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“Pure species have of course their organs of reproduction in a perfect

condition, yet when intercrossed they produce either few or no offspring.
Hybrids, on the other hand, have their reproductive organs functionally
impotent, as may be clearly seen in the state of the male element in both

plants and animals”

Charles Darwin: On the origin of species by means of natural selection.
John Murray,London,1859
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1. Uvod

1. Uvod

Hybridni sterilita je definovana jako neplodnost postihujici potomky dvou pIné
fertilnich rodi€ovskych forem. Je to jedna z prvnich reprodukénich bariér, které se
objevuji mezi nové vznikajicimi druhy a patfi tedy k prvnim krokim speciace.
Speciace, neboli rozstépeni rodiCovského druhu na nékolik druht dcefinnych, je
klicovy evolu€ni proces, vedouci k ohnromné druhové diversité na nasi planeté.
PfestoZze se speciaci zabyvaji védci jiz od davnovéku a zejména hybridni sterilita
je poslednich 70 let intensivné zkoumana, neni na molekularni urovni objasnéno
mnoho pfipadu jejiho vzniku a mechanismu jejiho plasobeni. U savci nebyl
doposud vyklonovan jediny gen hybridni sterility (Forejt, 1985; Forejt, 1996).
Poziéni klonovani genti’ hybridni sterility komplikuje zejména fakt, Ze hybridni
sterilita je na rozdil od jinych znaku ¢asto zpusobena vétSim poétem genl, mezi
kterymi existuji velmi komplexni epistatické interakce (Orr and Irving, 2001,
Sawamura et al., 2004), coz ma za nasledek, Ze se ucinek genl hybridni sterility
projevi pouze v urcité specifické kombinaci genomu dvou druht (Palopoli and Wu,
1994; Perez and Wu, 1995). Podle tzv. Haldaneova pravidla (Haldane, 1922)
postihuje hybridni sterilita Castéji heterogametické pohlavi, coz je u savcl pohlavi
samci. Fertilni F4 samice se tak mohou pouzit pfi studiu interakci a ucinkd gend,
které pusobi sterilitu hybridnich samcli. Z genomového hlediska rozliSujeme
hybridni sterilitu chromozomalni, ktera je zpuUsobena velkymi strukturnimi
nehomologiemi mezi chromozomalnimi segmenty rodi€l a genovou, ktera je
zpusobena interakcemi mezi specifickymi geny (Forejt and Ivanyi, 1974). Hybridni
sterilita mezi dvéma evoluéné velmi blizkymi mysSimi poddruhy Mus musculus
musculus a Mus musculus domesticus je genova sterilita a projevuje se
zastavenim spermatogeneze ve stadiu primarnich spermatocytu (Forejt and
Ivanyi, 1974). Gen Hybrid sterility 1 (Hst1) je prvnim a zarovefl nejlépe
charakterizovanym genem hybridni sterility u obratlovci. Geneticka analyza
odhalila, ze Hst1 je polymorfni mezi dvéma blizce pfibuznymi mySimi inbrednimi
geny C57BL/6J (dale jen B6) a C3H/DiSnPh (dale jen C3H). Pokusy o vyklonovani

Hst1 genu zapocaly v laboratofi Dr. Forejta pfed vice nez fficeti lety. Cilem této

' Poziéni klonovani- identifikace genl odpovédnych za ur€ity fenotyp na zakladé jejich mapovani
vV genomu



1. Uvod

prace je popsat kroky, které vedly kidentifikaci Hst1 genu a objasnéni
molekularnich mechanisma tohoto druhu sterility. Vyklonovani genu Hst1 a
poznani jeho produktu pfispéje nejen kobjasnéni molekularni regulace
spermatogenni diferenciace, ale mize pomoci objasnit nékteré otazky tykajici se

problematiky mechanismu vzniku druh.
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2.1. Hybridni sterilita

Hybridni sterilita byla pozorovana jiz Aristotelem, a to jak u rostlin, tak u
zivoCichu. Je to zvlastni forma neplodnosti, kde obé rodiCovské formy jsou plné
fertilni, ale produkuji neplodné potomky. Je to jedna z prvnich reproduké&nich
bariér, které se objevuji mezi nové vznikajicimi druhy. Plati pro ni jev znamy jako
Haldaneovo pravidlo, které fika, ze je-li jedno pohlavi limitovano sterilitou nebo
neZivotaschopnosti u Fy hybridd, je postizeno obvykle heterogametické? pohlavi
(Haldane, 1922). Fertilni Fy samice jsou pouzivany pfi studiu interakci a ucink
genu, které pusobi sterilitu hybridnich samci. Umoznuji tak studium genetickych
zakladu reprodukéné izolaéniho mechanismu mezi dvéma pfibuznymi druhy
(Coyne and Charlesworth, 1986). Z evolu¢niho hlediska je zajimavé, Ze se sterilita
samcich hybridd objevuje velmi rychle po oddéleni dvou pfibuznych druht a
nezivotaschopnost hybridnich samcu je v této fazi evoluce pomérné vzacna
(Perez et al., 1993).

Hybridni sterilita pUsobi jako reprodukéné izolacni mechanismus. Vytvari
bariéru, ktera zabranuje toku genetickych informaci z jednoho druhu do druhého, a
tak uchovava celistvost genomU mezi pfibuznymi druhy. Pfestoze hybridni sterilita
je fenomén tak dlouho znamy a zejména poslednich 70 let pomérné intensivné
zkoumany, neni u savcu plné objasnén jediny mechanismus jejiho pusobeni
(Forejt, 1985, 1996). Jedinym doposud identifikovanym genem zpUsobujicim
hybridni sterilitu je gen Odysseus (Ods) u drozofily (Perez and Wu, 1995; Perez et
al.,, 1993). Odysseus je jeden z nékolika lokusu zpuUsobujicich sterilitu u hybridd
mezi Drosophila mauritiana a Drosophila simulans (Coyne and Charlesworth,
1986). Ods byl pomoci pozi¢niho klonovani lokalizovan do 8,4 kb dlouhé oblasti na
chromozoému X, obsahuijici gen kédujici homeoboxovy transkripéni faktor, ktery byl
nazvan OdysseusH (OdsH) (Perez et al., 1993; Ting et al., 1998). OdsH je

2 Heterogametiké pohlavi je to, které nese dva rGizné pohlavni chromozémy. U savc(, nékterych
plazu a obojzivelnikl, u vétsSiny fadd hmyzu a u vétSiny dvoudomych rostlin je heterogametickym
pohlavim samec s pohlavnimi chromozémy XY. Naproti tomu u ptakl, nékterych plazi a
obojzivelnikl, u motyld a nékterych dvoudommych rostlin je heterogametickym pohlavim samice
nesouci pohlavni chromozémy ZW.
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exprimovany ve varlatech, jeho funkce je v8ak neznama. Vyfazeni (tzv. knock-out)
genu OdsH mél prekvapivé nevyrazny fenotyp. Samci s nefunkénim OdsH byli
plodni, pouze méli v mladi mirné snizeny pocet spermii (Sun et al., 2004).

Pozi¢ni klonovani genl hybridni sterility komplikuje nékolik véci. Prvni
zjevnou komplikaci je samotna sterilita, ktera ztéZuje genetickou analyzu znaku
zalozenou na kfizeni jedincl. Druhou, vaznéjsi komplikaci je skutecnost, zZe
hybridni sterilita je na rozdil od jinych znaku ¢asto podminéna mnoha geny, mezi
kterymi existuji velmi komplexni epistatické interakce (Orr and Irving, 2001,
Sawamura et al.,, 2004). Prekvapivé Casté jsou predevSim tzv. konspecifické
interakce zpUsobuijici to, ze se ucinek genl hybridni inkompatibility projevi pouze
tehdy, jsou-li pfeneseny na genetické pozadi jiného druhu spolecné s dalSimi geny

pochazejicimi ze stejného druhu (Palopoli and Wu, 1994; Perez and Wu, 1995).

2.2. MysS domaci jako modelovy organismus pro studium

hybridni sterility
2.2.1. Puavod mysi domaci

VétSina studii zabyvajicich se genetickou podstatou hybridni sterility byla
provadéna na drozofile. NejvhodnéjSim sav€im modelem je myS domaci. Vyhodou
je mimo jiné fakt, Ze myS domaci zahrnuje nékolik velmi mladych a jesSté ne zcela
reprodukéné izolovanych druht (proto jsou Casto oznacovany jako poddruhy),
které se oddélily asi pfed 350 000 az 1 milionem let (Boursot et al., 1996; Obr. 1)
od spoleCného predka, ktery Zil pravdépodobné na severu indického
subkontinentu. Po skonceni posledni doby ledové asi pfred 10 000 lety, se
zavedenim zemédélstvi, doslo k jejich synantropizaci® a naslednému rozsiteni
(Boursot et al., 1993). Mus musculus musculus (dale jen M. m. musculus) osidlil
témér celou Asii a vychodni Evropu. Mus musculus domesticus (dale jen M. m.
domesticus) se pres Blizky vychod dostal do severni Afriky, jizni a zapadni Evropy
a odtud pozdéji do Ameriky, jizni Afriky a Australie. M. m. castaneus pak osidlil
jihovychodni Asii a nékteré pfilehlé ostrovy (Obr.2). V misté sekundarniho
kontaktu se jednotlivé poddruhy mezi sebou do ur€ité miry kfizi a produkuji

Zivotaschopné hybridni potomstvo. Dobfe popsana je pfedevSim hybridni zéna



Million vears ago shled

? 4 |3 2 1

domeasticus
muscuius
molassinus
castaneus
bactrianus
spretus

SIS sy

spiciiegus

macedonicus

fragilicauda
famuius

caroli

snpy snuabgne

COOKT

carvicolor

dunni

— Pyromys

Coglomys

Nannomys

|t=.|au abgns Jay 1.;j;|

Obr. 1. Fylogeneze mysi rodu Mus. M. m. bactrianus je povazovan za potomky
plUvodni zakladajici populace mysi domaci. M. m. domesticus, M. m. musculus, M. m.
castaneus a M. m. molossinus jsou oznacovany jako poddruhy, jelikoz v pfirodé
dochazi k jejich obCasnému kfizeni, geneticka isolace neni jesté uplnna; oddélily se
zhruba pfed 1 milionem let. M. spretus, M. spicilegus & M. macedonicus jiz v pfirodé
pfes sympatrické rozSifeni s mySmi skupiny M. musculus nekfizi, tedy jsou jiz
samostatnymi mysSimi druhy. Schéma fylogeneze bylo pfevzato z Trends in Genetics
(Guenet and Bonhomme, 2003).

mezi M. m. musculus a M. m. domesticus v Evrop& a hybridni zéna mezi M. m.
musculus a M. m. castaneus v Ciné a Japonsku (Boursot et al., 1993; Bozikova et
al., 2005; Macholan et al., 2007; Payseur et al., 2004; Raufaste et al., 2005).
V Japonsku doslo kvelmi vyraznému prokifizeni M. m. musculus a M. m.
castaneus, ¢imz vznikla unikatni populace nazyvana M. m. molossinus (Yonekawa
et al., 1988).

8 Synantropizace= pfizplsobeni rostlin a Zivo€ichu Zivotu v blizkosti ¢lovéka a jeho sidlist.
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Obr. 2. Geografické rozSifeni poddruhd mysi domaci — M. m. domesticus, M. m.
musculus, M. m. castaneus, M. m. molossinus — a jejich nejblizSich pfibuznych — M.
spretus, M. spicilegus a M. macedonicus. Pfevzato z Trends in Genetics (Guenet and
Bonhomme, 2003).

2.2.2. Vyhody uziti mysi domaci pro studium hybridni sterility

MyS domaci predstavuje velmi dobry model pro studium genetickych
mechanismu hybridni sterility hned z nékolika divodu.
e Jednotlivé poddruhy mySi domaci jsou velmi mladé. Proces speciace u nich
jesté nedobéhl do konce, coz nam poskytuje jedineCnou moznost zkoumat
samotné jeji pficiny. Pfi studiu vzdalenéjSich, reprodukcné uplné oddélenych
druhu, jako jsou mnohé druhy drozofil, je velmi tézké rozlisit, zda jsou pozorované
genetické rozdily mezi druhy samotnou pficinou speciace, nebo jen druhotnym

nasledkem druhové divergence.

11
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e Od divokych jedincG mySi domaci bylo odvozeno mnoho inbrednich
laboratornich kmend mysi, které mohou byt vyuzity pro genetické studie. Kfizenim
mezi laboratornimi kmeny mysi, které pochazeji od rGznych poddruhl mysSi
domaci, vznikaji hybridni jedinci, ktefi jsou plné Zivotaschopni, avSak hybridni
samci jsou Casto sterilni.

e Mysi jsou v porovnani s vétSinou ostatnich savcu pomérné dobfe chovatelné
v laboratornich podminkach; jsou malé, maji kratky generacni €as a velky pocet
potomku ve vrhu (5-15).

e Diky tomu, Ze je laboratorni my$ dlouho zavedenym a hodné vyuzivanym
modelovym organismem (nejuzivanéjSi model lidskych dédi¢nych chorob), mame
k dispozici podrobnou genetickou mapu mysSiho genomu (Copeland et al., 1993;
Dietrich et al., 1994) a témér kompletni sekvenci (Consortium, 2002b). U mysi jsou
také zavedené metody znacné usnadnujici pozi¢ni klonovani, jako je transgeneze
nebo cilena manipulace gend homologni rekombinaci v embryonalnich

kmenovych bunkach.

2.2.3. Puvod laboratornich kmeni mysi

VétSina bézné pouzivanych laboratornich kmenl mysi patfi mezi klasické
inbredni kmeny, které byly odvozené z pomérné malého poctu tzv. okrasnych
(fancy) mys$i chovanych v osmnactém a devatenactém stoleti pro svlj neobvykly
vzhled v Japonsku, Ciné a pozdgji v Evropé (Silver, 1995; Wade and Daly, 2005).
Z tohoto dlvodu nesou tyto inbredni kmeny jen omezené mnozstvi v pfirodé
existujici variability. Jejich genom pochazi pfevazné z poddruhu mysi domaci M.
m. domesticus, nicméné diky svym asijskym kofenim nezanedbatelnou ¢ast tvori i
sekvence puvodem z jinych poddruht mysi domaci M. m. musculus a M. m.
castaneus (Bonhomme et al.,, 1987; Wade and Daly, 2005; Wade et al., 2002).
Podle nejnovéjSich studii zalozenych na rozsahlé analyze vice nez 8 milion(
jednonukleotidovych zamén neboli SNPs* mezi 15 laboratornimi inbrednimi
kmeny, je procentualni zastoupeni jednotlivych poddruhlG v klasickych
laboratornich kmenech asi 70-90% M. m. domesticus, 6% M. m. musculus a 3%

M. m. castaneus (Frazer et al., 2007; Yang et al., 2007). Rozlozeni puvodu

* SNPs- Single Nucleotide Polymorphisms

12
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sekvence po chromozémech v béznych Ilaboratornich kmenech je velmi
nerovnomérné, napfiklad nej¢astéji pouzivany laboratorni kmen C57BL/6J (dale
jen B6) nese cely chromozém Y puvodem M. m. musculus (Bishop et al., 1985;
Nagamine et al., 1992). Kromé klasickych laboratornich kmenu se v posledni dobé
zacina vyuzivat i kmen( odvozenych od divokych mySi (wild-derived strains), které
pochazi vyhradné z jednoho poddruhu mys$i domaci: M. m. domesticus, M. m.
musculus, M. m. castaneus & M. m. molossinus nebo dalSich druhd mysi: M.

spretus, M. spicilegus ¢i M. macedonicus (Beck et al., 2000).

