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Abstrakt

Hybridni sterilita je jednim zreprodukéné izolacnich mechanismi, ktery
zabranuje genovému toku mezi ptibuznymi druhy a tim vede ke speciaci. Prdm9 je zatim
jediny zndmy gen hybridni sterility u obratloveli, jenz urCuje mista DNA
dvouretézcovych zlomu (DSBs), a tak specifikuje hotspot mista meiotické rekombinace,
avSak u hybridi mezi dvéma mySimi poddruhy zptsobuje selhani synapse meiotickych
chromozomui a sam¢i hybridni sterilitu.

V této studii na sterilnich hybridech jsme zjistili, Ze nejvice nachylnych k asynapsi
bylo pét nejmensich autozomt. Abychom mohli manipulovat s mirou synapse, zaclenili
jsme ruzné dlouhé konsubspecifické homologni tiseky do vybranych autozomalnich part.
Konsubspecifické useky delsi nez 27 Mb dokdzaly obnovit synapsi u danych
chromozom. Déle jsme zjistili, Ze alespoil dva symetrické DNA dvoufetézcové zlomy
na chromozomu jsou nezbytné pro spravnou synapsi. Navic doslo k ¢aste¢né napravé
samCi neplodnosti F1 hybrida u jedincti s obnovenou synapsi tii ze Ctyi segregujicich
chromozomu.

K ovéteni vlivu nedostate¢ného poctu symetrickych DSBs u meiotickych
chromozomu sterilnich hybridd byly generovany exogenni DNA DSBs s vyuZitim
chemoterapeutického 1éCiva cisplatiny. Jadra, ktera byla oSetfena cisplatinou o koncetraci
5 mg/kg a 10 mg/kg vahy téla, vykazovala zvySeny pocet DSBs sledovanych pomoci
imunobarveni RPA a DMC1 mist a zvySeny podil spermatocytl s pln€ synapsovanymi
pachytennimi chromozomy.

Gen Prdm9 a lokus Hstx2 jsou nezbytné komponenty kontrolujici Fi hybridni
sterilitu. Hybridi nesouci ¢ast genomu odvozenou od Mus musculus castaneus byli pouZiti
k ovéfeni hypotézy, Zze genotyp Prdm9°"PB® a Hstx2P"P je dllezity pro asynapsi
a meiotickou zastavu u t&chto hybridi. Hybridi s Prdm94S7% alelickou kombinaci byli
plné plodni, zatimco ,,sterilni* genotyp Prdm9”"?/26 yykazoval celou $kalu fenotypovych
projevi od uplné sterility s vysokou mirou asynapse po plodné samce s kvazi-normalni
meiotickou synapsi. Predbézné vysledky naznacuji, Ze se v tomto kiiZeni mimo gen
Prdm9 na hybridni sterilit¢ podili dva nebo vice modifikujicich gentt CAST pavodu.
Alely Hstx25T a Hstx2P"P mély na plodnost hybridd stejny vliv, coZ naznacuje, Ze se
gen Prdm9 chova jako jediny gen hybridni sterility v téchto hybridech odvozenych ze tii
mySich poddruhtt Mus musculus musculus, Mus musculus castaneus a Mus musculus

domesticus.



Abstract

Hybrid sterility is one of the reproductive isolation mechanisms restricting gene
flow between the related species and leading to speciation. PR domain containing 9
(Prdm9), the only known vertebrate hybrid sterility gene, determines the sites of
programmed DNA double-strand breaks (DSBs) and thus specifies hotspots of meiotic
recombination but in hybrids between two mouse subspecies causes failure of meiotic
chromosome synapsis and hybrid male sterility.

In the present study on sterile hybrids, the five smallest autosomes were more
prone to asynapsis. To manipulate with the synapsis rate, random stretches of
consubspecific homology were inserted into several autosomal pairs. Twenty seven or
more megabases of consubspecific sequence fully restore synapsis in a given autosome.
Further, at least two symetric DNA double-strand breaks per chromosome were necessary
for successful synapsis. Moreover, Fi hybrids had sperm when synapsis was rescued in
at least three of four segregating chromosomes.

To verify the assumption of a lack of symmetric DSBs in meiotic chromosomes
of sterile males the chemotherapeutic drug cisplatin was used to induce exogenous DNA
DSBs. Cells treated with 5 mg/kg and 10 mg/kg of cisplatin showed increased number of
DSBs monitored by immunostaining of RPA and DMCI1 sites and increased proportion
of spermatocytes with fully synapsed homologs at pachytene.

The Prdm9 gene and Hstx2 locus are the known necessary components controlling
the F1 hybrid sterility. Hybrids with the part of genome derived from Mus musculus
castaneus were used to verify the hypothesis that genotype Prdm9”"P25 and Hstx2P"P
were important for asynapsis and meiotic arrest in these hybrids. Hybrids with
Prdm94STB6 allelic combination were fully fertile while the ,sterile“ genotype
Prdm9°"”’B5 showed a range of phenotypes from full sterility with a high rate of asynapsis
to fertility and quasi-normal meiotic chromosome synapsis. Thus, besides Prdm9, two or
more CAST modifing genes could play a role in this cross. The Hstx245T and Hstx2""P
alleles had the same effect on fertility of hybrids, indicating that Prdm9 gene acts as the
only one major hybrid sterility gene in these hybrids derived from three subspecies Mus

musculus musculus, Mus musculus castaneus and Mus musculus domesticus.
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1 Uvod

Rozmanitost druhli na nasi planeté je zplisobena evolu¢nim procesem zvanym
speciace, kdy z jednoho ¢i vice rodi¢ovskych druht vznikne druh novy. V minulosti
vzniklo mnoho teorii, modelii a metod, které se snaZzily proces speciace vysvétlit.
Vyhodnymi modely pro studium diverzity druhti se stali bakterie, kvasinky a bezobratli,
ktefi maji kratky generacni Cas a diky tomu Ize snadnéji zachytit jejich proces speciace.
Tyto modely navic vykazuji mensi pocet fenotypovych projevi, takze je u nich snazsi
napiiklad savci, Ize nalézt oddélené jasné definované poddruhy.

U pohlavné se rozmnoZujicich organismu hraji v procesu speciace vyznamnou roli
reprodukéné izolaéni mechanismy, které¢ zabranuji toku genetické informace mezi
pribuznymi druhy. Jednim z téchto mechanismt je hybridni sterilita, kterd zapticinuje, ze
geneticky rozdilné plodné rodiCovské druhy daji vzniknout neplodnym potomkam.
Dobzhansky-Muller model genové inkompatibility — model vysvétlujici hybridni sterilitu
na urovni genli — navrhuje, Ze reprodukéné izolacni bariéra vznika diky epistatickym
interakcim odlisné divergovanych genii (Dobzhansky 1937, Muller 1942). Studium
hybridni sterility, genetickych interakci a mechanism by mohlo vést k snadnéjSimu
pochopeni procesu speciace.

Prvnim savéim speciacnim genem byl identifikovan gen hybridni sterility Prdm9
(Mihola et al. 2009). Hybridni sterilita je vSak pod kontrolou vice gent, z nichz fada lezi
na chromozomu X, naptiklad lokusy hybridni sterility Hstx/ a Hstx2. Interakce mezi
genem Prdm9 a lokusem Hstx2 zpisobuje u PWD/B6 F; hybrida (hybridi mezi poddruhy
Mus musculus musculus a Mus musculus domesticus) asynapsi meiotickych
chromozomt, pachytenni zastavu a uplnou sterilitu.

Tato dizertacni prace pomaha objasnit vznik a pficinu asynapse chromozomi
ameotické pachytenni zastavy, kdy zdmérmym vclenénim rizn€ dlouhych
konsubspecifickych (patficich stejnému poddruhu) PWD/PWD tsekt do urcitych
chromozomt 1ze manipulovat s mirou asynapse danych chromozomu. Vysledky této
préce jsou v souladu s neddvno navrzenou teorii asymetrie DNA dvoufetézcovych zloml
(Davies et al. 2016), ktera byla dale potvrzena i experimenty s cisplatinou indukovanymi

exogennimi dvouretézcovymi zlomy DNA. Tato prace navic vnasi vhled do problematiky



hybridni sterility mezi hybridy vzniklymi ze tfi mySich poddruhlt — Mus musculus

musculus, Mus musculus domesticus a Mus musculus castaneus.



2 Soucasny stav problematiky

2.1 Speciace a postzygotické bariéry

Speciace je kliCovy evolucni proces, pii kterém vznikaji dva nebo vice odlisSnych
druhti a ktery vede k rozmanitosti druhti na nasi planeté. Pochopit geneticky zaklad
speciace je hlavni cil evolu¢nich biologli. Od poloviny 19. stoleti byl koncept speciace
zkouman mnoha evolu¢nimi biology. V té dobé€ si Charles Darwin, Alfred Russel Wallace
a dalsi uvédomili, Ze se druhy béhem evoluce mohou ménit a ze nové druhy vznikaji z jiz
existujicich druht, které se d€li na dcefiné populace, jez se diky selekci od sebe oddéluji.

Na teorii speciace mél hlavni vliv koncept reprodukéni izolace, podle néhoz
existuji reproduk¢éni bariéry, které zabranuji kiizeni od sebe odliSnych populaci
(Dobzhansky 1937). To lze vidét v Mayrové popisu biologickych druhi (Mayr 1963),
izolovéany od jinych takovych skupin. Mechanismy, které zptisobuji reproduk¢ni izolaci
a zabranuji toku genetické informace, lze rozdélit do dvou skupin — prezygoticka, kdy
dochazi k zamezeni vzniku hybridnich zygot (asova a prostorova izolace, odlisné
zpusoby pafeni, neslucitelnost gamet), a postzygotickd reprodukéni bariéra, kterd snizuje
pravdépodobnost vzniku plodného dospélého hybrida (Coyne & Orr 2004). V 1. poloviné
20. stoleti bylo vytvoifen Dobzhansky-Muller model, ktery zduraznuje roli genové
inkompatibility a epistatickych interakci pfi vzniku reprodukéni izolace (Dobzhansky
1937, Muller, 1942). V 80. letech 20. stoleti se s vyvojem molekularné genetickych metod
evolu¢ni biologové zaméfili na zkoumani genetickych zakladt reprodukéni izolace, a to
hlavné na studium hybridni sterility. Diky témto metodam byly odhadnuty prvni pocty
genll Ucastnicich se reprodukéné izola¢nich mechanismi a jejich poloha v genomu
(Coyne & Orr 1989, Coyne 1992). V nasledujicich letech byla vytvofena fada populacné
genetickych specia¢nich modeld, které pomahaly predpovidat vznik a dal$i evoluci
reprodukénich bariér (Orr 1995, Gavrilets 1997, Turelli & Orr 2000, Barton et al. 2007).
S dalsim vyvojem molekularn€ genetickych metod a se znalosti genomt raznych
organismi jsme poprvé schopni identifikovat jednotlivé geny, jejich transkripty
a fenotypové projevy zodpovédné za genovou inkompatibilitu (Orr & Presgraves 2000,
Maheshwari & Barbosh 2011, Mack & Nachman 2017).

Reprodukéné izolacni bariéry zabraiuji genové vyméné mezi druhy, a tim udrzuji

jejich integritu (Barton & Bengtsson 1986). Mezi vnitini postzygotické bariéry patii



nezivotaschopnost hybridti a hybridni sterilita (Coyne & Orr 2004). Evolu¢ni biologové
rozliSuji tfi pficiny zpisobujici problémy v reprodukéni schopnosti hybridi — rtizné
stupné ploidie, chromozomové piestavby nebo genovou inkompatibilitu. Polyploidie je
bézna u rostlin a déle se ji nebudeme zabyvat. Obecné se piredpoklada, ze u zivocichu

vvvvvv

v chromozomech (Coyne & Orr 1998, viz dale Gregorova et al. 2018).

2.1.1 Hybridni sterilita

Hybridni sterilita je postzygoticky reprodukcéné izolacni mechanismus, ktery
zabranuje toku genetické¢ informace mezi piibuznymi druhy. Hybridni sterilita je
univerzalni fenomén, v némz kiizeni mezi jednotlivci z geneticky odlisnych (pod)druhti
produkuje zivotaschopné, ale neplodné potomky. MuzZeme ji pozorovat u mnoha
eukaryotickych mezidruhovych hybridi, jako jsou kvasinky, rostliny, hmyz, ptaci a savci
(Coyne & Orr 2004, Maheshwari & Barbash 2011). Piestoze je hybridni sterilita dlouho
zkoumany jev, ziistdvaji genetika a molekularni mechanismy jejiho uc¢inku stale z velké
¢asti neobjasnéné (Forejt 1996, Maheshwari & Barbash 2011, Mack & Nachman 2017,
Payseur et al. 2018). Vétsina soucasnych genetickych znalosti hybridni sterility pochazi
z vyzkumt na druhu Drosophila (Naveira & Maside 1998, Coyne & Orr 2004, Presgraves
2008, Maheshwari & Barbash 2011). Diky pozi€nimu klonovani bylo u drozofily
odhaleno 5 genli hybridni sterility — OdsH, JY Alpha, Ovd, Hmr a Nup96 (Ting et al.
1998, Barbash et al. 2003, Presgraves et al. 2003, Masly et al. 2006, Phadnis & Orr 2009).
U savct byl objeven zatim pouze jeden gen hybridni sterility, a to gen Prdm9 (Mihola et
al. 2009). Hybridni sterilita je pod kontrolou mnoha gent, z nichz se neimérn¢ velké
mnozstvi nachazi na X chromozomu (Presgraves 2008, Lu et al. 2010). Fenotypové
projevy hybridni sterility maji oligogenni nebo polygenni povahu. Mezi témito geny
probihaji komplexni epistatické interakce (Sawamura et al. 2004), tyto interakce se navic
Casto projevi pouze po spolecném pieneseni genti jednoho druhu na genetické pozadi

jiného druhu (Palopoli & Wu, 1994), coz ztézuje jejich identifikaci.
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I. Haldaneovo pravidlo

Haldaneovo pravidlo je velmi rozSifeny fenomén, ktery plati pro organismy
s pohlavnimi chromozomy (Orr 1997, Laurie 1997). Haldaneovo pravidlo postuluje, Ze
pokud jedno pohlavi Fi potomkii dvou riznych druhti chybi, je vzacné nebo je neplodné,
jedna se o pohlavi heterogametické (Haldane 1922). Heterogametické pohlavi nese dva
rizné pohlavni chromozomy, u savci a drozofily jsou to samci s XY chromozomy
a u ptakl jsou to samice s ZW chromozomy. Snaha vysvétlit Haldaneovo pravidlo vedla
k névrhu nékolika moznych teorii — teorie dominance, teorie rychlej$ich samcii a teorie
rychlejsiho X.

Teorie dominance predpoklada, Ze interakce mezi recesivnimi geny leZicimi na
autozomech a na chromozomu X vedou ke vzniku nekompatibilit mezi rodicovskymi
genomy (Muller 1942, Turelli & Orr 2000, Coyne & Orr 2004). Tato nekompatibilita se
muze snaz projevit u heterogametického pohlavi, kdy vliv recesivni alely genu na
chromozomu X nemiiZze kompenzovat jeji dominantni forma (Muller 1942, Turelli & Orr
1995, Turelli & Orr 2000).

Teorie rychlejsich samct predpokladd, ze kvili vyssi kompetici pfi pohlavnim
vybéru dochazi u samcii k rychlejsi kumulaci nekompatibilit (Wu & Davis 1993, Wu et
al. 1996, Presgraves & Orr 1998, Tao et al. 2003). Hlavni omezeni této hypotézy spociva
v tom, ze nevysvétluje Haldaneovo pravidlo u heterogametickych samic ZW, kdy by
museli podle této teorie trpét stejnou mirou neplodnosti 1 samci (True et al. 1996, Tao et
al. 2003).

Teorie rychlejsiho X, znama téz jako velky efekt chromozomu X, pfedpoklada, Ze
geny vazané na X chromozom se vyvijeji mnohem rychleji neZ na autozomech, coz by
mohlo byt zplsobené rychlejsi fixaci recesivnich mutaci na tomto chromozomu

(Charlesworth et al. 1987).

II. Dobzhansky-Muller model genové inkompatibility
Dobzhansky (1937) a Muller (1942) na sob& nezavisle navrhli model, ktery na

urovni gend vysvétluje hybridni sterilitu a neZivotaschopnost hybridi. Podle tohoto

modelu stoji za vznikem reprodukéné izolacnich bariér epistatické interakce geni, kdy
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po rozdéleni populace na dvé dcefiné dochazi k fixaci rozdilnych mutaci, takze jejich
naslednd interakce po sekundarnim kontaktu populaci je Skodliva, neslucitelna
s zivotaschopnosti nebo plodnosti. Mutace v dcefiné populaci je piisobenim ptirodniho
vybéru kompatibilni se svym genetickym pozadim, avSak v kombinaci s alelami

interagujiciho genu z druhé dcefiné populace uz slucitelné neni (obr. 1).

Fixation of
New mutation new mutation
P \—--/a -
Ancestral
genotype / \ E B / Hybrid
/ -; B"H
/ m:m O—1= "
\\I\{J\ 0 /I’/
\ / A \ / A b \1 o
EI:D
\\‘ __..--r\ A //

Obr. 1. Dobzhansky-Muller model hybridni inkompatibility

V ptvodni populaci je genotyp AA BB. Po rozdéleni populace na dvé dcefiné, se v jedné populaci
A pfeméni mutaci na a, ve druhé populaci se B zméni na b. Protoze a — b interakce neni v piivodni
populaci, mohou byt a a b vzajemné nekompatibilni. Obrazek pievzat z publikace Wu & Ting

2004.

2.1.1.1 MyS domaci jako modelovy organismus hybridni sterility

Po drozofile je myS domadci nej€astéji pouZivanym organismem pro studium
hybridni sterility a speciace. Vyzkum na mySi domaci ma znacné vyhody — kratky
generacni Cas, velky pocet mlad’at, nizkd cena, znamé sekvence genomu, snadna
dostupnost laboratornich kmenil 1 kmenli odvozenych z divokych mysi, velka Skala
riznych komeréné vyrabénych protilatek atd. Druh Mus musculus zahrnuje 3 poddruhy
Mus musculus musculus (M. m. musculus), Mus musculus domesticus (M. m. domesticus)
a Mus musculus castaneus (M. m. castaneus), které se pted 350 000 lety oddélily od
spolecného piedka (She et al. 1990, Geraldes et al. 2011). M. m. domesticus osidlila jizni
a zapadni Evropu, Ameriku, Afriku a Austréalii, M. m. musculus osidlila Asii a vychodni

Evropu a M. m. castaneus kolonizovala jihovychodni Asii a pfilehlé ostrovy (Boursot et
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al. 1993, Guénet & Bonhomme 2003). V Japonsku miizeme nalézt M. m. molossinus,
ktera vzesla z vyrazného proktizeni M. m. musculus a M. m. castaneus (Yonekawa et al.

1988).
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Obr. 2. RozsiFeni jednotlivych poddruhii mysi domaci na Zemi
Geografické rozsifeni mysi domaci a zndzornéni jejich kolonizacnich cest. Do Australie

a Ameriky byla my$ domaci zavle¢ena béhem osidlovani. Obrazek ptevzat z Guenét et al. 2012.

Hybridni zéna je misto, kde dochéazi k sekundarnimu kontaktu jednotlivych
poddruhi, které se mezi sebou kiiZi a vytvaii hybridni potomstvo se snizenou plodnosti.
Dobte popsanou hybridni zoénou (obr. 3), vzniklou kontaktem mezi M. m. musculus
aM. m. domesticus, je Uzkd zbéna prochazejici Evropou, ktera vede skrz Jutsky
poloostrov, od Baltského mofe pies stfedni Evropu a Balkéan az k Cernému mof#i (Boursot
et al. 1993, Sage et al. 1993, Macholan et al. 2003, Payseur et al. 2004). Dalsi hybridni
zéna mezi M. m. musculus a M. m. castaneus byla popsana v Ciné a Japonsku (Sage et al.
1993). Vyzkum hybridni sterility u divokych mysi odchycenych v hybridni zéné (Payseur
et al. 2004, Vyskocilova et al. 2005, Macholan et al. 2007, Teeter et al. 2010) ukazal
vyznamnou genetickou variaci, avSak nizkou reprodukovatelnost. Alternativou se stal
vyzkum hybridni sterility na inbrednich mysich laboratornich kmenech (Forejt & Ivanyi

1974, Forejt et al. 1991, Forejt 1996, Gregorova & Forejt 2000, Vyskocilova et al. 2005).
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Obr. 3. Hybridni zéna mezi M. m. musculus a M. m. domesticus prochazejici

Evropou

Hybridni zona prochazejici skrz Evropu. Obrazek ptevzat z Macholan et al. 2008.

Prvni geneticky lokus hybridni sterility byl u obratlovcti (u mysi doméaci — Mus
musculus) identifikovan v roce 1974 na chromozomu 17 a pojmenovan Hybrid Sterility
1 (Hstl) (Forejt & Ivanyi 1974). Dlouholety vyzkum Hs¢/ lokusu vedl k identifikaci
prvniho sav€iho genu hybridni sterility, genu Prdm9 kodujici trimethyltransferazu
histonu 3 na lysinu 4 a 36 (H3K4 a H3K36) (Forejt 1985, 1996, Forejt et al. 1991,
Gregorova et al. 1996, Trachtulec et al. 2005, Trachtulec et al. 2008, Mihola et al. 2009).
V roce 2010 byla objevena funkce Prdm9 genu v meiotické rekombinaci, kdy protein
PRDMD na alelicky specifickych mistech vaze genomovou DNA a trimethyluje lysin 4
a lysin 36 histonu 3, tim urcuje umisténi (aktivaci) rekombinacnich hotspotli (Baudat et
al. 2010, Myers et al. 2010, Parvanov et al. 2010).

