c e amplifikovaného p r o d u k t u měří v průběhu r e a k c e v reálném čase a k v a n t i f i k a c e 

p r o d u k t u s e provádí p o každém c y k l u ( S e i f i e t a l . 2 0 1 2 ) . 

Hlavní výhodou P C R v reálném čase o p r o t i běžné P C R j e , že umožňuje s v y s o k o u 

přesností s t a n o v i t počáteční počet kopií templátové D N A . D a t a z r e a l - t i m e P C R l z e navíc 

v y h o d n o t i t i b e z gelové elektroforézy, což v e d e k e zkrácení času potřebného k i n t e r p r e t a c i 

výsledků ( B i o - R a d L a b o r a t o r i e s , I n c . 2 0 0 6 ) . 

3 . 4 . 1 . 1 P r i m e r y 

Úspěšná r e a k c e P C R v reálném čase vyžaduje účinnou a s p e c i f i c k o u a m p l i f i k a c i 

p r o d u k t u . P r o správný průběh r e a k c e j e třeba věnovat p o z o r n o s t j a k výběru vhodné cílové 

s e k v e n c e , t a k navržení primerů. K t o m u t o účelu j e k d i s p o z i c i řada volně i komerčně 

dostupných softwarových programů. M e z i volně dostupné p r o g r a m y s e řadí např. P r i m e r 3 , 

který b y l použit i p r o účely této práce ( R o z e n & S k a l e t s k y 1 9 9 9 ) . 

P r i m e r y j s o u krátké o l i g o n u k l e o t i d y , které z o b o u s t r a n ohraničují cílovou s e k v e n c i 

určenou p r o a m p l i f i k a c i . J e j i c h v e l i k o s t b y s e měla p o h y b o v a t v rozmezí o d 1 8 d o 3 0 nukleotidů 

s o b s a h e m G C bází 5 0 - 6 0 %. Kratší s e k v e n c e primerů b y n e m u s e l y být specifické a m o h l o b y 
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docházet k sekundární h y b r i d i z a c i ( D i e f f e n b a c h e t a l . 1 9 9 3 ) . J e třeba, a b y u příměrů 

nedocházelo k e komplementaritě zejména n a 3 ' k o n c i a tím k e v z n i k u primer-dimerů. T e p l o t a 

tání ( T m ) , která slouží k e k o n t r o l e v z n i k u nespecifických produktů, b y s e měla p o h y b o v a t 

v rozmezí 5 0 až 6 5 °C ( B i o - R a d L a b o r a t o r i e s , I n c . 2 0 0 6 ) . Jedná s e o t e p l o t u , při které dochází 

k rozvolnění vodíkových můstků m e z i p r i m e r y a m o l e k u l o u D N A , p o k u d b y b y l a vyšší, m o h l o 

b y dojít k sekundárnímu a n n e a l i n g u ( D i e f f e n b a c h e t a l . 1 9 9 3 ; S e i f i e t a l . 2 0 1 2 ) . 

Ideální v e l i k o s t cílového amplifikovaného p r o d u k t u b y s e měla p o h y b o v a t v rozmezí 

7 5 - 2 0 0 b p . Kratší a m p l i k o n y s e nedoporučují z důvodu snadné záměny s p r i m e r y - d i m e r y , které 

m o h o u při r e a k c i v z n i k a t . A m p l i k o n y b y neměly tvořit sekundární s t r u k t u r u a n i o b s a h o v a t víc 

než 4 opakování jednotlivých bází z a s e b o u ( B i o - R a d L a b o r a t o r i e s , I n c . 2 0 0 6 ) . 

Reakční směs p r o r e a l - t i m e P C R s e skládá z e stejných k o m p o n e n t j a k o směs p r o 

k l a s i c k o u P C R . O b s a h u j e D N A polymerázu, p r i m e r y , všechny čtyři t y p y nukleotidů, reakční 

p u f r , horečnaté i o n t y , fluorescenční m o l e k u l y a v o d u ( B i o - R a d L a b o r a t o r i e s , I n c . 2 0 0 6 ) . 

3 . 4 . 1 . 2 Průběh r e a k c e 

T e c h n o l o g i e r e a l - t i m e P C R f u n g u j e stejně j a k o klasická P C R . P r i n c i p m e t o d y j e založen 

n a r e p l i k a c i nukleových k y s e l i n , pomocí c y k l i c k y s e opakujících základních k r o k u j e možné 

vytvořit velké množství kopií specifického úseku D N A ( B i o - R a d L a b o r a t o r i e s , I n c . 2 0 0 6 ) . 

A m p l i f i k a c e specifických částí D N A probíhá pomocí e n z y m u polymerázy D N A , 

nejčastěji s e využívá termostabilní Taq-polymeráza, která j e izolována z termofilní b a k t e r i e 

Thermus aquaticus ( B r o c k & F r e e z e 1 9 6 9 ) . Jedná s e o e n z y m , který má klíčové v l a s t n o s t i 

potřebné p r o úspěšnou P C R r e a k c i . Taq-polymeráza má s c h o p n o s t vytvářet nová vlákna D N A 

pomocí D N A templátu a primerů a zároveň j e odolná vůči t e p l u . Druhá v l a s t n o s t j e nezbytná, 

protože p o každém c y k l u kopírování D N A musí být výsledná dvouřetězcová D N A rozdělena 

n a jednotlivá vlákna pomocí vysoké t e p l o t y (Valašek & R e p a 2 0 0 5 ) . 

R o z p a d vodíkových můstků a d i s o c i a c e dvouvláknové m o l e k u l y D N A n a dvě 

jednovláknové m o l e k u l y j e označován j a k o d e n a t u r a c e . D e n a t u r a c e probíhá většinou při 9 5 °C, 

d o b a trvání j e specifická, o b v y k l e se jedná o desítky s e k u n d ( L o r e n z 2 0 1 2 ) . Následuje ochlazení 

r e a k c e n a 5 0 - 6 0 °C, a b y m o h l o dojít k nasednutí oligonukleotidových primerů n a 

jednovláknovou templátovou D N A , t e n t o p r o c e s s e označuje j a k o a n n e a l i n g . Ideální t e p l o t a p r o 

nasedání primerů j e ovlivněna délkou, sekvencí i množstvím primerů v r e a k c i ( B i o - R a d 

L a b o r a t o r i e s , I n c . 2 0 0 6 ) . P o nasednutí primerů dochází k opětovnému zvýšení t e p l o t y n a 6 5 - 7 5 

°C a a k t i v a c i Taq-polymerázy, která f u n g u j e nejlépe při 7 2 °C. Posledním k r o k e m j e e l o n g a c e , 

která spočívá v prodlužování primerů přidáváním komplementárních volných nukleotidů 
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pomocí D N A polymerázy, čímž dochází k vytvoření nového vlákna D N A (Valašek & R e p a 

2 0 0 5 ; A r y a e t a l . 2 0 1 4 ) . T y t o tři k r o k y s e c y k l i c k y opakují, obvyklý počet opakování j e 

2 5 - 3 5 cyklů. P o k u d r e a k c e f u n g u j e s d o k o n a l o u účinností, množství p r o d u k t u P C R s e během 

každého c y k l u zdvojnásobí ( B i o - r a d L a b o r a t o r i e s , I n c . 2 0 0 6 ) . 

3 . 4 . 1 . 3 K i n e t i k a r e a k c e 

D e t e k c e produktů P C R v reálném čase j e umožněna tím, že r e a k c e o b s a h u j e 

fluorescenční m o l e k u l y , které hlásí nárůst množství D N A úměrným nárůstem fluorescenčního 

signálu. M e z i m e t o d y d e t e k c e patří b a r v i v a vázající D N A ( j a k o např. S Y B R G r e e n I ) 

a fluorescenčně značené sekvenčně specifické p r i m e r y n e b o s o n d y ( A r y a e t a l . 2 0 1 4 ) . 

N a Obrázku 8 j e z o b r a z e n g r a f , který r e p r e z e n t u j e průběh r e a l - t i m e P C R . R e a k c e j e 

rozdělena n a fázi exponenciální a n a fázi neexponenciální n e b o l i p l a t o fázi. Během 

exponenciální fáze s e množství P C R p r o d u k t u v každém c y k l u přibližně zdvojnásobí, postupně 

však dochází k e spotřebování reakčních složek. Když s e některá z potřebných k o m p o n e n t z c e l a 

vyčerpá, r e a k c e s e zpomalí a přechází d o fáze p l a t o , o b v y k l e m e z i 2 8 - 4 0 c y k l e m ( B i o - R a d 

L a b o r a t o r i e s , I n c . 2 0 0 6 ) . 

Z počátku signál f l u o r e s c e n c e n e l z e odlišit o d signálu pozadí, i když množství p r o d u k t u 

r o s t e exponenciálně. V momentě, k d y s e nahromadí dostatečné množství amplifikovaného 

p r o d u k t u , vzniká detekovatelný signál. H o d n o t a takového c y k l u j e označována j a k o prahový 

c y k l u s n e b o l i C T a j e určována především množstvím templátu přítomného n a počátku r e a k c e . 

P o k u d d o r e a k c e v s t u p u j e velké množství templátu, b u d e k a m p l i f i k a c i potřeba menší počet 

cyklů než při malém počátečním množství D N A ( B i o - R a d L a b o r a t o r i e s , I n c . 2 0 0 6 ) . 

Obrázek 8 Amplif ikační g r a f zobrazující p růběh r e a l - t i m e P C R . N a o s e X j e z o b r a z e n počet cyklů, 
n a o s e Y j e v y n e s e n a mí ra f l u o r e s c e n c e ( B i o - R a d L a b o r a t o r i e s , I n c . 2 0 0 6 ) . 
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3 . 4 . 1 . 4 I n t e r p r e t a c e výsledků 

Kvantitativní P C R v reálném čase j e také známá j a k o analýza q P C R . Existují dvě 

možnosti k v a n t i f i k a c e výsledků q P C R . 

Absolutní k v a n t i f i k a c e spočívá v určení skutečného počtu kopií nukleové k y s e l i n y 

v daném v z o r k u . T o vyžaduje n e j p r v e sériově zředěné s t a n d a r d y o známých koncentracích p r o 

vytvoření standardní křivky. Standardní křivka vyjadřuje lineární v z t a h m e z i C T a počátečním 

množstvím nukleové k y s e l i n y v r e a k c i ( S e i f i e t a l . 2 0 1 2 ) . H o d n o t y C T U testovaných v z o r k u j e 

možné porovnávat s e standardní křivkou a n a základě t o h o určit množství nukleové k y s e l i n y 

v daném v z o r k u (Valašek & R e p a 2 0 0 5 ; A r y a e t a l . 2 0 1 4 ) . 

P r o přesnou a s p o l e h l i v o u k v a n t i f i k a c i j e klíčové, a b y b y l a určena e f i c i e n c e r e a k c e . 

E f i c i e n c e n e b o l i účinnost r e a k c e s e vypočítá z e s k l o n u standardní křivky pomocí v z o r c e : 

E = 1 0 - 1 / s k l o n 

V ideálním případě p o r o s t e množství p r o d u k t u P C R během každého c y k l u 

exponenciálně, což znamená, že d o j d e k e dvojnásobnému nárůstu počtu kopií s každým 

c y k l e m . E f i c i e n c e r e a k c e b y v t o m t o případě b y l a rovná 2 . Optimální s k l o n standardní křivky 

j e - 3 , 3 2 , rozpětí h o d n o t přijatelné v e x p e r i m e n t e c h j e uváděno o d - 3 , 6 d o - 3 , 1 . Ideální účinnost 

proběhlé r e a k c e s e p o h y b u j e v rozmezí 9 0 až 1 1 0 %. K o e f i c i e n t d e t e r m i n a c e ( R 2 ) , b y měl být 

vyšší než 0 , 9 8 ( B i o - R a d L a b o r a t o r i e s , I n c . 2 0 0 6 ) . 

O p r o t i absolutní k v a n t i f i k a c i měří relativní k v a n t i f i k a c e změny v ustálených hladinách 

požadovaného g e n u v e v z t a h u k referenčnímu g e n u . Referenční g e n j e takový, jehož h l a d i n a j e 

konstantní v e všech testovaných vzorcích a u kterého s e nepředpokládá změna e x p r e s e během 

e x p e r i m e n t u ( B i o - R a d L a b o r a t o r i e s , I n c . 2 0 0 6 ) . J a k o vhodné referenční g e n y slouží 

houskeepingové g e n y , které j s o u syntetizovány všemi jadernými buňkami v těle. M e z i 

nejčastěji využívané referenční g e n y s e řadí např. b e t a - a k t i n n e b o b e t a - t u b u l i n ( L e m m a e t a l . 

2 0 1 6 ) . Protože není známé absolutní množství kontrolního g e n u , l z e u t o h o t o t y p u k v a n t i f i k a c e 

z j i s t i t p o u z e relativní změny e x p r e s e . T o ovšem nemusí z n a m e n a t problém, protože v m n o h a 

případech může být násobná změna e x p r e s e p r o e x p e r i m e n t dostatečně informativní (Valašek 

& R e p a 2 0 0 5 ) . 

3.4.2 Dropletová digitální P C R 

Dropletová digitální P C R ( d d P C R ) j e m e t o d a , která p r a c u j e n a p r i n c i p u absolutní 

k v a n t i f i k a c e sekvencí nukleových k y s e l i n . Umožňuje c i t l i v o u a s p e c i f i c k o u d e t e k c i 

jednotlivých templátových m o l e k u l , zároveň j e méně citlivá k i n h i b i c i než klasická P C R . 
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M e t o d a d d P C R j e využívána v m n o h a o b l a s t e c h g e n e t i k y , kromě absolutní k v a n t i f i k a c e počtu 

m o l e k u l D N A slouží např. k d e t e k c i vzácných mutací, zjišťování genové e x p r e s e , analýze 

m i k r o R N A n e b o zaznamenávání editací v g e n o m u ( B i o - R a d L a b o r a t o r i e s , I n c . 2 0 1 2 ) . 

3 . 4 . 2 . 1 Průběh r e a k c e 

P r i n c i p k v a n t i f i k a c e pomocí d d P C R spočívá v rozdělení reakční směsi d o m n o h a 

nezávislých dílčích oddílů. Rozdělení probíhá n a základě P o i s s o n o v a rozdělení a každý z oddílů 

o b s a h u j e několik, j e d n u n e b o žádnou cílovou s e k v e n c i D N A (Obrázek 9 ) . V každém oddíle p a k 

probíhá a m p l i f i k a c e samostatně a oddíly obsahující amplifikované cílové s e k v e n c e j s o u 

detekovány fluorescencí ( Q u a n e t a l . 2 0 1 8 ) . 

K s e p a r a c i jednotlivých m o l e k u l D N A dochází pomocí t v o r b y dropletů. Před 

provedením P C R r e a k c e j e v z o r e k s reakční směsí smíchán s o l e j e m a c h e m i c k y aktivními 

látkami p r o s t a b i l i z a c i r e a k c e . V generátoru kapének p a k probíhá e m u l g a c e v z o r k u , při které 

dochází k rozdělení směsi d o 2 0 0 0 0 nanolitrových kapének. Kapénky j s o u přeneseny n a 

9 6 j a m k o v o u P C R destičku a následuje a m p l i f i k a c e v klasickém t e r m o c y k l e r u . P o proběhlé 

a m p l i f i k a c i j e destička přesunuta d o čtečky k a p e k , která j e schopná a n a l y z o v a t přítomnost 

pozitivních dropletů ( B i o - R a d L a b o r a t o r i e s , I n c . 2 0 1 2 ; Fialová e t a l . 2 0 1 9 ) . 

3 . 4 . 2 . 2 D e t e k c e produktů 

Klíčový rozdíl m e z i q P C R a d d P C R spočívá v e způsobu hodnocení původního množství 

cílové s e k v e n c e D N A v e v z o r k u . V q P C R j e r e a k c e monitorována během p r o c e s u a m p l i f i k a c e 

a k v a n t i f i k a c e j e založen n a analýze fluorescenčního signálu v exponenciální fázi r e a k c e . 

N a p r o t i t o m u d d P C R d e t e k u j e fluorescenční signály až p o skončení r e a k c e n a základě 

zobrazovacího s o f t w a r u ( Q u a n e t a l . 2 0 1 8 ) . Není třeba s e s t r o j o v a t kalibrační křivku, protože 

vyhodnocení r e a k c e probíhá n a základě binomické s t a t i s t i k y . Kapénky s pozitivním signálem 

j s o u označeny h o d n o t o u 1 , kapénky s negativním signálem h o d n o t o u 0 . S o f t w a r e Q u a n t a S o f t 

s a m p l e 
p r e p a r a t i o n p a r t i t i o n i n g a m p l i f i c a t i o n d e t e c t i o n 

c D N A , 
g D N A . 

R N A , ... 

--0OOOO ©oooo ©oooo--
-OQOQO-- w - O O Q ® 0 - - w - O O Q ® 0 - -
- - - -©O0OO--- -^-- -®O®OO---^-®O®OO--- -
- - 0 0 0 0 0 o o o o o o o o o o -

Obrázek 9 S c h e m a t i c k y znázorněný p r i n c i p d d P C R ( Q u a n e t a l . 2 0 1 8 ) . 
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j e schopný p o d l e počtu pozitivních kapének vůči j e j i c h celkovému počtu zpětně s t a n o v i t 

počáteční k o n c e n t r a c i detekované s e k v e n c e ( B i o - R a d L a b o r a t o r i e s , I n c . 2 0 1 2 ) . 

N a Obrázku 1 0 j e možné vidět výstup z d d P C R , n a o s e X j e zobrazený počet dropletů 

a n a o s e Y síla fluorescenčního signálu. N a g r a f u j s o u v y n e s e n y všechny kapénky, pozitivní 

kapénky, nacházející s e n a d červenou linií, j s o u označené modře. Kapénky nacházející s e p o d 

červenou p r a h o v o u linií j s o u považovány z a negativní a j e j i m přidělena h o d n o t a 0 ( B i o - R a d 

L a b o r a t o r i e s , I n c . 2 0 1 2 ) . 

14.000 - i 

12.000 " . . . . 

o -\ 1 1 1 1 1 1 1 
0 2.000 4.000 6.000 8,000 10 12,000 14,000 

Event number 

Obrázek 1 0 Grafický výs tup z d d P C R ( B i o - R a d L a b o r a t o r i e s , I n c . 2 0 1 2 ) . 

3.5 Nejčastěji využívané lokusy pro určování pohlaví 

3 . 5 . 1 S R Y 

P r o genetické určování pohlaví s e využívá g e n SRY, který s e u koní běžně nachází n a 

Y c h r o m o z o m u v p o z i c i Y q l 4 . 1 a n e o b s a h u j e žádné i n t r o n y ( R a u d s e p p e t a l . 2 0 0 4 ) . G e n SRY 

kóduje p r o t e i n S R Y , který patří m e z i transkripční f a k t o r y z r o d i n y H M G ( h i g h m o b i l i t y 

p r o t e i n s ) . T e n t o p r o t e i n j e klíčový p r o vývoj samčích pohlavních znaků ( S i n c l a i r e t a l . 1 9 9 0 ) . 

P r o b l e m a t i k a použití samotného g e n u SRY p r o určení pohlaví spočívá v n e s c h o p n o s t i 

z j i s t i t , z d a k a b s e n c i P C R p r o d u k t u došlo kvůli nepřítomnosti g e n u , a tudíž samičímu pohlaví 

j e d i n c e , n e b o j e n a vině c h y b a a m p l i f i k a c e . P r o snížení c h y b o v o s t i j e vhodné používat při 

a m p l i f i k a c i SRY genu vhodný referenční l o k u s p r o potvrzení správného výsledku ( H a s e w a g a e t 

a l . 2 0 0 0 ) . 

R a u d s e p p e t a l . ( 2 0 1 0 ) s e snažili pomocí P C R rozlišit zdravé s a m c e s normálním 

g e n o t y p e m a s a m i c e s X Y S R Y negativním g e n o t y p e m . Autoři předpokládali, že b y l n a 

c h r o m o z o m u Y u S R Y negativních s a m i c deletován p o u z e e x o n g e n u SRY, n a v r h l i t e d y 

p r i m e r y , které těsně l e m o v a l y t u t o d e l e c i . P o dalších analýzách však z j i s t i l i , že d e l e c e není 

o m e z e n a p o u z e n a e x o n , a l e z a h r n u j e nejméně 2 1 5 0 0 b p k o l e m něj. Zároveň s e k o l e m d e l e c e 
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nacházelo velké množství repetitivních sekvencí, takže n e b y l o možné pomocí P C R prokázat 

rozdíl m e z i zdravými s a m c i a s a m i c e m i s SRY-negativním g e n o t y p e m ( R a u d s e p p e t a l . 2 0 1 0 ) . 

3.5.2 Amelogenin 

G e n p r o a m e l o g e n i n (AMEL) s e nachází n a o b o u pohlavních c h r o m o z o m e c h . U většiny 

savců j e funkční p o u z e g e n AMELX n a c h r o m o z o m u X a e x p r e s e g e n u AMELY, který s e nachází 

n a c h r o m o z o m u Y , j e v e l m i nízká. U druhů, které mají rozdíly v s e k v e n c i a délce genů, bývá 

t e n t o g e n často využíván j a k o m a r k e r p r o určení pohlaví ( W a r i n n e r e t a l . 2 0 2 2 ) . M e z i d r u h y 

s délkovými p o l y m o r f i s m y , u kterých j e g e n p r o a m e l o g e n i n využíván p r o d e t e r m i n a c i pohlaví 

s e řadí např. o v c e ( P f e i f f e r & B r e n i g 2 0 0 5 ) , s k o t ( E n n i s & G a l l a g h e r 1 9 9 4 ) , p r a s a t a ( F o n t a n e s i 

e t a l . 2 0 0 8 ) n e b o lidé ( N a g a r e e t a l . 2 0 1 8 ) . V laboratořích běžně probíhá testování vzorků n a 

g e n AMEL i u koní, většinou v k o m b i n a c i s testováním n a přítomnost SR Y g e n u ( M a r t i n e z e t 

a l . 2 0 2 0 ) . 

