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Establishment and phenotyping of three mouse congenic

strains.

Mouse congenic strains are widely used as an important genetic tool for various
purposes of research. Congenic strains are special inbred strains in which part of the
genome of one mouse is transferred to another by backcrossing the donor mouse to
the recipient strain with appropriate selection. The classical ten-generation breeding
protocol is commonly utilized and adapted for different experimental needs. Our
department is focused on the study of hybrid sterility between two related mouse
strains M. m. musculus and M. m. domesticus. The first aim of this work was the
utilization of congenics to stabilize three transgenic lines, which previously helped to
identify first mammalian hybrid sterility gene Hst/ as Prdm9 (Mihola et al, 2009).
Bacterial artificial chromosomes (BACs) present in transgenes encompassed several
genes including Prdm9. The second goal was to look for some new phenotypes of
our congenic strains, which may be causally associated with genes encoded by the
BACs, as well as an additional research on the hybrid sterility phenomena. We
established three new congenic strains on C57BL/6J (B6) background and found
significant differences between transgenics versus their littermate controls in weights

of testis, gonadal fat, body, liver, and heart.
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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.
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Zakladni pojmy

2.1.1 Mys jako modelovy organismus

Cilem kazdého vyzkumu je, aby jeho poznatky vedly v disledku k poznani svéta
kolem nas, nebo piimo k prospéchu cloveka. Mys se pro tuto ulohu hodi dokonale, s
Clovékem sdili piiblizné 99% svych gend (Waterson et al, 2002). Navic my$ trpi
stejnymi chorobami jako ¢lovek, at’ uz zptisobenych jednim genem nebo polygennich
(napt. diabetes, atheroskler6za, srdecni choroby, anemie, hypertenze, obezita,
osteopordza, poruchy krvécivosti, astma a ruzné¢ neurologické potize). Kratka
generacni doba (zhruba pét tydnti od narozeni do reprodukéniho véku), malé télesné
rozméry a relativné nizké nédklady na chov dé€laji z mysi idedlni modelovy
organismus. K tomu pfispivaji genetické znalosti a informacéni i zvifeci zdroje
ziskané za sto let vyzkumu (Luanne et al, 2007). Mys je také jediny obratlovec, u
kterého jsou dostupné tzv. ,knock-out technologie, pti ni lze gen bud’ vytadit z
funkce cely a trvale ("knock-out") nebo docasné ¢i v urcité tkani ("conditional

knock-out") ¢i jen jeho ¢ast.

Laboratorni mys se dnes pouziva v nejriznéjSich odvétvich lidského badani. Snad
nejvetsi  pfinos méa v experimentech farmakologickych, toxikologickych,
chemoterapeutickych a genetickych. Poprvé byla my$ vyuzita k védeckym uceliim v
roce 1664 v Anglii, kdy na ni byly sledovany uUc¢inky zvySeného tlaku vzduchu
(Knotek, 1999).

Mys je pomérn€ plaché laboratorni zvite, které vazi v dospélosti 40 az 50 gramu a
méti asi 15 az 20 centimetrd. Doziva se v priméru dvou let, pfiCemz do pohlavni
zralosti dospéje behem dvou az péti mésicti. Po 20 dnech biezosti vrhne samice

nejcastéji 6 az 12 mlad’at. Béhem jednoho roku mize vrhnout az dvanéctkrat

10
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2.1.2 K¥iZeni a standardni mySi kmeny

2.1.2.1 Typy krizeni

Pro zvirata, 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 kiizeni mezi dvéma nepiibuznymi kmeny zvifat. Potomci takového
ktizeni 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 pravé o jedince dvou inbrednich kment a
kiizeni je provadéno stejnym smérem (tzn., samice z jednoho a samec z druhého
kmene), pak jejich potomci budou navzajem identiti a heterozygoti ve vsech
znacich rozdilnych mezi rodicovskymi kmeny. F; generace z opacnych kiiZzeni se
mohou liSit pohlavnimi chromosomy a mitochondrialni DNA. OvSem nebudou-li oba
jedinci pochazet z inbredniho kmene, pak samoziejmé F; potomci identicti byt

nemohou.

Dalsi typ kiizeni se nazyva zpétné kiizeni (backcross). V tomto kiizeni se F;
generace zkiizi s jednim z kment, z né¢hoz pochazeli jejich rodice. Podle prvniho
Mendelova zdkona o segregaci alel potom mizeme urcit, Ze potomci generace
zpétného kiizeni budou zhruba v 50% znak, rozdilnych mezi rodi¢ovskymi kmeny,

heterozygoti a v 50% znak homozygoti.

Pokud se jednd o potomky prvni filidlni generace, jejichz oba rodice byli
¢lenové inbredniho kmene, pak bude mezi jejich potomky opét piiblizné 50%
heterozygotl. Potomci zvifat intercrossu F; se nazyvaji druha filidlni generace (F»
generace). Pro kfizeni mezi sourozenci se pouziva termin piibuzenské kiizeni
(incross).

Incross je termin oznacujici kiiZeni mezi jedinci téhoz inbredniho kmene, kdy
potomci budou homozygoti ve vSech znacich jako jejich rodice. Tento typ kiizeni se

pouziva pravé pro udrzeni inbrednich kmend, aby byla zachovava homozygozita a

genetickd definovanost zvifat v celém genomu.

11
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2.1.3 Typy mySich kmenii

2.1.3.1 Inbredni kmen

Inbredni kmen je svou piesnou genetickou definovanosti zakladni kamenem a

nastrojem genetického vyzkumu.

Bude-li se pokracovat v kiiZzeni potomka F; generace, pak se dal§i generace bude
nazyvat F,, nésledujici F; a tak dale, dokud budou kfiZeni stale jen potomci stejné
generace. Postupné tak nariistd procento homozygozity a cely tento proces se
oznacuje jako inbreeding, neboli soustavné piibuzenské kiizeni. Jak se podil
homozygozity genomu jednotlivych po sobé nasledujicich generaci zvySuje,
ptiblizuje se chovatel k vytvofeni nového inbredniho kmene. Dvacétd filialni
generace se jiz nekdy povazuje za inbredni kmen, ovSem podil homozygozity

genomu F»( generace jeste neni absolutni.
2.1.3.2 Kongenni kmen

Kongenni kmen je takovy kmen, ktery ma diky cilenému kiiZzeni téméf stejnou
genetickou vybavu s rodiCovskym inbrednim kmenem. Jediny rozdil je v tzv.
diferencialnim chromozomalnim segmentu. Timto segmentem na chromozomu muze
byt naptiklad lokus, ktery obsahuje n¢jaky fenotypovy znak. Kongenni myS$ se pak
bude vyznacovat timto znakem na fenotypovém pozadi zvolen¢ho inbredniho kmene.
Tento kmen se nazyva recipientni a kmen, ze kterého pochazi prenaSeny segment, je
darcovsky neboli donorovy. Pro ptipravu kongenniho kmene je v klasickém
protokolu tfeba asi deseti generaci zpétnych kiizeni. Podrobny popis ptipravy

kongenniho kmene je probran nize.
2.1.3.3 Chromozomalné substitu¢ni kmen

Chromozomalné substituéni neboli konzomicky kmen je specidlni varianta
kongennich kmena. Zpétnym kiizenim se vSak v tomto piipad¢ piendsi specificky
jeden kompletni chromozom na pozadi jiného inbredniho kmene. Pro pfipravu
chromozomalné substitu¢niho kmene je op¢€t potieba piiblizné 10 generaci zpétnych
ktizeni. V urcitych ptfipadech mtize byt vhodnéjsi pouzit misto kongennich kmenti
kmeny chromozomalné substitucni neboli konzomické. Pro nékteré kmeny jsou jiz

ptipraveny panely konzomickych linii pro kazdy chromozom a jejich vybér tak mtize

12
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uSetfit spoustu Casu a vydaju, jinak potfebnych pro naplnéni deseti-generacniho

protokolu pfipravy kongenniho kmene (Gregorova et al, 2008).
2.1.3.4 Rekombinantni inbredni kmen

Pti produkci rekombinantnich inbrednich kmenti se vychazi z kiizeni dvou odlisnych
inbrednich kmena. V prvni filidlni generaci - F; jsou jednici z definice identicti,
heterozygotni v celém rozsahu genomu. KfiZzenim jedinct F, se ziskd druhé filidlni
generace, ve které dojde k segregaci alel obou parentidlnich kment, 1 naptiklad
véetné vloh pro zkoumané znaky. Nahodné vybrand dvojice samec-samice z F,
populace se stane zakladem pro jednotlivé budouci rekombinantni inbredni kmeny.
Dale se pokracuje klasickym inbreedingem, tedy opakovanym kiizenim bratr x sestra
po vice nez 20 generaci. Vysledkem jsou inbredni kmeny, které¢ ve svém genomu
nesou specifickou kombinaci alel rodi¢ovskych kment, pfi zachovaném poméru 50%

alel jednoho a 50% alel druhého kmene.
2.1.3.5 Rekombinantni kongenni kmen

Ptiprava rekombinantniho kongenniho kmene se zahajuje obdobné jako pfiprava
kmene kongenniho. Prvni krok pfedstavuje opét kiizeni dvou odliSnych inbrednich
kmenl. Znovu se pfistupuje ke zpétnému kiizeni, tentokrat se ovSem s jednim
vybranym rodi¢ovskym kmenem provadi jen dvakrat. Déale nésleduje 14 generaci
incrossu, tedy kfizeni mezi bratrem a sestrou. Timto bude inbreeding kompletni a
novy kmen je hotov. Tento novy kmen bude obsahovat Gseky darcovského kmene
tvofici ptiblizné jednu osminu genomu. Zbylych sedm osmin bude patiit
recipientnimu kmeni a bude tak predstavovat genetické pozadi pro prenasené

segmenty (Demant a Hart, 1986).

Pfi mapovani n¢jakého genu ¢i souboru genli se cCasto tvoii celé skupiny
rekombinantnich inbrednich kmenti pro jeden typ uvodniho kiiZzeni. Kazdy novy
kmen z celé skupiny bude obsahovat jiné¢ fragmenty darcovské genetické informace a
proto je mozné timto zpiisobem obsdhnout vétSinu genotypu darce.

Pti uvodnich zpétnych kiiZenich je mozna i selekce, naptiklad genotypizovanim, na

uréity segment darcovského podilu.

13
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2.1.3.6 Ostatni typy kment

Mezi dal$i vyznamnéjsi typy mysSich kment jesté patii napiiklad takzvané outbredni
linie, tedy kmeny, u nichZ neni plemenitba cilena pouze na piibuzenské kiizeni.
Zvitata se pafi ndhodné, jejich genom je prevazné heterozygotni a tudiz nejsou
geneticky definovand. Jsou ovSem vyrazné levnéjsi, odolnéj$i a maji vétsi vrhy, s

niz§im procentem novorozenecké umrtnosti.

Mutantni a koizogenni kmeny jsou odvozeny od kmend inbrednich cilenym
zafixovanim néjaké mutace. V piipad¢ koizogennich linii nastala mutace spontanné,

kdezto mutantni kmeny jsou mutagenizovany zamérn¢.

Je-li do mysiho genomu transgennimi technikami zaveden novy gen, jedna se o kmen
transgenni. Vneseny gen nemusi nutné pochéazet 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.

2.2 Kongenni kmen

2.2.1 Priprava mysiho kongenniho kmene

Pro odstartovani ptipravy kongenniho kmene je jako prvni kiizeni uskute¢fiovan
outcross mezi dvéma inbrednimi kmeny nebo inbrednim kmenem a outbredni linii ¢i
divokou mysi (obrazek 1). Pro ucely vytvafeni kongennich zvifat byva obvykle
recipientni kmen inbredni. VSechna nésledujici kiizeni jsou zpétnd (backcross) a
uskutecnuji se s piivodnim recipientnim inbrednim kmenem. Pro tato kiizeni se vzdy
vybira zvite, které obdrzelo pfendSenou alelu, jez je soucasti onoho diferencidlniho
chromozomalniho lokusu. Pii selekci se z Casovych i1 ekonomickych divodi
zpravidla upfednostiiuje samec, protoze mize oplodnit hned nékolik samic
recipientniho kmene. Po dokonceni predepsanych zpétnych kiizeni se mezi sebou
zktizi prislusnici posledni generace zpétného kiizeni. Pfi tomto kiizeni jsou vybrani
dva homozygotni jedinci a naslednym incrossem (tj. kiizenim mezi bratry a sestrami)

se vytvoii staly inbredni kongenni kmen (Silver, 1995).

