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Milé fesitelky, mili Fesitelé,

zadani tfeti série letoSniho osmého ro¢niku je pravé pred
Vami. V teoretickych ulohach se budeme zabyvat psychoak-
tivnimi latkami, cytometrii ale i ZivoéiSnymi jedy. Zajimava
bude jisté i prakticka tloha zaméfujici se na problematiku fo-
tosyntézy a chomatografie. V tloze seridlové nahlédneme
opét na migrace, tentokrat mezi populacemi a na udrZovani
metapopulaci.

A s nadchézejicim se jarem se blizi také letosni Expedice
Biozvéstu, ktera je planovana v terminu 28. 5. — 1. 6. 2021.
Letos bude nasi zakladnou chalupa Padouchov. T&Sit se tedy
muzete na Je$tédsky hieben a jeho okoli, chalupa samotna
pak lezi ptimo na okraji Nového pralesa — mista, kde diky
drobnym déarcim dochazi k proméné byvalé smrkové mo-
nokultury v ptirodni les, ktery se snad casem stane pralesem.
Expedici budete mit jako odménu za aktivni feSeni Biozvéstu
zadarmo. Jak se na expedici pfihlasit ale i dalsi informace se
vcas dozvite skrze email ale i na naSich webovych a faceboo-
kovych strankach.

Jak resit

Veskeré pokyny k feSeni seminaie ziskate na internetove
strance Biozvéstu (nebo zadejte ,,Biozvést™ do Google). Na
strance také naleznete pfihlasku, kterou vyplite (pouze v pii-
pad€, Ze je tato série vaSe prvni feSend v ramci aktualniho
ro¢niku; pFidat se miizete kdykoli v pritbéhu roku). Ulohy
vam budeme zasilat automaticky na e-mailovou adresu uve-
denou v prihlasce. Pokud budete chtit ukoncit odbér novinek
o Biozvéstu, napiSte nam e-mail.

Dale se kndm mizete pfipojit prostiednictvim Face-
booku, skupina ,, Biozvést“, kde lze probirat aktuality a disku-
tovat dle libosti.

Vagse feSeni nam posilejte na adresu biozvest@gmail.com

Nejprakti¢téjsi formou feseni bude prosty text v e-mailu,
ale pfijimame veskeré formaty piiloh. Kazdou ulohu piste do
samostatného e-mailu a v pfedmétu uved'te Roc¢nik-Série-
Uloha-Jméno_P¥ijmeni, napi. 8-3-1-Bioslav_Biomilny
v pripadé prvni ulohy tfeti série aktualniho ro¢niku. Moc nam
pomuze, kdyz uvedeny zapis dodrzite (na jeho zaklade si do-
§la feSeni filtrujeme).

Uzavérka 3. série: pondéli 5. 4. 2021 ve 23:59.

Po oficialni uzavérce nechavame pro opozdilce tzv.
»penalizaéni tyden“, kdy jesté mizete zasilat sva feSeni, bu-
dou Vam bodové ohodnocena, ale musite jiz pocitat
s bodovou penalizaci. Strhavat se bude 1 bod za kazdy den v
kazdé uloze, ktera v tomto obdobi pfijde. Maximalni ztrata za
ulohu je tedy - 7 bodi, poslete-li ilohu v nejpozdéjsi mozny
termin a zaroven minimalni pocet bodl za adné fesenou ulo-
hu po penalizaci nebude nikdy nizsi nez 1 bod. Penaliza¢ni
tyden kondi 12. 4. 2021 ve 23:59, po této dobé jiZ nelze p¥i-
jmout Zadna FeSeni. Dalsi den bude vydano autorské feseni
pro 3. sérii na nasich strankach.

Hodnoceni Vasich feSeni i vysledkovou listinu dostanete
e-mailem a téZ se objevi na naSich strankach v prvni poloving
kvétna 2021.

Nelekejte se, kdyz Vam pfijdou ulohy na prvni pohled pfi-
1i§ t€zké, ponoite se do informacnich zdroji a uvidite, Ze na
vSe lze n€ékde nalézt odpovéd’. Dobré tipy k feSeni naleznete
také na strance Biozvéstu v sekci ,,Navody“. Neni nutné,
abyste kompletné vyresili v§echny ulohy a asi se to ani
nikomu nepodafi, staci odeslat libovolné velky fragment.

Vidy ale odpovidejte svymi slovy; pfekopirovani textu odji-
nud je velmi oSemetné. Kdyz uz se k nému uchylite, vzdy
uved'te zdroj.

Ocenime, pokud pripiSete jakékoliv napady ¢i pfipominky
(napt. uloha byla piili§ lehka/tézka, nesrozumitelnd, nudna),
ulohy se pokusime tvofit k Vasi maximalni spokojenosti.

Veskeré dotazy ¢i pfipominky smétfujte na adresy
biozvest@gmail.com ¢i ell.psenickova@seznam.cz (na druhé
adrese mate v¢étsi Sanci na rychlé zodpovézeni otazky), nebo
na e-mailové adresy autorti konkrétnich uloh. Kontakty nalez-
nete na webu Biozvéstu.

Biodiverzité a feSeni Biozvéstu zdar!

za cely kolektiv autorii Biozvestu
Eliska Psenickova

Uloha 1: Drogy — od opojeni k receptoriim
Autor: Jan Kadlec
Pocet bodi: 24

Mili fesSitelé Biozveéstu,
ulohu jsem navrhl tak, aby Vés seznamila se zadkladnimi
druhy navykovych latek. Prvni ¢ast ulohy je ,.diagnosticka
prace.“ Prozkoumal jsem temnd zdkouti internetu (zejména
servery jako zpovednice.cz a e-mimino.cz) a shromazdil 8
zkuSenosti lidi s navykovymi latkami. Vypovédi jsou auten-
tické a jen minimaln¢ editované - snad mi jejich autofi odpus-
ti, Zze jsem je dostate¢né neozdrojoval. Vasim tkolem bude
poznat, jakou drogou se intoxikovali. Pokud si zprvu nebude-
te védét rady, nezoufejte, béhem feseni dalSich ¢asti tlohy na-
jdete par nédpovéd.
Snazil jsem se, abyste méli moznost seznamit se s farmakolo-
gickymi souvislostmi a ziskali jste pfedstavu o lécich, které
jsou zakdzanym psychoaktivnim latkdm podobné, avSak
v urcitych indikacich se vyuzivaji v 1ékafské praxi.
Pata cast tlohy je zaméfena biochemicky a potési ty, které
bavilo ucit se o Krebsové cyklu a glukoneogenezi. (Najde se
n¢kdo takovy?)
Na konci tlohy se od navykovych latek dostavam k fenoménu
zavislosti, ktery s jejich uzivanim tzce souvisi. Na zavislost
se mizeme divat z riznych thld, zminény pohled predstavuje
obecné piijimany koncept soucasné psychiatrie.
Na zavér si dovolim citdt, kterym se loucil muj pacient
opoustejici protialkoholni oddéleni. ,,Stfizlivost mi dava
vSechno, co sliboval alkohol.“
Pfeji Vam, at’ Vs feSeni ulohy bavi a rozsifite si obzory.
1. Ptifad’te popis intoxikovanych osob ke spravné psychoak-
tivni latce.
Latky:
1. heroin, 2. konopi, 3. muskatovy orisek, 4. lysohlavky, 5.
alkohol, 6. benzodiazepiny, 7. kokain, 8. extize (MDMA)
Vypovédi osob:

., Predstav si, Ze najednou vypijes dvacet kafi uvarenejch

A Z redbullu. Ohromné té to nakopne, jedes jak fretka a sily
prakticky nedochazi. Je to fajn, ale jako konicek trochu
drahy, pocitej minimalné s dvouma litrama... "
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, Kdyz se ti to povede, bude ti teplo a hezky, fakt moc
hezky, nadherné, budes zarit a vsechno bude v klidu a
nebude nic bolet a budes stastna...

,,-..tak sem to dozral a asi po péti minutach zacali auta
klouzat po silnici a cas se zdal relativni...zaviraly se mi
oci ale pokazdé kdyz sem je zaviel zacaly stari zname
halucinace typu letajici obrazce v prostoru no proste zaj-
mavé predstavy které mi asi dvé hodiny nedovolili
usnout

,,Jednou jsem se teda zacal opravdu nucené smat (koutky
mi lezly nahoru sami od sebe), jindy mi bylo akorat uzko
a divné a dostal jsem pak hroznej hlad. *

Vysvétlete, co spojeni znamena. Napovéda: jaky uci-

d. Pii vysazeni opiatl se objevuje téZky odvykaci stav.
Jak byste ho poznali? Vyjmenujte aspon tii ptiznaky.
KdyZ porovnate projevy odvykaciho stavu a intoxikace
(tfi projevy intoxikace jsou uvedeny ve vychozim tex-
tu), napadne vas, jaké obecné pravidlo by se dalo od-
vodit pro vztah akutni intoxikace — abstinen¢ni pfizna-
ky?

e. Ke zvladani odvykaciho stavu z odnéti opiati se pou-
zivaji syntetické opioidy jako metadon nebo buprenor-
fin, v CR je to Cast&ji buprenorfin. Jeho farmakolo-
gicky profil je od heroinu odlisny. Na zakladé grafu
(obr. 1) popiste, v ¢em se lisi.