U koní s e v g e n u AMELY n a c h r o m o z o m u Y nachází 2 4 b p dlouhá d e l e c e , a p r o t o l z e 

t e n t o g e n využívat p r o d e t e k c i pohlaví. I když s e v a r i a n t y g e n u liší délkou i sekvencí nukleotidů, 

j s o u stále dostatečně h o m o l ogní, a b y j e b y l o možné a m p l i f i k o v a t pomocí j e d n o h o páru primerů 

( F u k u s h i m a e t a l . 1 9 9 9 ) . V případě samičího g e n o t y p u vzniká při a m p l i f i k a c i j e d e n p r o d u k t 

o v e l i k o s t i 1 8 4 b p . U samčího g e n o t y p u j e možné n a g e l u p o z o r o v a t tři b a n d y , vzniká p r o d u k t 

p r o c h r o m o z o m X ( 1 8 4 b p ) , p r o c h r o m o z o m Y ( 1 6 0 b p ) a p r o h e t e r o d u p l e x ( 2 0 0 b p ) ( H a s e w a g a 

e t a l . 2 0 0 0 ) . 

3.5.3 Z F X , Z F Y - zinkové prsty 

Další g e n , který l z e využít p r o určení pohlaví, j e g e n ZFY, vázaný n a c h r o m o z o m Y 

a j e h o h o m o l o g ZFX n a c h r o m o z o m u X . T y t o d v a g e n y l z e p o a m p l i f i k a c i rozlišit díky 

p o l y m o r f i s m u délky reštrikční c h fragmentů v restrikčním místě e n z y m u H a e l I I . T o h o t o j e v u s e 

využívá p r o analýzu přítomnosti Y c h r o m o z o m u z a p o m o c i m a r k e r u Z F X j a k o k o n t r o l y 

a m p l i f i k a c e . Štěpená D N A u s a m i c p o s k y t u j e d v a Z F X f r a g m e n t y o délce 4 0 3 a 4 5 b p , u samců 

odpovídají f r a g m e n t y neštěpenému p r o d u k t u Z F Y dlouhému 4 4 8 b p a dvěma fragmentům Z F X 

( S e n e s e e t a l . 1 9 9 9 ) . 
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4 Metodika 

4.1 Biologický materiál 

4.1.1 Veterinární vyšetření jedince 

B y l o p r o v e d e n o veterinární vyšetření koně jménem N i k i t a , který j e hlavním s u b j e k t e m 

zkoumaným v experimentální části této práce. Jedná s e o čtrnáctiletého j e d i n c e p l e m e n e 

a m e r i c a n q u a r t e r horše p o m a t c e C o l o n e l s G o l d e n S t a r a p o o t c i S m a r t i n O f f . 

Veterinární vyšetření z a h r n o v a l o k l i n i c k o u prohlídku zevních pohlavních orgánů 

zaměřenou n a určení pohlaví. Dále b y l o p r o v e d e n o rektální ultrasonografické vyšetření pomocí 

přístroje W E D 3 0 0 V s e s o n d o u 6 . 5 M H z . P r o určení h l a d i n y hormonů b y l a odebrána k r e v 

veterinárním lékařem a v z o r k y b y l y odeslány n a vyhodnocení d o specializované laboratoře. 

4.1.2 Hodnocení jedinci 

V této práci b y l a analyzována D N A j e d i n c e N i k i t y p r o určení genetického pohlaví. 

Zároveň b y l a využita D N A dalších 2 3 koní, 1 3 s a m i c a 1 0 samců. J e d n a l o s e o koně p l e m e n e 

huculský kůň, a p p a l o o s a , w e l s h p o n y a arabský plnokrevník, sledovaní j e d i n c i b y l i zástupci 

všech věkových kategorií. Podrobný s e z n a m jedinců včetně příslušnosti k e konkrétnímu 

p l e m e n i j e u v e d e n v Příloze 1 . 

4.1.3 Izolace DNA a ověření její kvality 

D N A b y l a izolována z chlupových c i b u l e k pomocí komerčně dostupného k i t u 

N u c l e o S p i n T i s s u e X S ( M a c h e r e y - N a g e l , Německo) . Před izolací D N A b y l y koncové části žíní 

s chlupovými c i b u l k a m i nastříhány d o nových 1 ,5 m l polypropylenových z k u m a v e k . Každá 

z k u m a v k a o b s a h o v a l a přibližně 5 0 kusů chlupových c i b u l e k , k e kterým b y l o přidáno 1 5 0 u l 

p u f r u T I . Z k u m a v k y b y l y krátce ponořeny d o tekutého dusíku a poté b y l y vloženy d o vodní 

lázně o teplotě 5 6 °C, d o k u d nedošlo k rozmrznutí. Celý p r o c e s b y l opakován 4 x . Následně 

b y l o k vzorkům přidáno 2 5 u l Proteinázy K ( M a c h e r e y - N a g e l , N e m e c k o ) a proběhlo 

promíchání v z o r k u pomocí v o r t e x u T K 3 S T e c h n o K a r t e l l ( H e r t z , Německo) p o d o b u 2 x 1 0 

s e k u n d . Z k u m a v k y b y l y n a 6 h o d i n uloženy d o t e r m o b l o k u T D B - 1 2 0 ( B i o s a n , L i t v a ) nahřátého 

n a t e p l o t u 5 6 °C. P o 6 hodinách b y l o k e vzorkům přidáno 2 0 0 u l p u f r u B 3 , v z o r k y b y l y 

důkladně protřepány a ponechány 1 0 m i n u t v t e r m o s t a t u nahřátém n a 7 0 °C. K e vzorkům b y l y 

přidány 4 u l R N A s y sloužící k enzymatickému odstranění R N A . Dále b y l o d o z k u m a v e k 

přidáno 2 1 0 u l 9 6 % e t h a n o l u , a b y došlo k vysrážení m o l e k u l D N A . V dalším k r o k u b y l o 
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p r o v e d e n o odstředění vzorků v c e n t r i f u z e 5 4 3 O R ( E p p e n d o r f , Německo) p o d o b u 1 m i n u t y při 

1 1 0 0 0 x g a následně přepipetování s u p e r n a t a n t u z každého v z o r k u n a n o v o u k o l o n k u . 

P o přenesení r o z t o k u b y l y z k u m a v k y centrifugovány, m o l e k u l y izolované D N A zůstaly 

z a c h y c e n y n a filtru a k a p a l i n a nahromaděná v e sběrné z k u m a v c e b y l a v y l i t a . Stejný p o s t u p b y l 

opakován, d o k u d filtrem neprošel veškerý o b j e m r o z t o k u s lyžovanými buňkami. Následně 

b y l y k o l o n k y promývány 5 0 0 u l p u f r u B W a p o c e n t r i f u g a c i b y l o p r o v e d e n o druhé promývání 

pomocí 6 0 0 u l p u f r u B 5 . Z b y t e k k a p a l i n y , který utkvěl v sběrné z k u m a v c e , b y l odstraněn a 

následovala c e n t r i f u g a c e p o d o b u 2 m i n u t z a účelem usušení k o l o n k y a úplného odstranění 

zbytků promývacích roztoků. Posledním k r o k e m b y l o přenesení filtru d o sterilní 1,5 m l 

z k u m a v k y a finální promytí 1 0 0 u l p u f r u B E , který b y l předem inkubován n a t e p l o t u 7 0 °C. 

Z k u m a v k y b y l y ponechány 1 m i n u t u při laboratorní teplotě a následně centrifugovány. F i l t r b y l 

z e z k u m a v e k odstraněn a v e z k u m a v c e zůstalo 1 0 0 u l r o z t o k u obsahujícího D N A . 

K o n c e n t r a c e a čistota izolovaných vzorků b y l y s p e k t r o f o t o m e t r i c k y ověřeny pomocí 

přístroje N a n o P h o t o m e t e r ( I m p l e n , Německo) . P r o ověření v y s o k o m o l e k u l a r i t y D N A b y l a 

p r o v e d e n a gelová elektroforéza v 1 % agarózovém g e l u . 

4.2 Genotypizace pomocí PCR pro geny SRY a amelogenin 

V z h l e d e m k netypickým projevům chování a ambivalentním pohlavním orgánům 

n e b y l o možné jasně s t a n o v i t pohlaví j e d i n c e při veterinární prohlídce. Z t o h o t o důvodu b y l a 

p r o v e d e n a a m p l i f i k a c e pomocí P C R p r o f r a g m e n t y genů S e x - d e t e r m i n i n g r e g i o n Y (SRY) 

a a m e l o g e n i n (AMEĽ), což j e m e t o d a běžně využívaná v laboratořích p o celém světě p r o 

d e t e r m i n a c i genetického pohlaví ( M a r t i n e z e t a l . 2 0 2 0 ) . 

4.2.1 Použité primery 

P r o účely této diplomové práce b y l o navrženo a optimalizováno pět d v o j i c primerů, 

jejichž kompletní s e k v e n c e j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 1 . K navržení primerů b y l použit p r o g r a m 

P r i m e r 3 I n p u t v 4 . 1 . 0 (dostupný n a a d r e s e h t t p s : / / p r i m e r 3 . u t . e e ) . J e j i c h s p e c i f i t a b y l a ověřena 

pomocí s o f t w a r u B L A S T (dostupný n a a d r e s e h t t p s : / / w w w . n c b i . n l m . n i h . g o v / t o o l s / p r i m e r - 

b l a s t ) , který j e součástí databáze N C B I . 
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Označení Gen Zkratka genu Sekvence 5 ' - 3 ' 
Délka 

příměru (bp) 
Velikost 

amplikonu (bp] 

H O R 1 F 
C y l i c i n - 1 C Y L C 1 

C A T A C G T G C C A A C T T T G T G G C A G A 2 4 
2 1 8 

H O R 1 R 
C y l i c i n - 1 C Y L C 1 

G C C T C C C A A T T C A T G G G A A A G C T C 2 4 
2 1 8 

H O R 4 F 
S e x - d e t e r m i n i n g r e g i o n Y S R Y 

C A G T C G T C C G T G A A T G T G A A A G G G 2 4 
2 0 0 

H O R 4 R 
S e x - d e t e r m i n i n g r e g i o n Y S R Y 

C C A T T C T T C G A G G A G G C A C A G A G A 2 4 
2 0 0 

H O R 7 F 
M e t h y l m a l o n y l - C o A e p i m e r a s e M C E E 

A A C C T G G G T C G C C T C A A T C A T G T A 2 4 
2 1 0 

H O R 7 R 
M e t h y l m a l o n y l - C o A e p i m e r a s e M C E E 

C T G C A G A A A G C C T G C A A T T G G A C T 2 4 
2 1 0 

H O R 9 F 
A n d r o g e n R e c e p t o r A R 

C T A G C T G C A A G G A C T A C C G C A T C A 2 4 
5 6 4 

H O R 9 R 
A n d r o g e n R e c e p t o r A R 

C A G C T G C T T A A G C C T G G G A A A G T G 2 4 
5 6 4 

H O R 1 0 F 
A m e l o g e n i n 

A M E L X , 
A M E L Y 

A A C A C T C C A T G R T T C C A A S Y C A A C 2 4 
1 7 0 , 1 4 6 

H O R 1 0 R 
A m e l o g e n i n 

A M E L X , 
A M E L Y G A A T A T Y G G A G G C A G A G G W G S C T G 2 4 

1 7 0 , 1 4 6 

T a b u l k a 1 Přeh led navržených p r i m e m , p ředpokládaná v e l i k o s t a m p l i k o n u b y l a u rčená pomoc í p r o g r a m u 
B L A S T (dostupný n a h t t p s : / / w w w . n c b i . n l m . n i h . g o v / t o o l s / p r i m e r - b l a s t / ) . 

4.2.2 Teplotní gradient pro geny A M E L a S R Y 

P r o m a r k e r H O R 1 0 ( g e n AMEL) b y l n e j p r v e vytvořen teplotní g r a d i e n t . P r o přípravu 

p r e m i x u o celkovém o b j e m u 1 0 u l n a r e a k c i b y l použit 1 u M p r i m e r H O R 1 0 - F , 1 u M p r i m e r 

H O R 1 0 - R , 5 u l M a s t e r M i x M u l t i p l e x 2 x ( Q i a g e n , Německo) a 3 u l D N A o k o n c e n t r a c i 5 n g / u l 

( 1 5 n g D N A ) . B y l a využita D N A o d jedné s a m i c e ( A R 1 B ) a j e d n o h o s a m c e ( A R 2 B ) . 

N a přístroji T 1 0 0 T h e r m a l C y c l e r ( B i o - R a d , U S A ) b y l vytvořen teplotní g r a d i e n t z 8 t e p l o t 

v rozmezí 6 0 - 6 8 °C ( T a b u l k a 2 ) . Teplotní a časový p r o f i l r e a k c e j e u v e d e n v T a b u l c e 3 . P o 

proběhnutí r e a k c e b y l a p r o v e d e n a gelová elektroforéza v e 3 % agarózovém g e l u s přídavkem 

5 u l b a r v i v a E t h i d i u m b r o m i d p o d o b u 9 0 m i n u t . G e l b y l vizualizován pomocí U V 

Transiluminátoru ( B i o R a d , U S A ) a n a základě vizuálního zhodnocení signálu jednotl ivých 

b a n d u b y l a z v o l e n a nejvhodnější t e p l o t a p r o nasedání primerů H O R 1 0 - F a H O R 1 0 - R . Stejný 

p o s t u p b y l použit i p r o teplotní g r a d i e n t m a r k e r u H O R 4 ( g e n S R Y ) . 

T a b u l k a 2 Teplotní g r a d i e n t p r o a n n e a l i n g p r imerů H O R 1 0 a H O R 4 

Teplotní 
g r a d i e n t 

6 0 °C  
6 0 , 6 X  
6 1 , 6 °C  
63,1°C  
6 4 , 9 °C  
6 6 , 4 X  
6 7 , 4 X 

6 8 °C 
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T a b u l k a 3 Teplotní a časový p r o f i l P C R r e a k c e 

f á z e t e p l o t a d o b a p o č e t o p a k o v á n í 

p r e d e n a t u r a c e 9 5 °C 6 min l x 

d e n a t u r a c e 9 4 °C 3 0 s 

a n n e a l i n g viz T a b . 2 3 0 s 35x 

e l o n g a c e 7 2 D C 3 0 s 

f i n á l n í e l o n g a c e 6 8 °C 1 0 m i n l x 

4.2.3 Amplifikace genů A M E L a S R Y 

P r o finální amplifikační r e a k c i g e n u p r o a m e l o g e n i n ( m a r k e r H O R 1 0 ) b y l a využita 

D N A 8 jedinců, 3 samců ( G O N 1 , G O N 3 , G O N 4 ) a 5 s a m i c ( N i k i t a hříva I I , N i k i t a o c a s I , 

E s c a p e D o n a , H U C 1 2 B , H U C 1 3 B , H U C 1 4 B ) . P r e m i x o celkovém o b j e m u 1 0 u l n a r e a k c i b y l 

připraven v e složení 1 u M H O R 1 0 - F p r i m e r u , 1 u M H O R 1 0 - R p r i m e r u , 5 u l M a s t e r 

M i x M u l t i p l e x 2 x ( Q i a g e n , Německo) a 3 u l D N A o k o n c e n t r a c i 5 n g / u l ( 1 5 n g D N A ) . Analýza 

proběhla n a přístroji T 1 0 0 T h e r m a l C y c l e r ( B i o - R a d , U S A ) , teplotní a časový p r o f i l r e a k c e j e 

u v e d e n v T a b u l c e 4 . Následně b y l a p r o v e d e n a gelová elektroforéza v e 3 % agarózovém g e l u při 

napětí 1 1 0 V p o d o b u 9 0 m i n u t . 

T a b u l k a 4 Teplotní a časový p r o f i l a m p l i f i k a c e g e n u AMEL 
f á z e tep lo ta doba p o č e t o p a k o v á n í 

p r e d e n a t u r a c e 9 5 °C 10 min l x 

d e n a t u r a c e 94 "C 3 0 s 

annea l ing 68 "C 3 0 s 35x 

e longace 7 2 °C 3 0 s 

f i n á l n í e l o n g a c e 6 5 °C 10 min l x 

P r o m a r k e r H O R 4 ( g e n SRY) b y l připraven p r e m i x v e stejném složení j a k o p r o m a r k e r 

H O R 1 0 , s rozdílem v použití specifických p r i m e r u H O R 4 F + R . P r o a m p l i f i k a c i b y l o použito 1 1 

vzorků, 7 samicích ( N i k i t a hříva I I , N i k i t a o c a s I , E s c a p e D o n a , A R 1 B , H U C 1 2 B , H U C 1 3 B , 

H U C 1 4 B ) a 4 samčí ( A R 2 B , G O N 1 , G O N 3 , G O N 4 , ) . Teplotní a časový p r o f i l r e a k c e , která 

proběhla n a přístroji T 1 0 0 T h e r m a l C y c l e r ( B i o - R a d , U S A ) , j e u v e d e n v T a b u l c e 5 . Následně 

b y l a p r o v e d e n a gelová elektroforéza v e 3 % agarózovém g e l u při napětí 1 1 0 V p o d o b u 9 0 

m i n u t . 

T a b u l k a 5 T e p l o t y použi té p r o a m p l i f i k a c i g e n u SRY 

f á z e t e p l o t a d o b a p o č e t o p a k o v á n í 

p r e d e n a t u r a c e 9 5 °C 1 0 m i n l x 

d e n a t u r a c e 9 4 °C 3 0 s 

a n n e a l i n g 6 0 °C 3 0 s 35x 

e l o n g a c e 7 2 °C 3 0 s 

f i n á l n í e l o n g a c e 6 5 C C 1 0 m i n l x 
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4.3 Kvantifikace pomocí real-time PCR (qPCR) 

P r o potvrzení správnosti d e t e r m i n a c e pohlaví b y l navržen další k r o k e x p e r i m e n t u , při 

kterém b y l a porovnávána míra a m p l i f i k a c e , daná počtem C N V ( c o p y n u m b e r v a r i a t i o n ) genů 

C y l i c i n - 1 (CYLC1) a S e x - d e t e r m i n i n g r e g i o n Y (SRY) vůči autozomálnímu g e n u 

M e t h y l m a l o n y l - C o A e p i m e r a s e (MCEE). G e n CYLC1 s e nachází n a nehomologní části 

c h r o m o z o m u X a měl b y t a k být přítomen u samců p o u z e v jedné k o p i i , t e d y a m p l i f i k o v a t 

v polovičním množství než u s a m i c . G e n SRY je umístěn n a nehomologní části Y c h r o m o z o m u 

a u s a m i c není amplifikován vůbec. O b a t y t o g e n y b y l y porovnávány s autozomálním g e n e m 

MCEE, který s e u koní nachází n a c h r o m o z o m u 1 a měl b y být přítomen u o b o u pohlaví 

v e stejné míře, t e d y v e d v o u kopiích. 

4.3.1 Real-time P C R pro optimalizační fázi 

N e j p r v e b y l a s e s t a v e n a ředící řada p r o ověření e f i c i e n c e primerů p r o m a r k e r y H O R 1 , 

H O R 4 a H O R 7 . S e k v e n c e jednotlivých F a R primerů j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 1 . P r o vytvoření 

ředící řady b y l a použita D N A o d jedné s a m i c e ( A R 1 B ) a j e d n o h o s a m c e ( A R 2 B ) . O b a j e d i n c i 

b y l i zástupci p l e m e n e arabský plnokrevník. Získaná D N A b y l a naředěna n a k o n c e n t r a c i 

2 5 n g / u l a z této k o n c e n t r a c e b y l a poté vytvořena pětinásobná ředící řada. Množství D N A p r o 

jednotlivé k o n c e n t r a c e ředící řady j e u v e d e n o v T a b u l c e 6 . 

koncentrace 

D N A pro řed íc í 

ř a d u 

m n o ž s t v í D N A v 

1 0 pl reakci 

1 . koncentrace 1 0 0 0 0 0 pg/Lil 4 0 0 0 0 0 pg 

2 . koncentrace 2 0 0 0 0 pg/fil 8 0 0 0 0 pg 

3 . koncentrace 4 0 0 0 pg/|il 1 6 0 0 0 pg 

4 . koncentrace 8 0 0 pg/[i\ 3 2 0 0 pg 

5 . koncentrace 1 6 0 pg/iA 6 4 0 pg 

6 . koncentrace 3 2 pg/p.1 1 2 8 pg 

T a b u l k a 6 Množs tv í D N A p r o jednot l ivé k o n c e n t r a c e ředící řady 

P r o každou s a d u primerů b y l vytvořen samostatný p r e m i x obsahující 0 , 5 u M F p r i m e r , 

0 , 5 u M R p r i m e r a 5 u l F a s t S t a r t E s s e n t i a l D N A G r e e n M a s t e r 2 x ( R o c h e , Švýcarsko). 