14
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Strain A Strain B

&’ <« Obrazek 1: Na obrazku je popsana
aa bb

situace, kdy se z kmene A (darce)

Strain B .
N, (50% denor) prenasi alela a na genetické pozadi
kmene B (recipient). Jednotlivé
ab bb . " o
Strain B generace jsou znaCeny N; aZ Ny,

N, (25% donor) alternativné se zna¢i prvni generace
‘ F, a dalsi BC1 az BC11. U kazdé

ab bb
Strain B generace je jeSt¢ vyznaceno postupné

N, (12.5% donor) se zmenSujici teoretické procento
ab l bb

darcovského genomu (Wakeland et
al, 1997). Prvni generace je ze 100%
N, (6.25% donor)

heterozygotni , druhd z 50% atd.

N, (<0.1% donor)

| |
v ae
aa aa

L 1
Congenic strain

2.2.1.1 Matematicky vypocet

Z teoretickych vypocti je patrné, kolik zpétnych kiizeni je tfeba provést pro
vytvoreni kvalitniho kongenniho kmene. Podil zbyvajici DNA donorového kmene se

spocita podle vzorce:
(1/2)N = (1/2)*"".

kde N je pocet kiizeni a BC pocet zpétnych kiiZeni. Podil usekd, které jsou pii
zvySujicim se poctu zpétnych kiizeni stile jesté heterozygotni, se spocitd podle

VZOrce:

(1/2)N'= (1/2)°C.
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Analogicky se potom vyvozuje zbyla, tedy homozygotni ¢ast:
1-(1/2)N,

Znamena to naptiklad, Ze jiz po ¢tvrtém zpétném kiizeni (N4 = BCs) bude nova
kongenni linie pfiblizné z 94% identickd s rodi€ovskym inbrednim kmenem. Po
desatém kiizeni se tento podil zvysi ptiblizné na 99,8%, a to uZ je hranice, pfi niz se
muze nové vznikly kmen povazovat za kongenni. Zmény podilii heterozygotnich a

homozygotnich oblasti pii ptipraveé kongenniho kmene jsou znazornény na grafu 1.
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A Graf 1: Kiivky, znazorfiujici procentualni podil (osa y) heterozygotnich a

homozygotnich oblasti. Osa x udava pocet zpétnych kiizen (Silver, 1995).

2.2.2 Vyvoj inbrednich kmeni

Na pocatku 20. stoleti byla velkd pozornost soustfedéna na vyzkum dédi¢nosti
nekterych mysSich nddorovych onemocnéni, ktery vyzadoval existenci geneticky
uniformnich kmenl a mozZnosti provadét reprodukovatelné kiizeni. Zaklady
vyzkumu myS$i genetiky byly polozeny vroce 1909, kdy byl ptfipraven C. C.

Littlovou prvni my$i inbredni kmen (Paigen, 2003).

Od roku 1909 az do roku 1980 bylo vytvofeno a popsano pies 300 novych
inbrednich kment (Staats, 1980). U zadného jiného eukaryotniho organizmu neni

zatim k dispozici tolik typl geneticky jednotnych kmenti.
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2.2.2.1 Prvni kongenni kmen

Pojmovy zéklad pro vytvofeni kongenniho kmene podal ve Ctyficatych letech George
Snell (Snell, 1944; citovano v Silver, 1995), ktery pracoval na tzv.
histokompatibilnich lokusech (H lokusech; Klein, 2001). Pfi transplantaci tkané jsou
tyto lokusy zodpovédné za to, Ze imunitni systém organizmu rozezna télu cizi tkan a
tu se snazi odhojit. Snell se pokousel popsat do té doby nezndmy pocet a typ
jednotlivych gend, patficich do skupiny histokompatibilnich lokust. Diky poznatkiim
té doby se soudilo, Ze k odliSeni vSech jednotlivych nepifibuznych jedincii je tieba
velké mnozstvi téchto lokusti. Predpokladalo se totiz, ze jednotlivé lokusy se
vyznacuji zhruba stejnym polymorfnim charakterem a Ze jsou vétSinou jen dvou- az
tiialelické (Silver, 1995). Pro experimentatory tedy vyvstaval problém, jakym
zpisobem izolovat jednotlivé lokusy od vSech ostatnich, aby je bylo mozno

identifikovat a charakterizovat.

Pro wvyfeSeni tohoto ukolu bylo pouzito pravé vice-generacniho protokolu,
zalozené¢ho na opakovaném zpétném kiizeni. Pro dalsi Slechténi byli vybirani vzdy
jedinci tkanové nekompatibilni s recipientnim inbrednim kmenem. Doséhlo se tak
fady kongennich kment, u kterych se vytfidily jednotlivé H lokusy darcovského

kmene na genetickém pozadi recipientniho kmene.

Nakonec se ukézalo, Ze se ve vétsiné kmentl izoloval tentyz lokus, pojmenovany H-2
lokus. Dnes se tento urcujici prvek histokompatibility, obsahujici mnozinu velice
uzce spjatych gent, nazyva H2 komplex. Navzdory predpokladiim se v ramci tohoto
komplexu nachézi skupina tzv. genu I. tfidy a tyto geny vykazuji obrovskou miru
polymorfismu se stovkami alel v jednotlivych lokusech. Pro oznaceni tohoto
komplexu se u mysi a vSech ostatnich savcl uziva obecny termin MHC - major
histocompatibility complex. Z historickych divoda se u lidi také nekdy pouziva

termin HLA — human leukocyte antigen.

2.2.3 Vylepseni technologie Slechténi pomoci marker-

asistované strategie a priprava tzv. ,rychlych kongeniu’

Klasicky protokol piipravy mysich kongennich kment je ¢asové velmi narocny. Pro

dosaZzeni ptiblizn€ 99,9 % podilu genetické informace recipientniho kmene v tseku
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asi 20 cM je zapotiebi minimalné 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 mésict (Markel et al, 1997).

Tyto chovatelské postupy jsou zalozeny na tzv. marker-asistované selekci zvifat
vhodnych pro dalsi kiiZzeni. Pfi této metod¢ se vyuzivd tzv. mikrosatelitd -
polymorfnich genetickych markerd rozesetych po mySim genomu. Diky
zmapovanym mysSim mikrosatelitim je moZzné stopovat zdédéné geny nebo celé
useky genetické informace (Love et al, 1990). Polymorfismus v délce mikrosatelitii
se snadno rozliéuje pomoci polymerézové retézové reakce (PCR — Polymerase chain
paralelni genotypovani zmapovanymi jednonukleotidOV}'Imi polymorﬁsmy (SNP -
single nucleotide polymorphism) na DNA cCipu (napt. Petkov et al/, 2004). Pti pouziti
marker-asistované strategie Slechténi neni chovatel pii vybéru chovného zvirete
odkazan jen na fenotypové projevy dané¢ho znaku. Genotypizaci totiz miize piimo
urcit, které¢ zvife nese kyzeny lokus ve svém genomu. Navic mize experimentator
vybrat zvife s nejvyssim podilem genetické informace recipientniho inbredniho
kmene. Timto zplisobem se pak miZze snizit pocet generaci nutnych pro vyrobu

kongenniho kmene.

U potomkii prvni backcrossové generace se ze statistiky ptredpokladd, Ze podil
heterozygotnich genotypt (darcovsky kmen / recipientni kmen) a homozygotnich
genotypu (recipientni kmen) bude pfiblizné 50 na 50 (Obrazek 2).

, ., Strain A Strain B
» Obrazek 2: Graficky zndzornéna Q Q
—_
situace prvniho - outcrossového kiizeni
mnmywsh Homozygous B
a druhého - backcrossového, tedy Strain B
zpétného kiizeni. Potomci N; generace é? T

jsou priblizné z 50% heterozygotni. 100% Hasterozypous | Homozygous B

Skutecné rozlozeni popisuje graf 2

I I I | I 1
(Wakeland et al, 1997). Q Q Q Q Q Q

An average of 50% genome-wide helerazygosity

18



LITERARNI PREHLED

Tato primérna hodnota vyjadiuje, Ze pocet potomkil s 50% podilem heterozygozity
bude nejvyssi, ale také to znamend, ze mala ¢ast potomkd bude obsahovat 30%,

respektive 80% heterozygozity, jak ukazuje graf 2.

4 Graf 2. Grafické

80 -
zndzornéni rozloZeni
50 | . .

) heterozygozity v potomcich
§ 40 L prvniho zpétného kiizeni.
E a0l Osa x vyjadiuje podil
g heterozygotnich tusekii a

20 - Cr s
osa y udava pocet jedinct

10 (Wakeland et al, 1997).

(] I

Chovatel pak pii vybéru pro dalsi kiizeni zvoli zvite, které obsahuje zadany
pfenaSeny gen a které vykazuje nejnizsi podil heterozygotnich tisekii v genomu.
Takto se postupuje 1 u dalSich kiizeni a pii Ctvrté az paté generaci jsou potomci z
méné nez jednoho procenta heterozygotni (Markel, 1997), a tato Cést predstavuje
prendseny gen z darcovského kmene a jeho nejblizsi okoli. Vysledny pocet nutnych
generaci pritom zavisi na hustot¢ rozmisténi pouzitych markeri a poctu

typizovanych zvirat.
2.2.3.1 Marker-asistované chovné strategie pro mysi kongenni kmeny

Maximalni nutny pocet generaci potiebny pro ptipravu kvalitiho kongenniho kmene
je mefitkem ucinnosti jednotlivych chovnych strategii. Kvalita vyprodukovaného
kmene je urCena pravdépodobnosti vyskytu neidentifikovanych heterozygotnich
oblasti na pozadi recipientniho inbredniho kmene. Je ziejmé, Ze pfi snaze co nejvice
snizit podil neidentifikovanych heterozygotnich oblasti, musi byt zcela zachovan

kyzeny usek genetické informace darcovského kmene.

19



LITERARNI PREHLED

Byly publikovany pocitacové simulace vlivu rekombinace a ucinnosti jednotlivych
marker-asistovanych chovnych protokolt. Tato chovna schémata se naptiklad lisila
pouzitim raznych pomérti mnozstvi zpétnych kiizeni, mlad’at jednotlivych generaci a
genotypizaci na mys. Jedna z téchto simulaci byla navrzena pro rGznou hustotu
pouzitych polymorfnich markerti. Rozlozeni markerti bylo navrzeno pfiblizné¢ v
usecich po 5 ¢cM, 10 cM a 20 cM. Potfebné mnozstvi nové narozenych zvifat se

uvazovalo od 10 do 50 mlad’at.

Z vysledk je patrné, Ze se ekonomicky a ¢asové vyplati pouzivat markery s densitou
okolo 10 cM, protoze vysledky pokust s vyssi denzitou (5 ¢cM) se podstatné nelisily,
zato financni a Casova naro¢nost byla neporovnatelné vyssi. Z obdobnych davodi
nemd smysl produkovat vice nez 50 potomkl jednotlivych kiizeni (Armstrong,

2006).