2.2.4. Hybridni sterilita u mysi domaci

Hybridni sterilita u mySi domaci byla poprvé popsana u kfizencd mezi
divokymi mySmi M. m. musculus a laboratornim kmenem C57BL/10J (dale jen
B10), ktery je odvozen pfevazné z poddruhu M. m. domesticus (Forejt, 1996;
Forejt and Ivanyi, 1974). Prvni lokus odpovédny za hybridni sterilitu samct (M. m.
musculus x B10), nazvany Hybrid sterility 1 (Hst1), byl postupné zmapovan do 350
kb dlouhého intervalu v proximalni ¢asti chromozému 17 (Forejt et al., 1991,
Gregorova et al., 1996; Trachtulec and Forejt, 2001; Trachtulec et al., 1997a;
Trachtulec et al., 1994). Populacné geneticka studie ukazala, ze hybridni sterilita
v divoké populaci M. m. musculus segreguje nejen s genem Hst1 a naznacila tak
existenci dalSich genu hybridni sterility, které jsou polymorfni v populaci divokych
mySi M. m. musculus (Vyskocilova et al., 2005). Hstx1 je dalSim popsanym genem
zpusobuijici hybridni sterilitu mezi M. m. musculus a M. m. domesticus (Storchova
et al., 2004). Tento gen mapovany do centralni ¢asti chromozému X zpusobuje
spolu s dalSimi nejméné dvéma lokusy na X chromozému sterilitu samcu
konsomickych mysi B6-X""PY®® Tento kmen nese X chromozém z inbredniho
kmene PWD/Ph (dale jen PWD), ktery je Cist¢ M. m. musculus puvodu, na
genetickém pozadi klasického laboratorniho kmene B6, ktery je pfevazné plvodu
M. m. domesticus (Storchova et al., 2004). Podobny typ sterility jako u B6-X""PY®®
mySi, projevujici se pfitomnosti spermii s morfologicky posSkozenymi hlavi¢kami
ve varlatech sterilnich samcu, byl zaznamenan i u konsomickych mysi nesoucich
na B6 pozadi X chromozém zkmene MSM, ktery je plvodem z mySiho
poddruhu M. m. molossinus (Oka et al., 2004). Stejné jako v pfipadé B6-X""Py®®

mysi, sterilitu samcu B6-XM*MY®® zpusobuje vice lokusti na chromozému X. Gen

13
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ShaZ2 je lokalizovany do podobné oblasti jako gen Hstx1 a vzhledem k podobnému
fenotypu sterilnich samcUl je pravdépodobné, Zze Hstx1 a Sha2 predstavuiji tentyz
gen.

Nékolik genl hybridni sterility bylo také popsano u kfizencu laboratornich
mySi kmene B6 s M. spretus nebo M. macedonicus. Celkem bylo popsano Sest
lokust odpovédnych za hybridni sterilitu samcu z kfizeni kongennich mysi
obsahujicich &ast svého genomu pavodu M. spretus s my$mi kmene B6. Ctyfi
lokusy lezi v proximalni ¢asti chromozomu 17 — Hst4 (Pilder et al., 1991), Hst5,
Hst6 (Pilder et al., 1993) a Hst7 (Pilder, 1997). V posledni dobé se ukazuje, Ze
sterilita zplsobovana Hst6 lokusem je velice komplexni a u€astni se ji nejméné tfi
geny v Hst6 oblasti. Jako jeden ze slibnych kandidatd na proximalni Hst6 gen
oznacovany také jako Ccua (Curlicue a) byl identifikovan gen pro axonemalni
dynein®, Dnahc8 (Fossella et al., 2000; Samant et al., 1999; Samant et al., 2002;
Samant et al.,, 2005). DalSi dva lokusy hybridni sterility byly objeveny na
chromozému X - Hst3 (Guenet et al., 1990) a Ihtw1 (Elliott et al., 2001).
Cytogenetické studie ukazaly, Zze hybridni sterilita samcu (M. spretus x B6) souvisi
s poruchou parovani pohlavnich chromozémi X a Y bé&éhem meidzy. Sterilita
samcu koreluje s pritomnosti disociovanych X a Y v metafazi prvniho meiotického
déleni, ktera je zpusobena heterozygotnosti v pseudoautosomalni oblasti
pohlavnich chromozémd, jejimz prostfednictvim se X a Y paruji (Hale et al., 1993;
Matsuda et al.,, 1991; Matsuda et al, 1992). V pfipadé hybridd (M.
macedonicus x B6) byly nalezeny dva lokusy odpovédné za hybridni sterilitu
samcu. Jeden opét v proximalni ¢asti chromozému 17 a druhy na chromozému X.
M. spretus a M. macedonicus jsou od domaci mysSi M. musculus vzdalené vice
nez 2-3 miliony let (Obr. 1) a vzajemné jsou upIné reprodukéné izolované. Ackoli
se jejich oblasti rozSifeni pfekryvaji, nedochazi k mezidruhovému kfizeni. Je
pravdépodobné, ze geny zpuUsobujici sterilitu hybridd mezi témito druhy mysi
nejsou samotnou pfiCinou speciace, nybrz jen druhotnym nasledkem druhové

divergence.

° Dyneiny= proteiny patfici mezi tzv. molekuldarni motory, molekuly schopné premérovat

chemickou energii ve formé ATP (adenosin trifosfat) na mechanicky pohyb; uplatfiuji se napf. pfi
buné&ném transportu, pohybu bi¢ikl eukaryotického typu nebo také pfi rozchodu sesterskych
chromozém0 v meidze.
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2.3. Gen Hybrid sterility 1 (Hst1)

Prvni a zaroven nejlépe charakterizovany savc€i gen pro hybridni sterilitu byl
popsan u mysSi. Tento gen byl nazvan Hst1 a byl zmapovan na 17. chromozém
(Forejt and Ivanyi, 1974; Forejt et al., 1991). ZpUsobuje hybridni sterilitu mezi
evoluéné velmi blizkymi poddruhy M. m. musculus a M. m. domesticus. Oba dva
poddruhy se oddélily od svého predka asi pfed 1 miliGnem let, coz je v evoluci
savcu relativné kratka doba. Charakteristické pro oba poddruhy, které néktefi
klasifikuji jiz jako druhy, je, Ze reprodukéni izolace neni kompletni. Hybridni
samice jsou plodné a také ne vSechna kfiZzeni mezi ob&ma druhy produkuji sterilni
samCi potomky. Ke zjisténi typu hybridni sterility v pfipadé Hst1 lokusu byly
cytogeneticky zkoumany mitotické a meiotické chromozémy sterilnich samcu.
Nebyly na nich pozorovany zadné detekovatelné strukturni nehomologie. To
znamena, ze Hst1 lokus je genovy typ hybridni sterility (Forejt and Ivanyi, 1974).

Gen Hst1 byl definovan u M. m. domesticus jako gen dvou alelickych forem,
které jsou odpovédné za rozdily mezi dvéma typy hybridd. U mySiho kmene B10
byla popséna alela Hst1°, zaijistujici sterilitu. U my$iho kmene C3H byla zjisténa
alela zajitujici fertilitu Hst1" (Forejt and Ivanyi, 1974). Mys$i obou téchto
laboratornich inbrednich kmenu jsou plvodu M. m. domesticus. Divoké mysi a od
nich odvozené inbredni kmeny puvodu M. m. musculus maji také gen hybridni
sterility, oznaceny Hst", ktery nemusi byt identicky s Hst? lokusem
M. m. domesticus (Forejt, 1996), nicméné také mapuje na 17. chromozém do
stejné oblasti jako Hst1. Ukazalo se, Zze Hst" je polymorfni u divokych M. m.
musculus mysi (Forejt and Ivanyi, 1974; Pialek et al., 2008; Vyskocilova et al.,
2005). Kromé mysi s alelou oznacovanou jako Hst"® davajici sterilni samdéi
potomky v kombinaci s Hst1° byly nalezeny mysi nesouci Hst", jejichZ potomci z
kfizeni sjedinci s alelou Hst1® jsou fertilni. Tfi popsané inbredni kmeny
M. m. musculus (PWD, PWB a PWK) maji po kfizeni s B10 inbrednim kmenem
sterilni sam¢i potomky (Forejt, 1981). Sterilni fenotyp tedy dostavame pouze
pii kombinaci alel Hst"$/Hst1°, véechny ostatni at uZ heterozygotni (Hst15/Hst1’,
Hst"S/Hst1") nebo homozygotni alelické kombinace jsou pIné fertilni (Forejt, 1996;
Forejt and Ivanyi, 1974; Forejt et al., 1991). Pfedpoklada se, Ze v pfirodé gen Hst1
prispiva k reprodukéni izolaci mezi M. m. musculus a M. m. domesticus (Forejt and
Ivanyi, 1974).
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2.3.1. Fenotyp hybridni sterility u hybridu M. m. musculus a M.

m. domesticus

Interakce sterilnich alel a Hst"® a Hst1®° plsobi u hybridnich samcu zastavu
meiotického déleni primarnich spermatocytd (Forejt, 1981). K zastavé
spermatogeneze dochazi hlavné v prubéhu pachytene, ojedinéle prezivsi
spermatocyty v diakinesi a metafazi prvniho meiotického déleni vykazuji poruchy
v parovani homolognich chromozému a €astou disociaci X a Y chromozému.
Sterilni hybridi nemaji zadné spermie v seminifernich tubulech (Forejt and Ivanyi,
1974). Sterilita se morfologicky projevi také snizenim hmotnosti varlat (Forejt et
al., 1991). Zavislost mezi hmotnosti varlat a sterilitou mySich samcl byla zjiSténa
porovnanim poctu potomkl zplozenych samci za mésic a hmotnosti varlat
jednotlivych samcd. Hybridni samci, ktefi maji varlata leh¢i nez 75 mg nemaji
spermie v nadvarletech a neplodi potomky. U zcela fertilnich samcli presahuje
hmotnost varlat 120 mg. Samci, ktefi méli varlata v rozmezi 75 - 120 mg,
vykazovali plynuly pfechod fenotypu od uplné sterility az po normalni fertilitu
(Forejt and Ivanyi, 1974). Varlata byla vazena u samcu starych 60 + 3 dnu (Forejt
et al.,, 1991). Statisticky vyznamné rozdily ve hmotnosti varlat hybridnich samcu
mohou byt poprvé pozorovany 20. den postnatalniho vyvoje, i kdyz redukce varlat
zfejmé zacina jiz 13. den postnatalniho vyvoje, kdy byl zaznamenan statisticky
vyznamny rozdil v poltu pachytennich spermatocytd ve varlatech sterilnich a
fertilnich hybrid( (Forejt, 1981).

2.4. Pozi¢ni klonovani genti u mysi

Pozi¢ni klonovani je definovano jako klonovani gent pro fenotypové znaky
na zakladé jejich mapovani v genomu. Mutantni fenotyp je postupné geneticky a
fyzikalné mapovan, ¢imz se postupné zpresruje lokalizace genu zodpovédného za
tento fenotyp na chromozdému. Vysledkem fyzikalniho mapovani je ohranieni
genomové sekvence, ve které se nachazi gen nebo geny zodpovédné za pozi¢né
klonovany fenotyp. DalSi fazi pozi¢niho klonovani je hledani kandidatnich genu v

takto ohraniCené sekvenci a ovérovani jejich fenotypu.
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Pozi¢ni klonovani mySich genl se stava s nastupem modernich metod
snadnéjSi zalezitosti, nez tomu bylo v minulosti. Pfedné mame k dispozici jak
kompletni sekvenci mysiho genomu, tak jeho podrobnou genetickou mapu
(Copeland et al., 1993; Dietrich et al., 1994). V databazi Mouse Genome
Informatics (MGI) je mozné nalézt veSkeré informace o vSech asi 25 000
identifikovanych mySich genech kédujicich protein, vCetné expresnich dat a
informaci o ortholognich genech u ¢lovéka nebo Simpanze. Vzhledem k tomu, zZe
99% mySich gend ma lidského orthologa, mys slouzi i jako vyteny modelovy
organismus pro studium lidskych genetickych chorob (Copeland et al., 1993). U
mysSi Ize vyuzit mnoho unikatnich postupu, které nelze aplikovat u Clovéka a které
se uplatiuji jen omezené u jinych sav€ich modelovych organismu. Patfi sem
kratky generacni ¢as mysi a velky poCet potomkl ve vrhu, dostupnost geneticky
definovanych inbrednich kmenlt mySi nebo rozsahly panel mutaci. Navic je u mysi
k dispozici fada metod takzvané reverzni genetiky, ktera representuje postup
genetické analyzy vedouci obracenym smérem nez ,klasicka genetika®“, tedy od
modifikace DNA sekvence k fenotypu. Klasickymi metodami reverzni genetiky jsou
transgeneze, cilena manipulace genu homologni rekombinaci v embryonalnich
kmenovych burfikach nebo v posledni dobé velice pouzivana tzv. ,gene
knockdown® metoda, umoziujici pfechodné uml&eni pozadovanych genl pomoci
RNA interference (RNAi). VSechny vySe zminéné metody jsou vysoce ucinnym
nastrojem k ovéfovani fenotypu kandidatnich genu.

Laboratorni my$ je nejCastéji pouzivany sav€i modelovy organismus pfi
molekularné genetickych pokusech a slouzi jako dulezity model pro studium
lidskych genetickych chorob (Copeland et al., 1993; Peters et al., 2007).

2.4.1. Genetické mapovani

Genetické mapovani je zaloZeno na stanoveni frekvence rekombinace mezi
dvéma lokusy. Podstatou rekombinace je meioticky crossing-over, probihajici mezi
homolognimi oblastmi chromozému v profazi prvniho meiotického déleni. Obecné
plati, ze pravdépodobnost rekombinace mezi dvéma lokusy je mirou vzdalenosti
mezi lokusy na chromozémech. Vzdalenosti mezi lokusy jsou na genetické mapé
vyjadfovany v centimorganech (cM), pfiéemz 1 cM odpovida jednomu procentu

rekombinace. Vzdalenost mezi lokusy stanovena na zakladé frekvence
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rekombinace je vzdalenost relativni, jelikoz opravdova fyzikalni vzdalenost mize
byt zkreslena nerovnomérnosti rekombinace podél chromozému. Napfiklad
existence oblasti chromozému, ve kterych detekujeme vyrazné vice crossing-
overl nez v oblastech jinych (tzv. hot spots), mapovou vzdalenost mezi geny
oproti realné vzdalenosti zvétSuji. Naopak v pfipadé, Ze jsou geny od sebe
dostatec¢né vzdalené, muze mezi nimi dojit ke dvéma crossing-overim, coz se na
vysledné genetické mapé projevi zmenSenim vzdalenosti mezi geny oproti
vzdalenosti realné. U mySi 1 cM v priméru odpovida asi dvéma milionim para
bazi (2 Mb).

2.4.1.1. Zpétné krizeni (Backcross)

NejCastéjsi metodou genetického mapovani u laboratornich mysi je zpétné
kfizeni. Timto typem kfizeni, kdy je F1 hybrid zpétné kfizen na jednoho
z rodiCovskych kmenu, jsou vygenerovany stovky, az tisice jedincu, ktefi jsou
jednak fenotypizovani a jednak genotypizovani, vétSinou pomoci tzv.
mikrosatelitovych markert (SSLP®) nebo jednonukleotidovych polymorfismii
SNPs. Mikrosatelity jsou kratké tandemove repetice (napf. (CA)n) vyskytujici se
v priméru kazdych asi 30 kb v genomu a vysoce polymorfni mezi mysimi druhy
(80% mezi M. m. domesticus x M. m. musculus). Asociaci fenotypu a genotypu je
mozné ziskat lokalizaci genu zodpovédného za mutantni fenotyp na chromozému
s pfesnosti az na desetiny cM. Vysledkem genetického mapovani je tedy interval
na chromozdému, ve kterém se vyskytuje gen zodpovédny za zkoumany fenotyp.

V pfipadé pozi¢niho klonovani Hst1 genu byly zpétné kfizeny mysi
laboratornich inbrednich kment C3H a B10, tedy mySi kmeny, které se po kfizeni
na PWD liSi pravé Hst1 fenotypem. Zpétnym kfizenim (B10-T x C3H) x B10 bylo
ziskano pres 2500 jedincl, z ¢ehoz bylo 183 jedincli rekombinantnich mezi T a H2
lokusem, které jsou od sebe vzdaleny 13,07 cM a mezi kterymi se nachazi Hst1
lokus (Gregorova et al.,, 1996). T (Brachyury) mutace zpUsobuje dominantni
kratkoocasy fenotyp, H2 je lokus pro hlavni histokompatibilni komplex a jeho

fenotyp je mozno zjistit pomoci specifickych monoklonalnich protilatek nebo

6 SSLP- Simple Sequence Lenght Polymorphism
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polymorfizmu v délce restrikénich fragmentti RFLP’ (Forejt et al., 1991). Kazdy
rekombinantni jedinec v T-H2 intervalu byl testovan na Hst1 fenotyp urCenim
fertility jeho potomku vzniklych z kfizeni s mySim kmenem PWD, ktery je
M. m. musculus puvodu. Dale byli rekombinanti typizovani na DNA lokusy
definované pomoci RFLP nebo mikrosatelitd. Touto analyzou byla ziskana
podrobna mapa se submilimorganovym rozliSenim T-H2 regionu mysiho
chromozému 17. Tato T - H2 mapa srozliSenim 0,071 cM obsahovala ffi
fenotypové lokusy H2, T a Hst1, 12 RFLP markert a 22 mikrosatelitovych lokusu,

které mapuji do 14 geneticky definovanych lokust (Gregorova et al., 1996).

