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A genetikai sodrodas barmelyik fliggetlen egér tenyész-kolonidban bekovetkezhet és megvan
annak a lehetdsége, hogy negativan befolyasolja a kisérleti megismételhetdséget és a
tudomanyos kovetkeztetéseket. A genetikai sodrddas altal okozott spontdn mutaciok évekig
felismerhetetlenek maradhatnak, egészen addig, amig azok a specifikus kutatasi kérdések,
amelyek ezektdl a mutacioktol fiiggenek, rajuk nem vilagitanak. Habar nem lehet teljesen
leallitani, mégis a genetikai sodrodast €s hatasat a tudoményos felfedezésekre minimalisra lehet
csokkenteni koriiltekintd és atgondolt kolonia szervezési gyakorlatokkal. Mivel az egyes egér
tenyész-kolonidk mérete és tenyésztési stratégiai kiilonbozhetnek, az egér torzsek szaknyelvi
elnevezésének teljes és pontos hasznalata, beleértve az altérzs meghatarozasat is, az egész
tudomanyos kdzosség hasznara van.

A genetikai stabilitas fontossaga az egér kutatasban

Altaldban egy élettudomanyi kutaténak az egér genetikai hattere egy utolagos kérdés, ha
egyaltalan felmeriil benne ez a gondolat. Egy kutaté legfobb céljai a betegség megértése,
publikalasa ¢és a pénziigyi tdmogatas elnyerése. Mindazonaltal ezen célok sikeres eléréséhez a
genetikai stabilitas fenntartdsa vagy a genetikai sodrodas megelézése egy egérkolonidban
nagyon fontos kellene legyen.

A laboratoriumi egerek egyedi, €16 elemek a tudomanyos kutatasban, amelyek az életiik soran
valtoznak, és még fontosabb, hogy egyik generaciordl a masikra is. Végil is a DNS
szekvencidban bekdvetkezé Orokolhetd valtozasok az alapja a fajok diverzitasanak és az
evolucionak a természetben. Még az evoliicios nyomds hidnyaban is létrejonnek valtozasok a
DNS szekvenciaban. Elso pillantasra ezek a mutaciok csendesnek tlinnek, egy egyed genetikai
egyediségének jelentéktelen valtozasai. Ugyanakkor ezek a jelentéktelennek tiind mutacidk
lehetnek a kisérletek megismételhetetlenségének rejtett forrasai.

A egereket hasznalo kutatok végiil is egy rejtéllyel taldlkoznak. A kutatdshoz hasznalt egerek
létrehozasahoz sziikséges a tenyésztés, azonban a tenyésztéssel vele jar annak a kockazata, hogy
elésegitjiik a genetikai diverzitast és ezaltal a kisérletek sokféleségét. Az egyik kisérletrdl a
masikra ¢és az egyik publikaciotol a kovetkezbig az adatok diverzitdsa nem vezet a tudomanyos
elérehaladas felé.

Ennek a kéziratnak a célja, hogy megtanitsa az egér kutatokat a genetikai sodrodas potencialis
hatdsaira a kutatds el6rehaladdasdban, kiemelje a legjobb gyakorlatokat a sodrodas



minimalizaldsara és megoldasokat nyujtson a sodrodas visszaforditdsara, ha ez felmeriil egy
egérkolonidban. A teljes hivatalos egértorzs ndmenklatira haszndlata és a tenyésztési
informaciok koriiltekint6 leirasa a publikéciokban és palyazati tdimogatési kérelmeknél néhany
olyan egyszeri gyakorlat, amelyet a kutatok elsajatithatnak, hogy eldsegits¢k a
megismételhetdséget és a megbizhato allatok felhasznalasat a kisérletekben.

Hogyan keletkezik a genetikai sodrodas és gyakorisaga az egérkoloniakban

A Dbeltenyésztés vagy a testvér paroztatds egy hatékony modszer a heterozigdtasag
csokkentésére az egér genom minden genetikai lokuszdn, hozzédjarulva a fenotipus
egységesitéséhez, ami megalapozza a kisérleti megismételhetdséget. A  genetikai
homozigotasag eldsegiti valamelyik egyedi valtozd Osszehasonlitdsat egy kontroll és egy
kisérleti csoport kozott, és ezaltal tud barmilyen kiilonbséget tulajdonitani ennek a valtozonak
az eredményben.

A vadon €16 fajokhoz nagyon hasonldan a beltenyésztett laboratoriumi egértdrzsek egymastol
elszigetelten fenntartott két populacidja iddvel valtozni fog. Spontan mutdciok keletkezhetnek
egyedi nukleotid polimorfizmusok (SNPs), deléciok, inverzidk, duplikaciok és egyéb, mint
példaul a DNS replikaciéo és a meidzis soran bekovetkezd hibak formajaban. A spontdn
mutaciok megjelenésének, eltlinésének vagy a populdcidban bekovetkezd rogziilésének random
folyamatat nevezziik genetikai sodrdédasnak (Lee Silver, 1995).

A genetikai sodrodés sokasaga jon létre barmely aktivan szaporodd kolonidban, de ez még
inkabb gyakorinak josolhato. Az atlag tenyész generacio hossza 3-4 honap ugy, hogy az egerek
5-8 hetes koruk koriil szexualisan éretté¢ valnak. Az utdodok rendszerint a parzés utdn 3 héttel
szliletnek meg. A spontdn mutacids aranyok alapjan, amit tobb mint 1 millié egérben megmért
szOrszin mutaciokbol szamoltak ki, elmondhatd, hogy minden 1,8 tenyész generacoban 1
fenotipusos mutécio6 alakulhat ki (Drake €s mtsai., 1998; Russel és Russel 1996).

Annak a kockazata, hogy egy olyan egeret tenyésztiink, amely egy spontan mutéciot hordoz az
ivarsejtjeiben és ezaltal terjeszti ezt a mutaciot, sokkal nagyobb a kis kolonidkban, mint a nagy
kolénidkban (1A 4bra). Egy adott csiravonal mutacid egy egérben azt eredményezi, hogy
durvan az utodok fele heterozigota lesz erre a mutaciora (1B éabra). Beltenyésztett
tenyészkoloniakban igy 25% esély van arra, hogy ezek a mutaciok homozigdta formaban
rogziiljenek a populécioban (Chamary €s Hurst, 2004, Drake és mtsai., 1998).



