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Abstrakt

Rad Cetartiodactyla je v soudasnosti jedna z nejvétsich skupin savell na zemi, ktera
zahrnuje 10 Celedi suchozemskych a 12 ¢eledi vodnich savci. Charakteristickym znakem
viech dnesnich sudokopytnikii je osa kondetin prochazejici mezi 3. a 4. prstem. Rad
Cetartiodactyla je z cytogenetického hlediska heterogenni skupinou organismi, ve které se
vyskytuji Celedi s pomalou karyotypovou evoluci (Cetacea a Hippopotamidae) a Celedi
(napt. Bovidae), jejichz zastupci maji znaéné odlisné karyotypy (2n =30 - 60). Pro
uptesnéni evoluénich vztahl prispiva velkou mérou komparativni genomika zalozena na
analyze chromozomi, mapovani geni a DNA sekvenovani. Jednou ze zakladnich a hojné
vyuzivanych metod je ZOO-FISH, jejimZ principem je mezidruhovéa cross-hybridizace
specifickych sond urcit¢ho druhu na chromozomy jiného druhu. Na zdkladé znalosti
evolu¢nich chromozomovych piestaveb miizeme sledovat speciaci druhd.

Jednim z cili prace byla komparativni cytogenetika u vybranych savcli z tadu
Ceatriodactyla. K tomuto Ucelu byly pouzity celochromozomové a BAC FISH sondy,
které byly ptfipravovany z DNA prasete a kravy. Chromozomalni DNA byla ziskdvana
pratokovou cytometrii chromozomi nebo laserovou mikrodisekci. Metodou ZOO-FISH
byl u hrosika liberijského poprvé stanoven komparativni karyotyp, ktery je téméf shodny
s karyotypem hrocha. Urcena byla také blizsi struktura chromozomu X hroSika, jez je
velice podobna struktute chromozomu X Zirafy.

V ramci Celedi Bovidae existuje zna¢na variabilita v diploidnim poctu chromozomt
(2n =30 - 60), nicmén¢ pocet autozomalnich ramen ziistdva téméf nezménén a genomy
jednotlivych druhti jsou vysoce homologni. Predpoklada se, Ze ancestralni karyotyp,
konzervovany v genomu kravy nebo kozy, m¢l celkem 58 akrocentrickych autozomi,
akrocentricky X a maly submetacentricky chromozom Y. Velik4d variabilita v poctu
chromozomti a karyotypova rtznorodost v Celedi Bovidae je velice vyhodnym prvkem
pfi studiu meiotického déleni a rekombinacni interference.

DalSim cilem této prace bylo porovnavani frekvence a distribuce rekombinaci mezi
riznymi druhy z Celedi Bovidae. Bylo sledovano, zda vlivem centrickych fzi a procesem
domestikace dochdzi ke zménam rekombinace u zkoumanych druhl. S vyuzitim
imunofluorescen¢ni detekce meiotickych proteint (MLH1, SCP3) a FISH jsme sledovali
v pachytennich spermatocytech frekvenci a distribuci crossing-overi na meiotickych

chromozomech. Vysetieno bylo celkem 112 jedinct 28 rGznych druhti z celedi Bovidae.



U vSech vySetfovanych zvifat byla nalezena vyznamna individudlni i mezidruhova
variabilita v délce synaptonemalnich komplexti a v poctu rekombinaci na buiiku. Zaroven
byl prokazan ubytek poctu a zména distribuce rekombinaci na metacentrickych
chromozomech ovce oproti jejich orthologim u kravy a kozy. Tyto rozdily jsou
pravdépodobné zplsobeny metacentrickym stavem chromozomi a centromerickou

interferenci pasobici pfes centromeru.



Abstract

The order Cetartiodactyla is currently one of the largest groups of mammals on
Earth that includes 10 families of terrestrial and 12 families of aquatic mammals. The main
hallmark of all today's ungulates is the limb axis passing between the third and fourth
finger. The order Cetartiodactyla is a cytogenetically heterogeneous group of organisms,
comprising families with slow karyotype evolution (Cetacea and Hippopotamidae) and
families (e.g. Bovidae) whose representatives have distinct karyotypes (2n = 30 to 60).
Comparative genomics, based on the analysis of chromosomes, gene mapping and DNA
sequencing, greatly contributes to the clarification of evolutionary relationships between
animals. One of the basic and abundantly used methods is ZOO-FISH, which is based on
cross-hybridization of specific probes from one species on chromosomes of another
species. Based on the knowledge of evolutional chromosomal rearrangements, the process
of organism speciation can be traced.
One of the aims of this study were comparative cytogenetics of selected mammals from the
order Ceatriodactyla. For this purpose, whole chromosome and BAC FISH probes,
prepared from pig and cow DNA, were used. Chromosomal DNA was obtained by flow
cytometry of chromosomes or by laser microdissection. Using ZOO-FISH, comparative
karyotype between pygmy hippo and common hippo was established for the first time.
These karyotypes are almost identical. Detailed structure of the pygmy hippo X
chromosome was defined and is very similar to the structure of the giraffe X chromosome.
Within the family Bovidae, there is a considerable variability in the diploid number of
chromosomes (2n = 30 to 60), but the number of autosomal arms remains almost constant
and genomes of various species are highly homologous. It is believed that the ancestral
karyotype, preserved in the genome of cows and goats, had a total of 58 acrocentric
autosomes, an acrocentric X and a small submetacentric Y chromosome. The great
variability in chromosome number and karyotype diversity in Bovidae is a very convenient
feature for the study of meiotic division and recombination interference.
Another aim of this study was the comparison of recombination frequencies and their
distribution between different species of Bovidae. We investigated if centric fusions and
the process of domestication cause changes in recombination rates in the researched
species. With the use of immunofluorescence detection of meiotic proteins (MLH1, SCP3)

and subsequent FISH, we analysed the frequency and distribution of crossing-overs on



meiotic chromosomes in pachytene spermatocytes. A total of 112 individuals from 28
different Bovidae species were examined. In all investigated animals, significant individual
and interspecies variability was found in the length of synaptonemal complexes and the
number of recombination events per cell. A decrease in the number and a change in the
distribution of crossing-overs on sheep metacentric chromosomes was demonstrated
compared to their orthologues in cows and goats. These differences are probably caused by
the metacentric state of chromosomes and by centromeric interference acting over the

centromere.
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1. Uvod

1.1. Meioza

Meidza nebo taktéz redukéni déleni je zékladnim procesem pohlavniho
rozmnozovani, béhem kterého vznikaji bunky s haploidnim (redukovanym) poctem
chromozomli (2n—n) (Obrazek 1). Meidza je velice starym a evolucné dobie
konzervovanym procesem (vznikl asi pfed 1,2 mld. let), avSak vyznacuje se tfadou
odliSnosti a modifikaci mezi jednotlivymi druhy a pohlavimi. Bez procesu meidzy
a potazmo redukce poctu chromozomi by dochézelo pfi splynuti rodicovskych gamet
b&hem oplozeni k nartstu (zdvojndsobeni) chromozomovych sad v buiice s kazdou novou
generaci, coZ by bylo netinosné pro organismus (Snustad a Simmons, 2008). V prub¢hu
fertilizace tak dochdzi béhem splynuti haploidnich samcich a samicich gamet k obnoveni
normalniho diploidniho stavu. Tento proces probihd téméf u vSech pohlavné
se rozmnozujicich organismii (Bernstein a kol., 2011; Lodé, 2011). Poruchy v procesu
meidzy vedou casto k aneuploidiim u embryi, které jsou pak castou pficinou potratil
a geneticky podminénych vrozenych vyvojovych vad (Hassold a Hunt, 2001).

Sexualni reprodukce (potazmo rekombinace) je zevolucniho hlediska velice
vyznamnym procesem. Vede ke zvySeni genetické rozmanitosti, napomaha pfezivani
stavajicich druhli a zaroven umoznuje jejich evoluci a vytvafeni druhii novych (Butlin,
2005). ZvySeni genetické variability je dosazeno nejen pomoci ndhodné segregace
otcovskych (paternalnich) nebo matetskych (materndlnich) chromozomii do pohlavnich
bunék (vytvafeni novych chromozomovych kombinaci), ale i prostfednictvim homologni
chromozomové rekombinace (crossing-overu) (Snustad a Simmons, 2008; Vacek, 2006).

Meiotické déleni se obecné sklada ze dvou po sobé nasledujicich déleni. Béhem
prvniho meiotického déleni (tzv. heterotypické nebo téZ redukéni) vznikaji dvé deefiné,
haploidni buniky, do kterych segreguje polovina celych homolognich chromozom, nikoliv
jen chromatidy jako je tomu u mitdézy. U druhého meiotického déleni (tzv. homeotypické
neboli ekvacni) jiz nedochazi k replikaci jaderné DNA a do dcefinych bun¢k sméfuji jen
jednotlivé chromatidy (Obrazek 1). U sam¢i meidzy vznikaji celkové 4 stejné velké,
haploidni bunky s poloviénim poctem chromozomil, zatimco v pfipadé samic vznika jen
jedina velka, oplozeni schopna buiika s redukovanym poctem chromozomu (oocyt) a 2-3

znatelné mensi polova téliska.
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Obrazek 1: Schematicky model pribéhu meidzy (pfevzato a upraveno z

https://www.thinglink.com/scene/498564561385816065; 11. 5. 2016).
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Zakladni procesy meidzy jsou shodné pro obé pohlavi, ale meiéza samic mé né€kolik
odli$nosti od té samci. Jedna se predevSim o odlisné nac¢asovani jednotlivych fazi meidzy.
U samic za¢ind meidza probihat jiz prenatdlné okolo 2 mésice po poceti, kdy dochazi
k mitotickému pomnozovani kmenovych bunék oogonii. Oogonia pak prochdzi proménou
v primarni oocyty, které ihned vstupuji do profidze prvniho meiotického déleni, avSak
meidza se zastavuje pfed ukoncenim profdze I (v diplotene - tzv. diktyotenni stadium).
Dokonceni prvniho meiotického déleni se odehrava az v pribéhu pohlavniho dospivéani
(respektive pii ovulaci), jejimz vysledkem je pak oocyt II. fadu a poélove télisko
(Vacek, 2006). Meidéza oocytu II. se bcéhem ovulace zastavi v metafdzi druhého
meiotického déleni a cyklus je dokoncen aZ béhem oplozeni vajicka spermii.

Naproti tomu, u sam¢iho pohlavi u savcli probihd meidza az postnatalné. Meidza
zapocind obvykle v puberté a je ukoncena obvykle az smrti jedince. Spermie se vyvijeji
z diploidnich spermatogonii nachédzejici se v semenotvornych kanalcich varlete.
Spermatogonie se d¢li mitoticky, tim jednak dochazi k doplnéni populace kmenovych
spermatogonii, ale taktéz v pfitomnosti podpirnych bunék (napf. Sertoliho burnky) se
spermatogonie méni na spermatocyty . fadu. Tyto builky pak vstupuji do meidzy a béhem
prvniho meiotického dé¢leni vznikaji 2 haploidni buiikky — spermatocyty II. fadu
(s redukovanym poctem dvou-chromatidovych chromozomil) (Holstein a kol., 2003;
Kittnar, 2011; Vacek, 2006). Spermatocyty II. fddu pak podstupuji druhé meiotické déleni

za vzniku Ctyt stejné velkych, haploidnich spermatid, které si jiz dale ned¢li, ale procesem
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spermiogeneze se preménuji (maturuji) na zralé spermie (Morelli a Cohen, 2005).
U clovéka se odhaduje, ze cely proces tvorby zivotaschopnych spermii trva okolo 74-120

dnii (Heller a Clermont, 1964; Amann, 2008)

1.1.1. Prvni meiotické déleni

Pted zahajenim prvniho meiotického déleni dochazi k replikaci chromozomalni DNA
(zdvojuje se jeji obsah) podobné jako tomu je u mitézy. Jednou z hlavnich odliSnosti
meidzy od mitdzy spociva predevsim v profazi prvniho meiotického déleni, kterd je velmi
dlouhd a mizeme ji rozdélit do cCtyf stadii zvanych leptotene, zygotene, pachytene
a diplotene. DalSim rozdilem mezi meidézou a mitdézou spociva v odliSnosti anafazniho
rozestupu chromozomi, kdy u mitézy dochazi k rozchodu jednotlivych chromatid
chromozomti k protilehlym pdélim buinky, zatimco umeidézy jsou prostiednictvim

mikrotubuld déliciho vieténka tazeny celé chromozomy k opacnym strandm buiiky.

1.1.1.1. Profaze prvniho meiotického déleni

Profaze I prvniho meiotického déleni se odehrdva v jadife se zachovalou jadernou

wev

vvvvvv

synapse a rekombinace homolognich chromozomii (Jordan, 2006). Profaze I se déli
na nékolik stddii a to na zdkladé morfologie chromatinu a péarovani homolognich
chromozomul béhem synapse (Obrazek 2).

Béhem Leptotene dochdzi ke kondenzaci a dehydrataci duplikované
chromozomalni DNA, kterd se v mistech telomer zacind upinat k jadernému obalu
(tzv. faze kytice; bouquet stage) (Scherthan, 2007). Chromozomy se diky kondenzaci
chromatinu stavaji viditelnymi jako velice dlouhd a tenka (nitkovitd) vldkna s centralni
osou bilkovinné povahy (Snustad a Simmons, 2008). V této fazi cyklu jsou indukovany
dvouretézcové zlomy (DSB — Double Strand Breaks) prostfednictvim restrikéniho enzymu
Spoll (Baudat a kol., 2000). Takto vzniklé zlomy jsou rozpozndvany multiproteinovymi
komplexy proteini RAD51/DMCI, které se na DSB navazuji spolu s dalS§imi proteiny
rekombinacni reparace DNA. Vytvoreni dvoufetézcovych zlomt je dilezité pro nalezeni
homolognich chromozomii a utvafeni synaptonemalniho komplexu mezi nimi

(Romanienko a Camerini-Otero, 2000).

14



Obrazek 2: Schematicky model ukazujici iniciaci synapse homolognich chromozomu

(Scherthan a kol., 1996) (upraveno).

DNA syntéza i Tvorba DSB{ Parovéni : Dokoncenisynapse { Rozpad : Kondenzace chromatinu
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HORMAD1 &) Cohesin core =IERS
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s HORMAD?Z @ Chromatin loop ;
- SYCP2/3 g-

Leptotenni stddium plynule pfechazi za pokracujici spiralizace a kondenzace
chromatinu ve stadium Zygotene. V této fazi cyklu se homologni/sesterské chromozomy
zacinaji spolu parovat po celé své délce (tzv. konjugace/synapse), pfiCemz synapse je
zprostiedkovana proteiny centrdlnich (CE) a laterdlnich (LE) elementli synaptonemalniho
komplexu (proteiny SCP1 a SCP3), které¢ slouzi k udrZeni spravné orientace a vzdéalenosti
mezi vlakny DNA homolognich chromozomii (Heyting, 1996; Vacek, 2006). Sparované
homologni chromozomy se nyni nazyvaji bivalenty a tvofi je 4 chromatidy (tetrady).
Béhem meidzy u samic se v oocytech mezi sebou homologné paruji oba chromozomy X
pocelé své délce zavytvoreni jediného bivalentu, stejné jako je tomu v piipadé
autozomdlnich chromozomt. Naproti tomu,u samci ve spermatocytech dochézi
k opozdénému a jen caste€nému parovani mezi chromozomy X a Y, kde samotné synapse
je kratkd a soustfedéna jen na malou oblast pohlavnich chromozoml zvanou
pseudoautozomalni (PAR) (Kauppi a kol., 2012).

V Pachytene je pIné¢ dokonCena kondenzace a synapse autozomalnich
chromozomti. Dochazi k vytvofeni prekiizeni vldken DNA nesesterskych chromatid
v mistech rekombina¢ni nodulti/uzlikd (Snustad a Simmons, 2008). Nasleduje vzdjemna

vyména usektit DNA (rekombinace/crossing-over) a opétovna rekonstrukce vldken DNA
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prostfednictvim reparacnich proteinti (napt. MLHI1). Po ustanoveni rekombinace mezi
homolognimi chromozomy dochazi k rychlému zaniku synapse a chromozomy zistavaji
propojeny v mistech svych koncti a v mistech CO. Propojené chromozomy jsou poté
odsunuty stranou do blizkosti jaderné membrany (Handel, 2004; Vacek, 2006).

Béhem Diplotene je rekombinace pln¢ dokoncena a synaptonemalni komplexy se
zacinaji pomalu oddélovat a rozpadat. Tento rozpad synapse mezi homolognimi
chromozomy probihéd ve sméru od centromer k periferiim, avSak bivalenty zlstavaji nadale
spolu spojeny v mistech rekombinac¢nich nodulti (v chiasmatech). Na konci diplotenniho
stadia dochazi k tzv. terminalizaci, tj. je posunu chiasmat z ptivodniho mista rekombinace
smérem k telomeram chromozomi. Pfi tomto jevu bivalenty nabyvaji charakteristického
prstencovitého tvaru.

S terminalizaci chiasmat ke koncim chromozomu nastupuje kone¢né faze prvniho
meiotického déleni, Diakineze. V diakinezi dochéazi k urychlené kondenzaci hmoty
chromatinu a chromozomy uvoliluji své spojeni s jadernou membranou, ktera se jiz v této

fazi rozpada (Petronczki a kol., 2003; Vacek, 2006).

1.1.1.2. Metafize I

Metafaze prvniho meiotického déleni se vyznacuje sefazenim chromozomi
do ekvatoridlni roviny a vytvofenim metafdzni ploténky. Metafazniho setazeni
chromozomu je dosaZeno pomoci kontrakci mikrotubulti déliciho vieténka (centriolu),
ze kter¢ho se vybihajici mikrotubuly napojuji na kinetochory centromer homolognich
chromozomt. Z kazdého po6lu buiiky vybihaji mikrotubuly vzdy jen k jedné chromatidé
homologniho chromozomu, coz vede k oddé€leni celych homolognich chromozomi
narozdil od sesterskych chromatid v pfipadé¢ mitézy. Orientace centromer (kinetochor)
vuci délicimu vieténku je ndhodna, proto pravdépodobnost, ze otcovské nebo matetské

chromozomy piejdou do jedné nebo druhé buriky je stejné (Freeman a Hamilton, 2005).

1.1.1.3. Anafaze 1
Béhem Anafaze 1 dochazi k uvoliiovani chiazmat, avSak nedochazi k Gplnému
oddéleni chromatid. K opanym po6lim bunky vzdy migruji celé chromozomy.
Ke kazdému po6lu pak putuje kompletni sada chromozomu a to s haplotypem piivodnim

(tj. matefskym/otcovskym) nebo nové rekombinovanym.
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1.1.1.4. Telofaze I
V Telofazi 1 dochédzi ke zpétné dekondenzaci chromozomt, rozpadd se délici
vieténko a utvaii se jadernd membrana. Cely proces prvniho meiotického dé€leni je
zakonCen Cytokinezi, pti které dochazi k vytvofeni dvou bunck dcefinych. Jadra takto
vzniklych bunék se vyznacuji haploidni sadou chromozoml se dvéma zachovanymi

chromatidami.

1.1.2. Druhé meiotické déleni

Druhé meiotické déleni se oznacuje jako homeotypické, je kratké a ma témét shodné
faze s mitozou (profaze, metafize, anafaze a telofaze). Nicméné, je zde odliSnost v absenci
syntetické fdze bunééného cyklu (nedochdzi k duplikaci DNA), jelikoz bunky maji
haploidni pocet dvouchromatidovych chromozomt. Chromatidy chromozomu jsou stale
propojeny v mistech kinetochorli a zaujimaji tak tvar pfipominajici pismeno X. Bé¢hem
druhého meiotického cyklu dochazi ke kondenzaci chromatinu, vznika délici vieténko,
chromozomy se sefadi v ekvatorialni roviné¢ a na kinetochory se napojuji mikrotubuly
déliciho vieténka. V anafazi II se sesterské chromatidy od sebe odd¢li a kazda z nich je
tazena k opa¢nému poélu buiiky. Nakonec se v telofazi Il znovu vytvori jadernd membrana
a chromozoémy jsou opét dekondenzovany (Snustad a Simmons, 2008; Zickler
a Kleckner, 1999). Vysledkem druhého meiotického dé€leni jsou 4 dcefiné buiky (v
pfipadé sam¢i meidzy) s haploidnim poctem jednochromatidovych chromozomi (Vacek,

2006).

1.2. Synaptonemalni komplex a synapse chromozomi

Synapse chromozomt je klicovou podminkou pro Gspésny prubéh meiotického deleni
a jen spravné¢ sparované chromozomy podléhaji rekombinaci, kterd napomahd jejich
rovnomérnému rozdéleni do dcefinych bun€k.

Synaptonemalni komplex (Obrazek 3) je Zebtickovita/zipovita proteinova struktura,
kterd propojuje homologni chromozomy b&hem meidzy u vétSiny pohlavné se
rozmnozujicich organismtl. Béhem leptotene v profdzi I dochazi k vytvareni proteinovych
struktur zvané axialni elementy (AE - Axial Elements, ve fazi zygotene nazyvané lateralni
elementy - LE) podél chromatinu homolognich chromozomii za vzniku jediné dlouhé
proteinové osy. V pribéhu zygotene a pachytene dochazi ke vzijemnému parovani a

spojovani LE homolognich chromozomu prostiednictvim transverzélnich elementt (TE).
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Dochéazi tak k formovani centralniho proteinového elementu (CE) ve stiedu vznikajiciho

rec
1

komplexu. LE v pachytene tvoii jakési proteinové ,leSeni” podél celé délky homolognich
chromozom, které¢ jsou nasledné spolu pii¢n€ propojeny transverzalnimi elementy.
Vétsina DNA chromozomu (vCetné histonti a dalSich proteinil), je lokalizovana po stranach
synaptonemalniho komplexu ve formé smycek (Rockmill a kol., 1995; Yuan a kol., 2000).
Velikost DNA smycek je velmi variabilni se znacnymi rozdily mezi rGznymi druhy
organismil (napt. 0,5 um u kvasinek S. cerevisiae nebo 14 pm u sarancat Chorthippus

longicornis) (Moens a Pearlman, 1988).

Obrazek 3: Schematicky nakres usporfaddni proteint a DNA v meiotickém
synaptonemalnim komplexu (Costa a kol., 2005). (LE — lateralni element tvofen axialnimi

elementy; CE — centralni element tvofen transverzalnimi elementy)

Prvni studie zabyvajici se strukturou SC pochazeji z padesatych let minulého stoleti

a byly provadény pomoci elektronové mikroskopie. Tyto prace prokézaly, ze struktura SC
je shodna u vSech sexualné se rozmnozujicich organismt (Moses, 1956). Identifikovany
byly tfi hlavni proteinové komponenty synaptonemalniho komplexu (proteiny SCP1, SCP2
a SCP3).
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SCP3 (Synaptonemal Complex Protein 3) je evolu¢né konzervovanym, relativné
malym proteinem o velikosti okolo 30 kDa, ktery je slozen ze 4 fetézct s centralni o-
helikalni doménou (Meuwissen a kol., 1992; Syrjanen a kol., 2014).

