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Abstrakt (cz)

Fenomén hybridni sterility predstavuje jeden z evolu¢nich mechaniSmi umoZiujici
speciaci, tedy vznik novych druhii. Zatim bylo popsano jen malo specia¢nich genii a
Prdm9 (PR-domain 9) je prvni a zatim jediny identifikovany u savci. Hraje totiz roli ve
sterilité hybridi vznikajicich kifiZenim poddruhi mys$i doméaci. Ohledné vlivu Prdm9 na
plodnost semifertilnich hybridnich samca bylo ale dosud publikovano jen omezené
mnoZstvi poznatki, piitom v pFirodé jsou takovi samci daleko ¢etnéjsi nez samci zcela
sterilni. Pomoci panelu genetickych nastroja a baterii fenotypizaénich testi dokazuje tato
disertace tstfedni roli Prdm9 v hybridni sterilit¢ na mnoha typech mezi-poddruhovych
kiiZenci S rizné postiZenou plodnosti a vékovym omezenim. PFidavanim ale i ubirdnim
genove davky Prdm9 se fenotyp sniZené plodnosti vylepsi. Také zvySeni genové davky
Prdm9 alely, ktera v jedné kopii zapFiCifiuje sterilitu, zlepSuje parametry fertility F1
hybridi. PRDM9 protein hraje roli i v uréovani mist meiotické rekombinace. Prace
poukazuje na princip interakce soutéZe alel v uré¢ovani rekombinan¢né preferovanych
genomickych lokusu - hotspoti, a tim mozné zpusoby propojeni obou roli Prdm9. Tato
disertace shrnuje sestavu tfi logicky propojenych publikaci, které maji ambici byt
vyznamnymi dily sklada¢ky poznani mechanismu speciace. Vysledky této prace maji také
dopad na budouci studie snizené plodnosti na laboratornich modelech hybridni sterility

i pro analyzy divokych mySich populaci a mély by byt vzaty do uvahy p¥i jejich planovani.



Abstract (eng)

The phenomenon of hybrid sterility represents one of the evolutionary mechanisms that
enables speciation. Only a few speciation genes have been uncovered. The only one found
in mammals is Prdm9 (PR-domain 9). Data in the literature on the involvement of Prdm9
in decreased fertility of various semifertile hybrid males of house mouse subspecies were
scarce before the results of this thesis were completed, despite that such males are much
more frequent in nature than the fully sterile ones. Utilizing a panel of genetic tools and
a battery of phenotyping tests, this thesis shows a central role of Prdm9 in fecundity of
hybrids, including many fertility disorders and age dependency. Both increasing and
reducing the Prdm9 gene dosage significantly elevated fertility parameters. Surprisingly,
even the allele that in one copy causes full hybrid sterility increased F1 hybrid fertility
when present in multiple copies. The PRDM9 protein also plays a role in identifying the
sites of meiotic recombination. This study also points out the principles of allelic
competition in determination of the sites of preferred recombination (hotspots), which
suggests a possible link between both previously described Prdm9 roles. This thesis
summarizes a set of three logically interconnected publications with the ambition to
become the key piece of puzzle illustrating the mechanism of speciation. The presented
results should have an impact on studies dealing with decreased fertility of the mouse
laboratory strains as well as on analysis of the wild mouse populations. Thus, they should

be taken into an account when designing such experiments.
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1 Uvod

Gen Prdm9 (PR-domain containg 9) také oznacovan jako Meisetz (Meiotic gene with SET
domain and Zinc fingers) je prvnim identifikovanym savéim speciaénim genem. Speciace
neboli vznik novych druhl zjednoho ¢i vice rodiCovskych druhi, je jeden z kli¢ovych
evolu¢nich procest, vedouci k ohromné rozmanitosti forem organismi na nasi planeté. Od
okamziku, kdy si lidé vSimli tohoto pestrého mnozstvi tvarti, velikosti, barev a vSech dalSich
vlastnosti zivych tvort v pfirod¢€, zacali se ptat, jak mohla tato rozmanitost vzniknout. Dnes
mame Kk dispozici teorie, modely, ale i moderni experimentalni metody, pomoci kterych by
bylo mozno tuto zdkladni otdzku evolu¢ni biologie zodpovédét. Piestoze tento proces vzniku a
zmén 1 stavajicich druhti pokracuje, pocitd se v méftitkach deseti, statisict i miliont let.
Konkrétnéj$i mechanismy a ditkazy evolucnich teorii jsou popsany predevsim u nizSich, ¢i
méng¢ slozitéjsich organisma tieba: rostliny (Bomblies 2010; Rieseberg and Blackman 2010),
bezobratli (Phadnis and Orr 2009), kde naptiklad diky krat$i genera¢ni dobé a tim mnohem
rychlejsimu vyvoji je snadné&jsi zachytit dva druhy prochézejici speciaci. Diky niz§imu poctu
jejich vlastnosti - fenotypu - je také snadn&jsi nalézt ty fenotypy, které staly na zacatku vzniku
dvou novych forem a tak mechanismus tohoto evolu¢niho rozdéleni popsat a zjistit jeho piiciny
a zékonitosti. Spole¢né se slozitosti organismu, ovSem klesa moznost odhalit rozdilnosti nebo
faktory, které byly prvotnimi pfi¢inami vzniku novych druhii. Dnes mizeme vidét spise
nasledky téchto rozdilii, které zplsobily napiiklad adaptace na jiné prostfedi, jind strategie
zivocichil a dokonce 1 savcl poddruhy, které jsou jiz jasné definované, ale presto se jejich vznik
datuje do relativné nedavné minulosti, coz dava Sanci rozliit pravé ty momenty nebo

vlastnosti, které zplisobily jejich oddéleni na dva nové poddruhy.

Proces speciace u pohlavné se rozmnozujicich organismi zavisi predevsim na téch evolu¢nich
fenotypech, které brani vyméné genetického materidlu mezi populacemi. K Uplnému
porozuméni genetického zékladu speciace je potifeba najit primarni reprodukcni bariéry,
identifikovat evolu¢ni procesy, které tyto bariéry vytvarely a popsat konkrétni mutace izolujici
fenotypy obou populaci. Nicméné konkrétni mechanismy speciace a tedy zakladni otazky o

vzniku druhové rozmanitosti na nasi planet€ jsou pro vétSinu druhti stdle neznamé.



Jednou z cest reprodukéni izolace, které mohou vyustit az ve vznik novych druhi, je hybridni
sterilita. Je definovana jako situace, kdy k¥izenim dvou odlisnych, ale plné plodnych
rodicovskych forem vznikaji sterilni potomci. Prdm9 je prvni gen obratlovce zpusobujici
hybridni sterilitu charakterizovany na molekularni Grovni (Mihola et al. 2009). Nékteré
teoretické evolu¢ni modely jako je Bateson-Dobzhansky-Mullertiv model speciace, navrhuji
vysvétleni, ze reprodukéni izolace obvykle vznika diky epistatickym interakcim odlisSnych
genu (Bateson 1909; Dobzhansky 1937; Muller 1942). Popsanim funkce genu Prdm9 by bylo
mozné prozkoumat presnéji mechanismus hybridni sterility a timto detailn&ji nahlédnout do

procesu speciace, tak zasadniho nejen pro evoluéni biologii.



2 Cile prace

Tato prace si klade v kone¢ném dusledku za cil ptispét k lepSimu poznani a popsani fenoménu
hybridni sterility jako jednoho z kli¢ovych procesu speciace, tedy vzniku novych druht. Diky
savéimu modelu hybridni sterility na geneticky dobte charakterizovanych inbrednich kmenech
mame nastroj, ktery umoznuje popsat konkrétni genetické vztahy a procesy mechanismu
hybridni sterility. V této praci jsem shrnul Gsili a vysledky, které pfineslo vyuziti tohoto modelu
predevsim ve vztahu k davce genu Prdm9, jakozto klicového genu sterility. Konkrétné se prace
snazi zmapovat a popsat role a dulezitosti po¢tu kopii a alel genu Prdm9 v modelech hybridni
sterility za pomoci jeho transgenti a mutaci. Nasledky zmény genové davky Prdm9 byly
sledovany nejen u pln¢ sterilnich samcich hybridd, ale také u semisterilnich hybridi, hybrida
s ¢asove€ omezenou plodnosti (poruchou reprodukéniho véku) ¢i vnitrodruhovych kontrol, a to

jak klasickymi tak molekularnimi a cytologickymi metodami fenotypovani fertility. VV bodech:

1. Objasnit vliv kombinaci ruznych alel Prdm9 a jejich genové davky na sterilitu

hybridnich samch.

2. Popsat ucinek kombinaci alel a jejich rizného mnozstvi na jiné modely ¢aste¢né

neplodnych hybridnich samct.

3. Porovnat zmény plodnosti hybridnich samct zplsobené riznymi alelickymi

kombinacemi s meiotickym prab&hem.

4. Zmapovat dopady genetickych a molekularnich interakci Prdm9 v meidze hybridnich

samcil a genetice sam¢i hybridni sterility.
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3 Soucasny stav problematiky

3.1 Speciace a reprodukéni bariéry

Proces, ktery dal vzniknout ohromné rozmanitosti riznych forem organismu na nasi planeté,
se nazyva speciace. Tento vyraz oznacuje d¢j, pti kterém vznikaji nové druhy at’ uz napiiklad
individualnim vyvojem a postupnymi zménami jednoho druhu v prubéhu stfidani jeho generaci
a/nebo rozdélenim jednoho druhu na dvé nebo vice riznych dcefinych forem. Tyto formy
pusobenim selekce diverguji a daji tak vzniknout novym samostatnym druhtim. Prvni poznatky
a snahy o popsani tohoto klicového evolu¢niho procesu sahaji uz do druhé poloviny 19. stoleti,

do dob Darwina, Wallace a dalSich tehdej$ich biologii.

Z hlediska pochopeni procesu speciace bylo v prvnich fazich studia tohoto fenoménu nutné si
definovat pojem druh. Zasadni charakteristikou druhu je, Ze vsichni jeho pfislusnici se mohou
mezi sebou byt jen potencionalné kiizit a dat vzniknout plodnym potomktim, kteti jsou schopni
stejnym zpusobem pokraovat v rozmnozovani (Mayr 1963). Ve snaze najit nejzakladné;si
rozdil mezi dvéma druhy, ktery je zaroven definuje, pfevladl koncept reprodukéni izolace, ktera
znemoznuje kfizeni mezi prislusniky obou druhii mezi sebou, nebo zabrainuje plozeni
zivotaschopnych a plodnych potomkti (hybridl). Tato reprodukéni bariéra zabranuje vzajemné
vyméné genetické informace a populace ruznych druhi jsou tak od sebe jasné oddéleny
(Dobzhansky 1937). Reprodukéné izolaéni mechanismy byly popsany jako prezygotické,
napiiklad jiné zplisoby pafeni, a postzygotické, kde hraje roli nezivotaschopnost hybridi ¢i
jejich nizsi plodnost nebo tplna sterilita. Soucasné byl také navrzen Dobzhansky-Mullertv
model speciace, ktery vyzdvihuje roli epistatickych interakci pfi vzniku reprodukéné

izola¢nich mechanismu (Dobzhansky 1937; Muller 1942).

S pfichodem novych genetickych metod byla pozornost zaméfena na popsani
genetickych zakladt reprodukéni izolace. Diky hojné vyuZzivanému kli¢ovému genetickému
modelu musky Drosophila melanogaster byly poprvé nastinény pocty genti zodpovédnych za
reprodukéni bariéry a jejich ptiblizné mapovani na chromosomech (Coyne and Charlesworth
1989; Coyne 1992). Nyni jsme ve fazi snahy identifikovat konkrétni geny a naptiklad

specifickou funkci jejich proteinovych produktii. Toto umoziiuji nové modely pouzivané pro
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vyzkum reprodukcénich bariér a také nové vyvinuté spektrum molekularné biologickych

technik a znalost sekvence genomt zkoumanych organisma (Orr and Presgraves 2000).

3.2 Hybridni sterilita a jeji zakonitosti

Hybridni sterilita je definovana jako situace, kdy kiizenim dvou plodnych rodi¢ovskych forem
vznikaji sterilni potomci. Hybridni sterilita mize fungovat jako mechanismus vzniku druhti a
v ¢asnych fazich speciace, tak tvofit jednu z reprodukcnich bariér mezi noveé vznikajicimi
druhy. Mezi témito druhy totiz zabraiiuje toku genetickych informaci a tak udrzuje specifické
vlastnosti jejich genomu. Pfestoze hybridni sterilita je pomémé dlouho znamy a intenzivné
zkoumany fenomén (Haldane 1922), nebyl donedavna u Zadnych obratlovci plné objasnén

jediny mechanismus jejiho pusobeni (Forejt 1985; Forejt 1996).

Vyzkum genetickych mechanismu hybridni sterility je zatizen dvéma hlavnimi faktory. Pfedné
pozi¢ni klonovani gent hybridni sterility, které by umoznilo identifikovat geny dulezité pro
tento proces, je zalozeno na genetické analyze kiizeni jedincii, coz je zjevné komplikovano
samotnou sterilitou téchto jedinct. DalSim faktorem, se kterym je nutno pocitat pii studiu
genetiky hybridni sterility je, Ze tento proces je na rozdil od jinych znaki ur€ovan mnoha geny,
mezi kterymi jsou komplexni epistatické interakce (Sawamura et al. 2004). Tyto interakce
mohou také ¢asto byt tzv. konspecifické, coz znamena, ze se jejich ucinek projevi jediné po
spole¢ném pieneseni gend jednoho druhu na genetické pozadi jiného druhu (Palopoli and Wu

1994).

3.3 Genetika reprodukéni izolace

Dobzhansky-Mulleriv (D-M) model speciace popisuje hybridni sterilitu a dalsi typy
reprodukénich bariér jako dusledek naruSenych epistatickych interakci genovych lokusu mezi
odd¢lujicimi se druhy (Bateson 1909; Dobzhansky 1937; Muller 1942). Zakladni prvky tohoto
jednoduchého modelu se daji popsat, kdyz si pfedstavime dvé populace s riznymi
zafixovanymi genotypy dvou interagujicich lokusi AAbb a aaBB, kde aabb je genotyp
spole¢ného piedka obou populaci. Hybridi téchto dvou populaci budou mit genotyp AaBb,
ktery muize zplsobit problém, protoze interakce alel A a B neprosla spolecné piirodnim

vybérem. Toto je zatim vSeobecné piijimany obecny model (Coyne 2004) a n¢kolik studii
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popisuje geny spadajici do modelu D-M nekompatibilit (Wittbrodt et al. 1989; Ting et al. 1998;
Barbash et al. 2003; Presgraves 2003; Brideau et al. 2006; Harrison and Burton 2006).

Vyznamny aspekt genetiky speciace je, ze V Casnych stadiich reprodukéni izolace se problém
nejcastéji vyskytuje u heterogametického pohlavi (Haldane 1922). Podle Haldanova pravidla
(Laurie 1997; Orr et al. 1997) hraji ptfi vzniku druhi velmi dulezitou roli pohlavni
chromosomy. V mnoha taxonomickych jednotkach piedstavuji heterogametické pohlavi XY
samci a X chromosom ma vyznamny efekt na reprodukéni izolaci (Dobzhansky 1937; Orr
1987; Coyne and Orr 1989; Tucker et al. 1992; Dod et al. 1993; Besansky et al. 2003; Masly
and Presgraves 2007). Vysvétleni diavodu, pro¢ se hybridni sterilita tyka predevsim samcd,
nabizi ,,Mullerova teorie dominance* (Muller 1942; Orr 1987; Coyne and Orr 1989). Diky
svéemu hemizygotnimu stavu se u heterogametického pohlavi miize fenotypové projevit alela
nehledé¢ na svou dominanci. U homogametickych hybridi pak mutantni recesivni alelu
kompenzuje jeji dominantni forma. Tyka se to pfedev§im recesivnich X-vazanych D-M
nekompatibilit, které se ve své jediné kopii projevi na hemizygotnim hybridnim genetickém
pozadi (Muller 1942; Turelli and Orr 1995; Turelli and Orr 2000). Haldanovo pravidlo bylo od
dob jeho stanoveni pozorovano a tim potvrzeno na mnoha Zivo¢iSnych druzich a to jak
s heterogametickym saméim i sami¢im pohlavim (shrnuto v (Schilthuizen et al. 2011)).
Piestoze vétSina mezidruhovych kiizeni vykazuje znaky Haldanova pravidla, byly popsany i
vyjimky, naptiklad tzv. maternalni efekt n€kterych gent u rodu Drosophila (Sawamura 1996;
Ferree and Barbash 2009).

K rychlé evoluci hybridni saméi sterility pfispiva vice faktor nez jen recesivni X-vazane
nekompatibility (Muller 1942; Turelli and Orr 1995; Turelli and Orr 2000), napt. rychla
evoluce genti samci reprodukce a X chromosomu (Charlesworth et al. 1987; Wu and Davis
1993; Wu et al. 1996; Presgraves and Orr 1998).

3.4 Prvni zivo¢isné geny hybridni sterility — Drosophila

Prvni uspé$né pokusy zmapovat mechanismus hybridni sterility u zivo¢ichii byly uskute¢nény
na modelu vyuzivajiciho rodu Drosophila (Coyne and Charlesworth 1989; Coyne 1992). Mala
,,ovocna muska“ drosofila je modelovy organismus velmi vhodny pro genetické vyzkumy

véetné hybridni sterility, mimo jiné protoZe mé velmi kratkou generacni dobu, je zndma jeji
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genetickd mapa vcetné osekvenovaného genomu a je k dispozici vice ptibuznych druht
vhodnych k pokusnému kiizeni. Nejvice vyuZité pro studium hybridni sterility a letality byly
kiizenci druht D. simulans a D. mauritiana a také D. simulans a D. melanogaster (Shinohara
et al. 1993; Sawamura 1996; Ting et al. 1998; Barbash et al. 2003; Sun et al. 2004; Brideau et
al. 2006; Bayes and Malik 2009; Phadnis and Orr 2009; Tang and Presgraves 2009). Diky
tomuto modelu byly doposud sekvenéné identifikovany geny hybridni sterility: OdsH,
JYAlpha, a Ovd (Ting et al. 1998; Masly et al. 2006; Phadnis and Orr 2009).

3.5 MysS jako modelovy organismus

Mys domaci je dobfe prostudovany modelovy systém se znacnymi moznostmi genetického
vyzkumu (Dietrich et al. 1994; Mouse Genome Sequencing et al. 2002; Su et al. 2004; Shifman
etal. 2006; Church et al. 2009). Rod Mus - mys domaci — zahrnuje v druhu Mus musculus (dale
jen M. m.) téi poddruhy (M. m. domesticus, M. m. musculus a M. m. castaneus), které se oddélily
od svého spole¢ného piedka pied 350 000 lety (She et al. 1990; Geraldes et al. 2011).
Pfedevsim pak poddruhy domesticus a musculus jsou velmi vhodné pro studium pocatka
reprodukéni izolace. Tyto dva poddruhy tvoii v Evropé dobie popsanou Uzkou hybridni zénu
(Dod et al. 1993; Payseur et al. 2004; Macholan et al. 2007)), ve které se vyskytuji samci se
snizenou fertilitou (Albrechtova et al. 2012; Turner et al. 2012). Také laboratorni studie
poukdzaly na oddéleni téchto poddruhti sam¢i hybridni sterilitou (Forejt and lvanyi 1974;
Forejt et al. 1991; Forejt 1996; Vyskocilova et al. 2005). Mys§ domaci proto predstavuje
robustni systém pro objasnéni genetickych zdkonitosti fenotypt, které stoji za reprodukéni
izolaci v ptirodé, a poskytuje moznost vhledu do evolu¢nich procest, ktere vedly Kk fixaci

nekompatibilnich hybridnich mutaci.