Dalsi lokusy hybridni sterility lezi na chromozomu X, jedna se o lokusy Hstx/
a Hstx2. Lokus Hstxl (Hybrid Sterility X Chromosome 1) je spojovan s abnormalitami
v morfologii spermii u mezidruhovych myS$ich hybridi (Storchova et al. 2004) a nese
faktor Meirl (Meiotic Recombination 1), ktery kontroluje miru meiotické rekombinace

(Balcova et al. 2016). Faktory na tomto lokusu zatim nebyly geneticky odliSeny, mtze se
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tedy jednat i o pleitropni ucinek jediného genu. Lokus Hstx2 (Hybrid Sterility X
Chromosome 2) byl pozdéji mapovan jako 4,7 Mb velka oblast lezici na chromozomu X
(chr. X: 64,9-69,6 Mb) (Bhattacharyya et al. 2014), néasledné se tuto oblast podaiilo
zmensSit na 2,7 Mb (chr. X: 66,51-69,21 Mb) (Lustyk et al. 2019). Oba lokusy, Hstx!/
a Hstx2, byly v riznych genetickych kiizenich mapovany do stejného tuseku DNA
a mohou, ale nemuseji reflektovat totozny, dosud neurceny gen. Lokus Hs#x2 v interakci
s Prdm9 zptsobuje u hybridt mezi M. m. musculus (zastoupeny kmenem PWD/Ph, dale
jen PWD, ktery byl odvozen z divoké mysi (Gregorova & Forejt 2000)) a M. m.
domesticus (zastoupeny kmenem C57BL/6J; dale jen B6) meiotickou zastavu a uplnou
samci sterilitu. Vyzkum na F; hybridech M. m. musculus (PWK/Ph; PWK) a M. m.
domesticus (WSB/EiJ nebo LEWES/E1]) prokazal, Ze podobné jako je tomu u F; hybrid
PWD/B6, sterilita hybrid zavisi na sméru kiiZzeni (Good et al. 2008), tato asymetrie ve
sterilité hybridi byla prokazéana i v dalSich pracich (Forejt et al. 1991, Gregorova et al.
1996, Mihola et al. 2009, Good et al. 2010, White et al. 2011, Flachs et al. 2012). Hybridi
PWD/B6 slouzi jako geneticky dobie definovany a snadno reprodukovatelny model pro
hybridni sterilitu (Forejt 1996, Forejt et al. 2012). Protoze v Fi PWD/B6 hybridech je
specifickd alelickd kombinace genu Prdm9 (Prdm97"P/2%) a lokusu Hstx2 (Hstx2P"P) pro
hybridni sterilitu nezbytna, ale nestac¢i k iplnému vysvétleni meiotické zastavy u hybrida,
Dzur-GejdoSova et al. (2012) navrhuji tfi a vic dalSich genti hybridni sterility, které sice
maji mensi efekt, ale dopliuji Prdm9/Hstx2 interakci. Navic v této praci objasiiuji
asymetrii sam¢i neplodnosti. Dulezitym fenotypem zastavy meidzy u Fi hybrida je
meiotickd asynapse homolognich chromozomt (Bhattacharyya et al. 2013, 2014). Toto
selhani meiotické synapse je v pribéhu evoluce pravdépodobné zplisobeno postupnou
mutaci PRDM9 vazebnych mist v kazdém poddruhu, coZ vede k asymetrii DNA DSBs
hotspotli u jejich hybridit (Davies et al. 2016). Daviesova teorie o nedostatku
symetrickych DNA dvoufetézovych zlomi (Davies et al. 2016) byla podpoiena
experimenty (Gregorova et al. 2018), kdy navySenim poctu symetrickych DSBs pomoci
nahodnych tsekt PWD/PWD sekvence u dvou az ¢tyi autozomt PWD/B6 F hybrida
doslo k vyznamné zvySené synapsi a Castecnému zvraceni neplodnosti samci. Dalsi
zlepSeni synapse pachytennich chromozomii bylo mozné pozorovat u Fi hybridi, kterym
byla podana jednorazovd davka cisplatiny, kterd zpiisobuje vznik exogennich
dvouretézcovych zlomt (Wang et al. 2018).

Pro podrobnéjsi analyzu F; hybridni sterility byly vytvofeny chromozomalné

substitu¢ni konzomické kmeny, kde byl v kazdém kmeni nahrazen jeden B6 chromozom

15



svym PWD homologem. Celkem bylo vytvofeno 18 konzomickych kment,
9 subkonzomickych kmend a 1 konplasticky kmen (Gregorova et al. 2008). Soubor
subkonzomickych kment byl navic rozsifen o kmeny B6.PWD-Chr*!* (Bhattacharyya et
al. 2013), B6.PWD-Chr*®+% a B6. PWD-Chr*%-® (Lustyk et al. 2019).

2.2 Meioza

2.2.1 Meioza a jeji faze

Abychom mohli sledovat molekularni pfi¢iny poruch plodnosti, musime se
v procesu utvareni gamet u pohlavné se rozmnozujicich organismii. Meidza je specidlni
typ bunécéného déleni, kdy na rozdil od mitdzy je jedna DNA replikace nasledovéana
dvéma bunécnymi délenimi (meidza 1. a meidza II.), ¢imz dochazi v buiice ke snizeni
poctu chromozomi na polovinu a vede ke vzniku haploidnich gamet — spermie a vajicka
(Bolcun-Filas & Schimenti 2012). Prvni meiotické déleni je redukéni, béhem ncho se
matefské a otcovské chromozomy oddéluji do dcefinych bunck. B&hem druhého
meiotického déleni jsou oddéleny sesterské chromatidy a to vede ke vzniku haploidnich
gamet. Z jedné matetské bunky tedy vzniknou Ctyfi buniky dcefiné. Béhem meidzy
dochazi diky genetické rekombinaci k promichdni matefskych a otcovskych genomi, coz
zapricinuje vznik novych alelickych kombinaci a tim 1 genetickou diverzitu. Navic se
diky meidze mezi generacemi udrZuje spravna ploidie (Zickler & Kleckner 1998,
Bolcun-Filas & Schimenti 2012, Alberts et al. 2014).

Do gametogeneze vstupuji zarode¢né pohlavni buniky (PGC — primordial germ
cells) v7. dnu embryonalniho vyvoje, kdy kolonizuji embryonélni genitalni brazdu
(Saitou & Yamaji 2012). Jejich pozdéjsi diferenciace do spermatogonii nebo oogonii je
regulovana vnitinimi bunéénymi faktory 1 faktory z okolnich tkani. Samci a samice maji
rozdilné Casovani pribéhu meidzy. Samici meidza zacina uz v obdobi fetdlniho vyvoje,
kdy prvni meiotické déleni dojde do diplotenniho stadia, ve kterém setrvd az do
hormondlni iniciace dalSiho zrani. Sam¢i pohlavni bunky se naopak zacinaji vyvijet az
behem postnatalniho vyvoje (Adams & McLaren 2002).

Meioza I. a Il. se rozd€luji na 4 faze — profazi, metafazi, anafazi a telofazi. Meidza

za¢ina po skonceni posledni DNA replikace, kdy se ze spermatogonii nebo oogonii stanou

16



primarni meiocyty. Nasleduje profaze 1., kterd je nejdelsi a zaroven nejkriti¢téjsi fazi
meidzy. Profazi 1. rozd€lujeme na leptotene, zygotene, pachytene, diplotene a diakinezi.
V této fazi dochazi k parovani homolognich chromozomil, mezi kterymi dochazi
k rekombinaci. V misté¢ rekombinace vznikd fyzické propojeni, chiasma, které je
nezbytné pro spravné rozdeleni do dcetfinych bunék, ¢imz kon¢i meidza I. Sekundérni
meiocyty vstupuji do meiozy II., kterd probihd podobné jako mitéza (vyjma replikace
DNA). Béhem meiozy II. dojde k rozchodu sesterskych chromatid a vysledkem je, Ze
z jedné zarodec¢né diploidni builky vzniknou 4 dcetfiné haploidni gamety. U samcii
vznikaji 4 spermie, zatimco u samic vznikne 1 vajicko a 3 polova téliska, a to pouze

pokud dojde k oplodnéni (Bolcun-Filas & Schimenti 2012, Alberts et al. 2014).
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Obr. 4. Gametogeneze a meidza

Toto schéma zobrazuje gametogenezi (Cerné pismo) a meidzu (tmavé Cervené pismo) v muzskeé
(levé) a zenské (pravé) zarodeéné linii. Cisla zdiraziiuji obsah DNA (hodnota C) a pocet sad
chromozomu (hodnota N, ploidie) v zarode¢nych buiikach v riznych stadiich. Obrazek pievzat

z Bolcun-Filas & Handel 2018.
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2.2.2 Profazel.

Profaze I. je nejdiilezitéjsi ¢asti meidzy. Zaroven je to faze, kterd odliSuje meidzu
od mitézy. Béhem meiotické profaze 1. dochazi k parovani homolognich chromozomu
ajejich vzijemné synapsi. Proces synapse homologii je =zavrSen formovanim
synaptonemalniho komplexu.

Jednotliva stadia meiotické profaze I. jsou definovana strukturou a umisténim
jednotlivych chromozomi (Handel & Schimenti 2010).

Béhem profaze 1. jsou telomery dulezité pro chromozomalni a genomovou
stabilitu. V profazi L. jsou telomery ptipojeny k jadernému obalu a vykazuji dynamicky
pohyb, a to hlavné v pfechodu mezi leptotenem a zygotenem, kdy se shromazd'uji
v ur¢itych mistech a tvofi ,,buket”. Predpoklada se, ze v buketu dochazi k interakci

homolognich chromozom a jejich parovani (Bolcun-Filas & Schimenti 2012).
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Obr. 5. Formace synaptonemalniho komplexu béhem profaze I.
Synapse a desynapse béhem profaze I. u samct. Nahofe jsou zobrazeny meiocyty prochazejici
profazi I. Uprostied je zobrazen fez osou chromozomu a synaptonemalnim komplexem i s proteiny

rekombina¢niho mechanismu. Obrédzek prevrat z Bolcun-Filas & Handel 2018.
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I. Leptotene

Chromozomy jsou v leptotenu dlouhé, tenké, dekondenzované a vypadaji jako
vlakno (Zickler & Kleckner 1998).

V tomto stadiu se mezi sesterskymi chromatidami zacina tvofit ,,leSeni* vzniklé
ze spojeni axialnich elementd (AEs) a proteinii synaptonemalniho komplexu. Axialni
elementy jsou tvoreny jadrovymi proteiny zvanymi koheziny. Koheziny specifické pro
meidzu jsou STAG3, SMC1f a RECS (Prieto et al. 2001, Revenkova et al. 2001, Eijpe
et al. 2003). Spole¢né s koheziny, kondenziny I a II hraji klicovou roli pii utvareni
a segregaci meiotickych chromozomi (Lee 2013). Spojeni pomoci AEs udrzuje sesterské
chromatidy spojené¢ az do druhého meiotického déleni. Homologni chromozomy se
k sobé zacinaji rovnat, ale zatim nedochazi k jejich parovani. V této fazi dochazi ke
vzniku programovanych dvoufetézcovych zlomi (DSBs) vyvolanych DNA
topoizomerazou Spol 1 (Keeney 2008). Bez téchto zlomi by nemohlo dojit k rekombinaci
(Baudat et al. 2013, Bolcun-Filas & Handel 2018). Vzniklé DSBs je nutné opravit, ale na
rozdil od mitézy jsou DSBs opravovany podle homologni chromatidy, a ne podle
sesterské chromatidy (Lao & Hunter 2010). Mista DSBs jsou uréena genem Prdm9, ktery
se specificky vaze na DNA a trimethyluje lysin 4 nebo lysinu 36 na histonu 3 (Hayashi
et al. 2005, Wu et al. 2013, Baker et al. 2014, Powers et al. 2016). Vznik DSBs vede
k fosforylaci histonu H2AX na YH2AX, do mist DSBs se vazi proteiny DMC1 a RADS1,
které¢ stabilizuji meziprodukty vymeény vladken (Neale & Keeney 2006, Handel
& Schimenti 2010, Bolcun-Filas & Schimenti 2012). Vznik a oprava DSBs jsou nezbytné
pro vytvofeni synaptonemalniho komplexu podél celé délky homolognich chromozom
(Kauppi et al. 2013). V leptotene se AEs formuji nejprve v kratkych usecich, které se
postupné prodluzuji (Handel & Schimenti 2010, Bolcun-Filas & Schimenti 2012).
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Obr. 6. Leptotenni jadro

Jadro leptotenniho spermatocytu. Cervené je znaten protein synaptonemalniho komplexu SYCP3,

fialové€ je znaéena forforylovana varianta histonu YH2AX, modfe je znaceno jadro.

II. Zygotene

V zygotenu se chromozomy zkracuji a ztlustuji, coz znaci, ze se homologni
chromozomy dostavaji do tésné blizkosti (Zickler & Kleckner 1998).

Péarovani homolognich chromozomt se prodluzuje, dochazi k zahéjeni synapse,
formuje se synaptonemalni komplex. Synaptonemalni komplex (obr. 7) je proteinova
struktura, ktera se mezi dvéma homolognimi chromozomy postupné tvoii a nasledné
zanikda. Axialni elementy se za¢inaji propojovat pomoci struktury, ktera je zvana centralni
element (CE), a tim se vytvaii laterdlni elementy (LEs) synaptonemalniho komplexu.
Lateralni elementy jsou s centrdlnim elementem spojeny pomoci pticnych vldken

(Handel & Schimenti 2010, Bolcun-Filas & Schimenti 2012).
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Obr. 7. Utvareni synaptonemalniho komplexu

Proteiny SYCP1 se svymi C-konci vazi k axialnimu elementu (SYCP2 a 3) a svymi N-konci se
spojuji mezi sebou. Tato N-koncova propojeni jsou stabilizovana proteinem SYCEIL. Vznikaji
kratké useky, které jsou mezi sebou propojovany SYCE2, tim dochazi k prodluzovani a utvati se
synaptonemalni komplex podél celého chromozomu. Obrazek ptevzat z Bolcun-Filas &Schimenti

2012.

Na zacatku zygotenu uz maji homologni chromozomy nalezeny svoje spravné
protéjSky a v misté¢ axialnich elementl dochdzi k propojovani a vytvafeni sypanse
(Mahadevaiah et al. 2001). Béhem tohoto procesu se z axidlnich elementti (obsahujici
proteiny SYCP2 a SYCP3 — Synaptonemal Complex Protein 2 a 3, HORMADI
a HORMAD2 — HORMA containing-domain protein 1 a 2) stavaji lateralni elementy
a proteiny centralniho elementu (SYCP1 — Synaptonemal Complex Protein 1, SYCEI
a 2 — Synaptonemal Complex Central Element Protein 1 a 2, TEX12 — Testis-expressed
Protein 12) formuji centralni zénu synapsovanych homologt (de Vries et al. 2005, Hamer
et al. 2006, Bolcun-Filas et al. 2007, 2009, Handel & Schimenti 2010, Bolcun-Filas
& Schimenti 2012). V zygotenu za¢ind i proces opravy DSBs. Nejcastéjsi zplisoby opravy
jsou SDSA (synthesis-dependent strand annealing) cesta, kdy dochazi k opravé pomoci
non-crossovert, kterda mé za vysledek genovou konverzi (Paques & Haber 1999, Allers
& Lichten 2001) a DSBR (double-strand break repair) cesta, kterd mtze vést jak ke

vzniku crossoverd, tak ke vzniku noncrossovert a genové konverzi (Szostak et al. 1983).
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Obr. 8. Zygotenni jadro

Jadro zygotenniho spermatocytu. Cervend je znaden protein synaptonemalniho komplexu SYCP3,

fialové€ je znaéena forforylovana varianta histonu YH2AX, modfe je znaceno jadro.

III. Pachytene

V pachytenu jsou chromozomy kratsi, silngj$i, kondenzované a jsou tésnéji
spojeny. Nicméné na konci tohoto stddia je toto uspotaddani ztraceno a konce
chromozomtl jsou rovnomérn¢ rozmistény podél vnitiniho povrchu jaderného obalu
(Zickler & Kleckner 1998).

Hlavnim ukolem pachytenniho stiddia je dokonceni synapse, ke kterému dochéazi
vytvofenim vSech tii ¢asti synaptonemalniho komplexu podél celé délky chromozomu.
V tomto stadiu je zfetelna centralni zona synaptonemalniho komplexu, ktera je tvofena
proteiny SYCP1, SYCE1 a SYCE2.

Pachytenni faze je velmi dlouhd (u mysi cca 6 dni) a zahrnuje zrani urcitych
rekombinacnich mist na ,,crossing-overy“ (CO), které jsou oznacené pomoci proteinil
MLH1 (MutL protein homolog 1) a MLH3 (MutL protein homolog 3) (Edelmann et al.
1996, Holloway et al. 2008).

Meiotickd rekombinace generuje genetickou rozmanitost a vede k vazbé mezi
homolognimi chromozomy, coz zajiSt'uje spravnou segregaci chromozomu (Bolcun-Filas
& Schimenti 2012). Homologni meiotickd rekombinace a synapse je zahdjena vznikem
geneticky programovanych dvoufetézcovych zlomii DNA, a to jak u savcd, tak

u kvasinek. Tyto zlomy jsou opraveny pomoci crossoveri (CO) nebo noncrossovert
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(NCO). CO tvoti pouze 10 % z opravenych DSBs (Cole et al. 2012), zbylych 90 % je
opraveno pomoci NCO. Rozlozeni CO ¢i NCO v genomu neni ndhodné. Byla zjisténa
mista zvana hotspoty, kde Castéji dochadzi ke vzniku DSBs a coldspoty, kde naopak k této
udalosti dochazi zifidka. U mySi jsou potencialni hotspoty rekombinace oznaCeny
methylaci histonu H3 na lysinu 4 a 36 PRDMO9 proteinem (Powers et al. 2016). Vznik CO
je pfisné regulovan. Za prvé, kazdy chromozomovy par musi mit alespon jeden CO (Cole
etal. 2012). Za druhé, je znam jev zvany CO interference, kdy spolecny vyskyt dvou CO
v tésné blizkosti je vysoce nepravdépodobny (Petkov et al. 2007). Za tieti, celkovy pocet
CO je urCeny geneticky, coz vede ke srovnatelnému poctu CO bez ohledu na pocet
pfedchéazejicich DSBs (Cole et al. 2012, Balcova et al. 2016). Vznik CO vede
k naslednému utvofeni chiasmat, ktera jsou nezbytna pro spravné sparovani a segregaci

homolognich chromozomi (Bolcun-Filas & Schimenti 2012).
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Casny pachytene Stfedni pachytene

Pozdni pachytene

Obr. 9. Pachytenni jadra

Jadra pachytennich spermatocytd .Cervend je znaGen protein synaptonemalniho komplexu
SYCP3, fialové je znacena forforylovana varianta histonu YH2AX, zelené je znacen histon H1t
linker, modie je znaceno jadro. Pomoci H1t linkeru lze odlisit stadia meiocytl od pachytene dal,

v ¢asném pachytene se H1t nevaze nebo velmi slabg, s postupujici profazi I. sila zbarveni roste.
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IV. Diplotene

V diplotenu je chromatin difizni a dochazi ke ztraté Casti synaptonemalniho
komplexu. Chromozomy podléhaji desynapsi, kdy dochazi k odstranéni pficnych vlaken
a centralnich elementli, homology jsou od sebe ¢astecné oddéleny, zlistavaji vSak spojeny

pomoci chiasmat (Zickler & Kleckner 1998, Handel & Schimenti 2010).

Obr. 10. Diplotenni jadro

Jadro diplotenniho spermatocytu. Cervené je zna¢en protein synaptonemalniho komplexu SYCP3,
fialové je znacena forforylovand varianta histonu YH2AX, zelené je znacen histon HIt linker,

modfe je znaceno jadro. Na obrazku Ize pozorovat chiasmata spojujici homologni chromozomy.

V. Diakineze

Diakineze je konecnou fazi profdze 1., béhem této faze dochazi ke zmenSovani
bivalentt, které méni svoji velikost az do metafaze 1., kde jsou srovnatelné velké s jejich

mitotickymi metafaznimi protéjsky (Zickler & Kleckner 1998).
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3 Cile prace

Tato prace ma za cil svymi poznatky ptispét k porozuméni jevu hybridni sterility

jako jednoho z postzygotickych izolac¢nich reprodukénich mechanism piispivajiciho

k procesu speciace. V praci byly jako model sav¢i hybridni sterility pouzity inbredni mysi

kmeny pochazejici ze tfi poddruhtt mysi domaci, Mus musculus musculus, Mus musculus

domesticus a Mus musculus castaneus.

1.

Objasnéni mechanismu asynapse u sterilnich hybridu

Cilem této c¢asti projektu bylo prozkoumat vztah mezi Prdm9-kontrolovanou
meiotickou zéastavou a asynapsi u sterilnich hybridii zaclenénim ndhodné
dlouhych konsubspecifickych homolognich tsekti do nékolika autozomalnich
pard, u kterych jsme analyzovali jejich schopnost vytvaret synaptonemalni
komplexy a vliv na fertilitu. Navic jsme chtéli objasnit vztah nedostatecného poctu
spravné opravenych PRDMO9-dependentnich dvoufetézcovych zlomi DNA

k asynapsi a meiotické zastave.

Ovéfeni  vlivu exogennich dvouretézcovych zlomti DNA na parovani

chromozomu sterilnich hybrida

Cilem tohoto projektu bylo ovéfit zjisténi objevena v bod¢ 1 (Gregorova et al.
2018), tedy Ze nedostatek spravné opravenych dvoufetézcovych zlomil je
zodpovédny za vznik asynapse. ZjiStovali jsme, zda zvySeny pocet
dvoufetézcovych zloml DNA po aplikaci cisplatiny povede k zlepSeni meiotické

synapse chromozomd.

Ovéfeni ulohy genu Prdm9 v samci plodnosti hybridad s genomem pochazejicim

ze tfi mySich poddruhu

Mezipoddruhova heterozygozita genomu je dalezitou slozkou hybridni sterility
(Bhattacharyya et al. 2013), kdy jsou za F; hybridni sterilitu zodpovédni gen
Prdm9 a lokus Hstx2. Cilem tohoto projektu bylo ovéfit hypotézu, zda genotyp
Prdm97"P'B5 | Hstx2""P bude dominantni pro asynapsi chromozomii a meiotickou
zastavu 1 v genomu pochdzejicim z 25 % zttettho mysiho poddruhu, Mus

musculus castaneus.

