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1. Zni¢ehonic néco 20 bod(

Pro¢ tésto kyne? Jak se z mostu stane vino a pro¢ mlze zoctovatét, kdyZz se nechd na
vzduchu? Jak to, Ze kdyZ namocim a zahfeji je€na zrna, zacnou sladnout? A jak je mozné, Zze
mléko stafim houstne, tuhne a stava se z néj jogurt? Od davnych véka si lidé vsimali
vsemoznych spontannich proces(, které si nedovedli raciondlné vysvétlit. Od téchto dob jiz
proteklo mnoho vody, nicméné chléb, vino, ocet, pivo i jogurt dodnes radi a hojné
pouzivame. Co se ale zménilo, je nase chapani proces(, které nasi predkové brali jako dar
shdry. Nyni jiz vime, Ze za vSim stoji mikroorganismy spolec¢né se svymi nejmocnéjsimi
nastroji: enzymy. Vyzkum enzymd, ale i proteini obecné byl v minulosti ovsem velmi slozZity.
Chcete zkoumat néjaky enzym? Nezbude vam neZ ziskat dostate¢ny pocet organisma, ve
kterych se enzym vyskytuje, naro¢né zpracovat jejich ¢asti, ve kterych se produkuje nebo
shromazduje, obtizné protein vyizolovat za pouziti fady purifikaénich technik a mozn3,
jenom mozna ziskdte enzym v dostate€ném mnozstvi a kvalité, aby jej bylo mozné zkoumat.
Takto fungovala enzymologie témér dvé stovky let, od pfelomu 18. a 19. stoleti az do roku
1972, kdy byla pfipravena prvni rekombinantni DNA. A jen o deset let pozdéji byl pomoci
rekombinantni technologie pfipraven prvni umély protein nevyizolovany z druhu svého
pfirozeného vyskytu — lidsky inzulin. Pomoci rekombinantni technologie bylo najednou
mozné produkovat v podstaté jakykoliv protein v libovolném mnozstvi pfimo v laboratofi,
coz byl pro védu obrovsky skok kupredu.

1. Co znamenda v molekularné biologickém smyslu pojem ,rekombinace“? Jak se lisi
rekombinantni protein od béZnych proteinti? [0,5 b]

Rekombinace je proces, pii kterém dochazi ke Stépeni a spojeni molekul DNA
zplUsobem, jakym diive spojeny nebyly. Tim dochazi ke zméndm genetické
informace v ni uloZené, coz muzZe mit za nasledek vnaseni, modifikaci nebo
eliminaci riznych znaki a vlastnosti organismf.

Rekombinantni protein je takovy protein, ktery vznikl dle informace
z rekombinantni DNA.

Rekombinantni technologie spociva v identifikaci genu z pivodniho organismu, ktery kdduje
protein naseho zdjmu, a vloZeni tohoto genu do organismu jiného. Tento hostitelsky
organismus je zvolen tak, aby byla prace s nim co nejjednodussi. Hostitelsky organismus
kultivujeme, tedy nechame pomnozit, dokud jej neni dostate¢né mnozstvi, a potom v ném
vhodnym zplsobem spustime expresi, tedy vyrobu naseho proteinu. Jakmile mame pocit, ze
nase malé tovarnicky uz navyrabély naseho proteinu dostatek, narostlou biomasu sklidime
a zamrazime pti velmi nizkych teplotach. Vysledkem jsou jakési malé a snadno zpracovatelné
konzervy, vétsinou s velmi vysokym obsahem rekombinantniho proteinu naseho zajmu. Jak
je ztohoto shrnuti jasné, produkce rekombinantnich enzymU je vysoce komplexni soubor
proces sfadou variaci, my si tedy predstavime variantu Uplné nejjednodussi, ale zato
zdaleka nejcastéji vyuzivanou.
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Prvnim krokem produkce rekombinantnich protein( je samoziejmé zisk genu, ve kterém je
zakdodovan nas protein. Uz vtéto pocatecni fazi se objevuje prvni obrovskd sila
rekombinantni technologie. Pokud totiz vime, jakou ma nas protein nebo jeho gen sekvenci,
nemusime se vlbec zdrZovat se shanénim plivodniho organismu a izolaci genu z néj. Naopak
na zaCatku nasSeho procesu gen vibec nemusime fyzicky mit, coZ je zdaleka nejCastéjsi
pripad, co mulzZe nastat. Gen je totiz moiné na zakladé jeho sekvence pfipravit

prostiednictvim metody syntézy umélych gend.
Tato metoda je nicméné velice specializovana
a obtiznd, a proto ji vétSinou neprovadéji primo
vyzkumné laboratore, ale specializované firmy.
Takto mlGzeme pfipravit jakykoliv protein, jehoz
sekvence je zndma. O tom, Ze takovych protein(
neni viibec malo, vas presvédci napftiklad kratka
navstéva internetového archivu PDB a o tom, Ze
zisk jejich sekvence je velmi jednoduchy, vas
presvédci ndsledujici ukol. Pokud ale nevime, jak
nas protein nebo jeho gen vypada, je
rekombinantni technologie stdle velmi mocnym
spojencem: ve spojeni s vhodnou screeningovou
technologii je schopna relativné snadno a rychle
takovy gen vgenomu plvodniho organismu
identifikovat.

A

Enzym s kédovym oznacenim 2PSH.

2. Navstivte webové stranky rcsb.org a v databazi PDB naleznéte polozku s kédem

2PSH. Jako odpovéd’ na otazku uved'te, o jaky enzym se jedna (zkratka nebo cely
nazev), zjakého organismu pochazi a vloZte jeho Uuplnou sekvenci
(319 aminokyselin, tedy 319 pismen). [2 b]

Enzym, ktery se skryvd pod kédem 2PSH je enzym RLuc (Renilla-luciferin 2-
monooxygenaza) a pochazi z organismu Renilla reniformis. Pro zajimavost, enzym
ma ve svém organismu, moirském kolonidlnim Zahavci, obrannou roli, kdy pfi
jeho reakci vznika jasné zelené svétlo.

Sekvence RLuc:

MASKVYDPEQRKRMITGPQWWARCAQMNVLDSFINYYDSEKHAENAVIFLHGNATSS
YLWRHVVPHIEPVARCIIPDLIGMGKSGKSGNGSYRLLDHYKYLTAWFELLNLPKKIIF
VGHDWGAALAFHYAYEHQDRIKAIVHMESVVDVIESWDEWPDIEEDIALIKSEEGEK
MVLENNFFVETVLPSKIMRKLEPEEFAAYLEPFKEKGEVRRPTLSWPREIPLVKGGKP
DVVQIVRNYNAYLRASDDLPKLFIESDPGFFSNAIVEGAKKFPNTAFVKVKGLHFLQED
APDEMGKYIKSFVERVLKNEQVDHHHHHH

Jakmile vime, jaky protein potifebujeme, pfichazi ¢as pro zvoleni spravného nahradniho
rodice, tedy organismu, pomoci kterého protein vytvorime. Spravny hostitelsky organismus
musi byt dostateéné komplexni, aby pokryl veskeré procesy nutné pfi ptipravé kterého
konkrétniho enzymu, ale stdle co nejjednodussi, aby byla prace s nim co nejpohodInéjsi.
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Véda tedy nepouzivd leckteré organismy, ale takové, ktery jsou peclivé vybrané, dobre
prostudované a snadno geneticky modifikovatelné se zvazenim vsech jejich vyhod
a nedostatk.

3. Nejvyuzivanéjsi typy organismi vyuzivané pro produkci rekombinantnich
proteinli jsou bakterie, kvasinky, hmyz infikovany bakulovirem anebo savci
délivé bunky. Ktery ztéchto Ctyr hostiteli byste zvolili, pokud byste chtéli
vyprodukovat: [3 b]

a) vétsi protein (cca 70 kDa), ktery obsahuje disulfidické mistky a vyzaduje
posttranslacni modifikace a nevyZaduje glykosylaci, pricemZ vam jde o co

vV

vivs

upravy) je mozné volit kvasinky, hmyz nebo sav¢i bunky. Produkce pomoci
hmyzu i savcich bunék je ale pomald, nakladna a zbytecné slozitd. Spravna
odpovéd je tedy vyuziti kvasinek.

b) maly (cca 30 kDa), jednoduchy protein bez obsahu disulfidickych mustkd,

vV

cenu?

Pokud potrebujeme maly nendroCny protein bez strukturnich sloZitosti co

vvvvvv

bakteridlniho hostitele.

c) vétsi (cca 100 kDa) a slozZity protein vyZadujici posttranslacni upravy
a chaperony, pficemz nejste omezeni ¢asem a jde o co nejvyssi vytézek?

Tento protein by jiZ byl z hlediska produkce ofisek. Vyzaduje chaperony, ¢imz se
nabizi mozZnost vyuzit sav¢i nebo hmyzi burnky. Oba tyto procesy jsou pomalé,
nicméné za pouziti hmyzich bunék dosadhneme daleko vys$siho vytézku nez za
pouziti bunék savcich, produkce v hmyzich bunkach je také znacné levnéjsi.

Jakmile mame vybraného spravného hostitele, je nacase mu néjakym zplisobem predat nas
gen. To se provadi pomoci takzvanych vektoru. Vektor z biologického hlediska nema , smér
a velikost”, jak si mlGzZete pamatovat z hodin matematiky; jedna se o jakykoliv nosi¢ naseho
genu, ktery umoznuje gen vpravit do hostitelského organismu, a to takovym zplsobem, ze
jej bude organismus schopen spravné Cist a pouzivat. Spravny vektor musi hostitel umét také
autonomné replikovat a predavat dalSim generacim, zaroven by vsak mél byt nepfenositelny
horizontalné, aby se nemohl nekontrolovatelné Sifit do bunék, ve kterych ho nechceme.
Takovych mozZnosti je obrovské mnoistvi: jen pro bakterie mUZeme volit jako vektor
plasmidy, bakteriofagy, kosmidy nebo i celé umélé bakteridlni chromozomy a fadu dalSich
nukleovou kyselinu nosnych element(. Jesté obsahlejsi knihovnu mozZnosti mizZzeme pouZit
pfi modifikaci kvasinek, hmyzich nebo savcich bunék. My se ale nyni spokojime s bakteriemi
jako hostitelskymi organismy a vektory pro né zdaleka nejvice vyuzivanymi — plasmidy.
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Plasmidy jsou kruhové molekuly DNA, které se v bakteriich pfirozené vyskytuji. Obsahuji
doplrikovou genetickou informaci — takova informace neni nutna k preziti, nicméné mize
Sance na preziti znaéné vylepsit naptiklad poskytnutim informace nutné pro resistenci
k ur¢itému antibiotiku. A pravé tohoto je mozné dobte vyuzit. Vezmeme plasmid, ktery by
bakterii obycejné poskytnul resistenci k urcitému antibiotiku, napfiklad ampicilinu, a pfiddme
do néj gen naseho proteinu. Takové modifikace DNA ndm umoznuji prislove¢né , genetické
nGzky“ — enzymy zvané restrikéni endonukledzy. Tyto enzymy jsou schopné v sekvenci
nukleové kyseliny hledat urcité konkrétni sekvence a na jejich zakladé retézec definované
prestfihnout. ProtoZe vime, jakym zplsobem byla plasmidova DNA prestfizena, miZzeme nas
gen navrhnout presné tak, aby do presttizeného mista pasoval jako dilek do puzzle. Pak nam
zbyva uZ jenom pfidat trochu DNA ligazy, enzymu, ktery prestfizené fetézce znovu spoji,
a nas fuzni vektor je na svété.