2.4.2. Fyzikalni mapovani

Fyzikalnim mapovanim rozumime pokryti zkoumané oblasti prekryvajicimi
se genomickymi DNA klony, tzv. kontigy. Genomova DNA je nesena ve vektorech
schopnych nést velké useky genomické DNA (desitky az stovky kb). Takovymi
vektory jsou P1, YAC (Yeast Artificial Chromosome) nebo BAC (Bacterial Artificial
Chromosome). P1 je vektor odvozen od temperovaného faga P1, vyuZivajici jeho
schopnosti infikovat bakterii Escherichia coli (dale jen E. coli) a dosahovat tak
extrémné vysoké ucinnosti transformace, nevyhodou je mensi kapacita vektoru
70-95 kb. YAC jsou vektory schopné replikace jak v bakteriich tak kvasinkach,
maiji velkou kapacitu az pfes 1000 kb, ale diky své zna¢né nestabilité zplsobenou
velkou ucinnosti homologni rekombinace v kvasinkach, se od jejich pouzivani
zvolna upousti. Jejich misto ve vétSiné pfipadu zaujimaji BAC, které mohou nést
sice mensSi, 100- 300 kb dlouhé DNA useky, ale zato jsou mnohem stabilngjsi.
Organismus slouzici k replikaci naklonované DNA je bakterie E. coli.

S pomoci genetické mapy byla vytvofena fyzikalni mapa oblasti s Hst1
genem. Z mySi YAC knihovny byly na zakladé pfitomnosti stejnych markera, které
byly mapovany do oblasti obsahujici Hst1, izolovany jednotlivé YACové klony.
Sestnact takto ziskanych prekryvajicich se YACovych klon( bylo poté podle
prekryvll usporadano do souboru (kontigu) pokryvajici oblast asi 2000 kb.

K odhadu vzdalenosti jednotlivych markeri a miry prekryva jednotlivych

" RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphism)- polymorfizmus délky restrikénich fragmentt
je klasicka metoda zjiStovani genetického profilu, ktera je zaloZzena na stépeni DNA restrikénimi
endonukleazami (RE). Pokud sekvenéni diference vytvafi nebo rusi specifické misto pro RE,
vznikaji po restrikci DNA fragmenty odlinych velikosti a daji se oddélit elektroforézou.
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YACovych klonl byla zkonstruovana restrikéni mapa YACovych klonu. PFi
vytvareni fyzikalni mapy bylo charakterizovano pét novych lokust a byla
upfesnéna fyzikalni poloha 12 jiz znamych lokusU (Trachtulec et al., 1994).

Pomoci kombinace genetického a fyzikalniho mapovani byl poté nalezen
YACovy klon (FFEH11) velky 580 kb, ve kterém se nachazi Hst1 gen. Genetické
mapovani izolovaného konce tohoto YACového klonu (marker D17Ph1) 0,14 cM
distalné od genu Hst1 totiz odpovida asi 300 kb na mySi DNA, coz je méné nez
velikost klonu 580 kb. DalSim potvrzenim pfitomnosti Hst71 lokusu v FFEH11 klonu
bylo mapovani dvou SSLP marker( nové izolovanych z YACu FFEH11. Tyto dva
lokusy D17Mia6 a D17Mia7 byly geneticky mapovany 0,28 cM proximalné od
Hst1. YAC klon FFEH11 nese vedle Hst1 genu pét polymorfnich DNA markerl a
rekombinaéni zlomy Sesti zvifat zpétného kfizeni (Gregorova et al., 1996). Lokus
Hst1 tak byl na mySi genomové DNA ohrani¢en genetickymi markery D17Mia7
z proximalni a D17Ph1 z distalni strany. Tyto polymorfni lokusy jsou od sebe
vzdaleny asi 0,4 cM, coz odpovida zhruba 500 kb na fyzikalni mapé (Gregorova et
al., 1996; Trachtulec et al., 1994). Gen Hst1 byl prvni gen hybridni sterility takto
lokalizovany v genomovém DNA klonu (Gregorova et al., 1996). Cela Hst1 oblast
byla dale izolovana a mapovana v BAC klonech, které byly pouZity k dalSimu
zUzeni Hst1 oblasti pomoci transgeneze (Mihola et al., 2008; Trachtulec et al.,
2005, viz vysledky).

2.4.3. Mapovani pomoci SNP haplotypu

2.4.3.1. Co jsou haplotypy a haplotypové bloky

Sekvence mySiho genomu publikovana v roce 2002 je sekvenci klasického
laboratorniho kmenu C57BL/6J (Consortium, 2002b). Od té doby je k dispozici
velké mnozstvi sekvencénich dat i z jinych mySich kmend. Znaéné mnozstvi SNPs
se napfiklad ziskalo v roce 2005 vefejnym zpfistupnénim dat spolecnosti Celera
Genomics, ktera osekvenovala mySi genom uz vroce 2001, a svoji sekvenci
zalozZila na mySich kmenech 129X1/SvJ, 129S1/Svim, A/J a DBA/2J. DalSim

prelomovym rokem byl rok 2007, kdy v projektu organizovanym spole¢nosti
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NIEHS?® a firmou Perlegen Sciences bylo identifikovano pres 8 milénti SNPs v 15
vybranych mySich kmenech (Frazer et al., 2007). Takové obrovské mnozstvi SNP
dat bylo mozné ziskat diky aplikaci novych technologii zalozenych na hybridizaci
znaCenych préb na oligonukleotidové DNA Cipy (tzv. DNA microarrays), jejichz
jednou z nejvétSich vyhod je mozZnost automatizace a vysoka efektivita (tzv. high-
throughput). Ve verejné pfistupné databazi dbSNP
(www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/index.html) je v sou€asnosti (build 128 ze 23.10.2007)
jiz pfes 18 miliont identifikovanych SNPs u mySi a jejich pocet stale stoupa.
S mnozstvi dostupnych dat a metod na jejich analyzu se SNPs zacalo pouZivat
jako vhodnych marker( pro celogenomové mapovani mySich genll. Kromé vyuziti
SNPs jako klasickych genetickych markeri se SNPs zacalo vyuzivat na mapovani
pomoci tzv. haplotypu, neboli sdruzenych bloki SNPs. Haplotypem tedy
rozumime kombinaci urcitych alel dvou nebo vice lokust na jednom chromozému.
MysSi chromozoémy jsou slozeny ze segmentl (haplotypovych blokl), usek
genetické informace, které v ramci evolu€ni historie mySiho kmene prodélaly
minimalni poCet rekombinacnich zmén, a které je mozné u vétSiny laboratornich
kmenO mysSi charakterizovat jen nékolika haplotypy. Pro takové oblasti s vysokou
vazebnou nerovnovahou® a nizkou diverzitou haplotypt pak staéi identifikovat jen
nékolik polymorfizma (napf. pravé SNPs), které zastupuji dany haplotyp.
Haplotypovy blok mizeme tedy jednoduSe definovat jako oblast s vysokou

vazebnou nerovnovahou ohrani¢enou misty ¢asté rekombinace.

2.4.3.2. Specifika mysich haplotypt

Pfi porovnani sekvence dvou libovolnych klasickych laboratornich kment
pozorujeme stfidajici se, v pruméru 1,2 Mb dlouhé useky s nizkou (~0,5 SNPs na
10 kb) a vysokou (~40 SNPs na 10 kb) koncentraci SNPs (Wade et al., 2002).

Malo polymorfni Useky zabirajici asi dvé tfetiny genomu jsou interpretovany jako

® NIEHS (The National Institute of Environmental Health Sciences)- je jednim z ustavii NIH (The
National Institutes of Health), ktery je soucasti ministerstva zdravotnictvi Spojenych statl
Americkych. Byl zaloZzen za ucelem podpory vzdélavani a védy, v€etné zakladniho a klinického
vyzkumu v oblastech spojenych se zdravim &lovéka.

% Vazebna nerovnovaha (Linkage Disequilibrium, LD) je nenahodna asociace alel dvou nebo vice

lokusl; ma za nasledek, ze se nékteré kombinace alel nebo genetickych markerd vyskytuji ¢astéji
nebo méné Casto nez jak by se oCekavalo z jejich frekvenci v populaci
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useky se stejnym (pod)druhovym plvodem, naopak polymorfni bloky, pokryvajici
asi jednu tfetinu genomu, maji zfejmé odliSny (pod)druhovy plvod (Frazer et al.,
2007; Wade and Daly, 2005; Wade et al.,, 2002; Yang et al.,, 2007). Pokud
porovnavame vice laboratornich mySich kmenu, haplotypové bloky jsou oblasti
mezi kazdym pfechodem mezi vysoce a malo polymorfnimi useky. Cim vice
mysSich kmenU pouzijeme, tim se délka haplotypovych blokd snizuje (Obr.3).
Nicméné i pfi pouziti vétSiho pocCtu klasickych laboratornich mysich kmenl se
délka haplotypovych blokG pohybuje minimalné od stovek kb az po nékolik Mb
(Wade et al., 2002). Tyto useky mohou obsahovat desitky genu, a tak nemizeme

timto zpusobem dosahnout dostate¢né jemného mapovani. V posledni dobé byla

> meioticky crossing-over

mnoho generaci krizeni
zakladajicich kmenii a
inbredizace

— — —

Kmen 1
Kmen 2
Kmen 3

Kmen 4

Kmen5

Obr. 3. Puvod haplotypovych bloku. Diky meiotickému crossing-overu dochazi v tomto
hypotetickém prikladé k segmentaci dvou zakladajicich haplotypl (znazornény
Cervenou a modrou barvou). V péti hypotetickych inbrednich kmenech, které vznikaji
po mnoha generacich kfizeni plavodnich dvou kmenu a inbredizaci, se stfidaji
genomické Useky pochazejici z jednoho nebo druhého plvodniho haplotypu. PFi
porovnani libovolnych dvou kmen( se stfidaji Useky pochazejici ze stejného pavodniho
kmene, vyznadlujici se nizkou koncentraci SNPs a odliSného puvodniho kmene naopak
s vysokym pocétem SNPs. PFi porovnani vice kmenl jsou haplotypové bloky oblasti
mezi kazdym prechodem mezi vysoce a malo polymorfnimi Useky. Hranice
haplotypovych blokl jsou znazornény svislymi ¢arami. Upraveno z Trends in Genetics
(Cuppen, 2005).
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snaha tento problém feSit pouzitim mySich kmenl( odvozenych od divokych mysi,
s predpokladanou nizSi délkou haplotypovych blokd (lderaabdullah et al., 2004;
Laurie et al., 2007; Trachtulec et al., 2008, viz vysledky).

2.4.3.3. Metody mapovani pomoci haplotypu

Existuji dvé zakladni metody mapovani pomoci haplotypu. Prvni z nich je
haplotypova analyza pomoci které zuzZujeme jiz definovanou kandidatni oblast
pozi¢né klonovaného genu (tzv. interval-specific haplotype analysis) (Dipetrillo et
al., 2005). Tato metoda je zalozena na faktu, Zze asi 97% genetické variability mezi
inbrednimi mySimi kmeny odrazi variabilitu puvodnich zakladatelt inbredniho
kmene a nikoli mutace vzniklé po inbredizaci jednotlivych kmenu. Pfi porovnani
dvou inbrednich kmenu s rozdilnym fenotypem tedy mulizeme vyloucit ty
genomové Useky, které jsou stejného ancestralniho plavodu. PFi pouziti vice
inbrednich kmenu se znamym fenotypem tak muzeme identifikovat haplotyp
sdileny vSemi kmeny se spoleCcnym fenotypem a liSici se ve vSech kmenech
s fenotypem opacnym. Timto zplsobem je nékdy mozné dosahnout znacného
zuzeni kandidatni oblasti (Moritani et al., 2006; Park et al., 2003; Sheehan et al.,
2007).

Druhym typem haplotypové analyzy je celogenomové mapovani, tzv.
klonovani in silico. Tato metoda spociva v asociaci ur€itych haplotypd v genomu
se zkoumanym fenotypem pomoci specialniho pocitacového algoritmu (Grupe et
al., 2001; Pletcher et al., 2004). Pro obé metody plati, Zze ¢im k haplotypové
analyze pouzijeme vice mySich kmenu se znamym fenotypem a SNP haplotypy,
tim je mapovani pfesnéjSi. Stale vice se vSak ukazuje, Ze diky vlastnostem
genomu klasickych inbrednich laboratornich mysSich kmenl nepomuze ani vétsi
mnozstvi dat zuzit kandidatni oblast natolik, aby obsahovala pouze nékolik
kandidatnich gent. Omezena diverzita mysSi pouzitych na pfipravu téchto

laboratornich kmenu ma totiz za nasledek pfilis dlouhé haplotypové bloky.
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2.4.4. Identifikace kandidatnich genu

Dalsi fazi poziéniho klonovani je hledani kandidatnich genl ve vyklonované
oblasti a jejich ovéfovani. V sou€asné dobé, kdy je k dispozici dikladna mapa a
témér kompletni sekvence mysiho genomu (Consortium, 2002b) a také mnozstvi
expresnich informaci jako napfiklad databaze kompletnich cDNA (Carninci et al.,
2005; Consortium, 2002a) nebo databaze transkripénich pocatki CAGE™
(Carninci et al., 2005; Kawaji et al., 2006; Shiraki et al., 2003), se hledani
kandidatnich genl ve vybrané oblasti stalo snadnéjSi zalezitosti. Na identifikaci
kandidatnich genu pro Hst1 vSak bylo tfeba pouzit zejména nasledujici dvé

metody.

2.4.4.1. cDNA selekce

Jednou zdfive velmi pouzivanych metod pro identifikaci genu
exprimovanych v daném genomovém regionu je cDNA selekce (Lovett, 1994).
Tato metoda je zalozena na izolaci cDNA z vybrané cDNA knihovny pomoci
YACovych nebo jinych klond, které obsahuji danou oblast genomu. Vyhodou této
metody v ramci pozi¢niho klonovani je to, Ze jsou identifikovany geny, které
mapuji do urcitého mista v genomu a zaroven jsou exprimovany v urcité tkani;
geny izolované cDNA selekci tak splfiuji hned dva pozadavky na kandidatni gen.

V projektu pozi¢niho klonovani genu Hst71 byly na cDNA selekci pouzity
YACové klony obsahujici Hst1 region a pokryvajici celkem vice nez jednu
megabazi genomové sekvence. Aby se zvysSila pravdépodobnost izolace vSech ve
varlatech exprimovanych gena, byly postupné pouzity celkem tfi cDNA knihovny;
jedna byla konstruovana z mRNA vyizolovanych z varlat dospélych BALB/c mysi,
jedna z mRNA varlat nedospélych mysi (12-13 dni starych) a jedna z mRNA
spermatocytd. YACové klony byly naamplifikovany pomoci PCR s biotinylovanymi
primery. Pomoci PCR s primery ohrani€ujicimi klonovaci mista byly amplifikovany
i cDNA knihovny. Namnozené a denaturované YACové a cDNA klony byly
smichany a hybridizovany. Po inkubaci se pFfes biotin vychytaly YACy s

pripadné navazanymi cDNA klony na streptavidinem pokryté paramagnetické

9 CAGE- Cap-analysis gene expression- vysoce U&inna metoda umoZfiujici presnou analyzu
transkripénich poc¢atkd. Je zaloZzend na preparaci a sekvenaci konkatemert 20 nt dlouhych DNA
oligomerd, tzv. tagd odvozenych z 5' konce uplnnych mRNA.
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kulicky. Po nékolikanasobném odmyti nespecificky navazanych cDNA byly
specificky navazané cDNA klony vyeluovany denaturaci, naamplifikovany pomoci
PCR, osekvenovany a mapovany na YAC klonech (Trachtulec et al., 1997a).

Pomoci cDNA selekce bylo ziskano celkem deset genl mapujicich do
blizkosti Hst1 regionu a exprimovanych ve varlatech. Byly rozdéleny do dvou
skupin. Geny z prvni skupiny mohly byt vylou€eny z kandidatury na Hst1, protoze
lezi proximalné od D17Mia7 a nemapuiji do identifikovaného YAC klonu FFEH11,
obsahujiciho Hst1 gen. Druha skupina mapuje do FFEH11 klonu a ma Ctyfi lokusy,
které jsou kandidatnimi geny pro Hst1 gen. Jsou to: Psmb1 (Proteasome subunit,
beta type 1), D17Ph4e, Zfp91-rs1 a Odc-rs15 (Trachtulec et al., 1997a). Dfive
mapovany Hst1 kandidat, gen Thp, byl pouzit jako pozitivni kontrola.