A 1. 4abra. Egy spontdin mutacid
terjedésének kockazata nagyobb a kis
Large Colony kolonidkban, mint a nagy kolonidkban.

C“C“Q“Q“QQQQC“Q“ A) Annak a lehetdsége, hogy egy olyan

S J ittt T T eas Qs egeret hasznalunk fel tenyésztéshez, ami
et st et Cas - egy adott mutacidt hordoz (vilagoskék)

nagyobb a kis kolonidkban, mint a nagy
Small Colony kolonidkban. B) Minden tenyésztési

@ & @ @ - @ 1,<§rben 25% esélye van apnak, hogy egy

{r

-
| o

-
~

Uj mutacid sokkal elterjedtebb lesz a

B populaciéban. Példaul a  Mendeli

oroklédés szerint az F1 generacidé 50%

] vad tipus (sziirke) és 50% heterozigdta

Fl H lesz az adott mutaciora (vilagoskék). Ha

0 ‘ * ‘ * ﬁ véletleniil két heterozigdtat hasznalunk

tenyészallatként az F2  generécio

" ‘ * ‘ * ‘T* ﬁ Osszetétele 25% vad tipust, 50%

heterozigbta ¢és 25%  homozigdta

‘ * ‘ i ‘ * ‘ ‘ ﬁ (sotétkek) lesz. Ez addig folytatodhat,

mig az egész kolonidban

homozigotaként fixalodik a mutacié (F3, F4). Ugyanakkor a genom barmelyik iranyba
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rogziilésének a lehetdsége egyenld annak a lehetdségével, hogy teljesen eltlinik a
koloniabol.

A genetikai sodrodas bekovetkezésére utalo jelek: altorzs megnevezések

Az altorzs egy beltenyésztett torzs elagazasa, amely gyanithatéoan vagy tudottan genetikailag
kiilonbozik a sziil6éi koloniatol

(http://www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/strains.shtml#substrains).

Mivel a genetikai sodr(')dés kélénbézéképpen térténhet meg egy adott beltenyésztett torzs két
hozzaadott egyedl labor koddal nevezik el, melyet az Institute for Laboratory Animal Research
(ILAR, Laboratoriumi Allat Kutaté Intézet) hataroz meg (http:/dels.nas.edu/global/ilar/Lab-
Codes). A labor kod beazonositja az egyedi allattorzset 1étrehozo vagy fenntartd intézetet,
laboratoriumot vagy a kutatot (1. tablazat) Mivel a labor koédok felhalmozddnak a
ndémenklatiraban, a torzsek szarmazasa onmagaban a névbol megérthetd. Példaul a C57BL/6NJ
sokaig a National Institute of Health-ben (N) volt fenntartva és most a Jackson Laboratory (J)
arulja (3. abra). A toldalék 4ltal az altorzs elnevezés egy altalanos utalast ad arra, hogy genetikai
variaci6 all fenn két torzs kozott.




Crl Charles River Laboratories

Hsd Envigo (formerly Harlan Laboratories)
J The Jackson Laboratory
N National Institutes of Health

R Centre D’Elevage R. Janvier

Tac Taconic Farms, Inc.

1. tablazat. Gyakori laboratoriumi kodok az egér altérzs nomenklatiraban. Az Institute for
Laboratory Animal Research (ILAR) egyedi jelzéseket hatiroz meg és tart fent az
intézeteknek, laboratoriumoknak vagy kiilonallé kutatoknak, akik létrehoznak és
fenntartanak egér koloniakat.

Gyanus genetikai kiilonbségek: generacios szam

Barmelyik torzs, ami a sziil6i torzstdl elkiiloniilten volt fenntartva 20 egymds utani
beltenyésztett generacioban (~5-6 év), vélhetden tartalmaz genetikai kiilonbségeket, és igy egy
altorzsnek tekinthetd. Raadasul a tenyész generaciok Osszeadodnak, igy tehat ha két labor
ugyanattol a kozos apatol szarmazod egereket szerez be és 10 generacion keresztiil tenyészti,
akkor mindkét labornak egymastdl kiilonbozd altdrzse lesz, mert a két torzs egymastol mar 20
generacios tavolsagban lesz (2. dbra).

A biologiai kutatasban hasznalt legelsd beltenyésztett egértorzseket (C57BL/6, DBA, C3H,
BALB, CBA ¢és masok) nagyjabol 100 évvel ezel6tt alapitottak, és még a mai napig intenziven
hasznaljak oket. Mivel ezek a torzsek meghaladjak a 200 beltenyésztett generaciot €s mivel
rengeteg kiilonbozo intézet tenyészti Oket vilagszerte, ez id6 alatt jelentds genetikai sodrodas
jott 1étre ezen torzsek mindegyikében. A genetikai sodrddas kovetkeztében eldfordulhat, hogy
a jelenlegi altorzsekben tett megfigyelések kiilonboznek azoktol a megfigyelésektdl, amelyeket
azokban a sziil6i beltenyésztett vonalakban talaltak, amelyekbdl ezeket 1étrehoztak.

2. abra. Altorzs fejlodés. Az altorzsek

20 egymast kovetd generaciot kovetd

beltenyésztés utdn alakulnak ki. Még

CS7BI-/ 6 ezek a laboratoriumok nem haladtak

meg egyedileg a 20 tenyészgeneraciot,
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\& Q/ generacié valasztja el egymastol. A

laboratoriumi  kodok  tdrzsnevekhez

Lab A Lab B torténd hozzarendelése altalanos jelzést

10 Generations 10 Generations adhat arrol, hogy tortént-e genetikai

Siin Matings Sibing Matings sodrédas az egyik altorzsben a masikhoz
képest.