,.Ja ho mam moc rada, protoze uklidni...pro me idealni
na nespavost ze stresu nebo takovou tu ,,lezim v posteli,
mam strach, ze urcite neusnu a zejtra budu unavena* - a
brala jsem ho kdyz uz jsem nekojila, kdyz se dite v noci
budilo casto a ja pak nemohla usnout - mohla jsem kras-
ne v noci fungovat a pak zase hnedka spat.

. Po chvili jsme museli zastavit a premyslet jak budeme
pokracovat dal, tahnout stodesetikilového clovéka tri ki-
lometry prosté nebylo mozné. Pak jsem si vSiml, Ze u
jednoho domu stoji popelnice (ta velka se ctyrma ko-
leckama) a napadl mé naprosto Sileny napad, ktery jsme
dokonce i zrealizovali. Popadli jsme tu popelnici, ktera
byla asi z jedné tretiny naplnéna odpadkama a toho ka-
marada jsme do ni hodili...Poté jsme ho vezli v popelnici
celou cestu az domit. Ze zacdtku popelnice zpivala, usnul
a bylo ticho.

@ heroin

@® methadone
buprenorphine

@ naltrexone

Opioid Receptor Activation
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., Mél jsem piilku (ndzev latky), a pocity dobry. Busi ti po
tom srdce a fungujes pomerné rychleji nez za strizliva,
taky budes mit skleneny oci, a takovej hrozné pritomnej
vyraz, bude ti nekdy horko, a budes mit chut se bavit s
lidma, a tancovat.

., No, vypil a snédl jsem to, potom jsem usnul, probudil se
cca za 5 hodin, zarudlé oci, mydridza, zvyseny tep, pocity
lehkosti, volnosti, plno energie, problémy s rovnova-
hou... po asi ¢tyriadvaceti hodindach jsem usnul

Tabulka 1: Popisy intoxikovanych osob.

. Jedna z uvedenych latek patfi mezi opiaty.

a. Jaka to je? Kde se v téle vyskytuji opioidni receptory?
Znate n¢jaké endogenni opioidy, tzn. latky, které si or-
ganismus vytvaii sam?

b. Na stejné receptory pusobi i nekteré Iéky proti bolesti.
Uved'te alesponi jeden z nich.

c. Slang uzivateld opiatu obsahuje spojeni ,,dat si zlatou®,

napf. v jedné basni:
., tam kde zZivot konci s tebou se moje vzpominky louct
s tebou na vterinu pouhou ukonci tu bolest tvou // jedi-
nou tvou vizi je dat si zlatou at’ to vSechno zmizi tak ti
ze Zivota mizim mizim "

(@janhladik99, osobni blog)

Obr. 1: Zavislost aktivity opioidnich receptorii na ¢ase po poddni riiznych

latek. - https://www.drugabuse.gov/sites/default/files/
opioid_receptor_activation_graph.gif

f. Buprenorfin by se mél podat az v momenté, kdy se za-
¢inaji objevovat abstinen¢ni pfiznaky. Co by se stalo,
kdyby se podal jest¢ behem intoxikace metadonem?
V odpovédi opét vychazejte z grafu. Jakym zptisobem
aktivuje opioidni receptory metadon a jakym
buprenorfin?

g. Jednim ze znakt zévislosti je rozvoj tolerance. Ta spo-
¢iva v postupném navySovani davek drogy, protoze
stejné davky jiz nejsou schopny vyvolat zadouci uci-
nek. Jak se zméni tolerance po vysazeni opiatd? Co
hrozi pacientovi, ktery neni pfili§ motivovany k absti-
nenci, opousti nemocnici po uspé$ném vysazeni heroi-
nu, a o zméne€ tolerance nebude védét?

3. Na rozdil od opiath, které zpisobuji midzu (zuZeni

zornic), nékteré z vyse uvedenych latek zornice rozsituji.

a. Uved'te odborny termin pro rozsifeni zornic (pozn. na-
jdete ho v jednom popisu intoxikace).

b. Jaké z uvedenych latek to jsou (tfi latky)?

c¢. Dvé z nich patii mezi stimulancia, jedna se v me-
chanismu ucinku li§i — ktera? Rozdil popiSte na me-
chanismu, kterym vyvolava rozsifeni zornic. Napove-
da: Sife zornic je regulovana autonomnim nervovym
systémem, ktery ma dvé slozky - sympatikus a para-
sympatikus.

d. Kterd dvé stimulancia jsou v CR legalné a b&zné
konzumovéna?

. Dvé z vySe uvedenych latek piisobi ptes GABA receptory,

jejichz aktivace ma tlumivé ucinky na centralni nervovy
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systém. Jedna z nich oznacuje skupinu 1ékd se sedativnimi

a anxiolytickymi ucinky.

a. Jaké to jsou?

b. Pro¢ neni dobry napad tyto dv¢ latky kombinovat?

5. Ktera ze substanci z lohy 1 plisobi pies serotoninové re-
ceptory?

a. Jak se nazyva skupina psychoaktivnich latek, pro niz
jsou typické zrakové pseudohalucinace, ztrata hranic
ega, mystické zazitky?

b. Latky ztéto skupiny se liSi napf. od heroinu nebo
kokainu a jejich uzivatelé zpravidla nevyhledavaji po-
moc adiktologickych sluzeb. Pro¢? Odpovéd najdete
v grafu na obrazku 2.

Active/Lethal Dose Ratio and Dependence Potential of Psychoactive Drugs

4. prukaz tolerance (napt. vyZadovani vysSich davek latky)

postupné zanedbavani jinych potéseni nebo zajmi ve
prospéch uzivané psychoaktivni latky

pokracovani v uzivani pres jasny dikaz zjevné skod-

6. livych nésledkt (jaterni poskozeni, deprese aj.)

Tabulka 2: Kritéria latkové zavislosti.

Zavislost ale nevznika pouze na navykovych latkach.

a. Lze pouzit tato kritéria i u nelatkovych zavislosti?
Zkuste sviij nazor zduvodnit jednim ¢i dvéma argu-
menty.

b. Mezi nelatkové zavislosti patii napt. zavislost na hra-
cich automatech, hrani PC her, sledovani pornografie,
nakupovani (shopaholismus). Jaké aspekty musi mit
chovani, aby se na ném vytvorila zavislost? Pokuste se
struéné zdavodnit, pro¢ jsou naptf. velmi navykové
hraci automaty, naopak sazeni na vysledek fotbalové-
ho zapasu uz méng.

Heroin
Very high -
Nicotine Morphine
High A -
Moderate Pentobarbital Cocaine
Hish ® A
Ephedra Rohvpnol Alcohel
Moderate A L] @
Y Marijuana Nitrous oxide Caffeine MDMA

e im‘%eme * A A

ow

Ketamine

Low *
Very low LSD Mescaline

) 7ps ilocybin ™

0.001 0.002 0.01 0.02 01 02
Active Dose / Lethal Dose

Obr. 2: Zdvislost ndvykovosti ldtky na pomeéru jeji aktivni a smrtelné ddvky.

6. Reakce zobrazuje pieménu, kterd probiha v jatrech u into-
xikovanych osob textu F.

NAD" NADH+H"

N A

a. Pojmenujte substrat a produkt reakce.

b. Jak bézné a hovorové nazyvame nepiijemny stav, kdy
je v téle nadbytek toxického produktu této reakce?

¢. CH;3;CHO neni koneénym produktem, je dale metabo-
lizovan dehydrogenazou. Na jakou latku?

d. Jak nadbytek substratu zméni pomér NAD/NADH?
Zkuste odvodit, jaky ucinek to bude mit na glukone-
ogenezi, kdyz vite, ze pro regulacni reakci glukone-
ogeneze je nutné, aby doslo k redukci NAD na NADH.
(Pozn. pro zvidavé: regulacni reakci je v tomto piipadé
oxidace malatu na oxalacetat.)

e. Diabetici by méli byt opatrni, pokud jde o konzumaci
alkoholu. Dvodt je hned nékolik. Uved'te alespon je-
den. Napovédou mize byt otazka d).

7. Mezinarodni klasifikace nemoci definuje latkovou zavis-
lost Sesti kritérii a aby byla stanovena diagnoéza zavislosti,
musi se vyskytnout aspoii 3 z nich béhem posledniho
roku.