Pomoci cDNA selekce se tézko odhaluji geny, které obsahuji repetitivni
elementy, jez maskuiji jejich pfitomnost nebo geny, které jsou GC-bohaté, a tudiz
Spatné amplifikovatelné pomoci bézného PCR. DalSi pfipad, ve kterém je pouziti
této metody neucinné, je situace, kdy se transkript hledaného genu vyskytuje ve
sledované tkani pouze ve velmi malém mnozstvi. Pfikladem gen(, které pomoci
cDNA selekce v projektu pozi¢niho klonovani genu Hst1 nebyly detekovany,
prestoze byly pozdéji mapovany do Hst1 oblasti a jsou exprimovany ve varlatech,
jsou geny Pdcd2, Prdm9 a DIlI1. Geny Pdcd2 a Prdm9 maiji repetice na 3' konci a
GC-bohaté useky na 5° konci, gen DII1 ma taktéz GC-bohaty 5° konec a navic je
ve varlatech exprimovan narelativné nizké urovni (Trachtulec et al.,

nepublikovana data).

2.4.4.2. Genomové sekvenovani a databaze Expressed Sequence Tags
(dbEST)

Jinou metodou pro izolaci kandidatnich gend je nahodné sekvenovani
klonované genomové DNA s naslednou identifikaci exprimovanych sekvenci
porovnanim s pocitaCovou databazi Expressed Sequence Tags (EST), coz je
databaze nahodné sekvenovanych usekl cDNA, tedy exprimovanych oblasti
genomu. Genomova DNA nemusi byt sekvenovana zcela nahodné. Nékteré DNA
sekvence totiz naznacuji pfitomnost kodujici sekvence, jako napf. CpG ostrovy,

charakteristické pro promotorové sekvence fady (asi 65%) mySich genl (Bird,
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1986). CpG ostrovy se daji detekovat pomoci nékterych vzacné $Stépicich
restrikCnich enzym( jako tfeba Notl, BssHIl nebo Miul, které ve svych
rozpoznavacich mistech obsahuji CG bohaté sekvence. Divodem toho, Ze se
CpG dinukleotidy vyskytuji u savci 5x méné nez by se statisticky oCekavalo, je
skuteCnost, Ze tyto dinukleotidy jsou cilem specifické DNA methyltransferazy a
methylovany cytosin m°C muZe snadno mutovat na thymin. Pokud tedy jeden
v jednom misté, pravdépodobné se tam nachazi promotor genu. Je mozno také
vyuzit skute€nosti, Zze naprosta vétsina kodujicich, &i jinak dalezitych sekvenci je
konzervovana mezi mySi a Clovékem. Nahodnym sekvenovanim byl do Hst1

oblasti zmapovan kandidatni gen Prdm9.

2.4.4.3. Dalsi metody pro identifikaci kandidatnich genu

Pro identifikaci transkribovanych gent ve vymezené genomické oblasti je
uzite€né prohledavani dostupnych databazi s expresnimi daty. Kromé vyse
zminénych- databaze kompletnich cDNA (Carninci et al., 2005; Consortium,
2002a) a databaze transkripnich pocatkl CAGE (Carninci et al., 2005; Kawaji et
al., 2006; Shiraki et al., 2003), jsou to dale databaze SAGE'" (Divina and Forejt,
2004; Velculescu et al., 1995) nebo databaze s daty z expresnich DNA chipu jako
je SymAtlas nebo GEO (Gene Expression Omnibus)

Metoda Exon trapping je dalSi moznosti jak isolovat kddujici sekvence
z useku savCi genomické DNA. Je zaloZena na identifikaci RNA sekvenci, které
jsou ohrani¢eny funkénimi 5' a 3' sestfihovymi misty, tedy exonl. Studovana
genomicka DNA je vloZzena do intronu genu, ktery je soucasti specialné
upraveného vektoru. Timto konstruktem jsou transfekovany bunécné linie, kde
dochazi in vivo k transkripci konstruktu a naslednému sestfihu. Pokud vlozena
genomova sekvence obsahuje funkCni exon, je zainkorporovan do vzniklé mRNA

a muze byt dale amplifikovan pomoci PCR a sekvenovan (Buckler et al., 1991).

1 SAGE- Serial Analysis of gene expression- je technika umozfujici globalni analyzu genové
exprese. Kazdy transkript je identifikovan pomoci kratkého (10 bp) oligonukleotidu, zvaného tag,
z definované pozice na 3‘ konci kazdého transkriptu. Sekvenovanim konkatemert tagu ziskame
kvalitativni i kvantitativni informaci o genové expresi v tkani, z které byla RNA isolovana.
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2.4.5. Identifikované kandidatni geny pro Hst1

2.4.51.Gen Thp

Gen Thp (TATA-box'? binding protein), dfive nazyvany Gtf2d, byl prvnim
genem zmapovanym do Hst1 oblasti (Trachtulec et al., 1994). Patfi mezi tzv.
udrzovaci (housekeeping) geny, které jsou nezbytné pro vSechny mysi bunky, a
jsou proto exprimovany konstitutivné ve vSech mysich tkanich. Gen Thp koduje
TATA-box vazebny protein, faktor fidici transkripci vétSiny eukaryotickych genu
(Hernandez, 1993). Ve varlatech se jeho exprese vyrazné zvySuje v prubéhu
spermatogeneze, zvySena akumulace Tbp proteinu byla zaznamenana zejména
v bunéCnych jadrech spermatid (Schmidt and Schibler, 1997; Schmidt and
Schibler, 1995). Dva Tbp transkripty vznikajici alternativni polyadenylaci byly

zaznamenany u kurete (Yamauchi et al., 1997).

2.4.5.2. Gen Pdcd2

MySi gen Pdcd2 (Programmed cell death 2), u krysy ozvaCovany jako Rp8,
byl mapovan do Hst1 oblasti diky znalosti lokalizace lidského homologniho genu.
Lidsky PDCD2 gen byl zmapovan do oblasti 6g27 na dlouhém raménku 6.
chromozomu, ktera je homologicka s mysSi Hst1 oblasti. Proto byly pomoci PCR
s Pdcd2 primery amplifikovany YAC klony z Hst1 oblasti a podle vyskytu nebo
absence Pdcd?2 sekvence v prekryvajicich se klonech byla urCena jeho poloha
na Hst1 mapé. Na fyzikalni mapé je Pdcd2 umistén distalné od genu pro Tbp, s
nimz je ve vzajemné orientaci zvané tail-to-tail, tedy oba geny jsou k sobé
orientovany svymi 3' konci (Obr. 4). Pdcd2 gen je exprimovan v Siroké Skale
mySich tkani stejné jako i ve varlatech (Trachtulec and Forejt, 2001). PDCD2
protein obsahuje na svém N-konci doménu zinkovych prstd typu MYND, na C-
konci se nachazi od kvasinek po Clovéka konzervovana doména neznamé funkce.
Biologicka funkce PDCD2 proteinu je nejasna, ale pravdépodobné hraje urcitou
ulohu v apoptéze, coz mize byt teoreticky proces zodpovédny za preruSeni
spermatogeneze u hybridni sterility. Jeho role v apoptéze byla zjiSténa

v thymocytech krysy (Owens et al., 1991), kde byla zaznamenana zvySena

2 TATA-box- specificky DNA motif (TATATAATA) v promotorové oblasti vétSiny eukaryotickych
genu pfepisovanych RNA polymerazou Il. Misto vazby transkripéniho faktoru TBP.
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Obr. 4. Schéma Hst1 oblasti na 17. mySim chromozému exportované z databaze
Ensembl. V horni &asti obrazku jsou znazornéno fyzické umisténi Hst1 oblasti na
17. mySim chromozému (v Mb). Geny jsou znazornény hnédou barvou se zelenym
popisem, pseudogeny Zlutou a genetické markery barvou riizovou.

pfitomnost mMRNA homologniho genu Rp8 po indukci apoptézy thymocytl
dexamethazonem. Nicméné u lidkého a mySiho Pdcd2 orthologa takova zavislost
zjisténa nebyla (Chen et al., 2005; Vaux and Hacker, 1995). Homologni Pdcd?2
geny byly osekvenovany také u Clovéka, Cerva Caenorhabditis elegans a kvasinky
Schizosacharomyces pombe. U vSech téchto organisml mapuje gen Pdcd?2 spolu

s genem Thp na stejny chromozdm (Trachtulec and Forejt, 2001).

2.4.5.3. Gen Psmb1

Gen Psmb1 byl zmapovan do Hst1 oblasti cDNA selekci. Lidsky homolog
genu Psmb1 spolu s homology genl Pdcd2 a Tbp lezi na dlouhém raménku 6.
chromozému v oblasti 6g27. U mysSi i u lidi jsou geny Psmb1 a Tbp transkribovany
ve vzajemné opacné orientaci, svymi 5' konci orientovanymi k sobé (tzv. head-to-
head pozice) (Trachtulec et al., 1997b; Obr. 4). Gen Psmb1 koduje proteazomalni

podjednotku 31 neboli C5, ktera je soucasti multijednotkové ATP-zavislé proteazy,
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ktera se podili na specifické degradaci proteinli (Peters, 1994). Psmb1 patfi mezi
udrzovaci geny a je proto exprimovan konstitutivné ve vSech mysich tkanich.
V prubéhu spermatogeneze se proteazomy ucastni vymény histonu za protaminy
a na remodelovani ocaskl spermii v prub&hu spermiogeneze (Mochida et al.,
2000; Tipler et al.,, 1997). Snizena Psmb1 exprese byla zjiSténa v krysich
varlatech a nadvarletech, ve kterych byla poSkozena spermatogeneze toxickym
pusobenim latek Theophyllin (THP) a 1,3-dinitrobenzen (DNB) (Tengowski et al.,
2007).

2.4.5.4. Gen D17Ph4e (Pgcc1)

Gen D17Ph4e, znamy také pod oznaenim 4932442K08Rik, byl
identifikovany jako Hst1 kandidat pomoci cDNA selekce. Je tedy exprimovany ve
varlatech a mapuje proximalné od genu Psmb1, s kterym je v orientaci tail-to-tail
(Obr. 4). Pri zjistovani exprese genu metodou Northern blot, byly ve varlatech a
mozku identifikovany dvé rizné mRNA, dlouhé pfiblizné 3 a 5 kb (Trachtulec et al.,
1997a). Funkce produktu tohoto genu neni doposud zcela objasnéna. V N-
koncové Casti existuje sekvenéni podobnost s exonukleazovymi doménami.
Proteiny s exonukledzovou aktivitou se Casto uc€astni v opravach DNA, coz je
proces, ktery se uplatfiuje v prdbéhu mysi meiézy v procesech spojenych
s rekombinaci (souhrnné clanky Baarends et al., 2001; Svetlanov and Cohen,
2004). Bunky s poskozenymi systémy opravujici DNA jsou zpravidla v pribéhu
spermatogeneze smérovany k apoptéze a mohlo by tak teoreticky dojit k zastavé
spermatogeneze také ve sterilnich hybridech. Kmeny B6 a C3H nenesou
podstatné rozdily v sekvenci mRNA 3 kb ani 5 kb transkriptu; nalezen byl jeden
synonymni SNP ve ¢tecim ramci a nékolik SNPs v intronech a 3‘UTR (Trachtulec
et al., nepublikovana data).

Gen D17Ph4e byl nedavno identifikovany jako Pgcc1 (PPARgamma
constitutive coactivator 1). Publikovana data naznacuji funkci Pgcc1 genu jako
koaktivatoru jadernych receptort PPARgamma (peroxisome proliferator-activated
receptor gamma) ucastnicich se transkripéni regulace pfi adipogenezi (Li et al.,
2007).
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2.4.5.5. Gen DII1

Gen DIl1 (Delta-like 1) mapuje do Hst1 oblasti vedle genu Pgcc1 a je tedy
nejproximalnéjSim genem v oblasti (Obr. 4). Kéduje transmembranovy protein,
ktery patfi mezi tzv. DSL (Delta/Serrate/lag-2) geny, které jsou ligandy Notch
receptoru a svou vazbou aktivuji signalni Notch drahu. To naznacuje Siroky okruh
funkci v prdb&hu mysi gastrulace a &asné organogenese. Ugastni se
mezibunécné komunikace zejména ve vyvijejicim se nervovém systému. Knock-
out DIlI1T genu je letalni v embryogenezi (Hrabe De Angelis et al., 1997).
V dospélych tkanich byl detekovan v plicich a srdci, nikoli vSak ve varlatech
(Bettenhausen et al., 1995; Lindsell et al., 1996).

2.4.5.6. Gen Prdm9

Gen Prdm9 (PR domain containing 9) je poslednim funkénim genem
nalezenym v Hst1 oblasti. Byl zamapovan do Hst7 oblasti jako posledni pomoci
nahodného sekvenovani BAC klonl a porovnani ziskanych sekvenci s dbEST (viz
kap. 2.4.4.2). Gen Prdm9 lezi v jeji distalni ¢asti 16,7 kb od genu Pdcd2 (Obr. 4).
Byl popsany také jako Meisetz, gen exprimovany v pribéhu meiézy a kodujici
specifickou histon H3 methyltransferazu, katalyzujici trimethylaci histonu H3
dimethylovaného na lysinu 4 (Hayashi et al., 2005). Tato epigeneticka modifikace
histonu H3 je spojena s transkrip&ni aktivaci eukaryotickych genu (Bernstein et al.,
2005; Santos-Rosa et al.,, 2002; Schneider et al., 2004). Gen Prdm9 je tak
schopny aktivovat specifické geny potiebné ke zdarnému prabéhu meidzy
(Hayashi and Matsui, 2006; Matsui and Hayashi, 2007). Knock-out tohoto genu
zpusobuje u mysi zastavu oogeneze a spermatogeneze ve stadiu primarnich

spermatocytu a je tak idealnim kandidatem na gen hybridni sterility Hst1.

2.4.5.7. Pseudogeny v Hst1 oblasti

Kromé Sesti funkénich genl bylo bioinformatickymi analyzami
identifikovano v Hst1 oblasti i sedm pseudogenu (Obr. 4). Nejdistalngji lezi Odc-
rs15 (Ornithine decarboxylase- related sequence 15), jehoz funk&ni homolog Odc

koduje ornithine dekarboxylazu, enzym, ktery katalyzuje dekarboxylaci ornithinu na
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putrescin a mapuje na 12. mySi chromozom. Odc-rs15 je jednim asi z dvaceti
pseudogenu genu Odc.

Mrps21-rs byl mapovan 2 kb distalné od genu Prdm9. Jeho sekvence
vykazuje 92% shodu s funkénim genem Mrps21 (Mitochondrial ribosomal protein
S21) na 3. mySim chromozému. Pseudogen obsahuje nepferuseny ¢teci ramec a
mohl by tak, pokud by byl transkribovan, teoreticky kédovat funkéni protein.

Vintronu Prdm9 genu byl nalezen Bard1-rs, pseudogen funkéniho genu
z mySiho chromozému 1, BRCA1 associated RING domain 1 (Bard1), jehoz
produkt tvofi in vivo heterodimer s produktem znamého tumor supresorového
genu BRCA1 (Mccarthy et al., 2003). Bard1-rs pseudogen vykazuje pouze 74%
shodu s funkénim genem Bard1 a obsahuje pferusovany &teci ramec.

V Prdm9-Pdcd2 mezigenové oblasti byli identifikovany dva pseudogeny
Zip91-rs1 a Rps27a-rs. Zfp91 (Zinc finger protein 91), funkéni homolog Zfp91-rs1,
je lokalizovan na 19. mySim chromozému a kéduje protein neznamé funkce, ktery
obsahuje pét domén zinkového prstu a Cetna fosforylaéni mista (Saotome et al.,
1995). Rps27a-rs je pseudogen funkéniho genu Rps27a (Ribosomal protein S27a)
z 11. myS8iho chromozdému. Sekvence Rps27a-rs nevykazuje ani 70% podobnost s

svym funkénim homologem a €etné posuny ¢teciho ramce.

Mezi geny Psmb1 a D17Ph4e se nachazi pseudogen Ube2q1-rs. Jeho
funkéni homolog Ube2q1 (Ubiquitin-conjugating enzyme E2Q 1) lezi na
chromozému 3 a ucastni se procesu ubiquitinace proteind, jimz se v burice
oznacuji proteiny ur€ené k degradaci. Stejné drahy se ucastni i funkéni homolog
posledniho v Hst1 oblasti identifikovaného pseudogenu, kterym je Ubce7-rs lezici
proximalné od genu DI/1. Funkéni homolog Ubce7 (Ubiquitin-conjugating enzyme
E2L 3) lezi na chromozému 16. Ubce7-rs teoreticky kéduje protein dlouhy asi sto
aminokyselin.