3.6 Meidza, prubéh popis

Sterilita i poruchy fertility obecné, nejen ty zpuisobené hybridnim kiizenim, jsou zjevné a daji
se méfit napf. mnozstvim spermii, schopnosti plodit potomky apod. Abychom ovsem
identifikovali konkrétni molekularni pfi¢iny poruch fertility, musime sledovat vlastni proces
tvorby pohlavnich bungk, jehoz dileZitou ¢ast tvoii specidlni typ bunééného déleni zvany
meidza. Proces meiotického déleni dobie vystihuje i slovo pouzité pro jeho nazev - meiodza,
z teckého mioun, coz znamena zmensit (se), snizit (se). A opravdu jedna se na rozdil od mitozy
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0 redukéni bunécné déleni. V principu jde o specialné vyvinuty proces sexualné se
rozmnozujicich organismii, kdy po jednom cyklu DNA replikace dochazi ke dvéma bunécnym
délenim (shrnuto (Bolcun-Filas and Schimenti 2012)). Vznikaji tak haploidni spermie ¢i
vajicka (gamety) a navic v procesu zvaném genetické rekombinace dochazi k ¢aste¢né vyméné
DNA pochézejici z otce a matky, a tim ke vzniku novych alelickych kombinaci v
téchto gametach. Meidza velmi pravdépodobné vznikla adaptaci mitdézy (Wilkins and Holliday
2009) po vlozeni n¢kolika kritickych a komplexnich kroki. Jedna se piedevsim o parovani a
synapsi  homolognich chromosomt, genetickou rekombinaci mezi nesesterskymi
chromatidami, potlaceni rozchodu sesterskych chromatid pti prvnim meiotickém déleni a dalsi
postup do druhého dé€leni s vynechanim S-faze (replikace DNA). Kazdy z téchto kroku je sam
o sob¢ dost komplikovany a mize se zdat nepravdépodobné, Ze by se vyvinuly najednou, nebo
7e jeden bez druhého nedavaji smysl (nepiinaseji ,,Darwinovskou* vyhodu), aby se objevili
postupné (Maynard Smith 1978; Hamilton 1999). Pro tuto, z hlediska evolu¢ni biologie velmi
zajimavou, otazku ohledné piivodu meidzy ovSem existuje hypotéza, ktera poukazuje mimo
jiné na vyhody ptivodnich funkei nékterého s uvedenych kritickych krokd a také na velmi
podobné a evoluéné mnohem star§i mechanismy, které mohly byt pti vzniku meidzy

alternativné vyuzity a ptizpusobeny novym potifebam (Wilkins and Holliday 2009).

3.6.1 Zakladni faze meidzy

Vstup do meidzy se tykad specifické bunééné linie zarode¢nich pohlavnich bunék neboli
primordialnich germinalnich bun¢k (angl. PGCs — primordial germ cells). Tyto bufiky béhem
vyvoje zarodku putuji do vvvyjejicich se oblasti budoucich pohlavnich Zlaz a na zakladé
okolnich tkanovych i vnitinich bunéénych faktord je u téchto bunék piesné regulovan vstup do
meidzy. U samic jsou PGCs sméfovany do meidzy jiz béhem fetalniho vyvoje a naopak u
samcu je v budoucich varlatech zdrodeénym bunikam zabranén vstup do meidzy a jako
prospermatogonie se za¢nou vyvyjet na sam¢i pohlavni buniky az béhem postnatalniho vyvoje

(Adams and McLaren 2002).

Meio6za se sklada ze dvouch zékladnich na sebe navazujicich buné¢nych déleni - meidza l a ll,
které se ob¢& rozd€luji jesté na profazi, metafazi, anafazi a telofazi. Zarode¢né buiiky vstupuji do
meidzy | replikaci DNA, kdy se z nich stanou primarni meiocyty (u samct primarni spermatocyty).

Nasleduje nejdelsi a nejkritictejsi faze - profaze | (profaze meiodzy 1), béhem které paruji homologni
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chromosomy. U profaze I tedy rozliSujeme jest¢ dalsi dil¢i stadia meiocytl: leptotene, zygotene,
pachytene a diplotene. Mezi homolognimy chromosomy dochazi k rekombinaci, a tim take k
jejich fyzickému spojeni, které je nutné pro spravny prub€h jejich nasledného rozchodu do
dcefinych bun¢k bez ohledu na jejich rodiCovsky ptivod. Timto kon¢i prvni faze meidzy a
sekundarni meiocyty (sekundarni spermatocyty u samcit) podstoupi mnohem rychlejsi meidzu II,
ktera uz je podobna mitéze somatickych bunék jen s vynechanim replikace DNA. Dojde tak k
rozchodu sesterskych chromatid a z jedné diploidni zarode¢né buiky se zdvojenymi sadami
chromosomui vzniknou ¢étyfi deefiné haploidni gamety (shrnuto v (Bolcun-Filas and Schimenti
2012)).

3.6.2 Parovani chromosomu, uréovani mist dvouietézcovych zlomi DNA v meidze

Jeden z nejzasadnéjSich a piesné regulovanych procest béhem meidzy je organizace DNA
v chromatinu. To zahrnuje utvoieni chromosomalni osy (axialniho elementu) pro spravné
sefazeni sesterskych chromatid, a také skladani a odbourani synaptonemalniho komplexu, coz
je jakési leSeni umoziujici synapsi homolognich chromosomu, které je zachycené za
kohesinové komplexy, jenz drzi pohromadé¢ sesterské chromatidy. Telomery v tomto procesu
hraji také dilezitou strukturni roli pro chromosomalni a genomovou stabilitu. Béhem meiotické
profaze I se telomery vazi k jadernému obalu a v ¢asnych fazich (leptotene, zygotene) vykazuji
dynamické pieskupovani do takzvané meiotické chromosomalni kytice (angl./franc. bouquet),
0 které se predpoklada, ze napomaha spravnému hledani a parovani homolognich chromosomu
(Zickler and Kleckner 1998).

Organismy maji rizné pocéty chromosomti a da se predpokladat, ze vétsi pocet chromosomu
vjadife bude znamenat komplikovangjsi nachézeni homologniho partnera. Ve vétsing
organismi véetné mysi tento proces zahrnuje a umozihuje i programové vytvaieni
dvoufetézcovych zlomu (angl. double-stranded breaks - DSBs) pomoci topoizomerasy SPO11
(angl. sporulation protein 11) (Keeney 2008). Pro opravy téchto endogennich dvoufetézcovych
zlomti je potieba nalézt homologni sekvence a vytvofit spoje mezi homolognimi chomosomy.
Chromosomalni meiotické kytice maji zvysit pravdépodobnost setkdni homolognich partnera
a také mohou mozna slouzit jako mechanismus testovani homologie mezi budoucimi bivalenty
(Scherthan et al. 1998; Bass et al. 2000).
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Spravné sestaveny synaptonemalni komplex je zipu podobna struktura, ktera je velmi
proteinové bohata. Sklada se ze ti hlavnich ¢asti a to ze dvou paralelnich axialnich elementd
(AE), které se v kontextu synaptonemalniho komplexu nazyvaji lateralni elementy (LE). Tyto
AE/LE jsou na jedné strané soumérné piifazeny ke kohesinovym komplexiim spojujicim
sesterské chromatidy a na druhé strané transverzalnimi vlakny (transverse filaments - TF)
propojeny s centralnim elementem (CE) (obrazek 1). Prostorova struktura jako takova je
vysoce konzervovana od kvasinek az po ¢lovéka, nicméné jednoznacna univerzalni homologie
proteinové sekvence jednotlivych komponenti nebyla nalezena (Bogdanov et al. 2007). Zda se
tedy, ze jde spiSe o zachovani a utvaieni podobné prostorové (3D) stavby. Fenotyp skladani
synaptonemalniho komplexu se dokonce muze takeé lehce liSit mezi pohlavimi vzhledem
k odlisné mife efektivnosti a striktnosti meiotickych kontrolnich mechanismi, piedev§im
v ramci AE/LE (Yang and Wang 2009; Fraune et al. 2012). Dva zakladni dily mysiho AE/LE
jsou proteiny synaptonemalniho komplexu SYCP2 a SYCP3 (angl. Synaptonemal komplex
protein 2, 3). TF vlakna, kterd jsou hlavni slozkou centralni struktury synaptonemalniho
komplexu, jsou tvotfena proteinem SYCP1 (angl. Synaptonemal complex protein 1), ktery
typicky vytvaii paralelni homodimery interagujici svymi koncovymi globularnimi doménami
a mezi nimi se nachazi delsi superhelikalni doména (angl. coiled-coil). Dalsimi souc¢astmi CE
jsou proteiny SYCE1 a SYCEZ2 (angl. synaptonemal complex central element 1, 2). Axialni
elementy jsou zésadni v pre-synaptickych fazich pro zhutnéni/kondenzaci chromatinu a jako
LE (vsouvislosti se synaptonemalni komplexem) poté tvofi dohromady s centralnim

elementem proteinové leSeni fyzicky spojujici homologni chromosomy.
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Obrézek 1.: Schéma skladani synaptonemélniho komplexu.
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Homodimery proteinu SYCP1 se svymi C-konci vazi k axidlnimu elementu (SYCP2 a 3) a svymi N-konci tvoii
asociace mezi sebou. Tyto N-koncové asociace jsou dale stabilizovany proteinem SYCEL. Tvofi se tak kratké
sparované useky, které jsou dale mezi sebou propojovany SYCE2, jak se prodluzuje a tvoii synaptonemalni

komplex podél celého chromosomu (ptfevzato a upraveno z (Bolcun-Filas and Schimenti 2012)).

3.6.3 Meioticka rekombinace

Kromé vytvareni novych alelickych kombinaci, je meiotickd rekombinace dilezita také pro
fyzické propojeni chromosomii. Tato fyzickd propojeni se nazyvaji chiasmata a umoziuji
homolognim parim chromosomii stabiln¢ se orientovat k délicim vieténkiim meidzy | velmi
podobné jako orientuji kohesiny sesterské chromatidy Kk mitotickym délicim vieténkim
(Petronczki et al. 2003; Copsey et al. 2013). Chiasmata tedy umoznuji spravnou segregaci
chromosomti béhem prvniho meiotického de€leni, aby tak byla zajisténa piislusna ploidita
budoucich gamet, které vznikaji jako kone¢ny vysledek meidzy po druhém meiotickém déleni.
Meioticky mechanismus opravy vnitiné indukovanych DSB pomoci homologni rekombinace
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umoziuje vznik takovychto interhomolognich propojeni - chiasmat. Pro Uplnost neni bez
zajimavosti, ze nékteré druhy organismu (Drosophila, Caenorhabditis elegans) nepotiebuji
meiotickou rekombinaci pro homologni parovani chromosomu a vytvafeni synaptonemalniho
komplexu (Bhalla and Dernburg 2008; Tsai and McKee 2011).

V celém genomu se vytvoii fadove stovky DSB a jen mala ¢ast (piiblizné desetina) oprav (Cole
et al, 2012) vyusti vtakzvany crossing-over (CO) — tedy piekiizeni, které da nasledné
vzniknout chiasmatim. Oprava kazdého DSB za¢ind v mist¢ dvoufetézcového
zlomu odbouranim ¢asti 5'konce, aby se vytvofil 3" ptesahujici konec, ktery na zakladé
homologni symetrie napadne DNA vlakno ve svém dosahu. Nasleduji tfi mozna vyutsténi
takovéto situace podle typu intermediatii, neboli meziproduktl, které vznikaji pfi opravach
DSB. Nejjednodussi cesta je dosyntetizovani napadajiciho 3" konce podle napadené homologni
DNA. Nasleduje rozpad tohoto intermediatu, spojeni konci DNA a vyplnéni mezer. Tento
model opravy DSB se nazyva SDSA (angl. synthesis-dependent strand annealing) a usti jediné
do takzvanych non-crossovert (NCO), které maji za nasledek genovou konverzi (jednostranné
preneseni ¢asti sekvence DNA) (Paques and Haber 1999). Druha cesta je pospsana modelem
dvouietézcové opravu zlomu DSBR (angl. double-stranded-break repair) (Szostak et al. 1983).
Zahrnuje zapojeni i druhého 3" piesahujiciho konce z pferuseného fetézce DNA a vytvoieni
dvojitého Hollidayova kiizeni (Holliday 1964). Vlakna se dosyntetizuji, spoji a podle toho,
kter4 vldkna se nakonec prerusi aby, se struktura zase rozvolnila, vznika CO nebo NCO
(genovéa konverze). Ve skuteénosti jsou drahy vedouci k CO ¢i NCO enzymaticky odli$né a
také pfedem urcené (Hunter and Kleckner 2001; Borner et al. 2004).

Ze struktury synaptonemalniho komplexu je zfejmé, Ze sesterska chromatida je prostoroveé
blize a proto se predpoklada mechanismus, ktery zvyhodiuje rekombinaci nesesterskych
chromatid, nebo naopak znevyhodiuje ,,sesterskou rekombinaci. Tento mechanismus neni
dodnes zcela prozkouman a nejdetailngjsi studie byly provadény s kvasinkami (Plug et al.
1998). Béhem meiotické rekombinace dochazi k vytvafeni ¢asnych a pozdnich takzvanych
rekombina¢nich nodult a zapojeni homologt bakterialni rekombinasy A (recA) RAD51 (Rat
sarcoma - RAS associated with diabetes protein 51) a DMC1 (DNA meiotic recombinase 1).
RADS51 a DMCI1 se vazi na jednovlaknovou DNA 3" piesahujiciho fetézce, ¢imz aktivuji a
zaroven reguluji hledani homologniho templatu pro opravu zlomu na sesterské, ¢i nesesterské

chromatidé. RAD51 a DMC1 rekombinasy byly na zakladé homologie recA domény
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identifikovany i u savcu (Morita et al. 1993; Shinohara et al. 1993; Habu et al. 1996; Matsuda
et al. 1996) a u mysi byla prokazana vyznamna role proteintt AE pii regulaci sesterskych
rekombinaci (Li et al. 2011).

Jak dochéazi k synapsi homolognich chromosomi RAD51 a DMC1 jsou nahrazovany kaskadou
proteind opravného mechanismu jednonukleotidovych mutaci DNA — tzv. DNA MMR (angl.
mismatch repair proteins). Postupné lze na zrajicich rekombina¢nich nodulech nalézt proteiny
MSH4 a MSH5 (proteiny rodiny MutS), kterym je pfisuzovana role stabilizatort
rekombnacnich intermediatt. Tyto proteiny jsou dale vystfidany MLH1 a MLH3 (MutL
proteinova rodina), které svou endonukleasovou aktivitou ptispivaji k vyfeseni (¢i rozuzleni)
slozitych intermedialnich DNA struktur (Plug et al. 1998; Rogacheva et al. 2014). Uvedené
proteiny se tak daji hojné¢ pouzivat jako spolehlivé cytologické markery zrajicich

rekombinac¢nich nodulu.

3.6.4 Parovani a transkripéni umléovani chromosomu X aY

Pohlavné se rozmnozujici organismy musi pro uspé$ny prubeh meiézy u heterogametického
pohlavi piekonavat je$t¢ dalsi komplikaci s parovanim nehomolognich pohlavnich
chromosomuii. V ptipadé samce mysi se jedna 0 X a Y chromosom, mezi kterymi je sekvenéni
homologie zazena do kratkého (asi 700 kbp) useku nazyvaného pseudoautosomalni oblast
(angl. PAR - pseudoautosomal region). Je ziejmé, Ze spravné parovani na zakladé homologniho
pseudoautosomalni oblasti. Dale je znamo, ze v PAR tseku se dé&je rekombinace ve 100%
meiotickych bunék a je to nutna podminka ke spravnému pribéhu meiézy (Perry et al. 2001,
Neale and Keeney 2006). Spravné parovani a vytvoreni chiasmat, tedy fyzického spojeni
bivalenti pomoci crossing-overu (CO) je zasadni pro presny rozchod pohlavnich chromosomu
béhem meiotického déleni a protoze je délka PAR v porovnani s autosomy mnohem mensi
dochazi také k dalsi vin¢ vytvareni DSB (Kauppi et al. 2011). Tyto ptidané dvoufetézcové
zlomy maji jesté vice usnadnit hledani homolognich partnerd a také maji za nasledek lokalni
aktivaci drahy odpovidajici na poSkozenou DNA, neboli DDR (angl. DNA damage response),
coz V kone¢ném disledku vede k utvofeni specialni chromatinove struktury nazyvané pohlavni
télisko (angl. sex body). Tuto strukturu tvoii u zdravé buniky jen ¢astecné synapsované (v ramci

PAR) pohlavni chromosomy X a Y béhem pachytenniho a diplotenniho stadia spermatocytt
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v prvni meioticke profazi. Pohlavni télisko je specialni heterochromatinova struktura izolujici
pohlavni chromosomy, které podléhaji procesu meioticke inaktivace - MSCI (angl. meiotic sex

chromosomes inactivation) (Turner 2007; Heard and Turner 2011).

Tvorba pohlavniho téliska a proces MSCI je pro zdarny prubéh meidzy zasadni, protoze
Skodlivé uc¢inky exprese pohlavné vazanych genti na meidzu byly jasné prokazany (Wu and
Xu 2003; Kelly and Aramayo 2007). MSCI je doprovazena rozsahlymi piestavbami
chromatinu pohlavnich chromosomd, coz je umoznéno histonovymi modifikacemi, z nichz
nejdulezitéjsi je nahrazeni histonu H2A jeho variantou H2AX a naslednou fosforylaci (na
serinu 139) za vzniku yYH2AX (Mahadevaiah et al. 2001). Fosforylace histonu H2AX na
YyH2AX piichazi v prvni vin€ na chromatin autosomu v reakci na vytvareni DSB v leptotennich
spermatocytech a v dalsi viné v pachytennich spermatocytech uz jen na nesparovany chromatin
(v normalni bunice na X a Y chromosomech). Tuto fosforylaci zajistuje ATR (angl. Ataxia
telangiectasia and Rad3 related) kinasa z rodiny PI3-podobnych kinas (Turner et al. 2004;
Bellani et al. 2005). Nasledn¢ YH2AX vaze v mistech zlomi proteiny drahy opravujici DNA
jako naptiklad MDC1 (angl. mediator of DNA damage checkpoint 1) (Stucki et al. 2005).

3.7 Model hybridni sterility dvou poddruht mysi domaci

U mysi byl poprvé fenomén hybridni sterility popsan béhem experimentli zabyvajicich se
polymorfismy H2 histokompatibilnich systémi (lvanyi et al. 1969), kdy se béhem kiiZeni
divokych mysi poddruhu musculus s nékterymi laboratornimi kmeny jako naptiklad
C57BL/10SnPh (B10) rodili sterilni hybridni samci. Naopak kiizenim odchycenych mysi
s jinymi klasickymi kmeny (napf. C3H) vznikali plodni samci. Posléze byl tento rozdil ve
fenotypech asociovan pomoci genetického mapovani s lokusem 10 ¢cM proximalné od H2
systému na chromosomu 17 nazvanym Hst1 (Forejt and Ivanyi 1974).

3.7.1 Mapovani Hst1/Prdm9

Identifikace Hstl (angl. Hybrid sterility gene 1), ktery byl nejdiive piiblizné geneticky
mapovan do proximalni ¢asti chromosomu 17, probihala postupné, spole¢né s tim, jak zacaly
byt dostupné nové a piesnéjsi metody mapovani gent. V prvni fazi bylo provedeno nékolik
kroku genetického mapovani, které bylo zalozeno na pouziti kiizenct (B10 x C3H) s divokymi

mySmi nebo z divokych mysi odvozenymi inbrednimi kmeny poddruhu M. m. musculus
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(PWD). Hstl byl geneticky lokalizovan piesnéji na chromosomu 17 (Forejt 1985; Forejt et al.
1991; Gregorova et al. 1996). Dalsim krokem k pozi¢nimu klonovani Hstl bylo jeho fyzické
mapovani pomoci oligonukleotidovych primert, specifickych DNA sond a kvasinkovych
artificialnich chromosomu — YAC (angl. Yeast artificial chromosome), coz zuzilo kandidatni
oblast na délku 2 Mb (Trachtulec et al. 1994).

