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Jak psat reseni
Mila reSitelko, mily resiteli,
nez se vrhnes na reseni IBISich uloh, vénuj prosim chvilku i témto radkam.

IBIS je korespondencni seminaf pro jednotlivce, ktery by ti rad kromé fesSeni
zajimavych biologickych témat nabidl i nahlédnuti do zakulisi VS, coz t& 1épe pfipravi
na budouci studium.

Proto se (ve vlastnim zajmu) fid nasledujicimi radami:

> Nekopiruj — Neboj se hledat informace na nejrdznéjsich webech,
v ucebnicich ¢i knizkach, vyvaruj se vSak opisovani textu. Mas preci vlastni
hlavu a dokdazes parafrazovat (prepsat text vlastnimi slovy).

> Vlastni tvorba — Pokud je v zadani napsano, Zze mas poutzit vlastni obrazky,
mysli se tim opravdu vlastni obrazky (at jiz nakreslené v ruce ¢i vytvorené
na pocitaci), nikoliv stahnuty obrazek z internetu.

> Odpovidej k véci — Utfid’ si mysSlenky a vyber to podstatné. Pfi praci
s textem se da lehce ztratit (sami to zname), proto se nikdy neboj udélat
krok zpét a znovu si zopakovat otdzku. Pokud pripojis néjaké zajimavosti,
nebo vécné (a presto kratce) odpovéd rozvedes, rozhodné se nebudeme
zlobit. Ale hodnotit budeme pouze odpovédi na polozené otazky.

> Ulohy tvof sam za sebe — Ber to jako pfileZitost pfekonat se a zasoutéZit si
s kamarady. Je Franta lepsi v zoologii? Nevadi, dotahnes ho na mikre.

> Hraj fér — Nezapomen, Ze nepodvadis nds, nybrz predevsim sam sebe. IBIS
je prace navic, ale vyplati se ti. Pokud se ndm néco nebude zdat, vidycky se
ti ozveme. Kdyby té presto podvadéni ldkalo, budeme té penalizovat
ztratou bod(, cozZ nikdo z nds nechce, tak to prosim nedéle;j.

> Hlidej si terminy — Davej si pozor na terminy odevzdani, at dlohy nedélas
na posledni chvili a stihnes je v¢as odevzdat.

> Reseni vklddej do odevzdavarny ve formatu .pdf — MGZe$ ho psat ruéné
a pak naskenovat, ale lépe jsou pro nds Citelnd reseni psana elektronicky.
Odevzdavarnu najdes na nasich strankach po pfihlaseni.

Kdyby ti cokoliv nebylo jasné, neboj se nas kontaktovat na adrese ibis@sci.muni.cz
nebo pis autorovi konkrétni dlohy. Jsme tu od toho, abychom ti pomohli.

Doufame, Ze se ti IBIS bude libit a uzije$ si s nim spoustu zabavy, protoze my uz se
nemuUzeme dockat tvych odpovédi.

Tvdj IBIS tym
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Zuzana Novdkovd (e-mail: zuzana.novakova@recetox.muni.cz)

1. Co kdyby neexistoval odpad? 20 bodi

Jisté jste si Casto pti prochazce v ptirodé fekli, Zze by to bylo krasné, kdyby nasi krajinu
(planetu) nemusely hyzdit cerné skladky v lesnich roklich ¢i obaly od tatranek a plechovky od
piva na hfebenech nasich hor. Nebo se vam prosté jen nelibi ty pretékajici kontejnery na
komundlni odpad v ulici, kde bydlite. Snad s kazdou lidskou cinnosti je spjata produkce
odpadu. A tak, v naSem redlném svété, bohuzel odpad existuje.

Pozn.: kde jen miZete, uvddéjte u vasich odpovédi zdroje, odkud jste Cerpali.
1. Celkova produkce odpadii v EU se ro¢né pohybuje v fadu: [1 b]

a) stovek tun

b) tisicl tun

c) miliond tun

d) tisic miliont tun

2. Kolik odpadu se ro¢né vyprodukuje v CR v pirepoctu na obyvatele? A jak si v této
kategorii stojime v porovnani s ostatnimi clenskymi staty? [2 b]

Ne vSechna odvétvi ale do téchto statistik pfispivaji stejné. Nejvice odpadu je produkovano
ve stavebnictvi a pfi povrchové a dulni tézbé (minerdini odpady a zemina), dale pak pfi
vyrobé a okolo 8 % odpadl pochazi z domacnosti.

435% M Minerdini odpady
164% M Zemina
74% Odpady z domacnosti a podobné
5,0% M Odpad ze spalovani
44% Odpady avocéného a rostinného pivodu
3,9% W Kovow odpad
25% Chemicky a nemocniéni odpad
25% Odpad ze dreva
23 % Odpad z papiru a kartonu
12,2% W Jiné odpady

Ackoli komunalni odpad tvofi jen 8 %, je to Cast, kterd se tykda naseho kazdodenniho zZivota
nejvice. Podivame-li se blize na odpad z domadcnosti, kazdy rocné vyprodukujeme pramérné
desitky kg/stovky kg/jednotky tun [vyberte mnozstvi; 0,5 b] komundlniho odpadu. A jak
jsou na tom Cedi s t¥idénim takového mnoizstvi komundiniho odpadu? V porovnani
s ostatnimi ¢lenskymi staty EU jsme pod primérem a na nejvice tfidici stat, Némecko, mame
jeSté co dotahovat. V Némecku totiz zrecykluji nebo zkompostuji az 68 % komunalniho
odpadu. A jak konéi komunalni odpad v Cesku?

4, Doplite ke grafu spravnou legendu: [0,5 b]
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D I
5. Tridite doma odpad? ANO/NE + Odtlivodnéte :) [0 b; otazka poloZena Cisté ze
zvédavosti autorky]

recyklace
spalovani

skladkovani

HinIEn

kompostovani

6. Doplite chybéjici udaje. [1 b]

Dle zakona je odpad definovan jako

Nakladani s odpady a jejich likvidace ma dusledky nejen pro Zivotni prostredi, ale i pro nas
predstavuji odpady ohromnou ztratu materialu a energie. Mnoho lidi se vSak na odpad diva
jako na zdroj zisku. Ze odpad stale predstavuje komoditu, kterou lze vyuZit, a co vic, se
kterou Ize obchodovat, doklddd mezindrodni trh s elektronickym odpadem (e-waste). Tento
odpad je Casto vyvazen/prodavan do rozvojovych zemi, kde sice dochazi ke zpétné recyklaci
napt. drahych kovd, ale ...

7. Vyjmenujte alespon 3 negativni dopady této Cinnosti. [2 b]

DalSim prikladem cinnosti, kdy lidé nahliZzeji na odpad zaroven jako na zdroj, je vyuZiti
gastroodpadu. Jednd se napf. o odpadni produkty potravinarské vyroby (napft. pivovarské
mlato), odpad ze stravovacich zafizeni ¢i jiz neprodejné potraviny v supermarketech.
Zajimavym projektem vtéto oblasti je vyzkum wvyuziti zminéného gastroodpadu pro
branénky.

8. Zjistéte, kdo nebo co jsou branénky a co s gastroodpadem délaji. Na co by se
vysledny produkt dal vyuZit/na co se jiz vyuziva? [2 b]

Oba vySe uvedené priklady maji jedno spolec¢né: odpad se v nich stdva zdrojem, z néjz
muUzZeme znovu néco vyrobit a ziskat hodnotu. Kruh se uzavird. Timto bych vdm rada
pfedstavila tzv. cirkuldrni ekonomiku (nebo té? ob&hové hospodafstvi). Ze vam tento

5
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koncept zni povédomé? Divila bych se, kdyby ne. Jen si vzpomente na to, jak funguji toky
latek v ekosystémech. Priroda je mistrem cirkuldrni ekonomiky.