GGATCC
CCTAGG
ggﬂ—g& =====—n3a$ super gen=——— gg.ﬁ;gg
restrikéni endonukledza X restrikéni endonukledza X
GATCC
G G
CCTAG

GATC& ==—==—==na$ super gen=—=——-=

G
CCTAG

GATCC
CCTAG

GATCC =2 super gen=————

CCTAG

DNA ligdza

GGATCC
CCTAGG

GGATCC e

CCTAGG

nas super gen=————

Schéma procesu vklddani genu do plasmidu.
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4. Prostudujte schéma vkladani cilového genu do vektorového plasmidu
arozhodnéte, kterd konkrétni restrikéni endonukledza (napt. Ndel) byla pro
proces pouzita. [1 b]

V procesu byla vyuZita restrikéni endonukléza BamHI. Z nakresu vime, Ze enzym
DNA Sstipe dle profilu G|GATCC, pricemZ jind bézné pouZzivana restrikéni
endonukleaza takovy profil nema. Uznana bude také modifikovana varianta
BamHI-HF a jakdkoliv jind restrik¢ni endonukleaza, kterd by piipadné méla
stejny restrikcni profil.

5. Jaky je rozdil mezi transkripénim a transla¢nim fiznim vektorem? [1 b]

v

Translacni fazni vektory obsahuji jak signaly pro iniciaci transkripce, tak
i translace - tedy transkripéni promotor, misto pro vazbu ribozomu a iniciacni
kodon. Do vektoru tedy vkladame pouze cilovou genetickou informaci, ktera vSak
musi respektovat Cteci rdmec vektoru.

Transkripc¢ni fuzni vektory obsahuji pouze signaly pro iniciaci transkripce; misto
pro vazbu ribozomu a inicia¢ni kodon musi byt soucasti vkladaného genu.

Jakmile je vektor pfipraven, musime jej predat nasim bakteriim. Tomuto procesu se fika
transformace bunék a lze ho provadét hned nékolika zpUsoby, které vyuZivaji jevu, Ze
bakterie v krizovych situacich umoznuji vstup cizorodym latkam do cytoplazmy: zkratka
tonouci se stébla chytd, co kdyby jim nékterd ztéch latek pomohla krizi prezit?
Nejpouzivanéjsi z takovych metod je metoda teplotniho Soku. K malému mnozZstvi suspenze
bunék, které chceme transformovat, prfiddme troSku vektoru a smés nechame vychladit na
teplotu pod 4 °C. Bunécnou suspenzi poté skokové kratce zahrejeme na teplotu 42 °C; tim ve
sténdch bunék vytvori mikroskopické trhlinky vlivem rdznych fyzikalnich jevl, zejména
teplotni roztainosti vody vburice. Mikrotrhlinkami mulze nas vektor vniknout do
cytoplazmy, nicméné takto poskozené buriky jsou nyni velmi citlivé a snadno umiraji. Buriky
proto opét zchladime a pfiddme regenera¢ni medium — roztok rdznych pro bakterie
vyzivnych latek — aby se bunky mohly vzpamatovat. Transformovanou a regenerovanou
bunécnou suspenzi rozetfeme na pevném, napriklad agarovém Zivném mediu na Petriho
miskach. Agarové medium obsahuje za ucelem selekce bunék antibiotikum, vici kterému
jsou nyni transformované bunky odolné — jakdkoliv bakterie, ktera by vektor nepfijala,
v prostfedi antibiotika zkratka nepfezije, a tak mame prakticky jistotu, Ze vSechny kolonie,
které na agaru narostou, vektor obsahuiji.

6. Aby bylo bakterie moZné transformovat metodou teplotniho Soku, musi byt tzv.
chemokompetentni, ¢ehoZ je dosahovdno pridavkem vysokych koncentraci
chloridu vapenatého. Jakym zptisobem chlorid vapenaty pomaha pti transformaci
bakterialnich bunék? [1 b]

DNA je molekula prirozené zaporné nabita diky fosfatovym skupinam ve své

pateri. Zaporné nabita je také cytoplazmatickd membrana bakterii, tentokrat diky

fosfatovym skupinam ve fosfolipidech ji tvoricich. Zaporné naboje se odpuzuji,

proto kdyby byla provedena transformace teplotnim Sokem u nekompetentnich
7
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bakterii, prichod DNA mikrotrhlinkami by byl z diivodu piitomnost odpudivych
sil zna¢né nepravdépodobny. Chlorid vapenaty v roztoku disociuje na anionty
chloridové (ty nas priliS nezajimaji, protoZe jsou od bunék odpuzovany)
a kationty vapenaté. Vapenaté kationty jsou elektrostatickymi silami pritahovany
jak k cytoplazmatické membrané, tak kvolné DNA, naSemu plasmidu. Pri
pocatecni inkubaci bunék s vektorem na ledu se tedy vektor ,prilepi“ na stény
bunék. KdyZz poté ve sténach vlivem teplotniho Soku vzniknou mikrotrhlinky,
prinik plasmidu do cytoplazmy je daleko pravdépodobnéjsi, coz Cini proces
transformace vyrazné efektivnéjSim.

. Jaky je rozdil mezi pojmy transformace, transfekce a transdukce? [0,5 b]

V principu se jednda o to stejné - prijeti cizorodé DNA z prostredi burkou.
O transformaci hovoiime v pripadé, Ze DNA pfijima prokaryotni organismus,
tfeba bakterie, o transfekci zase v pripadé eukaryotniho organismu, napriklad
kvasinky. Transdukce se pouziva jak pro eukaryotni, tak prokaryotni buky,
pokud je geneticka informace do bunky vpravena prostrednictvim viru jako
vektoru.

Pro vkladani vektoru do obtiZnéjsich, napiiklad rostlinych bunék se nékdy
vyuziva metoda tzv. genové pistole. Vcéem tato metoda spociva? Jedna se
o metodu transformace, transfekce nebo transdukce? [1 b]

Metoda genové pistole je jedna zkurioznéjSich metod transfekce zejména
rostlinnych bunék, je vSak vyuZitelnd pro bunky prakticky jakékoliv. DNA, RNA
nebo i proteiny jsou naneseny na mikrocastice tézZkého kovu do bunécné kultury
doslova nastieleny pomoci specialni pistole. Prvni prototypy téchto pristrojt byly
pfimo modifikované plynové pistole nebo nastrelovacky hiebikl s nalozemi
zaloZzenymi na stfelném prachu vystrelujici polymerni projektily poprasené
wolframovymi projektily s genetickou informaci na povrchu a takovy projektil
byl naptfimo vystielen do vzorku bunék nebo tkané. Projektil proletél skrze
vzorek, pricemz okolo sebe vysokou rychlosti rozprasoval prach s genetickou
informaci. Stred vzorku, kudy projektil proletél, byl sice zcela zni¢en, nicméné do
nékterych bunék se odletujici mikroprojektily dostaly tou spravnou rychlosti

8
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a okolo priustielu vznikl jakysi donut efektivné transformovanych bunék. Nutno
dodat, Ze od téchto prototypi véda znacné pokrocila. Wolfram byl z diivodu své
cytotoxicity nahrazen zlatem, namisto jednoho velkého projektilu je nyni
vystielovano vice drobnych projektilti akcelerovanych tlakem helia, ty po cesté
na prvni sitce naberou zlaté mikrocastice s genetickym materidlem a zastavi se o
druhou, jemnéjsi sitku; zlaté mikrocastice vSak projdou druhou sitkou a jsou
nastieleny do bunék. Proces se timto zefektivnil a byla znacné omezena
destrukce vzorku. Kam vsak zmizela vSechna legrace?

Transformace bunék neni pfilis efektivni proces. Ne kazda burika plasmid pfijme, nicméné ty,
které jej nepfijmou anebo by se do média dostaly ndhodnou komtaminaci, vyselektujeme
zminénym pouzitim antibiotika v reakénim médiu. Samotna pfiprava vektoru ale také neni
pfili§ efektivni proces. Cast molekul plasmidu je sice upravend vliozenim naseho genu tak, jak
chceme, ¢ast z nich ale nas gen nepfijme a po aplikaci DNA ligdzy se molekuly spoji presné
tak, jak vypadaly na zacatku pred Stépenim. Obé tyto varianty plasmidu (plasmid bez naseho
genu a plasmid s nasim genem) jsou ale bakterie schopny prijmout a obé tyto varianty
zaroven bakteriim poskytnou odolnost vici pouzitému antibiotiku.

9. Pro reSeni tohoto problému se cCasto vyuZzivd metoda tzv. modrobilého
screeningu. V ¢em tato metoda spociva? Jak na agaru vypadaji kolonie bakterii,
které prijaly vektor bez vloZeného genu a jak vypadaji kolonie, které prijaly nami
modifikovany vektor? [3 b]

B-galaktosidaza je enzym schopny rozkladat urcité sacharidy, (-galaktosidy, na
monosacharidy. Aby vSak spravné fungoval, musi dojit ke spojeni ¢tyr téchto
enzymi do komplexu, ktery je teprve potom schopen néjaké katalyzy. Pro
modrobily screening se vyuzivaji geneticky upravené bakterie, které uméji z (3-
galaktosidazy syntetizovat jenom cast, takzvany w-peptid, ktery sam o sobé neni
schopen [-galaktosidy rozkladat, protoZze mu chybi druha cast - takzvany a-
peptid, ktery je nutny ke spojeni jednotlivych enzymii do zminovaného aktivniho
komplexu. Ke transformaci téchto bakterii se vyuZije specidlni typ plasmidu,
ktery nese gen pravé pro bunce chybéjici a-peptid. Tento gen je ale strategicky
modifikovan restrikénim mistem. Pokud tedy do vektoru vloZime nas gen, dojde
k preruSeni a tim deaktivaci genu pro o-peptid. Ksamotnému provedeni
screeningu je ale potfeba jesté jedna biochemickd klicka - pridavek
chromogenniho substratu X-gal do Zivného média. X-gal je analogem laktézy,
jehoZz Stépenim [-galaktosidazou vznikd mimo jiné vzdy jedna molekula 5,5-
dibrom-4,4-dichlorindiga. Tyto molekuly spontanné dimerizuji a ziskavaji
intenzivni modrou barvu. Secteno podtrZeno: bakterie které plasmid vibec
nami vloZeného genu produkuji a-peptidy, které se spojuji s w-peptidy
produkovanymi bunkou, tvori funkéni $-galaktosidazu, dochazi k rozkladu X-gal
a kolonie na agaru se tedy jevi vyrazné modré. A nakonec bakterie, které prijaly
nas gen, sice v prostiedi antibiotika preZiji, nicméné nemohou produkovat a-
peptid. Pfeména X-gal se v nich tedy nekona a kolonie na agaru zlistavaji bilé.
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Bakterie mame pripravené. VSechny spolehlivé obsahuji vektor, ktery je upraven vlozenim
naSeho genu. Bakterie ale nds protein stale neprodukuji. Ptate se pro¢? Chyba nikde
nenastala, naopak, vse funguje tak, jak md. Spravna kombinace hostitele a vektoru totiz
umoziiuje kontrolu nad tim, kdy se protein zajmu v burikdch zacne vyrabét, a bakterie proto
zatim Cekaji na nas signal. Jejich ¢as ale jeSté nenadesel — zatim mame bunék pro produkci
moc malo. Na agarové plotnicce si tedy vybereme néjakou péknou kolonii a hezky sterilné
touto kolonii zaockujeme namisto pevného média medium tekuté, zpravidla jenom trosku,
treba 10 mililitrd. Takové médium potom udrZujeme provzdusriované, naptiklad tfepanim na
laboratornich tfepackdach, a teplé, kultivace probihaji ¢asto pfi 37 °C. A najednou se bakterie
maji. Spoustu Zivin, spoustu prostoru, spoustu kysliku, krasné teplicko, to se jim libi, a tak se
mnozi a mnozi. Kdyz mame bunécénou kulturu dostatecné narostlou, nasim tekutym médiem
mulzeme zaockovat vice média, tfeba uz i litr. A burniky rostou a rostou a déli se a déli se. Nyni
uz ale musime byt na pozoru a peclivé monitorujeme optickou hustotu nasi kultury. Jakmile
totiZz nastane sprdvny cas, zchladime kulturu na 20 °C, to abychom co nejvice zpomalili
bunécné déleni a zabranili pfemnoZeni, a buikdm ddme signdl — mazZe$S exprimovat nas
protein. Bunky, které jsou nyni v rozpuku, se nemohou mnozit, Zivin na preziti maji vice nez
dost, a tak exprimuji na$ protein v daleko, daleko vys$si mife, nez by jej exprimovaly
v pfirozenych podminkach, prestoZze jej nepotiebuji. Prosté protoZze mizou. Nase
mikrotovarni¢ky pracuji a pracuji. Vtomto stavu kulturu udrZujeme zpravidla kolem
20 hodin. Opét si ale musime dat pozor, tentokrat aby bakterie nevyprodukovaly proteinu
prilis. Pokud takova situace nastane, buriky za¢nou protein ukladat jako odpad nebo zasoby
do inkluznich télisek, ze kterych se protein ziskava zpét jen se znaénymi ztratami.