Ismert genetikai kiillonbségek: altorzs megnevezések a megfigyelt fenotipusos
kiilonbségek alapjan

Tovabba az altoérzseket akkor is megnevezik, ha a beltenyésztett egerek két csoportja kozott
fenotipusos kiilonbség figyelhetd meg. Ha azonban ezek a spontan mutdciok nem mutatnak
lathat6 fenotipusokat, gyakran miutan homozigéta forméaban rogziiltek a kolonidban és a
figyelmes kolonia menedzserek vagy kutatok felismerik, hogy valami ,.eltlint” az egerekbdl, a
mutaciok észrevétleniil is akar évekig fennmaradhatnak a torzsben. Igy a genetikai sodrédas
azonositasa attol fligghet, hogy az egyes laboratoriumok olyan kérdéseket tegyenek fel,
amelyek megvélaszolasa az ilyen mutaciok felismerésére tamaszkodnak, hogy a vératlan
eredmények tobbet jelentenek, mint csupan ,,sikertelen kisérleteket” és kés6bb azonositjak is a
rendellenes fenotipusért felelés mutaciot.

Példaul a sziildi beltenyésztett C3H torzs két altorzsre valt szét két Jackson Laboratériumi
kutat6 altal, amelyek sok éven keresztiil nem tlintek kiilonbdzének. Dr. Walter Heston az 1930-
as években tenyésztette a torzset (ma C3H/Hel). 1952-ben Heston atadott néhany egeret egy
masik Jackson Laboratoriumi kutatonak, Dr. Henry Outzennek (jelenleg C3H/HeOul). Az
1960-as évek végén Heston torzsét rezisztensnek taldltdk lipopoliszacharidora (LPS), mig
Outzen torzse tovabbra is érzékeny volt. Késdbb a mutéciot a Tlr4 génben azonositottak, amely
részt vesz a patogének felismerésében és a velesziiletett immunrendszer aktivalasaban (Poltorak
¢és mtsai.,1998a; Watson és mtsai., 1978). Mire a azonositottak a TIr4 gén 2342 nukleotidjaban
bekovetkezett C-A szubsztitiiciot, ez mar rogziilt a Heston altdrzsében, valosziniileg 1958 és
1965 kozott (Poltorak és mtsai., 1998b). Ha Heston C3H altérzsét soha nem kezelték volna
LPS-sel, akkor lehetséges, hogy a TIr4 muticidt nem azonositottdk volna és ezekben a
torzsekben az alapvetd immunoldgiai kdvetkeztetések rendkiviil ellentmondasosak lennének.

Az ismert genomi szekvenciak altorzs-specifikusak

A véletlenszerli felfedezésektdl eltekintve a genetikai sodrodas végleges azonositdsanak
egyetlen modja a torzs szekvenaldsa és Osszehasonlitdsa a referencia genomokkal. Egy
C57BL/6J néstény volt az elsd egér, akit teljesen megszekvenalt a Mouse Genome Sequencing
Consortium (Egér Genom Szekvenaldé Konzorcium; Chinwalla és mtsai.,, 2002,
www.ensembl.org/Mus_musculus). A mai napig 15 masik jelentds beltenyésztett egértdrzset
szekvenaltak meg teljes mértékben, amelyek mindegyike ,,J” altérzs, ami a The Jackson
Laboratory hivatalos ILAR laboratériumi azonositd kddja (Adams ¢és mtsai., 2015),
www.ensembl.org/Mus_musculus/Info/Strains) (2. tablazat).




. . Complete Sequence Number of Datasets
Mouse Strain, Full Nomenclature JAX® Strain Number Protected by GSP
Y 237 Y
Y

C57BL/6J 000664
12951/SvimJ 002448 Y 133
A/ 000646 Y 177
AKR/J 000648 Y 114
B6.129P2-Apoe™V/J 002052 Y 7 Y
BALB/cJ 000651 Y 93
BALB/cByJ 001026 118
C3H/HeJ 000659 Y 158 Y
C57BL/6NJ 005304 Y 2 Y
CAST/EiJ 000928 Y 97
CBA/J 000656 Y 110 Y
DBA/1J 000670 36 Y
DBA/2J 000671 Y 166 Y
FVB/NJ 001800 Y 133 Y
LP/J 000676 Y 84
NOD/ShiLtJ 001976 Y 106 Y
NOD.CB17-Prkdcs%/J 001303 Y 8 Y
NZO/HILt 002105 Y 49
PWK/PhJ 003715 Y 43
SPRET/EiJ 001146 Y 34
WSB/EiJ 001145 Y 67

2. tablazat: A leggyakrabban hasznalt beltenyésztett torzsek rendelkezésre 4llo
szekvencia- és fenotipusos jellemzési adatai altorzs-specifikusak. Csak a ,,J” egér
altorzsek lettek teljesen megszekvendlva és letétbe helyezve az Ensembl-ben (Y =igen).
Ezek koziil soknak van SNP jellése, ahon a C57BL/6J altorzs a referenciagenom. Az
SNP informacidval egyiitt tobb ezer altdrzs-specifikus fenotipusos tulajdonsagot
szamszerusitettek egymastol fliggetleniil, és elemezhetjilk a Mouse Phenome Database-
ben (MPD, Egér Fenom Adatbézis). E torzsek koziil sok a The Jackson Laboratory
szabadalmaztatott Genetikai Stabilitdsi Programja (GSP) éaltal védett ¢és ezeket a
torzseket a Charles River forgalmazza Eurdpaban és Japanban.

Tovabbi 20+ beltenyésztett torzset szekvenaltak ,,rovid leolvasasi” megkozelitéseket hasznalva,
hogy azonositsak azokat az SNP-ket, indeleket s a szerkezeti varidcidkat, amelyek a C57BL/6J
egér referencia genomhoz viszonyitott eltéréseket mutatnak. (Fraser és mitsai.,, 2007 ¢és
www.sanger.ac.uk/science/data/mouse-genomes-project).

Ezenkiviil a specifikus altorzsekre jellemzé ismert SNP adatok megtaldlhatok ¢és
Osszehasonlithatok a Mouse Phenome Database-ban (MDP), amely a leggyakrabban publikalt
egértorzsek genotipusos €s fenotipusos adatainak egyiittmiikodéses szabvanyos gytijteménye
(http://phenome.jax.org).




A genetikai hattér befolyasolja a kutatasi kovetkeztetéseket

Ahogy a C3H példajaval kordbban leirtuk, az altorzsek spontdn mutdciokat szerezhetnek,
amelyek befolyasolhatjak a kutatasi kdvetkeztetéseket. Ha ezeket a kisérleteket nem ellendrzik
megfelelden, példaul a megfeleld altdrzs felhasznédlasaval, a kisérletek reprodukélhatosagéra ez
katasztrofalis kdvetkezménnyel lehet. Vajon ha ezek a spontdn mutaciok megjelennek egy
gyljteményben, egy vendortdl, vagy az egyes laboratoriumokban, honnan tudjak a kutatok,
hogy melyik a "legjobb” altorzs a kisérleteikhez?

