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ABSTRACT

MOUSE HYBRID STERILITY GENES: A MAPPING OF EPISTATI C
INTERACTIONS

Hybrid sterility is an important postmeiotieproductive isolation barrier. The
phenotype of mouse hybrid sterility includes deseeltestes weight and an absence of
sperm. It occurs only in F1 males from PWD/Ph (PVWis musculus domesticus) x
C57BL/6J (B6M. m. musculus) cross but not reciprocal B6 x PWD F1 males (FOREJT
& IVANYI, 1974; FOREJTet al., 1991). Nowadays we know that the phenotype of
hybrid sterility is controlled by the PWD/B6 allelcombination on chromosome 17 at
Prdm9 locus is needed and by the PWD allele on chromos$raeHstx2 locus. This
combination of two loci is necessary but not sugiit obtain full sterility (MIHOLAet

al., 2008; FOREJT, R, pers. comm.), so another genes must play role.

In this experimental work | prepared the F@ssrfrom B6 and PWD mouse strains
and | genotyped the males of F2 crosses and lecaaiit the QTL analysis. Extended
QTL analysis was carried out with all animals camgyPrdm9™ VP8¢ Hstx2™P allelic
combination. The results showed unexpectedly lownlmer of sterile males in F2
generation (1.90 %), and significant QTLs on chreames 17 (irPrdm9 loci) and X
(different from Hstx2) in sperm, no other significant peak on any chreomoe was
found. These results indicate a more complicateatrab of hybrid sterility, where
probably more genes (therefore invisible in QTL lgsig) play role. | also compared
my results to the results from the backcross taBietrain (which was done in our lab
in parallel). The difference between the two expents could be explained by the
absence of PWD/PWD allelic combination in the backs, by some unspecified

epigenetic interaction or by the different originYochromosome.

Keywords: hybrid sterility, genotyping, QTL mapping, mousabdratory strain
C57BL/6J, mouse laboratory strain PWD/Ph.

Kli ¢ovéa slova:hybridni sterilita, genotypizace, QTL mapovani, Mgdoratorni kmen
C57BL/6J, mysi laboratorni kmen PWD/Ph.
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1. UVOD

Cilem této diplomové prace jeigpet novymi poznatky k objagmi genetického
zakladu hybridni sterility u mySi domadvigs musculus). Hybridni sterilita je jev, kdy
dva plrg fertilni jedinci, pochazejici od odliSnych taxpmnaji sterilni potomky. Tento
mechanismus {sobi jako postzygoticka reprodirk izolatni bariéra mezi ahma
taxony a uplatuje se jako vyznamny speérd mechanismus. Hybridni sterilita Hdi
Haldaneovym pravidlem (HALDANE, 1922) a v F1 gemeérpostihuje pedevsim
heterogametické pohlavi.

Hybridni sterilita je znama jiz relatigndlouho a byla pozorovdna u mnoha
organisnii, o jejim genetickém podklad/ime dosud relativhmalo. Nejvice poznatk
bylo ziskano studiem hybridriznych druli octomilky @rosophila) a nogji také
genetickou analyzou hybridni sterility u mysi doinéddus musculus. Prvnim genem
odpowdnym za hybridni sterilitu, ktery byl nalezen,Qelysseus u octomilky (PEREZ
et al., 1993; PEREZ & WU, 1995). Prvnim znamym genem odgoym za hybridni
sterilitu u savé se stal gePrdm9 nalezeny u mysSi domaci (MIHOLAt al., 2009).

U mysSi domaci jsou hybridni sterilitou postitzesamci (u savt jsou samci
heterogametickym pohlavim, s XY pohlavnimi chronmagyp Je znamo, Zefipktizeni
samice kmene C57BL/6J (odvozeteyazr od poddruhuMus musculus domesticus,
daleM. m. domesticus) a samce kmene PWD/Ph (odvozen od poddiMbs musculus
musculus, daleM. m. musculus) jsou vSichni samci v F1 generaci glfertilni, zatimco
pii opaném Kizeni — samice kmene PWD/Ph (dale PWD) a samce &rG@&7BL/6J
(dale B6) jsou vSichni samci v F1 generaci sterilmemaji zZadné spermie
(GREGOROVA & FOREJT, 2000). Podminkou hybridni #itgr hybrida M. m.
musculus a M. m. domesticus je heterozygotnostnfusculus/domesticus) Prdm9 genu
(MIHOLA et al.,, 2008) a PWD genotyma chromozomu X, v oblasti zatim
neidentifikovaného genu, prozatim ozeaeho  jako Hstx2 lokus
(BHATTACHARYYA, TANMOY, osobni sdleni). Sodasr¢ ale tyto dva geny nejsou
jediné, které sedastni vzniku hybridni sterility. (FOREJT Ri] osobni sdleni).



Ve snaze identifikovat dalSi oblasti, na kééryse nachazi genyastnici se na
vzniku hybridni sterility u mySi doméaci, bylo naerio fFipravit F2 generaci (interkros)
kiizenim mysSich laboratornich kmem6 a PWD, z této generace jsem pak vybrat
samce, tyto samce genotypovat pomoci vidodioranych mikrosatelitovych markea
nasledg zpracovat vysledky pomoci QTL analyzy. Primarnitera bylo zjistit, zda je
F2 kizeni vhodné pro analyzu hybridni sterility, zejmgak vysoky podet samé je
v této generaci sterilni. DalSim cilem bylo pokusit nalézt nové oblasti na mySim
genomu, které se podili na vzniku hybridni sterilia to pomoci QTL analyzy a
eventueld sestavenim mapy epistatickych interakci mezi jdoyani oblastmi

genomu.

Paralelty stouto experimentélni praci probihal v labafiathlySi molekularni
genetiky prof. Forejta obdobny vyzkum, ktery sd [guzitym kiZzenim — jednalo se
0 zptné Kizeni na C57BL/6J (B6) stranu s naslednou QTL aoalya sledovanim
epistatickych interakci obdobnymigmbem. Smyslem bylo srovnat data&chto dvou
experiment, zjistit jakym zmisobem se lisi, fijppadré co maji spoléného, a z toho pak

vyvodit spolény zawr.



2. LITERARNI P REHLED

2.1 TAXONOMIE A ROZSi RENi RODU MUS

MyS domaci Mus musculus (Linnaeus, 1758) je druh doprovazejétdveéka po
staleti a ma prakticky kosmopolitni ro&sii. Nazory na jeji taxonomii a ob&cna
taxonomii roduMus nejsou zcela jednotné a pohled rnase nénil v pribéhu ¢asu.
V sowasné dob ale gevlada nazor, podle kterého se dmvlus musculus ¢leni do
n¢kolika poddruls (WILSON & REEDER, 2005):

»  Mus musculus musculus (Linnaeus, 1758)

»  Mus musculus domesticus Schwarz & Schwarz, 1943
= Mus musculus bactrianus Blyth, 1846

= Mus musculus castaneus Waterhouse, 1843

Nejisty je status taxonus musculus molossinus, ktery WtSinou neni uvéth jako
poddruh, tento taxon se vyskytuje v Japonsku akViybridizaciM. m. castaneus a M.
m. musculus (YONEKAWA et al., 1988)

Nekolik dalSich blizce fibuznych taxoti jsoufazeny jako samostatné druhy (WILSON
& REEDER, 2005):

» Mus spretus Lataste, 1883 mysistlozemni
» Mus spicilegus Petényi, 1882 myS panonska
=  Mus macedonicus Perov & Ruzt, 1983 myS makedonska

Potet druhi rodu Mus je podstatty vétSi, zde jsou vyjmenovany jen nejvyznaijdin
evropské druhy, kde je situace pon¢ dolre prozkoumana. Morfologicky se tyto
druhy liSi minimalg, a tak byl dokonce v roce 2006 v Evégpopsan zcela novy druh
mysSi objeveny na Kypru Mus cypriacus Cucchiet al., 2006, vyskytujici se na tomto
ostrow sympatricky s mySi domaci (BONHOMME al., 2004). Nize (Obr. 1) je
znazorrn fylogeneticky strom rodiMus, z kterého Ize Wist miru gibuznosti mezi

jednotlivymi taxony.
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Obr. 1 — Fylogeneze rodiMus (GUENET & BONHOMME, 2003)
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MyS doméaciNlus musculus) a rekolik dalSich pibuznych drub se rkdy ozn&uji
jako ,Mus musculus superspecies”. Termin superspecies se pouzivéaproui dvou a
vice blizce pibuznych drufi taxormi s parapatrickym typem ro#8hi (parapatrické
rozSieni je stav, kdy se blizcéipuzné druhy vyskytuji spaiaé jen nacasti arealu, jde

nag. o jejich styk na hybridni z@

Druh Mus spretus obyva nejzapadisi ¢ast evropského kontinentu (Francie a
Pyrenejsky poloostrov) a severni pebi Afriky. Mus spicilegus se vyskytuje ve
vychodni Evrop (oblast Panonské niziny) a driMius macedonicus na Balkdw a
v Turecku. MyS domaci je roZéna prakticky kosmopolith— poddruhMus musculus
castaneus se vyskytuje v jihovychodni a vychodni As¥l, m. musculus obyva stedni a
vychodni Evropu a velkotast Asie avl. m. domesticus je rozsfeny v jizni Asii, jizni a
z4padni Evrop a kolonizoval i Afriku, Ameriku a Australi (GUENE &
BONHOMME, 2003).
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Obr. 2 — Schéma roz¥eni a kolonizace poddruli mySi domaci a gibuznych druhi rodu Mus
(GUENET & BONHOMME, 2003).
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PoddruhyM. m. musculus a M. m. domesticus se oddlily od spoleného pedka
zhruba ped 350 000 az 1 000 000 let (Skal., 1990; SILVER, 1995), jejichgwod je
v oblasti jizni Asie. Jak se tyto taxonyili, vznikly na rekterych mistech sekundarni
hybridni zény, kde doSlo k émvnému styku dvou odtenych taxod. V Evrops
existuje hybridni zo6na, ktera prochézét8nou kontinentu, ifiemz oddluje oba
poddruhy -M. m. domesticus se vyskytuje na zapad jihu kontinentu (§etné ASského
vybézku vCeské republice), zatimdd. m. musculus obyva stedni a vychodni Evropu,
piicemz hybridni zéna (Obr. 3) probihd Danskem (Juisilpostrov), pes stedni
Evropu, podél pateZi Stedozemniho me az k pobezi Cerného mie (BOURSOTet
al., 1993, MACHOLAN et al., 2003). Stku hybridni zony Ize stanovit pomoci kiin
tzv. geneticky klin (genoklin) je geografickym graxtem ve frekvenci zastoupeni dvou
alel (nap. od vychodu na zapad se budétgwvat frekvence alely A a séasreé klesat
frekvence alely B). $ka hybridni zony nebude pro vdechny geny stejngikiad geny

prispivajici k reproduéni izolaci budou mit vyrazesi sklon klinu (a k introgresi bude
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tedy dochazet na mensi vzdalenosti) nez geny ez & reproduéni izolaci (HUNT

& SELANDER, 1973; HARRISON, 1990). TEETERet al. (2008) zjistila
pravdpodobnou asymetrickou introgresi v hybridni gopricemz vysledky analyzy
klinalni variability ukazaly, Ze genovy tok M. m. domesticus do M .m. musculus je
VeétSi nez tok opény. Tato asymetrie jefgjme zpasobena i faktem, Zze samci poddruhu
M. m. domesticus jsou agresiv&Si a dominuji nad samci poddrulM. m. musculus
(THUESEN, 1977). MACHOLANEet al. (2007) sledoval klinalni variabilitu v hybridni
z6re na 1800 vzorcich a zjistil famérnou Siku klind autozomalnich lokus9,6 km a

pramérnou Stku klin na chromozom X vazanych lokug,6 km.

