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Abstrakt

Pro ucely studia hybridni sterility byl v nasi laboratoii vytvofen model zaloZeny na
kmeni PWD/Ph (PWD) pochazejiciho z divokych mysi poddruhu M. m. musculus a bézné
vyuzivaném laboratornim kmeni C57BL/6J (B6) odvozenych zvice nez 90% od poddruhu M.
m. domesticus. Po kiizeni samice PWD a samce B6 ziskame samc¢i potomky, ktefi jsou sterilni.
Hybridni samci F1 generace vykazuji defekty v opravé asymetrickych dvouvldknovych DNA
zlomii (DNA double-strand breaks, DSBs) iniciovanych spole¢nym ptisobenim proteinti SPO11
a PRDM9 v meiotické profazi I, pficemz dochazi k porucham synapse mezi homolognimi
chromozomy vedouci k zastavé spermatogeneze a samci sterilité. Tvorba dvouietézcovych
zlomil a jejich nasledna oprava je predpokladem pro prvni meiotické déleni. Pracovni hypotéza
vychdzi z poznatki zaloZzenych na kvasinkovém modelu, kdy piedpokladany antirekombinacni
mechanismus mismatch repair genti Msh6 a Msh2 zamezuje opravu DSBs v mistech DNA
polymorfismi mezi homolognimi chromozomy béhem meidzy. Ackoliv neni zndm ptesny
mechanismus antirekombinaéni funkce téchto dvou genti, na zakladé homologie systému oprav

napfi¢ organismy existuje silny pfedpoklad podobné funkce v mysi meidze.

V této praci byla vyuzita fada rliznych metod. Se zdmérem studie ucinku delece genu
Msh6 na meiotickou profazi I a zrdni spermii byla navrzena guide RNA pro CRISPR/Cas9
vytvofeni deleCniho mutanta v mySi B6. Ke genotypizaci bylo vyuzito PCR metody pro
amplifikaci iseku DNA v oblasti delece a nasledné Sangerovo sekvenovani amplifikovaného
produktu. Vyfazeni proteinu u mutantnich mys$i bylo potvrzeno metodou western blotu.
Imunofluorescencni mikroskopie se specifickymi proteinovymi markery slouZila pro
monitorovani jednotlivych meiotickych stadii. Homozygotni dele¢ni linie Msh6 byly uspésné
vedeny prozatim do paté generace zpétného kiizeni na kmen B6. Mutantni samci B6.Msh6™
vykazovali vyznamné niZ8i hmotnost testes a pocet zralych spermii, neZ tomu bylo v pfipadé
kontrolnich B6 samcii. Samci nesouci deleci se vyznaCovali symptomy neopravenych
dvoufetézcovych zlomi ve stddiu pachytene. Vliv delece genu Msh6 na frekvenci

rekombinac¢nich udélosti nebyl u samcit B6 prokazan.

Klic¢ova slova: mismatch repair, meioticka recombinace, hybridni sterilita, kongenni kmeny



Abstract

To study hybrid sterility our laboratory uses mouse strains PWD/Ph (PWD), derived
from Mus musculus musculus wild mice and the common laboratory strain C57BL/6J (B6)
mostly of Mus musculus domesticus origin as a model. Crossing between PWD female and B6
male results in sterile male progeny. F1 hybrid males carry defects in the repair mechanisms of
asymmetric double-strand DNA breaks (DSBs). Functional interplay of SPO11 and PRDM9
proteins in the meiotic prophase I is necessary for repairs. Its defect leads to incorrect synapse
formation between homologous chromosomes, leading to halt in spermatogenesis and thus male
sterility. The formation of DSBs and their subsequent repair is essential for first meiotic
division. The working hypothesis stems from the findings in yeast model, where supposed
antirecombinatorial mechanism of mismatch repair genes Msh6 and Msh2 prevents DSBs
repairs during meiosis. Despite the functional mechanism of these two genes is not explicitly

known, existence of similar repair system in mice is presumed.

Variety of methods was implemented in this thesis. The effects of Msh6 deletion on
meiotic prophase I and sperm maturation were performed by designing guide RNAs for
CRISPR/Cas9 for creation of three knock-outs in B6 mice. The PCR was used to amplify
regions adjacent to the deletion, run on agarose gel electrophoresis and, in the end followed by
Sanger sequencing. The existence of the null mutant was verified by western blot.
Immunoflorescent microscopy with specific protein markers served for monitoring of
individual meiotic stages. As of now, homozygous knock-out Msh6 lines have been
successfully grown up to fifth backcross generation. The B6.Msh6” males had significantly
lower testes weight as well as number of mature sperm when compared to B6 wild-type control.
Males carrying the deletion exhibited the symptoms of unrepaired DSBs at the pachytene stage.
The effect of Msh6 gene deletion in B6 males on the meiotic recombination rate has not been

demonstrated.
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1 Uvod

Po cela desetileti se generace evolucnich biologl a genetiki pokousi zjistit, jaka je
pfi¢ina vzniku hybridni sterility (HS). Hybridni sterilita zabraiiuje genovému toku mezi
populacemi evoluc¢né blizkych taxont, kdy dva plné fertilni jedinci produkuji sterilni potomky.
Mechanismus HS poté vytvoii trvalou reprodukcni izolacni bariéru mezi sesterskymi populace,

jejiz disledky vedou az ke vzniku dvou samostatné oddélenych druhti.

Prvotni experimenty k tcelu studia HS byly provadény u riznych druhti octomilek,
pomoci nichz se podafilo stanovit jeji zékladni parametry. Pozd¢ji se dokonce podaftilo objevit
prvni gen, majici vliv na fenotyp sterility v modelu Drosophila. V laboratoii pod vedenim prof.
Jitiho Forejta se nésledn¢ podafilo jako prvnim odhalit gen Prdm9 zodpovédny za sterilitu u
laboratornich hybridnich samcti mysi PWD/Ph x C57BL/6J. Ur¢itym omezenim tohoto objevu
je fakt, Ze tento gen neni univerzalni pro vSechny savce, u nékterych druht dokonce neni

ptitomny viibec.

Geny Msh2 a Msh6 tvori proteinovy komplex MutSa, patfici do skupiny evolu¢né
vysoce konzervovanych DNA mismatch repair proteinit (MMR) zodpovédnych za korekturu
chyb nachazejici se v sekvenci DNA v dobé replikace a mitotické/meiotické fazi buiiky. Pokud
se v sekvenci nachazi jakykoliv nesoulad part bazi, delece ¢i inzerce je systém schopny zastavit
proces meiotické rekombinace v dob¢ po vzniku dvoufetézcovych DNA zlomt. Tyto geny tedy
slouZzi jako ,,strazci® spravného pribéhu homologni rekombinace mezi obéma fetézci. Studie
zalozené na kvasinkovém modelu dvou rozdilnych kmenl Saccharomyces, u kterych po
procesu kiizeni vznikajici pohlavné nedélici se hybridi, se podatilo vyfazenim genit Msh2 a
Msh6 vyprodukovat hybridy vykazujici vyrazné zvySeni mnozstvi homolognich rekombinaci,
schopnych nésledného opakovaného kiiZzeni v procesu pohlavniho déleni buiky. Timto

experimentem se tedy podafilo pfekonat reprodukéni bariéru hybridni sterility u kvasinek.

Ve své diplomové praci se po teoretické Casti vénuji vyvoji rodu Mus a faktoriim
zpiisobujicim hybridni sterilitu. Experimentalni ¢ast bude zamétena piedev§im na fenotypovy
popis dele¢nich mutant samctit C57BL/6J postradajici gen Msh6. Vyhodou piipadnych zjisténi,
je prave jiz zminéna vysoka konzervativnost systému s teoretickym piesahem do dalSich skupin

eukaryotickych organismd.



2 Literarni prehled

Generace evolucnich védci se snazi popsat, jaké mechanismy jsou zodpovédné za
druhovou rozmanitost na planeté¢ Zemi. Samotny proces vzniku novych druhli je nazyvan
speciace a zabyval se jim jiz v poloviné 19. stoleti Charles Darwin ve své knize ,,O pivodu
druht®, kde jako prvni pfiSel s teorii pfirozeného vybéru a za zdkladni jednotku evoluce
povazoval jedince (Darwin, 1859). Dalsi rozvoj jeho teorie umoznila az prace augustinianského
mnicha Johana Gregora Mendela. Sva kiizeni pivodné provadél na mysich, to se vsak
nesetkalo s pochopenim ostatnich mnicht, ktefi odmitali nocovat pod stejnou stiechou, kde
dochazelo ke kopulaci zivych tvora (Paigen, 2003). Svlij zajem tedy pieorientoval na rostliny,
a ty, ackoliv se stale jedna o zivé organismy, jiz nikoho nepohorSovaly, a tak na zahradé svého
brnénského klastera mohl provadet experimenty s kiizenim hrachu (Pisum sativum) soucasné i
vinnou révou (Vitis vinifera), pomoci nichz formuloval zékladni principy teorie dédi¢nosti. Za
zakladni jednotku zodpovédnou za biologickou dédicnost oznacil skupiny ,,Casticovych
faktori“, dnes nazyvanymi geny (Mendel, 1866). Mendel se tak stal ,,otcem* zakladatelem
védniho oboru genetiky a zarovenn svymi poznatky pomohl budoucim evolu¢nim genetikiim

formulovat komplexnéjsi a daleko sofistikovangj$i teorie o mechanismu speciace.
2.1 Fylogeneticky piivod rodu Mus

Rad hlodavci zahruje velkou skupinu MySoviti (Muridae) s podskupinou ,,pravé mysi“
Mus, kam patii mysi a mimo n¢ jejich blizci ptibuzni kiecci, potkani a krysy. Vyskyt prvnich
primitivnich hlodavct je ptredpokladan v dobé stiedniho miocénu situovanych do oblasti dnesSni
Indie a jihovychodni Asie. V téchto mistech byla nalezena nejstarsi a nejprimitivné;si fosilie
praptedka rodu Antemus s odhadovanym stafim 14 milioni let. Nélez této fosilie zafazené do
Pékistanské skupiny Sivaliského pohoti, odkud také pochazi jeji oznaceni Sivalijska fosilie, je
povazovan za nejvyznamnéj$i paleontologicky zaznam slouzici jako vychozi uzel fosilni
kalibrace pro klasifikaci druhii do kladistickych stromt (Jacobs a Downs et al., 1994; Jacobs a
Pilbeam et al., 1980; Seiffert et al., 2006)
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Obrazek 1. Kladistické rozdéleni rodu Mus. Podélna cara oznacuje fylogenetickou vzdalenost v milionech let. (a)
Zobrazuje taxonomické rozdélené rodu Mus porizenych z dat celogenomovych studii. (b) Rozdelni na zakladne
nalezii fosilit. Svetlé a prerusované cary zndzornuji chybéjici fosilni zdznamy nutné pro uplné spojeni
taxonomickych uzli. Jednotlivé vetve (klady) jsou clenény na zakladé fenotypického pozorovani nalezenych
pozustatkii, zejména morfologickych zaznamii chrupu Kladogram se s pribyvajicimu ndlezy fosilii miize ménit
(pouzito z Boursot et al., 1993)

Predpoklada se, ze dva podrody Progonomys a Karnimata vychazeji ptimo z Antemus,
kdy Karnimata dal pozdé€ji vzniknout rodu Rattus tedy krysam a Progonomys byl vychozi pro
vznik my$i Mus, kterym se pozd€ji podatilo diverzifikovat do mnoho dalsich druht. Toto je
obecné piijimana teorie vychazejici z DNA sekvenacni analyzy, dale s pouziti metod detekce
polymorfism délky restrikénich fragmenti (RFLP) a studia mitochondridlni DNA (mtDNA)
(Chevret et al., 2005; Lecompte et al., 2008; Michaux et al., 2001). N&které studie za bod
divergence mezi rody Rattus a Progonomys povazuji mezi¢lanek piedka rodu Phloeomys, ktery
dal postupné vzniknout rodu Progonomys (Kimura et al., 2015) a pozdéji 1 pravym mySim
zahrnujici velkou skupinu Mus, kam patii i mysi domaci Mus musculus v podobg, jak ji zname
dnes. Teorie je postavena na zdklad¢ dikladnych genomovych studii a silné¢ podpotena

fosilnimi nélezy.
2.1.1 Rozsireni a variabilita rodu Mus musculus

Prvni velkd expanze myS$i domdci se udala pravdépodobné pied 10 000 lety, kdy

nasledkem tani ledovct se podatilo diive oddélenym populacim postupné divergovat do Ctyt
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samostatnych skupin, které¢ obsadili navzdjem se nepiekryvajici oblasti v okoli indického
subkontinentu. V soucasné dob¢ je odhadovano, ze skupina Domesticus byla soustiedéna podél
stepi dneSniho Pakistanu zapadné od Indie (Auffray et al., 1990). Skupina Musculus se nejspis
mohla nachéazet v severni Indii, skupina Castaneus obsadila oblast dnesni Bangladése a
populace Bactrianus zustala v Indii (Horiuchi et al., 1992). Pro rozsiteni mysSi domaéci se stal
zasadni okamzik rozvoje zemédélstvi. Domesticus se dale $itil do vesnic a farem v oblasti
dnesniho Pakistanu, Musculus obsazuji centra v Ciné a kone¢né skupiny zvitat Bactrianus a
Castaneus obyvaji centra zeméd¢€lskych komunit v Indii a jithovychodni Asii. Zhruba o 6000
let pozdéji se podafilo mySi domaci dostat do Evropy. Zaneseni bylo pfevazné zapti¢inéno
migracni vinou zemedélci a obchodniki ze stredniho vychodu napfic jihovychodni Evropou.
Znacnou roli pro kolonizaci sehral rozvoj namoini dopravy, kdy s témito moteplavci se mySim
podaftilo migrovat jako €erni pasazéti spolecné s lidmi do vSech ¢asti svéta, veéetné subsaharské

Afriky, Ameriky a mnoha dalSich koutli na svété (Boursot et al., 1993; Silver, 1996)
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Obrazek 2. RozSifeni rodu Mus po zemi. Modré cary znazornuji trasu putujicich mysi. Fialova barva mista
druhotnych kontaktii mezi poddruhy. Ostatni barevné zony znaci mista vyskytu sesterskych druhi. Centrum
ptivodni populace se nachazel v oblastech Indického poloostrova a na vizemi dnesni Bangladse. Procesem radiace
doslo k postupnému rozsireni jednotlivych poddruhit Mus musculus do ostatnich mist Euroasie. Na kontinenty
Ameriky a Australie byly mysi zaneseny uméle lodni dopravou (pouZzito a upraveno z Guénet a Bonhomme, 2003).

Taxonomicky se Mus musculus d€li do Ctyf samostatné figurujicich skupin (Mus
musculus domesticus. Mus musculus musculus, Mus mus bractrianus, Mus musculus
castaneus). Z pohledu evolu¢nich védcil jsou skupiny definovany jako samostatné podruhy,
mezi nimiz existuje uzka hranice. Z toho diivodu definovat vztahy u téchto podruhd, a to jak
genetické, tak prostorové je velice obtizné, zejména v dusledku radia¢niho procesu vzniku

druhu. TaktéZ mezi jednotlivymi populacemi skupin dochazi k neustdle vyméné genetické
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informace, jsou tedy povazovany za neustale se formujici (Berry and Bronson et al., 1992;
Marshall et al., 1981). V souladu s modernim pohledem na poddruhy je mizeme oznacit jako
polytypické druhy, to znamend, Ze vSichni ¢lenové druhu mohou byt dale rozdéleni na
minimaln¢ dva poddruhy. Uvedeny zptisob definice poddruhu, je do zna¢né miry zaloZen na
rozdilné kombinaci alel nachéazejicich se v jaderné DNA v lokusech koédujici proteiny. Znacné
rozdily jsou vSak pozorovany i v oblastech nekddujicich sekvencich na Y-chromozomu, ¢i
mimojaderné mitochondridlni DNA (mtDNA). Podstatna ¢ast této mezidruhové variability je
pozorovana zejména mezi evropskym a asijskym Mus musculus musculus (zkracené M.m.
musculus) nebo severozapadnim a jihovychodnim Mus musculus domesticus (zkracené¢ M.m
domesticus) (Frisman et al., 1990; Moriwaki et al., 1986). Mezi poddruhy je rozdil
nejvyznamngjs$i u skupin M.m. domesticus a M.m. musculus, a to konkrétn¢ na evropském
kontinentu, kdy jsou tyto populace rozdé€leny tzv. hybridni zénou (Boursot et al., 1993). Dalsi
tt1 druhy Mus spretus, Mus spicilegus a Mus macedonicus jsou fazeny k blizkym taxonlim mysi

domaci a mizeme je nelézt na nékolika malo stanovistich v Evropé, Africe a Asii (viz obr2).
2.2  Reprodukéni izolacni bariéry

Z genetického hlediska je nejcastéji pouzivanou definici druhu ta vychazejici z
Darwinovych a Mendelovych zavért a zni takto: ,,Uzaviena pohlavné se rozmnozujici populace
organismil, jenZ je reprodukéné izolovana od ostatnich takovychto populaci. Vznik populaci
pfispivajicich ke vzniku novych druhti, je pak zajiStén existenci reprodukéné izolacnich
mechanismi tvz. RIM*“ (Mayr, 1942). Diky této definici jsme schopni vyvozovat zavéry

mechanismi speciace a separace.

Reprodukéni bariéra zabraiujici pienosu genetické informace mezi populacemi je
zaruc¢ena vicero zpusoby. Vnéj§i mechanismy rozdé€luji populace nejCastéji geografickou
bariérou, naptiklad ptitomnost pohoti, ¢i oddéleni fekou nebo casové, kdy jsou jednotlivi
¢lenové populace aktivni v jinou dobu. Déle to jsou mechanismy vnitini prezygotické, jenz
snizuji pravdépodobnost vzniku hybridnich zygot a postzygotické, které ovliviiuji fertilitu
jedinci, €1 pfimo zamezi vyvoji hybridnich zygot. Mezi vyznamné faktory postyzogotické

bariéry je uvadéna hybridni sterilita a nezivotaschopnost F1 hybridii (Coyne and Orr, 2004).
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2.2.1 Hybridni sterilita

Problému neplodnosti hybridi si v§iml jiz pied vice nez dvéma tisici lety Aristoteles,
kdy ve své praci ,,O puvodu zvifat™“ popisuje neplodnost mezkli. Ve francouzsting se prvni
zabyval rozdilnym stupném plodnosti hybrida ziskanych ze stejného paru rodict ptirodovédec
J. Buffon (Buffon, 1797). Podle Darwina je neplodnost vysledkem fady mezidruhovych rozdila
ve struktute reproduk¢niho systému, mezi které fadi 1 sexualni instinkty, ¢i délku bfezosti. Nové
vznikl¢ druhy tak nejsou formovany pod tlakem ptirozeného vybéru, ale jsou ptimo pfedurceny
rozdilnou evolu¢ni divergenci mezi populacemi (Darwin, 1859). Hybridni sterilitu Ize
jednoduse definovat jako situaci, kdy dvé zcela plodné rodi¢ovské formy vyprodukuji hybridni
potomstvo, jenz je sterilni (Dobzhansky, 1937). Za sterilitou hybridi ¢&i jejich
nezivotaschopnost stoji tfi typy genetickych defektl: rozdilna ploidita rodi¢t,, chromozomové
aberace a v neposledni fad¢ odlisnost rodi¢ovskych alel, které kvili genové inkompatibilité

nefunguji spravné u hybridl (Coyne and Allen Orr, 1998).

Genova i chromozomalni sterilita se projevi aberantnim pribéhem meidzy. Genova
sterilita je bézna u zvifecich hybridii a chromozomalni sterilita v rostlinnych hybridech, kdy u

nékterych druhtl rostlin se miiZze jednat o kombinaci obou zminénych faktort.