9. Vyberte, co je pro tento koncept typické? [1,5 b]

Vyuzivani obnovitelnych zdroji energie

Proudéni materiali v uzavirenych cyklech

PouZziti technologii a designu, ktery prodluzuje Zivotnost
Vyssi produktivita vyuzivanych zdrojt

Prondjem vyrobki

Je zakotven v legislativé EU

0O O O O O O

10. Zkuste najit néjakou firmu nebo produkt, kde se tento koncept vyuziva a popiste
jak. [2 b]

11. Zni to vlastné pohadkové. Napadly by vas néjaké prekazky, které stoji cirkularni
ekonomice v cesté? Proc tak idealni véc jesté nefunguje vSude? [3 b]

Abychom uzavreli kruh, vratme se na zavér této ulohu k jejimu Uvodu. MnoZstvi odpadu,
které produkujeme, je enormni a stale se zvySuje. Odpadu se tedy jen tak nezbavime. Odpad,
ktery uz vznikne, mlZeme recyklovat a znova vyuZivat. Snad nejhorsi variantou, jak
s odpadem nalozit, je skladkovani. Ukazali jsme si, Ze existuji moznosti, jak odpad znovu
vyuzivat a vnimat jako zdroj.

Design a vyroba

Distribuce

UZivani vyrobku

Oprava
Recyklace vyrobku

Recyklace

suroviny

Spaéleni

Skladkovani



https://www.eea.europa.eu/data-and-maps/daviz/waste-generation-and-decoupling#tab-chart_1
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Dalsi cestou je pak odpad vibec nevytvaret a vyrobky tfeba opravovat a hledat pro né dalsi
vyuziti, aby se ani odpadem nestaly. Sympatickou moznosti, jak se da taky k vyrobkim
a vzniku odpad( pristupovat, je nevlastnéni véci, tedy jejich sdileni. Jeden vyrobek pak slouzi
co nejvice lidem. Krasnym pfikladem jsou u nas v Brné sdilena Rekola.

12. Jaké moznosti sdileni véci jsou dostupné v misté, kde Zijete? Uved'te priklady
firem, vyrobkdl, véci ¢i instituci, které obdobnym zpiisobem sniZuji mnozstvi
vlastnénych véci. Pokud nékteré znich sami vyuzivate, podélte se o své
zkuSenosti. :) [4,5 b]

Pokud se vam libi mit trochu méné véci, prozkoumejte smér zvany minimalismus.

; 4 ?
'The Simple Guide
to-a Minimalist Life

Cara Hidup Minimalis

Leo Babauta


https://minimalisticky.cz/co-je-to-minimalismus/
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Hana Selicovd (e-mail: h.selicova@seznam.cz)

2. Kdopak by se lepku bal? 20 bod)
Co je to vlastné lepek a proc¢ by nas mél zajimat?

Lepek, ktery v cizojazyéné nebo odborné literature miizeme najit také pod nazvem gluten, je
obecné oznaceni pro skupinu slozitych glykoproteinl (prolamin(). Tyto latky poté mlzeme
v rizném zastoupeni a sloZeni nalézt spolecné se Skroby ve vnitfnim Zivném pletivu semen
(vtzv. endospermu) nékterych rostlin z ¢eledi lipnicovitych, napf. v pSenici, jemeni, Zitu
a ovsu. Jedna se o hlavni zasobni bilkovinu obilnych zrn. Zastoupeni sloZitych glykoprotein(
se pak lisi u jednotlivych druhi obilovin kvali jejich rozdilnym genotyplm, podminkam ristu
a technologickym zplsoblm zpracovani. Lepek jako takovy pak téstu z nich zajistuje
pruznost a vyslednému pecivu nadychanost. Z toho vyplyvd, Ze ¢im vice lepku tésto
obsahuje, tim lepsi bude vznikly produkt vlastnostmi i chuti. PSeni¢ny, je¢ny a Zitny lepek
budou tedy pecivu poskytovat konkrétni vlastnosti charakteristické pravé pro dany druh
obilniny, z néjz bylo vyrobeno.

1. V prvni otazce se nejprve troSku zahiejeme a zorientujeme v problematice lepku.
Jak jiz bylo receno, lepek se liSi svym sloZenim u jednotlivych obilnin. Napiste
k niZe vypsanym obilovindm nazvy v nich pfitomnych glykoproteint tvoricich
lepek. Kazda mezera reprezentuje jeden prolamin. NapiSte, ktera z téchto
obilovin obsahuje nejvice lepku a kolik procent z jejiho bilkovinného obsahu
tento protein predstavuje. [2 b]

PSenice = +

JeCmen =
Zito =
Oves =

S lepkem se poji velké mnoZstvi modernich vyZzivovych sméru, které jej radi z jidelni¢ku pro
jistotu Uplné vyradit, aby ¢lovék dosahl kyZzeného Ubytku hmotnosti a rucicka na vaze se
posunula smérem doleva. Automaticky pak vznikd nazor, Ze lepek je néco, co nam skodi
a ze se jeho vyrazenim stavame zdravéjSimi a krasnéjsSimi. Neni tomu ale tak. Co si lidé na
dobrovolné bezlepkové dieté s cilem zhubnout neuvédomuji, je, jak tato dieta v principu
funguje a diky ¢emu vlastné hubnou.
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Na jakém principu funguje hubnuti pomoci vytazeni lepku ze
stravy? Zkuste porovnat klasicky tukovy rohlik s prirozené
bezlepkovym ryzovym nesolenym chlebickem Sondey z hlediska
kalorické hodnoty (myslete pritom také na to, kolik kusi
jednotlivych ptiloh je potreba knasyceni, miizete si to klidné
zkusit sami na sobé). Je tento zptsob hubnuti zdravy? Na co by lidé
dobrovolné vyrazujici lepek ze své stravy méli myslet? [3 b]

Druhou stranou mince jsou onemocnéni, pfi kterych ¢lovék musi lepek ze své stravy vyradit
chté nechté. Mezi né patfi naptiklad celiakie, alergie na lepek nebo neceliakalni senzitivita na
lepek. My se tady postupné na vSechna z nich podivame.

Celiakie je chronické onemocnéni sliznice tenkého streva, které je
zplUsobené precitlivélosti pravé na nami zminovany lepek. Celiakie je
celoZivotni diagndza, jejimz jedinym moZnym fteSenim k ,uzdraveni”
pacienta — rozuméj k dosazeni stavu, kdy pacientovo télo nevykazuje Zadné
pfiznaky ani potize, nikoliv vylééeni celiakie — je doZivotni bezlepkova dieta.
V dfivéjsich dobach tato diagndza byla nécim Silenym, hlavné z davodu
nedostatku bezlepkovych potravin na trhu, dnes uz je ale situace nastésti
jind a bezlepkovy chléb se dd mimo vsudypfitomné velké supermarkety
sehnat i v nékterych lépe vybavenych obchodech v mensich méstech.

3.

Pravé kvili témto onemocnénim je lepek razen mezi alergeny, které mohou
ohrozit konzumenta. Od kterého roku je zavedena v platnost povinnost
provozovatele poskytnout spotiebiteli informace o alergennich latkach
v pokrmech, ktera se vztahuje na vSechny typy zarizeni spole¢ného stravovani
(napf. restaurace, bufety, jidelny, ...)? [1 b]

Predstavte si situaci, Ze jste v restauraci a drzite v ruce jidelni listek, ze kterého si
chcete vybrat obéd. Ale zaroven mate diagnostikovanou celiakii, takze je pro vas
tento vybér zna¢né omezen. Po jakém c¢iselném oznaceni alergenu se budete divat
a co vSechno toto ¢islo zahrnuje? Musi alergeny byt vypsany i u napoji? [3 b]

Musi udaje o alergenech byt uvedeny v jidelnim listku? Pokud ano, co je tieba do
jidelniho listku doplnit? Pokud ne, jak jinak se k této informaci mizete dostat?
[3 b]

Problematice celiakie ve spojeni se stravovanim mimo dim uZ jsme se povénovali, ted se
pojdme zamérit vice na lékarskou stranku tohoto autoimunitniho onemocnéni. Celiakie je
sice celoZivotni onemocnéni, neni ale pravidlem, Ze je diagnostikovdna uz v brzkém détském
véku. VétSinou pacienta s touto poruchou zavedou k |ékafi aZ obtiZe, které se s nelécenou
celiakii poji, mezi které klasicky patfi zaZivaci obtiZe, jako jsou nevolnosti po jidle, vleklé
prajmy ¢i zvraceni. ZhorSené traveni a ptijem zivin (dyspepsie a malabsorpce) vedou ke
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komplikacim ve formé poruch metabolismu. Dalsi komplikace jsou zplsobeny poskozenim
tkani a organl autoimunitni reakci. To vede ke stavu chronického zanétu, ktery spolu
s poruchou metabolismu vede k ovlivnéni stavu imunitnich molekul, rdstovych faktord,
hormonl a neurotransmiterd v celém organismu. Toto vSe se projevuje jako ztrata
hmotnosti, Unava, rozmrzelost, bledd kliZze, lamavé nehty a vlasy, u déti ¢asto poruchy rlstu,
anémie a defekty zubni skloviny.

