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1. Abstrakt

Kongenni kmeny jsou specidlni typy inbrednich kment, ve kterych je s ndleZitou
selekci zpétné kiiZzen darcovsky kmen s kmenem recipientnim. Na tento kmen se tak prenese
¢ast genomu, kterd odpovida selektovanému znaku darcovského kmene. Kongenni kmeny jsou
proto hojné vyuZivanym genetickym néstrojem pro zdmeéry rozlicnych typi lidského badani.
Pro mys, jakoZto modelovy organismus, byl ve Ctyficatych letech minulého stoleti vyvinut
deseti-genera¢ni protokol na pfipravu kongenniho kmene. Klasicky protokol je od té doby stile
pouzivan, ale pozméiovan a vylepSovan pro rizné potfeby experimentdlniho pouziti.
V nékterych ptipadech je vhodnéj$i pouZzit odvozené typy mysSich kment, jako napiiklad
konsomické (chromosomdlné substituéni) kmeny. Uloha kongenti v genetickém vyzkumu je ale
stdle nezpochybnitelnd a jejich vyuZiti pomohlo k mnoha soucasnym vysledkim, vedoucim

k objasnéni procesii nékterych chorob a tim i k usnadnéni jejich budouci 1€¢by.

2. Abstract (english)

Congenic strains are special inbred strains in which part of the genome of one mouse
strain is transferred to another, by backcrossing the donor mouse strain to the receiver strain
with appropriate selection. Congenic strains are widely used as a genetic tool for various
purposes of research. In the 40s of the last century the first method to produce a mouse
congenic strain was invented. From then this classical ten-generation breeding protokol is still
in use, although changed and adapted for different experimental needs. In some situation it may
be more convenient to utilize a chromosomal substitution strain. However the role for
congenics is still significant in genetic research. Their use has helped to explain mechanisms of

some diseases and thus to facilitate their treatment.



3. Uvod

Cilem kazdého vyzkumu je, aby jeho poznatky vedly v disledku k poznani svéta kolem
nds, nebo piimo k prospéchu ¢lovéka. Mys se pro tuto ulohu hodi dokonale, s Clovékem sdili
pfiblizn¢ 99% svych gent. (Waterston et al., 2002). Jak mys, tak ¢loveék trpi na stejné choroby
at’ uz dédicné polygenné nebo podle mendelovych zdkond (napt. diabetes, atherosklerdza,
srde¢ni choroby, anemie, hypertenze, obezita, osteopordza, poruchy krvacivosti, astma a rizné
neurologické potize). Tyto nemoci samoziejmé postihuji i jiné savce, ale kratkd genera¢ni doba
(minimélné pét tydnii od narozeni do reprodukéniho véku) a diky malym télesnym rozmérim
relativné nizké ndklady na chov d¢€laji z mysi presto perfektni modelovy organismus. Ziejmé
vyzkumu (Luanne et all., 2007). Navic mys je jediny obratlovec, u kterého jsou dostupné tzv.
,,knock-out*“ modely, pfi nichZ dochdzi bud’ k dplnému vyfazeni genu z funkce ("knock-out")

nebo k utlumeni jeho exprese.

Laboratorni mys se dnes pouZivd v nejriznéjSich odvétvich lidského badani. Snad
nejvetsi piinos mé v experimentech farmakologickych, toxikologickych, chemoterapeutickych
a genetickych. Poprvé byla mys vyuZita k védeckym tcelim v roce 1664 v Anglii. Sledovali se

na ni G¢inky zvySeného tlaku vzduchu (Knotek, 1999).

Mys je pomérné plaché laboratorni zvite, které vazi v dospélosti 40 az 50 gramt a méfi
asi 15 az 20 centimetri. DoZivéd se v pruméru dvou let, pfi¢emZ do pohlavni zralosti dospé&je
béhem dvou az péti mesict. Po 20 dnech bfezosti vrhne samice nejcastéji 6 az 12 mladat.

Béhem jednoho roku mize vrhnout az dvanactkrat (Knotek, 1999).