Jsou to (upraveno):

CH4CH,OH CH3CHO

1. silna touha nebo pocit puzeni uzivat latku (craving)

potize v kontrole uzivani latky, a to pokud jde o zacatek
* aukonceni nebo mnozstvi latky

3. somaticky odvykaci stav

Uloha 2: Strasti zoufalého cytometristy
Autor: Natalie a Matous Palkovi
Pocet bodii: 37

Pritokovad cytometrie je prulomové technologie v biologii,
kterd zasadnim zptsobem oteviela moznosti imunologie, vi-
rologie, molekularni biologie, protistologie, bakteriologie, na-
dorové biologie nebo tfeba monitorovani infekénich nemoci.
Pritokové cytometry jsou vybaveny lasery, které slouzi jako
zdroj svétla, filtry, které reguluji, ktera vinova délka ma na
vzorek dopadat, detektory zachycujici rozptylené svétlo nebo
fluorescenci. Cytometrie umoziuje analyzovat vzorek buiku
po buiice a méfit velké mnozstvi parametr (velikost buriky,
tvar, intenzitu fluorescence...), v praxi to znamena, ze muze-
me rozSmelcovat kuptikladu mysi stfevo na jednotlivé buiky
nebo vzit krev, spravné nafedit, oznacit vybrané proteiny po-
moci protilatek a pustit do cytometru. Ziskame tak velké
mnozstvi informaci o milionech bunék béhem néekolika minut
méfeni. S tim se vSak také poji to, umét si experiment spravné
zorganizovat a porozumét té obrovské zméti informaci, ktera
z cytometru vychdzi. A na tuto dobrodruznou cestu se
v dne$ni uloze vydame i my.

Obr. 3: Prutokovy cytometr FACSymphony (v téch Supliccich jsou filtry pro
lasery), cena pres 30 milionu. — https://www.bdbiosciences.com/assets/
images/biosciences/thumbnails/FACSSymphony-A5-opened. jpg
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1. Diky priatokové cytometrii mizeme ziskat mnoho infor-

maci o jednotlivych bunkach.

a. Jednim z téchto méfenych parametrd je forward scatter
(FSC) a side scatter (SSC). Co nam tyto udaje fikaji?

b. V pritokové cytometrii nas také ¢asto zajima intenzita
fluorescence vzorku. Dokéaze§ vysvétlit pojem fluo-
rescence? Znas néjaké fluorescenéni molekuly?

. V grafu (Obr. 4) se nachazeji neupravena data z pruto-
kového cytometru FACSymphony. Jedna se o vzorek lid-
ské bunééné linie A549 (buiiky adenokarcinomu). Na ose
x je FSC, na ose y SSC. Kazda tecka zobrazuje parametry
jedné bunky. Bunky, které maji podobné vlastnosti, jsou u
sebe nebo splyvaji a tvoti tzv. populaci.

a. Cytometrista Karel pfemita nad tim, co se mu mimo
ocekavané hlavni populace (Cervena preruSovana
elipsa) objevilo za druhou populaci vlevo (modra
Sipka). Co by to mohlo byt? Napovéda: jak asi takova
bunééna suspenze vypada co do kondice bunék?

b. Ktera z téchto dvou populaci (,,éervena®™ a ,modra*)
obsahuje véEtsi bunky? Zamét se na to, co nam fika
FSC a SSC.

A549
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Obr. 4: Lidskd bunécnd linie A549 analyzovand pritokovym cytometrem.

3. V predchozi casti jsme si zagateovali (v cytometrické

hantyrce to znamena ,,0znacili populaci, gate = ohrani-

¢eni, od toho sloveso gateovat) populaci bunek, kterou
nyni budeme dale analyzovat. Nez k tomu ale pfistoupi-
me, musime udé¢lat jesté jeden dtlezity krok. Zménili jsme

parametry zobrazeni a ted’ na ose x je FSC-A, na ose y

FSC-H (Obr. 5).

a. FSC je detektor, ktery zaznamenava rozptylené svétlo.
V prib¢hu priletu buriky laserem se signal dopadajici
na detektor postupné méni, jako je ukazano na ilustraci
(Obr. 6). Diky tomu po priletu bunky laserem mtizeme
dostat tii parametry: FSC-A, FSC-H, FSC-W. Dokazes
zjistit, co ta pismena A, H a W znamenaji? Napovédu
muze§ najit ve zminéné ilustraci.

b. V grafu z pritokového cytometru (Obr. 5) jsou zazna-
Ceny takzvané singlety, jejich gateovani je dulezity
krok pted samotnou analyzou. Co jsou singlety a pro¢
toto gateovani délame? Zkus vysvétlit.

gy

Q pe=sssss=s T .

0 50K 100K 150K 200K 250K
FSC-A

Obr. 5: Buriky analyzované priitokovym cytometrem, oznacené jsou tzv.
singlety.

Postupny prilet buriky laserem

Signal zachyceny na detektoru

Cas

Obr. 6: Ilustrace priichodu buriky laserem.

4. Pratokova cytometrie nepracuje pouze s velikosti a tvarem

bunék. Cytometr v sobé muze mit zabudované specialni
lasery a filtry, které dokazou excitovat urcitou vinovou
délkou. Stejné jako ve fluorescencni mikroskopii excituje-
me fluorofor ur€itou vinou délkou a ziskame emisi delsi
vinové délky.

Mozna jste se setkali s imunofluorescenénim barvenim.
Buiiky se nejdiive zafixuji na sklicku (tfeba formaldehyd-
em), poté se permeabilizuji — v membrané se pomoci de-
tergentl vytvoii diry, aby se dovniti buniky mohly dostat
protilatky. Nasleduje blokace roztokem suseného odtucné-
ného mléka nebo roztokem BSA ¢i fetalniho bovinniho
séra, aby se zabranilo nespecifickému navazani protilatek.
Poté prichazeji primarni protilatky, které vazi konkrétni
protein (tfeba aktin), po nich sekundarni protilatky
s navazanym fluoroforem, které rozpoznavaji primarni
protilatku (mysi sekundarni protilatka rozpoznava mysi
primarni protilatku rozpoznavajici aktin). Nakonec se po-
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moci DAPI nabarvi jadra bunék a sklicka se opatrné

namontuji na podlozni skla.

a. Kdyz barvime vice nez dva rdzné proteiny (tfeba ta-
kovych pét naraz), vyvstava problém, jak to vlastné
udélat s detekci. Dvojice primarni-sekundarni protilat-
ka jsou jenom dvé (anti-myS$i sekundarni protilatka
rozpoznavajici mysi primarni protilatku a anti-kralici
sekundarni protilatka rozpoznavajici krali¢i primarni
protilatku), vice druhti zvifecich protilatek sehnat ne-
muzeme a nemdzeme ani snizit pocet barvenych pro-
teind. Jak si poradime (a protokol pro pritokovou cy-
tometrii se tim casto 1i§i od fluorescencéni mik-
roskopie)? Co si musime opatfit? Napovédét Ti muze
ilustrace nepfimé fluorescence.

Indirect
o Antigen
&, =~ @ -
b S #% Primary Antibody
’{ . s, Secondary Antibody

‘ Fluorophore
m.

Obr. 7: Neprima metoda imunofluorescencniho (imuno = protilatky, fluo-
rescencni = znaceni) barveni. — https://a.static-abcam.com/CmsMedia/Me-
dia/direct-vs-indirect-immunofluorescence.jpg

Obr. §: Cytotista David v akci.

5. Pratokova cytometrie nepracuje pouze s velikosti a tvarem
bunék. Cytometr v sobé mize mit zabudované specialni
lasery a filtry, které dokazou excitovat urcitou vinovou
délkou. Cytometrista David (modra Sipka) potiebuje pro
svij experiment s bunkami myS$iho stfeva navrhnout ba-
revny panel protilatek. To znamena, ze do spektra (od 300
do 750 nm) potfebuje natésnat 6 fluorofort s riznymi ex-
citanimi a emisnimi spektry. Excitacni spektrum nam
tika, pti které vinové délce je fluorofor nejvice excitovan,
emisni spektrum zase ukazuje, kterou vinovou délku bude
dany fluorofor nejsilnéji emitovat. Jednotliva spektra se
nesmi vyrazné piekryvat, protoze jen tak bude schopen od
sebe odlisit signaly jednotlivych protilatek. Cytometry

0
0
0
0
S
g o
5 30
0
o

vSak vétsinou obsahuji jen nékolik malo lasertt o fixnich
vinovych délkach. Proto je potieba peélivé piifazovat k
fluoroforim takové lasery, které se co nejvice blizi jejich
excitatnim vlnovym délkam, a dokdzou tak vyzdimat z
fluoroforu co nejvice signalu. A tohle pfesné ted’ musi
udélat David. Aby si praci uleh¢il, pouziva software Fluo-
roFinder, ktery ukazuje emisni i excita¢ni spektrum dané-
ho fluoroforu.