Obr. 3 — Mapa hybridni zény poddruhi M. m. musculus a M. m. domesticus v Evropé

(MACHOLAN et al., 2008)
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Obr. 4 — Znazornéni pozice hybridni zény (pomocierné linie) mezi poddruhyM. m. musculus a M.
m. domesticus na UzemiCeské republiky (PIALEK et al., 2008)
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2.2 MYSi LABORATORNI KMENY

MysS je idedlnim sa¥m modelovym organismem pro geneticka studia.régtivre
mala velikost, velky p&et generacid&hem roku a vysoky pet potomk: v jednom vrhu
tvori idedlni kombinaci pro uaty chov. V roce 2002 byla zvejréna téngi kompletni
(,draft*) sekvence mySiho genomuiigemz sekvenovanym kmenem byl laboratorni
kmen C57BL/6J (MOUSE GENOME SEQUENCING CONSORTIURDO02), diky
které vime, Ze mySi genom je velky asi 2,5 Gbp,jeareco mér nez uclovéka (mys
ma v genomu také mérmparfi chromozoni — 20 péit oproti 23 pakm chromozom u
¢loveka). Zhruba 99 % mySich géma svoji obdobu v lidském genomu (tzv. ortology),
coz umoduje vyuzit mys i jako modelovy organismus pro stadilidskych chorob
(COPELAND €t al., 1993). V roce 1981 byly poprvé Wwgiovany mySi embryonalni
kmenové biiky, izolované za stadia blastocysty (EVANS & KAUFMA 1981). U
mysSi jsou dale dostupné tzv. ,knock-out” technoéggiomoci kterych @Zeme vyadit
z funkce libovolny gen, a to trvale (,knock-out“¢lo jen déasnym zfisobem v utité
tkani (,conditional knock-out*). Toto Wazeni (,knock-outovani) genu nam poskytne

informaci o jeho funkci. Klasické laboratorni kmejako C57BL/6J jsou odvozeny
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pievazié od poddruhuM. m. domesticus, obsahuji vSak i iimési poddruti M m.
musculus a M. m. castaneus (WADE et al., 2002). GREENEet al. (2000) dokonce
zjistil v laboratornim kmeni C57BL/KsJ (odvozenyepazi od poddruhuM. m.

domesticus) sekvenci unikatni privius spretus.

Obr. 5 — Znazornéni podobnosti mysiho a lidského genomu: cytogeneki€ vyznateni homolognich
oblasti lidského genomu na 20 mySich chromozomeciMQUSE GENOME SEQUENCING
CONSORTIUM, 2002)
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Typa mysSich laboratornich kménje vice (inbredni kmeny, konsomické kmeny,
rekombinantd inbredni kmeny, kongenni kmeny aj.), niZe jsousdoy jen ty, které se

n¢jakym zpisobem vztahuji k této experimentalni praci:

Inbredni kmen — jde o kmen, ktery je homozygotni ve vSech lokbsea celém
genomu, na rozdil od kmene outbredniho. Inbrednierkmziskame opakovanym
mnohonasobnym tkzenim typu bratr x sestra, kdy od F1 generace utdymoste
homozygozita a klesa podil lokuss heterozygotni vybavou. Zhruba od dvacéaté
generace taktorkzenych jedint se kmen povazuje za inbredni. Inbredni kmen jmvel
dalezity pro genetické analyzy, pro opakovani a pmmifady pokué je nutné ¥dét,

zda se pouzita zkdta liSi ve svém genomu. Nicnénzvirata pochazejici ze stejného
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inbredniho kmene se mohou liSit, protoZe nelze iabwat vznik spontannich mutaci,

Z nichz rgkteré se mohou zafixovat uanych chovech.

Konsomicky kmen (=chromozomal®& substitué¢ni kmen) —jde o kmen odvozeny od
dvou inbrednich kmen kdy na genetické pozadi jednoho (recipientni Kmjgn
pienesen par chromozampochazejici z kmene druhého (darcovsky kmen)t.nap
C57BL/J6-Chr17"P znamena konsomicky kmen, kdy na pozadi kmene C&dBhyl
pienesen chromozom 17 z kmene PWDGipRvu mySich konsomickych kmien
podrobré popisuji GREGOROV/At al. (2008).

2.3 KRIZENi A HYBRIDNI STERILITA

Pokud dojde vifrodnim progtedi ke styku fibuznych, ale delSi dobu vzajeénn
izolovanych populaci (nélezicictiypdné ke stejnému taxonu), mohou se projevit diky
nashromazéhym a zafixovanym mutacimizné reproduén¢ izolaéni mechanismy.
Pritomnost nebo néfiomnost &chto mechanist uréuje, jak se budou vzajern
jedinci obou populaci chovat. Pokud je (fiklad v disledku relativa dlouhé vzajemné
izolace) geneticka odliSnost obou populaci nateélka, Ze Usgsné vzajemnéikzeni
neni mozné, chovaji se ®populace jako alopatricky vzniklé samostatné drulegina
se 0 tzv. Mayrovu definici druhu (MAYR, 1942), kéefika, Ze druh neni pouze
spole&enstvim morfologicky podobnych jedincale je tvéen €mi jedinci, ktéi se
mohou Kizit mezi sebou navzajem. Tato definice druhu jgpoivarjsSi a

nejvystizrejsi, i kdyz z ni existujéada vyjimek.

Pokud ke #Zeni dochazi, ale hybridi zdhto KiZeni maji snizenou fitnesst'(az
vitalitu nebo fertilitu), seleéni tlak pisobi proti Emto hybridim a ol dil¢i populace
obvykle povazujeme za odliSné poddruhy (s poteegiapozdjSiho roz&peni na
samostatné druhy). Pokud se nevyiwiostaténa izola&ni bariéra, hybridi nejsou nijak
postiZzeni, jedna se pak pouze o propojeni dvamych populaci do populace jediné.
Situace mnohdy neni jednozim& a stanoveni, jestli jde uz o druhy neboéjest
poddruhy jetasto komplikované. Existuji néjlad tzv. ,ring species”, coz je fenomeén,
kdy se navzajemiki sousedni populacégipuznych drufi, ale okrajové populace jsou
reprodukné izolované (nap — IRWIN et al., 2001). Pak nastane situace, kdy sernap
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kiizi druhy A a B, B a C, ale druhy A a C se tigk Z Mayrovy definice druhu existuji
i dalSi vyjimky.

Stav v F1 generaci vzniklé fikenim dvou iiznych taxofi popisuje tzv.
Dobzhanského-Mullév  model (DOBZHANSKY, 1937). Tento dnes Siroce
akceptovany modelipdpoklada nekompatibilitu mezi mdat& pozmeénénymi alelami
geni, které se zafixovaly v obou populacich. Uvazujeragiklad situaci, kdy na jeden
fenotypovy znak (@lezity treba pro peZiti jedince) jefeba spoléného misobeni dvou
geri s pivodnimi alelami A a B v populaci, kdy jédtedoslo k odéeni. Ri vzajemnée
izolaci na d¢ dil¢i subpopulace doSlo vlivem mutaci a genetickéh@tudn jedné
populaci k fixaci ,nové" alely A* a v druhé popuidcfixaci nové alely B*. Kombinace
A*/B a A/B* budou davat obdobny vysledek jako kométe fivodni, protoZze budou
pod vlivem sele&niho tlaku. Pokud ale dojde ke&ikeni obou taxoih a nahodnou
segregaci vznikne kombinace A*/B*, ktera nikdy niabgod vlivem selekce, tiie se

tato kombinace ukazat nezivotaschopnou nebo steriln

Reprodu&né izolatni mechanismy se obecwkli na prezygotické a postzygoticke,
v zavislosti na tom, zda k nim dochazi uggvznikem zygoty, nebo az pém. Mezi
prezygotické izoleni mechanismy p#tnag. nekompatibilita vajika a spermie (a tim
nemoznost oplodmi), posun doby vyskytu¢hem roku (typické u hmyzu — jedinci
jedné populace se vyskytujthem roku dive nez jedinci druhé populace, jejich vyskyt
se nepekryva, imaga se nemohou potkat, a tedy aifiZitk, odliSnost feromain
(u hmyzu), hlasové projevy (typické u ptak odliSné hlasové vabeni samopst
neumozni vzajemné ikeni) aj. Mezi postzygotické iz@lai mechanismy pé#t
nezivotaschopnost zygoty a mortalita nebo steritiydoridi F1 generace, ffpadre

mortalita nebo sterilita hybridF2.

Hybridni sterilita seidi tzv. Haldaneovym pravidlem (HALDANE, 1922), ped
kterého vice trpi hybridni sterilitou heterogamiedipohlavi — tedy nd&psamci savt
(XY pohlavni sada chromozom) nebeelia santky ptaki (ZW pohlavni sada
chromozond). Tzv. Mullerova teorie (MULLER, 1940) vystluje tento fenomén
vznikem recesivnich mutaci vazanych na X chromozémeré mohou poskodit
heterogametické pohlavi, ale nikoliv pohlavi honrogtické, kde se recesivni mutace
na chromozomu X netfze projevit, vZdy bude potlana dominantni alelou na druhém

chromozomu X.
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2.4 GENY HYBRIDNI STERILITY U MYSI DOMACI

RozliSujeme hybridni sterilitu  chromozomalnizpisobenou  strukturnimi
nehomologiemi mezi homolognimi chromozomy tdda sterilitu genovou, ktera je
zpasobena interakcemi mezi odgoymi geny (FOREJT & IVANYI, 1974).

2.4.1 CHROMOZOM 17: Prdm9

Prvni nalezeny gen odpé&iny za hybridni sterilitu byl popsan u mysi a a&ra
jako Hstl (= nazev odvozen z anglickéhbybrid sterility 1) a namapovan na
chromozom 17 (FOREJT & IVANYI, 1974). Tento gen byhlezen fi kiizeni
piibuznych mysich poddridahM. m. musculus a laboratornim inbrednim kmenem B6
(prevazre pavodem zM. m. domesticus), chromozomy sterilnich sara tohoto kizeni
byly sledovany cytogeneticky, nebyly nalezeny Zadtrakturni nehomologie, z toho
bylo usouzeno, ze jdedsté genovy typ sterility. U gentistl byly definovany 2 alely,
,sterilni“ - Hst1® a fertilni“ - Hst1". Zatimco ¥tSina klasickych laboratornich mysich
kmeni odvozenych od poddruhivl. m. domesticus ma Hst1® alelu, u rkterych,
nagiklad u kmene C3H/DiSnPh byla zjiga alelaHstl" (FOREJT, 1996). Mysi
poddruhuM. m. musculus a od nich odvozené laboratorni kmeny, maji dvgen
hybridni sterility, ozngeny jakoHst", ktery je polymorfni — byla zjigha fertilni Hst"*
alela a sterilnHst"® alela. LokusHst” nemusi byt nuth identicky s lokusenHsti,
nicmére byl také mapovan na 17. chromozom a to do stdjlest, kde se nachakiist1
(FOREJT, 1996). Sterilni fenotyp dostaneme, poktigike laboratorni kmen nesouci
Hst1® alelu s kmeny odvozenychl. m. musculus, ziskame kombinacHst"~/Hst1®,
v3echny ostatni kombinace jsou $lfertilni (FOREJT, 1996; FOREJT & IVANYI,
1974).