Béhem cCasné faze leptotene dochazi v meiotickém jadie k vazbé komplexu proteinti
SCP2 a SCP3 na chromatinovd vldkna chromozomut, pficemz pro sestaveni
synaptonemalniho komplexu jsou dutlezité telomerické repetice, od kterych synapse
zapocind. Samotny rozpad vazby mezi SCP3/SCP2 a chromatinem se odehrava az ve fazi
diplotene, kdy dochazi krozpadu SC a sesterské chromatidy jsou drzeny u sebe
prostfednictvim crossing-overt (Yuan a kol., 2000). Mutace v genu pro protein SCP3 nebo
ztrata jeho funkce je Casto spojena s kompletni zastavou tvorby spermii u samcud savct.
Dochazi k abnormalnimu a nespravnému parovani bivalentl, coz vede k apoptdze
spermatocytl béhem faze zygotene prvniho meiotického déleni. U samic je kontrola
jednotlivych fazi meidzy benevolentnéjsi, a proto naruseni funkce SCP3 neni ¢asto spojeno
se zastavou tvorby gamet. Nicméné, produkované oocyty se vyznacuji vysokym procentem
aneuploidii, které maji ve velké mife za néasledek odumieni embrya in utero (Yuan

a kol., 2000; Bolor a kol., 2009; Fraune a kol., 2012).

SCP1 (Synaptonemal Complex Protein 1) je 111 kDa velkou molekulou, kterad je
hlavni slozkou transverzalnich vlaken spojujici axialni elementy homolognich
chromozéml k sobé. Protein SCP1 se nachdzi vyhradné jen v oblastech sparovanych
homolognich chromozoml (Meuwissen a kol., 1992; Offenberg a kol., 1998; Baarends a
Grootegoed, 2003). V zygotene jednotlivé proteiny SCP1 dimerizuji do paralelnich
homodimeri, které se prostiednictvim svych N-domén spojuji a vazi se na axialni
elementy za vytvofeni centralniho elementu (Obrazek 2) (Schmekel a kol., 1996).
Nasledky absence SYCP1 v mySich pohlavnich buiitkich neni na rozdil od SYCP2
a SYCP3 ovlivnénd pohlavim. Deficience proteinu SCP1 vede u obou pohlavi mysi k
apoptoze vetSiny meiotickych bunck jiz béhem faze pachytene, coz je nasledné spojeno
s kompletni sterilitou jedinc. Mys$i samci jsou sterilni, ale fenotypovée se vyviji normalné.
V leptotene tvoii poSkozené spermatocyty normalni AE, avSak nevykazuji naznak tvorby

homologni synapse nebo vznik centralniho elementu (Vries a kol., 2005).

Funkéni SC je nezbytny pro spravny pribéh rekombinace. Regulace parovani,
synapse a rekombinace homolognich chromozomu jsou velmi tzce propojenymi déji.

Naruseni spravného parovani homolognich chromozomii a rekombinace vedou u savcl
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k poruchdm béhem meidzy a mohou zpusobovat sterilitu. Negativni vlivy jsou patrné jak
v piipad¢ oogeneze tak i spermiogeneze. Zarodecné bunky jsou diky absenci homologni
rekombinace mnohem nachylnéjsi k vyskytu aneuploidii, které casto vedou k embryonalni
letalité¢ (Yuan a kol., 2000, 2002). U muzi s diagnostikovanou neobstrukéni azoospermii
(porucha tvorby spermii) jsou mnohdy odhaleny poruchy v homolognim pérovani
chromozomli béhem meidzy. Snizend tvorba CO pak vede k zastaveni meidzy, apoptoze
zarode¢nych pohlavnich bunék a neplodnosti (Odorisio a kol., 1998; Sun a kol., 2005a)

Pro spravny a zdarny pribéh meiotické synapse jsou nezbytné dilezité
centromerické a telomerické oblasti chromozomd. U vétSiny druhtt ma kazdy premeioticky
chromozom své pfislusné teritorium v jadie bunky a témét ve vSech piipadech jsou
chromozomy orientovany svymi telomerami a centromerami k vngj$i strané
chromozomalniho teritoria. Jakmile jsou vSechny chromozomalni konce vhodné
orientovany, dochazi k uchyceni nejprve centromer k jadernému obalu, pozdé€ji se
na jadernou membranu napojuji telomery. Od tohoto okamziku pak zapoc¢ind parovani
homologickych chromozomd, které startuje pravé v mistech telomer a progreduje smérem
k centromerickym oblastem (Scherthan a kol., 1996).

K synapsi na sub/metacentrickych chromozomech dochazi soucasné na obou jejich
ramenech a probihd konstantni rychlosti od obou konct (telomer) chromozomu. Diky
progresi synapse od koncli smérem k centromete je pak u metacentrickych chromozomil
vysledkem asynaptickd bublina v centromerické oblasti, kterd podléha synapsi jako
posledni. U krat$ich submetacentrickych chromozomtl vznika asynapse az za centromerou,
nejcastéji vSak v pericentromerické oblasti delSiho z chromozomalnich ramen. Centromera
tak nefidi sestavovani synaptonemadlniho komplexu, ale pravdépodobné funguje jako

moznd bariéra synapse (Brown a kol., 2005). U cel¢ fady organismi je nalézana korelace

......

.....

sekvenci, potlacuje rekombinaci v téchto oblastech. Funkce tohoto mechanismu nejspiSe
spo¢iva v minimalizaci rizika nondisjunkce (Zickler a Kleckner, 1999; Hassold a Hunt,

2001; Henderson a Keeney, 2005; Rockmill a kol., 2006; Black a kol., 2010).
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1.3. Homologni rekombinace

Meiotick4 rekombinace je procesem, béhem kterého dochdzi k vyméné ¢asti DNA
mezi sesterskymi chromozomy a vzniku novych kombinaci alel (Heyer a Kohli, 1994).
Rekombinace je nezbytnou podminkou pro spravné probéhnuti meiotického déleni
a vytvoreni balancovanych haploidnich gamet (Hassold a kol., 2000). Vyslednymi
produkty rekombinace jsou 2 zakladni typy produkti, crossing-over (CO) a genova
konverze neboli noncrossover (NCO) (Youds a Boulton, 2011).

Pouze CO mohou zajistovat fyzické spojeni homolognich chromozomt b&hem
meidzy, které je nezbytné pro jejich spravnou segregaci do dcetfinych bunck (Keeney,
2009a). NCO nema zadny vliv na prib¢h segregace chromozomi a jeho funkce je prozatim
neznamd. Spekuluje se o mozné biologické funkci NCO, kterd napomaha meiotickému
homolognimu parovéani chromozomi (Smithies a Powers, 1986). Spole¢nou vlastnosti CO
a NCO je jejich spole¢ny vznik z DSB a jejich enzymatickd reparace za utvotreni
Hollidayova spoje (HJ — Holliday Junction ) (Obrazek 4). VSechny rekombina¢ni udalosti
zahrnuji dva HJ a o tom, zda dojde k progresi v NCO nebo CO rozhoduje jejich vzajemna
orientace (Bishop a Zickler, 2004; Filippo a kol., 2008).

Na pocatku sloZitého rekombina¢niho procesu jsou indukovany DSB, jejichz
3" konce jsou upraveny pomoci restriktaz za vzniku 3” piesahtl, které jsou rozezndvany
proteiny opravy poSkozené¢ DNA (Obrazek 4A). Nasledné je zahdjena invaze homologniho
vlakna DNA, vytvoii se D-smycka a zahajuje se syntéza nového fetézce. V piipadé
zapojeni dvou DSB do rekombinacniho procesu dojde k vytvofeni dvojitého Hollidayova
spoje s naslednou syntézou mezer a ligaci volnych koncii (Obrazek 4B). Rozdéleni
Hollidayova spojeni probiha prostfednictvim specializované endonukleazy a na zakladé
orientace celého komplexu pfi jeho rozvolnéni mohou byt vyslednym produktem jak CO
tak 1 NCO. Pti opravé DSB pomoci SDSA (Synthesis-dependent Strand Annealing) je
po syntéze jednoho vldkna DNA D-smycka rozlozena a volny 3’konec je spojen
s pivodnim vldknem (Obrazek 4C). Posléze je syntetizovano komplementarni vldkno
a DNA ligdza spoji volné konce. Takto vzniklé molekuly DNA jsou nerekombinované,

ale jejich sekvence neni shodnd s ptvodni.
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Obrazek 4. Schéma meiotické rekombinace a Hollidayova spoje (Filippo a kol., 2008)
(upraveno). (A) Opravy DSB prostfednictvim homologni rekombinace mohou probihat
pomoci (B) Double-Strand Break Repair (DSBR) nebo (C) Synthesis-Dependent Strand
Annealing (SDSA).
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1.3.1. Proteiny homologni rekombinace

Proces homologni rekombinace vyzaduje spole¢nou soucinnost mnoha odliSnych
proteinti (Cohen a kol., 2006), pficemz fada z nich ma svou funkci v procesech reparace
DNA. Cela tada téchto klicovych proteinti je evolu¢né konzervovana a jejich homology
muizeme nalézt uz u jednoduchych bakteridlnich organismii (savéi MLHI je homolgni
k MutL z E.Coli) (Masson a West, 2001).

Intenzivni studie procesu rekombinace na kvasinkach (Saccharomyces cerevisiea),
jakozto jednoduchém eukaryotickém organismu mnozicim se pohlavng, ukézaly, ze
mechanismus iniciace rekombinace je evolucné konzervovanym déjem a existuje uzky
vztah mezi procesem formovani SC a homologni rekombinaci (Fraune a kol., 2012).

Rekombinace je u vSech eukaryotickych organismi iniciovdna dvoufetézcovymi
zlomy (DSB), které naruSuji cukr-fosfatové vazby v DNA. Jednim z hlavnich proteini
ucastnicich se tvorby DSB je vysoce evolucné konzervovana nukleaza Spoll, ptibuzna
topoizomerazam II skupiny. Na zacatku profaze I se tento enzym aktivuje a $t€pi dsDNA

na jejim 5" konci za soucasného vytvoreni volného 3" konce.
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Ackoliv je funkce Spoll klicova v iniciaci procesu rekombinace a vzniku
synaptonemalniho komplexu, tvorba DSB a synapse mezi homolognimi chromozomy jsou
na sob¢ nezavislymi déji (Barzel a Kupiec, 2008). Tato skute¢nost byla prokazana jak
u C. elegans, kde deficience ve Spoll nema vliv na vznik synaptonemalniho komplexu a
parovani sesterskych chromozomi (Dernburg a kol., 1998), tak i u D. melanogaster,
u které absence proteinu mei-W68 (homolog Spoll) nema taktéz zadny vliv na utvareni
synapse (McKim a Hayashi-Hagihara, 1998). Iniciace rekombinace pomoci DSB je proces,
kde je ,,mapa‘“ DSB kazdé¢é bunky unikatni a lokalizace CO, ptipadné NCO, se mezi jednici
muze vyznamné lisit.

Mechanismus formovani a kontroly distribuce DSB neni pfili§ znam, ale znac¢na ¢ast
vytvotenych zloma je soustfedéna nendhodné napii¢c genomem, coz dava vzniknout
tzv. rekombinacnim ,,hot-spot* oblastem (Keeney, 2009a, 2009b). Studie provadéné
pomoci techniky ,,single sperm typing* u ¢lovéka a mysi odhalily oblasti o velikosti 1-2
KB, ve kterych je pravdépodobnost rekombinace pétinasobné vyssi nez u jakékoliv jiné
nahodné oblasti v genomu. Tyto regiony se opakuji zhruba kazdych 50-100 Kb a jejich
celkovy pocet v genomu je odhadovan az na padesat tisic (Buard a de Massy, 2007;
de Massy, 2003; Kauppi a kol., 2004; Myers a kol., 2005). AvSak i pfes mozna preferencni
mista vzniku DSB, mapa skute¢né¢ vzniklych zlomi je unikatni pro kazdou buiku (stovky
zloml) a lokalizace vyslednych rekombina¢nich mist je zna¢né variabilni mezi jedinci
téhoz druhu (Keeney a kol., 1997; Koehler a kol., 1996).

Vzniklé DSB jsou rozeznavany komplexy proteini RADS51 a DMCI. Proteiny
RADS51 a DMCI1 jsou rekombinazy, které interaguji s jednofetézcovou DNA za vytvoreni
vlaknitych filament (presynaptickd filamenta) a iniciuji homologni péarovani a vymeénu
chromatid sesterskych chromozomii (Filippo a kol., 2008; Sauvageau a kol., 2005).
Naruseni enzymatickych funkci téchto proteind vede k naruseni schopnosti péarovani
sesterskych chromozomii a sestavovani SC (Rockmill a kol., 1995; Song a Sung, 2000;
Bogdanov, 2003). Exprese proteini RADS51 a DMCI1 probiha soucasné ve stejné fazi
meiotického cyklu a nejvétsi pocet komplexti RAD51/DMCI lze imunofluorescenéné
pozorovat predevsim v leptotene a zygotene (Moens a kol., 2007). V pokrocilejsich fazich
mei6zy dochazi k postupnému uvolilovani téchto proteinti ze synaptonemalnich komplexti
a jsou nahrazovany proteinem MLH1. Béhem pozdni faze pachytene a diplotene jiz nejsou

komplexy RAD51/DMCI1 detekovatelné.

23



Protein RADS51 je savéim homologem k proteinu RecA u E. Coli a RADS51
u kvasinek. U obou téchto organismli ma tento protein klicové postaveni v procesech
rekombinace a reparace DNA. Jedna se o vysoce sekvencné konzervovany protein napiic
vSemi eukaryotickymi organismy. Sekvencéni a aminokyselinova homologie RADSI
vyssich eukaryotnich organismil s kvasinkami je vétsi nez 80 % a v pfipadé srovnani
s orthology u E. coli dosahuje az 50 % (Baumann a West, 1998). Velka c¢ast naSich
dosavadnich znalosti o chovéani a funkci tohoto proteinu pochazi z biochemickych
a genetickych studii kvasinek (Filippo a kol., 2008). Kvasinkovi mutanti v proteinu
RADS1 jsou vysoce citlivi na latky poskozujici DNA a vykazuji defekty v mitotické
a meiotické rekombinaci (Aboussekhra a kol., 1992; Basile a kol., 1992; Shinohara a kol.,
1993). Buiky kvasinek jsou sice mitoticky Zivotaschopné, ale béhem meidzy jsou u nich
pozorovany poruchy homologniho parovani, zna¢na akumulace DSB, opozdéni synapse
a vyznamny pokles viability béhem sporulace (Shinohara a kol.,, 1992; Rockmill
a kol., 1995).

Ukazuje se, ze u obratlovct (stejné 1 jako u ostatnich organismi) je RADS1 nezbytny
pro bunécnou proliferaci, reparaci poskozené DNA a meidzu. Jeho vySsi mira exprese byla
detekovana v rychle mnozicich se bunkach varlat, vajecnik, brzliku a sleziny mysi, kufat
a lidi (Morita a kol.,, 1993). Vysokd abundance RADS51 v lymfatickych organech
poukazuje na vyznamné zapojeni tohoto proteinu do procesu VDJ somatické rekombinace
béhem pieskupovani subgenil pro T a B bunééné receptory (Shinohara a kol., 1993).

Naruseni funkce genu RADS1 vede u obratloved k mitotické letalité¢ bunék, ktera je
pravdépodobné zpiisobena naruSenim funkci reparace poskozené DNA b&hem syntetické
faze bunécného cyklu (Symington, 2002). Samotné bunky jsou bez funkéniho genu
RADS51 velice citlivé na G€inky ionizujiciho zéafeni (y-zéfeni) a latky poSkozujici DNA, jez
vede k zastaveni bunécného cyklu a ke smrti bun¢k (Tsuzuki a kol., 1996). Mutantni mysi
s jedinou mutantni alelou RADS51 jsou bez jakychkoliv fenotypovych abnormalit a jsou
normaln¢ fertilni, i pfes skutecnost, Ze hladina tohoto proteinu je jen polovi¢ni oproti
»wild“ type mySim. Jedinci s nefunkénim RADS5I1 se nerodi, umiraji jiz b&hem

embryonalniho vyvoje ve stadiich moruly/blastocysty (Tsuzuki a kol., 1996).

DMCI1 (Disrupted Meiotic cDNA 1) byl poprvé studovan a izolovan u S. Cerevisiae
béhem experimentli zaméfujicich se na meiotické geny aktivni v profdzi prvniho
meiotického déleni (Bishop a kol., 1992). Uz jen samotna homologie DMCI1 s bakterialnim

RecA proteinem, naznacuje zapojeni DMCI1 proteinu do procesii rekombina¢nich oprav.
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Samotny protein RecA u bakterii zprosttedkovava vazbu homolognich molekul DNA
k sob¢é a nasledn¢ katalyzuje reparaci poskozené DNA (Roca a kol., 1990). Kvasinkovi
amySi mutanti tohoto genu vykazuji zastavu meidzy v zarodecnych bunkach béhem
pozdni profaze 1. s defektné slozenym SC (formovani SC je zahéjeno, ale nesklada se po
celé délce homolognich chromozomt) (Bishop a kol., 1992; Pittman a kol., 1998). Protein
DMCI zaroven napoméha béhem pokrocilejSich fazi meidzy s nasmérovanim proteinu
RADS51 k vyméné nesesterskych chromatid nezli sesterskych, poptipad¢é zabranuje (zatim
neznamym mechanismem) rekombinaci mezi sesterskymi chromatidami (Tarsounas a kol.,

1999; Masson a West, 2001).

MLH1 (mutL homolog 1) je dilezitym a evolu¢né vysoce konzervovanym proteinem
zapojenym Vv procesu ,,missmatch* oprav poSkozené DNA. Gen pro tento protein je velice
Casto nachazen v mutovaném stavu u hereditarniho nepolypozniho karcinomu tlustého
stteva (HNPCC, Hereditary Nonpolyposis Colon Cancer) (Bronner a kol., 1994). MLHI
protein je jednim ze sedmi DNA ,,;missmatch* proteint (napt. MSH2, MSH3, PMSI1), které
se vevziajemné¢ navazujicich krocich podileji na incizni opravé Spatné zatazenych
nukleotidii do DNA fetézce (vzniklych naptiklad béhem replikace DNA nebo plisobenim
agens poskozujici DNA). Neschopnost opravy Spatné¢ zatazenych bazi ve vlakné DNA
vede Casto k mikrosatelitové nestabilité (MSI - Microsatelite Instability) a ke zvySenym
hodnotdm spontannich mutaci v genomu organismu (Li, 2008; Schmidt a Pearson, 2016).

Krom¢é dulezité funkce v opravach poskozené/Spatné sparované DNA, je protein
MLHI1 (a jeho dalsi homology) zapojen v procesech meiotické rekombinace. Tato funkce
byla poprvé popsdna u mysi s deficienci MLH1 proteinu (Baker a kol., 1996). U mysich
samcl s absenci funkénitho MLHI1 dochéazelo k formovani synaptonemalniho komplexu,
ale béhem profaze I ve fazi pachytene dochéazelo k zéastaveé tvorby rekombina¢nich nodult
(crossing-overti) a bunky podléhaly apoptoze. Vysledkem pak byli sterilni samci se
zastavou vyvoje spermatocyti a vétS§ina chromozomi v meiotickych buiikach byla
pfitomna ve formé samostatnych nesparovanych univalenti. U mySich samic s defektnim
genem MLH1 je situace obdobna. MysSi samice jsou taktéZ postizeny zastavou
rekombinace a narusenim plodnosti, avSak fenotyp (resp. jeho prabéh) je od sameckl
odlisny (Woods a kol., 1999). Mysi samicky pii vnéjS§i hormondlni stimulaci ovuluji
standardni pocet oocyti, které ale vykazuji celou fadu abnormalit. Ty zahrnuji neschopnost

vydélit druhé polové télisko, sniZzenou schopnost fertilizace, Spatnou progresi ryhovani
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oplozené buiky a zastavu ryhovéani a dalSiho vyvoje ve dvoubunééném stadiu (Baker
a kol., 1996; Edelmann a kol., 1996).

Studie na mySich a kvasinkovych modelech prokéazaly, ze v profazi prvniho
meiotického déleni dochazi k akumulaci proteinh MLH1 a MLH3 na synaptonemalnich
komplexech meiotickych chromozomt. Nejprve dochazi k akumulaci MLH3 v pozdni
zygotene/Casné pachytene, zatimco MLHI1 je navadén na SC az b&hem pachytene
(prostiednictvim vazby s MLH3). Proteiny MLH3 a MLHI1 spolu vytvareji heterodimer
vyznacujici se endonukledzovou aktivitou, ktera vytvaii dal$i jednofetézcové zlomy
v dvoufetézcové DNA (Ranjha a kol., 2014; Rogacheva a kol., 2014). Komplex
MLH3/MLHI1 se vaze specificky prostfednictvim molekul SCP3 na Hollidayova spojeni
asvou enzymatickou aktivitou napoméhaji jeho konverzi a progresi v crossing-over.
Nicméné, MLHI/MLH3 jsou jen jedny z mnoha dilezitych proteinii rekombina¢nich
komplexii pfitomnych v rekombinacnich nodulech, které interaguji s SCP3 a ucastni se

konverze Hollidayova spojeni v crossing-over (Cohen a kol., 2006; Lynn a kol., 2004).

1.3.2. Rekombinacéni variabilita

Dtlezitost rekombinace podtrhuje skutecnost, Ze je zasadni pro spravné sefazeni
a segregaci chromozomi béhem meidzy. Tento fakt byl prokdzan u celé fady organisma,
kde naruSeni poctu a polohy rekombinacnich mist na chromozomech je piedevSim
u samc¢iho pohlavi asociovano se zvySenym rizikem neobstrukéni azoospermie (Hassold
a Hunt, 2001; Hawley a Theurkauf, 1993; Rockmill a kol., 1995; Sun a kol., 2004a).
U ptevazné vétSiny zkoumanych druhi organismi jsou jen velmi vzacné nalézany
meiotické chromozomy s absenci CO. To vede k ivaham o teorii ,,obligatnich® crossing-
overu, kterd tvrdi, Ze na kazdém homolognim chromozomovém paru (nebo SC) by mél
byt pfitomen béhem meidzy alespoit jeden CO. Tato jedna rekombinacni udalost je
biologicky nezbytnd pro zajisténi spravného péarovani a soudrZnosti homolognich
chromozoml v pribéhu jejich meiotické segregace (Carlton a kol., 2006; Jones
a Franklin, 2006).

Ve studii zroku 1986 byla prokdzana silna korelace mezi celkovym poctem
vytvotenych rekombinaci a haploidnim poctem chromozomadlnich ramen (FNa/2 —
Fundamental Number) (Dutrillaux, 1986). V nasledujicich letech se potvrdilo, ze pocet
rekombinacnich udélosti je pfimo umérny poctu chromozomalnich ramen a pro spravny

pribéh segregace chromozomil je dulezity alesponi jeden CO na rameno chromozomu,
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nikoliv jedind rekombinace na cely chromozom (Villena a Sapienza, 2001). Avsak jen
jediny CO nachazejici se na kazdém chromozomalnim rameni nemusi byt dostatecnou
zarukou spravného prubéhu segregace béhem meidzy. Ukazuje se, ze je taktéz dilezitd
pozice CO na chromozomalnim rameni. Napiiklad u lidi, pokud je CO pfili§ blizko u
centromery nebo telomery, miize dochazet k non-disjunkci (Hassold a Hunt, 2001).