Odkaz: https.//app fluorofinder.com/fisv/
spectra_viewers/2c4bc670380d0139e8b92d392fdbe619
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a Fuor 635 Find Products x

o || €50 [ 5o
Obr. 9: Ukazka sofiwaru Fluorofinder (pro fluorofor Alexa 635).

Navod: klikneme na Add Fluophore a zvolime si fluo-
rofory (napf. Alexa 635). Ziskame excitacni (Srafovanou)
a emisni (plnou) kiivku. Vrcholy téch kiivek znamenaji
maximum fluorescence. Kdyz mysi najedeme na nékterou
z kiivek, na pravé stran¢ se zobrazi hodnota vinové délky
v daném bod¢€ a procento maxima fluorescence. Lasery se
daji vybirat v bilé list¢ nad slovy Lasers. Zobrazi se jako
svisla Cara.

David ma k dispozici téchto Sest protilatek. Protoze se
nikdo v laborce poradné€ nestaral o potadek v protilatkach,
nevi, jaky protein dana protilatka znaci, byl schopen pou-
ze dohledat odkazy na protilatky:

Protilatka ¢. 1

https://www.antibodies-online.com/anti-
body/6852552/anti-
Dystrophin+Related+Protein+2+DRP2+p
Thr514+antibody+Alexa+Fluor+750/

Protilatka €. 2 | https:/www.thermofisher.com/antibody/

product/FOXP3-Antibody-clone-FJK-
16s-Monoclonal/58-5773-82

Protilatka ¢. 3 | https://www.thermofisher.com/antibody/

product/IFN-gamma-Antibody-clone-
XMG1-2-Monoclonal/RM90022

Protilatka ¢. 4

https://www.thermofisher.com/antibody/

product/CD25-Antibody-clone-PC61-5-
Monoclonal/56-0251-82

Protilatka €. 5 | https:/www.thermofisher.com/antibody/

product/FAS-Antibody-clone-DX2-Mo-
noclonal/MHCD9528?imageld=2540

Protilatka €. 6 | https://www.thermofisher.com/antibody/

product/SARS-CoV-2-Spike-Protein-
RBD-Antibody-clone-P05DHu-Recombi-
nant-Monoclonal/53-6490-82?

imageld=731900

Tabulka 3: Protildatky cytometristy Davida.


https://www.thermofisher.com/antibody/product/SARS-CoV-2-Spike-Protein-RBD-Antibody-clone-P05DHu-Recombinant-Monoclonal/53-6490-82?imageId=731900
https://www.thermofisher.com/antibody/product/SARS-CoV-2-Spike-Protein-RBD-Antibody-clone-P05DHu-Recombinant-Monoclonal/53-6490-82?imageId=731900
https://www.thermofisher.com/antibody/product/SARS-CoV-2-Spike-Protein-RBD-Antibody-clone-P05DHu-Recombinant-Monoclonal/53-6490-82?imageId=731900
https://www.thermofisher.com/antibody/product/FAS-Antibody-clone-DX2-Monoclonal/MHCD9528?imageId=2540
https://www.thermofisher.com/antibody/product/FAS-Antibody-clone-DX2-Monoclonal/MHCD9528?imageId=2540
https://www.thermofisher.com/antibody/product/FAS-Antibody-clone-DX2-Monoclonal/MHCD9528?imageId=2540
https://www.thermofisher.com/antibody/product/CD25-Antibody-clone-PC61-5-Monoclonal/56-0251-82
https://www.thermofisher.com/antibody/product/CD25-Antibody-clone-PC61-5-Monoclonal/56-0251-82
https://www.thermofisher.com/antibody/product/CD25-Antibody-clone-PC61-5-Monoclonal/56-0251-82
https://www.thermofisher.com/antibody/product/IFN-gamma-Antibody-clone-XMG1-2-Monoclonal/RM90022
https://www.thermofisher.com/antibody/product/IFN-gamma-Antibody-clone-XMG1-2-Monoclonal/RM90022
https://www.thermofisher.com/antibody/product/IFN-gamma-Antibody-clone-XMG1-2-Monoclonal/RM90022
https://www.thermofisher.com/antibody/product/FOXP3-Antibody-clone-FJK-16s-Monoclonal/58-5773-82
https://www.thermofisher.com/antibody/product/FOXP3-Antibody-clone-FJK-16s-Monoclonal/58-5773-82
https://www.thermofisher.com/antibody/product/FOXP3-Antibody-clone-FJK-16s-Monoclonal/58-5773-82
https://www.antibodies-online.com/antibody/6852552/anti-Dystrophin+Related+Protein+2+DRP2+pThr514+antibody+Alexa+Fluor+750/
https://www.antibodies-online.com/antibody/6852552/anti-Dystrophin+Related+Protein+2+DRP2+pThr514+antibody+Alexa+Fluor+750/
https://www.antibodies-online.com/antibody/6852552/anti-Dystrophin+Related+Protein+2+DRP2+pThr514+antibody+Alexa+Fluor+750/
https://app.fluorofinder.com/ffsv/spectra_viewers/2c4bc670380d0139e8b92d392fdbe619
https://app.fluorofinder.com/ffsv/spectra_viewers/2c4bc670380d0139e8b92d392fdbe619
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protilatka protein funkce v buiice

intra / extracelularni barveni

excitace (nm) | emise (nm)

1

AW AW N

Tabulka 4: Davidiiv panel protilatek (dnes ma Spatny den a je jich jenom Sest).

a. Pomoz mu a dopln tabulku (Tabulka 4). Najdi, co dané
protilatky znaci, zjisti funkci téchto proteinii v burice.
Na strankach také zjisti, jakym fluoroforem jsou zna-
ceny a dopli, jestli tyto protilatky znaci proteiny uvnitf
nebo vné bunky (intra/extracelularni barveni).Pomoci
Fluorofinderu pak ur¢i jejich excitacni a emisni maxi-
ma.

b. Nyni jiz vi§, pii kterych vinovych délkach se dané
fluorofory nejvice excituji. Pro kazdy fluorofor nyni
vyber nejvhodng;jsi laser.

6. A ted’ se po zvladnuti nezbytného zakladniho gateovani a

sestavovani panelu konecné dostavame k néjakym zaji-

mavejSim datim. Nahlédneme do taji bunééného cyklu.

Zivot buiiky se sklada ze ctyt fazi: Gl1, S, G2 a M, kazda

tato faze je pro buitku néjakym zptsobem dulezita a pre-

chody mezi témito fazemi jsou pfisné kontrolované. Gl,

S a G2 jsou faze, kdy burika pfipravuje vSe potiebné tomu,

aby se posléze béhem M faze mohla za relativné kratky

Cas rozdélit na dveé dcefiné bunky. V populaci bunék je

zpravidla kazdd bunka vjiné fazi bunécného cyklu.

K tomu abychom mohli rozliSit, kde se zrovna ta ¢i ona

buiika nachazi, se nejcastéji pouzivad detekce mnozstvi

DNA. Pomoci cytometru to lze udélat velmi jednoduse.

a. Jak se vpribéhu bunécného cyklu méni mnoz-
stvim DNA v jadfe a pro¢?

b. Kolik chromatid ma lidska buiika té€sné pied mitézou?

Na obrazku 10 vidite populaci bun€k v riznych fazich bu-

nééného cyklu. Bunky jsou zobrazené podle miry fluo-

rescence dvou barvicek. Na ose x je mira intenzity fluo-
rescence barvicky DAPI, coz je latka znacici veSkerou

DNA. Na ose y je vynesend intenzita ethynyl deoxyuridi-

nu (EdU). Tato latka byla pfidand k bunikdim do média na

kratkou dobu jeste pred tim, nez se buiiky zafixovaly.

c. Jakou molekulu dulezitou pro fungovani zivota Ti
EdU pfipomina?

d. Ve které fazi bunééného cyklu a do jaké struktury se v
bunce uklada?

10*

10° -

T
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Obr. 10: Profil bunécného cyklu podle barveni EdU a DAPI.

Samotné EdU ale fluorescencni neni. Musi se proto néjak
vizualizovat. K tomu by se dala pouzit fluorescenc¢né zna-
¢end protilatka. Namisto toho se ale zpravidla pouziva Cis-
té chemicka fuze fluoroforu k EAU na principu takzvané
click chemistry (click-iT) reakce.

e. V cem je tento zptsob znaceni vyhodnéjsi nez poziti
klasické protilatky? Dokaze$ najit néjaké podrobnosti
o principu této chemické reakce?

f. Ted uz ale zpatky knaSemu grafu. V ramci hete-
rogenni populace bun€k jsou v ni zfetelné rozliSené tii
subpopulace. Dokazes (tfeba i s pomoci odborné litera-
tury) urcit, vjaké bunécéné fazi se nachazeji bunky
jednotlivych subpopulaci (1-3)?

g. Proc jsou ty subpopulace jen tii, kdyz bunéény cyklus
ma Ctyti faze?

h. Dokézes vymyslet n¢jaky (klidné jen teoreticky) zpi-
sob, jak pomoci cytometru rozeznat i ¢tvrtou fazi bu-
nééného cyklu?