Kombinace vysledkt fyzického a genetického mapovani umoznila jesté vétsi zpiresnéni Hstl
oblasti a pomoci expresnich a sekven¢nich analyz se nakonec dospélo k asi 255 kbp dlouhému
genomovému Useku, ktery obsahoval Sest kandidatnich, protein kodujicich genti (obrazek 2)
(Trachtulec et al. 2005). Pro takto z(zeny seznam kandidatnich genti byl navrhnut funkéni
experiment zachrany hybridni sterility pomoci transgeneze a to pfimo na genetickém pozadi
sterilnich samct. Hybridi F1(PWD x B6) nesou kombinaci sterilni a divoké alely Hstl (Hst1®
X Hstw) a hypotéza byla, ze ptridanim nékolika kopii ,,F1-fertilni* (Hst1") alely, by se mé&l u
téchto samcti zménit fenotyp sterility. Pro tento postup byly pouzity BAC transgeny (angl.
Bacterial artificial chromosome) obsahujici ptekryvajici se useky Hstl oblasti genomu kmene
C3H, ktery nakfizenim na PWD daval vzniknout plodnym F1 hybridim a ktery tudiz nesl alelu
Hst1!. Byly ziskéany celkem tii C3H BAC transgenni kmeny BAC 5, 21 a 24, kteii byly na
vnitrodruhovém genetickém pozadi plodni a stejné tak plodily i fertilni potomky s rodi¢ovskym
kmenem B6. Po nakiizeni BAC transgennich samcti s PWD samicemi plodili samci ze dvou
linii (BAC 5 a 24) fertilni F1 sam¢i potomky a jen samci obsahujici BAC 21 plodili hybridni
samce, ktefi nevykazovali zddné zlepSeni plodnosti. Vylucovaci metodou ptekryvajicich se
oblasti BAC transgent byl pak uréen jediny gen, ktery spliioval podminku, aby byl zahrnut
v obou transgenech BAC 5 a 24 a zaroven chybél v BAC 21 (viz obrazek 2) (Mihola et al.
2009).
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Obréazek 2: Usek Hstl a piekryvajici se BAC transgeny.
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Ve zlutém poli je schéma genomové oblasti s kandidatnimi geny. Barevné horizontalni ¢ary vyznacuji pokryti
Hstl useku jednotlivymi BAC transgeny: modré BAC 5 a BAC 24 zachranujici fertilitu a cerveny BAC 21
nezachranujici fertilitu F1 hybridnich samcti. Vertikalni ¢arkované Gsecky poukazuji na gen kritické oblasti —

Prdm9.

3.8 Gen Prdm9

Gen Prdm9 koduje jeden z proteinti rodiny nesouci PR doménu - PRDM. Je zndmo 16 ¢lent
rodiny PRDM proteini u hlodavet (mys$ a potkan), kura domaciho a zaby drépatky (Xenopus).
Déle byly doposud identifikovany dva az tfi PRDM proteiny u had’atka (Caenorhabditis
elegans) a musky (Drosophila) (Fumasoni et al. 2007; Sun et al. 2008). Lidskych proteind
PRDM rodiny je 17 a ucastni se n€kolika vyvojovych procest véetné bunécéné diferenciace
(Hohenauer and Moore 2012). Z komparativnich genomickych studii vyplyva, ze Prdm geny
vznik nékterych ¢lend Prdm genové rodiny asociovan s objevenim se novych genetickych
znaka (Khalturin et al. 2009; Foret et al. 2010).

PRDM proteiny se charakteristicky skladaji z N-terminalni PR domény (PRDI-BF1 a RIZ1

homologni), po které nasleduje n€kolik opakovani domén zinkovych prstd nesoucich DNA
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vazebnou aktivitu. Zinkovy prst (zinc finger) je ndzev domény s typickou sekvenci obsahujici
motif His;Cys,. Kazdy tento motif vaze jeden zineCnaty iont; zinkové prsty tak slouzi k
udrzovani terciarni a kvartérni struktury bilkovin nesoucich DNA vazebnou aktivitu (Maret
and Li 2009). U n¢kterych proteint rodiny PRDM byla prokdzéna metyla¢ni aktivita histona
(PRDM2, 3, 8, 9 a 16) a néktefi zprostiedkovavaji navazani jinych enzymu modifikujicich
histony (Hayashi et al. 2005; Eom et al. 2009; Hohenauer and Moore 2012; Pinheiro et al.
2012).

PRDMO je, krom¢ jeho PRDM7 paralogu u lidi, jediny ¢len rodiny PRDM proteinti kodujici
také KRAB doménu (Kruppel-associated box). KRAB doména je casto spojovana
s transkripcnimi represory (Birtle and Ponting 2006). PR/SET doména PRDM9 katalyzuje
mimojiné trimetylaci lysinu 4 na histonu 3 (H3K4me3) (Hayashi et al. 2005). Tato histonova
modifikace je ovSem typicky ptitomna na pocate¢nich mistech aktivni transkripce (Barski et
al. 2007). Podle nejnovéjsich poznatkii je KRAB doména PRDM9 proteinu nezbytnd pro
meiotickou profazi | a gametogenezi (Imai et al. 2017). Alela Prdm9, kterd produkuje protein
s poSkozenou KRAB doménou, zpisobuje vazné defekty ve vyvoji gonad u homozygotnich
mysi (Imai et al. 2017). V uvedené studii jsou i naznaceny interakce KRAB domény s proteiny
masinérie opravujici DSB. Celkem vzato PRDM9 nemusi hrat roli v transkripéni regulaci, ale
zda se, ze je spise klicovym faktorem v urcovani pozic meiotické rekombinace u mysi a lidi

(Baudat et al. 2010; Myers et al. 2010; Parvanov et al. 2010).

3.8.1 Prdm9 v roli regulatora rekombinace u mysi a lidi

Domény zinkovych prsti, které PRDM9 obsahuje, urcuji specifickou vazbu na DNA oocytu a
spermatocytll v mistech, kde muze metyla¢ni aktivita tohoto proteinu zvysit koncentraci
histonovych znaéek vytvotrenych PR/SET doménou proteinu PRDM9. Nedavno byla in vitro i
in vivo potvrzena schopnost PRDM9 katalyzovat trimetylaci lysinu K4 a K36 na histonu H3 -
H3K4me3 a H3K36me3. Ob¢ tyto znacky se ve meiocytech hojné vyskytuji, ale v kombinaci
na tom samém histonu se objevuji pouze v mistech rekombinaénich hotspoti a v PAR
pohlavnich chromosomt (Powers et al. 2016). Rekombinanéni hotspoty jsou mista na
chromosomech, kde se s vyssi pravdépodobnosti odehravaji meiotické crossing-overy a
konverze, které tak neurCuje pouze nahoda. Bylo dokazano, ze v leptotennim stadiu mysich

spermatocytl, které predchazi meiotickym rekombinan¢nim opravam DSB, je chromatin v
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rekombinan¢nich hotspotech oznacen pravé trimetylovanym H3K4me3 a H3K36me3 (Buard
et al. 2009; Powers et al. 2016). VV PAR pohlavnich chromosomech je ur¢ovani DBS specifické
a probiha jinymi mechanismy nez ve zbytku genomu, na autosomech (Kauppi et al. 2011).
Pouzitim dvou mysich kmeni lisicich se v transaktivaci rekombinan¢nich hotspotti bylo mozno
geneticky zmapovat geny, které tyto rekombinan¢ni hotspoty urcuji. Toto mapovani ukazalo
na proximalni oblast chromosomu 17 s kandidatnim genem Prdm9 (Grey et al. 2009; Baudat
et al. 2010; Parvanov et al. 2010). Studie také potvrdily in silico a in vitro vazbu lidského
PRDMO proteinu na konsenzualni sekvenci rekombinanénich hotspot u lidi (Baudat et al.
2010; Myers et al. 2010).

3.8.2 PRDMS9 a nukleosomy rekombina¢nich hotspotu

Jeden z aspektd mozného mechanismu pisobeni PRDM9 pii aktivovani kandidatnich sekvenci
pro nésledné navazani endogenni topoizomerasy a vytvoieni dvoufetézcového zlomu je
pomoci remodelace chromatinu na riznych trovnich. Podle recentni studie (Baker et al. 2014)
PRDM9 vytvoti znacku H3K4me3 na nukleosomech obklopujicich vazebny motiv a zpisobi
pteskupeni nukleosomalnich histonovych jader za vytvoteni sekvence DNA bez navazanych
nukleosomi (tzn. nucleosome-depleted regions — NDRs). Délka téchto PRDM9 indukovanych
sekvenci byla okolo 120 part bazi, coz je téméf dvojnasobny rozdil oproti obvyklé strukturni
organizaci chromatinu ve zbytku genomu, protoZze DNA sekvence mezi hukleosomy nazyvané
linkery byvaji v priméru 66 (+/-30) part bazi dlouhé (Valouev et al. 2011). Autofi studie
(Baker et al. 2014) uvedli zajimavou souvislost s jiz difive popsanymi proteiny, které také
disponuji DNA-vazebnou sekvenci zinkovych prsti (ZnF) na C-konci a u kterych bylo
dokéazano, ze pti své specifické vazbé na DNA tvoii analogické a dokonce obdobné dlouhé
NDRs. Naptiklad vysoce konzervovany represorovy protein CTCF s 11 ZnF repeticemi, vazici
se na NDR o délce ~130 bp, nebo dalsi represor v lidskych bunéénych liniich znamy jako
NRSF s NDR dlouhym 93 bp (Valouev et al. 2011).

3.8.3 Rychla evoluce genu Prdm9

Pocet ZnF domén na C-terminalnim konci proteinu PRDM9 se velice rychle vyviji. Navic
kodony pro aminokyseliny predpovézené jako zasadni pro specificitu vazby PRDM9 na DNA
vykazuji zndmky pozitivni selekce (Oliver et al. 2009; Thomas et al. 2009; Berg et al. 2010).
C-konce PRDMO se lisi i mezi-(pod)druhovymi a vnitro-(pod)druhovymi alelami s rozdilnymi
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dusledky pro hybridni sterilitu (Mihola et al. 2009) a jsou funkénim rozdilem zpisobujicim
hybridni sterilitu (Davies et al. 2016).

U jiného modelu sterility, ktery byl zkouman na hybridech drosofil, byla takeé prokazana rychla
evoluce a pozitivni selekce specia¢niho genu. Jednd se o homeodoménu genu OdsH
(OdysseusH — Odysseus homeobox factor), ktera rovnéz zajistuje vazbu na DNA (Bayes and
Malik 2009; Oliver et al. 2009). V tomto piipadé se zda, Ze vyvoj genu OdsH reflektuje rychlou
evoluci satelitni DNA v rdmci centromerického heterochromatinu, na ktery se produkt tohoto

genu vaze.

V piipadé genu Prdm9 se jevi jako vhodné&jsi vysvétleni, proc je tento gen pod pozitivni selekci,
pomijivy charakter rekombinan¢nich hotspott (Coop and Myers 2007). Tyto studie popisuji
vnitini sebedestruktivni atribut rekombinancnich hostpotii. Hotspoty pfitahuji enzymatickou
masinérii vytvarejici endogenni dvouretézcové zlomy, kterd se sekvencné specificky vaze
pravé do PRDM9-nukleotidovych motivl. Tyto zlomy jsou pfirozenym procesem (nutnym pro
fertilitu), zahajujicim reciprokou meiotickou vyménu DNA homolognich chromosomi, ktera
je ve své podstaté opravou téchto zlomi. Mechanismus rekombinace opravuje dvoutetézcové
zlomy pomoci genové konverze nebo crossing-overu. V obou pfipadech se zlom doplni podle
druhé nesesterské chromatidy, kterd nemusi mit PRDM9-vazebnou sekvenci. Tak muze
sekvence hotspotu zaniknout a da se dokonce vyvodit, Ze ¢im jsou rekombinan¢ni hotspoty

silngjsi, tim vice urcuji samy sebe k zaniku (Coop and Myers 2007).

Tato pozorovani tedy spiSe poukazuji na hypotézu, Ze mezi-(pod)druhova meioticka
nekompatibilita v nasem modelu hybridni sterility by mohla byt nasledkem rychlé evoluce C-
konce PRDMY, ktera se snazi pfizpiisobit neustalému zanikani rekombinancnich hotspotti v
genomu (Forejt et al. 2012). Pozitivni selekce by totiz ptispivala k rychlejsimu vzniku novych
alel genu Prdm9 u docasné izolovanych populaci a tak k hromadéni potencialnich D-M

nekompatibilit.
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4 Material a metody

4.1 Mysi

Inbredni laboratorni kmeny C57BL/6J (déle jen B6) a C3H/HeN pochézely z The Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME, USA). Mysi kmeny PWD/Ph a PWK/Ph (Prague Wild D a K)
byly odvozeny z divokych mysi poddruhu M. m. musculus (Gregorova and Forejt 2000)
v Ustavu molekularni genetiky (UMG, Akademie véd Ceské Republiky), kde jsou od té doby
udrzovany vice nez 70 generacemi inbredniho kiizeni. Konsomické kmeny C57BL/6J-
ChrXPWP g C57BL/6J-Chr17PWP byly také pripraveny na UMG AV CR a jiz diive popsany
(Nadeau et al. 2000; Gregorova et al. 2008).

Transgenni kmeny pouzité v této praci byly nasledujici. Kmeny nesouci BAC 5, 21 a 24 byly
vytvofeny z konstrukti z DNA kmene C3H/Hej pouzitim genomické knihovny CHORI-
34BAC (Zeng et al. 2001). Vyselektované BAC konstrukty byly transfekovany do
F1(129/S4SvJae  x C57BL/6) embryonalnich bunék. Pfislusné embryonalni linie byly
mikroinjekovany do C57BL/6 blastocyst ndhradnich matek pro ziskani chimerickych mysi. Na
zakladé polymorfnich markert CHO7 (viz nize: Primery pro Prdm9©®") byly identifikovany
transgeny a pouzitim stejnych markert byli vytvafeni mezi-poddruhovi kiizenci i pfevedeny
celé BAC kmeny deseti generacemi zpétného kiizeni na C57BL/6 genetické pozadi. BAC
transgen obsahujici C57BL/6 neboli B6 alelu Prdm9 byl vytvoien mikroinjekovanim cirkularni
DNA BACu s oznac¢enim RP23-159N6 do zygot samcich prvojader na C57BL/6 genetickém
pozadi. Mysi nesouci deleci s 0zna¢enim Sod29*4 na chromosomu 17 byly vytvofeny pomoci
embryonalnich kmenovych bunék (Bergstrom et al. 2003). Nefunk¢ni (KO, knock-out) alela s
oznacenim Prdm9™'Mma hyla genereovana na 129P2/OlaHsd emryonalnich kmenovych
bunikidch nahrazenim prvnich péti exonli LacZ operonem a zpocatku udrzovana na SmiSeném

129P2/OlaHsd a C57BL/6 genetickém pozadi.

Vsechny mysi byly ustdjeny v SPF (Specific Pathogen-Free) chovech na Ustavu molekularni
genetiky v Praze. S my3$mi bylo zachizeno v souladu se zakony Ceské Republiky na ochranu
zvitat proti tyrani (€.264/1992 Sb).
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4.2 Genotypovani

4.2.1 lzolace DNA

Izolace genomové DNA alkalickou extrakci byla provedena z ¢asti odstiizeného ocasku (asi
2 mm), kterd byla vlozena do 600 ul 50 mM NaOH. Nésledovala inkubace 90 min pti 95°C.
Vzorek byl poté neutralizovan 50 ul 1M Tris (pH 8) a lehce promichan par pievracenim
zkumavky. Po Sestiminutovém stoceni na stolni centrifuze maximalnimi otackami bylo mozné
DNA pfimo pouzit na genotypizaci, pfipadné podle potieby nafedit 2 - 5x ultracistou vodou

(Millipore Corp.).

Pro izolaci vysokomolekularni genomové DNA fenol-chloroformovou metodou byla
pouzita dostupnd tkan (slezina, ocasek), kterd byla rozstiihana (pfipadné po zmraZzeni rozdrcena
na malé kousky). Kousky tkané se vlozily do 0,7 ml lyzaéniho roztoku na ptipravu DNA (100
mM TrisCl pH 8,5; 5 mM EDTA pH 8,0; 200 mM NaCl; 0,2% SDS). Po ptidani 10 ul proteinasy
K o koncentraci 10 mg/ml byl vzorek inkubovan na rota¢ni michacce pti 50-55°C ptes celou noc.
Druhy den nésledovala centrifugace pii 10 000 otac¢ekach/min (rpm), 10 min a k 0,7 ml lyzatu
bylo ptidano stejné mnozstvi fenol:chloroform:isoamylalkoholové smési (25:24:1). Vzorek byl
dale protfepavan po dobu 5 min pii pokojové teploté, az se faze spojily a znovu centrifugovan
10 minut pii otackach 10 000 rpm. Horni faze byla pienesena do Cisté zkumavky a bylo ptfidano
stejn¢ mnozstvi chloroform:isoamylalkoholu (v poméru 24 : 1). Zkumavka byla dikladné
promichéana a centrifugovana 10 minut pii ota¢kach 10 000 rpm. Z horni vodné faze byla pak
DNA vysrazena 0,5 ml 100% isopropanolu a oplachnuta v 75% ethanolu. Ususena peleta DNA
byla nakonec rozpousténa pii 4°C pies noc ve 100 ul 1 x TE pufru (10 mM TrisClI pH 8,5; 1
mM EDTA pH 8,0. Zmé&feni na spektrofotometru (Nanodrop ND-1000) byla stanovena
vysledna koncentrace vyizolované DNA a Cistota uréena pomoci poméru absorbance Azeso/ Azgo.
DNA byla nakonec natedéna ultracistou vodou (Millipore Corp.) na pozadovanou koncentraci

pro piislusné pouziti.

4.2.2 PCR — amplifikace markera a vvhodnoceni produktu

Obecné probihala zakladni genotypiza¢ni reakce celkem ve 20 pl reakéni smési, ktera
obsahovala: vodu, DNA templat, 1x PCR puft, 1,65 mM MgCl2, 175 uM kazdého dNTP, 200

nM obou primert a 0,3 U Taq polymerasy. Ke genotypizaci nam slouzily primery amplifikujici
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délkové polymorfni mikrosatelitové Useky (tabulka 1). Amplikony byly elektroforeticky

rozdéleny na (EtBr) agarosovém gelu.

Tabulka 1: Pouzité primery s udanou polohou na chromosomu

Chrl7 ChrX
Nazev Pozice [MDb] Néazev Pozice [Mb]

D17Mitl64 3 DXMit166 49

D17M13 13 DXMit92 58

D177t642 15 DXMit194 67

D17Ch07 15,6 DXMit44 77
D177t334 16
D17M21 21
D17Mit33 35
D17Mit123 94

(Gregorova et al. 2008; Flachs et al. 2012)
Dale byly pouzity specialné navrzené primery pro genotypizaci Prdm9 alel:

Primery pro Prdm9™*Yma knock-out (5’ — 3°):

ATTTCCCTGTATCTTCTTCAGGACT
AGGAATCTTCCTTCCTTGCTGTCG
CGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTT

e Ta=54°C; délkovy polymorfismus: Prdm9™"mat > prdmg™ (450 bp, 319 bp)

Primery pro Prdm93H (5> — 3°):

TTGCTATAAAAGGACTGTTTGAT

ACACAAAGACAGAAGAAGAGGA
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e Ta=52°C; délkovy polymorfismus: Prdm9®>Prdm9©3H (144 bp)

Primery pro Prdm9®¢ (BAC RP23-159N6 transgen) (5> — 3°):

AGGAGCTGACTGGGTTGAA
CCCTATGAAGATCCTCTCCCTA

e T.=53°C; (123 bp)

4.3 Expresni analyza a kvantitativni PCR

Kvantitativni PCR byla provadéna s pouzitim real-time PCR systému (LightCycler, Roche).
Primery byly navrhovany tak, aby neamplifikovaly druhotné struktury a mapovaly
mimo polymorfni oblasti mezi kmeny B6, C3H a PWD. Jejich sekvence a podminky jsou
popsany v (Mihola et al. 2009). Celkova RNA (total RNA) byla izolovana pomoci Trizolu
(Invitrogen) ze 14 dennich mysi. Nasledn¢ byla pouzita MUuMLV reverzni transkriptasa
(Invitrogen) pro RT reakci (reverzni transrkripce). Do kazdé reakce obsahujici FastStart DNA
MasterSYBR Green [ kit bylo pfidano mnozstvi DNA odpovidajici 50 ng RNA a smés byla
spusténa v systému LightCycler. Jako kontroly slouzily RT reakce bez reverzni transkriptasy.
Testovany byly nejméné dva vzorky DNA od riznych mysi stejného genotypu a vzdy

vV nejmén¢ dvou technickych replikatech.

4.4 Zjistovani plodnosti samct
Pitva

K vySetfeni plodnosti samct bylo hodnoceno vice parametri z 9 — 12 tydennich samcii.
Zéakladni fenotypy jako hmotnost téla (BW — body weight) a varlat (TW — testes weight) byly
odecitany vzdy pfi pitvach samcu a slouzily tak jako prvni kontrola a orientace v jejich

potenciondlni plodnosti.
Pocet spermii

Kli¢ové hodnoty poctu spermii (SC — sperm count) byly ve vétsiné piipadi stanoveny z obou

kompletnich nadvarlat (epididymis) jejich vypitvanim, extrakci spermii a pocitanim pod
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svételnym mikroskopem v Biirkerové pocitaci komurce. Spermie z nadvarlat byly eluovany
v 0,5 ml fyziologického roztoku PBS rozstiihanim na malé kousi¢ky. Zkumavka se vzorkem
rozstiithanych epididymis byla ru¢né siln¢ protfepana pro dikladné vyliti spermii a nechdna pii
pokojové teplot¢ pét minut odstat, aby se usadily vétsi zbytky tkan€. Vzorek spermii byl
opatrn¢ odebran z horni ¢asti roztoku a nafedén podle odhadovaného poctu spermii, tak aby
Vv Biirkerové pocitaci komtirce bylo idealn¢ do péti spermii na Ctverec. Do Biirkerovy pocitaci
komurky bylo naneseno 10 pl vzorku a spermie pocitany pod 400-ndsobnym zvétSenim ve
svételném mikroskopu. Absolutni pocet spermii samce v obou epididymis byl stanoven
vypoctem rovnici: pocet bunék v 25 ¢tvercich x 10 000 x ziedéni x vychozi objem PBS (tzn.