Vyznamny vliv na vysledek ma také velikost hledaného tiseku genotypu darcovského
kmene. Mohou to byt celé chromozomy u chromozomdlné¢ substitu¢nich
(konzomickych) kmenti nebo naptiklad QTL, tedy soubory gend pro kvantitativni
znaky (quantitative trait loci). U kongennich kmenii se miize jednat pravé o QTL
nebo jednotlivé, ptipadné geny knock-outované (vytazené z funkce). Mira vlivu
rekombinace je dana délkou prenasené DNA. Cim delsi usek, tim se v ném

nerekombinantni zvifata hledaji hlife, a musi se tedy typizovat vétsi pocet mysi.
2.2.3.2 Produkce kongenii ,nadzvukovou* rychlosti

Rychlost Slechténi kongend se da také zvysit pomoci metody superovulace, ktera
spo¢iva v hormondlni stimulaci tii-tydennich nedospélych samicek ke zvySené
ovulaci. Ziskana vajicka se oplodni in vitro a pouziji se k embryonalnimu pfenosu do
téla jiné dospélé samicky. Od oplozeni vajicka k porodu mladéte je tieba tfech tydnii
a pro postnatalni vyvoj dalSich tfech tydnd, kdy je opét moznost odebrat samicim
vajicka. Znamena to, ze od oplozeni az do dal$i generace zpétného kiizeni uplyne
Sest tydnl. Je-li podle klasického protokolu na vySlechténi kongenniho kmene
potfeba minimalné deset zpétnych kiizeni, pak by tento kmen mohl byt hotov jiz za
néco malo pies rok (Sedesat tydntl). V kombinaci s marker-asistovanou chovnou

strategii by se potiebnd doba zkratila jesté vice (Behringer, 1998).
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2.2.4 Dalsi aspekty Slechténi a prace s kongennimi kmeny

2.2.4.1 Vliv genetického pozadi recipientniho kmene

Velmi dilezitym aspektem prace s kongennimi liniemi je efekt genetického pozadi,
do kterého je prenaSeny segment vlozen. Pfipadna interakce pozadi se zkoumanym
genem C¢i geny muiZze pozménit fenotypovy projev sledovaného znaku a ztizit praci

s timto modelem (napftiklad selekei, Qui et al, 2001; Al-Saktawi et al, 2003).

Dalsi moznou komplikaci mohou byt i takzvané modifikatorové geny. Jsou to geny
recipientniho zvifete, které interaguji se sledovanym znakem a méni jeho fenotypové
projevy. Zmény mohou nastat v penetranci (pronikavosti), mife exprese, zméné
dominantniho postaveni alely a nebo mohou tyto geny spolecné vytvofit zcela novy

fenotypovy vyraz (Nadeau et al, 2001).

Efekt genetického pozadi Ize vyuzit pfi hledani vhodnych modelt ke studiu lidskych
chorob. Diky tomuto efektu je po pfeneseni genti potencialné zplsobujicich urcitou
chorobu na vice recipientnich inbrednich kmenti mozno vybrat ten, na jehoZz
genetickém pozadi se projevy choroby nejvice shoduji s pribéhém u clovéka.

(Fleming et al, 2001).

Volba nejvhodnéjsiho recipientntho kmene je v soucasnosti velice slozita.
V budoucnu by mohl dany vybér usnadnit projekt mysiho fenomu, jehoz cilem je

podrobné fenotypizace riiznych inbrednich kmenti (http://www.jax.org/phenome).
2.2.4.2 Vliv okolni zbytkové genetické informace donora

Diky existenci genové vazby obsahuje vytvofeny kongenni kmen mimo sledovaného
segmentu také useky okolni DNA. Tyto tiseky mohou ¢init v priméru az 20 cM
neboli 40 Mb (Montagutelli et al, 2004). Takto spojené a pienesené alely mohou
vyrazné ovlivnit vysledny fenotyp nové vytvorenych kongennich linii (Bolivar et al,

2009).

Znalost presné pozice prenaseného segmentu a pritomnost vhodnych genetickych
markertt v jeho nejbliz§im okoli umoziuje alespont castené odstranit okolni
nezadouci genetickou informaci. Béhem piredposledni generace zpétného kiizeni se
da pomoci speciadlni selekce s vyhodou zuzit ptfenaSeny segment. Na nékolika
desitkach potomkii této generace se testuji markery v blizkosti pfenaSeného

segmentu. Nejvhodnéj$i je najit samce (produkuje vétSi mnozstvi potomkil)
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heterozygotniho pro pienasenou alelu (donorova) a homozygotniho alesponi pro
jeden ze dvou okolnich markert (recipientni DNA). V dalsi generaci vyprodukované
timto samcem hleddme homozygota pro druhy marker v blizkosti. (Montagutelli et
al, 2004). Timto zptisobem lze vyrazné snizit efekt pomérné velkého mnozstvi gent,
které¢ zbyly v okoli pfenaSeného segmentu - pii primérné hustoté¢ genit v celém

genomu to muize Cinit az 400 gend (Montagutelli et al, 2004).
2.2.4.3 Urceni homozygoti pro dalsi usnadnéni Slechténi kongennich kmeni

Béhem zavérecné faze Slechténi kongennich linii se d4 s vyhodou vyuzit selekce
homozygotli pro pfenaseny segment. V této fazi je cilem pomoci inbreedingu ziskat
jedince, ktefi maji témér cely genom v homozygotnim stavu (Montagutelli et al,
2004). Jestlize se podafi hned zpocatku najit homozygoty pro nas transgenni usek,
dalsi genotypizace jiz neni nutnd a mize se pokracovat mnohem snaze a rychleji
prostym kifizenim potomku nalezeného homozygota. To je relativné snadné u kiizeni,
kde selektujeme endogenni polymorfni segment, mnohem obtiznéjsi je typizovani
zygozity u transgenll. Ne vzdy se nalezeni homozygotli pro transgen zdaii. Jeho
integrace totiz miZze porusit dilezity gen a nebo miize potize zplsobit nadmérna

davka prendseného genu.

Existuje nékolik zptsobl relativné nenaroného stanoveni zygozity u transgennich
mysi. Nejjednodussi a nejlevnéjsi, ale nejdéle trvajici metodou, jak nalézt
homozygotni zvite, je rozkiizit zvifata na inbredni kmen a pro dalsi inbreeding
kongenniho kmene pouzit pouze mysi, které¢ mély 100% transgennich (z alespoinl
osmi) potomkil. Dalsi, rychlej§i moznosti pro nalezeni homozygoti je kvantitativni
real-time PCR s pouzitim SYBR® Green fluorescenéniho barveni, specifickych
primert a kontrolnich DNA (Mitreci€ et al, 2005; Haurogné et al, 2007; Shitara et al,
2004; Tesson et al, 2002; Ballester et al, 2004; Sakurai et al, 2008).

2.2.5 VyuZiti

2.2.5.1 Kongenni kmeny

Kongenni kmeny ptedstavuji velice dilezity prostiedek pii zkouméani znakd, jejichz
projev zavisi na slozité interakci mnoha gent, tedy predevsim tzv. QTL (quantitative
trait loci). Tato metoda umoziiuje specifickym Slechténim oddélené zkoumat vSechny

useky genomu, které spole¢né utvareji sledovany znak a zbytek genetického pozadi
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organizmu. Je tak mozné jednotlivé, predtim nezndmé, geny identifikovat a mapovat
(Rogner a Avner, 2004). V ptipadé¢ komplexnéjstho QTL Ize nejen jednotlivé geny
nebo soubory genti oddélit do kongennich linii a studovat samostatng, ale tyto linie
lze také kombinovat kiizenim a tak jeSté hloubéji porozumét vzajemné interakci.
Ptikladem takové disekce QTL pomoci kongennich kmenti je studium mysiho
modelu lidské autoimunitni choroby systémovy lupus erythematosus (Morel et al,

1997, 2000).

Dalsi ptiklad vyuziti kongennich kment je ¢aste¢né objasnéni pti¢in IDDM (insulin-
dependent diabetes mellitus), lidské autoimunitni onemocnéni zptisobujici cukrovku
typu 1. Specialni mysi kmen NOD (non-obese diabetic) trpi podobnymi poruchami
jako lidé s cukrovkou typu I. Vytvofenim kongenl z tohoto kmene na genetickém
pozadi rezistentnich inbrednich kment umoznilo sledovat geny urcujici tento znak

(Adorini et al, 2002).

Byly také konstruovany mysi kongenni linie, u kterych se sledovala zvysena citlivost
na uspavaci ucinky ethanolu (Benett et al, 2000). Tento efekt je totiz také projevem

komplexniho ptisobeni nékolika gent (Benett a Johnson, 1998).
2.2.5.2 Rekombinantni kongenni kmeny

Rekombinantni kongenni kmeny jsou v nékterych experimentech vhodnéjs$i. Pomoci
téchto kment byl naptiklad sledovan pribéh a interakce genll u tzv. diaobezity, to je

obezity spojené s cukrovkou typu II (Reifsnyder, 2002).

Dalsim ptfikladem mutze byt pouziti rekombinantnich kongenii pfi mapovani tzv.
TMGs (tumor modifying genes). Nadorové bujeni je nejvice studovany komplexni
znak a na rezistenci nebo naopak nachylnosti k této nemoci maji vyznamny vliv i
TMGs. Jsou to geny organizmu, které mohou ménit projevy tohoto znaku a zdanliveé

s nim nesouviseji (Miillerova, 2004).

2.2.5.3 Srovnani s postupem pripravy kongenni pouZitych jako model pro

autoimunitni onemocnéni SLE
Systémovy lupus erythematosus (SLE)

Systémovy lupus erythematosus (SLE) je lidské polygenni autoimunitni onemocnéni
zpusobujici rozsahlé pozkozeni vnitfnich organti a mize nakonec zpusobit i jejich

uplné selhdni. Jako vétSina autoimunitnich chorob je charakteristickd souborem
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jednotlivych defektii imunitniho systému, kter¢ dohromady tvofi vysledny
destruktivni pribéh onemocnéni. Nejtypictéjsi a dobife popsané fenotypy jsou
produkce antinuklearnich autoprotilatek (proti dsDNA a  chromatinu),

glomerulonefritida a aktivované B a T lymfocyty.

Studie tohoto onemocnéni zapocaly jiz v Sedesatych letech minulého stoleti. Stézejni
nastroj, ze kterého vychazely téméf veskeré nové poznatky o SLE, byly modelové
inbredni kmeny BWF1, MRL/Ipr, BXSB, SNF1 a NZM2410 (Theofilopoulos et al,
1985). Tyto kmeny spontdnné vyvijely symptomy podobné lidskému pribéhu

nemoci SLE a umoznily tak studium tohoto onemocnéni.
Marker-asistovana produkce kongenii

Vyznamnym posunem pii zkoumani SLE byla moZnost pouziti kongennich kmend.
Umoznily tzv. ,,geneticky rozpitvat® spletité¢ interakce pisobeni vicero geni, které
jsou charakteristické nejen pro SLE, ale 1 pro vétSinu autoimunitnich chorob (Xie a
Mohan, 2004). Kongenni kmeny totiz dovoluji oddélit od sebe nékolik genetickych
lokusti, podilejicich se na onemocnéni a dale je roz€lenit na kratsi intervaly, potazmo
na jednotlivé geny. Tyto pak lze pfesnéji mapovat a popsat jejich dil¢i ucinky. Z
useky segregujici s fenotypem SLE (Morel ef al, 1994; Drake et al, 1994, 1995;
Kono et al, 1994). Selekce mysi ke Slechténi kongent tak mohla probihat pomoci
specifickych markert na pfesné definovany usek nebo useky genomu, které bylo
zapotiebi pfenést. V tomto smyslu byl tedy pouzit stejny postup jako v této
diplomov¢ praci, protoze i v nasem piipadé jsme pievadéli specificky tsek - transgen
- bez ptfimych vyraznych fenotypovych projevii na pouzitém genetickém pozadi za

pomoci specifickych mikrosatelitovych markert.

Na druhou stranu byl pro produkci SLE modelovych kongennich kment pouzit
modifikovany urychleny postup Slechténi marker-asistovanou metodou. Byly tak za
témet polovicni dobu pfipraveny nové kongenni kmeny pro jednotlivé zakladni
lokusy podminujici SLE: B6.Slel, B6.Sle2, B6.Sle3, B6.Sle4, B6.Sle5 B6.Nba2 a
B6.NZW-Sgp3. (Morel et al, 1996, 1997; Atencio et al, 2004; Kong et al, 2004;
Laporte et al, 2003).

Pro préaci na SLE bylo také zasadni, Ze kmen B6 je lupus - rezistentni a vétSina

imunologickych modelll se pfipravuje na B6 pozadi, a to vetné¢ knock-outii a
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transgend. Rlizné modely se pak daji kombinovat, ¢i porovnavat a tak jest¢ hloubéji

proniknout do systémi interakci polygennich znaki.
DalSi varianty kongenizace

Zajimavym piistupem je pouziti tzv. reverznich kongennich kmenti, kdy se naopak
na pozadi ,,nachylnych* kmenti (BALB/c) pfenasi ,,odolné* alely (B6). Tento postup
pomohl urcit charakter onemocnéni, kdy zalezi na poctu predispozi¢nich lokust pro
ptekroceni jisté prahové hodnoty a naslednému plnému projevu nemoci (Rigby et al,

2004a, 2004b; Waters et al, 2004).