Pohledy a definice na téma hybridni sterility se v prib&hu Casu a se ziskdvanim novych
poznatkl zejména v oblasti molekularni biologie a genetiky neustale vyvijeji, obecné principy
vSak jiz byly postulovany v prvni poloviné dvacatého stoleti. V roce 1922 J.B. Haldane diky
mnoha pozorovanim hybridiza¢nich pokusii u riznych organisml formuloval pravidlo, dnes
oznaCované¢ jako Haldanovo pravidlo. To ftikd, Ze sterilitou ¢i neZivotaschopnosti je u
mezidruhovych hybridl F1 generace pfednostné postizeno pohlavi heterogametické (XY nebo
ZW), zatimco pohlavi homogametické (XX nebo ZZ) Casto byva fertilni (Haldane, 1922). Tento
jev je pozorovan napfi¢ zivoCisSnymi druhy (Haldane, 1922), doposud je vSak popsdno jen
nekolik malo genti regulujicich hybridni sterilitu. Takové geny byly dosud nalezeny jen u dvou
modelovych zivoc¢iSnych organismti Drosophila a Mus musculus. Molekularni podstata
Haldanova pravidla neni zatim uspokojivé vysvétlena. Sterilni fenotyp heterogametického
pohlavi je pravdépodobné odrazem né€kolika skrytych pfi¢in, v€etné akumulace nekompatibility
recesivnich genli v chromozemech X a Z, coZ vede k vySssi rychlosti vyvoje hybridnich genil
sterility u samct nez u samic (Masly and Presgraves, 2007; Wu and Davis, 1993). Mnohé

provedené studie prokézaly, ze s vetsi pravdépodobnosti se u hybridi bude vyskytovat sam¢i
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proces oogeneze, poskytujici zrald vajicka. Existuji vzacné vyjimky, naptiklad hybridi rodu
Xenopus maji své heterogametické samice WZ fertilni, naopak homogametic¢ti ZZ hybridni

samci jsou sterilni (Malone a Michalak, 2008).

Jaké jsou piivodni faktory zodpovédné za vyvoj hybridni nekompatibility se nezavisle
na sob¢ snazili vysvétlit panové Dobzhansky a Muller. Ti pfisli s feSenim, Ze za hybridni
nekompatibilitu je zodpovédna interakce mnoha genetickych lokust, kdy v nejjednodussim
piipadé jsou nutné takové geny dva. Na zacatku mame pltvodni populaci, kterd je rozdélena
geograficky, napiiklad pohotim, coz vede ke vzniku dvou dcefinych populaci, u kterych
dochazi ke kumulaci rozdilnych mutaci a fixaci odlisnych alel. Nové vzniklé alely jsou sice
stdle kompatibilni s genetickym pozadim pavodni populace, avSak nékteré jsou jiz
nekompatibilni s pozadim druhé populace dcetiné. ZkiiZzenim geneticky odliSnych dcefinych
populaci vznikne sterilni nebo nezivotaschopny hybrid. Pfi¢inou této sterility jsou noveé vzniklé
alely, mezi nimiz dochézi k negativni epistatické interakci (Dobzhansky, 1937; Muller, 1942)
(viz obrazek 3). Znamend to tedy, Ze dvé Casové dostatecné dlouho geograficky oddélené
populace vedou k vytvofeni diverzifikovanych genomt, které mohou zpulsobit sterilitu F1
hybridi. Aby doslo k Gplné postzygotické izolaci je nutnd pfitomnost né¢kolika kombinaci
genovych inkompatibilit, jednotlivé inkompatibility vétSinou pfispivaji k efektu kumulativnim

a velice slabym zplisobem (Coyne a Orr, 2004).

mutace fixace mutace

ancestralni genotyp hybridi

Obrazek 3. Schéma Dobzansky-Mullerova modelu inkompatibility (D-M model). Model popisuje situaci oddéleni
ptivodni populace izolacni barierou na dvé dceriné. V zakladajici populaci s genotypem AABB vlivem
nespecifikovanych vlivii dojde k mutaci alely ,,A* na alelu ,,a* a v pripade alely ,,B“ na ,,b*. Timto nam vzniknou
dve dceriné populace ,,AaBB* a ,,AABb*. Izolacni reprodukcni mechanismy zamezi moznost prenosu alel. Po
dostatecne dlouhé dobé miize dojit k fixaci mutovanych alel ,,aaBB* a ,,AAbb*. V populacich s fixovanymi alely
mohou dale fungovat normalné, diky oddélenému pozadi bariérou. Inkompatibilita nastava az v pripadé krizent
dcerinych alel. Vysledny hybridni potomek s nezadoucimi interakcemi zpiisobené novymi alelami je budto sterilni
nebo nezivotaschopny (pouzito a upraveno z Veen, 2008).
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Geneticka populacni teorie predpoklada, ze pohlavni chromozomy disponuji jedine¢nou
vyvojovou dynamikou, ktera se diametralné 1i$i od autozoma (Haldane, 1922). Jako ptiklad
muzou slouzit nové vzniklé mutace nachazejici se na chromozomu X. Ty za piedpokladu, ze se
nachazeji v recesivni formé, jsou podrobeny siln¢jsi selekci, nez mutace autozomalni a piisobi
uc¢innéji na pohlavi heterogametické (Charlesworth et al., 1987). Pokud dojde v prostiedi
k nahle nevratné zméné¢, pak u diive skodlivych akumulovanych mutaci mtze dojit k opaénému
efektu. Mutace se jednoduse ptizpisobi zménam prostiedi, pod ucinky selekce se postupné
mutace fixuji a stanou se prospéSnymi. Za tohoto piedpokladu se X-vazané geny vyvijeji
pomaleji nez geny autozomalni, a to bez ohledu na jejich formu dominance (Orr a Betancourt,
2001). Pokud se lokusy véazané na chromozomem X opravdu vyvijeji rychleji nez lokusy
autozomalni, mezidruhové rozdily ve vlastnostech by se mély v nejvyssi mife nachazet na
chromozomu X. Tento jev je znam jako efekt ,,velkého X* a tikd, Ze geny majici nejvetsi vliv
na hybridni sterilitu a inviabilitu jsou spojeny s chromozomem X. Tato definice velkého efektu
chromozomu X, vykazujici nepfiméteny ptispévek k hybridni nekompatibilité, vyplyva
z analyzy klasickych zpétnych kiizeni (Dobzhansky, 1936). Jelikoz se v tomto experimentu
nachdzi chromozom X v hemizygotni formé, jsou vysledky pozorovani zpochybinovény.
Ackoliv se opravdu zda, ze na chromozomu X se nachazi nepfimétené velké mnozstvi mutaci
hybridni nekompatibility, mize byt ve skutecnosti tento rozdil zplisoben ,,maskovanim*
recesivnich forem faktorti nekompatibility lezicich na autozomech (Wu a Davis, 1993). Aby
doslo ke smysluplnému srovnani ptispévkit chromozomu X a sad¢ autozomu, musi byt
experiment navrhnut tak, aby se pfedchazelo matoucimu u¢inku dominance a zaroven poskytl
dostate¢né rozliSeni pro detekci kvantitativnich rozdili v hustoté genetickych faktort

ovliviiujici danou vlastnost.
2.2.2 Metody studie hybridni sterility

Hybridni sterilitu, jakozto jeden z hlavnich procesti reprodukéni izolace mezi nové
vznikajicimi druhy, nalezneme napfi¢ vSemi pohlavné se rozmnoZujicimi eukaryotickymi
organismy. Prvni experimenty, probihajici jiz od doby Dobzanského, byly provadény na
rodech druhu Drosophila. Ta pro svou druhovou rozmanitost, nenaro¢nost a kratkou generacni
dobou se stala na dlouho dobu jedinym modelovym organismem vhodnym pro studium
hybridni sterility. Systematickd genetickd studie Drosophily zacala na pocatku dvacatého
stoleti, kdy Quackenbush po Morganovi uvedl, ze kiiZzeni mezi nékterymi kmeny D.
melanogaster produkovalo (unisex) jednopohlavni potomky (Quackenbush, 1910). Sturverant

tuto skutecnost potvrdil a poukdzal na zjevnou moznost existence dvou odliSnych forem D.
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melanogaster. PeClivym zkoumanim zaloZenym piedevSim na rozdilné morfologii samcich
genitalii, byl popsan novy druh D. simulans. Skutecnost navic potvrdila piitomnost
postzygotické reprodukcni izolace, kdy u hybridnich potomkl byla pozorovana hybridni
nezivotaschopnost a sterilita (Sturtevant, 1920; Sawamura, 2000). VétSina jeho usili byla
vénovana vytvoieni genetické mapy D.simulans za ucelem srovnani s mapou D.melanogaster.
Na zaklad¢ genetickych dat predpovidal druhové specifickou chromozomalni inverzi, které
byla pozd¢ji potvrzena cytologii (Horton, 1939; Klaus Pxtau a Einleitung, 1935). Ve
skutec¢nosti byl Sturverant schopen piimo provadét alelické testovani mezidruhovych mutantt,
avSak druhové hybridni pary generace F1 nebyly schopné produkovat potomstvo, coz je
bohuzel nezbytné k provedeni dalSich genetickych analyz (Sawamura, 2000). Proto se evolucni
genetici vybrali pro své studie jiné pary druhti Drosophila, tehdy zname jako rasa A a rasa B,
pozd¢€ji nazyvané Drosophila pseudoobscura a Drosophila persimilis (Dobzhansky, 1936;
Sawamura, 2000).

Po delsi odmlce se J. Coyne a jeho kolegové zaméftili na tii druhy octomilky, které mezi
sebou maji uzké spojeni. Drosophila melanogaster, jakozto nejbéznéjsi zastupce nachdzejici se
na vétSin€ mist po celém svéte a dalsi dva druhy, Drosophila mauritiana a Drosophila sechellia
vyskytujici se na malych ostrovech blizko Madagaskaru (Coyne and Charleswortht, 1986).
Dlouho trvajici ¢asova i geografické izolovanost zarucuje dostateCnou genetickou vzdalenost
obou druhil. Divergence tfech zminénych druhti od spole¢ného piedka je odhadovana na dobu
2-3 milioni let (Lachaise et al., 1988). KfiZenim mezi témito druhy vede v prvni generaci F1
k ziskani hybridnich sterilnich samcti, av§ak samice ziskané timto ktizeni zistavaji plodné, coz
umoziuje snadné zpétné kiizeni. Postupnym zpétnym kiiZzenim se tak podatilo z(zit rozsah na
tii ,,hlavni® faktory pfispivajici k hybridni sterilit¢ na maly region nachdzejici se uvniti X
chromozomu ve vzdalenosti jednoho centimorganu (Coyne and Charleswortht, 1986). Kazdy
z téchto tii faktort souvisel s jedinym viditelnym fenotypovym markerem, kdy hlavni faktor je
definovan jako lokus nebo shluk tizce propojenych lokusii, které mohou vést k tplné sterilité.
Studie zaloZzené na opakovaném zpétném kiiZeni, taktéZ znamé pod pojmem introgresni
metoda, slouzi k pfenosu genetického materidlu mezi druhy vedouci zpét k rodiCovskym
druhiim a stala se zédkladni metodou v pro studium hybridni sterility (Anderson a Hubricht,
1938). V systému Drosophila simulans a D. Mauritiana je introgrésni metoda brana jako
paradigma pro studiu genetiky speciace a je dodnes intenzivné pouZivana k mapovani

hybridnich sam¢ich genti na chromozomu X (Sawamura, 2000).
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Teprve az studie zalozené na celogenomové QTL (Quantitative trait locus) analyze,
slouzici k detekci kvantitativnich znak napomohly k detekci markerti obklopujicich ,,hlavni*
faktory zptisobujici tplnou sterilitu. Tento zptisob detekce kandidatnich lokusi, jenz je zalozen
na statistické metod¢ provadéné na souhrnnych datech kvantitativnich znakt -urcitych fenotypi
sterility - vazanych s definovanymi genotypy ziskanych z fady experimentt, odhalil tii regiony
obklopujici hlavni faktory pokryvaji 60 % chromozomu X (Cabot et al., 1994; Davis and Wu,
1996; Perez et al., 1993). Naslednou analyzou se zmensil rozsah lokust na 40% chromozomu
X, diky ¢emuz se podafilo zmapovat devét mensich faktora (Wu a Hollocher, 1998). Pouzitim
stejné metody byla postupné detekovand sada 19 menSich faktori nachdzejicich se na
3. chromozomu. Analyza QTL se stala cennym nastrojem nejen pro studium hybridni sterility
vedouci ke speciaci, ale taktéz doposud hraje vyznamnou roli k identifikaci specifickych gent
hrajici ulohu v procesech manifestovanych v polygenni dédi¢nosti. Ziskana data vyrazné
ptispéla k identifikaci konkrétnich genti hrajicich dualezitou roli v projevu hybridni sterility
v systému Drosophila. Doposud se podatilo nalézt tii konkrétni geny u druhu Drosophila a
jeden v modelu Mus musculus. Prvnim z nich byl gen Odysseus (OdsH), posléze nasledovaly
geny JYAlpha a Overdrive (Ovd) (Masly et al., 2006; Phadnis, 2011; Sun et al., 2004). U
nulovych mutanti pro kazdy z jmenovanych genti, byl pozorovan mirny fenotypovy projev
sterility, zejména jemny pokles produkce spermii v piipadé mladych samci. Disledky slabého
ucinku ptimo koreluji s definici Haldenovéo pravidla a Dobzanského alelové teorie negativni

epistatické interakce.
2.2.3 Modelovy system Mus musculus

Po 80 letech intenzivnich studiich hybridni sterility probihajicich dodnes na druhu
Drosophila, jenz je svou podstatou vhodnym systémem spiSe pro hmyz, se soucasn¢ hledal
modelovy systém, ktery by mél svou biologickou podstatou blize k savcim. MyS§ domaci (Mus
musculus) méa dlouholetou historii jako modelovy systém v genetickém a biomedicinském
vyzkumu a disponuje mnoha klasickymi inbrednimi kmeny, které 1ze zakoupit po celém svéte
(Schwahn et al., 2018). Neni tak divu, ze Mus musculus je hojné pouzivana pro ucely studia
hybridini sterility. U myS$i domaci rozliSujeme tti poddruhy. M. m. musculus, jenz se nachazi
ve vychodni Evropé a severni Asii, M. m. castaneus nachazejici se v jihovychodni Asii a ¢asti
Spanélska a M. m. domesticus ptivodem z Blizkého vychodu, ktery byl zavle¢en do zapadni
Evropy, Ameriky, Afriky a do mnoha oceanskych ostrovli (viz obrazek 4). Divergence
poddruhti od spole¢ného predka je odhadovana na obdobi piiblizné pted 350 000 let (Boursot
et al,, 1993; Duvaux et al., 2011; Geraldes et al., 2011). Poddruhy vznikly procesem
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parapatrické speciace a vykazuji castecnou reprodukcni izolaci. V piirodé miizeme nalézt
regiony, kde se poddruhy bézné setkavaji, mohou se omezen¢ kiizit a produkovat hybridni
potomky. Nejlépe definovanym regionem je uzkd hybridni zéna prochdzejici sttedem Evropy
od Déanska po Cerné mote, ktera od sebe oddéluje dva poddruhy mysi, v zapadni &asti Evropy
Mus musculus domesticus a vychodni Casti Evropy Mus musculus musculus (Alibert et al.,
1997; Britton-Davidian et al., 2005; Forejt a Ivanyi, 1974; Turner et al., 2012). Velice kratké
casové obdobi divergence a existence ¢aste¢né reprodukcni bariéry, jenz ne zcela zamezuje
genovému toku, nam teoreticky dovoluje studovat prvotni ptic¢iny HS v pfirod¢é. U evolu¢né
déle odd€lenych druhli vyznacujicich se tiplnou reprodukéni barierou zpiisobujici reprodukeni
izolaci, mize byt prvotni pfi¢ina maskovana sekundarnimi inkompatibilitami, které jsou

diisledkem a ne pficinou speciace a proto hybridni potomstvo ziskané z jejich kfizeni neni pro

identifikaci genti HS pf#ili§ vhodné (Larson et al., 2018).

M.m musculus .

D (Ceska republika

e

M.m domesticus

F
Bulhasrsko

Obrazek 4. Pritbéh hybridni zony v Evropé. Hybridni zona je vyobrazend tucné, orientacni pozice v Norsku je
znacena prerusovanou carou. Obdeniky A-F oznacuji lokality castého sberu hybridu vhodnych pro studie.
Definovand zéna prochdzi nap¥ic stiedni Evropou, zacind v Dansku, protind zdpadni vybézek Ceské republiky a
skrze Alpy a balkanské staty sméruje aZ k zapadnimi cipu Bulharska na okraji Cerného more. Hybridni mysi
muzeme nalezt az ve vzdalenosti 50-100 km od zony (pouzito z Baird and Macholan, 2012).

Polygenni podstata hybridni sterility a podminénost epistatickych interakci mezi vicero
geny, a taktéz znacné alelické rozdily u divokych druhti, omezuji geneticky vyzkum gentt HS
u divokych mysi z mist pfirodou vytvorené hybridni zény. Pro laboratorni pokusy byly proto
vytvofeny postupnym kiiZzenim sourozencll inbredni kmen odvozeny od divokych zvitat Mus
m. musculus (kmen PWD/Ph, dile PWD) a jako zastupce Mus m. domesticus byl pouzit
laboratorni kmen C57BL/6J, dale B6) (Gregorova a Forejt, 2000). Hybridni samci (PWD x B6)
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F1 jsou zcela sterilni, zatimco hybridi PWD s jinym klasickym kmenem Mus m. domesticus
C3H jsou zcela plodni. Skupina tvofena kolem J.Forejta vyuzila tento polymorfismus
k identifikaci prvniho genu pro hybridni sterilitu u obratlovet (Forejt and Ivanyi, 1974; Forejt
et al., 1991; Mihola et al., 2009; Trachtulec et al., 2005).

2.3 Objev genu hybridni sterility Hstl alias Prdm9

Na pocatku tohoto pielomového objevu stalo kiizeni inbrednich kment mysi
odvozenych zpoddruhu M. m. domesticus C57BL/10J (zkracené¢ B10) a C57BL/C3HJ
(zkracen¢ C3H), spolecn¢ s divokymi mySmi poddruhu M. m. musculus (PWD). Pii
cytogenetickém pozorovani chromozomt sterilnich samcii nebyly spatfeny Zadné nehomologni
struktury. Poznatky vedly k zavéru, Ze fenotyp sterility ma podstatu cist¢ genovou. Gen
odpovédny za sterilitu byl autory studii pojmenovan jako prvni gen hybridni sterility Hst/
(Hybrid sterility 1). Hstl existuje ve dvou formach HstI* (index S jako sterilni) a Hst/ (index
F jako fertilni). VétSina inbrednich kmenl M. m. domesticus (véetné¢ B10) nese alelu Hst1®
(sterilni), odvozeny kmen C3H je nositelem alely Hst// (fertilni). Podobné je tomu i v piipadé
M. m. musculus (PWD), sterilni alela Hst"S (index WS sterilni) a fertilni Hst"" (index WF
fertilni). Hybrid ziskany kiizenim B10 (alela HstI*-sterilni) x PWD (alela HstI™-sterilni) F
vykazuje diky interakci alel (Hst"5/Hstl®) zcela sterilni fenotyp (vyvoj spermii je zastaven
v prvni fazi meiotického dé¢leni). Ostatni kombinace alel u hybridnich potomkl nemaji na

prabéh zrani spermii zadny vliv a jsou fertilni (Forejt and Ivanyi, 1974).

Pro identifikaci byla pouZito genetické mapovani diky které se v kombinaci se
sledovanim fenotypovych znaka hybridii vahy testes, ¢i pocet zralych spermii v kombinaci s
ovéfenim genotypu na zakladé mikrosatelitnich MIT markerd (Massachusetts Institute of
Technology) za pomoci dalSich SSLP (simple sequence lenght polymorphismus) podatilo na
chromozomu 17 lokalizovat kritickou oblast nesouci gen Hst/ a dalSich Sest gent kodujicich
protein a Sest pseudogentl (Forejt, 1996). Timto zplisobem byla pfipravena genetickd mapa, od
které byla nasledné¢ odvozend mapa fyzikdlni za pouziti sady YAC (Yeast artificial
chromosome) klonii obsahujicich genomovou mysi DNA pieklenujici oblast genu Hst/. Z dat
ziskanych kombinaci genetického a fyzikalniho mapovani byl izolovan konkrétni YAC klon,
jenz nesl gen Hstl (Gregorova et al., 1996). Kandidatni geny hybridni sterility byly z této
oblasti identifikovany pomoci BAC (z ang. Bacterial artificial chromosome) klonli mysi
genomové DNA. Ptipravou transgennich mysi nesoucich odlisné BAC klony z kritické oblasti

byl definovdan BAC-Hst/-DNA interval 15,9 kb dlouhy odpovédny za obnoveni fertility u
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hybrid nesoucich endogenni alelely HstI%/ Hst1"S. V této oblasti se jiz nachazi jediny gen,
jimz je Prdm9, a ten je dodnes povazovan za jediny zndmy gen zpUsobujici Uplnou samci
hybridni sterilitu u obratlovct (Mihola et al., 2009). Druha oblast nutna pro fenotyp hybridni
sterility byla pomoci QTL analyzy lokalizovana na chromozomu X a je oznacena jako Hstx2,

sama vSak neni pro jeho celkovou manifestaci dostacujici (Dzur-Gejdosova et al., 2012).

