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Charakteristika gonozomi technikami qRT-PCR
a ddPCR u klisny se symptomy syndromu androgenni
insenzitivity — kauzalni studie

Souhrn

Syndrom androgenni insenzitivity (AIS) patii u koni mezi jednu z nejcastejSich poruch
sexualniho vyvoje. Jedinec trpici timto syndromem ma bézny karyotyp hiebce s gonozémy XY,
ale fenotypovy projev je samici. Tento patologicky stav se projevuje jako nasledek
nedostate¢ného puisobeni androgent béhem ontogenetického vyvoje samce z davodu mutace
v genu pro androgenni receptor. V koniském genomu bylo zatim popsano pouze 5 mutaci, které
jsou kauzalni pro vznik tohoto syndromu.

Jedinec Nikita, jez je hlavnim subjektem této diplomové prace, vykazoval symptomy
syndromu androgenni insenzitivity, zahrnujici samici fenotyp, projevy samciho chovani a
ambivalentni pohlavni organy. Pro molekularni analyzy byla izolovana DNA z chlupovych
cibulek pomoci kitu NucleoSpin Tissue XS (Macherey-Nagel, Némecko).

V prvnim kroku byla provedena genotypizace jedince Nikity i kontrolnich vzorka
pomoci metody PCR. Byly navrzeny specifické primery pro markery HOR4 (gen SRY)
a HOR10 (gen pro amelogenin — AMEL). Pomoci amplifikace té€chto markert bylo zjisténo, ze
jedinec trpici symptomy syndromu androgenni insenzitivity ma pfitomny pouze chromozomy
X a nema gen SRY ajedna se tedy o samici.

Pro potvrzeni vysledkt byla optimalizovana metoda relativni kvantifikace, pfi niz byla
porovnavana mira amplifikace, dand poctem CNV (copy number variation), mezi geny CYLCI,
SRY a autozomalnim genem MCEE. Byly navrzeny specifické primery pro markery HORI (gen
CYLCI na nehomologni ¢asti chromozomu X), HOR4 (gen SRY na chromozomu Y) a HOR7
(gen MCEE na chromozomu 1), ktery byl vyuzit jako referencni gen. Ziskané vysledky
potvrdily, Ze je mozné vyuzit tyto markery pro rozliseni pohlavi u koni. Hodnota CNV u genu
CYLCI dosahovala u samic piiblizné 1,00, jelikoz maji chromozom X ve dvou kopiich,
u samctl byla hodnota pfiblizné polovicni. Pfi porovnani miry amplifikace genu CYLCI a SRY
u samcu byla hodnota pfiblizné stejna, coz dokazuje pfitomnost obou typt pohlavnich
chromozomt po jedné kopii. U jedince se symptomy AIS byly detekovany dvé kopie
chromozomu X a bylo tak potvrzeno samici pohlavi.

Metoda digitalni dropletové PCR byla vyuzita pro absolutni kvantifikaci molekul DNA
ve vzorcich a ureni presné hodnoty CNV. Absolutni kvantifikace potvrdila u jedince Nikity
samici pohlavi, hodnota CNV u jejiho vzorku byla 0,9175, coz odpovida hodnoté pro béznou
klisnu.

Pro ovéfeni pfitomnosti kauzalni mutace na prvni pozici start kodonu (c.1A>G ) byla
u jedince Nikity sekvenovana ¢ast genu pro androgenni receptor. Kauzalni mutace nebyla
prokazana, byla vSak nalezena bodova mutace na pozici ¢.322, pfi niz doslo k substituci alely
C za alelu T. Tato substituce, vedouci ke vzniku cysteinu misto puvodné vznikajiciho argininu,
vSak podle dostupné literatury neni kauzalni pro vznik syndromu androgenni insenzitivity.

Prestoze v diplomové praci nebyla odhalena pficina sam¢ich projev chovani u klisny
Nikity ani nebyla prokazana kauzalni mutace vedouci ke vzniku syndromu androgenni
insenzitivity, lze metody navrzené v této praci vyuzit k determinaci pohlavi u koni v dalSich
vyzkumech.

Klic¢ova slova: syndrom androgenni insenzitivity, Equus caballus, gonozémy, qRT-PCR,
ddPCR



Characterization of gonosomes by qRT-PCR and ddPCR
techniques in a mare with symptoms of androgen
insensitivity syndrome — a causal study

Summary

Androgen insensitivity syndrome (AIS) is one of the most common disorders of sexual
development in horses. An individual with androgen insensitivity syndrome has the normal
karyotype of a stallion with XY gonosomes, but the phenotypic expression is female. This
pathological condition manifests as a consequence of insufficient androgen exposure during
ontogenetic development of the male due to a mutation in the androgen receptor gene. So far
only 5 mutations have been described in the equine genome that are causative of this syndrome.

The individual called Nikita, who is the main subject of this thesis, exhibited symptoms
of androgen insensitivity syndrome, including a female phenotype, typical male behaviour and
ambivalent genitalia. For molecular analyses, DNA was isolated from the hair bulbs of a total
of 24 horses using the NucleoSpin Tissue XS kit (Macherey-Nagel, Germany).

In a first step, genotyping of Nikita and control samples was performed using PCR.
Specific primers for markers HOR4 (SRY gene) and HOR10 (AMEL gene) were designed.
Using amplification of these markers, it was found that the individual suffering from symptoms
of androgen insensitivity syndrome were present only X chromosomes and lacks the SRY gene
and is therefore a female.

To confirm the results, a relative quantification method was optimized by comparing
the amplification rate, given by copy number variation (CNV), between CYLC1 gene, SRY gene
and autosomal MCEE gene. Specific primers were designed for the markers HOR1 (CYLCI
gene on the non-homologous part of the X chromosome), HOR4 (SRY gene on the Y
chromosome) and HOR7 (MCEE gene on chromosome 1), which was used as a reference gene.
The results obtained from this experiment confirmed that it is possible to use these markers for
sex determination in horses. The CNV value for the CYLCI gene was approximately 1.00 in
females, since they have two copies of the X chromosome, whereas in males the value was
approximately half that in females. When comparing the amplification rate of the CYLC/ and
SRY gene in males, the value was approximately the same (0.50), demonstrating the presence
of both types of sex chromosomes with one copy each. In the individual with AIS symptoms,
two copies of the X chromosome were detected, confirming the female sex.

The digital droplet PCR method was used for absolute quantification of DNA molecules
in the samples and determination of the exact copy number variation value. Absolute
quantification confirmed the female sex of Nikita, the CNV value for her sample was 0.9175,
which corresponds to the value for a normal mare.

To verify the presence of a causal mutation at the first position of the start codon
(c.1A>Q), the part of the androgen receptor gene was sequenced. The causative mutation was
not found, but a single nucleotide polymorphism at position ¢.322 was found, in which the C
allele was substituted for the T allele. However, this substitution, leading to the formation of
cysteine instead of the originally formed arginine, is not causal for the development of androgen
insensitivity syndrome according to the available literature.

Although the thesis did not reveal the cause of the male behavioural manifestations
in the mare Nikita, nor was a causal mutation shown to lead to androgen insensitivity syndrome,
the methods proposed in this thesis can be used to determine sex in horses in future research.

Keywords: androgen insensitivity syndrome, Equus caballus, gonosomes, qRT-PCR, ddPCR
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1 Uvod

Mezi hospodafskymi zvifaty zaujima kOn (Equus caballus) specialni misto.
Od domestikace pred cca 5500 lety (Gaunitz et al. 2018) byli koné vyuzivani lidmi
v zemédélstvi, v dopravé, ke sportu, ale 1 jako spolecnici. Velmi brzy zacalo jejich selektivni
mnozeni jak pro vykonnostni vlastnosti, tak pro vzhled a vysledkem tohoto dlouhodobého
procesu byl vznik vice nez 400 raznych plemen (Petersen et al. 2013).

V jezdeckém sportu i mezi béznymi chovateli se v poslednich letech dostava do popredi
problematika poruch sexualniho vyvoje koni. Toto téma je aktualni i mezi védeckou
spoleCnosti, i presto je vSak kolem poruch sexualniho vyvoje u koni stdle mnoho neobjasnénych
otazek. Vyznam vyzkumu a poznani této oblasti je pfitom obrovsky. Reprodukéni vykonnost
jedince ma pro chovatele ekonomicky vyznam a u divokych populaci koni je zivotné dulezita
pro jejich preziti.

Jednim z davodd, pro€ je v oblasti poruch sexualniho vyvoje u koni tolik nejasnosti, mize
byt chromozom Y. Jedna se o nejméné prozkoumanou cast koriského genomu a dosud nebyla
stanovena jeho kompletni sekvence. V soucCasnosti probihaji snahy o pokrok v poznani
chromozomu Y a nedavno byla autory Janecka et al. (2018) predstavena sekvence jeho Casti,
konkrétné oblasti specifické pouze pro samce (MSY region). V této oblasti se nachazi gen SRY,
ktery je dulezity pro spravny vyvoj samciho pohlavi. Jeho umisténi mezi repetitivnimi
sekvencemi muze mit za nasledek vétsi pravdépodobnost delece tohoto genu a s tim spojené
komplikace pfi spravném vyvoji pohlavi (Janecka et al. 2018).

U koni je popsano mnoho ptipadi jedinct, u kterych se neshoduje fenotypovy projev
pohlavi s jejich genotypem (Bolzon et al. 2016; Welsford et al. 2017). Porucha jedinct
s karyotypem XY a sami¢im fenotypem je oznaCovana jako syndrom androgenni insenzitivity
(Villagomez et al. 2020). Tento patologicky stav se projevuje jako nasledek nedostatecného
pusobeni androgenti béhem ontogenetického vyvoje samce (Welsford et al. 2017). Do soucasné
doby bylo u koni popsano 5 mutaci v genu pro androgenni receptor, které jsou povazovany
za kauzalni. Kromé& malého mnozstvi studii je problémem také heterogenita fenotypu
syndromu, jednotlivi jedinci se mohou v projevech zna¢né lisit. U jakékoli poruchy sexualniho
vyvoje je prvnim krokem diagnostiky stanoveni genetického pohlavi jedince. Tato prace ma za
cil optimalizovat metodu real-time PCR a metodu relativni kvantifikace a vyuzit tyto metody
k determinaci pohlavi jedinci vcetné jedince trpiciho symptomy syndromu androgenni

insenzitivity.



2 Védecka hypotéza a cile prace

2.1 Védecka hypotéza

Diplomova prace je postavena na téchto védeckych hypotézach:

e Zkoumany jedinec se symptomy syndromu androgenni insenzitivity je z hlediska
karyotypu hiebec s gonozomy XY.

e Na zéakladé bioinformatickych dat lze navrhnout vysoce specifické DNA markery
lokalizované v homolognich a nehomolognich oblastech gonozémid X a'Y, pomoci
kterych Ize rozlisit pohlavi jedincu.

e Pomoci relativni kvantifikace 1ze rozlisit sam¢i a samici pohlavi na zakladé porovnani
kvantity amplikoni markerd lokalizovanych na gonozomech s kvantitou amplikont
referen¢niho autozomalniho genu.

e U zkoumaného jedince se nachazi mutace v exonu 1 genu pro androgenni receptor

(c.1A>Q), ktera je kauzalni pro vznik syndromu androgenni insenzitivity.

2.2 Cile prace
Na zakladé védeckych hypotéz byly stanoveny nasledujici cile prace:

e Ovefrit platnost védeckych hypotéz.

e Zpracovat literarni reSersi s vyuzitim odborné védecké literatury.

e Na zakladé bioinformatické studie gonozomii X a Y navrhnout specifické markery pro
homologni a nehomologni oblasti a pomoci nich identifikovat oba typy gonozomu
u jedince se symptomy AIS.

e Na zakladé bioinformatické studie urcit vhodny referencni autozomalni gen.

e Pomoci metody relativni kvantifikace provést stanoveni poctu kopii markerovanych gent
lokalizovanych v riznych oblastech gonozomu.

e Prokazat pfitomnost kauzalni mutace v genu pro androgenni receptor zodpovédné

za syndrom AIS.



3 Literarni resSerse

3.1 Genom koné

Kan (Equus caballus Linnaeus, 1758) zije po boku ¢lovéka od doby jeho domestikace
pfiblizné€ pred 5500 lety. Domestikace kon€é méla vliv na zménu v mnohych oblastech zivota
Cloveka, mezi které patii napt. doprava, obchod, migrace nebo zptsob boje (Gaunitz et al.
2018). V soucasnosti je moderni spolecnosti kiii povazovan spise za spolecnika a je dilezitou
soucasti odvétvi volného Casu. Zajem o prohlubovani znalosti ohledné tohoto druhu je velky
nejen mezi laickou verejnosti, ale 1 mezi védci a v poslednich letech dosahuje vyzkum v oblasti
konského genomu obrovského pokroku (Raudsepp et al. 2019).

Karyotyp koné je tvofen 64 chromozomy. Sklada se z 13 metacentrickych autozomalnich
part, 18 akrocentrickych autozomalnich para a jednoho paru pohlavnich chromozomt (Murray

2002). Na obrazku 1 je zobrazeno porovnani karyotypu klisny a hiebce.
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Obrazek 1 Porovnani karyotypu klisny (Q) a hiebce (&) (Iannuzzi et al. 2014)

V roce 2007 byla zvetejnéna genomova sekvence kon€ nazvana EquCab 2, pro kterou
byla vyuzita DNA klisny anglického plnokrevnika Twilight. Jednalo se o prvni sestaveny

genom jak mezi konimi, tak mezi lichokopytniky. Vysledkem sekvenovani byla vysoce kvalitni
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2.5 miliardy part bazi (Gbp) dlouha sekvence, ktera zahrnovala 31 konskych autozomd,
chromozom X a mitochondrialni genom (Wade et al. 2009).

V roce 2018 byl genom klisny Twilight znovu osekvenovan a sestaven a byla
predstavena nova verze referencniho genomu EquCab 3, ktera doplnila velkou cast chybé&jicich
dat z predchozi verze (Kalbfleisch et al. 2018). Zaroveri byla ve stejném roce publikovana prvni
sekvence oblasti specifické pro samce (male-specific region — MSY region) na Y chromozomu
(Janecka et al. 2018).

Od prvni sekvenace koniského genomu se vyzkum v oblasti kofiské genomiky vyznamné
posunul kupfedu. Byly popsany nékteré kauzalni mutace pro poruchy zptisobené jednim genem,
zarovenl byl odhalen geneticky zaklad 1 pro nékolik komplexnich onemocnéni (Raudsepp et al.

2019).
3.1.1 Stavba konského chromozomu Y

Chromozom Y je dosud nejrychleji se vyvijejicim jadernym chromozomem. Jeho
evoluéni dynamika a strukturni slozitost vedly ktomu, ze byl dosud osekvenovan pouze
u 6 druhti. Sekvenace byla provedena u ¢loveka (Skaletsky et al. 2003), Simpanze, makaka
rhesus (Hughes et al. 2012), my$i (Soh et al. 2014), prasete (Skinner et al. 2016) a ¢astecné
u koné (Janecka et al. 2018). Korisky chromozom Y je velikostné srovnatelny s nejmensimi
konskymi autozomy, jeho velikost se pohybuje kolem 40-50 Mbp. Podle pruhovani lze fici, ze
jsou dvé tretiny chromozomu Y heterochromatické. V distalni casti se nachazi maly

euchromaticky segment, ktery obsahuje MSY oblast a PAR oblast (JaneCka et al. 2018).

3.1.1.1 MSY region u koné

Hlavni ¢ast Y chromozomu je Cast specifickd pouze pro samce (MSY region). Tento
usek je haploidni a neti€astni se crossing-overu. Béhem evoluce doslo v této oblasti k akumulaci
pro samce prospésnych gend, které ovliviiuji vyvoj samcich pohlavnich organti a plodnost.
Velikost de novo sekvenované oblasti MSY v praci Janecka et al. (2018) byla 9 497 449 bp,
realna velikost MSY je odhadovana na 12 Mbp. Vice nez polovina MSY oblasti (54 %) se
sklada z ruznych repetitivnich sekvenci. Ze 34 % prevladaji prvky L1 LINE
(long interspersed element-1), coz jsou autonomni a aktivni retrotranspozony (Janecka et al.
2018).

Geny nachazejici se v MSY oblasti 1ze rozdélit do tii hlavnich kategorii v zavislosti

na jejich evoluénim pavodu. Prvni kategorii jsou geny, které jsou z velké Casti shodné s geny
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na chromozomu X a byvaji oznacovany jako XY geny, i kdyz mezi nimi nedochazi ke crossing-
overu. Druha kategorie zahrnuje transponované geny z autozomalnich chromozomu a tfeti
kategorie obsahuje geny specifické pouze pro Y chromozom (Janecka et al. 2018).

V MSY oblasti koné bylo identifikovano celkem 52 genti. Hustota gent se v této oblasti
pohybuje v rozmezi 5,5 — 18,3 gent na Mbp, coz je hodnota srovnatelna se spodni hranici
prumérné hustoty gend na autozomech (5,4 — 28,2 genti na Mbp). Z celkového poctu 52 gent
se 37 z nich nachazi v jedné kopii (single-copy) a 15 gent je amplikonickych, predstavujicich
dohromady 174 genovych kopii. Vétsina XY gend i autozomalné transponovanych gent se
v MSY oblasti nachazi ve forme single-copy. Témét vSechny amplikonické (multi-copy) geny
jsou umistény mezi sekvenci 1 000 000 a 4 700 000 bp a jsou charakteristické pritomnosti
velkych pocta identickych opakovani (Janecka et al. 2018). Porovnani mezi riznymi druhy
ukazuje, ze vétsina multi-copy genli na Y chromozomu je druhové nebo rodové specificka
(Paria et al. 2011).

Koriska MSY oblast obsahuje 29 XY gent, coz je dosud nejvyssi zaznamenany pocet
tohoto typu genti na Y chromozomu v porovnani s ostatnimi placentaly. Dva z téchto genua
(TAB3Y a SYPY) se od svych gametologti odchylily velmi davno, cca pred 123,5-115,7 miliony
lety, a nejsou vazany na Y chromozom u zadného jiného druhu. Tato skutenost poukazuje na
to, ze si MSY oblast koni uchovala unikatni sadu genua predkt (Janecka et al. 2018).

V MSY oblasti se u koni dale nachazi 13 transponovanych genli z riznych
autozomalnich regionll. Vétsina z nich se v genomu nachazi ve formé single-copy a oproti svym
paralogiim na autozomech obsahuji tyto geny snizeny pocet exont. Zda se, ze se pifevazna Cast
autozomalnich transpozic udala v prabéhu poslednich 25 miliont let (Janecka et al. 2018).