6. Jakym kdédem se oznacuje diagnéza celiakie a k ¢emu miuZe vést pozdni nebo
zadna diagnoza tohoto onemocnéni u pacienta jim trpiciho? Jaké jsou nejcasté;jsi
pridruZzena onemocnéni ve spojenti s celiakii? [2 b]

Kazdé onemocnéni ma svij plvod — at uZ jde o plvod geneticky nebo plvod vnéjsi. Celiakie
se vyvine v kombinaci obou faktoru. Pacienti s celiakii maji dédi¢né genetické predispozice
dané alelami HLA-DQ2 a HLA-DQS8, které jsou ptitomny u velké vétSiny z nich. K rozvinuti
obtizi a ,rozbéhnuti“ nemoci muize prispét napf. zvyseny prijem lepku ve stravé Ci virova
infekce, kterd zplsobi poruseni tight-junctions (tésnych mezibunéénych spoji) a vyssi
propustnost stfevni membrany. Kvlli tomuto dochazi ke vstupu Spatné Stépitelnych
glutenovych peptidd do vazivové vrstvy sliznice, které tam ndsledné indukuji zdnétlivou
reakci.

Rekli jsme si, jakym zpGsobem se celiakie projevuje a indukuje. Nelé¢end celiakie ale mize
zplUsobovat rlizné rozsahlé poskozeni stfevni sliznice — konkrétné vilézni atrofii, coz je
v podstaté destrukce stfevnich klkd zpUsobujici malabsorpci Zivin, stfevo neléceného celiaka
je pak v porovnani se stftevem zdravého ¢lovéka prakticky vyhlazené (viz obrazek). K ziskani
vzorku stfevni sliznice je potfeba provést invazivni biopsii duodenadlni sliznice, pfi které se
odebere kousek sliznice z dvanactniku tenkého stfeva.

7. Pomoci jaké skaly definujeme poskozeni strevni sliznice? Jaké jsou
dalSi testy potrebné pro diagnostiku celiakie? VypisSte alespon
3 parametry stanovované z krve pacienta. [3 b]

Celiakie neni jedinym onemocnénim, které souvisi s autoimunitni patogenezi a s lepkem.
Patii sem také napftiklad Duhringova herpetiformni dermatitida, kterd se kromé béznych
priznakl nelécené celiakie projevuje také bolestivymi puchyfi na kizZi po sebemensim
vystaveni lepku, a glutenova ataxie, kterd pri dlouhodobé expozici lepku zplsobuje
neuropatie, které se projevuji jako poruchy citlivosti a koordinace pohybu, predevsim chlize.
Po vyrazeni lepku ze stravy dochazi k zastaveni neuropatickych procesu, ke zlepSeni stavu uz
ale dojit nemuze.

Lepek nemusi indukovat pouze reakci autoimunitni, ale také reakci alergickou, jak je tomu
napfiklad u alergie na pSenici. Ta je definovana jako obranna imunologicka reakce
zprostiedkovana specifickymi IgE i non-IgE protilatkami na slozky pSeni¢ného lepku.

8. Jaké casti téla mliZze postihovat alergie na pSenici, resp. na jaké alergie se dale
alergie na pSenici déli? [2 b]

10
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Posledni kategorii onemocnéni, kterd indukuji pfitomnost lepku ve stravé, je zvySena citlivost
na lepek, kterd nema ani alergicky, ani autoimunitni charakter — neceliakalni glutenova
senzitivita (NCGS). Jde o diagndzu, pfi které je stejné jako u celiakie nutno dodrzovat
celozivotni bezlepkovou dietu. Pfiznaky jsou stejné jako u celiakie.

9. Jak probiha diagnostika neceliakalni glutenové senzitivity a jak pozname, Ze
nejde o celiakii? [1 b]

11
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Jaroslav Rohel (e-mail: jarek.rohel@gmail.com)

3. Zachran vodu, vykacej les!? 20 bodd

Na uvod zatnéme prikladem na zamysleni. Predstavte si situaci: Chcete pomoci krajiné
zadrZovat vodu a rozhodnete se vysadit stromy na mez mezi poli. Vytvofite tak remizek
uprostifed vyprahlych poli, ktery by mohl pinit funkci jakési odzy — zadrZovat vodu, vytvaret
stin a poskytnout utocisté mnoha ZivoCichlm. Argumentuje s vami clovék, ktery se vas pta,
na€ chcete sazet strom, ktery odpafi mnohem vice vody a tim napomahd k vysuSovani
krajiny. Pokud vdm jde o vodu, pro¢ nenechate jen travnaty pas ¢i jedno velké pole? Kdo
z vas ma pravdu?

1. Celd situace neni nijak jednoducha. Presto se vSak pokuste nad danou
problematikou zamyslet a do nékolika vét shrnout diivody pro a proti obéma
tvrzenim. Také se zamyslete nad divody, pro¢ tato problematika neni uplné
jednoducha. [2 b]

NezZ se vSak vrhneme dale, bylo by vhodné ujasnit si, co znamenaji nékteré pojmy.
2. Coje to transpirace, evaporace a evapotranspirace? [2 b]

Na evapotranspiraci existuji dva hlavni pohledy. S tim souviseji dva ptistupy k hospodareni
s vodou, které jsou mnohdy bourlivé diskutovany. Oba pfistupy bych vam chtél ve zkratce
predstavit.

a) minimalizovat vypar a efektivné vyuzit kazdou kapku — jedna se o metodu Setfeni s vodou
a jeji nejoptimalnéjsi vyuZiti. Evapotranspirace je povazovana za zbytecné plytvani vodou,
které je potfeba omezit. Stromy spotfebuji obrovské mnozstvi vody. Pokud bychom se jich
zbavili, budeme moci vodu, kterou by vydaly transpiraci, vyuzit Ucelnéji. Treba pro
zavlazovéani plodin (napf. kapénkovou zdavlahou) upravenych tak, aby spotifebovaly co
nejméné vody a nakladaly s ni co nejefektivnéji. V ramci snizeni evapotranspirace je nejlepsi
udrzovat pole po sklizni hola.

b) maximalizovat pokryti vegetaci — od predchoziho reSeni se radikalné liSi v pohledu na
transpiraci, kterd je misto plytvani povazovana spiSe za naSi spasu. Predstavuje resSeni
zaloZzené na snizeni maximalnich teplot povrchu Zemé odparovanim vody prostfednictvim
vegetace. Prevlada snaha redukovat jakoukoliv volnou padu a snazit se, aby byla neustdle
pokryta vegetaci.

3. Vegetace ma vyznamny vliv na kazdodenni pocasi. Do odpovédi v nékolika vétach
rozved'te, jak ovliviiuje vegetace pocasi, respektive jaky ma dopad na klima. [2 b]

Jak velky muzZe byt teplotni rozdil mezi lesem a polem, si miZeme demonstrovat na
nasledujicich fotografiich z termokamery.
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PopiSte obrazky niZe a s jejich pomoci vysvétlete a srovnejte proudéni vzduchu
ve vzrostlém lese a na poli a vliv proudéni vzduchu na odpar vody. Pro ucely této
ulohy predpokladejte, Ze obé fotografie byly vytvoreny v podobny c¢as béhem
horkého slunného dne. [3 b]

Nizka h';“lv-(.z

Obr. 1 a 2: Zdroj bude uveden v autorském reseni, upraveno

Nyni uz vite, jak velice se mlze lisit teplota v rliznych prostredich. Dilezité ale je si uvédomit,
Ze teplota zcela zdsadné ovliviiuje, kolik vody mze vzduch pojmout. Proto Uzemi, které je

u nds pro malé mnozstvi srdzek velmi suchou oblasti, midze byt v chladnéjSich oblastech

zamokrené. BIizSi predstavu by vam mohly dat ndsledujici ukoly. Ve vsech prikladech
pocitejte s normalnimi podminkami (napf. normalni tlak) a vysledky uvadéjte
s presnosti na jedno desetinné misto.

