Regenerace

POHLEDY
NA SRDCE

Cil viditelny
zatim jen nezretelné

srdeénich bunék

Mnozi to zname z vlastni zkusenosti. Kdyz
se Iizneme do svalli na brisku palce nebo si
pfi sportu poranime svaly na koncetinach,
vétSinou se nic tak strasného nestane. Po
odeznéni akutni bolestivé fize se nam za-
¢nou poskozené svaly hojit a rdna se zaceli
témér bez nasledkd.

Jiné je to se svalovinou srdecni. Jakmile je
poskozena, nejcastéji nedokrevnosti pti infark-
tu, razové srdecni bunky (kardiocyty) odumi-
raji a na jejich misté¢ se pomnozuji (proliferu-
ji) bledé fibroblasty, které zalataji postizenou
oblast jizevnatou, pomérné tenkou kolageno-
vou tkani. To neni dobré. Nejenze se kolagen
nestahuje, ale ani nemiZe prenaset elektrické
impulzy. Od této chvile se poskozena oblast
stava prekazkou pro povely ke stahu, které se
musi v srdci §itit podle piesného paradigmatu.
Hrozi arytmie a dalsf obéhové potize.

V ¢em spociva problém regenerace srdec-
nich bunék? Strucéné feceno, nemaji kadro-
vé rezervy - satelitni bunky. Nadto je jejich
vlastni schopnost pomnozovat se omezena
jen na casné faze ontogenetického vyvoje.
Kdyz se vyvijeji kosterni svaly, jejich mnoho-
jaderna, dlouha svalové vldkna vznikaji fuzi
(splyvanim) myoblastti. Myoblasty jsou krat-
ké jednojaderné buiiky s ¢aste¢né vyvinutym
kontraktilnim systémem. Od r. 1961 se vi, zZe
fada téchto malych myoblastti se s ostatnimi
nespoji a ztistavaji mimo tloustnouci svalové
vlakno; nicméné s nim jsou v tésném kontak-
tu pod spole¢nym vnéj§im obalem (bazalni
membranou). Dostavaji nové jméno - satelit-
ni bunky. Co je podstatné, jejich jadra i télic-
ka si uchovavaji jedine¢nou schopnost déle-
ni. Tuto schopnost oviem nepouzivaji, jsou-li
v poradku svalova vlakna, na jejichz ,,zadech*
satelity sedi.

Pri poskozeni - a to muze zputsobit i ne-
umérnd namaha - se svalova vlakna (stej-
né jako kardiocyty) nemohou sama opravit.
Zadné z jejich vlastnich jader, kterych jsou
po fuzi myoblastd uvniti stovky az tisice
(napf. u vlakének kurecich prsicek, kterd se
pti nedélnim obédé tak pékné oddéluji), ne-
ni uz schopno déleni, protoze se nachazeji
v postmitotické fizi! V tomto okamziku ale
nastupuji do akce (myo)satelitni bunky. Té-
mér zaroven se zanikem poskozeného sva-
lového vldkna se zacinaji délit a splyvaji do
nového svalového vldkna. Sval regeneruje. Je
zajimavé, zZe se opét nc¢které nespoji s ostatni-
mi a stanou se z nich satelity nového vlakna.
Tak se regenerace svalu miize opakovat i n¢-
kolikrat, je-li to nutné. V sedmdesatych letech

jsme v laboratofi prof. E. Gutmanna ve Fy-
ziologickém ustavu AV CR c¢asto pozorova-
li dokonalou a opakovanou regeneraci svalu,
ktery byl pfedtim rozetfen na jemnou kasic-
ku nebo znicen dnes jiz zastaralym lokalnim
anestetikem markainem.

Satelitni buiiky, maly zazrak...