Uloha 3: Zivo¢i§né zbrané hromadného niceni
Autor: Marek Kasner
Pocet boda: 18

Zivocichové se v pribéhu svého zivota setkavaji podle svého
postaveni v potravnim fetézci s mnoha rozlisSnymi piekaz-
kami, které jim brani spokojené zit a prosperovat. Evoluce ale
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zatidila plejadu adaptaci, které jim ziti pieci jen délaji trochu
snaz$i. Predstavte si tieba, Ze jste vrcholovy predator a po-
ttebujete sehnat Zzivo¢i$nou potravu, abyste naplnili své meta-
bolické potieby. Vase kofist samoziejmé v evolucnim zavode
ve zbrojeni také nezaostava, takze je z vaseho pohledu potie-
ba vytvafet stale nové zpuasoby, jak ji efektivné ulovit, nebo
skonc¢ite o hladu. Jednim z takovych je produkce jedd, peclivé
namichanych chemickych koktejlti riizného slozeni a uéinkd,
které pomohou kofist ulovit. V biologii neexistuje paten-
tovani, takze jedovaté latky samoziejmé vyuziva mnoho or-
ganismi i na obranu. S jedy se setkdme u mnoha skupin or-
ganismi — od nalevnikd, které po nepratelich stiili trichocy-
stami obsahujici toxiny, pfes rostliny az po obratlovce. Zde se
uzeji zamé&fime konkrétné na jedy bezobratlych a obratlovci a
prozkoumame, jak nabitou jedovou skiinku, kterou by mohl
zavidét lecjaky chemik, maji k dispozici, jak tyto jedy vyuzi-
vaji a jaké maji jejich jedy ucinky. Vse si také zasadime do
evolucniho a ekologického kontextu, abyste si nemysleli, Ze
jedy jsou ,jen“ chemie. Pro ucely ulohy budeme vyuzivat
slovo jed ve smyslu latky, ktera je ucelné vyuZzivana k utoku
nebo obrané zivocicha (ne vSe, co je v uritém mnozstvi je-
dovaté, musi byt nutné jedem).

1. Rozmanitost ve sloZeni zivocisnych jedu je sice mozna
men$i neZ u rostlin, G¢inky ale rozpoznavame podobné
podle napadené tkan€, na kterou jed (¢i jeho jednotlivé
slozky) puisobi. Casto se stdva, Ze pro zvyseni Géinnosti
mize byt jed smési nékolika rizné pisobicich latek.

a. Do kterych tii nejbéznéjSich kategorii Zivocisné jedy
podle toho, jaké tkané nejvice poskozuji, nejcastéji
rozdélujeme? Popiste u kazdé Kkategorie struéné
alespon jeden mechanismus ucinku ¢i piiklad posko-
zeni, které intoxikaci vznikne.

b. Ke kazdé kategorii pritad’te dva zastupce (do druhu),
jednoho bezobratlého a jednoho obratlovce, ktery ta-
kovou kategorii jedi vyuziva (mutze se tedy jednat i o
jednu z vice slozek). Jeden druh zivocicha ale v piipa-
dé jeho vyuziti viceslozkového jedu ptifad’te pouze
k jedné kategorii.

2. Po tom, co jste se seznamili s tim, jak jedy funguji a s né-
kterymi jedovatymi zastupci, mozna jste si pfitom, nebo
uz nékdy predtim, polozili otazku, ktery zivocich je nejje-
dovatgjsi, nebo ktery je jedovatéj$i nez ten druhy. Tato
otazka je pomérné slozitd na zodpovézeni, a ackoliv se
lidé snazi G¢inky kvantifikovat, mize byt problém ve sku-
a. Co je to LD50 a co nam udava jeji konkrétni hodnota?

Pro¢ ¢asto nemusi byt pro ¢lovéka tato hodnota vypo-
vidajici pro jeho vysledny zdravotni stav, pokud dojde
k intoxikaci zvifetem v realné situaci (alespon jeden
davod)?

b. Porovnavat G¢innost jednotlivych chemickych latek je
jedna véc. Jen malokdy je ale mozné uvazovat ¢erno-
bile a v biologii to plati dvojnasob. Z pohledu ¢eského
obyvatelstva rozhodnéte, ktery druh je teoreticky ne-
medonosna (Apis mellifera)? Své tvrzeni zdivodnéte
minimalné jednim argumentem, riznym pohledim se
meze nekladou.

3. Pokud zZivoCich nevyuziva svij jed jen k pasivni obrané,
ale slouzi mu predevsim jako ucinny prostiedek k lovu ko-
fisti, vyvinuly se u takovych druhi specializované struktu-

ry, které slouzi ke vpraveni smrticich latek do téla. Pfi

tvorbé adaptaci na konkrétni zpisob Zivota jsou asto vyu-

zivany jiz existujici ¢asti téla, které meli Casto pivodné

jiny ucel. Takovou specializovanou strukturu mizete vidét

i na obrazku 11 niZe. Na mén¢ nebezpecné piibuzné toho-

to zastupce muzete narazit napiiklad i v oblasti Stfedomo-

i, ale tfeba v tropickych oblastech uz si setkani radéji

dobfe rozmyslete.

a. Kterému rodu Zzivodichi tato struktura patii? Zatad'te
ho dale taxonomicky do ttidy.

b. Z jaké pivodni struktury se vyvinula? Co je ptvodni
ucel této struktury?

c. Jed téchto zivoc¢ichll mize podle potieby ménit slozeni
(¢imz navic zamezuji schopnost kofisti se ptizpisobit
a jed se naucit tolerovat), ale obecné se jednd o
extrémné ucinny toxin, ktery je nebezpecny pro
cloveka. Pii jaké Cinnosti by mohl byt (a je) ¢lovek
typicky ohroZen timto zivo¢ichem?

Obr. 11: Struktura z otazky 3. — https://media.dan.org/

4. Ackoliv si vétSina jedovatych Zzivocichd syntetizuje jed
sama, existuji i takovi, ktefi to sami o sob¢ neumi. Jed ale
ve vysledku na obranu nebo ttok vyuzivat umi.

a. Popiste struéné alespont dvé strategie, jakymi mohou
zivoCichové disponovat jedem, i kdyz ho sami ve
vlastnim téle neumi vytvaret. Ke kazdému zpiisobu na-
piSte jednoho zastupce, ktery takovou strategii vyuzi-
va.

b. Pro¢ muze byt vyhodné pfimo nesyntetizovat jed ve
vlastnim téle, ale ziskévat ho jinym zptisobem? Zkuste
zauvazovat a napsat alespoil jeden takovy divod.

5. Pokuste se s nabitymi znalostmi ted’ vcitit do role vySet-
fovatele dvou imaginarnich pfipadt tykajicich se jedova-
tych zivocichli. Prozkoumate tim hned dva zajimavé
fenomény.

a. Pravdépodobné dost nepozorny chovatel zvifat, navic s
nedostateCnymi znalostmi biologie, mél v mistnosti
nékolik terarii s riznymi druhy zab. Jednoho dne ke
svému zdéSeni nasel ve stejné mistnosti také svou koc-
ku, kterou od ptedchoziho dne nevidél, jak lezi bez-
vladn€é mrtva na podlaze. Bylo mu hned jasné, ze ko-
¢ka musela n€kterou z zab sezrat, ale protoze terarii
m¢él v riznych mistnostech moc, nemél zaby tak dobie
spocitané. V terariich byly rozd€leny tyto zaby: 1)
pralesnicky strasné (Phyllobates terribilis), které si od-
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chovaval uz od vajicek; 2) v akvariu vedle mél zrovna
i jejich pulce; 3) pfed tydnem si nechal poslat specialni
dodavku pralesni¢ek zlatopruhych (Phyllobates au-
rotaenia) piimo z pralesa z Kolumbie, které byly ve
vedlej$im terariu a v této mistnosti bylo 4) jesté terari-
um s ropuchami obrovskymi (Rhinella marina). Zdu-
vodnéte, ze kterych terarii/kterého teraria ¢i akvaria si
hladova kocka mohla teoreticky dat svou posledni sva-
¢inku, pokud budeme brat v potaz, ze snédla jen jednu
zabu? Mohla by jist z nékterych terarii/akvaria i bez
nasledkd? Pokud ano, napiSte, ze kterych a tvrzeni
zdtvodnéte.

b. Druhy ptipad se odehral v zoo, kde se neznamym zpu-
sobem dostaly ven ze svych terarii dva druhy hadi:
chiesty§ diamantovy (Crotalus adamanteus) a kobra
indickd (Naja naja). Pro nestésti mistnich savcd byla
osetfovatelem nalezena druhy den mrtva vacice virgin-
ska (Didelphis virginiana) a ve vedlej$im vnitinim vy-
béhu mrtva promyka mungo (Herpestes edwardsii),
které se z n€jakych divodi nepodafilo, nebo nechtélo,
hadtim sezZrat a pouze je ustkli. Hadi se pravdépodobné
stale zdrzuji v blizkosti. Ktery zastupce hadti mize za
smrt vacice a ktery promyky, a tudiz ho mame hledat
v ptislusnych prostorach? Vysvétlete, pro¢ by to s vy-
sokou pravdépodobnosti spise nemohlo byt obracené.