Pro jesté hlubsi analyzu interakce predispozi¢nich alel a urceni prahovych hodnot k
jednotlivym dil¢im fenotypovym projeviim SLE se pouzivaly také tzv. polykongeny
(bi, tri kongeny). Kombinoval se tak pocet a sestavy jednotlivych alel, aby se déle
prozkoumaly epistatické vztahy jednotlivych segmentd zapficinujicich chorobu

(Croker et al, 2003; Mohan et al, 1999; Morel et al 2000).

Pro zavérecné klonovani a sekvenovani jednotlivych gent byly vyuzity také tzv.
subkongeny, kterymi se jesté vice rozclenily a separovaly intervaly zodpovédné za

projevy SLE (Morel et al, 2001).

Tento vycet zékladnich variant modifikaci a rozSifeni prace s kongeny na prikladu
zkoumani autoimunitni choroby piredstavuje nastin budoucich moznosti vyuziti
kongennich linii, které se v naSi laboratofi podafilo pfipravit. Snazil jsem se tak
naznacit fakt, Ze pfestoze se zatim jedna o kongenizaci transgennich linii, nelze

podcenit budouci potencial této prace.

2.3 Hybridni sterilita a konstrukce kongennich

Kmenu

2.3.1 Hybridni sterilita

Hybridni sterilita byla pozorovana jiz Aristotelem, a to jak u rostlin, tak u zivoc¢icha.
Hraje dtlezitou roli jako jedna z postzygotickych reprodukcnich bariér. O hybridni
sterilit¢ mluvime tehdy, kdyZz zkiizenim dvou plné plodnych rodicovskych forem
vznikd neplodné potomstvo (Dobzhansky, 1951; Orr, 2005). U mysi se hybridni

sterilita tykd pfedevsim samct v souladu s Haldanovym pravidlem, které fika, ze

25



LITERARNI PREHLED

hybridni sterilita postihuje obvykle heterogametické pohlavi (Haldane, 1922).
Fertilni samice se vyuzivaji pfi studiu interakci a ucinkii gend, které zplsobuji
sterilitu hybridnich samcii a umoziuji tak studium genetickych zakladt reprodukéné
izola¢niho mechanizmu mezi dvéma ptibuznymi druhy (Coyne, 1984). Z evolu¢niho
hlediska je zajimavé, ze se sterilita samcich hybridii objevuje velmi rychle po
oddéleni dvou piibuznych druhll a nezivotaschopnost hybridnich samct je v této fazi

evoluce pomérné vzacna (Perez et al, 1993).

Z genomového hlediska se daji rozliSit dva zdkladni typy hybridni sterility.
Chromozomalni hybridni sterilita se projevi v ptipadé, kdyZz maji rodicovské druhy
vyrazné strukturni nehomologie mezi svymi chromozomalnimi segmenty. Druhym
typem je genova hybridni sterilita, kterd je zpisobena interakcemi mezi specifickymi

geny (Forejt a Ivanyi, 1974).

Objasnéni mechanismu hybridni sterility by mohlo pomoci k lepSimu porozumnéni
evoluéniho vzniku druhti. Pfes dlouholeté snahy se vSak doneddvna podafilo
identifikovat jen n¢kolik genti hybridni sterility a to pouze u Drosophily (Ting et al,
1998; Masly et al, 2006; Phadnis a Orr, 2008).

2.3.2 Gen hybridni sterility Hstl

V laboratofi Dr. Forejta byl neddvno vyklonovan prvni gen hybridni sterility u
obratlovetl Hstl (Hybrid sterility 1, Mihola et al, 2009). Gen HstI neboli Prdm9
(PR-domain containing 9) je jednim zhlavnich gent zptsobujicich zastavu
spermatogeneze u hybridd Mus m. musculus (Mmm) - Mus m. domesticus (Mmd).
Kiizenim kmene PWD/Ph (Mmm plivodu) a nékolika standardnich laboratornich
kment (pfevazné Mmd pavodu) byl Hstl geneticky mapovan na 17. chromozom
(Forejt a Ivanyi, 1974). Jedna se o gen n¢kolika alelickych forem, které jsou
odpovédné za rozdily mezi dvéma typy hybridi. U vétSiny mysich laboratornich
kment v&etné C57BL/6J (B6) byla popsana alela Hstl®, zajistujici sterilitu, ale
nékteré¢ z nich, naptiklad C3H/DiSnPh (C3H) nebo P/J nesou “fertilni* alelu Hstl”
(Forejt a Ivanyi, 1974).

Divoké mysi a od nich odvozené inbredni kmeny, které jsou Mmm plivodu, maji také
hybridné sterilni gen na chromozomu 17, oznadeny Hstw, ktery je mozna identicky s
Hstl lokusem M. m. domesticus (Forejt, 1996). Sam¢i potomci homozygotni pro

HstI®, Hstl a Hstw® alely jsou plné fertilni. Kiizime-li kmen B6 s C3H, dostaneme
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zvifata genotypu Hstl* / HstV ‘a samci narozeni v tomto kifZeni jsou fertilni. Sterilni
hybridni samci se rodi pouze pii kiiZeni laboratorniho kmene nesouciho HstI* alelu,
napf. B6, s kmeny divokych mysi M. m. musculus ptvodu (tabulka 1). Tito samci

maji genotyp HstI® / Hstw' (Forejt a Ivanyi, 1974).

Tabulka 1: Tabulka fenotypt hybridu z kfizeni tfech vychozich inbrednich
kment (pfevzato z Mihola et al, 2009).

kK kokok

Samec | B6 C3H PWD

Samice* HstI® Hstl” Hstw'
B6 F F F
C3H F F F
PWD S F F

F = fertilni, S = sterilni. " F, samice jsou ve vsech kfizenich fertilni.  Dalsi
inbredni kmeny obsahujici Hst/*alelu jsou: A/Ph, Balb/c, C57BL/10 (B10), 129/7J,
AKR/J nebo DBA1/J.  Dalgi inbredni kmeny obsahujici Hst alelu jsou: CBA/J,
I/St or P/J

2.3.2.1 Mapovani Hstl

Cesta k identifikaci genu Hstl neboli Prdm9, ¢i Meisetz, ktery koduje histon 3 lysin
4 trimethyltransferazu zaCala uz pted nékolika desetiletimi (Forejt a Ivanyi, 1974).
Tento gen byl postupné lokalizovan sériemi genetického mapovani a haplotypovych
analyz do jediného 255 kb dlouhého useku na chromozomu 17 (Gregorova et al,
1996; Mihola et al, 2007; Trachtulec et al, 1997, 2005, 2008). Tento tsek obsahoval
Sest kandidatnich gend DI/1, Pgccl, Psmbl, Thp, Pdcd2, a Prdm9. Tyto kandidatni
geny byly ovéfovany zkouménim jejich schopnosti zvratit fenotyp hybridni sterility
pfenesenim téchto genii z kmene s fertilni alelou (C3H) na kmen se sterilni alelou
B6. Byla pouzita technika transgeneze piekryvajicimi se bakteridlnimi arteficialnimi
chromozomy (BACy, Osoegawa et al, 2000): CHORI-34-45F17 — déle jen BAC 5,
CHORI-34-289M8 — BAC 21 a CHORI-34-331G23 — BAC 24 (obrazek 3). Tyto
BACy byly transfekovany do embryondlnich kmenovych bunék F;(129 x B6).
Kmeny 129 i B6 jsou pievazné Mmd piavodu. Pti kiizeni transgennich linii BAC 5 a
BAC 24 se samicemi PWD vznikali pln€ plodni potomci a fenotyp hybridni sterility
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byl tedy zménén. Na rozdil od toho transgen BAC 21 pii stejném kiizeni déaval

vzniknout potomkiim, kteti ziistali neplodni (Mihola et al, 2009).

255 kb
Poce T Thn
Dift Psmb1 PdcdZ Prdm9
50 kb BAC 24 (141 kb)
- | '
BAC 5 (175 kb) o
BAC 21 (152 kby 1 |
] 1 I 1 | 1 | 1 |
15390 15470 15550 15630 15710

Obrizek 3: Usek kriticky pro Hstl definovany genetickym mapovanim se schematickym
vyjadfenim polohy kandidatnich genti a piekryvajicich se BAC transgend. Modfe jsou
zvyraznény BACy zachranujici plodnost hybridi (BAC 5 a 24) a ¢ervené BAC 21, ktery
zménu fenotypu hybridni sterility nezptisobil. PferuSované cary oznacuji usek obsahujici
Hstl definovany BAC transgeny. Stupnice pod obrazkem oznacuje polohu celého useku na

chromosomu 17 v kb (NCBI m37 verze mysiho genomu).
2.3.2.2 Potvrzeni Hstl = Prdm9

Z vyse uvedenych vysledki kiizeni BAC transgenii vyplynulo zazeni useku
zodpovédného za zménu hybridni sterility na asi 15,9 kb dlouhy region obsahujici 5
konec genu Prdm9. Pfedchozi expresni a sekvenacni analyzy také ukazaly, Zze geny
DIll, Pgccl, Psmbl, Thp a Pdcd? jsou velmi nepravdépodobni kandidati Hst/
(Trachtulec et al, 2005, 2008; Mihola et al, 2007). Jako dalsi diikkaz byly pouzity
expresni analyzy transgenni linie BAC 21 pro potvrzeni, Ze integrované geny nebyly
umléeny a mohly se projevit fenotypem hybridni sterility (Mihola et al, 2009). Ve
stejném c¢lanku bylo také publikovano srovnani fenotypi mys$i s nulovou alelou
(knock-out) Prdm9 genu, jiz diive pfipravenych v jiné laboratoii (Hayashi et al,

2005) a sterilnich hybrida.
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2.3.3 Stabilizace transgenu konstrukci kongennich linii

Transgenni linie pouzité pro testovani kandidatnich genti v Hstl kritické oblasti
predstavuji zajimavy nastroj, jak dale studovat nejen hybridni sterilitu a jeji prvni
identifikovany gen Prdm9, ale také ostatni geny obsazené v jednotlivych BAC
transgenech. Transgeneze se provadéla na embryondlnich kmenovych buiikach F,(B6
x 129), které jsou odoln&jsi a snadné¢ji manipulovatelné nez buiiky odvezené z B6
nebo 129 kmene (Goodwin et al 2001). Obvyklym a hojné vyuzivanym nastrojem,
jak vylepsit fenotypizovani geneticky modifikovanych mysi (knock-out nebo
transgennich linii), je pfenos manipulovanych gentli na genetické pozadi standardnich
laboratornich kmenti. Tento pienos se provadi klasickym nebo riizné modifikovanym
vice-genera¢nim zpétnym kiizenim, na jehoz konci je ustavena nova kongenni linie

na znamém a dobfe definovaném genetickém pozadi (Bolivar et al, 2009).