Pomoci série genetickych mapovani a haplotygoanalyz (FOREJE al., 1991;
GREGOROVA et al., 1996; TRACHTULEC et al., 2005; 2008) byl genHst1
lokalizovan na 255 kb dlouhy Usek na chromozomukbé se nachazelo celkem 6
kandidatnich gein(DII1, Pgccl, Psmbl, Thp, Pdcd2 a Prdm9). Téchto 6 kandidatnich
genmi bylo postupt testovano zkoumanim jejich schopnosti zvrétit fgpohybridni
sterility jejich prenesenim z kmene s fertilni alelétstl’ (C3H) na kmen se sterilni
alelou Hst1® (B6), za pouziti transgeneze pomoci #ekpyvajicich se bakterialnich
arteficialnich chromozoin (BAC), které byly transfekovany do embryondlnich
kmenovych buék jedinai F1 generace zikeni kmefi 129J a B6 (oba tyto kmeny jsou
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pievaz M. m. domesticus pavodu). Z vysledi kiizeni pomoci BAC transgén
vyplynulo zUzZeni oblasti kandidatniho genu na UE&R kb obsahujicich 5° konec genu
Prdm9 (MIHOLA et al., 2009). Redchozi vysledky sekvéni analyzy get DII1,
Pgccl, Psmbl, Thp a Pdcd2 navic ukazaly, Ze tyto geny jsou neprgwadobnymi
kandidaty na gen hybridni sterility (MIHOLAt al., 2007; TRACHTULECEt al.,
2008). Pro naprosto jednozme vyloweni €chto geri byl klicovy BAC, ozngeny
jako BAC 21, ktery nedokazal zvratit fenotyp hyliicsterility. Pro potvrzeni tohoto
objevu byly pouzity analyzy transgenni linie BAC, Xteré vylogily, Zze by doslo
k umi¢eni geri obsaZzenych v tomto BACu v jeho integmém mist (MIHOLA et al.,
2009). Byly tedy vylodgeny vSechny geny, az rrdm9, ktery se takstal prvnim

znamym genem, ktery @apobuje hybridni sterilitu u satrc

VYSKOCILOVA et al. (2009) pokus# kiizila laboratorni kmen B10 fevazr
puivodu M. m. domesticus) s déma nedavno ustanovenymi laboratornimi kmeny
ziskanymi z divokych mysi poddruhM. m. musculus, a to STUF a STUS (jejich
piipravu popisuje PIALEKet al., 2008). Bylo zji&no, Ze pi kiizeni samce kmene
STUF Studenedfertile) se samici kmene B10 jsou F1 hybridiéplertilni, zatimco p
kiizeni kmene STUSSfudenecsterile) jsou F1 hybridi bez vyjimky sterilni. Bylo
provedeno pokusnéiigeni samic (STUS x STUF) s C57BL/10 samdig¢gmz ¢ast
samd byla sterilni (sniZzeny get spermii a nizka vaha testes). Nasledna QTL aaaly
kterd potvrdila vliv proximalntasti chromozomu 17. To znamena, Ze polymorfismus
na lokusuHst" existuje i v divokych populacich,iipemz polymorfismus na lokusu
Hst1 a Hst" (tyto lokusy nemusi byt nugridentické, viz vyse) se vyvinul nezavisle na
sol (VYSKOCILOVA et al., 2009).

Prdm9 (ozna&ovany také jakdveisetz) je gen exprimovany v pbéhu meidzy, ktery
koduje enzym histon-H3-lysin-4-trimethyltransferazjejiz funkci je trimethylace
histonu H3, ktery je dimethylovany na lysinu 4 (HASHI et al., 2005). Jedna se o
epigenetickou modifikaci histonu H3, pomoci kterénd’rdm9 aktivuje jiné geny,
pottebné k Usggnému piibéhu meidzy (HAYASHI & MATSUI, 2006). Vyazeni
(,knock-out*) tohoto genu zfisobuje u mysi zastavu spermatogeneze a oogeneze ve
stadiu primarnich spermatodyttj. ve svém @sledku azoospermii (HAYASHé al.,
2005). PARVANOV et al. (2010) prokazal, Zze geRrdm9 je zarové genem, ktery

kontroluje aktivaci rekombiriich hotspat u savé (rekombin&ni hotspot = oblast
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genomu, s velmi¢astym vyskytem rekombinaci), k podobnému &jist soulgzne
dosgli BAUDAT et al. (2010).

GenPrdm9 je jednim z mySich gén jejichz analoga iizeme nalézt i v lidském
genomu. Také tento gen ma pré&wddobré vliv na sterilitu — MIYAMOTO et al.
(2008) zjistil, Ze u pacietits azoospermii (absence spermatozoi ve spermaty) by
v genu Prdm9 jednoduché nukleotidové substituce, amr®@ jako SNP2 a SNP3,
zastoupené signifikantnvice nez u zdravé kontrolni skupiny. PodbHRIE et al.
(2009) zjistil asociaci &kterych nesynonymnich SNP mutaci v gétmadm9 s lidskou
azoospermii. Jeipkvapuijici, Zze v Zzadné &chto studii nebyli sledovaniripuzni lidi
postizenych azoospermii, protozeéehto vyzkuni by bylo mozné vyvodit, zda jde
o disledek ddi¢cné nebale novo vzniklé mutace.

2.4.2 CHROMOZOM X: Hstx2 A Hstx1

Role chromozomu X ve fenoménu hybridni stgriliogicky odpovida jak
Haldaneovu pravidlu, tak Mullerévteorii (viz Kapitola 2.3). Jestlize je hybridni
sterlita u heterogametického pohlavi vyH#lena pomoci recesivnich mutaci
na neparovém pohlavnim chromozomu, je logickymém, Ze na chromozomu X by
mél lezet gen (nebo vice g&nodpowdnych za hybridni sterilitu. GUENEE al.
(1990) potvrdil tento fedpoklad zptnym kiZzenim ((B6 xMus spretus) x B6), kdy se
jeden z ®kolika identifikovanych segregujicich lokulybridni sterility nachézel prév
na chromozomu X. K odteni Mus spretus a Mus musculus doSlo vSak uzied temi
miliony let (SILVER, 1995), tedy podstatndiive nez k oddeni poddrui M. m.
domesticus a M. m. musculus, proto nemohou byt poznatky zfge Kizenim Mus
musculus (B6 kmen) aMus spretus automaticky penositelné na fenotyp hybridni

sterility ziskané ¥izenim mezi laboratornimi kmeny drufus muscul us.

STORCHOVA et al. (2004) prokazala, ze ignesenim chromozomu X
z laboratorniho  kmene PWD na genetické pozadi km86e (fj. vytvaenim
konsomického kmene B67XP) Ize ziskat sterilni samce. Tato sterilita bylacisvana
se snizenou vahou testes, morfologickymi abnoreralithlavitek spermii a snizenym
poétem spermii — liSila se tedy od sterility F1 hyldrdkiizeni PWD x B6, k& nemaji
za4dné spermie (GREGOROVA & FOREJT, 2000). QTL armlyrtkolika
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fenotypovych znak asociovanych s hybridni sterilitou nad$uje pravépodobnému
oligogennimu charakteru této ,X-vazané" sterilitpkus zodpowdny za sari sterilitu
(obsahujici PWD alelu genu oze@ého jakaHstx1 — z anglickéhdhybrid sterility x)
byl mapovan do blizkosti DXMit119 markeru v cemtiiatasti X chromozomu, pro
zajiseni uplné sterility byla ale nutna podpora PWD alety nejmé# jednom dalSim
lokusu v proximalni a (nebo) v distalsésti chromozomu X (STORCHOVAt al.,
2004). V této studii byla sterilita mySi navic tegina pomoci 2-3 #&sice trvajiciho
pokusného fipuseni 2-6 tydri starych samc se samicemi kmene BALB/C, coz
umoznilo jaskjSi ueni sterilnich a fertilnich mysi, nez pouze sleddyitu spermii,
kdy je v rekterych hraninich situacich obtizné stanovit, zda jde o stérdnnebo

fertilniho jedince.

BHATTACHARYYA et al. (osobni sdleni) za pouziti kiZzeni samic kmene PWD a
subkonsomickych samc C57BL/6J-XP,  C57BL/6J-Xp"P (=proximalni &ast
chromozomu X je PWDivodu), C57BL/6J-XrA"® (=medialnicast chromozomu X je
PWD pivodu) a C57BL/6J-X@"P (=distalni ¢ast chromozomu X je PWDupodu)
nalezl na chromozomu X lokus odgowy za zastavu spermatogeneze v pachytenni
fazi, picemz tento lokus (4,5 Mbp), ozteny jakoHstx2, mapuje do stejného mista
jako Hstxl (STORCHOVA et al., 2004), ale nemusi byt n@tidenticky. Hstx2 lokus
je nezbytny pro fenotyp hybridni sterility u saim€l generace zitkeni PWD x B6,
nicmere jen tento gen neni dostgici.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 MATERIAL
3.1.1 BIOLOGICKY MATERIAL
3.1.1.1 LABORATORNI KMEN C57BL/6J

Laboratorni kmen C57BL/6J piatmezi klasické kmeny laboratornich mysi, u
kterych je ¥tSina genomu jvodu M. m. domesticus, a protoze v dah) kdy byl tento
kmen ustanoven, jeStnebyly znamy informace o vyskytu vice mysSich paoddy
obsahuje i fimési dalSich poddruh — M. m. musculus a pravépodobrg i M. m.
castaneus (WADE et al., 2002). YANGet al. (2007) podrobnou genetickou analyzou
pomoci SNP markér zjistili, Zze zhruba 92% genomu tohoto kmene jetrdéno

genomemnM. m. domesticus, zbylych 8% tvei primési.

Obr. 6 — Laboratorni kmen C57BL/6J (foto prof. Radislav Sedl&ek)
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3.1.1.2 LABORATORNI KMEN PWD/PH

Laboratorni kmen PWD/Ph je vytem ze zuiat chycenych v minulosti na tzemi
Ceské republiky (Ph = Praha), a pochazejicich z pdudVi. m. musculus. Spol&ng
s piibuznym kmenem PWK/Ph se od klasickych laboratbridimeni pivodu M. m.
domesticus (nagr. C57BL/6J) liSi wadé komplexnich fenotypovych znékjako je vaha
téla nebo chovani (podroBrGREGOROVA & FOREJT, 2000). Oproti laboratornimu
kmeni C57BL6/J jsou zudta z tohoto kmene bBdé zbarvena, maji mensi vahéla,

ey

Obr. 7 — Laboratorni kmen PWD/Ph (foto prof. Ji¢i Forejt)
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3.1.2 CHEMIKALIE

Chemikélie na PCR

= 100mM dNTP Fermentas
= 25 mM MgCh Fermentas

= 10x reakni pufr s obsahem Mg Fermentas

= 10x reakni pufr s obsahem NH Fermentas

» Taq polymeraza *

* mQHO

*Klonovana Taq polymeraza bylafipravovana z transformovanych baktefi coli

v laboratdi MySi molekularni genetiky.

Chemikalie na elektroforézu

= Agaréza SERVA
= EtBr (ethidium bromid) SIGMA
= TBE pufr *
= Orange-G pufr *

*Viz nize (Friprava pufi)

Chemikéalie na izolaci DNA

* NaOH (hydroxid sodny) PENTA
= TRIS base ROTH
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Piiprava roztoka

TBE (1 litr): TRIS 216 g SERVA
Kyselina borita 130 g
0,5M EDTA 80 ml
H.O doplnit do 1 litru
Orange-G pufr (50 ml):  ORANGE G 187 mg SIGMA
30% glycerol 40 ml PENTA
mQ HO doplnit do 50 ml

3.1.3 RISTROJE

= centrifugaMikro 22R HETTICH

= elektrof. gistrojElectrophoresis Power Supply EPS 601 BIOTECH

* mikrovinna trouba CLATRONIC
= prohlize a analyzator gélGeneGenius SYNGENE

= swtelny mikroskopEclipse E-200 NIKON

= termostaHybridiser HB-1D TECHNO

» |aboratorni vahyAE 163 METTLER

» |aboratorni vahfeG600-2M KERN

» termocyklérDNA Engine Tetrad 2 BIOTECH
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3.2 METODY

3.2.1 ZAKLADNI SCHEMA EXPERIMENTU

» Priprava F2 generace #ikeni mysSich laboratornich kmenC57/BL6J a
PWD/Ph

= Vybér samd z této generace, jejich usmrceni, pitva &eni vybranych znak
(vaha ¢la, vaha testes, pet spermii)

= |zolace celkové DNA z usmrcenych ati

» Genotypizace zvat s pouzitim vhodhvybranych mikrosatelitovych marker

= QTL analyza zpracovana v statistickém programu R

= DalSi postup v zavislosti na ziskanych vysledcich

3.2.2 RIPRAVA F2 GENERACE K RiZENIM KMEN U B6 A PWD

K ziskani F2 hybrit bylo pouzito KiZeni dvou laboratornich kmér- B6 a PWD
(podrobné informace @thto kmenech viz kapitoly 3.1.1.1 a 3.1.1.2)

V parentélni generaci jsou teoreticky mozné dvy tiffizeni — bd’ kiizeni samice
kmene PWD a samce kmene B6, neliddni samice kmene B6 a samce kmene PWD.
VSichni samci z KiZzeni samice kmene PWD a samce kmene B6 jsounstgnibto tato
zvirata nelze pouzit a proto jeeba v Kizeni potomk z F1 generace pouzit jen samce
vzniklé kiizenim samic kmene B6 a sailanene PWD. Nicménsamice v F1 generaci

jsou plodné v obouifpadech, ve svéemikeni jsem pouZzil oba typy samic.
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Obr. 8 — K¥izeni zviat s pouzitim (B6 x PWD) samic v F1 generaci

Q‘T‘ d 9% &
ey | ¥edil's)

F2 generace a@

(B6 x PWD) X (B6 x PWD)

Obr. 9 — K¥izeni zviat s pouzitim (PWD x B6) samic v F1 generaci

Q«QTJ d Q& M0
i generac@‘% B6 | GB-G(jI\;’§VD(jl

F2 generace B |E|

W

(PWD x B6) x (B6 x PWD)

Hiprava F2 generace jmso¥ nara@na — standardni doba délkyelosti mysSi se
pohybuje okolo 20 dni a mysi Izéijpustit az ve ¥ku kolem 1 ndsice. Jenom samotné
ziskani F2 generace tak trva od okamzikpyseni jedindi v P generaci minimaén70

dni, dalSich 70 dni pak trva nez je mozné séaywimanipulovat. Ddim cilem bylo
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ziskat minimalg 100 samé F2 generace (obe&pochopitel’ plati¢im vice zviat, tim
statisticky ptikazrgjsi vysledky).