Uloha 4 (experimentalni): Sedm barev (rostlinné)
duhy

Autor: Katetina Cerméakova

Pocet bodu: 25

Nebot toulkam v prirodé sychravé zimni pocasi prilis nepralo,
jal se Bioslav studovat biologické fenomény s hrnkem teplého
kakaa ve svém vyhidatém pokoji. Tentokrat sahl po ucebnici
biochemie a zacetl se do kapitoly o fotosyntéze. Nejvice jej za-
ujalo povidani o fotosyntetickych pigmentech. V ponuré
Sedo-bilé zimé se Bioslavovi zastesklo po vSech téch pestroba-
revnych odstinech a rozhodl se, zZe se jim chce sam podivat na
zoubek.
Fotosyntéza je biochemicky proces, ktery hraje v dnesni bio-
sféte naprosto kli¢ovou roli. Pomineme-li nékteré minoritni,
ne vSak nezajimavé, druhy chemoautotrofii, je v podstaté jedi-
nym zdrojem organického uhliku v biosféfe. Fotosyntézu
1ze rozd¢lit na 2 faze — svételnou (na svétle piimo zavislou) a
»Htemnostni®, jejiz samotné reakce sice pfimo na svétle zavis-
1¢ nejsou (proto ,,temnostni”), nutné vsak potiebuje produkty
vzniklé ve svételné fazi. Ve svételné fazi dochazi k absor-
bovani svétla fotosyntetickym pigmentem a jeho energie je
vyuZita na tvorbu protonového gradientu (ten je nasledné
vyuzit k syntéze ATP) a redukéniho potencialu uloZeného
ve formé redukovaného kofaktoru - NADPH. Oboji je na-
sledné vyuzito v temnostni fazi pro redukci uhliku v CO2 a
jeho zabudovéni do organickych sloucenin. V této tloze se
nejprve v nekolika teoretickych otazkach seznamime s foto-
syntetickymi pigmenty a jejich funkci. V druhé (praktické)
Casti ulohy se s Bioslavem pustime do samotného experimen-
tu.
1. Klic¢ovou skupinou fotosyntetickych barviv jsou chlo-
rofyly. Tato skupina zahrnuje vice konkrétnich pigmentu,
chemicky jsou si vSak velice podobné a lisi se hlavné jiny-

mi postrannimi skupinami, které jen mirné¢ méni vlastnosti

molekuly.

a. Molekulu s velice podobnou chemickou strukturou, ale
jinym navazanym kovem ve svém centru, najdeme i v
nasem téle. O jakou molekulu se jedna? Jak nazyvame
chemickou strukturu, ktera tvori zaklad této latky i
chlorofylu?

b. Kde v rostlinné bunice probihd syntéza chlorofylu?
Srovnej biosyntézu chlorofylu se syntézou molekuly z
ptredchozi otazky.

¢. Molekuly chlorofylu neplavou jen tak volné v chlo-
roplastu (resp. v bufice sinice), nybrZz jsou vazany na
ruzné proteinové komplexy. Uved 3 konkrétni protei-
nové komplexy, jejichz souc¢asti je u rostlin chlorofyl.

d. Jak jiz bylo naznaceno, chlorofyly maji schopnost ab-
sorbovat foton. Ne vSechny fotony vSak budou absor-
bovat stejné ochotné. Obdobné jako jiné latky maji i
chlorofyly své charakteristické tzv. absorpcni spek-
trum (pokud bys chtél védét od absorpénich a emisnich
spektrech vice, mizes se podivat napf. na loiiskou tlo-
hu 7-3-5, kde je tato problematika 1épe vysvétlena).
Nakresli, jak vypada absorpéni profil chlorofylu a. V
jakych vlnovych délkach svétla chlorofyly absorbuji
nejvice?

. Absorpci fotonu dochazi k excitaci elektronu chlorofylu

a. Chlorofyl excitovany elektron predava feofytinu (a na-

sledné kaskadé dalsich pFenaseci) a béhem jeho transpor-

tu dochazi k tvorbé ATP a redukovanych koenzymd. Ta-

kovy chlorofyl se vsak dostava do nepfijemného stavu,

kdy mu pravé onen elektron schazi a snazi se jej co nejdii-

ve doplnit. Sinice (a od nich odvozené chloroplasty rost-

lin) celou zalezitost fesi velmi ladné.

a. Kterd molekula ,,daruje chlorofylu chybéjici elek-
tron?

b. Jaka je souvislost mezi timto jevem a tvorbou ATP bé-
hem svételné faze? Vysvétli.

. Sance, Ze spravny foton dopadne na chlorofyl a bude ab-

sorbovan vsak neni nikterak zavratna. Sinice proto zvysuji
Sanci na absorbovani fotonu piitomnosti pigment-protei-
novych komplexu, které dohromady tvoii Gtvary znamé
jako fykobilisomy. Nejéast&j$imi komplexy jsou modry
fykocyanin (s barvivem fykocyanobilinem) a fy-
koerythrin (s fykoerythrobilinem). Ty funguji jako svét-
losbérné antény, predavaji energii ze zachycenych fotont
pfimo chlorofylu a zvysuji tak efektivitu fotosyntézy.

a. Do obrazku z otazky 1d dokresli absorp¢ni spektra fy-
koerythrinu a fykocyaninu. Pro¢ se hodi mit pigmenty
absorbujici pravé v téchto vinovych délkach?

b. Pomér fykoerythrinu a fykocyaninu se odviji od vice
faktorti. MiZe se ménit také v zavislosti na hloubce
vody, v niz sinice ziji. Jak se pomér téchto konkrétnich
dvou pigmentd bude pravdépodobné ménit s rostouci
hloubkou, v niz sinice Ziji? Pro¢ tomu tak je?

. VyS$§i rostliny fykobilisomy nemaji, pfesto i ony po-

tiebuji maximalizovat efektivitu absorpce svétla. K tomu
jim opét slouzi protein-pigmentové komplexy (mj. zmi-
néné v odpovédi na jednu z ptredchozich otazek), které
opét ziskanou energii piedavaji chlorofylu. Pfenos ener-
gie mezi svétlosbérnymi pigmenty je velice efektivni
(uvadi se efektivita pfenosu az pusobivych 99 %). Jakym
zpisobem dochazi mezi pigmenty k pfenosu energie? Co
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je dulezitou podminkou tohoto druhu pfenosu? Jakou roli

v tomto hraji proteiny tvofici s pigmenty komplex?

Bavili jsme se o fykobilinech sinic a karotenoidech vys-

Sich rostlin (Embryophyta), coz ale nejsou jediné fotosyn-

tetické organismy. Které pomocné fotosyntetické pigmen-

ty (ktera skupina) jsou typické pro tyto taxonomické sku-
piny:

wlelené Fasy“ (Chlorophyta), Ruduchy (Rhodophyta),

Glaukofyty (Glaucophyta)

Nyni jiZ nasleduje prakticka ¢ast. Bioslav se vrhnul na izo-

laci barviv z rostlinného materialu, ktery nasel venku na za-

hradce, na okennim parapetu i ve své ledni¢ce. Rozhodl se
pro piipravu 3 vzorkt, pfi¢emz postup byl vzdy stejny. Bio-
slav vzorek rozetfel v misce, prilil k nému nékolik mililitrd

93% ethanolu a vyslednou smér prefiltroval pies kapesnicek,

aby se zbavil makroskopickych zbytkd.