Sajnos erre nincs egyszerii valasz. A genetikai hattér szempontjabol dontd jelentdségii az
ellendrzott, egymas melletti kisérletek elvégzése és Osszehasonlitdsa. Mivel lehetetlen
kiproébalni minden olyan altdrzset, amely egy adott kisérleti eredmény céljabol 1étezik, a
genetikai hattér kutatasi kovetkeztetésekre gyakorolt lehetséges hatdsanak megértéséhez a
kovetkezd legjobb utja az, ha arra tdmaszkodunk, amit mar mas kutatok szakmai birdlaton
atesett szakirodalomban lekozdltek, és folytatni az ilyen ismeretekre épiil6 kisérleteket azonos
altorzseket hasznalva.

C57BL/6 altorzsek

Természetesen az altorzsek kiilonbségei az Osszes beltenyésztett egér tdrzsben léteznek.
Azonban a C57BL/6 torzsek messze a vildgon legjobban publikaltak, tobb mint 37000
bejegyzéssel a PubMed-ben (3. tablazat). Ezért ez a cikk csak a C57BL/6 csalad lekozolt
kiilonbségeire dsszpontosit.

Jelenleg tobb mint 16000 bejegyzés van, ami az eredeti Jackson Laboratory C57BL/6J altorzset
hasznalja. Néhany tovabbi bejegyzés létezik az eredeti C57BL/6J-bOl szarmazd egyéb
altorzsekrol. Nagyjabol 1200 bejegyzésben haszndltak C57BL/6N eredetli altorzseket. Az
elkovetkezd években a C57BL/6N altorzsek hasznalata jelentésen ndvekszik, mivel az egér
genomjaban taldlhaté mind a 20000 gént célba fogjadk venni C57BL/6N ES sejtekben
(embrionalis 0Gssejtekben) a Nemzetkézi Knockout Egér Konzorcium (IKMC) projekt
keretében (http://www.mousephenotype.org/).

3. tablazat. A kozonséges C57BL/6 altorzsek

ST S elé6fordulasa a publikalt irodalomban. E cikk
C57BL/6ByJ 112 publikacidja idejében az egyes CS57BL/6
C57BL/6J 16390 altorzsekre a kovetkezo keresési kifejezéseket
C57BL/6J0laHsd 53 vitték be a PubMed adatbazisba és a talalt
C57BL/6JBomTac 11 referencidk szamat rogzitették.
C57BL/6JR] 7
C57BL/6N 1182
C57BL/6NCrl 71
C57BL/6NJ 11
C57BL/6NHsd 41

C57BL/6NTac 78



A The Jackson Laboratory eredeti C57BL/6J altorzsét 1951-ben elkiildték az Orszagos
Egészségiigy Intézetbe (National Institutes of Health, NIH). Az NIH altorzset, C57BL/6N,
késObb tobb intézetbe -eljuttattak, beleértve a Charles River Laboratories-t 1974-ben
(C57BL/6NCrl), a Harlant (jelenleg Envigo, C57BL/6NHsd) 1974-ben és 1988-ban és a
Taconic-ot (C57BL/6NTac) 1991-ben. 2005-ben az ,,N” altorzs visszakeriilt a The Jackson
Laboratory-ba, ¢s C57BL/6NJ altorzsként ismert. Jelenleg legalabb 100 tenyészgeneraciod
valasztja el a C57BL/6J és C57BL/6N altorzseket (3. abra).
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3. abra. A C57BL/6 altorzs torténete. Az eredeti C57BL/6 egeret Clarence Cook Little, a
The Jackson Laboratory alapitdja készitette 1921-ben. Azdta a tdrzset tobb szaz
intézetben és tobb ezer laboratoriumban értékesitették vilagszerte. A genetikai
sodrodashoz vezetd spontan mutiaciok miatt ezeknek a C57BL/6 altdrzseknek
mindegyike rokon, de egyedi ismert és ismeretlen kiilonbségeket hordoz a genomi
szekvenciaban.

Szamos publikacio sziiletett, ami bemutatja a ,,J” és ,,N” altdrzsek kozotti orokletes fenotipusos
kiilonbségeket, amelyek a genetikai sodrodas kovetkeztében alakultak ki. A specifikus kutatasi
kérdéstdl fliiggden az egyes altorzsek elényben részesiilnek a tobbiekkel szemben (Bryant
2011). Néhany klasszikus és legujabb példat felsorolunk itt:

e A C57BL/6J egerek egy mutans Nnt gént expresszalnak, amely részt vesz a gliikoz-
kozvetitett inzulin szekrécidoban, sszehasonlitva a C57BL/6N altorzsekkel (Freenam ¢€s
mtsai., 2006).

e A C57BL/6J egereknek erds alkohol preferencidjuk van, mig a C57BL/6N altdrzsnek
nincs (Mulligan és mtsail., 2008). Az ezeket az altérzseket 6sszehasonlito ,,Mennyiségi
Jellemvonas Lokusz” térképezéses tanulmanyok az alkohol-fiiggéségben részt vevo
gének jobb megértéséhez vezethetnek.

e A C57BL/6N altorzsek a retina degeneracios Crbr allélt hordozzak, mig a C57BL/6]
altorzs vad tipusu allélt hordoz (Mattapallil és mtsai., 2012).

e A C57BL/6JOlaHsd egerek homozigdtak az alfa szinukleint és multimerin-1-et kédolo
aggregatumokat képez az idegrendszerben Parkinson-kérban, a C57BL/6JOlaHsd
altorzsben a delécid nem ugy tlinik, hogy hozzajarul a prion betegség altal kozvetitett
szinaptotoxicitdshoz (Asuni és mtsai., 2010), de altalaban hatdssal lehet a motoros

crer

C57BL/6JOlaHsd egereknek csokkent csontslirlisége is van Osszehasonlitva a
C57BL/6J és C57BL/6JRccHsd altorzsekkel (Liron és mtsai., 2017).

e A C57BL/6NHsd egerek egy olyan Dock2 mutéaciot hordoznak, amely befolyésolja a B-
sejt jelatvitelt és az immuntoleranciat, és amely nem talalhatdo meg a tobbi f6 C57BL/6
altorzsben (Mahajan ¢és mtsai., 2016).