Vétsina genu specifickych pouze pro samce se nachazi ve formé multi-copy genu
(Castaneda et al. 2022). Mezi nejvyznamnéjsi geny specifické pro Y chromozom patii SRY gen,
ktery byl jako single-copy vlozen mezi repetitivni sekvence. Toto umisténi mize zvySovat
pravdépodobnost delece SRY genu a zpusobovat tak poruchy sexualniho vyvoje (DSD —
disorder of sexual development). SRY gen se fadi mezi nejdiive utvarené geny, jeho divergence
probéhla priblizné pred 170,7 miliony lety (JaneCka et al. 2018). Gen SRY se nachazi
v pozici Yql4.1 na Y chromozomu a patii do rodiny SOX (SRY-related HMG box) gent, ktera

zastava dulezitou funkci ve vyvoji pohlavi savctu (Raudsepp et al. 2004).
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Obrazek 2 Radialni graf zobrazujici geny na chromozomu Y u 13 druhu savci.
Kazdy prstenec oznacuje jeden druh, kiinl je reprezentovan nejvzdalenéjSim prstencem od stiedu. Barevna policka
odpovidajici kazdému druhu ukazuji, zda se u daného druhu gen vyskytuje, bila teCka oznacuje pseudogenni stav
genu a ¢ernd teCka pseudoautozomdlni (PAR) stav genu. Gen SRY, zvyraznény zelenym rameckem, se nachazi
u vSech savci. Geny zvyraznéné fialovym rameckem (ZFY, UTY, USP9Y, TSPY, DOX3Y) se nachazeji u vsech
placentalu (JaneCka et al. 2018).

3.1.1.2 Pseudoautozomalni oblast (PAR)

Potlaceni moznosti rekombinace mezi X a Y chromozomy vedlo ke ztraté genu
a nasledné degeneraci chromozomu Y. Rekombinace mezi chromozomy X a Y muze probihat
pouze v oblasti spolecné obéma chromozomiim, ktera se nazyva pseudoautozomalni oblast
(PAR) (Raudsepp & Chowdhary 2016). Pivod pseudoautozomalni oblasti je datovan piiblizné
do doby pred 80-130 miliony lety (Raudsepp & Chowdhary 2008). Jedna se o oblast sekvencni
homologie mezi X a Y chromozomem, kterd je klicova pro spravné parovani a segregaci
chromozomt béhem meiodzy. Lokusy, které se nachazeji v PAR oblasti, jsou diploidni a dochazi
u nich k rekombinaci (Brown & Greally 2003). Urove rekombinace je v PAR oblastech
nejvyssi z celého genomu (Raudsepp & Chowdhary 2008).
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V roce 2008 byla koriska PAR oblast poprvé osekvenovana a bylo popsano jeji umisténi
mezi koncovou ¢asti pohlavniho chromozomu a tzv. pseudoautozomalni hranici (PAB), ktera
se u koni nachdzi mezi geny PRKXY a EIFIAY. Za touto hranici klesa sekvencni podobnost
mezi X a Y chromozomem, ustava rekombinace a za€inaji oblasti specifické pro sam¢i a samici
pohlavni chromozom (Obrazek 3). Obsah GC part je v koniské PAR oblasti nejvyssi smérem
k telomeram chromozomu X a Y (54 %) a smérem ke stfedu PAR oblasti postupné klesa

(Raudsepp & Chowdhary 2008).