6. Izolaty z pfedchoziho tkolu byly samoziejmé smési. Pred-
stavu o slozeni smési barviv ziskal Bioslav az diky chro-
matografii. Chromatografie je velice uzitecna metoda,
diky niz mizeme efektivné separovat jednotlivé slozky z
roztoku. Existuje mnoho variant této metody, jez k sepa-
raci vyuzivaji rozliénych vlastnosti slozek smési. Zakla-
dem je vZzdy mobilni faze (eluent, rozpoustédlo), ktera
prochézi skrze stacionarni (pevnou) fazi (nap¥. filtraéni
papir). Jednotlivé slozky ze smési pak staciondrni fazi
prostupuji odlisnou rychlosti. A¢koliv se mize jednat i o
relativné sofistikovanou metodu, v zékladni zjednodusené
sestaveé se da provést i s materialy dostupnymi doma. Bio-
slav si pohral se dvéma DIY variantami — jako stacionarni
fazi pouzil obyéejnou ¢tvrtku vytrzenou ze skicaku a bilou
Skolni kiidu (u té dosahl o néco lepsich vysledki). Jako
eluent pouzil v obou pripadech 93% ethanol.

e Na kiidy i ¢tvrtku naznacil (1,5 cm od kraje) oby-
¢ejnou tuzkou startovni ¢aru, na kterou pak kapatkem
nanasel v nékolika vrstvach barevné extrakty (nanesl
vrstvu extraktu, nechal jej zaschnout a opét pokracoval
v pifidavani dalsi vrstvy). Ptipravené vzorky odpovi-
daly obrazku 12.

<7

y

Obr. 12: Staciondrni faze s nanesenymi extrakty.

® Na dno velké sklenice Bioslav nalil tolik ethanolu, aby

po vlozeni vzorkid jeho hladina dosahovala tésn¢ pod
startovni ¢aru.

Pripravené ctvrtky a kiidy vlozil do sklenic s alkoho-
lem a nechal chromatografii vyvijet (viz obr. 13),
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dokud eluent nevyvzlinal kousek pod okraj stacionarni
faze. Nenechal jej vzlinat az na samy konec.

Ctvrtky a kiidy vynal ze sklenic, pozna¢il si tuzkou
¢elo chromatogramu (vySka, kam az dosahl eluent) a
nechal je dikladné vyschnout.

Zméfil pozici barevnych zoén a pro kazdou si zazna-
menal retencni faktor.

— Stacionarni faze =

1~ Celo chromatogramu]

j—Rlzné barevné zény
s pigmenty

Start — |

Ethanol —— |

Obr. 13: Bioslaviiv experiment — vyvijeni chromatogramu.

Vysvétli, co je to retencni faktor. Pro¢ Bioslav zazna-
menaval retencni faktory pro dané pigmenty; nestaci
udavat jen absolutni vzdalenost zény od startu?

Na jakych faktorech retencni faktor pro danou latku
muze obecné zaviset? Uved alespon 4 piiklady. Ne-
musi§ se omezovat pouze na zakladni chromatografii
dle Bioslava, ale inspiraci mtze$ Cerpat i v sofisti-
kovangjsich chromatografickych separacich.

Nyni je fada i na tobé, proved’ vlastni experimenty, v§e
zaznamenej do protokolu a nezapomei v protokolu
zodpovédét niZze uvedené otazky.

a. Vyber si 3 libovolné vzorky rostlinnych materiald, o
nichz se domnivas, ze jsou fotosynteticky aktivni. Z
kazdého vzorku vytvor extrakt barviv. Mizes se ne-
chat inspirovat Bioslavem, nebo si svilj postup mutizes$
né&jak vylepsit (napf. pouziti jiného rozpoustédla nez
ethanolu, jiny postup extrakce, dalsi aditiva). Kazdy
vzorek se pokus alespoii jednou chromatograficky roz-
délit.

Vyfot' ¢i nakresli sviij chromatogram. Jaké zény na
ném lze rozlisit? Pokus se urcit, o jaké pigmenty (i
skupiny pigmentil) by se mohlo jednat a napis, jak jsi
ke svym zavérim dosel.

Jaké funkce dané pigmenty maji v kontextu fotosynté-
zy? Byla v nékterych vzorcich pfitomna barviva, ktera
s fotosyntézou nesouviseji? Pokud ano, uved’, k ¢emu
jinému je rostlin€ uzite¢né takové pigmenty mit.

Pokus se vypocitat retencni faktory jednotlivych zon
(je mozné, ze zoény budou spi§ rozmazané, SirSi, ne-
jasné nebo se mohou i ¢astecné piekryvat, ale pokus se
oto ).

Byly mezi zkoumanymi vzorky né&jaké rozdily?

BONUS: Bioslav vzal své “neviditelné pero” s UV diodou a
prave timto svétylkem posvitil na extrakt barviv v ethanolu
(Gplné stejné funguji i rizné jiné zdroje UV/fialového svétla).
Co Bioslav pozoroval? Jak se tento jev nazyva a ktery pig-
ment (skupina pigmenti) je za n¢j zodpovédny?
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Uloha 5 (serialova): Za novym domovem
Autor: Tereza Stochlova
Pocet bodi: 22

V predchozich dvou dilech letosnich seridlovych uloh jste se
zaméfili na migraci tak, jak je klasicky definovana — tedy jako
opakovany, periodicky tah zjednoho mista na druhé a pak
zase zpét. Migraci lze ovSem chapat také v SirSim slova smys-
lu, jako Sifeni jedinci na nova tzemi. Nutno podotknout, ze
v tomto piipadé panuje zna¢na nejednotnost v terminologii a
takovyto presun jedinci se da oznacit také jako disperze nebo
rozptyl, ptipadné migralita. V kazdém ptipadé se v§ak samot-
ni jedinci podnikajici toto st€hovani oznacuji jako migranti,
v tom uz se nazvoslovi shoduje.
Emigrace a imigrace jedincti z a do populaci jsou vedle natali-
ty a mortality hlavnimi procesy, které ovliviiuji populacni
dynamiku. V pfipad¢, Ze se dany druh vyskytuje ve fragmen-
tovaném, heterogennim prostfedi, miZe mit migrace mezi té-
mito lokalitami jesté vyznamngjsi vliv. Poté na tyto lokalni
populace koukame jako na celek a oznacujeme je souhrnné
jako metapopulaci.
Termin metapopulace, ktery pouzil poprvé v roce 1969 Ri-
chard Levins, tedy popisuje soubor mensich (sub)populaci,
které jsou propojeny migrujicimi jedinci. Podstatné je, Ze sem
zahrnujeme 1 ta stanovi$té, ktera jsou pro dany druh vhodna,
ale na kterych se v soucasné dobé nevyskytuje. Populace
vSech druht totiz v ¢ase fluktuuji (pocet jedinct se zvysuje a
zase snizuje), a tak je bézné, ze nékteré lokalni populace vy-
hynou, zvlast’ pokud jsou malé. Po néjakém case se zde druh
ale mizZe usidlit znovu. Pro metapopulaéni strukturu je tedy
typické, Ze se osidleni jednotlivych stanovist’ (neboli plosek)
postupné méni — na nékterém misté druh vymizi, pak se na
toto misto ale rozs§ifi jedinci odjinud a populace zde zase
vznikne, mezitim vyhyne na jiném mist¢ a tak dale.
Abychom mohli uspofadani populaci oznacit za metapopula-
ci, je tedy dulezité, aby od sebe byly jednotlivé subpopulace
oddéleny nevhodnym prostiedim, kde dany druh nezije, ale
zaroven jsou jedinci schopni pfes n€j migrovat z jedné subpo-
pulace do druhé. Kazda lokalni populace zaroven také muze
vymfit, a to véetné té nejveétsi. Aby metapopulace vSak byla
udrzitelna, nesmi se toto stat vSem subpopulacim najednou,
ale rizn¢ v Case alespon Casteéné nezavisle na sob¢.
1. Podivejte se na nasledujici obrazky (obr. 14). Které z nich
zobrazuji metapopulaci a které nikoliv? Vysvétlete, proc.
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- &» ‘-
c/ ©

@
~O

O

Obr. 14: Ruizné populacni struktury. Osidlené plosky jsou vyznaceny Sedé,
neosidlené bile. Sipky naznacuji migraci.. Upraveno dle Ariey et al. (2003)

Pfi modelovani metapopulaéni dynamiky pocitame se tfemi
zakladnimi parametry: mirou kolonizace (M), mirou extinkce
(E) a proporci osidlenych plosek (p). Pfitom chceme sledovat,
jak se proporce osidlenych ploSek méni v ¢ase (¢). Mira kolo-
nizace urcitou dobu roste s poctem osidlenych plosek, protoze
vice subpopulaci znamena vice migrantii. Postupem ¢asu vSak
zac¢nou dochazet vhodna stanoviste, ktera by se dala osidlit, a
tak mira kolonizace zase zacne klesat. Pro vypocet miry kolo-
nizace zavadime tedy jesté¢ konstantu, koloniza¢ni parametr
(m). Mira extinkce naopak roste pfimo imérné s poétem osid-
lenych plosek, protoze ¢im vice subpopulaci existuje, tim vice
jich miize vymiit. Pro vypocet miry extinkce zavadime ob-
dobné extinkéni parametr (e). VSe si mizeme matematicky
shrnout v nasledujicich rovnicich:

dp
—=M-E
dt
e Tato rovnice tedy fika, ze mira zmény osidlenych plosek
v Case zavisi na mife kolonizace a mife extinkce.