S vyuzitim imunofluorescenc¢nich metod detekce proteinli byla meiotickd profaze
studovana jiz u celé¢ fady organisml. Béhem profaze prvniho meiotického déleni jsou
indukovany DSB (leptotene), jejichz pocCet nc€kolikandsobné pievySuje pocty finalnich
rekombinaci. U samci mysi bylo detekovdano v genomu na pocatku profaze okolo
250 az 300 DSB (Moens a kol., 2002), u muzt pak vice nez 350 DSB (Cohen a kol., 2006).
Extrémem jsou pak nékteti zéstupci rostlinné fiSe, kde napiiklad u lilie dlouhokvété
(Lilium longiflorum) bylo napocitano okolo 2000 DSB (Anderson a kol., 1997).

V pozdnich fazich profaze I (pachytene) dochédzi k vytvafeni rekombinacnich
noduli a je ustaven findlni pocet CO. Naptiklad u lidi byl primérny pocet CO
ve spermatocytech stanoven na 49 (Barlow a Hultén, 1998; Hassold a kol., 2000; Sun
a kol., 2005b, 2004b; Vallente a kol., 2006), zatimco u mysi jsou hodnoty rekombinaci
hodn¢ variabilni a primérny pocet CO na spermatocyt se udava v rozmezi od 21,78 do
34,46 (Dumont a Payseur, 2011). Zarovein se u divokych mysi vyskytuji lokalni populace
s riznym poctem chromozomi (diky centrickym fuzim pivodné 40 akrocentrickych
chromozomtl), které jsou vybornym modelem pro studium vlivu centrickych fuzi
a potazmo centromerické interference (Anderson a kol., 1999; Bidau a kol., 2001; Dumas a
Britton-Davidian, 2002; Froenicke a kol., 2002). Dalsimi savci, u kterych byl stanoven
pocet rekombinaci, je napiiklad kocka domaci se 42,5 CO na spermatocyt, prase s 32 CO
nebo skot se 46,4 rekombinacemi (Borodin a kol., 2007; Vozdova a kol., 2013; Mary
a kol., 2014; Frohlich a kol., 2015; Sebestova a kol., 2016).

Diky skuteCnosti, Ze naruSeni spravné funkce meiotické rekombinace vede ke
zvyseni pravdépodobnosti meiotickych nondisjunkci a zastavy tvorby gamet, dalo by se
ocekavat, zepoCty a polohy crossing-overi by mély byt striktné regulovany
a kontrolovany. PredevSim vnitrodruhové variabilita v po¢tu rekombinaci u vétSiny savell
tuto teorii popird. Nekolik studii (napf. u samcii makaka a ¢loveéka) popisuje 15-25%
individudlni rozdily mezi jedinci v poctu rekombinaci (Hassold a kol., 2009; Lynn a kol.,
2002). Navic poCty a polohy crossing-overt jsou velice variabilni a specifické 1 mezi
jednotlivymi pohlavimi (Cheung a kol., 2007; Coop a kol., 2008; Kong a kol., 2010).

U Cloveka (ale 1 u jinych savch) je u samiciho pohlavi genetickd mapa, zalozend na
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mapovani mist rekombinaci, 1,6x del$i nez v pfipad¢ samciho pohlavi a primérné pocty
rekombinaci jsou 49,01 u muzi a 70,3 u zen (Chowdhury a kol., 2009; Fledel-Alon a kol.,
2009; Lynn a kol., 2004; Matise a kol., 2007).

Nabizi se tedy otazka, jaké faktory ovliviiuji pocet a distribuci CO. Variace v poctu
rekombinaci mize pravdépodobné vznikat ve tfech oddélenych fazich béhem meidzy.

Zaprvé, variace mize byt zpusobena na pocatku rekombinacniho fetézce, kdy
dochazi k vytvareni dvoufetézcovych zlomi v DNA. Za predpokladu, ze urcita proporce
z DSB je vzdy v pozd¢jsich fazich meidzy pievedena na CO by znamenala u jedincii
s vys$$i Cetnosti inicidlnich DSB taktéz vyssi hodnoty CO. Soucasné studie u mysi tuto
domnénku vyvraceji, jelikoz ze zda byt patrné, Ze rekombinani homeostaza se snazi
radéji udrzovat u mysich samcli minimalni a zarovenl konstantni pocet CO neZli Siroké
spektrum DSB. Tato skutecnost tedy poukazuje na nezavislost tvorby DSB a jejich
nasledné progrese v rekombina¢ni uzly (Cole a kol., 2012; Martini a kol., 2006). Avsak
tyto studie na mySich zkoumaly vliv rizného poctu alel SPO11 na celkovy pocet DSB
(potazmo CO) pii zanedbani genetického pozadi jedincii, které mize ovlivnit hladiny CO.

Druhy pfedpokladany faktor ovliviiujici variaci v poctu rekombinaci mize vzniknout
béhem progrese rekombinacnich intermediati. Napiiklad rtizné alelické variace genu
RNF212 (kédujici protein s homologii k rekombina¢né propagaénim proteinim S.
Cerevisiae a C. Elegans) jsou nejlépe charakterizovanymi variantami genu u C¢lovéka,
které se podili na odliSnych individudlnich poctech rekombinaci (Kong a kol., 2008).
Nicméné podobné studie u mysi, zamétujici se na deficienci genu RNF212, poukazuji na
niz§i postaveni tohoto genu v rekombina¢ni kaskad€ s funkci stabilizace a spojovani
sesterskych molekul DNA k sobé s jejich naslednou progresi v CO (Reynolds a kol.,
2013). VSechny tyto analyzy dokladaji, Ze udalosti, které nasleduji po vytvoreni DSB,
skutecné ovliviuji findlni pocty rekombinacnich mist u savct.

Tietim moZznym faktorem jsou d&je odehravajici se v poslednich fazich tvorby
(resp. maturace) CO a jsou zprostiedkovany raznymi hladinami proteinit MLH1 a MLH3,
které jsou dulezité pro rezoluci Hollidayovych spojt (Baker a kol., 1996).

Nicméné, Baier a kol. ve své studii zaméfené na objasnéni vSech predpokladanych
faktord ovliviiyjici CO u inbrednich linii mysi (z divodu odstranéni vlivu rdzného
genetického pozadi jedince), dosli k zavéru, Ze findlni pocty MLH1/CO nejsou ovlivnény
mnozstvim inicidlnich DSB, ani jinymi faktory v kaskdd¢ progrese DSB v CO
(Baier a kol., 2014).
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Nékolik dalSich praci popisuje, Ze primarnim determinantem poctu finalnich CO je
pravdépodobné modifikace chromatinu a jeho uspotfddani v podobé smycek be&hem
homologniho parovani (Gruhn a kol.,, 2013; Smagulova a kol., 2011). Analyza
chromatinovych struktur u kvasinek prokézala, ze rekombinacni ,,hot-spot‘‘ oblasti jsou
lokalizovany preferenéné¢ v mistech s rozvolnénym chromatinem, které jsou pak 1épe
ptistupné pro enzymaticky aparat tvorby a opravy DSB (Keeney, 2009b). Krat§i smycky
vedou k prodluzovani délky SC, ktera nasledné poskytuje vice mista pro enzymaticky
aparat opravy DSB (Lynn a kol., 2002; Sun a kol., 2005a). Navic byla odhalena pozitivni
korelace mezi délkou SC a poétem vytvorenych MLH1 u mysi, lidi a kocek, kde kratsi
chromozomy u rtiznych organismi maji obvykle 1 CO/MLHI na SC, zatimco delsi
chromozomy/SC jich maji vice (Anderson a kol., 1999; Froenicke a kol., 2002;
Lynn a kol., 2002; Sun a kol., 2004b; Borodin a kol., 2007).

1.3.3. Interference

Dle teorie obligatnich crossing-overt by mél byt pfitomen na kazdém homolognim
chromozomovém paru (SC) alesponi jeden CO, ktery je biologicky nepostradatelny pro
zajiSténi spravného parovani a bezchybného pribéhu segregace chromozomut (Carlton
a kol., 2006; Jones a Franklin, 2006). U vétSiny organismu je pozorovan vice nez jeden CO
na paru homolognich chromozomi, avSak pfitomnost crossing-overu na urcitém mist¢ na
SC ma za nasledek snizovani pravdépodobnosti vzniku dal§iho CO v tésném okoli. Tento
jev nazyvame interferenci a poprvé byl popsan ve 20. letech 20. stoleti u Drosophila
melanogaster (Muller, 1916; Sturtevant, 1915).

Prvni definice interference byla formulovana jako odchylka od nezévislé
rekombinace mezi dvéma regiony na témze chromozomu. Rekombinaéni interferenci dnes
definujeme jako nendhodnou distribuci CO na chromatidach meiotickych chromozomi.
Pivodné byly vlivy interference sledovany b&hem genetickych experimentd kiizeni
organismu s viditelnymi fenotypovymi znaky s mendelistickou dédi¢nosti. Z odchylek
mezi oekavanymi a realnymi vysledky (fenotypovymi znaky) hybridiza¢niho pokusu byla
nakonec vypoctena hodnota interference. V dnesni dobé je mozné analyzovat meiotickou
interferenci jednak s vyuZzitim PCR a STR markerti nebo pomoci imunofluorescencnich
metod s vyuZitim protildtek namifenych proti proteinim zapojenym v rekombinacnim
procesu (MLH1) v preparatech testikularnich tkdni (Broman a kol., 2002; Jones a Franklin,
2006; Keeney, 2009¢).
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Rozlisuje predevSim dva hlavni typy rekombinaéni interference: interferenci
pozitivni a negativni. Pii negativni interferenci jsou mista s CO na meiotickém
chromozomu vice agregovana u sebe, nez by byly ve skutecnosti pfi jejich nahodném
rozmisténi. U pozitivni interference je tomu opacné a mista s CO jsou od sebe vice
vzdalend, nez by se ocekavalo pfi ndhodném rozmisténi. Meidza u vétSiny organismu
vykazuje ptredevSim pozitivni typ interference, jejiz mechanismus vSak neni stale
uspokojiveé vysvétlen (Zhao a kol., 1995).

Predpoklada se, ze interference je procesem kontrolovanym a udrzovanym
na genetické trovni (Sym a Roeder, 1994). Zaroven se interference ukazuje jako dulezity
faktor uplatnujici se béhem meidzy, ktery reguluje pocet mist s CO a jejich rovnomérné
rozprostieni po chromozomech. Piedstavuje tak biologicky mechanismus, ktery zajistuje,
Zze 1 ty nejmensi chromozomy budou mit alesponn jediny CO nezbytny pro spravné
probéhnuti meiozy (Egel, 1995; Roeder, 1997). U mutantt kvasinek, ktefi postradaji
mechanismus interference, dochazi mnohem castéji k meiotické nondisjunkci (Chua
a Roeder, 1997; Sym a Roeder, 1994).

MozZnym vysvétlenim vzniku pozitivni interference je piedpokladané lokalni
hromadéni rekombinacnich enzymi v mistech jiz vytvofenych rekombinac¢nich noduld,
které¢ nésledné vede v blizkém okoli k jejich nedostatku pro zahajeni dals$i rekombinace
(Bogdanov, 2003). Dalsi moznou teorii je tuhost Sroubovice DNA, kdy pro vytvoteni CO
je nutné piekiiZzeni Sroubovic DNA homolognich chromozomil. Parovani a ptekiizeni
volnych DNA fetézcti chromozomti miize byt inhibovano neschopnosti (resp. nepruznosti)
DNA vldken se ohnout v blizkosti jiz vytvofeného CO. Naproti tomu, genové konverze
(neproduktivni crossing-overy) jsou mezi sebou distribuovany rovnomérné bez zndmek
pusobici interference (Hollingsworth a Brill, 2004; Mortimer a Fogel, 1974). Produktivni
CO a NCO mohou mezi sebou interagovat a interferovat s okolnimi potencionalnimi
rekombinac¢nimi misty (Foss a kol., 1993; Kitani, 1978).

Vliv interference na pocet a distribuci CO je patrny jen v piipadech
pfitomnosti dvou a vice rekombina¢nich mist na jediném SC. Nachéazi-li se na
chromozomovém paru pouze jediny CO, je jeho vyslednad poloha na SC témét ndhodna.
Distribuce a umisténi vyslednych rekombina¢nich nodulti na sparovanych homolognich
chromozomech je déna ptedevSim polohou inicialnich DSB a také efektem kontrolniho
mechanismu, ktery fidi, jakd mista zlomia budou tspé$né preménéna na CO, a kterd budou

jen reparovana za vzniku NCO (Jones a Franklin, 2006).
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U velké c¢asti organismu je rekombinace potlacovana také v blizkosti centromer,
avsak existuji 1 druhy, které naopak maji CO ptednostné umistén v jejich blizkosti (Choo,
1998). U n¢kterych organismi bylo prokazano (Clovék, sarancata a rybenky), ze
centromera  nepfedstavuje  bariéru  pro  interferenci na  dvouramennych
(sub/metacentrickych) chromozomech. Pokud lezi CO na jednom rameni chromozomu
pobliz centromery, tak u druhého ramene téhoz chromozomu bude rekombinaéni nodulus
dale od centromery (Colombo a Jones, 1997; Hassold a kol., 2000; Laurie a Hultén, 1985;
Vozdova a kol., 2014; Youds a Boulton, 2011). Vzdalenost CO, mezi kterymi se nachazi
centromera, je signifikantn¢ delsi, nez mezi dvéma CO lezicimi na stejném rameni
chromozomu (Anderson a kol.,, 1999; Borodin a kol., 2007; Sun a kol., 2004b).
Mechanismus centromerické interference je stile dost nejasny. Jednou z teorii, pro¢ je
rekombinace potlacovana v okoli centromer se tykd miry kondenzace a metylace
pericentromerického heterochromatinu. Obecné, epigenetické modifikace chromatinu se
ukazaly byt velice dulezitym Ccinitelem puasobicim na miru rekombinace a potazmo
1 interference. DSB preferenéné vznikaji v DNA s otevienou strukturou, ktera je vysoce
transkribovand, zatimco metylace DNA ma supresivni charakter na tvorbu CO (Smagulova
a kol., 2011). Dal§im faktorem vysvétlujici centromerickou interferenci je pravdépodobné
organizace meiotickych chromozomu v jadie buiiky a také zptsob, jakym se homologni
chromozomy mezi sebou paruji. Béhem formovani axidlnich element dochazi k uchyceni
telomer homolognich chromozomu k obalu jadra (Scherthan a kol., 1996), kde se poté
zaCnou mezi sebou vzijemné parovat. Vysledkem je ustanoveni prvniho CO v blizkosti
koncli chromozomti. Na zaklad¢ teze o meiotické interferenci, ze jiz umistény CO
na synaptonemalnim komplexu interferuje s vytvorenim dalSich CO v jeho blizkém okoli,
bude distdln¢ umistény CO interferovat s vytvofenim dalSich CO umisténych bliZze
k centromete. U dvouramennych (sub/metacentrickych) chromozom tak probihéd synapse
od obou jeho distalnich koncti a inicidlni CO na koncich ramen omezuji/interferuji s
tvorbou rekombinacnich mist smérem k centromete (Kleckner a kol., 2004).

Sila interference neni konstantni a mulzeme pozorovat jeji rozdily mezi
jednotlivymi druhy a dokonce i mezi riznymi chromozomy v rdmci jediného organismu
(Broman a kol., 2002). Naptiklad u mysi je interference siln¢jsi nez u lidi 1 pfes skute€nost,
ze oba genomy maji velice podobnou velikost (velikost sav€ich genomt je okolo 3 Gb)
ajsou z velké ¢asti homologni (vice nez 70 %) (Broman a kol., 2002; Broman a Weber,

2000).
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Taktéz velikost a morfologie chromozomu (sub/metacentricky nebo akrocentricky
chromozom) znaéné ovliviiuje miru interference a potazmo i vysledny pocet a distribuci
rekombinacnich mist (Frohlich a kol., 2015). Delsi chromozomy maji tendenci k vysSim
poctim CO, zatimco men$i chromozomy maji primémé méné rekombinaci a slabsi
interferenci pfi jejich vytvafeni (Hassold a kol., 2000; Jones a Franklin, 2006;
Kauppi a kol., 2004; Segura a kol., 2013). Korelace mezi interferenci a délkou meiotickych
komplexi poukazuje na vztah mezi uspofadanim chromozomii béhem vytvareni
dvouretézcovych zloml a redlnym pozorovanim CO v pachytene. Mista rekombinace v
pachytene (oznacena prostfednictvim proteinu MLH1), vykazuji mezi sebou mnohem
interference pusobi postupné bchem meidzy a to v riznych stadiich vyvoje
rekombinacnich mist od DSB ke crossing-overu (de Boer a kol., 2006; Jones a Franklin,

2006).

1.4. Fluorescencni in situ hybridizace

Jednou ze zékladnich a dnes stale velmi vyuZzivanych molekularné-cytogenetickych
metod je fluorescencni in situ hybridizace (FISH). Tato metoda vizualizuje specifické
sekvence DNA v cytologickych preparatech a umoziuje jejich skutecnou prostorovou
lokalizaci (Obrazek 5). FISH je vhodna pro studium struktury a poruch chromozomi,
stejné jako pro zjiStovani vzajemnych fylogenetickych vztahti mezi riznymi organismy.

In situ hybridizace (ISH) byla poprvé pouzita v 70. letech 20. stoleti na mysich
bunikdch a umoziovala detekci specifickych typii DNA sekvenci na chromozomech
zkoumaného preparatu (Pardue a Gall, 1970). Prvni sondy pro ISH vyuZzivaly radioaktivné
znacené hybridizacni sondy, kter¢ mély velmi dobrou citlivost detekce. Vyhodnocovani
probihalo autoradiograficky, kde na nahybridizované sklo byla naniSena tenkd vrstva
fotografické emulze s naslednou expozici po dobu 2-4 tydnd. Nicméné, samotné
radioaktivni sondy byly velice nestabilni, produkovaly nebezpecné zateni a jejich doba
expozice byla extrémné dlouha.

Ve druhé poloviné osmdesatych let byla metoda ISH wvylepSena zavedenim
fluorescenéné znacenych sond, ¢imz vznikla fluorescencni in situ hybridizace tak, jak ji
zname dnes (Pinkel a kol., 1986). Tato nové, vylepSend metodika znaceni sond byla
obrovskym pifinosem pro svét cytogenetiky. DoSlo predevsim k redukci prace

s nebezpeCnym radioaktivnim zafenim a znatnému urychleni samotného experimentu.
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K dal§imu vyznamnému rozvoji techniky FISH doslo v 90. letech, kdy byly
nahrazeny metafadzni chromozomy pozorovanim intefaznich jader bunc¢k. Doslo tak k
redukci potieby kultivace a synchronizace vySetfovanych bunék a nutnost dobfe
rozprostienych mit6z. Technologie FISH, pfedevsim pak interfazni FISH, je diky své nizké
Casové narocnosti a schopnosti odhalovat balancované typy chromozomovych aberaci
vysoce rozsifenou a v praxi dodnes pouzivanou metodou. Zaroven se stala vychozim
bodem pro dalsi cytogenetické techniky jako je mnohobarevna FISH (M-FISH), spektralni
karyotypovani (SKY) a komparativni genomova hybridizace (CGH).

Obrazek 5. Princip detekce sekvence na chromozomu pomoci fluorescencni in situ
hybridizace (FISH). (pfevzato =z http://www.prf.jcu.cz/zmb/menu/centralni-dogma-

molekekularni-biologie.html, 10. 9. 2016)
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Zakladnim principem ISH je interakce mezi znaCenou DNA sondou a zkoumanou
DNA ve form¢ metafaznich ¢i interfaznich chromozomi fixovanych na podloZznim sklicku.
Pti zvyseni teploty na 72-74°C dochézi prostfednictvim denaturacniho roztoku (nejcastéji
obsahujicim formamid) k rozvolnéni (denaturaci) DNA na jednotliva vldkna jak u sondy,
tak u chromozomi fixované¢ho preparatu. Béhem ochlazeni a inkubace pii 37 °C se
zkoumana a znacend DNA k sob¢ vazi a utvareji na zakladé komplementarity duplex, ktery
je velice stabilni a odolny vii¢i odmyti. Pisobenim zéfeni o patficné vinové délce na

preparat, dojde k vybuzeni (excitaci) molekul fluorescencnich znacek (fluorochromu).
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Excitovand molekula fluorochromu je ve svém vysokoenergetickém stavu nestabilni
abéhem ndvratu na pivodni (bazalni) energetickou hodnotu je vyzafena (emitovana)
energie ve form¢ fluorescence, kterou jsme schopni pozorovat ve fluorescencnim
mikroskopu opatiené¢ho piislusnymi fluorescencnimi filtry. Samotna rozliSovaci schopnost
metody FISH se pohybuje okolo 0,001 az 0,5 Mb se schopnosti odlisit dvé sekvence, které
jsou od sebe vzdaleny méné€ nez 1 Mb (Palotie a kol., 1996).

1.4.1. Neradioaktivni fluorescenc¢ni in situ hybridizace

Sondy pro neradioaktivni fluorescencni in sifu hybridizaci miZeme rozd¢lit dle
typu modifikovanych bazi do dvou skupin. V prvnim ptipadé¢ se jedna o piimo
fluorochromem znacené¢ sondy (diky modifikovanym nukleotidim konjugovanym
napt. s Orange-dUTP, Green-dUTP, FITC-dUTP), které¢ jsou zaclenovany do nové
vznikajiciho fetézce DNA béhem jeho PCR amplifikace. Druhym piipadem jsou sondy
znatené nepiimo prostiednictvim chemicky modifikovanych nukleotidd, které jsou
obvykle konjugované s biotinem, digoxigeninem nebo jinymi latkami, které samy
neposkytuji emisi fluorescencniho zareni (Holtke a kol., 1995). Po hybridizaci preparatu s
takto oznacenou sondou je tfeba provést imunodetekci pomoci fluorochromem znacenych
protilatek. V piipadé nepiimého znaceni sond je mozna taktéz detekce chemicky
modifikovanych sond prostifednictvi protildtek konjugovanych s enzymy. Nejcastéji se
jedna o protilatky s navéazanou alkalickou fosfatdzou nebo peroxidazou. Finalni detekce
signalu z nepiimo znacenych sond pak probiha ve fotografické emulzi kolorimetricky,
fluorescenéné nebo chemiluminiscenéné dle typu enzymu a jeho specifického substratu.
Vyhodnost kolorimetrické detekce ISH spociva ve stalosti signalu, ktery se nevysvécuje a
nevybledne. Nepifim4a metoda znafeni ISH sond dovoluje nékolikandsobné zesileni
(amplifikaci) hybridiza¢niho signélu, coz je velice piinosné k zviditelnéni kratSich sond.
Citlivost této metody je vysoka, v publikovanych pracich je popisovana detekce sond s
délkou mensi nez 1 Kb (Heppell-Parton a kol., 1994; Lemieux a kol., 1992). Sondy s
odliSnymi fluorochromy (s riznymi emisnimi spektry) je mozné vyuzivat v jediné reakci v
tzv. mnohobarevné FISH (m-FISH, multicolor FISH) (Nederlof a kol., 1990; Yurov a kol.,
1996).
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1.4.2. Typy hybridizacnich sond

Sondy pro fluorescencni in situ hybridizaci 1ze délit do nékolika skupin na zakladé
riznych parametrit jako je napfiklad velikost (celogenomové, celochromozomové,
parcialni a genové), typ vychozi DNA (BAC, kosmidova nebo chromozomalni DNA) nebo
podle jejich funkce (transloka¢ni sondy = splitové/fizni; centromerické/telomerické).