26



4 Material a metody
4.1 Mysi

Inbredni laboratorni kmen C57BL/6J (dale jen B6) odvozen z mysiho poddruhu
Mus musculus domesticus pochazel z The Jackson Laboratory (Bar Harbor, USA),
inbredni laboratorni kmen CAST/EiJ (dale jen CAST) odvozen z poddruhu Mus musculus
castaneus byl dovezen z University of Oxford (Oxford, Velka Britanie), mysSi kmen
PWD/Ph (Prague Wild D) byl odvozen z divokych mysi poddruhu Mus musculus
musculus (Gregorova & Forejt 2000) v Ustavu molekularni genetiky Akademie véd
Ceské republiky (UMG AV CR), kde jsou od té doby tyto kmeny udrzovany pomoci
inbredniho kiiZeni. Konzomické kmeny CS57BL/6JChr #*VP (dale v textu popsané
B6.PWD-Chr") byly téz piipraveny na UMG AV CR (Gregorova et al. 2008).

Vsechny kmeny byly ustdjeny v SPF (Specific Pathogen Free) chovech na Ustavu
molekularni genetiky AV CR s cyklem 12 hod. svétlo/12 hod. tma. Mysi mély neustaly
pristup k ¢isté vodé a potravé (VELAZ, ST-1, 3,4 % tuku).

Pii praci s my$mi byly dodrzovany zakony Ceské republiky na ochranu zvifat

proti tyrani (€. 246/1992 Sb).

4.2 Izolace genomové DNA alkalickou extrakci

Izolace genomové DNA byla pfipravovana podle protokolu (Truett et al. 2000).
K izolaci genomové DNA byla pouZita ¢ast odstfizeného ocasku nebo ucha (cca 2 mm),
ktera byla ptidana do 600 ul 50 mM NAOH. Tkan s roztokem byla po dobu 90 minut
zahfivéana v picce na 95 °C. Vzorek byl ndsledné zchlazen a neutralizovan 50 ul 1M Tris
(pH 8) s lehkym promichanim roztoku pomoci pfevraceni zkumavky. Poté byl vzorek
6 min staen na stolni centrifuze na maximalni otacky 16900xg. Takto vyizolovanou
DNA bylo mozné okamzité pouzit na genotypizaci, ptipadné DNA ulozit do 4 °C (na
dobu 2 tydnt).
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4.3 Izolace vysokomolekularni DNA

K této izolaci byly pouzity Kity Gentra® Puregene® Core Kit A od firmy Qiagen.
Kousek sleziny, ptipadné ocasku byl rozstiihan v 300 pl roztoku ,,Cell lysis solution®,
poté bylo do zkumavky piidano 1,5 pul proteinazy K o koncentraci 20 mg/ml. Vzorek byl
jemné promichan pfevracenim zkumavky 25x a byl inkubovan pies noc na mini-rotatoru
RS-24 Biosan v termostatu pfi 55 °C. Nasledn¢ byl vzorek pii pokojové teploté
zcentrifugovan 1 min pii 1400xg, poté z néj byl odebran supernatant do novych 1,5ml
zkumavek. Poté bylo 1,5 pul Rnazy A pfidano k supernatantu a zkumavka s roztokem byla
opatrné 25x prevracena. Déle byl vzorek 1 hod. pfi 37 °C mirné protifepavan
v termomixéru Comfort Eppendorf. Thned po inkubaci byl vzorek piesunut na 1 min na
led, kde do n¢&j bylo ptidano 100 ul roztoku ,,Protein precipitation solution®. Nasledné byl
vzorek michén po dobu 20 s a pfi pokojové teploté centrifugovan 3 min na maximalni
otaCky 16900xg, zde doSlo k vysraZeni proteinii. Supernatant byl pfenesen do novych
1,5ml zkumavek a bylo k nému ptidano 300 pl isopropanolu. Vzorek byl jemné 25-50x
prevracen, diky c¢emuz doSlo k vysrazeni DNA, poté byl pii pokojové teploté
centrifugovan 1 min na maximalni otacky 16900xg. Supernatant byl opatrné odsat a DNA
ve formé pelety byla promyta 300 pl 70% ethanolu. Nasledovala centrifugace 1 min na
maximalni otdc¢ky 16900xg, supernatant byl opet odsat a peleta byla pii pokojové teplote
5 min suSena. K peleté bylo ptidano 25 pl roztoku ,,Hydratation solution®, vzorek byl 5 s
promichévan a 1 hod. inkubovan v termomixéru pii 65 °C, kdy doslo k ¢astecnému
rozpusténi DNA. Pro dokonalé rozpusténi DNA byl vzorek pti pokojové teploté mirné
pfes noc protfepavan v termomixéru. Dalsi den byla koncentrace a kvalita DNA zméfena
pomoci poméru A260/A280, A260/A230 na spektrofotometru. Vzorek DNA byl nasledné
uskladnén pfi 4 °C.

4.4 Genotypizace pomoci polymerazové retézové reakce

Zakladni genotypizacni reakce obecné probihala v 20 pl reakéni smési.
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Pro tuto praci byly nejcastéji vyuzivany tyto primery:

Chromozom 5 — D5Mit346, D5Mit49, D5Mitl78, D5Mit349, D5Mit386,
D5Mit106, D5Mit302, D5Mit303, D5SMit277, D5SMitl36, D5SMitl38, D5Mit140,
D5Mit59, D5Mit63, D5Mit326, D5Mit102

Chromozom 7 — D7Mit21, D7Mit191, D7Mit180, D7Mit265, D7Mit246,
D7Mit31, D7Mit66, D7Mit71, D7Mit259

Chromozom 12 — D12Mit37, D12Mit215, D12Mit49, D12Mitl1, D12Mit136,
D12Mit147, D12Mit285, D12Mitl 18, D12Mit7, D12Mit20

Chromozom 15 — D15Mitl75, DI15Mit130, D15Mit9, D15Mit138, D15Mitl13,
D15Mit270, DI5Mit234, DI15Mit67, DISMit215, DI15Mitl61, DI15Mit43,
D15Mit97, D15Mit40, D15Mit16, D15Mit79

Chromozom 16 — D16Mit55, D16Mit165, D16Mit29, D16Mit57, D16Mitl2,
D16Mit83, D16Mit76, D16Mit71

Chromozom 17 — D17Mitl9, D17M334, D17M634, D17Mit81, D17Mit33,
D17Mit50, D17Mit139, DI17Mitl52, D17Mit93, DI17Mitl22, DI17Mitl55,
D17Mit123

Chromozom 18 — D18Mit66, D18Mit22, D18Mit84, D18Mit70, D18Mit149,
DI8Mit53, DI8MitS5, DI18Mit54, DI18Mit124, DI8Mitl184, DI18Mit209,
D18Mit185, D18Mit7, D18Mit25

Chromozom 19 — D19Mit32, DI9Mit61, D19Mit128, D19Mit96, D19Mit46,
D19Mitl1, D19Mit71

Chromozom X — SR51

Zdroj primerti: Mouse Genome Informatics, http://www.informatics.jax.org/
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Tab. 1. Reakéni smés pro amplifikaci markert u kiizeni (CAST x PWD) x B6

Smés Mnozstvi (ul)
10x Taq pufr s KCl1 2
MgCl, 0,8
Primery (10mM) 0,25 (kazdy)
dNTP (10mM kazdy) 0,4
Taq Polymeraza 0,15
H>O 14,15
DNA 2

Tab. 2. PCR cyklus pro SNP D17M634

Cyklus Teplota (°C) Cas (s)
1 95,0 120
2c 94,0 35
3c 53,5 40
4c 72,0 40
5 72,0 180
6 8,0 0
Cykly 2c-4¢ byly opakovany 39x
Tab. 3. PCR cyklus pro SNP SR51
Cyklus Teplota (°C) Cas (s)
1 95,0 120
2c 94,0 35
3c 55,0 40
4c 72,0 40
5 72,0 180
6 8,0 0

Cykly 2c-4c¢ byly opakovany 39x

30



4.5 Elektroforéza

PCR amplikony byly rozdéleny na horizontalni gelové elektroforéze za pomoci
2% (w/v; fragmenty vétsi nez 250 bp), 4% (w/v; fragmenty 150 az 250 bp ) nebo 5%
(w/v; fragmenty mensi nez 150 bp) agardzovych gelt. Interkalacni latka ethidiumbromid
(EtBr, 10 mg/ml) ¢i roztok fluorescencni barvy Midori Green (Nippon Genetics) slouzily
k zviditelnéni DNA pomoci UV svétla. Oba tyto roztoky byly pfidany piimo do gelu pied
jeho ztuhnutim a to v mnozstvi 10 pl EtBr nebo 2 ul Midori green na 100 ml gelu. Vzorek
se nanasel na gel spolecné s nanaseci barvou Orange G s glycerolem. Pti elektroforéze

byl pouzit 0,5x TBE pufr. Elektroforéza byla pusténa pod napétim 8,4 V/em.

4.6 Vaha téla a varlat

Pied pitvou byli jednotlivi samci zvazeni (BW — body weight — hmotnost téla
v gramech), nasledné jim bcéhem pitvy byla zvdZena i jejich varlata (TW — testes
weight — hmotnost varlat v miligramech). Tyto dva fenotypy slouzily k prvni orientaci

plodnosti samcil.

4.7 Pocet spermii

Samciim byla béhem pitvy odebrana nadvarlata (epididymis), kterd slouzila
k ur¢eni poctu spermii. Cela nadvarlata byla pfidana do 0,5 ml vychlazeného 1x PBS,
nasledné byla ntizkami rozsttihana a vzorkem bylo silné zatfepano, aby doslo k uvolnéni
spermii. Vzorek byl cca 2 min ponechdn na stole, poté bylo z mezivrstvy s uvolnénymi
spermiemi odebrano 10 ul vzorku. Vzorek byl podle potfeby nafedén ¢i rovnou nanesen
do Biirkerovy pocitaci komiirky. Spermie byly pod svételnym mikroskopem spocitany ve
25 ctvercich (obé diagonaly Biirkerovy komurky + 1 Ctverec). Koncentrace spermii

v 1 ml se rovna poctu spermii v 25 ¢tvercich x 10 000 x zfedéni.

31



4.8 Injikovani cisplatiny

Pro injikovani cisplatiny byli pouziti samci ve véku 6-12 tydnii. Cisplatina (cisPt)
byla vzdy cCerstvé rozpusténa v 0,9% NaCl v koncentraci 1 mg/ml a intraperitonealné

injektovéana v koncetraci 1 mg/kg, 5 mg/kg nebo 10 mg/kg hmotnosti téla.

4.9 Analyza pribéhu meidzy u samcii a samic

Protokol pro pfipravu a pozorovani imunocytochemickych preparatii pomoci
hypotonického roztoku (Anderson et al. 1999) byl upraven a optimalizovan pro nase
vyuziti.

K analyze pribehu sam¢i meidzy byli pouziti samci ve véku 8—12 tydnl.

4.10 Jednobunécna suspenze

Pro ptipravu jednobunééné suspenze byly pouzity tyto roztoky:
* fixacni roztok 1% PFA — 50mM borat sodny (pH 9,2), 32% PFA, 15% triton
X-100, 7x inhibitory protedz (Roche, #1836153)

* 0,1 M sachar6za — 1 M sachar6za, millipore voda, 7x inhibitory proteaz (Roche,

#1836153)
* RPMI (Sigma, R8758)
* 1xPBS

Pro ptipravu imunocytochemickych preparati bylo nutné zhotovit jednobunécénou
suspenzi. Pro pfipravu suspenze bylo potfebné nejprve protiepanim rozvolnit
semenotvorné kanalky varlete, stazeného z tuniky, v 1 ml vychlazeného roztoku RPMI.
Supernatant byl odebran a ke vzorku doplnén novy 1 ml roztoku RPMI, roztok s kanélky
byl opét fadn€ promichan. Tento krok je mozné opakovat vicekrat. Poté byl vzorek
centrifugovan pii otd€kach 435xg po dobu 30 s a supernatant odebran. Do zkumavky bylo
ptfidano 100 pl RPMI a testikularni kanalky byly peclivé rozsttithany, RPMI doplnéno do

objemu 1 ml. Roztok byl pomoci ustfizené Eppendorf Spicky a pipety nasat 10x tam
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a zpét, poté byl prefiltrovan pies sitko BD Falcon 40 um cell strainer (Corning, #352340)
do nové zkumavky. Z prefiltrovanych vzorkt byl pomoci Biirkerovy komtrky spocitan
z 25 ¢tvercu pocet bunék na 1 ml. Nasledné byl podle zjisténého poc¢tu bunc¢k na 1 ml
odebran ptislusny objem vzorku, ktery byl dale centrifugovan pii otackach 435xg po dobu
30 s a byl odebran ptebyte¢ny supernatant. Ke stoCenym buiikdm byla ptidana 0,1M
sacharo6za s roztokem inhibitort proteaz (co sklo, to 100 pl). Roztok sachar6zy s buiikami
byl nésledné rozkapan pomoci pipety na predem pripravena sklicka s 100 ul fixa¢niho
roztoku 1% PFA temperovanych ve vlhkych komurkéach pii 4 °C. Skla se vzorky byla
inkubovéna po dobu 3 hod. pti 4 °C. Nasledn¢ se skla oplachla pomoci supercisté
millipore vody a nechala se na vzduchu oschnout. Po tomto kroku mohly byt preparaty
dale zpracovany, ptipadné ulozeny v 1x PBS pfii 4 °C (na nékolik dnll) nebo suché

pti -20 °C (na delsi dobu).

4.11 Imunobarveni

Pro imunobarveni byly potieba tyto roztoky:

*  0,5x MAH pufr - 1,5% BSA, 5% kozi sérum, 0,05% triton X-100, 0,2x inhibitory
protedz (Roche, #1836153), 1x PBS

* 1xPBS

* montovaci medium s DAPI (Vector Laboratories, H1200-10)

* Pouzité primarni protilatky

mySsi monoklonalni anti-SYCP3 (Santa Cruz, sc74569), krali¢i polyklonalni
anti-SYCP1 (Abcam, ab15087), krali¢i polyklonalni anti-HORMAD?2 (ziskano od
Attila Toth), lidskd autoprotildtka anti-centroméra (Antibodies-Incorporated,
15-235), morceci anti-histon linker HI1t (Inselman et al. 2003), kralici
polyklonalni anti-RADS51 (Santa Cruz, sc8349), krali¢i polyklonalni anti-DMC1
(Santa Cruz, sc22768), mysi monoklonalni anti-MLH1 (Abcam, ab14206), mysi
monoklondlni anti-yH2AX (Millipore 05-636)
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e Pouzité sekundarni protilatky:
Alexa Fluor 488 (kozi anti-krali¢i IgG, Molecular Probes A-11034), Alexa Fluor
568 (kozi anti-mys$i, Molecular Probes A-11031), Alexa Fluor 568 (kozi
anti-kralici, Molecular Probes A-11036), Alexa Fluor 647 (kozi anti-mysi,
Molecular Probes A-21236), Alexa Fluor 647 (kozi anti-lidska, Molecular Probes
A-21445), kozi anti-morceci [gG-Cy3 (Chemicon, AP108C)

Skla s jednobunécnou suspenzi byla 2x za sebou oplachnuta pii pokojové teploté
v roztoku 1x PBS po dobu 10 min. Na skla bylo naneseno 200 ul 0,5x MAH, skla byla
zakryta krycim sklem a blokovana 1 hod. pti pokojové teploté. Nasledné byla odstranéna
kryci skla a na preparaty byl pfidan roztok primarnich protilatek natedénych v 0,5x MAH.
Skla byla ptikryta krycim sklem a inkubovana ptes noc pii 4 °C. Nasledujici den byly
preparaty pii 4 °C oplachnuty 3x v 1x PBS po dobu 10 min. Poté byly na skla naneseny
sekundérni protilatky nafedéné v 0,5x MAH (100 pl) a skla byla zakryta krycim sklem,
nasledovala inkubace v temnu pfi 4 °C po dobu 90 min. Skla byla v temnu pfti pokojové
teploté oplachnuta 3x v 1x PBS po dobu 10 min, nasledoval rychly oplach v millipore
vod¢ a poté byla skla na vzduchu ususSena. Na suché skla bylo naneseno montovaci
médium obsahujici DAPI (Vector Laboratories, H1200-10) pro zvyraznéni jader (DNA).
Vyslednd skla byla zakryta krycim sklickem a nasledné mohla byt pozorovana pod
fluorescenénim mikroskopem ¢i byt ulozena pfi -20 °C po dobu nékolika tydnti.

Pfi imunobarveni pro ur¢ovani stadii meiotickych bunék byly pouZzity dvé mysi
monoklonalni protilatky. Barveni tedy muselo probihat ve dvou krocich, kdy byly nejprve
pouzity mysi monoklonalni protilatka anti-SYCP3 a morceci anti-histon linker H1t
s naslednym pfidanim sekundérnich protildtek a druhd mysi monoklonalni protilatka
anti-yH2AY byla nanesena aZz druhy den, inkubace trvala 2 hodiny a poté byla pfidana

sekundarni protilatka.
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Tabulka 4. Seznam pouZzitych protilatek s optimalizovanym Fedénim

Primarni protilatky

Sekundarni protilatky

Nazev Redéni Nazev Redéni
Zjistovani miry asynapse
mysi-a-SYCP3 1:100 kozi-a-mlIgG 568 1:400
krali¢i-a-HORMAD?2 1:300 kozi-a-rIgG 488 1:400
lidska-a-CEN 1:300 kozi-a-hlgG 647 1:400
Urcovani stadii meiotickych bunék
mysi-a-SYCP3 1:100 kozi-a-mlIgG 568 1:400
mysi-a-yH2AX 1:500 kozi-a-mIgG 647 1:400
morceci-a-H1t linker 1:700 | kozi anti-morceci IgG-Cy3 1:400
Zjistovani poctu dvoutetézcovych zlomt
mysi-a-SYCP3 1:100 kozi-a-mlIgG 568 1:400
krali¢i-a-RADS51 1:300 kozi-a-rIgG 488 1:400
krali¢i-a-DMC1 1:300 kozi-o-rIgG 488 1:400
lidska-a-CEN 1:300 kozi-a-hlgG 647 1:400
Zjistovani poctu rekombinacnich mist
krali¢i-a-SYCP1 1:500 kozi-a-rIgG 488 1:400
mysi-o-MLH1 1:20 kozi-a-mlIgG 568 1:400
lidska-a-CEN 1:300 kozi-a-hlgG 647 1:400
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4.12 DNA Fluorescenéni In-Situ Hybridizace (DNA FISH)

Roztoky pro DNA FISH:
e 70%, 90% a 100% ethanol
*  70% formamid
* 4xSSC
* 1xPBS
* DNA FISH proby (MetaSystems a Cambio)
* montovaci medium s DAPI (Vector Laboratories, H1200-10)

Ptiprava preparati pro DNA FISH je shodnd s pfipravou preparatl pro
imunobarveni. Takto pfipravena skla byla pouzita k DNA FISH. VSechny kroky byly

délany ve tmé s co nejmensim piistupem svétla.

Hotové imunocytochemické preparaty byly 3x omyty v 1x PBS po dobu 5 min.
Po prvnim oplachu bylo z preparatu opatrné sejmuto kryci sklo. Nasledovala postupna
tiiminutova dehydratace preparati pomoci 70%, 90% a 100% ethanolu. Skla byla
ponechéana ve tmé na vzduchu pii pokojové teploté, dokud nedoslo k jejich uschnuti. Poté
byla inkubovana v picce pti 65 °C po dobu 1 hod. Nasledovala sedmiminutova denaturace
skel v 70% formamidu v 0,6x SSC, jehoz teplota byla 73 °C. Poté byla skla zchlazena
v 70% ethanolu (-20 °C) po dobu 3 min, s naslednou tfiminutovou dehydrataci v 70%,
90% a 100% ethanolu. Proby byly zavCas pfipraveny podle instrukce ziskané
z MetaSystems. K 10 pl proby bylo ptidano 1,1 pl cotl DNA. Proba byla umisténa do
PCR cykléru s programem — 60 s pti 25 °C, 330 s pti 75 °C, 30 s pi1 10 °C a 30-60 min
pii 37 °C. Nasledn¢ bylo 10 pl pfipravené proby naneseno na sklo a zakryto krycim
sklickem, které bylo oblepeno gumou, aby nedoslo k proniknuti vzduchu do preparatu.
Skla byla hybridizovéana v picce ve vlhké komtrce po dobu 3 dnii pii 37 °C. Poté byla
skla 3x omyta v 4x SSC pfi teploté 42 °C po dobu 5 min. Na skla bylo pfidano montovaci
medium s DAPI (Vector Laboratories, H1200-10) a byla zakryta krycim sklickem. Takto
pfipravena skla se mohla pozorovat pod fluorescenénim mikroskopem, ptipadné mohla

byt uloZena pii -20 °C po dobu nékolika tydnt.
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4.13 Fluorescen¢ni mikroskopie a analyza obrazu

K pozorovani preparati byl pouzit fluorescen¢ni mikroskop Nikon Eclipse 400
s 40x ¢i 60x Plan fluor objektivem. Pofizovani, Gpravy a analyza obrazového materialu
byly zhotoveny pomoci programu NIS-Elements BR (Nikon).
4.14 Statisticka analyza

Welschuv t-test byl pouzit pro zjisténi signifikantnich hodnot pro hmotnost t¢la,

hmotnost varlat. Z dal$ich analytickych testti byly pouzity QTL analyza, GLMM a GLM
modely.
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5 Vysledky
5.1 Meiotické parovani homolognich chromozomi sterilnich PWD/B6

F1 hybridi

Synapse homolognich chromozom je dulezita pro dalsi pribéh meidzy a vyvoj
pohlavnich bunék. U F; hybrid vzniklych kifizenim poddruht Mus musculus musculus
(zastoupeny kmenem PWD/Ph, dale jen PWD) a Mus musculus domesticus (C57BL/6J,
dale jen B6) dochazi k riznému stupni asynapse, kterd mitize byt klasifikovéana jako tplna,
¢astecna ¢i smiSend (v jednom oznaceném chromatinovém oblaku se piekryvaji vice nez

dva univalenty).