Takovému typu funkéné vybavenych a k d¢-
leni pfipravenych bunék néjakého organu i
tkané fikame bunky progenitorové. Na roz-
dil od nediferencovanych a nescislnckrat se
délicich bunc¢k kmenovych (napf. krvetvor-
nych bunék v kostni dfeni) se progenitorové
bunky déli omezené. U svalu je to kolem pat-
nacti d€leni, coz ovS§em na primérnou dobu
na$eho nynéjsiho zivota naprosto staci. Pro-
genitorové satelitni bunky jsou pomérné uni-
verzalni a pri regeneraci vytvareji zprvu jaky-
si obecny prototyp svalového vlakna. Teprve
pod vlivem nervt prorustajicich do mista re-
generace se nova vlakna ,,specializuji“ bud na
skupiny vlaken rychlych bilych (ta jsou snad-
no unavitelnd), nebo pomalejsich cervenych
(jsou plna myoglobinu a zajistuji vytrvalostni
vykony a postoje téla).

Satelitni bunky ale nejsou jen pasivnimi
cekateli na nejhorsi katastrofu - zniceni sva-
loviny. Jsou pfipraveny svizné reagovat i na
zvySené naroky pri fyziologické zatézi, in-
tenzivni ¢i opakované svalové praci a prispi-
vat k tréninkovym vysledktim silovych spor-
tovcli. Pfi rostoucim priméru trénovanych
svalovych vlaken (hypertrofii) je totiz nut-
no zvysovat pocet jader, aby se bioenergetika
naméahaného vlakna udrzovala na optimalni
urovni. Vlastni jidra vlaken se délit nemohou,
a proto jim pti hypertrofii pfedavaji sva jadra
pravé prilehlé myosatelitni burky.

Pfi jiném typu intenzivniho tréninku se po-
et vlaken zvysuje, a to pravé tymz procesem
splyvani satelitnich bunék. V tomto pripad¢
nartistd svalovd hmota zmnozenim vlaken -
hyperplazii (viz obr. 1).

Nabizi se otdzka: Neni to zbyte¢ny luxus,
jestlize se bézné a casto jaksi postradatelné
kosterni svaly opravuji docela dobie, kdez-
to zivotné nepostradatelné srdce se hoji
$patné? Dosud jsme véfili, Ze srde¢ni buiiky
v dospélosti neregeneruji, protoze nemaji sa-
telitni buniky. Nebyly ani v blizkosti srde¢ni
svaloviny prokazany néjaké buitky kmenové,
které by se mohly v misté infarktu pomnozit,
jakmile se tam jen trochu obnovi prokrveni
a zasobovani kyslikem. Poté, co padlo dog-
ma, ze mozkova tkan neregeneruje (regene-

FRANTISEK
VYSKOCIL

Prof. RNDr. Frantisek
Vyskocil, DrSc.,

(*1941) vystudoval
Prirodovédeckou

fakultu UK v Praze. Ve
Fyziologickém tistavu AV CR
se zabyva neurofyziologii
a biofyzikou bunéénych
membran. Objevil
nekvantové uvoliiovani
neurotransmiter

u savcil. Je clenem Ucené
spoleénosti CR.

1) Mitdza (fec. mitos - vlakno,
nit) je norméini bunécné déleni
u vyssich organizmu, kdy dcefiné
buriky maji stejnou genetickou
vybavu jako burika materska,
na rozdil od redukéniho déleni
(meibzy), kdy se u vznikajicich
pohlavnich bunék sniZuje pocet
chromozomii na polovinu.
Mitdzu Ize v nékteré z fazi

(v profazi, metafazi, anafazi

Ci telofazi) zastavit, cehoz se
vyuZziva v chemoterapii nador
ijinde. (Vesmir 84, 138, 2005/3)
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1. Schéma zvétsSovani
svalové hmotnosti za
pomoci satelitnich
bunék.