0,5 ml).
Morfologie spermii

Zbytek roztoku PBS po urceni poctu spermii byl pouzit pro zjisténi morfologie fixovanych
spermii barvenim 9 : 1 s 1% eosinem. Barveni eosinem probihalo smichanim roztoku
eluovanych spermii seosinem vnové zkumavce pii +4°C po dobu nejméné 45 minut.
V piipadé samcti s velice malym celkovym poctem spermii (tisice az statisice) byl roztok pied
inkubaci s eosinem zahu§tén jemnou centrifugaci (asi 3 000 rpm po dobu 2-3 minut). Poté bylo
nakapano 15 pl roztoku nabarvenych spermii na ptipravené podlozni skli¢ko. Spermie byly
rozprostteny pomoci tahu jiného podloZzniho sklicka a vysuSenim na vzduchu fixovany.
Pouzitim 400-nésobného zvétsSeni na svételném mikroskopu bylo spocitano nejméné 100 bunék
spermii a ty byly rozdéleny do kategorii podle tvaru hlavi¢ky, hacku, bi¢iku apod. (Otubanjo
and Mosuro 2007).

Pocet potomkii

Fenotyp potvrzujici plodnost samcti je jejich realna schopnost plodit potomstvo. Tato hodnota
byla stanovena pfipusténim vySetfovanych dospélych samcli po dva az ¢tyfi mésice
s kontrolnimi plodnymi samicemi. Mlad’ata byla odstraniovana co nejdiive po porodu. Z po¢tu
mlad’at narozenych béhem doby piipusténi se vypocital primérny pocet potomkal, ktery dany
samec zplodil s jednou samici za jeden mésic (OFM — offspring per female per month).
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4.5 Analyza meiotického pribéhu

Pro detailn€j$i popis prubéhu spermatogeneze a identifikaci konkrétnich bodii meiotické
zastavy byl optimalizovan protokol pro pfipravu a pozorovani imunocytochemickych

preparati testikularnich bunek.
Piiprava testikularnich preparati

Pro piipravu téchto testikularnich preparatd se z vypitvanych varlat zhotovila Ccistd
jednobunec¢na suspenze. Bylo pouzito EKRB medium, coz je obohacené KRB medium (angl.
Krebs-Ringer bicarbonate) a obsahuje: 120,1mM NaCl, 4,8mM KCI, 25,2mM NaHCOs3,
1,2mM NaH2PO4, 1,2mM MgS04, 1,3mM CaCl2, 0,5mM pyruvéat sodny, 11mM glukosu,
esencialni a neesencialni aminokyseliny (Gibco) a smés penicilin-streptomycin (Gibco).
Ptiprava suspenze spocivala nejprve v rozvolnéni semenotvornych kanalkil inkubaci varlat
zbavenych tuniky v 10 ml EKRB media obsahujiciho vyslednou koncentraci 500ug/ml
kolegenasy (Sigma-Aldrich, kat. ¢. C7657-1G) a 5 pg/ml DNAsy | (Affymetrix, kat. ¢. 14340
10 MG) pii 32°C po dobu 25 minut a za mirného tfepani (120 otacek/min). Po inkubaci se
kanalky zbavily okolni tkan¢ a rozvolnily, coz bylo dosazeno jejich jemnym protahovanim
ustiihnutou 1 ml Spi¢kou pipety. Rozvolnéné kanalky byly pfecistény od zbytkid tkané a
ostatnich somatickych bunék zachycenim kanalkii na 40 pum buné¢ném filtru (nylon 40 um Cell
Strainer). Kanalky byly opét resuspendovany v EKRB s opétovnym piidanim enzymi
kolagenasy a DNAsy 1 do uvedené koncentrace a znovu inkubovany ve 32°C po stejnou dobu.
Touto druhou inkubaci a naslednym dikladnéjSim protahovani neusttizenou Spickou bylo
dosazeno rozpadnuti kanalkli a vyeluovani testikularnich bunek do média. Opétovnym
pouzitim bunééného filtru byly zachyceny tentokrat zbytky rozpadlych kanalkli a ostatni
necistoty. Filtrat obsahujici jednobunécénou suspenzi spermatogenickych buniek byl jeste
dvakrat preciStén centrifugaci 12 respektive 15 minut pti 1 000 rpm, kdy byl vzdy supernantant
odstranén a peleta jemn¢ resuspendovana. Po druhé centrifugaci byla peleta rozpusténa podle
jeji velikosti ve 150 az 350 pl EKRB, aby vyslednd koncentrace bufick pied nakapani na
pied¢isténé sklo byla ptiblizné 2 az 3 milidny bunék na ml. Pro nakapani na podlozni sklo bylo
nejprve asi 10 pl jednobunécné suspenze (tj. 20 000 az 30 000 bunek) piidano do 100 pl
hypotonického vodného roztoku obsahujiciho 0,1M sacharosy a 0,2x koncentrované inhibitory

proteas (Roche). Takto pfipravena suspenze byla v mnozstvi 30ul na sklo nakapana usttizenou

32



Spi¢kou z vysky asi 10 cm na podlozni skla. Na kazdé jednotlivé podlozni sklo bylo asi 30
minut pfedem naneseno 65 pl fixa¢niho ¢inidla (1% paraformaldehyd — PFA, 0,15% Triton
X100, 0,2x inhibitory proteas v 50mM boritanu sodném, pH=9,2). Tato skla byla uchovana ve
vihkém prosttedi v +4°C po dobu tii hodin. Posledni faze piipravy preparatu pied
imunobarvenim spocivala v oplachnuti skel ¢istou demineralizovanou vodou, naslednym
Casteénym vysusenim na vzduchu (asi 10-15 minut) a uchovanim v +4°C v PBS pufru. Tento

protokol byl s mensimi modifikacemi pievzat z (Anderson et al. 1999).
Imunobarveni

Pro blokovani preparati a fedéni protilatek bylo pouzito 0,5x koncentrovaného MAH pufru
(1,5% BSA, 5% kozi sérum, 0,05% Triton X100 a 0,2x inhibitory proteas v PBS).

Pouzité primarni protilatky: Synaptonemalni komplex 1 (krali¢i polyklonalni anti-SYCP1,
Abcam ab15087); synaptonemalni komplex 3 (mysi monoklonalni anti-SYCP3, Santa Cruz sc-
74569); Ser139-fosforylovana varianta histonu H2A.X (my$i monoklonalni anti-yH2AX,
Millipore 05-636)

Pouzité sekundarni protilatky: Alexa Fluor 488 (kozi anti-krali¢i 19G, A-11034); Alexa Fluor
568 (kozi anti-mysi 1gG, A-11031); Alexa Fluor 647 (kozi anti-mysi 1gG, A-21236).

Sklicka s testikularnimi preparaty bylo mozno po dobu piiblizné par tydnu skladovat v PBS
pufru a teplot¢ +4°C bez zjevné zmény kvality fixovanych jader a reaktivity epitopu Se
specifickymi protilatkami. Pfed samotnou aplikaci primarnich protilatek bylo vzdy provedeno
blokovani 0,5MAH pufrem po dobu nejméné 60 minut. Tato preinkubace samotnym pufrem
byla pouzita vzdy pied nanesenim protilatek pro vyvazani ptipadnych nespecifickych interakei.
Vsechny aplikace protilatek véetné blokovani byly provadény ve vihkém prostiedi, pod krycim

sklickem a teploté +4°C s pouzitim 90 ul pufru na jedno podlozni sklo s preparatem.

Tabulka 2: Seznam pouZitych protilatek s optimalizovanym Fedénim a dobou inkubace

Primarni protilatky Sekundarni protilatky
Nazev Redéni Inkubace Néazev Redéni Inkubace
krali¢i-a-SYCP1 1:400 O/N kozi-a-rlgG 488 1:500 1hod
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myS$i-a-SYCP3 1:50 O/N kozi-a-mlgG 568 1:500 1hod

mysi-a-yH2AX 1:5 000 2hod kozi-a-mlgG 647 1:500 1hod
krali¢i-a-RAD51 1:300 O/N
krali¢i -a-DMC1 1:300 O/N

OI/N = ptes noc (overnight); a = anti; rlgG = krali¢i (rabbit) Immunoglobulin G; mlgG = mysi (mouse) 1gG

Postup barveni:

=

Pfislusny pocet skladovanych skel s fixovanymi butikami byl oplachnut v 1XPBS pufru.

Na kazd¢ sklo bylo poté naneseno 90 ul 0,5MAH pufru a tato kapka pak byla opatrné
(aby se nevytvorily bublinky) ptekryta krycim sklickem tak, ze pufr pokryl celou
plochu preparatu. Skla byla inkubovana ve vihké komtrce a v temnu pii +4°C.

Nésledovala aplikace piedem nafedénych primarnich protilatek. Jednotlivé protilatky v
zadané kombinaci se najednou natedily podle pfislusného poméru v 0,5MAH pufru
v mnozstvi 100 pl x pocet skel. Inkubovalo se pod krycim sklickem do druhého dne

ve vlhké komirce, temnu a maximalné +4°C.

Druhy den byla skla nejdiive zbéZné oplachnuta PBS pufrem a poté provedeno

dukladné omyti v PBS 3x10minut v temnu a chladu.

Po omyti néasledovalo naneseni sekundarnich protilatek snavazanym ptislusnym
fluorochromem. Opét 90 pl 0,5MAH pufru s pfislusné nafedénymi protilatkami na
kazdé sklo. Inkubace pod krycim sklickem jednu hodinu ve vlhké komrce, temnu a

maximalné +4°C.
Oplach 3x10 minut v PBS (viz krok 4).

(volitelné) V ptipadé zadané kombinace protilatek ziskanych ze stejného zvifete,
v tomto piipadé mysi SYCP3 a yH2AX, nelze aplikovat obé protilatky najednou z
diivodu zktiZzenych reakci (crossreactivity). Ale po diikladné optimalizaci bylo mozné

opakovat kroky 3 - 6. s ptislusnou kombinaci primarni a sekundarni protilatky (yYH2AX
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a a-mlgG 647). Tento postup musel spliovat dvé dulezité podminky: A sice aby se
predpokladané signaly (znaCené bunécné struktury) obou protilatek nepiekryvaly a
navic aby pouzita a-yH2AX protilatka méla velmi silnou a vysoce specifickou

reaktivitu.

8. Nasledoval 2x rychly oplach v demineralizované vodé a vysuSeni preparati na vzduchu

a pokojové teploté (max 15 minut).

9. Nakonec bylo provedeno zamontovani (uzavieni) preparatu montovacim médiem
obsahujicim také DAPI pro obecné barveni jader (DNA). Piiblizné 15 - 20 ul
montovaciho média (Mounting medium with DAPI, Vectashield) se nalilo na sklo a

opatrné prekrylo krycim sklickem.
Pozorovani a vyhodnoceni

Pozorovani probihalo na fluorescenénim mikroskopu Nikon Eclipse 400 pti zvétseni 400 —
600x. Pofizovéani, zpracovani i analyza obrazového materidlu bylo provadéno pomoci

programu s ovladacim softwarem mikroskopu NIS-Elements BR (Nikon).

4.6 Statistické zpracovani dat

Signifikance fenotypovych hodnot hmotnosti téla a varlat (BW, TW) byla ovéfovana pomoci
Welschova t-testu. Wilcoxontuv test (Wilcoxon rank-sum test) byl pouzit na statistické

zpracovani dat poétu potomki a spermii (OFM, SC) i bunééné fenotypy meiotického prubehu.
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5 Vysledky

5.1 Piekonani hybridni sterility zavisi na davce, ale ne na alele genu Prdm9

Jiz pozi¢ni klonovani genu Hst1 a jeho identifikace jako Prdm9 (Mihola et al. 2009) naznacilo,
7e zachrana hybridni sterility samctt F1(PWD X B6) pomoci ptidani C3H fertilni alely neni
vzdy stejné uginna. Prdm9©3H alela byla pridavana na hybridni genetické pozadi pomoci BAC
transgend vlozenych do jednoho z inbrednich rodicovskych kment (obrazek 2). U dvou typa
transgenu, BAC5 a BAC24, jsme pozorovali odlisny fenotyp zachrany sterility; primérna vaha
testes a celkovy pocet spermii hybrid s BACS5 byli niz§i nez u hybridi obsahujicich BAC24
(Mihola et al. 2009). Z dtivodu variabilni u¢innosti transgeneze se do rodicovského B6 genomu
inkorporoval riizny pocet kopii BAC transgenti a diky expresnim studiim jsme potvrdili, ze
pocet vlozenych kopii transgentt (BAC5 dvé kopie a BAC24 Sest kopii) pozitivné koreluje
s expresi Prdm9 stejné jako s mirou zlepseni fertility transgen-pozitivnich hybridi (Mihola et
al. 2009). Tento fenotyp se projevil pouze na hybridnim mezi-(pod)druhovém genetickém
pozadi, zatimco u rodi¢ovského kmene nebylo mozno pozorovat vyznamny vliv této zvysSené

genove davky Prdm9 na jejich plodnost.

Nasledné jsme zodpoveédéli otazku, jestli je pravé popsany zpisob nestejnomérného zvratu
efekt zvySeni genové davky genu Prdm9 nehledé na typ alely. Vyuzili jsme opét BAC
transgeny, tentokrat se ,,F1-sterilni* alelou Prdm9®® (BAC transgen RP23-159N6, nadale
nazyvan B6BAC, (Grey et al. 2011)). Na vychozim B6 pozadi B6BAC transgen nemél podle
oc¢ekavani patrny vliv na fertilitu a jeho efekt se projevil teprve po naktizeni s PWD samici,
aby tak vznikli FL(PWD x B6) hybridni samci, v tomto pfipadé se dvéma kopiemi Prdm98®
navic k ptivodnim aleldam B6 a PWD. Takovymto samcum se opét zvySily parametry fertility
véetné schopnosti plodit potomstvo, a potvrdila se tak hypotéza, Ze zachrana fertility zvySenim
genové davky neni omezena pouze na Prdm9©® alelu. Nabizela se dal3i otazka, zdali by zména
genové davky puasobila na hybridni sterilitu také, pokud by se exprese Prdm9 snizila. Pro tyto
ucely bylo mozné pouzit dva typy nulovych alel, které jsme méli k dispozici. Jednalo se o
rozsahlej§i deleci chromosomu 17 obsahujici také gen Prdm9 (Sod29# (Bergstrom et al.

2003)) a knock-out ptipraveny nahrazenim prvnich péti exoni Prdm9 LacZ konstruktem
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(Prdmot™Ymaty (Hayashi et al. 2005). Po nakfiZzeni obou typii disfunkénich alel na B6 pozadi se
samici PWD vznikli opét hybridni sam¢i potomci se zvySenou vahou testes, méfitelnym
poctem spermii i schopnosti plodit, ktefi se timto lisili od svych kontrolnich sourozenct
s jednou Prdm9®® a jednou Prdm9°"P alelou. Zvyseni parametrii plodnosti bylo ziejmé, i kdyz
nebylo stejné ucinné jako u transgent zachranujicich fertilitu (obrazek 3, tabulka 3). Zvrat
fenotypu hybridni sterility F1(PWD x B6) hybrida je tudiz dosazitelny (alespon do jisté miry)

jak snizenim, tak zvySenim genové davky Prdm9.

Obrazek 3. Schématické znazornéni zvratu sterility F1(PWD x B6) hybrida piidanim ¢i

zaménou Prdm?9 alel.

F1(PWD x B6)

Kolecka piedstavuji genomy mysich samct s pohlavnimi chromosomy X a Y jako Gseckami vy¢nivajicimi ven.
Genetické pozadi je symbolizovano barvami, kde ¢ervena je pro B6, oranZova pro C3H (obé pivodu M. m.
domesticus) a modra pro PWD (ptivod M. m. musculus). Rozdéleni kruhu oznacuje heterozygotni pozadi F1

hybridii. Uroveii fertility je znazornéna poétem spermii a nepiitomnost spermie znamené Gplnou sterilitu.
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Tabulka 3. Efekt davky genu Prdm9 na hybridni sterilitu.

KiiZeni (samicka prvni) Prdm9 n TW SC
PWDxB6-BACB6 PWD/B6 9 55 0,00?
PWDxB6-BACB6 PWD/B6+2B6 3 167* 18*2
PWDxB6-KO PWD/B6 10 59 0,00
PWDxB6-KO PWD/- 12 82* 0,06*
PWDx(B6- Prdm9©®" xKO) PWD/- 10 94 0,10
PWDx(B6- Prdm9® xKO) ~ PWD/C3H 8 140* 1,06%
PWDxB6- Prdm9c3H PWD/C3H 8 109 0,2
PWDx(KOxBACDb) PWD/- 13 85 0,07
PWDx(KOxBACDb) PWD/-+2C3H 15 168* 1,6*
PWDx(KOXBAC24) PWDI/- 9 77 0,03
PWDx(KOxBAC24) PWD/-+6C3H 5 235* 3,9%

B6-BACB6 = mys nesouci Prdm988 (RP23-159N6) transgen v hetrozygotnim stavu; BAC5 = transgenni kmen se
dvéma kopiemi Prdm9©"; BAC24 = transgenni kmen se Sesti kopiemi Prdm9©; KO, B6-KO = heterozygot
nesouci deletovanou — knock-out alelu Prdm9™Y™at: Prdm9 = genotyp Prdm9 od (matka/otec); - = nulova alela; n
= pocet samcti; TW = primérna vaha obou varlat v miligramech; SC = primérny pocet spermii v milionech v péru
hlavi¢ek nadvarlat (caput epididymis); a = hodnoty SC odpovidaji poétu spermii z celého levého nadvarlete

izolované jinou metodou; * =hodnoty jsou signifikantné rozdilné od hodnot kontrolnich sourozenc.

5.2 Vliv Prdm9 na spermatogenezi reciprokych F1(B6 x PWD) hybridi

Role alel Prdm9 genu byla dosud studovana ve spermatogenezi sterilnich F1(PWD x B6)
hybridi. Naproti tomu Ulohu tohoto genu v semisterilité reciprokych F1(B6 x PWD), kteti
vznikaji zktizeni B6 samice a PWD samce, bylo potieba jesté ovéfit. Tito navzajem reciproci
hybridi s prohozenymi rodi¢i se geneticky lisi pfedevsim kombinaci pohlavnich chromosomu
a dale mitochondrialnim genomem a genovym imprintingem. Fenotyp téchto navzajem
reciprokych hybrida je zasadné rozdilny, protoze hybridi, kde matka pochéazela z kmene B6,
jsou schopni plodit potomstvo, piestoze jejich fertilita nedosahuje irovné rodi¢ovskych kmeni

ani v poctu potomkd, vahy testes a mnozstvi spermii v epididymis (podrobnéji v tabulce 4).
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K prostudovani této otazky jsme pouzili obdobny piistup a s PWD samcem jsme kiizili B6
samice s mutovanymi, pfidanymi ¢i substituovanymi alelami Prdm9. Srovnanim riznych takto
vzniklych kombinaci alel Prdm9 s kontrolnimi F1(B6 x PWD) sourozenci i mezi sebou jsme
ukézali, ze tento gen hraje roli v nedpIné plodnosti i u tohoto typu F1 hybrida. Pokud jsme
nahradili B6 alelu Prdm9 genu za mutovanou alelu, vznikla kombinace Prdm97""P m¢la za
nasledek zvyseni fertility proti kontrolnim samctim obsahujicim alely Prdm98/""WP jednalo se
tedy o snizeni genové davky. Navic transgenezi zvySena exprese genu signifikantné zvedla
uroven fertility i v tomto ptipad¢ reciprokych hybridd, protoze hybridni samci se sestavou alel
Prdm988/PWP 3 ngkolika kopiemi Prdm9©®" obsazenych v BACS5 navic byli opét signifikantng
plodngjsi. Tento vysledek jsme podpofili i kontrolnimi kiizenimi PWD samce s B6 samicemi
s vlozenym BAC21, ktery obsahoval pouze nefunkéni ¢ast Prdm9. Parametry fertility u téchto
samct nebyly lepsi nez ukontrolnich semisterilnich F1(B6 x PWD) (obrazek 4, tabulka 4).