29



MATERIAL A METODY

3 MATERIAL A METODY

3.1 Material

3.1.1 Chemikadlie

Agardza

DMSO (dimethylsulfoxid)

EDTA (kyselina ethylendiaminotetraoctova)
Ethanol

EtBr (etidium bromid - 10 mg / ml)
Fenol

Hi-Di Formamid

Chloroform

Isoamylalkohol

Isopropanol

NaOH (hydroxid sodny)

SDS (dodecylsulfat sodny)

Tris (Tris (hydroxymetyl) aminometan)

3.1.2 Roztoky a pufry

Serva
Sigma
Serva
Merck
Sigma
Serva
Applied Biosystems
Lachema
Lachema
Merck
Serva
Sigma

Serva

TE pH 8,0: 10 mM Tris.HCI, 1 mM EDTA pH 8,0

TBE: 89 mM Tris borat, 89 mM kyselina boritd, 1 mM EDTA

Roztok na pripravu DNA: 100 mM TRIS-HCI pH 8,5, 5 mM EDTA, 0,2%

SDS, 200 mM NaCl

PBS (phosphate buffered saline)

3.1.3 Enzymy

Proteinaza K
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» Taq polymeraza Fermentas

= Polymeraza LightCycler” FastStart Roche

3.1.4 Chemikadlie pro PCR

= 10 x reak¢ni pufr pro PCR Fermentas
= 25 mM MgCl, Fermentas
= 100 mM dNTP Fermentas
= 10x DNA Master SYBR Green | Roche

3.1.4.1 PCR - primery

Tabulka 2: CHO7 mikrosatelitové primery (genotypizace)

Nazev Sekvence Délka [bp] T, [°C]
CHO7F TTGCTATAAAAGGACTGTTTGAT 23 61
CHO7L ACACAAAGACAGAAGAAGAGGA 21 60

3.1.5 Piistrojové vybaveni
* mikrocentrifuga Eppendorf 5415 C
= centrifuga Mikro 22R Hettich
= zdroj napéti pro elektroforézu EPS 301 APCzech
= Cycler AB GeneAmp 9700 PCR System
» Cycler Perkin Elmer GeneAmp 2400 PCR systém
» spektrofotometr NanoDrop ND-1000
* inkubator Techne Hybridiser HB-1D
» inkubator EN 500 Trigon-plus
= prohliZze¢ a analyzator gelli Syngene GeneGenius
* Biological Thermostat BT 120M - Lab system
» LightCycler 2000 Roche

= svételny mikroskop Nikon Eclipse E200
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= vahy Kern EG600-2M LABsystem

» vyhfivany blok Thermo 120/R&B

3.1.6 Programy a databdze
= GeneSnap Version 7.04 (prohlizec¢ geli SynGene)
» LightCycler Software Version 3.5
= R Version 2.9.1 (program pro statistické vypocty a tvorbu grafl)
= Rweb (web pro statistcké vypocty) - http://pbil.univ-lyonl.fr/Rweb/
»  PyRAT - https://pyrat.img.cas.cz
= BLAST - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
= BLAST 2 - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/bl2.html

» ENTREZ (NCBI) - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/

3.2 Metody

3.2.1 Pfiprava kongenniho kmene

3.2.1.1 Chov mysi

Chov mysi probihal za bariérou ve specialni (pathogen free) k tomu uréené budove a
vétSina zakladnich ukont, jako odstaveni a pfipousténi provadély oSetfovatelky na
zakladé komunikace pfes specificky program na katalogizaci mysi PyRAT. Vzorky
tkan¢ na extrakci DNA a genotypizaci se pak odebiraly v podobé 0,5 az 2 cm
dlouhého kousku ocasku. Mysi byly pred pfechodem na ¢tyf-pismeny kod na usnich
znamkach aplikovanych pfi odstavu znaceny stiithanim prstikii na zadnich
koncetinach. V ptipadé vypadenych usnich znamek bylo pouzito stithani jednoho az

dvou prstikil (obrazek 4) na pravé zadni konceting pii pohledu z ventralni ¢asti téla.
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» Obrazek 4: Graficky znazornény kod
znaceni mysi stithanim prstikii. Prsty jsou
ustiizeny celé az kchodidlu a Cciselné
potadi odpovida potadi prstikii od palce

k maliku.

Resitel isp&iné prodel kurzem prace zlaboratornimi zvifaty, se kterymi bylo
nakladano v souladu se zakony Ceské Republiky o ochrand zvifat: Nafizeni o
experimentalni praci se zvitaty ¢islo 207/2004 Sb. a zakony c¢islo 246/92 Sb. a 77/2004
Sb.

3.2.1.2 Genotypizace

Selekce byla provedena genotypizaci nové generace za pomoci mikrosatelitovych
markert. Pro extrakci DNA bylo pouZito asi 2 mm ocasku a zbytek byl zamrazen pii
-20°C. Extrakce byla provedena relativné rychlou a nenarocnou metodou digesce
v 50 mM roztoku NaOH. 600 ul NaOH roztoku se 2 mm tkan¢ ocasku bylo
inkubovano asi 90 minut pti 95°C, nasledné zneutralizovano 50 ul 1M Tris, pH=8 a
zcentrifugovano 6 minut pii 13200 rpm. Ziskand DNA byla jes$té¢ nafedéna 1:1
s vodou a 1ul byl pouzit do amplifikaéni PCR reakce. Reakce probihala celkem ve
20 pl reakéni smési, kterd obsahovala: vodu, DNA templat, 1x PCR pufr, 1,65 mM
MgCly, 175 uM kazdého dNTP, 200 nM obou primert a 0,3 U Taqg polymerazy.
Program pouzity pro amplifikaci je popsan v tabulce 3. Ke genotypizaci ndm slouzily
specidlné¢ navrzené primery (tabulka 2) amplifikujici délkové polymorfni
mikrosatelitovy usek, ktery je obsazeny jak v recipientni linii tak v transgennim
(pfenaSeném) useku. Amplikony byly elektroforeticky rozdéleny na 4% agarosovém

gelu s pouzitim 20bp DNA zebticku.
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Tabulka 3: Amplifikacni program pro genotypizaci

Cyklus 1.krok 2.krok 3.krok

1. 94°C—-1:15 55°C-0:05 68°C — 0:24
2. 94°C -0:30 52,5°C—-0:05 68°C—-0:25
3.-37. 94°C - 0:30 51,5°C—-0:10  68°C —0:26*
Zaver 68°C —5:00 10°C - nekon. -

* kazdy cyklus se ¢as prodluzuje o jednu vtetinu

3.2.1.3 Izolace vysokomolekularni DNA pro SNP analyzu

Na ptipravu DNA bylo pouZito asi 1 cm mySiho océsku. Ten byl vlozen do 1,5 ml
mikrozkumavky eppendorf. Pfidalo se 0,7 ml roztoku na pifipravu DNA a 10 ul
proteinazy K (o koncentraci 10 mg/ml). Ocasek byl jesté rozstiithan na mensi kousky
a vzorek inkubovan na rota¢ni michacce pti 50-55°C ptes noc. Rano byla zkumavka
stoCena 10 minut pti otackach 10 000 rpm, supernatant ptenesen do Cisté¢ zkumavky a
pfiddno stejné mnozstvi smesi fenolu a chloroformu (1:1). Zkumavka se dikladné
protiepala (asi 5 minut), az se faze spojily a stocily se 10 minut pii ota€kach 10 000
rpm. Horni faze byla pfenesena do Cisté zkumavky a bylo pfidano stejné mnozstvi
chloroform : isoamylalkoholu (v poméru 24 : 1). Zkumavka byla dikladné
promichéana a centrifugovana 10 minut pfi otdckach 10000 rpm. Opét byla odebrana
horni vrstva a pfenesena do nové zkumavky. Doplnilo se stejné mnozstvi
isopropanolu a zkumavka byla protfepana, az se vytvoftila viditelna srazenina DNA.
Vzorek byl znovu sto¢en 10 minut pii 10 000 rpm, supernatant odebran a pro oc¢isténi
bylo pfidano a vzapéti odstranéno 300 pl 70% ethanolu. DNA se nechala 5-10 minut
susit pfi pokojové teploté a nakonec byla rozpusténa ve 100 pl 1x TE (10 minut
v 50°C a nejlépe jeste pies noc v +4°C). Koncentrace DNA byla meéfena na

nanodropu pii 260 a 280 nm a jako blank byl pouzit 1x TE puft.

3.2.2 Pitva a fenotypizace

Mysi byly usmrceny chloroformem a pted samotnou pitvou jim byly pro jistotu jesté
delokalizovany kréni obratle. Po zvadzeni celého téla nasledovalo otevieni bfiSni
dutiny a postupné vyjimani a vaZeni jednotlivych wvnitinich organli. Dobie
definované organy jako stehenni sval, jatra a srdce byly rovnou vézeny, naproti tomu

hnédy tuk, gonadalni tuk a varlata (testes) musely byt jesté ocistény od okolnich

34



MATERIAL A METODY

tkani. Gonadalni tuk obklopuje varlata a nadvarlata (epididymis) a pied samotnym
vazenim byly vSechny tyto tkdn¢ odejmuty najednou a nasledné byla jedna tkéan po
druhé odpreparovana a ocisténa. Hnédy tuk se nachdzi na dorsdlni strané mezi
lopatkami pfednich koncetin. Je kompaktné spojen s okolnim bilou tukovou tkéni a
bylo mozné ho pravé diky odlisné barvé rozeznat a odpreparovat okolni tukovou
tkan.

V ramci odbéru varlat byly také vyjmuty epididymis, odstfizeny ve zuZeni tésné za
hlavi¢kou (cauda epididymis) a vlozeny do 0,5 ml 1x PBS. Pfiprava preparatu na
pocitani spermii probihala rozstiihanim nadvarlat na mensi kousky (asi 25x stfihnuti
nuzkami ve zkumavce) a nechanim cca 5 minut pii pokojové teploté. Vznikly roztok
byl jesté podle potifeby nafedén (vétSinou 1:4) a 10 pl pfeneseno na Biirkerovu
pocitaci komurku. Spermie se standartni morfologii byly spocitany ve ctvercich
v obou diagonalach, oba vysledky zpriimérovany a piepocteny rovnici: pocet bunck
v 25 ¢tvercich x 10000 x zfedéni = koncentrace bunék/ml. PocCet spermii v cauda

epididymis byl spocitan z koncentrace vynasobenim objemem (0,5 ml).

3.2.3 PouZité vypocetni a statistické metody

3.2.3.1 Pitva a fenotypizace

Vysledky fenotypizace predstavoval soubor vahovych hodnot jednotlivych organt a
tkani pro tfi transgenni linie a kontrolni kmen B6 rGzného stafi a v rtiznych
generacich vyvoje kongenniho kmene. Tato data byla katalogizovéna a zpracovéana
v programu MS Excel pomoci jeho zadkladnich statistickych funkci jako aritmeticky
primér, smérodatna odchylka a Welschiiv t-test. Z této analyzy vzesly signifikantni
nebo témér signifikantni vysledky a ty byly v ptipadé velkého rozptylu hodnot dale
potvrzeny Wilcoxonovym testem na webovém rozhrani Rweb (http://pbil.univ-
lyonl.fr/Rweb/). Nejzajimavejsi vysledky byly pro piehlednost zpracovany do
karbicovych (boxplot) grafu v programu R verze 2.9.1.
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4 VYSLEDKY

4.1 Genotypizace

Celkové¢ Slechtime tii kongenni linie v riznych generacich a navic od kazdé jesté
zalozni linii pro pfipad znemoznéni dal§iho pokracovani (napiiklad kvl

nezivotaschopnym ¢i neplodnym potomkiim).
4.1.1 Hlavni kongenni linie

Jak ukazuje tabulka 4, u vSech tii linii jsme dokoncili pfedepsanych deset generaci
zpétnych kiizeni a pokraCujeme ve stabilizaci incrosem (kiiZeni bratr se sestrou), pro
ziskani homozygotnich jedinct i pro pfenaSeny segment. Nova kongenni linie tak
bude v celém rozsahu genomu homozygotni a tudiz stabilni. V tomto smyslu jsou
hotov¢ linie s transgeny BAC 5 a BAC 21. Dlouhodobé¢ jsou problémy s linii BAC
24, protoze se Spatné reprodukuje a vyzaduje nasazeni vétSiho poctu chovnych paru.
Ptresto je naplnéno deset generaci zpétnych kiizeni a nyni se pomoci incrosu hleda

homozygot pro transgen, ¢imz se dokon¢i ptiprava i této linie.

Tabulka 4: Pocet dosazenych generaci jednotlivych transgennich linii.

