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Obidve praktické ulohy su pripravené na 90 minut, na test odporu¢ame 90 minut .
Max. pocet bodov za test je 90 a za kazdu prakticku ulohu je max. pocet 45 bodov.
Uspesny riesitel musi mat' nad 50 % bodov.

Prakticka uloha €. 1.
Autor: Mgr. Filip Cervenak
Recenzia: Bc. Jaroslav Ferenc

Téma : Molekularna biolégia

1. Ktory enzym si vyberiete na Stiepenie vzoriek, ak si mbézete vybrat pre obe vzorky iba
jeden zo Stvorice BamHI, EcoRlI, Hindlll a Xhol, a zaroven chcete vzdy pozorovat viac ako 1
fragment? Pri svojom rozhodovani berte do uvahy informacie z plazmidovych map na druhej
strane.

Uvedenym kritériam zodpoveda iba enzym Hind lll
Spravna odpoved’: 2 body

2. Kolko a akych velkych fragmentov oakavate po Stiepeni v pripade, ze Stiepite plazmid
pBIO1, resp. pBIO2?

Fragmenty pBIO1: 358, 465, 7186 bp celkovy pocet: 3

Fragmenty pBIO2: 747,887, 2193, 5105 bp celkovy pocet: 4

Kazda spravna odpoved’ 2 body, spolu 8 bodov

3. Enzymy pouzivané na Stiepenie plazmidov su vo vacSine pripadov izolované z r6znych
druhov baktérii. Takmer vSetky vykazuju najvy3siu enzymovu aktivitu pri 37°C. Preco?

PretoZze su vacsSinou izolované z baktérii, ktorych optimalna teplota pre metabolizmus
a enzymovu aktivitu je odvodena od teploty tela teplokrvnych organizmov. Ta je vo vacSine
pripadov 37°C.

Spravna odpoved’: 2body

4. Na obrazku je schematicky znazorneny ukazovatel molekulovej hmotnosti, ktory sme
pouZili v naSom experimente. Je tvoreny fragmentmi DNA definovanej velkosti, ktoré sa
pocas elektroforetického delenia rozmiestnia od najvacSieho po najmensi. Zakreslite pod
nazvy jednotlivych plazmidov, kde oCakavate, Ze sa budu nachadzat fragmenty DNA,
ziskané ich Stiepenim.
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Fragmenty su znazornené v obrazku.
Kazdy spravne uréeny band 1 bod, spolu 7 bodov

5. Ak by ste elektroforézu nechali zapnutu vyrazne dlhSie ako je predpisané, akd zmenu
pozorovania, popisaného v predoslej ulohe, by ste mohli o¢akavat™?

Mohli by sme ocakavat, ze najkratSie fragmenty prejdu celym gélom a vyplavaju do timivého
roztoku. Nasledkom toho by sme na odfotenom obrazku tieto fragmenty nevideli.
Spravna odpoved’: 2 body

6. Niektoré plazmidy je mozné pouZit na konstrukciu genetickych map. V procese
bakteridlnej konjugacie su za pomoci plazmidu v niektorych pripadoch gény kopirované a
prenasané z jednej bunky do druhej spdsobom ilustrovanym na obrazku. Vaésinou sa vSak
bunkam nepodari preniest vSetky gény, ale iba usek DNA, obsahujuci niekolko susediacich
génov.

Analyzou takychto prenesenych usekov ste identifikovali poradie génov, obsiahnutych
v tychto usekoch a nasledne sa pokusSate urcit poradie vSetkych uvedenych génov. Aké bude
ich poradie, ak sa vam podarilo experimentalne ziskat nasledovné useky?

Poradie: MYSKOLACI, alebo iné poradie, vyplyvajuce z kruhovej podstaty molekuly
Spravna odpoved’: 2 body




7. Kazdé vlakno DNA ma 2 konce. Jeden je oznaCovany ako 57, druhy ako 3°. Zaroven plati,
ze dve komplementarne vlakna su k sebe vzdy opacne otocené (jedno je 5°-> 3°, druhé 3'->

5, pozri obrazok).
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NavySe, vieme, Ze Stiepiace enzymy Stiepia iba palindromatické sekvencie (j. také, ktoré je
mozné precitat v smere 5" -> 3" na obidvoch vlaknach DNA rovnako). Do vyzna€enych poli
doplrite komplementarne sekvencie a zakruzkujte, ktora =z uvedenych sekvencii je
palindromaticka. Pozn.: ako vyplyva z obrazka, v dvojvlakne DNA sa adenin (A) paruje
s tyminom (T) a guanin (G) s cytozinom (C).

"ATTTTA S
"TAAAAT 5°
"TGCCGT 3°
"ACGGCAS’
"TGATCA 3’
"ACTAGT 5’
"ACCCGT 3’
"TGGGCA 5’

WO WO wol wom

Kazda spravne doplnena sekvencia 1 bod, spravne zakruzkovana odpoved’ 2 body,
spolu 6 bodov

8. Plazmidy patria medzi najpouzivanejdie nastroje na vnaSanie génov, pochadzajucich
Z jedného organizmu, do iného organizmu. Aby tento systém fungoval, je potrebné (podobne
ako vnaSom experimente) Stiepit kruhovi molekulu plazmidu Stiepiacim enzymom
a nasledne do vzniknutej medzery viozZit poZzadovany usek DNA. Plazmid a vlozena DNA su
na zaver pevne spojené inym enzymom. V su€asnosti su plazmidy upravované tak, ze
vacsina Stiepiacich enzymov (na rozdiel od naSho experimentu) Stiepi plazmid iba v jednom
mieste. Preo?