Podobné jako u F1(PWD x B6) kiizenct i1 zde jsme prozkoumali schopnost zlepSeni fertility
samotné alely Prdm9©3H. Opét s vyuzitim kongennich mysi jsme ziskali F1(B6-Prdm9©3H x
PWD) hybridy s vyménénou alelou Prdm9®6 a vysledna kombinace Prdm9<*"PW mgla za
nasledek signifikantné vyss$i vahu testes, poCet spermii i schopnost plodit vice potomkil

(obrazek 4, tabulka 4).
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Obrazek 4. U¢inek zmény a odstranéni Prdm986 alely v obou smérech kiiZeni F1 hybrida

F1(PWD x B6)

F1(B6 x PWD)

Legenda viz obrazek 3.

Tabulka 4. Efekt davky a riiznych alel genu Prdm9 na plodnost reciprokych hybridi.

K¥iZeni (samicka prvni) Prdm9 n BW TW SC
B6-KOxPWD B6/PWD 15 25 105 0,5
B6-KOxPWD -[PWD 11 27 174* 4,1*
(B6xB6- Prdm9®3")xPWD  B6/PWD 7 24 97 03
(B6xB6- Prdm9<H)xpwD C3H/PWD 5 25 171* 2,2*
BAC5/BAC5xPWD B6+2C3H/PWD 7 25 181* 3,1*

40



B6.PWD-Chrl17xPWD PWD/PWD? 7 24 220* 4,2*
B6xB6 B6/B6 3 28 195* 3,2*

PWDxPWD PWD/PWD 4 20 119° 1,9*

B6-KO = heterozygot nesouci deletovanou — knock-out alelu Prdm9; Prdm9 = genotyp Prdm9 od (matka/otec), -
= nulové alela; n = podet samcl; TW = primérna véha obou varlat v miligramech; SC = primérny pocet spermii
v milionech v paru hlavi¢ek nadvarlat (caput epididymis), * = genotyp celého chromosomu 17, ® = hodnoty TW

jsou signifikantné€ rozdilné od zvitat v fadach 1 a 3; * = signifikantné vyS$i nez u zvitat v fadach 1 a 3.

5.3 Chromosomy X a 17 se uc¢astni semisterility F1(PWK x B6) hybridu

5.3.1 Potomci kiiZzeni PWK samic¢ky s B6 samcem jsou semisterilni

Nekompatibilita genu Prdm9 a chromosomu X ptivodu M. m. musculus byla prokazana pomoci
kompletné sterilnich samct F1(PWD X B6), kde silny fenotyp Uplné zastavy spermatogeneze
umoznil studovat genetiku hybridni sterility (Mihola et al. 2009; Flachs et al. 2014). Vliv
interakce Prdm9 a ,,musculoidniho® chromosomu X byl oSem studovan na dalSich mezi-
poddruhovych F1(PWK x B6) hybridech. Kmen PWK byl vyvinut paralelné¢ s PWD, ale
Z jinych zakladatel, odchycenych v lokalit¢ vzdalené nékolik desitek kilometri od mista
pavodu rodi¢t kmene PWD (Gregorova and Forejt 2000). Nak#izenim samicky PWK se
samcem B6 vznikali samci s vyznamné niz8i vahou testes nez plné plodné rodicovské kmeny,
nicméné vytvaiejici spermie a schopni plodit potomky. Pocet jejich spermii byl signifikantné
niz$i nez u kontrolnich reciprokych F1(B6 x PWK) hybridu ¢i rodi¢ovskych kmend, stejné jako
vaha testes a relativni pocet potomku (Tabulka 5; p~w=0,001, pscc= 0,036). Semifertilita téchto
samct pak lépe modeluje situaci v ptirodni hybridni zoné, kde je vyskyt zcela sterilnich samcti

velmi vzacny (Turner et al. 2012).

U F1(PWK x B6) hybrida byla také prokazana zavislost fertility na véku samct. U béznych
samcu zplozenych v ramci jednoho druhu se primérny vék, kdy jsou schopni Gspé$né pocit
potomky, pohybuje okolo deviti tydnti jejich stafi. Béhem kontrolniho ptipousténi F1(PWK x
B6) hybridnich samct ve véku deviti tydnl se ukézalo, Ze z celkového poctu 13 samcti devét
zplodilo potomky, ov§em pét z nich toho bylo schopno az po dosazeni véku 16 tydnt. F1(PWK
X B6) samci tedy oproti kontroldam vykazuji snizenou vahu testes a pocet spermii

v nadvarlatech (oligospermii), a navic opozdénou schopnost plodit potomky.
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5.3.2 VIiv chromosomu 17 a X na plodnost F1(PWK x B6) hybrida

Z ptedchozich vysledki (Flachs et al. 2014) je patrné, Ze pro ziskani sterilniho fenotypu u
F1(PWD x B6) samcu je tieba kombinace heterozygotni (PWD/B6) sestavy alel na proximalni
¢asti 17. chromosomu a X chromosom PWD (M. m. musculus) puvodu. Pfi pouziti PWK
hybridni samce vybavené chromosomem XB (M. m. domesticus). Takto vznikli samci jsou
plodng&jsi nez saméi potomci kiizeni PWK samice s B6 samci tedy obsahujici chromosom XPWK
(M. m. musculus). Toto srovnani reciprokych PWK hybridi naznacuje, ze se i zde ucastni
fenotypu snizené plodnosti epistatické interakce alel chromosomu 17 z jinych dvou mysich
poddruht a chromosomu X ptvodu M. m. musculus. Tyto vysledky ovsem nevylucuji mozny
vliv chromosomu Y, mitochondrialniho genomu ani imprintovanych autosomalnich gent.
Analyzou pomoci zpétného kiizeni bylo nicméné mozné piesnéji urcit lokusy zodpovédné za
sledovany fenotyp. Pti zpétném kiiZeni na B6 rodicovsky kmen, N2((PWK x B6) x B6), jsme
z celkovych 63 samcu ziskali tfi samce s rekonstruovanym F1 fenotypem. U téchto samct
kosegregovala sniZzena plodnost s proximalni oblasti chromosomu 17 v heterozygotnim stavu
PWK/B6 s PWK oblasti chromosomu X (49 — 77 Mb). Pomoci zpétného kiizeni se tedy
potvrdila role epistatické interakce alel genii heterozygotniho chromosomu 17 a chromosomu

Xmuseulis ye fertilité F1(PWK x B6) samcti.

5.4 Genova davka a pivod alely Prdm9 ovliviiuje také semisterilitu hybridi

Abychom piimo testovali vliv Prdm9 na sniZzenou plodnost FI(PWK x B6) hybridi, bylo
mozno vyuzit kongennich a mutantnich kmenii obdobnym zplsobem jako u F1 hybrida
vychazejicich z kiizeni s PWD kmenem. Nakfizili jsme PWK samicky s B6-BACS5
transgennim samcem, ktery nese usek C3H genomu véetné C3H alely Prdm9, se samcem z
kongenniho kmene, kde byla alela Prdm9®° piimo nahrazena (pomoci selektovaného zpé&tného
kfizeni) alelou Prdm9©3". Podobné jako u analyzy sterilnich F1(PWD x B6) hybridi se jednalo
o pridani resp. nahradu jinych typu alel, ale stejného poddruhového ptivodu - M. m. domesticus.
Alelu Prdm9©® jsme nazyvali ,,F1-fertilni“ alelou (Hst1"), protoze zachranovala fertilitu u
azoospermickych F1(PWD x B6) hybridi. I v ptipadé PWK hybridi tato fertilni alela
signifikantné zvysila vadhu testes a pocet spermii at’ uz ptidanim dalSich kopii s pouzitim

transgennich B6-BACS5 samct, nebo vyménou alel s pouzitim kongenniho kmene B6-
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Prdm9®H (obrazek 5, tabulka 5). Pro hybridy s transgennimi B6 samci bylo provedeno
kontrolni k¥izeni uzitim transgenu B6-BAC21, ktery nese C3H Usek piekryvajici
vétsinu BACu 5 avsak s nefunk¢énim fragmentem Prdm9 genu (obrdzek 2). Ktizenci F1(PWK
X B6-BAC21) se fertilitou nelisili od kontrolnich FI(PWK x B6) samcti bez transgenu. Timto
vysledkem bylo mozno vyloucit vliv ostatnich genti obsazenych v BAC5 1 BAC21, ¢i vliv
integraéniho mista transgenu. Dale byl proveden test vlivu zmény davky tzv. sterilni Prdm9®6
alely na semisterilitu FL(PWK x B6) hybridi. Odstranénim B6 alely z F1(PWK x B6) hybridi
pouzitim B6 kmene s mutantni Prdm9 alelou se hodnoty fertility také signifikantné zvysily
(obrazek 5, tabulka 5).

Obrazek 5. U¢inek zmény a odstranéni Prdm98 alely v obou smérech k¥iZeni F1 hybridi

Zakladni kfizeni s PWK jako matkou ¢i otcem

F1(PWK x B6) F1(B6 x PWK) F1(PWK x B6-KO)

)
'\ Prdm9PwK

XB6

YPWK

Kongen l Tg s poskozenou ‘ Tg s fertilni alelou
alelou
F1(PWK x B6-Prdm9+) F1(PWK x BAC21) F1(PWK x BACS5)

Prdm9PWK Prdm9PWK Prdm9rwk

Legenda viz obrazek 3.
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Tabulka 5. Efekt davky a riiznych alel genu Prdm9 na parametry plodnosti sam¢ich PWK hybridi.

K¥izeni (sami¢ka prvni)  Prdm9 Vék n BW ™™ rTw SCc SCe OFM
PWKxB6-KO PWK/B6 9 5 26 89 3,4 0,005 0,2 0(n=5)
PWKxB6-KO PWK/B6 17 4 29 104 3,2 0,08 3 1,6 (n=6)
PWKxB6-KO PWK/- 9 3 22 156 7,0 1,8 10 53(n=3)
PWKxB6-KO PWK/- 20 2 27 188 59 2,2 27 8,0(n=4)
B6xPWK B6/PWK 9 17 23 160 6,9 3,4 21 n/a
B6xPWK B6/PWK 20 8 25 160 6,5 3,8 n/a 4,9 (n=23)
PWKxB6- Prdm9©3" PWK/C3H 9 5 26 192 7,4 2,2 n/a n/a
PWKxB6- Prdmg©3" PWK/C3H 14 4 28 202 7,3 2,4 n/a 48 (n=1)
PWKxB6-BAC21 PWK/B6 9 3 25 77 3,2 0,002 n/a n/a
PWKxB6-BAC21 PWK/B6 17 1 22 103 4,6 0,5 n/a n/a
PWKxB6-BAC5 PWK/B6+2C3H 9 7 24 211 8,9 4,8 n/a n/a
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PWKxB6-BACS PWK/B6+2C3H 17 6 24 206 8,5 4,2 n/a n/a

PWKxB6.PWD-Chrl7 PWK/PWD 9 3 30 276 9,3 50 n/a n/a
PWKxB6.PWD-Chrl7 PWK/PWD 16 3 34 303 9,0 8,1 n/a n/a
Prdm9 = genotyp Prdm9 od (matka/otec), - = nulova alela;Vék = staii samcl v tydnech; n = podet samcti; BW = primérnd véha téla; TW = primérna vdha obou varlat

vV miligramech; rTW = relativni vaha varlat (k vaze téla); SCc = pramérny pocet spermii v milionech v paru hlavi¢ek nadvarlat (caput epididymis); SCe = primérny pocet
spermii v milionech v paru celych nadvarlat; OFM = pocet mlad’at na samici za mésic (angl. offspring per female per month); BAC5 = transgenni kmen se dvéma kopiemi

Prdm9%3H; BAC21 = transgenni kmen nesouci poskozenou alelu Prdm9©H; B6-KO = heterozygot nesouci deletovanou — knock-out alelu Prdm9; n/a = hodnota neni nedostupna
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5.5 Imunocytochemicka a expresni analyza meiotického priibéhu

5.5.1 Souhrnné parametry fertility jsou v souladu s Urovni meiotického bloku

Porovname-li hybridy F1(PWD x B6), F1(PWD x B6-Prdm’) a F1(PWD x B6-Prdm9®3") (dale
ozna&ovani podle kombinace alel Prdm9°WP/B¢ prdm9PWP- a Prdm9”WP/C3H) vidime postupné
zlepsovéani souhrnnych parametrti fertility, ale pfesto ani Prdm9™WP/C3H E1 hybrid neni tak
plodny jako napfiklad samci rodi¢ovskych kmenu (tabulky 3 a 4). Poruchy plodnosti u téchto
hybridi mohou zptsobovat bud’ rizné stupné té samé meiotické zastavy, nebo vicero selhani
postihujici rizna stadia spermatogeneze. Abychom porovnali pribéh spermatogeneze téchto
hybridi, vyuzili jsme metodu nepfimé imunofluorescence na mikroskopickych preparatech s
fixovanymi rozprostienymi jadry testikularnich bunék dospélych samci. Analyza
testikularnich preparatt potvrzovala vysledky ziskané pocitanim spermii (SC — angl. sperm
count) u tdchto hybridd. Na rozdil od sterilnich hybridii nesoucich alely Prdm9°"WP/86 pylo na
preparatech z Prdm9P"P"- samcli mozno nalézt stadium kulatych spermatid, ale v relativnim
podtu nedosahujicim urovné Prdm9”WP/C3H samci (tabulka 6, p=0,001). V disledku
meitockého bloku na Urovni pachytennich spermatocytli bylo relativni pocetné zastoupeni

9PWD/B6

vSech Ctyf stadii primarnich spermatocytti hybrid nesoucich Prdm odli$né od ostatnich

hybridi s alelami Prdm9P"P- a PrdmgPWb/esH

Tabulka 6. Piehled sam¢ich reprodukénich fenotypi.

Prdm9 -I- PWD/B6 PWD- B6/PWD PWD/C3H PWD/PWD B6/B6
Gen. pozadi B6 F1 F1 F1 F1 PWD B6
Pohl.télisko 21%  31% 67% 71% 88% 96% 99%
Diplotene 0,3% 5% 16% 17% 16% 18% 21%
Spermatidy 0,1%  0,2% 30% 45% 45% 80% 74%
SC 0,000 0,000 0,06 0,4 0,4 1,9 3,2
TW 54 61 85 105 110 1192 195
OFM 0,0 0,0 0,3 3,6 3,4 6,3 6

Prdm9 = genotyp Prdm9 od (matka/otec); Pohl.télisko= procento spermatocytii ve stadiu pachytene se spravné

utvorenym pohlavnim téliskem ze vSech primarnich spermatocytd; Diplotene = procento spermatocytii ve stadiu
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diplotene ze vSech primarnich spermatocytl; Spermatidy = procento kulatych (round) spermatid z celkového
poc¢tu kulatych spermatid a primarnich spermatocytd dohromady; SC = primérny pocet spermii v milionech
Vv paru celych nadvarlat; TW = primérnd vaha obou varlat v miligramech; OFM = poc¢et mldd’at na samici za
mésic (angl. offspring per female per month); # = signifikantné vysi relativni vaha varlat (vztaZeno k vaze téla)

nez v prvnich sloupcich 1 az 5.

Podil pachytennich spermatocytii se spravné utvofenym pohlavnim téliskem, jakoZzto
ukazatelem jejich zdarného meitockého vyvoje byl 67% u hybridd s alelou Prdm9°VP", coz je
signifikantnd vy$§i procento nez u sterilnich samcti Prdm9”WP’B¢ (p=0,001), ale také
signifikantnd niz§i v porovnani s plodnymi samci Prdm9”WP/C3H (n=0,001). Nicméné i
preparaty z Prdm9PWP/CH hybrida obsahovaly niz§i pomér normalnich a abnormalnich
pachytennich spermatocytii nez bylo mozno nalézt na testikularnich preparatech rodicovskych
kment B6 (p=0,004) a PWD (p=0,03). Fenotyp priub&hu meidzy koreloval s fenotypy ostatnich
fertilnich parametri jako vaha testes, pocet spermii a po¢et mlad’at na samici za mesic (tabulka
6). Souhrné¢ se meioticky fenotyp ve shodé s obecnéjsimi parametry fertility postupné
priblizoval parametrim rodicovskych kment. Postupné zvySovani u¢innosti zachrany fertility
(zvratu sterilniho fenotypu) zaviselo na rtznych kombinacich alel, i kdyZz ani u plodného

Prdm9”Wb/C3H hybrida nedosahovalo urovné rodi¢ovskych kmentl.

Abychom ur¢ili, jestli je semifertilita reciprokych F1(B6 x PWD) (dale F1-Prdm9BsPWb 3
analogicky pro ostatni kombinace) zptisobena také problémy v prvni meiotické fazi a jak se
ptipadné projevuji po nahrazeni, ¢i pfidavani alel Prdm9, ptipravili jsme imunopreparaty také
Z téchto hybridd. Pomérna ¢ast pachytennich spermatocyti s normalnim pohlavnim téliskem
byla u hybridii Prdm98¢P"P nizsi ne u rodi¢ovskych kmentl a byla signifikantné zvysena po
odebrani Prdm95® alely pouzitim B6-Prdm9 samice a PWD samce za vzniku F1-Prdm9”/PWP
sam¢ich potomku (p=0,03). Obdobné¢ se zvySilo procento normalnich pachytennich
spermatocytl na testikularnich preparatech ze samct po zaméné B6 alely C3H alelou za vzniku
F1(B6 x PWD) - Prdm9®3*PWD (5=0,03). Méfeno podilem normalnich pachytennich
spermatocytll byl pribéh meidzy lepsi i u samcii nesoucich BACS (z B6 rodicovské strany) ve
srovnani s kontrolnimi transgeny nesoucimi BAC21 s nefunk¢nim Prdm9 genem (p=0,003).
Také populacni poméry jednotlivych stadii priméarnich spermatocytti neodpovidaji bunéénému
slozeni na preparatech z varlat plodnych kontrolnich samct. Fenotypizace vsech hybridu
pomoci pocitani MLH1 rekombinacnich nodult a z toho vypocitaného procenta spermatocytt
uspésné dokoncujicich rekombinaci tato data potvrdila.
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Z téchto vysledku vyplyva, Ze ani ve fenotypu F1 semifertility tohoto modelu reciprokych
Prdm98P"P hybridt nehraji vyznamnou roli postmeiotické nekompatibility, protoze i
obecnéjsi métitka plodnosti (jako pocet mlad’at na samici za mésic) jsou v souladu s Gspésnosti

meidzy, ptesnéji jeji prvni profaze.

5.5.2 Uroveh ¢asteéné meiotické zéstavy zavisi na véku F1(PWK x B6) hybridi

V dalsi fazi jsme pomoci imunobarveni meiotickymi markery SYCP1, SYCP3 a yH2AX
vySettili i prabéh meidzy u semifertilnich FL(PWK x B6) samct, u kterych se navic jejich
plodnost odviji od jejich stafi. Stanoveni poctu jednotlivych vyvojovych stadii primarnich
spermatocytll miize poukazat na blok v konkrétnim stadiu profaze I, ktery by se projevil niz§im
vyskytem ¢&i absenci pachytennich a diplotennich spermatocytti a naslednym hromadénim
predchazejicich stadii leptotennich a zygotennich spermatocyti podobné jako tomu je u
sterilnich FL(PWD x B6) hybridi. Nejprve jsme ptipravili preparaty z varlat devititydennich
F1(PWK x B6) hybridd, coz odpovida standardnimu dospélému véku, ve kterém jsme se snazili
jednotng¢ odebirat vzorky i od samct vétSiny ostatnich hybridnich a rodi¢ovskych genotypt. Po
srovnani se sterilnimi hybridy a mysaky z rodicovskych kment se hodnoty bunééné kompozice
semifertilnich FL(PWK x B6) hybridi nachazely mezi obéma porovnavanymi genotypy a
rozdil byl signifikantni jak pro sterilni FL(PWD x B6) hybridy s Gplnou meiotickou zastavou
(p=0,001), tak pro fertilni kontrolu kmene B6 (p=0,006) (tabulka 6 a 7).

Tabulka 7. Fenotypy pachytennich spermatocyti PWK F1 samcii.