3.2.3 MERENIi VYBRANYCH FENOTYPOVYCH ZNAK U

Hybridni sterilita velmi ddb koreluje s &kterymi fenotypovymi znaky
(FOREJT & IVANYI, 1974; FOREJTet al., 1991), proto byla u usmrcenych ati
méiena vaha testes a q@ spermii (= absolutni pet spermii v 1 ml roztoku PBS)
pomoci pe@itani spermii v Burkeravkomarce. DalSim znakem, ktery byldien, byla
celkova vahada, ve snaze dit, jaky vliv ma vahadla na vahu testes a pro stanoveni
tzv. relativni vahy testes (ziskame ji, jestlizelhotu vahy testes vgtime vahou dla).
Tyto kvantitativni znaky se sami@mé meéni s kem, proto pro ziskani relevantnich
informaci bylo teba mysSi usmrtit a pitvat ve stejnéndku, jako cilovy ¥k bylo

zvoleno 70 dni.

3.2.4 IZOLACE CELKOVE DNA

DNA byla izolovana z ocasu mysi, podlangiardizovaného protokolu byl
na izolaci pouzit 2mm kus mySiho ocasti (@EtSim mnoZstvi je problém s balastnimi
latkami, naopak i menSim s nedostadteou koncentraci DNA po izolaci). DNA byla
izolovana pomoci rozpousti biologického materialu v 50mM roztoku NaOHi p
teplog 95 °C po dobu 90 minut, v laboratorni 96-jamkoestidce, na kazdou jamku
bylo pouzito 600 ul NaOH. Poté byla provedena radiaice pomoci 1M roztoku
TRISu o pH = 8, fidanim 50 ul TRISu do kazdé jamkyied vlastnim pouzitim na

PCR reakci byla ziskana DNi&#dna 20x redestilovanou vodou (milliQ).

3.2.5 GENOTYPIZACE ZVi RAT

Na uteni genotypu pouzitych mySi bylo vybrano 84 miktekmvych markel
(MIT markery), u kterych je zndma odliSnost v déicGegmentu mezi ama pouzitymi
laboratornimi kmeny. Na kazdy chromozom bylo pau#t5 markel, s gihlédnutim

k velikosti chromozomu, markery byly voleny tak,yamezery mezi nimi ideatn

28



nebyly WtSi nez 25 cM (podle MGI 2.96 rekombém mapy,

http://www.informatics.jag.org

Obect se MIT markery ozrauji nag. D17Mitl9, kde D je zkratka z DNA—
DNA marker), 17 je ¢islo mysiho chromozomu, Mit je ozfeni laboratée
(Massachusetts Institute of Technology) a 19 jstuii@islo markeru, které je pro dany
chromozom unikatni. Dale vtextu jsou uzity zkr&esymboly (nap D17-19)
Sekvence pouzitych primeohranéujicich markery — viz:

https://mouse.mskcc.org/marker/MIT/query.php

Standardnimi podminkami, za kterych byly priyngouZity, se rozumi re&ki sneés
bez amonnych katio@if teplota pro nasedani prindgfAT) 51 °C, 38cykli béchem PCR
a pouziti 4% agarozoveho gelui pelektroforetickém #eni vzniklych fragmeri,
odchylky od &chto podminek jsou znazamé v Tabulce 1 (viz nize). PCR reakce
probihala wykléru za pouziti 7 pl roztoku DNA a 8 pl reéak snesi (slozeni readni
smesi viz Tabulka 2 a 3) na 1 jamku.

Tabulka 1 —Prehled pouzitych markéra odchylky od standardnich podminek (zkracenéynamrkeii)

Chromozom Marker 1 Marker 2 | Marker 3 Marker 4 | Marker 5 | Marker 6
1 D1-64 D1-211 D1-46 D1-200 D1-1555 -
2 D2-231 D2-238 D2-13 D2-282 D2-266 -
3 D3-60 D3-268 1 D3-155 D3-57 D3-19 1 -
4 D4-149 3,4,5 D4-111 D4-166 2,5 D4-279 D4-190 -
5 D5-346 D5-106 D5-277 D5-326 D5-102 -
6 D6-138 2,5 D6-123 D6-194 D6-372 - -
7 D7-21 D7-232 D7-326 D7-259 - -
8 D8-155 2,5| D8-65 D8-213 D8-93 - -
9 D9-59 D9-205 D9-182 D9-82 - -
10 D10-167 3,4,5 | D10-55 D10-180 | D10-1512,5 - -
11 D11-71 D11-138 D11-99 D11-104 - -
12 D12-215 D12-147 | D12-118 D12-20 - -
13 D13-1 D13-318 | D13-202 D13-35 - -
14 D14-206 D14-234 D14-160 D14-36 - -
15 D15-102 1 | D15-270 | D15-239 D15-161 - -
16 D16-55 2,5 |D16-572,5| D16-76 D16-71 - -
17 D17-19 2,5 D17-33 D17-139 D17-123 - -
18 D18-22 1| D18-124 |D18-25 1 - - -
19 D19-32 D19-46 | D19-83 2,5 D19-71 - -
X DX-55 DX-81 2,5| DX-140 DX-170 DX-234 |DX-312,5
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Legenda: 1 =pouziti 4,5% agarozoveého gelii plektroforéze2 = pouzita AT 51 °C3 = pouzita AT

53 °C,4 =PCR zkracena na 39 cykls = pouzit reakni mix s amonnymi ionty.

Obr. 10 — Schéma rozloZeni pouzitych marker na chromozomech
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Tabulka 2 — SloZeni reakni

Chromozom
smési pri standardni PCR

Slozka Objem na 1 reakci
Taq polymeraza 0.11 pl*
pufr s obsahenMgCl, 2.03 pl

mq H,0O 1.41 pl*
dNTP 3.25 ul

Tabulka 3 — Slozeni reakni smési pfi PCR za pouziti amonnych ionfi

Slozka Objem na 1 reakci
Taq polymeraza 0.11 pl*
pufr s obsahem N+ 2.03 pl
MgCl, 1.22 pl

mq H,0O 0.23 pl*
dNTP 3.25 pl
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*Poznamka —podle pouzité frakce Taq polymerazy byltiddvano mirg odliSné mnoZstvi enzymu,

podle toho se analogicky snizovalo nebo zvySovalozstvi mq HO, aby celkovy objemistal stejny.

PCR produkt byl nasledrelektroforeticky rozélen v 4% (4,5%) agar6ézovem gelu,
obarven pomoci ethidium bromidu (EtBr) a fotograow UV transluminatoru. Pro
odeteni vzorki byly pouzity pozitivni kontroly — PWD homozygot6Bhomozygot a
B6/PWD heterozygot.

3.2.6 STATISTICKE ZPRACOVANI DAT

Na statistické zpracovani dat, mj. QTL &mal a analyzu mapy genovych
interakci byl pouZit statisticky program R, konk&&jeho uZivatelska verze 2.10.0,

dostupna zdarma na strankach vyrobce programu:

http://www.r-project.orqg/

Na vlastni QTL analyzu byl pouZzit uzivateldialicek ,gtl“. Pfresny postup a pouzité
funkce i analyze a dalSich vyptech je popsén v kapitole Vysledky.
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4. VYSLEDKY

4.1 MERENI VYBRANYCH FENOTYPOVYCH ZNAK U

Hodnoty &lesnych znak (stav v okamziku pitvy) byly sestaveny do tabulkin

tabulky byl zahrnut i ¥ zvitat. Datum pitvy bylo vybrano tak, aby sé&yednotlivych

zvitat vzajema liSil jen minimalre (70 dni +- 5 dni).