D o každé j a m k y b y l o napipetováno 6 u l konkrétního p r e m i x u a 4 u l D N A v dané k o n c e n t r a c i 

( T a b u l k a 6 ) . Jednotlivé v z o r k y b y l y analyzovány v triplikátech p r o odhalení případné c h y b y 

v pipetování n e b o k o n t a m i n a c e D N A . q P C R r e a k c e probíhala n a přístroji C F X Connect™ 

R e a l T i m e P C R D e t e c t i o n S y s t e m ( B i o - R a d , U S A ) , teplotní a časový p r o f i l r e a k c e j e u v e d e n 

v T a b u l c e 7 . 
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T a b u l k a 7 Teplotní a časový p r o f i l r e a k c e 

fáze teplota doba p o č e t o p a k o v á n í 

predenaturace 95 "C 10 min l x 

denaturace 95 °C 20 s 

annealing 60 "C 20 s 39x 

elongace 72 °C 20 s 

f inální elongace 72 "C 10 min l x 

Vyhodnocení q P C R b y l o p r o v e d e n o v p r o g r a m u C F X M a e s t r o v 4 . 1 . 2 4 . ( B i o - R a d , 

U S A ) . P r o každý v z o r e k ředící řady b y l a získána h o d n o t a C T , která udává počet cyklů nutných 

k vytvoření detekovatelného množství p r o d u k t u . Účinnost a m p l i f i k a c e n e b o l i e f i c i e n c e ( E ) b y l a 

vypočítána n a základě s k l o n u výsledné křivky p o d l e v z o r c e : 

E _ ( 1 0 ( - i / s k i o n ) 4 ) x 1 0 0 

V ideálním případě s e množství p r o d u k t u p o každém c y k l u r e a k c e zdvojnásobí, účinnost 

a m p l i f i k a c e s e t e d y rovná 2 ( 1 0 0 % ) a optimální h o d n o t a s k l o n u standardní křivky - 3 , 3 2 . 

H o d n o t a e f i c i e n c e pohybující s e k o l e m 1 0 0 % j e u k a z a t e l e m vhodně navrženého 

a reprodukovatelného e x p e r i m e n t u . Nízká h o d n o t a e f i c i e n c e může být zapříčiněna špatně 

navrženými p r i m e r y n e b o nevhodnými reakční m i podmínkami. N a o p a k h o d n o t y e f i c i e n c e 

vyšší než 1 1 0 % m o h o u p o u k a z o v a t n a v z n i k nespecifických produktů n e b o c h y b u při 

pipetování ( B i o - R a d L a b o r a t o r i e s I n c . 2 0 0 6 ) . 

4.3.2 Real-time P C R pro geny C Y L C 1 , M C E E a S R Y 

P r o a m p l i f i k a c i genů CYLC1, MCEE a SRY b y l o použito 1 0 vzorků D N A o d s a m i c 

( N o r a , A R 1 B , N i k i t a , 2 B , 3 B , 4 B , 5 B , 6 B , 8 B , 9 B ) a 1 0 vzorků o d samců ( G O N 1 , G O N 3 , 

G O N 4 , A R 2 B , H U C 4 , H U C 7 , H U C 9 , H U C 1 1 , A P P A 1 8 , A P P A 1 9 ) . Složení základního 

p r e m i x u b y l o p r o všechny v z o r k y stejné, lišily s e p o u z e přidané p r i m e r y p r o jednotlivé g e n y . 

J e d n a r e a k c e o celkovém o b j e m u 1 0 u l o b s a h o v a l a 0 , 5 u M konkrétní F - p r i m e r , 0 , 5 u M 

konkrétní R - p r i m e r , 5 u l F a s t S t a r t E s s e n t i a l D N A G r e e n M a s t e r 2 x ( R o c h e , Švýcarsko) a 2 0 

n g D N A . A m p l i f i k a c e probíhala n a přístroji C F X Connect™ R e a l T i m e P C R D e t e c t i o n S y s t e m 

( B i o - R a d , U S A ) , teplotní p r o f i l r e a k c e j e u v e d e n v T a b u l c e 7 . 

Vyhodnocení q P C R b y l o p r o v e d e n o v p r o g r a m u C F X M a e s t r o v 4 . 1 . 2 4 . ( B i o - R a d , 

U S A ) . P r o určení míry e x p r e s e g e n u CYLC1 b y l p r o v e d e n výpočet relativní k v a n t i f i k a c e 

templátové D N A normalizované k autozomálnímu g e n u MCEE p o d l e v z o r c e : 

A C T = C T gonozomální g e n - C T autozomální g e n 

R a t i o A C T = 2 - A C T 
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4.4 Absolutní kvantifikace 

P r o zjištění absolutní k v a n t i f i k a c e m o l e k u l D N A v e v z o r k u b y l a využita m e t o d a 

dropletové digitální P C R . P r o r e a k c i b y l y využity stejné příměry j a k o u m e t o d y q P C R p r o g e n y 

CYLC1, SRY a MCEE. P r o a m p l i f i k a c i pomocí d d P C R b y l o vybráno 5 vzorků D N A , 2 v z o r k y 

o d samců ( G O N 1 , A R 2 B ) a 2 v z o r k y o d s a m i c ( A R 1 B , N o r a ) a v z o r e k o d j e d i n c e N i k i t y ( N i k i t a 

o c a s I ) . 

P r o všechny tři g e n y b y l a připravena stejná reakční směs, která s e lišila p o u z e v přidání 

specifických příměrů p r o konkrétní g e n y . O b j e m reakční směsi b y l 4 4 u l ( T a b u l k a 8 ) , protože 

b y l a připravována p r o duplikátovou r e a k c i a zároveň b y l a započítána r e z e r v a . K o n c e n t r a c e 

D N A b y l a s t a n o v e n a n a základě h o d n o t y c p a r a m e t r u , který udává h m o t n o s t D N A v haploidním 

g e n o m u j e d i n c e . Doporučený r o z s a h h o d n o t o b s a h u D N A s e p o d l e D r o p l e t Digital™ P C R 

A p p l i c a t i o n s G u i d e p o h y b u j e v rozmezí o d 1 d o 1 2 0 0 0 0 kopií v 2 0 u l r e a k c i ( B i o - R a d 

L a b o r a t o r i e s I n c . 2 0 1 2 ) . P r o účely této práce b y l o n a základě empirických zkušeností určeno 

vhodné množství D N A v r e a k c i n a 3 0 0 0 0 c . P a r a m e t r c s e p o d l e T i e r s c h e t a l . ( 1 9 8 9 ) rovná 

u d r u h u Equus caballus 3 , 1 5 p g . Z uvedených h o d n o t b y l o vypočítáno množství D N A v 2 0 u l 

r e a k c i n a 9 4 5 0 0 p g . D o 4 4 u l r e a k c e t a k b y l o pipetováno 2 0 7 , 9 n g D N A , což odpovídá 1 0 u l 

D N A o k o n c e n t r a c i 2 0 , 7 9 n g / u l . 

T a b u l k a 8 Složení reakční směsi d d P C R o ce lkovém o b j e m u 4 4 u l (dvě r e a k c e + r e z e r v a ) 

složka objem 
Q X 2 0 0 T " d d P C R ™ E v a G r e e n S u p e r m i x 2x 2 2 ul 

p r i m e r F { 1 0 \iN\) 1 , 1 M l 

pr i rner R (10 \iM) 1 , 1 M l 

H20 9 , 8 Ml 

D N A 10 mI 

V prvním k r o k u b y l a reakční směs důkladně promíchána a odstředěna v c e n t r i f u z e 

5 4 3 0 R ( E p p e n d o r f , Německo) . Následně b y l a připravena reakční k a z e t a ( D G 8 T M c a r t r i d g e , 

B i o - R a d , U S A ) , která o b s a h u j e tři řady j a m e k . D o prostřední j a m k y b y l o napipetováno 2 0 u l 

reakční směsi, d o spodní řady b y l napipetován o l e j ( D r o p l e t G e n e r a t o r O i l , B i o - R a d , U S A ) v 

o b j e m u 7 0 u l . Reakční k a z e t a b y l a překryta gumičkou a vložena d o generátoru dropletů 

( Q X 2 0 0 D r o p l e t G e n e r a t o r , B i o R a d , U S A ) . Došlo k vytvoření dropletů, které b y l y přeneseny 

multikanálovou p i p e t o u d o 96jamkové P C R destičky. P C R destička b y l a zapečetěna hliníkovou 

folií v přístroji P X 1 P C R P l a t e S e a l e r , B i o - R a d , U S A při teplotě 1 8 5 °C p o d o b u 1 0 s e k u n d . 

A m p l i f i k a c e probíhala n a přístroji t e r m o c y k l e r T 1 0 0 T h e r m a l C y c l e r ( B i o - R a d , U S A ) p o d l e 

parametrů uvedených v T a b u l c e 9 . Následně b y l a destička umístěna d o čtečky ( Q X 2 0 0 D r o p l e t 
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R e a d e r , B i o - R a d , U S A ) , která zaznamenává f l u o r e s c e n c i jednotlivých dropletů. Výsledky 

a m p l i f i k a c e b y l y v y h o d n o c e n y pomocí p r o g r a m u Q u a n t a S o f t v l . 7 . 4 . ( B i o - R a d , U S A ) . 

T a b u l k a 9 Teplotní a časový p r o f i l r e a k c e d d P C R 

f á z e t e p l o t a d o b a p o č e t o p a k o v á n í 

p r e d e n a t u r a c e 9 5 " C 5 m i n l x 

d e n a t u r a c e 9 5 " C 3 0 s 4 0 x 

a n n e a l i n g + e l o n g a c e 6 0 " C 1 m i n 4 0 x 

c h l a z e n í 4 °C 5 m i n l x 

s t a b i l i z a c e 9 0 " C 5 m i n l x 

f i n á l n í c h l a z e n í 1 0 " C d le p o t ř e b y 

4.5 Sekvenační reakce genu pro androgenní receptor 

4.5.1 Teplotní gradient pro nasedání primerů 

P r o sekvenační r e a k c i b y l y navrženy specifické p r i m e r y H O R 9 F a H O R 9 R , jejichž 

s e k v e n c e j e u v e d e n a v T a b u l c e 1 . N e j p r v e b y l a p r o v e d e n a o p t i m a l i z a c e t e p l o t y p r o j e j i c h 

nasedání. K o p t i m a l i z a c i b y l a využita D N A jedné s a m i c e ( A R 1 B ) a j e d n o h o s a m c e ( A R 2 B ) , 

D N A b y l a naředěna n a k o n c e n t r a c i 5 n g / u l . V reakční směsi o o b j e m u 1 0 u l b y l o použito 4 u l 

D N A ( c e l k e m 2 0 n g ) , 0 , 5 u M H O R 9 - F p r i m e r , 0 , 5 u M H O R 9 - R p r i m e r , 5 u l F a s t S t a r t E s s e n t i a l 

D N A G r e e n M a s t e r 2 x ( R o c h e , Švýcarsko). B y l vytvořen teplotní g r a d i e n t v rozmezí 6 0 - 6 8 °C, 

přesné h o d n o t y t e p l o t j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 1 0 . 

T a b u l k a 1 0 Teplotní g r a d i e n t p r o nasedání pr imerů H O R 9 

T e p l o t n í 

gradient 

50 °C  

60 ,6 °C 

61 .6 °C  

63,2 °C  

6 5 , 1 °C 

66.7 °C  

67 ,6 °C 

68 °C 

A m p l i f i k a c e probíhala n a přístroji C F X Connect™ R e a l T i m e P C R D e t e c t i o n S y s t e m 

( B i o - R a d , U S A ) , teplotní a časový p r o f i l r e a k c e z o b r a z u j e T a b u l k a 1 1 . P o proběhnutí 

a m p l i f i k a c e b y l a p r o v e d e n a gelová elektroforéza v 1 , 5 % agarózovém g e l u s přídavkem 5 u l 

b a r v i v a E t h i d i u m b r o m i d . G e l b y l vizualizován pomocí U V Transiluminátoru ( B i o R a d , U S A ) 

a n a základě vizuálního zhodnocení signálu jednotlivých b a n d u b y l a určena n e j vhodnější 

t e p l o t a p r o nasedání primerů. 
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T a b u l k a 1 1 Teplotní a časový p r o f i l r e a k c e 

f á z e t e p l o t a d o b a p o č e t o p a k o v á n í 

p r e d e n a t u r a c e 9 5 " C 6 m i n l x 

d e n a t u r a c e 9 4 °C 3 0 s 

a n n e a l i n g viz T a b u l k a 1 1 3 0 s 3 5 x 

e l o n g a c e 7 2 " C 3 0 s 

f i n á l n í e l o n g a c e 6 8 °C 1 0 m i n l x 

4.5.2 Amplifikace genu pro androgenní receptor 

P r o a m p l i f i k a c i zvoleného úseku g e n u p r o androgenní r e c e p t o r b y l a využita D N A 

o d j e d i n c e N i k i t y a j e d n o h o s a m c e ( A R 2 B ) . V z o r k y D N A b y l y naředěny n a k o n c e n t r a c i 5 n g / u l 

a každý b y l amplifikován v e d v o u kopiích. Reakční směs p r o j e d e n v z o r e k o o b j e m u 1 0 u l 

o b s a h o v a l a 4 u l D N A ( c e l k e m 2 0 n g ) , 0 , 5 u M H O R 9 - F p r i m e r , 0 , 5 u M H O R 9 - R p r i m e r a 5 u l 

F a s t S t a r t E s s e n t i a l D N A G r e e n M a s t e r 2 x ( R o c h e , Švýcarsko). A m p l i f i k a c e proběhla 

n a přístroji C F X Connect™ R e a l T i m e P C R D e t e c t i o n S y s t e m ( B i o - R a d , U S A ) p o d l e teplotního 

a časového p r o f i l u uvedeného v T a b u l c e 1 2 . 

T a b u l k a 1 2 Teplotní a časový p r o f i l r e a k c e 

f á z e t e p l o t a d o b a p o č e t o p a k o v á n í 

p r e d e n a t u r a c e 9 5 "C 1 0 m i n l x 

d e n a t u r a c e 9 4 "C 2 0 s 

a n n e a l i n g 6 5 , 1 °C 2 0 s 3 5 x 

e l o n g a c e 7 2 °C 2 0 s 

f i n á l n í e l o n g a c e 6 5 "C 1 0 m i n l x 

P o a m p l i f i k a c i b y l a p r o v e d e n a gelová elektroforéza v 1 , 5 % agarózovém g e l u 

s přídavkem 5 u l b a r v i v a E t h i d i u m b r o m i d . Elektroforéza probíhala p o d o b u 6 5 m i n u t při napětí 

1 2 0 V . F r a g m e n t y b y l y vizualizovány pomocí U V Transiluminátoru ( B i o R a d , U S A ) . 

Následně b y l y f r a g m e n t y z g e l u vyříznuty, zváženy a b y l a p r o v e d e n a i z o l a c e D N A 

pomocí k i t u G e n e J e t G e l E x t r a c t i o n ( T h e r m o S c i e n t i f i c , U S A ) . V prvním k r o k u b y l přidán 

B i n d i n g B u f f e r v poměru 1 : 1 k váze g e l u s f r a g m e n t e m D N A . V z o r k y s e n e c h a l y i n k u b o v a t 

v t e r m o s t a t u T D B - 1 2 0 ( B i o s a n , L i t v a ) při 5 6 °C p o d o b u 1 0 m i n u t , a b y došlo k úplnému 

rozpuštění g e l u . P o i n k u b a c i b y l y v z o r k y zvortexovány, přepipetovány n a k o l o n k u a odstředěny 

v c e n t r i f u z e 5 4 3 0 R ( E p p e n d o r f , Německo) p o d o b u 1 m i n u t y při 1 1 0 0 0 x g . Dále b y l o 

k e vzorkům přidáno 1 0 0 u l B i n d i n g B u f f e r a opět b y l y odstředěny v c e n t r i f u z e . Následně b y l o 

přidáno 7 0 0 u l W a s h B u f f e r a v z o r k y b y l y z n o v u stočeny v c e n t r i f u z e . Následovala 

c e n t r i f u g a c e n a s u c h o , a b y došlo k úplnému odstranění zbytků promývacího p u f r u . 
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V posledním k r o k u b y l a k o l o n k a o d každého v z o r k u přenesena d o čisté mikrocentrifugační 

z k u m a v k y , každý v z o r e k b y l p r o m y t 2 5 u l deionizované v o d y o p H 8 a b y l a p r o v e d e n a 

c e n t r i f u g a c e p o d o b u 2 m i n u t . V z o r k y b y l y kvantifikovány pomocí přístroje 

U V - s p e k t r o f o t o m e t r N a n o P h o t o m e t e r ( I m p l e n , Německo) . Výsledná k o n c e n t r a c e D N A b y l a 

naředěna p o d l e požadavků p o s k y t o v a t e l e sekvenačních služeb ( E u r o f i n s G e n o m i c s G e r m a n y 

G m b H ) n a 7 0 n g / u l . 

P r o následné bioinformatické zpracování výsledků b y l využit p r o g r a m B i o E d i t v e r s i o n 

7 . 2 . 5 ( H a l l 1 9 9 9 ) . 
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5 Výsledky 

5.1 Biologický materiál 

5.1.1 Veterinární vyšetření jedince 

Při klinickém vyšetření b y l y v břišní krajině ( r e g i o i n g u i n a l i s ) popsány r u d i m e n t y o b o u 

mléčných žláz včetně o b o u z e s t r a n oploštělých struků. Ventrálně p o d řitním o t v o r e m ( a n u s ) 

v e vzdálenosti c c a 2 5 c m b y l a n a l e z e n a s t r u k t u r a a n a t o m i c k y podobná žaludu p e n i s u ( g l a n s 

p e n i s ) s vývodem močové t r u b i c e . P r o s t o r m e z i s t r u k t u r o u g l a n s p e n i s a a n e m s p o j o v a l a řasa, 

která j e pravděpodobně r u d i m e n t e m srostlých vnějších stydkých pysků (Obrázek 1 1 ) . 

Obrázek 1 1 Vnější pohlavní orgány N i k i t y 

Palpací v levém tříselném kanále b y l nahmatán kulovitý útvar o průměru přibližně 6 c m . 

P o d l e umístění a s t r u k t u r y b y l o veterinárním lékařem konstatováno, že b y s e m o h l o j e d n a t 

o zakrnělé v a r l e . Rektální ultrasonografické vyšetření prokázalo nepřítomnost dělohy a vagíny. 

P r o potvrzení nepřítomnosti vaječníku b y b y l o třeba provést vyšetření n a specializované k l i n i c e 

pomocí transdermálního u l t r a z v u k u . T o t o vyšetření b y b y l o finančně náročné a p r o j e d i n c e 

nadměrně stresující, p r o t o k němu n e b y l o přistoupeno. 

P o d l e p o p i s u m a j i t e l k y j e d i n e c N i k i t a v y k a z o v a l atypické p r o j e v y chování, které b y l y 

podobné chování samců. J e d n a l o s e o naskakování n a s a m i c e během říje (Obrázek 1 2 ) , 

a g r e s i v i t u vůči samcům a shánění stáda s e sníženým k r k e m , což j e chování typické p r o hřebce. 
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Obrázek 1 2 N i k i t a př i naskakování n a k l i s n u v říji 

Z hormonálního vyšetření b y l y získány h o d n o t y p r o e s t r a d i o l < 1 8 p m o l / 1 ( 4 , 9 p g / m l ) , p r o 

p r o g e s t e r o n 0 , 2 9 n m o l / 1 ( 0 , 0 9 n g / m l ) a p r o t e s t o s t e r o n < 0 , 0 9 n m o l / 1 ( 0 , 0 3 n g / m l ) . H l a d i n a 

t e s t o s t e r o n u n e b y l a výrazně vyšší než u běžné k l i s n y . Referenční h o d n o t y p r o h l a d i n u 

t e s t o s t e r o n u u samců j s o u 1 -5 n g / m l , u k l i s e n j e uváděna referenční h o d n o t a < 0 , 0 2 . H l a d i n a 

e s t r a d i o l u u j e d i n c e N i k i t y má h o d n o t y typické p r o k l i s n u v p r o e s t r u ( 1 , 2 - 6 , 2 p g / m l ) . Kompletní 

veterinární zpráva j e přiložena v Příloze 2 . 

5.1.2 Izolace DNA 

Čistota izolované D N A b y l a ověřena pomocí U V s p e k t r o f o t o m e t r u N a n o P h o t o m e t e r 

( I m p l e n , Německo) . Přístroj p r a c u j e n a p r i n c i p u proměřování v z o r k u při vlnových délkách 2 6 0 

a 2 8 0 n m , poměr absorbancí A 2 6 0 / 2 8 0 b y s e u D N A měl p o h y b o v a t v i n t e r v a l u o d 1 ,7 d o 2 

( W i l f i n g e r e t a l . 1 9 9 7 ) . U každého v z o r k u b y l a změřena k o n c e n t r a c e D N A , h o d n o t y 

naměřených koncentrací a poměru absorbancí A 2 6 0 / A 2 8 0 j s o u u v e d e n y v Příloze 1 . Průměrná 

h o d n o t a poměru absorbancí A 2 6 0 / A 2 8 0 b y l a 1 , 8 4 a kromě d v o u vzorků ( H U C 9 a A P P A 1 9 ) s e 

všechny v z o r k y p o h y b o v a l y v rozmezí p r o čistou D N A . U vzorků H U C 9 a A P P A 1 9 b y l poměr 

nižší, než j e stanovené rozmezí, což může p o u k a z o v a t n a k o n t a m i n a c i v z o r k u např. p r o t e i n y 

( M a t l o c k 2 0 1 5 ) . 
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5.2 Genotypizace pomocí PCR pro geny SRY a amelogenin 

5.2.1 Teplotní gradient pro geny A M E L a S R Y 

N a Obrázku 1 3 s e nachází e l e k t r o f o r e o g r a m , který z o b r a z u j e výsledky a m p l i f i k a c e 

teplotního g r a d i e n t u p r o p r i m e r y H O R 1 0 F + R u v z o r k u A R 1 B . Jednotlivé v z o r k y j s o u seřazeny 

p o d l e annelační t e p l o t y , v p r a v o s e nachází v z o r e k s nejnižší t e p l o t o u . P r o účely a m p l i f i k a c e 

b y l a p r o optimální nasedání primerů H O R 1 0 vybrána t e p l o t a 6 8 °C. Při této teplotě j e n a g e l u 

viditelný o p r o t i ostatním vzorkům p o u z e nepatrný šum, který může značit k o n t a m i n a c i n e b o 

v z n i k nespecifických produktů. N a o p a k jasný b a n d v e v e l i k o s t i očekávaného p r o d u k t u 

naznačuje, že a m p l i f i k a c e daného m a r k e r u proběhla při této teplotě úspěšně. 