M=mp(1- p]

E=ep
e Tyto dvé rovnice ukazuji, jak vypocitame miru kolonizace
a miru extinkce. Jak jsme si fekli vySe, mira kolonizace
zavisi kromé poctu osidlenych plosek také na ploskach ne-
osidlenych (1 —p), protoze pokud je neosidlenych
stanovist’ malo, neni co kolonizovat.

P p(1-p)-e
dr p pl—ep

® Po dosazeni do plvodni rovnice dostavame puvodni
Levinstiv model pro dynamiku metapopulaci.

Pokud je metapopulace v rovnovaze, mira kolonizace a mira

extinkce se sob& rovnaji. Koloniza¢ni a extinkéni parametr

jsou konstanty, a to, zda je extink¢ni parametr vétsi nebo

mensi nez koloniza¢ni, ovliviiuje osud celé metapopulace.

2. Podivejte se na graf (obr. 15). Co se stane, pokud je ex-
tink¢ni parametr vétsi nez kolonizacni parametr?

Mira kolonizace M
Mira extinkce E

Proporce p

Obr. 15: Graf popisujici zavislost miry kolonizace (plna cdra) a miry ex-

tinkce (preruSovand cara). Ekvilibridlni proporce osidlenych plosek pro

dany pomeér e a m, kdy je metapopulace stabilni, je oznacena p*. Podle
Tkadlec (2008).
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3. Pii jaké velikosti proporce osidlenych plosek p je mira ko-
lonizace M nejvyssi?

Je ovSem tfeba mit na paméti, Ze tento zakladni model je
znacné zjednoduseny a nepocita s vlivy, které v pfirode realné
pozorujeme, jako napiiklad to, Ze populace nejsou rovno-
cenné, kazda je jinak velkd, jsou od sebe rtizn¢ vzdalené

vvvvvv

tyto a dalsi charakteristiky zakomponovany.

4. Jak bude velikost plosky a jeji vzdalenost od ostatnich
ovliviiovat miru kolonizace a extinkce? Kdy bude kolo-
nizace ¢i extinkce mensi a kdy naopak poroste v zavislosti

na obou uvedenych parametrech?

Podivejte se na nasledujici obrazek 16. Pfedstavte si, ze
mame luéni druh hmyzu, ktery se vyskytuje na stanovisti
oznaceném jako ,start”. Stanovisté 1, 2, 3 a 4 oznacuji dalsi
vhodné lokality. Mezi stanovisti ,.start” a 4 se vyskytuje les,
mezi ostatnimi stanovisti ne.

5. Na které¢ znasledujicich stanovist bude nejvétsi mira
migrace? Setfad’te a vysvétlete, proc.

o

Obr. 16: Hypotetické rozlozeni vhodnych stanovist pro lucni druh hmyzu.

Na nasledujicim vyzkumu si ukazeme, jak mize byt metapo-
pulacni dynamika slozita. Moilanen et al. (1998) sledovali vy-
voj metapopulace pistuchy Ochotona princeps (obr. 17). Sle-
dovana metapopulace mohla byt rozdélena na tii skupiny, pfi-
¢emz kazdd znich vykazovala jinou proporci osidlenych
plosek a populac¢ni dynamiku. Ta byla nasimulovana pomoci
modelt, a to jednak pro kazdou skupinu zvlast, jednak pro
celou metapopulaci dohromady. Vysledky souhrnné ukazuje
obrazek 18.
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Obr. 17: Pistucha (Ochotona princps). Prevzato z google.com.

Popiste grafy z obrazku 18 (na dalsi strance).

a. Ktera skupina lokalit byla nejhustéji osidlena?

b. Jaky trend vykazovala jizni skupina lokalit od roku
1972 do roku 1991?

c. Jak by se zménila dynamika metapopulace, pokud by
jednotlivé skupiny nebyly propojeny migraci?

Jak zni odborny anglicky termin pro situaci, ve které

migranti z jedné subpopulace zachrani druhou subpopula-

ci pred vymfenim?

Souvisejicim terminem je jesté tzv. source-sink dynamika.

Vysvétlete, tak tento typ dynamiky funguje. Ktera varianta

(a, b, c, d) z obrazku 14 tuto situaci zobrazuje?

Kromé pistuch se v pfirodé s metapopulacni strukturou setka-
me u mnoha druhll organismt, typicky u rGzného hmyzu,
Casto u motyld, dale naptiklad u riznych obyvatell tini, jako
jsou perloocky nebo skokani, a mnohych dalsich.

9. Najdéte tfi vyzkumy, které se zabyvaly metapopulacni
strukturou rtiznych druhd. V odpovédi vzdy uved’te jméno
druhu a citaci ¢lanku. (Pf. citace: druh — jméno autora,
rok)

Naopak u velkych, dlouhovékych druhi ¢asto metapopulaéni
strukturu nepozorujeme, nebo ji pfinejmen$im nejsme
schopni prokazat.

10.Pro¢? Zamyslete se nad zékladnimi charakteristikami
metapopulace.

U rostlin je v mnohych pfipadech situace jesté kompli-
kovangjsi. Na urcité lokalité totiz muze populace daného
druhu rostliny vyhynout a za nékolik let se zde opét objevit,
pfesto nemlzeme s jistotou fict, Ze se jedna o migranty z jiné
plosky, a tedy se jedna o metapopulaci.

11. Jak je to mozné?

Jak tedy rozpoznat metapopulaci v realu? Metod je samoziej-
mé hned néekolik a v praxi se rizné kombinuji. Jednou z nich
je metoda zpétnych odchytt (také capture-mark-recapture),
pfi niz se odchytavaji jedinci, ktefi se oznaci a vypusti zpét.
Poté nasleduje dalsi faze odchytt, kdy se zaznamenava, kolik
z chycenych jedinct jiz bylo oznaceno. Tato metoda se pouzi-
va pro urcovani velikosti populace, ale Ize ji vyuzit i pro po-
tvrzeni migrace mezi lokalitami a urceni jeji miry. Dalsi
moznosti je sledovani pomoci telemetrie — tedy zndmé vysi-
lacky a ,batlizky®, pfevazné u vétsich zvirat. Nejspolehlivejsi
jsou pak nejspi§ genetické metody, které nam spolehlivé
feknou, zda a jak moc mezi danymi populacemi probiha tok
gend.

Vsechny tyto informace o ekologii a genetice dané¢ho druhu
jsou pak vyuzivany v ochran¢ pfirody, a to n¢kolika zptisoby.
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Obr. 18: Metapopulacni dynamika americké pistuchy (Ochotona princeps) v Bodie, Kalifornii. (a) Relativni poloha (vzdalenost od jihovychodniho bodu

studované oblasti), priblizna velikost (jak ukazuje velikost bodii) obyvatelnych lokalit a osidleni (jako podil P) v severni, prostiedni a jizni skupiné plosek

v letech 1972, 1977, 1989 a 1991. (b) Dynamika tii skupin, kdy kazda skupina je simulovana samostatné. Zde je zobrazeno 10 opakovani, lezi pres sebe.
Kazdé zacalo daty aktudlnimi pro rok 1972. (c) Simulace shodna s (b), ale provedena s metapopulaci jako jednim objektem. (Moilanen et al. 1998)

Prevzato z Townsend et al. (2003)

Jednak diky studiu metapopulaci vime, Ze pro druhy s touto
strukturou jsou dulezitd i ta stanovisté, ktera jsou v sou-
Casnosti neosidlena. Je tedy dilezité chranit i je.

12.Jak se v ochran¢ pfirody nazyva metoda propojeni jednot-

livych lokalit, tak, aby mezi nimi mohlo probihat Sifeni je-
dincu?

Také na zakladé genetickych vyzkumu zjistime, zda mezi
jednotlivymi populacemi probiha (¢i v nedavné minulosti pro-
bihala) vyména gend, a pokud ne, umélému propojovani téch-
to populaci radéji zabranime.

13.Pro¢? Co by se mohlo stat, pokud by se spolu smichaly

dvé neptibuzné populace druhu?

S tim souvisi jesté posledni véc, kterou v této uloze zminime.
Predstavte si dvé populace druhu propojené migraci. Z néja-
kého divodu vsak najednou mezi t€émito populacemi jedinci

migrovat piestanou — vznikla zde né&jaka bariéra a jedna z po-
pulaci je tak kompletné izolovana od zbytku.

14. Co se s touto populaci muze stat? Uved'te dvé varianty.
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