Prdm9 gen koduje histonovou metyltransferdzu se specifitou jak pro trimetylaci
lysinu 4, tak i lysinu 36 na histonu 3 (H3K4me3, H3K36me3) a navic nesouci DNA vazebnou
»zinc finger* doménu. Protein PRDM9 na samém pocatku meiozy distribuuje tyto dvé
epigenetické znacky do specifickych mist po celém genomu do tzv. rekombinacnich hotspott,
aby se nékteré z nich pak staly cilem pro generovani dvoutetezcovych zlomi DNA (DSBs
z ang. DNA double strand breaks) esencialnich pro parovani, rekombinaci, synapsi, naposled
1 segregaci homolognich chromozomu v prubéhu Uspésné meiotické profaze I (Baudat et al.,
2010; Myers et al., 2010; Parvanov et al., 2010; Sandor et al., 2012). Naproti tomu v F1
hybridech mezi poddruhy M.m musculus a M.m domesticus sterilni alely Prdm9 ptispivaji ke
genové inkompatibilit¢ a k meiotické zastavé spermatogeneze ve stadiu pachytenniho
spermatocytu (Mihola et al., 2009). Tato zastava, vyznacujici se velkym mnoZzstvim
chromozomovych asynapsi a neopravenych DSBs zlomii je zpisobend nekompatibilitou mezi
heterozygotnim genotypem Prmd9 a alel v lokusu Hstx2 na chromozomu X u M.m. musculus.
Absence PRDM9 proteinu v ptipadé¢ nulovych mutanth Prmd9 -/- zpisobuje u inbrednich
laboratornich kment C57BL/6 (M.m domesticus) a PWD (M.m musculus) meiotickou zastavu
u obou pohlavi (Hayashi et al., 2005). Studie hybridni sterility probihaji na potomcich
ziskanych z kiizeni C57BL/6 (B6) nesouci alelu Prdm9?™ (index dom2) a PWD nesouci alelu
Prdm9™¢ (index msc) (Bhattacharyya et al., 2013). Sam¢i hybridi (B6 x PWD) F1 nesouci
chromozom X jsou plodni, ale reciproéni samci (PWD x B6) F1 nesouci chromozom X"WP
jsou sterilni. Samice obou kiizenct jsou plodné, ale v meidze se objevuji problémy se synapsi.
Plodnost je alespon Casteén¢é obnovena, pokud hybridi F1 nesou nulovou mutaci alely Dom?.
Pritomnost jakékoliv jiné alely Prmd9 nenaznacuje vliv na meiotickou zastavu (Flachs et al.,
2013). Epistaticky lokus Hstx2 byl lokalizovan do stiedu chromozomu X (X:66-69Mb) (Lustyk
et al., 2019). Soucasn¢ byla vyloucena alternativni vysvétleni zahrnujici vliv chromozomu Y,
¢1 existenci imprintovanych genli nebo vliv mitochondridlni DNA (Dzur-Gejdosova et al.,

2012)
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2.3.1 Role Prdm9 v meiotické rekombinaci

Velké ¢ast pohlavné se rozmnozujicich zivoCichti ma ve svych somatickych bunkach
diploidni sadu chromozom1, tedy dvé kopie sady chromozomii, pticemz kazda kopie je zdédéna
od jednoho z rodi¢ti. Vyjimku tvoti pohlavni bunky, jako jsou spermie a vajicka, ty obsahuji
pouze haploidni sadu chromozomi. Tyto chromozomy v gametich nejsou ptesnou kopii
rodi¢ovskych chromozomt, ale kombinaci obou znich, generovanou procesem zvanym
meioticka rekombinace. Meiotickd rekombinace zacind generovanim DSBs specifickou
meiotickou nukledzou SPO11 a naslednym parovanim homologt, jejich rekombinaci a synapsi
spfazenou s opravou zlomu v segmentech DNA mezi homolognimi chromozomy. Proces
michani genetické informace je nazyvan rekombinace (Baker et al., 2017). Meioticka
rekombinace je zdkladnim procesem v genetice, na ktery milize plsobit pfirozeny vybér a u
vétSiny pohlavné se rozmnozujicich organismt hraje kritickou roli pfi spravném parovani a
segregaci homolognich chromozomt béhem meidzy (Coop a Przeworski, 2007; Lam a Keeney,
2015; De Massy, 2013). Rekombinace je ptisné kontrolovana a redukovana mnoha faktory, jeji
iniciace je vyvolana souborem cilen¢ zptisobenych DSBs v celém genomu, jejichz oprava vede
ke crossoveru (zkracen¢ CO) anebo k non-crossoveru (zkracené¢ NCO) (Lam a Keeney, 2015).
Vétsina molekularnich mechanismii zapojenych do tohoto procesu je u obratloveil zachovana
od dob spole¢ného predka zvitat, rostlin a hub (De Massy, 2013). Nukledza SPO11 je cilena do
mist podél genomu do tvz. hotspotli (Baker et al., 2017). Hotspoty jsou kratké intervaly s délkou
stovky az tisice paru bazi a vyznacujici se pfitomnosti chromatinovych epigenetickych znacek
v podob¢ trimetylace lysinu 4 a lysinu 36 na histonu H3 (zkracené¢ H3K4me3 a H3K36me3)
iniciované proteinem PRDMO, u kterych dochazi k vétS§imu poctu rekombinaci mnohem
pravdépodobnéji (az 1000x), neZ v jinych neoznacenych oblastech v genomu. Takovychto
hotspotl existuje celé fada (mezi 20-50 tisici v ohledu na velikosti genomu) a ne v§echny jsou
vyuzity pro tvorbu DSBs (Coutton et al., 2013; Lesecque et al., 2014; Ubeda and Wilkins,
2011). Mechanismus, ktery ¢ini nékteré hotspoty intenzivnéji pouZivané (vice ,,hot*) pro tvoru
DSBs neni doposud znamy. Druhy postradajici gen Prdm9 jako kvasinky, rostliny a nékteré
skupiny obratlovcii, generuji centra hotspoti do mist iniciace transkripce, konkrétné promotort,
ktera jsou ve formé otevieného euchromatinu s ptitomnosti H3K4me3 epigenetického markeru.
Vyjimku tvofi napiiklad mouchy nebo cervi, kde rekombina¢ni oblast se zd4 byt ndhodna a

postrada jakékoliv hotspoty (Baker et al., 2017; Rockman and Kruglyak, 2009).

22



Meoticka profaze Meiotické délenilall

—‘

E;T::gs:;,y Homologni interakce Homologni spojeni Haploidni buriky
pfed rekombinaci crossing over
< Qocyty
f
pse 1 [ Ghiasma
Sestetské _
chromatidy k! $ \ \ -——
AN A _ oo
J BN
Jaderna A /‘ } . ji:-
membrana ey

Obrazek 5. Pritbéh meiotické profize. Behem meiotické profize dochazi k rekombinacni interakci vedouci
k propojent homolognich chromozomii prostiednictvim chiasmat. Chromozomy hledaji svého partnera na zaklade
podobnosti v interakci s proteinovymi komplexy (modré a cervené cary pro otcovské a materské chromozomy).
Rekombinace je zprostredkovana vytvorenim nékolika dvouretezcovych zlomit DNA (DBS zluté blesky). Oprava
DBS podporuje interakce mezi homology (tenkda modra teckovana cara). Mala podmnozina opravenych DBS
(alespon jedna na homologni pdr) vede ke tvorbé chiasmat, kterda navozuji topologické spojeni. Tato spojent jsou
nezbytna pro spravnou segregaci chromozomii v prvnim meiotickém deéleni (meioza I). Nasledujici druhé meiotické
deleni (meioza I1) davaji vzniku haploidnim oocytiim a spermiim (pouzito a upraveno z Grey et al., 2018).

Gen Prdm9, jehoz expresi pozorujeme pouze v oocytech a spermatocytech, je ¢lenem
velké rodiny PRDM transkripénich faktor. U vSech studovanych savéich druhu (lidé, opice,
mysSi a patrné€ 1 skot) je sestaven ze Ctyf hlavnich funkénich domén: N termindlni domény
KRAB, SSXRD a PR/SET (zkracen¢ SET), za niz nésleduje C-termindlni doména tvotfena
polem C2H2 zinkovych prsti (ZF z ang. zinc finger) (Baudat et al., 2010; Myers et al., 2010;
Parvanov et al., 2010; Sandor et al., 2012). C-terminalni doména je DNA vazebnou doménou
zodpovédnou za do jist¢ miry specifické vyhleddvani sekvenci slouZicich jako hotspot. Je
tvofena zinkovymi prsty se dvéma cysteino-histidinovymi zinkovymi prsty v tandemovém
usporadani, kterych mtize byt takto fazeno od osmi az po vice nez dvacet. Ve spolecné asociaci
s PR/SET doménou zodpovédnou za vytvarfeni epigenetickych znacek charakterizuje PRDM
rodinu (Hohenauer a Moore, 2012). Centralni oblast sestdvajici se PR/SET doménou
pojmenovanou podle pozitivni vazby s regulacnim faktor 1, také nazyvanym PRDM1 (PRDI-
BF1) a interagujici s proteinem retinoblastomu 1, taktéz je vzdalen¢ spjata s rodinou supresort
Trithorax (SET) nachézejicich se ve spolecnosti mnoha jinych histonovych methyltransferaz
(Dillon et al., 2005). KRAB N-terminalni koncovd doména je pravdépodobné zodpovédna za
protein-proteinové interakce. Proteinova struktura PRDMY je vysoce konzervativni napiic¢
druhy s vyjimkou vysoce polymorfni oblasti pfitomnych zinkovych prstd (ZNF), a to jak
v poCtu prstl, tak ve sloZeni tfi aminokyselin v kazdém prstu ptichazejicich do styku s DNA,
coz urcuje specifitu vazby PRDMY (Grey et al., 2018). Piivod téchto extrémnich polymorfismil
ZNF domény, které jsou napifi¢ druhy univerzélni, s nejvétsi pravdépodobnosti spociva
v procesu opravy DNA béhem genetické rekombinace, které pod tlakem evolu¢niho vybéru

nuti ménit parametry alel kodujici protein PRDM9 se zménénymi vazebnymi specifitami.
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Béhem procesu opravy DSBs, je vétsi cast zlom opravena genovou konverzi jako
noncrossovers, kdy je pro opravu pouziva jako templat sekvenci chromatid z homologniho
chromozomu. Dusledkem tohoto typu oprav milze byt zaneseni mutace (polymorfismu
homologniho chromozomu) do plivodni sekvence, kdy tyto mutace pod silnym tlakem
pozitivniho vybéru mohou vést k ptipadné inaktivaci stavajiciho hotspotu a tedy jeho vymizeni
v nésledujicich generacich, coz by nakonec mélo vést k Gplné ztrat¢ rekombinace a tedy
i plodnosti (Boulton et al., 1997). Fakt, ze k tomu nedochazi je zndm jako ,,paradox hotspotti*
a je vysvétlovan vysokou mutacni rychlosti ZNF domény. Teprve az objev PRMD9 nabidl
mozné feseni, ktery diky své vysoce variabilni oblasti ZNF prstti je schopen vytvofit zcela nova
centra hotspotll a tim zamezit vzniku budouci sterility. To, ze k evolu¢ni erozi opravdu dochazi
ato, ze jejim nasledktim predchdzi PRMDO tvorbou novych alel bylo experimentalné potvrzeno
v mySim modelu. Ziroven tyto experimenty piiklddaji zodpovédnost zminéného jevu
za vyjimecnou rozmanitost PRDM9 alel pozorovanych u riznych druhti (Paigen a Petkov,

2018).

N- pre-SET post-SET c-

KRAB SSXRD ! PR/SET C,H, ZF array
LE [ I

Obrazek 6. Schéma organizace domén PRDMY. N-terminalni oblast KRAB doména (oranzové) je zodpovédnad za
proteinové interakce. U nékterych druhii miize chybet. V centralni oblasti je vyznamnda PR/SET methyltrasferdazova
doména (tmave zelené) zodpovédna za tvorbu specifickych epigenetickych znacek (H3K4me3, H3K36me3) vedouct
k rozvolnénému stavu chromatinu. C-termindlni oblast C2H2 ZF (Sedd a cernd) je variabilni doména tvorend
sadou nasledujicich zinkovych prstit (ZF) hrajici ulohu v nalezeni DNA sekvenci urcenych k tvorbé DBS (pouzito
z Greyetal, 2018).

2.4 Oprava malych chyb v parovani bazi v DNA — DNA mismatch repair (MMR)

DNA mismatch repair (MMR) je evolu¢né vysoce konzervovany proces hrajici klicovou
roli pfi udrzovani genomové stability, ktery identifikuje a opravuje pary bazi, které jsou
v nesouladu s Watson-Crickovymi A-T, C-T dvojicemi bazi. MMRs je skupina proteinli
zodpovédna za korekturu chyb nachéazejicich se v DNA. Primarné jsou MMRs specifické pro
malé defekty, jakymi jsou zejména neshody (angl. mismatch) v parech bazi, inzerce nebo delece
vznikajici v procesu replikace, ale taktéZ béhem mitotické a meiotické rekombinace. V posledni
dobé& se ukdzalo, Ze MMR mohou potlacovat homologni rekombinaci, a Ze hraji vyznamnou
roli v signalizac¢nich dréze pfi poskozeni a opravé DNA v eukaryotickych buiikéch. Klicovymi
hra¢i na poli genomovych oprav jsou proteinové komplexy MutS a MutL, jeZ nalezneme

u bakterie Escherichia coli a MutSa a MutLa nachazejici se u Saccharomyces cerevisiae a u
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dalSich eukaryotickych organismii. Spravnd funkce MMR komplexti je zavisla na dalSich
faktorech, kterymi mohou byt naptiklad PCNA/RPA a RecA/RADSI ucastnicich se kontrol
DNA v bunééné signalizaci. Defekty v MMR opravach stoji za nestabilitou celého genomu.
Existuje silnd predispozice k urcitym typtim dédi¢nych chorob zejména nepolypozniho
kolorektalniho karcinomu znamého jako Lynchliv syndrom a abnormalitam narusujici prib¢h
meidzy v savéich systému vedoucim az ke sterilité (Kunkel and Erie, 2005; Li, 2008). Studium
procesi MMR oprav je v soucasné dobé v centru intenzivniho zdjmu, ¢emuz nasvédcuje i
udéleni Nobelovy ceny v roce 2015, kterou ziskal Paul Modrich spolu s T. Lindahlem a A.
Sancarem za objasnéni mechanismu oprav — editaci chyb, které s nizkou frekvenci vznikaji

chybami DNA polymerazy pii replikaci DNA a tim udrzuji maximalni vérnost DNA kopii.
2.4.1 Struktura a funkce eukaryotického komplexu MutSa

K pochopeni obecného fungovani systému MMR slouzi jako modelovy organismus
bakterie Escherichia coli. Soucasné je nejlépe popsanou drahou post-replikacni oprava v E.coli
zahrnujici kaskadu naslednych procesti, kdy nejprve MutS komplex rozpozné a navaze se na
misto nesouladu v DNA. Navazani adenosintrifosfatu (ATP) dava komplexu impuls ke
konformaénim zménam za vzniku ,,posuvné svorky ,,(z ang. sliding clamp) (Acharya et al.,
2003; Drotschmann et al., 1998; Grilley et al., 1989). Formovand posuvna svorka slouZzi
k navazani dalSich komplexi, kdy prvni z nich je MutL, ktera aktivuje endonukleazu MutH.
MutH je na zdkladné pfitomnosti ¢i nepiitomnosti methylovaného adeninu v oblasti d(GATC)
v mistech nové syntetizované DNA schopen rozliSit mezi rodi¢ovskym a dcefinym fetézcem
DNA tim, Ze iniciuje opravu fizenou endonukleazovou aktivitou hemi-methylované sekvence
dcefiného fetézce vystipnutim (z ang nick) mista chybného parovani a jeho naslednou opravou.
Konkrétn¢, komplex MutL nasledn¢é aktivuje helikazu UvrD, kterd napomahéd k uvolnéni
dvousroubovice DNA od pocatkti zlomt.. Za piitomnosti exonukledzy dojde k odstranéni
nenavazaného fetézce, ¢imz dojde k odstranéni chybné zatfazené¢ho nukleotidu v dcefiném
vldknu. Komplex DNA polymeraza III pak provede syntézu nového vlakna, a DNA ligaza
kovalentné¢ spoji piferuseni vlakna (Pluciennik et al., 2009). V poloviné¢ 90. let byly
identifikované kvasinkov¢ a lidské homology bakteridlnich MutS a MutL, kter¢ ve své podstaté
Zatimco bakterialni komplexy funguji jako homodimerni proteiny, eukaryotické proteiny se
vyvinuly v heterodimery slozené ze tii piibuznych proteinovych podjednotek MutSa
(MSH2+MSH6), MutSp (MSH2+MSH3) a MutLa (MLH1+PMS2) (Alani, 1996; Fishel and
Wilson, 1997; Palombo et al., 1996). Eukaryota nedisponuji pfitomnosti hemi-methylovaného
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adeninu ani ekvivalentem sekvenc¢né specifické MutH endonukleazy. Eukaryoticky MutSa je
produktem dlouhého vyvojového procesu zplisobeného genovou duplikaci a divergenci
homodimerniho MutS, jenz dal vzniknout dvou odliSnym proteinlim nezbytnych pro iniciaci
MMR, kter¢ bakteridlni systém nepotiebuje. MSH2 a MSH6 sdileji pét podobnych domén
s dostateCnymi rozdily, aby MSH6 mohl plnit odlisné funkce. MSH6 disponuje jedinecnou
N- koncovou variabilni doménou, kterou postrada MSH2. Lidsky gen MSH6 byl objeven v roce
1995 jako G/T mismatch vazebny protein (Constantin et al., 2005). Nedlouho poté byl objeven
mysi Msh6 nachézejici se na chromozomu 17 slozeny z 10 exond s genomovou sekvenci o
délce 16 kb produkujici protein s molekulovou hmotnostni 160 kDa. V ramci 0,1 megabaze se

ve stejném lokusu nachazi druhy gen Msh2 nezbytny pro stabilitu Mshé.
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Obrazek 7. Schéma domén komplexu MutSa. Barevné jsou oznacené jednotlivé domény lidskych MSH2 a MSHG.
N-koncova variabilni doména (Cervene). Doména 1 se vaze na misto mismatch (modre). Doména 2 (conncetor,
zelené) a doména 3 (lever, oranzove) jsou zodpoveédné za stabilizaci komlepxu. Doména 4 (clamp, cervené)
dovoluje komplexi pohyb po DNA. Doména 4 (ATPase, svétle modre) reaguje na ATP a méni konformaci proteinu
do komplexu svorky (pouzito z Spies and Fishel, 2015).

