UVOD

1 Uvop

Tato diplomova prace vznikala v rdmci SirSiho projektu hybridni sterility, kterym se
dlouhodob¢ zabyva nase laboratoi mysi molekularni genetiky. Hybridni sterilita je
stav, ktery zpasobuje neplodnost potomki kiiZzeni dvou plné plodnych rodi¢ovskych
forem a muze tak hrat dalezitou speciacni roli jako jedna z postzygotickych
reprodukénich bariér. U my$i postihuje pfedevsim samci potomky kiizeni nékterych
standardnich laboratornich kmend (C57BL/6J) Mus musculus domesticus (Mmm)
ptvodu s kmeny odvozenymi od poddruhu Mus musculus domesticus (Mmd)
(PWD/Ph). Pro identifikaci prvniho sav¢i genu hybridni sterility Prdm9 v nasi
laboratotfi (Mihola et al, 2009) byly pouzity tfi transgenni linie s piekryvajicimi se
BACYy (bacterial artificial chromosomes), které obsahovaly kandidatni geny véetné

Prdm?9.

Prvnim cilem této diplomové prace bylo tedy pokracovani v praci s transgennimi
liniemi, predev§im stabilizace jejich vlastnosti vytvofenim kongennich kmend na
genetickém pozadi standardniho inbredniho kmene C57BL/6J (B6). Kongenni kmen
je specidlni inbredni kmen, na jehoz definované genetické pozadi je deseti-
generacnim protokolem zpétnych kiizeni pfenesen tzv. diferencialni chromozomalni

segment.

Béhem Slechténi kongeni se v ramci orientacniho méfeni vahy objevovaly vyraznéjsi
rozdily ve vaze téla mysi stejnych genotypli a podobného staii. Tento jev by mohl
souviset s faktem, Ze linie BAC 5 obsahuje gen Pgccl, coz je Kkonstitutivni
kostimulator genu Ppary, ktery hraje dilezitou roli v regulaci ristu tukovych bunék-
adipocyti (Dechun Li et al, 2007). Zacali jsme tedy s fenotypizaci zaméfenou na
pomer tuku v téle transgennich a netransgennich zvirat. Fenotypizace byla provadéna
komplexnimi pitvami, kdy byly kromé tukové tkdn¢ odebirdny a vazeny i dalsi dobie
definované télni organy a tkané. DalSim cilem prace bylo tedy vypitvat zvitata jiz
nepotiebna k vytvareni kongend, hlavné ve snaze nalézt signifikantni rozdily a
popsat tak novy fenotyp, ktery by bylo mozno pfi¢inn€ spojit s nékterym z gent
v BAC transgenech.



	U:\VSKP\VSKP_BIO_2009\flachs_petr_dipl.pdf
	1 Úvod
	2 Literární přehled
	2.1 Základní pojmy
	2.1.2.1 Typy křížení
	2.1.3.1 Inbrední kmen
	2.1.3.2 Kongenní kmen
	2.1.3.3 Chromozomálně substituční kmen
	2.1.3.4 Rekombinantní inbrední kmen
	2.1.3.5 Rekombinantní kongenní kmen
	2.1.3.6 Ostatní typy kmenů

	2.2 Kongenní kmen
	2.2.1.1 Matematický výpočet 
	2.2.2.1 První kongenní kmen
	2.2.3.1 Marker-asistované chovné strategie pro myší kongenní kmeny
	2.2.3.2 Produkce kongenů „nadzvukovou“ rychlostí
	2.2.4.1 Vliv genetického pozadí recipientního kmene
	2.2.4.2 Vliv okolní zbytkové genetické informace donora
	2.2.4.3 Určení homozygotů pro další usnadnění šlechtění kongenních kmenů
	2.2.5.1 Kongenní kmeny
	2.2.5.2 Rekombinantní kongenní kmeny
	2.2.5.3 Srovnání s postupem přípravy kongennů použitých jako model pro autoimunitní onemocnění SLE
	Další varianty kongenizace

	2.3 Hybridní sterilita a konstrukce kongenních kmenů
	2.3.2.1 Mapování Hst1
	2.3.2.2 Potvrzení Hst1 = Prdm9


	3 Materiál a metody
	3.1 Materiál
	3.1.4.1 PCR – primery

	3.2 Metody
	3.2.1.1 Chov myší
	3.2.1.2 Genotypizace
	3.2.1.3 Izolace vysokomolekulární DNA pro SNP analýzu
	3.2.3.1 Pitva a fenotypizace


	4 Výsledky
	4.1 Genotypizace
	4.1.1 Hlavní kongenní linie
	4.1.1.1 Kontrola pozadí kongenních transgenů 
	4.1.1.2 Záložní linie
	4.1.1.3 Odečítání genotypů


	4.2 Fenotypizace
	4.2.2.1 Shrnutí výsledků fenotypizace


	5 Diskuze
	5.1 Kongenizace transgenních linií
	5.2 Záložní linie
	5.3 Fenotypizace

	6 Závěr
	7 Seznam použitých zkratek
	8 Seznam citované literatury