4. Kiizeni a standardni mysi kmeny

4.1. Typy k¥izeni

Pro zvitata, kterd maji mezi sebou dany geneticky vztah, existuje nékolik zakladnich
typt kiiZeni.

Prvni typ kiiZeni, ktery byva i obvykle na zacatku experimentu, je tzv. outcross. Nazyva
se tak kfizeni mezi dvéma nepiibuznymi kmeny zvitat. Potomci takového kiizeni se nazyvaji
prvni filidlni generace, nebo také F; generace. Z faktu, Ze ¢lenové inbredniho kmene jsou
v celém svém genotypu homozygoti, vyplyva dileZity poznatek. Jestlize se pfi outcrossu jedna
prave o jedince dvou inbrednich kment a kiiZeni je provddéno stejnym smeérem (t.j., samice z
jednoho a samec z druhého kmene), pak jejich potomci budou navzdjem identiCti a
heterozygoti ve vSech znacich rozdilnych mezi rodiCovskymi kmeny. F; generace z opacnych
kiizeni se mohou liSit pohlavnimi chromosomy a mitochondridlni DNA. OvSem nebudou-li oba

jednici pochdzet z inbredniho kmene, pak samoziejmé F; potomci identicti byt nemohou.

vV vV

Dalsi typ ktizeni se nazyva zpétné ktizeni (backcross). V tomto kiizeni se F; generace
zkiizi s jednim z kment, z né¢hoZ pochdzeli jejich rodice. Podle prvniho Mendelova zdkona o
segregaci alel potom muzeme urcit, Ze potomci generace zpétného kiizeni budou zhruba v 50%

znak, rozdilnych mezi rodicovskymi kmeny, heterozygoti a v 50% znakl homozygoti.

Pro kiiZzeni mezi sourozenci se pouZivd termin ptibuzenské kiiZeni (intercross). A
pokud se jednd o potomky prvni filidlni generace, jejichz oba rodi¢e byli ¢lenové inbredniho
kmene, pak vyvodime obdobny zavér o distribuci alel jejich potomkii. Opét bude piiblizne€ 50%

heterozygoti. Potomci zvitat intercrossu F; se nazyvaji druha filidlni generace (F, generace).

Incross je termin oznacCujici kiiZeni mezi jedinci t€hoZ inbredniho kmene. Je zfejmé, Ze
jejich potomci budou homozygoti ve vSech znacich jako jejich rodice. Tento typ kiiZeni se
pouzivd pravé pro udrZeni inbrednich kmeni. Zachovava se tak homozygozita a genetickd

definovanost zvitat v celém genomu.



4.2. Typy mysSich kmenu
4.2.1. Inbredni kmen

Zminény inbredni kmen je vlastné nejvyznaméjsi typ mysSiho kmene. Pravé svou

presnou genetickou definovanosti je to zdkladni kdmen a néstroj genetiky.

Bude-li se pokracovat v kiiZzeni potomkl F; generace, pak se dal$i generace bude
nazyvat F,, nésledujici Fs a tak dale, dokud budou kiiZeni stdle jen potomci stejné generace.
Postupné¢ tak nartistd procento homozygozity a cely tento proces se oznacuje jako inbreeding,
neboli piibuzenecké kiizeni. Jak se podil homozygozyty genomu jednotlivych po sobé
nasledujicich generaci zvySuje, pfibliZuje se chovatel k vytvofeni nového inbredniho kmene.
Dvacita filialni generace se jiz nékdy povaZzuje za inbredni kmen, ovSem podil homozygozyty
genomu Fp, generace jeSté¢ neni absolutni. Bylo dolozeno piesné procento (Green, 1981

citovano v Silver, 1995).
4.2.2. Kongenni kmen

Kongenni kmen je takovy kmen, ktery ma diky cilenému kiiZzeni témét stejnou
genetickou vybavu s rodicovskym inbrednim kmenem. Jediny rozdil je v tzv. diferencidlnim
chromosomdlnim segmentu. Tento segment na chromosomu muze byt naptiklad lokus, ktery
obsahuje néjaky fenotypovy znak. Kongenni myS se pak bude vyznacovat timto znakem na
fenotypovém pozadi zvoleného inbredniho kmene. Tento kmen se nazyva recipientni a kmen,
ze kterého pochdzi prendseny segment, je darcovsky neboli donorovy. Pro piipravu kongenniho

kmene je v klasickém protokolu tifeba asi deseti generaci zpétnych kiizeni. Podrobny popis

piipravy kongenniho kmene je probran v nasledujici (5.) kapitole.
4.2.3. Chromosomalné substitu¢ni kmen