X PAR Y

~1.8 Mb .
----- PLCXD1 A PAR
54% 4 GTPBP6
~~~~~ PPP2R3B
=4 CRLF2

..... SLC25A6

""" DHRSX Gap~200 kb

Xp [dsFrs17A []
»»»»» ASMT

MSY
= ZBED1

..... CD99 markers
46% %G

[l GYG2
xl@ @@ F ARSH
HC
1% | PRKXY

el PAB
EIF1AY
40% 38%
Ul v
Contigs @

GC Xp MSY

Obrazek 3 Schéma pohlavnich chromozomt s oranzove znazornénou PAR oblasti.
Ruzove zvyraznény prouzek oznacuje sekvenci, ktera se nachazi jak v PAR oblasti na Y chromozomu, tak
v regionu specifickém pro samce (MSY oblast) (Raudsepp & Chowdhary 2008).

Velikost PAR oblasti u koné je 1,8 Mbp, coz je méné nez u Clovéka (Homo sapiens),
pravdépodobné kvuli Cetnym repeticim, které se u ¢lovéka nachazeji. Je zajimavé, ze kromé
genu DHRSX se poradi koniskych genti umisténych v PAR oblasti shoduje s poradim jejich
ortologti u lidi. Konska PAR oblast vSak navic obsahuje sedm gent, které uz do lidské PAR
oblasti nejsou zahrnuty. Jedna se o geny GYG2, ARSD, ARSE, ARSF, ARSH, MXRAS5, PRKX,
které u Clovéka najdeme v MSY oblasti, jak je mozné vidét na obrazku 4 (Raudsepp

& Chowdhary 2008).
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Obrazek 4 Porovnani genii v PAR oblasti ¢lovéka a n€kolika sav€ich druhii véetné kone
(Raudsepp & Chowdhary 2008).

V praci Janecka et al. (2018) byly publikovany rozdilné vysledky. Autofi popisuji
v PAR oblasti koné pouze pét gent, jedna se o geny AKAP17Y, GYGZP, MXRA5Y/P, PRKY
a ZBED1Y (Obrazek 2). Dale ve své studii tvrdi, Ze se kvili pomeérné kratké PAR oblasti u koni
nachazi typické PAR geny ostatnich savct jako TBL1, SHROOM?2 a STS21 u kong jiz v MSY
oblasti (Janecka et al. 2018).

3.1.1.3 Duplikace mezi PAR oblasti a MSY oblasti

Jak je patrné z Obrazku 3, na chromozomu Y byl nalezen cca 200 kb velky usek, ktery
se nachazi jak v PAR oblasti, tak v oblasti specifické pouze pro sam¢i pohlavni chromozom
(MSY oblast). Na Obrazku 3 je tato duplikace oznaCena Cervenymi Sipkami (Raudsepp
& Chowdhary 2008).

Sled udalosti, ktery vedl k duplikaci a nasledné k premisténi jedné z kopii genu do PAR
oblasti zatim nebyl pfesné popsan. Je obecné znamo, ze vysoka frekvence rekombinaci
a zvySend mira nerovhomérného crossing-overu v ramci PAR oblasti mohou vést k duplikacim.
Jedna se vSak o duplikace pouze v ramci PAR oblasti, ne o bloky sdilené mezi PAR a MSY

oblasti, jak bylo pozorovano v tomto pripadé u koni. Jedna z teorii predpoklada, ze béhem
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evoluce doslo k nespecifickému parovani nebo nerovnomérnému crossing-overu a homologni
cast segmentu z chromozomu X byla transponovéana na proximalni konec MSY. Podle druhé
teorie byl region nejdiive duplikovan na Y chromozomu a poté byl v prubéhu evoluce jeden
z duplikatd transponovan z MSY oblasti do PAR oblasti (Raudsepp & Chowdhary 2008).
Duplikovana oblast obsahuje geny ARSFY a ARSHY, praimérna sekvencni identita mezi PAR
oblasti a MSY oblasti byla v tomto useku 98,8 %, coz naznacuje, zZe je transpozice nedavného
puvodu. Pomoci metody FISH bylo zjisténo, ze je tato transpozice piitomna i u jinych
konovitych vcetné osla (Equus asinus Linnaeus, 1758), zebry (Equus Burchelli Gray, 1824)
a Hartmanovy zebry horské (Equus zebra hartmannae Matschie, 1898) (Janecka et al. 2018).

3.1.1.4 Horizontalni ptenos genu ETSTY7

V praci JaneCka et al. (2018) byl popsan transkript ETSTY7 genu, ktery vykazoval
expresi ve varlatech a byl kodovan 15 kopiemi genu, spoleéné€ pokryvajicich 50 kb
nejproximalnéjsi casti MSY oblasti. Velikost kazdé zkopii, obsahujici vzdy 3 exony,
se pohybovala mezi 2,8 a 5,7 kb. Analyza metodou FISH ukéazala masivni amplifikaci PCR
produktu v ramci celého heterochromatinu, stejné jako ve fakultativnim heterochromatinu
Xql7-q21. Predpoklada se, ze tato pole jsou potiebna ke stabilizaci obsahu gent a zaroven
k ochran€ gent fidicich spermatogenezi (Janecka et al. 2018).

Amplikonické sekvence genu ETSTY7 byly detekovany 1 u jinych konovitych, ale
s odliSnymi distribu¢nimi vzorci. Odhaduje se, ze genova rodina ETSTY7 byla na X chromozom
umisténa po divergenci konovitych a ostatnich kopytnika asi pred 52-58 miliony lety, ale
zarovenl pied jejich rozdélenim, ke kterému doslo pred 4-4,5 miliony lety. Nasledné byly
sekvence amplifikovany a transponovany u koni na Y chromozom a u zeber na Y chromozom
a zaroven nékteré autozomy (Janecka et al. 2018).

Autofti pozorovali sekvencni podobnost genu ETSTY7 mezi Celedi kotioviti a parazitem
Skrkavkou koriskou (Parascaris equorum) (genome assembly GenBank LM462759.1). Pro
vyloueni moznosti, ze se jednd o kontaminaci hostitelského druhu DNA parazita byly
navrzeny specifické primery pro sekvenci u koni, jiné pro sekvenci u parazitl a poté pro
sdilenou sekvenci. Pouze primery pro sdilenou sekvenci byly amplifikovany u obou organismu,
coz dokazuje, ze se nejednalo o kontaminaci, ale s nejvétsi pravdépodobnosti o horizontalni
transfer genu. Oblast homologie zahrnovala ¢ast intronu mezi exony 2 a 3 a exon 3 s 84-96%
sekvencni podobnosti s nekolika kontigy v genomu Skrkavky (Janecka et al. 2018).

Byly sekvenovany amplikony ETSTY7 geni z nékolika paraziti a jejich riznych

vyvojovych stadii a byla prokazana 90-95% sekvencni podobnost mezi parazitem Parascaris
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equorum a Celedi konoviti. Na zakladé t€chto poznatku byl vytvoren fylogeneticky strom, kde
bylo mozné pozorovat mnoho sekvenci pivodem od Skrkavky umisténych na riznych mistech
v ramci celého stromu, coz naznacuje, ze se horizontalni prenos pravdépodobné udal nékolikrat.
Amplifikace a transpozice genu ETSTY7 v ruznych liniich konovitych ukazuje, ze se jedna
o mobilni a aktivni element, nelze vSak presné urcit ¢asové obdobi, kdy k pfenosu doslo

(Janecka et al. 2018).

3.2 Androgenni receptor

3.2.1 Stavba androgenniho receptoru

Androgenni receptor (AR) je ligandem aktivovany transkripéni faktor, ktery se radi do
rodiny jadernych receptort pro steroidni hormony. Mezi dalsi ¢leny rodiny jadernych receptora
pro steroidni hormony patii estrogenovy receptor (ER), progesteronovy receptor (PR),
glukokortikoidni receptor (GR) a mineralokortikoidni receptor (MR) (Davey & Grossmann
2016).

Gen pro AR byl poprvé charakterizovan v roce 1988. Nachazi se v pozici Xqll1-12
na dlouhém raménku chromozomu X a obsahuje 8 exonll. Exony koduji protein o velikosti 110
kDa, ktery se sklada z vice nez 900 aminokyselin. Velikost genu je diky polymorfismim
v 1. exonu velmi variabilni (Chang et al. 1988).

Jak je mozné vidét na Obrazku 5, obsahuje AR, stejné jako jiné jaderné receptory, tfi
funkéni domény. Jednd se o N-koncovou doménu (NTD), DNA-vazebnou doménu (DBD)
a C-koncovou ligand-vazebnou doménu (LBD). Mezi DBD a LBD je umisténa kratka pantova
oblast (Zhou et al. 2022).

N-koncova doména (NTD), znama také jako oblast aktivace transkripce nebo
transaktivacni doména, hraje kli¢ovou roli v transkripci cilovych genl. Zaujima pfiblizné
transkripce (Jenster et al. 1995). Je kddovéana exonem 1 a obsahuje jednu z identifikovanych
transkripcnich aktivacnich oblasti (AF-1), ktera je nezbytna pro spravné fungovani AR a uzce
interaguje s AF-2 nachazejici se v LBD oblasti (Davey & Grossmann 2016).

NTD obsahuje dva tseky tvorené repeticemi aminokyselin glutaminu a glycinu. Tyto
repetice jsou polymorfni, coz znamena, ze se jejich pocet u jedinct v ramci populace lisi (Zhou
et al. 2022). Pokud se v oblasti nachazi vyssi pocet repetic, dochazi ke snizeni transaktivacni

aktivity AR, naopak pfi niz§im poctu repetic vykazuje AR zvySenou aktivitu. Pokud dojde
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v této oblasti k deleci, muze to vést az ke Ctyfnasobnému zvyseni aktivity mutovaného
androgenniho receptoru v porovnani s normalnim receptorem (Callewaert et al. 2003).

Na NTD oblast navazuje DNA-vazebna doména (DBD), ktera patii mezi nejvice
konzervované oblasti v ramci celé rodiny jadernych receptori pro steroidni hormony.
Je kodovana exony 2, 3 a Castecné 4 a typicky obsahuje motiv tzv. zinkovych prstd. Jedna se
o dva komplexy (N-koncovy a C-koncovy), které jsou tvoreny Ctyfmi cysteinovymi zbytky
vazajicimi v sobé zinkovy iont (Davey & Grossmann 2016). Tato oblast je kli¢ova pro
rozpoznani a vazbu receptoru do specifické oblasti na DNA znamé jako androgen-responzivni
elementy (ARE, androgen responsive elements) (Shaffer et al. 2004; Davey & Grossmann
2016). Prvni zinkovy prst je pfimo zodpovédny za vazbu s ARE, zatimco druhy zinkovy prst
stabilizuje cely komplex a usnadiiuje dimerizaci AR, jelikoz pfi steroidni regulaci transkripce
obvykle naseda AR jako homodimer (AR/AR) (Hérd et al. 1990; Shaffer et al. 2004).

Za DBD se nachazi kratka pantova oblast neboli hinge region (H). Tato oblast obsahuje
tzv. jaderny lokaliza¢ni signal (NLS, nuclear localization signal), ktery napomaha prenosu
proteinu z cytoplazmy do jadra. Dale obsahuje jaderny exportni signal (NES, nuclear export
signal), ktery je potlacen v piitomnosti ligandu, ale po jeho disociaci napomaha pfesunu AR
zpét do cytoplazmy (Tan et al. 2015).

C-koncova ligand-vazebna doména (LBD) je kodovana Casti exonu 4 a exony 5-8.
Struktura LBD se sklada z 11 alfa Sroubovic, dvou antiparalelnich beta skladanych listt
a centralniho vazebného mista pro androgen (Shaffer et al. 2004). V této oblasti se také nachazi
druhd z transkripénich aktivac¢nich oblasti (AF-2), coz je hydrofobni oblast na povrchu
receptoru, ktera interaguje s AF-1 v NTD. Mutace ¢i delece v této oblasti vyznamné snizuji
transkripcni aktivitu v odpovédi na ligand (Davey & Grossmann 2016). Po navazani ligandu
dochazi ke konformacnim zménam, vytvoii se vazebna kapsa prekryvajici ligand a dojde tak
ke stabilizaci celého komplexu (Shaffer et al. 2004; Zhou et al. 2022).

LBD hraje esencialni roli ve vazb¢ ligandu, piiCemz pravé vazba androgend na AR je
klicova pro aktivaci receptoru. Jakékoli poskozeni nebo variace v této oblasti obvykle vedou
k nemoznosti navazani androgent na AR a tim ke ztraté funkce receptoru (Davey & Grossmann
2016). Pokud se protein nachazi volné v cytoplazmé bez ptitomnosti ligandu, jsou do této
oblasti vazany proteiny teplotniho Soku (HSP, heat-shock proteins), které udrzuji AR
v optimalni konformaci pro navazani ligandi a zaroven zabranuji jeho degradaci
proteolytickymi enzymy. Po navazani ligandu dojde k disociaci HPS a nasledné k premisténi

AR do jadra (Zoubeidi et al. 2007).
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Obrazek 5 Struktura genu pro androgenni receptor a vznikajiciho proteinu (Proverbs-Singh et al. 2015).
3.2.2 Princip fungovani androgenniho receptoru

Jak bylo zminéno vySe, v nepfitomnosti ligandu se AR nachazi voln€ v cytoplazmé.
Je udrzovan v neaktivni forme vazany v heterokomplexu s proteiny teplotniho Soku a ostatnimi
chaperony. Molekularni chaperony se ucastni procesu jako je skladani, aktivace, komunikace
a regulace transkripCni aktivity u vétsiny steroidnich hormont (Zoubeidi et al. 2007).

Podle Shafi et al. (2013) existuji Ctyfi rizné moznosti, jak mize AR v buice pusobit

(Obrazek 6).
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Obrazek 6 Schéma piisobeni AR v buiice (Shafi et al. 2013).
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V prvnim piipadé (1) 5a-dihydrotestosteron (DHT), ktery se vaze do LBD zpusobi
konformaéni zmény vedouci k disociaci chaperonovych proteint a expozici NLS. Komplex
androgen-AR se premisti do jadra, kde dimerizuje a vaze se na ARE cilovych gent.
Transkripéni aktivita AR s navazanymi androgeny je regulovana specifickymi proteiny
znamymi jako koregulatory. Koregulatory se vazou na aktivovany AR a svou aktivitou vedou
k zesileni (koaktivatory) nebo potlaceni (koregulatory) transaktivace exprese cilovych genu
(Zoubeidi et al. 2007; Davey & Grossmann 2016). Bylo popsano vice nez 150 proteinut, které
se chovaji jako koregulatory AR (Heemers & Tindall 2007). Patii mezi né p160 rodina,
p300/CBP, ARA54, ARA55 a ARA70 a mnoho dalSich proteinii. Mnohé z koregulatort jsou
enzymy (histonové acetyltransferazy, metyltransferazy a kinazy), které ptisobi na rozvoliiovani
chromatinové struktury a usnadiuji tak transkripci. Koregulatory jsou nezbytné pro ucinnou
regulaci transkripce cilovych gent, proto mohou mutace v koregulatorech vést ke zménam
v aktivité AR a také zptuisobovat poruchy v cilovych tkanich (Wang et al. 2005). Tento proces,
kdy se po presunu do jadra dimer AR vaze na konsenzualni vazebnou sekvenci DNA a zaroven
dochazi k vazbé koregulatorti a k aktivaci transkripce, je jednou z nejlépe popsanych drah
pusobeni AR v burice (Shafi et al. 2013).

Dalsi moznosti je nasedani korepresort (2) na AR, coz muze vést az k inhibici
transkripce. Korepresory mohou branit vazbé AR na DNA pisobenim na DBT (napf.
kalretikulin, DJIBP, ARR19) nebo ovliviiovat ostatni ¢asti AR (napt. PAK6, RACK1, HDACI).
Zaroveni mohou korepresory pusobit i pies ovlivnéni koaktivator a zabrariovat tak jejich
interakci s AR (Wang et al. 2005).

Dale (3) mize AR ale regulovat transkripci interakci s jinymi transkripénimi faktory
cestou nezavislou na vazb€ DNA (Shafi et al. 2013).

Posledni moznosti pusobeni AR (4) je tzv. mimojaderna signalizace. V tomto piipadé
aktivovany AR neni transportovan do jadra, ale interaguje s kinazami (AKT, Src), coz vede
k aktivaci kinazové kaskady. Kinazova kaskada pak muaze aktivovat dalsi transkripcni faktory

bez nutnosti pfimé vazby AR na cilovy gen (Shafi et al. 2013; Davey & Grossmann 2016).

3.2.3 Ligandy

Pro spravné fungovani AR je klicova vazba ligandu do LBD. Ligandy mohou byt déleny
na agonisty a antagonisty na zakladé jejich schopnosti aktivovat/inhibovat transkripci cilovych
gentl. Mezi hlavni agonisty, které se vazi na AR, patfi androgeny testosteron a Sa-
dihydrotestosteron (DHT). Jedna se o samci pohlavni hormony potiebné pro vyvoj samciho

reproduk¢niho systému a sekundarnich pohlavnich znak. Testosteron je primarné€ syntetizovan
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z cholesterolu v Leydigovych buikach ve varlatech, dale je v mensi mife produkovan kiirou
nadledvin, jatry a vajecniky. Kromé AR testosteron reaguje i s dalSimi steroidnimi receptory
jako je progesteronovy a estrogenovy receptor (Lindzey et al. 1994; Gao et al. 2005).
Testosteron muze byt v prostaté, kazi a jatrech preménovan na svou biologicky
aktivnéjsi formu, DHT, pomoci 5o reduktazy. Malé mnozstvi testosteronu (0,2 %) muze byt
také pfeménéno na estradiol pomoci aromatazy, k cemuz dochazi prevazné v tukové tkani. Oba
zpusoby metabolismu testosteronu jsou ireverzibilni procesy (Gao et al. 2005). DHT je
biologicky aktivnéjsi nez testosteron a vaze se na AR s dvakrat vyssi afinitou. Zaroven ma az
petkrat mensi rychlost disociace ve srovnani s testosteronem (Davey & Grossmann 2016).
Mezi antagonisty se fadi hormony steroidni i nesteroidni povahy, které soupefi
s androgeny o misto ve vazebné doméné¢ AR. Jednd se predevSim o syntetické ligandy
vyuzivané v klinické praxi napt. pro 1é¢bu rakoviny prostaty. Mezi bézné€ vyuzivané syntetické

ligandy patii 170-metyltestosteron, propionat nebo bikalutamid (Gao et al. 2005).

3.3 Poruchy sexualniho vyvoje — DSD

V roce 2006 ptijala medicina k popisu vsSech intersex, hermafroditnich
a pseudohermafroditnich stavi u Clovéka oznaceni DSD (disorders of sexual development)
neboli poruchy sexualniho vyvoje. Poruchy sexuéalniho vyvoje zahrnuji vrozené stavy, které
jsou charakteristické atypickym vyvojem chromozomalniho, gonadalniho nebo anatomického
pohlavi (Lee et al. 2006). Pro domaci zvifata zatim neni pfitomny analogicky konsenzus
v nazvoslovi, proto jsou jedinci, kteti vykazuji atypicky sexualni vyvoj, obvykle zafazovani do
jedné ze tii skupin hermafroditismu. Jedna se o pravy hermafroditismus, u téchto jedinct jsou
pfitomna varlata 1 vajeCniky, sam¢i hermafroditismus, kde je pritomna testikularni tkan
u jedince, ktery vykazuje samici fenotyp a sami¢i hermafroditismus, u kterého je pfitomna
vajecnikova tkan u jedinct se sam¢im fenotypem. U domacich zvifat je také Casto pouzivan
termin ,sex reversal“, ktery zahrnuje Sirokou Skéalu vyvojovych a pohlavnich abnormalit
(Monteiro da Silva et al. 2020).

Pocatek vyzkumu v oblasti DSD u koni se datuje do 70. let 20. stoleti. V této dob¢ byla
vyuzivana karyotypizace barvenych chromozomi pro zjisténi jejich morfologie nebo
abnormalniho poctu (Richer et al. 1990). Nebylo vSak mozné potvrdit ¢i vyvratit pfitomnost
Y chromozomu, dokud nebyly vyvinuty metody chromozomového pruhovani. Az diky vyuziti
Southern blottu s lidskymi sondami pro gen SRY byl odhalen prvni pfipad koné s genotypem
XY SRY negativni (Pailhoux et al. 1995). Pozd¢ji byly navrzeny i prvni specifické primery pro
oznaceni SRY negativnich klisen (Méakinen et al. 1999).
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V poslednich desetiletich bylo u koni provedeno mnoho molekularnich studii,
na zakladé kterych byly identifikovany 4 obecné typy DSD. Jedna se o 63 XO; 64 XX SRY
negativni; 64 XY SRY pozitivni a 64 XY SRY negativni. Po monosomii X chromozomu