zvétSeni svalu
satelitni jednojaderné
buriky - zaklad regenerace
a hyperplazie

~+——— anabolické steroidy
cviceni
Q
satelitni buriky, tiché myoblasty,
mezi sarkolemou a tzv. bazalni
membranou; pripraveny na asi
15 déleni, coz je dostatecné pro regeneraci
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hypertrofie hyperplazie zvySeni poctu
satelitnich bunék

ruje, napft. v hipokampu), se daly néjaké no-
vinky cekat i v otazce reparace srdce. (Viz
M. Aschermann, Vesmir 84, 320, 2005/6.)
Prekvapeni, o némz se zminime, umoznily
stale se zlepsujici detekéni (a témér detektivni)
metody pro vypatrani i velmi malého poctu
néjakého typu bunék. Mate-li dnes k dispozici
néjaky znak, ktery je pro urcité buiky charak-
teristicky, mtzete je odd¢lit od ostatnich, kte-
ré ho nemaji. A pfesné podle tohoto principu
objevila skupina deseti badatelti vedena Ken-
nethem Chienem v srdcich laboratornich my-
§i, potkanti a ¢loveéka nevelka mnozstvi bunék-
-kardioblastti, které nesou znacky (markery)

jen jako ojedinélé buriky. A kolik jich vlastné
badatelé nasli? Podle Christine L. Mumme-
ryové? jde napt. u krystho srdce jen o velmi
maly pocet (néjakych pét ¢i Sest set) kardio-
blastd, které se zachovaly jako ,relikt“ po nit-
rodéloznim vyvoji srdce. To jist¢ neni mnoho
ve srovnani se satelitnimi bunkami koster-
nich vlaken, které jsou ve svalu vlastné¢ vsude.
Dtlezitéjsi nez pocet kardioblastt je ale sku-
te¢nost, ze jejich pomérny vyskyt v jednotli-
vych ¢astech srdce zlistava téméi stejny jak
u laboratornich hlodavct, tak v srdci lidské-
ho novorozence, coz umoziuje s jistou opatr-
nosti aplikovat poznatky z laboratore na lid-
ské poméry.

Dilezité otazky

Polozme ale autortim studie otazky zavaznéj-
81, nez je ta o mnozstvi kardioblastti.

Jaka je regeneracni potence téchto bunck
vystopovanych s takovou ndmahou? Zacho-
valy si zbylé kardioblasty svou ptivodni schop-
nost délit se a nabyvat vlastnosti funkcnich
srdec¢nich bunék, schopnost zastoupit zni-
¢enou tkan? Lze s nimi pocitat pro napravu
»zlomenych srdci“?

Odpovéd na prvni otazky davaji autofi az
prekvapivé jasnou. Izolované kardioblas-
ty péstovali v tkanovych kulturach bud sa-
mostatné, nebo spolu s mezenchymalnimi
podplirnymi srde¢nimi bunkami, popftipa-
dé s dospélymi kardiocyty. Tim napodobili
dvé dilezité faze vyvoje skutecného srdce:
fazi proliferace (mnozeni) a fazi diferenci-

2.V experimentu
péstovali izolované
kardioblasty

v tkanovych kulturach
bud samostatnég,

pro progenitorové linie. Hledali v srdci bunky
nesoucf jako identifika¢ni znameni gen islet-1,2
ktery je typicky pro vyvijejici se embryonal-
ni srde¢ni bunky. Po narozeni bunck s timto

ace (vyzravani). Vysledky byly povzbudivé.
Zpocatku se v piitomnosti mezenchymal-
nich bunck kardioblasty jen délily. Z néko-
lika set jich vznikly béhem necelého tyd-

nebo spolu identifika¢nim znakem rychle ubyvalo. Pfesto  ne miliony. Kdyz déleni ustalo, zacaly se
s mezenchymalnimi bylo mozné zbylé z nich nejen detegovat fluo- v pritomnosti dospélych srde¢nich bunck
podpiirnymi rescen¢nimi barvickami a promyslenou kolo-  diferencovat. Postupné vytvarely kontrak-

srdeénimi bunikami,
nebo s dospélymi
kardiocyty. Tim
napodobili dvé
duilezité faze vyvoje
skute¢ného srdce: fazi
proliferace (mnozeni)
a fazi diferenciace
(vyzravani).

kalizaci s jinymi geny (napf. pouzitim tamo-
xifen-citlivych receptorti pro estrogeny), ale
také je uspésné bez poskozeni oddélit pomo-
ci pristroje.