Chromosomaéln¢ substitu¢ni neboli konsomicky kmen je specidlni varianta kongennich
kmeni. Zpétnym kiizenim se vSak vtomto piipad¢ prenasi specificky jeden kompletni
chromosom na pozadi jiného inbredniho kmene. Pro pifipravu chromosomadlné substitu¢niho

kmene je opét potieba piiblizn¢ 10 generaci zpétnych kiiZeni.
4.2.4. Rekombinantni inbredni kmen

Pfi produkci rekombinantnich inbrednich kmenii se vychdzi z kiiZzeni dvou odlisnych
inbrednich kmenti. Timto kiizenim ziskdme prvni filidlni generaci - F1, jejiz jednici jsou z

definice identiCti, heterozygotni v celém rozsahu genomu. KiiZenim jedincii F1 se ziskd druha

filidlni generace, ve které dojde k segregaci alel obou parentdlnich kment, i naptiklad vcetné



vloh pro zkoumané znaky. Poté se ndhodné vyberou dvojice samec-samice z F2 populace, a tito
se stanou zdkladem pro jednotlivé budouci rekombinantni inbredni kmeny. Dale se pokracuje
klasickym inbreedingem, tedy opakovanym kiiZenim bratr x sestra po vice nez 20 generaci.
Takto ustavené kmeny jsou inbredni a kazdy kmen ve svém genomu nese specifickou

kombinaci alel rodicovskych kmenti.
4.2.5. Rekombinantni kongenni kmen

Ptiprava rekombinantniho kongenniho kmene se zahajuje obdobné jako pfiprava kmene
kongenniho. Prvni krok pfedstavuje opét kiiZeni dvou odliSnych inbrednich kmenti. Znovu se
pfistupuje ke zpé&tnému kiiZeni, tentokrit se ovSem s jednim vybranym rodi¢ovskym kmenem
provadi jen dvakrat. Déle nésleduje 14 generaci incrossu, tedy kiiZeni mezi bratrem a sestrou.
Timto bude inbreeding kompletni a novy kmen je hotov. Tento novy kmen bude obsahovat
useky darcovského kmene tvofici piiblizn¢€ jednu osminu genomu. Zbylych sedm osmin bude
patfit recipientnimu kmeni a bude tak ptredstavovat genetické pozadi pro prendSené segmenty

(Demant a Hart, 1986).

Stoji za zminku, Ze napiiklad pfi mapovani néjakého genu ¢i souboru gent se Casto
tvofi celé skupiny rekombinantnich inbrednich kment pro jeden typ tvodniho kiizeni. Kazdy
novy kmen z celé skupiny bude obsahovat jiné fragmenty dircovské genetické informace a

proto je mozné timto zpiisobem obsdhnout vétSinu genotypu darce.

vV

Pfi dvodnich zpétnych kiiZenich je moZna i selekce, naptiklad genotypizovanim, na

urcity segment darcovského podilu.

4.2.6. Ostatni typy kment

Vev s

Existuje vice typli mySich kmentli a mezi ty vyznamnéjsi jesté patii napiiklad takzvané
outbredni linie, tedy kmeny, u nichZ neni plemenitba cilena pouze na piibuzenské kiizeni.
Zvitata se pafi ndhodné, jejich genom je pfevdzné heterozygotni a tudiZ nejsou geneticky
definovand. Jsou ovSem vyrazné levnéjsi, odoln€j$i a maji vétsi vrhy, s niz§im procentem

novorozenecké umrtnosti.

Velice podobné mutantni a koisogeni kmeny jsou odvozeny od kmenti inbrednich,
cilenym zafixovanim néjaké mutace. V pifipad¢ koisogennich linii nastala mutace spontanné,

kdezto mutantni kmeny jsou mutagenizovany zamérnge.

