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 sam¢i potomky, ktefi jsou sterilni.
Hybridni samci F1 generace vykazuji defekty v opravé asymetrickych dvouvlaknovych 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 dvoufetézcovych
zlomil a jejich nasledna oprava je predpokladem pro prvni meiotické déleni. Pracovni hypotéza
vychdzi z poznatki zaloZzenych na kvasinkovém modelu, kdy pfedpokladany antirekombinacni
mechanismus mismatch repair genti Msh6 a Msh2 zamezuje opravu DSBs v mistech DNA
polymorfismi mezi homolognimi chromozomy bé&hem 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 zrani 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 kfizeni na kmen B6. Mutantni samci B6.Msh6™
vykazovali vyznamné niZ8i hmotnost testes a pocet zralych spermii, nez tomu bylo v piipadé
kontrolnich B6 samcii. Samci nesouci deleci se vyznafovali symptomy neopravenych
dvoufetézcovych zlomi ve stddiu pachytene. Vliv delece genu Msh6 na frekvenci

rekombinac¢nich udélosti nebyl u samcii B6 prokazan.
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