Nezralé kardioblasty byly touto metodou
nalezeny v podstaté ve vSech funkénich ¢as-
tech srdce. V sinich tvofily nevelké shluky,

tilni bilkoviny (napf. aktinin a srde¢ni tro-
ponin T). V jejich membranach se objevily
funkéni vapnikové kanaly, tak typické pro
elektrickou aktivitu srde¢nich bunck. Také
pribéh jejich akénich potenciald byl velmi
podobny dozralym kardiocytiim. Bunky se
zacaly rytmicky stahovat, coz je zase charak-

prava sin

kdezto v komorach se vyskytovaly prevazné

podptirné buriky
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teristické pro spontanné bijici srde¢ni svalo-
vinu. Kratce receno, autoii prokazali celou
baterii metod elektrofyziologickych, histo-
chemickych, fluorescenénich a kontrakénich
(vzdyt jich taky na to bylo deset), ze kardio-
blasty skute¢né¢ dozraly na plnohodnotné kar-
diocyty. Ty se dokonce i navzajem propojily
elektricky vodivymi konexonovymi kanal-
ky (skulinovymi spojenimi, ,,gap junctions®),
jak se slusi a patfi na srde¢ni svalovinu hod-
nou toho jména.

Ob¢ prvni otazky byly tedy odpovézeny
kladné a to zaklad4 optimizmus i pokud jde
o tu treti, tykajici se praktického vyuziti. Véi-
me, ze v budoucnu se podari tyto necetné, le¢
schopné progenitorové buiiky z nemocného
srdce izolovat. Po namnozeni v tkanovych
kulturach by je mohli kardiologové zpétné

srdeéni kmenové buitky S 2y tral}splantovat do ohrozené ¢i postiicné c_>_b-
. lasti srde¢niho svalu, podobné jako se to jiz
cévni buriky
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dou se tak 1écit jen postinfarktové stavy, ale
jisté i fada dalsich kardiomyopatii, at jiz vy-
volanych infekcemi, vysokym krevnim tla-
kem (hypertenzi) nebo jinym poskozenim,
napf. volnymi radikaly.

Vedouci tymu dr. K. Chien se ale vyjadiuje
velmi opatrné a v tom mu mizeme - i kdyZ ne-
radi - dat za pravdu. Rika, ze doba pro skutec-
né léc¢ebné vyuziti téchto bunck je jesté velmi
vzdélend, ,moZni to bude trvat dlouhd léta“.
NerozieSenych otdzek zlstava totiz stale jesté
mnoho. Tak napiiklad kolik progenitorovych
bunck pouzitelnych pro regeneraci je pritomno
v srdcich starsich osob, které jsou poSkozenim

Geneticky parazit
pomocnikem védci

srdce ohrozeny nejvice? Budou progenitorové
bunky z dospélych srdci schopny nahradit ne-
jen stazitelné kardiocyty, ale i vlakna srde¢ni-
ho prevodniho systému a lécit tak riizné typy
arytmii? Nahradi se jimi také poskozené buiiky
udévajici zdkladni rytmus stahti (,,pacemakero-
vé), jsou-li postizeny infarktem? Ale kdovi, tre-
bas spolu s Kennethem Chienem méame Spatny
odhad a cesta mezi jeho, popt. jinymi kardio-
logickymi laboratoremi, kde se studuji srde¢ni
regenerace, a pacienty na nejbliz§im kardiolo-
gickém oddéleni nebude zas tak dlouha. Zatim
jsme kdesi v prvni zatacce, odkud je vidét cil jen
velmi nezietelné... o

Spojeni molekuldrni a klasické genetiky pri studiu dédicnosti africké Zdby

Zivé organizmy se stavaji modely v biologii
z nejriznéj$ich davodu. Dréapatka vodni (Xe-
nopus laevis) se v Evropé chova v zajeti od pa-
desatych let 20. stoleti v souvislosti s téhoten-
skymi testy. Na vstfiknuti moci téhotné zeny,
jez obsahuje hormon choriogonadotropin, to-
tiz drapatka reaguje tim, Ze do druhého dne
naklade vejce. Teprve pozdéji se o ni zacali za-
jimat i vyvojovi biologové, hlavné kvili jejim
vajicktim. Vajicka obojzivelniki jsou dost vel-
ké, nemaji skorapku a vétsina jejich objemu je
tvorena protoplazmou, takze se v ivodni fazi
vyvoje embrya ryhuje témér celé vajicko.! Di-
ky tomu na ném mize vyzkumnik pod bino-
kularni lupou pomoci rtiznych jehel provadét
pomérné slozité mikrochirurgické zikroky.