Je-1i do mySiho genomu transgennimi technikami zaveden novy gen, jednd se o kmen

transgenni. Vneseny gen nemusi nutné pochazet ze stejného druhu. Neni-li transgen vnasen do



inbredniho kmene, z transgennich zvifat se Casto pfipravuji kongenni kmeny, aby se

minimalizoval vliv pozadi genomu na fenotyp transgenu.

5. Priprava mysiho kongenniho kmene

Pro odstartovani piipravy kongenniho kmene je jako prvni kiizeni uskute¢iiovan

outcross mezi dvéma inbrednimi kmeny nebo inbrednim kmenem a outbredni linif ¢i divokou

mySi (obrazek 1). Pro tucely vytvareni kongennich zvifat byvd obvykle recipientni kmen

inbredni. VSechna naésledujici kiiZzeni jsou zpétnd (backcross) a uskuteciiuji se pravé

s pivodnim recipientnim inbrednim kmenem. Pro tato kiiZeni se vzdy vybird zvite, které
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obdrzelo pfendSenou alelu, jez je pravé
soucasti onoho diferencidlniho
chromosomdlniho lokusu. Pfi selekci se
z ¢asovych 1 ekonomickych  davodua
zpravidla upfednostiiuje samec, protoZze
muze oplodnit hned nékolik samic
recipientntho  kmene. Po  dokonceni
predepsanych zpétnych kiizeni se nakonec
mezi sebou zkiiZi piislusnici posledni
generace zpétného kiiZeni. Pii tomto kiiZeni
jsou vybrani dva homozygotni jedinci a
naslednym incrossem (tj. kfiZenim mezi
bratry a sestrami) se vytvoii staly inbredni

kongenni kmen (Silver (1995).

< Obrdzek 1: Na obrdzku je popsdna situace, kdy se
z kmene A (ddrce) prendsi alela a na genetické pozadi
kmene B (recipient). Jednotlivé generace jsou
znaceny Ny aZ N,, coZ je oznaceni pro generace
zpétného kiiZeni.U kaZdé generace je jesté vyznaceno
postupné se zmensujici teoretické procento

ddrcovského genomu. (Wakeland et al., 1997).



5.1. Matematicky vypocet

Z teoretickych vypocti je patrné, kolik zpétnych kiiZeni je tfeba provézt pro vytvoieni

kvalitniho kongenniho kmene. Podil useku, které jsou pii zvySujicim se poctu zpétnych kiizeni

stéle jesté heterozygotni, se spocitd podle vzorce:
12N,

kde N je pocet zpétnych kiiZeni. Analogicky se potom vyvozuje zbyld, tedy

homozygotni Cast:
1-(1/2)N,

Znamend to napiiklad, Ze jiz po ctvrtém zpétném kiizeni bude nova kongenni linie
pfiblizné z 94% identickd s rodi¢ovskym inbrednim kmenem. Po desatém kiiZeni se tento podil
zvysi pfiblizné na 99,8% a to uz je hranice, pifi niZ se miZe nové vznikly kmen povaZovat za
kongenni. Zmény podilii heterozygotnich a homozygotnich oblasti pti piipravé kongenniho

kmene je zndzornén na grafu 1.
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A Graf 1: Krivky, zndzoriujici procentudlni podil (osa y) heterozygotnich a homozygotnich oblasti. Osa

X uddvd pocet zpétnych kiiZen (Silver, 1995).



6. Historie

6.1. Vyvoj inbrednich kmenu

Na pocatku 20. stoleti bylo hodn€ pozornosti soustfedéno na vyzkum dédicnosti
nekterych mySich nadorovych onemocnéni. Vznikla zde silnd potfeba geneticky uniformnich
kmenii a moZnosti provadét reprodukovatelné kiizeni. KdyZ byl v roce 1909 C. C. Littlem
pfipraven prvni mysi inbredni kmen, byly tak poloZzeny samé zdklady vyzkumu mysi genetiky

(Pangen 2003).