Krystalografické studie dokazuji, Ze vSechny eukaryotické MutSa jsou si u riznych
druhii svou strukturou velmi podobné. Vysokou podobnost dokonce vykazuji i s bakteridlnim
MutS, vyjma N-terminalni oblastt MSH6. MSH2 a MSH6 proteiny jsou roz¢lenény do péti
vysoce konzervovanych domén. Téchto pét domén je zodpovédnych za findlni strukturu
komplexu ptipominajici svorku, kdy kazda z domén predstavuje symetricky zrcadlovy obraz
kazdé protilehlé domény obou proteint (viz obrazek 7) (Lamers et al., 2000). MutSa patii do
skupiny ABC (z ang. ATP binding cassette) ATPaz regulujici svou aktivitu v pfitomnosti ATP.
Po dimerizaci je komplex tvofeny dvéma doménami ATPaz slouZici jako aktivni mista pro
ATP. Za vazbu k DNA je zodpovédna svorkova (ang. clamp) doména 4. Svorkové domény
v dimeru vytvaieji smycku (DNA helix) propojujici pakové (ang. lever) domény. Msh6
N- termindlni doména 1 se specificky vaZe na mista pfipadného nesouladu (ang .mismatch)

(Kaliyaperumal et al., 2011). Doména konektoru (ang. conncetor) je dilezitd pro interakce
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s proteinovym komplexem MutLa a domén zodpovédnych za ATPazovou aktivitu. Na zaklad¢
krystalografie, single-molekularni multiparemetrové fluorescencni spektroskopie (z ang.
single-molecule multiparameter fluorescence spectroscopy) a DNase footpritingovych in vitro
provedenych studiich se ukazuje, Ze k navazani terminalniho komplexu MutSa k misté
nesouladu (ang. mismatch) je nutny heteroduplex DNA o minimalni délce 60 part bazi. V
pfipadé¢ pfitomnosti komplexu MutLa v reakci az 143 bart bazi, ackoliv je vysoce
pravdépodobné, ze MuLSa nikterak neinteraguje se samotnou strukturou DNA. Pro u¢innou
opravu nesouladu je potfebny molarni pomér 4:1 (MutSa ku DNA). Nékteré studie uvadéji

ucinnost jednoho substratu DNA a jedné molekuly MutSa (Edelbrock et al., 2013).
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Obrazek 8. Schéma komplexu MutSa ve stavu posuvné svorky. Jednotlivé domény barevné i ciselné
odpovidaji viz obrazek 7. Vlivem pritomné ATP dochazi ke zméné konformace proteinii Msh2 a Msh6
do podoby posuvné svorky. Systém se vaze na DNA a vyhledava mista nesouladu. Pokud je DNA bez
defektii, ATP je v doméné Sspotrebovano na ADP a dochazi k rozpadu struktury na jednotlivé proteiny
(poutzito a upraveno z Spies and Fishel, 2015).

Béhem procesu rozpoznavani DNA defektlh MutS prochazi konforma¢nimi zménami,
které jsou nezbytné pro spravnou opravu. Tyto kroky vyZaduji pfitomnost ATP, jenZ napoméaha
dimerizaci ATPazovych domén MSH2 a MSH6. V in vitro podminkach dimery hydrolyzuji
ATP asymetricky, ¢cimzZ je vytvofen ATPazovy cyklus. Vazebna mista se 1i§i vazebnou afinitou,
kdy MSH2 ma vyssi afinitu k ADP a MSH6 mé vysokou afinitu k ATP ve stav nenavdzaném
k DNA pravdépodobn¢ kvili zvysené dynamice MSH6 domény (Dufner et al., 2000). Jakmile
je systémem nalezena neshoda, dochdzi k rychlé vyméné ADP za ATP a hydrolyza ATP je
potlacena. Pokud jsou obé& vazebnd mista obsazena ATP dojde v komplexu ke konformacni
zméné piipominajici tvar svorky (ang. clamp) (Antony et al., 2006). Ve stavu svorky je komplex
schopen pohybovat se (,,klouzat“) po DNA, proto je tento stav zndm pod nazvem ,,posuvna
svorka® (z ang. sliding clamp). Pohyb svorky po DNA je mozny pravé diky konformacni
zméne, kdy dimery jsou naklonény proti sob¢, kolem DNA vyvaii volny kruh, kterym je DNA

tlacena smérem dolii (Gorman et al., 2012). Pokud nedojde k nalezeni nesouladu, ATP je
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postupné uvoliiovano, taktéz dochazi k postupnému uvolilovani struktury a svorka disociuje
z vazby na DNA. Naopak pokud dojde k rozpoznani nesouladu, svorka zlstava piipojena
v tomto misté a interaguje s MuLSa a ostatnimi proteiny disponujici endonukleazovou a
exonukleazovou aktivitou nezbytnou pro opravu (Gueneau et al., 2013). Vazba komplexu
MutSa na neshodny substrat reprezentovany heteroduplexem DNA miize byt pferusena
ptebytkem ATP. U kvasinek je nutnd vazba Msh6-ATP, aby doslo k vazbé Msh2-ATP opacné
vazba Msh2-ATP neni nutna pro vazbu Msh6-ATP. To naznacuje, ze pro pocatecni tvorbu
komplexu je vyzadovana alespoil vazba Msh6-ATP a mozna Msh2-ATP (Monti et al., 2011).
Ptfesny mechanismus vazby ATP a jeho hydrolyzy neni zndm, ale pravdépodobné je nezbytny

pro provedeni konformacéni zmény formujici svorku (Groothuizen a Sixma, 2016).
2.4.2 Role MutSa v meiotické rekombinaci

Pro spravny pribéh meiotické rekombinace je pro chromozomy podstatné najit svého
homologniho partnera. Je znamo, ze MMR komplexy jsou také aktivni v opravé nespravného
parovani a defektniho misalignmentu DNA vlaken v pribchu meiotické rekombinace a
zabranuji synapsi mezi neidentickymi DNA sekvencemi (Jiricny, 2013). U kvasinek se
podaftilo prokazat, ze pokud se v homologni sekvenci nachazi jakykoliv nesoulad, zptisobeny
napiiklad zdménou jedné baze (SNP, single nucleotide polymorphism), jedno-nukleotidové
delece ¢i inzerce, miZe dojit k zastaveni procesu rekombinace a tim i1 celé mei6zy. Vyznamnou
ulohu pfi vzniku pohlavnich haploidnich bunék zastava zejména komplex MutSa tvofici dimer
dvou proteinit MSH2-MSH6. Komplex MutSa je citlivy k t€mto malym zménam v sekvenci
DNA a jakkoliv neni pfesny mechanismus zamitnuti znam, pfedpoklada se, Ze funguje jako
»strazce* spravného prubéhu rekombinace pted vznikem chiazmat. U nekterych kment bakterii
a kvasinek mutace v Msh2 zvySuje mnozstvi rekombinace. Homologni rekombinace (HR) a

mismatch oprava (MMR) jsou tedy spolu neodd¢litelné svazany.

Procesy a funkce komplexu MutSa v meidze jsou nejlépe popsany na kvasinkovém
modelu. Vysoce konzervativni charakter celého procesu ndm dovoluje nasledujici poznatky lze
vztdhnout 1 na ostatni eukaryotické organismy. Vyznamnou vlastnosti meiozy je rekombinace,
ktera je iniciovana vznikem programovanych a ptisné regulovanych DSBs, jeZ jsou formovany
v profazi I proteinem Spoll (Bergerat et al., 1997; Murakami and Keeney, 2008; Sun et al.,
1989). Meioticky specificka nukleaza Spol1 po vzniku DSBs zlstdva kovalentné navazana na
5" konec kazdého vldkna. Od vldken DNA je pravdépodobné uvolnéna béhem Stépeni

endonukledz Mrell nebo Sea2 nasledovanou exonukledzou Exol. Exol svou aktivitou odstépi
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30-50 bp nana 5" konci vldkna ¢imz vznikne 3" pievis (z ang. overhang) (Bergerat et al., 1997,
Keeney and Kleckner, 1995; Zakharyevich et al., 2010). Proteiny Dmc1 a Rad51 patfici do
rodiny RecA, se vazou na tento pfevis a katalyzuji invazi vldkna do homologni dvoufetezcové
DNA (dsDNA donorovy templat), ¢cimz dojde k formovani D smycky (z ang. D-loop).
Zavedenim druhého vlakna do templatové DNA je vytvorena struktura pojmenovana podle
svého objevitele jako Hollidaytv spoj (z ang. Holliday junction, zkracené HJ) (Allers and
Lichten, 2001; McMahill et al., 2007). Komplex MutSa tvofeny proteiny Msh2-Msh6 ve formé
posuvné svorky skenuje DNA a hleda ptipadné defekty. Pokud systém narazi na neopravnou
cast, zastavi cely proces rekombinace (Datta et al., 1996). V meidze se nejCasteji setkavame
s rekombinaci homologni, n¢které DSBs vSak mohou byt opravovany i za pomoci sesterské
chromatidy. Nicméné pievazuje homologni rekombinace, ktera vede bud’ k vzajemné vymeéné
mezi chromozomovymi rameny ohranicujici DSBs (crossover zkracené¢ CO) nebo naopak
k vymén¢ dojit nemusi (non-crossover zkracené€ NCO). Vétsina CO je formovana pies dvojity
HJ meziprodukt, zatimco vétSina NCO je tvofena primarné na vzniklé HJ syntézou zavislych
na vlaknech (z ang. Synthesis-dependent strand annealing, zkracen¢ SDSA) (Hunter, 2015).
Lamindrni proteinova struktura synaptonemalniho komplexu je zodpovédna za udrzeni
homolognich chromozomii v tésné blizkosti. Tyto udalosti jsou zodpovédné za fyzické
propojeni mezi homology a jsou diilezité pro tvorbu chiasmat, nezbytnych pro napojeni déliciho
vieténka zaru€ujici spravny pribéh nasledné segregace homolognich chromozomt v prvnim
meiotickém déleni. Absence téchto mechanisml vede k aneuploidii gamet, meiotické zéstave

nebo k apoptoze bunky (Lam a Keeney, 2015).

Ulohou komplexu MutSa je najit chybu v sekvenci DNA v prib&hu replikace, mitozy i
meiozy. In vitro studie lidskych HsMSH2-HsMH6 proteinti prokézaly schopnost v pfitomnosti
ATP zménit svou strukturu do podoby posuvné svorky. Po pfidavku HsRPA nebo HsRADS1
rekombinazy odhalily ptekvapivou afinitu komplexu k meziproduktu DNA ve formé
D smycky, ve kter¢ se nachazela jakakoliv forma nesouladu parovani. V kvasinkovém modelu
se Msh2 a Msh6 vadzi na misto nesouladu parovani v dobé, kdy se systém nachézi
v jednotetézcové formé. K procesu ,,zamitnuti* (z ang. rejection) dochédzi pouze v ptfitomnosti
helikdzy Shsl. Podobné je tomu 1 v ptipadé lidskych helikaz, které interaguji s komplexem
MutSa. Posuvna svorka pifi pohybu po duplexni ssDNA muze prochéazet strukturdlnimi
zménami v piipadé nalezeni neshody, ¢imZ znemoZzni navazani helikaz, které jsou zodpovédné
za odvijeni DNA v D smycce. D-smyc¢ka pak pravdépodobné zlistava svazana a diky tomu je i

znemozneéna rekombinace (Honda et al., 2014; Spies and Fishel, 2015).
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3 Cile prace
Jakym zpiisobem ovlivni delece genu Msh6 pribéh samci spermatogeneze

K tomuto ucelu bude navrhnuta guide RNA pro CRISPR/cas9 pro ptipravu delecnich
mutantd genu Msh6. Pro ovéfeni nulového mutanta bude pozito metod Sangerova sekvenovani,
genotypizace elektroforézou a Western blot. Nasledné u nich budou analyzovany parametry

fertility, vaha varlat a pocet zralych spermii ziskanych z epididymis.

Jaky bude mit vliv vyFazeni genu Msh6 na pocet crossoveru a dvouretézcovych zlomi

v meidze u kmenu C57BL/6J a PWD/Ph

K tomuto ucelu budou pouziti ptipadni dele¢ni mutanti genu Msh6. U mutantii bude
sledovédna profaze meidzy I za pouziti imunofluorescencniho znaceni meiotickych proteind.
Diraz bude kladen na protein MLHI1 specificky pro mista, kde dochazi ke crossoverim a

DMC, ktery je specificky vazan v misté dvouretézcovych zlomli DNA pted vznikem chiazmat.

Hlavnim cilem celého projektu je vytvotreni jednoduchych a dvojitych dele¢nich mutantii gent
Msh2xMsh6 u kmeni C57BL/6J a PWD/Ph. U hybridnich samcii ziskanych z téchto mutantt
existuje predpoklad obnoveni jejich fertility, ¢imz by se podafilo piekonat bariéru hybridni

sterility a objasnit molekularni mechanismus poruchy parovani meiotickych chromozomu.
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4 Material a metody

4.1 Chemikalie

Tabulka 1. Seznam pouzivanych chemikalii.

Latka Vyrobce
2-merkaptoethanol Sigma
Agardza Serva
Azidsodny Sigma
Benzonaza Sigma
Borat sodny Serva
Ethanol Merck
Ethidium bromid (EtBr) Sigma
Fenol Serva
Glycin Serva
Hovézi sérovy albumin (BSA) Sigma
Chlorid sodny Lachem
Chloroform Lachem
Isopropanol Merck
Kozi sérum(BSA) EMD Millipore
Kyselina borita Lachema
Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) Serva
Kyselina chlorovodikova Serva
Methanol Serva
Mowiol (polyvinylalkohol) Harco
Octan sodny Sigma
Odtu¢néné mleko SantaCruz
Orange G Sigma
Orthovanadat sodny Sigma
Paraformaldehyd (PFA) ThermoFisher
Prote4dzové inhibitory Roche
Sachar6za Lachem
Tris (hydroxymetyl) aminometan (TRIS) Serva
Tris (hydroxymetyl) aminometan (TRIS) Serva
Triton X-100 Sigma
Trizol reagent (trireagens) Sigma
Tween 20 Sigma
Xylen Penta

4.1.1 Enzymy

Tabulka 2. Seznam pouzitych enzymii.

Latka Vyrobce
DNaza | Roche
Proteindza K Promega

Taq DNA polymeraza ThermoFisher
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4.1.2 PCR reagencie

Tabulka 2. Seznam pouzitych reagencii.

Reagencie Vyrobce
H>O pro mol. biologii Sigma
10xTaqBuffer bez KCL ThermoFisher
dNTP 10mM ThermoFisher
MgCl> 25mM ThermoFisher
Taq DNA polymeraza ThermoFisher
Primery 100pM Integrated DNA Technologies

4.1.3 Roztoky a pufry

Tabulka 3. Seznam pouzitych roztokt a pufri.

Latka MnoZstvi
1% PFA-0,15% TX100-ph9 1ml
50mM NaBorat 900ml
32% PFA 34ml
10% triton X-100 15ml
Protein inib. 20ml
0,1 sacharoza 1ml
1M sachardzy 0,100
0,5xMAH-Binding pufr S0ml
1,5% BSA 0,75g
5% kozi serum 2,5g
0,05 Triton X-100 250 ul
10x Transfer pufr 4L
TRIS-base 121,1g
Glycin 576 g
ddH20 doplnit
1x Transfer pufr 1L
ddH20 700ml
10xTransfer pufr 100ml
Methanol 200ml
20xTBS 7,6 pH 4L
TRIS-base 193,6¢g
NaCl 640g
ddH20 doplnit
20xTBS-T 100ml
Tween 20 2ml
Stripping pufr 100ml
10% SDS 20ml
TRIS 0,5M 4pH 12,5
Merkaptoethanol 0,8ml
TBE pufr 7,6pH 1L
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4.1.4 Seznam komercnich kit

Tabulka 4. Seznam pouzitych komer¢nich kitd

TRIS-base 108¢g
Kyselina borita 55¢g
EDTA 0,5M 40ml
ddH20 doplnit
Orange-G pufr 50ml
Orange G 187mg
30% glycerol 40ml
ddH20 doplnit
Kit Firma
Puregene Core Kit Qiagen

MinElute Gel Extraction Kit Qiagen
SuperSignal West Femto ThermoFisher
WesternBright ECL Advansta

4.1.5 Seznam primerii

Tabulka 5. Seznam pouzitych primert pro genotypizaci

Nazev Sekvence 5’ k 3’ Délka [bp] Tm [°C]
Msh6 F  TTGATGGCACCAGAGATTGA 691 60,2
Msh6 R AGACTTGAGCTGCCACCACT 691 60,1
Msh6 R1 CTACACCCGGCAACATACCT 843 59,8
Msh6 F1 CTCATCCCTGGGGTACAAGA 843 59,9
Msh6 F3 GAAGAAGCACAGCCCAGTGT 178 60,4
Msh6 R3 CACTATCGCTGTCCCCAACT 178 60,1
Msh6 F4 GAAGAAGCACAGCCCAGTGT 483 60,4
Msh6 R4 TGGGGTTAAATTCAGGGTGA 483 60,1
Msh6 F5 GCAGGTGCATGAGGCTTATT 554 60,2
Msh6 R5 TGGGGTTAAATTCAGGGTGA 554 60,2
Msh2 F  AGAGGCGGTGAGGATAGTGA 421 59.8
Msh2 R CCGCACGATACCTTCGTATT 421 60.0
Msh2 F1 AGAGGCGGTGAGGATAGTGA 607 59.8
Msh2 R1 CCTACAGCTAGCCACCAAGG 607 59.9
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4.1.6 Seznam gRNA

Tabulka 6. Sekvence qRNA pro CRIPRS

Pozice Cilova sekvence gRNA sekvence
vV genomu
Msh6 exon4 ~ GCCGGCAAGTCAAGAAGCGA GCCGGCAAGUCAAGAAGCGA
Msh6 exon4  CTTTGGAGCGCCTTTGCCAA  CUUUGGAGCGCCUUUGCCAA
Msh2 exon7  TAACCGGCTTGCCAAGAAAT UAACCGGCUUGCCAAGAAAU
Msh2 exon7  GAGACAAGCAGCGAATTTAC GAGACAAGCAGCGAAUUUAC
Msh2 exon7  AGACTGTTACCGACTGTATC AGACUGUUACCGACUGUAUC

4.1.7 Primarni protilatky

Tabulka 7. Seznam pouzivanych primarnich protilatek v imunofluorescenénim barveni.

Nazev protilatky typ protilatky sériové vyrobce redéni
Cislo
mysi cMLHI monoklonalni ab14206 Abcam 1:30
kréli¢i aSCP1 polyklonalni ab15087 Abcam 1:500
mysi aSCP3 monoklondlni sc-74596 SantaCruz 1:100
krali¢i s ) _
+HORMAD? polyklonalni ab211 Attila Toth 1:700
krali¢i aH2AX polyklonalni ab2893 Abcam 1:1000
lidska autoimunitni . INC )
aCENtromera sérum nc-15-233 1:200
krali¢i aMsh6 polyklonalni PAS5-83010 ThermoFisher 1:250
myS$i aDMCI1 monoklonalni ab11054 Abcam 1:200

4.1.8 Sekundarni protilatky

Tabulka 8. Seznam pouzitych sekundarnich protilatek.

Nazev protilatky typ protilatky sériové ¢islo vyrobce redéni
anti-mysi Alexa488  GaR kozi IgG  A-11005 ThermoFisher 1:500
anti-kralici Alexa568 GaR kozi IgG  A-11036 ThermoFisher 1:500
anti-lidska Alexa647 GaHu koti IgG  A-21445 ThermoFisher 1:500

4.1.9 Biologicky material

V pokusech byly pouzity laboratorni inbredni kmeny C57BL/6J jako zastupce podruhu
M.m.domesticus pochézejici z The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine. PWD/Ph inbredni
kmen zastupuje podruh M.m. musculus a byl pfipraven inbredizaci z divokych mysi

odchycenych v okoli Prahy.
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4.2 Experimentdilni metodika

4.2.1 Design primerii pro genotypizaci a sekvenovani

Pro design primert byl pouzit voln¢ dostupny webovy program Primer3 verze 4.1.0.
Ten voli vhodné primery na zékladé podobné teploty tani, zamezeni tvorbé sekundarnich
produkta (primer dimer) a vlasenkovych struktur. Jednotlivé délky vysledného produktu byly
brany s ohledem na moznou pfitomnost dlouh¢ delece. Sekvencni specifita byla ovéfena
pomoci In-silico PCR ve webovém genomovém prohlize¢i UCSC. Koncentrace zasobnich

primerd byla nafedéna na 100 uM.