K¥iZeni (sami¢ka prvni)  Prdm9 Vék N SB AB 0B
PWKxB6-KO PWK/B6 9 137 42 27 31
PWKxB6-KO PWK/B6 20 115 55 17 28
PWKxB6-KO PWK/- 9 107 69 15 16
PWKxB6-KO PWK/- 20 127 68 17 15
PWKxB6-BAC21 PWK/B6 14 o4 39 28 33
PWKxB6.PWD-Chr 17 PWK/PWD 12 66 82 12 6
PWKxPWK PWK/PWK 9 58 88 7 5
PWKxPWK PWK/PWK 16 61 92 5) 3
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Veék je udan v tydnech od narozeni; N = pocet pocitanych pachytennich spermatocytti z celkem dvou az tfi samcu;
SB = procento pachytennich spermatocyti (%pSC) obsahujicich spravné utvoiené pohlavni télisko; AB = %pSC
se spravné utvorenym, ale abnormalnim pohlavnim téliskem, které obsahovalo asynapsované autosomy; 0B =
%pSC se $patné nebo vibec neutvofenym pohlavnim téliskem (tyto pSC vzdy obsahovaly i asynapsovany

chromatin autosomi).

Abychom ur¢ili, jestli se ¢asteCny meioticky blok méni ve vztahu k véku F1(PWKxB6) hybrida
podobné jako jejich schopnost plodit potomky, pfipravili a porovnali jsme preparaty z deviti a
dvacetitydennich samcti. Meiotické stadium jader spermatocytti jsme opét urovali na zakladé
utvafeni synaptonemalniho komplexu a pohlavniho téliska a frekvence aberantnich
pachytennich spermatocyti odrazela silu meiotického bloku. Ukazalo se, Ze Cetnost
aberantnich pachytennich spermatocytt se signifikantné snizila u starich, dvacetitydennich
samctl, z 55% na 42% (p=0,037), coz naznacuje, ze opozdeéna plodnost F1(PWK x B6) samcl

je zpusobena faktorem zapfic¢inujicim meioticky blok (tabulka 7).

Obrazek 6. Imunofluorescenéni analyza meiotického pribéhu — tvorba pohlavniho

téliska primarnich spermatocyti ve stadiu pachytene

A B
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Jadra primarnich spermatocytli v pokrocilém stadiu
pachytene meiotické profaze | z dospélého samce
F1(PWD x B6). Nepiimou imunofluorescenéni metodou
jsou znaceny proteiny synaptonemalniho komplexu
SYCPI1 (zeleng), SYCP3 (Cervené) a fosforylovand
varianta histonu yYH2AX (modfe). A = normalni
pachytenni spermatocyt se spravné utvofenym pohlavnim
téliskem, B = patologicky spermatocyt s neznatelnym
pohlavnim téliskem a nesynapsovanymi autosomy, C =

jadro spermatocytu s pohlavnim téliskem, které vSak

zahrnuje i autosomalni chromatin.

5.5.3 Nekompatibility alely Prdm98 v hybridnich samcich nejsou zpisobeny

rozdilnou Urovni transkripce Prdm9

Umélym zvySenim exprese Prdm9 lze zvratit sterilitu jinak azoospermickych F1 mezi-
(pod)druhovych hybridi nesoucich kombinaci alel Prdm9”WP/86 (Mihola et al. 2009). Nicméné
mezi témito sterilnimi hybridy a fertilnimi mezi-(pod)druhovymi hybridy s kombinaci
Prdm9PVP/'CH nenji v nedospélych prepubertalnich samcich rozdil v expresi Prdm9 transkriptu.
Tito samci se tedy diametralné 1isi potencialni plodnosti, ale genova davka Prdm9 je stejna
(Mihola et al. 2009). Abychom zjistili, jakym zptisobem dochazi k ¢aste¢né zachrané plodnosti
F1(PWDxB6) hybridéi odebranim jedné alely, tedy s vyslednym genotypem Prdm9”Wo'-,
zméfili jsme troven transkripce Prdm9 u hybridnich ¢trnactidennich mlad’at. Expresi Prdm9
jsme analyzovali metodou kvantitativni real-time PCR spojenou s reverzni trankripci (QRT-
PCR) popsanou v ptedeslé praci (Mihola et al. 2009) a pomoci péti amplikont podél genové
oblasti Prdm9, abychom pokryli viechny alternativni transkripty. Uroveii Prdm9 mRNA se
nelisila u &tyt z péti zkoumanych étrnactidennich varlat genotypt Prdm9PWP/B8 prgmgPWP/C3H,
Prdm9B88PWD  prdm9C3HPWD " ale byla signifikantné nizsi (0 53 %) u potencialné plodnych
Prdm9™™P" v porovnani sjejich kontrolnimi sourozenci ,Fl-sterilniho“ genotypu

Prdm9PVP’B6 Timto jsme dokézali, Ze transkripce alel genu Prdm9 ptivodu PWD, B6 a C3H je
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podobnd, z ¢ehoz lze vyvodit, ze nekompatibility Prdm9®® alely zpiisobujici sterilitu mezi-

(pod)druhovych hybridi nejsou nasledkem rozdild nebo zmén v Prdm9 transkripci.

5.6 Caste¢na haploinsuficience Prdm9 u vnitrodruhovych kiiZenci

Je prokazané, ze samci homozygotni pro nulovou alelu Prdm9 jsou zcela sterilni v dusledku
kompletni meiotické z&stavy (Hayashi et al. 2005; Fairfield et al. 2011; Weiss et al. 2012). Na
druhou stranu vysledky fenotypizace mysich samci s odejmutou jednou alelou Prdm9 jsou
nejednoznaéné a zdanlivé v rozporu. Mysaci nesouci nulovou mutaci Prdm@tmiYmat
Vv heterozygotnim stavu, tedy s jednou funk¢ni alelou genu, vykazuji podobnou vahu testes i
pocet spermii jako kontrolni zvifata, jak na smiseném (129 x B6) pozadi (Hayashi et al. 2005),
tak na ¢istém B6 genetickém pozadi (Flachs et al. 2012). N¢kteti samci heterozygotni pro jinou
alelu, PrdmoM104tia ktera exprimuje zkracenou formu PRDM9 proteinu (Sun et al. 2015)
vykazuji sniZzenou vahu testes a pocet spermatid a nenesou spermie (Weiss et al. 2012). Pro
bliz§i popsani efektu piitomnosti jedné alely Prdm9™Y™mat na B6 pozadi jsme z heterozygotnich
samctl pripravili jednobunéénou testikularni suspenzi, fixovali rozprostiend jadra ze suspenze
na mikroskopické preparaty a pomoci imunocytochemického barveni zkontrolovali meioticky
pribéh. Po nakfizeni samci nesoucich alelu Prdm9B6™Ymat na B6 pozadi s rodi¢ovskym B6
kmenem bylo mozno porovnat sourozence s jednou nebo obéma funkénimi alelami Prdmo9,
tedy B6-Prdm98®- versus B6-Prdm98%8. Srovnani ukazalo, Ze heterozygotni samci méli
mirné, ale signifikantné zvySeny podil pachytennich spermatocytii S abnormalnim, nebo viibec
nedefinovanym pohlavnim téliskem. Zvyseny vyskyt abnormalnich spermatocytii ve srovnani
s kontrolami na stejném pozadi byl také pozorovan za ptfitomnosti jediné alely jiného M. m.
domesticus odvozeného inbredniho kmene - C3H-Prdm9©H- Navic i obecnéjsi parametr
fertility se lisil u heterozygotnich samct, protoze po jejich ptipusténi ke kontrolnim B6
samicim byli schopni plodit méné potomki ve srovnani s homozygotnimi samci (4,3+1,4
oproti 6,2+1,0 potomkt na samici za mésic, p=0,01, Welschiv t-test). Heterozygotni samci
také potiebovali delsi ¢as do prvniho Gspésného zabieznuti samic (p=0,01, Welschuv t-test). Z
¢ehoz plyne, ze Prdm9 je c¢aste¢né haploinsuficientni jak pro meioticky pribéh, tak pro

schopnost plodit potomstvo.
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5.6.1 VIiv genové davky na dostupnost PRDM9 katalytické aktivity u fertilnich

vnitrodruhovvch kiizeni

PRDMO patrné reguluje meiotickou rekombinaci svou katalytickou aktivitou, ktera spociva ve
vytvaieni H3K4me3 znacek a na mistech takto uréenych dojde k iniciaci DSB. V téchto
pozicich tak PRDM?9 stanovuje budouci rekombina¢ni hotspoty. ProtoZe byla zjisténa ¢asteéna
haploinsuficience genu Prdm9 pro fertilitu vnitrodruhovych hybridi, bylo zajimavé ovéfit,
jestli je u téchto mysaka dostupnost PRDM9 katalytické aktivity také zavisla na davce genu
Prdm9. K této hypotéze ptispival i fakt, ze¢ u Prdm9 heterozygotnich mysi byla ve srovnani
s rodicovskymi kmeny prokdzana snizend hladina proteinu PRDMY9, coz naznacuje i
potencialni snizenou H3K4me3 katalytickou aktivitu (Baker et al. 2015a; Sun et al. 2015).
V rdmci spolupréace byla provedena analyza celogenomové trovné H3K4me3 u B6 samct
heterozygotnich pro nulovou alelu Prdm9™Y™ (tedy B6-Prdm9%¢-) a porovnana
s homozygotnimi rodi¢ovskymi samci B6 s obéma funké&nimi alelami B6-Prdm95%/86 (Baker et
al. 2015a). Na zakladé diive zjisténych pozic PRDM9B® specifickych rekombina¢nich hotspoti
(Baker et al. 2014) bylo mozno uskute¢nit H3K4me3 specifickou chromatinovou
imunoprecipitaci spojenou s naslednym sekvenovanim DNA (H3K4me3 ChlP-seq) a porovnat
tak irovné H3K4me3 znacek tizenych PRDM9 proteinem u mysi se snizenou davkou tohoto
proteinu. ChlP-seq analyza ukazala, ze B6-Prdm9® samci méli ptiblizné polovinu H3K4me3
aktivovanych hotspotii specifickych pro PRDM98® oproti kontrolnim B6 samctim (9 707 vs.
18 849). Zbylé hotspoty u heterozygotnich samcii pedstavuji ty nejvice aktivni u homozygoti.
V névaznosti na to byla data normalizovana a byla porovnana relativni aktivita vsech hotspoti
spole¢nych pro B6-Prdm9B8- heterozygoty i kontrolni B6-Prdm98686 homozygoty (metodika
popsana v (Baker et al. 2015b)). Hotspoty specifické pro PRDM9B® vykazovaly tietinovou
urovent H3K4me3 u heterotygoti v porovnani s homozygoty. Ostatni H3K4me3 znacena mista,
nezavisla na Prdm9, byla pouzita jako kontrola. Byly to Useky DNA typicky ptedstavujici
transkripcni poéatky jako genové promotory a Groven téchto usekti nebyla davkou genu Prdm9
nijak ovlivnéna (Baker et al. 2015b). Proteinova aktivita PRDM9 je tudiz béhem meidzy piesné
regulovana. Celkové ztéchto dat porovnani Prdm98¢ hetorozygotnich samci s
homozygotnimi vyplyva, Zze PRDM9 Kkatalytickd funkce (vytvafeni H3K4me3 znacek v

mistech budoucich rekombinaénich hotspott) je zavisla jeho genové davce.
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5.6.2 Podet DSB zustava podobny i po snizeni davky Prdm9

Heterozygotni samci B6-Prdm9®%- jen s jednou funkéni alelou Prdm9 vykazovali mirny, ale
prokazatelné zvySeny podil spermatocytl, se strukturnimi abnormalitami pohlavniho téliska.
Také bylo prokazano, ze i pocet H3K4me3 hotspott je u téchto heterozygotnich samcii nizsi,
a proto bylo také zajimavé zkontrolovat, jestli se se snizenou davkou Prdm9 snizi i pocet
meiotickych DSB. Pocet DSB byl analyzovan imunoflourescenénim barvenim
mikroskopickych testikularnich preparatd (pouzitych i pro analyzu meiotického pribéhu) a
pocitanim RAD51 a DMCI specifickych spotii v zygotennich spermatocytech. B6-Prdm98¢"
samci vykazovali primérné 189 (+/-18) DSB na jadro a prumérny pocet DSB jejich sourozenci
B6-Prdm9B%/86 phyl 202 (+/-29). Rozdil nebyl statisticky signifikantni s hodnotou p= 0,12
(Welschuv t-test). Tento nas zavér je také v souladu s piedchozi publikaci o vlivu riznych
kombinaci alel Prdm9 na frekvenci DSB (Sun et al. 2015).
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6 Diskuse

Pti této préaci byly vzaty do tivahy vSechny vyhody a zaroven uskali pouziti Castecné
artificialniho laboratorniho modelu vyuzivajiciho (v pfirodé se nevyskytujici) inbredni kmeny.
Na prvni pohled nejpiirozenéj$im ptistupem k pochopeni genetickych interakci, které vedou k
vytvaieni reprodukénich bariér a tak vzniku druht, je zkoumani volné Zijicich druhii nebo
poddruhti, kde se tyto bariéry piimo vyskytuji a skutecné piispivaji k udrzovani rozdilti mezi
noveé utvarejicimi se formami organismu. Takové studie samoziejmé existuji, naptiklad
(Vyskocilova et al. 2005), nicméné vedle zjevnych vyhod tohoto pfistupu (ptedevsim
zkoumani konkrétnich mechanisma, které realné funguji ve volné ptirodé€), se jejich omezeni
tyka slozitosti nestandardizovanych systémt, kde velké mnozstvi faktort a vysoka variabilita
komplikuji nalezeni hledanych konkrétnich biologickych procesi. Kombinace vysledki této
prace s vyzkumy na divokych mysich ovS§em muze pfinést kyzeny efekt pro poznani fenoménu

speciace.

Pridavani a ubirani Prdm9 kopii a kombinovani jeho riznych alel ptineslo nové poznatky do
studia interakci Prdm9 a dalSich potencionalnich geni participujicich na hybridni sterilité¢ ve
form¢ D-M nekompatibilit zplsobujicich snizeni reprodukéniho potencidlu modelu
mezidruhovych mysich kifzenctl. Nové védomosti se tykaji predevsim alely Prdm9®®, ktera
snizuje samci fertilitu riznych hybridi s mezidruhovym genetickym pozadim. Zvrat tohoto
fenotypu muize byt proveden zvySenim davky pomoci transgeneze, a to jak pfidanim této
sterilni B6 alely, tak i fertilni C3H alely genu Prdm9. Nahrazenim Prdm9®® alely Prdm9©3H
alelou také vede ke schopnosti plodit potomky u mezi-poddruhovyvh kiizenct, ale nezvysi
jejich plodnost tak, jako zvySeni davky Prdm9 ptidanim vice jeho kopii. Mira zlepSeni
plodnosti je také pfimo umérna poctu kopii Prdm9. Fakt, ze F1 pozadi mezi-poddruhovych
ktizencu je citlivé na davku genu Prdm9, indikuje pfitomnost D-M nekompatibilit mezi PWD
a B6 genomem. Tyto nekompatibilni interakce mohou byt jak mezi genem Prdm9 a dal§imi
lokusy hybridni sterility, tak mezi lokusy hybridni sterility samotnymi bez pfimé ucasti Prdm9,
jehoz zménéna davka tyto interakce jen senzitizuje. P¥idani vice kopii alel Prdm98® i Prdm9®H
zvysuje plodnost, ale tento efekt je rizné Gcinny. To mlze byt vysvétleno bud’ rtiznou silou
stejnych nekompatibilnich interakci, kterych se ti€astni obé alely, nebo odlisné Spatné fungujici

interakce bud’ pro Prdm98® nebo pro Prdm9©3H. Prdm9®® je jedina alela, kterd mé za nasledek
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horsi fenotyp, kdyz se vyskytuje v jedné kopii spole¢né s alelou Prdm9PVP na F1 pozadi obou
typt reciprokych hybridit F1(PWD x B6) i F1(B6 x PWD). Ptinos ke zlepSeni fertility ptidanim
kopii kteréhokoliv typu Prdm9, véetné Prdm9®® sterilni alely, méize byt vysvétlen nafedénim

toxickych uc¢inkd D-M nekompatibilit jedné Prdm9® alely.

Snizena plodnost reciprokych F1(B6 x PWD) kiiZencii oproti kontrolnim F1(B6-Prdm9©H x
PWD) nebo F1(B6-Prdm9 x PWD) samciim muze byt zapii¢inéna nekompatibilitami Prdm9
s chrXB® nebo jinymi autosomalnimi lokusy. Vzhledem k tomu, Ze pii zachrang fertility
vyjmutim Prdm9®° alely nedojde kuplnému zlepSeni plodnosti na troveh kontrol ¢&i
rodicovskych kment, je pravdépodobné, Ze se v F1 hybridech vyskytuji jesté dalsi D-M
nekompatibility nezahrnujici Prdm9®8. Fertilita mezi-poddruhovych F1 samcii se také 1isi mezi
potomky reciprokych kifizeni s pouzitim samce respektive samice B6 s nefunkéni Prdm9
alelou, coz naznacuje dalsi moznost nekombatibility nezavislé na Prdm9®®, ale zahrnujici
chrXPWP_ A obdobné naopak pravdépodobné existuje nekompatibilni interakce Prdm98® bez
ucasti chrXPWP, protoze u hybridnich samcl s pouzitim B6 samicky a tedy neobsahujicich
chrXPWP se iroven fertility také zlepsila, bud’ eliminaci Prdm98® nebo i zvysenim exprese genu
Prdm9. Piedpokladame-li podobny typ nekompatibilni interakce i u sterilnich F1(PWD x B6)
hybridli, mizeme uvazovat celkem o minimalné¢ tfech sadadch Spatné¢ fungujicich
nekompatibilnich interakci zplsobujicich meiotickou zastavu u téchto samcl. Mezi tyto
interakce patii: Prdm988 s chrXPWP, Prdm98® s neznamym autosomalnim lokusem (&i lokusy)
a chrXPWP s autosomalnimi lokusy; nebo alternativni sestavy nekompatibilnich interakci:
autosomalni interakce lokusu (lokust) mezi PWD a B6 genomy citlivé na genovou davku
Prdm9, chrXPWP s B6 autosomy a nakonec Prdm988 s Prdm9°"P nebo s jinymi autosomalnimi

lokusy.

Jeden z vhodnych kandidatnich lokust se oznacuje Hstx2 a mapuje do 4,7 Mb dlouhého Useku
na chrX (Bhattacharyya et al. 2014). Nejnov¢jsi studie popisuje mozny mechanismus, jakym
zpusobuje nekompatibilita Hstx2 a Prdm9 potize s fertilitou mezi-poddruhovych kiizencd
(Balcova et al. 2016). Pomoci panelu mezi-poddruhovych konsomickych (chromosomalné
substitu¢nich) kmend a imunofluorescenéni analyzy cytologického markeru rekombinace
MLH1 zkoumali autofi vliv jednotlivych chromosomu na frekvenci rekombinace. Nejsilng;si
modifikator frekvence rekombinace nazvali Meirl (angl. Meiotic recombination 1), jenz

mapuje do stejné oblasti jako Hstx2 (Balcova et al. 2016). U¢inek gend Hstx2 a Meirl se
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projevuje vyraznéji u potomku nez u rodi¢ovskych kmenti (tzv. transgrese) a je omezeny pouze
na samce. Transgresivni u¢inek téchto dvou gend podporuje hypotézu o propojeni regulace

meiotické rekombinace a hybridni sterility.