Od roku 1909 az do roku 1980 bylo vytvofeno a popsano pres 300 novych inbrednich
kmeni (Staats 1980). U Zadného jiného eukaryontniho organismu neni zatim k dispozici tolik

typt geneticky jednotnych kmeni, z nichZ se na pocatku experimentu muize vychazet.

6.2. Prvni kongenni kmen

Pojmovy zéklad pro vytvoreni kongenniho kmene podal ve ctyficatych letech George
Snell (Snell 1944, citovano v Silver 1995). Pracoval na tzv. histokompatibilnich lokusech —
nebo také H lokusech (Klein 2001). Pfi transplantaci tkané jsou tyto lokusy zodpovédné za to,
Ze imunitni systém organismu rozeznd télu cizi tkan a tu se snazi odhojit. Snell se pokousel
popsat do té doby nezndmy pocet a typ jednotlivych genl, patficich do skupiny
histokompatibilnich lokust. Diky poznatkim té doby se soudilo, Ze k odliSeni vSech
jednotlivych nepiibuznych jednict je tfeba velké mnozstvi téchto lokusi. Piedpoklddalo se
totiz, Ze jednotlivé lokusy se vyznacuji zhruba stejnym polymorfnim charakterem a Ze jsou
vétsSinou jen dvou- az tifalelické (Silver 1995). Pro experimentatory tedy vyvstaval problém,

jakym zpusobem izolovat jednotlivé lokusy od vSech ostatnich, aby je bylo moZno

identifikovat a charakterizovat.

Pro vyfeSeni tohoto tukolu bylo pouZito pravé mnoho-genera¢niho protokolu,
zaloZeného na opakovaném zpétném kiiZeni. Pro dalsi Slechténi byli vybirani vzdy jedinci
tkanové nekompatibilni s recipientnim inbrednim kmenem. Dosahlo se tak fady kongennich
kmeni, u kterych se vyttidily jednotlivé H lokusy ddrcovského kmene na genetickém pozadi

recipientniho kmene.

Nakonec se ukazalo, ze se ve vétSiné kment izoloval tentyz lokus, pojmenovany H-2
lokus. Dnes se tento urcujici prvek histokompatibility, obsahujici mnoZinu velice uzce
spjatych genl, nazyvd H2 komplex. Navzdory pfedpokladim se v rdmci tohoto komplexu

nachézi skupina tzv. genu L. tfidy a tyto geny vykazuji viibec nejvyssi miru polymorfismu se

-10-



stovkami alel v jednotlivych lokusech. Pro oznaCeni tohoto komplexu se u mysi a vSech
ostatnich savcli uziva obecny termin MHC - major histocompatibility complex. Z historickych

divodi se u lidi také nekdy pouziva termin HLA — human leukocyte antigen.

7. VylepSeni technologie Slechténi pomoci marker-asistované strategie a priprava

tzv. ,rychlych kongeni’

Klasicky protokol piipravy mySich kongennich kment je ¢asové velmi niro¢ny. Pro
dosazeni pfiblizné€ 99,9 % podilu genetické informace recipientniho kmene v dseku asi 20 cM
je zapottebi minimélné 10 generaci zpétného kiiZeni. Tento proces trva obvykle 2,5 — 3 roky.
Existuji proto postupy, které zkracuji dobu potiebnou pro vyslechténi kongenniho kmene asi o

18 - 24 mésica (Markel et al., 1997).

Tyto chovatelské postupy jsou zaloZeny na pouZiti tzv. marker-asistované selekci zvitat
vhodnych pro dalsi kiizeni. Pti této metodé se vyuZziva tzv. mikrosatelitii - polymorfnich
genetickych markert rozesetych po mysim genomu. Diky zmapovanym mys$im mikrosatelitim,
je mozné stopovat zdédéné geny nebo celé tseky genetické informace (Love et al., 1990)
Polymorfismus v délce mikrosatelitii se snadno rozliSuje pomoci polymerdzové fetézové
reakce (PCR — Polymerase chain reaction) a gelové elektroforézy. Jesté rychlejsi, ale finan¢né
naro¢négjsi, by bylo paralelni genotypovini zmapovanymi jednonukleotidovymi polymorfismy
na DNA cipu (Petkov et al., 2004). Pfi pouziti marker-asistované strategie Slechténi neni
chovatel pii vybéru chovného zvitete odkdzadn jen na fenotypové projevy daného znaku.
Genotypizaci totiz mize ptimo urcit, které zvite nese kyZeny lokus ve svém genomu. Navic
muZe experimentdtor vybrat zvife snejvyS§Sim podilem genetické informace recipientniho