BC - generace zpétného G - generace inbreedingu

kFiZeni
BAC S5 BC10 G9
BAC 21 BC10 G3
BAC 24 BC9-10 -

Slechténi a genotypizaci u linii BAC 21 a BAC 24 jsem pievzal v po¢ate¢nich fazi
zpétného kiizeni (BC3). Linie BAC 5 byla jiz v pokrocilém stadiu a zacinala se
zaverecna inbredizace (BC10, G1). Cely proces si az do dnesni doby vyzadal téméf

2000 ptetestovanych mysi.
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4.1.1.1 Kontrola pozadi kongennich transgenti

Kmeny BAC 5, BAC 24 a BAC 21 byly testovany na jednonukleotidové
polymorfismy (SNP) pomoci "lllumina MD linkage panel". Tento panel zahrnuje
881 SNPU polymorfnich mezi kemny B6 a 129. Vzorky DNA kment (5 pg) byly
odeslany do Servisni laboratofe funkéni genomiky a bioinformatiky na Ustavu
molekularni genetiky AVCR, v.v.i. Vysledky odhalily, Ze pozadi vech tfech kment
je skutecné vycisténé od DNA ze 129 kmene. U kazdého kmene se pouze jedna
oblast liSila od B6 kmene, coz naznacuje, Ze tyto useky mohou obsahovat integracni
misto transgenu. Tyto useky dosahovaly u kmene BAC 5 délky mezi 6-13 Mb (3
SNPy), u BAC 21 mezi 2-7 Mb (1 SNP) a u BAC 24 mezi 6-9 Mb (2 SNPy). Oblasti
leZely u kmene BAC 5 a BAC 21 ve dvou rliznych ¢astech chromozomu 13 a u BAC

24 na chromozomu 6.
4.1.1.2 Zalozni linie

S testovanim a kfizenim se také pokracovalo u vedlejSich linii, které slouzily jako
zaloha v ptipadé€ ztraty hlavni linie transgenil diky stoupajicimu B6 homozygotnimu
genetickému pozadi. Tyto linie vznikaly pferuSenim kongenizace v pocatecnich

Mrwve

(inbreeding). Tabulka 5 ukazuje pocet dosazenych generaci téchto zaloznich linii.

Tabulka 5: Pocet dosazenych generaci zaloznich linii.

F -generace inbreedingu

BACS F19
BAC 21 F12
BAC 24 F2

4.1.1.3 Odecitani genotypt

Na obrazku 6 je prikladny snimek agar6zového gelu, se dvéma transgen- pozitivnimi
a dvéma negativnimi vzorky mySi DNA a zplsob odecitani genotypl.. Odecitani
probihalo na zaklad¢ délkového polymorfismu mikrosatelitového markeru CHO7,
ktery je spolecny pro vSechny tfi BAC transgeny. Délka pozitivniho PCR produktu je
119 bp a délka negativniho je 147 bp.
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Obrazek 6: Produkty PCR reakce s CHO7 primery na 4,5% agar6ézovém gelu

obarveném etidium bromidem.

1-4 testované mysi, 5-8 kontroly. Jako pozitivni kontroly pro transgen byla pouzita
genomova DNA z kmene C3H (50 ng templatu, draha 5) a izolovany BAC 5 (50 pg
templatu, draha 6). Jako transgen-negativni kontrola slouzila genomova DNA z kmene B10
(50 ng templatu, draha 7). V draze Cislo 8 je jest¢ kontrola kontaminace, kde nebyla do
reakce pridana zadnd DNA.

4.2 Fenotypizace

V ramci hledani dalSich fenotypti byly na vybranych genotypovanych mysich
v pribéhu Slechténi kongennich kment provadény pitvy za ucelem méfeni hmotnosti
jednotlivych organi a tkani. Nefenotypizovali jsme mysi zaloznich linii. Celkové
bylo vypitvano 200 zvifat. Ziskané hodnoty spolu s genotypem a stafim mysi byly
katalogizovany a nésledn¢ rozfazeny do jednotlivych srovnavacich skupin.

Vysledky analyzy dat fenotypizace jsou zobrazeny v tabulkach 6-16 po jednotlivych
srovnavacich skupinach. Data jsou prezentovana jako pramérné hodnoty se
smérodatnymi odchylkami (SO) v porovnani mezi transgeny a piisluSnymi

kontrolami (vétSinou jejich transgen-negativni sourozenci) a statisticka signifikance.
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4.2.1 Tabulky s vysledky

Popisky a zkratky pouzité v tabulkach:

BAC 5+, 21+ a 24+ * oznaceni genotypu mysi obsahujicich transgen
BAC 5-,21-a24- * oznaceni genotypu negativnich kontrol (bez
transgenu)

* Cislo v zavorce za oznaCenim genotypu piedstavuje pocet zvifat daného genotypu v

analyze

Witest statisticka signifikance; P hodnota Welschova t-testu

BW hmotnost téla (body weight) udavana v gramech

GON hmotnost gonadalni tukové tkdn€ v miligramech

TES hmotnost varlat (testes) v miligramech

LIV hmotnost jater (liver) v miligramech

HRT hmotnost srdce (heart) v miligramech

BAT hmotnost hnédé¢ tukové tkané (brown adipose tissue)
v miligramech

SM hmotnost stehenniho svalu (skeletal muscule)
v miligramech

G/BW normalizace hmotnosti gonadalniho tuku
k hmotnosti téla

T/BW normalizace hmotnosti varlat k hmotnosti téla

L/BW normalizace hmotnosti jater k hmotnosti t¢la

H/BW normalizace hmotnosti gonadalniho tuku hmotnosti
téla

B/BW normalizace hmotnosti gonadalniho tuku k
hmotnosti téla

S/BW normalizace hmotnosti svalu k hmotnosti téla
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Tabulka 6: Pitevni data 66 - 67 dnti starych samcti kmene BAC 5

BAC 5-(8) BAC 5+ (9)
Witest
prameér SO primér SO
BW 24,18 1,77 23,01 1,66 0,211
GON 433,88 71,44 382,00 50,44 0,134
G/BW 17,95 2,71 16,59 1,61 0,270
TES 193,25 10,19 176,00 13,17 0,012
T/BW 8,01 0,33 7,70 0,86 0,360
LIV 1071,25 146,88 966,89 121,67 0,160
L/BW 44,17 3,81 42,08 4,76 0,360
HRT 158,75 11,07 140,00 19,46 0,037
H/BW 6,59 0,47 6,07 0,59 0,076
BAT 71,75 10,79 65,22 9,26 0,233
B/BW 2,97 0,40 2,85 0,48 0,621
SM 171,50 21,34 161,00 10,41 0,264
S/BW 7,09 0,66 7,01 0,40 0,792
Tabulka 7. Pitevni data 66 - 67 dnti starych BAC 21 samcii
BAC 21- (7) BAC 21+ (5)
Wttest
pramér SO pramér SO
BW 18,27 2,81 21,48 1,62 0,046
GON 239,86 36,98 295,60 22,18 0,014
G/BW 13,14 0,56 13,79 0,98 0,270
TES 153,00 15,25 175,40 21,91 0,122
T/BW 8,45 0,56 8,16 0,78 0,541
LIV 843,14 111,75 1036,40 102,28 0,020
L/BW 46,51 4,61 48,21 2,53 0,471
HRT 93,00 9,20 112,20 15,64 0,070
H/BW 5,15 0,54 5,21 0,47 0,861
BAT 45,86 5,22 48,00 6,16 0,584
B/BW 2,57 0,47 2,24 0,27 0,188
SM 132,57 34,45 170,60 22,50 0,061
S/BW 7,15 0,80 7,93 0,68 0,135
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Tabulka 8. Pitevni data 208 - 211-dennich samctu kmene BAC 21

BAC 21- (9) BAC 21+ (12)
Witest
primeér SO prameér SO
BW 28,29 1,30 28,89 1,86 0,417
GON 565,22 154,87 532,08 201,09 0,690
G/BW 19,88 4,92 18,18 5,76 0,498
TES 193,00 14,51 199,83 15,23 0,334
T/BW 6,83 0,53 6,95 0,71 0,690
LIV 1241,22 102,90 1291,33 112,09 0,326
L/BW 43,88 3,07 44,74 3,24 0,563
HRT 159,89 29,21 176,33 42,68 0,332
H/BW 5,65 0,99 6,07 1,32 0,433
BAT 74,67 14,26 77,25 28,78 0,800
B/BW 2,65 0,56 2,64 0,82 0,970
SM 215,89 9,80 207,25 24,60 0,308
S/BW 7,64 0,25 7,16 0,61 0,033
Tabulka 9. Pitevni data 130-dennich samct BAC 5
BAC 5- (3) BAC 5+ (5)
Wttest
pramér SO pramér SO
BW 19,30 1,31 21,54 1,75 0,139
GON 256,33 36,72 292,60 26,76 0,300
G/BW 13,22 0,98 13,60 0,79 0,663
TES 155,67 28,77 187,20 19,88 0,258
T/BW 8,00 0,92 8,69 0,57 0,410
LIV 1100,33 29,32 1169,40 56,41 0,096
L/BW 57,17 2,31 54,54 3,72 0,331
HRT 119,33 1,70 117,20 9,68 0,689
H/BW 6,21 0,38 5,47 0,53 0,105
BAT 49,67 0,94 52,00 4,05 0,326
B/BW 2,59 0,21 2,42 0,20 0,416
SM 134,00 18,02 161,20 11,96 0,152
S/BW 6,92 0,53 7,50 0,34 0,258
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Tabulk 10: Pitevni data 130 dnti starych BAC 5 samcti a B6 kontrol

BAC 5- (4) BAC 5+ (4)
Witest
primeér SO primér SO
BW 25,48 0,28 26,15 1,04 0,346
GON 348,00 45,29 398,00 76,85 0,377
G/BW 13,65 1,68 15,17 2,67 0,440
TES 178,00 8,57 189,50 15,31 0,311
T/BW 6,99 0,33 7,28 0,86 0,615
LIV 1295,50 70,46 1418,25 107,53 0,157
L/BW 50,84 2,47 54,16 2,14 0,130
HRT 153,00 22,15 175,50 31,88 0,359
H/BW 6,00 0,85 6,70 1,14 0,431
BAT 68,50 11,10 63,75 11,37 0,623
B/BW 2,69 0,44 2,42 0,34 0,443
SM 192,25 26,84 204,75 14,31 0,511
S/BW 7,54 0,97 7,83 0,44 0,657
Tabulka 11: Pitevni data 67 dnii starych samic BAC 21
BAC 21- (5) BAC 21+ (6)
Wttest
pramér SO prameér SO

BW 17,64 0,42 17,03 1,21 0,333
GON 170,60 43,70 211,50 43,98 0,199
G/BW 9,66 2,39 12,35 2,05 0,111
LIV 785,60 48,65 748,00 110,15 0,515
L/BW 44,52 2,17 43,69 3,89 0,698
HRT 98,40 10,48 82,33 8,03 0,038
H/BW 5,57 0,49 4,83 0,25 0,036
BAT 76,80 28,98 45,67 7,74 0,098
B/BW 4,33 1,58 2,67 0,35 0,104
SM 147,40 42,89 127,50 13,25 0,415
S/BW 8,36 2,43 7,47 0,30 0,508
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Tabulka 12: Pitevni data 67 dnti starych samic BAC 21 a B6 kontrol

B6 aBAC21-(5a5) BAC 21+ (6)
Witest
pramér SO pramér SO
BW 17,88 0,72 17,03 1,21 0,195
GON 173,10 32,21 211,50 43,98 0,125
G/BW 9,69 1,80 12,35 2,05 0,037
LIV 869,70 96,92 748,00 110,15 0,068
L/BW 48,59 4,52 43,69 3,89 0,056
HRT 110,70 15,03 82,33 8,03 4x10™
H/BW 6,18 0,75 4,83 0,25 3x10™
BAT 62,70 24,98 45,67 7,74 0,084
B/BW 3,51 1,39 2,67 0,35 0,117
SM 136,10 32,89 127,50 13,25 0,502
S/BW 7,62 1,88 7,47 0,30 0,819
Tabulka 13: Pitevni data 66 - 68 dnii starych mysi BAC 24
BAC 24- (9) BAC 24+ (5)
Wttest
prumer SO pramér SO
BW 21,24 2,35 22,23 1,14 0,348
GON 312,67 63,50 234,40 64,74 0,083
G/BW 14,65 1,91 10,48 2,60 0,028
TES 163,89 9,41 138,60 14,22 0,019
T/BW 7,77 0,57 6,23 0,47 0,001
LIV 1099,22 124,24 1106,00 189,19 0,950
L/BW 51,76 1,87 49,64 7,29 0,597
HRT 130,33 26,48 130,60 16,45 0,983
H/BW 6,08 0,77 5,85 0,47 0,533
BAT 58,44 5,81 64,00 11,45 0,403
B/BW 2,77 0,29 2,86 0,41 0,700
SM 155,11 24,24 153,60 9,91 0,881
S/BW 7,28 0,47 6,91 0,33 0,144
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Tabulka 14: Pitevni data 67 - 72 dnu starych samcti (PWD x BAC 5)

s negativnimi kontrolami (PWD x BAC 24)