Jelikoz v databazi dbEST nebyly nalezeny EST ani pro jeden
z pseudogenu, predpokladame, ze nejsou u mySi prepisovany a tudiz nemohou
zpusobovat hybridni sterilitu. Transkripce nejzachovalejSiho pseudogenu Mrps21-
rs v mySich varlatech nebyla detekovana ani podrobnéjsSi analyzou exprese
pomoci RT-PCR. Navic vétSina testovanych pseudogend nebyla polymorfni mezi

B6 a C3H (Trachtulec et al., nepublikovana data).
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2.4.6. Pozadavky na Hst1 kandidatni gen

Hst1 kandidatni geny musi splfiovat nékolik kritérii. V prvé fadé musi vzdy
kosegregovat s Hst1, tedy mapovat do oblasti s nulovou rekombinaci s Hst1
fenotypem. Za timto ucCelem byly testovany mySi ze zpétného krizeni
s rekombinaénimi zlomy v Hst1 oblasti pomoci sond specifickych pro jednotlivé
kandidatni geny. VSech Sest kandidatnich genll kosegreguje s Hst1.

Druhym pozadavkem na kandidatni gen je jeho exprese v tkani spojené se
sledovanym fenotypem, v pfipadé hybridni sterility ve varlatech. Na zakladé
expresnich dat z vefejné pfistupnych databazi a z publikovanych praci vyplyvalo,
Ze vSechny kandidatni geny, kromé genu DIl1, jsou ve varlatech exprimovany.
Pfitomnost DII1 transkriptd v mySich varlatech byla ur€ena experimentalné (Mihola
et al., nepublikovana data).

DalSim kritériem je odliSnost genomické sekvence u mysSi B10 a C3H. Nez
se pristoupilo k posuzovani jednotlivych kandidatnich gen(, testovalo se, zda
neexistuji vétsi prestavby Hst7 oblasti u B10 a C3H. Za tim u€elem byla vytvorena
fyzikalni mapa pomoci pulzni elektroforézy PFGE (Pulse Field Gel
Electrophoresis) celkové genomické DNA zB10 a C3H mysSich kmenl s uzitim
vzacné Stépicich restrikénich enzym Miul, Notl a Nrul. Na této Urovni nebyl
nalezen zadny rozdil mezi Hst1 oblasti B10 a C3H mysSi (Trachtulec et al., 1997a).
Pristoupilo se tedy k individualnimu sekvencnimu hodnoceni mRNA jednotlivych
Hst1 kandidatnich genl. Sekvence mRNA, pfipadné regulacnich oblasti ur¢itého
kandidatniho genu, se musi liSit mezi mySimi kmeny B6 a C3H, respektive jinymi
mySimi kmeny s rozdilnymi alelami Hst71 genu. Pokud by B6/C3H rozdil
nezpusoboval zménu v sekvenci proteinu, mohla by se nekddujici zména projevit
na stabilit¢ mRNA (napf. zména v 3’ nepfekladané oblasti) nebo pfimo v urovni
transkripce kandidatniho genu (zména v promotoru nebo jinych regulacnich
oblastech). Museli bychom tedy zaznamenat rozdilnou hladinu mRNA
kandidatniho genu ve varlatech tfinacti az patnacti dennich sterilnich a fertilnich
hybridl, tedy véku, kdy uz byl mezi nimi zaznamenan vyznamny rozdil v poctu
pachytennich spermatocytu (Forejt, 1981).

Pfipadny nalezeny rozdil v sekvenci kandidatniho genu mezi kmeny B6 a
C3H Ize dale testovat na panelu dalSich inbrednich kmenu se znamym fenotypem

hybridni sterility. Pfi pouziti dostate€ného mnozstvi kmenl a SNPs pokryvajici
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celou Hst1 oblast mizeme ziskat haplotypovou mapu, ktera nam muaze pomoci
jesté vice zuzit Hst1 oblast. Mame k dispozici nejméné 11 mysSich inbrednich
kmenu davajicich s PWD sterilni sam¢i potomky a nesouci tedy Hst7® alelu
(kromé& B6 naptiklad BALB/c, DBA/1) a stejny pocet kment s Hst1" alelou (kromé
C3H napf. CBA/J, P/J). Pouze takovy rozdil, ktery na 100 % koreluje s fenotypem
hybridni sterility u vSech testovanych Hst?® a Hst1" kmend, mlzZe byt
polymorfizmem zpUsobujicim hybridni sterilitu.

Kazdy z Sesti Hst1 kandidatnich gena DIl1, D17Ph4e, Psmb1, Thp, Pdcd2 a
Prdm9 byl zkouman z hlediska téchto kritérii. Transkrip&ni analyza genll Pdcd?2 a
Tbp byla zkoumana podrobnéji, jelikoZz se ukazalo, Ze jsou alternativné

exprimovany.

2.5. Usporadani genti na chromozémech u eukaryot

V 90. letech dvacatého stoleti se postupné zformoval novy obor molekularni
biologie, genomika, studujici geny v kontextu celych genomul. Vramci tzv.
genomovych projekta byli postupné sekvenovany genomy rozli¢nych organismd,
pocinaje jednoduchymi viry, aZ po slozité eukaryotické organismy vcetné Clovéka.
S dostupnosti sekvenénich dat z riznych modelovych organismu se rozvinul obor
tzv. komparativni genomiky, ktery vyuziva téchto dat k odhalovani novych
relevantnich informaci o evoluci genom(. Srovnavaci analyza genomu vedla ke
zjisténi, ze pofadi genll na chromozdmech je konstantni i u velice vzdalenych
druhCl. Tomuto jevu Fikame syntenie’™ nebo v uz$im smyslu kolinearita™.
Konzervace syntenie mezi relativné vzdalenymi organismy ukazuje na selekci proti
oddéleni gent syntenie. Studium syntenii nam mize odhalit spole¢né
mechanismy, které se uplatriuji pfi regulaci exprese genl v syntenii. Obecné nam
napomohou porozumét organizaci gent v eukaryotnich genomech a
mechanizmum chromozomalnich prestaveb.

Hst1 kandidatni geny Tbp a Psmb1 byly nalezeny v syntenii nejen u mysi a
Clovéka (zde jsou kolinearni), ale i u tak vzdaleného bezobratlého Zivo€icha jako je
hlistice Caenorhabditis elegans (Trachtulec et al., 1997b). DalSim clenem této

syntenie konzervované mezi savci a bezobratlymi je gen Pdcd2, mapujici u mysi

3 Syntenie- pfitomnost ortholognich lokus( u dvou druhl na stejném chromozému
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v orientaci fail-to-tail asi 4 kb distalné od Thp genu (Trachtulec and Forejt, 2001).
VSechny tfi geny Pdcd2-Tbp-Psmb1 jsou kolinearni u mysi a Clovéka a byly
nalezeny v syntenii dokonce i u kvasinky Schizosaccharomyces pombe. Geny Thp
a Pdcd?2 byly nalezeny v kolinearité i u hada Trimeresurus gramineus a jsou tak
kolinearni ve vSech testovanych obratlovcich a syntenni u vSech testovanych
bezobratlych. Jedinym testovanym bezobratlym organismem v jehoZz genomu byla
poruSena syntenie genl Pdcd2-Tbp-Psmb1 je drozofila, kde se homolog genu
Psmb1 nachazi na jiném chromozému nez geny Pdcd2 a Tbp (Trachtulec and
Forejt, 2001).

O moznych pfi¢inach syntenii toho zatim neni mnoho znamo. Obecné se
mini, Ze moznou pfi¢inou syntenie muze byt snaha zachovat takovou pozici gen
v genomu, ktera je vyhodna z hlediska regulace jejich genové exprese. Sdileni
regulacnich elementl Fidicich transkripci genu v syntenii se pak projevuje jejich
spoleénym profilem exprese napfiklad v riznych tkanich, stadiich ontogeneze atd.
Ve vSech eukaryotickych genomech bylo prokazano, Ze geny s podobnym
expresnim profilem mapuji ¢asto blizko sebe (Hurst et al., 2004; Purmann et al.,
2007). Bylo prokazano sdruzovani housekeeping genu jak v genomu Clovéka
(Lercher et al., 2002), tak i mySi (Williams and Hurst, 2002) a bylo také ukazano,
ze tyto shluky jsou udrzovany selekci (Singer et al., 2005). V posledni dobé se
ukazuje, ze na Fizeni exprese genl se ve velké mife uplatriuji i regulace na urovni
chromatinu (Batada et al., 2007; Hurst et al.,, 2004). Exprese genu zavisi na
epigenetickych modifikacich chromatinu, jako jsou napfiklad urcité modifikace
histon, methylace DNA nebo fyzicka lokalizace genu v bunéném jadie. Ukazuje
se, Ze jadro bunky je velice organizovana struktura, kde pouze nékteré domény
genomické DNA jsou pfistupné transkripnim faktorim, kdezto jiné naopak (De
Laat and Grosveld, 2003; Dillon, 2006; Kosak and Groudine, 2004). Exprese genl
tedy neni zavisla pouze na svych promotorech a jejich bezprostifednim okoli, jak
se dfive predpokladalo, ale na jeji regulaci se podileji i oblasti, které mohou byt
stovky kilobazi vzdalené. Tento novy komplexni pohled na regulaci genové
exprese nam umoznuje lépe vysvétlit, jak mize dochazet ke konzervaci gend,

které nelezi v genomu bezprostfedné vedle sebe, tedy genu v syntenii.

" Kolinearita- skupina lokusu je u dvou druhu pfitomna ve stejném poradi a ve stejné orientaci
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3. Vysledky

3.1. Poziéni klonovani genu Hst1 (Hybrid sterility 1):
jemné genetické mapovani a zhodnoceni kandidatury

vybranych kandidatnich genu

Cile: Konstrukce fyzikalni mapy Hst1 kandidatni oblasti pomoci BAC klonu.
Isolace novych genetickych marker(, pomoci kterych by bylo mozné zuzit Hst1
kandidatni oblast. Mym ukolem bylo ovéfeni kandidatury dvou vybranych gen
z Hst1 oblasti, u kterych byla zaznamenana zvySena exprese ve spermatogenezi.

Metody: BAC klony pokryvaijici Hst1 oblast byly isolovany z knihovny BAC
klond nateCkované na nylovové membrany pomoci hybridizace s radioaktivné
znacenymi probami. Ke zmapovani isolovanych BAC klonU bylo pouzito PCR
amplifikujici celkem osm znamych lokusl rozlozenych podél celé Hst1 oblasti.
Klony lemujici Hst1 oblast byly subklonovany a nahodné vybrané useky
sekvenovany. Nové nalezené mikrosatelitové markery, amplifikované pomoci PCR
a polymorfnimi mezi kmeny B10 a C3H, byly pouZzity k mapovani Hst1 na
zvitatech ze zpétného kfizeni. Allelické C3H varianty gent Tbp a Psmb1 byly
ziskany sekvenovanim PCR produktd amplifikovanych z C3H cDNA knihovny.
Kvantifikace transkriptG obou gend byla provedena pomoci isolace RNA
z patnacti-dennich fertilnich a sterilnich hybrid(, jejim pfepsanim do cDNA a
naslednym PCR v realném Case.

Vysledky: V procesu pozi¢niho klonovani genu Hst1 byla zkonstruovana
fyzikalni mapa pomoci BAC klond, stabilnéjSich a Iépe pouzitelnym pfi genetickych
manipulacich. Nahodnym sekvenovani dvou BAC klonl lemujici Hst1 oblast byly
ziskany celkem cCtyfi nové mikrosatelitové markery polymorfni mezi kmeny B10 a
C3H, které byly pouzity k mapovani Hst1 na zvifatech ze zpétného kfizeni. Pouze
jeden z téchto markert 100% kosegregoval s Hst1, zatimco ostatni tfi byly od Hst1
oddélény shodné dvéma rekombinanty (~0.15 cM). Vzdalennost nejblizSich

segregujicich markerld byla uréena srovnanim jejich sekvence se znamou
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sekvenci mysiho genomu v databazi Ensembl’ na 360 kb. Kandidatni oblasti pro
Hst1 gen se tak podafilo zuzit z pfedeslych 580 na 360 kb. Sekvenovani mRNA
forem dvou kandidatnich genti Thp a Psmb1 z myéiho kmene C3H nesouci Hst1’
alelu neodhalilo Zzadnou mutaci ménici protein jimi kodovany oproti sekvencim
mRNA z B6 mysi, které nesou Hst7° alelu. Nalezeno bylo po jedné synonymni
nukleotidové zaméné v kodujici oblasti kazdého genu a nékolik dalSich zmén
v neprekladanych oblastech mRNA obou genud. Jelikoz tyto zmény mohou
ovlivhovat napfiklad stabilitu mRNA a navic oba geny mohly mit dalSi zmény
v regulacnich oblastech, byla kvantifikovana pfitomnost transkriptd obou genu ve
varlatech patnacti-dennich sterilnich a fertilnich hybridd. V tomto véku jiz byl
v hybridech zaznamenan rozdil v poctu pachytennich spermatocytu a tedy Hst1
gen by mél byt diferencialné exprimovan. Hladiny Tbp ani Psmb1 transkriptl se
vSak ve varlatech prepubertalnich hybridd neliSily. Spolu s nepfitomnosti B10/C3H
polymorfizmu ménici sekvenci proteinu je kandidatura genti Tbp a Psmb1 na gen
Hst1 téméf vylouCena. Nalezené SNPs obou gend muzeme pouzit pro
haplotypovou analyzu v klasickych laboratornich a z divokych mySi odvozenych

kmend.

> Ensembl- databaze schraiujici informace o sekvenovanych eukaryotnich genomech
(http://lwww.ensembl.org/index.html)
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3.2. Srovnavaci analyza PDCD2-TBP-PSMB1 oblasti u

obratlovcl

Cile: Analyza vyznamu syntenie genl Pdcd2, Tbp a Psmb1 lezicich u mysi
v kandidatni Hst1 oblasti v genomech jinych obratlovc(.

Metody: Kosmidovy klon nesouci kufeci genomovou sekvenci, ktera
obsahuje v8echny tfi zkoumané geny Pdcd2, Tbp a Psmb1, byl isolovan z kufeci
genomové knihovny pomoci hybridizace s radioaktivné znacenymi probami
z kufecich orthologi Thp a Psmb1 gend. Mym ukolem bylo sekvenovani
isolovaného klonu, dlouhého 39,2 kb. Kosmid byl subklonovan do plasmidu po
Stépeni nékolika restrikCnimi endonukleasami, subklony sekvenovany a ziskané
sekvence nasledné poskladany do jediného kontigu. Homologické geny z ryb byly

1'® a Ensembl.

nalezeny in silico pomoci databazi na NCB

Vysledky: Kandidatni Hst1 geny Pdcd2, Tbp a Psmb1 byly sledovany
z hlediska jejich distribuce v genomu savcl a jinych obratlovcl. Analyza
homologickych genu z kura domaciho, ¢lovéka, hada Trimeresurus gramineus a
ryb Fugu rubriceps, Danio rerio a Tetraodon nigroviridis ukazala, ze tyto tfi geny
jsou nenahodné rozlozeny v genomu obratlovcu. Ve vSech sedmi zkoumanych
organismech byla nalezena kolinearita gent Pdcd2 a Thp, coz znamena, ze tyto
geny se nachazeji na chromozému vedle sebe a ve stejné orientaci. Gen Psmb1
byl s geny Pdcd2 a Tbp shledan kolinearni u ¢lovéka, mysSi a kura domaciho, u ryb
se pak nachazel vzdy na stejném chromozému, tedy byl syntenni, ale nachazel se
v opacné orientaci nez u savcll a ptaku. Distalné od 5° konce Pdcd2 genu byl
nalezen syntenni zlom opakované pouzity v evoluci.

Zjisténa konzervace syntenie genl Pdcd2, Tbp a Psmb1 u obratlovcl, ktera
prezila témér pal miliardy let oddélené evoluce zjevné ukazuje na udrzovani této
syntenie selekci. Moznymi dlvody této konzervace mlze byt sdileni nékterych
regulacnich DNA elementl, pfipadné sdileni urc€ité chromatinové struktury,

fidicich expresi téchto gend.

1 NCBI (National Center for Biotechnology Information)- soubor molekularné biologickych databazi
organisovanych a spravovanych NIH. (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/)
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3.3. Konzervované alternativni a antisense transkripty

v Pdcd2 (Programmed cell death 2) lokusu

Cile: Molekularni analyza genu Pdcd?2 s cilem posouzeni jako kandidata na
gen Hst1, imprintovany lokus a osvétleni divodu syntenie konzervované u
obratlovcu.