P r o g e n S R Y b y l a n a základě e l e k t r o f o r e o g r a m u určena n e j lepší t e p l o t a p r o nasedání 

primerů H O R 4 F + R 6 0 °C, d a t a z této části e x p e r i m e n t u n e j s o u vizualizována. 

/elikostní 68 *C 67,4 *C 66,4 *C 64,9 *C 63 ,1 *C 61,6 *C 60,6 *C 60 *C 
standard 

Obrázek 1 3 E l e k t r o f o r e o g r a m p r o teplotní g r a d i e n t p r imerů H O R 1 0 , š ipka označuje očekávaný p r o d u k t 

5.2.2 Amplifikace genů A M E L a S R Y 

A m p l i f i k a c e p r o o b a g e n y proběhla úspěšně. N a Obrázku 1 4 j e z o b r a z e n 

e l e k t r o f o r e o g r a m p r o g e n a m e l o g e n i n ( m a r k e r H O R 1 0 ) s e v z o r k y D N A o d 9 koní. Prvních šest 

vzorků D N A z p r a v a pochází o d s a m i c , další tři v z o r k y o d samců. N a obrázku j e jasně patrný 

rozdíl m e z i samčími a samičími v z o r k y , u s a m i c vzniká j e d e n p r o d u k t o v e l i k o s t i 1 7 0 b p 

a u samců d v a p r o d u k t y o v e l i k o s t i 1 7 0 a 1 4 6 b p . 
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Obrázek 1 4 E l e k t r o f o r e o g r a m g e n u p r o a m e l o g e n i n ( H O R 1 0 ) , š ipka označuje vznikající p r o d u k t y 
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E l e k t r o f o r e o g r a m amplikonů g e n u SRY ( p r i m e r H O R 4 ) j e možné vidět n a Obrázku 1 5 . 

B y l o analyzováno 1 1 vzorků D N A , prvních s e d m vzorků D N A z p r a v a b y l o o d s a m i c , další 

čtyři v z o r k y o d samců. Jelikož s e g e n SRY nachází n a c h r o m o z o m u Y , u s a m i c není t e n t o g e n 

amplifikován, a tudíž není možné p o z o r o v a t n a g e l u žádný b a n d . U samců vzniká j e d e n p r o d u k t 

o v e l i k o s t i 2 0 0 b p . Z obrázku j e patrné, že u žádné z e s a m i c n e b y l f r a g m e n t amplifikován, 

n a o p a k u všech samců a m p l i f i k a c e proběhla. U j e d i n c e N i k i t y ( v z o r k y N i k i t a hříva I I a N i k i t a 

o c a s I ) a m p l i f i k a c e neproběhla, což značí, že j e d i n e c nemá g e n SRY. 

5 S S 5 <g n 
§ § § 2é f J I 
I X i t i l 

á z z 

Obrázek 1 5 E l e k t r o f o r e o g r a m p r o g e n 5 Ä F ( H O R 4 ) 

5.3 Kvantifikace pomocí real-time PCR (qPCR) 

5.3.1 Real-time P C R pro optimalizační fázi 

A m p l i f i k a c e vzorků ředící řady proběhla úspěšně. Amplifikační křivky vzniklých 

produktů v y k a z o v a l y standardní průběh, v T a b u l c e 1 4 j s o u u v e d e n y konkrétní p a r a m e t r y 

výsledných kalibračních křivek p r o p r i m e r y H O R Í , H O R 4 a H O R 7 . E f e k t i v i t a a m p l i f i k a c e s e 

v e všech případech p o h y b o v a l a v požadovaném rozmezí 9 0 - 1 1 0 %. Všechny v z o r k y náležely 

d o doporučeného i n t e r v a l u p r o s k l o n kalibrační křivky ( - 3 , 1 až - 3 , 6 ) ( B i o - R a d L a b o r a t o r i e s I n c . 

2 0 0 6 ) . H o d n o t a k o e f i c i e n t u d e t e r m i n a c e ( R 2 ) b y měla být vyšší než 0 , 9 8 , což s e p o t v r d i l o 

u všech vzorků. 

T a b u l k a 1 4 P a r a m e t r y p růběhu q P C R p r o opt imal izační fázi 

název primem vzorek efektivita {%) ŕ sklon kalibrační křivky 

H O R 1 A R 1 B 1 0 3 0 , 9 9 6 - 3 , 2 3 8 

H O R 1 A R 2 B 1 0 4 0 , 9 9 8 - 3 , 2 1 

H O R 7 A R 1 B 1 0 1 , 5 0 , 9 9 2 - 3 , 2 8 6 

H O R 7 A R 2 B 1 0 3 , 9 0 , 9 9 - 3 , 2 3 3 

H O R 4 A R 2 B 1 1 0 0 , 9 8 8 - 3 , 0 9 
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Ukázku grafického výstupu z p r o g r a m u C F X M a e s t r o v 4 . 1 . 2 4 . ( B i o - R a d , U S A ) j e 

možné vidět n a Obrázku 1 6 a 1 7 , n a základě analýzy křivky tání b y l o p o t v r z e n o , že dochází k e 

v z n i k u p o u z e specifických produktů. 

Melt Peak 

65 70 75 80 85 90 
Temperature, Celsius 

Peak TVpe: Posuve- v Sep Number. G 

Wd 1> Fluor J Target 0 Content Sarrple 

JBU EYBA H O R 7 NU! SI 50 
FC3 S T B R H Q R 1 Ur*n-Q3 

Obrázek 1 6 G r a f k ř ivek analýzy tání u j e d i n c e N i k i t a p r o p r i m e r y H O R 1 a H O R 7 , 
H O R 1 zeleně, H O R 7 modře 

Obrázek 1 7 G r a f k ř ivek tání p r o samčí v z o r e k W e r d i p r o p r i m e r y H O R 1 , H O R 4 a H O R 7 , 
p r i m e r H O R 1 zeleně, p r i m e r H O R 4 červeně, p r i m e r H O R 7 modře 
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T v a r amplifikačních křivek n a Obrázku 1 8 p o u k a z u j e n a vhodně navrženou 
amplifikační r e a k c i . 

Amplification 

/ 
// 

1 , . . . 1 , . , 1 1 

Cycles 

35 

• L o o ! 

3 S Y B R 

W e l l í) Fluor i T a r g e t 0 C o n t e n t í> S a m p l e 0 

J B I I S Y B R H 0 R 7 U n k n - 2 3 N i k i t a 2 3 . 4 7 

• 
| F 0 3 |SYEH H D R 1 U n k n - D B N i k i t a 2 4 . 1 2 

Obrázek 1 8 G r a f amplif ikačních kř ivek u v z o r k u N i k i t a p r o p r i m e r y H O R Í a H O R 7 , 
H O R 1 zeleně, H O R 7 modře 

5.3.2 Real-time P C R pro geny C Y L C 1 , S R Y a MCEE 

V z h l e d e m k t o m u , že s e h o d n o t a e f i c i e n c e u markerů H O R 1 ( g e n CYLC1) a H O R 4 ( g e n 

SRY) výrazně nelišila, b y l o možné t y t o m a r k e r y v rámci relativní k v a n t i f i k a c e m e z i s e b o u 

porovnávat. Pomocí m e t o d y hodnotící R a t i o A C T b y l a p r o v e d e n a relativní k v a n t i f i k a c e 

templátové D N A vztažená k autozomálnímu g e n u MCEE ( m a r k e r H O R 7 ) . 

G e n CYLC1 s e nachází n a nehomologní části c h r o m o z o m u X . H o d n o t a R a t i o A C T p r o 

s a m i c e b y l a r o v n a přibližně 1 , 0 0 , p r o s a m c e d o s a h o v a l a h o d n o t přibližně 0 , 5 0 . B y l o p o t v r z e n o , 

že míra a m p l i f i k a c e g e n u CYLC1 d o s a h u j e u samců přibližně polovičního množství než 

u s a m i c , protože mají o p r o t i samicím poloviční dávku c h r o m o z o m u X . Zároveň b y l o 

prokázáno, že j e d i n e c N i k i t a v y k a z u j e relativní k v a n t i t u amplifikovaného f r a g m e n t u g e n u 

CYLC1 j a k o běžná k l i s n a , j a k j e patrné z Obrázku 1 9 . 

11 • • • • 1 
Obrázek 1 9 Relat ivní k v a n t i f i k a c e g e n u CYLC1 ( m a r k e r H O R 1 ) vůč i referenčnímu au tozomáln ímu g e n u 

MCEE ( H O R 7 ) u samců a u s a m i c 

4 7 



Dále b y l o p r o v e d e n o porovnání míry a m p l i f i k a c e fragmentů genů CYLC1 a SRY. O b a 

g e n y b y s a m c i měli mít v jedné k o p i i , a tudíž b y j e j i c h k v a n t i t a měla d o s a h o v a t h o d n o t y 1 , 0 0 . 

Z Obrázku 2 0 j e patrné, že míra a m p l i f i k a c e těchto d v o u genů b y l a u samčích vzorků shodná. 

Míra a m p l i f i k a c e o b o u genů s e nelišila a n i m e z i jednotlivými j e d i n c i . 

GOH1 GON3 GDN4 HIKM 

S a m p l e 

| H C V l ^ ^ l H C ^ | 

Obrázek 2 0 Relat ivní k v a n t i f i k a c e f ragmentů genů CYLC1 a SRY u samců 

5.4 Absolutní kvantifikace 

N a základě výsledků absolutní k v a n t i f i k a c e pomocí d d P C R b y l y vypočítány h o d n o t y 

c o p y n u m b e r v a r i a t i o n ( C N V ) p r o g e n CYLC1 ( p r i m e r H O R 1 ) vztažené k autozomálnímu g e n u 

MCEE ( p r i m e r H O R 7 ) . Z T a b u l k y 1 5 l z e vyčíst, že u k l i s e n s e h o d n o t a C N V rovná přibližně 

hodnotě 1 , 0 0 , což naznačuje, že k l i s n y mají dvě k o p i e g e n u CYLC1, j e d n u n a každém 

c h r o m o z o m u X . V z o r k y A R 2 B a G O N 1 j s o u v z o r k y D N A odebrané o d samců a mají o p r o t i 

klisnám přibližně poloviční h o d n o t u C N V . Absolutní k v a n t i f i k a c e p o t v r d i l a u N i k i t y samicí 

pohlaví, h o d n o t a C N V u jejího v z o r k u b y l a 0 , 9 1 7 5 . 

T a b u l k a 1 5 H o d n o t y c o p y n u m b e r v a r i a t i o n ( C N V ) vypočí tané z p o m ě r ů genů CYLC1IMCEE 

vzorek HOR1/HOR7 
copy 

number 
A R 1 B 1 4 4 9 / 1 4 4 3 1 , 0 0 4 2 

N o r a 1 1 7 2 / 1 2 0 6 0 ; 9 7 1 8 

N i k i t a 9 9 0 / 1 0 7 9 0 ; 9 1 7 5 

A R 2 B 6 0 1 / 1 3 4 5 0 ; 4 4 6 8 

G O N 1 5 6 6 / 1 1 8 8 0 , 4 7 6 4 

T a b u l k a 1 6 uvádí vypočítané h o d n o t y C N V u g e n u SRY ( p r i m e r H O R 4 ) vztažené 

k autozomálnímu g e n u MCEE ( p r i m e r H O R 7 ) . T o t o porovnání b y l o možné provádět p o u z e 

u samčích vzorků, protože u samicích vzorků s e g e n SRY nenachází. U o b o u samčích vzorků 

A R 2 B i G O N 1 s e h o d n o t a C N V p o h y b u j e k o l e m h o d n o t y 0 , 5 0 . T e n t o výsledek naznačuje, že 
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o p r o t i g e n u MCEE, který mají s a m c i v e d v o u kopiích, s e g e n SRY u samců nachází p o u z e 

v jedné k o p i i n a c h r o m o z o m u Y . 

T a b u l k a 1 6 H o d n o t y c o p y n u m b e r v a r i a t i o n ( C N V ) vypočí tané z p o m ě r ů genů SRY/MCEE 

vzorek HOR4/HOR7 
copy 

number 
A R 2 B 6 6 7 / 1 3 4 5 0 , 4 9 5 9 
G 0 N 1 6 1 4 / 1 1 8 8 0 , 5 1 6 8 

Výsledné h o d n o t y absolutní k v a n t i f i k a c e p r o g e n CYLC1 u jednotlivých vzorků j e 

možné vidět n a Obrázku 2 1 . N a o s e X j s o u u každého j e d i n c e z o b r a z e n y dvě h o d n o t y , protože 

analýza probíhala v duplikátech. O s a Y z a c h y c u j e počet kopií D N A ( t e d y pozitivních dropletů) 

v 1 u l . U j e d i n c e N i k i t y b y l absolutní počet kopií r o v e n u prvního v z o r k u 9 7 1 a u druhého 

v z o r k u 1 0 1 0 , t e n t o výsledek p o t v r z u j e , že s e j edná o s a m i c i . 

Odlišný počet pozitivních dropletů v 1 u l m e z i různými j e d i n c i j e způsoben rozdíly v e 

vstupní k o n c e n t r a c i D N A u každého g e n o t y p u . M e t o d o u s p e k t r o f o t o m e t r i e n e l z e z c e l a přesně 

s t a n o v i t k o n c e n t r a c i vstupní D N A , a p r o t o s e C N V musí v z t a h o v a t vždy k referenčnímu g e n u 

u daného g e n o t y p u . O b a g e n y p a k pochází z j e d n o h o v z o r k u D N A a mají t a k n a p r o s t o s t e j n o u 

vstupní k o n c e n t r a c i . 

2000-

1600 — 
1455 H 1444 3 1 

1200 — 

1 1 6 / m i i ia m 

9 7 1 Ä 1 0 1 0 Ä 

800 

4 0 0 -

5 7 3 * 6 3 0 * * 5 8 3 « 5 4 9 » 

800 

4 0 0 -

• • * i r * m i 1 • «1 

_ 

í i 
i 

Sample 

Obrázek 2 1 H o d n o t y absolutní k v a n t i f i k a c e p r o g e n CYLC1 
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G r a f n a Obrázku 2 2 z o b r a z u j e průměrné h o d n o t y absolutní k v a n t i f i k a c e p r o g e n 

CYLC1. T y t o h o d n o t y b y l y použity p r o výpočet c o p y n u m b e r v a r i a n t i o n ( C N V ) ( T a b u l k a 1 5 ) . 

zooo-

1600-

zooo-

1600-
1449 í 

1200 — 
390 m 

800 — 

4 0 0 -

0 -

601 =t Ě 566 • 
800 — 

4 0 0 -

0 - AR1B 94.5ns . Nora 94.5ns g.. Nikíta ocas i 9.. 
Sample 

AR2B 94.5ni . GON1 94.5flfi . 

Obrázek 2 2 Průměrné h o d n o t y absolutní k v a n t i f i k a c e p r o g e n CYLC1 

Obrázek 2 3 z o b r a z u j e u testovaných jedinců absolutní počet pozitivních dropletů p r o 

g e n MCEE. G e n MCEE b y l využit j a k o referenční g e n , jel ikož s e nachází n a a u t o z o m u a u o b o u 

pohlaví b y měla být míra a m p l i f i k a c e t o h o t o g e n u přibližně stejná. Každému v z o r k u j s o u opět 

přiřazeny dvě číselné h o d n o t y , protože b y l y v z o r k y analyzovány v duplikátech. 

Poslední d v a v z o r k y ( A R 2 B a G O N 1 ) j s o u v z o r k y samců, u kterých b y l amplifikován 

g e n SRY. T y t o v z o r k y obsahují o p r o t i g e n u MCEE přibližně poloviční množství kopií D N A . 
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Obrázek 2 3 H o d n o t y absolutní k v a n t i f i k a c e p r o g e n MCEE ( A R 1 B , N o r a , N i k i t a o c a s I , A R 2 B , G O N 1 ) 
a p r o g e n SRY ( A R 2 B , G O N 1 ) 

Průměrné h o d n o t y absolutní k v a n t i f i k a c e p r o g e n MCEE (prvních pět vzorků) a SRY 

(poslední d v a v z o r k y A R 2 B a G O N 1 ) j s o u u v e d e n y n a Obrázku 2 4 . T y t o h o d n o t y b y l y využity 

k vypočítání C N V ( T a b u l k a 1 5 a 1 6 ) . 
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Obrázek 2 4 Průměrné h o d n o t y absolutní k v a n t i f i k a c e p r o g e n MCEE ( A R 1 B , N o r a , N i k i t a o c a s I , A R 2 B , 
G O N 1 ) a SRY ( A R 2 B , G O N 1 ) 

N a obrázku 2 5 s e nachází výstup z p r o g r a m u Q u a n t a S o f t v 1 . 7 . 4 . ( B i o - R a d , U S A ) p r o 

g e n MCEE u j e d i n c e N i k i t a . N a schématu umístěném v l e v o představuje každá tečka j e d e n 

d r o p l e t . Vodorovná o s a z o b r a z u j e počet událostí (výskyt každé a m p l i t u d y ) a svislá o s a 

představuje a m p l i t u d u f l u o r e s c e n c e . N a obrázku j e možné p o z o r o v a t dvě odlišné p o p u l a c e , 

v horní části g r a f u s e nachází p o p u l a c e s v y s o k o u i n t e n z i t o u f l u o r e s c e n c e (pozitivní d r o p l e t y ) 

a p o p u l a c e v e spodní části g r a f u o b s a h u j e d r o p l e t y s nízkou i n t e n z i t o u (negativní d r o p l e t y ) . 

Pravá část obrázku znázorňuje h i s t o g r a m zobrazující a m p l i t u d u f l u o r e s c e n c e n a o s e X v e r s u s 

četnost dropletů n a o s e Y . Křivka pozitivních dropletů j e symetrická a poměrně úzká, což 

naznačuje kvalitně p r o v e d e n o u r e a k c i . 

Obrázek 2 5 Výs tup z d d P C R p r o g e n MCEE u j e d i n c e N i k i t a 
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J a k j e patrné z Obrázku 2 6 , c e l k e m b y l o pomocí d d P C R p r o g e n MCEE u j e d i n c e N i k i t y 

vytvořeno 1 5 8 9 7 dropletů, z čehož b y l o 9 5 5 0 pozitivních a 6 3 4 7 negativních. 

Chl Pos:9550Neg:6347Accepled.15897 

Obrázek 2 6 Celkový poče t dropletů p r o g e n MCEE u j e d i n c e N i k i t a 

N a obrázku 2 7 j e z o b r a z e n a v i z u a l i z a c e absolutní k v a n t i f i k a c e p r o g e n CYLC1 u j e d i n c e 

N i k i t y . V levé části obrázku s e nachází schéma s e p a r a c e pozitivních a negativních populací 

dropletů. M o d r e j s o u označeny pozitivní d r o p l e t y a šedě negativní d r o p l e t y . H i s t o g r a m n a pravé 

straně obrázku p o t v r z u j e dvě oddělené p o p u l a c e dropletů. 

C h l - C 0 1 Pos8199 Neq639? Channcl 11liskxpam 

g 10000 
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2 0 0 0 4 0 0 0 6000 aooo 10000 12000 14000 
f vont Numtiof 

10000 15000 
Amplifcifc' 
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Obrázek 2 7 Výs tup z d d P C R p r o g e n CYLC1 u j e d i n c e N i k i t a 

N a Obrázku 2 8 j e zaznamenaný celkový počet dropletů u j e d i n c e N i k i t y p r o g e n CYLC1. 

Z celkového počtu 1 4 5 9 1 dropletů, b y l o 8 1 9 9 pozitivních a 6 3 9 2 negativních. 
Chl P I K 8 1 9 9 N « ( j 6 3 9 ? Aeeepted 14S91 

14591 

• M i l 
Nikita ocas i 9... 

Sample Obrázek 2 8 Celkový poče t dropletů p r o g e n CYLC1 u j e d i n c e N i k i t a 
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Obrázek 2 9 v i z u a l i z u j e rozdělení populací pozitivních a negativních dropletů p r o g e n 

SRY u j e d i n c e A R 2 B . Modrá p o p u l a c e značí pozitivní d r o p l e t y , šedě j s o u znázorněny negativní 

d r o p l e t y . H i s t o g r a m v pravé části obrázku u k a z u j e , že p r i m e r y H O R 4 F + R p r o SRY g e n 

a m p l i f i k o v a l y dobře, p o p u l a c e pozitivních a negativních dropletů j s o u jasně oddělené. 
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Obrázek 2 9 Výs tup z d d P C R p r o g e n SRY u j e d i n c e A R 2 B 

Při absolutní k v a n t i f i k a c i g e n u S R Y p r o j e d i n c e A R 2 B b y l o získáno c e l k e m 1 5 8 8 0 

dropletů, 6 9 1 9 b y l o pozitivních a 8 9 6 1 negativních (Obrázek 3 0 ) . 
Ch 1 Pos 6919 Nui| 8961 Accepled 1 b880 

158 BO 

1 
H 

ARZB94.Sni . . . 