inbredniho kmene. Timto zpiisobem se pak muze sniZit pocet generaci nutnych pro vyrobu

kongenniho kmene.
Strain A Sirain B
Homazygous A Hnrmr;lguus B
Strain B

» Obrazek 2:Graficky zndzornénd situace

prvaiho - outcrossového kiiZeni a druhého - Q

backcrossového, tedy zpétného krizeni. Potomci N,
160% Heterezyoous | Homozygous B

generace jsou priblizne z 50% heterozygotni. Skutecné

1
rozloZeni popisuje graf 2 (Wakeland et al., 1997). @ Q Q Q é Q

Anaverage of §0% genome-wids heterozygosty
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U potomkli druhé backcrossové generace se ze statistiky predpoklddd, Ze podil
heterozygotnich genotypii (darcovsky kmen/recipientni kmen) a homozygotnich genotypt
(recipientni kmen) bude pfiblizné 50 na 50 (Obrézek 2). Tato priimérnd hodnota vyjadtuje, ze
pocet potomkil s 50% podilem heterozygozity bude nejvyssi, ale také to znamend, Ze mald ¢ast

potomki bude obsahovat 30% respektive 70% heterozygozity, jak ukazuje graf 2.

o0 <« Graf 2. Grafické zndzornéni

g0 L rozloZeni heterozygozity v potomcich
- prvniho zpétmého kiiZeni. Osa x
40 vyjadiuje prodil heterozygotnich tisekii

a osa y uddvd pocet jedincii (Wakeland

etal., 1997).

Mo, individuals
g
T

10

Chovatel pak pii vybéru pro dalsi kiiZeni zvoli zvite, které obsahuje Zddany pfenaseny
gen a vykazuje nejnizsi podil heterozygotnich dsekli v genomu. Takto se postupuje i u dalSich
kiiZzeni a pii Ctvrté az paté generaci jsou potomci z mén¢ neZ jednoho procenta heterozygotni
(Markel, 1997), a tato ¢ast predstavuje pfendSeny gen z darcovského kmene a jeho nejbliZsi
okoli. Vysledny pocet nutnych generaci pfitom zavisi na hustoté rozmisténi pouzitych markert

a poCtu typizovanych zvirat.
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7.1. Analyza marker-asistovanych chovnych strategii pro mysi kongenni kmeny

Maximadlni nutny pocet generaci potiebny pro piipravu kvalittho kongenniho kmene je
m¢éfitko Ucinnosti jednotlivych chovnych strategii. Kvalita vyprodukovaného kmene je urena
pravdépodobnosti vyskytu neidentifikovanych heterozygotnich oblasti na pozadi recipientniho
inbredniho kmene. Je ziejmé, Ze pii snaze co nejvice sniZit podil neidentifikovanych
heterozygotnich oblasti, musi byt zcela zachovidn kyZeny usek genetické informace

darcovského kmene.

Byly publikovany pocitacové simulace vlivu rekombinace a ucinnosti jednotlivych
marker-asistovanych chovnych protokolti. Tato chovnd schémata se napiiklad liSila pouzitim
riznych pomérti mnozstvi zpétnych kiizeni, mlad’at jednotlivych generaci a genotypizaci na
mys. Jedna ztéchto simulaci byla navrZena pro rtznou hustotu pouzitych polymorfnich
markert. RozloZeni markert bylo navrZzeno pfiblizné¢ v usecich po 5 ¢cM, 10 cM a 20 cM.

Potfebné mnoZstvi nove narozenych zvitat se uvazovalo od 10 do 50 mlad’at.