5.

Jaké nejvyssi mnozstvi vody (g) muizZe pojmout 1 metr krychlovy vzduchu pfi
teploté -10 °C, 10 °Ca 30 °C? [0,5 b]

Jaka je absolutni vlhkost vzduchu o relativni vlhkosti 70 % (okolo této hodnoty se
pohybuje priimérna relativni vlhkost v CR) pii teploté =10 °C, 10 °C a 30 °C?
[0,5 b]

Ve velice zjednoduseném prikladu se miZzeme podivat i na princip vzniku srazek.

7.

Rano jsme namérili teplotu 5 °C a relativni vlhkost 90 %. Jaké je maximalni
mnozstvi vody, které mtze metr krychlovy takového vzduchu jesté pojmout, kdyz
se béhem dne ohieje na 30 °C? Pokud by dosahl 50% relativni vlhkosti
a nasledujici noc by byla o néco teplejsi, priCemz by teplota klesla na 10 °C,
vysrazi se néjaka voda? Pokud ano, kolik? Pfi ochlazeni na jakou teplotu (°C)
nastane rosny bod? (Vysledek sta¢i s presnosti na celé stupné.) V této tuloze
predpokladejte, Ze hustota vzduchu se s teplotou neméni (ve skutecnosti tomu
tak dplné neni, s rostouci teplotou se vzduch roztahuje). Uved'te stru¢ny postup.
[2b]
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Zasadni vyznam maiji nejen pro Clovéka také odtoky vody z Gzemi. At uZ kvili povodnim,
(ne)dostatku pitné vody, ¢i jestli bude mozné dany rok vyuzit vodni plochy k rekreaci. V této
souvislosti se ¢asto mluvi o lesich ¢i mokradech, které maji do jisté miry podobné vlastnosti.

8. Jaky je vliv lesii na odtoky vody? [2 b]
9. Jakse zméni rezim odtoku po vykacenilesa? [1 b]

Problém nedostatku vody (stejné tak jako jejiho nadbytku) lidstvo fesi snad uz od samého
pocatku. Na zavér se vsak jeSté podivejme na pfriklad z bliz§i minulosti. V mofi mezi Jizni
Amerikou a Afrikou se nachazi osamoceny ostrov. LeZi asi 1300 km od ostrova Svaté Heleny.
Kdyz na ném Britové v 19. stoleti pro jeho vyznamnou polohu chtéli zbudovat vojenskou
zakladnu, narazili na zasadni problém — nedostatek pitné vody.

10. Jak se tento ostrov jmenuje a jak byl vyreSen problém nedostatku pitné vody?
(Napovéda: nazev ostrova zacind na A) [2 b]

11. Jak si myslite, Ze mohlo toto reSeni fungovat? [2 b]
12. Mélo toto reSeni i néjaké negativni disledky pro Zivot na ostrové? [1 b]
Bonus na konec

Téma silné souvisejici s vodou a evapotranspiraci je dezertifikace, slovo, které zni hrozivé uz
jen samo o sobé. Koho zajimd boj s dezertifikaci ¢i jen prosté pfiroda a Zivotni prostredi,
tomu vrele doporucuji nasledujici video ,How to green the world's deserts and reverse
climate change” dostupné na: https://youtu.be/vpTHi7066pl (je i s ceskymi titulky o:), které
je sice trosku delsi, ale rozhodné stoji za to! Pokud nad tim nékdo zapatra vic, zjisti, Ze
vysledky jsou skutec¢né v mnoha pfipadech ohromujici. Samozfejmé vidy je potfeba brat vse
s rezervou a poohlizet se i nad moznymi negativnimi dusledky. DUleZita myslenka, a sice, ze

nekontrolované prezvéreni také neni spravnou cestou, je ve videu zminéna, ale mezi
hromadou ostatnich m{iZze snadno zapadnout, a proto bych doporudil jesté jeden, tentokrat
kratky pribéh, ,How wolves change rivers”, ktery muUZete najit na adrese:
https://youtu.be/ysa50BhXz-Q.
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Daniel Pluskal (e-mail: pluskal.daniel@gmail.com)
ve spoluprdci s Ing. RNDr. Martinem Markem, Ph.D.

Martin Marek pochdzi z malé zemédélské visky na Vysocing, a tak neni
velkym pfekvapenim, Ze jeho kroky nejprve vedly na prazskou zemédélskou
univerzitu, kde vystudoval zemédélské inZzenyrstvi. JelikoZ vSak toto studium
nedokazalo Uplné odpovédét na viechny jeho otazky, tak se posléze pfihlasil
ke studiu odborné biologie na Karlové univerzité, aby se prosté dozvédél co
nejvice o tom, jaké formy organismi se vyvinuly na této planeté a jak tito
tvorové funguji na molekuldrni  drovni. Vramci dlouhodobych
postdoktorandskych stazi pusobil nékolik let ve virologické laboratofi
Wageningenské univerzity (Nizozemi) a v Ustavu molekuldrni a bunééné
biologie ve Strasburku (Francie), kde ziskaval zkuSenosti s pFipravou
proteinovych komplext a jejich strukturni analyzou. Martin je spoluautorem
vice nez 40 védeckych publikaci, 4 kapitol v knihach a 2 mezinarodnich patent(. V Loschmidtovych laboratofich
na Masarykové univerzité nyni vede tym Strukturni biologie, ktery se zabyva studiem molekularni struktury
a mechanism( proteinovych katalyzator( (enzymu) a dekédovanim principt jejich evoluce. Ziskané poznatky se
snazi ddle vyuzit v konstrukci vylepsenych forem enzym( pro biotechnologické aplikace ¢i syntetickou biologii.
Ve volném case si rad zahraje fotbal, squash, nebo se prosté jen tak kochd krasami pfirody. Mezi jeho
nejoblibenéjsi Zivé tvory patfi hmyz a houby.

4. Prani Spinavych protein( 20 bodd

V prvni sadé letoSniho ro¢niku IBISu vysla uloha s kryptickym nazvem ,Zni¢ehonic néco”.
Pokud si na ni mili FeSitelé, pamatujete, tak jiz vite, jak moc je rekombinantni technologie
védé ndpomocna, odkud bereme informace o proteinech, které chceme vyrabét, jaké
hostitelské organismy pro jejich vyrobu volime, jak do nich nasi informaci dostdvame, jak
odlisime mikroorganismy, které nasi informaci opravdu maji, od téch, které se tak jen tvari,
a nakonec jak je presvédcime, aby nam nas protein vyrobily. A pokud si na ni pamatujete
opravdu dobfe, vzpomenete si také na autorovu vyhruzku, Ze k Uloze chystd pokracovani.
No, a tak je to tady.

V zavéru ,Zni¢ehonic néceho” jsme dospéli do bodu, kdy mdame protein zajmu
vyprodukovany a hezky uskladnény v hlubokozmrazené biomase. Protein se v této chuvili
nachazi uvnitf bunék hostitele ve smési s vselijakymi béZznymi bunélnymi proteiny,
nukleovymi kyselinami a dalSimi slozkami hostitelského organismu; takto ,Spinavy” protein
ma ale jenom omezené vyuziti, a proto se musime zabyvat tim, jak jej ziskat v co nejCistSim
stavu: jak jej purifikovat.