(63 XO) patii u koni porucha jedinct se samicim fenotypem a karyotypem 64 XY, oznaCovana
také jako syndrom androgenni insenzitivity, mezi nejcastéji se vyskytujici poruchy sexuéalniho

vyvoje (Raudsepp et al. 2010).

3.3.1 Syndrom androgenni insenzitivity u koni

Syndrom androgenni insenzitivity (AIS) je vysledkem disfunkce androgenniho
receptoru a je ¢astou pricinou poruch pohlavniho vyvoje (Mongan et al. 2015). Tento syndrom
byl velmi dobfe zmapovan jak u lidi, tak u domestikovanych koni. Jedna se o recesivné dédic¢né
onemocnéni s vazbou na chromozom X, postizeni jedinci jsou charakterizovani samicim
fenotypem a samcim karyotypem 64, XY SRY pozitivni. Fenotyp AIS do jisté miry zavisi na
stupni aktivity rezidualniho androgenniho receptoru. Mezi jedinci je pozorovana velka
fenotypova heterogenita, fenotyp jedinci XY se muze pohybovat od femininnich az po velmi
maskulinni jedince (Villagomez et al. 2011; Welsford et al. 2017). SRY pozitivni jedinci maji
Casto vetsi télesné proporce, zvySenou hladinu testosteronu v krvi, abnormalni vnéj§i genitalie
a ruzné stupné gonadalni dysgeneze. Dale byvaji pfitomny znamky chovani podobného
hieb¢imu jako je shanéni stada s hlavou u zemé¢, naskakovani na klisny v fiji nebo agresivita
vuci ostatnim hiebcim (Raudsepp et al. 2010).

Pfi¢inou tohoto syndromu je mutace v genu pro androgenni receptor, ktery koduje
cytoplazmaticky receptorovy protein zodpovédny =za zprostfedkovani maskulinizace
a virilizace béhem vyvoje jedince. Mutace v genu pro AR ma za nasledek rizné stupné
androgenni rezistence a zpusobuje vétSinu forem samci neplodnosti (Welsford et al.
2017). Ackoli u lidi bylo do soucasnosti popsano vice nez 1000 mutaci zptasobujicich syndrom
androgenni insenzitivity, u koni je vyzkum tykajici se molekularni podstaty AIS omezen pouze
na nekolik studii.

Révay et al. (2012) popsali vzacny typ patogenni varianty ve start kodonu (c.1A>G),
ktera vedla k Gplné androgenni rezistenci u tii ¢lent rodiny plemene americky quarter horse.

V praci Bolzon et al. (2016) byla identifikovana missense mutace v exonu
4 (c.2042G>C) u c¢lent rodiny plnokrevnika Thor. Piedpoklada se, Ze tato mutace vede
k substituci vysoce konzervovaného tryptofanového zbytku serinem v C-koncové ligand

vazajici doméné androgenniho receptoru.
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Welsford et al. (2017) ve své studii popsali 25 nt dlouhou deleci v exonu 2
(c.1630_1654del) u teplokrevnych koni, ktera pravdépodobné vede ke zkraceni proteinu
a nepfiznivym zménam ve vazebné kapacite receptoru.

Villagomez et al. (2020) prezentovali dalsi dvé mutace, které by mohly zpisobovat
syndrom androgenni insenzitivity. V prvnim ptipadé se jedna o deleci jednoho nukleotidu
(c.183del), ktera vede k posunu Cteciho ramce a k predpokladanému zkraceni proteinu
a predCasnému ukoncCeni translace na pozici 452. Tato delece se nachazi v misté jedné
z nékolika serinovych fosforylaci v androgennim receptoru. Mutace ovliviiuje Ser61 koniského
androgenniho receptoru, ktery je u lidi konzervovan jako Ser83. Ser83 je jedno z nejvétSich
stechiometrickych fosforyla¢nich mist v lidském androgennim receptoru a zna¢né ovliviiuje
jeho funkci. U lidi byl pozorovan stejny pfipad 10 nt dlouhé delece, kterou popsali Audi et al.
(2010). U dvou ovlivnénych jedinct nebyla v laboratornich testech prokazana zadna substrat-
vazajici aktivita androgenniho receptoru. Tato varianta vedla ke stejnému posunuti ¢teciho
ramce a pred¢asnému ukonceni translace jako u ptipadu klisny v praci Villagomez et al. (2020),
z ¢ehoz autofi usuzuji, ze varianta c.183del T muZe byt povazovana za patologickou i u koni.
U druhého jedince byla nalezena rozdilna sekvencni varianta (c.2132C>T), ktera vedla
k zaméné kodonu GCC za kodon GTC. Tato varianta genu zpusobuje missense zmeénu
aminokyseliny alaninu na valin (Ala711Val). Missense varianta genu se nachazela v exonu 5,
coz je Cast ligand-vazajici domény (LBD). Tato velmi konzervovana proteinova doména je
zodpovédna za dé€je souvisejici s vazbou androgent, jejich aktivaci a dimerizaci, proto je pro
spravnou funkci AR stézejni. U lidi bylo nejvice missense mutaci popsano pravé v LBD

doméné¢ (Villagomez et al. 2020).
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E2 c.1A>G
1 FVQLGLGRVYPRPPSKTYRGAFONLFOSVREVIONFGPRHFEMSMPPGAHLOOOQET 60
<

p.Ser6lfs NT®

61 SPROQQQOGEDGSPQTQSRGPTGYLALEEEQQPSQQOPSAPEGHPESGRVPEARAALAAGK 120

121 GLQQQPPAPPDEDDSAAPSTLSLLGPTFPGLSSCSADLKDILSEAGTMQLLQQQQQEVVS 180

181 EGSSSGRAREAAGAPTCSKDSYLGCSSTISDSAKELCKAVSVSMGLGVEALEHLSPGEQL 240

241 RGDCMYAPLLGGPPAVRPTSCAPRAECKGSLLDNGPGKGTEETAEYSPFKAGYAKGLDGE 300

301 SLGCSGSGEAGGSGTLELPSTLSLYKPGAVDEAAVYQSRDYYNFPLALPGPPPPAPPPHP 360

361 HARIKLENPLDY AAQCRYGDLAGLH ASSSWHTLFTAEEG 420

421 QLYGPCSGGGGGSAGEAGTVAPYGYTRPPQGLAGQEGDFPPPDVHY PYPSPS 480
S
B2
481 CVKSEMGPWMESYSGPYGDM#ETARDHVLPIDYYFPPQKTCLICGDEASGCHYGALTCG 540
p.val5d44 Glu55ldel Koottt
E3 DED E4
541 SCKUBFKRAREf:KOKYLCASRNDCTIDKFRRKNCPSCRLRKCYEAGMTLGARKLKKLGNL 600
>

601 KLOEEGEASSATSPTEEPTQKLTVSHIEGYECQPIFLNVLEAIEPGVVCAGHDNNQPDSF 660
e
p.Trp68lser ES p.Ala711val LBD

661 MLLsSLNELGERQLVHVV@KALPGE‘RNLHVDDQMAVIQYSWMGLPWGWRSFTNV 720

E6 E7
721 NSRMLYFAPDLVFNEYI{H(KSRMYSQCVRMRHLSQEFGNLOITPQEFLCMKALLLFSI[!P 780

ES8
781 vDGLKNQxFFDELRMNYIKELDRIIAcKRKNPTSCSRRFYQLTKLLDSVQP!‘{ARELHQFT 840

841 FDLLIKSHMVSVDFPEMMAEIISVQVPKILSGKVKPIYFHTQ 882
>

Obrazek 7 Patogenni varianty v genu pro androgenni receptor u koni.
Funkéni domény jsou znazornény Sipkami, NTD = N-koncova doména, DBD = DNA-vazajici doména,
LBD = ligand-vazajici doména. Exony jsou popsany jako E1-E8 (Villagomez et al. 2020).

3.3.2 Syndrom androgenni insenzitivity u lidi

Historicky byl AIS znamy pod riznymi jmény jako Morrisiv syndrom (Morris 1953),
Rosewateriv syndrom (Rosewater 1965) nebo Aimantv syndrom (Aiman et al. 1979). Rtizna
jména poukazuji na rozdily ve fenotypech pacientl, proto dlouho panoval mezi 1ékafi nazor, ze
jsou poruchy zpusobeny odliSnou etiologii. Teprve rozbor rodokment rodin s recidivujici
patologii a také pokrok v molekularni diagnostice odhalil, ze se syndrom androgenni
insenzitivity vyznacuje riznymi fenotypovymi projevy, které reflektuji rizné mutace v genu
pro androgenni receptor (Gulia et al. 2018).

U lidskych pacientti mize byt syndrom androgenni insenzitivity podle klinickych nalezt
a projevu poruchy dé€len na kompletni syndrom androgenni insenzitivity (CAIS), syndrom
Castecné androgenni insenzitivity (PAIS) a mirny syndrom androgenni insenzitivity (MAIS).

Mirna forma AIS (MAIS) se u pacientd s normalnim muzskym vzhledem muze projevit
defektem spermatogeneze, redukci sekundarniho ochlupeni nebo zvétSenim prsnich zlaz.
U pacientt s ¢asteCnou androgenni insenzitivitou (PAIS) vétsinou nejsou vnéjsi genitalie plné
maskulinizované, byva pfitomen mikropenis, androgenni insenzitivita vSak neni dostatecné
silna na to, aby zpusobila uplnou feminizaci jedince. U jedinci s CAIS se objevuje plné

vyvinuty feminni fenotyp s typickymi zenskymi vnéjsimi genitaliemi. CAIS fenotyp je spojen
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s mutaci genu pro androgenni receptor, ktera zcela narusi funkci receptoru a cilové buiiky tak
nereaguji na testosteron ani DHT (Hughes et al. 2012; Gulia et al. 2018).

Do soucasnosti bylo popsano vice nez 1000 mutaci v genu pro androgenni receptor,
které jsou spojovany s AIS. Mutace, které vedou k CAIS a PAIS, se vétSinou nachazeji v LBD
oblasti a mutace spojené s MAIS jsou obvykle lokalizovany v NTD oblasti. Mutace v DBD
oblasti byvaji velmi vzacné ve vSech fenotypech AIS. Byly popsany také mutace zptsobené
posunem cCteciho ramce nebo alternativnim sestiihem intrond. Mezi pacienty s PAIS bylo
93,8 % mutaci kategorizovano jako missense mutace a 68,8 % mutaci bylo lokalizovano v LBD
oblasti (Mongan et al. 2015). U lidskych pacientd zahrnuje 1é¢ba syndromu androgenni

insenzitivity primarné angioplastiku zevniho genitalu a hormonalni 1écbu (Zhou et al. 2022).

3.4 Metody analyzy vyuzivané v diagnostice AIS

3.4.1 Real-Time PCR/qPCR

Kvantitativni PCR v realném cCase je molekularni metoda umoziujici specifickou
a reprodukovatelnou kvantifikaci nukleovych kyselin. Tato metoda umoznuje detekci i velmi
malého mnozstvi vychozi DNA (Heid et al. 1996). Pii konven¢ni PCR se amplifikovany
produkt DNA detekuje po skonCeni analyzy pomoci elektroforézy, naopak pfi real-time PCR
se kumulace amplifikovaného produktu méfi v priabéhu reakce v realném case a kvantifikace
produktu se provadi po kazdém cyklu (Seifi et al. 2012).

Hlavni vyhodou PCR v redlném cCase oproti bézné PCR je, ze umoziuje s vysokou
presnosti stanovit pocCatecni pocet kopii templatové DNA. Data z real-time PCR lze navic
vyhodnotit 1 bez gelové elektroforézy, coz vede ke zkraceni ¢asu potfebného k interpretaci

vysledki (Bio-Rad Laboratories, Inc. 2006).

3.4.1.1 Primery

Uspé&sna reakce PCR v redlném Gase vyzaduje G&innou a specifickou amplifikaci
produktu. Pro spravny prubéh reakce je tfeba vénovat pozornost jak vybéru vhodné cilové
sekvence, tak navrzeni primerd. K tomuto ucelu je k dispozici fada volné i komercné
dostupnych softwarovych programt. Mezi volné dostupné programy se fadi napf. Primer3,
ktery byl pouzit i pro ucely této prace (Rozen & Skaletsky 1999).

Primery jsou kratké oligonukleotidy, které z obou stran ohranicuji cilovou sekvenci
urcenou pro amplifikaci. Jejich velikost by se méla pohybovat v rozmezi od 18 do 30 nukleotida

s obsahem GC bazi 50-60 %. Kratsi sekvence primera by nemusely byt specifické a mohlo by
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dochazet k sekundarni hybridizaci (Dieffenbach et al. 1993). Je tfeba, aby u primera
nedochazelo ke komplementarité zejména na 3’ konci a tim ke vzniku primer-dimert. Teplota
tani (Tm), ktera slouzi ke kontrole vzniku nespecifickych produktd, by se méla pohybovat
v rozmezi 50 az 65 °C (Bio-Rad Laboratories, Inc. 2006). Jedna se o teplotu, pti které dochazi
k rozvolnéni vodikovych mustkl mezi primery a molekulou DNA, pokud by byla vyssi, mohlo
by dojit k sekundarnimu annealingu (Dieffenbach et al. 1993; Seifi et al. 2012).

Idealni velikost cilového amplifikovaného produktu by se méla pohybovat v rozmezi
75-200 bp. Kratsi amplikony se nedoporucuji z divodu snadné zameény s primery-dimery, které
mohou pii reakci vznikat. Amplikony by nemély tvofit sekundarni strukturu ani obsahovat vic
nez 4 opakovani jednotlivych bazi za sebou (Bio-Rad Laboratories, Inc. 2006).

Reak¢ni smés pro real-time PCR se sklada ze stejnych komponent jako smés pro
klasickou PCR. Obsahuje DNA polymerazu, primery, vSechny ¢tyfi typy nukleotidi, reakcni

pufr, hofecnaté ionty, fluorescencni molekuly a vodu (Bio-Rad Laboratories, Inc. 2006).

3.4.1.2 Prubéh reakce

Technologie real-time PCR funguje stejné jako klasicka PCR. Princip metody je zalozen
na replikaci nukleovych kyselin, pomoci cyklicky se opakujicich zakladnich krokt je mozné
vytvorit velké mnozstvi kopii specifického useku DNA (Bio-Rad Laboratories, Inc. 2006).

Amplifikace specifickych ¢asti DNA probiha pomoci enzymu polymerazy DNA,
nejCastéji se vyuziva termostabilni Tag-polymeraza, ktera je izolovana z termofilni bakterie
Thermus aquaticus (Brock & Freeze 1969). Jedna se o enzym, ktery ma klicové vlastnosti
pottebné pro uspésnou PCR reakci. Taq-polymeraza ma schopnost vytvaret nova vlakna DNA
pomoci DNA templatu a primert a zarover je odolna vuci teplu. Druha vlastnost je nezbytna,
protoze po kazdém cyklu kopirovani DNA musi byt vysledna dvoutetézcova DNA rozdélena
na jednotliva vlakna pomoci vysoké teploty (Valasek & Repa 2005).

Rozpad vodikovych mustk a disociace dvouvlaknové molekuly DNA na dvé
jednovlaknové molekuly je oznacovan jako denaturace. Denaturace probihé vétsinou pii 95 °C,
doba trvani je specificka, obvykle se jedna o desitky sekund (Lorenz 2012). Nasleduje ochlazeni
reakce na 50-60 °C, aby mohlo dojit k nasednuti oligonukleotidovych primerd na
jednovlaknovou templatovou DNA, tento proces se oznacuje jako annealing. Idealni teplota pro
nasedani primerti je ovlivnéna délkou, sekvenci i mnozstvim primert v reakci (Bio-Rad
Laboratories, Inc. 2006). Po nasednuti primera dochazi k opétovnému zvySeni teploty na 65-75
°C a aktivaci Tag-polymerazy, ktera funguje nejlépe pii 72 °C. Poslednim krokem je elongace,

ktera spociva v prodluzovani primerQi pfidavanim komplementarnich volnych nukleotidt
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pomoci DNA polymerézy, ¢imz dochazi k vytvoreni nového vladkna DNA (Valasek & Repa
2005; Arya et al. 2014). Tyto tfi kroky se cyklicky opakuji, obvykly pocet opakovani je
25-35 cykla. Pokud reakce funguje s dokonalou ucinnosti, mnozstvi produktu PCR se béhem

kazdého cyklu zdvojnasobi (Bio-rad Laboratories, Inc. 2006).

3.4.1.3 Kinetika reakce

Detekce produkti PCR v realném case je umoznéna tim, ze reakce obsahuje
fluorescencni molekuly, které hlasi nariist mnozstvi DNA umérnym nartstem fluorescencniho
signalu. Mezi metody detekce patii barviva vazajici DNA (jako napt. SYBR Green I)
a fluorescencné znacené sekvencné specifické primery nebo sondy (Arya et al. 2014).

Na Obrazku 8 je zobrazen graf, ktery reprezentuje prabéh real-time PCR. Reakce je
rozdélena na fazi exponencidlni a na fazi neexponencialni neboli platd fazi. Béhem
exponencialni faze se mnozstvi PCR produktu v kazdém cyklu piiblizné zdvojnasobi, postupné
vSak dochazi ke spotfebovani reak¢nich slozek. Kdyz se néktera z pottebnych komponent zcela
vycerpa, reakce se zpomali a pfechazi do faze plato, obvykle mezi 28-40 cyklem (Bio-Rad
Laboratories, Inc. 2006).

Z pocatku signal fluorescence nelze odlisit od signalu pozadi, 1 kdyz mnozstvi produktu
roste exponencidlné. V momenté, kdy se nahromadi dostatecné mnozstvi amplifikovaného
produktu, vznika detekovatelny signal. Hodnota takového cyklu je oznacovana jako prahovy
cyklus neboli Cr a je ur€ovana predevsim mnozstvim templatu pfitomného na pocatku reakce.
Pokud do reakce vstupuje velké mnozstvi templatu, bude k amplifikaci potfeba mensi pocet

cykli nez pfi malém pocatecnim mnozstvi DNA (Bio-Rad Laboratories, Inc. 2006).
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Obrazek 8 Amplifika¢ni graf zobrazujici prib¢h real-time PCR. Na ose X je zobrazen pocet cykli,
na ose Y je vynesena mira fluorescence (Bio-Rad Laboratories, Inc. 2006).
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3.4.1.4 Interpretace vysledkt

Kvantitativni PCR v realném cCase je také znama jako analyza qPCR. Existuji dvé
moznosti kvantifikace vysledki qPCR.

Absolutni kvantifikace spociva v uréeni skutecného poctu kopii nukleové kyseliny
v daném vzorku. To vyzaduje nejprve sérioveé zfedéné standardy o znamych koncentracich pro
vytvoreni standardni kfivky. Standardni kifivka vyjadiuje linearni vztah mezi Ct a pocateCnim
mnozstvim nukleové kyseliny v reakci (Seifi et al. 2012). Hodnoty Cr u testovanych vzorkt je
mozné porovnavat se standardni kiivkou a na zakladé toho urcit mnozstvi nukleové kyseliny
v daném vzorku (Valasek & Repa 2005; Arya et al. 2014).

Pro ptesnou a spolehlivou kvantifikaci je kliCové, aby byla urCena eficience reakce.
Eficience neboli uinnost reakce se vypocita ze sklonu standardni ktivky pomoci vzorce:

E = 10-1/sklon

V idealnim pifipadé¢ poroste mnozstvi produktu PCR bé&hem kazdého cyklu
exponencialn€, coz znamena, ze dojde ke dvojnasobnému naristu poctu kopii s kazdym
cyklem. Eficience reakce by v tomto pfipade byla rovna 2. Optimalni sklon standardni kfivky
je -3,32, rozpéti hodnot piijatelné v experimentech je uvadéno od -3,6 do -3,1. Idealni ucinnost
probé&hlé reakce se pohybuje v rozmezi 90 az 110 %. Koeficient determinace (R?), by mél byt
vy$si nez 0,98 (Bio-Rad Laboratories, Inc. 2006).

Oproti absolutni kvantifikaci méfi relativni kvantifikace zmény v ustalenych hladinach
pozadovaného genu ve vztahu k referencnimu genu. Referencni gen je takovy, jehoz hladina je
konstantni ve vSech testovanych vzorcich a u kterého se nepiedpoklada zmena exprese béhem
experimentu (Bio-Rad Laboratories, Inc. 2006). Jako vhodné referencni geny slouzi
houskeepingové geny, které jsou syntetizovany vSemi jadernymi buikami v téle. Mezi
nejCastéji vyuzivané referencni geny se fadi napf. beta-aktin nebo beta-tubulin (Lemma et al.
2016). Protoze neni znamé absolutni mnozstvi kontrolniho genu, 1ze u tohoto typu kvantifikace
zjistit pouze relativni zmény exprese. To ovSem nemusi znamenat problém, protoze v mnoha
pfipadech muize byt nasobna zmeéna exprese pro experiment dostatecné informativni (Valasek

& Repa 2005).

3.4.2 Dropletova digitalni PCR

Dropletova digitalni PCR (ddPCR) je metoda, kterd pracuje na principu absolutni
kvantifikace sekvenci nukleovych kyselin. Umoziiuje citlivou a specifickou detekci

jednotlivych templatovych molekul, zaroveri je méné citliva k inhibici nez klasicka PCR.
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Metoda ddPCR je vyuzivana v mnoha oblastech genetiky, kromé absolutni kvantifikace poctu