5.1.1 Asynapse postihuje vSechny autozomy

Nejprve jsme provedli rozsdhlou analyzu asynapse jednotlivych meiotickych
chromozomti PWD/B6 F; hybridi imunobarvenim proteinu SYCP3 ke zviditelnéni
synaptonemalniho komplexu, dale imunobarvenim proteinu s HORMA doménou
(HORMAD2) kur€eni axialnich elementl nesynapsovanych chromozomu
a fluorescencni in-situ hybridizaci (FISH) k oznaceni chromatinu jednotlivych

chromozomu (obr. 11).
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Obr. 11. Asynapse heterosubspecifickych homologti v pachytennich jadrech
u PWD/B6 F1 hybridi

Na obrazcich jsou jadra primarnich spermatocyt v pachytennim stadiu meiotické profaze I.
z PWD/B6 F; hybridniho samce. Protein synaptonemalniho komplexu SYCP3 (modra), protein
obsahujici HORMA doménu HORMAD?2 (Cervena) jsou znaceny imunofluorescenéni metodou
a prislusny chromozom je znaCeny hybridizaci FISH sondou (zelenda). V obrazku muzeme
pozorovat uplnou (znazornénou Sipkami) a CasteCnou (znazornénou hroty Sipek) asynapsi
chromozomu 11 a 19. Chromozomy s poruchou synapse ¢asto tvofi zmét diky nehomolognimu

parovani.

Celkem jsme analyzovali 4168 pachytennich jader ze 40 PWD/B6 Fi hybridnich
samcu a zjistili jsme, Ze mira asynapse méla vzristajici frekvenci (obr. 12), kdy pét

A4

nejkratSich chromozomi vykazovalo nejvyssi tendenci ke vzniku asynapse.
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Typ asynapse
Smisena
40 - M Céstetna
I Uplng
30 -

Mira asynapse (%)

34567 8 91011121314 151617 18 19
Chromozom

Obr. 12. Mira asynapse jednotlivych autozomi v PWD/B6 F1 hybridech

Na grafu je zndzornéna primérna asynapse + smérodatna odchylka (SE). SmiSend asynapse
oznacuje 2 a vice zamotanych univalenti v jednom DNA FISH oznaceném chromatinovém
oblaku. Nejvyssi miru asynapse vykazuje pét nejmensSich chromozomi. Navic chromozomy

postizené vy$s$i mirou asynapse mély ¢astéji tuto asynapsi uplnou nézli ¢astecnou.

Diky objevu asymetrickych hotspotii dvoutetézcovych zlomi DNA u PWD/B6 F

hybridt (Davies et al. 2016, Smagulova et al. 2016) a informacim ziskanym ze

sekvenovani, mapovani a kvantifikace SPO11 oligonukleotidii uvolnénych béhem vzniku

dvoufetézcovych zlomi (dadle DSBs) (Lange et al. 2016) jsme byli schopni vypocitat

korelaci mezi poctem DSBs v ramci symetrickych hotspoti (dale jen symetrické DSBs)

na chromozom a bunku a synapsi mezi intersubspecifickymi homology. Vypocet byl

zalozen a limitovan nésledujicimi piedpoklady:

celkova hustota DSBs na jednotlivych chromozomech B6 a PWD/B6 F1 hybridi
je stejna

v jadfe, nachédzejicim se ve stadiu leptotene/zygotene se vytvoii piiblizné
250 DSBs (Kauppi a kol. 2013)

podil 0,28/0,72 symetrickych a asymetrickych DSBs v PWD/B6 F; hybridech je
konstantni na vSech autozomech (Davies et al. 2016)

Za téchto podminek mizeme pozorovat silnou negativni korelaci (Spearmanovo

p=-0,760, p = 0,0003) mezi mirou asynapse a pfedpokladanym poctem symetrickych
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DSBs (Davies et al. 2016) zalozenych na distribuci SPO11 oligonukleotidi u plodnych
B6 samcii (Lange et al. 2016) (obr. 13). Tato korelace je dokonce silngjs$i nez korelace
mezi mirou asynapse a délkou chromozomu (Spearmanovo p =-0,681, p=0,0013), 1 kdyz
délka chromozomi a ocekavany pocet symetrickych DSBs rovnéz siln¢ koreluji
(Spearmanovo p = 0,916, p = 1,1 x 107). Zjistili jsme, Ze to jsou symetrické DSBs, které
ovliviluji miru asynapse, a Ze synapse paru homolognich chromozoml zavisi na

pritomnosti ur¢itého minimalniho poc¢tu symetrickych DSBs.

~ 40 - 9 Spearmanovo rho= -0,760
S P =0,0003
S
Q
v 30-
Q.
O
o
& 20-
(v}
(3]
L
s 10-
0-

2 3 4 5
Predpokladané symetrické DSBs na chr

Obr. 13. Negativni Kkorelace mezi mirou asynapse a primérnym
predpokladanym pocétem symetrickych DSBs

Obrazek znédzoriuje negativni korelaci mezi mirou asynapse a prumérnym piedpokladanym
poétem symetrickych DSBs (Davies et al. 2016) zaloZzenou na distribuci SPO11 oligonukleotidi
u plodnych B6 samcu (Lange et al. 2016).

Navic jsme zjistili, ze na rozdil od jinych oblasti pachytennich jader, subnuklearni
oblasti asynapsovanych chromozomi skladajici se z pohlavnich chromozomi a/nebo
autozomalnich univalenti postradaji aktivni euchromatin (obr. 14). Pfedpokladame, Ze
nepifitomnost aktivniho euchromatinu je dusledkem selhani meiotické synapse
intersubspecifickych chromozomi, znamé jako meiotické umlceni nesynapsovaného
chromatinu (Burgoyne et al. 2009), kterda muze pfispivat k meiotickym fenotyptim

sterilnich hybridii (Larson et al. 2016).
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Obr. 14. Asynapsované chromozomy postradaji aktivni euchromatin

—chih RN

K prozkoumani umisténi aktivniho euchromatinu u asynapsovanych chromozomi PWD/B6 F,
hybridd jsme pouzili konfokalni fluorescenéni mikroskopii po znaceni HORMAD?2 (Cervena)
a Cot-1 RNA FISH (zelend). Asynapsované chromozomy jsou uloZeny v transkripéné¢ uml¢eném
chromatinu vizualizovaném nedostatkem extra-kodujici RNA (ecRNA) detekované Cot-1 RNA

FISH.

5.1.2 Minimalni délka konsubspecifické sekvence nezbytna pro

meiotickou synapsi

V ptedchozich pracich (Gregorova et al. 2008, Bhattacharyya et al. 2013, 2014)
jsme ukazali, Ze u sterilnich hybridi kiizeni PWD x B6.PWD-Chr” jsou konsubspecifické
(patfici stejnému poddruhu) PWD/PWD homologni bivalenty asynapse usetfeny.
Asynapse se tedy jevila jako chromozomalné-autonomni. Proto jsme se rozhodli nalézt
nejmensi délku PWD/PWD konsubspecifické sekvence, kterd by byla schopna zajistit
synapsi konkrétniho chromozomu a ptipadné¢ obnovit plodnost hybridi. Misto abychom
nahradili cely B6 chromozom jeho PWD homologem, jsme pomoci kiiZzeni saméich
hybridt (vzniklych z kiizeni dvou B6.PWD-Chr* konzomickych kmenti) a PWD samice
(déle je v textu toto kiizeni pojmenovano jako dvou-chromozomové kiizeni) vytvofili
rekombinantni PWD/B6 a B6/PWD chromozomy (obr. 15). Diky tomu jsme mohli
odhadnout minimalni délku a umisténi konsubspecifickych PWD/PWD usekt
potiebnych pro obnoveni synapse. Efekt PWD/PWD tseki na miru asynapse jsme
sledovali utfi riznych kiizeni popsanych vySe,a to na chromozomech 5 a 12,

chromozomech 7 a 15 a chromozomech 17 a 18 (tab. 5-10).
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Obr. 15. Dvou-chromozomové k¥iZeni

F1 hybridni samci vznikli z kfizeni dvou konzomickych kment (generace 1 — G1, na tomto obrazku
je zobrazené kiizeni pro konzomiky na 5 a 12 chromozomu) byli pfipusténi k PWD samici, ¢imz
vznikla generace 2 — G neplodnych F; hybridd s nahodnou rekombinaci na konzomickych

chromozomech 5 a 12.
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Tab. 5. Efekt velikosti a umisténi PWD/PWD Kkonspecifickych tsekii na asynapsi chromozomu 5 a na parametry plodnosti

u dvou-chromozomového kiiZeni

o Vzdélenost od centromery Chr 5 (celkova délka 151,8 Mb) P“L[é{gvn Asynapse Chr 5 Potet jader \frt‘l;t 5:2?::”
4.9 24,5 28,1 45,0 61,4 64,1 107,0 115,0 1254 127,0 1277 132,1 137,7 151,0 Mb, rozsah 9% 95% Cl N mg 10°
151,8; 151,8 2,0 0,3; 6,0 100 54,0 0,0
151,8; 1519 2,0 0,3; 6,0 100 64,0 0,0
67974 106,8; 123,7 0,0 0,0; 2,4 a3 69,0 0,0
69083 PB PB PB FB PB 90,4; 106,8 1,0 0,1;4,3 100 63,0 0,0
67730 FB PB PB PB FB 50,4; 106,8 0,0 0,0; 2,0 99 57,0 0,0
67878 PB FB PB FB PB 87,7; 904 1,0 0,1;4,3 100 58,0 0,0
67882 PB PB PB PB PB 44,8; 87,7 2,0 0,3; 6,0 100 59,0 0,0
67876 PB PB PB PB FB 54,9; 64,0 0,0 0,0; 2,0 100 69,0 0,0
69062 PB PB PB PB PB 44.8; 87,7 1,0 0,1;43 100 58,0 00
67973 PB PB PB PB PB 32,8; 448 3,0 0,8;7.6 100 67,0 0.0
69137 PB PB PB PB PB 19,7; 24,1 1,0 0,1;43 100 55,0 0,0
69846 PB PB PB PB PB 14,1; 19,7 3,0 0,8 7,6 100 NA NA
69328 PB PB FB PB PB 0,8; 14,1 12,0 6,6; 19,3 100 82,0 0,0
69186 PB PB PB PB PB 0,8; 14,1 5,0 1,8; 104 100 66,0 0,0
69138 PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 19,0 12,1: 274 100 55,0 0,0
65184 PB PB FB PB PB FB PB FPB PB FB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 9,0 4,4;15,6 100 74,0 0,0
69281 PB PB FB PB PB PB PB PB PB PB PB PB FB PB PB PB 0,0; 0,0 11,0 5,9; 18,1 100 710 0,0
69331 PB PB PB PB PB FB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 11,0 59; 18,1 100 63,0 00
PB ,0 12,0 6,6; 19,3 100 68,0 0,0
PB 0,0; 0,0 10,0 5,1; 16,9 100 710 0,0
PB 9,8; 24,5 4,0 1,3;90 100 61,0 0,0
PB 9,8; 24,5 0,0 0,0; 2,0 100 NA NA
PB 24,5; 28,1 1,0 0,1; 4,3 100 65,0 0,0
PB 45,0; 61,4 0,0 0,0; 2,0 100 710 0,0
PB 64,1; 107,0 0,0 0,0; 2,0 100 62,0 0,0
137,7;151,0 1,0 0,1;43 100 67,0 0,0

Minimalni a maximalni délky PWD/PWD useki byly uréeny pomoci umisténi DNA markerd pouzitych pro genotypovani. Bilé useky predstavuji heterozygotni interval
PWD/B6 (PB), oranzové useky predstavuji homozygotni PWD/PWD (PP) interval. Misto rekombinace je vyobrazeno Sedou barvou.

Pocet spermii odpovida poctu spermii v obou nadvarlatech v mil/ml, vaha varlat odpovida mokré vaze obou varlat, a to v miligramech.
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Tab. 6. Efekt velikosti a umisténi PWD/PWD konspecifickych usekii na asynapsi chromozomu 12 a na parametry plodnosti

u dvou-chromozomového kiiZzeni

it zaacs Vzdalenost od centromery Chr 12 (celkova délka 120,1 Mb) Pwd[é,*l‘E:\fD Asynapse Chr 12 Potetjader Vahavarlat Pocet spermii

54 15,8 30,8 35,0 54,6 91,0 1138 Mb, rozsah % 95% Cl N mg 10¢
65064 PB 91,0; 1034 0,0 0,0; 2,0 100 54,0 0,0
67577 48,8; 78,8 0,0 0,0; 2,0 100 67,0 0,0
67876 35,0; 54,6 1,0 0,1;4,3 100 65,0 0,0
69144 PB PB 36,5; 59,9 1,0 0,1;4,3 100 66,0 0,0
63760 PB PB 15,8; 30,8 1,0 0,1;43 100 65,0 0,0
69133 PB PB 19,8; 30,8 3,0 0,8; 7,6 100 64,0 0,0
67573 PB PB 12,2; 254 6,0 24;11,8 100 67,0 0,0
69281 PB PB PB PB 7,6; 15,7 4,0 1,3;90 100 71,0 0,0
67974 PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 10,0 5,1; 16,9 100 69,0 0,0
69136 PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 50 4,4;156 100 61,0 0,0
69138 PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 9,0 44;156 100 55,0 0,0
69184 PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 8,0 3,7;144 100 71,0 0,0
69282 PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 6,0 24;11,8 100 67,0 0,0
69328 PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 12,0 6,6; 19,3 100 66,0 0,0
69331 PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 5,0 1,8;104 100 63,0 0,0
69441 PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 8,0 3,7;144 100 68,0 0,0
69663 PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 4,0 1,3;90 100 70,0 0,0
65664 PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 8,0 3,7;144 100 71,0 0,0
69847 PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 5,0 1,8; 104 100 63,0 0,0
69186 PB PB PB PB PB PB PB 6,3; 16,7 10,0 51; 16,9 100 82,0 0,0
69763 PB PB PB PB PB PB PB 6,3; 16,7 3,0 0,8; 7,6 100 68,0 0,0
69427 PB PB PB PB PB PB PB 6,3; 16,7 0,0 0,0; 2,0 100 68,0 0,0
65082 PB PB PB PB PB PB PB 6,3; 16,7 0,0 0,0; 2,0 100 71,0 0,0
69062 PB PB PB PB PB PB 29,1; 65,5 2,0 0,3; 6,0 100 59,0 0,0
65083 PB PB PB PB PB PB 29,1; 65,5 1,0 0,1;43 100 57,0 0,0

Minimalni a maximalni délky PWD/PWD usekl byly uréeny pomoci umisténi DNA marker( pouzitych pro genotypovani. Bilé useky piedstavuji heterozygotni interval
PWD/B6 (PB), oranzové tiseky pfedstavuji homozygotni PWD/PWD (PP) interval. Misto rekombinace je vyobrazeno Sedou barvou.

Pocet spermii odpovida pocétu spermii v obou nadvarlatech v mil/ml, vaha varlat odpovida mokré vaze obou varlat, a to v miligramech.
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Tab. 7. Efekt velikosti a umisténi PWD/PWD Kkonspecifickych tsekii na asynapsi chromozomu 7 a na parametry plodnosti

u dvou-chromozomového kiiZeni

i Vzdalenost od centromery Chr 7 (celkova délka 145,4 Mb) PWd[()é{lF::VD Asynapse Chr 7 Pocet jader \Y;?; szgfﬁ':ii
33 18,0 24,6 25, 30,3 87,5 119,7 131,0 144,7 Mb, rozsah % 95% CI N mg 108
PB PB D 264247 4,0 13,90 100 56,0 0,0
PB PB PB PB PB 24,6; 25,7 11,0 59,181 100 64,0 0,0
PB PB PB PB PB 18,0; 24,6 8,0 3,7;14,4 100 65,0 0,0
69934 PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 10,0 51;16,9 100 68,0 0,0
69935 PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 9,0 4,4; 15,6 100 64,0 0,0
69878 PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 8,0 3,714,4 100 65,0 0,0
69627 PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 8,0 3,7;14,4 100 64,0 0,0
69467 PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 7,0 3,1;13,1 100 58,0 0,0
69626 PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 3,0 0,8;7,6 100 63,0 0,0
69780 PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 1,0 0,1;4,3 100 60,0 0,0
69572 PB PB PB PB PB PB PB 0,7; 14,4 8,0 3,7; 14,4 100 57,0 0,0
37007 PB PB PR PR PB PB PR 0,7: 14,4 4,0 1,2:9,1 98 69,0 0,0
69625 PB PB PB PB PB PB PB 0,7; 14,4 1,0 0,1; 4,3 100 65,0 0,0
69877 PB PB PB PB PB PB 14,4; 25,7 1,0 0,1; 4,3 100 56,0 0,0
69781 PB PB PB 100,7; 119,0 3,0 0,8; 7,6 100 62,0 0,0

Minimalni a maximalni délky PWD/PWD usekil byly uréeny pomoci umisténi DNA markerti pouzitych pro genotypovani. Bilé useky predstavuji heterozygotni interval
PWD/B6 (PB), oranzové tiseky predstavuji homozygotni PWD/PWD (PP) interval. Misto rekombinace je vyobrazeno Sedou barvou.

Pocet spermii odpovida poétu spermii v obou nadvarlatech v mil/ml, vaha varlat odpovida mokré vaze obou varlat, a to v miligramech.
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Tab. 8. Efekt velikosti a umisténi PWD/PWD konspecifickych usekii na asynapsi chromozomu 15 a na parametry plodnosti

u dvou-chromozomového kiiZeni

i Vzdalenost od centromery Chr 15 (celkova délka 104,0 Mb) PWd[;,:IF(’aWD Asynapse Chr 15 E’aodc:: \YaarT:t snger:ii

9,3 40,0 63,0 70,2 97,0 97,8 100,6 1019  102,8 1034 Mb, rozsah % 95%Cl N mg 108
Wr PB PB PB PB PB PB PB 40,0630 2,0 03;60 100 69,0 0,0
69623 PB PB PB PB PB PB PB PB 9,3; 40,0 2,0 03;60 100 65,0 0,0
69783 PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 3,0 08;76 100 56,0 0,0
69784 PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 11,0 59,181 100 60,0 0,0
69566 PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 13,0 7,4;20,5 100 72,0 0,0
69469 PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 16,0 9,7;240 100 56,0 0,0
69565 PB PB PB PB PB PB PR PB PB PB 0,0 0,0 160 97;240 100 68,0 0,0
69625 PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 160 9,7;240 100 65,0 0,0
69624 PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 19,0 12,1;27,4 100 59,0 0,0
69746 PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 21,0 13,8297 100 62,0 0,0
69743 PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 21,0 138,297 100 65,0 0,0
69781 PB PB PB PB PB PB PB 1,2;2,1 240 16,4;33,0 100 62,0 0,0
69878 PB PB PB PB PB PB PB 1,2;2,1 230 155;31,9 100 65,0 0,0
69782 PR PB PB PB PB PB PB 1,2;2,1 16,0 9,7;240 100 58,0 0,0
69879 PB PB PB PB 6,2;7,0 0,0 0,0;20 100 58,0 0,0

Minimalni a maximalni délky PWD/PWD usekil byly uréeny pomoci umisténi DNA markerti pouzitych pro genotypovani. Bilé useky predstavuji heterozygotni interval
PWD/B6 (PB), oranzové tseky pfedstavuji homozygotni PWD/PWD (PP) interval. Misto rekombinace je vyobrazeno Sedou barvou.

Pocet spermii odpovida poctu spermii v obou nadvarlatech v mil/ml, vaha varlat odpovida mokré vaze obou varlat, a to v miligramech.
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Tab. 9. Efekt velikosti a umisténi PWD/PWD konspecifickych tusekii na asynapsi chromozomu 17 a na parametry plodnosti

u dvou-chromozomového kiiZeni

Vzdalenost od centromery Chr 17 (celkova délka 95,0 Mb) PWWPWD Asynapse Chr 17 F.JOEEt Vaha POEEt.,
ID samce délka jader varlat spermii

4,8 15 15,6 30,9 34,7 45,4 52,7 65,3 73,8 93,2 Mb, rozsah % 95% Cl N mg 108
64979 PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 18,8 12,0;27,1 101 72,0 0,0
66707 PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 14,9 8,9;22,7 101 63,0 0,0
64855 PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 14,9 8,9:22,7 101 73,0 0,0
66954 PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 14,6 8,7:223 103 71,0 0,0
64574 PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 11,7 6,5;18,8 103 68,0 0,0
64977 PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0: 0,0 11,2 6,3:17,8 116 63,0 0,0
64718 PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0: 0,0 12,5 6,9; 20,1 96 68,0 0,0
64849 PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 7,0 3,1;13,0 102 76,0 0,0
66515 PB PB PB PB PB PB PB PB 1,8;21,2 16,0  9,5;24,4 92 75,0 0,0
66514 PB PB PB PB PB PB PB PB 1,8;21,2 14,0 8,1;21,7 100 71,0 0,0
64851 PB PB PB PB PB PB PB PB 1,8; 21,2 10,5 5,6;17,3 105 69,0 0,0
64719 PB PB PB PB PB PB PB PB 1,8;21,2 5,8 2,4:11,3 106 62,0 0,0
66819 PB PB PB PB PB PB PB PB 1,8;21,2 3,4 0,9; 8,2 100 72,0 0,0
66813 PB PB PB PB PB PB PB 21,2; 29,7 1,0 0,1;4,2 104 68,0 0,0
66876 PB PB PB PB PB 29,7; 42,3 0,0 0,0;2,0 97 58,0 0,0
64575 PB PB PB PB PB 42,3; 49,6 0,0 0,0;1,9 103 73,0 0,0
64922 PB PB PB PB PB 42,3; 49,6 2,8 0,7;7,1 108 69,0 0,0

64975 PB PB PB PB PB PB PB PB 4,8;15,0 7,9 3,7;14,2 101 80,0 0,0
66532 PB PB PB PB PB PB PB PB 4,8;15,0 6,0 2,4;11,8 100 72,0 0,0

Minimalni a maximalni délky PWD/PWD usekil byly uréeny pomoci umisténi DNA markerti pouzitych pro genotypovani. Bilé Gseky predstavuji heterozygotni interval

PWD/B6 (PB), oranzové tiseky predstavuji homozygotni PWD/PWD (PP) interval. Misto rekombinace je vyobrazeno Sedou barvou.