Metody: Alternativni transkript Pdcd2, stejné jako alternativni transkripty
Thbp genu byly identifikovany pomoci sekvenace nalezenych EST klonu. Jejich 3’
konce jsem urcil pomoci rychlé amplifikace cDNA koncl (RACE- PCR) a jejich
pritomnost v mysSich a kufecich varlatech potvrdil pomoci reverzni transkripce
spojené s PCR (RT- PCR). Kvantitativni analyzu jejich transkripce v mysich
tkanich, vyvojovych stadiich varlat a v sortovanych populacich respektive jaderné
a cytoplasmatické frakci spermatogennich bunék jsem provedl pomoci
kvantitavniho RT- PCR vrealném case. Bunéfné populace spermatogennich
bunék jsem isoloval pomoci metody pratokové cytometrie FACS (Fluorescence-
activated cell sorting).

Vysledky: Byly nalezeny tfi nové mysi transkripty, alternativni Pdcd2
mMRNA, které chybi sekvence poslednich dvou kédujicich exonl a dva Pdcd2-
antisense transkripty, pfesahujici bud pouze alternativni Pdcd2 exon nebo cely
Pdcd?2 gen. Ukazalo se, Zze Pdcd2-antisense transkripty jsou alternativnimi mRNA
sousedniho genu Tbp a jsou lokalisovany hlavné v bunécném jadre. Biologicky
vyznam zkraceného PDCD2 proteinu naznaCuje fakt, Ze obdobny alternativni
Pdcd?2 transkript byl nalezen kromé mysi, i u ¢lovéka a kufete. Tyto alternativni
transkripty vznikly v evoluci konvergentné, jejikoz v kazdém druhu je vznikly
zkraceny produkt generovan odliSnym zpusobem, u Clovéka pFedCasnou
alternativni polyadenylaci, u kufete a mySi vzajemné odliSnym alternativnim
sestfihem. Funkce identifikovanych alternativnichTbp transkriptl, které presahu;ji
do Pdcd2 genu muze byt zasadni pro regulaci genové exprese z Pdcd2-Thp
lokusu. Nebyla sice nalezena jednoznacCna korelace mezi transkripci alternativnich
Thp transkript( a jejich prfekryvajicimi Pdcd2 transkripty, nicméné pomér hladiny
alternativnich Tbp transkriptll a konstitutivniho, respektive alternativniho Pdcd2
transkriptu, se li§i ve zkoumanych tkanich. Stejné jako u mySi se kufeci

alternativni transkripty gend Pdcd2 a Tbp prekryvaiji.
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Alelické sekvenovani a sledovani urovné transkripce vSech nalezenych
transkriptll u prepubertalnich sterilnich a fertilnich hybridd neodhalilo zadny dikaz,
Ze by gen Pdcd?2 byl Hst1 genem. Stejné tak nebyl nalezen vztah v expresi Pdcd?2
transkriptd s geny Psmb1 a Tbp, ktery by vysvétloval nalezenou syntenii téchto tfi
gent konzervovanou u obratlovcu. Nebyl potvrzen imprinting genu Pdcd2,
naznacovany v publikaci Nikaido et al. (2003), ani dalSich genu z Hst1 oblasti
v mySim 9,5 dennim embryu. Vysledky prezentovaneé v této praci také naznacuiji,
Ze nékteré cDNA, v databazich vedené jako nekoddujici, mohou byt ve skuteCnosti

neuplné &asti alternativnich transkriptl sousedicich gend kddujicich proteiny.
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3.4. Jemna haplotypova struktura oblasti na 17. mysSim

chromozému

Cile: Zuzeni kandidatni oblasti pro Hst7 gen pomoci konstrukce podrobné
haplotypové mapy. Zjisténi vlivu pouziti neklasickych mySich kmenl na
haplotypovou analyzu. Porovnani haplotypd u mySi (pod)druht M. m. domesticus
a M. m. musculus.

Metody: DNA ze 80 mySich kmenu byla isolovana z ocaskl nebo
zakoupena. Jednotlivé lokusy (celkem 33) byly amplifikovany pomoci PCR a
sekvenovany na kapilarnim sekvenatoru ABI310. Mym ukolem bylo nalézt
polymorfni lokusy a dale sekvenace, editace a analyza dvou lokusu. Haplotypové
bloky byly poc&itany programem Haploview.

Vysledky: Silna vazebna nerovnovaha mezi klasickymi laboratornimi
kmeny predstavuje prekazku v mapovani mySich genl s vysokym rozliSenim
pomoci SNP haplotypl. Ve snaze o zuzeni kandidatni oblasti genu Hst7 jsme
zkonstruovali haplotypovou mapu 250-kb oblasti na 17. mySim chromozému
obsahujici tento gen. Kromé klasickych laboratornich mySich kmend bylo
k haplotypové analyze pouzita i fada kmenu odvozenych od divokych M. m.
domesticus mysi, dale pak kmeny M. m. musculus plvodu a kontroly z dalSich tFi
mySich (pod)druhl. Celkem bylo osekvenovano 33 lokusu az z 80 chromozéma.
Haplotypy u M. m. musculus a M. m. domesticus se liSi a tak nemohou byt
spoleCné pouzity pro haplotypové mapovani. U klasickych laboratornich mysSich
kmenl byla nalezena korelace mezi Hst1 alelami a haplotypem, ale délka
haplotypu (~200 kb) pfesahovala témér celou zkoumanou Hst7 oblast. Tato data
tedy potvrzuji vysledky predchoziho genetického mapovani, nepomohla vsak vice
zuzit Hst1 oblast. Délka haplotypovych bloka se pfi pouziti mySich kmena
odvozenych od divokych M. m. domesticus mysi zmenSila na zhruba desitky
kilobazi. Nejdelsi haplotypovy blok u M. m. domesticus obsahuje geny Pdcd2, Tbp
a Psmb1, tedy Cleny syntenie konzervované u obratlovcli. Pouziti klasickych
kmen( pro haplotypovou analyzu mize byt uzite¢né pro vylou€eni delSich usekl
genomu, na jemnéjSi mapovani vSak je nezbytné pouzit kmenl odvozenych od
divokych mysi. DalSim krokem v haplotypovém mapovani genu Hst1 je tedy urCeni

fenotypu hybridni sterility t&chto neklasickych mys$ich kmenda.
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3.5. Mysi Hst1 lokus kéduje meioticky gen pro histon H3

methyltransferazu

Cile: Zuzeni Hst1 kandidatni oblasti pomoci transgennich BAC linii.
Ptenosem prekryvajicich se Gsekti C3H genomické DNA s fertilni Hst1" alelou do
genomu sterilnich hybridd nesoucich kombinaci alel Hst"*/Hst1® docilit zmény
fenotypu hybridni sterility (tzv. fransgenic rescue) a potvrdit finalni kandidatni gen
pro Hst1 lokus.

Metody: BAC klony pokryvajici Hst1 oblast byli isolovany, opatfeny
neomycinovou resistenci a transfekovany do mysich embryonalnich kmenovych
(ES) bunék. ES buriky nesouci BAC byly injikovany do blastocyst, které byly
vloZzeny do pseudopregnantnich samic. Vzniklé chiméry byly testovany pomoci
PCR s primery hybridizujicimi v BAC vektorech a patfiénymi SSLP z Hst1 oblasti.
Tvorbu XY téliska'” jsem analyzoval pomoci imunofluorescenéni analyzy na
rozprostienych chromozémech spermatocytd s pouzitim protilatek proti
synaptonemalnimu komplexu 1 (anti-SCP1) a fosforylovanému histonu H2AX
(anti-yH2AX). Kvantifikace hladiny mRNA genl z Hst1 oblasti a Morc2b, stejné
jako kvantifikace BAC kopii v jednotlivych BAC liniich jsem provedl pomoci PCR
v realném Case.

Vysledky: Celkem tfi BAC klony CHORI-34-45F17 (dale BAC5), CHORI-
34-289M8 (BAC21) a CHORI-34-331G23 (BAC24) byly uspé&Sné vneseny do mysi
nesoucich Hst?1® alelu. Ziskali jsme tak tfi transgenni BAC linie, z nichZ dvé,
nesouci BAC5 nebo BAC24, byly schopné po nakfizeni na PWD kmen zménit
fenotyp hybridni sterility ze sterilniho na fertilni. Naopak BAC21 linie davala po
kfizeni s PWD sterilni samci potomky. Na zakladé prekryvu jednotlivych
BACovych kloni a expresni analyzy transgenu bylo zfejmé, ze se Hst1 gen
nachazi ve 25-kb useku, které je spoleCny BAC5 a BAC24, ale chybi v sekvenci
BAC21. Tato oblast obsahuje kromé pseudogenu Mrps271-rs zacatek jediného
funkéniho genu- PR domain containing 9 (Prdm9). Cela oblast Prdm9 genu byla

osekvenovana. Celkem bylo identifikovano 57 zmén mezi C3H a B6 sekvenci,

17 XY télisko- (XY nebo sex body) kondenzovany chromatin transkripéné inaktivnich pohlavnich
chromozomdi, ktery se u samcu formuje v prabéhu pachytenni faze prvniho meiotického déléni.
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z Cehoz 35 tvofily rozdily v délce mikrosatelitovych repetic, 21 SNPs v nekodujici
Prdm9 sekvenci a jedna kodujici zména v poctu repetic v doméné zinkovych prstl
(ZF) Prdm9. Tato doména se u C3H sklada ze &trnactkrat opakovaného motivu ZF
na rozdil od pouze ftfinacti opakovani u B6. Pseudogen Mrps21-rs nebyl
polymorfni mezi C3H a B6, a tak jedinym kandidatem na gen Hst1 se stal Prdm9.
Gen Prdm9 koduje trimethyltransferazu, ktera specificky methyluje
dimethylovany histon H3 na lysinu v pozici 4 (H3K4) a jejiz exprese byla
zaznamenana zejména v pachytennich spermatocytech mysSich varlat (Hayashi et
al., 2005). Epigeneticka znacka trimethyl-H3K4 je spojovana s aktivné
transkribovanymi geny. K ovéfeni faktu, ze Prdm9 zpusobuje hybridni sterilitu,
jsme vyuzili porovnani fenotypu nasich F1(PWD xB6) sterilnich hybridd
s publikovanym fenotypem mysi s vyfazenym Prdm9 genem. Jak F1(PWD x B6)
hybridi tak Prdm9” mysi vykazuji zmenSenou vahu varlat neobsahujici Zadné
spermie. V obou pfipadech k zastavé spermatogeneze dochazi na uarovni
pachytennich spermatocytl se zjiSténou poruchou parovani homologickych
chromozom a formovani XY téliska. DalSim spole€nym znakem hybrid( i Prdm9™
mysSi je chybgjici aktivace genu Morc2b (Microrchidia 2b). Tento gen specificky pro
germinalni buriky byl popsan jako gen pfimo regulovany PRDM9 proteinem
(Hayashi et al., 2005). ZvySena hladina mRNA pro gen Morc2b byla naopak
zaznamenana u BAC linii zpusobujicich zvrat fenotypu hybridni sterility.
Fenotypovym rozdilem nalezenym mezi F1(PWD x B6) a Prdm9” mySmi je
sterilita samic, ktera se u hybridd fidi Haldanovym pravidlem a hybridni samice
zUstavaiji fertiini, kdezto u Prdm9” jsou samice sterilni. Tento rozdil mezi fenotypy
F1(PWD x B6) a Prdm9” mys$i mize byt vysvétlen, pokud si uvédomime, e gen
Hst1 nezplsobuje hybridni sterilitu samci sam o sobé, ale v interakci s dalSimi
geny. Nekompatibilni epistatické interakce produktu Prdm9 genu v hybridech
mohou vykazovat trochu jiny fenotyp, nez absence PRDM9 proteinu v Prdm9™
mysSich.Vysledky BAC transgeneze a fenotypové analyzy hybridu Prdm9™ mySi
ukazuji, Ze gen Prdm9 je nami hledanym genem Hst1 uc€astnici se hybridni sterility
v kfizencich mysSich kment PWD a B6, tedy kmenu s rozdilnym poddruhovym
puvodem. Gen Hst1 alias Prdm9 je prvnim vyklonovanym genem hybridni sterility

u obratlovcu.
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Predkladana dizertacCni prace shrnuje kroky, které byly ucCinény k identifikaci
genu Hst1, prvniho genu hybridni sterility popsaného u obratlovcu. Tato prace,
zaloZena na Ctyfech pfijatych a jedné k recenzi predlozené publikaci, se kromé
pozicniho klonovani genu Hst1 snazi pfispét k objasnéni nékterych obecnéjsich
biologickych otazek, jako je rozlozeni gent v eukaryotickych genomech, regulace
genové exprese pomoci pfirozenych antisense transkriptd nebo vyuziti

neklasickych mysich inbrednich kmenu ke genovému mapovani.

4.1. Poziéni klonovani genu Hst1

Ustfednim motivem této prace je poziéni klonovani genu Hst1, genu, ktery
byl jako prvni popsany gen hybridni sterility u obratlovcd mapovan na 17. mysi
chromozém jiz pfed vice nez fficeti lety (Forejt and Ivanyi, 1974). Gen Hst1
zpusobuje hybridni sterilitu mezi mySimi poddruhy M. m. domesticus a M. m.
musculus, ktera se projevuje u hybridnich samcl zastavou meiotického déleni
primarnich spermatocytl (Forejt, 1981). Pozice genu Hst1 na chromozému 17
byla postupné zpfesnovana prostiedky pozi¢niho klonovani (Forejt et al., 1991;
Gregorova et al., 1996; Trachtulec et al., 1994). Kombinaci genetického a
fyzikalniho mapovani se dosahlo vysokého rozliseni mapy a Hst1 gen byl
lokalizovan v chromozomalnim useku dlouhém pouhych 360 kb, ktery obsahoval
Sest kandidatnich genu (Trachtulec et al., 2005; Trachtulec et al., 1997a).
Molekularni analyza kandidatnich genu, sestavajici zejména z alelického
sekvenovani mRNA forem z mySi liSici se Hst1 fenotypem a kvantitativni analyzy
exprese kandidatnich genu ve varlatech prepubertalnich fertilnich a sterilnich
hybridd, neumoznila identifikovat Hst7 gen (Mihola et al., 2007; Trachtulec et al.,
2005). Stejné tak se nepodafilo podstatné omezit Hst1 oblast haplotypovou
analyzou, ackoliv byly potvrzeny vysledky ziskané genetickym mapovanim
(Trachtulec et al., 2008). Jelikoz Hst1 kandidatni oblast byla i tak jiz dostate¢né
uzka, bylo mozné pfistoupit ke transgenezi pomoci BAC klonU pokryvajici tuto
oblast. Dvé ze tfi ziskanych BAC linii byly schopné zménit fenotyp hybridni
sterility. Na zakladé prekryvu jednotlivych BAC klonu a expresni analyzy transgenu

bylo mozné omezit oblast s hledanym Hst1 genem na pouhych 25 kb, obsahujici
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zacatek jediného funkéniho genu, Prdm9 (Mihola et al., 2008). Pro potvrzeni
Prdm9 genu jako Hst1 byl porovnan fenotyp sterilnich F1(PWD x B6) hybrid(
s publikovanymi fenotypy mysi s vyfazenym Prdm9 genem (Hayashi et al.,
2005; Tabulka 1). Shoda byla zaznamenana u snizené hmotnosti varlat a poctu
populaci spermatogennich bunék ve varlatech. Jen v F1 hybridech jsou vyjimeéné
zaznamenany i spermatidy, coZz u Prdm9” nebylo pozorovano (Hayashi et al.,
2005; Tab. 1). Tento drobny rozdil vSak muze byt zpusoben nedostatkem
pozorovani nebo odliSnym genetickym pozadim. Zda se tedy, ze v obou pfipadech
k zastavé spermatogeneze dochazi na urovni pachytennich spermatocytl, coz
potvrzuji i zjiSténé poruchy parovani homolognich chromozém(, formovani XY
téliska a vyskyt rozvétvenych (branching) chromozému jak u F1(PWD x B6), tak u
Prdm9™ mysSi (Forejt, 1981; Forejt and Ivanyi, 1974; Hayashi et al., 2005; Mihola et
al., 2008; Mihola, nepublikovana data). Shodna pro oba typy sterilnich mysi je také
chybéjici aktivace transkripce testes-specifického genu Morc2b, ktery byl popsan
jako gen pfimo regulovany PRDM9 proteinem (Hayashi et al., 2005). Analyza
trimethylace histonu 3 na lysinu 4 (H3K4me3) na promoteru Morc2b ukazuje
poruchu u obou typu sterility (Trachtulec et al., nepublikovana data).