Nejcastéji pouzivanymi jsou sondy specifické pro urcitou oblast chromozomu nebo
cely chromozom (,,malovaci/paintové®), které maji velky vyznam pii studiu strukturalnich
aberaci chromozomu (Obrazek 6). Jedinad paintova sonda se sestava z velkého souboru
jednotlivych sond, které v koneéném dusledku hybridizuji vétSinou po celé délce jednoho

konkrétniho chromozomu.

Obrazek 6. Ukazky hybridizace nékolika odliSnych typt FISH sond (pfevzato z
http://carolguze.com/text/442-4-chromosome_analysis.shtml, 29. 8. 2016, upraveno)

LOKUS-SPECIFICKA CENTROMERICKA CELOCHROMOZOMOVA/
SONDA SONDA MALOVACI SONDA

Metafize T

LT

Vychozim materidlem pro tvorbu malovacich sond je hlavné celochromozomova

DNA ziskana prostfednictvim mikrodisekce, pratokové cytometrie nebo je pouzita
celochromozomova DNA izolovana zbunécnych knihoven specifickych pro dany
chromozom (Fronicke a kol., 1996; Goldammer a kol., 1996; Kubickova a kol., 2002;
Langford a kol., 1993; Rettenberger a kol., 1995; Yerle a kol., 1993).

Malovaci sondy, stejné jako repetitivni sondy, poskytuji dobry hybridizacni signal
a jsou pozivany pro identifikaci aneuploidii, detekci chromozomovych piestaveb a uziva;ji

se také v komparativni evolucni cytogenetice. Jako sondu pro FISH lze pouzit taktéz
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naznacenou celogenomovou DNA, kterd mize byt hybridizovana na metafdzni
chromozomy. Takovyto typ experimentu je nazyvan komparativni hybridizaci (CGH) a je
vyuzivan k detekci chromozomalnich aberaci v celém genomu nebo pro identifikaci
chromozomt urcitého druhu v hybridech somatickych buné¢k (Kallioniemi a kol., 1992).

Dalsim typem jsou sondy odvozené z DNA BAC klonii (Bacterial Artifical
Chromosome), coz jsou konstrukty skladajici se zlibovolné DNA (genomova,
chromozomalni, atd.) a bakteridlniho vektoru (nejcastéji F-plazmid E. coli), které jsou
nasledn¢ transformovany a klonovany (propagovany) v E. coli (Shizuya a kol., 1992;
Shizuya a Kouros-Mehr, 2001). Velikost inzerovanych sekvenci (kapacita BAC vektoru)
se pohybuje okolo 100-350 Kbp (Stone a kol., 1996). Mala velikosti BAC sond je vhodna
pro lokalizaci nebo identifikaci pfestaveb kratkych usekli chromozoml a to jak na
mitotickych chromozomech, tak i v interfaznich jadrech bun¢k (i-FISH). BAC knihovny
byly v minulosti ¢asto pouzivany jako vychozi materidl pro sekvenovani genomi, jak tomu
bylo napiiklad v ptipadé projektu sekvenace lidského genomu.

Nejcastéji se pro FISH pouZivaji sondy, které jsou pfipraveny z DNA studovaného
druhu (tzv. homologni sondy). Sekvence sondy a DNA zkoumaného preparadtu maji
maximalni moznou homologii a hybridizace je tedy vysoce specifickd. Nejsou-li
k dispozici homologni sondy pro konkrétni zkoumany druh (nebo je to z néjakého diivodu
vyhodnéjsi), dd se pro hybridiza¢ni reakci vyuzit DNA sonda z jiného organismu
(tzv. heterologni sondy). Uspé&nost hybridizace pak zilezi na mife homologie mezi
sekvencemi jednotlivych druhti (homologie alesponi 72 %), kde sekvence s vyssi homologii

v

budou poskytovat lepsi/intenzivnéjsi signaly (Kopecna a kol., 2014).

1.4.3. ZOO-FISH

ZOO-FISH nebo také ,,comparative painting” je metoda vyuzivajici mezidruhové
cross-hybridizace specifickych sond ur¢itého druhu (celochromozomové nebo parcialni
sondy), které jsou hybridizovany na metafazni chromozomy odli§ného zivocisného druhu.
Prvni studie vyuzivajici ZOO-FISH byly publikovany v roce 1994. Béhem prvnich let byly
v experimentech hybridizovany lidské a mysi celochromozomové (paintingové) sondy na
chromozomy riznych priméatl, hlodavci, sudokopytnikid a dokonce i na chromozomy
velryby (Balmus a kol.,, 2007; Kulemzina a kol., 2009; Scherthan a kol., 1994).
Mezidruhové srovnani chromozomi ndm dovoluje ur€it konzervované homologni tseky

chromozomt u rtzn¢ pfibuznych druhti. Proto je ZOO-FISH velice uziteny néstroj pro
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stanoveni evolu¢ni divergence genoml a pro srovnavaci mapovani geni (Chowdhary
a Raudsepp, 2001). Na zéklad¢ znalosti chromosomovych pfestaveb vzniklych béhem

evoluce mizeme ziskat informace o podob¢ vychozich ancestralnich karyotypa (Froenicke

a kol., 2006).

1.5. Metody izolace specifické chromozomalni DNA

1.5.1. Laserova zachytova mikrodisekce

Laserova zachytova mikrodisekce (Laser Capture Microdissection, LCM) je rychla
bezkontaktni metoda izolace mikroskopickych objektli prosttednictvim laserového
paprsku. Prvni odborné publikace s vyuzitim laserové mikrodisekce se objevuji v druhé
poloving 90. let 20. stol (Emmert-Buck a kol., 1996). Laserova mikrodisekce je vhodnou
technikou pro izolaci materidlu z rostlinnych 1 zivoc¢isnych preparatd, parafinovych fezi,
bunécnych stért a tkanovych kultur. Cilovymi objekty mohou byt ¢asti tkani, samostatné
buiikky (pro single-cell analyzy) nebo jejich segmenty, jako jsou ¢asti membran
s povrchovymi molekulami, bunééné organely a chromozomy (Chen a kol., 2002;
Kubickova a kol., 2002; Liu a kol., 2010).

Zékladem LCM je inverzni mikroskop se zabudovanym svételnym zdrojem (UV-A
nebo infracerveny laser) (Obrazek 7), ktery umoziluje zaostieni laserového paprsku
prostfednictvim objektivu s vysokou numerickou aperturou do ohniska mensiho nez 1 um.
Vzorky jsou v piipadé laserové mikrodisekce vyuzivajici UV zafeni uchyceny
na polyetylenovou folii (nejCastéji PEN-polyethylen naftalat), kterd je umisténa na
podloznim skle. Pomoci laseru zaostfeného prosttednictvim objektivu do malého bodu je
vyfiznuta oblast zajmu (specificka ¢ast tkédn€, jedina buiika, chromozom nebo jeho ¢ast),
kterd je posléze prostrednictvim laserového impulsu katapultovina do vicka
mikrozkumavky. Mald S§itka fezu umoZznuje mikrodisekci zvoleného materidlu na
subbunécné urovni bez poskozeni okolni tkdné€. KatapultdZ mikrodisekované oblasti je
provddéna mimo ohniskovy bod laseru, pficemz plocha paprsku je rozSifena na
poZzadovany primér vystfelovaného preparatu. Jelikoz se doba samotného laserového
impulsu pfi katapultaci pohybuje okolo 1 ns, u katapultovaného vzorku tak nedochdzi k

vyznamnému zahfivani a tepelnému znehodnoceni preparatu.
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Obrazek 7. Priklad laserové mikrodisekce (PALM Microlaser systém; Carl Zeiss

Microlmaging GmbH, Munich, Germany).

Velkou vyhodou metody laserové mikrodisekce je vizualni kontrola, pfi niz mame
moznost ziskat homogenni vzorky z pfesn¢ definovaného a kontrolovaného prostredi.
Zaroven muzeme ziskat cilovy objekt (nebo jen jeho specifickou pozadovanou c¢ast) bez
kontaminace okolnim prostfedim a jinymi strukturami preparatu.

Hlavni nevyhodou laserové mikrodisekce je piedevSim omezené mnozstvi
materidlu, ktery jsme schopni ziskat. Pro tvorbu FISH sond pomoci LCM se do znacici
reakce dava obvykle 10-20 jednotlivych chromozomil (maximalné n€kolik desitek). Navic,
sledované bunky ¢i jiné struktury musi byt viditeln¢ odliSené od ostatnich ¢asti preparatu
tak, aby nedoSlo k chybé vybéru a ke kontaminaci vzorku buiikkami/chromozomy, které
nejsou predmétem zdjmu. Pro mikrodisekci chromozomt je nutné, aby operator pfistroje
dokézal spolehlivé rozpoznat ptislusné chromozomy u zkoumaného organismu, které jsou
pfedmétem zdjmu, pficemz odliSeni jednotlivych chromozomii nemusi byt vzdy
jednoduché. Zalezi predevsim na zkuSenostech operatora piistroje, druhu organismu (celéa
fada organismi ma tézce rozliSitelné chromozomy, napi. pes ma 78 malych
akrocentrickych chromozomt), a také na samotné kvalité preparatu a jeho schopnosti

barveni/znaceni.
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1.5.2. Flow cytogenetika - Sortovani chromozomi pomoci

prutokové cytometrie

Karyotypovani pomoci prutokové cytometrie bylo poprvé pouzito v polovin¢ 70.
let 20. stol. jako kombinace metodiky izolace chromozomui ze suspenzi a pratokové
cytometrie (Gray a kol., 1975a; Wray a Stubblefield, 1970). Prvni komercné dostupné
ptistroje pro pritokovou cytometrii byly k dispozici jen nékolik malo let pfed vznikem
pratokové cytogenetiky (Flow Cytogenetics), kterd se pak vyvijela soucasné
s technologickym vyvojem pritokovych cytometrii (Dilla a kol., 1969; Dittrich a Géhde,
1969) (Obrazek 8).

Obrazek 8. Piiklad moderniho pritokového cytometru Becman Coulter MoFlo XDP;
Brea, CA, USA) vybaveného samostatnymi lasery (460 nm a 355 nm) pro dvourozmérnou

analyzu chromozomil (pfevzato z https://www.beckmancoulter.com, 5. 6. 2015).

Prvni experimenty pritokové cytogenetiky byly provadény na chromozomovych
suspenzich ptipravenych z bunék Cinského kiecka (Chinese hamster), které byly barveny
pomoci interkalaéniho fluorochromu ethidium bromidu (EthBr) (Gray a kol., 1975a;
Stubblefield a kol., 1975). Chromozomy byly analyzovany jednokandlové (monovariatng)

na prutokovém cytometru, pficemz fluorescence byla proporéné zavisla na velikosti
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aobsahu DNA jednotlivych chromozomi. Flow karyogramy, jak se vyslednym
histogramim z méfeni fluorescence EthBr fikalo, umoznovaly nejen sefazeni chromozomi
podle velikosti, ale dovolovaly odhalit zmény v poctu kopii a dal§i chromozomové aberace
(Gray a kol., 1975b). Velice rychle byla tato metodika adaptovana pro studium
chromozomt c¢lovéka, kde slibovala moznost rychlé, avSak velice pfesné kvantitativni
analyzy malych variaci v DNA obsahu jednotlivych lidskych chromozomt.

Kromé EthBr se v nésledujicich letech zaCaly pouzivat 1 dalsi DNA interkalacni
fluorochromy jako jsou Hoechst 33258 (HO), Chromomycin A3 (CA3) nebo Propidium
iodid (PI) (Carrano a kol., 1979). Vyuziti novych typt fluorochromi vylepsilo rozliseni
metodiky a umoznilo dalsi, alternativni moznosti separace jednotlivych chromozoma mezi
sebou (Jensen, 1977). Stale vSak, vyuZiti systému jediného fluorochromu nebylo
dostacujici pro rozliSeni vSech chromozomu karyotypu do samostatnych cistych populaci
(viz. Obrazek 9F,G), coz v pocatcich karyotypovani pomoci prutokové cytometrie
snizovalo analytickou silu této metodiky (Gray a kol., 1975a; Gray a kol., 1975b; Green
a kol., 1984; Harris a kol., 1985; Stubblefield a kol., 1975).

Obrazek 9. Ptiklad monovariatniho (F-Hoechst; G-Chromomycin A3) a bivariatniho (E)
flow karyotypu lidskych chromozomii (Ng a kol., 2007) (upraveno).
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Zavedeni sytému vyuzivajici dvou riznych laseri umoznilo analyzovat dva rtzné
fluorochromy soucasné, coz vedlo ke skokovému zlepSeni v rozliSovaci schopnosti flow

karyotypovani (Dean a Pinkel, 1978; Ferguson-Smith a kol., 1998; Langlois a kol., 1980;
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Langlois a Jensen, 1979). Bivariatni flow karyotypovani (Obrazek 9E) je zalozeno na
principu vyuziti dvou fluorochromu o riznych excitacnich/emisnich spektrech, které maji
navic odliSnou schopnost vazby na rizné typy bazi v DNA (Gray a kol., 1979; Langlois a
kol., 1980; Langlois a Jensen, 1979; Latt a kol., 1980). Nejvice vyuzivanou kombinaci
fluorochromii pro flow karyotypovani je Hoechst 33258 a Chromomycin A3. Hoechst je
synteticky vyrabény fluorochrom s preferenéni vazbou k AT bazim a jeho excita¢ni/emisni
spektrum se pohybuje okolo 360/461 nm (Latt a Wohlleb, 1975). Naproti tomu je
Chromomycin A3 latkou organického puvodu s antibiotickou funkci ze Streptomyces
griseus. CA3 se preferenéné vaze na GC baze a pii excitaci svétlem o vinové délce 460 nm
emituje fluorescencni zafeni s maximem kolem 570 nm (Ward a kol., 1965). Kombinace
HO a CA3 umoZiuje rozliSovat chromozomy nejen podle jejich velikosti (respektive
celkového mnozstvi DNA), ale pfedevSim prostiednictvim relativniho zastoupeni
jednotlivych AT/GC bazi v DNA chromozomu (viz. Obrazek 5). VylepSeni metody
navysilo pocet jednotlivych specifickych populaci chromozomt, které jsme schopni
rozlisit, naptiklad v genomu ¢inského kiecka z 10 na 16 a u ¢loveéka z 12 populaci na 20

(Gray a kol., 1979; Trask a kol., 1984).

Dvourozmérna analyza chromozomii pomoci pritokové cytometrie byla od
svého vynalezeni hojn€ pouzivéna v genetice ¢lovéka. Jednalo se pfedevsim o kvantifikaci
chromozomi, zkoumani chromozomové variability v populaci, detekce deleci, aneuploidii,
translokaci a jinych chromozomovych aberaci (Boschman a kol., 1993, 1992; Cooke a kol.,
1989, 1988; Engh a kol., 1988; Gray a kol., 1979; Gribble a kol., 2009; Harris a kol., 1987;
Young a kol., 1981). Karyotypovani pomoci pritokové cytometrie bylo od svych pocatka
vzdy pevné spjato se sortovanim chromozomt, které slouzilo k obdrZeni ¢istych populaci
specifickych chromozomii. Takto ziskané suspenze specifickych chromozomi maji veliky
vyznam pro celou fadu vyuziti. Jednim z uplatnéni je moznost vyroby kvalitnich
paintovych/malovacich FISH sond, které poskytuji velice dobré fluorescencni signaly
(Blennow a kol., 1992; Carter, 1994; Gribble a kol., 2004; Howarth a kol., 2008). Kvalita
takto pfipravenych sond je déna predev§im mnozstvim vychoziho materidlu, jelikoz
pomoci cytometrie jsme schopni do znafici reakce vlozit stovky az tisice chromozomd,
zatimco v pfipadé mikrodisekcnich metod je to nanejvySe nékolik desitek. AvSak pomoci
cytometrie nejsme schopni pfipravit parcidlni chromozomové FISH sondy (specifické pro
g nebo p ramena urcitého chromozomu), jelikoz piistroj separuje vzdy celé chromozomy.

Dal$im vyuzitim sortovanych chromozomi je produkce chromozomalné specifickych
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DNA knihoven (Krumlauf a kol., 1982; Lalande a kol., 1984) a nebo zisk specifické
chromozomalni DNA pro cilené sekvenace (Boschman a kol., 1993; Lebo a kol., 1986a,
1986b, 1983). Sekvenace DNA pochazejici z individudlnich chromozomt ziskanych
pomoci prutokové cytometrie byla vyuzita v pocCateCnich fazich projektu sekvenace
lidského genomu (Van Dilla a Deaven, 1990). Tvorba genomovych knihoven
a sekvenovani DNA jsou metody, které¢ jsou velice naroné na mnozstvi vstupni DNA
a také na jeji Cistotu. Tyto naroky velice dobfe splituje flow karyotypovani a sortovani
chromozomt, pomoci kterého jsme schopni obdrzet velkd mnozstvi (stovky tisic kopii)
jednotlivych specifickych chromozomil a vysoké ¢istoté (nad 90 %).

I pfes znacné usili a pokroky v protokolech pro pfipravu chromozomovych
suspenzi a ve vyvoji prutokovych cytometrl, je stdle nemozné rozpoznat a ziskat/sortovat
individudlné vSechny chromozomy na bivariatnich flow karyogramech u celé¢ tady
organismuil (napt. ¢lovéka) (Engh a kol., 1988; Ferguson-Smith a kol., 1998; Ng a Carter,
2006, 2010). Existuji snahy upravit rozliSovaci schopnost a diskriminovat chromozomy
podle novych, jinych znaki. Jednim z téchto pokust je zavadéni FISH v suspenzich, pfi
kterych se hybridizuji zndmé useky DNA na DNA chromozomu v suspenzich s cilem
oznacit konkrétni chromozomy pro jejich specifické sortovani (Dudin a kol., 1987;
Ma a kol., 2005; Macas a kol., 1995). Jednim z mala doposud zndmych piipadt uvziti této
techniky je provedeni FISH v suspenzi s vyuzitim oligonukleotiddl, respektive polyamidi,
které rozpoznavaji specifické repetitivni motivy chromozomd, na které se vazi a vytvareji
tak chromozomalné specifické ,,vzory“, jez napomahaji jejich dalSimu a podrobnéjSimu

rozdéleni (Gygi a kol., 2002).

1.6. Cetartiodactyla

Jednu z nejvétsich skupin savei tvofi v soucasnosti zastupci tadu Cetartiodactyla.
Podle novodobé taxonomie vznikl tento fad spojenim skupin Cetacea (kytovci)
a Artiodactyla  (sudokopytnici) do jednoho taxonu na zékladé molekuldrnich
a morfologickych studii, které potvrzuji, ze ob¢ skupiny Zivo€ichli maji stejny ancestralni
puvod (Ferguson-Smith a Trifonov, 2007; Kulemzina a kol., 2009). Odhaduje se, Ze
spole¢ny predek kytovcl a sudokopytnikil zil na zemi asi pred 59-80 miliony let (Bininda-
Emonds a kol., 2007; Murphy a kol., 2007). Charakteristickymi znaky vSech dnes$nich
sudokopytnikii je osa pfedni a zadni konCetiny, ktera prochazi mezi 3. a 4. prstem

a specidln¢ adaptovana hlezenni kost (double-pulley astragalus) v koncetinach. Tyto dva
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znaky byly identifikovany také u fosilnich eocennich velryb, coz naznacuje, Ze tyto klicové
znaky se vyskytovaly uz u jejich suchozemskych predkii (Hassanin a kol., 2012).

Zatimco sudokopytnici (napt., prasata, velbloudi, tufi, antilopy, jeleni a Zirafy)
ovladli sou$ po celém svété véetné Australie, kytovei (delfini, velryby a kapustiaci) se
stavbou téla pfizpusobili zivotu ve vodnich ekosystémech. V soucasné dobé zahrnujeme
mezi sudokopytniky 10 celedi suchozemskych savcl a 12 celedi ze skupiny Cetacea
(Obrazek 10) (Groves a Grubb, 2011).

K uptesnéni evolucnich vztahii mezi jednotlivymi druhy savci pfispiva v soucasné
dobé velkou mérou komparativni genomika zalozend na analyze chromozomil, mapovani
geni a DNA sekvenovani. Ukézalo se, ze pro vSechny Cetartiodactyla s vyjimkou
velbloudovitych (Camelidae - velbloudi, lamy a vikun€) je charakteristickd fize dvou
chromozoml HSAS;9 (struktura chromozomi jednotlivych druhii je vétSinou srovnavana
s lidskym karyotypem, Homo sapiens, HSA) (Kulemzina a kol., 2009). Tato zjisténi
poukazuji na skute¢nost, ze velbloudoviti se odstépili od spolecného predka jesté diive nez
kytovei. Cetné molekularni studie tento predpoklad potvrzuji (Bininda-Emonds a kol.,
2007; Murphy a kol., 2007; Price a kol., 2005).

Komparativni studium karyotypti zastupci Cetartiodactyla umoznilo védcim
sestrojit pravdépodobny karyotyp piedka dneSnich sudokopytnikd, ktery se skladal
pravdépodobné z 25-26 parli autozomalnich chromozomd, 2n = 52 - 54. Podle dosavadnich
cytogenetickych studii jsou zivocichové ze skupiny Cetacea chromozomalné velmi
uniformnim a konzervativnim taxonem s velice pomalou karyotypovou evoluci. Nejvice
konzervativni karyotyp se zachoval u velryby kulohlavce ¢erné¢ho (Globicephala melas)

obyvajici vody Atlantického oceanu (Kulemzina a kol., 2009, 2016).

43



PO =EOPCOQ==ER =m0

¢

aklad
2012)

4

Zeny na z

(Hassanin a kol.

Obrazek 10. Fylogeneticky strom sudokopytniki slo

kompletnich mitochondridlnich genomi

100

SUINA 00 sTayassuidae

—&Suidae

TYLOPODA 100

Camelidae

ANCODONTA _E’.ijpopotamidae

91

100 a
—=o Balaenidae

I Mysticeti
100

100 .
————ao Neobalaenidae

100 80|

CETACEA s Balaenopteridae

99

PIOUROZORT~IZ=

Physeteridae

» Platanistidae

91 43

Odontoceti Ziphiidae

» Lipotidae
Iniidae
s ———= Monodontidae

o

Delphinoida] L———s Phocoenidae

Tragulina 100 Tragulidae L Delphinidae

peHZpZ=2 RS0

——————————————» Antilocapridae

100,

98 Giraffidae
RUMINANTIA

100

Pecora

Cervidae

s Moschidae

s Tragelaphini

e B3 -« o ®

%% Bovini

- Neotragini

—s Antilopini

o8 Q=< s W

e B S =TC =D

100,

Reduncini

» Oreotragini

s Cephalophini

—————."¢ Alcelaphini

65 50

- Hippotragini

%% Caprini

(upraveno).