molekul DNA slouzi napt. k detekci vzacnych mutaci, zjistovani genové exprese, analyze

mikroRNA nebo zaznamenavani editaci v genomu (Bio-Rad Laboratories, Inc. 2012).

3.4.2.1 Prubéh reakce

Princip kvantifikace pomoci ddPCR spociva v rozdéleni reakéni smési do mnoha
nezavislych dil¢ich oddili. Rozdéleni probiha na zakladé Poissonova rozdéleni a kazdy z oddilt
obsahuje nékolik, jednu nebo zadnou cilovou sekvenci DNA (Obrazek 9). V kazdém oddile pak
probiha amplifikace samostatné a oddily obsahujici amplifikované cilové sekvence jsou

detekovany fluorescenci (Quan et al. 2018).

sample

preparation partitioning  amplification  detection

...............
---------------
---------------

~QOO00  ~BOQO0- OOV
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~O0000 00000+ 00000

---------------
...............
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Obrazek 9 Schematicky zndzornény princip ddPCR (Quan et al. 2018).

K separaci jednotlivych molekul DNA dochazi pomoci tvorby dropleti. Pred
provedenim PCR reakce je vzorek s reakéni smési smichan s olejem a chemicky aktivnimi
latkami pro stabilizaci reakce. V generatoru kapének pak probihd emulgace vzorku, pfi které
dochazi k rozdéleni smési do 20 000 nanolitrovych kapének. Kapénky jsou pieneseny na
96jamkovou PCR desticku a nasleduje amplifikace v klasickém termocykleru. Po probéhlé
amplifikaci je desticka pfesunuta do ¢tecky kapek, ktera je schopna analyzovat pfitomnost

pozitivnich droplett (Bio-Rad Laboratories, Inc. 2012; Fialova et al. 2019).

3.4.2.2 Detekce produktt

Kli¢ovy rozdil mezi qPCR a ddPCR spociva ve zpusobu hodnoceni ptivodniho mnozstvi
cilové sekvence DNA ve vzorku. V qPCR je reakce monitorovana béhem procesu amplifikace
a kvantifikace je zaloZzen na analyze fluorescencniho signalu v exponencialni fazi reakce.
Naproti tomu ddPCR detekuje fluorescencni signaly az po skonceni reakce na zaklade
zobrazovaciho softwaru (Quan et al. 2018). Neni tfeba sestrojovat kalibracni kfivku, protoze
vyhodnoceni reakce probiha na zakladé binomické statistiky. Kapénky s pozitivnim signalem

jsou oznaceny hodnotou 1, kapénky s negativnim signalem hodnotou 0. Software QuantaSoft
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je schopny podle poctu pozitivnich kapének vuci jejich celkovému poctu zpétné€ stanovit
pocatecni koncentraci detekované sekvence (Bio-Rad Laboratories, Inc. 2012).

Na Obrazku 10 je mozné vidét vystup z ddPCR, na ose X je zobrazeny pocet droplett
a na ose Y sila fluorescencniho signalu. Na grafu jsou vyneseny vSechny kapénky, pozitivni
kapénky, nachazejici se nad Cervenou linii, jsou ozna¢ené modre. Kapénky nachazejici se pod
cervenou prahovou linii jsou povazovany za negativni a je jim pifidélena hodnota 0 (Bio-Rad

Laboratories, Inc. 2012).
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Obrazek 10 Graficky vystup z ddPCR (Bio-Rad Laboratories, Inc. 2012).
3.5 Nejcastéji vyuzivané lokusy pro urcovani pohlavi
3.5.1 SRY

Pro genetické uréovani pohlavi se vyuziva gen SRY, ktery se u koni bézné nachazi na
Y chromozomu v pozici Yq14.1 a neobsahuje zadné introny (Raudsepp et al. 2004). Gen SRY
koduje protein SRY, ktery patii mezi transkripéni faktory z rodiny HMG (high mobility
proteins). Tento protein je kliCovy pro vyvoj samcich pohlavnich znakt (Sinclair et al. 1990).

Problematika pouziti samotného genu SRY pro urceni pohlavi spociva v neschopnosti
zjistit, zda k absenci PCR produktu doslo kvuli nepfitomnosti genu, a tudiz sami¢imu pohlavi
jedince, nebo je na viné€ chyba amplifikace. Pro snizeni chybovosti je vhodné pouzivat pfi
amplifikaci SRY genu vhodny referencni lokus pro potvrzeni spravného vysledku (Hasewaga et
al. 2000).

Raudsepp et al. (2010) se snazili pomoci PCR rozliit zdravé samce s normalnim
genotypem a samice s XY SRY negativnim genotypem. Autofi predpokladali, ze byl na
chromozomu Y u SRY negativnich samic deletovan pouze exon genu SRY, navrhli tedy
primery, které tésné lemovaly tuto deleci. Po dalSich analyzach vSak zjistili, ze delece neni

omezena pouze na exon, ale zahrnuje nejméné 21 500 bp kolem né&j. Zaroven se kolem delece
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nachéazelo velké mnozstvi repetitivnich sekvenci, takze nebylo mozné pomoci PCR prokézat

rozdil mezi zdravymi samci a samicemi s SRY -negativnim genotypem (Raudsepp et al. 2010).

3.5.2 Amelogenin

Gen pro amelogenin (AMEL) se nachazi na obou pohlavnich chromozomech. U vétsiny
savcu je funkeni pouze gen AMELX na chromozomu X a exprese genu AMELY, ktery se nachazi
na chromozomu Y, je velmi nizka. U druhi, které maji rozdily v sekvenci a délce gent, byva
tento gen Casto vyuzivan jako marker pro ureni pohlavi (Warinner et al. 2022). Mezi druhy
s délkovymi polymorfismy, u kterych je gen pro amelogenin vyuzivan pro determinaci pohlavi
se fadi napt. ovce (Pfeiffer & Brenig 2005), skot (Ennis & Gallagher 1994), prasata (Fontanesi
et al. 2008) nebo lidé (Nagare et al. 2018). V laboratofich bézné probiha testovani vzorkt na
gen AMEL 1 u koni, vétSinou v kombinaci s testovanim na pfitomnost SRY genu (Martinez et
al. 2020).

U koni se v genu AMELY na chromozomu Y nachazi 24 bp dlouha delece, a proto Ize
tento gen vyuzivat pro detekci pohlavi. I kdyz se varianty genu lisi délkou i sekvenci nukleotidq,
jsou stale dostatecné homologni, aby je bylo mozné amplifikovat pomoci jednoho paru primert
(Fukushima et al. 1999). V pfipadé samiciho genotypu vznika pti amplifikaci jeden produkt
o velikosti 184 bp. U samciho genotypu je mozné na gelu pozorovat tii bandy, vznika produkt
pro chromozom X (184 bp), pro chromozom Y (160 bp) a pro heteroduplex (200 bp) (Hasewaga
et al. 2000).

3.5.3 ZFX, ZFY — zinkové prsty

Dalsi gen, ktery lze vyuzit pro urCeni pohlavi, je gen ZFY, vazany na chromozom Y
a jeho homolog ZFX na chromozomu X. Tyto dva geny lze po amplifikaci rozlisit diky
polymorfismu délky restrikénich fragmentd v restrikénim misté enzymu Haelll. Tohoto jevu se
vyuziva pro analyzu pfitomnosti Y chromozomu za pomoci markeru ZFX jako kontroly
amplifikace. Stépena DNA u samic poskytuje dva ZFX fragmenty o délce 403 a 45 bp, u samcil
odpovidaji fragmenty nestépenému produktu ZFY dlouhému 448 bp a dvéma fragmentim ZFX
(Senese et al. 1999).
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4 Metodika

4.1 Biologicky material
4.1.1 Veterindrni vysSetieni jedince

Bylo provedeno veterinarni vysetfeni koné jménem Nikita, ktery je hlavnim subjektem
zkoumanym v experimentalni Casti této prace. Jedna se o Ctrnactiletého jedince plemene
american quarter horse po matce Colonels Golden Star a po otci Smartin Off.

Veterinarni vysetfeni zahrnovalo klinickou prohlidku zevnich pohlavnich organa
zaméfenou na urceni pohlavi. Dale bylo provedeno rektalni ultrasonografické vySetfeni pomoci
ptistroje WED300V se sondou 6.5 MHz. Pro ureni hladiny hormont byla odebrana krev

veterinarnim lékarem a vzorky byly odeslany na vyhodnoceni do specializované laboratore.

41.2 Hodnoceni jedinci

V této praci byla analyzovana DNA jedince Nikity pro ur€eni genetického pohlavi.
Zaroven byla vyuzita DNA dalsich 23 koni, 13 samic a 10 samcu. Jednalo se o koné plemene
huculsky kan, appaloosa, welsh pony a arabsky plnokrevnik, sledovani jedinci byli zastupci
vSech vékovych kategorii. Podrobny seznam jedinci vcetné prislusnosti ke konkrétnimu

plemeni je uveden v Ptiloze 1.

413 Izolace DNA a ovéreni jeji kvality

DNA byla izolovana z chlupovych cibulek pomoci komercné dostupného kitu
NucleoSpin Tissue XS (Macherey-Nagel, Némecko). Pfed izolaci DNA byly koncové ¢asti zini
s chlupovymi cibulkami nastfihany do novych 1,5 ml polypropylenovych zkumavek. Kazda
zkumavka obsahovala pftiblizné 50 kust chlupovych cibulek, ke kterym bylo pfidano 150 pl
pufru T1. Zkumavky byly kratce ponotfeny do tekutého dusiku a poté byly vlozeny do vodni
lazné o teploté 56 °C, dokud nedoslo k rozmrznuti. Cely proces byl opakovan 4x. Nasledné
bylo k vzorkim pridano 25 ul Proteinazy K (Macherey-Nagel, Nemécko) a probé&hlo
promichani vzorku pomoci vortexu TK3S TechnoKartell (Hertz, Némecko) po dobu 2x 10
sekund. Zkumavky byly na 6 hodin ulozeny do termobloku TDB-120 (Biosan, Litva) nahfatého
na teplotu 56 °C. Po 6 hodinach bylo ke vzorkim pfidano 200 pl pufru B3, vzorky byly
dikladné protiepany a ponechany 10 minut v termostatu nahfatém na 70 °C. Ke vzorkim byly
pfidany 4 pl RNAsy slouzici k enzymatickému odstranéni RNA. Dale bylo do zkumavek
pfidano 210 ul 96% ethanolu, aby doslo k vysrazeni molekul DNA. V dalsim kroku bylo
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provedeno odstfedéni vzorki v centrifuze 5430R (Eppendorf, Némecko) po dobu 1 minuty pfi
11000 x g a nasledné piepipetovani supernatantu z kazdého vzorku na novou kolonku.
Po preneseni roztoku byly zkumavky centrifugovany, molekuly izolované DNA =zistaly
zachyceny na filtru a kapalina nahromadéna ve sbérné zkumavce byla vylita. Stejny postup byl
opakovan, dokud filtrem neprosel veskery objem roztoku s lyzovanymi buiikami. Nasledné
byly kolonky promyvany 500 ul pufru BW a po centrifugaci bylo provedeno druhé promyvani
pomoci 600 pul pufru BS. Zbytek kapaliny, ktery utkvél v sbérné zkumavce, byl odstranén a
nasledovala centrifugace po dobu 2 minut za ucelem usuSeni kolonky a uplného odstranéni
zbytkli promyvacich roztokd. Poslednim krokem bylo pfeneseni filtru do sterilni 1,5 ml
zkumavky a finalni promyti 100 pl pufru BE, ktery byl pfedem inkubovan na teplotu 70 °C.
Zkumavky byly ponechany 1 minutu pfi laboratorni teploté a nasledné centrifugovany. Filtr byl
ze zkumavek odstranén a ve zkumavce zlstalo 100 pl roztoku obsahujiciho DNA.
Koncentrace a Cistota izolovanych vzorkt byly spektrofotometricky ovéfeny pomoci
pristroje NanoPhotometer (Implen, Némecko). Pro ovéfeni vysokomolekularity DNA byla

provedena gelova elektroforéza v 1% agar6zovém gelu.

4.2 Genotypizace pomoci PCR pro geny SRY a amelogenin

Vzhledem k netypickym projevim chovani a ambivalentnim pohlavnim organim
nebylo mozné jasné€ stanovit pohlavi jedince pfi veterinarni prohlidce. Z tohoto divodu byla
provedena amplifikace pomoci PCR pro fragmenty geni Sex-determining region Y (SRY)
a amelogenin (AMEL), coz je metoda bézné vyuzivana v laboratofich po celém svété pro

determinaci genetického pohlavi (Martinez et al. 2020).

421 Pouzité primery

Pro ucely této diplomové prace bylo navrzeno a optimalizovano pét dvojic primeru,
jejichz kompletni sekvence jsou uvedeny v Tabulce 1. K navrzeni primert byl pouzit program
Primer3 Input v4.1.0 (dostupny na adrese https://primer3.ut.ee). Jejich specifita byla ovéfena
pomoci softwaru BLAST (dostupny na adrese https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast), ktery je soucasti databaze NCBI.
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Délka Velikost
teni G Zkratk: Sek 5°-3"
Oznaleni en ratica genu ekvence primeru (bp) | amplikonu (bp)
HOR1F - CATACGTGCCAACTTTGTGGCAGA 24
Cylicin-1 CYLC1 218
HORI1R GCCTCCCAATTCATGGGAAAGCTC 24
HOR4F . . CAGTCGTCCGTGAATGTGAAAGGG 24
Sex-determining region ¥ SRY 200
HOR4R CCATTCTTCGAGGAGGCACAGAGA 24
HOR7F . AACCTGGGTCGCCTCAATCATGTA 24
Methylmalonyl-CoA epimerase MCEE 210
HOR7R CTGCAGAAAGCCTGCAATTGGACT 24
HOR9F CTAGCTGCAAGGACTACCGCATCA 24
Androgen Receptor AR 564
HORSR CAGCTGCTTAAGCCTGGGAAAGTG 24
HOR10F . AMELX, AACACTCCATGRTTCCAASYCAAC 24
Amelogenin 170, 146
HOR10R AMELY GAATATYGGAGGCAGAGGWGSCTG 24

Tabulka 1 Piehled navrzenych primert, pfedpokladana velikost amplikonu byla uréena pomoci programu
BLAST (dostupny na https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

422 Teplotni gradient pro geny AMEL a SRY

Pro marker HOR10 (gen AMEL) byl nejprve vytvoten teplotni gradient. Pro pfipravu

premixu o celkovém objemu 10 pl na reakci byl pouzit 1 pM primer HOR10-F, 1 pM primer
HORI10-R, 5 ul Master MixMultiplex 2x (Qiagen, Némecko) a 3 pl DNA o koncentraci 5 ng/ul
(15 ng DNA). Byla vyuzita DNA od jedné samice (AR1B) a jednoho samce (AR2B).
Na pfistroji T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, USA) byl vytvoren teplotni gradient z 8 teplot

v rozmezi 60-68 °C (Tabulka 2). Teplotni a ¢asovy profil reakce je uveden v Tabulce 3. Po

probéhnuti reakce byla provedena gelova elektroforéza ve 3% agar6zovém gelu s pridavkem

5 upl barviva Ethidium bromid po dobu 90 minut. Gel byl vizualizovan pomoci UV

Transiluminatoru (BioRad, USA) a na zakladé vizualniho zhodnoceni signalu jednotlivych

bandi byla zvolena nejvhodnéjsi teplota pro nasedani primerd HOR10-F a HOR10-R. Stejny

postup byl pouzit i pro teplotni gradient markeru HOR4 (gen SRY).

Tabulka 2 Teplotni gradient pro annealing primert HOR10 a HOR4

Teplotni
gradient
60 °C
60,6 °C
61,6 °C
63,1 °C
64,9 °C
66,4 °C
67,4 °C
68 °C
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Tabulka 3 Teplotni a Casovy profil PCR reakce

faze teplota doba pocet opakovani
predenaturace 95 °C 6 min 1x
denaturace 94 °C 30s
annealing viz Tab. 2 30s 35x
elongace 72°C 30s
finalni elongace 68 °C 10 min 1x

4.23

Amplifikace geni AMEL a SRY

Pro finalni amplifika¢ni reakci genu pro amelogenin (marker HOR10) byla vyuzita
DNA 8 jedinct, 3 samct (GON1, GON3, GON4) a 5 samic (Nikita hfiva II, Nikita ocas I,
Escape Dona, HUC12B, HUC13B, HUC14B). Premix o celkovém objemu 10 pul na reakci byl
ptfipraven ve slozeni 1 uM HORI10-F primeru, 1 pM HORI10-R primeru, 5 pl Master
MixMultiplex 2x (Qiagen, Némecko) a 3 ul DNA o koncentraci 5 ng/pul (15 ng DNA). Analyza
probé&hla na pfistroji T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, USA), teplotni a Casovy profil reakce je
uveden v Tabulce 4. Nasledné byla provedena gelova elektroforéza ve 3% agar6zovém gelu pfi

napéti 110 V po dobu 90 minut.
Tabulka 4 Teplotni a ¢asovy profil amplifikace genu AMEL

faze teplota doba pocet opakovani
predenaturace 95 °C 10 min 1x
denaturace 94 °C 30s
annealing 68 °C 30s 35x
elongace 72°C 30s
finalni elongace 65 °C 10 min 1x

Pro marker HOR4 (gen SRY) byl pfipraven premix ve stejném slozeni jako pro marker
HOR10, s rozdilem v pouziti specifickych primert HOR4F+R. Pro amplifikaci bylo pouzito 11
vzorkt, 7 samiCich (Nikita hfiva II, Nikita ocas I, Escape Dona, AR1B, HUC12B, HUC13B,
HUC14B) a 4 sam¢i (AR2B, GON1, GON3, GON4,). Teplotni a Casovy profil reakce, ktera
probé&hla na pfistroji T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, USA), je uveden v Tabulce 5. Nasledné
byla provedena gelova elektroforéza ve 3% agardézovém gelu pii napéti 110 V po dobu 90
minut.

Tabulka 5 Teploty pouzité pro amplifikaci genu SRY

faze teplota doba pocet opakovani
predenaturace 95°C 10 min 1x
denaturace 94 °C 30s
annealing 60 °C 30s 35x
elongace 72°C 30s
finalni elongace 65 °C 10 min 1x
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4.3 Kvantifikace pomoci real-time PCR (qPCR)

Pro potvrzeni spravnosti determinace pohlavi byl navrzen dalsi krok experimentu, pfi
kterém byla porovnavana mira amplifikace, dana po¢tem CNV (copy number variation) gent
Cylicin-1 (CYLCI) a Sex-determining region Y (SRY) vaci autozomalnimu genu
Methylmalonyl-CoA epimerase (MCEE). Gen CYLCI se nachdzi na nehomologni ¢asti
chromozomu X a mél by tak byt pfitomen u samci pouze v jedné kopii, tedy amplifikovat
v polovi¢nim mnozstvi nez u samic. Gen SRY je umistén na nehomologni ¢asti Y chromozomu
a u samic neni amplifikovan viibec. Oba tyto geny byly porovnavany s autozomalnim genem
MCEE, ktery se u koni nachazi na chromozomu 1 a mél by byt pfitomen u obou pohlavi

ve stejné mife, tedy ve dvou kopiich.

43.1 Real-time PCR pro optimalizaé¢ni fazi

Nejprve byla sestavena fedici fada pro ovéreni eficience primerd pro markery HORI,
HOR4 a HOR?7. Sekvence jednotlivych F a R primert jsou uvedeny v Tabulce 1. Pro vytvoreni
fedici fady byla pouzita DNA od jedné samice (AR1B) a jednoho samce (AR2B). Oba jedinci
byli zastupci plemene arabsky plnokrevnik. Ziskand DNA byla nafedéna na koncentraci
25 ng/ul a z této koncentrace byla poté vytvorena pétinasobna fedici fada. Mnozstvi DNA pro

jednotlivé koncentrace fedici fady je uvedeno v Tabulce 6.

oenee | oty

N 10 pl reakci
Fadu

1. koncentrace 100 000 pg/ul 400 000 pg

2. koncentrace 20 000 pg/ul 80 000 pg

3. koncentrace 4000 pg/ul 16 000 pg

4. koncentrace 800 pg/ul 3200 pg

5. koncentrace 160 pg/ul 640 pg

6. koncentrace 32 pg/ul 128 pg

Tabulka 6 Mnozstvi DNA pro jednotlivé koncentrace fedici fady

Pro kazdou sadu primert byl vytvoren samostatny premix obsahujici 0,5 uM F primer,
0,5 pM R primer a 5 pl FastStart Essentiall DNA Green Master 2x (Roche, Svycarsko).
Do kazdé jamky bylo napipetovano 6 pl konkrétniho premixu a 4 ul DNA v dané koncentraci
(Tabulka 6). Jednotlivé vzorky byly analyzovany v triplikatech pro odhaleni ptipadné chyby
v pipetovani nebo kontaminace DNA. qPCR reakce probihala na pfistroji CFX Connect™
RealTime PCR Detection System (Bio-Rad, USA), teplotni a casovy profil reakce je uveden
v Tabulce 7.
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Tabulka 7 Teplotni a Casovy profil reakce