Pocet spermii odpovida poctu spermii v obou nadvarlatech v mil/ml, vaha varlat odpovida mokré vaze obou varlat, a to v miligramech.



Tab. 10. Efekt velikosti a umisténi PWD/PWD konspecifickych tsekii na asynapsi chromozomu 18 a na parametry plodnosti

u dvou-chromozomového kiiZeni

s vzdalenost od centromery Chr 18 (90,7 Mb) Pwd[:.!ﬁ:VD Asynapse Chr 18  Pocet jader \Yaérlil:t SEZE:H

3,8 25,0 57,4 76,9 89,6 Mb, rozsah % 95% Cl N mg 108
64574 PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 30,8 22,5;40,1 104 68,0 0,0
64851 PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 214 142:30,0 103 69,0 0,0
64719 PB PB PB PB PB 0,0; 0,0 193  12,7;27,4 109 62,0 0,0
64976 PB PB PB 1,1;13,8 280  19,8;37,3 100 71,0 0,0
66876 PB PB 13,8;33,3 94 39;18,1 64 58,0 0,0
66877 PB PB 13,8; 33,3 1,0 0,1; 4,3 101 64,0 0,0
66532 PB PB 13,8; 33,3 0,0 0,0; 2,5 78 72,0 0,0
66954 PB 33,3; 65,7 0,0 0,0; 1,9 102 71,0 0,0
66813 33,3; 65,7 0,0 0,0; 1,7 113 68,0 0,0
64922 90,7; 90,7 1,8 0,3; 5,5 109 69,0 0,0
64718 90,7; 90,7 0,0 0,0; 2,0 100 68,0 0,0
64975 90,7; 90,7 0,0 0,0; 2,0 100 0,0 0,0
64855 76,9; 89,6 0,0 0,0;1,9 103 73,0 0,0
64849 76,9; 89,6 0,0 0,0; 2,0 100 76,0 0,0
64575 76,9; 89,6 2,0 0,3; 6,0 101 73,0 0,0
64968 76,9; 89,6 3,0 0,8;7,6 101 73,0 0,0
64979 PB 57,4: 76,9 1,0 0,1; 4,3 100 72,0 0,0
66872 PB 57,4: 76,9 2,0 0,3; 6,0 103 73,0 0,0
66514 PB 57,4; 76,9 3,0 0,8:7,6 100 71,0 0,0
64977 PB PB 25,0;57,4 438 1,7; 10,0 104 63,0 0,0
66707 PB PB PB 3,8; 25,0 49 1,8; 10,2 103 NA 0,0
66815 PB PB PB 3,8; 25,0 11,0 6,0; 17,8 109 75,0 0,0

Minimalni a maximalni délky PWD/PWD usekl byly ur¢eny pomoci umisténi DNA markert pouzitych pro genotypovani. Bilé Giseky predstavuji heterozygotni interval

PWD/B6 (PB), oranzové tseky predstavuji homozygotni PWD/PWD (PP) interval. Misto rekombinace je vyobrazeno Sedou barvou.
& Pocet spermii odpovida poctu spermii v obou nadvarlatech v mil/ml, vaha varlat odpovida mokré vaze obou varlat, a to v miligramech.



Vsichni samci vznikli z téchto dvou-chromozomovych kiiZeni byli plné sterilni,
s nizkou vahou varlat a Zddnymi spermiemi v nadvarlatech. Celkem bylo analyzovano
pies 122 potencidlné rekombinantnich chromozomii ve 12 000 pachytennich jadrech.
Vysledkem bylo zjisténi, ze konsubspecificky usek > 27 Mb, ktery je zaclenény do
intersubspefického pozadi, je schopen snizit miru asynapse pod zékladni uroven 5 %, a to
ve viech Sesti zkoumanych chromozomech. U&innost obnovy synapse byla postupna se
ziejmym bodem zmény (obr. 16). Z nasich vysledki také vyplyva, Ze nezalezi na umisténi
PWD/PWD tseku na chromozomu, pokud ma dostatecnou délku. Tyto PWD/PWD tseky
dokézaly obnovit synapsi, at’ uz byly umisténé v centromerické (14 ptipadit), prostiedni

(3 ptipady) ¢i v telomerické ¢asti (14 ptipadi).
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Obr. 16. Efekt konsubspecifickych PWD/PWD qsekii v genomové sekvenci

na synapsi pachytennich jader u dvou-chromozomového krizeni

U kazdého experimentu byla vytvofena kombinace dvou chromozomt (5 + 12, 7+ 15a 17 + 18).
Umisténi homozygotni PWD sekvence je barevné odliSeno vzhledem k centromefe, intersticialni
¢asti chromozomu nebo telomete nebo na obou koncich (viz obr. F a tab. A-F). Primérna délka
mezi minimem a maximem konsubspecifické sekvence je vyznacena. Primérnd mira asynapse
daného chromozomu je vy$§si u PWD/B6 F; hybridi (zndzornénad pierusovanou carou) nez

u dvou-chromozomového kiizeni.
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5.1.3 Obnova fertility sterilnich hybridi

Davies se spolupracovniky (2016) dokazali zvratit neplodnost PWD/B6
hybridnich samcti zaménou mys§itho PRDM9 ZnF minisatelitu za lidsky, ¢imz prokazali
ulohu DNA vazebné ¢asti PRDMO proteinu v zastave spermatogeneze hybridi. Abychom
ov¢ftili nasi predstavu, ze podminkou PRDM9-determinované zastavy spermatogeneze je
mezipoddruhova PWD/B6 heterozygotnost autozomt, zkonstruovali jsme postupné
genotypy se stejnou ,,sterilni* kombinaci Prdm9°"P86 a Hstx2P"P) kde dva az &tyii
autozomy byly ¢aste¢né nebo uplné PWD/PWD homozygotni.

Z naSich ptedchozich vysledkii vime, Zze konsubspecificky PWD/PWD usek
velikosti > 27 Mb ndhodné zaclenény do jinak intersubspecifického pozadi PWD/B6 je
schopny u daného autozomalniho paru obnovit synapsi. Testovali jsme proto souvislost
mezi asynapsi chromozomtl a hybridni sterilitou snizenim asynapse ¢ty autozomu, které
byly nejvice nachylné ke vzniku asynapse. Abychom se vyhnuli vysledkiim ovlivnénych
genotypem  Prdm9°"PP"D - neprovadéli jsme analyzu meiotické asynapse na
chromozomu 17. Za ptedpokladu, ze samc¢i neplodnost je pfimo zavisla na synapsi
chromozomt, by uplné potlaceni asynapse u Ctyf nejkratSich (tim i k asynapsi
nejnachylnéjSich) autozomdlnich chromozomi mohlo zvysit podil primarnich
spermatocytll bez asynapse az na 26,7 %, coz by mohlo zabranit apoptdze téchto bunék
a zajistit okolo 5 miliond spermii v nadvarletech hybridnich samct.

Pro experimentalni ovéfeni naseho predpokladu jsme vytvofili Ctyf-generacni

kiizeni, ve kterém byly ndhodn& dlouhé tseky konzomickych chromozomd 15°WP,

1 6PWD 1 8PWD 9PWD

al zaclenény do B6 genetického pozadi (obr. 17).
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Obr. 17. Schéma ¢tyr-generaéniho kriZeni

Schéma Ctyf-generaéniho kiizeni, ze které¢ho vznikli F1 hybridi se ¢tyimi rekombinantnimi

konzomickymi chromozomy.

Nasledn¢ jsme vybrali 11 G3 samcti s maximalni délkou PWD sekvence na téchto

autozomech a ty jsme kiizili s PWD samicemi (tab. 11).

Tab. 11. G3 samci vybrani pro ¢tyF-chromozomové kriZzeni

Chr 15 (104 Mb)
ID samee 9,3 633 700

103,3

Chr 16 (98,2 Mb)
29,3 42,7 676

97.0

Chr 18(90,7 Mb)
340 451 57,6

Chr 19 (61,4 Mb)
21,9 330 424

37487 PB PB PB PB
37504 B PB PB PB
37507 B B PB PB
37715 PB PB PB PB
37852 PB PB PB PB
37871 PB PB PB PB
37746 PB PB PB PB

37634 B B B PB
37616 PB PB PB PB
37709 B B B PB

37862 PB PB PB PB

PB PB PB

PB

Ruzové useky predstavuji heterozygotni

homozygotni B6/B6 (B) interval.

interval

PWD/B6 (PB), bilé useky piedstavuji

Vysledni G4 hybridni potomci vykazovali na nami studovanych konzomickych

autozomech na jinak intersubspecifickém PWD/B6 genetickém pozadi rizny stupen
PWD homozygozity. Ve shodé¢ s nasim o¢ekdvanim, vyznamna ¢ast hybridnich samct
vykazovala ¢astecnou obnovu spermatogeneze. Oproti PWD/B6 Fi hybridnim samctim,
ktefi nemaji zddné spermie v nadvarlatech, bylo pouze 51,7 % G4 samcti bez jediné
spermie, 19,5 % mélo 0,01-0,74 x 10° spermii a 28,7 % mélo dokonce 1,0-13,7 x 10°
spermii (obr. 18 a tab. 12).
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Obr. 18. Parametry plodnosti u G4 samci z ¢tyi-chromozomového kriZeni
Potlageni meiotické zastavy hybridni sterility samcii s vahou varlat > 70 mg a > 0,1 x 10° spermif
v nadvarlatech. Samci vybrani pro analyzu pomoci HORMAD2 a DNA FISH barveni jsou

zvyraznény tyrkysové. VSichni samci maji stejnou alelickou kombinaci Prdm97"P/56 a Hstx2""P,

ktera podminuje neplodnost.
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Tab. 12. Parametry plodnosti u hybridu ¢tyf-chromozomového kiiZeni

ID samce TW (mg) SC (mil/ml) IDsamce TW (mg) SC(mil/ml)

38754 51 0,00 38712 76 0,00
38428 57 0,00 38733 73 0,01
38735 58 0,00 38732 63 0,01
38088 59 0,00 38561 78 0,01
38089 60 0,00 38713 77 0,03
38753 60 0,00 38727 62 0,03
38726 61 0,00 38757 72 0,04
38751 61 0,00 38427 64 0,06
38755 61 0,00 38429 64 0,09
38435 62 0,00 38425 73 0,10
38090 63 0,00 38566 63 0,17
38085 64 0,00 38734 66 0,21
38087 64 0,00 38086 73 0,23
38448 64 0,00 38725 69 0,29
38738 65 0,00 38852 75 0,34
38739 65 0,00 38842 89 0,43
38711 65 0,00 38759 81 0,60
38728 65 0,00 38858 78 0,74
38822 65 0,00 38763 81 1,02
38430 66 0,00 38736 81 1,10
38432 66 0,00 38764 84 1,10
38710 66 0,00 38741 81 1,20
38084 67 0,00 38801 83 1,51
38434 67 0,00 38565 70 1,61
38814 67 0,00 38794 90 1,80
38752 68 0,00 38737 94 1,90
38783 68 0,00 75889 90 2,10
38817 68 0,00 38692 89 2,20
38758 69 0,00 79415 83 2,20
38821 69 0,00 38724 71 2,80
38740 70 0,00 79417 90 2,80
38766 70 0,00 79412 103 3,90
38813 70 0,00 38433 78 4,20
38426 71 0,00 38816 106 4,20
38468 7L 0,00 38756 85 4,70
38765 72 0,00 38650 82 5,40
38767 73 0,00 38652 90 5,60
38819 73 0,00 38431 81 6,40
38792 74 0,00 79416 95 6,40
38818 74 0,00 38555 98 6,87
38820 74 0,00 38793 117 10,20
38815 75 0,00 75891 131 12,40
75890 68 0,00 79413 108 13,70
79414 65 0,00

TW — vaha varlat odpovida mokré vaze obou varlat, a to v miligramech

SC — odpovida poctu spermii v obou nadvarlatech a je uvadén v mil/ml



Dale nas zajimalo, jestli délka PWD/PWD konsubspecifickych tseki nami
vybranych autozomu a obnova jejich meiotické synapse souvisi se zvratem v meiotické
zastavé. Vybrali jsme tudiz podle parametrii plodnosti 18 Gs4 samct, z nichz 5 byli
aspermatické kontroly a 13 prokazovalo ¢asteénou obnovu fertility s 0,1 x 10 - 6,9 x 10°
spermiemi v nadvarlatech. Nas ptedpoklad vychézejici z vysledki méfeni u piedchoziho
dvou-chromozomového kiizeni byl potvrzen diky analyze, ktera citala pies 6 500
pachytennich jader Gs samcii. Nerekombinantni PWD/B6 intersubspecifické pary
vykazovaly nejvys$i miru asynapse, na rozdil od nerekombinantni PWD/PWD
konsubspecifickych bivalenti, které byly vzdy pln¢ synapsované. U vSech
rekombinantnich autozomdu, které obsahovaly konsubspecificky tisek dostatecné délky
(27 Mb a vic), byla synapse obnovena (obr. 19). A co vic, pfitomnost spermii odpovidala
obnov¢ synapse konzomickych chromozomi. Hybridi méli spermie, pokud byla synapse
obnovena alesponi u tii ze Ctyf segregujicich chromozomu a kdy pravdépodobnost, ze
vSechny ¢tyii chromozomy budou synapsované, byla> 0,7 (p = 0,0014, Mann-Whitneyav
test). Nejsilngjsi ucinek vykazovaly chromozomy 16, 18 a 19 (tab. 13).

Chr 15 Chr 16 Chr 18 Chr 19

40- 3
Pozice

PWD/PWD
sekvence

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Zadna
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Mira asynapse (%)
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Obr. 19. Efekt konsubspecifickych PWD/PWD qsekii v genomové sekvenci

wvrw

na pachytenni synapsi u ¢tyrF-chromozomového kiiZeni

Na obrazcich je zndzornéna mira asynapse zavislda na délce a pozici konsubspecifickych
PWD/PWD tusekti u ¢tyf konzomickych chromozomu (chromozom 15, 16, 18 a 19). Umisténi
PWD/PWD homozygotni sekvence vzhledem k centroméfe, intersticidlni casti chromozomu,

telométe nebo obéma konctim je odliSeno barvami.
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Tab. 13. Efekt velikosti a umisténi PWD/PWD konspecifickych usekii na asynapsi chromozomii 15, 16, 18 a 19 a na parametry plodnosti

u ¢tyr-chromozomového kriZeni

7 ; 2 2 22 s et i
I Vaidlenost od centromery Chr 15 Aeynapss chr 15 Vzdalenost od centromery Chr 16 Aeynapss chris Vzdalenast od centromery Chr 15 Asynapss chr 18 Chr 19 ynapsechris  Pofetspermi Pooe}_éadj_;r f’g“ 15, p\.{\:r':)r,f;w?sdeljshiga
[celkova déika 104,0 Mb) [celkova délka 98,2 Mb) {celkova délka 50,7 Mb) [celkovs délka 61,4 Mb) Rt L
T3 388 504 633 651 700 638 1008 1033 % BERCl B2 140 293 391 4.7 656 D0 £ EERC 3E 4,0 451 505 BS7 £ TSROl 30 2L,8 330 423 587 £ TER T i ] ™D, soedn etk

TEEE0 17 0173 FE TPP._ PP PP PR 17 0185 F6  FB FB_ PB FB 206 137,288 FB P FB  FB FB 241 142,363 00 55, 45; 107, 56 104,0; 605; 0,0; 0,0
Toa14 FE 21 03;64 PE__PB__PE PB PB FB PB 157 105,245 PE PE PB PB PE 2Bl 175406 P PE PB PB PE 260 179,353 0o 94; 108; 57; 96 77,0, 00; 0.0; 00
38435 PE PE PE PE PE PE PE PE  PE 250 173340 [INDEEEEEE PE PE PBE 40 1390 PG PE PB PB PB 3890 29K487 PE PB PE PB PFB 330 243,426 00 100; 100;100; 100 0,0; 34,3 0,0; 00
35087 BL21L7 PE P FB PFB PE PE PB 110 59181  PB FE PBE_FB 113263 [EE FE PB PE 100 48173 0p 100; 100; 100; 80 00;00;0,0; 125
38432 00;20 FE FE P 190 133:774 00;20 FE PE PBE PB PB 360 270,457 00 100; 100;100; 100 35,5; 0,0; 90,7, 00
38425 00;20 FE 00 00;20 01;43 FE__PE_PEPB PB 230 155319 o1 100; 100; 100; 100 77,0; 55,1; 7L.7; 0,0
35085 03;60 PE PB PE PB PB 40 1390 0143 o0 00;20 0z 100; 100; 100; 100 47,2; 10,1, 39,5; 614
38758 04;78 PE N o0 ooze ks 53,225 o0 og20 05 78100, 100,100  18;57,3;00;614
38735 13;90 P PE PE_PB PE PFB PB 1E0 113;353 FB BD 37144 00 00;30 11 100; 100;100; 65 362;0,0;225;375
38781 15104 B | TR 00 0020 3 0485 12 100100;100;100 245, 76,5 740; 332
38737 0143 BB PB PB PBE PB_PE_PB 1BD 113;263 0o 00;20 00 00;20 19 100; 100; 100; 100 9,4;0,0; 90.7; 514
38502 37144 FE 00 oo;Z0 0p 00;20 00 00;20 22 100; 100;100; 100 0,0; 41,4;51,7; 614
38433 02,0 o0 0g;2p o0 oo 00 omap 42 100; 100; 100; 100 77,0; 88,2, 55,0; 51,0
36756 74,205 op 0020 o0 opzo 00 ome a7 100; 100; 100; 100 0,0; 55,2, 74,0; 453
38650 03;60 o0 052p oo opze 0 omze 54 100; 100; 100; 100 24,5, 98,2; 55,0; 51,0
38852 24,118 00 0p;Z0 0p 00;22 o0 00;20 56 100; 100;81; 100 116; 982, 55,0; 514
38431 05,75 00;20 00;20 o0 00;20 54 100; 100; 100; 100 24,8; 55,1, 90,7; 614
35555 03;60 0,1;43 00;20 00 00;20 69 100; 100; 100; 100 45,1;76,5;51,2; 5.0

IMinimalni a maximalni delky PWD/PWD usekt byly ur¢eny pomoci umisténi DNA markerd pouzitych pro genotypovani. Bilé useky piedstavuji heterozygotni interval

PWD/B6 (PB), oranzové tiseky predstavuji homozygotni PWD/PWD (PP) interval. Misto rekombinace je vyobrazeno Sedou barvou.
2poget spermii odpovida po¢tu spermii v obou nadvarlatech, a to v mil/ml.

3Pramér mezi minimalni a maximélni délkou PWD/PWD konsubspecifické sekvence.



5.1.4 Cis a trans-efekt reguluji miru asynapse

Pokud by pravdépodobnost, Ze dojde k selhani synapse daného chromozomu, byla
uplné¢ nezavisla na zbytku hybridniho genomu (cis-efekt), potom mira asynapse
nerekombinantnich intersubspecifickych chromozomovych parii by byla stejnd u F;
hybridl, dvou-chromozomovych i ¢tyf-chromozomovych kiizeni. Podil pachytennich
jader, ktera maji vSechny chromozomy synapsované, by mohl byt pfedpovézen pomoci
znasobeni pozorované cCetnosti synapse u jednotlivych chromozomti. Takto
ptedpokladané hodnoty by byly blizké hodnotam pochazejicim z meiotickych analyz
a leZely by na diagonale (viz obr. 20). Oba typy analyz vSak odhalily, Ze mira asynapse
ur¢itého chromozomu zavisi i na stavu synapse jinych chromozomil (trans-efekt).

KFizeni

F1
2-chr PWDx?CherChHZg
)

o

Pozorovana mira asynapsovanych pachytenu (%)
[=2]
(=]

® 2—-chr PWDx(Chr7xChr15
® 2-chr PWDx(Chr17xChr1
4-chr

80 -

20 40 60 80
Odekévana mira asynapsovanych pachytenti (%)

Obr. 20. Trans-efekt konsubspecifikych PWD/PWD useku zvySuje
pravdépodobnost uplné synapse intersubspecifickych PWD/B6 homologt

u dvou a ¢tyi-chromozomového kriZeni

Predpokladand mira synapse pachytennich jader byla vypocitdna pro kazdou myS z dvou
a Ctyf-chromozomového kiizeni pomoci znasobeni pozorované miry synapse FISH znacenych
chromozomt (chromozomy 15, 16, 18, 19) a pozorované miry synapse zbylych autozomu
u PWD/B6 F; hybridi. Mira asynapse byla vypocitana jako doplnéni miry synapse. Rozdil mezi
pfedpoklddanou a pozorovanou asynapsi je nejvice patrny u samcl pochazejicich
ze Ctyf-chromozomového kiizeni s nejnizsi predpokladanou mirou asynapse. Zachrana

spermatogeneze vyjadrena pfitomnosti spermii v nadvarlatech se objevovala, pokud bylo vice nez

40 % pachytennich jader pln€ synapsovano. SC — pocet spermii v mil/ml.
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Za prvé, pozorovany podil synapsovanych pachytennich jader u Fi hybridi byl
13,1 % (11,4-14,9 %) (95% CI), byl tedy dvakrat tak vyssi nez predpokladany podil 6,6 %
vypocitany zndsobenim Cetnosti synapse jednotlivych chromozomu. Toto pozorovani
naznacuje trans-efekt synapsovanych autozomu vii¢i pravdépodobnosti asynapse jinych
PWD/B6 chromozomovych pari. U dvou a c¢tyf-chromozomovych kiizeni byl tento
trans-efekt jesté vyraznéjsi.