10. NiZe na obrazku vidite ristovou krivku bakterialni kultury jako zavislost optické
hustoty kultury na case kultivace, pokud by riist NEBYL zpomalen ochlazenim
kultury na 20 °C. Pojmenujte faze riistu bunécné kultury oznacené cCisly 1-4
a stru¢né vysvétlete, co se béhem jednotlivych fazi déje. Kdy béhem riistu kultury
by bylo vhodné rist zastavit a indukovat expresi rekombinantniho proteinu?
Strucné zdlivodnéte svoji odpovéd. [3 b]
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Faze 1 = lag faze. Nedochazi kvelkému mnoZeni bunék, bakterie se teprve

»rozkoukdvaji“ a zvykaji si v novém prostredi, na déleni se pfipravuiji.

Faze 2 = log faze, faze exponencidlniho rlstu, faze logaritmického rlstu, faze
exponencidlni nebo faze logaritmickd. Bakterie se intenzivné mnoZi nejcastéji dle
logistické krivky; ke konci faze rdst zpomaluje z divodu postupného vycerpavani
prostoru, kysliku, Zivin, dochazi zkratka k néjaké limitaci.

Faze 3 = stacionarni faze. Buriky se budto nedéli, nebo se déli pfiblizné stejné rychle,
jak odumiraji. Bakterie prezivaji, postupné vycerpavaji ziviny z prostredi.

Faze 4 = faze vymirani, faze poklesu, lyticka faze. Burikdm dochazi Ziviny a postupné
vymiraji.

Nejvhodnéjsi fazi pro zastaveni rlistu a indukci exprese je néco pred polovinou log
faze, v grafu vyse tedy kolem 180. minuty. RUst je zastaven, dokud bunky maji jesté
dostatek prostoru i Zivin jak pro preziti, tak pro produkci proteinu naseho zajmu,
nedochazi k priliSnému soutéZeni o zdroje a protein muze vznikat ve vysoké kvalité.
Pokud bychom rust zastavili a expresi indukovali pfilis brzo, bunky by sice nemusely
o zdroje soutézit, bylo by jich vsak pfilis malo a vytéZzek proteinu by byl Spatny. Pokud
bychom tak ucinili pfilis pozdé, tfeba az ve stacionarni fazi, bunky uz musi soutézit
o zdroje, kterych mohou mit nedostatek, namisto syntézy naseho proteinu se musi
soustredit i na své vlastni preziti. Cilovy protein jim zavazi a vyCerpava, proto jej
mohou poskozovat a opétovné rozkladat za ucelem zisku zdroji nebo ukladat do
inkluznich télisek, ze kterych se protein ziskat sice dd, nicméné se znacnymi ztratami
a v nevelké kvalité.
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11. Bakterii zdaleka nejcastéji vyuzivanou pro produkci rekombinantnich proteint je

velice zndma Escherichia coli, presnéji jeji geneticky modifikovany kmen DE3
v kombinaci s plazmidem typu pET jako vektorem. Pri této kombinaci hostitele
avektoru je mozné indukovat expresi rekombinantniho proteinu z vektoru
pouhym pridavkem latky oznacCované zkratkou IPTG. Jaka latka se pod touto
zkratkou ukryva? Na jakém principu funguje spousténi exprese pomoci IPTG?
Proc¢ se pro spousténi exprese nevyuZziva lakt6za, prestoze to ridici mechanismus
teoreticky umoznuje? [4 b]

Pod zkratkou IPTG se skryva isopropyl-3-D-1- thlogalaktopyran051d SpiSe nez

nazev latky je ale dulezité, Ze se

jedna o latku imitujici laktézu - miize %@
tedy vstupovat do aktivnich mist g Vil

enzyml laktézu zpracovavajicich, RIPTG
nicméné z divodu svych odlisSnosti

nemtize byt jako lakt6za preménén
a aktivni mista zminénych enzymi
blokuje.

Mechanismus rizené indukce exprese molecule
proteinti pomoci IPTG opét spoléha ISithisla of |actose?
na genetickou modifikaci jak bunék e B
hostitele (E. coli s modifikaci DE3),
tak plasmidu (typ pET, ale i jiné
typy) pouzZitého jako vektoru.
Modifikovany plasmid s nami
vloZenym genem obsahuje promotor
(misto, odkud zacina transkripce),
ktery nerozpoznavaji bézné RNA
polymerazy vyskytujici se v E. coli,
ale pouze specialni T7-RNA
polymeraza. Tento gen je ale
»Zamcen“ pomoci vazného mista pro protein Lacl a stejnym zamkem je opatien
také nas gen vloZeny ve vektoru. Protein Lacl se vbuice E. coli vyskytuje
prirozené a jeho ukol je vazat se na specialni misto v DNA, ¢imZ blokuje syntézu
enzymu nutnych pro vyuziti laktoézy jako zdroje energie. Zkratka pokud burika
nema laktézu, nemusi plytvat energii pro vytvareni nastrojl pro jeji zpracovani,
my jsme si ale stejny zamek strategicky umistili tam, kde se ndm to hodi. Timto
s genetickymi ipravami koncime a miizeme prejit k samotnému procesu.

place to
Is this al live forever?

Pokud E. coli DE3 nema pristup k laktdze, funguje naprosto obycejné, syntetizuje
si vlastni RNA polymerazu a déla véci, co burnikky normalné délaji. Nic zvlasStniho.
Lacl pevné sedi na DNA a zamyka lac operon (ten nas ale v procesu nezajima),
gen pro T7-RNA polymerazu v DNA bakterie a gen pro nas rekombinantni protein
v plasmidu. Prichazi ¢as pro indukci exprese nasSeho proteinu. Do kultury
pridame IPTG, latku, ktera imituje laktézu a rychle se vaZe na protein Lacl. Lacl si
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rika ,Hele, laktéza, je cas prestat blokovat laktézu zpracovavajici enzymy*“
auvolnuje geny pro T7-RNA polymerazu i gen naSeho proteinu. Bunka
syntetizuje T7-RNA polymerazu, ta mizZe nasedat na svilij specialni promotor
v plasmidu a prekladat nas protein do mRNA, ktera jiZ miZe byt konecné vzorem
pro vznik naseho proteinu.

Laktézu jako induktor nepouzivame proto, Ze miize vstupovat do prirozeného
metabolismu E. coli, v priibéhu casu se tedy bude spotiebovavat a produkce
proteinu tak bude klesat. IPTG se nespotiebovava, a tak bézi produkce proteinu
stale stejnou rychlosti.

Nakonec uZ nezbyva nez vydobytky naseho zemédélského druzstva sklidit. Kulturu
odstfedime, aby se bakterie usadily na dné v podobé béZové pasty. Medium odlijeme,
dezinfikujeme a zlikvidujeme. Bakterie opét resuspendujeme v malém mnozstvi vhodného
pufru a hluboce zamrazime, zpravidla na -70 aZz -80 °C. A vysledek nasi prace? Malé, uhledné
konzervicky plné bakterii obsahujici velké mnoZstvi naseho vysnéného proteinu,
v zamrazeném stavu skladovatelné po velmi dlouhou dobu, klidné v fadu let.

Produkce enzymu timto konci, prace s nim ale teprve zacind. Rekombinantni protein je
mozné zkoumat primo v bunkach, vétsinou je ale nutné jej z bunék vyizolovat a dakladné
precistit — purifikovat. Tento krok se stava nezbytnym, pokud by mél byt protein pfimo
aplikovan v prlimyslu nebo l|ékarstvi. Pro tyto uUclely se vyuZivd fada metod zejména
chromatografickych nebo elektroforetickych, nicméné jejich soubor je tak obsahly, Zze by
vydal (a v prlbéhu letoSniho ro¢niku IBISu jesté vyda) na celou dalsi Ulohu. Proto prosim
neodchdzejte od prijimace a nepromeskejte nase dalsi toulky biotechnologickou divocinou.
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Vit Prochdzka (e-mail: wydeg@email.cz)

2. Barevna uloha 20 bod(

Nenechte se zmast ndzvem — tato uloha je ve skutecnosti Cisté ,bila“ (tj. laboratorné
zamérend). Budeme se v ni vénovat mozZnostem pozorovani rliznych biologickych preparati
(pfedevsim bakterialnich a Zivocisnych) za vyuziti mikroskopu a rtznych barvicek.

Bakterie a dalSi mikroorganismy

Preparat na podloZznim sklicku se prfed obarvenim zpravidla necha uschnout a fixuje bud’
trojim protazenim plamenem kahanu, nebo chemicky. Lze pozorovat i tzv. nativni preparat
bez téchto krok(l, pouze kapku vody s kulturou mezi podloznim a krycim sklickem. Nativni
preparat umoznuje pozorovat pohyb bunék ¢i obtizné barvitelné struktury. JelikoZ neni pfilis
zfetelny, pozoruje se Casto s vyuzitim fazového nebo Nomarského kontrastu, nastaveného
na mikroskopu.

Negativni barveni spociva v obarveni pozadi, buriky vidime jako bezbarvé, takze mizeme
snaze pozorovat jejich obrysy. Lze je pouzit i v kombinaci s barvenim bunék.

1. Napisté alespon dvé vyuziti negativniho barventi. [2 b]

méreni bunék, pozorovani kapsul, pouzder, slizu, kontrastni pozadi pri barveni
bunék napf. dle Ziehla a Neelsena

2. Tento preparat byl obarven podle Manevala, pozadi je obarveno Kongo Cerveni.
Pro¢ ma tedy modrou barvu? [1 b]
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Kongo cerven je pH indikator, prfi pH<3 je modra, pri pH>5,2 je Cervena.
Manevalova metoda pouziva k barveni bunék barvivo (napft. fuchsin) v kyselém
prostredi.

K pozorovani bakteridlnich bic¢ik( Ize pouzit prepardt, ke kterému se pfida nejen barvivo
(napf. krystalova violet), ale i mofidlo tanin. Biciky jsou kifehké — preparat neni vhodné
fixovat a nemély by se pouzivat sklenéné pomcky kromé kryciho a podlozniho skla.

3. Co bychom ve svételném mikroskopu pozorovali, kdybychom nepouZili moridlo?
Vysvétlete proc. [2 b]

Pozorovali bychom pouze buiiky, ne jejich biciky. Bi¢ik bakterie ma priamér
priblizné 20 nm, coz je o Fad niz$i neZ rozliSovaci schopnost svételného
mikroskopu.

NejspiSe nejzndméjsi bakteriologickou barvici technikou je Gramovo barveni, které rozdéluje

bakterie na a podle struktury jejich bunécné stény. Fixovany preparat je
nabarven krystalovou violeti, motfen Lugolovym roztokem, promyt acetonem ¢i ethanolem
a nabarven safraninem. bakterie maji nad fosfolipidovou membranou silnou vrstvu

bunécéné stény, ktera se obarvi krystalovou violeti a ve vysledném preparatu je fialova.
bakterie maji peptidoglykanovou vrstvu jen tenkou, nad ni se nachazi dalsi membrdna
obsahujici lipopolysacharidy. Pfi promyvani organickym rozpoustédlem se tato vnéjsi
membrana odplavi a z tenké bunécné stény se snaze vyplavi barvivo. Pro snazsi rozpoznani
jsou vSechny buriky obarveny znovu, napfiklad safraninem; jelikoz je svétlejsi (rlizovy), je
toto zbarveni vidét pouze u _____ bakterii.