faze teplota doba pocet opakovani
predenaturace 95 °C 10 min 1x
denaturace 95 °C 20s
annealing 60 °C 20s 39x
elongace 72°C 20s
finalni elongace 72°C 10 min 1x

Vyhodnoceni qPCR bylo provedeno v programu CFX Maestro v4.1.24. (Bio-Rad,
USA). Pro kazdy vzorek fedici fady byla ziskana hodnota Cr, ktera udava pocet cyklti nutnych
k vytvofeni detekovatelného mnozstvi produktu. Uinnost amplifikace neboli eficience (E) byla

vypocitana na zakladé sklonu vysledné kiivky podle vzorce:
E — (10(-1/sk10n) _1) X 100

V ideéalnim piipadé se mnozstvi produktu po kazdém cyklu reakce zdvojnéasobi, ucinnost
amplifikace se tedy rovna 2 (100 %) a optimalni hodnota sklonu standardni kiivky -3,32.
Hodnota eficience pohybujici se kolem 100 % je ukazatelem vhodné navrzeného
a reprodukovatelného experimentu. Nizka hodnota eficience muze byt zapfiCinéna Spatné
navrzenymi primery nebo nevhodnymi reakénimi podminkami. Naopak hodnoty eficience
vyssi nez 110 % mohou poukazovat na vznik nespecifickych produkti nebo chybu pii

pipetovani (Bio-Rad Laboratories Inc. 2006).

43.2 Real-time PCR pro geny CYLCI, MCEE a SRY

Pro amplifikaci gent CYLC1, MCEE a SRY bylo pouzito 10 vzorkli DNA od samic
(Nora, AR1B, Nikita, 2B, 3B, 4B, 5B, 6B, 8B, 9B) a 10 vzorkl od samcu (GON1, GON3,
GON4, AR2B, HUC4, HUC7, HUCY9, HUC11, APPA18, APPA19). Slozeni zakladniho
premixu bylo pro vSechny vzorky stejné, lisily se pouze ptidané primery pro jednotlivé geny.
Jedna reakce o celkovém objemu 10 pl obsahovala 0,5 pM konkrétni F-primer, 0,5 uM
konkrétni R-primer, 5 ul FastStart Essential DNA Green Master 2x (Roche, Svycarsko) a 20
ng DNA. Amplifikace probihala na pfistroji CFX Connect™ RealTime PCR Detection System
(Bio-Rad, USA), teplotni profil reakce je uveden v Tabulce 7.

Vyhodnoceni qPCR bylo provedeno v programu CFX Maestro v4.1.24. (Bio-Rad,
USA). Pro urCeni miry exprese genu CYLCI byl proveden vypocet relativni kvantifikace
templatové DNA normalizované k autozomalnimu genu MCEE podle vzorce:

A Ct = Ct gonozomalni gen — Ct autozomalni gen

RatioACr=2—-ACr
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4.4 Absolutni kvantifikace

Pro zisténi absolutni kvantifikace molekul DNA ve vzorku byla vyuzita metoda
dropletové digitalni PCR. Pro reakci byly vyuzity stejné primery jako u metody qPCR pro geny
CYLCI, SRY a MCEE. Pro amplifikaci pomoci ddPCR bylo vybrano 5 vzorkit DNA, 2 vzorky
od samcti (GON1, AR2B) a 2 vzorky od samic (AR1B, Nora) a vzorek od jedince Nikity (Nikita
ocas I).

Pro vSechny tfi geny byla pfipravena stejna reakcni smés, ktera se liSila pouze v piidani
specifickych primera pro konkrétni geny. Objem reak¢ni smési byl 44 ul (Tabulka 8), protoze
byla pfipravovana pro duplikatovou reakci a zaroven byla zapocitana rezerva. Koncentrace
DNA byla stanovena na zaklade hodnoty ¢ parametru, ktery udava hmotnost DNA v haploidnim
genomu jedince. Doporuceny rozsah hodnot obsahu DNA se podle Droplet Digital™ PCR
Applications Guide pohybuje v rozmezi od 1 do 120 000 kopii v 20 ul reakci (Bio-Rad
Laboratories Inc. 2012). Pro ucely této prace bylo na zakladé empirickych zkuSenosti ur¢eno
vhodné mnozstvi DNA v reakci na 30 000c. Parametr ¢ se podle Tiersch et al. (1989) rovna
u druhu Equus caballus 3,15 pg. Z uvedenych hodnot bylo vypocitano mnozstvi DNA v 20 ul
reakci na 94 500 pg. Do 44 ul reakce tak bylo pipetovano 207,9 ng DNA, coz odpovida 10 ul
DNA o koncentraci 20,79 ng/ul.

Tabulka 8 Slozeni reakéni smési ddPCR o celkovém objemu 44 pl (dve reakce + rezerva)

slozka objem
QX200™ddPCR™EvaGreen Supermix 2x 22
primer F (10 pM) 1,1 pl
primer R (10 pM) 1,1
H,0 9,8 pl
DNA 10 pl

V prvnim kroku byla reak¢ni smés dikladné promichana a odstfedéna v centrifuze
5430R (Eppendorf, Némecko). Nasledné byla piipravena reak¢ni kazeta (DG8 TM cartridge,
Bio-Rad, USA), ktera obsahuje tfi fady jamek. Do prostfedni jamky bylo napipetovano 20 ul
reak¢ni smési, do spodni fady byl napipetovan olej (Droplet Generator Oil, Bio-Rad, USA) v
objemu 70 ul. Reak¢ni kazeta byla prekryta gumickou a vlozena do generatoru droplett
(QX200 Droplet Generator, BioRad, USA). Doslo k vytvoreni dropletd, které byly preneseny
multikanalovou pipetou do 96jamkové PCR desticky. PCR desticka byla zapeceténa hlinikovou
folii v pfistroji PX1 PCR Plate Sealer, Bio-Rad, USA pii teploté 185 °C po dobu 10 sekund.
Amplifikace probihala na pfistroji termocykler T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, USA) podle
parametrd uvedenych v Tabulce 9. Nasledné byla desti¢ka umisténa do ¢tecky (QX200 Droplet
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Reader, Bio-Rad, USA), ktera zaznamenava fluorescenci jednotlivych dropletd. Vysledky

amplifikace byly vyhodnoceny pomoci programu QuantaSoft v1.7.4. (Bio-Rad, USA).
Tabulka 9 Teplotni a ¢asovy profil reakce ddPCR

faze teplota doba pocet opakovani
predenaturace 95 °C 5 min 1x
denaturace 95 °C 30s 40x
annealing + elongace 60 °C 1 min 40x
chlazeni 4°C 5 min 1x
stahilizace a0 °C 5 min 1x
finalni chlazeni 10°C dle potieby

4.5 Sekvenacni reakce genu pro androgenni receptor

451 Teplotni gradient pro nasedani primeru

Pro sekvenacni reakci byly navrzeny specifické primery HOR9F a HOROR, jejichz
sekvence je uvedena v Tabulce 1. Nejprve byla provedena optimalizace teploty pro jejich
nasedani. K optimalizaci byla vyuzita DNA jedné samice (AR1B) a jednoho samce (AR2B),
DNA byla nafedéna na koncentraci 5 ng/ul. V reakéni smési o objemu 10 pl bylo pouzito 4ul
DNA (celkem 20 ng), 0,5 uM HOR9-F primer, 0,5 uM HOR9-R primer, 5 pl FastStart Essential
DNA Green Master 2x (Roche, Svycarsko). Byl vytvoren teplotni gradient v rozmezi 60-68 °C,

presné hodnoty teplot jsou uvedeny v Tabulce 10.

Tabulka 10 Teplotni gradient pro nasedani primeri HOR9

Teplotni
gradient
60 °C
60,6 °
61,6 °
63,2°
65,1°
66,7 °
67,6°

68 °C

lsRiaRiaRielinniel

Amplifikace probihala na pfistroji CFX Connect™ RealTime PCR Detection System
(Bio-Rad, USA), teplotni a casovy profil reakce zobrazuje Tabulka 11. Po probéhnuti
amplifikace byla provedena gelova elektroforéza v 1,5% agardzovém gelu s ptidavkem 5 pl
barviva Ethidium bromid. Gel byl vizualizovan pomoci UV Transiluminatoru (BioRad, USA)
a na zaklad¢ vizualniho zhodnoceni signalu jednotlivych bandi byla urCena nejvhodnéjsi

teplota pro nasedani primeru.
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Tabulka 11 Teplotni a Casovy profil reakce

faze teplota doba poéet opakovani
predenaturace a5 °C 6 min 1x
denaturace 94 °C 30s
annealing viz Tabulka 11  30s 35x
elongace 72°C 30s
finalni elongace 68 °C 10 min 1x

45.2 Amplifikace genu pro androgenni receptor

Pro amplifikaci zvoleného tseku genu pro androgenni receptor byla vyuzita DNA
od jedince Nikity a jednoho samce (AR2B). Vzorky DNA byly nafedény na koncentraci Sng/ul
a kazdy byl amplifikovan ve dvou kopiich. Reakcni smés pro jeden vzorek o objemu 10 pl
obsahovala 4 pl DNA (celkem 20 ng), 0,5uM HOR9-F primer, 0,5 uM HOR9-R primer a 5 pl
FastStart Essential DNA Green Master 2x (Roche, Svycarsko). Amplifikace probéhla
na pristroji CFX Connect™ RealTime PCR Detection System (Bio-Rad, USA) podle teplotniho

a Casového profilu uvedeného v Tabulce 12.

Tabulka 12 Teplotni a Casovy profil reakce

faze teplota  doba pocet opakovani
predenaturace 95°C 10 min 1x
denaturace 94 °C 20s
annealing 65,1°C 20s 35x
elongace 72°C 20s
findlni elongace 65°C 10 min 1x

Po amplifikaci byla provedena gelova elektroforéza v 1,5% agar6zovém gelu
s pfidavkem 5 pl barviva Ethidium bromid. Elektroforéza probihala po dobu 65 minut pfi napéti
120 V. Fragmenty byly vizualizovany pomoci UV Transiluminatoru (BioRad, USA).

Nasledné byly fragmenty z gelu vyfiznuty, zvazeny a byla provedena izolace DNA
pomoci kitu Gene Jet Gel Extraction (Thermo Scientific, USA). V prvnim kroku byl piidan
Binding Buffer v poméru 1:1 k vaze gelu s fragmentem DNA. Vzorky se nechaly inkubovat
v termostatu TDB-120 (Biosan, Litva) pfi 56 °C po dobu 10 minut, aby doslo k uplnému
rozpusténi gelu. Po inkubaci byly vzorky zvortexovany, prepipetovany na kolonku a odstfedény
v centrifuze 5430R (Eppendorf, Némecko) po dobu 1 minuty pii 11000 x g. Dale bylo
ke vzorkiim pfidano 100 ul Binding Buffer a opét byly odstfedény v centrifuze. Nasledné bylo
pfidano 700 pl Wash Buffer a vzorky byly znovu stoCeny v centrifuze. Nasledovala

centrifugace na sucho, aby doSlo k uplnému odstranéni zbytkii promyvaciho pufru.

40



V poslednim kroku byla kolonka od kazdého vzorku prenesena do Cisté mikrocentrifugacni
zkumavky, kazdy vzorek byl promyt 25 ul deionizované vody o pH 8 a byla provedena
centrifugace po dobu 2 minut. Vzorky byly kvantifikovany pomoci pfistroje
UV-spektrofotometr NanoPhotometer (Implen, Némecko). Vysledna koncentrace DNA byla
nafedéna podle pozadavki poskytovatele sekvenacnich sluzeb (Eurofins Genomics Germany
GmbH) na 70ng/pl.

Pro nasledné bioinformatické zpracovani vysledki byl vyuzit program BioEdit version
7.2.5 (Hall 1999).

41



S Vysledky

5.1 Biologicky material
S5.1.1 Veterindrni vysSetieni jedince

Pti klinickém vySetfeni byly v bfisni krajin€ (regio inguinalis) popsany rudimenty obou
mlécnych Zlaz véetné obou ze stran oplostélych strukti. Ventraln€ pod fitnim otvorem (anus)
ve vzdalenosti cca 25 cm byla nalezena struktura anatomicky podobna zaludu penisu (glans
penis) s vyvodem mocové trubice. Prostor mezi strukturou glans penis a anem spojovala fasa,

ktera je pravdépodobné rudimentem srostlych vngjsich stydkych pyska (Obrazek 11).

Obrazek 11 Vngjsi pohlavni organy Nikity

Palpaci v levém tfiselném kanale byl nahmatan kulovity Gtvar o praiméru piiblizn€ 6 cm.
Podle umisténi a struktury bylo veterindrnim lékafem konstatovano, ze by se mohlo jednat
o zakrnélé varle. Rektalni ultrasonografické vySetfeni prokazalo nepfitomnost délohy a vaginy.
Pro potvrzeni nepfitomnosti vajecnika by bylo tfeba provést vysetfeni na specializované klinice
pomoci transdermalniho ultrazvuku. Toto vysetfeni by bylo financné narocné a pro jedince
nadmeérné stresujici, proto k nému nebylo pfistoupeno.

Podle popisu majitelky jedinec Nikita vykazoval atypické projevy chovani, které byly
podobné chovani samci. Jednalo se o naskakovani na samice béhem fije (Obrazek 12),
agresivitu vi¢i samcum a shanéni stada se snizenym krkem, coz je chovani typické pro hiebce.
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Obrazek 12 Nikita pii naskakovani na klisnu v fiji

Z hormonalniho vySetteni byly ziskany hodnoty pro estradiol <18 pmol/l (4,9 pg/ml), pro
progesteron 0,29 nmol/l (0,09 ng/ml) a pro testosteron <0,09 nmol/l (0,03 ng/ml). Hladina
testosteronu nebyla vyrazn€ vys$si nez u bézné klisny. Referen¢ni hodnoty pro hladinu
testosteronu u samct jsou 1-5 ng/ml, u klisen je uvadéna referenc¢ni hodnota <0,02. Hladina
estradiolu u jedince Nikity ma hodnoty typické pro klisnu v proestru (1,2-6,2 pg/ml). Kompletni

veterinarni zprava je piilozena v Ptiloze 2.

5.1.2 1Izolace DNA

Cistota izolované DNA byla ovéfena pomoci UV spektrofotometru NanoPhotometer
(Implen, Némecko). Ptistroj pracuje na principu promeétovani vzorku pii vinovych délkach 260
a 280 nm, pomér absorbanci A260/280 by se u DNA mél pohybovat v intervalu od 1,7 do 2
(Wilfinger et al. 1997). U kazdého vzorku byla zmeéfena koncentrace DNA, hodnoty
nameéfenych koncentraci a pomeéru absorbanci A260/A280 jsou uvedeny v Pfiloze 1. Primérna
hodnota poméru absorbanci A260/A280 byla 1,84 a kromé dvou vzorka (HUCY a APPA19) se
vSechny vzorky pohybovaly v rozmezi pro ¢istou DNA. U vzorki HUC9 a APPA19 byl pomér
nizsi, nez je stanovené rozmezi, coz muze poukazovat na kontaminaci vzorku napf. proteiny

(Matlock 2015).
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5.2 Genotypizace pomoci PCR pro geny SRY a amelogenin

5.2.1 Teplotni gradient pro geny AMEL a SRY

Na Obrazku 13 se nachazi elektroforeogram, ktery zobrazuje vysledky amplifikace
teplotniho gradientu pro primery HOR10F+R u vzorku AR1B. Jednotlivé vzorky jsou sefazeny
podle annelacni teploty, vpravo se nachazi vzorek s nejnizsi teplotou. Pro ucely amplifikace
byla pro optimalni nasedani primerd HOR 10 vybrana teplota 68 °C. Pfi této teploté je na gelu
viditelny oproti ostatnim vzorkiim pouze nepatrny Sum, ktery mize znacit kontaminaci nebo
vznik nespecifickych produkti. Naopak jasny band ve velikosti ofekavaného produktu
naznacuje, ze amplifikace daného markeru probéehla pii této teplote uspeésne.

Pro gen SRY byla na zakladé elektroforeogramu urcena nejlepsi teplota pro nasedani
primerat HOR4F+R 60 °C, data z této Casti experimentu nejsou vizualizovana.

elikostni 68 °C 67,4°C 66,4°C 64,9°C 63,1°C 61,6°C 60,6°C 60°C
standard

-1-““:

s e m— -

-

Obrazek 13 Elektroforeogram pro teplotni gradient primeru HOR 10, Sipka oznacCuje oCekavany produkt
522 Amplifikace genui AMEL a SRY

Amplifikace pro oba geny prob&hla uspéSné. Na Obrazku 14 je zobrazen
elektroforeogram pro gen amelogenin (marker HOR10) se vzorky DNA od 9 koni. Prvnich Sest
vzorktt DNA zprava pochazi od samic, dalsi tfi vzorky od samct. Na obrazku je jasné patrny
rozdil mezi sam¢imi a sami¢imi vzorky, u samic vznika jeden produkt o velikosti 170 bp

a u samcu dva produkty o velikosti 170 a 146 bp.

velikostni
! | standard

HUC13B

HUC12B

Nl I e—

Obrazek 14 Elektroforeogram genu pro amelogenin (HOR10), Sipka oznacCuje vznikajici produkty
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Elektroforeogram amplikont genu SRY (primer HOR4) je mozné vidét na Obrazku 15.
Bylo analyzovano 11 vzorkit DNA, prvnich sedm vzorkt DNA zprava bylo od samic, dalsi
Ctyfi vzorky od samcu. Jelikoz se gen SRY nachazi na chromozomu Y, u samic neni tento gen
amplifikovan, a tudiz neni mozné pozorovat na gelu zadny band. U samct vznika jeden produkt
o velikosti 200 bp. Z obrazku je patrné, ze u zadné ze samic nebyl fragment amplifikovan,
naopak u vSech samct amplifikace probéhla. U jedince Nikity (vzorky Nikita hiiva II a Nikita

ocas I) amplifikace neprobéhla, coz znaci, ze jedinec nema gen SRY.

Obrazek 15 Elektroforeogram pro gen SRY (HOR4)
5.3 Kvantifikace pomoci real-time PCR (qPCR)

5.3.1 Real-time PCR pro optimalizaéni fazi

Amplifikace vzorkl fedici fady probéhla uspésneé. Amplifikacni kiivky vzniklych
produktt vykazovaly standardni prabéh, v Tabulce 14 jsou uvedeny konkrétni parametry
vyslednych kalibracnich kiivek pro primery HOR1, HOR4 a HOR?7. Efektivita amplifikace se
ve vSech pripadech pohybovala v pozadovaném rozmezi 90-110 %. VSechny vzorky nalezely
do doporuceného intervalu pro sklon kalibra¢ni kiivky (-3,1 az-3,6) (Bio-Rad Laboratories Inc.
2006). Hodnota koeficientu determinace (R?) by méla byt vyssi nez 0,98, coz se potvrdilo
u vSech vzorki.

Tabulka 14 Parametry priibéhu gPCR pro optimalizacni fazi

nazev primeru | vzorek | efektivita (%) r? sklon kalibraéni kiivky
HOR1 AR1B 103 0,996 -3,238
HOR1 AR2B 104 0,998 -3,21
HOR7 AR1B 101,5 0,992 -3,286
HOR7 AR2B 103,9 0,99 -3,233
HOR4 AR2B 110 0,988 -3,09
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Ukazku grafického vystupu z programu CEX Maestro v4.1.24. (Bio-Rad, USA) je
mozné vidét na Obrazku 16 a 17, na zéklad¢ analyzy kiivky tani bylo potvrzeno, ze dochazi ke

vzniku pouze specifickych produktu.
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Obrazek 16 Graf kiivek analyzy tani u jedince Nikita pro primery HOR1 a HOR?7,
HORI1 zelen¢, HOR7 modie
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B0Z  SYBR  HORT  Unknd4  Vierd 83.50
F09  SYBR  HOR7  Umkn24  Wierdi 82.00

Obrazek 17 Graf kiivek tani pro sam¢i vzorek Werdi pro primery HOR1, HOR4 a HOR7,
primer HOR1 zeleng, primer HOR4 ¢ervené, primer HOR7 modie
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Tvar amplifikacnich kiivek na Obrazku 18 poukazuje na vhodné navrzenou
amplifikacni reakci.

Amplification

AB00 - ]

1000 + : : 1

RFU
T

Cycles [ teg

4 sver

Wel §| Fuor & Taget ¢ Content ¢/ Sample | Cg ¢
BI1  SYBR  HOR7  Unkn28  Nkia 2347
F03  SYBR  HORl  Unknd8  Nkia 2412

A

Obrazek 18 Graf amplifikacnich kiivek u vzorku Nikita pro primery HOR1 a HOR?7,
HORI1 zelené, HOR7 modie

53.2 Real-time PCR pro geny CYLCI, SRY a MCEE

Vzhledem k tomu, Ze se hodnota eficience u markert HOR1 (gen CYLCI) a HOR4 (gen
SRY) vyrazné neliSila, bylo mozné tyto markery v ramci relativni kvantifikace mezi sebou
porovnavat. Pomoci metody hodnotici Ratio ACt byla provedena relativni kvantifikace
templatové DNA vztazena k autozomalnimu genu MCEE (marker HOR7).

Gen CYLCI se nachazi na nehomologni ¢asti chromozomu X. Hodnota Ratio ACt pro
samice byla rovna pfiblizn€ 1,00, pro samce dosahovala hodnot ptiblizn€ 0,50. Bylo potvrzeno,
ze mira amplifikace genu CYLC! dosahuje u samcu piiblizn€ polovicniho mnozstvi nez
u samic, protoze maji oproti samicim polovicni davku chromozomu X. Zaroven bylo
prokazano, ze jedinec Nikita vykazuje relativni kvantitu amplifikovaného fragmentu genu

CYLC] jako bézna klisna, jak je patrné z Obrazku 19.

Relati ve Normalized Expression

28 kL3 GON1 GONZ GONG HUC4H Nikts Nora Werdi Wiwing