Za druhé, na urovni jednotlivych chromozomu bylo nejpfimé;jsi srovnani mezi
nerekombinantnimi PWD/B6 chromozomy, kde byla mira asynapse, v porovnani s Fi
hybridy, vyrazné snizena u dvou a Ctyf-chromozomovych kiizeni. Trans-efekt jsme u F;
hybridd a ¢tyf-chromozomového kiizeni dale analyzovali na chromozomech 15, 16, 18
a 19 porovnanim miry asynapse daného nerekombinantniho PWD/B6 paru s ostatnimi
tfemi analyzovanymi chromozomy. Obrazek 21 ukazuje zédpornou korelaci od r = -0,45
pro chromozom 16 k r =-0,88 pro chromozom 15. Primérn¢, pokud je predpokladana
synapse tfi chromozomi zvySena o 10 %, muizeme ocekavat 4,18% (2,72-5,34%)
(95% CI) pokles miry asynapse u ¢tvrtého chromozomu.

Trans-efekt je druhym negenovym ucinkem, ktery primdrné ovliviiuje miru

asynapse. Jeho mechanismus je nejasny.
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Obr. 21. Negativni korelace miry asynapse pro dany chromozom

Mira asynapse u jednotlivych nerekombinantnich konzomickych chromozomi PWD/B6
modifikovanych v frans pomoci pravdépodobnosti synapse zbyvajicich tfi konzomickych
chromozomu u jednotlivych samct ¢tyf-chromozomového kiizeni ve srovnani s PWD/B6 F,

hybridy.

Mira  asynapse daného chromozomu je v  negativni  korelaci
(r=-0,88, -0,45, -0,80, -0,67 pro chromozomy 15, 16, 18, 19, v uvedeném potadi)

s pravdépodobnosti, Ze vSechny ostatni tfi analyzované chromozomy jsou synapsovany.
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5.1.5 Vliv exogennich DNA dvouretézcovych zlomii na miru asynapse

PWD/B6 F1 hybridu

Pro spravny vyvoj pohlavnich bunck je dulezitd synapse homolognich
chromozomti. Aby mohla synapse probéhnout, musi nejprve v leptotennich jadrech dojit
k programovanym DNA dvoufetézcovym zlomim (DSBs) vyvolanym DNA
topoisomerazou Spoll (Keeney et al. 1997, Keeney 2008). Spoll topoisomeraza Stépi
DNA v mistech zvanych rekombinacni ,,hotspoty*. Tato mista jsou ur¢ovana pomoci
proteinu PRDMO, ktery trimethyluje histon H3 v misté lysinu 4 nebo lysinu 36 (Buard et
al. 2009, Powers et al. 2016). U PWD/B6 F; hybrida v§ak Prdm9 gen navic reaguje jako
jeden z hlavnich genii hybridni sterility (Mihola et al. 2009, Forejt et al. 2012). Protoze
se nam v predchozi praci (Gregorova et al. 2018) podatilo odstranit PRDM9 hotspot
asymetrii pfidanim ndhodnych chromozomovych PWD/PWD usekt delSich nez 27 Mb
a tim i1 obnovit synapsi homolognich chromozomi u PWD/B6 F1 hybridd, chtéli jsme
zjistit, zda k synapsi meiotickych chromozomt pfispéji uméle vytvorené dvouretézcové
zlomy. K vytvofeni téchto exogennich zloml jsme vyuzili cisplatinu, coz je
chemoterapeutické 1é¢ivo piisobici na rakovinové buiiky (Basu & Krishnamurthy 2010).
Cisplatina (cis-diamin-dichloridplatina, dale jen cisPt) vytvaii kovalentni vazby mezi
purinovymi bazemi, a to pfevazné uvnitf fetézce, miize vSak vytvaret 1 vazby mezi fetézci.
Odstranénim kovalentnich vazeb mezi fetézci vznikaji DSBs, které mohou byt opraveny
nehomolognim spojovanim koncovych ¢asti nebo homologni rekombinaci (Hanneman et
al. 1997, Lawrence et al. 2016). Z praci (Hanneman et al. 1997, Romanienko
& Camerini-Otero 2000) jsme védéli, ze cisPt zvysila pocet rekombinacnich mist
a zlepsila synapsi chromozomi u SPO11 knockoutovanych mysi, coZ by naznacovalo, Ze
v parovani homolognich chromozoml mohou exogenni DSBs ¢astecné¢ nahradit DSBs
vytvofené SPO11.

Nejprve jsme provedli pilotni experiment, kdy byla neplodnym PWD/B6 F;
hybridnim samciim injikovana cisPt v davce 10 mg/kg vahy, kontrolnimu samci byl
injikovan pouze roztok 0,9% NaCl, samci byli nasledné po 4, 5, 7 a 8 dnech usmrceni.
Pro sledovani jednotlivych stddii meiotické profdze 1. bylo pouzito znafeni proteinu
synaptonemalniho komplexu (SYCP3) pro zvyraznéni chromozomt, znaceni
fosforylované varianty histonu YH2AX k rozliSeni stadii jader a znaceni proteinu HIt

k ur€eni stadii od sttedniho pachytenu dal. UZ po 4 dnech od injikovéni cisPt bylo mozné
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sledovat zménu v rozlozeni jader pro jednotliva stadia profaze I., tato zména byla jesté
znatelngj$i u samcti usmrcenych 7. a 8. den po injekci (tab. 14). Nejvyraznéjsi posun bylo
mozné pozorovat u samcii 7. a 8. den po injekci cisPt, kdy jsme mohli v meiotickych
preparatech sledovat i diplotenni jadra, ktera se kvili meiotické pachytenni zastave
u PWD/B6 F| hybridi normalné nenachdzeji, zaroven i procentudlni zastoupeni stiednich

a pozdnich pachytenti bylo zietelné vyssi.
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Tab. 14. RozloZeni jader meiotické profaze 1. u PWD/B6 F1 hybridnich samct ovlivnénych cisPt

cisplatina leptotene (%) lepto/zygo (%) zygotene (%) zygo/pachy (%) casny pachytene (%) stiedni pachytene (%) pozdni pachytene (%) diplotene (%)

kontrola 10,3 4,1 297 12,8 4,0 1.5 1,5 0
4 dny 0 0.8 27.5 26,7 41 2.6 1.3 0
7 dni 0 0 16.8 12,1 3.3 10,3 19.6 1.9
7 dni 0 0,05 28,2 23.6 23.2 12,3 9.1 3.2
8 dni 0 0 9.0 10.8 29,6 12,1 34.1 4.9

V tabulce je znazornén procentualni posun jednotlivych stadii meiotické profaze 1. Nejvyraznéjsi posun je vidét u samct 7. a 8. den po injikovani cisPt. U téchto samcii, na

rozdil od PWD/B6 F hybridd, byla zastoupena i diplotenni jadra, zaroven doslo k vyraznému navyseni stfednich a pozdnich pachytennich jader.



K vizualizaci chromozomii pomoci proteinli synaptonemélniho komplexu jsme
pouzili anti-SYCP3 protilatku (zelend), nesynapsované ¢asti chromozoml byly
nabarveny anti-HORMAD?2 protilatkou (fialova), DNA byla znacena pomoci DAPI
(modrd) (obr. 22).

kontrola

DAPI MERGE

cisPt 5mg/kg

cisPt 10mg/kg

Obr. 22. Imunobarveni asynapsi v pachytennich jadrech
Efekt cisPt je viditelny u cisPt (8 dni po injekci) ovlivnénych pachytennich jader. Ukazané
spermatocyty jsou pro kontrolu a cisPt 5 mg/kg v ¢asném stadiu pachytenu a pro cisPt 10 mg/kg

v pozdnim stadiu pachytenu. Métitko 10 pm.

Procentudlni zastoupeni pachytennich jader se vSemi plné€ synapsovanymi
chromozomy dramaticky vzrostlo z pouhych 4,7 % u kontrolniho samce na 48,8 %
(53,8 % a 43,6 %) pro samce 7 dni po injekci a 46,7 % pro samce 8 dni po injekci
(obr. 23).
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Obr. 23. Narust jader s plné synapsovanymi chromozomy

Samctim byla injikovana cisPt v koncentraci 10 mg/kg vahy téla. Kazdy sloupec reprezentuje
jednoho samce. U injikovanych samcii doslo k vyznamnému narGstu synapsovanych jader na
48,8 % (53,8 % a 43,6 %) pro samce 7 dni po injekci a 46,7 % pro samce 8 dni po injekci, oproti

kontrolnimu samci s pouze 4,7 % synapsovanych jader.
Navic doslo 1 vyraznému sniZeni po¢tu asynapsovanych univalentil v jadte, kdy

u kontrolniho samce vychéazelo v priméru 5 asynapsovanych univalentl na jadro, oproti

1,5 (1,7 a 1,2) pro samce 7 dni po injekci a 1,2 pro samce 8 dni po injekci (obr. 24).
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Obr. 24. SniZeni poctu asynapsovanych univalentii na jadro
U samci injikovanych cisPt v davce 10 mg/kg vahy téla dosSlo ke zietelnému snizeni poctu
asynapsovanych univalentd na jadro, z 5 u kontroly na 1,5 (1,2 a 1,7) u samci 7 dnil po aplikaci

a 1,2 u samce 8 dni po aplikaci.

Abychom rozsifili vysledky z pilotniho experimentu, rozhodli jsme se navic
k cisPt injikovat i 5-ethynyl-2’-deoxyuridin (EdU). EdU jako analog thyminu (Salic
& Mitchison 2008) nam slouzil k rozliSeni spermatogennich jader replikujici jejich DNA
v moment¢ aplikace cisPt (obr. 25). Samctiim byla do peritonealniho prostoru injikovana
jedna davka cisPt v koncentraci 1 mg/kg, 5 mg/kg nebo 10 mg/kg véahy spolecné
s 50 mg/kg EdU. Samci byli usmrceni 40 hodin po aplikaci, coZ umoznilo stanovit pocet
DSBs v meiotické profazi 1. nebo 8 dni po aplikaci pro analyzovani miry synapse
v pachytennich jadrech. Tato ¢asova rozmezi byla stanovena podle diive publikovanych
casovych odhadi trvani meiotické S-faze (20 hodin), leptotenu (24-48 hodin), zygotenu
(24-32 hodin) a pachytenu (160 hodin) (Oakberg 1956, Oud et al. 1979, Goetz et al.
1984).
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Obr. 25. RozliSeni zygoteni na EdU-pozitivni a EdU-negativni

EdU-negativni a EdU-pozitivni zygoteny predstavuji jadra pied premeiotickou S-fazi a po ni
v dobé aplikace cisPt (40 hodin po aplikaci cisPt a EQU). Fialové jsou imunobarvenim anti-SYCP3
protilatky nabarvené chromozomy, zelené RPA mista spojend s endogennimi SPO11-vyvolanymi

a s exogennimi cisPt-vyvolanymi DSBs, ¢ervené je zna¢ené EAU. Mé&fitko 10 um.

Ctyficet hodin po injekci cisPt a EdU bylo 84,1 = 3,3 % (pramér + SE) leptotent
a 49,3 +£2,2 % zygotenu pozitivnich na EdU, coZ znamena, Ze byly v dob¢ injekce nebo
kréatce poté v S-fazi. Zbylych 15,9 % EdU-negativnich leptotent pravdépodobné zahdjilo
svou S-fazi az po pfedpokladaném vycerpani volného EdU (20 hodin nebo vice po
injekct), zatimco EdU-negativni zygoteny dokoncily replikaci DNA pted injekci CisPt
a EdU. VSechny pachyteny dokoncily replikaci DNA pifed aplikaci, a byly tedy
EdU-negativni (obr. 26). Casové rozlozeni jader pozitivnich na EdU lépe odpovidalo

krat§im publikovanym odhadlim doby trvani stadia leptotenu a zygotenu.
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Obr. 26. Pomér EdU-pozitivnich a EdU-negativnich jader

Osm samcti bylo po 40 hodinach od aplikace cisPt a EdU analyzovano na rozlozeni
EdU-pozitivnich a EdU-negativnich jader pro tii stadia meiotické profaze I. Pocet analyzovanych

jader: leptoteny 126, zygoteny 507, pachyteny 473.

5.1.6 Detekce DNA DSBs po aplikaci cisplatiny

Jako marker DSBs jsme pouzili imunobarveni RPA proteinu (obr. 27), ktery se
v mitotickych i meiotickych buiikach vaze na jednotetézcovou DNA brzy po rozstépeni

DSBs (Ribeiro et al. 2016, Pacheco et al. 2018).
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Zygotene Pachytene

k_ontrola

cisPt 1mg/kg

cisPt 5mg/kg

cisPt 10mg/kg

Obr. 27. Imunobarveni RPA mist v zygotennich a pachytennich jadrech

RPA mista (zelend) znazoriiuji mista DSBs, chromozomy jsou viditelné diky imunobarveni
anti-SY CP3 protilatky (fialova). Métitko 10 um. Aplikace cisPt vyrazné ptispéla k navySeni poctu
RPA mist v zygotennich jadrech. Cim vy3§i koncetrace cisPt, tim vétsi byl nartist RPA mist.

Meéfitko 10 um.
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Zjistili jsme, Ze 1 ptes velké rozdily v po¢tu RPA mist v jednotlivych leptotennich
i zygotennich jadrech, jadra ovlivnéna cisPt v koncentraci 10 mg/kg vykazovala
podstatny nariist RPA mist v leptotenni 1 zygotenni fazi. NarGst medianu RPA mist
v leptotennich jadrech byl z po¢tu 162 RPA u kontrolniho samce na 229 RPA mist
u samce s injikovanou davkou 10 mg/kg cisPt, v zygotennich jadrech medidn vzrostl
z 194 RPA u kontroly na 210,5 RPA u samce ovlivnéného 10 mg/kg cisPt. V dobé
40 hodin po injekci CisPt neovlivnila po¢et RPA mist v pachytennich jadrech (obr. 28).
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Obr. 28. Pocet RPA mist na jadro po 40 hodinach od aplikace cisPt

Navzdory velké variabilit¢ v poctu RPA mist mezi jednotlivymi bunikami stejné faze doslo po
aplikaci cisPt k vyznamnému zvySeni (p <0,05) téchto RPA mist, a to ve stadiich leptotenu

a zygotenu. Neni patrny zadny Gdaj o zvySeni RPA mist v pachytennich spermatocytech.

Prekvapivé, rozdéleni zygotenu na EdU-pozitivni a EdU-negativni ukézalo
vyznamné zvySeni RPA mist zavislych na cisPt dévce, a to pouze u EdU-pozitivnich
jader. Davky 1 mg/kg, 5 mg/kg a 10 mg/kg injikované cisPt zvySily medidn RPA mist
z200,5 u kontrolnich samcti na 239, 255 a 250 (p = 0,0043, 0,0026 a 0,0006,
Mann-Whitney U test) (obr. 29).
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Obr. 29. Analyza RPA mist v EdU-pozitivnich a Edu-negativnich zygotenech

Oddélenou analyzou EdU-pozitivnich a EdU-negativnich zygotennich spermatocytt byl dokazan
zesilujici ucinek cisPt na pocet RPA mist. Tento G¢inek byl omezen na EdU-pozitivni buiiky. Na

obrazku je ukdzana vyznamna zavislost po¢tu RPA mist na davce cisPt.

Protoze je znamé, Ze kromé asynapse i neopravené DSBs mohou zpusobit
apoptozu bunék, rozhodli jsme se vyhodnotit dopad RPA mist v pachytennich
spermatocytech porovnanim poctu téchto mist v casnych, stiednich a pozdnich
pachytenech u kontrolnich sterilnich PWD/B6 F; samct a plodnych samcti PWD a B6
pochazejicich z rodicovskych kmenti. Necekané, ale v souladu s Moensem a kolegy
(2007), RPA mista u plodnych kontrol pietrvavala v ¢asnych pachytenech, ale vyznamné
poklesla ve stfednich pachytenech (medidn 38 RPA u PWD a 14 RPA u B6 ve srovnéni
s 98 RPA u PWD/B6 F hybridd, p <0,0001) a prakticky zmizela v pozdnim pachytenu
(obr. 30).
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Obr. 30. Poéty RPA mist v pachytennich spermatocytech u PWD, B6
a PWD/B6 F1 hybridi

Pocty RPA mist na jadro u samct neosettenych cisPt nevykazuji vyznamné rozdily v ¢asném (EZ),
sttednim (MZ) a pozdnim (LZ) stadiu zygotenu. Rozsah selhani opravy DSBs v pachytennich
jadrech u PWD/B6 F; hybridi se odrazi ve vys§im poctu RPA mist ve srovnani s obéma
rodi¢ovskymi kmeny ve stiedni fazi pachytenu. Casny pachytene (EP), stiedni pachytene (MP),
pozdni pachytene (LP).

ProtoZe protein RPA se vadZe na jednofetézcovou DNA a mohl by zachycovat

1 jiné formy poskozeni DNA, neZ jsou DSBs (Wang et al. 2005), rozhodli jsme se spocitat

1 mista ozna¢ena DMC1 proteinem, jenz je specificky pro vyménu meiotickych fetézcu,

ktera je zapojena do DSBs vytvoienych SPO11 (obr. 31).
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Obr. 31. Imunobarveni DMC1 v zygotennich a pachytennich jadrech
DMCI1 (zelend) oznacuji misto DSBs, SYCP3 (fialova) zvyraziiuje chromozomy. Métitko 10 um.

CisPt zvySuje pocet DMC1 mist, kterd zndzoriiuji exogenni DSBs.
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Zvyseni poctu DMCI1 mist po aplikaci cisPt odpovidala zvySeni poctu RPA.
Median DMC1 mist u zygotenti vzrostl z 215 na 241 (u cisPt 1 mg/kg), 233 (u cisPt
5 mg/kg) a 251 (u cisPt 10 mg/kg), avSak u pachytennich jader cisPt nezménila frekvenci
DMCI1 (obr. 32).
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Obr. 32. Analyza DMC1 u zygotenii a pachytenii
Pocet DMCI1 se 40 hodin po injekci CisPt u zygotennich jader zvySuje v zavislosti na davce cisPt,

ale neméni se v pachytennich spermatocytech.

Na rozdil od RPA, po¢et DMCI1 mist vyznamné poklesl u ¢asnych pachytenti
plodnych PWD (median 60) a B6 (median 31) kontrol ve srovndni se 111 lozisky
u PWD/B6 F; hybrida a prakticky zmizel ve stfednim pachytenu (median 10 DMCI
u PWD a 0 DMCI1 u B6 ve srovnani s 85 ohnisky v PWD/B6 F; hybridy) (obr. 33).
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Obr. 33. Poéty DMC1 mist v pachytennich spermatocytech u PWD, B6
a PWD/B6 F1 hybridi

Pocty DMC1 mist na jadro u samct neoSetienych cisPt nevykazuji vyznamné rozdily ve fazi

YV P IV
%%‘gé i?’%%wbw\,

zygotenu. Rozsah selhani opravy DSBs v Casnych a stfednich pachytenech PWD/B6 F; hybridi

se odrazi ve vyznamném udrzeni DMC1 mist ve srovnani s obéma rodicovskymi kmeny.

CisPt zvySovala pocty DMCI mist jak u EdU-pozitivnich, tak u EdU-negativnich
zygotennich jader. U EdU-negativnich zygotentli se jednalo o stéZi vyznamné navyseni,
vyznamnym se stalo az pfi davce 10 mg/kg cisPt (p = 0,0246). AvSak u EdU-pozitivnich
zygotennich jader bylo toto zvySeni detekovatelné ve vSech tfech davkach z 2255
u kontroly na 260,5 (u 1 mg/kg cisPt), 269 (S5mg/kg cisPt) a 259,5 DMC1 mist (10mg/kg
cisPt) (p = 0,0025, 0,0192 a 0,0442, Mann-Whitneytv U test) (obr. 34).
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Obr. 34. Analyza DMC1 mist v EdU-pozitivnich a EdU-negativnich

zygotenech
Zvyseni poCtu DMCI1 mistu u EdU-negativnich a EdU-pozitivnich zygotennich jader.
U EdU-pozitivnich jader je zvySeni poétu DMCI1 detekovatelné ve vSech tfech koncentracich

cisPt.

5.1.7 Cisplatina podporuje synapsi meiotickych chromozomii

Za predpokladu, Ze nedostatek symetrickych DSBs hotspotil je skute¢né¢ hlavni
pri¢inou selhdni meiotické synapse (Davies et al. 2016, Gregorova et al. 2018) a Ze
zvysSend frekvence DMC1 mist odrazi DSBs vyvolané cisPt, pak by exogenni DSBs m¢ly
zlepsit synapsi homolognich chromozomti u PWD/B6 F1 hybridii. Diky ziskanym
vysledkiim z pilotniho experimentu jsme se rozhodli aplikovat cisPt (v koncentraci
5 mg/kg a 10 mg/kg) spole¢né s EAU (50 mg/kg) ke snaz§imu odliSeni jader replikujicich
svoji DNA v dobé injekce cisPt. Pro kazdou davku cisPt byli 8. den po injekci usmrceni
tfi samci. Vysledky potvrdily pozitivni G€inek cisPt na meiotickou synapsi pozorovanou
v pilotnim experimentu. Kontrolni samci vykazovali praimérnou frekvenci 8,61 % (5,80;
12,12) (95% CI) pln€ synapsovanych pachytennich jader, na rozdil od samct
s aplikovanou davkou 5 mg/kg a 10 mg/kg cisPt, u kterych byl nértist pln€ synapsovanych
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pachytennich jader trojndsobny, a to na 24,68 % (19,41; 30,49) (p = 1,6 x 10~°, Tukeyho
post-hoc test) pro davku 5 mg/kg cisplatiny a na 28,71 % (22,86; 35,08) (p = 7,3 x 107%)
pro davku 10 mg/kg cisPt (obr. 35).
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Obr. 35. ZlepSeni synapse v pachytennich jadrech po injekei cisPt

Osm dni po injekei cisPt se procento pln€ synapsovanych pachytend vyznamné zvysilo (na zaklad¢

modelu GLMM a Tukeyho post-hoc testu).

Synapsi homolognich chromozomii jsme analyzovali v c¢asném, stfednim
apozdnim stadiu pachytenu, avSak pro statistick¢é vyhodnoceni musela byt stfedni
a pozdni pachytenni jadra sloucena kviili nedostatku pozdnich pachytenti. U casnych
pachytenil nezpiisobila cisPt vyrazny narist plné¢ synapsovanych jader, ale u stfednich

a pozdnich pachyteni bylo zvySeni synapsovanych jader vyznamné (obr. 36).
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Casné Pach. Stiedni a pozdnf Pach.
P=0,00013

P<0,00001

60

40

20

B

PIné synapsované pachyteny (%)

e

Ddvka cisPt (mg/kg)

10

Obr. 36. ZvySeni procenta synapsovanych jader u stfednich a pozdnich
pachytenti

Utinek cisPt je ziejmy u stiednich a pozdnich pachytenni jader, a to pro obé koncentrace.