1.6.1. Celed’ turoviti (Bovidae)

Celed Bovidae z taxonomického hlediska fadime do fadu sudokopytniki
(Artiodactyla), podiad prezvykavci (Ruminantia). Tato ¢eled’ zahrnuje na 143 recentnich
(coz je asi 55 % vSech znamych Zzijicich sudokopytnikil) a asi na 300 zndmych vyhynulych
druhtt (Wilson a Reeder, 2005).

Pfirozenym prostiedim této heterogenni skupiny organismil jsou pifedevsim travnaté
stepi, kfovinaté a lesni porosty, ale taktéz polopousté s travnatym porostem v Africe,
Eurasii a Severni Americe. Celed’ Bovidae zahrnuje fadu domestikovanych druhd, jako
jsou naptiklad kravy, ovce nebo kozy, ale i zivoc¢isné druhy, které jsou v dnesni dobé ve
volné ptirod¢ téméf vyhubeny. Naptiklad adax nubijsky (4dddax nasomaculatus) se témét
nevyskytujete ve volné ptirod€, avSak v zajeti je celkem béZzny a dobfe se rozmnozuje.
Dal$im pravdépodobné vyhynulym druhem ve volné ptirodé je piimorozec Savlorohy
(Oryx dammah), ale mizeme jej spatfit v mnoha zoologickych zahradach a dokonce
existuji usilovné snahy o jeho navraceni do volné ptirody.

Vzéijemné fylogenetické vztahy mezi jednotlivymi zéastupci z €eledi Bovidae nejsou
dnes stale pln€ objasnény. Dle nejnovéjsich vyzkumi byly v ramci této ¢eledi taxonomicky
vyClenény dv€ hlavni linie, a to podéeled Tufi (Bovinae) a podceled Antilopy
(Antilopinae) (Robinson a Ropiquet, 2011). Dle nejnove¢jsi taxonomie lze organismy
z ¢eledi Bovidae délit do 12 samostatnych taxonomickych jednotek (Groves a Grubb,
2011).

Pro uptesnéni evolucnich a fylogenetickych vztahi mezi zastupci celedi Bovidae
pfispiva v soucasnosti vyjma molekularné-genetickych metod hlavné technika ZOO-FISH
zalozena na hybridizaci fluorescencnich sond wurcitého druhu na chromozomech
ptibuzného druhu.

Nejcastéjsim typem chromozomovych piestaveb, které¢ jsou vyznamnym cCinitelem
karyotypové variability u celedi Bovidae jsou Robertsonovské translokace (Rb,
resp. centromerické fuze) (Gallagher a Womack, 1992). Tento typ chromozomové
piestavby vznika spojenim dvou nehomolognich chromozomii (nejcastéji akrocentrickych)
v oblasti centromer a vysledkem je pak sub/metacentricky chromozom. Pravé vyskyt
velkého poctu akrocentrii v ancestralnim karyotypu turovitych byl nejspiSe vhodnym
pfedpokladem pro vznik Robertsonovskych fuzi u jednotlivych druht této celedi. Dle

nekterych teorii jsou fize dvou akrocentrickych chromozomii primarnim evolu¢nim
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mechanismem, ktery se uplatiioval u ¢eledi Bovidae (Buckland a Evans, 1978; Qumsiyeh,
1994).

Dalsim, avSak méné Castym typem chromozomovych aberaci, které se podilely
na karyotypové evoluci turovitych a napomdhaly tak utvafeni jejich genoml jsou
tandemové fize (Rubes a kol. 2008b; Ropiquet a kol. 2010; Cernohorska a kol., 2011).
Tandemové flze vznikaji spojenim centromerické c¢asti  jednoho chromozomu
s telomerickou oblasti druhého chromozomu.

Oba typy chromozomovych piestaveb maji u turovitych za nésledek snizovani
diploidniho poctu chromozomi v genomech a vedou k velkému kolisani poctu
chromozom napti¢ celou celedi. V ramci této skupiny zvifat mizeme nalézt ZivoCichy
s 60 pary chromozomil (napf. tur domaci; Bos taurus), ale i organismy s poloviénim
poctem chromozomd, tj. 30 pary napiiklad u antilopy jeleni (Antilope cervicapra) (Hsu
a Benirschke, 2013). Predpoklada se, ze pivodni ancestralni karyotyp bovidi mél 58
akrocentrickych autozomalnich chromozomt a dva pohlavni chromozomy (2n = 60).
Takovéto ancestralni usporadani chromozoml miizeme dnes nalézt u kravy (2n = 30) nebo
u kozy domaci (Capra hircus; 2n = 60). Pfitomnost Cetnych fizovanych chromozomu a
jejich homolognich nefizovanych variant v genomech rtiznych zastupct z celedi Bovidae,
déla tuto skupinu ZivoCichli velmi zajimavou pro studium meiotické rekombinace
apfedev§im pak rekombinacni centromerické interference. Zaroven diky tadé
domestikovanych organismil z této celedi je moZné zkoumat vliv lidského piisobeni béhem

procesu domestikace a Slechténi na meiotickou homologni rekombinaci.

1.6.2. Pohlavni chromozomy u ¢eledi Bovidae

Na rozdil od autozomd, které jsou u vétSiny turovitych vysoce homologni, dochazelo
u pohlavnich chromozomi zéastupcii celedi Bovidae k mnohem komplexnéj$im
chromozomadlnim pfestavbam, coz poukazuje na jejich odd€lenou a nezavislou evoluci.
Variabilita bovinniho chromozomu X je zplisobena predevs§im piestavbami (transpozicemi)
nékolika chromozomovych blokt, expanzi repetitivnich sekvenci a repozicemi centromery
(Centromere Shift) (Robinson a kol.,, 1998; Rubes a kol., 2008b). Chromozomalni
pfestavby X chromozoml nebyly u piezvykavcli doposud podrobnéji studovany

s vyjimkou domestikovanych druht celedi Bovidae a nékolika volné Zzijicich druht.

Odhaleny byly celkem tii rizné prototypy chromozomu X, které se béhem karyotypové
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evoluce vyvinuly (Obrazek 11) (Chaves a kol., 2004; Iannuzzi a kol., 2009; Nguyen a kol.,
2008).

Za ancestralni chromozom X se povazuje akrocentricky prototyp ,,suni® nebo také
»Capra“, ktery se vyskytuje u ovce domaci (Ovis aries, OAR) a dalSich zastupct Caprini.
Dal8im typem akrocentrického X je tzv. typ ,,eland” nebo taktéz Bubalus, ktery mizeme
nalézt v genomu buvola domadaciho (Bubalus bubalis, BBU) a ostatnich zéastupct
Tragelaphini a nékterych kopytniki z Bovini. Poslednim typem je submetacentricky
chromozom X ,,Bos‘‘ vyskytujici se u rodtt Bos a Bison ze skupiny Bovini (Nguyen a kol.,
2008). Béhem evoluce doslo u nékterych taxoni (jako jsou Antilopini, Boselaphini
a Tragelaphini) k fizim pohlavnich chromozomu s autozomy, které¢ vSak nemaji zadny
negativni vliv na fitness a plodnost dan¢ho druhu (Rubes a kol., 2008a; Cernohorska a kol.,
2015). Naproti tomu u ¢lovéka jsou translokace pohlavnich chromozomil s autozomy
spojovany c¢asto s neplodnosti a neschopnosti tvorby gamet. Nicmén¢ u nékterych druht
savcl se zd4, Ze fuze autozom-gonozom jsou béhem meiotického bunééného déleni

akceptovany/tolerovany (Dobigny a kol., 2004).

Obrazek 11. Typy chromozomu X u celedi Bovidae. (A) akrocentricky typ ,,suni®, (B)

submetacentricky ,,bos “, (C) akrocentricky ,,eland* (Perucatti a kol., 2012) (upraveno).

Pro zjistovani a upfesnéni struktury a organizace homolognich segmentl
chromozomu X u riznych druht byla od druhé poloviny 90. let vyuzivana technika FISH.
Prvni studie vyuZzivaly mapovani pomoci BAC a bovinnich malovacich sond specifickych
pro jednotlivad ramena chromozomu (Arm-specific Probes).

V roce 2000, Ianuzzi a kol. rozd¢€lili chromozom X u turovitych, na zakladé 24

kozich BAC sond, do péti homolognich segmentt, které¢ svéd¢ily o cetnych
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chromozomovych piestavbach, expanzich repetitivnich motivii a repozicich centromery
behem jejich karyotypové evoluce. Tyto vysledky pak byly v pozdé¢jsich letech potvrzeny
a upresnény (Perucatti a kol., 2012).

Velikost a morfologie chromozomu Y jsou velice proménlivé u jednotlivych
zastupcu Celedi Bovidae. Jelikoz chromozom Y obsahuje jen nékolik malo funkénich gent
a je mu znemoznéna homologni rekombinace (mimo oblasti PAR), je jeho velikost do
znacné miry ovlivilovéna predevsim akumulaci (popiipad¢ ztratami) repetitivnich sekvenci
(Cabelova a kol., 2012; Kopecna a kol., 2012, 2014). Chromozom Y se vyskytuje u
prevazné vétsiny turovitych ve formé akrocentru, méné Casto pak jako sub/metacentricky
chromozom. Na rozdil od chromozomu X jsou fuze Y s autozomem velmi vzicnou
udaélosti, nicméné se vyskytuje nékolik zastupct u této Celedi, kteti maji tento typ aberaci
evolu¢né fixovan v genomu. U ¢lovéka je incidence téchto ptestaveb v populaci asi 1:2000
zivé narozenych jedinci, a ¢asto byva spojena se zastavou meidzy a sterilitou postizenych
jedinct. U prasat byla taktéZ identifikovana translokace chromozomu Y s gonozomem
(konkrétne t(Y;1)), kterd zpisobovala neplodnost kanct (Barasc a kol., 2012). Je proto
s podivem, ze v karyotypech néckterych kopytnikli se sex-autozomalni translokace
(Autosom/X, Autosom/Y) béhem evoluce fixovaly a jsou bez velkych reprodukénich

bariér prenaSeny do dalSich generaci.

1.6.3. Celed’ Hippopotamidae

Celed’ Hippopotamidae zahrnuje dva recentnd Zijici zastupce zatazené do dvou
rodii: hroch obojzivelny (Hippopotamus amphibius; HAM) a hrosik liberijsky (Choeropsis
liberiensis, CLI). Hroch obojZivelny (dale jen hroch) je velky sudokopytnik dobie

v Vv

Vv

vyskytuje na Zemi. Zije na tizemi subsaharské Afriky od Etiopie, Senegalu a Cadského
jezera az po jihoafricky Natal. Asi pfed 5-10 tisici lety hros$i zili 1 na Sahafe,
jejiz klima bylo tehdy mnohem vlh¢i a ptiznivéjsi pro Zivot, nez je tomu v soucasné dobg.
Hrosik liberijsky je malym druhem hrocha, ktery se vyskytuje v africkych pobieznich
niZinach Guinejského zéalivu (Groves a Grubb, 2011). Tento Zivoc€ich sdili mnoho
charakteristickych znakt, pfedev§im adaptaci na semiakvaticky zplsob Zivota, se svym

ptibuznym druhem, hrochem obojzivelnym (Hsu a Benirschke, 2013).
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Fylogeneticky byli hrosi pokladani jesté donedavna za ptibuzné prasat (Suidae), ale
podle soucasnych vyzkumt ma vsak skupina Hippopotamidae mnohem blizsi piibuzenské
vztahy k dneSnim kytovcim (Cetacea). Tyto dvé skupiny zivoc€ichii se od sebe oddélily
pravdépodobné v obdobi tfetihor pfed 55 miliony lety (Hassanin a kol., 2012)

Cytogenetické studie zalozené na klasickém barveni chromozomi Giemsovym
barvivem jsou dostupné pro oba zastupce celedi Hippopotamidae (Hsu a Benirschke,
1977). Autoii uvadéji, ze hrosik i hroch maji stejny pocet chromozomu (2n = 36), a krom¢
rozdilu v délce chromozomt Y jsou oba karyotypy totozné. Standardni karyotyp zaloZeny
na G-pruhovani chromozomu byl doposud publikovan jen u hrocha obojzivelného (Hsu
a Benirschke, 2013; Kulemzina a kol., 2009).

Komparativni studie vyuzivajici lidské a velbloudi paintingové sondy na chromo-
zomech hrocha obojzivelného ukazala, ze karyotyp hrocha podstoupil béhem své evoluce
celou fadou chromozomovych zmén a od ancestralniho karyotypu sudokopytniki (CAK —
Cetartiodactyl Ancestral Karyotype, 2n = 52) se odliSuje osmi fizemi, 15 fuzemi a péti
inverzemi. Zadna srovnatelna studie nebyla doposud publikovana pro genom hrosika.
Naproti tomu, obdobna komparativni studie na chromozomech kulohlavce c¢erného
(Globicephala melas, 2n = 44) ukézala, Ze tento zivocich z celedi Cetacea (kytovci) ma
nejkonzervovanéjsi ancestralni karyotyp ze vSech sudokopytnikl, ktefi byli doposud
zkoumani (Kulemzina a kol., 2009). Karyotyp kulohlavce se liSi od ancestralniho
karyotypu sudokopytnikli jednou fizi, Etyfmi fizemi a dvéma inverzemi. I pfes pfibuznost
hrochil s kytovci, nebyly nalezeny zadné charakteristické chromozomové piestavby, které

by tyto dvé skupiny zivocichll spojovaly (Kulemzina a kol., 2009).
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2. Material a Metody

2.1. Vzorky

Pro ptipravu skel s metafdznimi chromozomy pro laserovou mikrodisekci a FISH
analyzy byly vychozim materidlem vzorky plné krve divokych zastupct Cetartiodactyla,
které pochazely ptevazné ze ZOO ve Dvote Kralové. Vzorky plné krve domestikovanych
zastupcu celedi Bovidae pochéazely od jedinct porazenych na jatkach pro masnou produkci.
PIna krev byla kultivovana, sklizena a fixovana podle standardnich protokolt, jez byly
popsany diive (Cernohorska a kol., 2011). Skla s metafdznimi chromozomy byla nasledné
pfipravovana dle zavedenych protokoli (Cernohorska a kol., 2012). Pro stanoveni
karyotypu hro$ika liberijského byla pouzita metoda GTG-pruhovani dle klasického
postupu trypsin/Giemsa (Seabright, 1971).

Pro analyzy meiotickych chromozomii byla vstupnim materidlem testikularni tkan,
kterd se odebirala post mortem. Vzorky pochézejici od divokych zastupct Celedi Bovidae
byly odebirany v ZOO ve Dvofe Kralové nad Labem, zatimco testikularni tkan
domestikovanych druht pochézela od jedinch poraZenych na jatkach pro masnou produkci.
Testikularni tkédn byla vzdy dopravovana na ledu (4°C) do laboratote, kde byla tkan
nasledn¢ rozmélnéna na mensi ¢asti a zamrazena pii -80°C (zasobni/pracovni vzorky) nebo
archivovana v tekutém dusiku (-196°C).

Pro pfipravu chromozomovych suspenzi pro pritokovou cytometrii byly pouZzity
tkanové kultury, které byly ustaveny v nasi laboratofi. Vzorky tkdné¢ (nejlépe kuze, ¢i jina
vazivova tkan) byly odebirdany jednak post mortem, popiipadé¢ byly kousky uSni tkdné
odebirany béhem znackovani zvéte. Maly kousek tkdné (usni chrupavka, vazivova tkai)
byl nasledné v na$i laboratofi rozfezdn na mensi Casti a prenesen do kultivacni nadoby
na 2 az 3 hodiny, béhem kterych doslo k pfilnuti tkdné¢ ke dnu kultiva¢ni nadoby. Posléze
bylo pfidano kultivaéni medium slozené¢ z DMEM, 15 % BSA a 1,5 % ATB a kultivace
probihala v 5% CO, atmosféte pti 37°C 1-2 tydny.
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2.2. Priprava imunofluorescencnich preparati

testikularni tkané

Stézejni technikou pro zkoumani frekvence a distribuce rekombinaci na meiotickych
chromozomech u celedi Bovidae byla metoda imunofluorescencni lokalizace proteint
synaptonemalniho komplexu (SCP3, SCP1) a proteint Ucastnicich se tvorby a maturace
rekombinac¢nich noduld (RADS51, MLHI1). Pro rozliSeni jednotlivych meiotickych
chromozom byla pouzita fluorescencni in situ hybridizace (FISH), viz déle.

Pro zhotoveni imunofluorescen¢nich preparati byl vzdy odebran ze
zasobnich kryo-zkumavek maly kousek testikularni tkan& (cca 15 mm?), ktery byl vlozen
do PBS (Phosphate Buffered Saline) a rozmélnén mechanicky v bunéénou suspenzi. Po
sedimentaci vétSich kust nerozmélnéné tkané byla suspense piepipetovana do nové
zkumavky a centrifugovana 5 min pii 400g. Ziskany pelet byl rozsuspendovan v malém
mnozstvi PBS (200-300 pl). Na podloznim skle pak bylo smichano 10 pl bunécné
suspense s 10 pl roztoku dest. vody a 0,05 % Tritonu-X, které byly rozetfeny po ploSe skla
(jako je tomu u krevnich natérit). Skla s nanesenou suspenzi se inkubovala 15 min ve vlhké
komurce a 10 min pfi laboratorni vlhkosti. V dalsim kroku byla skla ptfevrstvena 80 ul
roztoku dest. vody a 0,015 % Igepalu a ponechany ve vlhku 5 minut. Po pfevrstveni 120 pl
1% PFA na 10 min byly preparaty oplachnuty v dest. vodé¢ a 2x 3 min v 0,1% TNT
(Tris/NaCl buffer + 1 % Tween). Na takto pfipravené¢ meiotické roztéry jsou nanaseny
primarni protilatky (50 pl fedéné protilatky/sklo). Veskeré protilatky byly fedény v roztoku
0,55 % BSA/0,1 % Tween/PBS.

V ptipadé¢ detekce proteint MLH1/RADS51, SCP3 a centromerickych proteinli byly
nejprve naneseny protilatky rabbit polyclonal anti-MLH1 nebo rabbit polyclonal anti-
RADS51 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA ) (fedéni 1:50) a lidska
anti-centromere (Antibodies Inc. Davis, CA, USA ) (fedéna 1:100) a inkubovany pfes noc
pii 37°C. Po inkubaci byla skla oplachnuta 2x 3 min v TNT a sekundarni protilatky (v
fedéni 1:100) byly aplikovany (donkey anti-rabbit-FITC, Santa Cruz Biotechnology
a donkey anti-human-AMCA, Jackson Immunoresearch, USA) a ponechany 1h ve vlhku
pii 37°C. Preparaty byly nasledné odmyty 2x3 min v TNT a primarni protilatka rabbit
polyclonal anti-SCP3 (Abcam, Cambridge, UK ) (fedéni 1:100) byla nanesena
a inkubovana ptes noc ve vlhku pfi 37°C. Po odmyti probihala sekundarni detekce (1h pfi

37°C) protilaitkou donkey anti-rabbit-Texas Red (fedéni 1:100 ) (Santa Cruz
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Biotechnology, USA). Po findlnim odmyti se skla zamontovala do ¢istého Vectashield
Mounting Media (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).

V piipadé detekce SCP3, SCP1 a centromerickych proteinii byly postup a cCasy
jednotlivych krokti obdobné jako u detekce SCP3/MLH1/Centromery (detekce probihala
op¢t ve dvou separatnich detekcich). Nejprve byly aplikovany primarni protilatky rabbit
polyclonal anti-SCP1 (Santa Cruz Biotechnology, USA ) (1:100) a lidska anti-centromere
(Antibodies Inc. Davis, CA, USA ) (1:100). Nasledovala sekundarni detekce s donkey anti-
rabbit-FITC (Santa Cruz Biotechnology) a donkey anti-human-AMCA (Jackson
Immunoresearch, USA). Ve druhém kole primarni detekce byla pouzita protilatka rabbit
polyclonal anti-SCP3 (Abcam, Cambridge, UK), kterd byla posléze detekovana sekundarni
protilatkou donkey anti-rabbit-Texas Red (Santa Cruz Biotechnology, USA)

a zamontovana do Vectashield média.

2.3. Priprava FISH sond

2.3.1. Priprava malovacich sond pomoci DOP-PCR

Pro konstrukci malovacich chromozomovych FISH sond bylo pouzito 10-20
chromo-zomalnich kopii obdrZzenych pomoci laserové mikrodisekce (PALM Microlaser
systém; Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Munich, Germany) nebo 500-1000 specifickych
chromo-zomalnich kopii izolovanych pritokovou cytometrii (Becman Coulter MoFlo
XDP; Brea, CA, USA). Chromozomalni DNA pak byla amplifikovana pomoci metody
DOP-PCR (Degenerate Oligonucleotide Primed Polymerase Chain Reaction) s vyuZzitim
primeru  CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG (Telenius a kol., 1992). Samotné
fluorescen¢ni znaceni sond probihalo v druhé PCR reakci s modifikovanymi nukleotidy

Green-dUTP nebo Orange-dUTP (Abbott, IL, USA) (Kubickova a kol., 2002).

2.3.2. Priprava BAC sond

BAC klony z bovinni knihovny CHORI-CH240 byly zakoupeny v Children’s
Hospital Oakland Research Institute, BACPAC Resources, USA. Klony byly z knihovny
vybirany na zéklad¢ informaci z NCBI podle Bos taurus UMD 3.1.1 Primary Assembly.
BAC DNA byla izolovana z bakterialnich klonti a naznacena biotin-16-dUTP nebo
digoxigenin-11-dUTP (Roche, Mannheim, Germany) za pouziti komeréniho kitu BioPrime

Array CGH Genomic Labeling Module (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Pokud to bylo
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mozné, dva az tii BAC klony byly vybrany z jednoho regionu a pouzity dohromady jako
jedind sonda. Duvodem bylo zvySeni kvality hybridizace a poskytnuti lepSich

fluorescencnich signali pti hybridizaci u evolucné vzdalenéjSich organismu.

2.4. Fluorescencni in situ hybridizace

Vyhodnocena skla po imunofluorescenci uréena pro FISH analyzu, se omyla v TNT
na 5 min s naslednou dehydrataci v ethanolové tadé (70%, 85%, 96%). Osusena skla pak
byla zafixovana v 1% PFA na 5 min, odmyta 2x 2 min v 2xSSC a znovu dehydratovéna.
Skla s metafaznimi chromozomy a zafixovéana skla s meiotickymi komplexy ur¢enymi pro
FISH analyzu byla denaturovana v 70% formamidu/2xSSC pfi 72°C na 2 min,
dehydratovana v ledové ethanolové tadé (-18°C, 70%, 85%, 96%) a ponechana uschnout
pii laboratorni teplot¢.

Na pfipravend zdenaturovand skla pak bylo nanaSeno 10ul hybridiza¢ni smési. Do
10 ul hybridiza¢ni smési, kterda obsahovala 6 ul MM (50% formamid), 1 pl EC (30%
Ethylen Carbonate, Sigma-Aldrich Corp., St Louis, MO, USA), 0,5 ul DNA z lososich
spermii (Salmon Sperm DNA; 0,7 pg/ul ) (Sigma-Aldrich), 1,5 pl bovinni kompetitorova
DNA (Bovine hybloc DNA; 10 ng/ul; Applied Genetics Laboratories, FL, USA) byl pfidan
1 ul DNA sondy (nebo 2x 0,75 ul vptipadé pouziti 2 sond v jedné hybridizaci).
Denaturace sondy probihala 10 min pii 75°C s prehybridizaci pfi 37 C na 40 min
v termocykleru. Po hybridizaci sondy pies noc pii 37°C byla skla odmyta v 0,4xSSC pii
72°C 2 min a zamontovana do Vectashield Mounting Media (meiotické prepardty jen
s Cistym médiem, mitotické preparaty Vectashield + 0,24 ul/ml DAPI).