Tabulka 4 — Prehled zvolenych nifenych znaki

N |Vék(dny) |Vahatéla(g) |Testes(mg) |Pocetspermiiv 1 ml(vmil) |Genotyp matky
3576 70 20,46 160 22,68 B6 x PWD
3577 70 24,06 126 25,38 B6 x PWD
3578 70 22,89 117 8,37 B6 x PWD
3579 70 20,67 145 19,98 B6 x PWD
3638 68 20,12 132 29,16 B6 x PWD
3639 68 21,32 121 26,46 B6 x PWD
3640 68 24,85 97 15,66 B6 x PWD
3641 68 27,73 191 9,72 B6 x PWD
3642 68 21,1 109 19,17 B6 x PWD
3643 68 20,61 161 39,96 B6 x PWD
3644 68 25,15 165 38,34 B6 x PWD
3645 68 22,99 184 23,22 B6 x PWD
3646 68 23,23 171 33,48 B6 x PWD
3740 71 16,02 163 18,9 B6 x PWD
3741 71 21,3 130 22,68 B6 x PWD
3742 71 19,36 138 11,88 B6 x PWD
3743 71 17,75 132 12,96 B6 x PWD
3744 75 21,96 130 37,26 PWD x B6
3745 75 25,24 127 16,74 PWD x B6
3746 75 22,5 138 30,78 PWD x B6
3749 75 16,61 47 2,673 PWD x B6
3750 71 22,59 132 31,32 PWD x B6
3751 71 20,29 134 20,52 PWD x B6
3752 71 22,1 191 15,12 PWD x B6
3753 71 22,7 160 28,08 PWD x B6
3754 75 18,74 96 19,44 B6 x PWD
3755 75 20,86 61 0,027 B6 x PWD
3756 75 18,52 134 8,64 B6 x PWD
3757 75 16,67 132 28,62 B6 x PWD
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3882 72 17,63 150 34,02 B6 x PWD
3883 72 21,88 174 55,62 B6 x PWD
3884 72 22,24 250 24,84 B6 x PWD
3885 72 19,35 145 17,28 B6 x PWD
3886 72 18,37 136 18,9 B6 x PWD
3887 72 15,9 72 5,049 B6 x PWD
3888 72 19,54 194 23,22 B6 x PWD
3889 70 21,51 162 22,14 B6 x PWD
3890 70 18,65 156 30,24 B6 x PWD
3891 70 18,15 68 0,135 B6 x PWD
3892 70 24,1 151 5,94 PWD x B6
3893 70 20,64 140 19,98 PWD x B6
3894 70 20,5 201 34,02 PWD x B6
3895 70 21,77 136 18,9 PWD x B6
3896 70 19,61 178 32,94 PWD x B6
3897 70 19,76 90 8,64 PWD x B6
3898 70 20,4 173 14,04 PWD x B6
3899 70 25,04 145 11,88 PWD x B6
3900 70 23,4 182 24,3 PWD x B6
3913 72 21,41 127 7,56 B6 x PWD
3914 72 20,96 156 26,46 B6 x PWD
3915 72 15,27 102 12,96 B6 x PWD
3916 72 17,6 90 8,1 B6 x PWD
3917 72 19,46 142 21,06 B6 x PWD
3918 72 18,78 212 24,84 B6 x PWD
3905 72 21,14 209 26,46 B6 x PWD
3906 72 19,36 130 11,88 B6 x PWD
3907 72 18,87 185 53,46 B6 x PWD
3908 72 21,56 192 83,7 B6 x PWD
3909 70 19,08 152 30,78 PWD x B6
3910 70 23,06 121 17,01 PWD x B6
3911 70 20,42 163 15,12 PWD x B6
3912 70 18,35 134 18,36 PWD x B6
3919 70 19,45 107 11,07 PWD x B6
3920 70 18,14 110 16,2 PWD x B6
3921 70 16,61 145 9,18 PWD x B6
3922 70 19,61 145 28,08 PWD x B6
3923 70 21,78 165 23,22 PWD x B6
4010 70 17,92 128 29,16 PWD x B6
4002 70 19,74 128 21,6 B6 x PWD
4003 70 18,5 131 10,26 B6 x PWD
4004 70 21,38 204 14,58 B6 x PWD
4005 70 25,36 212 36,72 B6 x PWD
4006 70 23,86 147 18,9 B6 x PWD
4007 70 18,63 168 8,64 B6 x PWD
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4008 70 22,44 183 12,42 B6 x PWD
4009 70 26,41 201 53,46 B6 x PWD
4011 70 22,06 164 22,68 B6 x PWD
4012 70 21,32 160 37,8 B6 x PWD
4171 71 18,79 181 29,16 B6 x PWD
4172 71 17,85 132 20,52 B6 x PWD
4173 71 21,67 156 50,76 B6 x PWD
4174 71 23,94 150 35,64 B6 x PWD
4180 71 25,11 147 49,68 PWD x B6
4181 71 19,46 194 43,74 PWD x B6
4182 71 31,33 178 38,88 PWD x B6
4183 71 29,35 172 8,64 PWD x B6
4184 71 19,56 75 0,378 PWD x B6
4185 71 26,62 184 28,62 PWD x B6
4161 71 20,19 181 29,7 B6 x PWD
4163 71 21,27 135 19,44 PWD x B6
4164 71 18,36 85 15,66 PWD x B6
4175 71 18,81 139 30,78 PWD x B6
4176 71 16,19 126 26,46 PWD x B6
4177 71 17,99 102 21,33 PWD x B6
4178 71 19,95 95 14,04 PWD x B6
4179 71 19,47 176 22,68 PWD x B6
4186 71 23,46 146 43,2 PWD x B6
4187 71 21,17 161 18,9 PWD x B6
4188 71 19,76 197 50,22 PWD x B6
4189 71 21,84 143 19,44 PWD x B6
4190 71 23,92 174 24,84 PWD x B6
4191 71 18,53 190 45,36 PWD x B6
4192 72 16,06 76 17,55 PWD x B6
4193 72 18,71 124 18,63 PWD x B6
4162 72 25.00 194 44,28 PWD x B6
4165 72 20,26 162 42,12 PWD x B6
4166 72 19,65 157 25,92 PWD x B6
4167 72 19,64 175 23,22 PWD x B6
4168 72 19,72 166 22,68 PWD x B6
4169 72 23,23 70 0,216 PWD x B6
4170 72 24,95 126 3,78 PWD x B6
4200 71 26,78 130 3,24 B6 x PWD
4201 71 21,75 156 10,26 B6 x PWD
4202 71 17,3 122 41,58 B6 x PWD
4203 71 25,39 149 13,5 B6 x PWD
4204 71 20,61 201 9,72 B6 x PWD
4205 70 21,23 166 8,64 B6 x PWD
4206 70 26,99 187 43,74 B6 x PWD
4207 71 19,56 181 21,6 PWD x B6
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4208 71 22,83 231 30,78 PWD x B6
4209 71 20,61 123 19,98 PWD x B6
4216 71 21,34 138 29,16 PWD x B6
4217 71 21,08 168 21,6 PWD x B6
4218 71 17,75 84 13,23 PWD x B6
4300 71 22,79 152 12,42 B6 x PWD
4301 71 23,17 205 24,84 B6 x PWD
4305 71 19,54 146 21,06 B6 x PWD
4306 71 20,07 156 10,8 B6 x PWD
4307 71 23,22 132 1,08 B6 x PWD
4328 69 16,77 119 11,34 PWD x B6
4330 69 20,59 164 18,36 B6 x PWD
4331 69 20,18 152 16,74 B6 x PWD
4332 69 18,28 130 12,42 B6 x PWD
4333 69 18,7 129 7,56 PWD x B6
4303 69 20,34 85 21,33 PWD x B6
4304 69 21,95 138 10,26 PWD x B6
4308 69 26,42 122 5,94 PWD x B6
4309 69 22,4 177 9,18 PWD x B6
4310 69 21,41 153 29,7 PWD x B6
4311 69 19,91 164 32,94 PWD x B6
4312 69 22,32 143 38,34 PWD x B6
4313 69 24,26 130 28,62 PWD x B6
4314 69 21,4 169 16,2 PWD x B6
4315 69 31,11 135 47,52 PWD x B6
4316 69 29,35 208 35,1 PWD x B6
4317 69 22,45 137 36,18 PWD x B6
4318 69 22,62 133 32,4 PWD x B6
4319 69 21,32 130 22,68 PWD x B6
4320 69 22,55 198 46,44 PWD x B6
4321 69 23,01 133 15,12 PWD x B6
4322 69 20,78 171 28,08 PWD x B6
4323 69 25,18 187 29,16 PWD x B6
4324 69 20,32 208 35,1 PWD x B6
4325 69 20,2 142 21,06 PWD x B6
4326 72 22,38 178 30,4 PWD x B6
4327 72 19,12 173 16,2 PWD x B6
4329 72 23,1 100 1,3 PWD x B6
4352 69 28,94 140 14,6 B6 x PWD
4353 69 22,76 138 23,2 B6 x PWD
4354 69 18,32 106 5,6 B6 x PWD
4355 69 26,37 219 27,6 B6 x PWD
4356 69 22,81 200 27,8 B6 x PWD
4369 69 16,15 126 5,5 PWD x B6
4370 69 22,9 235 28,8 PWD x B6
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4349 71 21,27 129 17,6 B6 x PWD
4350 71 20,04 165 43,8 B6 x PWD
4351 71 22,34 130 30,2 B6 x PWD
4357 72 25,01 201 40,6 B6 x PWD
4358 72 24,54 113 7,4 B6 x PWD
4359 72 22,47 116 14,1 B6 x PWD
4360 71 25,1 189 33,2 B6 x PWD
4361 71 22,37 130 13,8 B6 x PWD
4362 71 20,4 110 2,1 B6 x PWD
4363 71 25,09 180 26 B6 x PWD
4364 71 21,96 90 5,7 B6 x PWD
4365 71 26,76 215 26,6 B6 x PWD
4366 71 24,39 111 6,4 B6 x PWD
4367 71 22,3 163 34,2 B6 x PWD
4368 71 24,4 194 36,6 B6 x PWD
4447 71 19,38 192 32,8 B6 x PWD
4448 71 20,6 116 7,3 B6 x PWD
4449 71 20,61 148 17 B6 x PWD
4450 71 17,96 126 6,9 B6 x PWD
4451 71 24,09 166 26 B6 x PWD
4452 71 19,92 172 32 PWD x B6
4453 71 20,73 160 31,8 PWD x B6
4454 71 22,56 199 31,4 PWD x B6
4455 71 19,98 154 33,6 PWD x B6
4456 71 21,34 121 11,2 PWD x B6
4461 71 21,34 100 5,4 B6 x PWD
4462 71 26,97 108 9,3 B6 x PWD
4463 71 22,76 174 20,2 B6 x PWD
4457 71 21,17 9% 18,9 PWD x B6
4458 71 22,98 180 24,6 PWD x B6
4459 71 20,57 156 25 PWD x B6
4460 71 29,94 238 45,2 PWD x B6
4464 71 24,32 180 19,2 PWD x B6
4465 71 22,44 177 23,4 PWD x B6
4466 71 23,2 131 27,6 PWD x B6
4467 71 24,94 207 30,4 PWD x B6
4468 71 20,81 171 15,4 PWD x B6
4469 71 24,18 175 18,8 PWD x B6
4470 71 23,01 160 32,2 PWD x B6
4471 71 21,74 210 38,8 PWD x B6
4472 71 24,51 166 43,2 PWD x B6
4473 71 23,57 155 30,6 PWD x B6
4474 71 23,53 207 36,2 PWD x B6
4475 71 21,21 170 29,4 PWD x B6
4476 71 28,69 156 25,8 PWD x B6
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4477 71 25,12 119 20,3 PWD x B6

4478 71 19,15 174 33,4 PWD x B6

V k¥izeni je jako prvni vzdy uvadna samice, B6 x PWD tedy znamenéaikzeni B6 samice a PWD

samce a op#né. Zvirata definovana jako sterilni jsou v tabulcefervené vyznatena.

Ve vzorku 211 zvat nebyl pekvapiv nalezen ani jeden samec, ktery by slem
Zzadné spermie. Vifpact 4 jedindi byl ale p&et spermii vyraz&isnizen, pod 500 tisic
spermii / 1 ml, tyto zvata jsou s nepsSi pravépodobnosti sterilniErekvence

sterilnich zviirat v F2 generacibyla tedy 4 sterilni zvata z 211 celkem, t1,90 %.

V F2 generaci existovaly &wskupiny sam& - genotyp jejich matek v F1 generaci
byl bud B6 x PWD nebo PWD x B6. Z celkem 211 iatibyl u 112 z nich genotyp
matky PWD x B6 a u 99 z nich B6 x PWD. Tytoédskupiny zvfat (v nasledujicich
grafech oznéovany jako B6 x PWD nebo PWD x B6) byly statistickypvnavany, ve
shaze zjistit, zda ma rozdilny genotyp matky viav piéet spermii, vahu testes a vahu

téla.

Obr. 11 — Grafické znazorréni vlivu genotypu matky na vahu €la
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Obr. 12 — Grafické znazorréni vlivu genotypu matky na vahu testes
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Obr. 13 — Grafické znazorréni vlivu genotypu matky na pdet spermii
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Vysledky t-testu srovnani dvou fiznych skupin sama@ (podle genotypu matky) pro vahu &la

t-hodnota -0,7052
df 208,236
p-hodnota 0,4815

Vysledky t-testu srovnani dvou fiznych skupin samé (podle genotypu matky) pro vahu testes

t-hodnota -0,1481
df 205,61
p-hodnota 0,8824

Vysledky t-testu srovnani dvou fiznych skupin samé (podle genotypu matky) pro p&et spermii

t-hodnota -1,4513
df 189,967
p-hodnota 0,1484

Ve vSech fipadech je p-hodnotagtsi nez 0,5; na 5% hladinvyznamnosti nelze
zamitnout nulovou hypotézu, Ze se tyto skupinySnehlebylo tedy potvrzeno, Ze by
genotyp matky (B6 x PWD nebo PWD x B6§lmliv na fenotyp samicv F2 generaci.

Vzhledem k velkému gtu zvicat (N = 211) byli v QTL analyze pouziti jen jedinci
s nejvySSi a nejnizsi hodnotou znaku, tento poséup podobnychifpadech povazuje
za fipustny, (viz nap SILVER, 1995). Jako kibvy znak pro vybr téchto zviat byla
pouzita vaha testes {ieni vahy testes jei@sréjSi a odchylka menSi, nez @tani
spermii v Burkero¥ komiarce). Do QTL analyzy bylo vybrano 46 af s nejnizsi
vahou testes a 46 Zat s nejvyssi vahou testes. V histogramu je pordewienych linii
znézorrno, ktera zwviata byla pouZzita — vSechna iath, jejichz vaha testes lezi nalevo

od prvnic¢ervené linie a ta, jejichZ vaha testes lezi napmal/druhé&ervené linie.
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Obr. 14 — Histogram se zvyraz#inim zvirat pouzitych na QTL analyzu
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4.2 VYSLEDKY GENOTYPIZACE VYBRANYCH zZVi RAT

Celkem 96 vybranych Zat bylo genotypizovano za pouziti 84 MIT marker
uvedenych v Tabulce 1. Souhrnné vysledky genotypiozg@racované v tabulce jsou
uvedeny v Floze k této praci na CD ndasi(B = B6 alela, P = PWD alela, H =
heterozygotni PWD/B6 kombinace alel).