Obrázek 3 0 Celkový poče t dropletů p r o g e n S R Y u j e d i n c e A R 2 B 

5.5 Sekvenační reakce genu pro androgenní receptor 

5.5.1 Teplotní gradient pro nasedání primerů 

N a základě e l e k t r o f o r e o g r a m u (Obrázek 3 1 ) b y l a s t a n o v e n a nejlepší t e p l o t a p r o 

nasedání primerů H O R 9 F + R n a 6 5 , 1 °C. P r i m e r y a m p l i f i k o v a l y dobře při všech teplotách, 

p r o t o b y l a z v o l e n a t e p l o t a přibližně uprostřed teplotního g r a d i e n t u . U t e p l o t y 6 5 , 1 °C b y l b a n d 

výrazný a n e b y l pozorován n a e l e k t r o f o r e o g r a m u šum, který b y naznačoval k o n t a m i n a c i n e b o 

v z n i k nespecifických produktů. 
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Obrázek 3 1 E l e k t r o f o r e o g r a m p r o p r i m e r y H O R 9 F + R 

5.5.2 Vyhodnocení výsledků sekvenace 

V p r o g r a m u B i o E d i t v e r s i o n 7 . 2 . 5 b y l a s e s t a v e n a k o n s e n z u s s e k v e n c e p r o j e d i n c e N i k i t a . 

T a t o s e k v e n c e b y l a porovnána s k o n s e n z u s sekvencí zdravého s a m c e A R 2 B . Obě s e k v e n c e j s o u 

u v e d e n y v Příloze 3 . N a základě porovnání těchto sekvencí l z e k o n s t a t o v a t , že u j e d i n c e N i k i t y 

s e nenachází zkoumaná kauzální m u t a c e n a první p o z i c i s t a r t k o d o n u c . l A > G způsobující 

s y n d r o m androgenní i n s e n z i t i v i t y . 

U N i k i t y b y l a n a l e z e n a bodová m u t a c e n a p o z i c i c . 3 2 2 , k d e došlo k s u b s t i t u c i a l e l y C 

z a a l e l u T . A l e l a C j e n a této p o z i c i uvedená j a k o referenční v s e k v e n c i G e n B a n k 

( G C F _ 0 0 2 8 6 3 9 2 5 . 1 ) a b y l a detekována také u zdravého s a m c e . T a t o s u b s t i t u c e v e d e 

k m i s s e n s e m u t a c i v proteinové s e k v e n c i , t r i p l e t C G C j e změněn n a t r i p l e t T G C a dochází k e 

v z n i k u c y s t e i n u místo původně vznikajícího a r g i n i n u ( V i l l a g o m e z e t a l . 2 0 2 0 ) . 
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6 Diskuze 
C h r o m o z o m Y s e díky své složité struktuře a dynamickému vývoji v rámci e v o l u c e řadí 

m e z i nejméně prozkoumané části koňského g e n o m u . Nižší míra r e k o m b i n a c e m e z i pohlavními 

c h r o m o z o m y v e d l a n a c h r o m o z o m u Y k nárůstu strukturálních přestaveb, postupné ztrátě 

některých genů a k e zmenšení j e h o v e l i k o s t i ( B e l l o t t e t a l . 2 0 1 4 ; W a t e r s & R u i z - H e r r e r a 2 0 2 0 ) . 

U koní d o s u d n e b y l a s t a n o v e n a j e h o s e k v e n c e , autoři Janečka e t a l . ( 2 0 1 8 ) však představili 

a n o t o v a n o u a a s s e m b l o v a n o u s e k v e n c i M S Y o b l a s t i . M S Y j e o b l a s t n a Y c h r o m o z o m u , která 

j e specifická p o u z e p r o s a m c e , j e haploidní a neúčastní s e c r o s s i n g o v e r u . V této o b l a s t i j e 

lokalizován g e n SRY, který h r a j e v e l m i důležitou r o l i při vývoji samčího pohlaví ( R a u d s e p p e t 

a l . 2 0 1 0 ) . T e n t o g e n j e z o b o u s t r a n ohraničen repetitivními s e k v e n c e m i a t o t o neobvyklé 

umístění může mít z a následek vyšší pravděpodobnost d e l e c e g e n u a následnou p o r u c h u 

v e vývoji pohlaví (Janečka e t a l . 2 0 1 8 ) . 

Už v minulém století b y l o u koní popsáno několik případů, u kterých s e fenotypový 

p r o j e v pohlaví n e s h o d o v a l s g e n o t y p e m ( P a i l h o u x e t a l . 1 9 9 5 ; Mákinen e t a l . 1 9 9 9 ) . Této 

p r o b l e m a t i c e b y l o dopřáváno p o s t u p e m času stále více p o z o r n o s t i a v současnosti j e p o r u c h a 

jedinců s e samicím f e n o t y p e m a k a r y o t y p e m 6 4 X Y j e d n o u z nejčastěji s e vyskytujících p o r u c h 

sexuálního vývoje ( R a u d s e p p e t a l . 2 0 1 0 ) . T a t o p o r u c h a j e označována j a k o s y n d r o m 

androgenní i n s e n z i t i v i t y , ačkoli u koní zatím n e b y l n a l e z e n k o n s e n z u s v názvosloví a často j e 

možné t e n t o s y n d r o m najít také p o d označením p s e u d o h e r m a f r o d i t i s m u s n e b o i n t e r s e x 

( V i l l a g o m e z e t a l . 2 0 2 0 ) . T e n t o patologický s t a v s e p r o j e v u j e j a k o následek nedostatečného 

působení androgenů během o n t o g e n e z e u samčího pohlaví. Postižení j e d i n c i vykazují samicí 

f e n o t y p , a l e zároveň mají běžný k a r y o t y p hřebce ( W e l s f o r d e t a l . 2 0 1 7 ) . 

N a počátku práce b y l a s t a n o v e n a hypotéza, že j e d i n e c N i k i t a b y m o h l trpět s y n d r o m e m 

androgenní i n s e n z i t i v i t y . B y l o t a k t v r z e n o n a základě atypického chování podobnému chování 

samců a a b n o r m a l i t vnějších pohlavních orgánů. P r o ověření této hypotézy proběhla prohlídka 

veterinárním lékařem, stanovení h l a d i n y pohlavních hormonů a následně b y l a p r o v e d e n a 

molekulárně genetická analýza D N A z a účelem určení genetického pohlaví j e d i n c e . 

6.1 Veterinární vyšetření 

U vyšetřovaného j e d i n c e b y l a prokázána nepřítomnost dělohy a b y l y popsány 

ambivalentní vnější pohlavní orgány (srostlé vnější stydké p y s k y , s t r u k t u r a podobná g l a n s 

p e n i s ) . V tříselném kanále b y l nahmatán kulovitý útvar, který b y m o h l být považován z a 
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zakrnělé v a r l e , bohužel n e b y l o možné o d e b r a t v z o r k y p r o histologický r o z b o r a z j i s t i t původ 

této s t r u k t u r y . 

I přes p r o j e v y chování typického p r o s a m c e , m e z i které patřilo agresivní chování vůči 

hřebcům a naskakování n a k l i s n y v říji, s e h l a d i n y hormonů u j e d i n c e N i k i t y p o h y b o v a l y 

v obvyklém rozmezí uváděném p r o k l i s n y . H l a d i n a e s t r a d i o l u b y l a s t a n o v e n a n a 4 , 9 p g / m l , což 

j e h o d n o t a typická p r o k l i s n y v p r o e s t r u . Naměřená h o d n o t a t e s t o s t e r o n u b y l a 0 , 0 3 n g / m l a t o t o 

množství p o u z e nepatrně přesahuje obvyklé h o d n o t y uváděné p r o k l i s n y ( < 0 , 0 2 n g / m l ) ( K e n t 

e t a l . 1 9 8 8 ) . Nízké až nedetekovatelné h l a d i n y t e s t o s t e r o n u b y l y popsány u jedinců 

s podobnými klinickými nálezy u p l e m e n e L u s i t a n o ( T o r r e s e t a l . 2 0 1 3 ) a arabský plnokrevník 

(Villagómez e t a l . 2 0 1 1 ; C i o t o l a e t a l . 2 0 1 2 ) . T o r r e s e t a l . ( 2 0 1 3 ) upozorňují n a možnost získání 

falešně negativních výsledků při měření t e s t o s t e r o n u z důvodu j e h o pulzační s e k r e c e . 

6.2 Izolace DNA 

Základním k r o k e m p r o j a k o u k o l i g e n e t i c k o u analýzu j e kvalitně provedená i z o l a c e 

D N A . U koní j e možné získat biologický materiál p r o i z o l a c i D N A několika způsoby, např. 

z k r v e , chlupových c i b u l e k , stěrů bukální s l i z n i c e n e b o z exkrementů. J a k uvádí A l h a d d a d 

e t a l . ( 2 0 1 9 ) , nejlepší výtěžnosti i čistoty D N A j e dosaženo izolací D N A z k r v e n e b o 

z chlupových c i b u l e k . G o o s s e n s e t a l . ( 1 9 9 8 ) zmiňují, že m e z i výtěžností D N A izolované 

z k r v e a chlupových c i b u l e k n e j s o u signifikantní rozdíly. Odběr chlupových c i b u l e k j e navíc 

neinvazivní m e t o d o u , která nemusí být prováděna veterinárním lékařem a zvíře při ní není 

nadměrně stresováno. N a základě výsledků bakalářské práce a u t o r k y b y l o dříve zjištěno, že 

izolovaná D N A z chlupových c i b u l e k nepodléhá d e g r a d a c i a j e možně j i dlouhodobě s k l a d o v a t 

při teplotě - 2 0 °C. Z těchto důvodu b y l a D N A v této práci izolována z chlupových c i b u l e k 

pomocí komerčně dostupného k i t u N u c l e o S p i n T i s s u e X S ( M a c h e r e y - N a g e l , Německo) . T o u t o 

m e t o d o u i z o l a c e b y l o získáno dostatečné množství kvalitní D N A p r o následné k r o k y 

e x p e r i m e n t u . 

6.3 Genotypizace 

P r o určení genetického pohlaví u j e d i n c e N i k i t y b y l o přistoupeno k a m p l i f i k a c i markerů 

p r o g e n y SRY a AMEL pomocí P C R . O b a t y t o g e n y j s o u běžně využívány v laboratořích p o 

celém světě j a k p r o obvyklé určení pohlaví u koní, t a k p r o prokázání pohlaví u jedinců, kteří 

vykazují netypické chování n e b o neobvyklý fenotypový p r o j e v ( M a r t i n e z e t a l . 2 0 2 0 ) . 

M a r k e r H O R 4 p r o určení pohlaví pomocí g e n u SRY b y l navržen d o nehomologní části 

Y c h r o m o z o m u . K a m p l i f i k a c i t o h o t o m a r k e r u dochází p o u z e u samců v z n i k e m p r o d u k t u 
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velkého 2 0 0 b p ( T a b u l k a 1 ) . U všech samčích vzorků v této práci proběhla a m p l i f i k a c e úspěšně 

a p o v i z u a l i z a c i n a g e l u b y l dobře patrný b a n d očekávané v e l i k o s t i . U samicích vzorků n e b y l o 

možné n a g e l u p o z o r o v a t žádný p r o d u k t . V z o r e k N i k i t y b y l označen j a k o samicí, protože u ní 

opakovaně nedošlo k a m p l i f i k a c i a j e t e d y možné k o n s t a t o v a t , že nemá g e n SRY. Nepřítomnost 

g e n u SRY p o p s a l také T o r r e s e t a l . ( 2 0 1 3 ) u k l i s n y p l e m e n e L u s i t a n o , která v y k a z o v a l a 

anatomické a b n o r m a l i t y pohlavních orgánů a p r o j e v y samčího chování podobně j a k o N i k i t a . 

P e r e t t i e t a l . ( 2 0 2 0 ) p u b l i k o v a l i stejné výsledky u k l i s n y arabského plnokrevníka, u kterého b y l a 

v břišní dutině n a l e z e n a v a r l a t a . J e d i n c i , kteří vykazují samčí chování a anatomické a b n o r m a l i t y 

pohlavních orgánů a zároveň mají samicí g e n o t y p , bývají v literatuře označováni j a k o X X , S R Y 

negativní (Villagómez e t a l . 2 0 1 1 ) . 

Jelikož při a m p l i f i k a c i m a r k e m H O R 4 g e n u SRY u samicích vzorků nevzniká žádný 

p r o d u k t , j e doporučeno provádět kontrolní a m p l i f i k a c i j iného m a r k e r u p r o potvrzení, z d a r e a k c e 

proběhla úspěšně ( H a s e w a g a e t a l . 2 0 0 0 ) . 

V případě této práce b y l j a k o druhý m a r k e r p r o určení pohlaví použit g e n p r o 

a m e l o g e n i n ( m a r k e r H O R 1 0 ) . T e n t o g e n j e j a k o m a r k e r p r o účely i d e n t i f i k a c e pohlaví využíván 

u koní ( H a s e w a g a e t a l . 2 0 0 0 ; K a k o i e t a l . 2 0 0 5 ; M a r t i n e z e t a l . 2 0 2 0 ) , p r a s a t ( F o n t a n e s i e t a l . 

2 0 0 8 ) , s k o t u ( D a s e t a l . 2 0 1 9 ) i lidí ( D a s h e t a l . 2 0 2 0 ) . G e n p r o a m e l o g e n i n s e u koní nachází 

n a homologním úseku o b o u pohlavních chromozomů. U samců j e přítomna d e l e c e o délce 2 4 

b p , která j e detekovatelná pomocí gelové elektroforézy ( H a s e w a g a e t a l . 2 0 0 0 ) . V rámci této 

práce b y l y p r o t e n t o g e n navrženy specifické p r i m e r y H O R 1 O F a R . Nově navržené p r i m e r y 

a m p l i f i k o v a l y p r o d u k t y j iné délky ( 1 4 6 , 1 7 0 b p ) než p r i m e r y v práci H a s e w a g a e t a l . ( 2 0 0 0 ) 

( 1 6 0 , 1 8 4 b p ) . Obě s a d y primerů však b y l y s c h o p n y r o z e z n a t d e l e c i 2 4 b p n a c h r o m o z o m u Y 

a j e t a k možné j e p r o rozlišení pohlaví využívat. P o a m p l i f i k a c i m a r k e r u H O R 1 0 u samců 

v z n i k l y d v a p r o d u k t y očekávaných velikostí ( T a b u l k a 1 ) , AMELY dlouhý 1 4 6 b p a AMELX 

o v e l i k o s t i 1 7 0 b p . U s a m i c v z n i k l p o u z e j e d e n p r o d u k t AMELX o délce 1 7 0 b p . N i k i t a i v t o m t o 

případě odpovídala samičímu g e n o t y p u , protože u jejího v z o r k u b y l o možné p o z o r o v a t n a g e l u 

j e d e n b a n d o v e l i k o s t i 1 7 0 b p (Obrázek 1 4 ) . M a r t i n e z e t a l . ( 2 0 2 0 ) upozorňuje n a možnost 

chybné i d e n t i f i k a c e pohlaví pomocí g e n u p r o a m e l o g e n i n , v j e j i c h práci b y l a popsána 

p r o b l e m a t i k a falešné p o z i t i v i t y u X Y S R Y negativních jedinců. Zároveň však zmiňují, že míra 

c h y b o v o s t i b y l a m e z i všemi testovanými j e d i n c i v e l m i nízká ( 0 , 0 0 7 7 % ) . 

6.4 Relativní kvantifikace 

Většina molekulárních m e t o d i d e n t i f i k a c e pohlaví spočívá v a m p l i f i k a c i pohlavně 

specifických genů n e b o homologních genů a následné d e t e k c i delecí n a gelové elektroforéze. 
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T y t o m e t o d y j s o u účinné, a l e časově i finančně náročné ( B a l l e s t e r e t a l . 2 0 1 3 ) , p r o t o b y l a 

navržena m e t o d a stanovení pohlaví n a základě relativní k v a n t i f i k a c e pomocí q P C R . P r o účely 

relativní k v a n t i f i k a c e b y l y navrženy tři m a r k e r y p r o g e n y C y l i c i n - 1 (CYLC1), S e x - d e t e r m i n i n g 

r e g i o n Y (SRY) a autozomální g e n M e t h y l m a l o n y l - C o A e p i m e r a s e (MCEE). 

P r o ověření s p o l e h l i v o s t i m e t o d y b y l a využita D N A d v a c e t i jedinců, d e s e t i samců 

a d e s e t i s a m i c . P r o g e n C y l i c i n - 1 b y l a u samců očekávána poloviční míra a m p l i f i k a c e g e n u než 

u s a m i c , jel ikož j e t e n t o g e n umístěn n a nehomologní části X c h r o m o z o m u a t a t o hypotéza b y l a 

p o t v r z e n a . B a l l e s t e r e t a l . ( 2 0 1 3 ) využili t u t o m e t o d u k d e t e r m i n a c i pohlaví u p r a s a t pomocí 

g e n u GPM6B, který s e nachází n a nehomologní části X c h r o m o z o m u stejně j a k o g e n C y l i c i n -

1 . Autoři p o z o r o v a l i stejné výsledky, u samců d o s a h o v a l a míra a m p l i f i k a c e g e n u poloviční 

míry o p r o t i samicím. U koní b y l a m e t o d a relativní k v a n t i f i k a c e pomocí q P C R použita také p r o 

stanovení pohlaví p l o d u z k r v e březích k l i s e n L e o n e t a l . ( 2 0 1 2 ) . Autoři vidí výhodu d e t e k c e 

pohlaví pomocí q P C R hlavně v c i t l i v o s t i m e t o d y a také v e l i m i n a c i r i z i k a k o n t a m i n a c e , jelikož 

v z o r k y nemusí být žádným způsobem dál analyzovány. 

U jedinců samčího pohlaví b y l o dále p r o v e d e n o porovnání míry a m p l i f i k a c e genů 

CYLC1 a SRY. O b a g e n y s e u samců nachází v jedné k o p i i a míra j e j i c h a m p l i f i k a c e b y měla 

být přibližně stejná. P o úspěšné a m p l i f i k a c i o b a g e n y v y k a z o v a l y přibližně s t e j n o u h o d n o t u 

relativní k v a n t i f i k a c e a b y l o t a k p o t v r z e n o , že s e u samců nachází j e d e n X a j e d e n 

Y c h r o m o z o m . Stejná m e t o d a b y l a využita v pracích B o l z o n e t a l . ( 2 0 1 6 ) a W e l s f o r d e t a l . 

( 2 0 1 7 ) k určení pohlaví u jedinců s podezřením n a s y n d r o m androgenní i n s e n z i t i v i t y . 

Analýza pomocí q P C R p o t v r d i l a předchozí výsledky g e n o t y p i z a c e , u j e d i n c e N i k i t y 

b y l a prokázána přítomnost d v o u chromozomů X . 

6.5 Absolutní kvantifikace 

P r o potvrzení výsledků získaných relativní kvantifikací b y l o p r o v e d e n o ověření pomocí 

dropletové digitální P C R ( d d P C R ) . T a t o m e t o d a j e schopná v e l m i citlivě d e t e k o v a t absolutní 

počet m o l e k u l D N A a j e využívána napříč o b o r y p r o absolutní k v a n t i f i k a c i D N A ( B i o - R a d 

L a b o r a t o r i e s , I n c . 2 0 0 6 ) . 

C a s t a n e d a e t a l . ( 2 0 2 2 ) využili m e t o d u absolutní k v a n t i f i k a c e v e své práci při 

stanovování počtu c o p y n u m b e r v a r i a t i o n ( C N V ) u genů nacházejících s e v koňské M S Y 

o b l a s t i . Důležitým zjištěním této práce b y l o , že u většiny z 2 0 9 testovaných jedinců s e nacházel 

g e n SRY ve formě s i n g l e - c o p y . M u l t i c o p y f o r m a g e n u SRY byla detekována p o u z e u 4 p l e m e n 

koní (mongolský kůň, estonský k l e p p e r , jakutský kůň a Z e m a i t u k a i ) , která měla dvě n e b o tři 

k o p i e t o h o t o g e n u . 
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V rámci této práce b y l o p r o v e d e n o porovnání množství kopií D N A f r a g m e n t u g e n u SRY 

( m a r k e r H O R 4 ) s autozomálním g e n e m MCEE ( m a r k e r H O R 7 ) , u g e n u SRY b y l o očekáváno 

přibližně poloviční množství kopií D N A . Výsledky získané pomocí d d P C R s e s h o d o v a l y 

s výsledky získanými z q P C R , f r a g m e n t g e n u SRY b y l amplifikován o p r o t i g e n u MCEE 

v polovičním množství. 

H o d n o t a c o p y n u m b e r v a r i a t i o n ( C N V ) u g e n u C y l i c i n - 1 ( m a r k e r H O R 1 ) b y l a u samců 

přibližně poloviční než u s a m i c , což p o t v r z u j e přítomnost jedné k o p i e c h r o m o z o m u X u samců 

a d v o u kopií c h r o m o z o m u X u s a m i c . S t e j n o u m e t o d u d e t e k c e využili v e své práci S z c z e r b a l 

e t a l . ( 2 0 2 0 ) k d i a g n o s t i c e X m o n o s o m i e u k l i s e n . Autoři n e j p r v e d e t e k o v a l i počet 

X chromozomů pomocí klasické P C R a poté pomocí d d P C R h o d n o t i l i počet C N V 

u g e n u AMELX, který j e vázaný n a c h r o m o z o m X . 