V piipadé hybridizace BAC sond denaturace probihala pti 72°C 5 min se stejné dlouhou
inkubaci na ledu. Po naneseni na sklo a hybridizaci (24-48h) byla skla odmyvana
v 0,7xSSC pfi 72°C 2 min a zamontovéna do Vectashield + 0,24 ul/ml DAPL.

2.5. Analyza preparati

Preparaty byly analyzovany za pouZiti fluorescen¢niho mikroskopu Olympus BX60,
ktery byl vybaven pfislusnymi fluorescencnimi filtry. Pro nahrédvani dobie rozprostienych
meiotickych chromozomii nebo FISH na metafaznich chromozomech byla pouzita

CoolCube CCD Camera (MetaSystems, Altlussheim, Germany).
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Pro vyhodnoceni po¢tu MLH1 a RADS51 na buiiku, méteni délky synaptonemalnich
komplexti, ur¢eni pozic MLH1 na chromozomu, identifikaci chromozomt pomoci FISH
a méteni velikostt DNA smycek byl vyuzit ISIS3 software (MetaSystems, Altlussheim,

Germany).

2.6. Statisticka analyza

Pro statistickou analyzu byly vyuzity pfedev§im Mann-Whitney test a Spearmantv
korelacni koeficient softwaru SPSS statistics (verze 22 pro Windows ) (SPSS Inc.,
Chicago, Ill., USA). Pfi vyhodnoceni statistické vyznamnosti zjiSténych rozdilli byla

zvolena hladina vyznamnosti >0,05.

2.7. Mikrodisekce mitotickych chromozomi

Vstupnim materidlem pro laserovou zachytovou mikrodisekei mitotickych
chromozomli jsou vnasi laboratofi vyuzivany pfedev§im fixované suspenze
(metanol:octova kyselina;3:1) kultivované plné krve, jejichz ptiprava byla popséna diive
(Cernohorska a kol., 2011). Suspenze obsahujici fixované mitotické buiiky jsou kapany na
podlozni skla opatfend polyethylenovou membranou a pro rozpoznani jednotlivych
chromozomt je provadéno klasické G-pruhovani (G-banding) (Seabright, 1971). Pomoci
laserového paprsku je ,,vyfiznuto‘ alespont 10-20 individudlnich chromozomil pro tvorbu

fluorescenénich FISH sond.

2.8. Priitokova cytometrie mitotickych chromozomi

Vychozim materialem pro piipravu chromozomovych suspenzi pro pritokovou
cytometrii byly pfedev§im buné¢né linie (tkanové kultury), které jsou vyhodnéjsi vstupnim
materidlem neZ vzorky kultivované plné krve. U vzorkll plné krve nastdvaji problémy
s nehomogenitou rastu vzorkli od riznych jedincii, nedostate¢né jsou vytézky mitdz
(mitoticky index pod 50 %) a také pfitomnost Cervenych krvinek a hemoglobinu vytvari
pozadi na flow karyogramech. Naproti tomu, bunétna linie roste téméf homogenné na
vSech inokulovanych plotnach a vhodné zvolenou dobou kultivace bun€k s mitotickymi
jedy (kolcemid, kolchicin) jsme schopni obdrzet az 90 % bunck v mitotické fazi cyklu.

Zaroven odpada problém s ¢ervenymi krvinkami nebo jinymi balastnimi bunikami.
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Néami pfipravené tkanové kultury (adherentni buiiky) byly po ustaveni z primérni
tkan& organismu zamrazeny v alikvotech dostatenych pro kultivaci v nadobach o 75 cm?.
Kultivace probihala v médiu DMEM s ptidavkem 15 % BSA a 1,5 % ATB v 5% CO, pii
37°C. Proizolaci chromozomi byla tkanové kultura ponechdna nartst do celkové
konfluence mezi 75-90 % plochy kultiva¢ni nadoby s nasledovnym ptidanim kolcemidu.
Kolcemid (10 ul/ml; 40-120 ul na 20 ml kultivaéniho média) byl piidavan k riznym
bunéénym kulturam na rzné¢ dlouhou dobu (3-12h). Divodem je nestejna rychlost rastu
kultivovanych bunék riznych bunéénych kultur pficemz optimalizaci doby kultivace
s kolcemidem Ize dosdhnout lepSich hodnot mitotického indexu. Pomaleji rostouci bunky
vyzaduji vétsi koncentraci kolcemidu a dal§i cas potfebny pro dosaZeni mitotické faze
bunééného cyklu. Po ptfidani kolcemidu k adherentnim buiikam (pfedevSim fibroblasty
majici hvézdicovity/vietenovity tvar) byly bunky v mitéze zietelné rozeznatelné od
ostatnich diky kulatému tvaru a castecné ztrat¢ adheze. Zastavené buiky pak byly
pfidanim roztoku trypsinu (Trypsin/EDTA 0,25%/0,02% v PBS ) (PAN-Biotech GmbH,
Aidenbach, Germany) sklizeny do zkumavky a centrigugovany 5 min na 300g. Po odsati
média byl pelet opatrné rozsuspendovan v ptredehiatem (37°C) hypotonickém roztoku
(75 mM KCl, 10 mM MgS04.7H20, 0,2 mM Spermine a 05 mM spermidine, pH = §,0)
a ponechan v termostatu pfi 37 C. Po 15-20 minutové inkubaci v hypotonickém roztoku
byly bunky sto¢eny (5 min, 300 g), supernatant byl odsan a nahrazen 0,8-1,5 ml
(dle velikosti peletu) ledového (4°C) polyaminového izola¢niho pufru (2 mM EDTA,
0,5mM EGTA, 15mM Tris-HCl, 80 mM KCIl, 20 mM NaCl, 0,1% (vol/vol) 2-45
mercaptoethanol, 0,1% Triton X-100, 0,2 mM spermine a 0,5 mM spermidine). Po
inkubaci bun¢k 10 min na ledu nasledovalo uvolnéni mitotickych chromozomt z bun¢k do
okolniho roztoku prudkym vortexovanim po dobu 25 vtefin nebo trojndsobnym
protlaenim pfes tenkou injekéni jehlu (22G). Po kratkém stoCeni v centrifuze
(1 min;200g) byl supernatant odebran a prefiltrovan pfes 20 um filtr do ¢isté zkumavky.
Takto pfipravena chromozomova suspense byla znafena po dobu alespoit 2 hodin
Chromomycinem A3 a Hoechstem 33258 o vysledné koncetraci 40 pg/ml, respektive
2 pg/ml. Hodinu pfed samotnym méfenim byl pfidan citrdt sodny a sulfit sodny, které
zlepsSuji morfologii a trvanlivost chromozom.

Sorting chromozomu a jejich analyza probihala na pritokovém cytometru Becman
Coulter MoFlo XDP (Brea, CA, USA) vybaveného pro tento ucel lasery o vlnovych
délkach 460 nm (Chromomycin A3) a 355 nm (Hoechst 33258) a ptisluSnymi emisnimi
filtry (575 nm pro Chromomycin A3 a 460 nm pro Hoechst 33258).
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3.Clile prace

Stanoveni Cetnosti a distribuce rekombinaci u zastupct z celedi Bovidae se zamétenim

na vybrané domestikované druhy

Zvladnuti technologie separace mitotickych chromozomti pomoci priitokové

cytometrie a vyuziti ziskanych chromozomi pro tvorbu FISH sond

Komparativni  cytogenetika u vybranych organismi z fadu sudokopytnikd

(Cetartiodactyla) pomoci fluorescen¢ni in situ hybridizace
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4.Vysledky

4.1. Rekombinace a jeji variance u Celedi Bovidae

S vyuzitim imunofluorescen¢niho znaceni meiotickych rekombina¢nich proteind
(MLH1) a proteini synaptonemalniho komplexu (SCP1/SCP3) bylo v na$i laboratofi
vysetieno 112 jedinct 28 riznych druhti z cCeledi Bovidae. Imunofluorescencné bylo
vysetiovano alespont 100 dobfe rozprostienych meiotickych bunék (spermatocytli) ve fazi
pachytene u jednoho zvifete (celkové bylo vySetfeno 12185 spermatocytil). U vSech
zkoumanych organismii byly méfeny pocty rekombinaci (CO/MLHI1) na jeden
spermatocyt (jak na autozomech, tak na pohlavnich chromozomech) a z obdrzenych
hodnot rekombinaci byly u jednotlivych druhti vypocteny délky ptislusnych genetickych
map. Meéfena byla taktéz celkova délka autozomalnich SC (protein SCP3/SCPI)
a to alesponi v 15-20 bunkéch od kazdého jedince ptislusného druhu (veskeré vysledky jsou
uvedeny v Tabulce 1). Pfiklad imunofluorescenéni detekce meiotickych proteintt SCP3
a MLH1 je znazornén na Obrazku 12 A-B.

Z obdrzenych vysledkli méfeni poctu CO vyplyva, ze byla splnéna teze tykajici se
pocti rekombinaci v meiotickych bunkach, kdy na kazdém rameni autozomu by mél byt
pritomen alespon jeden CO. Zakladni haploidni pocet autozomélnich ramen (FNa/2) se
u Celedi Bovidae pohybuje v rozmezi 23 (dik dik, Madoqua kirkii) az 29 (vétSina druhd,
napf. skot) a primérny pocet crossing-overli u meétenych organismi (Tabulka 1) ¢asto
nasobn¢ prevySoval pocet autozomalnich ramen a pohyboval se vrozmezi
od 34,39+3,2 MLH1 u dik dika do 62,83+3,8 u ovce (Ovis aries, FNa/2 = 29). Jedinou
vyjimkou byla sitatunga (7Tragelaphus spekii) u které byl naméten pocet rekombinaci nizsi
nez je pocet autozomalnich ramen (FNa/2 = 28) a to pouze 26,13+1,2.

U namétenych hodnot rekombinaci byla zaznamenana velice vyznamna individualni
1 mezidruhovad variabilita (Mann-Whitney test, P <0,001) jejiz velikost je shrnuta
v koeficientu variance (CV), ktery byl vypoclten pro vSechny druhy a pohyboval se
v rozmezi od 7,46% u B. p. indicus az po 18,38 % u T. imberbis (44,43—-62,95 MHLI)
(Tabulka 1). Tyto hodnoty vnitrodruhové (individualni) variance v poctu rekombinacnich
mist ve spermatocytech jsou v konkordanci s hodnotami, které byly jiz dfive publikovany

u mysi a ¢lovéka a pohybovaly se okolo 15 % (Lynn a kol., 2002).
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Obrazek 12. Pachytenni spermatocyty byka (B. faurus ) (A) a ovce (O. aries ) (B)
imunofluorescencné znacené protilatkami proti proteinim SCP3 (Cerven¢), MLHI1 (Zlut¢)

a centromeie (modfe). Immunoznaceny pachytenni spermatocyt (A) po FISH s malovacimi

sondami specifickymi k chromozomim BTA2,3 a5 (C) aBTA1,8a 11 (D).

Priimérné celkova délka autozomalnich SC na buiiku u vSech zkoumanych druhi je

uvedena v Tabulce 1. Podobné jako tomu bylo i1 u rekombinace, 1 v pfipadé celkovych
délek SC byla nalezena signifikantni individudlni i mezidruhova variabilita (Mann-
Whitney test, P <0,001). Rozmezi hodnot délek SC bylo pomérné Siroké, nejkratsi SC
meéla antilopa losi (213,83420,9 um) a nejdelSi koza kamerunskd (321,42+11,8 um).
Z namétfenych hodnot celkové délky synaptonemalnich komplext a po¢tu rekombinaci ve
spermatocytech byly vypocéteny rekombinacni hustoty pro jednotlivé druhy (pocet
rekombinaci byl vydélen délkou autozomalnich SC v konkrétnim spermatocytu
(viz Tabulka 1). Nejvyssi zaznamenané hodnoty rekombina¢ni hustoty byly pozorovany
u ovce (0,24440,021 MLH1/um), zatimco nejmensi hustoty byly pozorovéany u sitatungy
(0,099+0,027 MLH1/um ) (Tabulka 1).

Na zékladé vSech obdrzenych vysledkil byla odhalena statisticky vyznamna korelace
(Spearmantiv korela¢ni koeficient, r = 0,67; p < 0,01) mezi poctem rekombinaci a celkovou

délkou autozomalnich synaptonemalnich komplexti. Zaroven byla zjiSténa pozitivni
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korelace mezi po¢tem autozomalnich ramen (FNa) a po¢tem rekombinaci (Spearmantv

korela¢ni koeficient, r = 0,576; p <0,01).

4.2. DSB a RADS1

Dal$im parametrem méfenym v meiotickych bunkach testikularni tkdn¢€ byl pocet
inicialnich dvoufetézcovych zlomti (DSB) v ¢asnych fazich profidze I. Indukované DSB
jsou v DNA rozpoznavéany tadou proteinl, mezi nimi napiiklad RADS1, ktery se vaze
a akumuluje se na jednotetézcové DNA (single strand DNA - ssDNA). Jeho imunodetekci
muzeme odhadnout pocet vytvofenych DSB mist v profazi I (Bishop, 1994) (Obrazek 13).
Ptitomnost proteinu RADS51 byla detekovéana od ¢asné leptotene az do faze pachytene a jak
bylo ocekavéano, nejvyssi abundance RADS51 byla detekovana v leptotene, kdy jsou
utvateny DSB a s postupnou progresi meiotického cyklu do faze pachytene pocet RADS1

mist klesa.

Obrazek 13. Piiklad imunofluorescencni detekce proteinu RADSI1 (Cervené) SCP3
(zelen€) a centromery (modie) v pachytennich spermatocytech. (A) byka (B. taurus )

a buvolce bélocelého (D. p. phillipsi) (B).

Pro zjiSténi moZné variability v po¢tu RADS1/DSB mist, ktera by mohla byt
zpusobena rozdilnou kompozici genomu (respektive poctem chromozomi), byly pro
mefeni poctu DSB vybrany preferenéné druhy z celedi Bovidae s nizkym diploidnim
poctem chromozomu (G. leptoceros, T. spekii, T. strepsiceros, T. oryxs, N.d. ruficollis,

M. kirkii) a svysokym poCtem chromozoma (B. taurus, S. c. caffer, S. c. nanus,
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A. melampus, C. t taurinus, A. marsupialis, C. hircus, O. aries, A. nasomaculatus,
H. niger, O. dammah, O. gazela a K. l. kafuensis) (Ruiz-Herrera a kol., 2016). Hodnoty
naméfené u  jednotlivych druhit byly znacné variabilni, rozsah od 50,43+3,31
u 7. strepsiceros do 148,3+£3,16 u kozy (C. hircus).

Jako kontrola specifity/funkénosti imunodetekce proteinu RADS51 v naSich
experimentech byl tento protein detekovan na mysich spermatocytech, u nichz naméfena
hodnota byla 210,94 RADS1 mist na buiiku (priimér v 65 analyzovanych meiotickych
buiikach) a spadd tak do intervalu hodnot popisovanych v literatufe (200-300 mist na
buiku) (Cole a kol., 2012). Nalezena byla korelace mezi po¢tem utvarenych DSB/RADS51
mist a vyslednym poctem rekombinacnich mist u zkoumanych druhi (Spearmantv
korelacni koeficient = 0,163, p < 0,001). Mé&l-li organismus vétsi pocet inicidlnich DSB,
me¢l také vyssi hodnoty rekombinaci na spermatocyt a naopak. Srovnanim poctu
utvafenych RADS1 mist a vyslednych MLH1 mist jsme byli schopni vypocitat miru

konverze/progrese dvouietézcovych zlomu (Tabulka 1).

4.3. Rekombinaéni a centromericka interference

Kombinaci FISH a imunofluorescenéniho znaceni meiotickych proteini byly
sledovany rozdily v hodnotach rekombinace na vybranych individudlnich chromozomech
(orthology BTAI, 2, 3,5, 8 a 11) mezi druhy s ancestralnim bovinnim karyotypem (skot,
koza) a organismy s Robertsonovskymi fuzemi (ovce). Hustota rekombinace
na metacentrickych chromozomech u ovce (orthology BTA1;3, BTA2;8, BTAS5;11) byla
signifikantné vys$8i neZz u korespondujicich akrocentrickych chromozomt skotu a kozy.
Nicméng, relativni pocty rekombinaci pfitomné na metacentrech ovce (vypocteny jako %
z celkového poctu rekombinaci v buiice) byly signifikantné nizsi, nez tomu bylo v piipadé
ortholognich akrocentrickych chromozomii v genomech skotu a kozy (26,1 vs. 27,6
respektive 28,23 %; p < 0,001). Ptiklad imunofluorescen¢ni detekce meiotickych proteinii
SCP3 a MLHI1 s naslednou FISH analyzou vybranych chromozomi je znazornén na
Obrazku 12 A-D.

Distribuce rekombina¢nich mist na SC byla u zkoumanych druhii (skot, ovce
a koza) méfena jako relativni vzdalenost mista rekombinace od centromery na ptislusném
SC (vyjadieno jako % délky SC). Bylo zjisténo, Ze distribuce CO je nendhodna
s nendhodnymi vzdéalenostmi mezi jednotlivymi CO na jednom rameni chromozomu.

V ptipad¢ jednoho MLHI1 mista na daném SC bylo toto rekombina¢ni misto umisténo ve
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sttedu ramene (medidn umisténi u skotu 55,2 % a ovce 52,5 %). V piipad€ ptitomnosti
dvou MLHI1 na jednom SC, jsou tato mista preferencné¢ lokalizovana na opacnych stranach
ramene chromozomu.

Pro identifikaci vlivu centromery a potazmo centrickych fuzi na rekombina¢ni
hodnoty, bylo provedeno srovndni mezi ov¢imi metacentrickymi chromozomy
a prisluSnymi bovinnimi (a kozimi) ortholognimi akrocentrickymi chromozomy. Nalezeny
byly signifikantni (p <0,001) rozdily v distribucich CO mezi témito zkoumanymi druhy.
Nejveétsi rozdil byl zaznamenan v ptipadé vyskytu 3 MLHI mist na rameni meiotického

chromozomu (p < 0,001 ) (Obrazek 14)

Obrazek 14. Distribuce (A) dvou a (B) tfi MLHImist na SC korespondujicich ke
chromozomiim BTA1, 2, 3, 5, 8, a 11 u byka, ovce a kozy. MLH1 na rameno SC.
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Nejveétsi disparita v distribuci CO (v ptipadé 3MLH1/rameno metacentrického SC)
byla pozorovdna uumisténi prvniho/proximalniho (blize centromery) a druhého
rekombinac¢niho mista na SC (p < 0,001, respektive p = 0,003), ale Zadny statisticky rozdil
nebyl prokdzan v umisténi tfetiho/distalniho (blize telomete) MLH1 mista (p > 0,05).
Obdobné tomu bylo u dvou rekombina¢nich udélosti na SC, kde signifikantni rozdil byl

zaznamenan jen u prvniho CO (blize centromery, p < 0,001), ale ne u druhého (distalniho)
CoO.
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4.4. Rekombinace na pohlavnich chromozomech a sex-

autozomalni translokace

Na rozdil od autozomil, rekombinace na pohlavnich chromozomech, které jsou u
vetsiny placentalnich saveli heteromorfni, je omezena na malou homologni oblast na
koncich  pohlavnich chromozomli zvanou pseudoautozomalni oblast (PAR -
Pseudoautosomal Region). Nesparované oblasti na pohlavnich chromozomech podléhaji
béhem meidzy procesu umlc¢ovani nesparované¢ho chromatinu (MSUC - Meiotic Silencing
of Unsynapsed Chromatin, MSCI - Meiotic Sex Chromosome Inactivation), ktery
napomaha burice v progresi do dalSich fazi cyklu a zabrafnuje zastaveni meidzy a apoptdze
buiky (Cloutier a Turner, 2010; Turner, 2007).

Pocty rekombinaci nachéazejici se na pohlavnich chromozomech u zkoumanych
druhii jsou uvedeny v Tabulce 1, pficemz pocty MLHI mist na PAR vykazovaly
signifikantni individudlni i mezidruhovou variabilitu (Mann-Whitney test, p < 0,001) mezi
vSemi zkoumanymi organismy. Nejmens$i pocty rekombinaci na chromozomech XY byly
napocitany u ptimoroZzce jihoafrického (Oryx gazela) (8,7 %) a naopak nejvice CO na PAR
mél pakin bélobrady (61,7 %). Zaroven, nikdy nebyla pozorovdna vice jak jedna
rekombinacni udalost na pseudoautozomalnim regionu.

Opakovany vyskyt sex-autozomdlnich translokaci béhem sav¢i evoluce naznacuje
pfitomnost mechanismu, ktery umoziiuje piesnou kontrolu meiotické synapse,
rekombinace a uml&ovani chromatinu pohlavnich chromozomi. Celed’ Bovidae je jednou
ze skupin organismu, u kterych je relativné casty vyskyt evolu¢né fixovanych sex-
autosomalnich translokaci, jeZ v§ak nemaji Zadny viditelny vliv na fertilitu svych nositeld,
jako je tomu u jinych druht (Cotton a kol., 2014; Homolka a kol., 2007; Kim a Kim,
2012). Chovani sex-autozomadlnich fuznich chromozomii béhem meidzy bylo sledovéano
u 7. strepsiceros (Y;13) (TST), T. oryx (Y;13) (TOR), T. spekii (X;13,Y;13) (TSP), T.
imberbis (X;13, Y;13) (TIM), Gazella leptoceros (X;5) (GLE) a Nanger dama ruficollis
(X;5,Y;16) (NDR), ktefi jsou nositeli odlisSnych sex-autozomalnich translokaci (Obrazek
14) (Vozdova a kol, 2016). S vyuzitim imunofluorescenéniho znaceni proteinti
SCP3/SCP1, yH2AX a FISH jsme blize zkoumali dynamiku uml¢ovéani nesparovaného sex
chromatinu a odlisné modifikace chromatinu mezi autozomdlni a gonozomalni C¢asti

pohlavnich chromozomil béhem meiodzy.
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Obrazek 14. FISH na metafdznich chromozomech (DAPI, modie) 7. strepsiceros (TST),
T. oryx (TOR), T. imberbis (TIM), T. spekii (TSP), G. Leptoceros (GLE) a N. dama
ruficollis (NDR) s celochromozomovymi sondami specifickymi pro BTAX, BTAY
(zelend) a BTAS, BTAI13 a BTA16 (Gervend). Cisla 5, 13 a 16 na obrazku indikuji
orthology BTAS, BTA13 a BTA16.