BAC 24- (7) BAC 5+ (5)
Wtitest
prameér SO pramér SO
BW 22,56 1,91 19,60 1,27 0,015
GON 263,86 58,69 153,80 31,20 0,003
G/BW 11,65 2,12 7,85 1,43 0,007
TES 52,14 4,12 156,20 8,52 2x10°
T/BW 2,33 0,25 8,02 0,82 8x107°
LIV 1387,71 162,71 1131,00 74,87 0,008
L/BW 61,51 5,37 57,74 2,01 0,155
HRT 144,14 14,14 153,40 11,07 0,275
H/BW 6,40 0,45 7,84 0,55 0,003
BAT 61,14 10,06 48,40 3,88 0,022
B/BW 2,70 0,31 2,48 0,25 0,241
SM 180,57 19,63 151,00 13,04 0,017
S/BW 8,00 0,42 7,72 0,63 0,462

Tabulka 15: Pitevni data 254 - 264 dnu starych mysi (PWD x BAC 21)

BAC 21- (5) BAC 21+ (6)
Witest
primeér SO prameér SO
BW 40,26 8,27 50,28 3,63 0,071
GON 1714,20 773,81 2683,83 333,61 0,065
G/BW 40,25 13,04 53,29 4,66 0,117
TES 61,20 3,92 57,00 1,15 0,098
T/BW 1,61 0,47 1,14 0,08 0,111
LIV 1781,00 358,86 2391,00 317,87 0,028
L/BW 44,31 2,74 47,37 2,91 0,141
HRT 160,40 25,07 198,83 21,11 0,041
H/BW 4,06 0,49 3,96 0,37 0,749
BAT 201,20 62,69 192,83 44,72 0,828
B/BW 4,88 0,91 3,87 1,05 0,156
SM 197,80 38,76 156,50 42,81 0,164
S/BW 5,03 0,97 3,11 0,82 0,014
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Tabulka 16: Pitevni data 66 - 72 dni starych samcti (PWD x BAC 24)

BAC 24- (12) BAC 24+ (11)
Wottest
primér SO primér SO

BW 22,47 1,59 26,20 4,64 0,032
GON 297,67 105,34 478,18 220,09 0,033
G/BW 13,16 4,25 17,50 5,49 0,059
TES 54,67 4,90 194,45 34,07 1x107
T/BW 2,45 0,29 7,44 0,57 3x10™"
LIV 1308,25 178,16 1661,64 470,27 0,044
L/BW 58,16 6,41 64,52 8,47 0,081
HRT 143,00 14,35 164,91 35,00 0,088
H/BW 6,36 0,45 6,31 0,63 0,839
BAT 64,00 14,07 109,09 51,40 0,021
B/BW 2,83 0,51 3,97 1,28 0,022
SM 168,83 22,86 179,55 47,08 0,524
S/BW 7,51 0,85 6,82 1,02 0,106
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4.2.2 Grafické znazornéni nejditleZitéjSich vysledki

Vybrané statisticky signifikantni vysledky a jejich srovnani s ostatnimi BAC

transgeny jsou vyneseny do krabicovych (boxplot) grafii (graf 3-10).

Graf 3: Srovnani celkové hmotnosti téla u dvoumési¢nich BAC 5, BAC 21 a BAC
24 samct a BAC 21 samic (viz tabulka 6, 7, 11 a 13)
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Popis krabicového grafu (boxplot): Tlusta ¢ara reprezentuje median, ¢ary obdélniku 25%
kvantilu a 75% kvantilu, slabé ¢ary minimum a maximum, ale pouze v ptipadé, Ze nejsou

odlehla pozorovani (znazornéna kolecky).
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Graf 4: Srovnani celkové hmotnosti téla u 254 - 264 dennich (PWD x BAC 21), 67
dennich (PWD x BAC 5), a 66 - 72 dennich (PWD x BAC 24) hybridnich samct (viz
tabulky 14, 15 a 16)
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Graf 5: Srovnani hmotnosti gonadalniho tuku u dvoumeési¢nich BAC 5, BAC 21 a

BAC 24 samcii a BAC 21 samic (viz tabulky 6, 7, 11 a 13).
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Graf 6: Srovnani hmotnosti gonadalniho tuku u 254 - 264 dennich (PWD x BAC
21), 67 dennich (PWD x BAC 5), a 66 - 72 dennich (PWD x BAC 24) hybridnich
samcu (viz tabulky 14, 15 a 16).
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Graf 7: Srovnani hmotnosti gonadalniho tuku normalizované na celkovou hmotnost
téla u dvoumési¢nich BAC 5, BAC 21 a BAC 24 samcti a BAC 21 samic(viz tabulky
6,7,11 a13).
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Graf 8: Srovnani hmotnosti gonadalniho tuku normalizované k celkové hmotnosti
téla u 254 - 264 dennich (PWD x BAC 21), 67 dennich (PWD x BAC 5), a 66 - 72
dennich (PWD x BAC 24) hybridnich samcii (viz tabulky 14, 15 a 16).

8 =]
-
o _|
m T
1
P=0,002
o _|
Q
£e)) P=0,059
£ I
o _|]
5] |
[} _
| o i
: |
o —_ !
9
-
— —
o _ | -
1

——
I I I I I

BAC 21- BAC 21+ BAC 24- BAC 24+ BAC 5+

51



[mg]

VYSLEDKY

Graf 9: Srovnani hmotnosti varlat u dvoumeési¢nich BAC 5, BAC 21 a BAC 24
samci (viz tabulky 6, 7 a 11).
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Garf 10: Srovnani hmotnosti varlat u 254 - 264 dennich (PWD x BAC 21), 67
dennich hybridi (PWD x BAC 5), a 66 - 72 dennich (PWD x BAC 24) hybridu (viz
tabulky 14, 15 a 16).
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4.2.2.1 Shrnuti vysledki fenotypizace

Z uvedenych vysledkii vyplyva, ze se ndm u vSech tfi transgennich linii podaftilo

predbézné nalézt alespon jeden novy fenotyp.

U dvoumési¢nich kongennich BAC 5 transgend se podafilo nalézt signifikantni
rozdily ve vaze varlat a srdce; tato signifikance se v obou piipadech ztratila po

normalizaci hodnot na celkovou vahu télu.

Po ktizeni s inbrednim kmenem PWD se podle ocekavani projevil fenotyp hybridni
sterility a stim spojend vysoce signifikantni redukce hmotnosti varlat u
netransgennich control. Navic pfibyly statisticky vyznamné rozdily v hmotnosti téla,

obou typt tukové tkan€ 1 po normalizaci na vahu téla, vahy jater a stehenniho svalu.

V ramci linie BAC 21 transgent se podafily stanovit predevSim signifikantni rozdily
v hmotnosti srdce, které se pak potvrdily i u samic t¢hoz kmene, kde se navic jevi

rozdilna i hmotnost gonadalniho tuku.

PWD hybridi BAC 21 rovnéz vykazovaly zmény hmotnosti srdce a navic hmotnosti
jater a stehenniho svalu. U vSech tfi znakl se vyznamnost ztraci po normalizaci na

celkovou vahu téla.

V analyze BAC 24 linie se ukazal statisticky vyznamny pokles hmotnosti varlat u
transgen pozitivnich mysi a také signifikantni rozdily v hmotnosti gonadalni tukové
tkdné¢ normalizované k vaze tcéla. Dale se podafilo sestavit dostatecné velkou
srovnavaci skupinu u (PWD x BAC 24) kifizenci. Tato skupina odhalila mimo
fenotypu hybridni sterility také statisticky vyznamné rozdily v hmotnosti téla, obou

typt tukové tkang¢ a jater.
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5 DISKUZE

5.1 Kongenizace transgennich linii

Pro ptipravu kongennich kmenl existuji rizné ptistupy a modifikace, které lze
kombinovat podle potfeb a moznosti experimentatora. V nasi situaci, kdy byl cil
stabilizovat transgeny, se jako nejvyhodnéjsi jevil klasicky neurychleny postup -
naplnéni deseti-generacniho protokolu zpétnych kiizeni. PfestoZze to nebyl ptivodni
zamér, pouzitim tohoto klasického protokolu jsme také ziskali vEétsi soubor zvitat

pro fenotypizaci.

Selekce probihala testovanim zvifat na pfitomnost transgenu pomoci
mikrosatelitového markeru spole¢ného vSem trem BAC transgeniim. V tomto smyslu
byl nas§ zvoleny zpusob selekce obdobny jako v nékolika publikovanych pracich,
napt. zaméfenych na studium SLE. Jako modely této nemoci byly vytvaieny
kongenni kmeny, kde byly pomoci genetickych markerti pfeneseny konkrétni lokusy
zapticiilujici nékteré projevy choroby na pozadi rezistentniho kmene (napt. Morel et

al, 1996, 1997).

V nasem ptipadé sice byl k dispozici fenotyp hybridni sterility, ale pro jeho vyjadfeni
by se musela piipustit kazda testovand mys s kmenem PWD a ¢ekalo by se na prvni
projevy sterility u potomki. Takovyto zplisob selekce by byl velmi piesny, ale
nejevil se ekonomicky ani ¢asov€é vyhodny. V ramci S$irSitho projektu hybridni
sterility se ovSem skuten¢ transgen-pozitivni mysi z jednotlivych generaci zpétnych
kiizeni ptipoustély pro ziskani PWD hybridl potiebnych pro navazujici experimenty.
Timto zplsobem byla pfimo ovéfovana pfitomnost genu Prdm9, a tak i celistvost

BAC transgeni u jednotlivych linii.

Velmi dualezity faktor prace skongeny byl vybér recipientniho kmene. V této
diplomové praci, stejné jako ve vétSiné piipadi u studia SLE padla volba na
standardni inbredni kmen B6. V obou ptipadech bylo diilezité, ze kmen B6 je hojné
vyuzivany, dostupny a velmi dobie prostudovany kmen, skompletné
osekvenovanym genomem. Je tudiz k dispozici Siroky vybér rtznych typt
genetickych markerti nezbytnych naptiklad pro marker-asistovanou reprodukci nebo
pro moznost ziZeni prendSené¢ho segmentu. Co se tyka budouciho potencialu vyuZiti

nami vyprodukovanych kongennich kment, za zminku stoji mnozstvi expresnich a
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proteomickych analyz provedenych na tomto kmenu, coz napiiklad znamena, ze

geny, ¢i jejich interakei s genetickym pozadim (Laporte et al, 2003).