Z vysledkl je patrné, Ze se ekonomicky a ¢asové vyplati pouzivat markery s densitou
okolo 10 cM, protoze vysledky pokusii s vyssi densitou (5 cM) se podstatné neliSily, zato

financni a Casova ndro¢nost byla neporovnatelné vyssi. Z obdobnych divodi nemd smysl

produkovat vice neZ 50 potomki jednotlivych kiiZeni (Armstrong 2006).

Vyznamny vliv na vysledek ma také velikost hledaného tseku genotypu darcovského
kmene. Mohou to byt celé chromosomy u chromosomalné-substitucnich (konsomickych)
kment nebo naptiklad QTL, tedy soubory gent pro kvantitativni znaky (quantitative trait loci).
U kongennich kmenii se mize jednat pravé o QTL nebo jednotlivé, piipadné knock-outované
(vyfazené z funkce) geny. Mira vlivu rekombinace je ddna délkou piendsené DNA. Cim del3{
usek, tim se v ném nerekombinantni zvitata hledaji hiife a musi se tedy typizovat vétsi pocet

mysSi.
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8. Dalsi aspekty Slechténi a prace s kongennimi kmeny

8.1. Modifikatorové geny

Pfi Slechténi kongennich kmenti je Casto zapotiebi vybirat vhodnd zvitata podle
fenotypovych projevli daného znaku, ktery je cilem pienosu. Tyto fenotypové projevy se
mohou ovSem velice liSit v zavislosti na mnoha faktorech, jakymi jsou tifeba: vék sledovaného
zvitete, prostiedi, atd. Pro spolehlivou selekci je tieba s témito okolnostmi pocitat a zafidit se

tak, aby jejich vliv byl co nejnizsi.

Jednim z téchto faktori se mohou stit i takzvané modifikatorové geny. Jsou to geny
recipientniho zvitete, které interaguji se sledovanym znakem a méni jeho fenotypové projevy.
Zmény mohou nastat v penetranci (pronikavosti), mife exprese, zmén¢ dominantniho postaveni

alely a nebo mohou tyto geny spolecné vytvofit zcela novy fenotypovy vyraz (Nadeau, 2001).

Zjisti-li se na samém pocatku Slechténi, Ze zvoleny inbredni kmen pro tvorbu
genetického pozadi zfejmé obsahuje modifikatorovy gen, je 1épe vybrat jiny vychozi inbredni
kmen. Znak by se totiz v tomto ptipad¢ mohl projevovat méné¢ Casto, v niZ$i mife a nebo tieba
jako tuplné novy fenotyp, ¢imZ by se stala selekce méné spolehlivd a mnohem nédro¢néjsi, nebo

dokonce nemozZna.

8.2. Vyznam pouziti konsomikt misto kongenu

V urcitych piipadech miize byt vhodnéjsi pouzit misto kongennich kment kmeny
chromosomdlné substitu¢ni neboli konsomické. Pro nékteré kmeny jsou jiz pfipraveny panely
konsomickych linii pro kazdy chromosom a jejich vybér tak muZe uSetfit spoustu Casu a
vydajti, jinak potfebnych pro naplnéni desetigenera¢niho protokolu piipravy kongenniho

kmene.

8.3. Produkce kongenii ,,nadzvukovou* rychlosti

Rychlost Slechténi kongenii se dd také zvySit pomoci metody superovulace, ktera
spoc¢iva v hormondlni stimulaci tfitydennich nedospélych samicek ke zvysSené ovulaci. Ziskana
vajicka se oplodni in vitro a pouZiji se k embryondlnimu pfenosu do téla jiné dosp&lé samicky.
Od oplozeni vajicka k porodu mladéte je tieba tiech tydnli a pro postnatdlni vyvoj dalSich tfech
tydnii, kdy je opét moznost odebrat samicim vajicka. Znamena to, Ze od oplozeni az do dalsi
generace zpétného kiiZeni uplyne Sest tydnti. Je-li podle klasického protokolu na vyslechténi

kongenniho kmene potfeba minimdlné deset zpétnych kiiZeni, pak by tento kmen mohl byt
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hotov jiZ za néco madlo pres rok (Sedesat tydnti). V kombinaci s marker-asistovanou chovnou

strategii by se potifebna doba zkrétila jesté vice (Behringer, 1998).