4. L

X Y13 13 X Y13 13 X13 Y13

TST TOR TIM

Pomoci protilatek SCP1/SCP3 byla nejprve analyzovdna synapse pohlavnich
chromozom v 920 pachytennich bunikach (288 u TST, 251 T. oryx, 53 TSP, 135, TIM, 50
GLEa 143 bunck u NGR) a pozorovany byly charakteristické meiotické konfigurace
pohlavnich chromozomt, jako jsou bivalenty (u TSP a TIM), trivalenty u (TST, TOR
a GLE) a kvadrivalent (NDR) (Obrazek 15).

Pfitomnost rekombinacnich mist na PAR byla zkoumana pomoci anti-MLHI
protilatky celkem u 1691 pachytennich bunék (313 bunék v pfipadé TOR, 322 u TST, 341
u TSP, 316 uTIM, 115 u GLE, 212 u NDR a 107 u BTA). U fizovanych sex-
autozomdlnich chromozoml byl pozorovan alespont jeden CO na autozomalni cCasti
chromozomu ve vSech zkoumanych spermatocytech, zatimco hodnoty rekombinaci v PAR

se pohybovaly od 18 % (TIM) do 46 % (TOR).
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Obrazek 15. Imunofluorescencni lokalizace proteinu SCP3 (Cerven€), SCP1 (zeleng),
centromera (modfe) a schematicky nakres synapse pohlavnich chromozomu u 7. oryx
(TOR; trivalent) a N. dama ruficollis (NDR; kvadrivalent) ukazujici synapsi autozomalnich

a pseudoautozomalnich oblasti. PAR oznacena *.

SCP%:en SCP3

Béhem formovani pohlavniho téliska v profazi prvniho meiotického déleni je

charakteristickd transkripcni inaktivace a akumulace heterochromatin-specifickych
proteini (Turner, 2007), jako je naptiklad HORMAD?2, ktery slouzi jako senzoricky
protein nesparovaného chromatinu (Kogo a kol., 2012; Turner, 2015). Tento protein
napomahd naboru/navadéni ATR kindz, které pak fosforyluji histony H2AX na yH2AX.
Histon YH2AX je tak indikator transkripén€ umlceného chromatinu (Fernandez-Capetillo
a kol., 2003; Handel, 2004; Mahadevaiah a kol., 2001). V naSich imunofluorescen¢nich
experimentech byla pozorovana piitomnost proteinu HORMAD2 na nesparovanych
¢astech pohlavnich chromozomi u zastupct skupiny 7Tragelaphini, stejné jako na Casti
pericentromerické oblasti volného/akrocentrického orthologu BTA13 u TOR a TST
(Obrazek 16). U Antilopini byla pozorovana piitomnost HORMAD?2 jak na PAR, tak
v misté¢ fuze chromozoml X;5. U vSech zkoumanych druhii se sex-autozomalnimi
translokacemi byla sledovéna intenzivni fluorescence protilatek proti fosforylovanému

histonu H2AX na gonozomalnich castech fuzovanych pohlavnich chromozomi, coz



odpovidd normdalnimu pribéhu meiotického umlcovani nesparovaného chromatinu. Bez
ohledu na komplexnost sex-autozomalnich flzi, signdl YH2AX byl vzdy omezen jen

na gonozomalni ¢ast fizniho chromozomu a nebyl pozorovan na ¢asti autozomalni.

Obrazek 16. Imunofluorescen¢ni lokalizace proteinu SCP1 (Cervené), HORMAD?2
(zeleng), centromera (modie) a schematicky nakres pohlavnich chromozomii u 7. oryx
(TOR) a N. dama ruficollis (NDR). PAR oznacena *.

SCP1 cen

SCP1

TOR

NDR
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4.5. Pritokova cytometrie chromozomii a komparativni
cytogenetika

Pritokova cytometrie umoziuje rychlé kvantitativni karyotypovani a vyhledavani
chromozomovych/genomovych aberaci u celé¢ fady zivo¢isSnych druht. Na rozdil
od mikrodisek¢nich metod, pritokova cytometrie dovoluje ziskat vysokd mnozstvi
individualnich chromozomu o vysoké Cistoté, které jsou vhodné k vytvaireni genomovych
knihoven nebo kvalitnich FISH sond.

Pomoci pritokové cytometrie byly v nasich laboratotich ziskany flow karyogramy
mnoha druhil savel, mezi nimi napiiklad ¢lovéka (Homo sapiens, HSA, 2n = 46), prasete
(Sus scrofa, SSC, 2n = 38), lisky (Vulpes vulpes, VVU, 2n = 38) nebo kravy (Bos taurus,
BTA, 2n =60). U flow karyogrami lidi, liSek a prasat (Obrazek 17A, B) se nam podafilo
rozeznat vétSinu individudlnich chromozomalnich populaci (> 85 %) a jejich sortovanim
jsme ziskali kvalitni FISH sondy. Naproti tomu, chromozomy ve flow karyogramu kravy
(Obrazek 17D) jsou organizovany do vétSich skupin a jen né€kolik mélo individualnich
chromozomt bylo mozno izolovat bez kontaminace jinou chromozomalni DNA.

Srovnanim dvou flow karyogrami kravy (jeden z normdlni zdravé tkané a druhy
znadorové) byly odhaleny cetné chromozomalni zmény (Obrazek 17C, D), pficemz
nekteré z nich byly blize charakterizovany pomoci FISH (DNA =z derivovanych
chromozomt byla nazna¢ena DOP-PCR a hybridizovana na metafazni chromozomy).

Néami pfipravené FISH sondy, jejichz DNA byla ziskana pomoci sortovani
chromozom, byly vyuZity v komparativnich evolu¢nich studiich, naptiklad u hroSika
liberijského (Choeropsis liberiensis, CLI). Pro posouzeni zékladnich chromozomalnich
homologii mezi hroSikem, hrochem obojZivelnym a prasetem byly preferencné pouzity
prase¢i malovaci sondy ziskané pomoci cytometrie, pouze nckolik FISH sond bylo
pfipraveno z DNA ziskané laserovou mikrodisekci. Jednalo se o chromozomy, které
nemohly byt ziskany pomoci cytometru diky své vysoké podobnosti s jinymi chromozomy
v karyotypu nebo se jednalo jen o specifické sub-chromozomalni ¢asti (sondy specifické
pro jednotlivd ramena chromozomu-SSClp, SSClq). Celkem 18 pouzitych prasecich
malovacich sond odhalilo 45 konzervovanych homolognich segmentii v genomu hrosika
liberijského. Kazda ze c¢tyt sond (SSC11, SSC12, SSCI17, SSCI18) hybridizovala

samostatné na jediny chromozom hrosika (Frohlich a kol., 2016).
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Obrazek 17. Ukazka bivariatnich flow karyogramt (A) lisky (Vulpes Vulpes, n=19)

a (B) prasete (Sus Scrofa, n=19). Popsané¢ individudlni chromozomy byly pfifazeny

a potvrzeny pomoci FISH. Porovnani dvou flow karyogramu kravy, kde (C) je karyogram

bunécné linie MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney Epithelial Cells) a (D) standartni flow

karyogram kravy (fibroblastova tkanova kultura). V karyogramu linie MDBK jsou

vyznaceny nékteré nami detekované chromozomalni aberace.
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CLI SSC BTA
Ip 16/2/16 20/7/20
1q 4/6 3
2p 771 10/21
2q 1/10/14/1 8
3p 8 6
3q 10/4/10/9/16 29/16
4p 7 10/21
4q 10/9/18 13/4
5p 4 14
5q 14 26/28
6p 13 1
6q 1 9
7p 14 17
7q 15 2
&p 3 25
8q 9/2 29/15
9p 5 5
9q 3 11
10p 7 23
10q 6/1 24
11p 15/17 27
11q 13 1
12p 8 17
12q 13 22
13p 5 5
13q 17 13
14p 2 7
14q 16 20
15 11 12
16 6 18
17 12 19
X X X

Tabulka 2. Korespondence
mezi konzervovanymi
homolognimi segmenty
hrosika (CLI), prasete (SSC)
a kravy (BTA).
Chromozomalni  segmenty
jsou fazeny od centromery

k telomere.

Naproti tomu, fluorescen¢ni signdly individualnich sond
pripravenych z prasecich chromozomu 1, 2, 4, 6, 7, 9,
10, 13 a 14 poskytovaly signdly na tfech riznych
chromozomech hrosika. Sondy specifické pro jednotliva
ramena nejvetsiho praseciho chromozomu (SSClp
a SSClq)
hybridizacni profily. Zatimco sonda SSC1p poskytovala

vykazovaly navzijem velmi odli$né
jediny fluorescen¢ni signal na p ramenu CLI6, sonda
SSC1q hybridizovala na tfi odd¢lené homologni bloky
na CLI2. Ctyii chromozomy hrosika vykazovaly
hybridizacni signaly pochazejici ze CcCtyf raznych
prasecich sond, které utvarely 4-6 konzervovanych
segmentl  na chromozomu. VSechny hybridizacni
vysledky jsou shrnuty v Tabulce 2.

Z divodu komplexnich evolucnich piestaveb
mezi genomy hroSika a prasete jsme se rozhodli pouzit
nékolik vybranych bovinnich sond pro upfesnéni
nalezenych hybridizacnich konfiguraci. VétSina téchto
sond byla pfipravena pomoci laserové mikrodisekce
(BTAlqd, BTA3, BTA7, BTA10, BTAll, BTA2I,
BTA24, BTA26, BTA27, BTA28 a BTA29), pouze
BTA8, BTA13 a BTAX byly pfipraveny z DNA
chromozom sortovanych pritokovym cytometrem. Na
rozdil od sond pfipravenych z praseCich chromozomd,
kazda z individualnich bovinnich celochromozomovych
sond hybridizovala jen na 1-2 chromozomy hroSika.
Naptiklad sonda BTA8 poskytovala jediny fluorescencni
signal na celém dlouhém rameni CLI2, zatimco na tuto
stejnou oblast hybridizovaly tii prase¢i sondy (SSCI,
SSC10 a SSC14) a utvarely Ctyii oddélené homologni
segmenty (Tabulka 2).

Pro detailnéj$i mapovani prestaveb a urceni pozic
nékterych homolognich segmenti byly pouzity BAC
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sondy derivované z BTA1, BTA20 a BTA29. Hybridizace BAC sond odhalila, Ze homolog
BTAL se rozd€luje na dva rizné chromozomalni ramena u dvou odlisnych chromozomu
hrosika. Sondy BAClgp a BACIlqd hybridizovaly na termindlni ¢ast dlouhého ramene
CLIl11, zatimco BACIqt poskytoval signal na proximalni casti kratkého ramene CLI6.
BAC sondy derivované z bovinniho chromozomu 20 (BTA20) hybridizovaly na stejném
chromozomu hrosika (CLIlp), avSak ptekvapivé, signadly byly situovany na opacnych
stranach kratkého ramene CLI1 a obklopovaly tak hybridizacni misto sondy BTA7
(kompletni seznam pouzitych BAC sond je uveden v Tabulce 1 ve Frohlich a kol., 2016
v ptilohach této prace).

Sondy specifické pro chromozom X prasete a kravy poskytovaly fluorescencni
signdly po celé délce chromozomu X u hroSika. Pro detailnéjSi mapovani X
chromozomadlnich pfestaveb jsme vyuzili pfislusné bovinni sondy, specifické pro
jednotliva ramena (BTAXp, BTAXq), a region specifickou sondu (BTAXqgp). BTAXp
hybridizovala na distalni ¢ast CLIXq, zatimco zbyvajici ¢ast chromozomu byla obarvena
BTAXq. Pro upfesnéni orientace BTAxp a BTAXq ramen na CLIX jsme vyuzili
odpovidajici BAC sondy, které byly pro evolu¢ni srovnani hybridizovany na metafazni

chromozomy zZirafy a kravy (Obrazek18)

Obriazek 18. (A) Schematicka ilustrace ukazujici segmenty chromozomu X kravy a jejich
orthologni prot&jsky u hrosika (CLI) a zirafy (GCA). Malovaci sondy specifické pro urcity
region a BAC sondy jsou oznaCeny riznymi barvami. Ukazky FISH na X chromozomu
hroSika s pouzitymi sondami (B) BTAXp (zelend) a BTAXq (Cervena), (C) BTAXqp.
Hybridizace BAC sond (D) BACXpp (zelena) a BACXpm (Cervend), (E) BACXqp
(zelend) a BACXgml (€ervena) na CLIX.

® @ |BAC132+116

I\ @ 8 BACE7

® @ |BAC311

BAC40

BTAXq

BTAX GCAX CLIX
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5. Diskuze

5.1. Rekombinace a jeji variance u Celedi Bovidae

Sexualni reprodukce je z evolu¢niho hlediska velice vyznamnym procesem, ktery
vede ke zvySeni genetické rozmanitosti, napomaha piezivani stavajicich druhti a zaroven
umoznuje jejich evoluci a vytvafeni druhli novych (Butlin, 2005). Jednim
z nejvyznamné&jSich procest, které se odehravaji béhem pohlavniho rozmnozovani
u naprosté vétSiny organismil, je meiotickd rekombinace. Tento proces zajiStuje béhem
pohlavniho rozmnozovani fyzické spojeni chromatid sesterskych chromozomt, ¢imz
napomaha jejich spravné segregaci do dcefinych gamet (Snustad a Simmons, 2008; Vacek,
2006). Dilezitost rekombinace podtrhuje skutenost, Ze narusSeni procesu rekombinace je
asociovano se zvySenym rizikem neobstrukéni azoospermie a zéastavé tvorby gamet
usamci celé fady organismi (Hassold a Hunt, 2001; Hawley a Theurkauf, 1993;
Rockmill a kol., 1995; Sun a kol., 2004a).

Distribuce a ¢etnost vyskytu rekombinacnich mist je zdvisld a ovliviiovdna mnoha
odlisnymi faktory. Jednim z téchto faktord je pocet chromozomélnich ramen (FNa/2 -
Fundamental Number), kde pocet pritomnych CO v buiice je imérny poctu chromozomu
(respektive poctu jejich ramen) v karyotypu (Dutrillaux, 1986). Z tohoto hlediska se ¢eled’
Bovidae jevi jako vyborny model pro komparativni studium vlivu poc¢tu chromozomi na
rekombinacni hodnoty. Jednotlivi zéastupci celedi Bovidae se vyznaCuji vysoce
homolognimi karyotypy a 1 pfes Casto odliSny pocet chromozomi (2n = 30 - 60) maji
velice podobny haploidni pocet autozomalnich ramen (FNa/2 = 23 — 29; FNa/2 = 29
u vétSiny druhli). Variace v poc¢tu chromozomi a podobnost v po¢tu chromozomaélnich
ramen u bovidl je zpusobena pifedev§Sim cetnymi centrickymi/tandemovymi flzemi
(Robertsonovské translokace). Za piedpokladu, ze pro spravny priibéh meiotického déleni
je potieba alespon jedna rekombinacni udélost na chromozomu/rameni chromozomu, dalo
by se ocekavat velice podobné hodnoty rekombinaci u zastupct celedi Bovidae (Kauppi
a kol., 2004; Villena a Sapienza, 2001).

Uzitim imunofluorescencni detekce meiotickych proteinit jsme byli schopni
zviditelnit hlavni proteinové soucasti meiotického synaptonemalniho komplexu

(SCP3/SCP1) a mista rekombinaénich udélosti/CO (MLHI1) v meiotickych bunkach
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testikularni tkdn€. Z obdrzenych vysledkii méfeni poctu CO vyplyva, Ze byla splnéna teze
tykajici se pocti obligatnich CO v meiotickych bunikdch. U vSech zkoumanych druhd,
s vyjimkou sitatungy, byl pozorovan vétsi pocet rekombinaci na spermatocyt nez je jejich
pocet chromozomalnich ramen (FNa/2). Tento podobny trend byl taktéZz zaznamenan
u ostatnich zivocisnych druhi, jako jsou naptiklad mysi (Anderson a kol., 1999; Froenicke
a kol., 2002), lidé (Lynn a kol., 2002; Sun a kol., 2006a, 2004b) nebo také kocky domaci
(Borodin a kol., 2007). Ackoliv byl primérny pocet rekombinaci na spermatocyt
u sitatungy nizsi nez je pocet autozomalnich ramen, alespon jeden CO na chromozom byl
vzdy ptitomen. Za ptedpokladu, Ze pocet rekombinaci je druhové specificky a CO jsou
nezbytné pro spravnou segregaci chromozomt, tak u sitatungy, stejné jako i u jinych
zivo¢iSnych druhtt s niz§im poctem celkovych CO (naptiklad primati), staci
pravdépodobné jen jedind rekombinaéni udalost na cely chromozom. Tuto skute¢nost
podporuje nalezend korelace mezi diploidnim poctem chromozomi (2n) a poétem CO,
ktera je sice slabsi nez je tomu v piipad¢ korelace mezi FNa/2 a poctem CO, ale prave
u druhit s nizkymi frekvencemi CO je zifejmé tato jedind rekombinacni udalost na
chromozom dostacujici pro spravnou segregaci homolognich chromozomt (Garcia-Cruz
a kol., 2011).

Jeden z dalSich faktort majici vyznamny vliv na pocet rekombina¢nich udalosti je
délka autozomélnich SC (Lynn a kol., 2002). Napfi¢ vSemi druhy byla zaznamenana
signifikantni (p <0,001) a silna korelace mezi fyzickou délkou autozomalnich SC (v pm)
apoctem CO na spermatocyt. Obecné pak plati, Ze jsou-li autozomalni synaptonemalni
komplexy delsi, tim vice CO se ve spermatocytu nachézi. Obdobné korelace byly jiz
publikovany u mysi (Froenicke a kol., 2002), lidi (Lynn a kol., 2002; Sun a kol., 2004b)
a u dalsich placentélnich savct (Segura a kol., 2013).

DalSim zkoumanym parametrem v naSem souboru zvifat byla hustota rekombinace.
Ta byla vypocitdvana jako pomér celkového poctu rekombinaci k celkové délce
autozomdlniho SC v jednom pfislusném spermatocytu (pocet CO na jeden mikrometr
délky SC) (viz Tabulka 1). Nejmens$i zaznamenané hodnoty rekombinacni hustoty byly
pozorovany u sitatungy, zatimco nejvyS$i byly pozorovany u ovce. Nizkd hustota
rekombinace u sitatungy je pravdépodobné zpusobena tim, ze délka jejich
synaptonemalnich komplexti je veétsi nez napi. u antilopy losi, kterd mé shodny pocet
faznich chromozomd, ale celkovy pocet CO ve spermatocytech je u sitatungy nejmensi ze
vSech zkoumanych druhii. Naopak, ovce méa velmi podobnou celkovou délku
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synaptonemalnich komplext jako sitatunga, avsak jeji primérny pocet CO na spermatocyt
je ze vSech zkoumanych druhti nejvyssi. Vypocitana rekombinaéni hustota u ovce je jedna
z nejvyssich doposud zaznamenanych hustot mezi organismy viibec (Borodin a kol., 2007;

Segura a kol., 2013)

5.2. DSB/RADSI1 a jejich konverze v CO u Bovidae

V casnych fazich profaze prvniho meiotického déleni dochazi ke specifickému
(enzymatickému) vytvareni dvoufetézcovych zlomi (DSB) v DNA, které jsou zékladnim
pfedpokladem pro vznik rekombinac¢ni nodultt (CO) v pozdéjSich fazich profaze I
S vyuzitim imunofluorescencnich metod detekce proteini RADS1 jsme studovali ¢asnou
profazi I u vybranych druhti z ¢eledi Bovidae a z obdrzenych hodnot poctu inicialnich
DSB a finalnich poctu CO byly vypocteny poméry konverze DSB/CO. ObdrZené hodnoty
konverze velice kolisaly mezi zkoumanymi druhy od 0,27 namétenych u dik dika (M.
Kirkii) az po 0,8 u ptimorozce Savlorohého (O. dammah). Primérné tyto hodnoty
naznacuji vysokou miru reparace DSB za vzniku CO u bovidl (primérny koeficient
konverze je 54 %). Obdrzené hodnoty konverze DSB/CO jsou mnohonasobné& vySsi nez
hodnoty u mySi domdci, u které konverzi do CO podléhalo jen asi 10 % ze vSech
vytvotenych DSB (Cole a kol., 2012; Koehler a kol., 2002). U ¢lovéka (u muzll) se mira
konverze DSB na CO pohybuje okolo 30 %, jelikoz priimérny pocet DSB se pohybuje
okolo 152,1 na buniku, zatimco primérny pocet CO u lidi je 49,02 (Barlow a kol., 1997;
Lynn a kol., 2002).

Pti¢iny takto vysoké wvariability v hodnotdch konverzni DSB/MLH1 mezi
jednotlivymi druhy nejsou dnes stale zcela objasnény. V souboru naSich dat byla objevena
slaba, ale statisticky vyznamnd korelace, mezi po¢tem DSB a vyslednym poctem MLH1
mist. To vede k hypotéze, ze homeostdza v poctu CO nevylucuje variabilitu v mnozstvi
utvafenych DSB, ale naopak, Ze inicidlni pocet DSB v ¢asnych fazich meidzy mize
nejspiSe vyustit v ekvivalentni pocet CO v pfislusné buiice. Zarovent bylo objeveno, Ze
druhy s niz§im poctem chromozomii (2n =20 - 38; GLE, TSP, TST, TOR, NDR, MKI)
maji primérné mensi pocet rekombinaci na spermatocyt, nez zvifata s vy$§im diploidnim

¢islem (2n =46 - 60; OAR, ONA, HNI, ODA, OGA, KLK). Stejné tomu bylo i v ptipadé
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DSB, kdy zvitata s nizkym poctem chromozomu vykazovala mensi pocet inicialnich DSB

v buiikach nez ta s vys$sim poctem chromozomtl.

5.3. Rekombinaéni a centromericka interference

V nasi studii zaméfené na vliv centrickych fazi na pocty meiotickych rekombinaci,
kterou jsme provadéli na hospodaisky vyznamnych druzich (skot, ovce, koza), jsme zjistili,
ze pozorované rekombinacni hodnoty u kozy, paovce a ovce byly signifikantné vyssi, nez
hodnoty CO u skotu a ostatnich jiz diive vySetfovanych/publikovanych druht. Tato
skutecnost naznacuje, ze takto vysoké hodnoty rekombinaci jsou typické pro Caprini
a potvrzuje tak tezi, Ze pfibuzné druhy maji velice podobné pocty CO (Dumont a Payseur,
2011; Garcia-Cruz a kol., 2011). Navic, z evolu¢niho hlediska je mladSim taxonim
pfisuzovana vys$si primérna Cetnost rekombinaci, nez taxonlim evolu¢né starSim (Segura
akol., 2013). Caprini jsou jednou z mladsich fylogenetickych skupin (Caprini se od
ostatnich bovidil oddélili pted 20 mil. lety; koza a ovce divergovaly od sebe pied 5 mil.
lety), a proto se u této skupiny da ocekéavat vyssi hodnoty rekombinaci (Robinson
a Ropiquet, 2011; Ropiquet a Hassanin, 2005).

Nameéifené hodnoty rekombinacni ¢etnosti u ovce byly vyznamné vyssi, nez tomu
bylo u byka a ptibuznych druhti z Caprini (paovce hiivnatd a koza), a to navzdory
steynému fundamentalnimu poctu chromozomalnich ramen (FNa/2 =29) a skutecnosti, Ze
v jejim genomu se vyskytuji 3 centrické fuze (orthology BTA1;3, BTA2;8, BTAS;11),
které by mély naopak byt zodpovédné za redukci rekombinaci béhem meiozy.