Byly také zaznamenany dva fenotypické rozdily mezi F1(PWD x B6) a
Prdm9™ mysSmi. Jelikoz protein PRDM9 katalyzuje trimethylaci histonu H3
dimethylovaného na lysinu 4, méla byt ve spermatocytech sterilnich mysSi
detekovatelna sniZzena uroven trimethylace a naopak zvySena dimethylace H3K4
v porovnani s odpovidajicimi fertilnimi kontrolami. To bylo prokazano, i kdyz
v pfipadé dimethylace na hranici vyznamnosti, ve spermatocytech mysi Prdm9™.
Nam se podafilo prokazat pouze slabé snizeni trimethylace H3K4, nebyla vSak
prokazana zvySena hladina dimethylovaného H3K4 ve spermatocytech sterilnich
F1(PWD x B6) samcl (Tab.1; Mihola, nepublikovana data). Druhym nalezenym
fenotypovym rozdilem mezi F1(PWD x B6) a Prdm9” mys$mi je sterilita samic,
ktera se u hybridd Fidi Haldanovym pravidlem a hybridni samice zUstavaji fertilni,
kdeZto u Prdm9” jsou samice sterilni. Oba zji§téné rozdily mezi fenotypy
F1(PWD x B6) a Prdm9” my$i mohou byt vysvétleny, pokud si uvédomime, Ze
gen Hst1 nezpusobuje hybridni sterilitu samcl sam o sobé, ale jen v interakci
s dal$imi geny. Kromé interakci alel Hst"*/Hst1° se uplatriuje nejméné jeden dalsi
vyznamny lokus, ktery byl v naSi laboratofi mapovan na chromozém X (Storchova

et al., nepublikovana data). Nekompatibilni epistatické interakce produktu Prdm9
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genu v hybridech mohou vykazovat trochu jiny fenotyp, nez absence PRDM9
proteinu v Prdm9” mysich. Stejny ,pohlavné specificky* meioticky efekt byl
zaznamenan pro Dmc1, autosomalni gen ucCastnici se v pribé&hu rekombinace
vymény DNA Fetézcd mezi homolognimi chromozémy. Nulova alela Dmc1 genu
také zplsobuje zastavu vyvoje pohlavnich bunék v pachytene u obou pohlavi
(Pittman et al., 1998), narozdil od mutantni ,missense“ Dmc1 alely nazvané Mei11
(Meiosis defective 11), ktera zpusobuje sterilitu pouze u samcl (Bannister et al.,
2007).

Genotyp— Prdm9 ™ F1(PWD x B6)
|Fenotyp/
Hmotnost varlat redukovana redukovana
Pocet pachytennich redukovan redukovan
spermatocytt
Spermatidy zadné (vétSinou) zadné
Spermie zadné zadné
Parovani chromozéomu Ccastecné poskozeno Casté univalenty
"Rozvétvené"” chromozémy ano ano
Formovani XY téliska poskozeno poskozeno (63%)
H3K4me2 ve spermatocytech zvysena (o 60%) témeér stejna
H3K4me3 ve spermatocytech redukovana redukovana
(na 30%) (na 80%)
Indukce Morc2b genu porusena porusena
H3K4me3 Morc2b promoteru porusena porusena
Sterilita samic Ano Ne

Tab. 1. Porovnani fenotyptl Prdm9 ” a sterilnich hybrid&i F1(PWD x B6); porovnani je vzdy
vztazené k fertilnim wild-type kontrolam (Prdm9 **, respektive F1(PWD x C3H)).
H3K4me3, trimethylace histonu 3 na lysinu 4; H3K4me2, dimethylace H3 na lysinu 4

Vysledky BAC transgeneze a fenotypové analyzy hybrid(i Prdm9” mysi nas

opravnuji k zavéru, ze gen Prdm9 je nami hledanym genem Hst1 ucCastnici se

hybridni sterility v kfizencich my8ich kmend PWD a B6, tedy kmenud s rozdilnym
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poddruhovym plUvodem. Zbyva objasnit pfesnou ulohu Prdm9 genu pfi vzniku
hybridni sterility a také to, zda se tento gen uplatiuje také v divokych populacich
pfi reprodukéni izolaci poddruht M. m. domesticus a M. m. musculus.

Identifikace kauzalniho polymorfizmu v Prdm9 genu, ktery zpusobuje
genovou nekompatibilitu v neplodnych hybridech, by nam méla pomoci rozkryt
cely mechanismus jeho plsobeni. Jednou z cest vedouci k identifikaci kritického
polymorfizmu je testovani identifikovanych B6/C3H polymorfizm0 v Prdm9 genu na
panelu jinych inbrednich kmenl se znamym fenotypem hybridni sterility. To bude
provedeno v prvé fadé s jedinym nalezenym polymorfizmem v kodujici oblasti
Prdm9 genu, a to polymorfizmem v délce ZF repetic. Pouze takovy rozdil, ktery
bude zcela korelovat s fenotypem hybridni sterility u vSech testovanych Hst1® a
Hst1" kmenut, muze byt polymorfizmem zptsobujicim hybridni sterilitu. Je ale tfeba
mit na zfeteli, ze pokud shoda nebude Uplna, nemizeme takovy polymorfizmus
zcela vyloucit, protoze teoreticky v nékterych kombinacich kmend mulze byt
mechanismus hybridni sterility jiny. Pouze u kmenu, které byly pouzity ke
genetickému mapovani, si muzeme byt jisti Hst1 alelou, u ostatnich kment zname
pouze fenotyp hybridni sterility po jejich kfizeni s kmeny pavodu M. m. musculus.

Nalézt kriticky polymorfizmus by nam také mohlo pomoci studium
genoveé exprese Prdm9 genu v prepubertalnich sterilnich a fertilnich hybridech.
Rozdil na transkripéni drovni by ukazoval na B6/C3H polymorfizmus
v promotorové oblasti Prdm9 genu, rozdil v expresi na proteinové urovni by
ukazoval na B6/C3H polymorfizmus v nepfekladanych oblastech Prdm9 mRNA,
které rozhodujici o translatovatelnosti. Na transkripni urovni nebyl nalezen
vyznamny rozdil v prepubertalnich sterilnich a fertilnich hybridech (Mihola et al.,
2008), analyza exprese Prdm9 genu na proteinové urovni metodou Western blot
pomoci polyklonalni protilatky proti PRDM9 nebyla jesté dokoncena. Definitivnim
potvrzenim ulohy Prdm9 genu v hybridni sterilité by mohla byt zaména sterilni
alely na fertiini zaménou kandidatniho polymorfizmu pomoci homologni
rekombinace v ES burkach.

Gen Hst1 alias Prdm9 je prvnim vyklonovanym genem hybridni sterility u
obratlovcu. HlubSi porozuméni role Prdm9 genu v procesech hybridni sterility
pFispéje k pochopeni molekularnich mechanismu vzniku novych druhu, speciace.
Detailni objasnéni funkce genul podilejicich se na speciaci bylo zatim popsano jen

nékolik, v naprosté vétsiné u drozofily (Barbash et al., 2003; Sun et al., 2004)
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(Brideau et al., 2006; Presgraves, 2007). Role Hst1 genu v hybridni sterilité mysi
se napadné podoba zejména roli genu Lhr zpusobujiciho hybridni inviabilitu mezi
druhy Drosophila simulans a Drosophila melanogaster (Brideau et al., 2006).
V obou pfipadech se jedna o autozomalni gen, ktery zpUsobuje inkompatibilitu
hybridl v souc€innosti s genetickym faktorem vazanym na X chromozém. V obou
pfipadech se navic na vzniku hybridni sterility podileji i dalSi lokusy.

Na X chromozém mapuje i jediny doposud identifikovany gen hybridni
sterility, gen OdysseusH (OdsH) (Perez and Wu, 1995; Perez et al., 1993). Tento
gen zpuUsobujici hybridni sterilitu mezi Drosophila mauritiana a Drosophila
simulans (Coyne and Charlesworth, 1986), kdéduje homeoboxovy transkripni
faktor (Perez et al., 1993; Ting et al., 1998), je exprimovany ve varlatech, ale jeho
pfesna funkce ve spermatogenezi je neznama. Samci s vyfazenym OdsH jsou
plodni, pouze maji v mladi mirné sniZzeny pocet spermii (Sun et al., 2004). To je
v kontrastu s mysSmi s vyfazenym Prdm9 genem, ktery u nich zpUsobuje kompletni
sterilitu. Spoleénym znakem identifikovanych speciaCnich genu je také jejich
rychla evoluce (Orr et al., 2004), coz Ize vysledovat i u Prdm9 genu. Sledujeme-li
rozloZeni polymorfismi mezi mySimi poddruhy i dalSimi savci, je ziejmé, Ze se jich
vétSina koncentruje v oblasti ZF domény. Zda se tedy, Ze tato ¢ast Prdm9 genu
vykazuje rychlejSi evoluci, a proto bychom se méli zaméfit pfi hledani Hst1
kauzalniho polymorfismu pravé na tuto oblast.

Jak jiz bylo fe¢eno, Hst1 gen nezplsobuje hybridni sterilitu sam o sobg, ale
v soucinnosti s nejméné dalSimi dvéma lokusy. Identifikace téchto genl je tedy
dalSim krokem vedoucim k porozuméni mechanismu hybridni sterility. Toho
muzZeme dosahnout identifikaci gend, které gen Prdm9 svoji trimethylacni aktivitou
reguluje, pfipadné s kterymi Prdm9 interaguje. Identifikace genl regulovanymi
PRDM9 proteinem mulze byt provedena napfiklad expresni analyzou na DNA
Cipech ve varlatech prepubertalnich sterilnich a fertilnich hybrid. DalSi moznosti
je pouziti metody chromatinové imunoprecipitace'® s protilatkou proti PRDM9,
spojenou s analyzou ziskanych DNA sekvenci na cCipech (tzv. ,ChIP-on-chip®)
nebo jejich sekvenovanim (ChlP-seq). Geny interagujici s PRDM9 proteinem by

se daly identifikovat pomoci kvasinkového dvouhybridového systému.

18 Chromatinova Imunoprecipitace (ChIP)- metoda umoziuijici isolaci oblasti genomické DNA, které
jsou vazany urcitymi proteiny, napf. transkripénim faktory nebo které maji urCitou chromatinovou
strukturu (napf. urcité histonové modifikace).
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4.2. Funkce nové identifikovanych transkripti v Hst1
lokusu a konzervace syntenie genu Pdcd2, Thp a

Psmb1 u obratlovcu

K posouzeni kandidatury vSech genl na gen Hst1 bylo tfeba provést
detailni analyzu jejich transkripce. Tato analyza odhalila alternativni transkript jak
pro gen Pdcd2, kde byla nalezena alternativni mRNA, ktera kdéduje zkraceny
PDCD2 protein, neobsahujici konzervovanou doménu na svém C-konci, tak pro
gen Tbp, pro ktery byly identifikovany nejméné dva nové transkripty vznikajici
alternativni polyadenylaci. Jaké muzou byt funkce téchto nové objevenych
transkriptl? Ze studie zkoumajici ulohu Pdcd2 genu v regulaci bunééného cyklu
(Scarr and Sharp, 2002) mUzeme usuzovat, ze funkce zkraceného PDCD2
proteinu je pravdépodobné opacna nez funkce konstitutivni PDCD2 formy.
Biologicky vyznam tohoto zkraceného PDCD2 proteinu naznacuje také fakt, Zze
obdobny alternativni Pdcd2 transkript byl nalezen, kromé& mysi, i u Clovéka a
kufete. Tyto alternativni transkripty vznikly v evoluci konvergentné, jelikoz
v kazdém druhu je vznikly zkraceny produkt generovan odliSnym zplsobem: u
Clovéka pfedCasnou alternativni polyadenylaci, u kufete a mysi vzajemné odliSnym
alternativnim sestfihem (Mihola et al., 2007). Z kvantitativni analyzy transkripce
Pdcd?2 forem vyplyva, ze pomér konstitutivniho a alternativniho Pdcd2 transkriptu
se liSi ve zkoumanych mysich tkanich. Objeveni alternativni formy Pdcd2 genu
muze prispét k objasnéni biologické funkce tohoto genu.

O uloze vregulaci transkripce nové identifikovanych alternativné
polyadenylovanych Tbp transkriptl s antisense pfesahem do Pdcd2 genu muzeme
pouze spekulovat. Objevu takovychto lokusu s pfekryvnou transkripci v posledni
dobé rychle pfibyva. Recentni publikace ukazuji, Ze savCi genom je transkribovan
mnohem extenzivnéji nez se dfive predpokladalo (souhrnné ¢lanky Carninci et al.,
2008; Yasuda and Hayashizaki, 2008). Nové&jSi odhady uvadéji, ze 63%
genomové DNA u mySi se nachazi v silné transkribovanych oblastech tzv.
transkripnich ,pralesech®, s Castym prekryvem transkriptl v antisense orientaci
(Carninci et al., 2005). Az 72% mysSich gend ma svlj antisense transkript

(Katayama et al., 2005). Bylo identifikovano velké mnozstvi alternativnich pocatku
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transkripce (Carninci et al., 2006), u 65% transkripénich jednotek byl zaznamenam
alternativni sestfih a velké mnozstvi transkriptd je také alternativné
polyadenylovano (Carninci et al., 2005; Kapranov et al.,, 2007b). Velkym
pfekvapenim bylo také nalezeni velkého mnozstvi transkripti nekddujicich
proteiny (ncRNA), které svou kvantitou vysoce pfevysuji poCet protein-kddujicich
genu v savcich genomech (Carninci et al., 2008; Kapranov et al., 2007a; Kapranov
et al., 2007b). Napfiklad byly identifikovany kratké nekddujici RNA dlouhé desitky
az stovky bp, které jsou prepisovany z oblasti v promotorech, exonech i 3’
neprekladanych oblastech protein-kédujicich gent (Kapranov et al.,, 2007a). Na
druhé strané&, diky novym technikam jako GIS™ (Ng et al., 2005), byly nalezeny
obrovské, az nékolik Mb dlouhé transkripty (Kapranov et al., 2007b). Funkce
vSech téchto nové objevenych transkriptl je zatim znaéné nejasna, nicméné jejich
spoleCnym znakem se zda jejich prekryvna transkripce s protein-kodujicimi geny
jejich promotory nebo navzajem mezi sebou, at' v sense nebo antisense orientaci.
DalSim znakem je, ze u vétSiny téchto ncRNA (neplati pro jejich promotory) nebyla
nalezena velka mira mezidruhové konzervace (Engstrom et al., 2006; Numata et
al., 2007; Okada et al., 2008). Pfesto je regulace pomoci této prekryvné
transkripce povazovana za vyznamnou (Pang et al.,, 2006), protoze se
predpoklada, Ze vice nez na sekvenci, ktera je transkribovana, zde spise zalezi na
transkripci samotné (Carninci et al., 2008).

Antisense transkripce muze regulovat genovou expresi ,sense” transkript(
na nejriznéjSich urovnich od transkripce, sestfihu hnRNA, stability mRNA,
transportu mMRNA do cytoplasmy az po jeji translatovatelnost. Pfi antisense
regulaci se uplatriuje nékolik mechanismu jako jsou transkrip€ni interference, RNA
interference, RNA editace nebo methylace DNA (Carninci et al., 2008; Lavorgna et
al., 2004; Werner and Berdal, 2005). Dfive se minilo, Ze tyto procesy ve vétSiné
pripadu ve svém dusledku vedou k negativnimu ovlivnéni genové exprese svych
,sense“ protéjsku (Lavorgna et al., 2004), nicméné dnes uz je ziejmé, Ze regulace
pomoci antisense transkripce je mnohem komplexnéjSi nez se predpokladalo.
Ukazuje se, Ze vétSina antisense transkripce ma spiSe pozitivni vliv na genovou

expresi ze ,sense” lokusu (Carninci et al., 2008; Katayama et al., 2005; Kiyosawa

% GIS (Gene identification signature)- metoda zaloZena na sekvenovani a mapovani tzv. DNA
ditagl representujicich celou cDNA. Ditag je tvofen ur€itymi pfesné definovanymi Useky z 5° a 3
konce kompletni cDNA. Ditagy jsou konkatemerizovany, sekvenovany a mapovany do genomu.
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et al., 2005; Sun et al., 2006; Werner, 2005). Dokonce byly nalezeny transkripty,
které v zavislosti na dalSich faktorech, mohou mit jak pozitivni tak negativni vliv na
regulaci transkripce v ,sense“ sméru (Abarrategui and Krangel, 2007). Klicovou
ulohu zde zfejmé hraje remodelace chromatinoveé struktury a zpfistupnéni urcitych
segmentl DNA dal$im regulaénim faktorim, tzv. otvirani chromatinu (Gingeras,
2007; Kapranov et al., 2007a). V tom pfipadé pak nezalezi na sekvenci, ktera je
transkribovana a tudiz neni diivod aby byla konzervovana mezi druhy.