Vyvojovi biologové si oblibili vejce obojzivel-
nikd uz koncem 19. stoleti. V experimentech,
pri kterych ,presazovali® ¢asti raného zarodku
na jiné misto, uz ve dvacatych a tricatych letech
20. stoleti nalezli fadu oblasti zarodku, které
vysilaji chemické signaly okolnim burkam. Po-
moci téchto signalt ziskaji bunky informaci, ve
které ¢asti embrya se nachdzeji, a jakou cestou
se tudiz ma ubirat jejich vyvoj. Zpocatku biolo-
gové pouzivali vajicka divokych zab a mloki, ta
ale byla k dispozici pouze v kratkém obdobfi za-
bich namluv. Vétsina obojzivelnikii navic patfi
mezi ohrozené Zivocichy (u nas tfeba vechny
zaby 1 mloci). Védci si proto v druhé poloviné
20. stoleti v§imli chovii drapatky vodni, kterou
mohou bez problémt péstovat v zajeti a vajicka
jim snasi témér na pozadani - po injekci chorio-
gonadotropinu.

Drapatky a genetika

Nékterymi vlastnostmi, jako je dlouhd gene-
racni doba, ale drapatky predstavy biologt
o idedlnim modelu pravé nenaplnovaly, a tak
se stalo, Ze krom¢ embryologi se jimi nikdo

prili§ nezabyval. Zvlasté genetiku drapatek
téméf nikdo nestudoval. Abychom mohli sle-
dovat, jak se néktery gen predava z rodi¢t na
potomky, musime byt schopni odlisit jeho jed-
notlivé alely. Zakladatel genetiky J. G. Mendel
mohl u svych hrachii rozpoznavat rtizné alely
diky napadnym fenotypovym projeviim, jako
je barva kvétu. U drapatky se bohuzel mno-
ho genti s podobné napadnym projevem ne-
vyskytuje a ty linie Zab, které né¢jaky napadny
znak nesou, jsou obvykle §patné dostupné. Je-
dinou moznosti jak odliit dv¢ alely nékterého
genu je izolovat proteiny, které jsou témito ale-
lami kédovany, a rozlidit je pomoci elektrofo-
rézy. Rtzné alelické formy proteinti maji totiz
nckdy rtiznou schopnost pohybovat se v elek-
trickém poli. K tomu je ale potteba, aby se ty-
to formy pomérné vyrazné lisily, coz vyzadu-
je narocné vytvareni mezidruhovych kfizencti
nebo zab, které maji k svému genomu pridano
nckolik chromozomt jiného druhu drapatky.
Dalsim omezenim je, Ze se téchto proteint spo-
tfebuje na kazdy pokus pomérné velké mnoz-
stvi. Abychom je ziskali, musime po zkfizeni
vybranych rodi¢t cekat dlouhé mésice, nez
potomci dorostou do pottebné velikosti, extra-
hujeme z jejich tkan¢ zkoumany protein, a pak
teprve miiZeme zjiStovat, kterou alelu zdédili
po kterém rodici nebo ktery znak dédi dohro-
mady s jinym apod.

Takovy vyzkum je zdlouhavy a neni divu,
Ze se mu vénovalo jen nékolik malo opravdu
trpélivych badatelti. Zatim nebyl nalezen ani
pohlavni chromozom. I kdyz vSak tvrdime,
Ze drapatka nenf idealni model pro genetiku,
v jejim genomu se asi skryva leccos zajimavé-
ho. Vime naptiklad, Ze u drapatky vodni do-
$lo v minulosti ke zdvojeni poctu chromozo-
mu. Nikdo ale nevi, jak je mozné, Ze se s tim
drapatka vyrovnala, kdyz u ¢lovcka staci je-

GENETIKA

2) Laugwitzaspol.,
Nature 433, 647, 2005

3) Nature 433, 585, 2005.
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1) Ptaci vajicka jsou sice mnohem
vétsi, ale drtivou vétsinu jejich
objemu zabira zdsoba potravy,
vlastni embryo vznikne jen
znepatrného zarodecného
terciku.
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1. Samice drapatky
vodni (Xenopus laevis)

2) Nézev vznikl z Xenopus short
tandemly and invertedly repeated
element.