4. Doplnte pojmy. [2 b]
grampozitivni, gramnegativni, grampozitivni, gramnegativni, gramnegativnich

Nékteré bakterie maji bunécnou sténu silné impregnovanou hydrofobnimi glykolipidy, napf.
s obsahem mykolovych kyselin. Tato vlastnost zkresluje vysledky Gramova barveni, a tak je
treba pouzit odliSné techniky, napf. barveni podle Ziehla a Neelsena. Pfi ném jsou fixované
buniky barveny karbolfuchsinem, poté promyty. Pozadi a odbarvené bunky jsou dobarveny
methylenovou modFi nebo malachitovou zeleni.

5. Jak se souhrnné oznacuji bakterie, které Ziehlovym-Neelsenovym barvenim
zCervenaji? Proc se jim tika zrovna takto? [1 b]

acidorezistentni; impregnace bunécné stény brani odplaveni barviva kyselym
ethanolem

6. Tento zplisob barveni se provadi s koncentrovanym barvivem a za horka. K ¢emu
by doslo, kdybychom barvili za laboratorni teploty? A co kdybychom zahtivali
preparat az k varu? [2 b]
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Vprvnim piipadé by se prepardt neobarvil vibec nebo jen nezretelné:
impregnace brani nejen uniku, ale i vstupu barviva. Ve druhém pripadé by doslo
k poSkozeni bunék az ke znehodnoceni preparatu.

Nyni se pokusime urcit dvé bakterie na zdkladé barvenych preparatl a dalSich indicii.

"\- '? .
. ”‘é;‘.

Prepardt 1

Prepardt 2

Preparat 1 byl obarven dle Grama. Na Petriho miskach s masopeptonovym agarem tvofi
bakterie hladké okrouhlé kolonie svétle Zluté barvy. Bakterie je kataldza pozitivni, vysledek
bacitracinového testu (0,04 U) negativni. Bakterie zpUsobila pooperacni infekci.
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Preparat 2 byl obarven dle Ziehla a Neelsena (karbolfuchsin, methylenova modf). Gramovo
barveni neposkytlo jednoznacny vysledek. Pacient, z jehoz hlenu byla bakterie ziskana, trpi
horeckou a vykaslava krev.

7. Které bakterie jsou podle vas v preparatech? [4 b]
Preparat 1: Staphylococcus aureus
Preparat 2: Mycobacterium tuberculosis
Zivotidné tkané
Histologické preparaty se pfipravuji nasledujicim postupem:

e odbér tkané — blo¢ek max. 1 cm?3

e fixace vhodnym C(Cinidlem (napf. formaldehyd, ethanol, ledova kys. octova, kys.
trichloroctova) nebo smési Cinidel

e vypirdni fixacniho ¢inidla (vodou nebo ethanolem)

e odvodnéni vzestupnou alkoholovou fadou, projasnéni xylenem

e zaliti do parafinu

e krajeni na mikrotomu (tloustka zpravidla 6-8 um)

e umisténi na podloZni sklicko

e deparafinace xylenem, zavodnéni sestupnou alkoholovou fadou

e barveni

e znovu odvodnéni a projasnéni

e uzavirdni pod kryci sklicko, upevnéni kanadskym balzamem

8. Vpostupu jsou zminény celkem tfi zmeény rozpousStédla (zavodnéni Cci
odvodnéni). Zdivodnéte kazdou znich - pro¢ nelze preparat pripravit tieba
s jedinou zménou rozpoustédla? [2 b]

prvni odvodnéni: parafin, ktery je hydrofobni, musi prostoupit celym
preparatem, aby se dobre krajel

zavodnéni: barviva jsou hydrofilni
druhé odvodnéni: kanadsky balzam je hydrofobni

Ke krajeni je kvili mechanickym vlastnostem nutné mit vzorek v parafinu,
k barven{ se hodi jiz nakrajené, tenké, ale jesté nezamontované vzorky. Proto se
zména rozpoustédla provadi trikrat.

Nejcastéjsi barveni v histologii je pomoci hematoxylinu a eosinu. RGzné bunécné struktury se
prednostné barvi jednim, druhym nebo Zadnym barvivem. Fialovy hematoxylin barvi
predevsim jadro, Cervenorlzovy eosin pak cytoplasmu a jeji proteiny. Lipofilni struktury,
napf. tuk v adipocytech, se nebarvi.
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9. Jak se nazyvaji struktury s vyssi afinitou k hematoxylinu, resp. eosinu? (Odpovédi
jsou dvé adjektiva.) [1 b]

bazofilni, eosinofilni (uznavam i acidofilni)

10.Jista skupina bunék se déli na tfi podskupiny pojmenované podle vlastnosti
z predchozi otazky. Jak se tato konkrétni skupina souhrnné nazyva? [1 b]

granulocyty

11. Hematoxylin samotny je zluta krystalicka latka. Které dva kroky je tieba provést,
aby se stal fialovym barvivem? [1 b]

oxidace na hematein, napf. jodicnanem sodnym; pridani moridla - kamence,
napt. KAI(SO4)2

Nékteré bunécné struktury ¢i formy mezibunééné hmoty vyZzaduji speciadlni barveni,
napriklad impregnaci stfibrnou soli. Timto barvenim lze mj. zviditelnit retikuldrni viakna
tvorici oporu lymfatickych orgdn, viz obrazek (preparat lymfatické uzliny):

12. Proc jsou na obrazku vidét pouze retikularni vlakna a ne retikulocyty? Odpovéd’
si peclivé rozmyslete. [1 b]

Burniky produkujici retikularni vlakna se nazyvaji retikularni bunky pro odliSeni
od retikulocytti, coZ jsou prekurzory Cervenych krvinek. Ty se vyskytuji v kostni
dreni, nikoli v lymfatickych uzlinach.
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Pokud vas nékdy ¢eka pozndvacka z tkani, at uz ve stfedoskolskych soutézich nebo na vysoké
Skole, preji vam, abyste nedopadli takto. :)

Histopathology in a nutshell

What doctors see

Squamous cell Barrett s Fibroadenoma
carcinoma lung oesophagus breast
What | see
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Jan Macek (e-mail: janmacek249@gmail.com)

3. Mustausaf Czechoslovak 20 bodd

.
e
e
ery
'

Alberta Schweizera, francouzského lékafe z nemocnice v Lambaréné, zna kdekdo. Malokdo
vSak znd doktorku Vlastu Kalalovou Di-Lotti, ,,éeského Schweizera”. Kalalovd byla jednou
z prvnich Zen, které vystudovaly medicinu na Univerzité Karlové. Po absolvovani praxe
v Brné, fidic se svym heslem ,,v samostatném stdté nutno budovat”, se Kalalovd rozhodla
vybudovat ¢eskoslovensky Ustav v Bagdadu, v Irdku.

To se ji po mnohych nesnazich skute¢né podafilo a vroce 1925 zaloZila v Bagdadé vlastni
ordinaci, kterou (po pfijezdu cCeské zdravotni sestry) proménila na Mustausaf (=malou
nemocnici), kde Iécila mistni obyvatele (zejména mistni Zeny, u kterych nepfipadalo v Uvahu
navstivit |ékare). V Bagdddu se setkala se Sirokou Skalou nemoci, urazl, predsudkl a povér.
Ve volném case provadéla védecky vyzkum a starala se o dobrou povést nasi zemicky
v zahranici.

Pamatce doktorky Kélalové je vénovana tato uloha.

i\

(Obr. 1: Vlasta Kalalova)
20
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1. Predstavte si Bagdad vroce 1925. Sjakymi nemocemi byste se asi jako tamni
lékari nejcastéji setkavali? Zamyslete se i nad tim, pro¢ a jak se tyto nemoci tak

moc Sirily. Zkuste také vymyslet, pro¢ byla v Bagdadu enormné vysoka kojenecka
umrtnost. [2 b]

Blizky vychod je celkem tradi¢né semenistém nejriznéjSich chorob. Zminme
kuprikladu mor a choleru (ackoliv v tomto ohledu se situace diky Brity
zavedenému vodovodu, kanalizaci a karanténnimu systému lepSila). DalSim
podobnym onemocnénim byl tyfus.

Velkym faktorem prenosu byla reka Tigris, hlavni zdroj vody ve mésté. Sitila se ji
riznd parazitickd onemocnéni (schistosomosa, tasemnice, riizné motolice).

Zapomenout nesmime ani na dale vzpominanou “bagdadskou bouli”

Co se kojenecké umrtnosti tyce - bagdadské teploty (zvlasté v 1été) dosahuji
extrémnich hodnot, takova ,vir6za“ jako banalni détské prijmy miize ve spojeni
snimi vést k velmi rychlé dehydrataci a smrti. Zvlasté u pologramotného
obyvatelstva...

Uznany budou vSechny rozumné napady

Nyni se spolu podivdme na trosku sociologie. Irdk je samoziejmé muslimska zemé, coz se poji
s celou fadou kulturnich specifik, ktera evropskému lékafi notné ztézuji zivot. Jako pftiklad
bych uvedl vykladace ,chire“ — byli to muzZi, ktefi otevreli Kordn na nahodné strance
a z obsahu této stranky vyvozovali budoucnost, ku pfikladu k jakému lékati jit nebo zda
podstoupit doporucenou operaci.

2. Jaké dalsi zvyky ci kulturni odliSnosti mohli 1ékari v Bagdadu komplikovat Zivot
(uvazujte i to, Ze do Bagdadu prijizdéli za 1é¢enim i obyvatelé okolni pousté)?
Jaké vyhody méla Kalalova oproti svym ostatnim koleglim? Jak se musela lisit jeji
ordinace oproti tém, které oSetrovali vyhradné krestanské pacienty? [2 b]

Kromé jiz zminéné Chire, hrala velikou roli povinnost muslimskych Zen se
zahalovat. Zeny nemohly jit k muZskému lékafi, protoZe by to pro né znamenalo
zneucténi a vylouceni z komunity. TaktéZ si 1ékai musel zvyknout na nejrizné;jsi
ritualni praktiky (vykurovani operacniho salu atp.) a na to, Ze pacienti vyZaduji
garanci uspéchu operace, odmitaji z ndboZenskych diivodi zlistavat v nemocnici
na hospitalizaci nebo Ze povaZuji evropskou doktorku za “necistou” (siité).

Prislusnici poustnich kmeni zase nebyli viibec zvykli na uzaviené prostory,
neznali vodovod ani elektifinu a svym objevovanim zplisobovali nemocni¢nimu
personalu tézkou hlavu - také prenaseli rizné parazity a potencialné i jina
onemocnénti.
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Kalalova méla hned nékolik vyhod - jednak byla sama Zena (a navic chirurgyné),
takZe se mohla starat o Sirokou $kalu pacientd (a hlavné pacientek). Zaroven
umeéla vyborné arabsky (turecky, persky, némecky, francouzsky, italsky...) a méla
mezi arabskym obyvatelstvem mnoho pratel (dostalo se ji treba i audience
u irackého krale Faisala).

vvvvvv

cekarny pro muZe a Zeny, diskrétni vchod a ochota vyjiZzdét za nemocnymi (pro
bohaté muslimky bylo nepristojné opoustét harém).

T—

(Obr. 2: vysetfovna bagdadské nemocnice)

S konzervativnosti tehdejsi bagdadské spolecnosti souvisi i nasledujici pribéh:

Sedély v cekdrné, ted odpoledne uz tam byly samy, a presto zistaly zahaleny. Na dvore se
opiral o zed’ podmraceny mlady muz, bratr pacientky. ,Co se ji stalo?” zeptala se Vlasta.
Starsi Zena pod zdvojem cosi zmatené mumld, mladd se trese.

,Md horecku?”

Ba ne, spis to bude sok, tak at uZ se odhodld a sundd ten hdbit, abych ji mohla vysetrit.
»Upadla, upadla na schodech do serddbu (podzemniho ,,obyvdku”, kde je v bagdddském lété
relativni chlad),“ vysvétluje matka. ,Spadla na konev.” Konecné je zdvoj dole a mladd Arabka
na vysetfovacim lehdtku.

,Kam se uhodila?”

Nic, jenom se tfese a pldce. Zddnou rénu nemd, zlomeninu ziejmé také ne, nekrvdci, nikde ani
odérka. ,Upadla na kropici konev,” opakuje s uzkostnym dilrazem matka. Tak pochopi to
nebo ne? , Nic na ni nevidim. MozZnd upadla, ale nic si neudélala, ani modfinu nemd, zbytecné
jste se polekaly.”