Synapse byla nepatrné castéjsi v EdU-negativnich, v priméru 1,69 krat (1,02;
2,84) (95% CI), nez v EdU-pozitivnich pachytenech (obr. 37). Z ¢asti jader s exogennimi
DSBs generovanymi v leptotenu/Casném zygotenu v dob¢ injekce cisPt by mohly
vzniknout EdU-negativni pIn€ synapsované pachyteny.

Kromé toho, Ze Ucinek cisPt zvysil frekvenci plné synapsovanych pachytennich
jader, byl ziejmy i kratkodoby uc¢inek na zvySeny vyskyt pozdnich pachytenti. Zatimco
v kontrolnich PWD/B6 F; hybridech byly zastoupeny pozdni pachyteny pouze ze 2,03 %
ze vSech pachytenli analyzovanych z meiotickych imunopreparatli, vzrostla jejich
frekvence na 12,12 % u samci s cisPt v davce 5 mg/kg a 13,10 % u samct s davkou
10 mg/kg.

U samcii usmrcenych 30 dnli po aplikaci cisPt nebyly v nadvarlatech nalezeny
zadné spermie. Atrofie semennych tubulii zplisobend letdlnim uUc¢inkem cisPt na
proliferaci spermatogonii a somatickych bunék semennych tubul bylo mozné sledovat

v histologickych fezech varlat.
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Obr. 37. Ulinnost riizné koncentrace cisPt na synapsi EdU-pozitivnich
a Edu-negativnich pachytennich jader

Synapse pachytennich jader byla mirn€ zvysena u EdU-negativnich bunék.

5.2 Prdm9-Hstx2 inkompatibilita mimo (M. m. musculus x M. m.
domesticus) F1 hybridy: K¥izeni @ (CAST x PWD) x & B6

Vysledky tohoto projektu zatim nejsou publikované. V priibéhu tii let jsem ziskala
velké mnoZzstvi dat, ale prace na projektu byla pozastavena kvili mému nastupu na
matefskou dovolenou.

Cilem projektu je ovéfit hypotézu o vyznamu Prdm9 genu v neplodnosti
mezi(pod)druhovych F; hybridd v genetické architektuie hybridni sterility mimo
M. m. musculus a M. m. domesticus poddruhy mys$i doméaci. Dosavadni geneticka analyza
probihala na Fi hybridech, jejichz genom pochézel z inbrednich kmenti PWD a B6
reprezentujicich oba poddruhy. Neddvno byla funkce Prdm9 potvrzena i u hybrida
dalSich inbrednich kment pfipravenych z divokych mysi stejnych poddruht (Mukaj et al.
2020). V tomto projektu jsme ptipravili hybridni mysi s genomem pochézejicim ze tfi
poddruhi Mus musculus kiizenim samic (CAST x PWD) se samci B6. Takto pfipravené
mysi mély 25 % genomu pochézejiciho z M. m. castaneus (CAST/EiJ, déle jen CAST),
ktery je evolu¢né od obou dalSich poddruhti pfiblizné stejné vzdalen. Zjist'ovali jsme, jak

obecnd je funkce Prdm9 jako genu hybridni sterility, zda genom poddruhu
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M. m. castaneus omezi ¢i zrus$i interakce mezi Prdm9 a Hstx2, které jsou dominantni pro

fertilitu PWD/B6 hybrida.

5.2.1 Vliv genu Prdm9 na parametry plodnosti samcua

(CAST x PWD) x B6 kiiZeni

Ze znalosti, ze PWD/B6 F1 hybridi jsou pln¢ sterilni, byly jako prvni ur¢eny pocty
spermii, vaha varlat a mira asynapse u reciprokych F; hybridi CAST/PWD
a PWD/CAST. U vSech Fi samcti byly v nadvarlatech nalezeny spermie. AvSak samci

pochazejici z kiizeni CAST/PWD méli nizsi vahu varlat, mensi pocet spermii a vyssi miru

asynapse, nez tomu bylo u samcti vzniklych z opa¢ného kiizeni PWD/CAST (tab. 15).

Tab. 15. Parametry plodnosti a miry asynapse u F1 hybridi CAST/PWD

a PWD/CAST
ID samce kmen HstX2 Prdm9 Vaha varlat Pocet spermii Asynapse (%)

29965 CAST x PWD  Hstx2%ST  Prdmg@sv/Pwe 95 12,5 10,3
29966 CAST x PWD  Hstx2%T  Prdmgsm/ewe 98 13 16,3
36932 CAST x PWD  Hstx2%ST  PrdmQeasewe 97 11,2 X

36933 CAST X PWD  Hstx2%T  Prdmg@as/Fwe 110 12,8 X

29620 PWD x CAST  Hstx2?"®  PrdmgPwo/east 141 36,0 4,2
29621 PWD x CAST  Hstx2""P  Prdmgrwo/cast 139 22,8 1.8
29622 PWD x CAST  Hstx2°%°  Prdmgrwo/cast 135 32,6 54
29635 PWD x CAST  Hstx2""®  Prdm@"wo/east 141 37 3,6

Vaha varlat je uvadéna v mg, pocet spermii v mil/ml, asynapse znac¢i procento jader s alespoil

jednim asynapsovanym chromozomem.

Abychom ovéftili vyznam genlt Prdm9 a Hstx2, bylo nejprve nutné rozdélit samce
do ¢tyt skupin podle genotypu. Celkem bylo pfipraveno 208 mysi, z nichz 124 bylo dale
pouzito na analyzu asynapse pachytennich chromozomt a ¢ast z nich byla navic
genotypovana pomoci GigaMUGA (Mouse Universal Genotyping Array). Zjistili jsme,
7e samci s Prdm91S7% genotypem, na rozdil od samct Prdm9”"P’6 byli plodni s velkou
vahou varlat a vysokym poc¢tem spermii v nadvarlatech. Na rozdil od genu Prdm9, alely
CAST nebo PWD lokusu Hstx2 nevykazaly zadny rozdil pro vahu varlat (obr. 38). Stejny

vliv genu Prdm9 se dal pozorovat i pro pocet spermii v nadvarlatech (obr. 39).
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Obr. 38. Porovnani jednotlivych skupin mysi podle vahy varlat

Prdm9 ma ziejmy G¢inek na véhu varlat, kdy samci nesouci Prdm94S75¢ (znageno CB) vykazovali
vysokou vahu varlat, na rozdil od mysi s genotypem Prdm9”"P’56 (znaéeno PB) avsak vliv genu
Hstx2, at’ uz se jednalo o alelu CAST (X©) ¢ PWD (XP) nijak vyznamné véhu varlat nezménil.
Kazdy bod predstavuje jednoho samce daného genotypu. Vaha varlat je uvedena v mg. *** znaci

statistickou vyznamnost, ns — statisticky nevyznamny vztah.
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Obr. 39. Srovnani jednotlivych skupin podle poctu spermii
Uginnost vlivu Prdm9 na po&et spermii v nadvarlatech. Prdm9<4S78% zpiisobuje vyznamné vyssi
pocet spermii, opét gen Hstx2 nevykazuje zadny vliv. *** znali statistickou vyznamnost,

ns — statisticky nevyznamny vztah.
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U samct bylo mozné sledovat vysokou korelaci mezi vahou varlat a poctem

spermii (obr. 40).

75 =

= Prdm9
CAST/B6
PWD/B6

Pocet spermii (mil/ml)

25 -

1
50 100 150 200
Véha varlat (mg)

Obr. 40. Porovnani parametri plodnosti

Na obrazku je mozné sledovat vysokou korelaci mezi vahou varlat a po¢tem spermii, a to pro oba
genotypy Prdm9%4578¢ 3 Prdm9"P/Bs,

Pocet spermii je uveden v milionech na ml, vaha varlat v mg.

5.2.2 Vliv genu Prdm9 na miru asynapse u (CAST x PWD) x B6 k¥iZeni

Podobné jako tomu bylo u vahy varlat a po¢tu spermii v nadvarlatech, gen Prdm9
ovlivitoval 1 uspé€Sné parovani pachytennich chromozomil. Samci s genotypem

Prdm9“457B6 yykazovali nizkou miru asynapse pachytennich chromozom, a to mezi
0-7,3 % (obr. 41).
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Obr. 41. Podet spermii a mira asynapse u samci nesoucich Prdm9cAST/B6

genotyp

Samci nesouci genotyp Prdm9¢4S7¢ jsou plodni s malou mirou asynapse.

SC — pocet spermii v nadvarlatech (mil/ml), Asynapse — procento asynapsovanych chromozomi

Zatimco samci Prdm94STB% jsou plodni s nizkou mirou asynapse, samci

Prdm9°"P’B5 yykazuji rozséhlou $kalu fenotypii — od plodnych s malym poctem

asynapsovanych jader po neplodné s vysokou mirou asynapse. U téchto samcii se mira

asynapse pohybuje od 8-92 %. Pro snazsi pfehlednost jsou samci rozdéleni do dvou grafti

podle genotypu Prdm9""PB Hstx24ST a Prdm97"P’B6 Hstx2P"P (obr. 42 a 43). Stejné

jako tomu bylo u véhy varlat a poctu spermii, CAST ani PWD alela genu Hs#x2

neovliviiuje efekt na synapsi pachytennich chromozomi.
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Z vysledki vyplyva, ze gen Prdm9 se chova jako gen hybridni sterility
1 v hybridech zahrnujicich M. m. castaneus genom, je tedy u¢inny i mimo M. m. musculus
a M. m. domesticus interakce. Na rozdil od naSich pfedchozich nalezi (Gregorova et al.

9PWD/BS y; tomto

2018) zalozenych na interakcich PWD a B6 genomu, genotyp Prdm
kiizeni vykazuje sice korelaci fenotypii a miry asynapse, ale podil PWD/B6 interakce na
jednotlivych autozomech je nejasny. Nami pozorovand mira asynapse neodpovida
oc¢ekavané asynapsi, kterd byla uréend pomoci GigaMUGA genotypt (obr. 44 a 45).
Ptredpokladame, ze v tomto kiiZzeni maji velky vliv zatim nezjisténé modifikujici geny

CAST putvodu. Tento predpoklad je v soucasné dobé¢ testovan na rozsahlejSim panelu

hybridnich mysi.
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Obr. 44. Pozorovana a oéekavana mira synapse u Prdm9°"P/B6 Hgx2CAST

Pozorovana mira synapse neodpovida ocekavané mite.
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Obr. 45. O¢ekavana a pozorovana mira synapse u Prdm97"P/B6 Hstx2PWD

Pozorovana mira synapse neodpovida ocekavané mife.
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6 Diskuze

Hybridni sterilita je jednim z mechanismii, které zajistuji reprodukcni bariéry
mezi blizkymi druhy. K hlavnim modelim pro studium postzygotickych reprodukénich
bariér patii drozofila (Sawamura et al. 1993a, b, Barbash & Ashburner 2003, Brideau et
al. 2006, Phadnis & Orr 2009, Tang & Presgraves, 2009, Moran & Fontdevila 2014,
Kotov et al. 2019) a nejlépe prozkoumanym savéim modelem je myS domadci
(Mus musculus). Jednim z ptistupi pro pochopeni genetické kontroly vzniku
reprodukénich bariér je studium volné zijicich jedinci v mistech hybridni zény (Dod et
al. 1993, Payseur et al. 2004, Vyskocilova et al. 2005, Macholan et al. 2007, Teeter et al.
2010, Macholan et al. 2011). Problémem tohoto pfistupu je vSak vysokd variabilita,
slozitost nestandardizovanych systémii a obtizna reprodukovatelnost ziskanych dat.
Vyhodnym kompromisem pro geneticka studia se proto jevi vyzkum na inbrednich
laboratornich mysich kmenech pochézejicich z jednotlivych mysich
poddruhtt M. m. musculus, M. m. domesticus, M. m. castaneus a M. m. molossinus (Forejt
& Ivanyi 1974, Forejt et al. 1991, Gregorova & Forejt 2000, Oka et al. 2004, Storchova
et al. 2004, Good et al. 2008, Dzur-Gejdosova et al. 2012, White et al. 2012, Wang et al.
2015). Vyzkum na hybridech ukazal, Ze reprodukéni izolace je zplisobena interakci vice
genovych lokusit (Duvaux et al. 2011, White et al. 2011, Campbell et al. 2012,
Dzur-Gejdosova et al. 2012). Prvni sav¢i gen hybridni sterility byl objeven nejprve jako
Hybrid sterility 1 lokus (Hstl) na chromozomu 17 (Forejt & Ivanyi 1974), ktery byl
pozi¢nim klonovanim ztotoZnén s genem PR domain containing 9, Prdm9 (Mihola et al.
2009), kodujicim methyltransferazu histonu H3K4 a H3K36 a odpovédnym za
rekombinacni hotspoty (Baudat et al. 2010, Berg et al. 2010, Myers et al. 2010, Parvanov
et al. 2010, Powers et al. 2016, Diagouraga et al. 2018). Dalsi silné lokusy hybridni
sterility Hstx! a Hstx2 byly mapovany na chromozomu X (Storchova et al. 2004,
Dzur-Gejdosova et al. 2012, Bhattacharyya et al. 2014, Balcova et al. 2016).

6.1 Jaky je mechanismus Prdm9 kontrolované meiotické zastavy?

Genetick¢é mapovani gentt hybridni sterility, jejich mozné epistatické

nekompatibility a jejich evoluci pozménéna struktura ¢i projev jsou hlavnimi slozkami
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vyzkumu genetického mechanismu neplodnosti u intersubspecifickych hybridi
(Presgraves 2010, Maheshwari & Barbash 2011, Civetta 2016, Mack & Nachman 2017).
Jako podminky zptsobujici neuplnou synapsi homolognich chromozomi, ¢asnou
meiotickou zastavu a samci sterilitu mysich intersubspecifickych PWD/B6 Fi hybrida
byly uréeny heterozygotnost genu Prdm9°"?6 (Mihola et al. 2009), PWD alela lokusu
Hstx2 na chromozomu X (Storchova et al. 2004, Forejt et al. 2012, Bhattacharyya et al.
2014) a autozomalni PWD/B6 heterozygotnost (Dzur-Gejdosova et al. 2012, Gregorova
et al. 2018). Molekularni mechanismus piisobeni Hstx2 je zatim stale nejasny, pro
meiotickou zastavu kontrolovanou PRDM9 jsme navrhli nasledujici vzajemné se
nevylucujici vysvétleni.

Nejprve jsme predpokladali, ze divergence rychle se vyvijejicich nekédujicich
DNA a/nebo RNA sekvenci miize zasahovat do synapse chromozomi kvili mozné
interferenci pii hleddni homologie na templatu (Bhattacharyya et al. 2014). Nase
hypotéza vSak nenabidla vysvétleni role Prdm9 v predpokladaném mechanismu. Davies
a kolegové (2016) zjistili, ze PRDM9”"P varianta oznacila silné hotspoty preferenéné na

chromozomu B6, a naopak PRDM95¢

preferencn¢ aktivovala silnd vazebnd mista na
PWD chromozomu, a to zhruba v 70 % ptipadi. DSBs v téchto hotspotech se obtizné
opravuji nebo se opravuji prili§ pozdé€, naptiklad pouZitim sesterské chromatidy jako
templatu (Faieta et al. 2016, Li et al. 2019). Mira asynapse konkrétniho chromozomu
zavisela na rozloZeni asymetrickych DSB hotspott (Davies et al. 2016, Gregorova et al.
2018) a na nedostatecném poctu DSBs generovanych v symetrickych hotspotech. Tim by
mohlo dojit k poruSe parovani chromozomi a normdlniho prib&hu spermatogeneze.
Takové vysvétleni je v souhlasu se zjiSténim, ze indukované exogenni DSBs vyrazné
zlepsily synapsi homolognich chromozomli (Wang et al. 2018).

Alternativni vysvétleni je zaloZeno na nalezu vyznamnég zvysenych ,,defaultnich®
(,,toxickych®) DSBs hotspotli nezavislych na PRDM9 ve spermatocytech PWD/B6 F;
hybridi (Smagulova et al. 2016). Takovéto hotspoty jsou piednostné umistény
v promotorech a jinych regulacnich sekvencich. Protoze byly tyto ,,defaultni* hotspoty
pozorovany u knockoutovanych Prdm9” sterilnich samcii, u hybridnich samcii by toto
pozorovani mohlo ukazovat na funk&ni nedostatek PRDM9, napftiklad neac¢inné PRDM9
multimery (Baker et al. 2015b, Altemose et al. 2017). Tento mechanismus by vSak obtizné
vysvétlil naSe zjisténi vyznamu konsubspecifickych usekli a exogennich DNA DSBs pro

parovani a fertilitu hybridi (Gregorova et al. 2018, Wang et al. 2018).
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Tteti mozny mechanismus navrhli Yamada a spolupracovnici (2017), ktefi zjistili,
ze piiblizné 30 % DSBs ur¢enych PRDM9 se nachazi v repetitivnich sekvencich véetné
transpozontl, coz by mohlo byt skodlivé pro homologni synapsi u intersubspecifickych
hybrida z divodu moznych nehomolognich interakci mezi nehomolognimi oblastmi nebo
absenci alelického PRDM9 vazebného mista v genomu poddruhti. Tyto DSBs by mohly
destabilizovat integritu genomu a interferovat s opravnym mechanismem DNA
dvoufetézcovych zlomi. Takovyto mechanismus by mohl pracovat nezavisle na asymetrii

DSBs navrzené Daviesem a spoluautory (2016) a zaroveinl soubézné s touto asymetrii.

6.2 Nedostatek symetrickych DSBs hotspoti ovliviiuje miru asynapse

Kritickym krokem pro 1UspéSnou spermatogenezi je vytvofeni DNA
dvoutetézcovych zlomii (DSBs) pomoci SPO11 topoizomerazy (Keeney 2008). DSBs
jsou nezbytné pro meiotickou rekombinaci a homologni synapsi (Baudat et al. 2013,
Bolcun-Filas & Handel 2018). Produkt genu Prdm9 ur€uje umisténi DSBs tim, Ze se
k DNA specificky vaze doménou zinkového prstu (ZnF) a aktivuje potencialni mista
meiotické rekombinace methylaci histonu H3 na lysinu 4 a 36 (Baudat et al. 2010, Myers
et al. 2010, Parvanov et al. 2010). Davies a spolupracovnici (2016) prokazali, Ze pro
sterilitu PWD/B6 F; hybridl je rozhodujici PRDM9 doména zinkového prstu. V meioze
jsou k opravé dvoutetézcovych zloml vyuzity homologni chromatidy. Pokud se na
jednom homologu nachazi sekvence silnéjSiho (méné mutovaného) hotspotu, vytvori se
dvoufetézcovy zlom castéji na tomto misté, ¢imz vSak dojde v rdmci opravy zlomu
k nahrazeni sekvenci se slabsim hotspotem pochazejicim z homologni chromatidy (Baker
et al. 2015a, Tiemann-Boege et al. 2017). Tento mechanismus vedl k formulaci hotspot
paradoxu (Boulton et al. 1997), podle kterého by méla vyse uvedenym zplisobem béhem
evoluce vymizet vSechna hotspot mista. K vysvétleni, pro¢ k tomu nedochazi (tj. hotspot
paradox), by mohla vést extrémné zrychlena evoluce PRDM9 domény zinkového prstu,
kdy vymizeni PRDM9 hotspot vazebnych mist miiZze uptfednostnit selekci nové Prdm9
alely, kterd vede ke vzniku zcela novych hotspotli (Myers et al. 2010).

Na zéklad¢ hotspot paradoxu Davies a kolegové (2016) navrhli teorii asymetrie
rekombinacnich hotspotli hybridl jako vysvétleni sterility PWD/B6 Fi hybridd. Autofi
zjistili, ¢ u PWD/B6 F; hybridnich samci PRDM9"WP oznagila silné hotspoty na
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chromozomu B6 a naopak. Tim vznikaji dvoufetézcové zlomy, které 1ze z homologni
chromatidy opravit obtizné nebo je nejde opravit viibec, protoze se zde nachazi alelické
misto, které Spatn¢ vaze nebo nevaze PRDM9 protein. Neopravené asymetrické DSBs
ztézuji synapsi a spermatocyt nakonec podléha apoptdze. Autofi navrhuji pozorovanou
PRDM9 vazebnou asymetrii jako hlavni molekularni zaklad hybridni sterility. Teorii
asymetrie podporuje skuteCnost, ze asynapse sterilnich F; hybridi 1épe koreluje
s hustotou SPO11-odvozenych DSBs nez s délkou chromozomu. Teorie asymetrie vSak
plné¢ nevysvétluje rozdilné fenotypové projevy hybridni sterility. Pfestoze jsou
asymetricka PRDM9 vazebnd mista srovnatelna u reciprokych hybridi B6/PWD (prvni
rodic¢, zde B6, je vzdy samice), jsou PWD/B6 F; hybridni samci pIné sterilni s vysokou
mirou asynapse az 90 %, oproti B6/PWD F; samcim, ktefi jsou semifertilni s mirou
asynapse pouze do 45 %. Lokus Hstx2 zde zfejm¢ hraje klicovou, avSak zatim stale ne
uplné prostudovanou roli. Zajimavé je, Ze piestoze B6 alela Hstx2 lokusu dramaticky
zvySuje ucinnost parovani, na zménu v profilu asymetrickych DSBs hotspotti ma efekt
maly, pokud k nému viibec dojde (Davies et al. 2016, Smagulova et al. 2016).

Asymetrické DSBs by mohly mit vliv na meiotické parovani, protoZe mohou
branit opraveé pii hledani templatu, napiiklad kviali nevhodné konformaci chromatinu
zpusobené nedostatecnou trimethylaci lysinu 4 a lysinu 36 na histonu H3, piipadné
zménou PRDM9 vazebného motivu, kterd vyvola antirekombina¢ni aktivitu opravného
syst¢ému MMR (mismatch repair) (Chakraborty & Alani 2016). Nékteré DBSs by také
mohly byt opraveny atypicky pomoci DNA templétu ze sesterské chromatidy (Kauppi et
al. 2013). Takovato rekombinace mezi sesterskymi chromatidami se v§ak na homologni
synapsi nepodili.