6.6 Sekvenační reakce 

P r o ověření výše uvedených výsledků b y l a p r o v e d e n a m e t o d a s e k v e n a c e části g e n u p r o 

androgenní r e c e p t o r pomocí S a n g e r o v y m e t o d y . V t o m t o g e n u b y l o d o s u d popsáno u koní 

5 kauzálních mutací. 

V r o c e 2 0 1 2 b y l a popsána první m u t a c e a u t o r y Révay e t a l . ( 2 0 1 2 ) u p l e m e n e americký 

q u a t e r horše. J e d n a l o s e o záměnu a d e n i n u z a g u a n i n v první p o z i c i s t a r t k o d o n u A R g e n u 

( c . l A > G ) a t a t o m u t a c e b y l a označena j a k o první spojení m e z i klinickými nálezy a A I S u koní. 

T a t o kauzální m u t a c e b y l a testována v této diplomové práci, její přítomnost s e však 

neprokázala. U k l i s n y N i k i t y b y l a n a l e z e n a bodová m u t a c e c . 3 2 2 C > T , která má z a následek 

změnu kódované a m i n o k y s e l i n y z a r g i n i n u n a c y s t e i n . T a t o m u t a c e b y l a popsána i a u t o r y 

Révay e t a l . ( 2 0 1 2 ) , t i j i označili z a „tichou" m u t a c i , která nezpůsobuje žádné problémy 

v e vývoji pohlaví. Autoři navíc zmiňují, že u j iných savčích druhů s e n a této p o z i c i A R p r o t e i n u 

běžně nachází c y s t e i n a díky t o m u , že o b l a s t není příliš konzervovaná, nemá případná záměna 

a m i n o k y s e l i n takový d o p a d . 

T u t o m u t a c i zmiňují v e své práci i B o l z o n e t a l . ( 2 0 1 6 ) , kteří p o p s a l i n a p o z i c i c . 3 2 2 

a l e l u T u šesti jedinců p l e m e n e anglický plnokrevník trpících s y m p t o m y s y n d r o m u androgenní 

i n s e n z i t i v i t y . N a základě s t u d i a r o d o k m e n u jedinců autoři však vyloučili možnost, a b y t a t o 

s u b s t i t u c e b y l a kauzální p r o v z n i k A I S . U r o d i n y koní popsané v práci B o l z o n e t a l . ( 2 0 1 6 ) , 

b y l a z a kauzální označena s u b s t i t u c e v e x o n u 4 n a p o z i c i c . 2 0 4 2 G > C , která v e d l a k záměně 

t r i p l e t u kódujícího t r y p t o f a n z a t r i p l e t p r o s e r i n ( p . T r p 6 8 1 S e r ) . Zaměněné a m i n o k y s e l i n y mají 

v e l m i rozdílné chemické v l a s t n o s t i a předpokládá s e , že nahrazení t r y p t o f a n u s e r i n e m v e d e 

k nepříznivým změnám v e f u n k c i p r o t e i n u . 
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První d e l e c e ( c . l 6 3 0 _ 1 6 5 4 d e l ) v g e n u p r o androgenní r e c e p t o r b y l a popsána a u t o r y 

W e l s f o r d e t a l . ( 2 0 1 7 ) . Předpokládá s e , že d e l e c e koncových 2 5 b p v druhém e x o n u v e d e 

k e ztrátě 8 kódujících kodonů ( p . V a l 5 4 4 _ G l u 5 5 1 d e l ) a j e kauzální p r o v z n i k s y n d r o m u 

androgenní i n s e n z i t i v i t y . Autoři v e své práci také zmiňují výskyt s u b s t i t u c e c . 3 2 2 C > T 

u 4 teplokrevných jedinců trpících A I S . Shodují s e však s názorem B o l z o n e t a l . ( 2 0 1 6 ) 

a označují t u t o b o d o v o u m u t a c i z a nekauzální. 

V r o c e 2 0 2 0 b y l y popsány dvě n e j novější m u t a c e v A R g e n u a u t o r y V i l l a g o m e z e t a l . 

( 2 0 2 0 ) . V prvním případě s e jedná o d e l e c i nacházející s e v e x o n u 1 ( c . l 8 3 d e l T ) , která mění 

k o d o n kódující s e r i n ( A G T ) n a k o d o n ( A G - ) . P o s u n čtecího rámce v e d e k vytvoření 

předčasného s t o p k o d o n u n a p o z i c i 4 5 2 . n u k l e o t i d u a dává v z n i k n o u t zkrácené formě p r o t e i n u 

( S e r 6 1 S e r f s T e r 8 9 ) . 

V druhém případě b y l a identifikována m u t a c e v e x o n u 5 ( c . 2 1 3 2 C > T ) , která v e d l a 

k záměně kodonů ( G C C ) > ( G T C ) . Jedná s e o m i s s e n s e záměnu a l a n i n u z a v a l i n ( p . A l a 7 1 1 V a l ) , 

která j e lokalizovaná v e v y s o c e konzervované o b l a s t i L B D domény. U lidí s e nejvíce popsaných 

kauzálních mutací v g e n u p r o androgenní r e c e p t o r nachází právě v této o b l a s t i , p r o t o s e autoři 

s t u d i e přiklání k názoru, že i u koní může t a t o m u t a c e způsobovat s y n d r o m androgenní 

i n s e n z i t i v i t y ( V i l l a g o m e z e t a l . 2 0 2 0 ) . 

V rámci této diplomové práce b y l a testována přítomnost m u t a c e n a první p o z i c i s t a r t 

k o d o n u ( c . l A > G ) , která b y l a publikována v práci Révay e t a l . ( 2 0 1 2 ) . T a t o m u t a c e b y l a 

z v o l e n a , protože b y l a popsána u j e d i n c e stejného p l e m e n e j a k o j e k l i s n a N i k i t a . Přítomnost 

ostatních mutací n e b y l a v této práci ověřována a j e t a k možné v b u d o u c n u navázat n a t u t o práci 

a pokračovat v e výzkumu příčiny netypického chování i ambivalentních pohlavních orgánů 

u k l i s n y N i k i t y . 

6.7 Shrnutí 

N a základě klinického vyšetření a molekulární analýzy může být p o r u c h a sexuálního 

vývoje u j e d i n c e N i k i t y označena j a k o X X S R Y negativní s e x - r e v e r s a l s y n d r o m ( V i l l a g o m e z 

e t a l . 2 0 1 1 ) . Autoři P e r e t t i e t a l . ( 2 0 2 0 ) p o p s a l i podobné nálezy u k l i s n y arabského plnokrevníka 

a B a n n a s c h e t a l . ( 2 0 0 7 ) u j e d i n c e p l e m e n e americký jezdecký kůň. Autoři s e shodují, že není 

možné určit přesný genetický m e c h a n i s m u s , kvůli kterému dochází k vývoji v a r l a t 

a m a s k u l i n i z a c i j e d i n c e b e z přítomnosti g e n u SRY. B a n n a s c h e t a l . ( 2 0 0 7 ) popisují j a k o j e d n u 

z možných příčin autozomální m u t a c i a zároveň zmiňují, že m a s k u l i n i z a c e j e d i n c e b y m o h l a 

být zapříčiněna i podáváním androgenů klisně v průběhu březosti. P o d l e P e r e t t i e t a l . ( 2 0 2 0 ) b y 

dalším důvodem m o h l a být změna v e x p r e s i g e n u SOX9. Regulační doména, která j e klíčová 
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p r o gonadální e x p r e s i a normální f u n k c i g e n u SOX9, z a h r n u j e více než 1 M b p před samotným 

g e n e m ( B e n k o e t a l . 2 0 1 1 ) . P e r e t t i e t a l . ( 2 0 2 0 ) s e domnívají, že narušení některé z regulačních 

oblastí před g e n e m SOX9 b y m o h l o vést k e zvýšení e x p r e s e g e n u a být jedním z důvodů 

p o r u c h y sexuálního vývoje. D u p l i k a c e g e n u SOX9 b y l y popsány u X X SRY-negativních 

jedinců s p o r u c h a m i sexuálního vývoje u psů ( R o s s i e t a l . 2 0 1 4 ; A l b a r e l l a e t a l . 2 0 2 0 ) i u lidí 

( L i e t a l . 2 0 1 4 ) . 

P o r u c h y sexuálního vývoj e m a j í j a k g e n e t i c k o u , t a k f e n o t y p o v o u h e t e r o g e n i t u a j e v e l m i 

těžké přesně určit, o j a k o u p o r u c h u s e jedná. U j e d i n c e N i k i t y b y l a prokázána přítomnost 

d v o u chromozomů X a nepřítomnost c h r o m o z o m u Y a l z e t e d y k o n s t a t o v a t , že s e jedná 

o k l i s n u . Zároveň u ní n e b y l a n a l e z e n a vybraná kauzální m u t a c e v g e n u p r o androgenní r e c e p t o r 

a není t a k možné určit, z j akého důvodu v y k a z u j e netypické p r o j e v y chování. T a t o práce 

d o k a z u j e , že o b l a s t p o r u c h sexuálního vývoje j e n e j e n u koní v e l m i široká a j e třeba j i dále 

věnovat p o z o r n o s t . 
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7 Závěr 
V literární rešerši b y l y shromážděny aktuální p o z n a t k y týkající s e koňského g e n o m u . 

N a základě s t u d i a odborné l i t e r a t u r y b y l charakterizován androgenní r e c e p t o r , b y l a popsána 

j e h o s t a v b a a f u n k c e . M u t a c e v g e n u p r o androgenní r e c e p t o r m o h o u vést k poruše sexuálního 

vývoje zvané s y n d r o m androgenní i n s e n z i t i v i t y ( A I S ) . T e n t o s y n d r o m b y l detailně popsán 

včetně j e h o výskytu u koní i u lidí. V závěru literární rešerše b y l y zmapovány m e t o d y 

využívající s e k analýze a d i a g n o s t i c e s y n d r o m u androgenní i n s e n z i t i v i t y . 

N a základě bioinformatické s t u d i e gonozómů X a Y b y l y navrženy specifické m a r k e r y 

d o homologních ( m a r k e r H O R 1 0 p r o g e n AMEL) i nehomologních ( m a r k e r H O R 4 p r o g e n SRY) 

úseků gonozómů. P o o p t i m a l i z a c i m e t o d y a úspěšné a m p l i f i k a c i b y l a p r o v e d e n a d e t e r m i n a c e 

pohlaví u testovaného j e d i n c e . První vědecká hypotéza b y l a vyvrácena, výsledky a m p l i f i k a c e 

o b o u markerů u j e d i n c e N i k i t y určily samicí pohlaví. 

P r o potvrzení získaných výsledků b y l a navržena m e t o d a relativní k v a n t i f i k a c e pomocí 

q P C R . B y l a srovnávána k v a n t i t a amplikonů nacházejících s e n a gonozómech ( g e n y CYLC1 

a SRY) s k v a n t i t o u referenčního g e n u MCEE. G e n CYLC1 nacházející s e n a X c h r o m o z o m u b y l 

amplifikován u samčího pohlaví v poloviční míře o p r o t i autozomálnímu g e n u MCEE. B y l a t a k 

p o t v r z e n a hypotéza předpokládající, že pomocí m e t o d y relativní k v a n t i f i k a c e j e možné rozlišit 

pohlaví jedinců. Relativní k v a n t i f i k a c e zároveň p o t v r d i l a výsledky g e n o t y p i z a c e , u j e d i n c e 

N i k i t y s e c h r o m o z o m X nacházel v e d v o u kopiích a l z e t e d y prohlásit, že s e jedná o k l i s n u . 

V rámci k o n t r o l y výsledků p o k u s u b y l a použita m e t o d a d d P C R , která j e považována 

z a j e d n u z n e j přesnějších m e t o d absolutní k v a n t i f i k a c e . P o úspěšné a m p l i f i k a c i b y l s t a n o v e n 

absolutní počet m o l e k u l D N A v e v z o r k u k l i s n y N i k i t y i ostatních kontrolních vzorků. 

Dále b y l a p r o v e d e n a s e k v e n a c e části g e n u p r o androgenní r e c e p t o r z důvodu možné 

přítomnosti m u t a c e n a první p o z i c i s t a r t k o d o n u . P o bioinformatické analýze získaných 

sekvencí b y l o zjištěno, že v daném místě s e m u t a c e nenachází a b y l a t a k vyvrácena hypotéza 

0 přítomnosti kauzální m u t a c e v t o m t o g e n u . B y l a n a l e z e n a bodová m u t a c e c . 3 2 2 C > T , která 

však p o d l e dostupné l i t e r a t u r y není kauzální p r o v z n i k s y n d r o m u androgenní i n s e n z i t i v i t y . 

Ačkoli v diplomové práci nedošlo k potvrzení hypotézy přítomnosti kauzální m u t a c e 

způsobující A I S , l z e m e t o d y navržené v této práci využít k d e t e r m i n a c i pohlaví u koní 

1 v dalších výzkumech. P r o b l e m a t i k a p o r u c h sexuálního vývoje j e v e l i c e rozsáhlá a j a k t a t o 

práce d o k a z u j e , j e těžké najít konkrétní příčinu v z n i k u p o r u c h y . J e třeba pokračovat 

v systematickém výzkumu k lepšímu porozumění této o b l a s t i a objasnění dalších příčin p o r u c h 

sexuálního vývoje. 
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Y a m a m o t o K , G u s t a f s s o n J , K a p t e i n R . 1 9 9 0 . S o l u t i o n S t r u c t u r e o f t h e G l u c o c o r t i c o i d 
R e c e p t o r D N A - B i n d i n g D o m a i n . S c i e n c e vol. 2 4 9 : 1 5 7 - 1 6 0 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / w w w . s c i e n c e . O r g / d o i / 1 0 . l 1 2 6 / s c i e n c e . 2 1 1 5 2 0 9 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 8 ) . 

H a s e w a g a T , S a t o F , I s h i d a N , F u k u s h i m a Y , M u k o y a m a H . 2 0 0 0 . S e x D e t e r m i n a t i o n b y 
S i m u l t a n e o u s A m p l i f i c a t i o n o f E q u i n e S R Y a n d A m e l o g e n i n G e n e s . J o u r n a l o f V e t e r i n a r y 
M e d i c a l S c i e n c e vol. 6 2 : 1 1 0 9 - 1 1 1 0 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p : / / w w w . j s t a g e . j s t . g o . j p / a r t i c l e / j v m s / 6 2 / 1 0 / 6 2 _ 1 0 _ l 1 0 9 / _ a r t i c l e ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 1 - 0 6 ) . 

H e e m e r s H , T i n d a l l D . 2 0 0 7 . A n d r o g e n R e c e p t o r ( A R ) C o r e g u l a t o r s : A D i v e r s i t y o f F u n c t i o n s 
C o n v e r g i n g o n a n d R e g u l a t i n g t h e A R T r a n s c r i p t i o n a l C o m p l e x . E n d o c r i n e R e v i e w s vol. 
2 8 : 7 7 8 - 8 0 8 . A v a i l a b l e f r o m h t t p s : / / a c a d e m i c . o u p . e o m / e d r v / a r t i c l e / 2 8 / 7 / 7 7 8 / 2 3 5 5 0 1 7 
( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 3 1 ) . 
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H e i d C , S t e v e n s J , L i v a k K , W i l l i a m s P . 1 9 9 6 . R e a l t i m e q u a n t i t a t i v e P C R . G e n o m e R e s e a r c h 
vol. 6 : 9 8 6 - 9 9 4 . A v a i l a b l e f r o m h t t p : / / g e n o m e . c s h l p . O r g / l o o k u p / d o i / 1 0 . 1 1 0 1 / g r . 6 . 1 0 . 9 8 6 
( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 1 - 1 1 ) . 

H u g h e s J e t a l . 2 0 1 2 . S t r i c t e v o l u t i o n a r y c o n s e r v a t i o n f o l l o w e d r a p i d g e n e l o s s o n h u m a n a n d 
r h e s u s Y c h r o m o s o m e s . N a t u r e vol. 4 8 3 : 8 2 - 8 6 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p : / / w w w . n a t u r e . c o m / a r t i c l e s / n a t u r e l 0 8 4 3 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 6 ) . 

C h a n g C , K o k o n t i s J , L i a o S . 1 9 8 8 . M o l e c u l a r C l o n i n g o f H u m a n a n d R a t C o m p l e m e n t a r y 
D N A E n c o d i n g A n d r o g e n R e c e p t o r s . S c i e n c e vol. 2 4 0 : 3 2 4 - 3 2 6 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / w w w . s c i e n c e . O r g / d o i / 1 0 . l 1 2 6 / s c i e n c e . 3 3 5 3 7 2 6 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 6 ) . 

I a n n u z z i L , M e o G , P e r u c a t t i A , I n c a r n a t o D , P e r e t t i V , C i o t o l a F , B a r b i e r i V . 2 0 1 4 . A n 
i m p r o v e d c h a r a c t e r i z a t i o n o f h o r s e ( E q u u s c a b a l l u s , 2 n = 6 4 ) c h r o m o s o m e s b y u s i n g 
r e p l i c a t i n g G a n d R b a n d i n g p a t t e r n s . C a r y o l o g i a vol. 5 6 : 2 0 5 - 2 1 1 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / w w w . t a n d f o n l i n e . c o m / d o i / f u l l / 1 0 . 1 0 8 0 / 0 0 0 8 7 1 1 4 . 2 0 0 3 . 1 0 5 8 9 3 2 6 ( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 3 -
1 9 ) . 

Janečka J e t a l . 2 0 1 8 . H o r s e Y c h r o m o s o m e a s s e m b l y d i s p l a y s u n i q u e e v o l u t i o n a r y f e a t u r e s 
a n d p u t a t i v e s t a l l i o n f e r t i l i t y g e n e s . N a t u r e C o m m u n i c a t i o n s vol. 9. A v a i l a b l e f r o m 
h t t p : / / w w w . n a t u r e . c o m / a r t i c l e s / s 4 1 4 6 7 - 0 1 8 - 0 5 2 9 0 - 6 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 6 ) . 

J e n s t e r G , v a n d e r K o r p u t H , T r a p m a n J , B r i n k m a n n A . 1 9 9 5 . I d e n t i f i c a t i o n o f T w o 
T r a n s c r i p t i o n A c t i v a t i o n U n i t s i n t h e N - t e r m i n a l D o m a i n o f t h e H u m a n A n d r o g e n R e c e p t o r . 
J o u r n a l o f B i o l o g i c a l C h e m i s t r y vol. 2 7 0 : 7 3 4 1 - 7 3 4 6 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / l i n k i n g h u b . e l s e v i e r . c o m / r e t r i e v e / p i i / S 0 0 2 1 9 2 5 8 1 8 7 1 7 6 8 7 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 6 ) . 

K a k o i H , H i r o t a K , G a w a h a r a H , K u r o s a w a M , K u w a j i m a M . 2 0 0 5 . G e n e t i c d i a g n o s i s o f s e x 
c h r o m o s o m e a b e r r a t i o n s i n h o r s e s b a s e d o n p a r e n t a g e t e s t b y m i c r o s a t e l l i t e D N A a n d a n a l y s i s 
o f X - a n d Y - l i n k e d m a r k e r s . E q u i n e V e t e r i n a r y J o u r n a l vol. 3 7 : 1 4 3 - 1 4 7 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p : / / d o i . w i l e y . c o m / 1 0 . 2 7 4 6 / 0 4 2 5 1 6 4 0 5 4 2 2 3 7 8 7 ( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 1 - 2 2 ) . 

K a l b f l e i s c h T e t a l . 2 0 1 8 . I m p r o v e d r e f e r e n c e g e n o m e f o r t h e d o m e s t i c h o r s e i n c r e a s e s 
a s s e m b l y c o n t i g u i t y a n d c o m p o s i t i o n . C o m m u n i c a t i o n s B i o l o g y vol. 1. A v a i l a b l e f r o m 
h t t p : / / w w w . n a t u r e . c o m / a r t i c l e s / s 4 2 0 0 3 - 0 1 8 - 0 1 9 9 - z ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 6 ) . 

K e n t M , S c h n e l l e r H , H e g s t e d R , J o h n s t o n S , W a c h t e l S . 1 9 8 8 . C o n c e n t r a t i o n o f s e r u m 
t e s t o s t e r o n e i n X Y s e x r e v e r s e d h o r s e s . J o u r n a l o f E n d o c r i n o l o g i c a l I n v e s t i g a t i o n vol. 1 1 : 6 0 9 -
6 1 3 . A v a i l a b l e f r o m h t t p : / / l i n k . s p r i n g e r . c o m / 1 0 . 1 0 0 7 / B F 0 3 3 5 0 1 9 1 ( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 2 - 1 7 ) . 

L e e P , H o u k C , A h m e d S , H u g h e s I . 2 0 0 6 . C o n s e n s u s S t a t e m e n t o n M a n a g e m e n t o f I n t e r s e x 
D i s o r d e r s . P e d i a t r i c s vol. 1 1 8 : e 4 8 8 - e 5 0 0 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / p u b l i c a t i o n s . a a p . 0 r g / p e d i a t r i c s / a r t i c l e / l 1 8 / 2 / e 4 8 8 / 6 9 0 3 7 / C o n s e n s u s - S t a t e m e n t - o n -
M a n a g e m e n t - o f - I n t e r s e x ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 1 - 0 5 ) . 