9. Vyuziti

9.1. Kongenni kmeny

Kongenni kmeny ptredstavuji velice dulezity prostfedek pii zkoumdni znakt, jejichz
projev zdvisi na spletité interakci vicero gent. Tato metoda umoziuje specifickym Slechténim
oddé€len¢ zkoumat vSechny useky genomu, které spole¢né utvaii sledovany znak a zbytek
genetického pozadi organismu. Je tak moZné nejen jednotlivé, pfedtim nezndmé, geny
identifikovat a mapovat, ale i podrobnéji zkoumat jejich funkci (Rogner a Avner, 2004).

Publikaci, které zminuji mysi kongeny, je nékolik tisic, a proto jich uvedu jen nékolik.

Jednim z nejlepSich piikladii vyuZiti kongennich kment je ¢4ste¢né objasnéni piicin
IDDM (insulin-dependent diabetes mellitus), to je lidské autoimunitni onemocnéni zpusobujici
cukrovku. Specidlni mysi kmen NOD (non-obese diabetic) trpi podobnymi poruchami jako
zpusobuje lidské IDDM. Vytvoienim kongenli z tohoto kmene na genetickém pozadi
resistentnich inbrednich kmenii umoznilo sledovat geny urcujici tento znak (Adorini et al.,

2002).

Byly také konstruovdny mysi kongenni linie, u kterych se sledovala zvySena citlivost na
uspavaci uc¢inky ethanolu. Tento efekt je totiz také projevem komplexniho piisobeni nékolika

gentl (Benett a Johnson, 1998).

9.2. Rekombinantni kongenni kmeny

Odvozené mysi rekombinantni kongenni kmeny jsou v nékterych experimentech

vhodné;jsi, napiiklad pomoci téchto kment byl sledovan prubéh a interakce genti tzv.

diaobezity, to je obezity zptisobené cukrovkou typu dva. (Reifsnyder, 2002).
Dalsim piikladem muZe byt pouZiti rekombinantnich kongentl pfi mapovani tzv. TMG's
(tumor modifying genes). Nadorové bujeni je nejvice studovany komplexni znak a na rezistenci

nebo naopak nachylnosti k této nemoci maji vyznamny vlivi TMG's. Jsou to geny organismu,

které mohou ménit projevy tohoto znaku a zdanlivé s nim nesouvisi. (Miillerova, 2004).
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10. Zavér

Mysi kongenni kmeny jsou jednim z velice dileZitych ndstrojii molekuldrni genetiky.
Prvni kongennich kmeny pomohly napfiklad objasnit, které geny jsou odpovédné za
transplantacni netoleranci. I dnes je klasicky protokol piipravy kongennich kmeni neustile
vylepSovan a upravovan, predevsim co se tykd Casové i financni ndroCnosti. Zaroven se ale

e 74

vyvijeji nové a specifictéj$i metody Slechténi pro rozmanité potieby experimentatoru.

Kongenni kmeny je samoziejmé moZné pfipravovat i z jinych organismd, at’ uZ se jedna
o zivoCichy nebo rostliny. Jedinym pfedpokladem je existence inbredniho kmene u vybraného
modelového organismu. MysS je vhodny organismus nejen proto, Ze u tohoto druhu existuji

stovky inbrednich kmenti.
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10. Pouzité zkratky

MHC — major histocompatibility complex
HLA — human leukocyte antigen

QTL — quantitative trait loci

PCR - polymerase chain reaction

IDDM - insulin-dependent diabetes melitus
NOD - non-obese diabetic

TMG's - tumor modifying genes

11. Kli¢ova slova

Kongenni kmen, genotyp, fenotyp

12. Podékovani

Dé&kuji mému Skoliteli bakalatské prace, Ing. Zdenikku Trachtulcovi, Dr. za obétavost a

pomoc pfi shromaZzd’ovéni literarnich pramentl a poskytovani cennych rad pfi sepisovani préce.
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