Dévce breci ¢im ddl tim vic...

3. Co se asi tak divce mohlo stat? Jako pomticku miiZete vzit, Ze ji bylo zhruba 17 let.
Jaky chirurgicky vykon chtéla rodina po doktorce Kalalové? [3 b]
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Divka byla zndsilnéna (pravdépodobné nékym z rodiny). Provdat vSak mohla
rodina divku pouze tehdy, byla-li pannou. Operaci, kterou rodina chtéla, byla
plastika panenské blany (hymenoplastika), kterou Kalalova zdarile provedla.
Pasaz byla prevzata z knihy Doktorka z domu trubaci od Ilony Borské.

Jednim z ,cejchd” Bagdadu je tzv. bagdadskda boule (koZni leishmaniéza/cutaneous
leishmaniasis). Touto nemoci se aktivné zabyvala i Kalalova a sama ji i prodélala. O této
nemoci napsala sv(j jediny bagdadsky lékarsky ¢lanek (KALALOVA — DI-LOTTI, Vlasta:
JImuniza¢ni methoda proti orientélni bouli“, Casopis Lékar(i ceskych Cislo 38, 1932, s. 1-8).
Nejednd se o smrtelné (kozni forma) onemocnéni, ale vzniklé papuly vedou ke znetvoreni
obliceje, zvlasté pokud jedinec prodéld leishmanidézu v raném véku.

4. Co za organismus zplisobuje leishmaniézu? Jaky (v Bagdadu) je primarni vektor
této nemoci? Z jaké geografické oblasti pochazi vétsina pripadti? Z jakého diivodu
je 1ézi vétsinou vice (obvykle v fadé za sebou) na jednom misté? [2 b]

Nemoc zptlisobuji prvoci rodu Leishmania. Primarnim vektorem jsou droboucké
musky rodu Flebotomus (problém je, Ze jsou tak malé, Ze prolezou skrz vétSinu
siti proti moskytiim). VétSina nemocnych pochazi z Blizkého vychodu (Irak,
Afghanistan, Saudska Arébie, fran, Syrie). Radky lézi jsou zptisobeny tim, Ze
flebotomy vétSinou nenajdou vlasecnice (ze kterych saji krev) napoprvé a délaji
“radku” vpicha - kazdy z nich je ale infikovany leishmaniemi a typicky vede ke
vzniku l1éze.

5. Dohledejte referovany clanek Dr. Kalalova (je k dispozici online a zadarmo),
popiSte, jak a na zakladé kterého fenoménu predchazela Kalalova koZni
leishmaniéze. Je v sou¢asné dobé proti leishmaniéze dostupna néjaka vakcina?
Pokud ne, jak tuto nemoc (kozni formu) lécime? Jak ji v roce 1925 lécila Kalalova?
[4b]

Kalalova provadéla imunizaci pomoci transplantatu kiize - pouhy kontakt s virem
nefunguje, expozice musi trvat del$i dobu (na druhou stranu jakmile jedinec
kozni leishmanidzu prodéla, ziistava ve vétSiné pripadi imunni az do konce
zZivota). S timto poznatkem Kalalova vsadila na to, Ze protilatky vytvorené v kazi
budou fungovat, i pokud bude tato kiiZe transplantovana, coZ vyzkousSela na
nékolika pacientech, zdravotni sestfe z nemocnice a svych détech, a to relativné
uspésné (byt to samoziejmé nebylo klinické testovani v dnesnim slova smyslu).

Ockovani proti leishmaniéze stale neexistuje, v dnesni dobé 1é¢ime leishmani6ézu
(v pripadé izolované koZzni 1éze) pomoci elektrokauterizace nebo kryoterapie
(vypaleni tekutym dusikem). Pfipadné subkutdnné podavany lipofilni amfotericin
B. Oralni systemickou terapii potom predstavuje miltefosin.

Kalalova 1écila 1éze primarné pomoci elektrokauterizace - amfotericin nebyl v té
dobé k dispozici a alternativu predstavovala cca 3 mésice trvajici 1écba
slouceninami antimonu (+V).
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6. Jaké jsou dalsi formy leishmani6zy? Co to je kala azar? Co znamena zkratka DNDi

a jak je spojena sleishmani6zou? Vyjmenujte alesponi 3 ,zapomenuté nemoci”
arozepiste z jakého diivodu jsou ,zapomenuté”. [4 b]

Mukokutanni forma: paraziti se v infikovanych makrofazich dostanou z kiize do
dychacich cest (sliznice nosu, ust a hrtanu), kde pisobi stejné 1éze jako u kozni
formy, ¢asto kombinované se sekundarnimi bakteridlnimi zanéty (= pric¢ina
smrti).

Posledni formou je forma visceralni, téZ znama (pokud je zplisobena urcitym
druhem leishmanie) jako kala azar - cernd horecka. Zde dojde k uniku
infikovanych makrofagl do vSech télnich organi (na organech pak také vznikaji
l1éze). To vede ke kachexii (,unava organismu“) a smrti. U vylécenych pacientti
obvykle nastava sekundarni kozni leishmani6éza (¢ast makrofagii unikne
z postizenych organtl zpét do kliZe). Toto onemocnéni je bez 1éCeni velmi casto
smrtelné.

DNDi - drugs for neglected diseases - iniciativa, ktera zkouma léCiva pro
,~Zapomenuté nemoci“ (kala azar, chargasova choroba, tuberkul6za, spava nemoc,
malarie). Tyto nemoci se hlavné vyskytuji v chudych oblastech svéta
a farmaceutickym koncerniim se ekonomicky nevyplati vyvijet proti nim 1éKky.
Nemoci jsou tudiz 1éCeny zastaralymi 1éky, pripadné léky, vii¢i nimZ je nemoc
rezistentni (typicky tuberkuléza na Ukrajiné nebo malarie). Iniciativa se také
zabyva vyvijenim sér proti hadim ustknutim.

(Obr. 3 Kala azar — chcete-li se dozvédét néco vice o ,zapomenutych nemocech”, doporucuiji
zejména: https://nevsimejtesinas.cz/)

24


https://nevsimejtesinas.cz/

B I S Rocnik 5

Interaktivnf Biologicky Seminar
Sadal

Kromé léceni pacientl, védeckého vyzkumu a dalSich povinnosti byla Kalalova i vykonnou
amatérskou entomolozkou. Do Cech posilala krabice vzacného hmyzu (i pFes to, 7e jeji prvni
doddvku zdemolovali turecti celnici vdomnéni, Ze se snazi pasovat opium), které vyznamné
obohatily sbirky Narodniho muzea.

6. Zjistéte, ktery brouk z Celedi krascoviti (Buprestidae) je pojmenovan po Vlasté
Kalalové. Ktery z velikanti ¢eské entomologie jej popsal a pojmenoval? [1 b]

Cyphosoma lawsoniae kalalae, popsan entomologem Janem Obenbergrem
z Narodniho muzea.

(Obr. 4 Kalalova na lovu hmyzu, Mezopotamie)

A jak to s doktorkou Kalalovou dopadlo? V Bagdadu preruSované Zila a pracovala az do roku
1932. Také se tam oZenila s Italem Giorgiem Di-Lottim. Spolu odjeli z Bagdadu do Cech poté,
co Kalalova onemocnéla hore¢kou dengue. Kalalova si zafidila ordinaci vrodnych
Bernarticich, kde i se svymi dvéma détmi Zila spokojené skoro az do konce druhé svétové
valky. Nékolik dni prfed vyhlasenim miru protdhla Bernarticemi ustupujici divize SS
a zmasakrovala tamni obyvatelstvo, vietné Vlastiny rodiny (Kalalovd vyvazla stézkym
zranénim). DoZila se 74 let, zemfela v Pisku v roce 1971. Do Bagdadu ji komunisticky rezim jiz
nikdy nepustil a nenasel se nikdo, kdo by byl ochoten jeji kliniku prevzit (a klinika tak zanikla).
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(Obr. 5 pamatecni deska v Bernarticich)

Do Bagdddu se z Ceskoslovenska vydal a7 v roce 1962 MUDr. Jaroslav Slipka a obdrzel od
Kalalové mnohé rady a doporuceni, v zemi vsak nezUstal.

7. Predstavte si, Ze chcete pokracovat ve Slépéjich Kalalové a zalozit v Bagdadu
vlastni nemocnici. Na jaky lékarsky problém byste se zamérili (1écbu jaké nemoci
atp.) a pro¢? Cim byste vybavili svou nemocnici? (ve smyslu jakymi zafi{zenimi
(,facilities“), netreba vypisovat: hromada hracek, bazének s balonky a tobogan,
staCi prosté napsat détsky koutek :) [3 b]

Velmi oteviena otazka, na kterou je moZné odpovédét myriddou zpuisobi.
Z moznych problémi k feseni (nikoliv finadlni vycet!): v zemi se stale aktivné
bojuje (traumacentrum, centra nasledné péce pro rekonstrukéni chirurgii), jsou
zde casté riizné infekcni choroby (tyfus, prijmova onemocnéni (problém hlavné
u déti), spalnic¢ky - ockovaci centra, centrum pro 1é¢bu tyfu), problém predstavuji
i mentdlni onemocnéni (PTSD!) a je zde tedy zapotrebi i psychiatrickych
nemocnic. Dale je rozhodné moZné mluvit o rakovingé, diabetuy,
kardiovaskularnich onemocnénich, HIV, hepatitidé, malnutrici a plejadé dalsich
problémd...

26



B I S Rocnik 5

Interaktivni Biologicky Seminar
Sadal

Priklad reSent:

Za nejurgentnéjsi povazuji pomoc urazovym pacientim (vale¢na zranéni,
dopravni nehody, popaleniny od domaciho vareni v uprchlickych tdborech, obéti
zavall atp.) a pokusil bych se tedy vybavit malou chirurgickou nemocnici.

Jako prvni bych zaridil prisun pitné vody a kanalizaci (watsan - viz
https://www.youtube.com/watch?v=4pfGGJItZlIk - enormné dulezité zarizeni,
jeho absence znamena -1 bod), dale bezpecné ubikace pro zdravotniky a zazemi
pro né.

Nemocnice by se skladala z prijimaci mistnosti (tridz), nékolika vySetroven, dvou
operacnich sali, zdzemi pro sterilizaci nastrojd, mistnosti pro roentgen, malé JIP
(samoziejmé vybavené adekvatné podminkdm - problém s vétSinou
medicinskych pristroji v zemich 3. svéta je ten, Ze neni dostupny zadny servis -
jakmile se rozbiji, nemdate Sanci je opravit) cca 5ti lizkové a vybavené
2 ventilatory a lizkového oddéleni pro cca 30 lezicich pacienti. Nesmime
zapomenout ani na porodnicky sal. DalSimi oddélenimi by byl i sklad
zasob/lékarna a usek pro rehabilitace a fyzioterapii.

Nesmime zapomenout ani na dalS$i technické zazemi - pradelnu, nahradni
elektricky generator, rozvody kysliku... a personal - lékare, sestry, techniky,
logistiky, oSettfovatele, fyzioterapeuty, pomocny personal, farmaceuty atd. atp.

Pokud by vas zajimalo, jak toto udélat mobilné a efektivné:
https://www.youtube.com/watch?v=yI2 rRrCDxM

A to uZ je uplné vsechno! @ Pokud jste dosli az sem, mlzete se poplacat po zadech
a pogratulovat si. A pokud vas pribéh doktorky Vlasty Kalalové zaujal, nemohu nez doporucit
k precteni knihu Doktorka z domu trubacii z pera llony Borské.
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Frantisek Vana (e-mail: vana.frantik@seznam.cz)
ve spoluprdci s MVDr. Oldfichem Tomdskem Ph.D.