Dalsi z kandidatnich lokust v genomu poddruhu M. m. musculus byl nazvan Hstw (angl. hybrid
sterility wild) a nachazi se na chr17°"P (Dzur-Gejdosova et al. 2012). Nekompatibilita Hst1®
(Prdm9B®) s Hstw® (chr17PWP), ktera zptisobuje fenotyp F1 sterilnich hybridi muze byt
Castetné piekonana odstranénim sterilni Prdm9®® alely nebo i (v generaci BC1) nahrazenim
chrl7PWP za chrl788, Pro vytvoteni saméiho sterilniho fenotypu pii zp&tném kiizeni BC1(PWD
X B6) x B6 je epistaticka interakce heterozygotniho chr17PWPb/B6 s chrXPWP nutnd, ackoliv ne
jedina dostacujici podminka (Dzur-Gejdosova et al. 2012). Z doposud nashromazdénych dat
ovem neni mozné s jistotou rozligit, jestli se jedna o interalelickou interakci Prdm9B® a
Prdm9™"P, tedy zda Hstw lokus odpovida genu Prdm9P¥P. Mimojiné je to proto, ze vliv
Prdm9”"P alely na hybridni sterilitu nebyl pfimo zkouman. Nicméné existuji nékteré poznatky
podporujici kandidaturu genu Prdm9 na Hstw. Gen Prdm9 obsahuje doménu zinkovych prsti,
coz je jedna z nejrychleji se vyvijejicich domén u mnohobunéénych zivocicha (Oliver et al.
2009) a také hybridni samci Prdm9™"P" vykazuji znaky poskozeného meiotického pribdhu
jako je snizeny pocet pachytennich spermatocyti se spravné utvofenym pohlavnim téliskem,
takze netplna zachrana fertility eliminaci Prdm98® alely u F1(PWD x B6) hybridi miize byt

interpretovana jako haploinsuficience alely Prdm9™®,

Fenotyp porusené spermatogeneze hybridni sterility (Mihola et al. 2009) je velice podobny
fenotypu Prdm9 knock-out samci- Prdm97 s vydeletovanym Prdm9 genem na B6 genetickém
pozadi (Hayashi et al. 2005). Tento fakt naznacuje, Ze se alela Prdm98® u¢astni nekompatibilni
interakce, ktera je podle D-M modelu klasifikovana jako ztrata funkce (angl. Loss of Function
Dobzhansky-Muller Incompatibility). Jinymi slovy, nekompatibilita interakénich partnert
vyusti ve ztratu jejich funkce, kterd je zdsadni naptiklad pro zdarny pribch spermatogeneze
(Maheshwari and Barbash 2011). D-M model interakénich nekompatibilit popisuje jesté
druhou variantu, kter4d se d& nazvat ziskani funkce (angl. Gain of Function D-M
Incompatibility), kdy interakéni partnefi nevyzkouSeni spolecnou evoluci ziskavaji novou
funkci. Tato nova funkce je odlisna od ptivodni a neplni tak v hybridech svtij ticel, nebo ptimo
znemozinuje zajisténi procest zdsadnich pro spermatogenezi. Jedna z dalSich nekompatibilit

zahrnujicich Prdm9® je pravdépodobné pravé typu ziskani funkce, protoze pii odebrani i
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piidani této alely s porusenou nebo snizenou fertilitou u F1 hybridnich samct dojde ke zlepSeni

jejich plodnosti diky (¢asteéné) napravé spravné funkce potiebné pro spermatogenezi.

Piestoze zvySena davka genu Prdm9 zlepSuje hybridni fertilitu, nejednd se v piipadé rozdilu
mezi ,,Fl-fertilni Prdm9<" a | Fil-sterilni“ Prdm98® alelou o jinou miru transkripce
jednotlivych alel, protoze exprese mRNA Prdm9 genu ve varlatech stejné starych
prepubertalnich hybridnich samcti genotypu Prdm9PWP/B8 prdmgPWDIC3H = prgmgBEPWD 5
Prdm9®3HPWD je srovnatelna navzdory jejich odlisné fertilité v dospélosti. Existuje teoreticka
moznost odlisné alelické transla¢ni u¢innosti mezi mRNA Prdm9<H a Prdm9®° vzhledem
k rozdilim v 5 nepiekladané oblasti (Mihola et al. 2009). Sekvenc¢ni polymorfismy v rychle
se vyvijejici C-koncové doméné zinkovych prstt PRDMO proteinu ale 1épe vysvétluji funkéni
rozdily jednotlivych alel (Davies et al. 2016).

Pfi navrhovani experimentd pro objasnéni funk¢nich rozdili mezi alelami na zaklad¢ jejich
sekvenénich polymorfismt se musi brat zietel na pocet kopii Prdm9 alel, protoze fenotyp
hybridni sterility mize byt pifekonan zvySenim davky jakékoliv Prdm9 alely. Umisténi
meiotickych rekombina¢nich hotspott je zavislé na zinkovych prstech PRDM9 (Grey et al.
2011), coz bylo prokazano jejich manipulaci pomoci BAC transgeneze. V kontrolnich Prdm98®
BAC transgenech bylo pozorovano podobné rozmisténi rekombinaénich hotspoti jako v B6,
takze vyssi davka té samé alely neovliviiuje umisténi hotspotl. Zvysena davka Prdm9 u
hybrid ovsem miiZe teoreticky vést k piekonani D-M nekompatibilnich interakci a tim mozna
I ke zmén¢ lokalizace hotspotii. Neni zatim potvrzeno, jak piesné muze premistovani
rekombinacnich hotspott vést ke sterilité (viz ale nize). Zvlasté s piihlédnutim k popsané
situaci u psu, ktefi se obejdou bez funkéni formy Prdm9 genu a kde jsou hotspoty
redistribuovany smérem k funkénim oblastem genomu podobné jako u mysi s deletovanym
Prdm9 (Munoz-Fuentes et al. 2011; Axelsson et al. 2012). Proto nelze zatim Gplné zamitnout
i moznost dalsich funkci Prdm9 ve vztahu k hybridni sterilité, jako naptiklad transaktivace

dalSich meiotickych gend.

V ptirodé¢ se nekompatibility mezi-poddruhovych kiizencti projevuji v mistech kontaktu druha
(poddruhit) a vyskyt zcela sterilnich — azoospermickych - samci v téchto hybridnich zonach je
spise vyjimeény (Turner et al. 2012). Nicmén¢ napiiklad v bavorské ¢asti hybridni zony mysi

doméci ma tietina z nalezenych samct nizsi fertilitu nez je obvykla v ¢istych populacich
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jednotlivych poddruhti (Turner et al. 2012). Vzacnost azoospermickych samcti mutze byt
vysvétlena nedostatkem kiizenca, ktefi by byli geneticky podobni F1 generaci. Hybridni
sterilita vychazejici z F1 hybridniho genetického pozadi tak mozna spiSe sehrala roli v utvafeni
hybridni zény béhem prvnich kontaktli populaci riznych poddruhti, nez v jejim udrzovani
(Macholan et al. 2007; Turner et al. 2012). Nedostatek hybridt podobnych F1 ale nemusi byt
pravidlem pro celou zonu. Nase modely s ruzné€ porusenou fertilitou jsou natolik robustni, ze
se vétsinou projevi i fenotyp signifikantné nizSiho poctu potomkd, coz mé pravdépodobné jeste
vétsi vyznam i ve volné ptirodé vzhledem k tomu, Ze spermie z riznych samct mezi sebou po

vicenasobném pareni soutézi (Dean et al. 2006).

6.1 Univerzalni vliv Prdm9 na fertilitu hybridnich samci

Po publikaci prvniho ¢lanku o vlivu Prdm9 na plodnost kiizencu (Mihola et al. 2009) se mohlo
zdat, Ze vyznam hybridni sterility naptiklad pro speciaci v ptirod¢ je omezen, protoze sterilni
hybridi vznikaji jen specifickym ktizenim dvou vybranych inbrednich kment ve spravném
sméru (S ohledem na pivod matefského respektive otcovského kmene) a zavisi na jedné sterilni
Prdm9 alele (Mihola et al. 2009). Tato disertace je vSak zalozena na vysledcich, které dokazuji
ucast Prdm9 i u sterilnich samctt F1(STUS x B6) a F1(B6 x STUS), u F1 samct z ktizeni B6
X PWD, jenz maji snizenou fertilitu (Flachs et al. 2012), jakoz i u dalsich typta semifertilnich
hybridia kmene PWK odvozeného od M. m . musculus (Flachs et al. 2014). Navic jsme ukazali,
7e i kiizenci s “F1-fertilni” alelou F1(PWD x B6-Prdm9©3") maji meioticky pribé&h poskozeny
obdobnymi D-M nekompatibilitami, coz mize byt opét piekonano zvysenim davky Prdm9
nebo reciprokym kfizenim F1(B6-Prdm9©3" x PWD).

Skute¢ny dosah Prdm9 pro speciaci myS$i domaci v hybridni zoné zavisi na dosud neznamé
frekvenci alel Prdm9, které snizuji plodnost hybridnich samcti. Nicmén¢ vyznam tohoto genu
pro hybridni fertilitu se prok&zanim jeho ulohy u subfertilnich hybridnich samct zda byt vétsi,

nez bylo prokazano pivodné (Mihola et al. 2009).

V c¢asteéné neplodnosti mezi-(pod)druhovych kiizenct F1(PWK x B6) se také uplatiuji D-M
nekompatibilni interakce Prdm9® s lokusem (&i lokusy) na chrX. Piestoze pro semisterilitu
F1(PWK x B6) hybrida je dilezita heterozygotni kombinace chrl7, neni tato autosomalni
heterozygozita pti¢inou rozdili mezi F1(PWK x B6) a sterilnimi F1(PWD x B6). Lokus Hstx2

58



ma méfitelny dopad na reprodukéni fitness F1(PWK x B6) hybridt a také pravdépodobné
obsahuje polymorfismy mezi M. m. musculus kmeny PWD a PWK, které modifikuji vysledny
fenotyp F1 fertility. Velmi pravdépodobné i dalsi oblasti maji vliv na rozdil mezi F1(PWK X
B6) a F1(PWD x B6) kiizenci a jedna mapuje distalné od Hstx2 na chrX.

U poddruhu M. m. domesticus jsou tedy rozdily v alelach Prdm9, kde alela Prdm98® zpiisobuje
kompletni sterilitu F1(PWD x B6) hybrida a alela Prdm9©®" a né&které dalsi jen ¢aste¢nou
neplodnost. Celkem vzato D-M nekompatibility mezi Prdm9 a Hstx2 lokusem hraji klicovou
roli v utvareni fenotypu hybridni sterility, zatimco polymorfismy mezi témito faktory a také
dal$i (minoritni) oblasti v genomu zeslabuji nebo naopak zesiluji ucinek interakci Prdm9 a
Hstx2. Toto vSe je v souladu s vyzkumy zabyvajicimi se pocinajicim oddélovanim poddruhti
(speciaci) M. m. musculus. a M. m. domesticus (Forejt et al. 1999; Vyskocilova et al. 2005;
Good et al. 2008; Vyskocilova et al. 2009). Chromosom X vSech dosud podrobnéji
zkoumanych kment M. m. musculus. (PWD, PWK, STUP, STUS) pfispiva ke snizené fertilité
mezi-(pod)druhovych kiiZencti a data z hybridni zony piedpovidaji vice takovych specia¢nich
gent na chrX (Payseur et al. 2004; Dufkova et al. 2011; Janousek et al. 2012).

Fenotyp meiotického bloku spojeny s hybridni sterilitou se projevuje nedokonéenou synapsi
heterozygotnich chromosomu pochazejicich ze dvou ruznych poddruhi rodi¢ovskych kment.
Tyto asynapse jsou povazovany za hlavni pfiinu zéstavy spermatogeneze u F1(PWD x B6) a
F1(PWD x SCHEST) samcu (Bhattacharyya et al. 2013; Bhattacharyya et al. 2014). Zvyseny
podil pachytennich spermatocytd s asynapsovanymi chromosomy je také pozorovan u
F1(PWK x B6) samct se snizenou fertilitou a procento téchto aberantnich spermatocytii 1ze
snizit odebranim alely Prdm98¢. Asynapse heterosubspecifickych chromosomd tak hraji roli
Vv Castecné Ci uplné zastavé spermatogeneze u vice hybridnich samcl s riiznym stupném
postizené plodnosti. Samci F1(PWK x B6) maji snizeny pocet spermii a navic omezeny vékovy
rozsah, kdy jsou schopni plodit potomky. V této disertaci (Flachs et al. 2014) je popsan vék,
kdy vétsina piipusténych samcti F1(PWK x B6) dokaze uspésné oplodnit kontrolni samice.
Data jiného vyzkumného tymu pouzivajiciho PWK kiizence ukazuji jejich ztratu schopnosti
pocit potomky po dosazeni v€ku asi 7 mé&sicu (Aylor, Pardo-Manuel de Villena F et al, osobni
komunikace). Opozdéna plodnost miize byt také pozorovana u samci s prenesenou oblasti
Hstx2 z kmene PWD na F1(PWK x B6) genetické pozadi, coz mimo jiné poukazuje na
moznost, Zze rozdily modifikujici azoospermii F1(PWD x B6) hybridi mapuji mimo oblast
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Hstx2. Fenotyp opozdéného nastupu fertility neni asi u mySich hybridu vyjimeény, jelikoZz je
tento fenomén pozorovan i u samct F1(STUP x B6) a F1(B6 x STUP) (Flachs et al. 2014).
Navic pocet spermii F1(STUP x B6) samci klesa po dosazeni péti mésicii stafi, coz napovida,
7e 1 predCasna ztrata plodnosti miize byt obecnéjsi jev u mezi-poddruhovych ktizenct. Tito
ktizenci s kmenem STUP nemaji rozdily ve fertilité zavislé na sméru kiiZeni (F1(STUP x B6)
vs. F1(B6 x STUP)). A také dalsi mysi kmeny pii mezidruhovém kiizeni nevykazuji rozdilny
fenotyp u navzajem reciprokych hybridu, jak je tomu u kmeni PWK a PWD. Mezi n¢é patii
kmeny STUS a STUF odvozené z divokych mysi ze stejné lokality jako STUP (Pialek et al.
2008) a dale kmen PWB stejného geografického puvodu jako PWK a PWD (Gregorova and
Forejt 2000). Ktizenim kment STUS i PWB s kmenem B6 vznikaji zcela sterilni F1 samci, a
to bez ohledu na to, ktery poddruh byl pouzit jako matka respektive otec. Vysledkem kiizeni
kment STUF a B6 jsou plodni samci genotyptt FI1(STUF x B6) i F1(B6 x STUF), ktefi se nelisi
v parametrech fertility (Pialek et al. 2008; Vyskocilova et al. 2009). Z toho vyplyva, ze rozdil
zpusobujici odlisny fenotyp reciprokych hybridi existuje nezavisle na trovni ¢i zpozdéni samci
fertility. Rozdily, které zptsobuji odlisné nasledky na fertilitu reciprokych kiizencti kment
PWD a STUS s kmenem B6, byly pomoci QTL mapovani piedpovézeny na chromosomy 3, 9
a 13 (Bhattacharyya et al. 2014). Meioticky blok zpisobeny chromosomem X z kmene B6 byl

tedy zavisly na téchto tfech autosomalnich polymorfnich modifikatorech.

Omezeni fertility v ¢ase by mélo byt brdno v potaz pii navrhovani a planovani kiizeni,
zahrnujici sam¢i hybridy kmenti odvozenych od divokych mysi jako PWK a dal§i. Samc¢i
plodnost omezena ur¢itym veékem muze byt Uplné zdokumentovana jen v laboratornich
podminkach, protoze u mysi odchycenych v ptirodé mize byt vék nejasny nebo pokrocily.
Takze tato pozorovani by se méla vzit do iivahy pii studovani a nasledné interpretaci vysledk
experimentll zabyvajicich se plodnosti divokych mysi v pfirodnich podminkach v hybridni
z6né (Albrechtova et al. 2012; Turner et al. 2012).

6.1.1 Kontrast mezi fenotypem vyjmuti jedné kopie Prdm9 u fertilnich mys$i a

(semi)sterilnich hybrida

Analyza vlivu genové davky Prdm9 na plodnost fertilnich mysakt ukazala, Ze odstranéni alely
genu Prdm9® na jinak inbrednim homozygotnim genetickém pozadi kmene B6 ma negativni

vliv na sam¢i plodnost. Tento vliv se projevuje mirné, ale statisticky vyznamn¢ a to jak na
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snizeném poctu potomku, které tito samci dokazi zplodit s kontrolnimi samicemi, tak i na
zvySeném poctu abnormalnich spermatocytl, coz vypovida o naruseném meiotickém prabé¢hu.
Tento poznatek se mize zdanlivé jevit v rozporu se situaci u hybridi FI(PWD x B6), kde
naopak odstranénim Prdm9®® alely dojde k vyraznému zlepseni fertility. Dokonce se jedna o
aplny zvrat sterilniho fenotypu a odebrani Prdm9®® umoZni mezi-(pod)druhovym saméim
ktizenctim plodit potomky. Vysvétleni ovSem nemusi byt tak slozité s ptihlédnutim na uroven
zlepseni fertility odebranim Prdm9®® alely z hybridniho genotypu. Takto zachranéna plodnost
F1(PWD x B6) hybridi totiz nedosahuje parametra fertilnich mysi a proto se zde mtize zaroven
jednat o ¢aste¢nou haploinsuficienci Prdm9PWP alely (Flachs et al. 2012). Naopak zvysenim
poctu kopii Prdm9 na hybridnim pozadi ma jesté vyrazné&jsi pozitivni vliv na plodnost kiizencu,
a to plati pfimo i pro takzvanou ,,F1-sterilni“ Prdm9®° alelu. U zachrany sterility hybridd se tak
nejspis jednd o odstranéni mezi-(pod)druhovych nekompatibilit, které jsou Skodlivéjsi (maji
mnohem silné&j$i negativni vliv) pro fertilitu nez ¢aste¢na Prdm9 haploinsuficience u fertilnich

vnitrodruhovych potomkd.

Alela Prdm98® tedy nepiiznivé ovliviiuje priibéh meiézy a plodnost nejen u F1 hybridd
vzeslych z kiiZzeni kment B6 a PWD, ale také (Vv menSim rozsahu) kdyz je pfitomna pouze

v jedné kopii na vnitrodruhovém B6 genetickém pozadi.

6.2 SoutéZ homo- a heterodimeri proteinu PRDM9 0 vazebna mista muze

vysvétlit zavislost rozloZeni hotspotu na alelické davce Prdm9

QTL mapovani na zakladé regulace aktivity meiotického hotspotu, kterym byla prokézana
zavislost na oblasti obsahujici Prdm9, ukazalo také potencidlni citlivost na davku genu a
alelickou kompetici (Baker et al. 2015b). Mé&feni trovné H3K4me3 v hotspotech samcu
heterozygotnich pro porusenou alelu Prdm9 (Prdm9%") a homozygotnich pro B6 alelu
potvrdilo jak zavislost na genové davce, tak soutéz mezi alelami Prdm9 (Baker et al. 2015b).
Prdm3 je proto caste¢né haploinsuficientni pro prubéh meidzy i fertilitu. Nicméné potlacovani
aktivity hotspotii neni pfimo umérné davce genu. Tento jev byl objeven diky hotspotu, ktery je
na genetickém pozadi M. m. domesticus aktivovan proteinem PRDM98B® a piimo umlovan
piitomnosti alely Prdm9®* (alela ptivodu M. m. castaneus). Prokazali jsme, Ze protein PRDM9

exprimovany v somatickych bunkach je schopen tvofit homo- i heterodimery, které se spolecné
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vazou na DNA v misté hotspotil, coZ ptineslo i molekularni vysvétleni kompetice PRDMO alel

u mysi (Baker et al. 2015b).