3) Repetice Xstir sice ma tendenci
se zmnoZovat, ale neni to ¢asta
udalost, abychom mohli ocekavat,
Ze se pocet kopii v konkrétnim
intronu rodice a potomka bude
liit. Mechanizmus, kterym

se repetice ,mnozi”, je dosti
nejasny, vime viak, Ze se
zndmymi retroelementy nema nic
spole¢ného.

4) PCR neboli polymerazova
fetézova reakce je postup
umoziiujici pomoci enzymu
DNA-polymerézy mnohonésobné
zkopirovat urcity isek DNA
vymezeny dvéma zvolenymi
sekvencemi, tzv. primery. Je to
bézné diagnosticka i vyzkumna
metoda (podrobnéji viz Vesmir 77,
444,1998/8).

5) Mitochondrialni jablecny
enzym syntetizuje z pyruvétu

a CO, kyselinu jable¢nou, ¢imz
mimo jiné dopliiuje meziprodukty
Krebsova cyklu. Je to jedna z mala
reakci, kde mohou heterotrofni
organizmy vézat CO, (k vystavbé
biomasy pouzit ale nejde).

dina kopie jednoho chromozomu navic, aby
to vedlo k smrti nebo k tézké nemoci (tfeba
znamy Downilv syndrom). Nckteré druhy
drapatek pritom maji dokonce az dvanéct
sad chromozomi. Zajimava a nevysvétlena je
i odolnost drapatek vici retrovirim, které od
drapatek viibec nejsou znamy. Lepsi poznani
genetiky drapatek by vyrazné pomohlo i pfi
zminovaném embryologickém vyzkumu.

K ¢emu se mize hodit repetice

Jedna z cest jak tyto vyzkumy usnadnit zaca-
la byt schtidna teprve diky objevu z roku 2000.
Tehdy byla v genomu drapatky vodni naho-
dou objevena opakujici se (repetitivni) sekven-
ce dlouhd 86 part bazi. Byla nazvina Xstir?
a dalsi vyzkum odhalil, Ze genetickd infor-
mace drapatek je touto sekvenci doslova pro-
$pikovana, v jedné sadce chromozomu (tedy
v haploidnim genomu) je jejich kopii nejméné
milion. Vyskytuje se na mnoha mistech (loku-
sech) genomu, a na kazdém takovém mist¢ se
navic obvykle nachézi nékolik jejich kopii tés-
n¢ za sebou. Takova repetice se jmenuje tan-
demova. Kromé toho se Xstir vyskytuje i jako
repetice obracend, inverzni. V tomto pripadé
zacinaji dvé kopie na jednom misté vlakna
DNA a kazda pokracuje jinym smérem, miii
tedy od sebe. DNA diky tomu ziskavé zajima-
vé vlastnosti, napiiklad miize vytvaret pomér-
n¢ stabilni kfizovité struktury, které mozna
slouzi jako mezistupen pfi §ifeni repetice.
Repetice Xstir se chova jako transpozon,
coz znamend, ze je schopna vytvaret kopie
sebe sama, a tim zvysit pocet svych opako-
vani v misté, kde se nachazi, nebo se i $ifit
do novych mist. Zpiisob, jakym to ¢ini, je do-
sud z vétsi ¢asti neznamy, protoze na rozdil
od vétsiny transpozont Xstir nekéduje zad-
ny z enzym, které jsou pro tento d¢j nutné.
Mozna se dokonce inverzni forma repetice
§ifi jinak nez tandemova (prechod z jedné
formy do druhé asi neni casty, protoze mezi
poradimi genetickych ,pismen® tandemové
a inverzni formy repetice je nékolik typickych
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rozdilt, které ukazujf, Ze se formy mezi sebou
prili§ nemichaji). Je také otazka, zda Xstir ma
pro drapatku néjaky vyznam, nebo jestli je to
parazit, ktery se veze v jejim genomu do dal-
$ich generaci jako cerny pasazér.