4.2.2 Navrh guide RNA CRISPR/Cas9

Pro navrh guideRNA (zkracené¢ gRNA) CRISPR/Cas9 bylo vyuzito volné dostupnych
webovych utilit CHOPCHOPv2 a CCTop. Oba programy jsou postaveny na algoritmu
dynamického programovani, jehoz vystupem jsou sekvence s nejvyssi pravdépodobnosti
nahodné¢ v genomu (angl. off-targets).  Protospacer adjacent motif (PAM) sekvence
bezprostiedn¢ zodpoveédna za interakci s DNA byla zvolena bézné pouzivand 5'-NGG-3°
pochazejici z bakterie Streptococcus pyogenes. Pro u¢inné vytazeni cileného genu bylo
v ptipad€ Msh6 vyuzito dvou rozdilnych gRNA u Msh2 celkem tii gRNA mificich do jednoho
zvoleného exonu s dostate¢nym rozestupem stiihu pro vytvotreni del$i delece. Timto zpisobem
se vyrazn¢ zvySuje pravdépodobnost zachovani delece pii opravé mechanismem nehomologni
rekombinace (z ang. non-homologous end joining, zkracen¢ NHEJ). Delsi delece je zaroven
jednoduseji detekovatelnd pii nasledné genotypizaci. Syntéza gRNA byla provedena firmou
Synthego spolecné s crRNA a tracrRNA. Design byl konzultovéan s Petrem Kasparkem, ktery

sidli na oddéleni transgenni jednotky a s ndvrhem ma letité zkuSenosti.
4.2.3 Vytvoreni delecnich mutantu

Cestné prohlasuji, e v dobé pokusii bylo se zvifaty zachazeno v souladu s § 15d
odstavce 2 pismeno a) zdkona €. 246/1992 Sb., na ochranu zvitat proti tyrani. Pro vytvoteni
delecniho mutanta byla navazana spoluprace s transgenni jednotkou oddéleni CPP. Béhem
pokusii bylo vyuzivano systému CRISPR/Cas9 s aplikaci metody elektroporace zygot a
vejcovodu. U kmene C57BL/6 byly samice (8 — 10 tydntl) pomoci hormont indukovany k super
ovulaci, poté jsou samice piipusténi k samci (12 — 24 tydnti). Pro potvrzeni pafeni se na druhy

den zkontroluje pfitomnost vaginalni zatky. Samice s vagindlni zatkou jsou uspany, za uziti
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disek¢nich néstrojii je oteviena peritonealni dutina, za ucelem odebrani vejcovodi. Do zygot,
ziskanych z vejcovod, je prostiednictvim elektroporace vpraven Cas9 protein spolecné s guide
RNA. Embrya jsou nasledné pfenesena do pseudopregnantni nahradni samice (Wang et al.,
2017). V ptipadé¢ kmene PWD/Ph mimo metody elektroporace zygot byla provedena
elektroporace ovarii. Samice PWD/Ph (10-14 tydnu) jsou pfipustény k samci (12 — 24 tydnt).
Po 1,5 dni od potvrzeni pregnance jsou samice uspany a chirurgicky odkryta ovaria. Do
vejcovodu je za pomoci elektroporace vnesen protein Cas9 dohromody s guideRNA. Tkané
jsou vraceny do ptivodni pozice a samice je zaSita. CRISPR/cas9 je po translaci importovan do
jadra, kde vytvaii dvoufetézcové zlomy v mistech navrzené gRNA (Takahashi et al., 2015).
Zlomy mohou byt opravené homologni nebo nehomologni rekombinaci. Vysledkem opravy
muze dojit bud’to ke kratkym ¢i dlouhym delecim nebo inzercim. Timto zpisobem je zarucen
pfenos mutace piimo do germindlni linie. Ziskané mys$i prochazi fadou genotypovani a kiizeni

za ucelem ziskani homozygotni linie.
4.2.4 Izolace celkové DNA NaOH metodou

Pro PCR reakci a naslednou genotypizaci provedenou na agar6zovem gelu neni potteba
Cistd DNA. Material ur€enym pro izolaci hrubého extraktu DNA slouzil maly kousek océsku
(cca 10mm), ten byl za pouziti pitevnich niizek rozsttihnut na dvé poloviny. Jedna z polovina
byla zamraZena na -20 °C pro piipadnou izolaci €ist¢é DNA. Druha polovina ocasku byla
vloZzena do mikrozkumavky s 600 pL 50 mM NaOH. Mikrozkumavka byla pfenesena do picky
nastavené na 95 °C do rozpadu tkan€. Behem procesu rozpadu byl roztok s ocaskem nahodné
protiepavan. Rozpad tkané je dokoncen zhruba po 1,5 hodinach. Pro zchlazeni roztoku byla
mikrozkumavka pfenesena na led. Po vychladnuti bylo pro upravu pH pouZito 50 uL 1M TRIS-
HCI ph 8. Pro sedimentaci zbylych ¢asti (kosti, zbytky tkdn¢) byl vzorek stocen po dobu 6,5
minut v centrifuze nastavené na plny vykon. [zolovana DNA byla skladovana v lednici po dobu
maximalné dvou tydnli. Do mastermixu bylo pouzivano 2 pL vzorku odebraného ze stiedu
mikrozkumavky pro zamezeni zaneseni zbylych casti tkani, jenz by vyrazné snizovaly

efektivitu PCR reakce.
4.2.5 Izolace cist¢e DNA pomoci Puregene Core Kit A firmy Qiagen

Izolace ¢isté DNA byla provedena vyhradné u mysi, které slouzili pro zalozeni linie (z
ang. founders). Jako material pro izolaci slouzil kousek ocasku, pokud u mysi probihala pitva,
pak slezina. Cerstvy nebo zmrazeny ocasek (nebo slezina) byl rozsttihnut na délku 5 mm vlozen

do mikrozkumavky s 300 pL lyza¢niho pufru (Lysis Solution buffer). Pro rozpadnuti tkdn¢€ byla
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do roztoku ptidany 3 puL proteazy K, mikrozkumavka byla pfenesena do picky nastavené na 55
°C a za stalého otaceni inkubovana pies noc. Po uplném rozpadu tkan¢ byl do vzorku ptidan
precipitacni pufr (Precipitation Solution buffer) a diikladn¢ zvortexovan po dobu 20 sekund. Po
vortexovani byl vzorek stocen po dobu 3 minut pfi maximalnim vykonu centrifugy. Ze vzorku
byl peclivé odpipetovan supernatant (tak aby bylo zamezeno nasati precipitujicich proteint).
Supernatant byl piesunut do nové €ist¢ mikrozkumavky s 300 pL isopropanolu, promichani
probihalo jemnym otacenim. Vzorek byl znovu centrifugovan pro vytvoreni pelety DNA, ktera
se usadi na dné&, supernatant byl odlit a vzorek byl obraceny ponechan na ubrousku z diivodu
vysuSeni zbylého isopropanolu. Po vysuSeni byl do vzorku pfidan 70% ethanol v mnozstvi
300 uL a pro procisténi DNA byla mikrozkumavka opét lehce obracena. Nasledovala
centrifugace po dobu 1 min pro usazeni pelety. Obsah mikrozkumavky byl opatrné zbaven
ethanolu a nasledné ponechéan ve flow boxu k odpateni ptebyte¢ného ethanolu, ktery by mohl
inhibovat PCR reakci. Pro rozpusténi pelety bylo do mikrozkumavky pifidano 100 pL
molekularni ¢isté¢ vody (molecular degree water). Vzorek byl vloZen do lednice a na druhy den
byla zmétena koncentrace DNA. Pro PCR reakci byla DNA natedéna na koncentraci 30 ng/uL.

Uchovéavani bylo zaji§téno v mrazaku pii -20 °C.
4.2.6 Izolace PCR produktii pomoci MinElute Gel Extraction Kit firmy Qiagen

Po PCR reakci byly vzorky rozdéleny pomoci ELFO na 2 % agarosovém gelu. Extrakce
produktt slozila k Sangerovo sekvenovani pro zjisténi piipadné delece. Pruhy DNA byly pod
UV svétlem opatrné vytiznuty z gelu (tak aby nedoslo k vytiznuti piebyte¢ného mnozstvi gelu).
Gel s pruhy obsahujici PCR produkt byl vloZzen do mikrozkumavky a zvézen. Idealni véha
vyfezu se pohybuje kolem 100 mg. K vzorku bylo pfidano trojnasobné mnozstvi QC pufru,
mikrozkumavka byla pfesunuta na tfepacku nastavenou na 50 °C po dobu 10 min. Po 10
minutach doSlo k Gplnému rozpusténi gelu, nasledné byla zkontrolovana barva mixu, které by
méla byt Zlutd z dlivodu optimalniho pH. Za ucelem precipitace DNA produktu byl do mixu
pfidan 100% isopropanol v pomé&ru 1:1 k hmotnosti gelu. Vzorek byl ptepipetovan do izola¢ni
kolonky (MinElute column) umisténé v 2 ml mikrozkumavce. Pro usazeni DNA na frité
kolonky byl vzorek centrifugovan po dobu 1 minuty na maximalni vykon. Pfebyte¢ny mix
v mikrozkumavce byl vylit, pro Uplné usazeni DNA k frit¢ byl do kolonky opétovné
napipetovano 500 pL QC pufru. Po odstranéni QC pufru bylo do kolonky ptidano 750 ul PE
pufru (s pfidanym 100% ethanolem) a kolona byla ponechana stat po dobu 2 minut. Po uplynuti

2 minut byl vzorek znovu 2x sto¢en po dobu 1 minuty. Kolona byla pfesunuta do 1,5 ml ¢isté
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mikrozkumavky, pro eluci bylo vyuzito 20 uL. molekularni €isté vody (molecular degree water),

tak aby cela frita byla rovnomérné¢ vlhké. Vzorek byl naposledy sto¢en po dobu 1 minuty.
4.2.7 Genotypizace na agarozovém gelu

PCR mix byl rozpipetovan v zavislosti pouzitych primert (viz tabulka 10 a 11) v reakce
podle protokolu (viz tabulka 12 a 13). Jednotlivé koncentrace jsou uvedeny pro jednu reakci.
Celkovy objem reakce predstavoval 20 pL po ptfidani 2 pL. nebo 1 pL DNA izolované NaOH
metodou. U vzorki urcenych pro sekvenaci byla pouzita ¢istd DNA ve vychozi koncentraci 30
ng/uL. Protokol PCR reakce se lisil v zavislosti na pouzitych primerech. Primery Msh2+Msh6
FR, FIRI slouzili pro detekci ptfitomné delece. Primery F3R3 az FO6R6 byly navrhnuty za
ucelem potvrzeni homozygotni delece obou alel. Reverse primer nasedal do mista delece,
pfipadny homozygot nedisponoval zadnym bandem. Po PCR reakci byly jednotlivé vzorky
s ptidanym 3 pL Orange-G pufru napipetovany do jamek 2% agarézového gelu v 0,5x TBE.
Do gelu pro zobrazeni bandl bylo pfidano 0,1 pL na 1 ml ethidium bromidu. ELFO byla
ponechédna v chodu pii 190V 85A dokud nedoslo k dostatecnému rozdé€leni bandii. V reakci
byla pfitomna pozitivni kontrola (wt/wt DNA, wt/- DNA, -/- DNA) a negativni kontrola
obsahujici vodu pro identifikaci mozné cross-kontaminace. Bandy byly zobrazeny pod UV
transiluminatorem a nafoceny. Pokud byly vzorky uréeny k sekvenovani, jednotlivé pruhy byly

za pouziti skalpelu vyfezany a vloZzeny do mikrozkumavky pro naslednou izolaci.

Tabulka 10. PCR mix pro rizné primery

Primery Msh2+Msh6 RF, R1F1
18 ul PCR MIX +2 ul DNA
2% agarose gel

objem reakce 20ul
1x Cc

TK H>O 13,75

dNTP (10 mM) 0,40 0.2mM
primers R+F (10 uM) 0,50 0.25 uM
10x Taq buffer KCI bez MgCl, 2,00 1x
MgCl, (25 mM) 1,20 1.5mM
Taq pol (comm) Thermo Scientific 500U 0,15 0,15U
DNA 2,00

Tabulka 11. PCR mix pro rizné primery

Primery Msh6 F3R3 az F6R6
19 ul PCR MIX + 1 ul DNA
2% agarose gel
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objem reakce 20ul

1x c

TK H>0 13,95

dNTP (10 mM) 0,40 0.2mM
primers R+F (10 uM) 0,50 0.25 uM
10x Taq buffer KC1 bez MgCl. 2,00 Ix
MgCL (25 mM) 2,00 2.5mM
Taq pol (comm) Thermo Scientific 500U 0,15 0,15U
DNA 1,00

Tabulka 12. PCR protokol pro primery Msh2xMsh6 RF, R1F1

c. opakovano 32x
cyklus | teplota Cas
1. 95°C 5:00
2.c 95°C 0:30
3.c 60°C 0:30
4.c 72°C 1:00
5. 72°C 5:00
6. 8°C 00

Tabulka 13. PCR protokol pro primery Msh6 F3R3 az F6R6

c. opakovano 34x
cyklus | teplota cas
1. 95°C 5:00
2.c 95°C 0:30
3.c 58°C 0:30
4.c 72°C 1:00
5. 72°C 5:00
6. 8°C 0

4.2.8 Sangerovo sekvenovani

Sekvenovani slozilo k identifikaci delece vytazenych sledovanych geni. DNA z mySiho
ocasku/sleziny byla izolovdna s pouzitim Puregene Core Kitu. Po izolaci byla zméfena
koncentrace vzorku a nafedéné na 30ng/pL. Nésledné byla provedena PCR. Na 2% agar6zovém
gelu pii 190V/80A byla provedena ELFO. Po rozdéleni bandl bylo pod UV transilumindtorem
vytiznuty jednotlivé bandy. Izolace z gelu byla provedena s pouzitim MinElute Gel Extraction

Kitu. Nasledné byla zmétena koncentrace izolatu. Poté byly vzorky rozpipetovany po 5 uL do
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stript, do kterych bylo zvlast’ ptidan 5 uM forward a reverse primeru s konecnou koncentraci
25 pmol. Vzorky byly odeslany do servisniho pracovisté¢ SeQme. Po obdrzeni vysledkl byly
jednotlivé sekvence porovnévany s pozitivni kontrolou (mys divokého typu) a UCSC sekvenci
odpovidajici délce primerti. Vyhodnoceni probihalo za pomoci voln¢ dostupného programu

BioEdit a NCBI blastu.
4.2.9 Sprdava mysi

Chov mys3i je zaji§tén servisnim pracovistém Ceské centrum pro fenogenomiku (CPP)
Ustavu molekularni genetiky AV CR v Biocevu. Mysi jsou chovany bariérové, aby bylo
zamezeno vneseni mozného patogenu. O mysi je peCovano v souladu se zdkonem ¢. 246/1992
Sb., na ochranu zvifat proti tyrani. Pomoci programu PyRAT Animal Facility Software udéluji
pozadavky (odbér tkané, usmrceni, ptipusténi ke kiizeni, ukonceni kiizeni atd) na personal

zodpovédny za chov.
4.2.10 Prubeh pitvy

Cestné prohlasuji, ze v priib&hii pokusii bylo se zvifaty zachazeno v souladu s § 15d
odstavce 2 pismeno a) zdkona €. 246/1992 Sb., na ochranu zvitfat proti tyrani. My$ byla
usmrcena dislokaci krénich obratlii. Kazda mys byla zvazena, vaha byla zaznamena do tabulky.
Mysi, byla pomoci nizek oteviena bifiSni dutina, odebrany testes, které byly ocistény od
zbyvajici tkan€ a zvazeny. Za G¢elem piipravy imunocytologického preparatu, byla jednomu
zZ testis odstranéna tunika a pfemisténa do mikrozkumavky s RPMI médiem. Pro pfipravu
histologickych preparatu bylo pouzito druhé festis, které bylo ponechano v nativni formé¢ a
vlozeno do 4% para-formaldehydu pH7,3 v 1x PBS. Pro zji§téni poctu zralych spermii byly
odebrany epididymis, nasledné pfesunuty do 1x PBS. Pro pitvu byly pouZivany 9- 11 tydna

stara zvirata.
4.2.11 Zpétné krizeni

KfiZenim samice kmene PWD/Ph (zkrdcené¢ PWD) se samcem kmene C57BL/6
(zkracené B6) ziskdme sterilni hybridni samce, samice vSak zlstavaji fertilni a umoziiuji zpétné
kiizeni (backcross). Zpétni kiizeni bylo zahdjeno outcrossem samce B6 s homozygotni deleci
genu Msh6 (darce mutované alely B6.Msh6™") se samici PWD. Takto bylo ziskano F1 (BC1)
hybridni potomstvo. Heterozygotni samice nesouci mutovanou alelu genu Msh6 byla ptipusténa
s PWD samcem divokého typu, ¢imz bylo nastaveno zpétné kiiZeni. U samic F2 generace bylo

provedeno genotypovani pro nalezeni heterozygotni formy vyfazeného genu Msh6. VSechny
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nasledujici generece byly podrobené stejnému Seteni. Postupnym kiizenim je pfendsena Cast
genetického pozadi recipienta. V pate generaci zpétného kiizeni (N5) nesou potomci 96,9%
genomu recepianta, pouze 3,1% darce mutované alely a jsou povazevani za ¢astecné kongenni
(ang. sub-congenic). Od desate generace je jiz genom protomkll tvofen vice nez 99,91%

recipienta a jsou povazivani za zcela kongenni. (viz obrazek 9).

Donor samec Outcross Recipient samice
B6 Msh6 “' >« 4 “" PWD wt
knock-out *

| Backross

- L=
F1 (50% donor) II@ X m\“

- -
N2 (25% donor) “&"5 X m“
- @
N3 (12.5% donor) “rc‘_‘b X @‘“
L >
N4 (6.25% donor) Il,c;‘_‘b x & “

|
kongen

&
N10 (<0.1% donor) I!@

Obrazek 9. Schéma zpétného kiiZené. Homozygotni B6 samec s deleci genu Msh6 slouzi jako donor
dané alely samice PWD je jejim recipientem. Postupnym zpétnym dochdzi k prenosu genetického pozadi
darce alely. Zlomovy bod nastavd ve ctvrté generaci, kdy jiz ziistava jen 6,25% genomu ddrce a mys je
povazovana za castecné kongeni. V desaté generaci je genom donora zuzen na oblast obklopujici
darovanou alelu a mys je povazovana za kongeni (pouzito a upraveno z (Jagodic a Stridh, 2016)).

4.2.12 Stanoveni poctu spermii

Obe¢ epididymis byly umistény do mikrozkumavky s Iml 1x PSB. Pro naruseni struktury
a uvolnéni spermii byl preparat dikladné rozsttihan a protfepan. Vzorek se nechal na ledu ustat
po dobu 1 minuty, pro opadnuti horni tukové vrstvy. Ze stfedu byl odebran alikvot slouzici
k nafedéni suspenze se spermiemi. Redéni bylo odhadovano na zakladé vahy testes (vaha testes
pozitivné koreluje s mnozstvim zralych spermii), u zcela fertilnich jedincti bylo pouzivano
fedéni v rozmezi 1:50 nebo 1:100. U jedinct s tfetinovou véhou testes od fertilniho jedince bylo
fedéni 1:20 nebo 1:30. Z nafedéného vzorku bylo odebrano 10 pL, naneseno do Biirkerovy
komiirky a ptikryto krycim sklickem. Komirka je rozdélena do celkem 144 ctverci (12x12)
vysce 0,1 mm. Dlvodem protiepani mize dojit u spermii k odd€leni hlavicky od ocasku, pokud
byla takové spermie pfitomna, zapocitala se pouze hlavicka. Pocitani ¢tverct probihalo podle
schématu (viz obrazek 10), kdy postupné byly spoc€itany spermie v diagonélech s pfictenim
jednoho ndhodného ctverce (12+12+1). DalSich 25 ¢tverct bylo zvoleno ve stfedu komirky.

Takto bylo pokracovano i v druhé komtrce. Aby bylo zamezeno zapocitani jedné spermie
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dvakrat, v malém ctverci byla zapocitana spermie zasahujici do levé a spodni hrany. Spermie
byla zapocitand, pokud do hrany zasahovala jeji hlavicka. Vysledek byl zprimérovan, ¢imz
celkové koncentrace spermii v jednom ml byla vypocitana nasobkem fedéni, primérného poctu
spermii v 25 &tvercich a nasobkem 10* (pocet spermii v 1ml = fedéni x préimér v 25 &tvercich

X 10%).

Obrazek 10. Schéema pocitani spermii v Biirkerove komiirce.