Sample

Obrazek 19 Relativni kvantifikace genu CYLCI (marker HOR1) vii¢i referen¢nimu autozomalnimu genu
MCEE (HOR7) u samcu a u samic
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Dale bylo provedeno porovnani miry amplifikace fragmentt geni CYLCI a SRY. Oba
geny by samci méli mit v jedné kopii, a tudiz by jejich kvantita méla dosahovat hodnoty 1,00.
Z Obrazku 20 je patrné, Ze mira amplifikace téchto dvou gent byla u samcich vzorkt shodna.

Mira amplifikace obou genu se neli$ila ani mezi jednotlivymi jedinci.
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Obrazek 20 Relativni kvantifikace fragmenti gentt CYLCI a SRY u samct

5.4 Absolutni kvantifikace

Na zakladé vysledka absolutni kvantifikace pomoci ddPCR byly vypocitany hodnoty
copy number variation (CNV) pro gen CYLCI (primer HOR1) vztazené k autozomalnimu genu
MCEE (primer HOR7). Z Tabulky 15 lze vy¢ist, ze u klisen se hodnota CNV rovna pfiblizné
hodnoté 1,00, coz naznacuje, ze klisny maji dvé kopie genu CYLCI, jednu na kazdém
chromozomu X. Vzorky AR2B a GONI1 jsou vzorky DNA odebrané od samct a maji oproti
klisnam pfiblizné poloviéni hodnotu CNV. Absolutni kvantifikace potvrdila u Nikity samici

pohlavi, hodnota CNV u jejiho vzorku byla 0,9175.
Tabulka 15 Hodnoty copy number variation (CNV) vypocitané z poméra geni CYLCI/MCEE

copy
vzorek |HOR1/HOR7 | number

AR1B 1449/1443 | 1,0042
Nora 1172/1206 | 0,9718
Nikita 990/1079 0,9175
AR2B 601/1345 0,4468
GON1 566/1188 | 0,4764

Tabulka 16 uvadi vypocitané hodnoty CNV u genu SRY (primer HOR4) vztazené
k autozomalnimu genu MCEE (primer HOR7). Toto porovnani bylo mozné provadét pouze
u samcich vzorkd, protoze u samicich vzorka se gen SRY nenachazi. U obou samcich vzorku

AR2B i GONT1 se hodnota CNV pohybuje kolem hodnoty 0,50. Tento vysledek naznacuje, ze
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oproti genu MCEE, ktery maji samci ve dvou kopiich, se gen SRY u samct nachazi pouze

v jedné kopii na chromozomu Y.
Tabulka 16 Hodnoty copy number variation (CNV) vypocitané z pomérti genti SRY/MCEE

copy
vzorek |HOR4/HOR7 [number
AR2B 667/1345 |0,4959
GON1 614/1188 |0,5168

Vysledné hodnoty absolutni kvantifikace pro gen CYLCI u jednotlivych vzorkd je
mozné vidét na Obrazku 21. Na ose X jsou u kazdého jedince zobrazeny dve hodnoty, protoze
analyza probihala v duplikatech. Osa Y zachycuje pocet kopii DNA (tedy pozitivnich droplett)
v 1 ul. U jedince Nikity byl absolutni pocet kopii roven u prvniho vzorku 971 a u druhého
vzorku 1010, tento vysledek potvrzuje, ze se jedné o samici.

Odlisny pocet pozitivnich dropleti v 1 ul mezi riznymi jedinci je zptisoben rozdily ve
vstupni koncentraci DNA u kazdého genotypu. Metodou spektrofotometrie nelze zcela presné
stanovit koncentraci vstupni DNA, a proto se CNV musi vztahovat vzdy k referenénimu genu

u daného genotypu. Oba geny pak pochazi z jednoho vzorku DNA a maji tak naprosto stejnou

vstupni koncentraci.
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Obrazek 21 Hodnoty absolutni kvantifikace pro gen CYLCI
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Graf na Obrazku 22 zobrazuje primérné hodnoty absolutni kvantifikace pro gen

CYLCI. Tyto hodnoty byly pouzity pro vypocet copy number variantion (CNV) (Tabulka 15).
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Obrazek 22 Pramémé hodnoty absolutni kvantifikace pro gen CYLC!

Obrazek 23 zobrazuje u testovanych jedinct absolutni pocet pozitivnich dropleti pro
gen MCEE. Gen MCEE byl vyuzit jako referencni gen, jelikoz se nachazi na autozomu a u obou
pohlavi by méla byt mira amplifikace tohoto genu pfiblizn€ stejna. Kazdému vzorku jsou opét
ptifazeny dvé Ciselné hodnoty, protoze byly vzorky analyzovany v duplikatech.

Posledni dva vzorky (AR2B a GON1) jsou vzorky samci, u kterych byl amplifikovan
gen SRY. Tyto vzorky obsahuji oproti genu MCEE priblizné€ polovi¢ni mnozstvi kopii DNA.
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Obrazek 23 Hodnoty absolutni kvantifikace pro gen MCEE (AR1B, Nora, Nikita ocas I, AR2B, GON1)
a pro gen SRY (AR2B, GON1)

Pramérné hodnoty absolutni kvantifikace pro gen MCEE (prvnich pét vzorki) a SRY
(posledni dva vzorky AR2B a GONI1) jsou uvedeny na Obrazku 24. Tyto hodnoty byly vyuzity

k vypocitani CNV (Tabulka 15 a 16).
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Obrazek 24 Primémé hodnoty absolutni kvantifikace pro gen MCEE (AR1B, Nora, Nikita ocas I, AR2B,
GONI1) a SRY (AR2B, GON1)

Na obrazku 25 se nachazi vystup z programu QuantaSoft v1.7.4. (Bio-Rad, USA) pro
gen MCEE u jedince Nikita. Na schématu umisténém vlevo predstavuje kazda tecka jeden
droplet. Vodorovna osa zobrazuje pocet udalosti (vyskyt kazdé amplitudy) a svisla osa
predstavuje amplitudu fluorescence. Na obrazku je mozné pozorovat dvé odlisSné populace,
v horni Casti grafu se nachazi populace s vysokou intenzitou fluorescence (pozitivni droplety)
a populace ve spodni ¢asti grafu obsahuje droplety s nizkou intenzitou (negativni droplety).
Prava cast obrazku znazorfiuje histogram zobrazujici amplitudu fluorescence na ose X versus
Cetnost dropletd na ose Y. Kfivka pozitivnich dropleti je symetricka a pomérné uzka, coz

naznacuje kvalitné provedenou reakci.
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Obrazek 25 Vystup z ddPCR pro gen MCEE u jedince Nikita
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Jak je patrné z Obrazku 26, celkem bylo pomoci ddPCR pro gen MCEE u jedince Nikity
vytvoreno 15897 droplett, z ¢ehoz bylo 9550 pozitivnich a 6347 negativnich.
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Obrazek 26 Celkovy pocet dropleti pro gen MCEE u jedince Nikita
Na obrazku 27 je zobrazena vizualizace absolutni kvantifikace pro gen CYLCI u jedince
Nikity. V levé Casti obrazku se nachazi schéma separace pozitivnich a negativnich populaci
dropleti. Modre jsou oznaceny pozitivni droplety a Sed€ negativni droplety. Histogram na pravé

stran€ obrazku potvrzuje dvé oddélené populace dropleta.
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Obrazek 27 Vystup z ddPCR pro gen CYLCI u jedince Nikita

Na Obrazku 28 je zaznamenany celkovy pocet droplett u jedince Nikity pro gen CYLCI.
Z celkového poctu 14591 droplett, bylo 8199 pozitivnich a 6392 negativnich.

Ch1Pos:8199 Neq 6392 Accepled 14591

20000

16000 —

12000 —

Events

Nikita ocas i 9...
Sample

Obrazek 28 Celkovy pocet dropletii pro gen CYLC! u jedince Nikita
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Obrazek 29 vizualizuje rozdéleni populaci pozitivnich a negativnich dropletii pro gen
SRY ujedince AR2B. Modra populace znaci pozitivni droplety, Sed€ jsou znazornény negativni
droplety. Histogram v pravé casti obrazku ukazuje, ze primery HOR4F+R pro SRY gen
amplifikovaly dobfte, populace pozitivnich a negativnich droplett jsou jasné€ oddélené.
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Obrazek 29 Vystup z ddPCR pro gen SRY u jedince AR2B

Pti absolutni kvantifikaci genu SRY pro jedince AR2B bylo ziskano celkem 15880
dropletli, 6919 bylo pozitivnich a 8961 negativnich (Obrazek 30).
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Obrazek 30 Celkovy pocet dropletii pro gen SRY u jedince AR2B

5.5 Sekvenacni reakce genu pro androgenni receptor

5.5.1 Teplotni gradient pro nasedani primeru

Na zakladé elektroforeogramu (Obrazek 31) byla stanovena nejlepsi teplota pro
nasedani primerd HOR9F+R na 65,1 °C. Primery amplifikovaly dobfe pfii vSech teplotach,
proto byla zvolena teplota piiblizné€ uprostred teplotniho gradientu. U teploty 65,1 °C byl band
vyrazny a nebyl pozorovan na elektroforeogramu Sum, ktery by naznacoval kontaminaci nebo

vznik nespecifickych produkti.
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standart 650 °C 606 "C616"C63.2"C65,1 "CB6,7 "C676 °C 63°(C

Obrazek 31 Elektroforeogram pro primery HOR9F+R

5.5.2 Vyhodnoceni vysledki sekvenace

V programu BioEdit version 7.2.5 byla sestavena konsenzus sekvence pro jedince Nikita.
Tato sekvence byla porovnana s konsenzus sekvenci zdravého samce AR2B. Obé sekvence jsou
uvedeny v Piiloze 3. Na zakladé porovnani téchto sekvenci 1ze konstatovat, ze u jedince Nikity
se nenachazi zkoumana kauzalni mutace na prvni pozici start kodonu c.1A>G zpusobujici
syndrom androgenni insenzitivity.

U Nikity byla nalezena bodova mutace na pozici ¢.322, kde doslo k substituci alely C
za alelu T. Alela C je na této pozici uvedena jako referencni v sekvenci GenBank
(GCF_002863925.1) a byla detekovana také u zdravého samce. Tato substituce vede
k missense mutaci v proteinové sekvenci, triplet CGC je zménén na triplet TGC a dochazi ke

vzniku cysteinu misto pivodné vznikajiciho argininu (Villagomez et al. 2020).
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6 Diskuze

Chromozom Y se diky své slozité struktufe a dynamickému vyvoji v ramci evoluce fadi
mezi nejméné prozkoumané ¢asti koniského genomu. Niz§i mira rekombinace mezi pohlavnimi
chromozomy vedla na chromozomu Y k nartstu strukturalnich pfestaveb, postupné ztraté
nékterych gent a ke zmenseni jeho velikosti (Bellott et al. 2014; Waters & Ruiz-Herrera 2020).
U koni dosud nebyla stanovena jeho sekvence, autofi Janecka et al. (2018) vsak predstavili
anotovanou a assemblovanou sekvenci MSY oblasti. MSY je oblast na Y chromozomu, ktera
je specificka pouze pro samce, je haploidni a neucastni se crossingoveru. V této oblasti je
lokalizovan gen SRY, ktery hraje velmi dulezitou roli pfi vyvoji sam¢iho pohlavi (Raudsepp et
al. 2010). Tento gen je z obou stran ohraniCen repetitivnimi sekvencemi a toto neobvyklé
umisténi madze mit za nasledek vys$si pravdépodobnost delece genu a naslednou poruchu
ve vyvoji pohlavi (Janecka et al. 2018).

Uz v minulém stoleti bylo u koni popsano n€kolik pfipadd, u kterych se fenotypovy
projev pohlavi neshodoval s genotypem (Pailhoux et al. 1995; Mikinen et al. 1999). Této
problematice bylo doptavano postupem casu stale vice pozornosti a v soucasnosti je porucha
jedinca se sami¢im fenotypem a karyotypem 64 XY jednou z nejcastéji se vyskytujicich poruch
sexudlniho vyvoje (Raudsepp et al. 2010). Tato porucha je oznaCovana jako syndrom
androgenni insenzitivity, ackoli u koni zatim nebyl nalezen konsenzus v nazvoslovi a €asto je
mozné tento syndrom najit také pod oznacenim pseudohermafroditismus nebo intersex
(Villagomez et al. 2020). Tento patologicky stav se projevuje jako nasledek nedostate¢ného
pusobeni androgenti béhem ontogeneze u samciho pohlavi. Postizeni jedinci vykazuji samici
fenotyp, ale zaroveni maji bézny karyotyp hiebce (Welsford et al. 2017).

Na pocatku prace byla stanovena hypotéza, ze jedinec Nikita by mohl trpét syndromem
androgenni insenzitivity. Bylo tak tvrzeno na zéklad¢ atypického chovani podobnému chovani
samcu a abnormalit vn€jSich pohlavnich organti. Pro ovéfeni této hypotézy probehla prohlidka
veterinarnim lékafem, stanoveni hladiny pohlavnich hormonli a nasledné byla provedena

molekularné geneticka analyza DNA za u¢elem urceni genetického pohlavi jedince.

6.1 Veterinarni vySetieni

U vySetfovaného jedince byla prokazdna nepfitomnost délohy a byly popsany
ambivalentni vné&j§i pohlavni organy (srostlé vnéjsi stydké pysky, struktura podobna glans

penis). V tfiselném kanale byl nahmatan kulovity utvar, ktery by mohl byt povazovan za
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zakrnélé varle, bohuzel nebylo mozné odebrat vzorky pro histologicky rozbor a zjistit ptivod
této struktury.

I pfes projevy chovani typického pro samce, mezi které patiilo agresivni chovani vici
hiebcim a naskakovani na klisny v fiji, se hladiny hormond u jedince Nikity pohybovaly
v obvyklém rozmezi uvadéném pro klisny. Hladina estradiolu byla stanovena na 4,9 pg/ml, coz
je hodnota typicka pro klisny v proestru. Namétena hodnota testosteronu byla 0,03 ng/ml a toto
mnozstvi pouze nepatrné piesahuje obvyklé hodnoty uvadéné pro klisny (<0,02 ng/ml) (Kent
et al. 1988). Nizké az nedetekovatelné hladiny testosteronu byly popsany u jedinca
s podobnymi klinickymi nalezy u plemene Lusitano (Torres et al. 2013) a arabsky plnokrevnik
(Villagomez et al. 2011; Ciotola et al. 2012). Torres et al. (2013) upozortiuji na moznost ziskani

falesné negativnich vysledkl pfi méfeni testosteronu z diivodu jeho pulzacni sekrece.

6.2 Izolace DNA

Zakladnim krokem pro jakoukoli genetickou analyzu je kvalitné provedena izolace
DNA. U koni je mozné ziskat biologicky material pro izolaci DNA nékolika zptsoby, napf.
z krve, chlupovych cibulek, stéri bukalni sliznice nebo z exkrementli. Jak uvadi Alhaddad
et al. (2019), nejlepsi vytéznosti i Cistoty DNA je dosazeno izolaci DNA z krve nebo
z chlupovych cibulek. Goossens et al. (1998) zmifiuji, ze mezi vytéznosti DNA izolované
z krve a chlupovych cibulek nejsou signifikantni rozdily. Odbér chlupovych cibulek je navic
neinvazivni metodou, kterd nemusi byt provadéna veterinarnim lékarem a zvife pfi ni neni
nadmérné stresovano. Na zakladé vysledku bakalarské prace autorky bylo diive zjisténo, ze
izolovana DNA z chlupovych cibulek nepodléhé degradaci a je mozné ji dlouhodobé skladovat
pii teploté -20 °C. Z téchto divodu byla DNA v této praci izolovana z chlupovych cibulek
pomoci komeréné dostupného kitu NucleoSpin Tissue XS (Macherey-Nagel, Némecko). Touto
metodou izolace bylo ziskano dostatecné mnozstvi kvalitni DNA pro nasledné kroky

experimentu.

6.3 Genotypizace

Pro urceni genetického pohlavi u jedince Nikity bylo pfistoupeno k amplifikaci markert
pro geny SRY a AMEL pomoci PCR. Oba tyto geny jsou bézné vyuzivany v laboratofich po
celém svéte jak pro obvyklé urceni pohlavi u koni, tak pro prokazani pohlavi u jedincu, ktefi
vykazuji netypické chovani nebo neobvykly fenotypovy projev (Martinez et al. 2020).

Marker HOR4 pro ur€eni pohlavi pomoci genu SRY byl navrzen do nehomologni ¢asti
Y chromozomu. K amplifikaci tohoto markeru dochazi pouze u samcti vznikem produktu
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velkého 200 bp (Tabulka 1). U vSech sam¢ich vzorkt v této praci probéhla amplifikace Gispésné
a po vizualizaci na gelu byl dobfe patrny band ocekavané velikosti. U samicich vzorka nebylo
mozné na gelu pozorovat zadny produkt. Vzorek Nikity byl oznacen jako samici, protoze u ni
opakované nedoslo k amplifikaci a je tedy mozné konstatovat, ze nema gen SRY. Neptitomnost
genu SRY popsal také Torres et al. (2013) u klisny plemene Lusitano, ktera vykazovala
anatomické abnormality pohlavnich organt a projevy sam¢iho chovani podobné jako Nikita.
Peretti et al. (2020) publikovali stejné vysledky u klisny arabského plnokrevnika, u kterého byla
v bfi8ni dutiné nalezena varlata. Jedinci, kteti vykazuji samci chovani a anatomické abnormality
pohlavnich organt a zaroven maji samici genotyp, byvaji v literatufe oznaCovani jako XX, SRY
negativni (Villagomez et al. 2011).

Jelikoz pti amplifikaci markeru HOR4 genu SRY u samicich vzorkl nevznika zadny
produkt, je doporuceno provadét kontrolni amplifikaci jiného markeru pro potvrzeni, zda reakce
probéhla uspésné (Hasewaga et al. 2000).

V pripadé této prace byl jako druhy marker pro urCeni pohlavi pouzit gen pro
amelogenin (marker HOR10). Tento gen je jako marker pro tcely identifikace pohlavi vyuzivan
u koni (Hasewaga et al. 2000; Kakoi et al. 2005; Martinez et al. 2020), prasat (Fontanesi et al.
2008), skotu (Das et al. 2019) 1 lidi (Dash et al. 2020). Gen pro amelogenin se u koni nachazi
na homolognim tseku obou pohlavnich chromozomu. U samct je pfitomna delece o délce 24
bp, ktera je detekovatelna pomoci gelové elektroforézy (Hasewaga et al. 2000). V ramci této
prace byly pro tento gen navrzeny specifické primery HOR10F a R. Nov¢ navrzené primery
amplifikovaly produkty jiné délky (146, 170 bp) nez primery v praci Hasewaga et al. (2000)
(160, 184 bp). Obé sady primert v§ak byly schopny rozeznat deleci 24 bp na chromozomu Y
a je tak mozné je pro rozliSeni pohlavi vyuzivat. Po amplifikaci markeru HOR10 u samcu
vznikly dva produkty oCekavanych velikosti (Tabulka 1), AMELY dlouhy 146 bp a AMELX
o velikosti 170 bp. U samic vznikl pouze jeden produkt AMELX o délce 170 bp. Nikita i v tomto
ptipadé odpovidala samicimu genotypu, protoze u jejiho vzorku bylo mozné pozorovat na gelu
jeden band o velikosti 170 bp (Obrazek 14). Martinez et al. (2020) upozoriiuje na moznost
chybné identifikace pohlavi pomoci genu pro amelogenin, v jejich praci byla popsana
problematika fales$né pozitivity u XY SRY negativnich jedincd. Zaroven vSak zminuji, Ze mira

chybovosti byla mezi v§emi testovanymi jedinci velmi nizké (0,0077 %).

6.4 Relativni kvantifikace

Vétsina molekularnich metod identifikace pohlavi spociva v amplifikaci pohlavné

specifickych gent nebo homolognich gent a nasledné detekci deleci na gelové elektroforéze.

57



Tyto metody jsou ucinné, ale Casové i financné naro¢né (Ballester et al. 2013), proto byla
navrzena metoda stanoveni pohlavi na zakladé relativni kvantifikace pomoci qPCR. Pro ucely
relativni kvantifikace byly navrzeny tfi markery pro geny Cylicin-1 (CYLC]I), Sex-determining