L e m m a S , A v n e t S , S a l e r n o M , C h a n o T , B a l d i n i N , C a s t r e s a n a J . 2 0 1 6 . I d e n t i f i c a t i o n a n d 
V a l i d a t i o n o f H o u s e k e e p i n g G e n e s f o r G e n e E x p r e s s i o n A n a l y s i s o f C a n c e r S t e m C e l l s . P L O S 
O N E vol. 11. A v a i l a b l e f r o m h t t p s : / / d x . p l o s . o r g / 1 0 . 1 3 7 1 / j o u r n a l . p o n e . 0 1 4 9 4 8 1 ( a c c e s s e d 
2 0 2 3 - 0 2 - 0 2 ) . 
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L e o n P , C a m p o s V , D e l l a g o s t i n O , D e s c h a m p s J , S e i x a s F , C o l l a r e s T . 2 0 1 2 . E q u i n e f e t a l s e x 
d e t e r m i n a t i o n u s i n g c i r c u l a t i n g c e l l - f r e e f e t a l D N A ( c c f f D N A ) . T h e r i o g e n o l o g y vol. 7 7 : 6 9 4 -
6 9 8 . A v a i l a b l e f r o m h t t p s : / / l i n k i n g h u b . e l s e v i e r . c o m / r e t r i e v e / p i i / S 0 0 9 3 6 9 1 X 1 1 0 0 4 6 3 8 
( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 1 - 2 5 ) . 

L i n d z e y J , V i j a y K u m a r M , G r o s s m a n M , Y o u n g C , T i n d a l l D . 1 9 9 4 . M o l e c u l a r M e c h a n i s m s 
o f A n d r o g e n A c t i o n . A d v a n c e s i n R e s e a r c h a n d A p p l i c a t i o n s - S t e r o i d s : 3 8 3 - 4 3 2 . E l s e v i e r . 
A v a i l a b l e f r o m h t t p s : / / l i n k i n g h u b . e l s e v i e r . c o m / r e t r i e v e / p i i / S 0 0 8 3 6 7 2 9 0 8 6 1 1 5 1 6 ( a c c e s s e d 
2 0 2 2 - 1 0 - 3 1 ) . 

L i T , W u Q , Z h a n g C , L i W , Z h o u Q , J i a n g W , C u i Y , X i a X , S h i Y . 2 0 1 4 . 4 6 , X X t e s t i c u l a r 
d i s o r d e r o f s e x u a l d e v e l o p m e n t w i t h S R Y - n e g a t i v e c a u s e d b y s o m e u n i d e n t i f i e d m e c h a n i s m s : 
a c a s e r e p o r t a n d r e v i e w o f t h e l i t e r a t u r e . B M C U r o l o g y vol. 14. A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / b m c u r o l . b i o m e d c e n t r a l . e o m / a r t i c l e s / 1 0 . l 1 8 6 / 1 4 7 1 - 2 4 9 0 - 1 4 - 1 0 4 ( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 1 -
2 2 ) . 

L o r e n z T . 2 0 1 2 . P o l y m e r a s e C h a i n R e a c t i o n : B a s i c P r o t o c o l P l u s T r o u b l e s h o o t i n g a n d 
O p t i m i z a t i o n S t r a t e g i e s . J o u r n a l o f V i s u a l i z e d E x p e r i m e n t s . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p : / / w w w . j o v e . c o m / v i d e o / 3 9 9 8 / ( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 1 - 1 1 ) . 

Mäkinen A , H a s e w a g a T , Mäkilä M , K a t i l a T . 1 9 9 9 . I n f e r t i l i t y i n t w o m a r e s w i t h X Y a n d X X X 
s e x c h r o m o s o m e s . E q u i n e V e t e r i n a r y J o u r n a l vol. 3 1 : 3 4 6 - 3 4 9 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / o n l i n e l i b r a r y . w i l e y . e o m / d o i / 1 0 . l 1 1 l / j . 2 0 4 2 - 3 3 0 6 . 1 9 9 9 . t b 0 3 8 2 9 . x ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 1 -
0 5 ) . 

M a r t i n e z M , C o s t a M , R a t t i C . 2 0 2 0 . M o l e c u l a r s c r e e n i n g o f X Y S R Y - n e g a t i v e s e x r e v e r s a l 
c a s e s i n h o r s e s r e v e a l e d a n o m a l i e s i n a m e l o g e n i n t e s t i n g . J o u r n a l o f V e t e r i n a r y D i a g n o s t i c 
I n v e s t i g a t i o n vol. 3 2 : 9 3 8 - 9 4 1 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p : / / j o u r n a l s . s a g e p u b . e o m / d o i / 1 0 . l 1 7 7 / 1 0 4 0 6 3 8 7 2 0 9 5 2 3 8 0 ( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 1 - 1 9 ) . 

M a t l o c k B . 2 0 1 5 . A s s e s s m e n t o f N u c l e i c A c i d P u r i t y . T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c , W i l m i n g t o n , 
M A , U S A . A v a i l a b l e f r o m h t t p s : / / a s s e t s . t h e r m o f i s h e r . c o m / T F S - A s s e t s / C A D / P r o d u c t -
B u l l e t i n s / T N 5 2 6 4 6 - E - 0 2 1 5 M - N u c l e i c A c i d . p d f 

M o n g a n N , T a d o k o r o - C u c c a r o R , B u n c h T , H u g h e s I . 2 0 1 5 . A n d r o g e n i n s e n s i t i v i t y s y n d r o m e . 
B e s t P r a c t i c e & R e s e a r c h C l i n i c a l E n d o c r i n o l o g y & M e t a b o l i s m vol. 2 9 : 5 6 9 - 5 8 0 . A v a i l a b l e 
f r o m h t t p s : / / l i n k i n g h u b . e l s e v i e r . c o m / r e t r i e v e / p i i / S 1 5 2 1 6 9 0 X 1 5 0 0 0 2 8 7 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 1 - 0 6 ) . 

M o n t e i r o d a S i l v a E , Z a n z a r i n i D e l f i o l D , F a b r i s V , M e n d o n c a S a n t o s B , N o g u e i r a G , O l i v e i r a 
Guimaräes G , P a u l o d e O l i v e i r a N o g u e i r a P , L i m a S i l v e i r a d a M o t a L . 2 0 2 0 . T e r a t o m a 
A s s o c i a t e d W i t h T e s t i c u l a r T i s s u e i n a F e m a l e - L i k e H o r s e W i t h 6 4 , X Y ( S R Y - P o s i t i v e ) 
D i s o r d e r o f S e x D e v e l o p m e n t . J o u r n a l o f E q u i n e V e t e r i n a r y S c i e n c e vol. 92. A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / l i n k i n g h u b . e l s e v i e r . c o m / r e t r i e v e / p i i / S 0 7 3 7 0 8 0 6 2 0 3 0 2 6 8 9 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 1 - 0 5 ) . 

M o r r i s J . 1 9 5 3 . T h e s y n d r o m e o f t e s t i c u l a r f e m i n i z a t i o n i n m a l e p s e u d o h e r m a p h r o d i t e s . 
A m e r i c a n J o u r n a l o f O b s t e t r i c s a n d G y n e c o l o g y vol. 6 5 : 1 1 9 2 - 1 2 1 1 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / l i n k i n g h u b . e l s e v i e r . c o m / r e t r i e v e / p i i / 0 0 0 2 9 3 7 8 5 3 9 0 3 5 9 7 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 1 - 0 6 ) . 

M u r r a y J D . 2 0 0 2 . H o r s e g e n o m i c s a n d r e p r o d u c t i o n . T h e r i o g e n o l o g y 5 8 : 2 8 1 - 2 9 3 . 
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N a g a r e S , C h a u d h a r i R , B i r a n g a n e R , P a r k a r w a r P . 2 0 1 8 . S e x d e t e r m i n a t i o n i n f o r e n s i c 
i d e n t i f i c a t i o n , a r e v i e w . J o u r n a l o f F o r e n s i c D e n t a l S c i e n c e s vol. 10. A v a i l a b l e f r o m 
h t t p : / / w w w . j f d s . O r g / t e x t . a s p 7 2 0 1 8 / 1 0 / 2 / 6 1 / 2 4 9 6 4 6 ( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 1 - 2 4 ) . 

P a i l h o u x E , C r i b i u E , P a r m a P , C o t i n o t C . 1 9 9 5 . M o l e c u l a r A n a l y s i s o f a n X Y M a r e w i t h 
G o n a d a l D y s g e n e s i s . H e r e d i t a s vol. 1 2 2 : 1 0 9 - 1 1 2 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p : / / d o i . w i l e y . e o m / 1 0 . l 1 1 l / j . l 6 0 1 - 5 2 2 3 . 1 9 9 5 . 0 0 1 0 9 . x ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 1 - 0 5 ) . 

P a r i a N e t a l . 2 0 1 1 . A G e n e C a t a l o g u e o f t h e E u c h r o m a t i c M a l e - S p e c i f i c R e g i o n o f t h e H o r s e 
Y C h r o m o s o m e : C o m p a r i s o n w i t h H u m a n a n d O t h e r M a m m a l s . P L o S O N E vol. 6. A v a i l a b l e 
f r o m h t t p s : / / d x . p l o s . o r g / 1 0 . 1 3 7 1 / j o u r n a l . p o n e . 0 0 2 1 3 7 4 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 6 ) . 

P e r e t t i V , S a t u e K , C i o t o l a F , C r i s t a r e l l a S , D e M a j o M , B i o n d i V , D ' A n z a E , A l b a r e l l a S , 
Q u a r t u c c i o M . 2 0 2 0 . A n U n u s u a l C a s e o f T e s t i c u l a r D i s o r d e r i n S e x D e v e l o p m e n t o f A r a b i a n 
M a r e ( 6 4 , X X S R Y - N e g a t i v e ) . A n i m a l s vol. 10. A v a i l a b l e f r o m h t t p s : / / w w w . m d p i . c o m / 2 0 7 6 -
2 6 1 5 / 1 0 / 1 1 / 1 9 6 3 ( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 2 - 0 1 ) . 

P e t e r s e n J e t a l . 2 0 1 3 . G e n e t i c D i v e r s i t y i n t h e M o d e r n H o r s e I l l u s t r a t e d f r o m G e n o m e - W i d e 
S N P D a t a . P L o S O N E vol. 8. A v a i l a b l e f r o m h t t p s : / / d x . p l o s . o r g / 1 0 . 1 3 7 1 / j o u r n a l . p o n e . 0 0 5 4 9 9 7 
( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 6 ) . 

P f e i f f e r I , B r e n i g B . 2 0 0 5 . X - a n d Y - c h r o m o s o m e s p e c i f i c v a r i a n t s o f t h e a m e l o g e n i n g e n e 
a l l o w s e x d e t e r m i n a t i o n i n s h e e p ( O v i s a r i e s ) a n d E u r o p e a n r e d d e e r ( C e r v u s e l a p h u s ) . B M C 
G e n e t i c s vol. 6. A v a i l a b l e f r o m h t t p : / / b m c g e n e t . b i o m e d c e n t r a l . c o m / a r t i c l e s / 1 0 . 1 1 8 6 / 1 4 7 1 - 
2 1 5 6 - 6 - 1 6 ( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 1 - 2 4 ) . 

P r o v e r b s - S i n g h T , F e l d m a n J , M o r r i s M , A u t i o K , T r a i n a T . 2 0 1 5 . T a r g e t i n g t h e a n d r o g e n 
r e c e p t o r i n p r o s t a t e a n d b r e a s t c a n c e r : s e v e r a l n e w a g e n t s i n d e v e l o p m e n t . E n d o c r i n e - R e l a t e d 
C a n c e r vol. 2 2 : R 8 7 - R 1 0 6 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / e r c . b i o s c i e n t i f i c a . e o m / v i e w / j o u r n a l s / e r c / 2 2 / 3 / R 8 7 . x m l ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 8 ) . 

Q u a n P , S a u z a d e M , B r o u z e s E . 2 0 1 8 . d P C R : A T e c h n o l o g y R e v i e w . S e n s o r s vol. 18. A v a i l a b l e 
f r o m h t t p : / / w w w . m d p i . e o m / 1 4 2 4 - 8 2 2 0 / 1 8 / 4 / 1 2 7 1 ( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 1 - 1 2 ) . 

R a u d s e p p T , D u r k i n K , L e a r T , D a s P , A v i l a F , K a c h r o o P , C h o w d h a r y B . 2 0 1 0 . M o l e c u l a r 
h e t e r o g e n e i t y o f X Y s e x r e v e r s a l i n h o r s e s . A n i m a l G e n e t i c s vol. 4 1 : 4 1 - 5 2 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / o n l i n e l i b r a r y . w i l e y . e o m / d o i / 1 0 . l 1 1 1 / j . 1 3 6 5 - 2 0 5 2 . 2 0 1 0 . 0 2 1 0 1 . x ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 1 -
0 5 ) . 

R a u d s e p p T , F i n n o C , B e l l o n e R , P e t e r s e n J . 2 0 1 9 . T e n y e a r s o f t h e h o r s e r e f e r e n c e g e n o m e : 
i n s i g h t s i n t o e q u i n e b i o l o g y , d o m e s t i c a t i o n a n d p o p u l a t i o n d y n a m i c s i n t h e p o s t - g e n o m e e r a . 
A n i m a l G e n e t i c s vol. 5 0 : 5 6 9 - 5 9 7 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / o n l i n e l i b r a r y . w i l e y . c o m / d o i / 1 0 . 1 1 1 1 / a g e . 1 2 8 5 7 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 6 ) . 

R a u d s e p p T , C h o w d h a r y B . 2 0 1 6 . T h e E u t h e r i a n P s e u d o a u t o s o m a l R e g i o n . C y t o g e n e t i c a n d 
G e n o m e R e s e a r c h vol. 1 4 7 : 8 1 - 9 4 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / w w w . k a r g e r . c o m / A r t i c l e / F u l l T e x t / 4 4 3 1 5 7 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 6 ) . 

R a u d s e p p T , S a n t a n i A , W a l l n e r B , K a t a S , R e n C , Z h a n g H , W o m a c k J , S k o w L , C h o w d h a r y 
B . 2 0 0 4 . A d e t a i l e d p h y s i c a l m a p o f t h e h o r s e Y c h r o m o s o m e . P r o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l 
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A c a d e m y o f S c i e n c e s vol. 1 0 1 : 9 3 2 1 - 9 3 2 6 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / p n a s . o r g / d o i / f u l l / 1 0 . 1 0 7 3 / p n a s . 0 4 0 3 0 1 1 1 0 1 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 1 - 0 6 ) . 

R a u d s e p p T , C h o w d h a r y B . 2 0 0 8 . T h e h o r s e p s e u d o a u t o s o m a l r e g i o n ( P A R ) : c h a r a c t e r i z a t i o n 
a n d c o m p a r i s o n w i t h t h e h u m a n , c h i m p a n d m o u s e P A R s . C y t o g e n e t i c a n d G e n o m e R e s e a r c h 
vol. 1 2 1 : 1 0 2 - 1 0 9 . A v a i l a b l e f r o m h t t p s : / / w w w . k a r g e r . c o m / A r t i c l e / F u l l T e x t / 1 2 5 8 3 5 ( a c c e s s e d 
2 0 2 2 - 1 0 - 2 6 ) . 

R e v a y T , V i l l a g o m e z D , B r e w e r D , C h e n i e r T , K i n g W . 2 0 1 2 . G T G M u t a t i o n i n t h e S t a r t C o d o n 
o f t h e A n d r o g e n R e c e p t o r G e n e i n a F a m i l y o f H o r s e s w i t h 6 4 , X Y D i s o r d e r o f S e x 
D e v e l o p m e n t . S e x u a l D e v e l o p m e n t vol. 6 : 1 0 8 - 1 1 6 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / w w w . k a r g e r . c o m / A r t i c l e / F u l l T e x t / 3 3 4 0 4 9 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 1 - 0 7 ) . 

R i c h e r C , P o w e r M , K l u n d e r L , M c F e e l y R , K e n t M . 1 9 9 0 . S t a n d a r d k a r y o t y p e o f t h e d o m e s t i c 
h o r s e ( E q u u s c a b a l l u s ) . H e r e d i t a s vol. 1 1 2 : 2 8 9 - 2 9 3 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p : / / d o i . w i l e y . e o m / 1 0 . l l l l / j . 1 6 0 1 - 5 2 2 3 . 1 9 9 0 . t b 0 0 0 6 9 . x ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 1 - 0 5 ) . 

R o s e w a t e r S . 1 9 6 5 . F a m i l i a l G y n e c o m a s t i a . A n n a l s o f I n t e r n a l M e d i c i n e vol. 63. A v a i l a b l e 
f r o m h t t p : / / a n n a l s . o r g / a r t i c l e . a s p x ? d o i = 1 0 . 7 3 2 6 / 0 0 0 3 - 4 8 1 9 - 6 3 - 3 - 3 7 7 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 1 - 0 6 ) . 

R o s s i E e t a l . 2 0 1 4 . S o x 9 D u p l i c a t i o n s A r e a R e l e v a n t C a u s e o f S r y - N e g a t i v e X X S e x R e v e r s a l 
D o g s . P L o S O N E vol. 9. A v a i l a b l e f r o m h t t p s : / / d x . p l o s . o r g / 1 0 . 1 3 7 1 / j o u r n a l . p o n e . 0 1 0 1 2 4 4 
( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 1 - 2 2 ) . 

R o z e n S , S k a l e t s k y H . 1 9 9 9 . P r i m e r 3 o n t h e W W W f o r G e n e r a l U s e r s a n d f o r B i o l o g i s t 
P r o g r a m m e r s . B i o i n f o r m a t i c s M e t h o d s a n d P r o t o c o l s 1 3 2 : 3 6 5 - 3 8 6 . H u m a n a P r e s s , N e w J e r s e y . 
A v a i l a b l e f r o m h t t p : / / l i n k . s p r i n g e r . e o m / 1 0 . 1 3 8 5 / l - 5 9 2 5 9 - 1 9 2 - 2 : 3 6 5 ( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 2 - 0 1 ) . 

S e i f i M , G h a s e m i A , H e i d a r z a d e h S , K h o s r a v i M , N a m i p a s h a k i A , M e h r i V , A l i z a d e h A , 
D a n a e i N . 2 0 1 2 . O v e r v i e w o f R e a l - T i m e P C R P r i n c i p l e s . P o l y m e r a s e C h a i n R e a c t i o n : 4 0 5 - 4 3 4 . 
I n T e c h . A v a i l a b l e f r o m h t t p : / / w w w . i n t e c h o p e n . c o m / b o o k s / p o l y m e r a s e - c h a i n -
r e a c t i o n / o v e r v i e w - o f - r e a l - t i m e - p c r - p r i n c i p l e s ( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 1 - 1 1 ) . 

S e n e s e C , P e n e d o M , S h i u e Y , B o w l i n g A , M i l l o n L . 1 9 9 9 . A H a e l l l P C R - R F L P i n t h e 
Z F Y / Z F X g e n e s o f h o r s e s . A n i m a l G e n e t i c s vol. 3 0 : 3 9 0 - 3 9 1 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p : / / d o i . w i l e y . e o m / 1 0 . 1 0 4 6 / j . 1 3 6 5 - 2 0 5 2 . 1 9 9 9 . 0 0 5 2 6 - 1 0 . x ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 1 - 0 6 ) . 

S h a f f e r P , J i v a n A , D o l l i n s D , C l a e s s e n s F , G e w i r t h D . 2 0 0 4 . S t r u c t u r a l b a s i s o f a n d r o g e n 
r e c e p t o r b i n d i n g t o s e l e c t i v e a n d r o g e n r e s p o n s e e l e m e n t s . P r o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l 
A c a d e m y o f S c i e n c e s vol. 1 0 1 : 4 7 5 8 - 4 7 6 3 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / p n a s . o r g / d o i / f u l l / 1 0 . 1 0 7 3 / p n a s . 0 4 0 1 1 2 3 1 0 1 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 8 ) . 

S h a f i A , Y e n A , W e i g e l N . 2 0 1 3 . A n d r o g e n r e c e p t o r s i n h o r m o n e - d e p e n d e n t a n d c a s t r a t i o n -
r e s i s t a n t p r o s t a t e c a n c e r . vol. 1 4 0 : 2 2 3 - 2 3 8 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / l i n k i n g h u b . e l s e v i e r . c o m / r e t r i e v e / p i i / S 0 1 6 3 7 2 5 8 1 3 0 0 1 4 9 6 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 8 ) . 

S i n c l a i r A , B e r t a P , P a l m e r M , H a w k i n s J , G r i f f i t h s B , S m i t h M , F o s t e r J , F r i s c h a u f A , L o v e l l -
B a d g e R , G o o d f e l l o w P . 1 9 9 0 . A g e n e f r o m t h e h u m a n s e x - d e t e r m i n i n g r e g i o n e n c o d e s a 
p r o t e i n w i t h h o m o l o g y t o a c o n s e r v e d D N A - b i n d i n g m o t i f . N a t u r e vol. 3 4 6 : 2 4 0 - 2 4 4 . A v a i l a b l e 
f r o m h t t p : / / w w w . n a t u r e . c o m / a r t i c l e s / 3 4 6 2 4 0 a 0 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 6 ) . 
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S k a l e t s k y H e t a l . 2 0 0 3 . T h e m a l e - s p e c i f i c r e g i o n o f t h e h u m a n Y c h r o m o s o m e i s a m o s a i c o f 
d i s c r e t e s e q u e n c e c l a s s e s . N a t u r e vol. 4 2 3 : 8 2 5 - 8 3 7 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p : / / w w w . n a t u r e . c o m / a r t i c l e s / A r t 3 9 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 6 ) . 