4.2.13 Priprava imunocytologickych preparatii

S materidlem se vzdy pracuje na ledu. Testes byly zbaveny tuniky vlozeny do zkumavky
spole¢né s 1 ml v lednici vychlazeného RPMI mediem a za ucelem uvolnéni spermii z tubull
byl vzorek v ruce dikladné protiepan po dobu 3 minut. Nasledné byl vzorek centrifugovan 1
minutu pii 2000 rpm. Poté bylo ptivodni RPMI vyménéno za 1 ml Cerstvého média. Pro
ditkladné rozruseni biologického materidlu bylo vyuzZito intenzivniho stiithani pomoci pitevnich
nizek a pipetou nasdvan obsah mikrozkumavky opakované dovniti a ven. Pro odstranéné
shlukli zbylé tkan¢ bylo pouzito 40 uM sita, skrze néjz byl obsah piepipetovan do nové
mikrozkumavky. Ze vzorku byl odebran alikvot o objemu 100 pL, bunécna suspenze byla
3 minuty stocena pii 1500 rpm. Po dokonceni centrifugace byl odppipetovan supernatant, kdy
ve zkumavce se ponechalo zhruba 10 pL. Ve zbytku média byla peleta re-suspendovana
piidanim 150 pL 0,1 sachar6zy obsahujici protedzové inhibitory a EDTA. Jemné promichani
bylo provedeno obracenim mixu v ruce. Buné&¢na suspenze byla ponechéna na ledu po dobu
13 minut. Z divodu hypotonického prostfedi (0,1 sacharéza) v mixu dochazi k Iyze bunék.
Tento krok je velice dilezity pro nasledné dobie oddéleni chromozomil, stejné tak, aby nebyly
prilis daleko od sebe. 13 minut je optimdlni doba, kterou neni radno meénit. Na predem
vychlazend podlozni sklicka bylo nakapano 150 pL 1% PFA s pfidanim proteinovych

inhibitort. Proteinové inhibitory jsou do roztoku vzdy doddvany v dobé pouziti. Na podlozni
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skla byla nakapana buné¢na suspenze z vysky 5-10 cm, aby doSlo k dostate¢cnému oddélené
bunck a naruseni bunécné membrany. Sklicka byla vlozena do plastového boxu (krabicka od
Spicek) s vodou, aby nedoslo k jejich vysuseni a pfesunuta do lednice, kde byla ponechana po
dobu 3 hodin. Nasledn¢ byla skla umyta lehkym proudem destilované vody a ponechana stat
cca 15 minut pro jejich vysuSeni. Skla byla poté v kyveté 2x promyta ve vychlazeném 1x PBS
po dobu 10 minut. Pro blokaci bylo na jedno sklo nakapéano a rozprostieno 70 pL 0,5x MAH
pufru. Skla byla vlozena do krabicky, ptikryta krycim sklickem a inkubovéana po dobu 4 hodin
v lednici. Po ¢tyfech hodinédch bylo kryci sklicko Setrné odstranéno, tak aby nedoslo k naruseni
fixovanych buné¢k, nasledn¢ bylo na kazdé sklo aplikovana primarni protilatka rozpusténa
v predem pfipraveném 0,5x MAH pufru. Inkubace opét probihala v plastovém boxu v lednici
v tomto piipad¢ pres noc. Na druhy den bylo odstranéno kryci sklicko, skla byla promyta v 1x
PBS celkové 3x po dobu 5 minut. Nésledn¢ byla na skla aplikovana sekundarni protilatka
rozpusténa opét v 0,5x MAH pufru, ptikryta krycim sklickem a ponechéana v lednici po dobu
2-3 hodin. Pro zbavi se nespecificky vazané sekundarni protilatky byla skla promyta v 1x PBS
po dobu 5 minut nasledn¢ oplachnuta lehkym proudem destilované vody. Skla byla nechana
vyschnout po dobu vice nez 15 minut poté na kazdé ze skel byla aplikovana jedna kapka
fixatniho média s DAPI (Vestashield mouting medium H1200 with DAPI), ptikryta krycim
sklickem a nésledn¢ pouzita pro pozorovani pomoci fluorescenéniho mikroskopu znacky

Nikon.
4.2.14 Zpiisob odecitani imunofluorescencnich preparatu

Ptiprava imunofluorescen¢nich preparatu probihala podle pfedchozi kapitoly. Pro kazdé
ze skel bylo vyuZito riznych meiotickych markert za ucelem sledovani jednotlivych udalosti
v meiotické profazy 1. Kazdé z jader bylo vybirano a foceno nahodné pro zamezeni zaneseni
stochastické chyby ve statistice. Vyhodnoceni bylo provadéno vizualn€ pomoci programu NIS-
Elements (https://www.nis-elements.cz/). VSechny preparaty pochézely z mys$i 9-11 tydnl
starych. Sledovani bylo provadéno u kmene B6.Msh6™" s vyfazenym genem Msh6 a kontrolou

Bé6.

Pro identifikaci rekombinacnich udalosti byl vyuzit marker MLH1 v kombinaci SCP1 a
HumanCEN (viz tabulka 7). MLHI1 se specificky vdZze do mist probihajicich crossovert (
zkracené CO). SCP1 je jeden z proteinli centralniho elementu synaptonemalniho komplexu. Ve

fazi pachytene je jiz zcela formovany a slouzi k identifikaci chromozomovych bivalentti. Pro
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stanoveni po¢tu MLH1 (CO) bylo pouzito minimaln¢ 50 pachytennich jader pro kazdy vzorek

zastupujici jedince.

Pro vizualizaci DNA DSBs byly pouzity protilaitky v kombinaci DMC1+SCP3+HI1t (viz
tabulka 7). DMCI je pfitomny v mistech 3 jednovlaknovych DNA usekti meziproduktu opravy
dvouretézcovych zlomli (DBSs). SCP3 je soucasti axidlniho, pozdéji laterdlniho elementu
synaptonemalniho komplexu a je viditelny béhem vSech fazi profaze 1. Strukturovany jej
muzeme vidét v zygotene a pachytene, kdy kopiruje homologné sparované chromozomy.
Barveni protilatkou H1t histonu 1t slouzilo k pfesnému rozlisni faze stfedniho pachytene, kdy
vSechny DBSs by mély byt jiz zcela opraveny. Pocty DSBs zobrazenych jako DMC1 spoty
byly stanoveny ve fazich leptotene, zygotene a pachytene. Zastoupeni jader v jednotlivych

fazich odpovidalo mnozstvi, jez se podafilo nalezt.

Vizualizace HORMAD?2 byla pouzita v kombinaci s protilatkami HORMAD2+SCP3+HnCEN
(viz tabulka 7). HORMAD?2 protein je viditelny napti¢ vSemi fazemi profaze I v mistech, kde
dochazi k asynapsim chromozomil. Pocet asynapsi byl zjiStovan u nejméné 50 jader

nachdazejicich se ve fazi pachytene.

Imunobarveni yH2AX bylo pouzito spolecné s protilatkou SCP3 (viz tabulka 7). yH2AX je
fosforylovana forma varianty (serine 139) histonu H2A — typicky marker DSBs v meioze 1
mitotickych bunkach. V meioze je zodpovédny za u¢innou opravu dvoufetézcovych zlomi
(DSBs). Siln€ exprimovan je zejména v pozdni fazi leptotene a béhem celé faze zygotene, kde
dochazi pravé k tvorbé DBSs. Ve fazi pachytene obklopuje nesparované pohlavni chromozomy

XY.
4.2.15 Priprava histologickych preparatu

Pro ptipravu histologickych preparatu bylo vyuzito testis samcti kmene C57BL/6J a
samci stejného kmenu s vyfazenym genem Msh6. Po pitve, byly testis presunuty do roztoku
4% p-formaldehydu v 1x PBS v pH 7,3. Fixace probihala v lednici po dobu jednoho dne.
Odvodiiovani tkané bylo provadéno pies noc v servisni histologické laboratoii UMG podle
protokolu (viz tabulka 14). Jednotliva tesis byla nasledné zalita parafinem do plastovych blocka
umisténych na chladici desce s teplotou -16 °C. Po zaschnuti parafinu byl blo¢ek vlozen do
mikrotomu. Prebytecny okolni parafin byl odiezén na velikost zapusténé tkang, nasledné bylo
provedeno hrubé okrajovani mikrotomem v rezimu TRIM. Po naraZeni na tkan byl mikrotom
nastaven na rezim SECT pro nakrajeni tkan¢ na pozadovanou tlouStku (standardné 2 um). Po

nakrajeni byly fezy presunuty do vodni lazné€ s teplotou 38-39 °C, kde byly roztdhnuty a
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naneseny na oznacend podlozni sklicka. Podlozni skla s tkdni byla pfenesena na okraj vyhiaté
vodni lazné. Barveni skel bylo provadéno pomoci automatu Leica TS5020 a Leica CV5030.
Zhotovené preparaty na podloznich sklickach byly vlozeny do kosiku oznacenym barevnym
¢ipem podle pozadovaného typu barveni. Kosik byl vlozen do vstupniho zasobniho barviciho
zafizeni. Skla byla barvena hematoxylin-eosin a imunofluorescencné protilatkami MSH6 a
SCP3 (viz tabulka 7). Naneseni primarnich a sekundarnich protilatek probihal stejn¢ jako
v ptipadé pfipravy imunofluorescencnich spredi (viz kapitola 4.2.13). Pro deparafinizace a
rehydratace bylo pouzito pracovniho postupu (viz tabulky 14, 15 a 16). Pro odkryti antigent
byl provadén na pozitivné nabitych sklech-superfrostoch. Jedna sada skel byla po deparafinizaci
prenesena do naddoby obsahujici citratovy pufru o pH6 a pH9 a nésledné byly pfeneseny do
pfistroje pro revitalizaci antigenti pii teplot¢ 95 °C. Druhd sada skel byla ponechdna bez
revitalizace. Po vychladnuti skel na pokojovou teploty byly skla vloZena do 1x PBS.

Imunofluorescenéni barveni bylo provedeno z diivodu ovéfeni knock outu genu Msh6.

Tabulka 14. Protokol procesu dehydratace tkané.

Chemikalie Cas
4% formaline2,3 15 min
70% Ethanol 1h
100% Ethanol lh
100% Ethanol l1h
100% Ethanol l1h

50% Ethanol/50% Isopropanol l1h
50% Ethanol/50% Isopropanol lh

xylene lh
xylene l1h
xylene lh
parafin 1 h 30 min
parafin 2h
parafin 2h

Tabulka 15. Protokol pro barveni hematoxylin-eosin.

Chemikilie Cas
zapékani 15 min
xylen 5 min
xylen 3 min
1sopropanol 3 min
isopropanol/ethanol absolute (1:1) 3 min
ethanol absolute 3 min
ethanol 96% 3 min
ethanol 70% 3 min
voda 45s
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hematoxylin 1 min

voda 2 min
eosin 1 min
voda ls

ethanol 70% 1 min
ehanol 96% 2 min
ethanol absolute 2 min
isopropanol/ethanol absolute (1:1) 2 min
isopropanol 2 min
xylen 3 min
xylen 5 min

montovaci médium Pertex

Tabulka 16. Ptiprava skel pro odkryti antigenu

Chemikalie Cas
zapekani 15 min
xylen 5 min
xylen 3 min
isopropanol 3 min
isopropanol/ethanol absolute (1:1) 3 min
ethanol absolute 3 min
ethanol 96% 3 min
ethanol 70% 3 min
voda 45 s

1x PBS
4.2.16 Western blot

Western blot byl provadén pro ovéfeni vyfazeni genu Msh6 na Grovni proteinu. Pokus
byl provadén u dvou mysich linii kmene C57BL/6J s rozdilnou délkou delece v genu Msh6
spolecné s kontrolou divokého typu. V prvnim piipad¢€ jako material slouzily tfi tkan¢ — testes,
ledviny a slezina. V druhém ptipadé bylo pouzito testes a mozek. Podle expresni databdze MGI
by mélo ve vSech organech dochazet k expresi proteinu MSH6. Po odebrani tkané byly vSechny
organy pfenddny do mikrozkumavky a vhozeny do tekutého dusiku pro zachovani stability
proteinu. Nasledné z tkdni bylo odebrano mnoZzstvi odpovidajici zhruba 5 mg, které bylo
pieneseno do mikrocentrifugani zkumavky s kulatym dnem s 200 pL lyza¢niho pufru Qiagen
P1 spfidavkem proteinovych inhibitoru, Na3VOs slouzici jako ATPézovy inhibitor a
benzonazou pro odstranéni pfitomnych DNA a RNA s konecnym fedénim 1:1000. Do kazdé
zkumavky byla vhozena kovova kulicka, nasledn¢ byla pienesena do homogenizatoru
TissueLyser I, pomoci jehoz byla ziskana suspenze. Do zkumavky bylo pfidano 200 pL
dodecilsiranu sodného (SDS) poté byla suspenze varena na 95 °C po dobu 10 minut. Po vatreni

byla provedena 5 minutova centrifugace na maximalni vykon. Z mixu bylo odebrano 350 pL
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proteinoviho extraktu, peleta byla uschovana do -80 °C mrazéku pro ptipadné dalsi pouziti. Pro
zméteni koncentrace proteint bylo do stript rozpipetovano 100 pL Pierce BCA Protein Assay
kitu s ptidavkem 2,5 puL extraktu, nasledné byly stripy pfesunuty do inkubatoru s 37 °C, kde
byly ponechany na 30 minut. Méfeni bylo provadéno v triplikatech, vysledna koncentrace byla
stanovena medianem. Pro vytvofeni standardni kiivky byla pouzita fedici fada BSA. Pro
naneseni vzorkl na gel byl po nafedéni proteinti na koncentraci 20 ng a 40 ng piidan vzorkovy
pufr s 10 % merkaptoethanolem. Vzorky byly inkubovany po dobu 5ti minut pii 95 °C.
Rozdé€leni proteinu na gelu s running pufrem bylo provedeno pii 85V po dobu 1,5 hodiny. Pro
aktivaci membrany byl pouzit methanol nasledn¢ byla omyta destilovanou vodou a vloZena do
Ix transferového pufru. Pfenos na membranu probihal pii 24V 800mA po dobu 2 hodin.
Nasledn¢ byla membrana promyta destilovanou vodou 5 minut ponecha v Ponceau S ¢ervenou
barvickou, pro ovéteni tspéSného pienosu. Po vyfoceni membrany byla barvicka vymyta v 1x
TBS pufru s ptidavkem 0,1 % tween 20 (zkracené TBS- T). Blokace membrany byla provedena
v 5% odtu¢néného suseného mléka po dobu 30min za stalého protfepavani. Nasledné byla
membrana 2x promyta v 1x TBS-T po dobu 20 minut. Poté byla aplikovana primarni MSH6
protilatka uchovavand v 1x TBS-T s 3% BSA a 0,01% azidem sodnym v kone¢né koncentraci
1:5000. Membrana byla za stalé¢ho tfepani inkubovana spole¢né s primarni protilatkou pfes noc
v lednici. Na druhy den byla membrana 3x promyta v 1x TBS-T po dobu 10 minut. Poté byla
aplikovana sekundarni protilatka (anti mouse horse radish peroxidase antibody) v kone¢né
koncentraci 1:20 000 rozpusténa v TBS-T s 5% mlékem. Nésledovalo opétovné promyti v 1x
TBS-T a 1x PBS. Pro zobrazeni proteinil v trans-iluminatoru bylo pouzito WesternBringht ECL
kitu od firmy advansta obsahujici ECL buffer (luminol/enhancer solution) a stabiliza¢ni roztok
pro peroxidazu, které byly smichany v poméru 1:1. Pokud byl nedostatecny signdl membrana
byla znovu promyta v 1x TBS-T a nasledné bylo vyuZito kitu West femto obsahujici West
femto pufr a peroxidazu, jenz byly opét smichany v poméru 1:1. Po vyfocend byla membrana
dale pouzita pro ovéteni spravného naloadovani mixu s proteiny o dané koncentraci. Membrana
byla v pfitomnosti stripping pufru zbavena navdzanych protilatek nasledné nékolikrat promyta
a znovu blokovéna 5% mlékem. Nasledovala aplikace primarnich protildtek SKP1 a beta aktinu
s konecnou koncentraci 1:10 000 s inkubaci probihajici pfes noc. Poté byly aplikovany
sekundarni protilatky o koncentraci 1:7500. Postup zobrazeni odpovidal predeslému postupu.

Pro ptipadné dalsi pouziti byla membrana uchovédna v 1x PBS s 0,01% azidem.
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4.2.17 Statistické metody

Statistické Setfeni bylo provadéno u parametra fertility samct (vaha testes, pocet zralych
spermii) a imunocytologickych preparati znacenych specifickym markerem (viz kapitola
4.2.13) z dat ziskanych dle (viz kapitola 4.2.14), se zamfenim na mnozstvi MLH1 a DMC1
spotli na jedno jadro, jako primérna hodnota se smérodatnou odchylkou. Pro analyzu bylo
vyuzito programu R ve verzi 4.0.3 se sadou zakladnich balicka v kombinaci s programem Prism

Graphpad verze 8 pro vytvoreni grafi.

Na ziskanych datech byly nejprve provedeny testy normality v zavislosti na velikosti
nasbiranych dat (ShapirGv-Wilkllv, Andersontiv-Darlingliv, Kolmogoroviiv-Smirnoviiv).

Statistickd metoda byla provedena, pokud test normality proSel hodnotou alpha<0,5.

U porovnavani 2 skupin jednoho ze sledovanych znaki pouzit klasicky neparovy t-test.
K porovnavani vice skupin pro jeden sledovany znak byla provedena jednocestna ANOVA
s Dunnettovym srovnavacim testem skupin vi¢i kontrole. Statistickd vyznamnost byla
stanovena pokud hodnota *P<0,05, **P<0,001 a wvysoce signifikantni ***P<0,0001,
**%%p<(,00001.
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5 Vysledky

5.1 Vytvoieni nulovych mutantii genit Msh2-Msh6

Zékladnim cilem projektu bylo ziskat nulové mutanty genti Msh2 a Msh6 u kmeni
C57BL/6J (zkracené B6) a PWD/Ph (zkracené¢ PWD). Po prvni provedené elektroporaci kmene
B s prislusSnymi gRNA a CRIPS/cas9 protein se vSak rodila mrtva mlad’ata. Domnivali jsme se,
ze pri¢inou muze byt kratkd vzdalenost obou genli (chromozomy se nachédzeji na stejném
chromozomu 17 ve vzdalenosti mensi nez 0,1 mega baze), kdy v jednotlivych embryonalnich
bunkach pravdépodobné dochazi k silnym defektiim, které procesem rekombinace nemohou
nebo nemusi byt opraveny spravné. Z toho diivodu musel byt zménén pfistup. Proto bylo
rozhodnuto vytvofit mutanta jednoho z genu, konkrétné Msh6, jehoz mutace dosud nebyla
publikovana. Takovy mutant by byl tedy ,,origindlni* nejenom za Gcelem studia vlivu na
spravny prabéh mysi sam¢i spermatogeneze. Homozygotni mysi s deleci v genu Msh6 budou
pouzit pro ziskani dvojného knock-outu Msh6, Msh2. Dalsi problém nastal s kmenem PWD/Ph,
ktery pochazel s divokych mys$i M.m. musculus. Tento kmen je svou biologickou podstatou
jedine¢ny, metodika pro vytvofeni knock-outovanych zvitat neni doposud optimalizovéna.
Vzhledem k opakovanym nezdartim piipravit CRISPR/Cas9 knockout na PWD pozadi bylo
zapocato zpétné kiizeni za uc¢elem pieneseni mutace genu Msh6 z kmenu C57BL/6J do genomu

PWD/Ph (viz kapitola 4.2.9).