Byla také provedena analyza SNPG polymorfnich pro B6 a 129 kmeny, ktera
ukazala, ze pozadi vSech tii kment je skutecné zbavené DNA ze 129 kmene. Pouze
jedna oblast u kazdého kmene (obsahujici jeden az tfi SNPy) se li§i od B6 kmene,
coz naznacuje, Ze tyto oblasti obsahuji integracni misto transgenu (jsou selektované).
Alternativnim vysvétlenim je, Ze tyto oblasti jsou nespecifické (neselektované,
nevyCisténé) a SNPy kolem skute¢nych integracnich mist nebyly detekovany,
protoze se transgen integroval do B6 casti genetické informace F1 embryonalnich
bunék (B6 x 129). Polymorfni SNPy byly u vSech tii kmenil v heterozygotnim stavu,
1 kdyZ jsme pro kmeny BAC21 a BACS pouzili mysi, které jsou podle kiizeni
homozygotni pro transgen. Tyto oblasti ovS§em stadle mohou byt integraénimi misty,
protoze mysi dévajici vznik t€émto homozygotim mohli mit rizné dlouhé 129 tseky
obklopujici integraéni misto. Tyto tUseky se tedy mohou ptesahovat, tzn. vytvaret
heterozygotni oblasti. Hypotéza integracnich mist v mistech SNPi mize byt
potvrzena mapovanim integratnich mist pomoci in situ DNA hybridizace na
metafazovych chromozomech nebo pietestovanim DNA mysi z predchozich generaci
kongenizace ¢i zéloznich linii na mikrosatelitovy marker polymorfni mezi B6 a 129 a

specificky pro heterozygotni misto na chromozomu.
5.2 Zalozni linie

Jako vedlejsi produkt ptipravy kongennt byly vytvotreny také dal§i rekombinantni
linie obsahujici jednotlivé transgeny, z ¢ehoz jedna je jiz téméf inbredizovéna 19
generacemi. Jejich genetické pozadi predstavuje rekombinantni smés B6 a 129 DNA.
Konkrétni pomér B6 a 129 genetické informace jednotlivych linii se 1iSi v zavislosti
na poctu zpétnych kiizeni na B6, které prob¢hly nez se zacalo s inbreedingem, tedy
se vzajemnym kiiZzenim sourozencti. Obecné lze tento pomér odhadnout vypoctem
(1/2) B!, kde BC je pocet zpétnych ktizeni. BAC 5 zalozni linie se zacala §lechtit
hned zpocatku paraleln€ z prvnimi zpétnymi kiizenimi, a jeji genetickd informace je
tak tvofena z 50% B6 a z 50% 129. Zalozni linie BAC 21 vychdzela ze tfeti generace
kongenizace (po druhém BC2, respektive N3) a pomér tak ¢ini 12,5% B6 a 87,5%

wewr
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schopnosti reprodukce, kterd se stupiiovala s postupnou inbredizaci. Plivodni zalozni
linii se nepodatilo udrzet a tak byla vytvofena nova zkiiZenim sedmé generace zpé&t
na kmen 129, ve snaze zlepSit zpét reprodukéni schopnosti. Riziko ztraty kongenni
linie bylo totiz také vysoké, i kdyz zptisobené jinym faktorem (stoupani podilu B6

genetické informace).

V budoucnu se mohou tyto linie vyuzit k podrobnéj$§imu zkoumani vlivu genetického
pozadi na jednotlivé transgeny, napt. mapovani modifikatorti genu Prdm9 kiizenim

BAC 24 na B6 a sledovani plodnosti.

5.3 Fenotypizace

Cely proces kongenizace si vyzadal velké mnozstvi zvifat pro testovani a
pripousténi, coz poskytlo moznost ziskat pitevni data z celkem velké skupiny zvitat.
Na druhou stranu, protoze zvifata nebyla chovana ad hoc pro hledani fenotypt, ale
pro Slechténi tfi kongennich linii, vznikla tak variabilita v genetickém pozadi a v€ku
mysi.

V této praci jsme zanedbali vliv zmény sterilizace krmeni (autokldvovani na

ozafovani), ke které doslo béhem dubna a kvétna roku 2008.

Dulezité bylo také zvolit vhodné statistické zpracovani pitevnich dat. V ramci
prevence pred védomou ¢i nevédomou manipulaci s daty byl zvolen Welschuv t-test
a jen v piipadé vice odlehlych pozorovani byla P hodnota potvrzena Wilcoxonovym

testem.

V ramci piipravy kongeni byly vétsi pozadavky na pocet samic pro jednotliva
ktizeni, protoze samci mohou oplodnit vice samic najednou. Z tohoto divodu byly
v dostatecném mnozstvi k dispozici samice pouze u kmene BAC 21, protoze se
velice snadno a rychle rozmnozoval. PWD hybridi vznikaly piedevS§im pro
navazujici SirSi experimenty k projektu hybridni sterility. K dispozici byli pouze
samci, samice se z ekonomickych diivodi viibec neudrzovaly, a proto nemame zadna

data z fenotypizace PWD hybridnich samic.

Obecné vzato jsme u vétSiny srovnavacich skupin ze vSech tfi transgennich linii
nalezli signifikantni rozdily. Hlavni ¢ast analyzy ovSem spocivala ve spravné
interpretaci dat, v kombinovani jednotlivych vysledki a jejich vkladani do Sirsi

vzajemné souvislosti.
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Ocekavany vysledek poskytlo srovnani hmotnosti varlat. U PWD hybridi se podle
ptedpokladu projevil fenotyp hybridni sterility jako vyrazné snizeni hmotnosti varlat
pod 75 miligramt (graf 10), coz je kritickd hranice pro plodnost téchto hybridi
(Forejt a Ivanyi, 1975). Zajimavé srovnani je hmotnost varlat u ¢istych kongent, kde
se ukazaly signifikantni zmény mezi vSemi BAC transgennimi liniemi a jejich
negativnimi kontrolami (graf 9). Rozdil byl i ve smyslu zmén, kdy BAC 21 pozitivni
zvitata vykazovala signifikantné¢ vyS$$i hmotnost varlat nez negativni kontroly a
naopak BAC 5 a BAC 24 pozitivni mySi mély vyznamé niz§i hmotnost varlat proti
jejich negativnim kontroldm. BAC 24 pozitivni mysi vykazovaly zdaleka nejnizsi
hmotnost varlat i ve srovnani se v§emi ostatnimi transgen-pozitivnimi ¢i negativnimi
zvitaty. Jak je popséano v kapitole literarniho ptehledu, BAC 5 a 24 obsahuji na rozdil
od BACu 21 gen hybridni sterility Prdm9. Navic, jak bylo publikovdno (Mihola et
al, 2009), transgen BAC 24 se integroval v Sesti kopiich na rozdil od BACu 5 a 21,
které jsou integrovany pouze ve dvou kopiich. Ve stejné publikaci (Mihola et al,
2009) bylo dale uvedeno, ze tato zvySend davka Prdm9 genu zpiisobuje na pozadi
PWD hybridd zvySenou hmotnost varlat a zvySené mnozstvi spermii. Tato fakta
koreluji se zkuSenostmi ze Slechténi téchto linii, protoze BAC 21 se rozmnozuje
celkové zpozdéni kongenizace této linie.Vysledky analyzy pitevnich dat tedy déle
potvrzuji vyznamnou roli genu Prdm9 v regulaci hmotnosti varlat uzce souvisejici s

plodnosti.

Zamg¢rili jsme se také na podrobnéjsi analyzu srovnani vysledkti u hmotnost téla a
gonadalniho tuku. Celkovd hmotnost t€la na PWD pozadi byla signifikantné
zménéna pouze u linie BAC 24, nicméné zbyvajici dvé transgenni linie BAC 5 a 21
byly také na hranici statistické vyznamnosti (graf 4). Na pozadi B6 se tato zména
slabé projevila pouze u linie BAC 21 (graf 3). Obdobné vysledky mohou byt
pozorovany i ve srovnani hmotnosti gonadalniho tuku (graf 5 a 6). Zda se tedy, Ze
tyto zmény jsou zpusobeny predevsim interakci s PWD genetickym pozadim. Velmi
vyznamny vysledek je signifikantni snizeni hmotnosti gonadélniho tuku u linie BAC
5, a to 1 po normalizaci na celkovou hmotnost t¢la, kterd byla také na hranici
statistické vyznamnosti (graf 8 a 7). Tyto vysledky normalizace naznacuji, Zze mysi
jsou celkové spiSe hubenéjsi nezli mensi. Mlizeme tedy piedpokladat, ze BAC 5 na

PWD pozadi zpiisobuje statisticky vyraznou ztratu tuku. Tyto vysledky tak potvrdily
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ptvodni hypotézu, kvuli které jsme s pitvami a fenotypizaci zaCinali, Zze gen Pgccl se
ucastni tvorby tukové tkané. Gen Pgccl je totiz v kompletni formé obsaZzen pouze

v BACu 5.

Pomérné castou signifikantni odliSnosti byla dale zména hmotnosti srdce. Ve
srovnani vysledka analyz hmotnosti srdce pro vice srovnavacich skupin a jednotlivé
BAC transgeny se nam vSak zatim nepodafilo najit $irSi souvislosti. Stoji za Givahu 1
fakt, Ze beéhem pitvy se srdce sice jevi jako dobfe definovany orgédn, ale mohou
nastat problémy s kompletnim odstranénim krve, coz mé u tolik prokrveného organu
vyznamny vliv na celkovou hmotnost. Musime tedy pocitat i s moznosti, ze vysledna
variabilita mize byt vétsi nez pro jiné organy.

Podobné jako u hmotnosti srdce jsme nachazeli signifikantni rozdily ve hmotnosti
jater. Smysl zmén byl v ¢aste¢né shod¢ se zménami gonadalniho tuku, takze pti¢inou
by opét mohl byt gen Pgccl, protoze v jatrech probihaji dilezité procesy v ramci
hospodaieni a celkového naklddani organizmu s tuky. Velikost (hmotnost) tohoto
metabolického orgédnu je vSak Casto zavisla na celkové vaze téla a nalezené rozdily se
po normalizaci ve vétSing€ piipadi ztracely, coZ znamend, Ze zména velikosti jater je
umérnd zméng velikosti téla.

Vsechny tyto fenotypické znaky mohou byt ovSem ovlivnény interakcemi vicero
gent, genetického pozadi v misté integrace a negenetickymi i1 vnéjsimi faktory, coz
vyzaduje dal$i podrobnéjsi analyzy a zvySeni poctu sledovanych zvitat. Tato
predbéznd analyza nam tedy spiSe napovédéla, na které fenotypy se mame

v budoucnu podrobnéji zaméfit.
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6 ZAVER

Prevod transgenti na B6 pozadi jako vychozi cil prace je hotov u vSech tii
transgennich linii. Pouze u linie BAC 24 zbyva ur¢it homozygotni jedince pro
pfenaSeny segment. Po eliminaci tohoto teoreticky posledniho heterozygotniho tiseku

v genomu piibuzenskym kiiZzenim bude plné stabilizovéna i tato kongenni linie.

Fenotypizace pfinesla vysledky pro vSechny tfi transgenni linie, at’ uz ¢isté kongenni
nebo na PWD genetickém pozadi. Analyza ziskanych fenotypt pfinesla ¢aste¢né
ocekavané prohloubeni diukazii urCujicich gen Prdm9 jako vyznamny c¢lanek ve
vyvoji a funkci reprodukénich schopnosti samct. Diky této predbézné komplexni
analyze se také mize do budoucna soustfedit Usili na dal$i konkrétni nalezené
signifikantni zmény a dale tak potvrdit a do vétsi hloubky prozkoumat nové fenotypy

a jejich determinaci geny obsazenymi v jednotlivych BAC transgennich liniich.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

B/BW
B10
B6

BAC 5-, 21- a 24-

BAC 5+, 21+ a 24+
BAC

BAT

BW
G/BW
GON
H/BW
HLA
HRT
IDDM
L/BW
LIV
MHC
Mmd
Mmm

NOD

PCR

QTL

normalizace vahy gonadalniho tuku véze téla
kmen C57BL/10
kmen C57BL/J6

oznaceni genotypu negativnich kontrol (bez

transgenu)
oznaceni genotypu mysi obsahujicich transgen
bacterial artificial chromosome

vaha hnédé tukové tkané (brown adipose tissue)

v miligramech

vaha téla (body weight) udavana v gramech
normalizace vahy gonadalniho tuku k véaze téla
vaha gonaddlni tukové tkdn€ v miligramech
normalizace vahy gonadalniho tuku véze téla
human leukocyte antigen

vaha srdce (heart) v miligramech
insulin-dependent diabetes melitus
normalizace véhy jater k vaze téla

vaha jater (liver) v miligramech

major histocompatibility complex

Mus musculus domesticus

Mus musculus musculus

non-obese diabetic

aritmeticky pramér

polymerase chain reaction

quantitative trait loci
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S/BW

SM

SNP

SO

T/BW

TES

TMGs

Witest

normalizace vahy svalu k véaze téla

vaha stehenniho svalu (skeletal muscule)

v miligramech

single nucleotide polymorphism
smerodatna odchylka

normalizace vahy varlat k vaze téla
vaha varlat (testes) v miligramech
tumor modifying genes

statisticka signifikance; P hodnota Welschova t-testu
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