Vedle mysich studii existuji dikazy kompetice mezi lidskymi alelami PRDM9 (Berg et
al. 2010; Berg et al. 2011; Segurel et al. 2011). U lidskych spermatogennich bunék nesoucich
ruzné kombinace alel PRDM9 typu A a C byla na nékolika hotspotech méfena mira
rekombinace. Takzvané C hotspoty, specifické pro alelu PRDM9C, vykazovaly podobnou
rekombinacni aktivitu jak u lidi homozygotnich pro tuto alelu, tak pro heterozygoty PRDM9*C,
u kterych byla naopak aktivita A hotspoti mensi ve srovnani s homozygoty PRDM9*A, Navic
analyza celkové genomové distribuce dvoutetézcovych zlomt rekombinace nasla jednoho
heterozygotniho muze, u kterého se 58% zlomu nachézelo v C hotspotech a C hotspoty byly v
praméru silngjsi (Pratto et al. 2014). Kombinace téchto poznatkti spolu s nasimi (Baker et al.
2015b), které svédei o tom, ze proteiny PRDM9® a PRDM9” mohou tvofit heterodimery a
proteinova varianta PRDM9 miiZe byt nalezena na C hotspotech, podporuje hypotézu alelické
kompetice PRDM9 i u lidi. Z t&chto studii je mozné vyvodit dominantni postaveni PRDM9C®

nad PRDM9” podobné vztahu mysich alel dominance Prdm9© nad Prdm9&®,

Na zaklad¢ studie proteinové funkce PRDM9 je mozné fenomén dominance mezi jeho alelami
nejjednoduseji vysvétlit, predpoklddame-li odliSnou afinitu jednotlivych alel na zakladé
specifické vazby jejich domén zinkovych prsti na DNA. Dejme tomu, Ze naptiklad u
heterozygotnich mysi jako jsou kiizenci kmene B6 s kmenem CAST, by byly rizné PRDM9
komplexy tvofeny bud’ homodimerem PRDM9C* nebo heterodimerem PRDM9CS'-PRDM9B®
a také homodimerem PRDM986 v piiblizném poméru 1:2:1. Jestlize PRDM9°* je dominatni
nad PRDM9B® a celkova aktivita PRDM9 je limitni faktor, jak ukazuje ¢&aste¢na
haploinsuficience Prdm9® mysak, pak heterodimery PRDMOC-PRDM98¢ (ast&ji
(pfednostng) aktivuji hotspoty specifické pro PRDMO®t nez ty pro PRDM9ES. Teoreticky
pomér pouZiti hotspotil by pak odpovidal 3:1, coZ ptiblizné souhlasi s vysledky pfedchozich
studii zkoumajici aktivitu hotspotii u heterozygotnich samcéi F1(B6 x B6-Prdm9°®), kde
Prdm9% piedstavuje knock-in alelu (Brick et al. 2012; Baker et al. 2014). Obecné&ji feceno,
pokud by primérna afinita jedné alely k jejimu hotspotu byla znateln€ vyssi nez afinita druhé
alely kjejimu specifickému hotspotu, pak by se spolu obé navzijem navazané alely
zjednodusené feceno ,,molekularné pietahovaly* s tim, Ze prvni alela by méla ,,Iépe vyvinuté

svaly“ a efektivné snizovala ucinnou davku druhé alely sniz$i afinitou. Vysledek u
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heterozygotii by znamenal ¢astéjsSi nasedani heterodimeru na hotspot specificky pro alelu se
siln€j$i afinitou. Tento model mtze byt potvrzen nékolika nasledujicimi faktory: ¢innost genu
Prdm9 je zavisla na jeho genové davce (vysledky této prace v (Baker et al. 2015b)), coz
naznacuje jeho limitujici molekularni aktivitu v meiotickych buiikach; jednotlivé formy
proteinu PRDMO spolu soutézi o prosazeni sveé specifické vazby na DNA hotspotech (Baker et
al. 2015b), o H3K4 trimetyla¢ni aktivitu (Baker et al. 2015b), o distribuci dvoufetézcovych
zlomu (Brick et al. 2012; Pratto et al. 2014), a o lokalizaci genetické rekombinace (Berg et al.
2010; Berg et al. 2011; Segurel et al. 2011); PRDM9 tvoti heteromerické komplexy dovolujici
piimé vzajemné pasobeni jednotlivych proteinovych variant (Baker et al. 2015b). Tyto efekty
by mohly hrat vyznamnou roli v populacich, s ptihlédnutim k velmi vysoké frekvenci vyskytu
Prdm9 heterozygott v prirodé (Berg et al. 2010; Berg et al. 2011; Buard et al. 2014; Kono et
al. 2014; Pratto et al. 2014; Schwartz et al. 2014).

6.3 Pocet DSB a spravné parovani chromosomii

PRDMO je exprimovan v ¢asnych stadiich meiotické profaze I, konkrétn¢ od spermatocyti ve
stadiu preleptotene/leptotene az do pozdni faze zygotene (Sun et al. 2015). V pachytennich
spermatocytech je jeho vyskyt v jadie nedetekovatelny, alespon pii pouziti metody nepiimé
imunofluorescence s nuklearné specifickou protilatkou na testikularnich fezech i izolovanych
spermatocytech. Také PRDM?9-specifické znacky H3K4me3 v obohacenych populacich
pachytennich spermatocyt jiz téméf zcela vymizely (Sun et al. 2015). Mechanismus ¢i
proteiny (demetylasy ¢i proteinasy) odstranujici H3K4me3 PRDM9-specifické znacky jsou
vsak neznamé. Ve stejné studii bylo také pomoci nulovych mutaci Prdm9 genu potvrzeno, ze
nepfitomnost proteinu PRDM9 nema vliv na nékteré zasadni procesy v téchto ¢asnych stadiich
profaze 1. Jedna se o kondenzaci chromatinu navazanim kohesinovych komplexu a tvorbu osy
sesterskych chromatid skladajici se z proteinti AE. Dalsi dulezity proces ve fazi leptotennich
spermatocytll je programovany vznik endogennich DSB, které zprostiedkovavaji pozdé;si
hledani respektive parovani homolognich chromosomi skrze mechanismus opravy téchto
dvoufetézcovych zlomd. Ve studii (Sun et al. 2015) bylo dale na B6 (M. m. domesticus) pozadi
ukazano, ze snizena davka ¢i uplna neptitomnost kompletniho PRDM9, nemé vyrazny vliv na
pocet vytvarenych DSB. V ramci mého postgraduélniho studia jsem nezavisle ovéfil, ze

v heterozygotnich mutantech neni vyrazné poruseno vytvareni DSB z hlediska jejich po¢tu na
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bunku (Baker et al. 2015b). Jak bylo prokazano v predchozich pracich (Hayashi et al. 2005;
Bhattacharyya et al. 2013), meioticka zastava piichazi az béhem ¢asnych stadii pachytene, v
moment¢ vytvareni synapsi homolognich chromosomu. Podle Kauppi a spoluautora ((Kauppi
etal. 2013) a dalsi jimi citované), ktefi se zabyvali vlivem po¢tu DSB na parovani chromosomu
ana fertilitu mysi, se zda, ze pocet snizeny 0 ~20-30% nestaci pro vytvoreni meiotické zastavy,
ktera by vedla k naruSeni spermatogeneze. Kauppi a spol s pouzitim Spoll knock-outi a
transgent docilili postupného snizovani poctu DSB a ur€ili, o kolik procent mén¢ DSB jiz
zpusobi problémy s parovani bivalenta a nasledny meioticky blok s negativnim vlivem na
sam¢i fertilitu. Teprve pokles o vice jak 50% je limitni zejména pro spravné nalezeni

homologie a sparovani kratkych chromosomu.

6.3.1 Odklon rekombina¢nich dé&ju od funk&nich oblasti genomu

Zdaleka ne vsechny PRDM9 vazebné motivy (potencialni hotspoty) jsou pouZity pro vytvoreni
DSBs, kterych je vyrazny prebytek (desetitisice aktivovanych sekvenci; (Brick et al. 2012) a
dalsi jimi citované), pfitom SPO11 vytvoii ,,jen* 200-400 programovych DSBS na butiku a asi
desetina téchto zloma vyusti v crossing-overy (Brick et al. 2012). Pro detailn&jsi prozkoumani
mechanismu ur¢ovani DSB vyuzili autofi rizné mysi kmeny, respektive alely Prdm9 véetné
deletované alely Prdm9 (Prdm97). Kombinace riiznych alel Prdm9 u F1 potomki neznamena
dvakrat tolik aktivovanych sekvenci, ale vzajemnou soutéZ alel. Dominantnéjsi alela
prevladne, imérné afinité jeji domény zinkovych prsti K ptislusné kombinaci DNA motivi na
daném genetickém pozadi. Dale Brick a spoluautofi zkoumali mysi Prdm97, kde se ukazalo,
ze rekombinace je také koncentrovana ve specifickych oblastech DNA, ale do takovych, které
se v pievazné vetsing (99%) nepiekryvaji s zadnymi ze znamych hotspoti u kteréhokoliv jiného
kmene. Také tyto oblasti nicméné nesou znacky H3K4me3. 44% téchto hotspottl je u Prdm9”
mutantl umisténo v anotovanych genovych promotorech, zatimco u kontrolnich mysi
nesoucich neporuseny gen Prdm9 jsou to necela tii procenta. U Prdm9” mysi tak umisténi
hotspoti v mistech startu transkripce pfipomina situaci popsanou u kvasinek Saccharomyces
cerevisiae, které nenesou zadny homolog genu Prdm9 (Wu and Lichten 1994; Pan et al. 2011).

6.3.2 Regulator rekombinacnich hotspotd Prdm9 a hybridni sterilita

Zatim jsou znamy pouze teorie spojujici funkci Prdm9 jako regulatora preferovanych mist

rekombinace a jeho nezpochybnitelnou stézejni roli u sterility a snizené fertility nékterych
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mezi-(pod)druhovych hybridd. Jeden ze zajimavych navrhi byl naznagen v pravé zminéné
praci (Brick et al. 2012). Z této studie vyplyva, ze zpfistupnéni chromatinu pomoci H3K4me3
znacek a uspésné zahajeni rekombinace mutize byt provedeno s pomoci PRDM9 nebo bez néj a
rekombinace se presouva do funkénich oblasti genomu, kde se vyskytuji PRDM9 nezavislé
H3K4me3 znacky. Pro aktivaci PRDM9-dependentnich sekvenci by mél tento protein nejen
vytvaiet epigenetické modifikace, ale také pfimo ¢i nepiimo rekrutovat rekombina¢ni masinerii
ve prospéch svych PRDM-dependentnich H3K4me3 znacek (Brick et al. 2012). Pro nasledné
problémy s dokoncenim meidzy u mysi s inaktivovanym Prdm9 genem nebo s nespravné
fungujici kombinaci jeho alel se nabizi vysvétleni, Ze by oprava dvouietézcovych zlomi
alokovanych do funk¢nich oblasti genomu napiiklad néjak zabranovala expresi meiotickych
gent. Na druhé strané pfitomnost celkem ¢ty kopii DNA, které by mohly nahradit narusenou
funkci jedné z nich, kterd je v kolizi s opravnymi komplexy, vypovida spise 0 opa¢ném
vykladu. Tedy, Ze transkripéné aktivni oblasti jsou jiz zaplnéné rtiznymi faktory a u vSech
dvouietézcovych zloml nedochazi k jejich spravnému a/nebo véasnému opraveni. K tomuto
zavéru pfispivaji pozorovani, ze u Prdm9” (Hayashi et al. 2005) a sterilnich F1(PWD x B6)
samci (Bhattacharyya et al. 2014) nedochéazi k uplné synapsi vSech chromosomu a na
asynapsovanych tsecich pietrvavaji neopravené DSB. Chromatin s neopravenymi DNA zlomy
je dal znacen odpovidajicimi faktory poskozené DNA a nesparovaného chromatinu, ktery tak
mize byt uml¢ovan endogennim mechanismem MSUC (meiotic silencing of unsynapsed
chromatin). Neblahé G¢inky na zdarny pribéh meidzy pak mize mit samotné umlcovani
autosomalnich gend na nesparovanych chromosomech, anebo konflikt MSUC s endogennim
procesem MSCI (meiotic sex chromosome inactivation), ktery je naopak nutny Kk potlaceni
exprese gend vazanych na X nebo Y (Homolka et al. 2007). V zavislosti na rozsahu téchto
aberaci miize byt znac¢na ¢ast postizenych spermatocytii uréena k apoptdze, coz zptisobi ubytek

spermii az Uplny meioticky blok a naslednou azoospermii.

Jesté konkrétnéji se na propojeni roli Prdm9 zaméfili autofi nedavné studie (Davies et al. 2016),
ktefi vytvofili mysi linii zkmene B6 shumanizovanou PRDM9 alelou. V genu Prdm9
nahradili exon 10, ktery koOduje sestavu zinkovych prstd, ortologni sekvenci z lidského
genomu. Lidska alela se zjevné vyvijela oddélené od té mysi miliony let, a tak umoziuje
studovat vlastnosti PRDM9 zinkovych sestav bez navazanych vlivii genetického pozadi,

jakoby to byla nové vznikla mysi alela v divokych populacich. Zména ptesmérovala DSB
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hotspoty a kompletné zvratila fenotyp saméi hybridni sterility. ZlepSeni fertility navic
korelovalo se schopnosti PRDM9 variant vazat se na oba homologni chromosomy v misté
stejného hotspotu. Takova vazebna symetrie podél celého genomu pozitivné asociovala se
zlepsujicim se meiotickym pribéhem (Davies et al. 2016). Vzhledem k modelu, ktery pfisuzuje
vznik endogennich DSB pro usnadnéni hledani homolognich chromosomu, je nasnadé si
domyslet, Zze symetrické DSB piedurcuji snazsi hledani homologie na sobé blizkych mistech

na chromosomech.

Z modelu genetické rekombinace pomoci opravy DSB vyplyva dulezita vlastnost pomijivosti
rekombinac¢nich hotspotti (Coop and Myers 2007). V piipadé, kdy je na jedné ze dvou
chromatid piitomna sekvence silngjsiho hotspotu, bude vytvoreni DSB upfednostiiovano praveé
na této chromatidé, ktera se ovSem v rdmci DSB opravy nahradi sekvenci druhé chromatidy se
slabsim hotspotem. Sekvence slabsich rekombina¢nich hotspotii se efektivné rozsifuje
v populaci na tkor eroze silngjsich hotspoti. Tento fenomén ma za nésledek neustale se
proménujici krajinu rekombinanéné preferovanych mist v genomu (Baker et al. 2015a;

Smagulova et al. 2016).

Lze si pak predstavit piiklad hybrida se dvéma riiznymi alelami Prdm9. Produkty téchto alel
vyhledaji na chromosomech z jiného poddruhu neerodovana piivodni mista (silné hotspoty) a
navedou do nich DSB. V téchto mistech homologniho chromosomu je ov§em erodovana alela,
jenz nevaze zadny PRDM9 protein, ¢imz vznikaji asymetrické DSB. Piedpokladem modelu je,
7e asymetrické DSB znesnadiiuji i¢innou opravu. Neopravené DSB pravdépodobné ztézuji
meiotickou synapsi a jsou rozpoznavany pachytennim kontrolnim aparatem (angl.
checkpointem), ktery tyto spermatocyty nasméruje do apoptdzy, ¢imz se snizuje produkce
spermii. Cim jsou vétsi rozdily v krajiné Prdm9 rekombinaénich hotspoti mezi dvéma
odd¢lujicimi se poddruhy, tim méné spermatocytti dokon¢i v jejich hybridech meiotické déleni

a da vzniknout spermiim (obrazek 7).
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Obrazek 7. Model vysvétlujici roli Prdm9 ve speciaci.
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Obrazek znazoriuje dvé barevné odliSené hypotetické rodi¢ovské populace mysi A (modra) a B (Cervena). Mezi
nimi se nachazeji saméi potomci (fialove), ktefi vznikli kiiZzenim populaci A a B. Modry a ¢erveny trojihelnik
rozsifujici se pod pfislusnou rodi¢ovskou populaci zndzortiuje zvysujici se genetickou divergenci v mistech
Prdm9 hotspott. Podle fylogenetického ¢asu (Serné Sipky), ve kterém se zkiizi populace A a B se v hybridech
setkaji rizné divergované rekombinaéni krajiny ptislusnych Prdm9 alel a nartsta podil defektni opravy DSB
(fialovy trojuhelnik). Produkt alely Prdm9* se totiz vaze hlavné na chromosomy z populace B v mistech, ktera
ale v populaci A divergovala (a naopak). DSB zlom tak vznika jen na jednom z homolognich mist a vyhledani
templatu béhem opravy homologni rekombinaci je proto asi obtizné&jsi. Meiotické problémy pak negativné
ovliviiuji plodnost samcti. TakZe hybridi, kteti vzniknou kréatce po zacatku divergence, mohou byt plné fertilni,
protoZe vétiina DSB je opravena homolognimi misty lisicimi se jen velmi malo mezi rodi¢ovskymi populacemi.
nartsta podil

Casem se zvySuje mnozstvi erodovanych hotspotii spoleéné se sekvenénimi odlignostmi v téchto mistech, a tim
neopravenych DSB. Pokud

tento podil pifekro¢i urcitou mez, nastane kompletni
apoptdéza spermatocytu a hybridni samec je sterilni. Obrazek pievzat a upraven ze (Smagulova et al. 2016).
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7 Zavér

V této préaci jsme manipulovali s davkou a kombinacemi alel genu Prdm9, abychom detailnéji
charakterizovali jeho roli v mysi hybridni sterilité. Ukazali jsme, Ze plodnost vSech testovanych
mezi-poddruhovych F1 kiiZzencu je propor¢ni k ddvce Prdm9 genu, pticemZ nezalezi na
ptvodu jednotlivych testovanych alel. Jedinou vyjimkou byla kombinace alely Prdm9®®
salelou Prdm9P¥P, Tato kombinace alel vedla vzdy ke steriln&j§imu fenotypu. Takto jsme
poukazali na existenci minimalné jedné dominanté negativni interakce alely Prdm98® na F1

hybridnim genetickém pozadi.

Na rozdil od F1(PWD x B6) samctu méli samci F1(PWK x B6) nizké mnozstvi spermii
Vv epididymis. Pouzitim panelu geneticky modifikovanych mysi, mezi-poddruhovych
chromosomalné substitu¢nich kmeni a kiizeni PWK, PWD, B6 inbrednich kment, jsme se i
zde zaméfili na popsani role Prdm9 genu a chromosomu XPWK Mefili jsme n&kolik
kvantitativnich projevii rtznych stadii spermatogeneze hybridnich samct. Hybridni
nekompatibility alel Prdmgdomesticus g Hstxamuseulus oyliviiuji meidzu samecti F1(PWK x B6),
kterd je jina kvuli polymorfismam mezi PWD a PWK na chromosomu X, nikoli v oblasti
Prdm9.

Nase zavéry maji n€kolik dopadti na Givahy o hybridni sterilité. Analyza plodnosti dalSich F1
hybridi dokazala, ze Prdm9 je jeden z hlavnich regulatord hybridni sterility. Fenotyp snizené
plodnosti zpisobené nekompatibilitami Prdm9 se neprojevuje pouze jako kompletni sterilita a
ani neni omezen na konkrétni genetické pozadi. Také vék zkoumanych samcti musi byt bran
Vv potaz ve vSech studiich, které maji za cil spravné popsat fenotypy riznych typti hybridni
sterility. K vysledkim této prace by mélo byt piihlédnuto pii planovani experimentil
zaméfenych na plodnost kiizenctt M. m. domesticus a M. m. musculus, jak v hybridnich zonach,

tak v laboratornich kfizenich.

Kvantitativni aktivita rekombina¢nich hotspotli je patrné ¢asteéné kontrolovana obsazenosti
hotspoti proteinem PRDMO , coz je zase dano jak poctem molekul PRDMY, tak DNA-
vazebnou afinitou zinkovych prstid jeho jednotlivych alel. U heterozygoti mize tvofit PRDM9
heterodimery, které se preferencné vazou na hotspoty silngjsi alely (a tim je aktivuji). Projev

hotspott specifickych pro slabsi alelu je timto potlacen. Jinymi slovy, alelickd dominance

68



PRDMO je nasledkem protein-proteinovych interakci omezenych mnozstvi molekul PRDM9 a
naslednou soutézi multimert pro vazbu na DNA. Ve volné Zijicich mySich populacich se
vyskytuje hodné heterozygotl, a tak toto alelické soupefeni utvari v genomu rozmanitou

rekombinacéni krajinu.

7.1 Naplnéni stanovenych cill prace

1. Objasnit vliv kombinaci riznych alel Prdm9 ¢i jejich genové davky na sterilitu

hybridnich samcti.

- Sterilni fenotyp F1 hybridnich samct dokaze zvratit a tim témto samcum zlepSit

plodnost zména genové davky Prdm9 nehledé na ptivod jeho alely.

2. Popsat u¢inek kombinaci alel a jejich rtizného mnozstvi u jinych modelt ¢aste¢né

neplodnych hybridnich samcii.

- Prdm9 hraje roli i u jinych, jen ¢aste¢né neplodnych hybridd, snizeni ¢i zvySeni
poctu kopii Prdm9 koreluje se zlepSenim plodnosti samct nehledé na typ alely
Prdm?9.

3. Porovnat zmény plodnosti hybridnich samcti zplsobené riznymi alelickymi

kombinacemi s meiotickym prab&éhem.

- Narus$eni meiotického prubéhu u hybridnich samcii, které maji snizenou plodnost,
se projevuje zvySenym poctem asynapsovanych chromosomi a nespravné
vytvofenym ¢i chybé&jicim pohlavnim téliskem pachytennich spermatocyti. Tyto
meiotické defekty koreluji s trovni postizeni plodnosti jednotlivych typt hybridd,

napiiklad poctem spermii.

4. Zmapovat dopady genetickych a molekularnich interakci Prdm9 v mei6ze hybridnich

samcl a genetice samci hybridni sterility.

- Nekompatibilita PRDM9 se projevuje piedevsim Vv jeho proteinovych doménach
zinkovych prstit zajistujicich specifickou vazbu na DNA, které urcuji umisténi

DSB, potazmo rekombinac¢nich hotspotli. Posun umisténi rekombinac¢nich hotspota
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na mén¢ vhodna mista v genomu pak nejspi$ ztézuje pouziti DSB pro spravné
parovani homolognich chromosomui na hybridnim mezi-poddruhovém pozadi, a tim

snizuje poCty primarnich spermatocyti schopnych tspésné dokoncit meidzu.
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