Abychom u PWD/B6 F; hybridd odhadli po¢et DSBs potiebnych pro spravnou
synapsi daného chromozomu, porovnali jsme o¢ekdvané rozdéleni symetrickych DSBs
hotspotli na vSech autozomech s jejich mirou asynapse. Pomoci pravdépodobnostniho
modelu zalozeného na teorii asymetrie rekombinacnich hotspott (Davies et al. 2016) jsme
se pokusili odhadnout minimalni pocet symetrickych DSBs na chromozom, ktery je
dostate¢ny pro Uplnou meiotickou synapsi. Na§ model pro PWD/B6 F; hybridy
ptedpovida, Ze v pfiblizn¢ 25 % piipadi je chromozom asynapsovan, protoZe obsahuje
jenom asymetrické DSBs a neobsahuje tedy zadné symetrické. Ve zbyvajicich 75 %
pfipadi mé asynapsovany chromozom jeden symetricky DSB a zbylé DSBs asymetrické.

Odhadujeme tedy, Ze minimalné¢ dva symetrické DSBs na chromozom by mohly byt
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dostate¢né pro Uplné vytvoreni synaptonemdalniho komplexu a tim docileni spravné

synapse chromozomu.

6.3 PWD/PWD homozygotni useky podporuji meiotickou synapsi
a potlacuji neplodnost hybridu

Heterozygotni Prdm9°"PB6 gen a Hstx2""P lokus byly identifikovany jako
nezbytné faktory hybridni sterility u sterilnich F1 PWD/B6 hybrida. Toto tvrzeni bylo
potvzeno uplnou obnovou fertility u F; PWD/B6 samcii s genotypem Prdm9”"PFWp
(Bhattacharyya et al. 2013) ¢i s jednou alelou genu Prdm9 nahrazenou alelou
lidskou — Prdm9""P" (Davies et al. 2016). V ranych studiich PWD/B6 F; hybridd byly
univalenty v primarnich spermatocytech brany jako sekundarni disledek meiotické
zastavy zpusobeny genovou nekompatibilitou (Forejt a Ivanyi 1974, Forejt 1996).
Bhattacharyya a kolegové (2013) zjistili, ze 90 % primarnich spermatocyti u PWD/B6
Fi1 hybridi obsahuje jeden nebo i1 vice asynapsovanych chromozomi. S vyuzitim
konzomickych kment B6.PWD-Chr* (Gregorova et al. 2008) autofi navic vnesli do
PWD/B6 F; hybridii konkrétni poar PWD/PWD konsubspecifickych homologt, a piestoze
tito hybridi ztstali sterilni, doslo ke spravné synapsi konkrétniho konsubspecifického
paru. Tento nalez naznadil, Ze heterozygotnost genu Prdm9”"P26 3 PWD alela lokusu
Hstx2 jsou nezbytnou avSak ne dostacujici podminkou pro hybridni sterilitu s tim, Ze je
navic nutny cis-efekt chromozomové-autonomni interakce mezi homology
(Bhattacharyya et al. 2013, 2014).

V nasi préci (Gregorova et al. 2018) jsme odhalili prvni ptimou souvislost mezi
Prdm9-kontrolovanou asynapsi a meiotickou zastavou PWD/B6 Fi hybridnich samci.
Zjistili jsme, Ze kratS$i chromozomy vykazuji vyznamné vyssi sklon k asynapsi, nez je
tomu u chromozom del$ich. K podobnym vysledkiim dosli i Kauppi a kolegové (2013),
kdy byla u mysi s nizs§i genovou davkou Spoll pozorovana vyssi citlivost kratkych
autozomalnich chromozomi k asynapsi a zarovei byl snizen i pocet dvouietézcovych
zloml. Abychom ovéfili vliv autozomalni heterozygozity a souvisejici asymetrie
rekombinacnich hotpotl na miru plodnosti, vnesli jsme rizn¢ dlouhé homozygotni
PWD/PWD tseky do dvou az Etyf chromozom PWD/B6 hybrida. Zjistili jsme, Ze pro

zajiSténi uplné synapse chromozomu musi minimalni délka konsubspecifického
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PWD/PWD tseku dosahovat 27 Mb. Se vzristajici délkou téchto homozygotnich
PWD/PWD useki jsme mohli pozorovat plynulou zménu miry asynapse. Tato zjisténi
podporuji predpoklad, 7e autozomalni synapse  je cis-regulovana
a chromozomové-autonomni. V souladu se zjisténim, Ze se synaptonemalni komplexy na
kazdém chromozomu zacinaji formovat na mnoha rekombina¢nich mistech (Zickler
& Kleckner 2015, Finsterbusch et al. 2016), byl nas nalez, ze pro zachranu synapse
nezalezi na umisténi konsubspecifického PWD/PWD tseku v chromozomu.

U PWD/B6 F; hybridi trans-efekt konsubspecifickych PWD/PWD usekt zvysuje
pravdépodobnost synapse nezavislého intersubspecifického homologniho paru.
Mechanismus trans-efektu neni zatim zndm. Kauppi a kolegové (2013) zkoumali u samcti
s niz$i davkou SPOI11 vliv této nizsi davky na tvorbu DSBs a néslednou homologni
synapsi. Diky svym zjiSténim navrhli, Ze asynapse je fetézovou reakci, kdy jeden nebo
vice asynapsovanych chromozoml zvySuje pravdépodobnost asynapse dalSich
chromozomu, ktera mize byt zpisobena jejich zapojenim do nehomologni synapse mezi

sebou nebo synapse s ¢asti chromozomu X lezici mimo pseudoautozomalni oblast.

6.4 Exogenni DNA DSBs sniZuji miru asynapse meiotickych

chromozomu

Pokud plati, Ze asynapse a naslednad zastava spermatogeneze jsou dusledkem
nedostatku symetrickych DSBs (Davies et al. 2016), pak by zvyseni jejich poctu mohlo
alespon ¢astecné chromozomalni synapsi obnovit. Pokusili jsme se proto testovat tento
pfedpoklad a indukovat ndhodné DSBs v germindlnich bunikéch sterilnich PWD/B6 Fi
samcli pomoci jedné injekce cisplatiny, coz je protinddorové chemoterapeutikum
pouzivané u n€kterych onkologickych pacientd.

Cisplatina (dale jen cisPt) vytvafi vazby mezi bazemi a odstranéni téchto vazeb
zpusobi vznik DNA DSBs (Basu & Krishnamurthy 2010). V klidovych somatickych
bunkach vsak bylo prokdzdno i odstranéni cisPt-DNA vazeb bez vytvotreni DSBs
(Frankenberg-Schwager et al. 2005). Protoze je zatim malo znamo o nacasovani
enzymatického odstrafiovani cisplatinou zptisobenych vazeb mezi fetézci (Johnsson et al.

1995), nelze s ohledem na konec replikace DNA ptesné specifikovat tvorbu DSBs.
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Cisplatinou vytvorené DSBs mohou vzniknout kdykoliv béhem meiotické S-faze nebo na
zacatku leptotenu.

Hanneman a spolupracovnici (1997) prokazali, ze cisPt zvySovala pocet
rekombinacnich mist. V navaznosti na jejich objev Romanienko a Camerini-Otero (2000)
testovali u¢inky cisPt na knockoutovanych Spol/”- mysich, u kterych se netvoii zadné
DNA DSBs a dochéazi k meiotické zéstavé jeSté pred pachytennim stddiem. Autofi
uSpoll” mys§i ovlivnénych cisPt pozorovali tvorbu DSBs a zlep$eni synapse
meiotickych chromozomul, coz mize byt podpofeno i naSim pozorovanim, kdy
u PWD/B6 F1 hybridi ovlivnénych jednou davkou cisPt doslo k vyraznému vzriistu poctu
DNA DSBs, zvyseni synapse a narastu pozdéjsich stadii pachytennich jader (Wang et al.
2018).

ProtoZe je ale uc¢innost opravy cisplatinou vyvolanych DSBs pomoci homologni
rekombinance obecné nizkd, vyznamny podil spermatocytl zanikne jesté pred stadiem
Casného pachytenu. Navic Bhattacharyya a spolupracovnici (2013) zjistili, zZe
spermatocyty s vice nesparovanymi autozomy, které postoupily do stadia casného
pachytenu, jsou vétSinou odstranény jesté pied dosazenim stddia pozdniho pachytenu.
Tento mnohondsobny eliminacni efekt tak mize zvySit zddnlivou ucinnost cisPt

sledovanou jako podil pIn€ synapsovanych stftednich a pozdnich pachytennich jader.

6.5 Role Prdm9 v hybridech pochazejicich ze tfi mySich poddruht

Vyzkum na hybridnich mySich je z velké miry provadén na kiizenich mezi
M. m. domesticus a M. m. musculus (Forejt 1996, Payseur et al. 2004, Good et al. 2008,
Trachtulec et al. 2008, Mihola et al. 2009, Good et al. 2010, White et al. 2011, Flachs et
al. 2012, Bhattacharyya et al. 2013, Davies et al. 2016, Gregorova et al. 2018, Wang et
al. 2018, Mukaj et al. 2020) nebo déle M. m. domesticus a M. m. castaneus (Orth et al.
1998, White et al. 2012, Baker et al. 2015a, Dumont 2017) ¢&i M. m. domesticus
a M. m. molossinus (Imai et al. 1981, Niwa & Wakasugi 1988, Oka et al. 2007, Nishino
et al 2019). NasSe laboratof se uz dlouhd 1éta zamétuje na studium hybridni sterility mezi
poddruhy M. m. musculus (zastoupeny kmenem PWD) a M. m. domesticus (zastoupeny
kmenem B6). Poté, co byl lokus Hst/ (Forejt & Ivanyi 1974) identifikovan jako gen

PR domain containing 9, Prdm9 (Mihola et al. 2009), se vyzkum zaméfil na pochopeni
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intertakce tohoto genu s dal$im lokusem hybridni sterility Hstx2. Sterilni PWD/B6 Fi
hybridni samci maji heterozygotni Prdm9°"”25 a nesou PWD alelu Hstx2 lokusu
(Dzur-Gejdosova et al. 2012, Bhattacharyya et al. 2013). Ostatni alelické kombinace
téchto dvou faktori produkuji plodné nebo castecné plodné hybridni samce
(Dzur-Gejdosova et al. 2012, Flachs et al. 2012).

Abychom ovéiili hypotézu, zda je heterozygotni Prdm9°"P’56 a Hstx2P"P zasadni
pro vznik asynapse a nasledné meiotické pachytenni zastavy mimo genetické pozadi
kmenit PWD a B6, vytvorili jsme samc¢i hybridy mezi poddruhy M. m. domesticus,
M. m. musculus a M. m. castaneus. Nejprve jsme piipravili CAST/PWD F; hybridni
samice, které jsme nasledné ptipustili s B6 samcem. Dostali jsme hybridy, jejichz genom
pochazel z50%  zpoddruhu M. m. domesticus a z25% od kazdého
poddruhu M. m. musculus a M. m. castaneus. Nami vytvotrené hybridy jsme rozdélili do
¢yt skupin podle genotypu Prdm9 a Hstx2. Stejné jako tomu bylo u CAST/B6 F; hybrid
(Baker et al. 2015a), samci nesouci Prdm9“4575% byli plodni bez ohledu na alelu Hstx2.

Samci nesouci ,,sterilni® Prdm9""P/B6

genotyp vykazovali rozdilné fenotypové projevy
od uplné sterility az po Uplnou plodnost. Lokus Hstx2 zde nemél rozhodujici vliv. Mira
asynapse dobfe korelovala spoctem spermii. Diky rozdilim mezi pozorovanou
a oCekavanou mirou synapse se vSak domnivame, zZe v naSem hybridnim modelu hraji

navic roli jeden nebo vice zatim blize neuréenych CAST-modifikujich genti.

6.6 Chromozomalni a genova povaha hybridni sterility

Hybridni sterilita je biologicky fenomén s univerzalni platnosti od kvasinek az po
savce. VétSina dosavadnich genetickych studii této formy reprodukéni izolace byla
zam¢fena na mapovani genl kontrolujicich epistatické inkompatibility vedouci
k neplodnosti hybridi (Presgraves 2010, Maheshwari & Barbash 2011, Civetta 2016,
Mack & Nachman 2017). Naproti tomu genem Prdm9 podminénd inkompatibilita se tyka
nekodujicich sekvenci PRDM9 vazebnych mist spojenych s poruchou péarovani
meiotickych chromozomt. Podle vykladu zalozeném na asymetrii rekombinac¢nich
hotspotii dojde k zabranéni rekombinace v piipadé€, ze homologni sekvence PRDM9
vazebnych mist blizce souvisejicich populaci se béhem evoluce dostatecné odlisily.

Regulace rozmisténi rekombinacnich hotspoti Prdm9 genem je vSak omezena pouze na

95



savce a lze ptredpokladat, ze podobny mechanismus reprodukéni izolace by mohl
fungovat obecné i u druht, které ortholog Prdm9 genu nemaji, nebo maji jeho nefunkéni
variantu. Mezidruhova bariéra zabranujici homologni rekombinaci byla popséana
u prokaryot mezi druhy Escherichia coli a Salmonella typhiimurium (Rayssiguier et al.
1989, Stambuk & Radman 1998) a u eukaryot u hybridi druhti Saccharomyces, kde byla
prokazana role opravného mechanismu MMR (Hunter et al. 1996, Greig et al. 2003, Liti
et al. 2006). Antirekombinacni mechanismus by tak mohl slouzit jako obecny speciacni
nastroj, ktery dokéze postupné omezovat tok genii mezi piibuznymi populacemi

(Gregorova et al. 2018).
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7 Zavér

1.

Objasnéni mechanismu meiotické asynapse u sterilnich hybridu

Zjistili jsme, ze mira asynapse jednotlivych autozomi sterilnich PWD/B6 Fi
hybridnich samci je vyznamné vys$i u péti nejkrat§ich chromozoml a ma
chromozomové-autonomni povahu. Dale jsme zjistili, Ze ndhodné¢ umistény
konsubspecificky (patfici stejnému poddruhu) PWD/PWD usek obnovi synapsi
dané¢ho autozomadlniho paru, pokud je delsi nez 27 Mb. Z naSich vysledkl
vyplyvé, Ze k obnové synapse daného chromozomu dochazi bez ohledu na
umisténi  konsubspecifického tuseku vzhledem k centromefe a telomefte.
Srovnanim  naSich  vysledkli s ofekdvanou  distribuci  symetrickych
a asymetrickych DNA DSBs na chromozomu jsme piedpovédéli, ze pro uspésnou
synapsi chromozomu jsou nezbytné minimalné dva symetrické DSBs. Nasledné
jsme potvrdili pfi¢inny vztah mezi asynapsi a neplodnosti ¢aste¢nou obnovou
plodnosti F; hybriddi, u nichz jsme pomoci konsubspecifickych tsekti obnovili
synapsi alespoii ve tiech ze ¢tyt nejkratSich segregujicich chromozomi, jmenovité

chromozomu 15, 16, 18 a 19.

Ovéfeni  vlivu exogennich dvoufetézcovych zlomiit DNA na parovani

chromozomu sterilnich hybrida

Zjistili jsme, Ze ve shod¢ s predpokladanym nedostatkem symetrickych DSBs na
meiotickych chromozomech sterilnich hybridd je mozné je ¢aste¢né kompenzovat
indukci exogennich DNA DSBs injekci chemoterapeutika cisplatiny. Zjistili jsme,
ze jadra ovlivnénd koncentraci 5 mg/kg a 10 mg/kg cisplatiny vykazovala
vyznamny narust DSBs monitorovanych imunobarvenim RPA a DMC1 mist na
leptotennich a zygotennich chromozomech. Cisplatina vyznamné zvysila cetnost
synapse v pachytennich jadrech. ZvySeni cetnosti DSBs a chromozomadlni
synapse bylo pozorovéano piedevs§im u jader, kterd byla v dob¢ aplikace cisplatiny
v S-fazi a integrovala 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU), analog thymidinu.
Vysvétlenim mliZe byt, Ze homologni rekombinaci jsou 1épe opravitelné exogenni
dvoufetézcové zlomy indukované v S-fazi nez v leptotene/zygotene, kdy vznikaji

SPO11 indukované zlomy. Pravdépodobné;jsi je, Ze k excizi cisplatinovych adukti

vzniklych v S-fazi a ke vzniku DSBs dochazi aZ ve stadiu leptotene.
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3. Ovéfeni ulohy genu Prdm9 v saméi plodnosti hybridi mimo modelovy hybridni

genom (PWD x B6)

VétSina studii Prdm9 jako genu hybridni sterility vyuzivala hybridy inbrednich
kmentt PWD a B6 a jejich konzomickych a kongennich derivatt. Zjistili jsme, Ze
se gen Prmd9 chova jako hlavni gen hybridni sterility i u hybridi pochézejicich
ze tii poddruhit M. m. musculus, M. m. castaneus a M. m. domesticus. Fertilitu
hybridi v tomto kiizeni ptevdzné urcoval genotyp Prdm9, zatimco PWD ani
CAST alela Hstx2 neméla rozhodujici vliv. Samci s genotypem Prdm94S786 byli
plodni s nizkou mirou asynapse, oproti tomu genotyp Prdm9°"P’B¢ yykazoval
celou Skalu fenotypovych projevii od neplodnych samct s vysokou mirou
asynapse po samce plodné s nizkou mirou asynapse. Navic se nami pozorovana
mira asynapse liSila od asynapse ofekavané. Pfedpokladame, ze v tomto kiizeni
hraji roli, mimo asymetrickych DNA DSBs, zatim nemapované

CAST-modifikujici geny.
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9 Seznam zKkratek

AEs — axialni elementy
B — B6/B6 homozygotni tisek
B6 — C57BL/6J — inbredni mysi kmen z poddruhu Mus musculus domesticus

B6.PWD-Chr* — C57BL/6JChr #”WP — konzomicky kmen s danym chromozomem PWD
na B6 pozadi

BW — body weight — hmotnost téla

C — hodnota C — obsah DNA

CAST — CAST/E1J — inbredni mys$i kmen z poddruhu Mus musculus castaneus
CB — Prdm9CAST/86

CE — centralni element

CEN - centromerické proteiny

CI - confidence interval — interval spolehlivosti

cisPt — cisplatina

CO — crossing over — rekombina¢ni vymeéna ¢asti chromatidovych ramen
DMCI1 — dosage suppressor of Mck1 — protein shromazd'ujici se v mistech DSBs
dNTPs — deoxyribonukleotid trifosfat

DSBs — double-strand breaks — dvouretézcové zlomy

EdU — 5-ethynyl-2"-deoxyuridin — analog thyminu

EP — early pachytene — Casny pachytene

EtBr — ethidiumbromid

EZ — early zygotene — Casny zygotene

F1 — prvni filidlni generace

FISH — fluorescen¢ni in-situ hybridizace

G234 — generace 1/2/3/4

GigaMUGA — The Giga Mouse Universal Genotyping Array — celogenomovy ¢ip mySich
SNP zaloZeny na platformé [llumina® Infinium

H1t — HIt linker — testikularni histon H1
H3 — histon 3

H3K4 — lysin v pozici 4 na histonu 3
H3K36 — lysin v pozici 36 na histonu 3

HORMAD1/2 — HORMA containing-domain protein 1/2 — protein obsahujici doménu
HORMA 1/2
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Hstl — gen hybridni sterility 1

Hstx1 — lokus hybridni sterility X chromozomu 1

Hstx2 — lokus hybridni sterility X chromozomu 2

YH2AX — fosforylace serinu v pozici 139 na histonu H2AX

ID — identifikaéni ¢islo

LEs — lateralni elementy

LP — late pachytene — pozdni pachytene

LZ — late zygotene — pozdni zygotene

M. m. castaneus — Mus musculus castaneus — poddruh mysi domaci

M. m. domesticus — Mus musculus domesticus — poddruh mysi domaci
M. m. molossinus — Mus musculus molossinus — poddruh mys$i domaci
M. m. musculus — Mus musculus musculus — poddruh mysi domaci

Mit marker — mikrosatelitovy marker

MMR — mismatch repair — systém opravného mechanismu

MP — mid pachytene — stfedni pachytene

MZ — mid zygotene — stfedni zygotene

N — hodnota N, ploidie — pocet sad chromozomt

NCO — non-crossing over — rekombinace bez vymény chromatidovych ramen
PB — PWD/B6 heterozygotni tsek (viz. kontext)

PB — Prdm9”"P/56 (viz. kontext)

PCR — polymerazova fetézova reakce

PGC — primordial germ cells — zarode¢né pohlavni buniky

PP — PWD/PWD homozygotni tisek

Prdm9 — PR domain containing 9 — gen obsahujici PR doménu 9

PWD — inbredni mys$i kmen z poddruhu Mus musculus musculus
RADS1 — radiation sensitive 51 — protein Ucastnici se opravy DNA DSBs
RPA —replication protein A — protein vazajici se k jednofetézcové DNA
SC — sperm count — pocet spermii

SE — smérodatna odchylka

SNP — jednonukleotidovy polymorfismus

SPO11 — Homologni protein ke kvasinkovému proteinu 11 uplatiiujicimu se ve sporulaci

SYCE1/2 — Synaptonemal Complex Central Element Protein 1/2 — protein centralniho
elementu synaptonemalniho komplexu 1/2
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SYCP1/2/3 — Synaptonemal Complex Protein 1/2/3 — protein synaptonemalniho
komplexu 1/2/3

TEX12 — Testis-expressed Protein 12 — protein specificky pro sam¢i pohlavni bunky
ucastnici se utvareni synaptonemalniho komplexu

TW — testes weight — hmotnost varlat

UMG AV CR - Ustav molekularni genetiky Akademie véd Ceské republiky
X -~ XC — Hstx25T

X" — XP — Hstx2P"P

ZnF — zinc finger domain — doména zinkového prstu
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