Obrazek 11. Elektroforéza na agarozovém gelu mysi, pro zaloZeni homozygotni delecni linie. Pomoci
elektroforézy se podarilo detekovat dlouhé delece u potomkii ziskanych po elektroporaci CRISPR/Cas9.
Bandy 1,2 3 byly vyriznuty a sekvenovany. (1) band s deleci délky 139 bp. (2) band s deleci 405 bp. (3)
band s deleci 143 bp. Cisla oznacuji ID mysi.
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Po pokusech s CRISPR mifenym proti genu Msh6 se podafilo ziskat deset B6. Msh6™”
potomkii. Dvé mys$i po genotypovani na 2% agardézovém gelu vykazovaly ptitomnost dlouhych
deleci v heterozygotni formé (viz obrazek 11). Sangerovo sekvenovani prokazalo piitomnost
tfi dlouhych deleci konkrétné 405 bp, 143 bp a 139 bp. Za pomoci volné dostupného webového
programu ExPASy bylo zjisténo, ze dvé kratsi delece zptisobuji posun Cteciho ramce, nejdelsi
delece pak nezptisobuje deleci narusSujici ¢teci ramec. Postupnym kiiZzenim se podatilo odd¢lit
vSechny delece do tfi samostatnych linii, jez byly pojmenovany dle délky delece 405, 143 a
139. Prvni homozygotni samec byl ziskdn ve tfeti generaci linie 405 (F3). Tento samec byl
ihned piipustén se samici PWD/Ph pro zahijeni zpétného kiizeni. V soucasné dob¢ se
nachdzime v generaci N6, kdy je jiz mutace prenesena na pozadi s 98,4% PWD genomu.
V desaté generaci mohou byt zvifata brana za kongeni (viz kapitola 4.2.9). Procentudlni
zastoupeni genotypu vychazi ze statistiky zpétného kiizeni, pro ovéfeni proto bude v budoucnu
pouzito metody GIGA-MUGA array, kterd na mikroCipu obsahuje desetitisice markerti pro
uréeni pravého genotypu. Homozygotni linie se procesem kiizeni a fady genotypovani podatilo
nastolit v liniich s deleci 143 a 405 v paté generaci (F5). Linie 139 neprodukovala dostate¢né
mnozstvi potomku a ve ¢tvrté generaci (F4) byla ztracena. Pro ovéfeni opravdového vytazeni

genu Msh6 a zamezeni jeho translace do proteinu byl vyuZzit Western blot.

Linie 405 Linie 143
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Obrazek 12. Barveni membrany pomoci Ponceau S. Ponceau S barveni slouzi ke zviditelni proteinii na
membrane po prenosu z gelu po elektroforéze. Prenos je povazovan za zdarily z ditvodu pritomnosti
Cervenych pruhit zastupujicich jednotlive proteiny obsazenych v riiznych tkanich.
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Linie 405 WB
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Obrazek 13.Vysledny western blot linie 405. Pro WB bylo vyuzito nékolik kontrolnich tkani u knock-
outu mysi genu Msh6 nedochdazelo k expresi daného proteinu v zadné tkané. Actin a SKP1 slouzil jako
kontrola spravné koncentrace proteinu. Z vysledkii je patrné, zZe v jednotlivych tkanich dochazi
k rozdilné expresi kontrolnich proteinii.
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Obrazek 14. Vysledny western blot linie 143. (+) znazornuje wild type kontrolu (-) zndazornuje knock-
out genu Msh6. Z vysledné membryny je patrné, zZe nedochdzelo k expresi proteinu v testes u mysi
s vyrazenym genem. V mozku, ktery mél slouzit jako kontrolni organ nebyl protein detekovan v obou
pripadech. Actin s Spl slouzici jako kontrola naneseni sprdavné koncentrace proteinii prokdzala
v pripadé SKP1 rovnomernou expresi v obou tkanich.

S vyuzitim MGI mysi databaze byly vybrany tkané€, v nichz dochazi k expresi proteinu
MSHBS6, slouzici jako kontrola vii¢i studované tkani (testes). Vysledny western blotu potvrdil,
ze u dvou linii 143 a 405 nedochazelo k expresi proteinu MSH6 ve sledovanych tkanich (viz
obrazky 13 a 14). U linie 143, kde jako kontrolni organ slouzil mozek, nebyl protein detekovan
ani v ptipad¢ kontrolniho samce. Divodem muze byt stafi mysi (10 tydntt). MSH6 protein je
exprimovan zejména u mlad’at s doposud ne zcela vyvinutou centralni nervovou soustavou.

Ponceau S barveni potvrdilo uspéSny pienos proteini na membranu (viz obrazek 12).
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Pro ovéfeni naneseni spravného mnozstvi proteinu na gel, byly vybrany kontrolni proteiny
SKP1 a B-actin, u kterych by mélo dochézet ke stejné expresi ve vSech tkani. Podafilo se
prokazat, ze SKP1 kindza je v jednotlivych organech exprimovédna konzervativnéji, nez

v ptipad¢ B-actinu.

V soucasné dob¢ se intenzivné pracuje na pripravé Msh2xMsh6 dvojného nulového
mutanta v kmeni C57BL/6]. Homozygotni samci z linie 405 B6.Mshh6” byly zkiiZeni se
samicemi B6 divokého typu, a zygoty byly elektroporovany CRISPR/Cas9 spole¢né s gRNA
pro vytazeni genu MshZ2. Existuje piedpoklad, ze tento zpiisob by mél zabranit opétovnému
rozeni mrtvych mlad’at jako tomu bylo v pfipad¢ pokust vytvorit dvojného mutanta pfimo
v prvni generaci. Zaroven je timto zplisobem mozné ziskat ptipadné vyfazené alely odd€lené,

coz by dovolovalo sledovat efekt jednotlivych alel zvlast.
5.2 Fenotyp zdakladnich parametru fertility delec¢nich linii genu Mshé6 a kontrol

Pro hodnoceni parametri fertility byla sledovana vaha obou festes, relativni vaha testes
(pomér hmotnosti festes k k t€lu) a pocet zralych spermii ziskanych z epididymis. Taktéz bylo
vyhodnoceno, zdali dochazi ke korelaci vahy festes a poctu spermii. Spermie byly pocitané
s pouzitim Biirkerovy komurky. Pokusy byly provadény u samct kmene B6. Celkem bylo
pouzito patnact mysi, 10 B6.Mshh6” nesouci knock-out pro gen Msh6 linie 405 a $est mysi
s divokym genotypem slouzici jako kontrola. VSechny pouzité¢ mysi byly ve staii 9-11 tydnt

(viz ptiloha, tabulka 16).

Ziskana data byla provéfena Kolmogorov—Smirnov testem, ten potvrdil normalni Gaussovo
rozdéleni. Diky zjisténi normalniho rozdéleni byl pouzit pro vSechny kategorie stanovené
fertility klasicky t-test. Pro zji$téni korelace vahy testes k poctu spermii byl pouzit Pearsontiv
korelaéni test. Z diivodu nizkého zastoupeni dat, pro interpretaci korelace bude pouZito R?,
které¢ udava, do jaké miry spolu jednotlivé znaky souviseji. Pro zamezeni ptipadného vlivu
fitness mysi na sledované znaky (obecné vétsi samec mize disponovat vyssi vahou testes a tim
1 vy$§im mnozstvim spermii) byla stanovena relativni véha testes pomérem vahy testes k vaze

téla.

Porovnani zakladnich parametri fertility skupin samct B6.Mshh6” zlinie 405 a
kontrolni skupiny B6 s pouzitim klasického neparového t-testu, odhalilo vysoce signifikantné
niz§i vahu testes a pocet zralych spermii u samcti 405 B6.Mshh6™ (¥*** p <0,00001 (t-test)).

Pomér vahy testes a téla vykazoval taktéz vysokou miru statistické vyznamnosti (****
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p<0,00001 (t-test)), vliv fitness sledovanych skupin samct na ostatni znaky muzeme (do jisté

miry) povazovat za bezvyznamny (viz graf 1).

Zajimavé bylo sledovat korelaci mezi vahou testes a poctem spermii. V piipad¢ kontrol
B6 dochazelo dle ogekavani k pozitivni korelaci (R?=0,595), tedy vétsi véha testes vede k
vy$§imu mnozstvi spermii. U mys$i s vyfazenym genem Msh6 byla mira variability daleko nizsi
(R?=0,203), coz nasvéd&uje, Ze ani vyrazné vétsi vaha restes nedokaze zabezpedit znaéné vyssi
pocet zralych spermii a indikuje postmeioticky efekt Msh6 mutace na tento fenotyp (viz graf
2).
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Graf 1. Statistické vyhodnocené mezi skupina samcii s deleci genu Mshé6 a kontrolnich mysi divokého
typu kmenu C57BL/6J. (a) viha testes sledovych skupin B6 wt (primeér 176,7, SD 13,16), Msh6 -/-
(priimer 122,2, SD 13,36). (b) pocet zralych spermii v milionech v Iml skupin B6 wt (primer 52,68, SD
10,13), Msh6 -/- (priumeér 24,41, SD 5,03). (c) pomér vahy testes:télo u skupin B6 wt (priumer 7,20, SD
0,72), Msh6 -/- (primer 4,88, SD 0,98). (**** p <0,00001 (t-test)).

80—
'é—x -
]
- 60—
RaY
= E ]
E - 40—
o > 2 o
~ - R°=0203. ° ...®
-
s 20- : - B6WT
o
- y —— Msh6 -/-
0 1 T T T 1
0 50 100 150 200 250

Vaha testes [mg]

Graf 2. Mira variability mezi hmotnosti testes a poctem spermii u delecni linie a kontroly divokého
typu. Cervené jsou znaceni dele¢ni mutanti genu Msh6. Modie kontrolni samci. Pomoci Pearsonava
testu byla stanovena mira variability. Mutanti vykazovali hodnotu R*=0,203 dokazujici nizkou zavislost
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vahy testes na celkovy pocet spermii. V piipadé kontrol hodnota cinila R*=0,595 coz dokazuje vyraznou
spojitost obou znaki.

5.2.1 Studie fenotypu meiotické profaze I pomoci imunofluorescencni znaceni

Ptipravené meiotické preparaty (viz kapitola 4.2.13) slouzily pro studium jednotlivych
fazi profaze 1. Kazdé se skel bylo inkubované se sadou rizné¢ kombinovanych protilatek.
V pokusech bylo vyuzito celkem tiech samct pro kazdou kombinaci pouzitych protilatek. Dva
samci zastupovali dele¢niho mutanta genu Msh6 linie 405 B6.Mshh6”" a jeden samec B6 slouzil
jako kontrola s normélni alelou Msh6. Mysi v dobé pokust byly ve véku 11 tydnd. V ptipadé
barveni DMC1 byl pouzit jeden kontrolni samec B6 a po jednom samci s deleci genu Msh6 -/-
s linie 405 a 143. Samec linie 143 v dobé pokusu dosahoval v€ku 14 tydni, z toho diivodu jsou
data interpretovany zvlast, ackoliv se jedna o nositele nulové alely jako v pfipad€ samce linie

405.

Kombinace protilitek MLHI+SCP1+HumanCEN slouzila k identifikaci probihajicich
crossoveri. Do téchto mist se specificky vaze protein MLH1. SCP1 je jeden z proteint
synaptonemalniho komplexu viditelny ve fazi pachytene. Protilatka ziskana z autoimunitniho
lidského séra je vazana do mista centromer. MLH1 je fluorescencnim znacenim piitomny ve
formé tecky (spotu) v mistech probihajici rekombinace chromozomi. Oznaceni centromer je
dilezité pro ovéfeni spravného poctu sparovanych homolognich chromozumt v buiice a tim
zamezeni chyby pfi vyhodnocovani poctu jednotlivych spott. Data byla Setfena Kolmogorov—
Smirnov testem pro ovéfeni jejich normalniho rozdéleni. Pro zjisténi miry signifikance byl
pouzit klasickéhy t-testu. V mezidruhovych hybridech kvasinek proteiny Msh6 spolecné
s Msh2 omezuji rekombinace (CO) v ptipadé neshody v obou fetézcich. V tomto pokusu bylo
cilem ovéfit, zdali vyfazeni genu Msh6 ovlivni frekvenci CO 1 mysi s identickym genetickym
pozadi kmenu B6. Pomoci klasického t-testu se podaftilo zjistit mirny narist CO v ptipadé mysi

B6.Mshh6™", rozdil vSak neni signifikantni (viz obrazek 15).
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Obrazek 15. Primérny pocet crossoverit na jdadro buiiky v obdobi pachytene. (a) preparat
s imunofluorescencnim znacenim linie B6.Msh6™. (b) preparat s imunofluorescencnim znacenim
kontroly B6 WT. SPCI1 (cCervené cary), MLHI (zelené tecky), CENtromera (fialové tecky na konci
chromozomu), DAPI (modré jadro). Kazdé tecka zastupuje ohnisko mista probihajiciho crossoverii (c)
graf prumérného poctu crossoverii na jadro bunky u dvou sledovanych skupin. U samcit mysi B6 Msh6
-/- dochazi k vétsimu poctu rekombinacnich udalosti (primer 23,93, SD 2,44) nez v pripade B6 wt
(primer 23,59, SD 1,99), rozdil vsak nent signifikantni (p = 0,2799).

DalSim sledovanym znakem byla prezence neopravenych dvoufetézcovych zlomi
(DBSs). Tvorba DBSs v chromatinu iniciuje fosforylaci histonového proteinu H2AX na
yH2AX. Oblasti chromatinu, u kterych dochézi ke tvorbé zlomi, nebo kde nedoslo k jejich
opravé, mohou byt fluorescencné znaceny protilatkou anti- yH2AX v kombinaci se SCP3.
Pozorovani bylo pfedevs§im zamé&feno na pachytenni burky, jeZ prosly procesem oprav, a proto
by zde nemél existovat zaddny yH2AX signal, aZ na pohlavni chromozomy XY. Takto tomu
bylo v ptipad€ B6 kontrol. Daleko zajimavéjsiho zjisténi bylo docileno sledovanim delecnich
mutantil Msh6, u kterych byl zaznamenan signal yH2AX 1 u sady autozomd. Signal, vystupujici
kolem sparovanych autozomalnich chromozomu pfipominajici kratké stétinky, jsme pracovné
nazvali ,.chlupaté chromozomy* (ang. hairy chromosomes). Chlupaté chromozomy byly
detekovany v nékterych buiikach obou B6.Msh6”" samci (viz obrazek 16). Pokus slouzil jako
pilotni experiment, jenZ naznacil moznost existence neopravenych DBSs zlomi v dobé
pachytene, pro nasledné ovéfeni a moznosti interpretace byla pouzivana jina sada meiotickych

markeru.
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Obrazek 16. Imunofluorescecni barveni samci mySi meiozy, reprezentované fazi pachytene. SCP3
(zelene), yH2AX (Cervené), DAPI (modre). (a) kontrolni samec B6 divokého typu vykazuje signal
VH2AX pouze kolem sparovanych pohlavnich chromozomit XY, kde nedochazi k opravé dvouretézcovych
zlomii. (b) linie B6.Msh6™', signdl yH2AX je detekovatelny kolem pohlavnich chromozomii XY, vcéetné
vSech autozomalnich chromozomai.

Kombinace protilitek DMCI1+SCP3+H1t byla pouzita za ucelem detekce poctu
dvoufetézcovych zlomii béhem profaze I. DMCI1 se vdze na 3' jednovlaknovou DNA v mistech
procesovanych DBSs. Zde zlistava az do doby, nez dojde k jejich uplnému opraveni. K uplné
synapsy chromozoml dochédzi v brzkém pachyténu, proces opravy je ukonfen v obdobi
sttedniho pachytene. SCP3 je jeden ze zastupcii synaptonemalnich proteinli. Strukturovany
zacind byt od zygotenu, nejvétsi intenzity nabyva v pachytenu, kde tvofi spolu s koheziny
lateralni elementy formovaného synaptonemalniho komplexu. Pocitany byly DMCI spoty, tedy
mista, kde dochazi k vys§i koncentraci proteinu v mistech indukovanych DBSs pies faze
leptoten, zygoten, brzky a stfedni pachytene. Zvlast byly pocitdny spoty na pohlavnich
chromozomech XY v brzkém pachytenu, do statistiky byly zapocitany spolené se spoty
nachazejicich se na autozomech. Histonovy protein H1t je specificky exprimovan ve stfednim
a pozdnim pachytenu a podili se na restrukturalizaci relaxovaného chromatinu, ¢imz
chromozomim napomahd regulovat proces homologni rekombinace. V dobé stfedniho
pachytene jsou jiz chromozomy zcela sparované, DBSs jsou jiz opraveny, signdl DMC1 mizi
stejné tak jako v nasledujicich fazich diplotene a diakinezi jiz neni viditelny. DMCI1 signal ve
form¢ spotl je mozné poprvé zaznamenat ve fazi pozdniho leptotene, kde dochazi k iniciaci
tvorby DBSs iniciovanych topoizomerdzou SPOI11. Nejvys§si mnozstvi DMCI1 spoti je

viditelné ve fazi zygotene, nejméné v brzkého pachytenu. H1t imunofluorescen¢niho znaceni
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umoznuje rozliSit faze brzkého a stfedniho pachytenu (viz obrazek 17). Protein MSH6 je
v meiotické rekombinaci zapojeny do procesu oprav DBSs, kde vyhledava ptipadné neshody
v sekvenci homolognich chromozom. Jeho vytfazeni by mohlo narusit priibéh opravy DBSs a

tim 1 jejich Cetnost ve sledovanych fazich.

Ze sledovanych skupin B6 wt, Msh6 -/~ linie 405 a 143 byl zaznamenavéan pocet DMCI1
spot na jadro buniky ve fazich leptoten, zygotene a brzky pachyten. Statistické Setfeni odhalilo
signifikantné¢ nizsi pocet DMCI1 spoti u samcit Msh6 -/- ve fazi leptotene (p=0,0120,
jednosmérna ANOVA). Vyssi mira signifikance vii¢i kontrolnimu samci B6 wt byla zachycena
v piipadé linie B6.Mshh6™" linie 405 (p=0,0063, Dunnetllv test). Zygotene nebyl zaznamenan
vyznamny rozdil (p=0,6762, jednosmérna ANOVA). Naopak signifikantn¢ vyssi mnozstvi
spotil, nez u kontroly bylo napo¢itino v brzkém pachytenu u B6.Msh6™" linie 143 (p=0,0028,
Dunnetlv test). Vysledné hodnoty statistickych testli jsou uvedeny v popisu (viz graf 3),

pramérné hodnoty se smérodatnou odchylkou (viz ptiloha tabulka 19).
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(a) Leptoten

(b) Zygoten

(c) Brzky-Pachyten (d) Stredni-Pachyten

(e) Diploten (f) Diakineze

Obrazek 17. Imunofluorescencni barveni pro odhadnuti priimérného poctu dvouretézcovych zlomii na
jadro bunky napric meiotickymi fazemi. DMC1 (zelené tecky), SPC3 (Cervené cary), DAPI (modre). (a)
spermatocyt ve fazi pozdniho leptotene, kde dochadzi ke vzniku indukovanych DBSs detekovatelnych
pomoci DMCI proteinu podilejici se na jejich opravé (b) spermatocyt ve fazi zygotene disponujici
nejvyssim mnozstvim DBSs zlomii detekovanych DMCI. (¢) v brzkém pachytene jsou jiz chromozomy
zcela sparovany, nékteré DBSs ziistavaji stale neopraveny, zejména pak na pohlavnich chromozomech
XY. K expresi histonového proteinu HIt stale nedochdzi. (d) v priubehu stredniho pachytenu jsou
opraveny vSechny DBSs, signal DMCI neni viditelny naopak dochdzi k iniciiaci exprese HIt. (e)+(f)
pozdni faze profaze 1 diplotene a diakineze. Dochazi k rozestupu bivaletnich chromozomii, signal HIt
je nejsilnéjsi.
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Graf 3. Porovnani poctic DMC1 spotit mezi skupinou samcit kmenu B6 s vyraZenym genem Mshé6 a
kontroly divokého typu. Leptoten — porovnani vsech skupin ( p=0,0120, jednosmerna ANOVA), B6 wt
x Msh6 405 (p=0,0063, Dunnetitv test), B6 wt x Msh6 143 (p=0,2880, Dunnetirv test). Zygotene —
porovnani vSech skupin (p=0,6762, jednosmerna ANOVA), B6 wt x Msh6 405( p=0,7329, Dunnetitv
test), B6 wt x Msh6 143 (p=0,9658, Dunnetiiv test). Pachyten — porovnani vsech skupin (p=0,0054,
jednosmeérna ANOVA), B6 wt x Msh6 405 (p=0,4717, Dunnetitv test), B6 wt x Msh6 143 (p=0,0028,
Dunnetuv test).