Oldfich Tomasek vystudoval veterinarni lékarstvi na Veterindrni a farmaceutické
univerzité v Brné a doktorské studium zoologie na Univerzité Karlové. V souc¢asné dobé
pracuje na Ustavu biologie obratlovcli Akademie véd CR, kde se zabyva fyziologii
starnuti a pohlavniho vybéru a evolucnimi a fyziologickymi mechanizmy souvisejicimi
s evoluci Zivotnich strategii a s Zivotem v rGznych typech prostfedi. Tyto mechanizmy
studuje predevsim u ptakd.

i

4. Cervend kralovna a pohlavni vybér 20 bodd
Cervena kralovna

Pfipravte se na poradnou jizdu! Pozeneme se nyni spole¢né zdvratnou rychlosti po poli
evolucni biologie, a pfece pas potirebovat nebudeme, jelikoz se nepohneme z mista.

Nejprve zacneme jednou tematickou pisni, jez kromé textu o touze po druhém pohlavi
s nasim tématem souvisi i méné zjevné. Je totiz svého druhu komplexnim namlouvacim
chovanim vyprodukovanym lidskou inteligenci, kterd je dost mozna sama do uréité miry
dlsledkem pohlavniho vybéru.

https://www.youtube.com/watch?v=6t7EPbnZUz8

0

»No, v naSem kraji,” rfekla Alenka, dosud jesté trochu udychang, ,se obycejné dostanete
nékam jinam — kdyz takhle rychle dlouho bézite, jako jsme my bézely.” ,Néjaky pomaly kraj!“
rekla Kralovna. ,Nu, zde, jak vidite, potfebujete bézZet, kolik dovedete, abyste zlstaly na

misté. Chcete-li se dostat nékam jinam, musite utikat aspon dvakrat tak rychle!”

(Carroll, 1871; preklad J. Cisar)
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Muz z Chicagské university s plnovousem

1.

Dopliite do nasledujiciho textu slova na vynechana mista. [0,5 b]

Leigh Van Valen byl vyzna¢ny badatel v oblasti evoluéni biologie. Roku 1973, to jesté
nemél vous tak protkany Sedinami, dospél k jednomu vyznamnému objevu pfi studiu
moftskych fosilif. Tim objevem byla skutec¢nost, Ze pravdépodobnost vyhynuti druhu
nezavisi na tom, jak dlouho tento druh existuje, ale je dana schopnosti se
adaptovat. Tato myslenka je dnes znama jako zakon konstantniho vymirani a dala
vznik v dnesni dobé& asi nejuznavanéjsi teorii o evoluci sexuality, teorii Cervené
kralovny (z anglického Red Queen Hypothesis) pojmenované podle Cervené kralovny
z knihy Lewise Carrolla Za zrcadlem a co tam Alenka nasla.

Cervena kralovna zasahuje

Béh Cervené kralovny miie probihat v mnoha podobdch. Je totiz pohanén jak zménami
v abiotickych faktorech prostredi, tak zejména interakcemi mezi jedinci stejného druhu ci

interakcemi mezidruhovymi.

......

béhu Cervené kralovny. Vysvétlete, jak podle teorie &ervené kralovny tyto
priklady koevoluce probihaji. Proc jde o zavod, ktery nema vitéze? [1 b]

Predator/Kkorist

Jde o dynamickou mezidruhovou interakci, kterou miZeme popsat pomoci teorie
Cervené kralovny.

vvvvvv

vice potomkii) budou ty liSky, které budou nositeli genli predurcujicich je jako
uspésné predatory. Ty ziskaly od svych rodic¢i a piedaji je dale svym potomkiim.
Mohou mit rliznou podobu. Naprtiklad kryci zbarveni umoZiujici pripliZeni se ke
koristi, lepsi ¢ich zvySujici Sance na jeji vystopovani nebo lepsi fyzicka kondice,
ktera hraje mnohdy rozhodujici roli ve finalni fazi lovu.

Zajici v tomto prikladu vSak vyviji protistrategie. Podobné jako u liSek ti

vvvvvv

potomkiim. MiiZe jit naptiklad o mohutnéjsi svalovinu nejen zadni koncetiny,
umoznujici jim liSce zmizet pred ocima, citlivéjSi sluchové ustroji (timto
zplsobem se nejspiSe vyvinuly velké slechy, které zvysuji mnoZstvi zachyceného
akustického zvukového vinéni) nebo, podobné jako u lisek, ¢ich umoZnujici

detekci jejich pritomnosti.
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Tyto znaky Kkorfisti a predatora jsou vSak v dynamické rovnovaze cCervené
kralovny. Vyvijeji se totiZ, jak bylo vySe zminéno, mechanismem prirozeného
vybéru (nejlépe prizplisobeny preZije). Vyvinuta adaptace u jednoho ucastnika
interakce vede k tomu, Ze se zvysi selekéni tlak kladeny na druhého ucastnika,
ktery se tuto adaptaci snaZi (samoziejmé prostiednictvim prirozeného vybéru -
neni to vili ovladany proces) prekonat nebo obejit pomoci svych protiadaptaci.
Podle teorie Cervené kralovny je tedy vyhoda ziskania vyvinutim jakékoliv
vyhodné adaptace docasnd a je postupem casu prekondna vyvinutim
protiadaptace u protivnika.

Liska se tedy adaptuje, aby byla dostatecné rychla a kotist ulovila, zatimco zajic
se adaptuje proto, aby unikl s holym Zivotem. Oba musi proto podléhat
neustalému vyvoji, jinak by vyhynuli. Boj o pieZziti tedy nema trvalého vitéze.

Parazit/hostitel

Paraziti se adaptuji na to, aby mohli preZivat na tkor hostitele, ten se tomu brani,
aby nebyl oslaben a jeho geny nebyly evolu¢né zapomenuty. Byt dobrym
parazitem je vSak vskutku véc naroc¢nda. Parazit nesmi ptlisobit prili§ negativné,
protoZe jinak zabije hostitele, a tudiZ i sebe diive, neZ se sam stihne rozmnozit.
Zaroven je téZ neustale predmétem zajmu imunitniho systému, ktery je naucen
rozeznavat cizi antigeny. Parazit tak musi ménit (mutovat) ¢i maskovat své
povrchové struktury (antigeny) tak, aby mél imunitni systém hostitele s jejich
odhalenim co nejvétsi potize. Krom toho si hostitel miize vyvinout i dal$i mozné
strategie, jako je napiiklad stranéni se nezdravé vypadajicich jedincl (tzv.
imunitni chovani ¢i behaviordlni imunita) nebo snad nejvétsi triumf hostitele
v tomto zavodé Cervené kralovny, kterym je sexudlni rozmnoZovani. Jednou ze
strategii hostitele, ve které miize hrat svou roli sexudlni rozmnozovani, miize byt
zména zamKku (receptori), pomoci kterych se intracelularni parazité dostavaji do
jeho bunék. Z pohledu parazita jako druhu vSak nevéste hlavy. Vystavuje vas to
totiZ selekénimu tlaku a vybere z vas ty jedince, kteri budou disponovat paklici
(ligandy pro dané receptory) nebo jinymi strategiemi vyvaZujici hostitelovy
adaptace. Podobné jako u interakce predator/korist nikdo nema dlouho navrch
a tento zavod nema konce. Slovy ¢ervené kralovny: musite béZet (na poli evolu¢ni
biologie to znamena se vyvijet a adaptovat), abyste zlistali tam, kde jste - tzn.
abyste jako druh nevyhynuli. O vyhodach sexualniho rozmnozovani se dozvite
dale.

K ¢emu jsou pohlavi

Cervend kralovna je povazovana za hlavni pfic¢inu evoluce pohlavniho rozmnozovani neboli
sexuality. V tomto kontextu ji nejvice proslavila stejnojmenna kniha Matta Ridleyho. Pohlavni
rozmnoZovéni nema podle teorie Cervené kralovny nic spoleéného s adaptacemi na nezivé
prostredi. Je dUsledek boje s mnohem vaznéjsim protivnikem, ktery nikdy nespi.
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»Zaposlouchejte se do konverzace and ranni kavou v kterémkoliv hlavnim centru sou¢asného
evoluéniho mysleni a zjistite, Ze k nejfrekventovanéjsSim terminum patfi slovo ... (viz
otdzku 2), ti jsou pokladani za primarni pricinu evoluce sexuality a ¢eka se od nich konecné
feseni tohoto problému vsech probléma.” (Dawkins 1990)

3.

Vyberte nyni hlavniho podezielého z predeslié ulohy, kterého miizeme povazovat
za hnacf silu evoluce pohlavniho rozmnozZovani a dopliite jej do vySe uvedeného
citatu Richarda Dawkinse. Vysvétlete, jak podle Cervené kralovny zménila
evoluce pohlavniho rozmnoZovani podminky zavodu ve zbrojeni mezi témito
utoc¢niky a témi, kdo se jeho utoklim s prispénim sexuality brani. [1,5 b]

Jde o parazity. Prvnim mechanismem je interakce zdmku a klice (tedy zamki-
receptorll hostitele a klic-ligandd parazitli pro dané receptory). Ty podléhaji
selekénimu tlaku, diky kterému se uchyti ti paraziti, ktefi umi nejlépe pronikat do
hostitele a uniknou jeho obranné (imunitni) odpovédi. Hostitel je pro zménu
selek¢né tlacen k tomu, aby pozménil zamky a parazit tak na/do néj nemohl.
V asexualni populaci k tomu dochazi pomalu nahodnymi mutacemi, ale pohlavni
rozmnozovani umozZnuje mit zamkovou variabilitu mezi jednotlivymi
generacemi.

Analogicky miizeme vysledovat i interakci na extracelularni trovni z hlediska
imunitniho systému, ktery je, jak bylo v predeSlé uloze uvedeno, naucen
rozpoznavat télu cizi struktury a uc¢inné proti nim a jejich majiteliim bojovat.

Sexualni rozmnozovani v tomhle ohledu zptsobilo revoluci diky tomu, Ze danym
mechanismim umoznovala variabilitu receptori a imunitni odpovédi na Urovni
jednotlivych generaci. Asexudlni hostitelé jsou odkazani pouze na variabilitu
ziskanou diky ndhodnym mutacim, které se objevuji mnohem vzacnéji, a tedy
maji mnohem vétsi Sanci na to byt vyhubeni parazitem, ktery z principu miva
Fadové mnohem krats$i genera¢ni dobu a mize si za stejny Cas nasbirat vice
nahodnych mutaci.

JelikoZ se vsak pohybujeme na poli, kterému vladne Cervena kralovna, nemaji
diky sexudlnimu rozmnoZzovani hostitelské organismy vyhrano. Piisobi totiz takto
opét selekénim tlakem na parazity, kteii si uz nevystac¢i jen se svou kratkou
generacni dobou a stali se tak rovnocennymi souperi v evolu¢nim zavodu, ktery
se stale opakuje a nezna vitéze.

Zavody ve zbrojeni

Jednim ze zndmych pfikladd Cervené kralovny jsou zavody ve zbrojeni mezi virem chfipky

a nasSim imunitnim systémem. Vysledkem téchto zavodu je fakt, Ze prestoZe proti chfipce

mame témér vsichni z minulosti vytvorené protilatky, kazdy rok se v zimnim obdobi vyskytuji
nové chfipkové epidemie.
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Kolik lidi v Cesku priimérné onemocni kazdy rok chiipkou? Uvedte, které dva
genetické mechanizmy umoznuji viru chripky ménit své vlastnosti a neustale tak
prekonavat nas imunitni systém. Jak casto je tfreba vyvijet novou vakcinu? [2 b]

Zhruba 1 milion lidi; antigenni posun (neboli shift) a antigenni zlom (neboli
drift); kazdy rok (pripadné 2x za rok, uvaZujeme-li o obou zemskych
hemisférach).

Dal$im velmi aktualnim p¥ikladem Cervené krélovny je evoluce rezistence vG¢i antibiotikiim
u bakterii. Tato rezistence se vétSinou vyvine do nékolika let od vyvoje nového typu
antiobiotika. Vzhledem k tomu, Ze vyvoj antibiotik je zdlouhavy a financné velmi narocny
proces, ziskavaji pomalu odolné kmeny bakterii navrch a hrozi, Ze béhem nékolika malo
desetileti témér uplné ztratime vyhodu ziskanou diky védé pfed necelymi 100 lety.

5.