Ebben a legutobbi, nemrégiben bemutatott példaban egy laboratorium kb. 10 éves visszalépést
mutatott a kutatds elérehaladdsdban azon kovetkeztetések eredményeképpen, amelyeket két
kiilonb6z6 C57BL/6 altorzs hasznalataval vontak le a vizsgalatok soran (www.jax.org/news-
and-insights/jax-blog/2016/may/why-it-took-2-years-for-a-harvard-research-lab-to-get-back-

to-research). Az eredeti tanulmanyokat egy Siae génkiiités 1étrehozasanak genetikai hattereként
hasznalt meghatdrozhatatlan ,,C57BL/6” altorzzsel publikaltdk (Cariappa és mitsai., 2009).
Amikor azt 2009-ben eredetileg publikaltdk, ugy gondoltak, hogy a Siae hozzajarul a B-sejtek
fejlodéséhez és a jelatvitelhez. A Siae mutacidt késobb visszakeresztezték a The Jackson
Laboratory specifikus C57BL/6J altorzsére. Meglepd modon a C57BL/6J hattérrel végzett
kisérletek nem tudtak reprodukalni a laboratérium kordbbi publikaciojat (Mahajan és mtsai.,
2016). A kereskedelemben kaphaté szdmos C57BL/6 altorzs tobb éves tovabbi elemzését
kovetden felfedezték, hogy egy masik génben, a Dock2-ben egy kdpiaszdm mutacid spontan
kialakult a C57BL/6NHsd egerek torzsében. A Dock2 mutécidja volt a tényleges oka ezen B-




sejt funkcioknak. Ez a példa figyelmeztetd torténetként szolgdlhat a kutatds soran hasznalt
egerek eredetének szoros figyelemmel kisérése és megértése érdekében. A genetikai sodrddas
miatt a beltenyésztett egér altorzseket nem szabad felcserélni.

Meg kell jegyezni, hogy a specifikus kutatasi kérdésen kiviil a spontdn mutacidk fenotipusos
hatésai, amelyek a genetikai eltolodas kdvetkeztében meriiltek fel, szamos hozzajarulo kisérleti
tényez6tdl fligghetnek. Példaul, a C57BL/6J torzsekben 1évé Nnt mutaciordl kimutattak, hogy
csokkenti az inzulinszekréciot in vitro, Osszehasonlitva azokkal a C57BL/6J egerekkel,
amelyeket transzgenikus vadtipusu Nnt-vel megmentettek (Freeman és mtsai., 2006). Egy
masik vizsgalatban nem mértek szignifikans kiilonbséget az inzulin szekrécidban in vitro vagy
in vivo a C57BL/6J és a C57BL/6Ntac altdrzsekben (Wong és mtsai., 2010). Ezenkiviil az Nnt
mutéacios statusza és a kapcsolat az étrend altal kivaltott elhizdssal és az inzulinreaktivitassal
nem egyértelmli, mivel az fiigghet az étrend zsirtartalmatdl (Nicholson és mtsai., 2010).
Hasonloképpen azt talaltak, hogy két ,,J” altorzsnek (J, JWehi) és négy ,,N” altorzsnek (Ntac,
Nhsd, NCrl, NJ), amelyek alacsony zsirtartalmu taplalékot ettek, hasonld inzulinszekrécios
profiljuk van gliikozterhelésre adott valaszreakci6 soran. Magas zsirtartalmu tap etetése esetén
azonban a C57BL/6NJ altorzs csokkent inzulinvalaszt mutatott a gliikoz terhelésre, ami nem
magyarazhatd az Nnt statusz, a sulygyarapodas, a zsirtartalom, a taplalékbevitel vagy a béta-
sejt teriilet kiilonbségeivel (Hull és mtsai., 2017).

Szamos egyéb kiilonbség is létezik a C57BL/6 altorzsekben. Olyan kiilonbségeket példaul, mint
a félelem, szorongas, fajdalom és az amfetaminokra adott reakcidé a szakirodalomban mar
lejegyeztek (Bryant és mtsai., 2008). Altalanosabban véve sok més alapmérés kozott is
kiilonbségek vannak. Kiilondsen C57BL/6J és C57BL/6NTac altorzseket hasonlitottdk 0ssze
egy atfogd, szabvanyositott 413 paramétert feloleld fenotipus-meghatarozasi folyamatban
(EMPReSS), amelyet az Europai Egérbetegség Klinika (European Mouse Disease Clinic,
EUMODIC) konzorcium négy egyedi egérkdzpontja készitett el (Simon és mtsai., 2013). A
négy fenotipus-meghatarozo kdzpontban a ,,J” és ,,NTac” egerek tobb teriileten kiilonboztek,
ide értve a megijesztésre adott valaszreakciot, mozgasszervi aktivitast, kapaszkodasi erdt,
kardiovaszkularis tulajdonsagokat, metabolikus és klinikai kémiai paramétereket.

Mindent Osszevetve a genetikai hattér a kisérleti tervezés egyik alkotoeleme, amely befolyasolja
a reprodukalhatdsagot ¢és a bioldgiai folyamatok altalanositdsdnak képességét. Aggaszto tény,
hogy a PubMed-ben kozel 37.000 taldlat van ,,C57BL/6” keresésre, ¢és ezeknek a
publikdcioknak a tobbsége nem utal az altorzsre.

A genetikai sodrodast korlatozo kolonia menedzsment gyakorlatok

Minden tenyészkolonia a genetikai sodrddas alanya lehet. Szamos olyan koldniakezelési
stratégia 1étezik, amelyek korlatozhatjak a sodrodast és igy csokkentik a sodrodas hatdsat a
kisérleti reprodukalhatosagra. Ezek a stratégidk magukba foglaljak a megfelelé nomenklatiara
hasznalatat, atgondolt tenyésztési gyakorlatokat és a fagyasztva tarolast. Az alabbiakban
bemutatunk néhéany jol bevalt gyakorlatot az egér kolonidk fenntartasara.