HORMAD?2 hraje kli¢ovou roli v kontrole asynapsovanych chromozomi v obdobi
pachytene. Viditelny je v pozdnim zygotene, taktéZ miliZze byt spatien ve fazi pachytene na
nesparovanych univalentech, zejména u hybridnich samciit PWDxB6. HORMAD?2 byl pouzit
v kombinaci s protilatkami SCP3 a HumanCEN. U B6.Msh6 7~ byla pozorovana pouze jedna
bunika z 96 s ¢astecné asynapsovanymi chromozomy v obdobi pozdniho zygotene. Béhem
pachytenu nebyla nelezena Zadna. Stejné€ tomu bylo i v pfipadé kontroly, kde byla pozorovana
pouze jedna ¢astecné asynapsovana buiika v dobé pozdniho zygotene, v pachytene pak zadna.
Ve kmeni B6 mohou byt obecné shledany +/- 3% asynapsovanych bunék. Absence vétsiho

mnozstvi vzorkl zatim nedovoluje vyvodit jasny zavér.
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(a) B6 wt

¢astecna asynapse - 1
uplni asynapse -0

(b) B6 Msh6-/-

o

DD

¢astecna asynapse - 1
uplnd asynapse -0

Obrazek 18. Ciste¢né asynapsované chromozomy ve fizi pozdniho zygotene u dvou sledovanych
skupin. HORMAD? (cervené), SCP3 (zelené), HumanCEn (fialové), DAPI (modre). (a) fdze pozdniho
zygotene s ¢dstecné asynapsovanymi chromozomy u linie B6.Msh6™'. (b) ¢dstecné asynapsovand buiika
v B6 divokého typu ve fazi pozdniho zygotene. Ve fizi pozdniho zygotene chromozomy nejsou jesté zcela
sparované.

5.3 Histologické preparadty testis delecnich linii B6.Msh6™' a kontrol

Hned po odebrani bylo festis pies noc fixovano pro naslednou piipravu histologickych
preparatu. V pokusu byl pouZit jeden samec zastupujici B6.Mshh6”" linie 405 a jeden kontrolni
samec B6. Oba samci méli v pribé¢hu experimentu 11 tydnu. Po deparafinaci bylo testis
nafezano a pieneseno na podlozni skli¢ko. Prvni sada skel byla barvena hematoxylin-eosinem,
druha sada imunofluorescencnim znacenim s vyuzitim protilatek MSH6 a SPC3 (viz kapitola

42.15).

Barveni hematoxylinem slouzilo k detekci mozné patologie semenotvornych kanalkl a
okolnich tkani, véetn¢ jednotlivych bunék béhem procesu spermatogeneze. Z divodu nizkého

poctu spermii a vahy festes uknock-out mysi, existuje predpoklad vySSiho zastoupeni
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defektnich kanalkd a apoptovanych bunék. Na zdklad¢ vizualniho vyhodnoceni nebyla u
preparatu obou skupin nalezena zadna zndmka nasvédcujici rozdilné miry patologickych jeva
(viz obrazek 19). Pro kvantitativni vyjadifeni mnozstvi sledovanych apoptickych bunék

s moznosti statistického vyhodnoceni bude v budoucnu vyuzito metody TUNEL assay.

20x | = 40x _

Obrazek 19. Histologické prepardty testis barveny hematoxylinem eosinem. (a) + (b) rezy testis
kontrolnich skupin samcii B6 wt. (¢) + (d) Fezy testis samcii linie B6.Msh6™". Sk — semenotvorny kandlek,
SpG — spermatogonium pSc — pachytenni spermatocyt, [Sc —leptotenni spermatocyt, kSr — krukovy
spermatid, eSr — elongovany spermatid, PsV — pseudo-vakuola, SpC — spermatocyt, SpG —
spermatogonium.

Imunofluorescencni barveni fezli spole¢né s protilatkami proti MSH6 a DAPI bylo
pouzito z divodu detekce proteinu MSH6 v jadrech bunck a Gplnému potvrzeni neptitomnosti
proteinu v piipadé B6.Mshh6™ linii. Ze sledovanych preparatu je dobfe patrné, Zze u kontrolniho
samce B6 wt byl signal MSH6 detekovan, patrné v jadrech spermatogonialnich bunék. Naopak

v pfipad€ nulového mutanta genu Msh6 tento signal nebyl registrovan.
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Obrdzek . Rezy testis s imunofluorescenénim znacim dvou skupin mySi. Msh6 (Cervend), SCP3
(zelend), DAPI (modra). (a) detail kanalku kontrolni mysi B6 se signdalem Msh6 detekovatelny v jadrech
bunky spermatogonia (b) detail kanalku knock-out mysi Msh6 bez pritomnosti cerveného signalu.
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6 Diskuze

V této diplomové praci jsem se podilel na vytvoieni delecnich mutantii genti Msh2 a
Msh6 u dvou laboratornich inbrenich kmeni C57BL/6J, PWD/Ph a jeho ustaleni do
homozygotni linie. Dale jsem se podilel na procesu zpétného kiiZeni k ziskani kongenniho
kmene PWD nesouci deleci genu Msh6. Taktéz se mi podafilo definovat fenotypové znaky

samct mysi linie B6.Mshh6™.

Protein MSH®6, spolecné s celou fadou dalSich proteint patii do velké rodiny MMR proteinti
zodpovédnych za opravu DNA. Do centra zajmt védci se MMR skupina dostala na pielomu
20. a 21. stoleti, kdy se podaftilo definovat priméarni funkce zdkladnich procest buriky, zejména
pti replikaci v prokaryotické E.coli. Dodnes byla a stile je publikovana celd fada clankt
odkazujici na vysokou konzervovanost procesi i u eukaryotickych organismd, a to ne jenom
v dob¢ replikace, ale také v procesu déleni bunék mitdézou a vzniku pohlavnich buné¢k
prochéazejicich meidzou. Dilezitym poznatkem na poli studia meiotické sterility se stal ¢lanek
vydany v roce 1996, kdy gen Msh2, tvotici spoleéné s genem Msh6 komplex MutS, u dvou
mezidruhti kvasinek S. Cerevisiae a S. Paradoxus, do zna¢né miry ovlivituje frekvenci
meiotické rekombinace (Chambers et al., 1996). Diploidni hybridni buiika vzesla konjugaci
téchto dvou mezidruhli disponuje nizkou hladinou Zivotaschopnosti a neni schopna dal§iho
déleni. Vytazenim genu Msh2 u obou rodicovskych kvasinek, jejiz naslednou konjugaci se
podarilo ziskat vitalni hybridnim bunky zpisobilé se dale délit, byla prolomena bariéra hybridni
sterility (Hunter et al., 1996). Pokud je proces dostate¢n¢ konzervovany, podobného nebo
dokonce stejného efektu by bylo mozno docilit i na mySim modelu pouzivanym v nasi

laboratofi.

Na pocatku bylo imyslem vyftadit oba geny Msh2 a Msh6 soucasné, s cilem uplného
vyfazeni komplexu MutSa. Protein MSH2 ma také schopnost dimerizovat s proteinem MSH3,
kdy spolecné tvoti komplex MutSp, ten je na rozdil MutSa komplexu zodpovédny za opravu
poskozeni delSich usekil v sekvenci DNA, neZ jsou defekty délky jednoho paru baze.
Vytazenim genu Msh2 by s vysokou pravdépodobnosti znemoznilo vznik komplexu MutSp,
ktery by v procesu oprav mohl piebrat roli komplexu MutSa. V piibéhu ziskéni knock-
outovanych (KO) mysi ¢ekala celd fada nastrah v podobé rozeni mrtvych mlad’at kmene B6
s pouzitim sady gRNA CRISPR/Cas9 mificich proti obou geniim. Potencidlni pti¢inou tohoto
jevu miiZze byt pozice gentl, jenz jsou oba lokalizované na stejném chromozomu 17 ve velice

kratké vzdalenosti 32,2 kb, kdy béhem embryonélniho vyvoje mohlo dojit vlivem opakovaného
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Stépeni sady CRISPRu k celé fadé poskozeni DNA, jez nemusela byt procesem rekombinace
nalezit¢ opravena. Pfenesenim mozné mutace do diferencovanych bunck a jejich nasledné
déleni mohlo vést k umrti jedince. Nelze ale ani vyloucit negenetickou pfiinu rozeni mrtvych
mlad’at. Pro snizeni pravdépodobnosti opétovného rozeni mrtvych potomkii jsme rozhodli
ve druhé fazi pokust vyradit pouze jeden z genti (konkrétné Msh6), po ziskani homozygotni
linie s KO genem pokus opakovat v zygotach ziskanych kiizenim s linii divokého typu (B6 wt)
nesouci nemutovanou alelu v pfitomnosti gRNA s cilem vytadit aspon jednu z alel genu Msh2.

Vliv mutace genu Msh6 na meiotickou rekombinaci dosud nebyl popsan.

Po sérii netspéSnych pokust s cilem vytadit gen Msh6, se nakonec podaftilo ziskat dva
potomky vykazujici tfi dlouhé delece. Diky systematickému kiizeni doslo k jejich odd€leni do
tfi samostatnych linii pojmenovanych podle délky delece 143, 139 a 405. Homozygotni linie
143 a 405 byla ustanovena v F5 generaci, linie 139 neprodukovala dostate¢né mnoZzstvi
potomkii a byla ztracena. Druhd generace homozygoti (celkové F7 od zakladatele linie)
produkovala niz§i mnozstvi potomki, taktéz dochazelo k vyraznému navysSeni néhlym
ptedcasnych umrtim zvifat. Za fenoménem ptred¢asnych tmrti u mysi Msh6 -/- je podle ¢lanku
(Roa et al., 2010) zodpovédnd vysokd mira akumulace mutaci v genomu vedouci k tvorbé
malignich nadorti B-lymfomu. U nulového mutanta Msh2 -/- a Msh2xMsh6 -/- ptevazovala
forma T-lymfomu. Z toho dtivodu jsou linie po dvou homozygotnich generaci kiizeny opétovné
s B6 wt a nasledné drZzeny v heterozygotni formé. Western blot potvrdil vyfazeni proteini
MSH6 ve sledovanych tkéanich, zaroven se podafilo zjistit, ze u 11 tydennich samct B6
divokého typu, nedochazi k jeho expresi v mozku. TaktéZ histologické preparaty pfipraveny
z testes wt a KO samct potvrdili expresi proteinu pouze u B6 wt samcu s nejvyssi koncentraci
v bunikach ve stadiu spermatogonia. V soucasné dob¢ probihaji pokusy pro vytvotfeni dvojitého

delecniho nulového mutanta Msh2/Msh6 s vyuZzitim homozygotni linie 405 Msh6 -/-.

Bohuzel se doposud nepodatilo ziskat dele€niho mutanta ani jednoho z genti v pfipadé kmene
PWD. Kmen PWD pochézejici z divokych mysi se svou biologickou podstatou vyrazné 1i8i od
bézné¢ pouzivaného laboratorniho kmenu B6. Servisni pracovist¢ CCP stdle pracuje
na optimalizaci a validaci metody. Jako ndhradni feSeni jsme diky existenci homozygotniho
B6.Msh6™ zahajili zpétné kiizeni za i¢elem pienosu mutace na genetické pozadi PWD pro
ziskani kongenni mysi PWD nesouci deletovanou alelu. V budoucnu bude nutné zjistit

zastoupeni obou genomi v kongennich mysich pomoci metody GIGA-MUGA.

Prvni sada experimentii byla zaméfena na sledovani zdkladnich parametra fertility.
Nizké vrhy mlad’at nasvédcovaly, ze u samcti B6.Msh6™" je pravdépodobné narusen spravny
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prubéh zrani spermii, majici vliv na celkovy pocet zralych spermii a véhu festes, ktera v ptipadé
divokych B6 vysoce koreluje s poctem spermii. Vysledky testi fertility desiti samct linie
B6.Msh6™ a sedmi kontrol B6 wt ve staif 9-11 tydnu odhalily signifikantn& niz$i primérnou
vahu festes a podet spermii B6.Msh6” (viz piiloha tabulka 18) neZ B6 wt (t-test: p-hodnota <
0.0001). Na zaklad¢é vizualniho pozorovani spermii a piipravenych histologickych preparati
testes, samci B6.Msh6”" nevykazovali vyrazné znamky patologie vii¢i provedenym kontrolam.

Pfi¢ina nizké vahy testes a poCtu spermii zatim nebyla zjisténa.

Pro sledovani prubéhu meidzy pii spermatogenezy byla vyuzivana celd fada specifickych
markert. Imunofluorescencni barveni yH2AX+SCP3 poukazovalo na moznost pfitomnosti
neopravenych dvoufetezcovych zlomi (DBSs) ve fazi pachytene B6.Msh6™". Kvantitativni
vyhodnoceni mnozstvi DBSs pozorovanych pomoci DMCI1 spotii delecnich mutantd linie
Msh6 -/- 405,143 a B6 wt prokdzal z pohledu delecnich mutantli, mirny pokles primérného
mnozstvi DBSs a to ve fazi leptotene, v zygotenu nebyl zaznamenam zadny rozdil a v brzkém
pachytenu se podafilo ovéfit statisticky vyznamny mirny narust vici kontrole (viz obrazek graf
3). Zde je nutno poznamenat, Ze meidza je dynamicky proces, kde kazda faze probiha
s rozdilnou délkou, tomu taktéz odpovidd pomér zastoupenych bunék v dané fazi a ptipadné

mnozstvi DMCI spott.

Velka ocekavani byla kladena na pokusy pro ovéfeni mnozstvi crossoverti (CO) béhem obdobi
pachytene. Z ¢lanku publikovaném roku 1996 se u dvou kment kvasinek Saccharomyces
cerevisiae a Saccharomyces paradoxus podatilo prokézat, Zze vyfazenim genu Msh2 se tadovée
zvysil pocet rekombinaénich udalosti (Chambers et al., 1996). S vyuZzitim imunofluorescen¢ni
mikroskopie v kombinaci s protilatkou mifici proti proteinu MLHI, ktery je specificky pro
mista rekombinace se u samcli B6.Msh6™" podaiilo zaznamenat mirny narust primeérného
mnozstvi probihajicich crossovert na jadro bunky nez v ptipad€ B6 kontrol, rozdil v§ak nebyl
statisticky vyznamny (viz obrdzek 15). MnoZstvi rekombinacnich udélosti v procesu
spermatogeneze u samcti myS$i (C57BL/6) nesouci stejné genetické pozadi vyfazenim genu
Msh6 tedy neni ovlivnéno. Vysledek je srovnatelny s praci (Peterson et al., 2020), kde stejného
zéveéru bylo dosazeno u samcii zastupujici stejny kmen, ovSem s knock-out genem Msh2, patiici
do stejné rodiny proteint MMR jako Msh6. Autofi svou pozornost vénuji dvéma definovanym
polymorfnim hotspotim konsomickych kmenid A/J a DBA/2J scilem zachytit frekvenci
probéhlych crossoverti (CO) a non-crossoveri (NCO). Pocet rekombinaci v téchto mistech se
mezi kontrolami divokého typu a knock-out samci genu Msh2 vyrazné nelisil, rozdilna vsak

byla troven zastoupeni CO a NCO ve prospéch NCO v oblasti vice polymorfniho hotspotu
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u samct Msh2 -/-. K podobnym zaveérim dochazi i celogenomové studie v rostlinném modelu
Arabidopsis. Hybridni F1 generace Msh2 -/-, vzesla z dvou genomicky rozdilnych populaci
rostlin, taktéZz nedisponovala celkové vyS$$im mnozstvim rekombinacnich udélosti, avSak
rekombinace byla upfednostiiovana do mist polymorfnich hotspot (Blackwell et al., 2020).
Tento poznatek miize byt do jisté miry vztazen k mySimu modelu C57BL/6 a PWD/Ph
vyuzivaném v nasi laboratofi. Tvorba asymetrickych DBSs, zptisobena diferencialni aktivaci
homolognich hotspotii PRDM9 histonovou metyl transferdzou, ma za nasledek meiotickou
zastavu hybridnich samcii. V pfipadé chybéjiciho komplexu MutSa by byla odstranéna jeho
ocekavana antirekombinacni funkce a rekombinace by byla uspé$né dokoncena. Samoziejme
je predbézné velice tézké odhadovat vliv genu Prdm9, ten mize byt u mysi v epistatickém

postaveni vici genim Msh2xMsh6 a u kvasinek a rostlin jeho ortholog zcela chybi.

Vysledky vSech provedenych experimenti slouzi jako pilotni projekt vlivu delece genu
Msh6 na parametry fertility u samct kmene C57BL/6. V budoucnu bude studium zaméteno
predevsim na vliv delece obou gentt Msh2 a Msh6 u kmenti C57BL/6 a PWD/Ph. Pracovni
hypotéza zaloZzena na kvasinkovém modelu ndm poskytuje ptfedpoklad ziskani fertilnich
hybridnich samcii ziskanych z kiiZeni PWDxB6 a tim pfekonani bariéry hybridni sterility.
Takovato informace by se stala pfelomovou v oblasti studia hybridni sterility, s teoretickym

ptesahem do rozdilnych skupin eukaryotickych organismii.
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7 Zavér

Na zaklad¢ analyzovanych dat 1ze konstatovat, Ze se podafilo ustavit dvé mysi linie
B6.Msh6”". U mutatnich samcti dochdzelo k vyraznému snizeni vahy festes a pramérnému
pocti spermii ve srovnani s B6 kontrolnimi samci. Vysledky vykazovaly silnou miru
signifikance. Taktéz bylo prokézano, Ze ani s navysujici se vahou zestes u samct postradajici
gen Msh6” nedochdzi k tvorbé vyssiho poétu zralych spermii. Analyza histologickych

preparatl ptipravenych z festes téchto samct neprokézala znamky patologie.

Data ziskana imunofluorescen¢ni mikroskopii prokdzala mirné navySeni mnozstvi
crossoverti v obdobi pachytene u linie B6.Msh6”, vysledny rozdil vSak neni statisticky
vyznamny. Mnozstvi indukovanych dvoutetézcovych (DBSs) zlomt napti¢ fazemi profaze I
(DBSs) u skupin samcii B6 postradajici gen Msho6 -/- a kontrol poukazal na drobné statistické
rozdily.
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8 Prilohy

Tabulka 17. Seznam testovanych mysi s naméfenymi

Id mysi

A5486
AS5487
AS5488
A0329
A0495
12085
12086
G8620
G8621
G8622
A0264
A0265
A0652
A0653
A0808
A3211
A8478
A8701

genotyp

B6 wt

B6 wt

B6 wt

B6 wt

B6 wt

B6 wt

B6 wt
B6.Msho6 [405]
B6.Msh6 [405]
B6.Msh6 [405]
B6.Msh6 [405]
B6.Msh6 [405]
B6.Msh6 [405]
B6.Msh6 [405]
B6.Msh6 [405]
B6.Msho6 [405]
B6.Msho6 [405]
B6.Msho6 [143]

vék
[tydny]
9

9

9

10
11
10
11
11
11
11
11
11
10
10
10
11
10
14

vaha téla

[g]
23.3

25.6
23.8
27.1
21.8
24.0
273
24.5
234
233
273
26.7
24.4
27.0
23.8
26.2
25.1
24.7

68

vaha
testes|mg]|
184

196
187
179
160
167
164
100
107
107
119
86

156
139
120
130
158
164

spermii
[mil/ml]
68.0

58.0
60.8
52.8
45.5
43.0
40.8
18.9
325
19.4
22.2
18.8
243
30.3
21.7
26.7
29.5
35.7

testes/télo

7.9
7.7
7.9
6.6
7.4
6.9
6.0
4.1
4.6
4.6
4.4
3.2
6.4
52
5.0
5.0
6.0
6.6



Tabulka 18. Vysledné hodnoty parametri fertility testovanych mysi.

Genotyp
B6 wt Msh6 405
Marker Jednotka Priamér SD Pramér SD
Vaha testes [mg] 176,70 13,36 122,20 13,36
Pocet spermii mil/ml 52,68 10,13 24,41 5,03
Testes/télo pomgér 7,20 0,72 4,88 0,96

Tabulka 19. Vysledné hodnoty parametrti meiotickych markera testovanych mysi.

Genotyp
B6 wt Msh6 405 Msh6 143

Marker Stadium Primér SD |Primér SD | Primér SD
Leptoten 1554 5821 | 73,77 41,35| 104,0 82,78
DMC(1 Zygoten 1457 49.75| 1374 5547| 1488 54,73
Pachyten 45,60 11,36 51,22 15,62 | 66,79 31,95

MLH1 Pachyten 23,59 1,98 23,93 2,44 NA NA

HORMAD2 Pacyhten 0 0 0 0 NA NA
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