V tajence nasledujici kiiZovky se dozvite zkratku jednoho z nejobavanéjSich
mikrobu rezistentnich na ¢etna antibiotika. [1 b]

a) Jak se jmenoval objevitel prvniho Sirokospektrdlniho antibiotika a nasledny
nositel Nobelovy ceny?

b) Rezistence se mezi bakteriemi Casto predava prenosem gend, ktery probiha mezi
dvéma jedinci, ktefi nejsou ve vztahu rodi¢-potomek. Jakym pfidavnym jménem se
tento typ prenosu genetické informace nazyva?

c) Jednim z opatifeni zpomalujicich Sifeni rezistentnich kmen( je snizeni poctu
predepisovanych antibiotik. Ve které ze zemi OECD se antibiotika predepisuji
v pfepoctu na obyvatele nejméné?

d) Rezistenci na |éciva si vyvijeji nejen bakterie, ale také napriklad prvoci. Uvedte
nejvyznamnéjsi protozodrni onemocnéni, rozsifené predevsim v tropech a pfendsené
komary.
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Za splnéné reSeni je povazovana pouze kompletné vyplnéna kiiZovka, ne pouze
tajenka.

Aby mohlo dojit k evoluci sexuality, je nutné, aby jeji vyhody prevaZzily vyhody
nepohlavniho rozmnoZovani (asexuality). Uvedte vyhody a nevyhody obou
rozmnoZovacich strategii. [1 b]
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Pohlavni rozmnozovani Nepohlavni rozmnoZovani

Vyhody vétsi variabilita potomstva nepotiebnost partnera

variabilita nevznika jen diky | vysoka schopnost reprodukce -
nahodné ziskanym mutacim | kazdy jedinec produkuje

a je zprostredkovana potomky

riznorodou kombinaci
rodicovskych genti

Nevyhody | sniZené mnoZstvi potomkii - | nizka variabilita potomstva
tzv. dan za samce (produkuji

pouze spermie) variabilita vznika pouze pomoci

mutaci
nutnost hledani partnera -
Casova a energeticka
nakladnost, vyssi
pravdépodobnost predace

Vnitrogenomovy konflikt

Pro lepsSi pochopeni doporucuji se predem obezndmit s teorii sobeckého genu, kterou
zpopularizoval Richard Dawkins. Teorie sobeckého genu navrhuje, Ze hlavni jednotkou
pfirozeného vybéru je gen, nikoliv jedinec. Téla jedincl jsou podle této hypotézy pouze
stroje vytvorené geny za Ucelem jejich vlastniho prezZiti a replikace. Tato hypotéza umoznila
vysvétlit mnohé do té doby nefesitelné problémy, jako jsou treba konflikty genl uvnitf
genomu jednoho jedince.

,Onéch 75 tisic gen(, které vytvareji prlimérné lidské télo a vldidnou mu, mizeme pfirovnat
k75 tisicdm obyvatel stfedné velkého mésta. Lidské télo — tak jako existence lidské
spole¢nosti — zavisi na nelehké rovnovaze svobodného podnikani a socidlni kooperace. Bez
kooperace a solidarity by obyvatelé mésta netvofili komunitu. VSichni by |hali a podvadéli
a snazili se o nezdkonné zbohatnuti na ukor vSech ostatnich; veskeré socialni aktivity —
obchod, vlada, vzdélani, sport — by se zhroutily. Bez spoluprdce mezi geny by téla, v nichz
geny sidli, nemohla byt pouZita k prenosu do dal$i generace. Nebyla by totiZz nikdy
vybudovéana.” (Ridley, 1993)

V nasledujici sekci se podivdme na jeden z nejzajimavéjsich dopadti Cervené kralovny podle
teorie Haigha a Grafena z roku 1991.

Chromozomalni bratrovrazda

7. Co to jsou geny meitotického tahu a jakym zplisobem zvysuji svou fitness (tzn.
uspésnost svého prenosu do dalSi generace)? Tyto geny jsou vSak velmi vzacné.
Jak se nazyva a funguje mechanismus, ktery podle teorie Haiga a Grafena
meiotickému tahu brani? Ktery par chromozomi by byl podle této teorie
k meiotickému tahu nejnachylnéjsi? [2 b]
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Geny meiotického tahu jsou skupinou sobeckych genli. Pii pohlavnim
rozmnozovani ziskava potomek po jedné alele kazdého genu od kazdého z rodic.
Kazdy rodic¢ vsak ma také dvé alely od kazdého genu, jeZ ziskal od svych rodict
(a tudiz prarodict potomka, o kterém je re¢). Geny meiotického tahu (jejich alely)
ziskané od jednoho z prarodicii se pii tvorbé gamet v pohlavnich organech rodici
naseho potomka snazi zvysit Sanci svého preneseni do dalSi generace na ukor alel
od druhého prarodice. Toho docili bud’ tak, Ze brani alelam od druhého prarodice
vstoupit do vytvarenych vajicek a vecpou se tam samy, nebo zabijeji pohlavni
bunky (vétSinou spermie) vzniklé mei6zou, které nesou alely druhého prarodice.
Typickym prikladem druhého zplsobu mize byt gen Segregation distorter
u octomilky Drosophila melanogaster. U samci pro sviij vlastni prospéch snizi
pocet vzniklych spermii pfi jedné meidze na 2 ze 4. V pripadé zabijeni gamet jde
vSak vZdy o spolupraci minimalné dvou genii. Zminény zabijacky gen zabiji
spermie urcitym enzymem. Aby vSak nezabil i svou bunku a tedy i sebe,
potfebuje obranu v podobé dalSiho genu produkujictho protein, ktery proti
ucinky enzymu buniku chrani.

Proces nazvany crossing-over zamichava genetickou informaci na jednotlivych
chromozomech a znemoznuje tak spolupraci téchto gend (zabijak a ochrance)
a jejich uchyceni, krom vzacnych ptipadi.

Nejnachylnéjsi jsou heterochromozomy X a Y.

Tahle teorie je vSak navzdory své elegantnosti téZce testovatelnd. Sdm Haig se k tomu
vyjadril témito slovy: ,(Nami navrzeny mechanizmus) je jako sprej proti slonim. Véfite, ze
funguje, protoze okolo sebe nevidite Zzadné slony.”

Pohlavni vybér

Pohlavni vybér vedl u mnoha druhl k evoluci napadnych aZ extravagantnich znak(, tzv.
ornamentd. Mezi nejzndaméjsi pripady patfi napfiklad prodlouzend a avantgardné zdobena Ci
tvarovana ocasni pera samcl pdava Ci rajek nebo parohy u jelenovitych sudokopytniki.
Ornamentalni znaky vsak nemusi byt pouze vizudlni, ale lze mezi né zaradit i komplexni
vokalni projevy (napf. zpév pévcu), ¢i prvky chovani. Jak komplexni a mnohdy aZ bizarni
namlouvaci chovani pohlavnim vybérem vznik3, lze vidét na nasleduijicich videich:

https://www.youtube.com/watch?v=wTcfDCjBqV0

https://www.youtube.com/watch?v=rX40mBb8bkU

Ornamentdlni znaky jsou Casto povazovany za indikatory, kterymi jedinci signalizuji druhému
pohlavi své genetické kvality a télesnou kondici. Aby takové indikatory fungovaly, musi vSak
byt néjak zajiSténo, Ze jedinci ve Spatné kondici nebudou moci podvadét — tedy Ze jejich
ornamenty budou méné intenzivni neZ u jejich kvalitnéjSich konkurent(l. Jednim
z mechanizm(, ktery by tuto Cestnost signalizace kvality a kondice mohl zajistovat je tzv.
alokacni trade-off.
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Vysvétlete pojem alokacni trade-off. Uvedte priklad aloka¢niho trade-off ve
vasem zivoté. Vysvétlete, jak je mozné, Ze alokacni trade-off mezi dvéma znaky
muze vyustit v jejich pozitivni korelaci. [1 b]

Trade-off znamena kompromis ve smyslu ,néco za néco“. Alokacni trade-off
znamena, Ze pokud investuji (alokuji) vice zdrojt do jedné véci (napt. do exprese
ornamentti), zbyde mi méné na investici do jiné véci (napt. do kvalitnich
spermif). MoZny priklad ze Zivota: pokud napf. rodinné Uspory investuji ho do
nakupu velkého drahého domu, zbyde mi malo na auto.

Vysvétlete, jak je mozZné, Ze alokacni trade-off mezi dvéma znaky miize
vyustit v jejich pozitivni korelaci.

V pripadé, Ze existuje variabilita v dostupnosti zdroji ¢i schopnosti jedince si
zdroje zajistit. Lidé se napriklad lisi ve vysi svého prijmu, a proto lidé s drahymi
domy vétSinou nejezdi Zigulikem, ale zbyde jim stdle dost penéz na nakup
drahého auta.

Jednim z velmi zajimavych sekundarnich pohlavnich znakt, vyskytujicich se
u nékterych lidskych populaci, je tzv. steatopygie. Vysvétlete, co tento pojem
znamena a jak je steatopygie podle modernich medicinskych standardi
definovana. Ma ji Véstonicka venuse? Vysvétlete, pro¢ ano ¢i ne. Uved'te alesporii
dvé v soucasnosti Zijici etnické skupiny, kde se vyskytuje. [1 b]

Steatopygie je ukladani tuku v oblasti hyzdi, pricemz uhel mezi linii zad a horni
casti hyzdé svira thel kolem 90°.
Véstonicka venuse ji nema, protoZe ihel mezi linif zad a horni stranou hyzdi svira

cca 120°. Khoisanové, Pygmejové, Andamanci.

Vysvétlete nasledujici pojmy souvisejici s pohlavnim rozmnoZovanim:
monogamie, polygamie, polygynie a polyandrie. Je u savci a ptakd castéjsi
polygynie Ci polyandrie a proc? Jedinci jakého pohlavi si mohou polygamii zajistit
vice potomka? A jaké jsou potencialni prinosy polygamie pro to druhé pohlavi?
[2 b]

Monogamie - parovaci systém, ve kterém samci a samice tvori pary pecujici
0 potomKky

Polygamie - obecny nazev pro parovaci systémy, ve kterych se jedinci jednoho
pohlavi rozmnoZuji s vice neZ jednim jedincem opa¢ného pohlavi

Polygynie - systémy, ve kterych se jeden samec rozmnoZuje s vice samicemi

Polyandrie - systémy, ve kterych se jedna samice rozmnoZuje s vice samci
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Je u savcii a ptakii castéjsi polygynie ¢i polyandrie a proc?

Polygynie, protoZe samice ve srovnani se samci do mlad'at investuji vice Casu i
energie (gravidita, laktace, produkce vajec). U samcl navic roste pocet
zplozenych mlad’'at imérné s poctem samic, se kterymi kopuluje.

Jedinci jakého pohlavi si mohou polygamii zajistit vice potomkii?

Vice potomki si polygamii mohou zajistit samci. Pro samice je prinosem vyssi
genetickd rlznorodost potomkl a tudiZz vyssi Sance, Ze alesponl ¢ast potomki
zdédi kvalitni geny, dale pojistka proti pripadné neplodnosti partnera, lepsi
zajiSténi potravy a rodiCovské péce o mladata.

A jaké jsou prinosy polygamie pro to druhé pohlavi?

Vyssi genetickd riznorodost potomki a tudiz vysSsi Sance, Ze alesponl ¢ast jich
zdédi kvalitni geny; pojistka proti pripadné neplodnosti partnera; lepsi zajisténi
potravy a rodicovské péce pro mlad'ata.

Vysvétlete nasledujici terminy: predkopula¢ni a pokopulacni faze pohlavniho
vybéru, vnitropohlavni a mezipohlavni forma pohlavniho vybéru.