Pro studium dédicnosti je vSak dtlezité, ze se
repetice Xstir ¢asto nachazi v intronech lezicich
uvnitf nékterych gent. Diky tomu, ze Xstir ma
tendenci produkovat nové kopie a pridavat je
k tém starsim, je pocet kopif repetice v tom kte-
rém intronu u riznych jedinc drapatky velmi
variabilni. Jeden z disledkiti tohoto jevu je, Ze
maé dany intron u téchto jedinct riiznou délku.

Kdyz si uvédomime, ze délka intronu je
znak, ktery se dédi spole¢né s genem,® v né-
mz se intron nachazi, a navic Ze neni problém
prislusny intron namnozit ve zkumavce meto-
dou PCR,* a pak zméf¥it jeho délku elektroforé-
zou, pfimo se nabizi moznost jejiho vyuziti pri
genetickych vyzkumech. Stadi si zjistit délky
intronti obsahujicich sekvenci Xstir u potom-
stva ziskaného ktizenim a srovnat je s délka-
mi tychz intronii u obou rodi¢t. Tak mtZeme
zjistit nejen Stépny pomér alel zkoumaného
genu, ale i vazbu mezi nim a jinymi geny ne-
bo mezi genem a urcitym télesnym znakem,
pohlavim apod. S nadsazkou mtzeme fici, zZe
délka intronu je pro biologa vyzbrojeného mo-
dernimi metodami skoro stejné napadny znak,
jako byly barvy kvétu pro Mendela.

Hlavni vyhodou této metody je, Ze nemusi-
me c¢ekat dlouhé mésice, az zabi potér vyros-
te, protoze k rozpoznani délky intronu staci
DNA izolovana z kapky krve nebo z malé-
ho pulce. Zabu také nemusime usmrtit (tak
jako pro izolaci proteinu), takze lze pokus
mnohokrat opakovat pro réizné geny na stej-
nych jedincich. Pri experimentech zaloze-
nych na porovnavani proteint se také obcas
stava, ze nalezneme néjaky protein, ktery se
dédi spolecné se sledovanym znakem, a je
problém zjistit, o ktery protein jde. Drivéj-
1 metody detekovaly proteiny pomoci jejich
biochemickych vlastnosti, tfeba schopnosti
reagovat s ur¢itym substratem. Takové urco-
vani ale neni vzdy jednoznac¢né, v nékterych
pripadech dokonce biochemické testy svedly
badatele k chybnému vysledku. Autofi jedné
studie napiiklad uvadéji, ze gen pro mito-
chondrialni jable¢ny enzym?® se dédi spole¢-
n¢ s pohlavim. Kdyby to byla pravda, byla by
to cesta k nalezeni pohlavniho chromozomu
u drapatek. Pokrok biochemie bohuzel uka-
zal, ze pouzitou metodou mohli jako jablec-
ny enzym rozpoznat alespont osm ridznych
proteind. Pti vyuziti variabilni délky repetice
muzeme naopak gen, jehoz introny budeme
porovnavat, vybrat zcela cilené. Kromé toho
odpadéd problém se ziskanim dostate¢né va-
riability gentl v potomstvu, protoze miiZeme
Zaby otestovat, jest¢ nez je zkrizime, a vybrat
par s nejvhodndjsi kombinaci délek intront.

Velkym omezenim této metody zistava fakt,
Ze ji mizeme pouzit jen na geny, jejichz sek-
venci alespon zc¢asti zndme a které maji néja-
ky intron obsahujici Xstir nebo jinou repetici
s podobnymi vlastnostmi. I tak nas ale pribli-
zi k vyznamnému cili - vytvoreni genetické
mapy drapatky vodni. ™