4.3 QTL ANALYZA

Ze zadanych vysledk byla sestavena rekombiftd mapa, @ vypoctu ve
statistickém programu R je v grafu srovnana zadekd@mbing&ni mapa (zadané pozice
markefi v cM) srekombinéni mapou, kterou program vyfithva ze zadanych
vysledki genotypovani. V grafu jsou pak spojnici propojety hodnoty — éekavana
pozice (napravo) a vygdana pozice (nalevo),figemz ol pozice by se ne#ly
vyznamtt liSit (vlivem ndhody se ale saniepmné mirrg liSit mohou).
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Obr. 15 — Rekombinani mapa mySiho genomu na zaklaglgenotypizace 96 F2 santc
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Data ziskana z genotypovani vybranychiatvibyla gevedena do elektronické
podoby (ve formatu .csv) a zpracovana QTL analyzeustatistickém programu R
Na vlastni QTL analyzu byla pouzita funkce ,scarfomena analyzu epistatickych
interakci funkce ,scantwo”. Pro zj&ti nejblizSiho markeru k signifikantnimu vrcholu

byla pouzita funkce ,lodint".

Fi QTL analyze program hledd nenahodné vlivy na badrenotypového znaku
(nag. signifikantré vysSi zastoupeni Zt s jednim konkrétnim genotypem u jedinc
s vysokou vahou znaku), mista na genomu s vysokavdipodobnosti nendhodného
vlivu se pak objevi v grafu jako vrcholy nad hrarsgnifikance. Hranice signifikance,
zobrazena ve vysledném grafu jakervena linie, je programem vygtana (nikoliv

zvolena pedem).

Hi vlastni analyze je'¢ba zadat nejen data z genotypovani (ij. typ kankedely na
konkrétnim markeru u daného mte), ale i vzdalenost tohoto markeru (v cM) od

zatatku chromozomu, na kterém marker lezi. Progran tpto optimalni funkci
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potrebuje vypditat vzdalenost rekombinace (¥pack, Ze mezi déma konkrétnimi
markery k ni dosSlo); pra¥podobnost rekombinace roste s rostouci vzdalemdstu
markefi (udavané v rekombigai mag v cM). Pokud tento krok neprovedeme, je
riziko, Ze se nezobrazi vSechny geny, protoddené budou lezZet relati¢ndaleko od

vybranych markeéra v QTL analyze ,nebudou witf.

Mapovani QTL lokusi pro vahu téla

Z QTL analyzy je vi& signifikantni vrchol na chromozomu 4. Pomoci foak

Jlodint” bylo zjisténo, Ze nejbliz§im markerem k tomuto vrcholu je neai®4-166.

Obr. 16 — Vysledky QTL analyzy pro vahu €la vybranych zvirat
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Obr. 17 — Schéma rozlozeni genotypna markeru D4-166
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Mapovani QTL lokusa pro vahu testes

Protoze existovalipdpoklad, Ze vahala mize korelovat s vahou testes, coz by
mohlo zkreslovat vysledky QTL analyzy, bylo prvnoilem zjistit vztah vahyéta a
vahy testes v programu R za pouziti funkce ,caf‘téBearsofiv korela&ni test).
Vysledek testu ukazuje na velmi vysokou korelaczmehou &la a vahou testes,
z grafu vidime, Ze tato korelace ma sice mnozstyimek (hodnoty jsou hodn
rozptylené kolem koretmi piimky), ale vliv vahy &la na vahu testes je jednozng
(obr. 11). Tento vysledek ukazuje na oprwst pouziti relativni vahy testes, ve snaze
odfiltrovat ¢ast vlivu vahy &la na vahu testes, kteryude zkreslovat vysledky.

Z vysledika QTL analyzy jsou patrné dva signifikantni vrchelyna chromozomu 17 a

na chromozomu 4.

Vysledky korelaéni testu (zavislost vahy testes na vaz&a)

t-hodnota 5.1576
p-hodnota
df 209

< 0,001
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Obr. 18 — Graf korelace vahy &la a vahy testes
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Mapovani QTL lokusu pro relativni vahu testes

Z vysledk QTL analyzy je vidt signifikantni vrchol na chromozomu 17, zatimco
signifikantni vrchol na chromozomu 4, pozorovary analyze absolutni vahy testes
(Obr. 14) nebyl pozorovan. Pomoci funkce ,lodintyld zjiSttno, Ze nejblizSim

markerem k tomuto vrcholu je D17-19.

Obr. 20 — Vysledky QTL analyzy pro relativni vahu estes vybranych zwiat
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Obr. 21 - Schéma rozlozeni genotyipna markeru D17-19
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Mapovani QTL lokusi pro poéet spermii

Z vysledi QTL analyzy je patrny signifikantni vrchol na chrozomu 17 a
marginali signifikantni vrchol na chromozomu X. Pomoci fuekglodint® bylo

zjisténo, ze na chromozomu 17 je vrcholu nejblizSi mafker-19 a na chromozomu X
marker DX-55.
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Obr. 22 — Vysledky QTL analyzy pro paet spermii vybranych zviat
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Obr. 24 - Schéma rozlozeni genotyijpna markeru DX-55
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Sledovani epistatickych interakci

Pomoci programu funkce ,scantwo” byla sestav@apa epistatickych interakci pro
sledovani gipadnych genovych interakci u relativni vahy testesp@tu spermii. Graf
ma dv¥ c¢asti zjednoduSenieceno v pravém dolnim rohu je zobrazena jakakoliv
interakce (efekt jednoho genu, efekt druhého gesloonejich vzajemna interakce),
zatimco v levém hornim rohu je zobrazena vzajenmérakce lokus — tj. zda je
vzajemny dinek vyssi nez aditivni,igemz plati, Zz&im vic se barva interakce blizi

k ¢cervené, tim vysSi je prayplodobnost interakce (podrobny popis viz BROMAN &
SEN, 2009).
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Obr. 25 — Vysledky sledovani epistatickych interakicu relativni vahy testes
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Obr. 26 — Vysledky sledovani epistatickych interakicu potu spermii
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4.4 SHRNUTI A DALSI POSTUP

Analyza dvou k&iovych kvantitativnich znak pro sandi fertilitu — vahy testes a
poctu spermii prokazala signifikantni QTL lokusy naraiozomech 17 (v oblasti
Prdm9) a X (prekvapiv¥ mimo oblastHstx2; navic jen v pipad poctu spermii).
V dalsim kroku jsem proto doplnil genotypy celéhoulsoru 211 sanic praw
v oblastech obou zji&ych QTL. Ztohoto souboru jsem vybral vSechny redi
jejichz genotyp v obou QTL lokusech je stejny jakosterilnich F1 hybrid (to je
PWD/B6 alela v oblastPrdm9 na chromozomu 17 a PWD alela v obladstx2 na
chromozomu X) a v nasledné QTL analyze jsem slddmeaspoléného v ostatnim

genomu maji fertilni zvata, tedy prd nejsou sterilni.

VSech 211 zvat bylo genotypizovano pomoci priniekteré ohrarduji genPrdm9
(M334, M634)i oblast ukryvajici geHstX2 (SR 51, SR 62). V obouiipadech byla
pouzita dvojice primér, pro gipad, Zze by k rekombinaci doSlo péav této oblasti (i

kdyz pravépodobnost takového jevu je velmi mala).

Vysledkem bylo celkem 60 zat se ,sterilni“ kombinaci alel, tato #afa byla

genotypizovana ve zbytku genomu a pouzita v nagledQTL analyze.

Primery pouzité pro ohranié¢eni genuPrdm9

M334

M334 F: TGGTTACTGGTTATCATCCTC Tm=58,5°C
M334 R: GGCTTGGTATTTTCTCCTTAG Tm=60,5°C
M634

M634 F: AACCACCCGGCGATTGA Tm =66 °C
M634 R: CTTCCGGGATAACATTTGA Tm =60 °C

Primery pouzité pro ohranié¢eni genuHstx2

SR 51

SR51 F: CAGGAGAAGATGGCACAATA Tm =60 °C
SR51 R: TAACCCTTTCACCATGTTTC Tm =59 °C
SR 62

SR62 F: GTCTTTTTACCCTAAATGTT Tm=51,5"°C
SR62 R: GACTGGGACCAATTTGT Tm=55°C
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4.5 QTL ANALYZA zVi RAT S Prdm9™VP'B® _ Hstx2™"P KOMBINACI ALEL

Mapovani QTL lokusu pro relativni vahu testes

Z vysledki QTL analyzy neni patrny zadny signifikantni vrchol

Obr. 27 — Vysledky QTL analyzy pro relativni vahu Estes za pouziti z¥at se ,sterilni* kombinaci

alel geni Prdm9 a HstX2
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Mapovani QTL lokusi pro poéet spermii

Z vysledi QTL analyzy je patrny signifikantni vrchol na chrozomu 4. Pomoci

funkce ,lodint” bylo zjiS&no, Ze nejblizSim markerem k tomuto vrcholu je 04-1
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Obr. 28 — Vysledky QTL analyzy pro pdet spermii za pouziti zwfat se ,sterilni“ kombinaci alel
geni Prdm9 aHstX2
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Obr. 29 - Schéma rozloZeni genotyipna markeru D4-111
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5. DISKUZE

5.1 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANYCH zZVi RAT

Z 211 zvfat F2 generace ziskanyckZenim laboratornich kmérPWD a B6 byla
pouze 4 zvata hodnocena jako sterilni, a to diky vyragnizenému piu spermii, pod
500 000 / 1 ml. Je sami@gm¢ obtizné dokazat, Ze tato rafia jsou skutané sterilni,
pokud nebyl proveden napexperiment s pokusnymiipusgénim tchto zviat (viz
STORCHOVA et al., 2004), nicméa zjisttny paset sterilnich zvéat (1,90 %) je
neaiekavar® nizky. Ri zachovani stejnych kritérii pro hodnoceni stsfilibylo
nalezena v back-crossu ¢pém KiZzeni) na B6 stranu ((PWD x B6) x B6),
provacgném soubzr¢ s timto experimentem, z celkovéhocpo 259 zviat 4 zvfata
s nulovym pdtem spermii (tj. 1,54 %) a celkem 20 sterilnichiavs pdtem spermii
pod 500 000 (. 7,72 %; DZUR-GAJDOSOVA, MARIA, dsd sdleni). V obou
piipadech byl poputai vzorek dostata¢ velky na to, aby mohly pozorované rozdily
byt pouze vlivem nahody. V F2 generaci ziskanéizeki B6 x PWD je tedy vyraZn
nizsi paet sterilnich zviat, nez pi zpétném KiZzeni na B6 stranu.

DalSim rozdilem byla skugost, Ze zatimco u Zmého KiZeni ngla vSechna
GAJDOSOVA, MARIA osobni séleni), vtomto experimentalnimiikeni néla sice
vSechna sterilni ziata vyraz@ snizenou vahu testes, nicraéwkolik fertilnich zvirat
melo velmi vyrazmié snizenou vahu testes, ale &aré normalni pdet spermii. Pokud
bychom tedy sledovali rozteni sterilnich a fertilnich ziat podle vahy testes, pak ve
zptném Kizeni na B6 stranu budou tiodvé oddélené skupiny, zatimcorpinterkrosu
se ol skupiny promichaji. Vysitlenim mize bytéast&na rekonstrukce rottbvského
PWD genotypu, ktery zajisije nizsi vahu testes u plodnych PWD samacmér ani
toto vys\vtleni neni plg post&ujici, protoZze vaha testeskterych plodnych F2 hybrid
byla vyrazrg nizSi nez vaha testes jedinkmene PWD. Jedna se tedy o fikp casty
efekt, kdy Kizenim dvouitiznych taxof liSicich se ve fenotypovém znaku dostaneme
v F1 nebo F2 generaci j¢&xtrémjSi hodnotu fenotypového znaku, nez je maximalni
(nebo minimalni) hodnota u taxibmodicovskych, napp VRANA et al. (2000) popisuje
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tuto situaci pi kiizeni dvou druth severoamerickychikeka roduPeromyscus, kdy maji
potomci z jednohoiliZzeni nizSi vahwta nez oba rodovské druhy.