Nomenklatura és megfelel6 jelentése

Hasznalni kell a teljes és megfeleld egértorzs nevezéktant a bizonytalansdg megsziintetéséhez
¢s az aktudlisan vizsgalt altdrzs pontos beazonositasahoz.



A napi koloniakezeléshez hasznaljon szines, elére nyomtatott teljes nomenklaturaju
cimkéket, ideértve az altorzs jeloléseket is a ketrec kartyakon és a laboratériumi
jegyzetfiizetekben. A cimkék eldzetes nyomtatdsa csokkenti a kivitelezési hibakat és javitja a
nomenklatira megfeleldségét. Kiilonbozoé szinli cimkék vagy ketreckartydk hasznalata
kiilonosen fontos forgalmas, megosztott helyiségekben, ahol a kozelben hasonlo
nomenklatirdji és megjelenésii torzsek helyezkednek el.

Gyakorold a megfeleld6 némenklatirat a labormegbeszélés prezentaciéos diain. Ezek a
hétkoznapi, ,,nem hivatalos” kommunikéciok végiil ,,formalis” kommunikaciokkad vélnak,
amikor is ezeket az abrakat és adatokat végiil poszterekké, eldadasokkd, publikaciokka és
pénziigyi tAmogatasi javaslatokké formazzak.

A kiadvanyokban és a palyazati ajanlatokban a teljes nomenklaturat kell hasznalni,
beleértve az altorzs megjeloléseket is, a torzs elsé emlitésekor. Hatarozza meg, hogy a torzs
hogyan lesz roviditve a szovegben és az abrakon (,, a tovabbiakban: ...”). A modszerek részben
haszndlja a teljes nomenklatirat és az altorzs megjelolést. Azonositsa a torzs forrasat, példaul
a laboratorium nevét, az intézetet vagy a gyartot és a torzs kataldgusszdmat. Adja meg az
alkalmazott generacios szdmokat és tenyésztési programokat (lasd alabb). Tovabbi javaslatokat
az ARRIVE utmutatéban talal (www.nc3rs.org.uk/arrive-guidelines).

Beltenyésztés, torzskonyvek és generacios szamok

A beltenyésztés lehetdvé teszi a devidns fenotipusok gyorsabb azonositdsat a koloniaban. A
torzskonyvek lehetové teszik az érintett és potencialisan érintett beltenyésztett egerek egyszeri
eltavolitasat (4. abra). A generacios szamok lehetévé teszik a genetikai sodrodas lehetséges
kockéazatanak gyors azonositasat a koloniaban.

o Beltenyésztés — Csak testvér paroztatas.

o Torzskonyvek — Minden egyes tenyésztésben hasznalt anyat (ndstény) €s apat (him)
nyilvan kell tartani. Tartson két vagy tobb torzskdnyvet egy kolonian beliil, soha ne
keverje Ossze az egyik vérvonalat a masikkal.

e Generacios szamok

N = a keresztezett generaciok szama

F = filidlis, beltenyésztett (testvér x testvér) generaciok

p = fagyasztva konzervalt

+ = elkiiloniti a generacids informacidkat az importalas elott
? = ismeretlen generacids szam

Példaul az ,NO6F12+F8” olyan tdrzsre vonatkozik, amelyet hatszor atkereszteztek, 12
alkalommal testvér pdarositottak, és egy masik laboratdriumba vitték at, ahol tovabbi 8
alkalommal testvérparositast végeztek. Adott, hogy az altérzsek 20 generacion beliil
létrejonnek az egymast kovetd beltenyésztés soran, és valdsziniileg genetikai eltolodas is
tortént, bolcs dolog lenne frissiteni e példa kolonia genetikai hatterét.
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4. abra. Torzskonyvezett kolonia fenntartasa. Csak parositsa a testvérparokat (kor és
négyzet) vagy tridkat két vagy tobb torzskonyvben (vildgoskék vagy sotétkék), soha ne
keverje Ossze az egyik torzs tenyészallatait a masikkal. Ha az eltérd fenotipusok
(narancs) el6fordulnak egy torzskdnyvben, akkor az érintett egyedeket konnyebben
azonositjak ¢és eltavolitjak. A valtozatlan torzskdnyvet (1.torzs, vilagoskék) ezutan két
Uj torzsrészre lehet osztani, anélkiil, hogy id6t veszitenénk a de mnovo kolonia
ujjaépitésére.

Adatgyujtés és rendszeres értékelés

A tenyésztési gyakorlatokon kiviil a torzseket rendszeresen meg kell vizsgalni a fenotipus
barmilyen valtozasa szempontjabol. Ami a genetikai eltolodast illeti, a fenotipus megvaltozasa
barmilyen megfigyelheté és mérhetd dolgot jelenthet: megjelenést, viselkedést, tenyésztési
teljesitményt vagy kisérleti leolvasast, csak néhanyat példaként emlitve. A genetikai eltolodas
azonositasa a kolonia fenntartokra €s a kutatokra tdmaszkodik, hogy elészor is észrevegyék a
fenotipusos valtozast, masodszor pedig tegyenek is valamit vele.

Egyes torzsek esetében segithet az alapvetd jellemzokkel torténd Osszehasonlitds. A Mouse
Phenom Database (Egérfenom Adatbazis) tartalmazhat olyan informéciot, amely torzs vagy
fenotipus szerint kereshetd ¢és magéban foglalja az 0Osszes adatgylijtési protokollt
(http://fenome.Jax.org) (2. tdblazat).

Ha a fenotipus megvaltozott egy kolonidban, akkor a genetikai eltolodas ez egyike lehet a
variabilitast okoz6 sok potencidlis forrasnak, amit meg kell vizsgdlni. Néhany kérdés, amit
érdemes fontolora venni:

e Hany egeret érint és lehet-e azonositani valamelyik ketrecben vagy térzskonyvben?
e Hany éve vagy hany generécio ota van a kolonia a létesitményben?
e Mikor volt az utolsd frissités (lasd a kdvetkezo részt), és mi volt az egér forrasa?

Gondos koloniajegyzetek vagy referenciaadatok nélkiil lehetetlen meghatdrozni, hogy
megvaltozott-e a fenotipus.