region Y (SRY) a autozomalni gen Methylmalonyl-CoA epimerase (MCEE).

Pro ovéfeni spolehlivosti metody byla vyuzita DNA dvaceti jedinct, deseti samcu
a deseti samic. Pro gen Cylicin-1 byla u samcti o¢ekavana polovi¢ni mira amplifikace genu nez
u samic, jelikoZ je tento gen umistén na nehomologni ¢asti X chromozomu a tato hypotéza byla
potvrzena. Ballester et al. (2013) vyuzili tuto metodu k determinaci pohlavi u prasat pomoci
genu GPM6B, ktery se nachazi na nehomologni ¢asti X chromozomu stejné jako gen Cylicin-
1. Autofi pozorovali stejné vysledky, u samctii dosahovala mira amplifikace genu polovicni
miry oproti samicim. U koni byla metoda relativni kvantifikace pomoci qPCR pouzita také pro
stanoveni pohlavi plodu z krve bfezich klisen Leon et al. (2012). Autoii vidi vyhodu detekce
pohlavi pomoci qPCR hlavné v citlivosti metody a také v eliminaci rizika kontaminace, jelikoz
vzorky nemusi byt zadnym zptisobem dal analyzovany.

U jedinct samciho pohlavi bylo dale provedeno porovnani miry amplifikace gent
CYLC1 a SRY. Oba geny se u samcu nachazi v jedné kopii a mira jejich amplifikace by méla
byt piiblizné stejna. Po uspésné amplifikaci oba geny vykazovaly pfiblizné stejnou hodnotu
relativni kvantifikace a bylo tak potvrzeno, Ze se u samci nachazi jeden X a jeden
Y chromozom. Stejnd metoda byla vyuzita v pracich Bolzon et al. (2016) a Welsford et al.
(2017) k urceni pohlavi u jedincli s podezienim na syndrom androgenni insenzitivity.

Analyza pomoci qPCR potvrdila pfedchozi vysledky genotypizace, u jedince Nikity

byla prokazana ptitomnost dvou chromozomu X.

6.5 Absolutni kvantifikace

Pro potvrzeni vysledki ziskanych relativni kvantifikaci bylo provedeno ovéfeni pomoci
dropletové digitalni PCR (ddPCR). Tato metoda je schopna velmi citlivé detekovat absolutni
pocet molekul DNA a je vyuzivana napfi¢ obory pro absolutni kvantifikaci DNA (Bio-Rad
Laboratories, Inc. 2006).

Castaneda et al. (2022) vyuzili metodu absolutni kvantifikace ve své praci pii
stanovovani poctu copy number variation (CNV) u genl nachazejicich se v konské MSY
oblasti. Dulezitym zjiS§ténim této prace bylo, ze u vétsiny z 209 testovanych jedinca se nachazel
gen SRY ve formé single-copy. Multicopy forma genu SRY byla detekovana pouze u 4 plemen
koni (mongolsky kun, estonsky klepper, jakutsky kin a Zemaitukai), ktera méla dvé nebo tfi

kopie tohoto genu.
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V ramci této prace bylo provedeno porovnani mnozstvi kopii DNA fragmentu genu SRY
(marker HOR4) s autozomalnim genem MCEE (marker HOR7), u genu SRY bylo ocekéavano
ptiblizné€ polovi¢ni mnozstvi kopii DNA. Vysledky ziskané pomoci ddPCR se shodovaly
s vysledky ziskanymi z qPCR, fragment genu SRY byl amplifikovan oproti genu MCEE
v polovi¢nim mnozstvi.

Hodnota copy number variation (CNV) u genu Cylicin-1 (marker HOR1) byla u samct
pfiblizné polovi¢ni nez u samic, coZ potvrzuje pritomnost jedné kopie chromozomu X u samct
a dvou kopii chromozomu X u samic. Stejnou metodu detekce vyuzili ve své praci Szczerbal
et al. (2020) k diagnostice X monosomie u klisen. Autofi nejprve detekovali pocet
X chromozomt pomoci klasické PCR a poté pomoci ddPCR hodnotili pocet CNV
u genu AMELX, ktery je vazany na chromozom X.

6.6 Sekvenacni reakce

Pro ovéteni vySe uvedenych vysledki byla provedena metoda sekvenace Casti genu pro
androgenni receptor pomoci Sangerovy metody. V tomto genu bylo dosud popsano u koni
5 kauzalnich mutaci.

V roce 2012 byla popsana prvni mutace autory Révay et al. (2012) u plemene americky
quater horse. Jednalo se o zdménu adeninu za guanin v prvni pozici start kodonu AR genu
(c.1A>G) a tato mutace byla oznacena jako prvni spojeni mezi klinickymi nalezy a AIS u koni.
Tato kauzalni mutace byla testovana v této diplomové praci, jeji pfitomnost se vSak
neprokazala. U klisny Nikity byla nalezena bodova mutace ¢.322C>T, kterd ma za nasledek
zménu kodované aminokyseliny z argininu na cystein. Tato mutace byla popsana i autory
Révay et al. (2012), ti ji oznacili za ,tichou mutaci, ktera nezpisobuje zadné problémy
ve vyvoji pohlavi. Autofi navic zmiriuji, ze u jinych sav¢ich druha se na této pozici AR proteinu
bézné nachazi cystein a diky tomu, ze oblast neni pfili§ konzervovana, nema pripadna zaména
aminokyselin takovy dopad.

Tuto mutaci zminuji ve své praci i Bolzon et al. (2016), ktefi popsali na pozici ¢.322
alelu T u Sesti jedinct plemene anglicky plnokrevnik trpicich symptomy syndromu androgenni
insenzitivity. Na zakladé studia rodokmenu jedinct autofi vSak vyloucili moznost, aby tato
substituce byla kauzalni pro vznik AIS. U rodiny koni popsané v praci Bolzon et al. (2016),
byla za kauzalni oznaCena substituce v exonu 4 na pozici ¢.2042G>C, ktera vedla k zdméné
tripletu koduyjiciho tryptofan za triplet pro serin (p.Trp681Ser). Zaménéné aminokyseliny maji
velmi rozdilné chemické vlastnosti a predpoklada se, ze nahrazeni tryptofanu serinem vede

k nepfiznivym zménam ve funkci proteinu.
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Prvni delece (c.1630 1654del) v genu pro androgenni receptor byla popsana autory
Welsford et al. (2017). Predpoklada se, ze delece koncovych 25 bp v druhém exonu vede
ke ztrat¢ 8 kodujicich kodoni (p.Val544 Glu551del) a je kauzalni pro vznik syndromu
androgenni insenzitivity. Autofi ve své praci také zminuji vyskyt substituce c¢.322C>T
u 4 teplokrevnych jedincu trpicich AIS. Shoduji se vSak s nazorem Bolzon et al. (2016)
a oznacuji tuto bodovou mutaci za nekauzalni.

V roce 2020 byly popsany dve nejnoveéjsi mutace v AR genu autory Villagomez et al.
(2020). V prvnim piipadé se jedna o deleci nachazejici se v exonu 1 (c.183delT), ktera méni
kodon kodujici serin (AGT) na kodon (AG-). Posun cteciho ramce vede k vytvoreni
predcasného stop kodonu na pozici 452. nukleotidu a dava vzniknout zkracené forme proteinu
(Ser61SerfsTer89).

V druhém priipadé byla identifikovana mutace v exonu 5 (¢.2132C>T), ktera vedla
k zaméné kodont (GCC)>(GTC). Jedna se o missense zaménu alaninu za valin (p.Ala711Val),
ktera je lokalizovana ve vysoce konzervované oblasti LBD domény. U lidi se nejvice popsanych
kauzalnich mutaci v genu pro androgenni receptor nachazi prave v této oblasti, proto se autofi
studie priklani k nazoru, ze i u koni mlze tato mutace zpisobovat syndrom androgenni
insenzitivity (Villagomez et al. 2020).

V ramci této diplomové prace byla testovana pfitomnost mutace na prvni pozici start
kodonu (c.1A>QG), ktera byla publikovana v praci Révay et al. (2012). Tato mutace byla
zvolena, protoze byla popsana u jedince stejného plemene jako je klisna Nikita. Pfitomnost
ostatnich mutaci nebyla v této praci ovéfovana a je tak mozné v budoucnu navazat na tuto praci
a pokracovat ve vyzkumu pfiCiny netypického chovani i ambivalentnich pohlavnich organa

u klisny Nikity.

6.7 Shrnuti

Na zaklad¢ klinického vysetfeni a molekularni analyzy miize byt porucha sexualniho
vyvoje u jedince Nikity oznacCena jako XX SRY negativni sex-reversal syndrom (Villagomez
etal. 2011). Autofi Peretti et al. (2020) popsali podobné nalezy u klisny arabského plnokrevnika
a Bannasch et al. (2007) u jedince plemene americky jezdecky kan. Autofi se shoduji, Ze neni
mozné urCit presny geneticky mechanismus, kvili kterému dochazi k vyvoji varlat
a maskulinizaci jedince bez pfitomnosti genu SRY. Bannasch et al. (2007) popisuyji jako jednu
z moznych pfi€in autozomalni mutaci a zaroven zmifuji, ze maskulinizace jedince by mohla
byt zapficinéna i podavanim androgent klisné v priabéhu biezosti. Podle Peretti et al. (2020) by
dalsim divodem mohla byt zména v expresi genu SOX9. Regula¢ni doména, ktera je kliova
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pro gonadalni expresi a normalni funkci genu SOX9, zahrnuje vice nez 1 Mbp pfed samotnym
genem (Benko et al. 2011). Peretti et al. (2020) se domnivaji, ze naruseni nekteré z regulacnich
oblasti pfed genem SOX9 by mohlo vést ke zvySeni exprese genu a byt jednim z davoda
poruchy sexualniho vyvoje. Duplikace genu SOX9 byly popsany u XX SRY-negativnich
jedincl s poruchami sexualniho vyvoje u psti (Rossi et al. 2014; Albarella et al. 2020) i u lidi
(Lietal. 2014).

Poruchy sexualniho vyvoje maji jak genetickou, tak fenotypovou heterogenitu a je velmi
tézké presné urcit, o jakou poruchu se jednd. U jedince Nikity byla prokdzana ptitomnost
dvou chromozoma X a nepfitomnost chromozomu Y a lze tedy konstatovat, ze se jedna
o klisnu. Zaroveri u ni nebyla nalezena vybrana kauzalni mutace v genu pro androgenni receptor
a neni tak mozné uréit, zjakého divodu vykazuje netypické projevy chovani. Tato prace
dokazuje, ze oblast poruch sexualniho vyvoje je nejen u koni velmi Siroka a je tfeba ji dale

vénovat pozornost.
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7 Zavér

V literarni reSersi byly shroméazdény aktuéalni poznatky tykajici se koriského genomu.
Na zakladé¢ studia odborné literatury byl charakterizovan androgenni receptor, byla popsana
jeho stavba a funkce. Mutace v genu pro androgenni receptor mohou vést k poruse sexualniho
vyvoje zvané syndrom androgenni insenzitivity (AIS). Tento syndrom byl detailné popsan
veetné jeho vyskytu u koni 1 u lidi. V zavéru literarni reSerSe byly zmapovany metody
vyuzivajici se k analyze a diagnostice syndromu androgenni insenzitivity.

Na zakladé bioinformatické studie gonozomi X a Y byly navrzeny specifické markery
do homolognich (marker HOR10 pro gen AMEL) i nehomolognich (marker HOR4 pro gen SRY)
usekti gonozoéma. Po optimalizaci metody a aspésné amplifikaci byla provedena determinace
pohlavi u testovaného jedince. Prvni védecka hypotéza byla vyvracena, vysledky amplifikace
obou markert u jedince Nikity urcily samici pohlavi.

Pro potvrzeni ziskanych vysledki byla navrzena metoda relativni kvantifikace pomoci
gPCR. Byla srovnavana kvantita amplikoni nachazejicich se na gonozémech (geny CYLCI
a SRY) s kvantitou referencniho genu MCEE. Gen CYLCI nachazejici se na X chromozomu byl
amplifikovan u samciho pohlavi v polovi¢ni mife oproti autozomalnimu genu MCEE. Byla tak
potvrzena hypotéza predpokladajici, ze pomoci metody relativni kvantifikace je mozné rozlisit
pohlavi jedinct. Relativni kvantifikace zaroven potvrdila vysledky genotypizace, u jedince
Nikity se chromozom X nachézel ve dvou kopiich a lze tedy prohléasit, ze se jedna o klisnu.

V ramci kontroly vysledkd pokusu byla pouzita metoda ddPCR, ktera je povazovana
za jednu z nejpresnéjSich metod absolutni kvantifikace. Po uspésné amplifikaci byl stanoven
absolutni pocet molekul DNA ve vzorku klisny Nikity i ostatnich kontrolnich vzorku.

Dale byla provedena sekvenace Casti genu pro androgenni receptor z divodu mozné
pfitomnosti mutace na prvni pozici start kodonu. Po bioinformatické analyze ziskanych
sekvenci bylo zjiSténo, ze v daném misté se mutace nenachazi a byla tak vyvracena hypotéza
o pfitomnosti kauzalni mutace v tomto genu. Byla nalezena bodova mutace ¢.322C>T, ktera
vSak podle dostupné literatury neni kauzalni pro vznik syndromu androgenni insenzitivity.

Ackoli v diplomové praci nedoslo k potvrzeni hypotézy ptitomnosti kauzalni mutace
zpusobujici AIS, 1ze metody navrzené v této praci vyuzit k determinaci pohlavi u koni
i v dalSich vyzkumech. Problematika poruch sexualniho vyvoje je velice rozsahla a jak tato
prace dokazuje, je tézké najit konkrétni pfiinu vzniku poruchy. Je tfeba pokracovat
v systematickém vyzkumu k lepSimu porozuméni této oblasti a objasnéni dalSich pficin poruch

sexualniho vyvoje.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

AIS — androgen insenzitivity syndrome, Syndrom androgenni insenzitivity
AR — androgenni receptor

DNA — deoxyribonukleova kyselina

RNA - ribonukleova kyselina

MSY region — male specific region, oblast na Y chromozomu specificka pro samce
bp — base pair, komplementarni par bazi

Gbp — giga-base pair, miliarda para bazi

Mbp — mega-base pair, milion part bazi

kb — kilo-base, tisic parti bazi

kDa — kilodalton

PAR — pseudoautozomalni oblast

L1 LINE - long interspersed element-1, dlouhé vmezetené elementy-1
DSD - disorder of sexual development, porucha sexualniho vyvoje
FISH — Fluorescen¢ni hybridizace in situ

ER — estrogenovy receptor

PR — progesteronovy receptor

GR - glukokortikoidni receptor

MR - mineralokortikoidni receptor

NTD — N-koncova doména androgenniho receptoru

DBD — DNA-vazebna doména androgenniho receptoru

LBD - ligand-vazebna doména androgenniho receptoru

AF-1, AF-2 — transkrip¢n¢ aktivacni oblast 1 a 2

ARE — androgen responsive elements, androgen-responzivni elementy
H — hinge region

NLS — nuclear localization signal, jaderni lokaliza¢ni signal

HSP — heat-shock proteins, proteiny teplotniho Soku

DHT - 5a-dihydrotestosteron

CAIS - kompletni syndrom androgenni insenzitivity

PAIS — syndrom Castecné androgenni insenzitivity

MAIS — mimy syndrom androgenni insenzitivity

PCR - polymerazova fetézova reakce

gPCR - kvantitativni polymerazova retézova reakce

ddPCR - dropletova digitalni PCR

HMG - high mobility proteins

CNV — copy number variation
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10 Samostatné prilohy

10.1 Tabulka koncentrace a Cistoty DNA vSech jedincu

SAMCI
oznateni vzorku plemeno koncentrace DNA cistota DNA
[ng/ui] A260/280
ARZB arabsky plnokrevnik Bz 1,80
HUC4 huculsky kdn 17.5 1,34
HUC7 huculsky kaf 18,5 1,85
HUCg huculsky ki 13 1,62
HUC11 huculsky ki 17 1,39
APPALE appaloosa 22,5 1,80
APPALD appaloosa 13,5 1,69
GOM 1 neznamy pvod 465 1,31
GOM 3 neznamy plveod 383 1,82
G0N 4 neznamy plveod 1024 1,80
SAMICE
oznaieni vzorku plemeno koncentrace DNA Cistota DNA
[ng/ui] A260/280
Mikita hiiva | quater horse 14,5 1,80
Mikita hifiva Il qguater horse 21,5 1,90
Mikita ocas | quater horse 21,5 1,96
Mara welsh pony 52,5 1,80
AR1B arabsky plnokrevnik 47 1,80
2B huculsky ki 24 1,77
3B huculsky ki 52 1,20
4B huculsky ki 37 1,39
5B huculsky ki 16,5 1,73
6B huculsky ki 129 1,96
BB huculsky ki 23,5 1,38
SR huculsky kdn 30 1,87
HUC12B huculsky kaf 204 1,93
HUC13BE huculsky kaf 31,5 1,91
HUC14B huculsky ki 48 1,92
Escape Dona neznamy plveod 23,5 1,81




10.2 Veterinarni zprava

MVDr. Monika Aujezdska
Qulehla 527

Lysice

679 71

KVL: 6191

ICO: 01903799

Véc: Veterinarmi zprava

anamnéza: typ: teplokrevny, pohlavi: hermafrodit /klisna?, datum narozeni:
26.4.2008, jmeno: Nikita

ViySetfeni 1.12.2022: Klinické vySetfeni koné zamé&feno na Gcel uréeni
pohlavi- jedna se o kfiZence plemene appaloosa, BSC 3, vySetfeni zevnich
pohlavnich organl: pod anem ventralné ve vzdalenosti cca 25 cm se nachazi
struktura anatomicky podobna glans penis s vwywvodem mocgove trubice. V
prostoru mezi .glans penis” a anem je fasa pravdépodobné rudimentem
srostlych vnéjdich stydkych pyskl. V regio inguinalis rudiment obou miéénych
Zlaz v&etné obou ze stran oplostélych strukl. Palpaci v levém tfiselném
kanale nahmatan kulovity utvar cca 6ecm pramér, mohlo by se jednat o
zakrnéle varle.

Koni byla odebrana krev pro vySetieni pohlavnich hormoni s vysledkem:
Estradiol: <18 pmol/l

Progesteron: 0,29 nmol/l

Testosteron: <0,09 nmol/l

VySetfeni 25.1.2023 — rektaini usg vysetfeni pfistrojem WED-300V, sondou
6.5 MHz prokazalo pouze nepfitomnost délohy a vaginy. Pro potvrzeni &i
vyvraceni pfitomnosti rudimetarnich vajeénikl by bylo nutné udélat vySetfeni
na specializovang klinice pomoci transdermalniho ultrazvuku.

Zaver: Dle hormonalni skladby se jedna s nejvétsi pravdépodobnosti o klisnu.

OvZem vzhledem k tomu, Ze jsme v terénnich podminkach nenasli dostupnou
Zzobrazovaci metodou pohlavni organy, nelze to tvrdit s jistotou.
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10.3 Sekvence ¢asti genu pro androgenni receptor

Sekvence Nikita

AGGACTACCGCATCACAGCCTGTTGAACTCTTCTCAGCAAAAGAAGGGGAGGCTGGATAAAGGAAT
TAGGTGGAAGATTCAGCCAAGCTCCAGGATGGAGGTGCAGTTAGGGCTGGGGAGGGTCTACCCCC
GGCCACCGTCCAAGACCTATCGAGGAGCTTTCCAGAACCTGTTCCAGAGTGTGCGCGAAGTGATCCA
GAACCCGGGCCCCCGGCACCCTGAAGCCGCGAGCGCAGCACCTCCCGGCGCCCATTTGCAGCAGCA
ACAGGAGACCAGTCCCAGGCAGCAGCAGCAGCAGGGTGAGGATGGCTCACCTCAAACCCAGAGCA
GAGGCCCCACAGGCTACCTGGCCCTGGAGGAGGAACAGCAGCCTTCACAACAGCCCTCAGCCCCCG
AGGGCCACCCGGAGAGCGGTIGCGTCCCAGAGGCCAGAGCCGCCTTGGCCGCCGGCAAGGGGCLTG
CAGCAGCAGCCACCAGCACCTCCGGACGAGGATGACTCAGCTGCCCCATCCACGTTGTCCCTGCTGG
GCCCCACT

Sekvence AR2B (zdravy samec)

_ GACTACCGCATCACAGCCTGTTGAACTCTTCTCAGCAAAAGAAGGGGAGGCTGGATAAAGGAATT
AGGTGGAAGATTCAGCCAAGCTCCAGGATGGAGGTGCAGTTAGGGCTGGGGAGGGTCTACCCCCG
GCCACCGTCCAAGACCTATCGAGGAGCTTTCCAGAACCTGTTCCAGAGTGTGCGCGAAGTGATCCAG
AACCCGGGCCCCCGGCACCCTGAAGCCGCGAGCGCAGCACCTCCCGGCGCCCATTTGCAGCAGCAA
CAGGAGACCAGTCCCAGGCAGCAGCAGCAGCAGGGTGAGGATGGCTCACCTCAAACCCAGAGCAG
AGGCCCCACAGGCTACCTGGCCCTGGAGGAGGAACAGCAGCCTTCACAACAGCCCTCAGCCCCCGA
GGGCCACCCGGAGAGCGGTEGCGTCCCAGAGGCCAGAGCCGCCTTGGCCGCCGGCAAGGGGCTGC
AGCAGCAGCCACCAGCACCTCCGGACGAGGATGACTCAGCTGCCCCATCCACGTTGTCCCTGCTGGG
CCCCACTTTCCCAGGCTTAAGCAGCTGAAC

cast sekvence primert HOR9
start kodon s nenalezenou mutaci na 1. misté tripletu
substituce na pozici ¢.322C>T

III