S k i n n e r B e t a l . 2 0 1 6 . T h e p i g X a n d Y C h r o m o s o m e s : s t r u c t u r e , s e q u e n c e , a n d e v o l u t i o n . 
G e n o m e R e s e a r c h vol. 2 6 : 1 3 0 - 1 3 9 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p : / / g e n o m e . c s h l p . O r g / l o o k u p / d o i / 1 0 . l 1 0 1 / g r . 1 8 8 8 3 9 . 1 1 4 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 6 ) . 

S o h Y e t a l . 2 0 1 4 . S e q u e n c i n g t h e M o u s e Y C h r o m o s o m e R e v e a l s C o n v e r g e n t G e n e 
A c q u i s i t i o n a n d A m p l i f i c a t i o n o n B o t h S e x C h r o m o s o m e s . C e l l vol. 1 5 9 : 8 0 0 - 8 1 3 . A v a i l a b l e 
f r o m h t t p s : / / l i n k i n g h u b . e l s e v i e r . c o m / r e t r i e v e / p i i / S 0 0 9 2 8 6 7 4 1 4 0 1 2 4 0 9 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 6 ) . 

S z c z e r b a l I , N o w a c k a - W o s z u k J , K o p p - K u h l m a n C , M a c k o w s k i M , S w i t o n s k i M . 2 0 2 0 . 
A p p l i c a t i o n o f d r o p l e t d i g i t a l P C R i n d i a g n o s i n g o f X m o n o s o m y i n m a r e s . E q u i n e V e t e r i n a r y 
J o u r n a l vol. 5 2 : 6 2 7 - 6 3 1 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / o n l i n e l i b r a r y . w i l e y . e o m / d o i / 1 0 . l 1 1 1 / e v j . 1 3 2 1 4 ( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 1 - 2 6 ) . 

T a n M , L i J , X u H , M e l c h e r K , Y o n g E . 2 0 1 5 . A n d r o g e n r e c e p t o r : s t r u c t u r e , r o l e i n p r o s t a t e 
c a n c e r a n d d r u g d i s c o v e r y . A c t a P h a r m a c o l o g i c a S i n i c a vol. 3 6 : 3 - 2 3 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p : / / w w w . n a t u r e . c o m / a r t i c l e s / a p s 2 0 1 4 1 8 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 8 ) . 

T i e r s c h T , C h a n d l e r R , W a c h t e l S , E l i a s S . 1 9 8 9 . R e f e r e n c e s t a n d a r d s f o r f l o w c y t o m e t r y a n d 
a p p l i c a t i o n i n c o m p a r a t i v e s t u d i e s o f n u c l e a r D N A c o n t e n t . C y t o m e t r y vol. 1 0 : 7 0 6 - 7 1 0 . 
A v a i l a b l e f r o m h t t p s : / / o n l i n e l i b r a r y . w i l e y . c o m / d o i / 1 0 . 1 0 0 2 / c y t o . 9 9 0 1 0 0 6 0 6 ( a c c e s s e d 2 0 2 3 -
0 1 - 0 7 ) . 

T o r r e s A , S i l v a J , B e r n a r d e s N , S a l e s L u i s J , L o p e s d a C o s t a L . 2 0 1 3 . 6 4 , X X , S R Y - n e g a t i v e , 
T e s t i c u l a r D S D S y n d r o m e i n a L u s i t a n o H o r s e . R e p r o d u c t i o n i n D o m e s t i c A n i m a l s vol. 4 8 : e 3 3 -
e 3 7 . A v a i l a b l e f r o m h t t p s : / / o n l i n e l i b r a r y . w i l e y . e o m / d o i / 1 0 . l 1 1 l / r d a . 1 2 0 9 4 ( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 1 -
2 0 ) . 

V a l a s e k M , R e p a J . 2 0 0 5 . T h e p o w e r o f r e a l - t i m e P C R . A d v a n c e s i n P h y s i o l o g y E d u c a t i o n vol. 
2 9 : 1 5 1 - 1 5 9 . A v a i l a b l e f r o m h t t p s : / / w w w . p h y s i o l o g y . o r g / d o i / 1 0 . 1 1 5 2 / a d v a n . 0 0 0 1 9 . 2 0 0 5 
( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 1 - 1 1 ) . 

V i l l a g o m e z D , L e a r T , C h e n i e r T , L e e S , M c G e e R , C a h i l l J , F o s t e r R , R e y e s E , S t J o h n E , 
K i n g W . 2 0 1 1 . E q u i n e D i s o r d e r s o f S e x u a l D e v e l o p m e n t i n 1 7 M a r e s I n c l u d i n g X X , S R Y -
N e g a t i v e , X Y , S R Y - N e g a t i v e a n d X Y , S R Y - P o s i t i v e G e n o t y p e s . S e x u a l D e v e l o p m e n t vol. 
5 : 1 6 - 2 5 . A v a i l a b l e f r o m h t t p s : / / w w w . k a r g e r . c o m / A r t i c l e / F u l l T e x t / 3 2 2 8 1 1 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 1 -
0 6 ) . 

V i l l a g o m e z D , W e l s f o r d E , K i n g W , R e v a y T . 2 0 2 0 . A n d r o g e n R e c e p t o r G e n e V a r i a n t s i n N e w 
C a s e s o f E q u i n e A n d r o g e n I n s e n s i t i v i t y S y n d r o m e . G e n e s vol. 11. A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / w w w . m d p i . e o m / 2 0 7 3 - 4 4 2 5 / l 1 / 1 / 7 8 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 1 - 0 6 ) . 

W a d e C e t a l . 2 0 0 9 . G e n o m e S e q u e n c e , C o m p a r a t i v e A n a l y s i s , a n d P o p u l a t i o n G e n e t i c s o f t h e 
D o m e s t i c H o r s e . S c i e n c e vol. 3 2 6 : 8 6 5 - 8 6 7 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / w w w . s c i e n c e . o r g / d o i / 1 0 . ! 1 2 6 / s c i e n c e . l 1 7 8 1 5 8 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 6 ) . 
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W a n g L , H s u C , C h a n g C . 2 0 0 5 . A n d r o g e n r e c e p t o r c o r e p r e s s o r s : A n o v e r v i e w . T h e P r o s t a t e 
vol. 6 3 : 1 1 7 - 1 3 0 . A v a i l a b l e f r o m h t t p s : / / o n l i n e l i b r a r y . w i l e y . c o m / d o i / 1 0 . 1 0 0 2 / p r o s . 2 0 1 7 0 
( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 3 1 ) . 

W a r i n n e r C , K o r z o w R i c h t e r K , C o l l i n s M . 2 0 2 2 . P a l e o p r o t e o m i c s . C h e m i c a l R e v i e w s vol. 
1 2 2 : 1 3 4 0 1 - 1 3 4 4 6 . A v a i l a b l e f r o m h t t p s : / / p u b s . a c s . o r g / d o i / 1 0 . 1 0 2 1 / a c s . c h e m r e v . l c 0 0 7 0 3 
( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 1 - 2 4 ) . 

W a t e r s P , R u i z - H e r r e r a A . 2 0 2 0 . M e i o t i c E x e c u t i o n e r G e n e s P r o t e c t t h e Y f r o m E x t i n c t i o n . 
T r e n d s i n G e n e t i c s vol. 3 6 : 7 2 8 - 7 3 8 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / l i n k i n g h u b . e l s e v i e r . c o m / r e t r i e v e / p i i / S O 1 6 8 9 5 2 5 2 0 3 0 1 5 4 2 ( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 1 - 2 6 ) . 
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S y n d r o m e i n a F a m i l y o f W a r m b l o o d H o r s e s C a u s e d b y a 2 5 - b p D e l e t i o n o f t h e D N A - B i n d i n g 
D o m a i n o f t h e A n d r o g e n R e c e p t o r G e n e . S e x u a l D e v e l o p m e n t vol. 1 1 : 4 0 - 4 5 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / w w w . k a r g e r . c o m / A r t i c l e / F u l l T e x t / 4 5 5 1 1 4 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 1 - 0 6 ) . 

W i l f i n g e r W , M a c k e y K , C h o m c z y n s k i P . 1 9 9 7 . E f f e c t o f p H a n d I o n i c S t r e n g t h o n t h e 
S p e c t r o p h o t o m e t r i c A s s e s s m e n t o f N u c l e i c A c i d P u r i t y . B i o T e c h n i q u e s vol. 2 2 : 4 7 4 - 4 8 1 . 
A v a i l a b l e f r o m h t t p s : / / w w w . f u t u r e - s c i e n c e . c o m / d o i / 1 0 . 2 1 4 4 / 9 7 2 2 3 s t 0 1 ( a c c e s s e d 2 0 2 3 - 0 1 -
0 8 ) . 

Y e J , C o u l o u r i s G , Z a r e t s k a y a I , C u t c u t a c h e I , R o z e n S , M a d d e n T L . ( 2 0 1 2 ) " P r i m e r - B L A S T : 
a t o o l t o d e s i g n t a r g e t - s p e c i f i c p r i m e r s f o r p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n . " B M C B i o i n f o r m a t i c s 
1 3 : 1 3 4 . 

Z h o u D , X u H , S h e n X , G u R , C h e n Y , C h e n G , L i P , S h i H , S u n X , X i n A . 2 0 2 2 . C o m p l e t e 
a n d r o g e n i n s e n s i t i v i t y s y n d r o m e c a u s e d b y a n o v e l m u t a t i o n i n t h e a n d r o g e n r e c e p t o r g e n e a n d 
i t s m e c h a n i s m . C l i n i c a C h i m i c a A c t a vol. 5 3 1 : 9 4 - 9 9 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / l i n k i n g h u b . e l s e v i e r . c o m / r e t r i e v e / p i i / S 0 0 0 9 8 9 8 1 2 2 0 0 1 1 2 7 ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 6 ) . 

Z o u b e i d i A , Z a r d a n A , B e r a l d i E , F a z l i L , S o w e r y R , R e n n i e P , N e l s o n C , G l e a v e M . 2 0 0 7 . 
C o o p e r a t i v e I n t e r a c t i o n s b e t w e e n A n d r o g e n R e c e p t o r ( A R ) a n d H e a t - S h o c k P r o t e i n 2 7 
F a c i l i t a t e A R T r a n s c r i p t i o n a l A c t i v i t y . C a n c e r R e s e a r c h vol. 6 7 : 1 0 4 5 5 - 1 0 4 6 5 . A v a i l a b l e f r o m 
h t t p s : / / a a c r j o u r n a l s . o r g / c a n c e r r e s / a r t i c l e / 6 7 / 2 1 / 1 0 4 5 5 / 5 3 3 5 8 3 / C o o p e r a t i v e - I n t e r a c t i o n s -
b e t w e e n - A n d r o g e n - R e c e p t o r ( a c c e s s e d 2 0 2 2 - 1 0 - 2 8 ) . 
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9 Seznam použitých zkratek a symbolů 
A I S - a n d r o g e n i n s e n z i t i v i t y s y n d r o m e , S y n d r o m androgenní i n s e n z i t i v i t y 

A R - androgenní r e c e p t o r 

D N A - deoxyribonukleová k y s e l i n a 

R N A - ribonukleová k y s e l i n a 

M S Y r e g i o n - m a l e s p e c i f i c r e g i o n , o b l a s t n a Y c h r o m o z o m u specifická p r o s a m c e 

b p - b a s e p a i r , komplementární pár bází 

G b p - g i g a - b a s e p a i r , m i l i a r d a párů bází 

M b p - m e g a - b a s e p a i r , m i l i o n párů bází 

k b - k i l o - b a s e , tisíc párů bází 

k D a - k i l o d a l t o n 

P A R - pseudoautozomální o b l a s t 

L I L I N E - l o n g i n t e r s p e r s e d e l e m e n t - 1 , dlouhé vmezeřené e l e m e n t y - 1 

D S D - d i s o r d e r o f s e x u a l d e v e l o p m e n t , p o r u c h a sexuálního vývoje 

F I S H - Fluorescenční h y b r i d i z a c e i n s i t u 

E R - estrogenový r e c e p t o r 

P R - progesteronový r e c e p t o r 

G R - glukokortikoidní r e c e p t o r 

M R - mineralokortikoidní r e c e p t o r 

N T D - N-koncová doména androgenního r e c e p t o r u 

D B D - DNA-vazebná doména androgenního r e c e p t o r u 

L B D - ligand-vazebná doména androgenního r e c e p t o r u 

A F - 1 , A F - 2 - transkripčně aktivační o b l a s t 1 a 2 

A R E - a n d r o g e n r e s p o n s i v e e l e m e n t s , androgen-responzivní e l e m e n t y 

H - h i n g e r e g i o n 

N L S - n u c l e a r l o c a l i z a t i o n s i g n a l , jaderní lokalizační signál 

H S P - h e a t - s h o c k p r o t e i n s , p r o t e i n y teplotního šoku 

D H T - 5 a - d i h y d r o t e s t o s t e r o n 

C A I S - kompletní s y n d r o m androgenní i n s e n z i t i v i t y 

P A I S - s y n d r o m částečné androgenní i n s e n z i t i v i t y 

M A I S - mírný s y n d r o m androgenní i n s e n z i t i v i t y 

P C R - polymerázová řetězová r e a k c e 

q P C R - kvantitativní polymerázová řetězová r e a k c e 

d d P C R - d r o p i etová digitální P C R 

H M G - h i g h m o b i l i t y p r o t e i n s 

C N V - c o p y n u m b e r v a r i a t i o n 
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10 Samostatné přílohy 

10.1 Tabulka koncentrace a čistoty DNA všech jedinců 

S A M C I 

označeni v z o r k u p l e m e n o 
k o n c e n t r a c e D N A 

[ n g / u l ] 
čistota D N A 

A 2 6 0 / 2 8 0 

A R 2 B arabský p l n o k r e v n i k S 2 1,80 

H U C 4 huculský kůň 1 7 , 5 1 ,S4 

H U C 7 huculský kůň 1 8 , 5 1 ,S5 

H U C 9 huculský kúň 1 3 1 , 6 2 

H U C 1 1 huculský kúň 1 7 1 ,S9 

A P P A 1 8 a p p a l o o s a 2 2 , 5 1,80 
A P P A 1 9 a p p a l o o s a 1 3 , 5 1 , 6 9 

G O N 1 neznámý původ 4 6 5 1 ,81 
G O N 3 neznámý původ 3 8 3 1 ,S2 

G O N 4 neznámý původ 1 0 2 4 1,80 

S A M I C E 

označení v z o r k u p l e m e n o 
k o n c e n t r a c e D N A 

[ n g / u l ] 
čistota D N A 

A 2 6 0 / 2 8 0 

N i k i t a hříva 1 q u a t e r horše 1 4 , 5 1,80 

N i k i t a hříva I I q u a t e r horše 21,5 1,90 

N i k i t a o c a s 1 q u a t e r horše 21,5 1 , 9 6 

N o r a w e l s h p o n y 5 2 , 5 1,80 
A R 1 B arabský p l n o k r e v n i k 4 7 1,80 

2 B huculský kúň 2 4 1 , 7 7 

3 B huculský kúň 5 2 1 ,S9 

4 B huculský kůň 3 7 1 ,S9 
5 B huculský kůň 1 6 , 5 1 , 7 3 

6 B huculský kůň 1 2 9 1 , 9 6 

S B huculský kůň 2 3 , 5 1 ,S8 

9 B huculský kůň 3 0 1 ,S7 

H U C 1 2 B huculský kůň 2 9 4 1 , 9 3 

H U C 1 3 B huculský kůň 31,5 1 , 9 1 

H U C 1 4 B huculský kůň 4 S 1 , 9 2 

E s c a p e D o n a neznámý původ 2 3 , 5 1,81 
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10.2 Veterinární zpráva 

M V D r . M o n i k a Aujezdská 
O u l e h l a 5 2 7 
L y s i c e 
6 7 9 7 1 
KVĽG191 
IČO: 0 1 9 0 3 7 9 9 

Věc: Veterinární zpráva 

anamnéza: t y p : teplokrevný, pohlaví: h e r m a f r o d i t / k l i s n a ? , d a t u m narození: 
2 6 4 . 2 0 0 8 , jméno: N i k i t a 

V y S e t r e ní 1 . 1 2 . 2 0 2 2 : Klinické vyšetření koně zaměřeno n a ú t e l určení 
pohlaví-jedná s e o křížence p l e m e n e a p p a l o o s a , B S C 3 , v y S e t r e ní zevních 
pohlavních orgánů: p o d a n e m ventrálně v e vzdálenosti c c a 2 5 c m s e nachází 
s t r u k t u r a a n a t o m i c k y podobná g l a n s p e n i s s vývodem močové t r u b i c e . V 
p r o s t o r u m e z i „glans p e n i s " a a n e m j e řasa pravdepodobné r u d i m e n t e m 
srostlých vnějších stydkých pysků. V r e g i o i n g u i n a l i s r u d i m e n t o b o u mléčných 
žláz včetně o b o u z e s t r a n oploStálých s t r u k u Palpací v levém tříselném 
kanále nahmatán kulovitý útvar c c a 6 c m průměr, m o h l o b y s e j e d n a t o 
zakrnělé v a r l e . 
K o n i b y l a odebrána k r e v p r o vyšetření pohlavních hormonů s výsledkem: 
Estrád i o l : < 1 8 p m o l / l 
P r o g e s t e r o n : 0 : 2 9 n m o l / l 
T e s t o s t e r o n : < 0 , 0 9 n m o l / l 

VySetření 2 5 . 1 . 2 0 2 3 - rektální u s g vyšetření přístrojem W E D - 3 0 0 V , s o n d o u 
6 . 5 M H z prokázalo p o u z e nepřítomnost dělohy a vagíny. P r o potvrzení či 
vyvrácení přítomnosti rudimetárních vaječníku b y b y l o nutné udělat vyšetření 
n a specializované k l i n i c e pomocí transdermálního u l t r a z v u k u . 

Závěr: D l e hormonální s k l a d b y s e jedná s největší pravdepodobností o k l i s n u . 
Ovšem v z h l e d e m k t o m u , že j s m e v terénních podmínkách n e n a S l i d o s t u p n o u 
zobrazovací m e t o d o u pohlavní orgány, n e l z e t o t v r d i t s j i s t o t o u . 
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10.3 Sekvence části genu pro androgenní receptor 

S e k v e n c e N i k i t a 

A G G A C T A C C G C A T C A C A G C C T G T T G A A C T C T T C T C A G C A A A A G A A G G G G A G G C T G G A T A A A G G A A T 
T A G G T G G A A G A T T C A G C C A A G C T C C A G G A T G G A G G T G C A G T T A G G G C T G G G G A G G G T C T A C C C C C 
G G C C A C C G T C C A A G A C C T A T C G A G G A G C T T T C C A G A A C C T G T T C C A G A G T G T G C G C G A A G T G A T C C A 
G A A C C C G G G C C C C C G G C A C C C T G A A G C C G C G A G C G C A G C A C C T C C C G G C G C C C A T T T G C A G C A G C A 
A C A G G A G A C C A G T C C C A G G C A G C A G C A G C A G C A G G G T G A G G A T G G C T C A C C T C A A A C C C A G A G C A 
G A G G C C C C A C A G G C T A C C T G G C C C T G G A G G A G G A A C A G C A G C C T T C A C A A C A G C C C T C A G C C C C C G 
A G G G C C A C C C G G A G A G C G G T T G C G T C C C A G A G G C C A G A G C C G C C T T G G C C G C C G G C A A G G G G C T G 
C A G C A G C A G C C A C C A G C A C C T C C G G A C G A G G A T G A C T C A G C T G C C C C A T C C A C G T T G T C C C T G C T G G 
G C C C C A C T 

S e k v e n c e A R 2 B (zdravý s a m e c ) 

G A C T A C C G C A T C A C A G C C T G T T G A A C T C T T C T C A G C A A A A G A A G G G G A G G C T G G A T A A A G G A A T T 
A G G T G G A A G A T T C A G C C A A G C T C C A G G A T G G A G G T G C A G T T A G G G C T G G G G A G G G T C T A C C C C C G 
G C C A C C G T C C A A G A C C T A T C G A G G A G C T T T C C A G A A C C T G T T C C A G A G T G T G C G C G A A G T G A T C C A G 
A A C C C G G G C C C C C G G C A C C C T G A A G C C G C G A G C G C A G C A C C T C C C G G C G C C C A T T T G C A G C A G C A A 
C A G G A G A C C A G T C C C A G G C A G C A G C A G C A G C A G G G T G A G G A T G G C T C A C C T C A A A C C C A G A G C A G 
A G G C C C C A C A G G C T A C C T G G C C C T G G A G G A G G A A C A G C A G C C T T C A C A A C A G C C C T C A G C C C C C G A 
G G G C C A C C C G G A G A G C G G T C G C G T C C C A G A G G C C A G A G C C G C C T T G G C C G C C G G C A A G G G G C T G C 
A G C A G C A G C C A C C A G C A C C T C C G G A C G A G G A T G A C T C A G C T G C C C C A T C C A C G T T G T C C C T G C T G G G 
C C C C A C T T T C C C A G G C T T A A G C A G C T G A A C 

část s e k v e n c e primerů H O R 9 
s t a r t k o d o n s n e n a l e z e n o u mutací n a 1 . místě t r i p l e t u 
s u b s t i t u c e n a p o z i c i c . 3 2 2 C > T 
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