Pocatecnim krokem purifikace je rozruseni hostitelskych bunék, aby nam protein vyplaval do
roztoku a tim se nam zptistupnil pro dalsi praci. Bunééna suspenze je tedy opatrné
rozmrazena a dezintegrovana napfiklad ultrazvukem ve specialnich sondovych sonikatorech
anebo vysokym tlakem v pfistrojich principialné pfipominajicich french press na kavu. Pokud
uzname za vhodné, v této fazi pridavame také DNazy, RNazy ¢i jind Cinidla likvidujici rlzné
rozpustné slozky bunék, které by dfive ¢i pozdéji v procesu purifikace mohly délat neplechu.
Jakmile biomasu Fadné potrapime, umistime ji do preparativni centrifugy a odstfedujeme? ji
tak dlouho, dokud se vSechny nerozpustné slozky smési pevné neusadi na dné centrikonu

1 vyrazy ,odstfedovat” a ,centrifugovat” jsou synonymni.
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(centrifugacni zkumavky). Roztok nad usazeninou opatrné odlijeme, pfrefiltrujeme od
poslednich zbyteck( pevnych latek a ziskame tak tzv. bezbunécny extrakt (anglicky ,cell-free
extract”, zkracené CFE).

1. Pokud centrifugujeme suspenzi, dochazi kjejimu rozdéleni na dvé slozky -
pevnou (zpravidla usazenou na dné) a kapalnou. Jakymi terminy ¢i pojmy
v kontextu centrifugace tyto dveé slozky nazyvame? [0,5 b]

2. Pri centrifugaci, obzvlasté pri vyssich otackach, si musime davat pozor, aby byl
rotor centrifugy dobte vyvazeny. Predstavte si, Ze do rotoru centrifugy proti sobé
vlozite dva vzorky, které ale zapomenete vyvazit: jeden z nich vazi 10 gramd,
druhy z nich 11 gramt (vazeno pii bézném tihovém zrychleni, tedy 1xg). Jaky
bude rozdil v tithové sile plisobici v centrifuze na tyto dva vzorky, pokud na né pii
centrifugaci plisobi tihové zrychleni 20 000xg? Vysledek uved’te v newtonech,
hodnotu tihového zrychleni uvazujte 9,81 m-s-2. [1 b]

Bezbunécny extrakt je stdle vysoce komplexni smés vSeho rozpustného, co se jen
v hostitelskych bunkach nachdazelo — nyni se ale na rozdil od ptvodni biomasy jedna o roztok,
vysoce homogenni kapalnou smés, pfi jejimz zpracovani se nabizi rozsahld paleta
preparativnich metod a technik slouzicich k oddélovani slozek smési od sebe. Tyto tzv.
separacni metody slozky smési rozdéluji na zakladé rozdil( v jejich fyzikalné-chemickych
vlastnostech. Prvni rodina takovych rozdélovacich metod, kterou se budeme zabyvat, je
chromatografie.

Zkouseli jste nékdy v hodinach chemie nebo fyziky
chromatograficky rozdélit barvu zlihovky? Bézné se
postupuje tak, Ze se cernou lihovkou udéla tecka na
prouzek filtraéniho papiru, jehoz jeden konec se ponofi
do vody nebo nizkoprocentniho alkoholu (viz
obrazek 1). Kdyz pak kapalina vzlind papirem, bere
ssebou i cernou barvicku, kterd se, svéte div se,
rozdéluje na modrou, ¢ervenou a zlutou skvrnu, kterd
kazda cestuje jinou rychlosti. To jsou véci, co? A kromé
toho, Ze takova papirova chromatografie je pokus
hezky a barevny, miZeme na ni pozorovat vsechny
znaky chromatografie jako takové. V kostce: roztok

smeési, kterou chceme rozdélovat, nechavame cestovat
prostfedim, takzvanou matrici, se kterym rozliSné obr. 1: Tenkovrstevnd chromatografie
slozky smési interaguji riznou mérou, a tak jsou réiznou réznych barev inkoustu, 4 vzorky vedle
mérou zpomalovany ve svém cestovani. Matrice se pfi chromatografii nehybe, fikdme ji
proto stacionarni faze, v pfipadé nasi papirové chromatografie je stacionarni fazi nas filtracni
papir. Kapalina, kterd pres staciondarni fazi unasi nas vzorek, se logicky nazyva mobilni faze —
to je voda ¢i alkohol, ktery nasSim filtracnim papirem vzlind. A pravé typem stacionarni
i mobilni faze a typem interakci, které zprostfedkovavaji, se od sebe jednotlivé typy
chromatografie lisi.
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Ucéebnicovym typem chromatografie vyuzivané pro separaci
proteinll je gelova permeacni chromatografie, také nazyvana jako
gelova filtrace. Pfi této metodé putuje rozdélovand smés trubici
(tzv. kolonou, viz obrazek 2) naplnénou mali¢kymi kulickami gelu,
Casto zaloZeného na bazi polysacharidd nebo oxidu kfemicitého.
Tyto kulicky v sobé maji mikroskopické péry. Kdyz gelem cestuji
objemové velké molekuly, do pérd vgelu se nevejdou, a tak
kolonou prochdzi rychle. Cim jsou vak cestujici molekuly
objemové mensi, tim vice a Castéji do porl gelu po cesté kolonou
zabloudi, v pérech se zdrzuji a tim déle jim nasledkem toho trva
kolonou projit. Gelova chromatografie tedy rozdéluje molekuly na
zakladé jejich objemu, tvaru a hmotnosti. V praxi to vypada tak, ze
na jednu stranu kolony naneseme nas vzorek a na druhé strané
protékajici mobilni fazi zachycujeme po malych frakcich — prvnich X
mililitrd do jedné zkumavky, dalSich X mililitrd do dalsi zkumavky
atak ddle po cely pribéh separace — kdybychom takovou
frakcionaci neprovadéli, po skonceni procesu bychom vlastné
ziskali stejnou smés jako na zacatku. DlleZitou veli¢inou, kterou
nejen pfi gelové chromatografii, ale i u ostatnich typu
chromatografie mérime, je tzv. retencni objem (znaceno V;) —to je
takovy objem mobilni faze, ktery musi chromatografickou kolonou
projit, aby se urcita latka dostala od zacatku kolony na jeji konec.

Rocnik 5
Sada 3

. L L. . Obr. 2: Gravitaci pohdnénd
Kdyz tedy na kolonu naneseme vzorek smési a vime, Ze jeho slozky gejovg chromatoarafie.

maji na nasi koloné retencni objem treba 20 a 30 mililitrd, pak vime, Ze kolonou musi protéct

pravé 20 mililitrd mobilni faze, aby z kolony vytekla prvni ze slozek smési, a dalSich 10

mililitrl mobilni faze, aby vytekla i slozka druha.

3. Gelova chromatografie rozdéluje molekuly na

Slozky kalibra¢niho roztoku

zakladé jejich tvaru a velikosti. Pokud danou
kolonu nakalibrujeme tak, Ze ji nechame projit |Protein

Mw/ kDa V./ml

sadu molekul o podobném tvaru a znamych |Ferritin

molekulovych hmotnostech, miiZzeme ziskat |Conalbumin
zavislost molekulové hmotnosti prochazejicich |Cananhydraza

latek na jejich retenénim objemu. KdyZ pak |RNaza
kolonou nechame projit molekulu o neznamé |Aldolaza

molekulové hmotnosti, na zakladé jejtho |Ovalbumin

retenéntho objemu miZeme jeji hmotnost |Aprotinin

440
75
28
13,7
158
44
6,5

12,10
15,20
16,90
18,09
13,95
16,05
19,40

vypocitat, coz také bude vas ukol. Po pravé strané naleznete tabulku proteing,
kterymi jsme nakalibrovali nasi kolonu a niZe chromatogram vzorku ziskany na

stejné koloné (vzorek byl na kolonu nanesen v case 0).
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Signal detektoru
[
o

Chromatogram neznamého vzorku -

Signal detektoru
W
o

o

a. Sestrojte kalibrac¢ni krivku nasi kolony pomoci udaji zadanych v tabulce
tak, Ze vgrafu vynesete zavislost logaritmu molekulové hmotnosti
proteini na jejich retentnim objemu a vzniklou zavislost proloZite
primkou. Ziskana rovnice primky je feSenim této Casti tlohy. [2 b]

b. Z poskytnutého chromatogramu vzorku odectéte reten¢ni objemy vSech
sloZzek vzorku vjednotkach ml s presnosti na jedno desetinné misto.
Pozor, hodnoty z grafu odecitejte v bod€, kde pik dosahuje maxima, tedy
nikoliv v bodé¢, ve kterém zacina! [1,5 b]

c. Na zakladé rovnice primky ziskané v prvni Casti této ulohy vypoctéte
molekulovou hmotnost vSech sloZek vzorku v jednotkach kDa. [1,5 b]

d. Pokud vite, Ze ve vzorku se nachazel jediny protein, co muZete Fict o jeho
kvarterni strukture? [1,5 b]