Praveé efekt centrickych fuzi byl blize sledovan na chromozomech ovce, kozy
abyka (na ortholozich chromozomi 1,2,3,5,8 a 11 skotu) a ukdzalo se, Ze 1 pies vyssi
hodnoty a hustoty rekombinace na fiznich chromozomech ovce jsou relativni hodnoty
rekombinace (vypocitany jako procento rekombinaci pfitomnych na pfisluSnych
chromozomech z celkového poctu rekombinaci na buniku) signifikantné nizs§i nez na
odpovidajicich chromozomech byka a kozy (26,1 vs. 27,6 a 28,23%, respektive;
p <0,001). Rekombina¢ni hodnoty na ovcCich metacentrickych chromozomech jsou
redukovany 1 ptes vétsi relativni/proporéni délku jejich SC (30,27 % z celkové délky SC
v buiice), nez je tomu u ortholognich SC byka a kozy (28,94 % a 27,88 %). Redukce poctu
rekombinaci neni u ovce zplsobena zidnou ztritou chromozomalni DNA béhem

evoluéniho vzniku centrickych fuzi, jak jiz bylo dfive popisovano u jinych bovida
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(Vozdova a kol., 2013), jelikoz zaddné signifikantni rozdily v délce téchto ortholognich
chromozomt (at' jiz méfenim mitotickych chromozomti nebo srovnanim dostupnych
sekvenci v NCBI) nebyly nalezeny. Vezmeme-li v potaz nulové zkraceni genomu a naopak
vetsi délku SC metacentrickych chromozomt, relativni redukce v poctu chromozomu
muze byt pravdépodobné zplsobena metacentrickou morfologii pfislusnych ov¢ich
chromozomi, stejn¢ jako to bylo pozorovano u lidskych a prasecich dvou-ramennych
chromozomt (Lian a kol., 2008; Mary a kol., 2014).

Je uznavanym faktem, Ze meiotickd rekombinace je umlCovana v okoli centromer,
avSak mechanismus tohoto procesu je doposud neznamy (Hassold a kol., 2000; Youds
a Boulton, 2011). Centromericky supresivni efekt mize byt napiiklad vysvétlen vyssi
mirou kondenzace a metylace pericentromerického chromatinu, jelikoz spravny
epigeneticky status chromatinu je dilezity pro tvorbu CO (Capilla a kol., 2014; Lynn a
kol., 2002). Oteviena a nemetylovana forma chromatinu je preferovana pro tvorbu DSB a
potazmo i pro vznik CO (Smagulova a kol., 2011).

Dal$imi naSimi dikazy, které podporuji centromerickou interferenci, jsou rozdily
v uspofadani/distribuci CO podél osy SC metacentrickych chromozomil ovce a ptisluSnych
orthologti byka a kozy. Nejvétsi rozdil byl zaznamenan v ptipadé vyskytu 3 MLH1 signalt
na jednom rameni pfislusSného SC a to predevSim v pozici prvniho/proximalniho (brano
od centromery k telomefe) a druhého MLH1 signalu (p < 0,001 a p = 0,003, respektive).
Tato disparita miiZze byt zptsobena procesem, jakym se sestavuji meiotické SC. Nejprve se
jednotlivé homologni chromozomy paruji svymi telomerickymi konci a synapse nasledné
progreduje smérem k centromeram (Barlow a Hultén, 1996; Brown a kol., 2005; Scherthan
a kol.,, 1996). Kustaveni prvniho rekombinaéniho mista dochazi proto
v distalnich/telomerickych oblastech bez efektu interference. Naproti tomu, proximalni
MLHI1 je zjedné strany ovliviiovan centromerickou interferenci (pfedevSim u
metacentrickych chromozomtl), kterd zapficiuje jeho posunuti distalné, coz jiz bylo
popsano u mysi s Robertsonovskymi fazemi (Bidau a kol.,, 2001; Dumas a Britton-
Davidian, 2002). Pozice druhého rekombina¢niho mista (v pfipadé 3 MLHI1 na jednom
rameni SC) je z obou stran ,,stabilizovana‘‘ sousednimi MLH1, avSak v ptipad¢ relativné
dlouhych ov¢ich SC miize byt pozice tohoto mista variabilngj§i a pod menSim tlakem

rekombinaéni interference.
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5.4. Rekombinace na pohlavnich chromozomech a sex-

autozomalni translokace

Obecné byla u vSech naSich zkoumanych druhli z celedi Bovidae na pohlavnich
chromozomech v oblasti PAR sledovana velka individudlni i mezidruhova variabilita
v poctu rekombinaci (od 8,7 % spermatocyti vykazujicich CO v PAR u piimorozce
jihoafrického az k 61,7 % u pakoné bélobradého). Celkové byly frekvence bunék
vykazujicich CO v PAR relativné nizké. U ostatnich skupin savct byly zaznamenany
hodnoty rekombinace na PAR mnohem vyssi, naptiklad u ¢lovéka byl CO v PAR obvykle
ptfitomen az u 73 % buné€k, u mundzaka v 60,6 % a u prasat az v 61 % (Mary a kol., 2014;
Sun a kol., 2006b; Yang a kol., 2011). Jedna z véci, kterd miiZe ovliviiovat a naruSovat
pocet rekombinaci na PAR je pfitomnost sex-autozomalnich translokaci. U druht, které
maji tento typ fuznich chromozomut (TIM, TSP), byly rekombinace v pseudoautozomalni
oblasti méné¢ casté (18 %, respektive 28 %). U téchto zvitat mize byt nedostatek MLH1 na
PAR kompenzovan prostfednictvim rekombinacnich udalosti na autozomalni ¢asti fuzniho
chromozomu, podobné, jak to bylo popsano u celedi Gerbillidae (Ratomponirina a kol.,
1986). Nizka frekvence rekombinaci v PAR u ostatnich druhii Bovidae (bez sex-
autouzomadlnich fizi) muaze byt vysvétlena odliSnym nacasovanim a pribéhem
rekombinace v tomto regionu. Studie na mySich ukézaly, Ze vzajemné parovani
a rekombinace X-Y v PAR probihaji az v pozdéjSich fazich profaze 1 a jsou pod jinou
genetickou kontrolou. Za pozd¢jsi utvaieni DSB v PAR je zodpovédna odlisna izoforma
proteinu Spolla (Kauppi a kol., 2012).

Celed’ Bovidae, je z hlediska studia fuzi gonozom-autozom idealnim taxonem,
jelikoz se zde nachézi celd tada druhti, ktefi maji ve svém genomu tento typ
chromozomovych ptestaveb evoluéné zafixovan. U vSech nami vySetfovanych druht, které
jsou nositeli sex-autozomalnich fazi, byly v meiotickych bunkach pozorovany
charakteristické meiotické konfigurace pohlavnich chromozom, jako jsou bivalenty (u
TSP a TIM), trivalenty u (TST, TOR a GLE) a kvadrivalent (NDR). Termindlni oblast
gonozomalni ¢asti fuzniho chromozomu méla vzdy zachovanou oblast PAR. Sex-
autozomdlni piestavby jsou u druhli, kde nejsou charakteristickou soucasti jejich
karyotypu, Casto spojovany se zavaznymi (Casto az letdlnimi) vyvojovymi vadami
a poruchami plodnosti, a to i v pfipadech balancovanych zmén (Kim a Kim, 2012; Searle

a kol., 1983). To je pfedevsim zpiisobeno poruchami v epigenetickych modifikacich, jako
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jsou napftiklad inaktivace chromozomii X u samic nebo meiotické transkripéni umlCovani
sex-chromatinu u samct. Epigeneticky umlcovaci proces v téchto vyjimecnych piipadech
muze zasahovat az do autozomalni ¢asti fuzniho komplexu a umlcovat tak dualezité geny
(Barasc a kol., 2012; Cotton a kol., 2014; Homolka a kol., 2007; Kalz-Fiiller a kol., 1999;
Sharp a kol., 2002).

Je zndmo, ze zisk autozomdlnich genti pohlavnimi chromozomy za soucasné¢ho
vytvofeni ,,neo-pohlavnich® chromozomii se uddlo n¢kolikrat béhem evoluce Zzivocicht
(Bachtrog, 2006; Graves, 2006). Tato repozice genetického materidlu vyzaduje novou
transkripéni regulaci genti lokalizovanych na gonozomaélnich a autozomalnich cCastech
nové vytvofenych ,neo-X“ a ,neo-Y“. Béhem meidzy podléhaji nesparované
chromozomalni tseky meiotickému umlcovani chromatinu, jinak jsou tyto nesparované
oblasti/chromozomy rozpoznany meiotickym kontrolnim mechanismem a dochazi
k apoptoze bunky (Turner a kol., 2005). MSCI je v tomto ptipad¢ soucasti MSUC, které je
aktivovano asynapsi chromatinu, a vede k fosforylaci histonu H2AX na yH2AX
(prostfednictvim ATR kindzy) u nesparovaného chromatinu. Navadéni samotnych ATR
kinaz zprostfedkovavaji proteiny BRCA1 a HORMAD?2 (Kogo a kol., 2012; Turner, 2007;
Wojtasz a kol., 2012). Takto umlceny nesparovany chromatin neni rozpoznavan
kontrolnimi mechanizmy meiotického bunécného cyklu a je umoznéna dalsi progrese do
pozd¢jsich fazi cyklu.

U vSech analyzovanych druhti se sex-autozomalnimi translokacemi byla pozorovana
vyraznd imunofluorescence histonti YH2AX pouze na gonozomalni ¢asti fuzovanych
chromozomu, coz nasvéd¢uje normalnimu pribéhu umlcovani u pohlavnich chromozomii.
Zaroven byla sledovdna intenzivni imunofluorescence HORMAD2 proteinu u
nesparovanych regiontll ,,neo-X* a ,,neo-Y* chromozomd, stejné jako to bylo popsano jiz
diive u mysi (Kogo a kol., 2012; Wojtasz a kol., 2012). Pfitomnost YH2AX a HORMAD?2
proteinil jen na nesparovanych usecich gonozomalni ¢asti fiznich chromozomt svédci
o regulacnich/izola¢nich mechanismech, které omezuji MSCI jen na ptislusné nesparované
useky genomu a nedochazi tak k progresi umlcovani na autozomalni ¢ast chromozomu.
Predpoklada se, Ze bloky heterochromatinu, jeZ jsou vmezefeny mezi autozomalni
a gonozomalni €ast flznich chromozomii, mohou slouzit jako bariéry bréanici progresi
MSCI na genové bohaté autozomdlni ¢asti chromozomii (Dobigny a kol., 2004;
Ratomponirina a kol., 1986). Tuto teorii podporuje skute¢nost, Ze vSichni ndmi zkoumani
zastupci Bovidae se sex-autozomalnimi fuzemi maji své pohlavni chromozomy vzniklé
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spojenim centromerické ¢asti autozomu s jednim z koncti pohlavniho chromozomu. Tyto
dv¢ ¢asti nové vzniklého fuzniho chromozomu jsou navic od sebe oddéleny rizné velkymi
bloky heterochromatinu (Cernohorska a kol., 2012; J Rubes a kol., 2008b). Pfitomnost
nesparovanych nehomolognich gonozomalnich oblasti a heterochromatinovych bloki ve
fuznich mistech hraje s nejvétsi pravdépodobnosti dilezitou roli v transkripcni regulaci

béhem sam¢i meidzy.

5.5. Priitokova cytometrie a FISH v komparativni
cytogenetice

Pritokova cytometrie je metodou, kterd umoziuje rychlé a kvantitativni
karyotypovani a vyhleddvani chromozomovych/genomovych aberaci. Zaroven vyuzitim
sortovani chromozomi pomoci cytometru jsme schopni ziskat velkda mnozstvi
individudlnich chromozomti o vysoké cCistoté, které jsou vhodné k vytvareni genomovych
knihoven nebo kvalitnich FISH sond.

Pomoci pritokové cytometrie byly v naSich laboratofich vytvoteny FISH sondy,
které¢ byly nasledné vyuzity v komparativnich evoluc¢nich studiich u hrosika liberijského
(Choeropsis liberiensis, CLI). Celed” Hippopotamidae zahmuje dva rody, Hippopotamus
a Choeropsis. Karyotyp hroSika liberijského byl studovan poprvé s vyuzitim techniky
malovani chromozoml (Chromosome Painting). Porovnanim naSich hybridiza¢nich dat
(pouzitim praseCich a bovinnich malovacich sond) sjiz publikovanymi daty hrocha
obojzivelného ukazalo na velice blizkou evolucni ptibuznost téchto dvou rodi mezi sebou,
jelikoZ oba druhy sdileji stejny karyotyp.

VétSina nami pouzivanych FISH sond poskytovala dobré fluorescencni signély
aumozinovaly detekovat 1 velmi malé homologni tseky. Mezi karyotypem prasete a
hroSika byly odhaleny rozsahlé genomové ptestavby, které vSak byly o¢ekavany, jelikoz se
tyto dveé skupiny zivoCichti od sebe evolu¢né oddélily ptiblizné pfed 80-60 mil. lety
(Hassanin a kol., 2012; Kulemzina a kol., 2009). VSechny malovaci sondy z autozomt
prasete (n=18) hybridizovaly celkem k 45 konzervovanym homolognim segmentim na
chromozomech hroSika, zatimco vSechny autozomdlni chromozomy kravy (n=29) maji
homologii k celkem 39 riznym chromozomalnim segmentim. Zaroven, vétSina z

individuélnich chromozomu kravy mé homologii jen k jednomu konkrétnimu chromozomu
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hrosika. Tyto poznatky pak svéd¢i o blizké (respektive bliz§i) evolucni ptibuznosti
a vysoké chromozomalni syntenii mezi ¢eledi Bovidae a Hippopotamidae.

Faze ortholognich chromozomi BTA26/BTA28 (CAKI13 - Cetartiodactyl
Ancestral Karyotype Chromosome 13) je jedinou karyotypovou synapomorfii, kterou hrosi
sdileji s ostatnimi druhy ze skupiny Cetartiodactyla (vyjimkou je ¢eled’ Bovidae). DalSim
chromozomalnim rysem, ktery je spoleény pro celedi Hippopotamidae, Cetacea,
Camelidae a Suidae je ptitomnost disociovanych ortholgi BTA13 a BTA17. Nalezeny
byly taktéz chromozomové zmény, jez jsou specifické pouze pro skupinu Hippopotamidae.
Jednalo se o pripad hybridizace sond z malych chromozomt kravy (BTA20, BTA21
a BTA29) k chromozomtim hros$ika, pfi kterych kazda z pouzitych sond hybridizovala ke
dvéma riznym chromozomim. Tato skutecnost je velice ojedinéld, jelikoz kazdy z téchto
malych chromozomi utvafi jen jediny homologni blok u vSech zastupcl Cetruminantia
(dokonce i u velryb/Cetacea, sesterské skupiny Hippopotamidae) (Dementyeva a kol.,
2010; Kulemzina a kol., 2009, 2011, 2014, 2016).

Pouziti FISH sond derivovanych z chromozomi skotu ndm umoZnilo odhalit nové
informace o karyotypu hroSika a wurcit specifické chromozomalni homologie, které
nemohly byt vydedukovany z dfive publikovanych hybridiza¢nich dat. Jednalo se
napiiklad o pfestavby orthologii BTA15/BTA29 nebo BTA7/BTA20 v genomu hrosika.
Piekvapivé, tyto pfestavby specifické jen pro hrochy, byly mnohem komplexnégjsiho razu,
neZ se predpokladalo, protoZe u velryb jsou tyto homologni bloky konzervovany ve formé
CAKD9 respektive CAK3. Z jiz dfive publikovanych praci je zfejmé, Ze tyto chromozomy
obsahuji evolu¢né konzervované ,,hot-spots‘ oblasti, které jsou zodpovédné za dramatické
a velice komplikované chromozomové piestavby béhem evoluce (Kulemzina a kol., 2011).

U skupiny Cetartiodactyla byla komparativni FISH s celochromozomovymi
malovacimi sondami chromozomu X publikovana jiz fadou autorti (Huang a kol., 2006;
Kulemzina a kol., 2009; Lee a kol., 1998), avSak na rozdil od autozomii, pohlavni
chromozomy se odliSuji mnohem komplexngjSimi chromozomovymi piestavbami
zahrnujici inverze, centromerické posuny a variaci ve velikosti heterochromatinu
(Robinson a kol., 1998). Publikace, které popisuji detailni strukturu a piestavby
chromozomu X jsou vzacné a pfevazna vétsina z nich je zaméfena jen na domestikované
druhy (Cernohorska a kol., 2013; Gallagher a kol., 1999; Perucatti a kol., 2012). V nasi
studii, hybridiza¢ni profily zaloZené na uZiti sond BTAXp a BTAXq (sondy specifické pro
jednotliva ramena BTAX) na CLIX nenaznaCovaly na pfitomnost jakékoliv
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chromozomové piestavby kromé repozice (posunu) centromery. Nicméné, hybridizace
region specifickych a BAC sond z kravy, uzitych pro urceni orientace p-ramene a g-
ramene chromozomu X, odhalila, ze CLIX se lisi od BTAX nejenom repozici své
centromery, ale taktéz inverzemi postihujici ¢ast homologni oblasti BTAXp a BTAXq
(Obrazek 18). Porovnani ndmi ziskanych hybridizacnich dat chromozomu X s jiz
existujicimi daty u celedi Giraffidae, Cervidae, Bovidae a Antilocapridae poukéazalo na
vysokou podobnost CLIX s X chromozomem zirafy, pfiCemz oba chromozomy se od sebe

lisi jen pozici centromery za soucasné konzervace vSech ostatnich piestaveb.
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6.Zaveér

Rad Cetartiodactyla, do kterého fadime 10 &eledi suchozemskych a 12 &eledi
akvatickych savctl, je v souCasnosti jednou z nejvétSich skupin Zzijicich saveli na zemi.
Z cytogenetického hlediska se jednd o velice heterogenni skupinu organismi
a taxonomické rozdéleni fadu sudokopytnikii do jednotlivych Celedi a podceledi je obtizné
a je stale tématem mnoha diskuzi, stejné jako otdzka tykajici se jejich monofyletického
puvodu. K upfesnéni evolucnich vztahi mezi jednotlivymi druhy savcl pfispiva
v soucasné dob¢ velkou mérou komparativni genomika zalozena na analyze chromosomu
pomoci ZOO-FISH.

Jednim zcili této studie bylo praktické zvladnuti techniky izolace specifické
chromozomalni DNA pomoci pritokové cytometrie za Ucelem tvorby chromozomdalné
specifickych FISH sond, které by byly nasledné pouZzity pro komparativni cytogenetické
studie u vybranych druhti sudokopytnikii. Pomoci pritokové cytometrie byla ziskana
chromozomalni DNA téméf ze vSech prasecich a n€kterych bovinnich chromozomd. Takto
ziskané hybridizacni sondy byly aplikovany na metafazni chromozomy hrosika
liberijského pro zjisténi chromozomovych homologii. Na zékladé¢ vysledkid byly
porovnany karyotypy hroSika a hrocha obojzivelného, ktery je blizce pfibuznym druhem.
Bylo zjisténo, ze oba zastupci Celedi Hippopotamidae maji téméf shodny karyotyp a Ze
struktura jejich chromozomu X je velice podobnd chromozomu X Zirafy.

DalSim cilem této disertacni prace bylo porovnat frekvence a distribuce rekombinaci
za vyuziti imunofluorescencniho znaceni meiotickych proteini a FISH u vybranych druht
z Celedi Bovidae. Pozorovana byla pozitivni korelace mezi délkou synaptonemalnich
komplextl a podtem rekombinaci, které se na nich nachazely. Cim delsi byly SC ve
spermatocytu, tim vice rekombinanich mist se na nich nachdzelo. Distribuce
rekombinacnich mist byla ovlivnéna morfologii samotnych chromozomu, piic¢emz
akrocentrické chromozomy mély rekombinace lokalizované prokazatelné vice do
proximalni (centromerické) cCasti chromozomu neZz sub/metacentrické chromozomy.
U vSech zkoumanych druhti byla pozorovdna velmi vysoka mezidruhova a individuélni
variabilita v celkové délce SC a v poctu CO na buiiku.

Meioticka interference byla zkoumdna na vybranych druzich z ¢eledi turovitych
s ruznou konfiguraci karyotypu (metacentrické vs. akrocentrické chromozomy). Odhalena

byla pozitivni korelace mezi rekombinacni interferenci s po¢tem CO, které se na daném
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chromozomu nachézely. Cim vice bylo pfitomnych rekombinaénich nodulti na rameni
synaptonemalniho komplexu, tim vice byl mezi nimi znatelny vliv interference. Bylo
zjisténo, ze na fuznich sub/metacentrickych chromozomech dochazi k redukci
rekombinace v porovnani s jejich akrocentrickymi homology u piibuznych druhii a ze
centromera nepiedstavuje barieru pro plsobeni interference u metacentrickych

chromozomnu.
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8. Prilohy

Ptilohy jsou samostatnou soucasti prace.
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9.SEZNAM ZKRATEK

aCGH
AE
BAC
BTA
CE
CGH
CLI

CO
DMCI1
DNA
DOP-PCR
DSB
dsDNA
EtBr
FACS
FISH
FNa
FNa/2
HAM
HJ
HNPCC
HSA
LE
m-FISH
MLH1,2,3
NCO
PAR
RADS1
Rb

SC
SCP1, 2,3
Spoll
SSC
ssDNA
TE

MSI

array CGH

axialni element synaptonemalniho komplexu
um¢ly bakterialni chromozom

Bos taurus

centralni element synaptonemalniho komplexu
komparativni genomova hybridizace

Choreopsis liberiensis

crossing-over (rekombinace)

rekombindza vazici se na ssDNA
deoxyribonukleova kyselina

PCR s degenerovanymi oligonukleotidovymi primery
double-strand break, dvoutetézcovy zlom
dvouretézcova deoxyribonukleova kyselina
ethidium bromid

fluorescence-activated cell sorting

fluorescen¢ni in situ hybridizace

diploidni pocet autozomalnich ramen

haploidni pocet autozomalnich ramen (fundamental number)
Hippopotamus amphibius

Hollidaytv spoj (Holliday junction)

hereditarni nepolyp6zni kolorektalni karcinom
Hommo sapiens

lateralni element synaptonemalniho komplexu
mnohobarevna FISH

sav¢i homology bakteridlniho MutL proteinu
NoONcrossover

pseudoautozomalni oblast pohlavnich chromzomi
rekombindza vazici se na ssDNA

Robertsonsnka translokace

synaptonemalni komplex

proteiny synaptonemalniho komplexu

protein s DNA-$tépici aktivitou

Sus scrofa

jednoftetézcova deoxyribonukleova kyselina
transverzalni element synaptonemalniho komplexu

Microsatelite Instability
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SKY
1-FISH
Z00-FISH
LCM

HO

CA3

PBS
MSUC
MSCI

spektralni karyotypovani
interfazni FISH

metoda vyuzivajici mezidruhové cross-hybridizace ,,comparative painting”

laserova zachytova mikrodisekce

Hoechst 33258

Chromomycin A3

Phosphate Buffered Saline

Meiotické umlCovani nesparované¢ho chromatinu

Meiotické umlCovani pohlavnich chromozomu
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