ProtoZe p kiiZzeni byly pouzity pro fpravu F1 hybrid dva typy samic (samice
vzniklé Kizenim B6 x PWD a samice vznikléikenim PWD x B6), sledoval jsem,
jestli se v F2 generaci vzajemnhsi samci, kté jsou potomky &hto dvou tyjd samic.
Pomoci varigniho testu nebyl zji8h vliv genotypu matky na fenotyp same F2
generaci u vahy testes, valdlatani u pétu spermii (Obr. 11, 12 a 13).

MozZné interpretace rozdilu mezi (B6 x PWDgmtosem a zfinym kiizenim na B6

stranu:

a) vliv. mitochondridlniho genomd vliv mitochondrialnich gennebo jadernych gén

mitochondrialniho fivodu na hybridni sterilitu byl potvrzen u rostlimag:.

YAMAGATA e al., 2010), nicméd mitochondriadlni genom Zziwichi se od
rostlinného zasadnlisi - je menSi a obsahuje mnohem #éwdujicich gen.

Mitochondrie se &li po mateské linii, tzn. samice vznikléikenim B6 x PWD budou
mit mitochondrialni genom B6apodu, zatimco samice vznikl&ikenim PWD x B6
budou mit mitochondrialni genomiymdu PWD. Protoze jsem ve svérriZeni pouzil
v F1 generaci oba tyto typy samic, a v Zzadném fgmmem znaku se jejich s&m
potomci neliSili, Ize vliv mitochondridlniho genomako mozné vysitleni rozdilu

Vv pactu sterilnich zviat mezi oBma KiZzenimi vylowit.

b) chromozom X- situace na chromozomu X je v obatippdech stejna (na kazdém
lokusu je 50% Sance vyskytu PWD alely a 50% Sans&ywu B6 alely). Podstatny vliv
chromozomu X na hybridni sterilitu je siceepmy (OKA et al., 2007; STORCHOV Aet
al., 2004; BHATTACHARYYA, TANMOY, osobni sd8eni), nicmég situace na X

chromozomu nevys#iuje rozdily mezi F2 generaci aé&pym kiizenim na B6 stranu.

c) chromozom Y- Y chromozom je neparovygdi se po otcovské linii, nicmén
obsahuje nevelkou pseudoautozomalni oblast, kdlzendochazet k rekombinaci s X
chromozomem, u mysSi je tato oblast asi 700 kb do(RERRY et al., 2001).
Pseudoautozomalni lokus je sice relativnaly, ale nap MATSUDA et al. (1991)
lokalizuje lokus skryvajici gen pro hybridni sti#tlmezi kmenem B6 a druheMus

spretus praw do pseudoautozomalni oblasti chromozomu X.
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Oke kiiZzeni se liSi vodem chromozomu Y —ipzpétném KiZeni na B6 stranu
((PWD x B6) x B6) budou mit v F2 generaci vSichaimgi Y chromozom jovodu B6,
zatimco pi interkrosu (Obr. 8 a 9) budou mit vSichni samciciromozom PWD
puvodu. Lze uvaZzovat model, kdy by na Y chromozoniellggen dlezity pro zisk
fenotypu hybridni sterility — podminkou by byla Bfiela tohoto genu (sterilni F1
hybridi z kizeni PWD x B6 maji Y chromozom BGiyodu). Tento model by mohl
vyswetlit rozdil mezi okkma Kizenimi, nicméa kiizenim konsomickych sarbcB6-
YPYP's PWD samicemi bylo zji&o, Ze vytvéenim zvfete s heterozygotni kombinaci
alel na autozomech a s X a 'Y chromozomy PWioplu nedojde ke zvraceni fenotypu
hybridni sterility (GREGOROVA, SNA, osobni sdleni), nicmég vliv chromozomu
Y nelze zcela vylotit, protoze pseudoautozomalni oblastgsipraw téchto zvfat bude

diky kiéizeni s PWD samicemi PWGiyodu.

d) absence PWD/PWD homozygotni kombinace na autélmom |okusech i

zptném KiZzeni— akoliv situace na chromozomu X je v obotigadech stejnd, situace

na autozomech je odliSnaii @pétném Kizeni na B6 stranu bude ckyPWD/PWD
genotyp autozomalnich lokiusMoznym vys¥tlenim rozdilu v obou #zZenich by mohl
byt fakt, Ze PWD/PWD kombinace nakterych mistech genomu mohou zvratit
fenotyp hybridni sterility (zatim potvrzeno u chromom: 17 a 19, GREGOROVA
SONA, osobni sdleni) a absenceéthto kombinaci ve zpném KiZeni na B6 stranu by
znamenala vysSi pet sterilnich zviat vtomto KiZzeni. ProtoZze k dosazZeni fenotypu
hybridni sterility je nutnyHstx2 lokus na chromozomu X PWDipodu, bylo by logické
piedpokladat, Ze gen na tomto lokusu bude lépe kdwmuat s geny také PWDipodu
na autozomalnich lokusech, coz by mohlo zvratibfgnm hybridni sterility. Pokud by
byl tento gedpoklad spravny, pakiippokusném kizeni na PWD stranu by dnpocet

sterilnich zvifat byt jest nizsi, nez v F2 generaci.

e) epigeneticky efekt+ Ize uvaZzovat ndklad vliv imprintingu a jeho eventuéalnich

poruch @i ustavovani a mazani imprintovych Zek na jeden nebo vice dgen
odpowdnych za fenotyp hybridni sterility. To by v praxiamenalo rozliSovat nejen B6
nebo PWD fivod lokusu, ale i to, jestli byl lokus &dén od otce nebo od matky. Vliv
imprintingu na hybridni sterilitu prokdzal VRAN# al. (2000), kdy analyzou zpnych
kiizeni dvou iiznych druli kieckd (Peromyscus polionotus a Peromyscusc

maniculatus) odhalil vliv maternald exprimovaného lokusu na X chromozomu
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puvodem z druhuP. polionotus a sodasré paternald exprimovaného autozomalniho

lokusu givodem z druhupP. maniculatus.

5.2 VYSLEDKY QTL ANALYZY

Mapovani QTL lokus pro vahu &la ukazalo negekavar jediny signifikantni
vrchol lezici na chromozomu 4, a to v centrdiésti, nedaleko MIT markeru D4-166.
Jedna se o zajimavé z§ist, protoze vahaéla je obvykle klasickym kvantitativnim
znakem podmiiym velkym pétem geri. Nagiklad SHAOet al. (2007) zjistil &tSi
mnozstvi lokug odpowdnych za vahwta pri kiizeni laboratornich kménC57BL/6J a
PWK/PhJ. V tomto fipact je z vysledku analyzy patrny jediny signifikantokus, coz
naznguje, Ze rozdil ve vazella mezi kmeny PWD a B6 ie bul’ kontrolovat jen
jediny gen, lokalizovany na chromozomu 4, neboema gen sice nemusi byt jedinym,

ale ma na vahila nej\wtsi vliv.

Analyza korelace vahyla a vahy testes potvrdilagrdpoklad vzajemného vztahu a
signifikantre vyznamného vlivu vahyla na vahu testes (Obr. 18). ProtoZe tento vztah
zkresluje vysledek QTL analyzy vahy testes (dakohlini vaha testes), byla stanovena
relativni vaha testes definovana jako podil absdhhhy testes a vahgla. Srovnanim
vysledki QTL analyzy absolutni a relativni vahy testes miglj Ze zatimco QTL se
ukazal i absolutni, ale ne relativni vaze testes, QTL otopomu 17 byl signifikantni
v obou gipadech (Obr. 16, 19 a 20). To znamena, Zze QTLhnantozomu 4 se objevil
pouze diky vlivu vahyda na vahu testes a nema s hybridni sterilitouspme&ného.
QTL na chromozomu 17 byl mapovan podéekavani nedaleko markeru D17-19, ktery
je nejblize k mistu, kde lezi géirdm9. Ve shod s dosud nepublikovanymi vysledky
(GREGOROVA, SOIA et al., osobni sdleni) je i fakt, Ze nejnizsi vahu testeslan
zvirata, kterd byla na tomto lokusu heterozygotni PWD(Bbr. 21) a Ze tudiz ani
jedna z homozygotnich kombinaci (B6/B6, PWD/PWDhw®rdm9 neni sldéitelna

s hybridni sterilitou.

Hi QTL analyze relativni vahy testes vSak nebyl natezadny signifikantni QTL na
chromozomu X (Obr. 20). &kaval jsem, Ze bude viditelny signifikantni QTkeky by
odpovidal poziciHstx2 genu (BHATTACHARYYA, TANMOQOY, osobni séeni),

vrchol v této oblasti byl nalezen v sa@iném experimentu 2mého Kizeni (DZUR-
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GAJDOSOVA, MARIA, osobni sileni). Tento fenomén tie byt ve vztahu k
extrémm nizkému potu sterilnich zviat v F2 generaci. Neni vylden ani epigeneticky

efekt v F2 generaci.

i QTL analyze pétu spermii byl podobhjako v gipact relativni vahy testes ¢p
nalezen signifikantni QTL na chromozomu 17 (Obn, 22oblasti, ve které se nachazi
genPrdmo, pricemZ nejnizsi vahu testestiinedinci s heterozygotnim genotypem (Obr.
23). Na chromozomu X byl nalezen vrchol lezidng pod hranici signifikance, ktery
ale neodpovidal znamé pozici geHstx2, tento vrchol byl nejblize markeru DX-55,
ktery je lokalizovan v proximalniasti chromozomu X, ifxemz Hstx2 byl mapovan do
centrélni¢asti X chromozomu (@kavan byl vrchol zhruba v pozici markeru DX-140).
Opakovanou kontrolou bylo ékeno, Ze se nejedna o chybu v genotypovanir{kiap
zanenou pdadi markei), pokusnym viazenim tohoto markeru (tj. DX-55) z QTL
analyzy se vrchol na chromozomu X snizil zhrubapoetovinu (oblast sousedniho
markeru DX-140), dale byly provedeniji QTL analyze gkteré kontroly nap kontrola
zaneny paadi markell a pravdpodobnosti rekombinace (podle BROMAN & SEN,
2009). Mohlo by se teoreticky jednat o jeden z Bikikteré popisuje STORCHOVA
al. (2004) jako nezbytné pro podporu lokudax2 k ziskani fenotypu sterility vazané
na chromozom X, coZ podporuje i skinest, Ze vtomto lokusu #ty nizSi pdet
spermii mySi s PWD alelou (Obr. 24). Nicndétento vrchol je d&sné pod hranici
signifikance a nelze tak zcela vyltuvliv nadhody.

Akoliv nebyl vrchol v oblasti gentistx2 pozorovan, vSechna Zaia oznéena
jako sterilni (s p&tem spermii pod 0,5 mil) nesla v oblaststx2 PWD alelu, coz
odpovida pedpokladm. Nizky pa&et €chto zvfat (1,90 %) mohl zjsobit zkresleni
vysledki a ve svém ikledku ,neviditelnost* gentistx2 pii genetickém mapovani. To
by nazna&ovalo odliSny projev genPrdm9 a Hstx2 v F2 generaci interkrosu, kdy igs
celkow extremm nizky paet sterilnich zvat byl vliv genuPrdm9 prokazan, zatimco

vliv genuHstx2 prokazan nebyl.