Pro separaci proteinu je velice vyznamna chromatografie zaloZzena na chemické afinité. A co
to vlastné je? Chemickd afinita obrazné feceno vyjadfuje, jak se maji molekuly rady. Pokud
k sobé maji dvé molekuly vysokou afinitu, rady zlstdvaji pohromadé, tvofi vazebné
i nevazebné interakce, zkratka jsou rady spolu. Takovad kombinace molekul s vysokou afinitou
je treba ethanol a voda — kdyz tyto dvé latky smichame, rady se smisi, protoze jsou molekuly
obou latek polarni. Opak nastava, pokud se molekuly rady nemaji, tfeba jako voda a olej,
které nesmisite, ani kdybyste se opravdu snazili. Pamatujete na salatovou zalivku? Pfi nasi
chromatografii ale nevyuzivame jen tak néjaké molekuly — vyuzivame takové, které jsou
vybiravé, které se nemaji rady jen tak s nékym, a tak vykazuji afinitu k velmi omezenému
poctu jinych molekul. Jak tedy samotny proces probiha? Predstavte si, Ze stojite na ulici
a okolo vas proudi davy lidi (samozifejmé s rouskami, maximalné po dvou a s patficnymi
rozestupy). Tu a tam se ale v davu mihne néjaky vas znadmy. Zavoldte na néj, on se zastavi,
zamava na vas, dojde k vam, a tak si za¢nete povidat. Uvidite ale dalSiho znamého, tak na néj
zase zavolate a uz jste v kolecku tfi. A uzZ jste ¢tyfi. A najednou je vas pét, Sest... Tak si tak
povidate, zaCind se stmivat a ulice je najednou prazdnd kromé vas a vaseho hloucku
znamych. Co se ale nestane, najednou vidite, Ze se k vdm blizi skupinka vasich nejlepsich
kamarad(, prosté téch pravych BFF — ty mate radi vic nez néjaké znamé, k tém mate vétsi
18
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afinitu. Se zndmymi se tedy rozloucite, ti se v hloucku vydaji pokracovat ve své plavodni cesté
a vy se vesele pridavate k té vasi, spraviacké skupince. Vidite ale, co jste udélali? Ne,
nemyslim tim, Ze jste svym zndmym nonsalantné ukazali, Ze je vlastné az tak radi nemate.
Mam na mysli to, Ze jste z obrovského mnozstvi jinych lidi vyttidili pouze ty, ke kterym mate
néjakou afinitu. A stejné tak funguje afinitni chromatografie. Kolonou nechavame protékat
komplexni smés, kterd se na stacionarni fazi chemicky tridi. Pokud je molekula afinni ke
stacionarni fazi, zGstane na koloné navazana, pokud k ni afinni neni, tak prosté protece
a odplave pryc. Kdyz pak pfiddme do mobilni faze nadbytek néceho, co je ke staciondarni fazi
jesté vice afinni nez molekula naseho zajmu, touto latkou vsechny molekuly navdzané na
koloné vytésnime a uvolnime a na konci kolony uz mulzeme chytat nase ,nalovené”
molekuly.

4. Za urcitych podminek miZeme pro afinitni purifikaci vyuzit prirozenych
interakci. Pokud tfeba vime, Ze protein X rad a dobie vaze latku Y, miizeme pro
jeho vychytavani ze smési jako stacionarni fazi pouZzit imobilizovanou latku Y.
Jakou latku byste ve stacionarni fazi imobilizovali, pokud byste s jeji pomoci
chtéli vyseparovat:

a. Veskerou DNA z bezbunécného extraktu nehledé na jeji sekvenci? [0,5 b]
b. Konkrétni DNA o zndmé sekvenci ze smési nukleovych kyselin? [0,5 b]

c. Pouze glykosylované proteiny ze smési jinych proteinti? [0,5 b]

d. Receptorovy protein pro urcity hormon z krevniho séra? [0,5 b]

e. Imunoglobuliny z krevniho séra? [0,5 b]

Zatimco v urcitych ptipadech midZzeme vyuzit pfirozenych interakci molekul, ¢asto takové
Stésti nemame — vhodnad interakce neexistuje, je pfrili$ slaba anebo treba pfilis nespecificka.
Ptfi afinitni chromatografii rekombinantnich proteini pak radi vyuzivame toho, Ze
produkovany protein mlzeme dle libosti upravovat. Na néktery jeho konec tedy pfipevnime
néjakou ,kotvu®, vybereme si stacionarni fazi, na kterou se kotva specificky vazZe, a tak spolu
s kotvou nachytdme i nds protein. Protein pak z kolony vyplavime tfeba volnou kotvou
(nepfipevnénou k Zzadnému proteinu) nebo néjakou latkou, ktera kotvu imituje. Pro purifikaci
protein(i se velmi ¢asto vyuziva tzv. metaloafinitni chromatografie, ktera je v principu jesté
o trosSicku slozitéjsi. 0

O

2\
/

Pfikladem ndm budiz systém Ni-NTA. Zde

----O

tvofi  staciondrni fazi  imobilizovana |/C*CH2/
nitrilotrioctovd kyselina (NTA), kterou O/E °N

.. 174 , . 7 . \\' ’,”/ \
,nabijeme” pomoci roztoku nikelnaté soli. /\,\'“2\,, sz giess Rt
Nikl tvofi sNTA cheldt skrze Ctyfi [ ] \‘o———CO
koordinacni vazby (viz obrazek 3). Protoze H,O E
vSak nikl preferuje koordinaéni ¢cislo 6, |

H,O

disponuji vazané ionty stale jesté dvéma Obr. 3: Schéma zpusobu, jakym se nikl chelatuje na

nitrilotrioctovou kyselinu.
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dalS$imi koordinac¢nimi pozicemi, které jsou obsazené pouze slabé vazanymi molekulami
vody, a tak hledaji pro koordinacni vazbu stabilnéjSiho partnera. Gen pro protein, ktery timto
systémem planujeme purifikovat, jesté pred vloZzenim do hostitelského organismu upravime
tak, aby mél finalni protein na jeden konec pfipevnénych Sest histidin( za sebou — takzvanou
hexahistidinovou kotvu: pfi purifikaci se pak histidinova kotva velmi dobfe vdze na zminéné
(témér) volné koordinacéni pozice niklu a zpusobuje
vychytdvani proteinu zajmu ze smési. Vyplaveni o
naseho navazaného proteinu se pak provadi N N
- . e . ~
roztokem imidazolu nebo volného histidinu, ktery / OH /
histidinovou kotvu z komplexu s niklem vytésni. N HoM N
H 2 H

(Podobnost histidinu a imidazolu muzZete vidét
v obrdazku 4).

histidin imidazol

Obr. 4: Srovnadni struktury molekul histidinu

a imidazolu.