Funkci otvirani chromatinu by mohly plnit i nalezené alternativni Tbp
transkripty a regulovat tak transkripci z Thp-Pdcd2 lokusu. Jsou lokalizovany
v jadfe a transkribovany na podobné urovni jako transkripty Pdcd2 genu (Mihola et
al., 2007). Jejich transkripce by teoreticky mohla mit jak pozitivni (,otviranim*
chromatinu), tak negativni (methylaci Pdcd2 promotoru nebo siRNA) ucinky na
transkripci Pdcd2 genu, pfipadné by mohla Ffidit pomér konstitutivniho a
alternativniho Pdcd?2 transkriptu (Munroe and Lazar, 1991). Nebyla sice nalezena
jasna pozitivni nebo negativni korelace v expresi mezi Pdcd2 a Tbp transkripty,
nicméné jejich vzajemné poméry se liSi v jednotlivych tkanich. O vyznamu
antisense presahu Pdcd2 a Tbp genU pro regulaci transkripce z Pdcd2-Tbp lokusu
hovofi i jeho konzervace u mySi a kufete. Tato konzervace antisense prekryvu
genu Pdcd2 a Thp navic ziejmé zapfiCifuje selekéni tlak zpUsobuijici, ze tyto geny
se vyskytuji v t&€sné vazbé u vSech zkoumanych obratlovcu. Takovy vliv antisense
pfesahu na vazbu genl naznacuje (Dahary et al., 2005), ktery ukazal, ze geny
prekryvajici se u savcu jsou Castéji stejné organisovany i u ryby Fugu rubriceps.

Pro¢ jsou ale Pdcd2 a Tbp u vSech sledovanych obratlovcl syntenni i
s Psmb1 genem, ktery je vzhledem k Thp genu v pozici head-to-head? Syntenie
genl Pdcd2, Tbp a Psmb1 je konzervovana u vSech studovanych obratlovcu
(Trachtulec et al., 2004) a prezila tak témér pul miliardy let oddélené evoluce, coz
zjevné ukazuje na udrzovani této syntenie selekci. Moznymy duvody této
konzervace muzZe byt sdileni nékterych regulacnich DNA elementu, pfipadné
sdileni urcité chromatinové struktury, fidicich expresi téchto gend. Tato hypotéza
byla nejprve testovana analyzou exprese genu Pdcd2, Tbp a Psmb1 v rliznych
mysSich tkanich. Analyza transkripce Pdcd2, Tbp a Psmb1 genl ukazala koexpresi
téchto genu ve Ctyfech sledovanych tkanich, nicméné ve varlatech vykazuje gen

Thp relativni, asi deseti nasobné, zvyseni oproti ostatnim tkanim, kdezto Pdcd2 a
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Psmb1 geny jsou transkribovany ve vSech sledovanych tkanich na podobné urovni
(Mihola et al., 2007).

Hledali jsme proto jiné davody pro konzervaci syntenii gent Pdcd2, Thp a
Psmb1 u obratlovcu. Jednou z moznosti je, Ze syntenie je dusledkem selekce pro
vazebnou nerovnovahu, ktera by fixovala urcitou vyhodnou kombinaci alel genu
Pdcd2, Tbp a Psmb1. Takova selekce by v8ak mohla vzniknout pouze za
predpokladu, ze by mezi produkty genu existovala néjaka pfima interakce nebo by
se ucCastnily jedné metabolické drahy. VSechny tfi geny maji moznost pfimé
interakce, jelikoz jejich produkty pasobi v bunééném jadfe, nicméné zatim nebyla
prokazana experimentalné. Hypotéza selekce pro vazebnou nerovnovahu mohla
byt pfimo testovana studiem distribuce rekombinacnich zlomu v oblasti, coz jsme
provedli v ramci konstrukce haplotypové mapy Hst71 oblasti (Trachtulec et al.,
2008). SkuteCné bylo prokazano, Ze geny Pdcd2, Tbp a Psmb1 se vyskytu;ji
v jednom haplotypovém bloku jak u mysi, tak Clovéka. Dochazi zde tedy
k potlaceni rekombinace, coz zabrarnuje oddéleni téchto tfi genu v evoluci.
Otazkou zUstava, zda potlaceni rekombinace mezi t€mito geny zajistuje skutecné
fixaci urCité vyhodné kombinace alel téchto gent nebo zda muize byt potlaceni
rekombinace nasledkem néceho jiného.

Timto alternativnim ddvodem muze byt fakt, ze vSechny tfi geny jsou
esencialni, tedy Ze jejich knock-out je letalni. Bylo totiz prokazano, i kdyz zatim
pouze pro kvasinku Saccharomyces cerevisiae a hlistici Caenorhabditis elegans,
Ze esencialni geny (nezavisle na tom, zda jsou funk&né& pfibuzné di
koexprimované), se z dosud neobjasnéného divodu shlukuji do domén s nizsi
rekombinaéni aktivitou (Pal and Hurst, 2003). TaktéZ u kvasinky bylo sledované
shlukovani esencialnich genu vysvétleno tim, ze se geny sdruzuji do mist
s menSim expresnim Sumem, coZ jsou mista s konstitutivné otevienym
chromatinem, zajiStujici rychlou a pfesnou regulaci jejich transkripce (Batada and
Hurst, 2007). Tato teorie také neklade zadné pozadavky na koexpresi ani funkéni
pFibuznost genu.

Sdruzovani funkéné nepfibuznych genl a konzervace téchto shluku
vevoluci byla zaznamenana i umySi a Cloveéka (Purmann et al.,, 2007).
Predpokladem takového shlukovani je sice podobny expresni profil, ktery je vSak
autory definovan koeficientem vyjadfujicim pocet tkani, ve kterych se geny

spoleCné vyskytuji bez ohledu na velikost exprese. V tomto pojeti jsou geny
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Pdcd2, Tbp a Psmb1 koexprimovany, i pfes zvySenou hladinu exprese genu Tbp
ve varlatech. Autofi naznacuji, ze dlivodem tohoto sdruzovani genl muze byt
sdileni nespecifikované konzervované regulacni oblasti fungujici na arovni
remodelace chromatinu. Roli chromatiné struktury pfi spole¢né regulaci exprese
gent Pdcd2, Tbp a Psmb1 naznaCuje fakt, ze cela oblast tvofi doménu s
podobnym typem histonovych modifikaci, a to jak v mySich ES bunkach,
kmenovych neuralnich burikach a embryonalnich fibroblastech (Mikkelsen et al.,
2007), tak v lidskych T-lymfocytech (Barski et al., 2007). Z tohoto hlediska by bylo
zajimaveé zjistit stav chromatinu ve varlatech, kde byla nalezenana zvySena
hladina Tbp mRNA. Pokud i zde budou mit vSechny tfi geny stejnou
chromatinovou strukturu, pak zvySena hladina Tbp transkriptu ve varlatech je
zpusobena az na urovni regulace transkripce pomoci specifickych transkripénich

faktord.

4.3. Vyuziti haplotypové analyzy k mapovani mysich

genu

Primarnim cilem konstrukce haplotypové mapy Hst1 oblasti byla snaha o
jeji zuzeni. P¥i pouziti klasickych laboratornich mysSich kmenu byla sice nalezena
korelace mezi Hst1 fenotypem a urcitym haplotypem, nicméné nam to neumoznilo
zkratit Hst1 oblast, jelikoz délka haplotypl, i pfi pouziti vét§iho poctu kmenu,
presahovala téméF celou Hst1 oblast (Trachtulec et al., 2008). Snizeni délky
haplotypovych blokl nam umoznilo az pouziti mySich kmenu odvozenych od
divokych M. m. domesticus mysi. Délka haplotypovych blokl se snizila na zhruba
desitky kilobazi, coz svou velikosti odpovida délce haplotypu zjisténych u ¢lovéka
(Consortium, 2007), kde se znalosti haplotypové struktury identifikované v projektu

haplotypového mapovani lidského genomu (projekt HapMap www.hapmap.org/)

zaCalo s uspéchem vyuZivat k rychlému celogenomovému mapovani lidskych
dédiénych chorob (Consortium, 2007). U neklasickych mysich kmenu vsSak
nezname Hst1 fenotyp a tak je jeho urCeni dalSim krokem v haplotypovém
mapovani genu Hst1. Podle pfedbéznych nepublikovanych dat nebyl ale zatim
nalezen Zadny SNP nebo jina zména v DNA, ktera by zcela korelovala s Hst1

fenotypem na novém setu mysSich kmenu.
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Z naSeho experimentu vyplyvaji i obecnéjSi zavéry uziteCné pro pozicni
klonovani mySich genl. Pouziti klasickych kmen( s dlouhymi haplotypovymi bloky
pro haplotypovou analyzu muze byt uzite¢né pro vylouceni delSich useki genomu,
na jemné&jSi mapovani je v8ak nezbytné pouzit kmend odvozenych od divokych
mysSi. Pfi pouziti dostate€ného mnozstvi takovych kmenl muaze byt mapovani
pomoci haplotypt ucinnéjSi nez genetické mapovani pomoci tisicll nakfizenych
zvirat. Z kratSi délky haplotypovych bloki u mySich kmenu odvozenych od
divokych mysi vyplyva, Zze k zachyceni kompletni struktury haplotypl je potfeba
daleko hustSiho pokryti oblasti SNPs. Proto bude prozatim obtizné vyuzit tyto
kmeny pro celogenomové haplotypové mapovani, nicméné velice uziteCné muze
byt pouziti téchto kmenu pravé na zuzovani jiz definované kandidatni oblasti
pozi¢né klonovaného genu, kdy staci pokryt SNPs pouze studovanou oblast a jen
u kmenl se znamym fenotypem.

S ohledem na vyuziti haplotypovych blokl k mapovani mysich genua je
potésitelné, ze ve verejné pristupnych databazich rychle pfibyva jak SNPs dat, tak
fenotypu pro mnozstvi mySich kmenu. V souCasnosti je asi nejlepSim zdrojem

téchto informaci Mouse Phenome Database (http://www.jax.org/phenome, (Bogue

et al., 2007)). Tato databaze byla vytvofena organizaci The Jackson laboratory®
v ramci projektu MySiho Fenomu (Mouse Phenome Project) a aktualné obsahuje
SNPs data z 10 miliénd pozic v mySim genomu a mnozstvi fenotypu pro Sirokou
Skalu mysSich kmenu. Celkovy pocet mysSich kmenu, pro ktery je v databazi veden
néjaky zaznam, je 604. Mezi prioritnimi 36 mySimi kmeny, které jsou pfednostné
genotypovany a fenotypovany, je 31 klasickych laboratornich mysich kmend a
pouze 5 odvozenych od divokych mysi, a to po dvou pavodu M. m. musculus a
M. m. molossinus a jeden M. m. castaneus. Je tedy zfejmé, Ze naprosta vétSina
dat zatim patfi klasickym laboratornim mysim kmendm. Do budoucna by tedy bylo
uzite€né zahrnout mnohem vice kmenu recentné odvozenych od divokych mysi.
Jiz nyni mohou tato data usnadnit mapovani mySich gent natolik, Ze je
v nékterych pfipadech mozné zcela nahradit klasické genetické mapovani pomoci
kiizeni mySi a celé mapovani provést in silico (Grupe et al., 2001; Liu et al., 2007,
Pletcher et al., 2004). S pfibyvajicimi fenotypovymi a SNPs daty z mnoha mysSich
kmenu, vcetné téch odvozenych od divokych mySi, bude mozné tento pfistup

0 The Jackson Laboratory- je nezavisla, neziskova organizace jejiz cilem je vyuZiti potencialu
mysSiho modelu pro studium lidského zdravi (http://www.jax.org)
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vyuzit pro stale vétsi poet mysich gend. Upiné obejiti genetického mapovani véak
nebude zfejmé& mozné, jelikoz jediné kfizenim mySi mizeme ovéfit, ze za
sledovany fenotyp u vSech mysich kmenU pouzitych k haplotypové analyze jsou
odpovédné stejné geny.

DalSimi vyznamnymi pomuackami, které vedou ke zefektivnéni pozi¢niho
klonovani, jsou pfibyvajici kompletni sekvence dalSich mySich kmenl a mnozstvi
expresnich informaci. Tyto data mohou vyznamné pomoci v identifikaci
nejvhodnéjSiho kandidatniho genu z genomového intervalu ziskaného at uz
klasickym genetickym pfistupem nebo napfiklad in silico mapovanim. Pomoci dat
v genomovych databazich bude mozné rychle identifikovat geny v kandidatni
oblasti, které jsou polymorfni mezi kmeny s odliSnym fenotypem. V expresnich
databazich je uz dnes mozné identifikovat geny, které jsou exprimované v tkani,
kde se zkoumany fenotyp uplatiuje. Uzite€né by byly kombinované databaze
s genotypovymi a expresnimi daty pro jednotlivé inbredni kmeny. Také hlubSi
porozuméni regulaci genové exprese nam pomuze I|épe identifikovat
polymorfizmus, ktery muze byt zodpovédny za dany fenotyp. S novymi poznatky o
obrovském mnozstvi regulacnich RNA, které mnohonasobné pfevysuji pocet
protein-kédujicich genll (souhrnny &lanek Carninci et al., 2008) je zfejmé, ze
kauzalni polymorfizmy je tfeba hledat i mimo C&teci ramce kandidatnich genda.
S pfibyvajicimi znalostmi, daty a prostfedky na jejich zpracovani bude v budoucnu
mozné vyrazné zkratit doposud velmi trnitou cestu pozi¢niho klonovani.
V extrémnim pfipadé by teoreticky mohla byt identifikace genu jako je Hst1, ktera
v naSem pfipadeé trvala pres 30 let, zalezitosti jen nékolika malo hodin stravenych
u pocitaCe in silico mapovanim. Experimentalni prace se pak bude moci vice
pfesunout na fazi ovéfovani takto identifikovaného genu metodami reverzni
genetiky, které jsou u mysi k dispozici, jako jsou transgeneze, cilena manipulace
genu homologni rekombinaci v embryonalnich kmenovych burkach nebo

pfechodné umi€eni kandidatnich genli pomoci RNA interference.
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B6 ... C57BL/6J (laboratorni mysi kmen)

B10 ... C57BI/10 (laboratorni mysi kmen)

BAC ... Bacterial Artificial Chromosome

Bard1-rs ... BRCA1 associated RING domain 1- related sequence...(pseudogen)
bp ... base pairs... parl bazi

CAGE- Cap-analysis gene expression

C3H ... C3H/DiSnPh (laboratorni mysi kmen)

ChlIP ... Chromatinova Imunoprecipitace

cM ... centimorgan

dsRNA ... double strand RNA ... dvoufetézcova RNA

E. coli ... Escherichia coli

EST ... Expressed Sequence Tag

FACS ... Fluorescence-activated cell sorting

GEO ... Gene Expression Omnibus ... databaze

Hst1 ... Hybrid sterility 1 ... (gen)

LD ... Linkage Disequilibrium ... vazebna nerovnovaha

M. m. domesticus ... Mus musculus domesticus

M. m. musculus ... Mus musculus musculus

Mp ... megabase pairs... 1 000 000 para bazi

MGl ... Mouse Genome Informatics (databaze)

Morc2b ... Microrchidia 2b... (gen)

Mrps21-rs ... Mitochondrial ribosomal protein S21- related sequence...(pseudogen)
NCBI ... National Center for Biotechnology Information

NIEHS ... The National Institute of Environmental Health Sciences
Odc-rs15 ...Ornithine decarboxylase- related sequence 15 ...(pseudogen)
OdsH ... OdysseusH ...(gen)

OREF ...open reading frame ... otevieny Cteci ramec

PCR ... polymerase chain reaction ... polymerazova fetézova reakce
Pdcd?2 ... Programmed cell death 2 ... (gen)

Prdm9 ... PR domain containing 9 ... (gen)

PFGE ... Pulse Field Gel Electroforesis ... pulsni elektroforéza
Psmb1 ... Proteasome subunit C5 ... (gen)

RACE... rapid amplification of cDNA ends

RFLP ... Restriction Fragments Length Polymorfism

RNAI ... RNA interference

RT- PCR ... reverse transcription — PCR

SAGE- Serial Analysis of gene expression

SSLP ... Simple Sequence Lenght Polymorfism

Thp ... TATA binding protein ... (gen)

Ubce7-rs ... Ubiquitin-conjugating enzyme E2L 3-related sequence...(pseudogen)
Ube2q1-rs ... Ubiquitin-conjugating enzyme E2Q 1-related
sequence...(pseudogen)

UTR ... untranslated region ... nepfekladana oblast

YAC ... Yeast Artificial Chromosome... umély kvasinkovy chromozém
Zip91-rsi... Zinc finger protein 91- related sequence 1...(pseudogen)
ZF ... zinc finger ... (proteinova doména)
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