Krome nalezeni signifikantnino QTL na chromozomu 17gipac poitu spermii i
nazngeného QTL na chromozomu X nebyl nalezen zadny dadgiifikantni QTL
vrchol. Moznym vysutlenim je ot nizky pdet sterilnich zviat v F2 generaci,
nicmeére ani @i analyze zptného KiZeni na B6 stranu nebyl nalezen Zzadny dalsi vrchol

Pravdpodobnym vysttlenim je skuténost, Zze QTL mapovani je idealni hlavpro
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znaky podmidné rekolika malo geny, ale pokud existuje vli¢tgiho p&tu geri, pak
mnoho z nich nemusi byt v QTL analyze&i¢BROMAN & SEN, 2009).

Srovnani s jinymi QTL mapovanimi mysSi hybridni gtigr

ELLIOTT et al. (2004) sledovala pomoci QTL mapovani rozdily mabioratornim
kmenem C57BL/6J a druheMus macedonicus, piicemz F1 hybridi z tohotoikeni
maji také vyrazé snizenou vahu testes (~ 60 mg) a jsou sterilnl. @falyza ziat
z tohoto Kizeni ukazala signifikantni QTL vrcholy pro vahstes na chromozomech X
a 17 a signifikantni QTL vrchol pro vah&la na chromozomu X, morfologicka analyza
sterilnich a fertilnich zvat z Kizeni ((B6 xMus macedonicus) x C57BL/10J) ukazala
na zastavu v meiéze Mus macedonicus a Mus musculus jsou samoiejme evolwné
vzdalerjSi (viz Obr. 1) nez poddruhiyl. m. musculus a M. m. domesticus, poznatky
z kiizeniMus macedonicus x B6 (odvozeny M. m. domesticus) tak samoiejme nelze
automaticky aplikovat na situaci mezi ¢éoba poddruhy. Je soasré velmi
pravdépodobné, Ze genetickd podstata hybridni steriligzinvilus macedonicus a B6
(t}. Mus musculus) bude slozitjSi, nez hybridni sterilita medl. m. musculus a M. m.
domesticus poddruhy, protoZzednem podstathdelSi izolace mohly v obou odpenych
liniich diverzifikovat dalSi dlezité geny.

GOODset al. (2008) fispel k objasrni role chromozomu X pomoci reciproké studie
introgrese chromozomu X mezi poddruly m. musculus a M. m. domesticus. Oproti
jinym studiim pouzil laboratorni kmen LEWES/EiJeKt je odvozenyisté z mysi
poddruhuM. m. domesticus, a neobsahuje takiimési jinych poddruli; tato zvfata jsou
pavodem ze Severni Ameriky. Jako z4stupce poddiihm. musculus byl pouZzit kmen
PWK/PhJ ¢ist¢ pavodu musculus, viz GREGOROVA & FOREJT, 2000). X
chromozom byl roz&len na proximalni, medialni a distaldast, gicemz ve dvou
paralel& provagnych zgtnych Kizenich byly tytocasti geneseny na pozadi druhého
kmene. Vysledky QTL analyzy potvrdily, Ze fertilisama je poSkozenaipintrogresi
chromozomu Xmusculus pavodu (zde PWK/PhJ) na genetické pozadmesticus
puvodu (zde LEWES/EIJ), ukazaly navigkolik signifikantnich QTL, z nichz nejvyssi

bylo lokalizovano v proximalni oblasti chromozomu X

58



5.3 VYSLEDKY QTL ANALYZY PODSOUBORU ZVi RAT S Prdmg™P/ee .
Hstx2""P KOMBINACI ALEL

DalSim cilem bylo sestavit podsoubor obsahygn takova zwvata, kterd nesou
genotyp nezbytny, ne vSak pasifici pro hybridni sterilitu. Tito jedinci maji PWD
alelu naHstx2 lokusu na chromozomu 4 heterozygotni kombinaci alel PWD/B6
na Hstl lokusu obsahujicim geRrdm9. Pokud by roli g hybridni sterili¢ hraly jen
tyto dva geny, @a by vSechna tato zZwta byt sterilni. Alelické sloZzenédhto lokus:
bylo zjis€no pomoci mikrosatelitovych marker Prava@podobnost heterozygotni
kombinace na chromozomu 17 v oblaBtidm9 je 50 % (PWD/PWD : B6/PWD
B6/B6 je v pordru 1:2:1) a pravépodobnost vyskytu alely PWD v oblaststx2 je také
50% (PWD : B6 je vpomru 1:1), tj. celkova Sance tohoto genotypu je 25 %
z celkového pé&tu zvirat. Bylo nalezeno celkem 68chto zviat, gicemz 4 z nich byly
sterilni (zhruba 7 %). Pokudrgrpokladame pouze vliMstx2 a Prdm9 geni, pak by
sterilni musela byt vSechna tato iata, ale nejsou, coz je dalSinikdzem, Ze roli
v hybridni sterilit mezi poddruhyM. m. musculus a M. m. domesticus hraji dalSi, dosud

nenalezené geny.

60 zviat s heterozygotni kombinaci v oblaBtidm9 genu a PWD alelou v oblasti
Hstx2 genu bylo genotypovano v celém genomu pomoci stejmjikrosatelitovych
markefi jako 96 vybranych zvat v prvni QTL analyze. QTL analyza mapujici lokusy
pro vahu testes neukazala Zadny signifikantni ur¢@br. 27), zatimco QTL analyza
mapujici lokusy pro pget spermii ukazala signifikantni vrchol na chronmoro4 (Obr.
28). Nicmér nejnizSi poet spermii vykazovala zidta, ktera ia v tomto lokusu alelu
B6 pavodu (logicky by byl nejnizSi gt spermii u heterozygotni kombinace alel
B6/PWD, protoZze kompletn sterilini F1 hybridi maji vSechny autozomalni geny
v heterozygotni kombinaci). To znamen@, ¥padny gen nachézejici se v této oblasti
nemize byt kltovy pro vznik hybridni sterility, jde pra¥dodobré o efekt, ktery

vidime ,navic* v F2 generaci.

Pokud pedpokladame jednoduchy model, kdy je pro ziskanbtigou hybridni
sterility potebna heterozygotni kombinacéknlika geri a sodasrt PWD alela na
chromozomu X, pak by musel byt g ®chto gefi minimalrge 7-8, aby bylo
pravdpodobné, Ze v F2 generaci bude nalezeno jen 1,8tefitnich zviat. Vzhledem

k tomu, Ze B zpétném KizZeni byl nalezeny get sterilnich zwiat tSi, gestoze je
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zastoupeni heterozygotni kombinace na autozomegjmést(50 %) a stejné je i
zastoupeni PWD alel na X chromozomu (50 %), Izeotggdnoduchy model vyvratit.

Ze zjiStnych vysledk vyplyva, Ze hybridni sterilita mezi poddruM; m. musculus
a M. m. domesticus je podmigna WtSim pd@tem geid, piicemZ genetické interakce
mezi €mito geny mohou byt sloZjfi. Lze uvaZzovat nd&fklad model, kdyHstx2 a
Prdm9 jsou hlavnimi geny nezbytnymi pro ziskani fenotyptoridni sterility, gicemz
existuje napiklad 6 dalSich gah z nichZ je nutné, aby alesp8 byly v heterozygotni
kombinaci (tatatisla jsou zvolena naho&nize samoiejm¢ vytvorit mnoho obdobnych
modeli s jinymi ¢isly). Takovato situace by byla pomoci QTL mapovdtiiko
zZjistitelna. Steja tak lze uvazovat, ze vliv homozygotnich kombing@WD/PWD a
B6/B6) na rkterych mistech genomu ke zvratit fenotyp hybridni sterility, tato
situace byla dokonce uz dokonce potvrzena (GREGOROSENA, osobni sdleni).

Je pravépodobné, Ze &které z ¥chto dalSich, dosud neidentifikovanych gen
vidime v mag epistatickych interakci (Obr. 25 a 26), nicraé@ouze dvourozgrny
model (sledovani vzajemného ovlédm dvou Gznych lokus) neumouje odhalit

vSechny mozné kombinaceijgemz by ¥ejmé nestdil ani tsirozmérny model.
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6. ZAVER

V F2 generaci bylo zji&o pouze 1,90 % sterilnich #at (4 z 211), icemzZ i tato
sterilni zvfata ntla spermie, by jejich paet byl velmi nizky, jinymi slovy nebylo
nalezeno ani jedno 2\, které by vykazovalo stejny fenotyp jako&sterilni samci F1
generace kzeni PWD x B6.

Hi QTL analyze byl podle @kavani potvrzen vliv lokusu obsahujiciho dg&am9
na chromozomu 17, nicmé&nliv chromozomu X byl potvrzen pouze ugbe spermii a
navic v jiné oblasti, nez ve které |ddétx2 lokus. Ri analyze zptného Kizeni na B6
stranu (provagho paraleld v laboratéi MySi molekularni genetiky), se ukézalo
vyznamr vySSi zastoupeni sterilnich gati a na chromozomu X byly signifikantni QTL
v oblasti Hstx2 lokusu zjiSény pro pd@et spermii i vahu testes. Pouze na zaklad
ziskanych vysledknelze tento rozdil jednozéa vys\wtlit, Ize pouze uvazovatekolik
hypotéz, jako je odliSnytwod chromozomu Y, moZnost epigenetického efekt2 v F
generaci a zejména absence PWD/PWD alelické kommbinazgtného Kizeni na B6
stranu. Tato situace vyzZaduje dalSi vyzkum, vhotbydbyla srovnavaci analyza

zpstného Kizeni na PWD stranu.

A QTL analyze zviat sPrdmo™P® - Hstx2™P  alelickou kombinaci byl i
sledovani p&tu spermii nalezen signifikantni QTL na chromozorhu nedaleko
markeru D4-111. Nalezeni tohoto QTL naana, Ze na chromozomu 4 v této oblasti
by mohl lezet dalSi gen, ktery hraje rolii genotypu hybridni sterility. Nicmeén
rozloZeni zuviat podle jejich genotyp na tomto markeru ukazuje, Ze nejnizScqio
spermii maji zvita s B6/B6 genotypem. Aby byl tento gen jednineighutnych pro
fenotyp hybridni sterility, musel by mit heterozygiogenotyp PWD/B6.

Zjis€né vysledky, a to jak srovnani §2enim na B6 stranu, tak ®iQTL analyzy,
ukazuji na vliv ¥tSiho mnozZstvi geéna Zejm¢ piitomnost sloZijSich epistatickych

interakci.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AT

B6

BAC

bp
C3H
cM

df
dNTP

EDTA

EtBr
F1 generace
F2 generace

LOD

MGI
MIT
mQ voda

P generace

teplota, pi které dochazi k nasedani priraer

(annealing temperature)

laboratorni kmen C57BL/6J

bakterialni artificidlni chromozom

(bacterial artificial chromosome)

pary bazi (base pairs), analogicky kbp, Mbp, Gbp)
laboratorni kmen C3H/DiSnPh

centimorgan

stupre volnosti (degrees of freedom)

deoxyribonukleotid trifosaty (deoxyribonucleotidghosphate)
kyselina ethylendiamintetraoctova
(ethylenediamintetraacetic acid)

ethidium bromid

prvni filidlni generace

druha filialni generace

dekadicky logaritmus po#&nu dvou model: modelu s vazbou
a modelu s nezavislou segregaci (logarithm of odtig)
Mouse Genome Informatics

Massachusetts Institute of Technology

milli Q voda (voda opakovadestilovana, zbavena idnt

parentalni (rodiovska) generace
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PBS
PCR
PWD
QTL

SNP

TBE

Tm

TRIS

fosfatovy pufr (phosphate buffer saline)
polymerazové&etzova reakce (polymerase chain reaction)
laboratorni kmen PWD/Ph

guantitative trait loci

jednoduchy bodovy polymorfismus

(single nucleotide polymorphism)

tris-boratovy-EDTA pufr (Tris/Borate/EDTA)

teplota, @i které je disociovana polovina dvousrobovnicové/AON

(melting temperature)

tris(hydroxymethyl)aminomethan
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