5. Pokud pomoci Ni-NTA kolony izolujeme hexahistidinovou kotvou znaleny
protein primo z bezbunécného exktraktu, promyvani kolony roztokem imidazolu
probihd obvykle dvoukrokové: kolona se promyje nejprve roztokem o nizké
koncentraci imidazolu (tim dojde kvyplaveni frakce, kterou si oznacime
pismenem A) a aZ potom roztokem o finalni, vysoké koncentraci imidazolu (tak
dojde k vyplaveni frakce B). Zatimco frakce B je obvykle velmi Cista a obsahuje
pouze hexahistidinovou kotvou znaceny protein, frakce A miiZze byt do jisté miry
zneCiSténa nékterymi sloZkami bezbunécného extraktu, které se na Ni-NTA
kolonu mohou nespecificky vazat. Co jsou tyto necistoty zac? Pro¢ se na kolonu
vazou? [2 b]

6. Pri metaloafinitnich purifikacich se nékdy namisto nikelnatych iont vyuzivaji
ionty kobaltnaté. Jak nahrazeni niklu kobaltem ovlivni vysledek purifikace? Proc
tomu tak je? [1 b]

Jako amfolyt oznaCujeme takovou molekulu, ktera obsahuje jak kyselé, tak zasadité funkéni
skupiny. Takova molekula se pak muze vyskytovat jak ve formé aniontu, tak kationtu a to,
v jaké formé se amfolyt zrovna nachadzi, zalezi hlavné na pH prostfedi: pfi nizkém pH je
v roztoku spoustu H* iontl, amfolyt je pfijima a nabyva kladny naboj, pfi vysokém pH je zase
H* ionth nedostatek, a tak amfolyt uvolriuje vlastni H* ionty, ¢imZ ziskdva ndboj zaporny.
Nékde mezi témito stavy ale existuje rovnovaha: takové pH, pfi kterém je v molekule stejné
mnozstvi zapornych a kladnych nabojl, a tak molekula na venek vystupuje jako neutrdlni —
naboje v molekule se zkratka navzajem vyrusi. Takovému stavu se fika zwitterion a pH, pfi
kterém dand molekula existuje ve formé zwitteriontu, oznacujeme jako jeji izoelektricky
bod, zkratkou pl. Typickym ptikladem amfolytl jsou aminokyseliny. Ty vidy obsahuji jak
kyselou karboxylovou skupinu (-COOH), tak zasaditou aminoskupinu (-NH2) a diky zménam
v pH prostredi tak miZe dochazet ke zménam v jejich naboji (viz obrazek 5 nize).
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pH < pl pH = pl pH > pl
= kation = zwitterion = anion
-H* + _H*
HaN _H _ HN o H _ HN .
OH = +H O < T H (@]

Obr. 5: Prechod iontovych forem obecné aminokyseliny v zdvislosti na pH. Schéma nezahrnuje iontové zmény, ke
kterym dochdzi v postrannim retézci aminokyseliny. R = postranni retézec.

Toho, Ze ndboj aminokyselin, a tak i proteini miZeme ménit pouhou zménou pH roztoku,
vyuzivdme pfi dalS$i chromatografické metodé pro separaci proteind: takzvané ionexové
chromatografii. Stacionarni fazi je v takovém pripadé ionex, coz je latka, kterda také nese
néjaky elektrostaticky naboj. Pokud ionex nese kladny ndboj, oznacujeme jej jako anex
(protoze z roztoku vychytdva anionty), pokud nese zaporny ndboj, nazyvame jej analogicky
katex. Pokud ionex oznacime za silny, znamena to, Ze svlj naboj nese pfi témér jakémkoliv
pH, slabé ionexy svlij ndboj mohou za urcitych podminek ménit, nicméné témi se v této
uloze pro zjednoduseni zabyvat nebudeme.

Jak takova ionexova chromatografie v praxi vypada? Nejprve stanovime pl naseho proteinu,
budto teoreticky, nebo experimentalné. Dle zjisténého pl si zvolime, zda pro purifikaci
zvolime katex nebo anex: pro proteiny se zdsaditym pl obvykle
volime katexy, pro proteiny s kyselym pl zase anexy. Na kolonu
s ionexem pak protein naneseme pfi takovém pH, aby naboj
proteinu a ionexu byl opacny: protein se tedy na ionex
elektrostatickymi silami navaze. Kolonu promyjeme, abychom
vyplavili vSechny nenavazané neclistoty, a pak kolonu
promyjeme roztokem o pH, pfi kterém ma protein stejny naboj
jako ionex, pfritazliva sila mezi proteinem a ionexem se tedy
zméni na odpudivou a nas protein se tim uvolni.

7. Predstavte si, Ze chcete purifikovat protein lysozym
zmléka jeZury australské (struktura proteinu pro

zajimavost v obrazku 6), jehoZ sekvence je: Obr. 6: Lysozym z mléka jeZury
australské (Tachyglossus aculeatus).

KILKKQELCKNLVAQGMNGYQHITLPNWVCTAFHESSYNTRATNHNTDGSTDYGILQI
NSRYWCHDGKTPGSKNACNISCSKLLDDDITDDLKCAKKIAGEAKGLTPWVAWKSKC
RGHDLSKFKC

a. V prohliZeci si oteviete nastroj ProtParam, vloZte do néj sekvenci vaSeho
proteinu a zjistéte jeho teoretickou hodnotu pl. [1 b]
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b. Protein budete purifikovat na silném katexu. Navrhnéte pH, pri kterém
budete protein na katex nanaSet a nasledné pH, pri kterém protein
z katexu uvolnite. [1 b]

Na zacatku této ulohy jsme si predstavili centrifugaci jako preparativni metodu, pomoci které
rutinné oddélujeme smési slozené z vice fazi — smési jsou pfi odstfedovani vystavovany

obrovskym pretizenim dosahujicim aZ dvacetitisicindsobku
gravitacniho zrychleni a slozky smési se nasledkem toho rozdéluji.
. y y y o L. C v -
Co kdybych vam ale fekl, Ze tato uz tak pUsobivd metoda ma jesté < s <
mlad$iho, zato dost nasvaleného sourozence jménem = 1T 8
. o . " . S | — >
ultracentrifugace. Pfi této metodé vzorky vystavujeme T >
c
neskutecnym pretizenim dosahujicim az 1 000 000xg, co? je sila tak g ”MEJ‘
O
obrovskd, Ze se v centrifugovanych vzorcich rozdéluji nejenom 2 Y
C ~
jednotlivé faze, ale dokonce i latky rozpusténé v jedné a té stejné 8 d 8
c
(s . sy e . . . . 5 (]
fazil V praxi se nej¢astéji vyuziva ultracentrifugace gradientova. Do £ 5O
centrikonu pfipravime gradient né&jaké inertni latky, ¢asto = j5
48]

, . , o Vo)
sacharézy anebo chloridu cesného. Pokud chceme pracovat 3 N -
s gradientem inertni latky v rozmezi koncentrace tfeba 20-60 %, na T

>
dno centrikonu napipetujeme trochu 60% roztoku, na n€j opatrné &

stejny objem 55% roztoku, na néj zase stejny objem 50% roztoku, :
a tak pokracujeme, dokud se nedostaneme k 20% koncentraci. v
Takto pFipraveny centrikon pak nechame v chladu odstat, aby se

. . . .. . . Obr. 7: Zjednodusené
ostré hranice mezi jednotlivymi koncentracemi latky samovolné

schéma rozdélovdni sloZek
promisily a vznikl tak jeji kontinudlni koncentracni gradient, jaky smési centrifugaci

mUzete vidét na obrazku 7: smés je tedy od hladiny ke dnu plynule Y dradientu.
koncentrovanéjSi a koncentrovanéjsi, a tim i hustSi a hustSi. Na

hladinu takového roztoku pak velice opatrné naneseme nas vzorek a nechame jej
v ultracentrifuze odstredovat. A to, co se s nim pfi centrifugaci stane, zalezi na tom, jestli jej
budeme centrifugovat izokineticky nebo izopyknicky.

8. Centrifugaci vgradientu miZeme dle provedeni rozdélit na centrifugaci
izokinetickou a izopyknickou. Cim se od sebe tyto dva typy centrifugace lisi?
Na zakladé kterych svych vlastnosti se pti nich latky separuji? [3 b]

Mozna jste si vSimli, Ze pti mnoZstvi separa¢nich metod, které jsme si v této Uloze predstavili,
ziskdvdme naSe biomolekuly nikoliv Cisté, ale ve smési s néjakym cinidlem. Napfiklad
v pfipadé afinitni chromatografie vzorek znecistuje latka, pomoci které biomolekulu
uvoliujeme z kolony, v pfipadé ultracentrifugace zase latka, pomoci které jsme vytvareli
gradient. Jak se téch malych potvirek zbavit? Pravé fakt, Ze jsou tyto latky oproti obrovskym
biomolekuldam malickaté, je nase zachrana. Vtomto pfipadé nam totiz pomUlze proces
jménem dialyza.