A genetikai hattér frissitése

5-10 generacids beltenyésztés utdn az egér kolonidkat frissiteni kell a genetikai eltolodas
felhalmozodasanak eltavolitdsa vagy megakadalyozasa érdekében a kolonidban. A genetikai
hattér frissitésére szolgalé modszerek a kovetkezok lehetnek:



Visszakeresztezés. A géntechnoldgidval mddositott mutans egér (GEMM) torzseket
vissza lehet keresztezni a megfeleld beltenyésztett vagy hibrid egér torzsekre, amelyeket
egy joO hirli tenyészetbdl vagy forgalmazotdl vasarolnak, aki megfelelé modszereket
alkalmaz a koldnidiban a sodrodés korlatozasara. A keresztezést mind a him és néi
csiravonalakon keresztiil kell végezni, hogy mindkét ivar nemi kromoszémaja
frissiiljon. Ha a torzs mar heterozigota vagy hemizigoéta jelleglire vissza lett keresztezve
vadtipussal, egy kozvetleniil a gyartotdl szarmazo beltenyésztett egeret hasznalhatunk
vadtipust tenyészallatként, amivel a genetikai hatteret frissithetjiik. A generacids szdm
megjelolésekor minden egyes keresztezés vagy frissités tovabbi N betliként szolgal
(lasd az el6zd ,, Tenyésztés, csaladfajok, és generacios szamok™ részt).

Uj tenyészallatok vasarlisa. Beltenyésztett torzsek esetén a koloniat 0j, nemesitd
egerekkel kell gjrainditani, amelyeket kozvetleniil egy megbizhaté egértenyésztétol,
vagy forgalmazotol vasarolnak, aki megfeleld modszereket alkalmaz a genetikai
sodrodas korlatozasara a koloniaiban.

Felélesztés fagyasztott készletb6l. Az egyetlen modszer a genetikai sodrodas
megallitasara az egerek szaporoddsanak megallitdsa. Az alacsony felhasznalasu és
egyedi egér torzseket mindig sperma vagy embrié formdjaban kell fagyasztva
tartositani, hogy megvédjék a genetikai sodrodastol, biztositsdk magukat a torzs
elvesztése ellen, és csokkentsék az allatok felhasznalasi és karbantartasi koltségeit. Ez
a fagyasztva tartésitott anyag felhasznalhaté olyan kolonia helyrealltasara, amelyben
sodrodasi vagy tenyésztési hibakat tapasztaltak, esetleg betegség vagy természeti
katasztrofak miatt elvesztek.

A genetikai hattér ellenérzése

Végezzen el egy genom letapogatast a szennyez6dés kockazatanak meghatarozasa
érdekében. A genom letapogatds vagy SNP array-k megkiilonboztetést tehetnek
lehetdvé a szorosan rokon altoérzsek kozott, mint példaul a C57BL/6J és a C57BL/6N
kozott.

A genom szekvenalasa. Az SNP array-k nem fogjak azonositani a genetikai eltolodast
egy kolonian beliil. Az egyetlen médszer annak megallapitasara, hogy egy torzs atesett-
e sodrodason, a genomja teljes szekvenalasa és Osszehasonlitisa a referencia-
szekvenciakkal.

Fejlett modszerek a genetikai sodrodas korlatozasara

Ha barmilyen aktivan szaporodd kolonidban bekovetkezik a genetikai sodrodas, miért is tudnak
az egyes laboratoriumok frissiteni kolonidjukat azaltal, hogy egereket visszavasaroltak egy egér
gyljteménybdl vagy egy olyan eladotol, akinél szintén tapasztalhat6 genetikai sodrédas?

Az egér gylijtemények ¢s eladok egyrészt sokkal nagyobb koloniakat tartanak fenn, amelyek
kevésbé vannak kitéve a genetikai populacio sziik keresztmetszeteinek, mint a kis koloniak (1A.
abra). Emellett szdmos tenyésztd és szallito szakmailag gyakorolja a fent emlitett kloniakezelési
stratégidkat, példdul a teljes ndomenklaturat, a torzskdnyveket/korlatozott tenyésztést és a
fagyasztva tarolast, valamint a fejlettebb mddszereket.



A genetikai eltolodas becsléséhez a The Jackson Laboratory nagy termeldi kolonidkban olyan
C57BL/6J egereket szekvenaltak meg, amelyeket 69 beltenyésztett generacid €s a 19 éves
folyamatos tenyésztés valasztott el. A két pillanatkép kozott iddben 669 egyedi SNP-t
azonositottak. Ezek koziil az SNP-k koziil hét megvaltoztatta az aminosav-szekvenciat vagy
megvaltoztatta az RNS illesztési helyét. Tehat egy becsiilt mutdcid, amely potencidlisan
befolyasolja a fehérje miikodését, 10 generacionként (7 SNP/69 generacid) fordul eld, kivéve a
nagyobb perturbaciokat, példaul delécidkat, inverzidkat és duplikacidkat, amelyeknek mély
fenotipusos kovetkezményei lehetnek. Figyelembe véve az atlagos végzds hallgatd vagy
posztdoktori hallgatd hivatali idejét 6t évben, a vezetd kutatd egyéni kutatoi palyafutasa husz
vagy annal hosszabb ideig tarthat, és a tudomanyos kutatds egésze hatarozatlan ideig
folytatodhat, egy egyedi egérkolonia jelentds genetikai eltolodast szenvedhet. Az egereket
vilagszerte sok éve forgalmazo tenyésztd és megdrzd helyként a The Jackson Laboratory-nak
egyediilallo kihivasa van a genetikai sodrodas lehetd legnagyobb mértékii korlatozasara, hogy
az ezeket a tOrzseket hasznald kutatok tovabbra is tamaszkodhassanak egy stabil,
reprodukélhaté genomra.