Zarad'te nasledujici znaky a procesy do relevantnich kolonek v tabulce: vaginalni
zatka, infanticida, loubi lemcikii, zdmérny potrat (vyvolany samici), parohy,
ejekce spermii samici. Ktery z téchto znaki lze oznacit jako rozsiteny fenotyp?
[3b]

Predkopulacni faze - faze pohlavniho vybéru odehravajici se pred kopulaci, tzn.
kompetice mezi jedinci stejného pohlavi o jedince druhého pohlavi, vybér
sexualniho partnera

Pokopulac¢ni faze - odehrava se po kopulaci v pripade€, Ze samice kopuluje s vice
nez jednim samcem. Patii sem soupefieni spermii dvou a vice samcl o oplozeni
vajicek (tzv. kompetice spermii) a skryta samici volba, tzn. mechanizmy, kterymi
samice muize zvyhodnit spermie konkrétniho samce

Vnitropohlavni vybér - soupereni mezi jedinci stejného pohlavi (napf. souboje)

Mezipohlavni vybér - vybér sexudlniho partnera ve smyslu preference pro
konkrétni(ho) jedince opacného pohlavi
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vnitropohlavni vybér mezipohlavni vybér
fedkopulacni
?éze P parohy loubi lemcikl
pokopulacni faze L, _ 3 _ _
(pFed oplozenim) vaginalni zatka ejekce spermii samicemi
okopulacni faze
?po o:)lozenl’) infaticida zamérny potrat

Mezipohlavni konflikt aneb Cervena kralovna opét zasahuje

U kachny divoké (Anas platyrhynchos) dochdzi v rdmci pohlavniho
vybéru ke konfliktu mezi pohlavimi. Samice jsou v podstaté
znasilnovany samci, pricemz samcl casto na tomto aktu
spolupracuje i nékolik. Na rozdil od vétsiny druh( ptakdl, ktefi maji
pro prenos spermatu do reprodukéniho traktu samice jen drobny
vybéZzek na kloace, se u kaceru za timto ucelem vyvinul az absurdné

dlouhy a vyvrtkovité zatoceny kopulaéni orgdn, ktery jim slouZi jako
obdoba sav¢iho penisu. (Na obrazku je vyvrtka inspirovand onim
extravagantnim kopula¢nim organem kaceru.)

12. U samic v$ak doslo mechanizmem Cervené kralovny k evoluci protiadaptace,
ktera jim umoznuje rozhodnout, zda ji kopulujici samec oplodni ¢i ne. Co je
podstatou této protiadaptace u samic kachny divoké a jak to vysvétluje evoluci
extrémné prodlouZeného a tvarovaného kopula¢niho organu kacerii? [1 b]

U samic kachny divoké se vyvinuly slepé zahyby vaginalni ¢asti reprodukcéniho
traktu. Pokud kachna nechce, aby samec oplodnil jeji vajicka, nasméruje ho do
slepého zahybu. Evoluce dlouhého a Sroubovité stoceného kopulacniho organu
kacerii je pak dasledek principu Cervené kralovny, kterym se samci snazi
prekonat uvedenou protiadaptaci samic.

Pokopulaéni pohlavni vybér aneb i spermie plavou podle Cervené kralovny

Pohlavni vybér mlze pokracovat i po kopulaci. Pokud samice kopuluje s vice nez jednim
samcem, dochdzi soutéZi jejich spermii o oplozeni samicich vaji¢ek, tzn. kompetici spermii.

Tento mechanizmus vedl k evoluci nékterych zajimavych az bizarnich forem spermii.
13. Ktery soucasny Zivoc¢isSny druh ma nejdelsi zndmé spermie? Kolik jeho spermie
méri a jak zhruba dlouhé by byly u 180 cm vysokého muze, pokud by mély mit

stejny pomér k velikosti téla? Jak dlouhé jsou ve skute¢nosti muzské spermie?
[1b]
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Ktery soucasny zivociSny druh ma nejdelsi znamé spermie?
Octomilka Drosophila bifurca.

Kolik jeho spermie méri a jak zhruba dlouhé by byly u 180 cm vysokého
muZzZe, pokud by mély mit stejny pomér k velikosti téla?

Spermie D. bifurca méri kolem 5,8 cm a jsou zhruba 20x delSi neZ télo octomilky.
U 180 cm vysokého muZze by tedy musely spermie mérit cca 36 metrd.

Jak dlouhé jsou ve skutecnosti muzské spermie?

MuZské spermie ve skutecnosti méii 40-55 pm.

Samci bézného druhu motyla bélaska repkového (Pieris napi) produkuji neplodné
bezjaderné spermie, které tvori az 90 % jejich ejakulatu. Jaky je jejich vyznam?
[1b]

Neplodné spermie zaplni organ, ve kterém samice skladuji spermie, a brani tim
jejimu oplozeni jinym samcem.

A jeSté jedna zajimavost z naSich luhi a haja. Samci nenapadného druhu hlodavce
mysSice kiovinné (Apodemus sylvaticus) maji na hlavi¢ce spermii hacky. K ¢emu
jim tato zajimava struktura slouzi? [1 b]

Spermie se diky nim spojuji do tzv. vlacki, které jsou rychlejsi nez jednotlivé
spermie.
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Hana Selicova (e-mail: h.selicova@seznam.cz)

OK, but coffee first! 20 points

You wake up in the morning, you're not even ready to get out of bed yet, and your first
thought is heading to the kitchen for a coffee machine. Do you recognize yourself in this
description of the morning routine? A lot of people don't have it different in today's busy
world, so | decided to introduce you to the issue of stimulants and serve you, as well as
freshly brewed coffee, interesting facts about some of them.

Stimulants in general are psychoactive substances, which can temporarily improve your
mental and physical performance. These magicians can be natural or synthetic, the effects of
each type of stimulant differ in the type of effect and in its mechanism of operation in
human body. Stimulants include caffeine, thein, nicotine, cocaine, phenylethylamine
stimulants or methyldioxymethamphetamine (popularly known as ecstasy). So let’s get
boosted by some information about these substances!

1. One of the well-known stimulants is undoubtedly caffeine. It is found in a large
number of drinks - whether it is coffee, tea, hot chocolate or energy drinks. We
can also find it in products made from cocoa beans. Caffeine has many benefits
for human health. List at least two of caffeine effects that you think are most
important and can help to the health of user. (for example - caffeine can reduce
fatigue and improve concentration. [2 p]

reduction of fatigue, support of fat metabolism - faster weight loss, or treatment
of obesity, improvement of concentration (in ADHD, a frequent solution of lack of
concentration), antioxidant, anti-inflammatory, anti-cancer, anti-diabetes, and
antihypertensive properties

2. We will stick with caffeine for a while. Like any other substance affecting human
health, this stimulant is monitored, in Europe particularly by the European Food
and Safety Authority (EFSA). This institute has set a safe amount for caffeine that
does not adversely affect health. This value was set for healthy adult at ____ of
caffeine in a single dose, the total daily dose of caffeine should not exceed __.
Fill in the missing values with their unit. [1 p]

200 single dose intake; 400 mg daily intake

39



I B I S Rocnik 5

Interaktivni Biologicky Seminaf
Sadal

3. Find out how many mg of caffeine has: a regular espresso, flat white, green tea,
energy drink (e.g. Redbull) and NOCCO BCAA drink, which is often used by
athletes as a pre-workout kick. [3 p]

Espresso = __ mg of caffeine (aprox. 70 mg)
Flat white = ___ mg of caffeine (aprox. 140 mg - double shot of coffee)
Green tea = ___ mg of caffeine (aprox. 30 mg)

Energy drink = __ mg of caffeine (Redbull aprox. 80 mg)
NOCCO BCAA drink = ___ mg of caffeine (180 mg)

4. As soon as we get caffeine in circulation, its metabolism begins. About 99% is
absorbed within the first 45 minutes after ingestion. The half-life of this stimulant
is on average 4 hours. In the assignment you always have clues to the word we
are looking for. All terms refer to caffeine metabolism. [3 p]

___________ : one of the metabolites of caffeine, accounts for about 12% of the total
volume of caffeine; dilates blood vessels and increases urine volume (THEOBROMINE)

: location of caffeine metabolism (LIVER)

: skeleton structure of caffeine (XANTHINE)

_______________ : any biological process in an organism that recurs with a regularity
of approximately 24 hours (CIRCADIAN RHYTHM)

____________ : pyragallol, resorcinol, hydrochinon, cinnamic acid belongs to the group
of chemicals named (POLYPHENOLS)

5. Recently, the trend of so-called boosted coffee has grown a lot. It consists of
"improving" morning coffee by adding a few drops of oil - usually MCT oil
(medium-chained-triglycerides) or coconut oil. What benefits does boosted
coffee provide to this busy society - especially to people who can't keep up with
breakfast? [1 p]

Fats in the diet can provide enough energy for the brain and the body to function.
In this case, it is an advantage for people who do not manage to have breakfast or
do not want to have breakfast. Fat in coffee starts metabolism - specifically beta
oxidation of fatty acids, which takes place in the liver. It can thus increase the
value of human metabolism. The fats in these oils provide enough energy to start
the day without another meal. (Both MCT and coconut oil also provide anti-
oxidant and anti-inflammatory properties and can also offer anti-microbial
support, to help rid the gut of harmful pathogenic bacteria, parasites, fungus, etc.)
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In 1827, the caffeine contained in tea was first discovered and began to be called
thein. Unlike caffeine in coffee, thein is less aggressive in terms of agitation and
has a longer effect - it does not have such a rapid onset and also the effects fade
longer. What causes this difference in the absorption of the same substance? [1 p]

It does not occur freely in tea but in bound form.

Another stimulant that can activate the centers of the brain focused on
concentration and learning is nicotine. We hear about the negative effects of
smoking from all sides. What diseases it causes and how many smokers a year die
from the causes of smoking. But nicotine alone can theoretically be a useful
helper and therapeutic retarder for a certain disease. Which disease is it? Write a
possible principle of slowing down symptoms of this disease with nicotine. [3 p]

Examination of the brains of patients with Alzheimer disease (AN) showed
areduction in nicotine binding sites of up to 70% compared to the brains of
healthy people of the same age. It is the administration of nicotine or other
specific nAChR agonists that is one of the promising possibilities. AN is associated
with cerebral acetylcholine deficiency due to degeneration and impairment of
nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs). Therefore, the administration of
nicotine to patients with AN could be a possible therapeutic retardation of the
disease.

An interesting finding came from a series of about twenty epidemiological studies
that looked at the relationship between smoking and the incidence of AN. Sixteen
of these studies found a lower incidence of AN in smokers than in non-smokers.
Only four did not show significant differences in the incidence of AN between
smokers and non-smokers. These findings suggested that nicotine acts as
a substance with a marked neuroprotective effect - preventing degeneration and
death of neurons and reducing the formation of neurotoxic beta-amyloid.
Nicotine administration improved cognitive abilities in patients with AN but did
not affect their long-term memory.

Amphetamines - stimulants, substances used to treat narcolepsy or loss of
attention in ADHD. At the same time, however, they are also used as
a recreational drug. What is the slang name of this drug starting with the letter S?

[0,5 p]
SPEED
In what chemical form are these substances most often used? [0,5 p]

They occur the most often as as salts, most often sulphates.
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additional information about MDMA:

This drug - SPEED = MDMA is a synthetic drug that acts as a stimulant and
hallucinogen. It produces an energizing effect, distortions in time and perception,
and enhanced enjoyment from sensory experiences. It has also been described as
an entactogen—a drug that can increase self-awareness and empathy.

MDMA affects the brain by increasing the activity of at least three
neurotransmitters (the chemical messengers of brain cells): serotonin, dopamine,
and norepinephrine. Like other amphetamines, MDMA enhances release of these
neurotransmitters and/or blocks their reuptake, resulting in increased
neurotransmitter levels within the synaptic cleft (the space between the neurons
at a synapse).

The stimulatory effect of this drug (MDMA) is primarily the inhibition of
catecholamine depletion in the brain as well as their release from cells. List at
least two known catecholamines and the place where these hormones are
produced in the human body. [2 p]

adrenaline / epinephrine, noradrenaline / norepinephrine, dopamine; those
hormones are produces in the adrenal medulla

Other stimulants of the new age are substances called AMPAKkines, such as CX717
or ampalex. Both substances are still in the clinical testing phase. What are the
advantages of using these memory-promoting substances? [2 p]

They have no effect on the mechanism of sleep, do not affect the periphery, have
no potential for addiction.

12. AMPAKkines are a class of pharmacological agents that act as positive modulators

of AMPA receptors. The AMPA receptor is an ionotropic transmembrane receptor
for the sodium salt of one of the essential amino acids. What substance are we
talking about? [1 p]

glutamate
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