Jak jste vhodindch biologie jiz urcité slysSeli, dialyza je proces prestupu latek pres

semipermeabilni, tedy polopropustnou membranu: takovd membréana si néjakym zplsobem

vybird, jaké latky skrze ni projdou a jaké ne. V nasem pripadé bohaté staCi membrana, ktera
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(m——

v sobé ma pory dostatecné velké na
to, aby jimi prosly nizkomolekularni
latky, kterych se chceme zbavit, ale
ne dost velké na to, aby jimi prosly
nase biomolekuly. Do stfivka
z takové membrany dame vzorek

Dialyzacni stFivko —_|

Dialyzovany roztok —

nasi biomolekuly, stfivko uzavieme
a nechdme plavat ve velkém Pufr— |
nadbytku roztoku, ve kterém

chceme nasi biomolekulu nakonec
mit. Zatimco nizkomolekuldrni latky

membrdnou projdou a rozredi se Zatatek dialyzy Ekvilibrium
vcelém objemu (objem st¥ivka + Obr. 8: Schematicky ndkres stavu dialyzacni aparatury pred
zacatkem dialyzy a po dosaZeni ekvilibria. Velké cervené kulicky
zndzornuji protein ¢i jinou makromolekulu, modré kulicky jsou
dialyzujeme), velkd biomolekula ve nizkomolekuldrni IGtky.

stfivku setrvdva (viz obrdzek 8). Dialyzu mlzZeme jesté zefektivnit tak, Ze po prvni dialyze
vzorek dialyzujeme znovu proti cerstvému dialyzacnimu roztoku. Nizkomolekularnich
potvilrek se sice nezbavime Uplné, ale nafedime je natolik, Ze jejich pfitomnost ve vzorku pro
nas bude zanedbatelna.

objem roztoku, proti kterému vzorek

9. Vzorek proteinu, ktery jsme purifikovali metodou metaloafinitni chromatografie,
ma objem 5 ml. Ve vzorku se nachazi protein o koncentraci 5 mg/ml, Tris?
o koncentraci 50 mM a imidazol o koncentraci 400 mM. Vzorek umistime do
dialyza¢niho strivka a dialyzujeme proti 5000 ml roztoku Tris o koncentraci
100 mM. Jaka je vysledna koncentrace proteinu, Tris a imidazolu uvnitr strivka
potom, co dialyza dosahne ekvilibria? [1,5 b]

A tak jsme spolu, mili fesitelé, dosli az na konec ulohy. A véfte mi, Ze jste vykonali kus prace.
i jinych biomolekul, véfte mi viak, Ze jsme si v celém tom biotechnologickém ocednu sotva
omocili chodidla. Snad mi odpustite, Ze jsme si metod predstavili pouze téch par
nejprominentnéjsich, myslim si vSak, Ze uUloha je uz takto dost naslapand vSemozZnymi
postupy a principy. Obor biotechnologie a biochemickych metod obecné ale rozhodné nebyl
vyCerpan, to vlibec ne: v blize nespecifikovaném budoucnu se tedy urcité mlzete tésit na
ulohy pojednavajici treba o elektroforéze, optickych metodach a dalSich metodach pfripravy
a vyzkumu nejen proteina.

LA tim konci nase komédie...”

2 Tris je trividlni ndzev pro nizkomolekularni latku tris(hydroxymethyl)aminomethan.
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Jan Macek (e-mail: janmacek249@gmail.com)

5. First aid 20 points

Everyone has heard about first aid (or so | do hope), but as an old Turkish proverb says
“repetition is the mother of wisdom”. So in this assignment, we will be running through
some basics of first aid, which are useful to know very well.

Let us start with the basics of basics, what is the purpose of first aid? — it’s quite simple
really, it’s to keep the afflicted in an as good as possible state until the ambulance arrives.
And that is the first problem — There are two numbers (as you probably know from
kindergarten) that you can call — 155 and 112 (talking, here and in the rest of the
assignment, about Czechia)

1. What is the difference between these two numbers? When would you use 112
and when 1557 [1 b]

2. How would you describe your exact position to a 155 operator? Write at least
5 things/ways that accurately pinpoint your location (imagine being in a city, in
the mountains...) [1 b]

Well done, the paramedics are on their way. Now it is down to the business of not letting
your patient die. There are standardized procedures to achieve this — so-called first aid
“algorithms”.

3. Describe one such algorithm. The one I have learned is SSS ABC, but there are
some others (DR’S ABC). Please write down what the individual letters stand for
and then in one or two sentences summarize what are you supposed to do
according to each point. [2 b]

The evergreen of first aid is CPR or cardiopulmonary resuscitation. Its sole purpose is to
maintain a little bit of blood circulation when the heart stops working.

4. What is the most common reason for heart failure in adults? Is it the same in
children? How does the defibrillator (AED - automatic external defibrillator)
work and is it more commonly used in adults or children? [1 b]

And how is it done? The best explanation | have ever seen can be found here:
https://www.youtube.com/watch?v=tD2gTmDsiHk (but there is a ton of other sources.)

5. Describe CPR in adults (when do you start with CPR, frequency, hand placement,
when do you stop resuscitating) What would you do differently when you should
resuscitate a) a baby 0,5-year-old b) a child 5-years old. [1 b]

6. In the video there is little mention of “rescue breaths” (except for the “no kissing”
line) - why is that? Are rescue breaths dangerous for the patient? Should we do
them or not? [1 b]
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With heart failures out of the way, we can take a closer look at some other life-threatening
situations. One of the most common ones is the obstruction of the airways — “choking”.
When the airways are obstructed there is no fresh air in your lungs, meaning no oxygen in
your blood (which is not particularly good for you).

7. You are sitting in a restaurant, eating as usual when you see a person getting up
from a table. He is coughing like mad and is unable to breathe. What are you
going to do? What if a) the person stops coughing? b) loses consciousness? [1 b]

Next thing we are going to talk about is haemorrhage. We have external bleeding (you see
red stuff flowing/squirting from the patient) and internal bleeding (no red stuff). Both can be
quite dangerous. Let’s start with the external bleeding, as it is much easier to detect.
Whenever dealing with blood think about SAFETY. The blood can bore many contagious
diseases! Always wear some kind of protection (gloves are ideal, but plastic bags, condoms
or the hand of the patient will do as well).

8. How do you stop external bleeding (when you have no access to first aid kit)?
Then describe how to construct a pressure dressing. [1,5 b]

9. When is it appropriate to use a tourniquet? Where (along which bones) would
you apply a tourniquet? [1 b]

10. What are the symptoms of internal bleeding? [1 b]

11. What is a hypovolemic shock? How would you treat a person in shock? (note we
are discussing the circulatory shock). [1 b].

The two last things that we are going to discuss in this assignment are stroke and allergic
reactions. Starting with the latter — allergy is an overly aggressive reaction of an organism to
a harmless (more or less) stimulus. The person can react by swelling (can obstruct airways...),
coughing, rash... the most severe of these is a condition called anaphylactic shock.

12. What is an epi-pen and how does it work? [1 b]
13. What is a stroke? [1 b]

14. Decipher the acronym FAST, comment each point with one or two sentences.
[1,5 b]

Now, with the acquired knowledge, you are going to try to solve some situations. When
formulating the answer try to remember the SSS ABC algorithm and stick to it. Also, try not
to forget simple things, such as sitting the person down or turning the stove off — | know it
sounds trivial, but these are (sadly) quite essential... Good luck :)

15. Midsummer idyll, you are watching the birds and hearing the monotone sound of
the chainsaw. Suddenly the deep hum changes and you hear your grandpa crying
out loud and swearing like a drunken sailor. You run toward him and see him
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standing there looking at his forearm. There is a deep wound, blood squirts out of
it in regular intervals, grandpa is turning pale. What are you going to do? [2 b]

You are on a spring stroll with your best friend who is the mother of a charming
1-year old. You have stopped for a brunch and your friend is desperately trying to
feed her daughter (who is fiercely opposing any form of cooperation and the
vegetable puree is flying al around you). Suddenly, the little girl stops laughing.
She is coughing, waving her little hands and quickly turning purple. What are you
going to do? [2 b]
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