A Jackson Laboratory torzseit tobb gyakorlat kombindcidja révén védik a genetikai eltolodas
felhalmozodésatol. Az Gsszes torzs, amely a Jackson laboratérium ,,J” laboratoriumi kodjat
hordozza, a genetikai eltolddas korlatozasara és észlelésére szolgald két program egyikén vagy
mindketton keresztiil van fenntartva: a Genetikai Stabilitdsi Program (GSP) és a Genetikai
Mindség Ellendrzési Program. A ,,J” torzsként terjesztett torzsek magukban foglaljak az 6sszes
torzset, amelyeket kozvetleniil az Egyesiilt Allamok The Jackson Laboratory épiiletébél
szaporitanak és terjesztenek, valamint az Eurdpéaban és Japanban a Charles River Laboratories
altal terjesztett ,J” torzseket. A folytonossadg fenntartdsa érdekében ezeken a helyeken a
koloniakezelési gyakorlatokat rendszeresen feliilvizsgéaljdk és jovahagyjak a The Jackson
Laboratory 4ltal. Ez magéaban foglalja azonos hidegkonzervalt anyag felhasznalasat 1étezd €16
kolonidkba torténd rendszeres infuzidhoz (a kdvetkezd szakaszban ismertetett GSP), vagy az
él6  kolonidk teljes Ujrateremtéséhez. Osszegezve, ezek a cselekvések hatékonyan
megakadalyozzak az altorzs eltéréseket.

A leggyakoribb beltenyésztett ,,J” torzsek Genetikai Stabilitasi Programja (GSP)

A leggyakrabban hasznalt beltenyésztett ,,J” torzsek fenntartdsahoz egyediilallo stratégiat
alkalmaznak, amely aktivan megakaddlyozza a genetikai eltolodas felhalmozodasat. Az
amerikai szabadalmi és védjegyhivatal szabadalmi dijakat itélt oda a The Jackson Laboratory
Genetikai Stabilitasi Programjara (GSP) 2009-ben és 2012-ben (Wiles és mtsai., 2009, 2012,
https://www.jax.org/jax-mice-and-services/find-and-order-jax-mice/why-jax-mice/patented-
geneticstability-program). A GSP torzseket kétsejtli embrioként hidegen konzervaltak, és
rendszeresen Ujra bevitték a torzskonyvezett alapité koloniakba, hogy elkeriiljék a kumulativ
genetikai eltolodast.

A GSP gyakorlata nélkiil egy alapito-tenyésztelepet egyetlen testvérpar paroztatasabol
szarmaztatnanak. Evente kettd-négy alkalommal egy ij testvérpar keriil kivalasztasra az alapitd
kolonidbol, mint 0j alapité par a koldonia helyreéllitdisdhoz. Ennek a megkdzelitésnek a
felhasznalasaval egy jelenlegi alapitd kolonia a genetikailag eltolodas miatt genetikailag
kiilonbozik az évekkel ezel6tti alapitd koloniatol.

A GSP gyakorlata szerint a fagyasztva tartositott embriok térzskonyvezett allomanyai egyetlen
alapit6d koloniabol szdrmaznak. Az embridallomanyt 6t generacionként az €16 tenyész alapitd
kolonia helyreallitasara hasznaljdk. Az alapitd kolonia idészakos visszadllitisa a
hidegkonzervalt embriokbodl felélesztett egerekkel csokkenti az adott idészakban atadott



generaciok szamat. Ezért a GSP gyakorlatdban szerepld ,,J” torzsek védve vannak a genetikai
elvandorlas ellen a térben (kiilonbozd foldrajzi helyszineken), és ami szintén fontos, az 1d6
soran is (3. tablazat).

Genetikai minoség-ellenérzési program

A GSP gyakorlatokon kiviil az 6sszes ,,J” torzset Genetikai Mindség Ellendrzési (GQC)
Programon keresztiil tartjak fenn (https:/www.jax.org/jax-mice-and-services/findand-order-
jax-mice/why-jax-mice/genetic-quality-control-program). Ez a program integralja a tipikus
koloniakezelési gyakorlatokat, amelyeket az egyes laboratoriumok hasznédlhatnak (ahogy
korabban leirtuk), de magaban foglalja a nagyon magas elszdmoltathatosagot.

Az allategészségligyi szakemberek szigorti képzési programban vesznek részt a fenotipusos
valtozatok mint példaul a szérzet szinének, a szokatlan testméret, a suly, a csontozat felépitése,
a viselkedés, a reproduktiv teljesitmény, a daganatok fogékonysaga és az ¢lettartam azonositasa
érdekében. Azokat az egereket, amelyek eltérnek az adott torzsre varhat6 tulajdonsagoktol,
tovabb vizsgaljak, a csaladfat nyomon kovetik és sziikség szerint eltavolitjak.

Ezen tilmenden a szaporitd vonalakat fenntartjdk az alapitd kolonidkban, amelyek kiilon
vannak a kiterjesztd és eladasra tenyésztett kolonidktol. A szarmazasi vonalakat rendszeresen
atvizsgaljak a genetikai rendellenességekre vagy a genetikai szennyezddés bizonyitasara, SNP
panel hasznalataval, ami Petkov és mtsai., 2004 munkajan alapul.

A Charles River altal Euréopaban és Japanban tenyésztett JAX ™ egerek

A Jackson Laboratory és a Charles River egyiittmiikodési megallapodast kotottek a JAX ™
egerek helyi ellatasanak biztositasara Eurdpaban, Japanban, Koredban és Tajvanon miikodo
orvosbiologiai kutatok szdmara. A The Jackson Laboratory tenyésztési protokollok és a
genetikai mindség-ellendrzési iranyelvek szigoru betartasat kovetve a Charles River Eurdpaban
¢és Japanban olyan JAX ™ egereket szaporit, amelyek genetikai mindsége megegyezik a The
Jackson Laboratory tenyésztésével. Tovabbi informacié a www.criver.com/jaxmice webhelyen
talalhato.

Kovetkeztetés

A genetikai sodrodas elkeriilhetetlen valosag az aktiv tenyészt egérkolonidkban, és mélyen
befolydsolhatja a kutatasi kovetkeztetéseket és a reprodukélhatdosdgot. Noha a genetikai
eltolodast nem lehet teljes mértékben kikiiszobdlni, a koloniakezelési stratégiak mind a
laboratoriumokban, mind a nagy egér megdrz0 helyeken és kereskedelmi tenyészetekben
megvalosithatok a genetikai stabilitds fenntartdsa érdekében. A reprodukélhatésdg és a
tudomanyos felfedezés az egér altdrzs teljes nomenklatiirdjanak haszndlatan és a tenyésztési
informaciok gondos jelentésén alapul.
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