PretoZze keby postiepili plazmid na viacerych miestach, bolo by velmi nepravdepodobné, Ze
sa za pomoci enzymu jednotlivé fragmenty spolu s vnasanou DNA pospajaju a vytvoria opat
funkény plazmid, ktory by bolo mozné vniest do buniek.

Spravna odpoved’: 2 body




9. V bunkach mikroorganizmov sa okrem plazmidov nachadza aj d'alSia DNA, ktora je
zakladom pre vznik chromozomu. NapiSte asponi 3 rozdiely medzi eukaryotickymi
chromozémami a plazmidmi.

Eukaryotické chromozémy su omnoho vacésie molekuly, su linearne, nachadzaju sa vacésinou
v_ mensSom pocte kopii, ich replikacia je striktne dana bunkovym cyklom
Kazdy spravne uvedeny rozdiel 1 bod, spolu 2 body

10. Plazmidy prechadzaju z jednej bunky do druhej v procese konjugacie, ktory je riadeny
génmi nachadzajucimi sa na plazmide, aj na chromozémoch. Existuju vSak aj Castice,
obsahujuce DNA, ktoré prenikaji do buniek samostatne asu schopné dramaticky
ovplyvnovat ich metabolizmus. Ako sa tieto astice nazyvaju? Uved'te jeden priklad.

Virusy, viroidy, fagy, bakteriofagy
Spravne uvedeny priklad: 2 body

11. Vysledok experimentu

Vzorka A obsahovala plazmid pBIO1
Vzorka B obsahovala plazmid pBIO2
Jeden spravne identifikovany plazmid 5 bodov, spolu 10 bodov

Spolu maximalne 45 bodov

Prakticka uloha ¢.2.
Autor: Bc. Jaroslav Ferenc
Recenzia: Mgr. Tomas Augustin

Téma: Imunolégia — nesSpecificka imunita

Nakres

Zakreslite jeden amébocyt a jeden granulocyt. PopiSte pozorovatelné Struktury.

vybezky jadro granuly

amébocyt granulocyt 4



Ak obrazok obsahuje Strukturu, ktord nie je mozné pozorovat, odpocitat 1b. Ak su vymenené
popisy buniek, odpocitat’ 2b. Ak je zly popis niektorej Struktury, odpocitat’ 1 b. Obrazok musi
byt dostatoCne velky, nakresleny ceruzkou s uvedenym zvaé3enim (okular x objektiv) a
popisom pozorovanych $truktdr. Ak nakres nespifia niektort z predchadzajicich podmienok,
odpocitat’ 1 b za kazdu. Minimalne 0 bodov za ulohu.

MaXiMAINE ZA NAKIES.....ciieuireeiiieiirenssrrenrreasrrnsssrenssrensssrasssrensssresssrenssrrenssrenssssnnnns 10 bodov

1. Na zaklade popisu buniek v uvode ulohy rozhodnite, ktory typ imunitnych buniek dazdovky

ma najvysSiu fagocyticku aktivitu a vysvetlite svoju odpoved.

Amébocyty (2 b), pretoze vytvaraja vybezky (1 b), ktoré umoziujua pohltit
(internalizovat’) patogény (2b)

SPOIU Za QIO UL 5 bodov

2. Vysvetlite, ako mbze zivot Eisenia fetida v rozkladajucom sa organickom materiali suvisiet
s pozorovanim, Ze tato dazdovka ma SirSi repertoar imunitnych mechanizmov ako pribuzné

druhy Zijuce v péde.

Hnijuca organickd hmota obsahuje viac mikroorganizmov ako pdéda (2b), to znamena
aj zvysené riziko infekcie (2b).

L= oo LT[0 T 1] (o] o 1 PP 4 body

Predstavte si, Ze sa vdm podarilo indentifikovat’ tri proteiny (nazvime ich CCF, SP a FET)
v celdmovej tekutine E. fetida, o ktorych viete, Ze su spoloCne potrebné pre zabijanie
baktérii. Na zaklade vaSich predchadzajucich vysledkov ste zostavili hypotézu, podfa ktorej
sluzi protein CCF na rozoznavanie latok charakteristickych pre baktérie Ak sa na CCF
naviaze takato latka (napr. lipopoly-sacharidy — LPS), CCF spusti vylu€enie proteinu SP z

celédmocytov. SP potom aktivuje protein FET, ktory je toxicky pre baktérie.

3. Aby ste otestovali svoju hypotézu, urobili ste niekolko experimentov, v prvom z nich ste
pouzili celomovu tekutiny ziskanu z dazdoviek odberom pomocou injekénej striekacky. Tuto
celédmovu tekutinu ste rézne oSetrili (napr. odstranenim buniek, i pridanim LPS). Konkrétne
varianty experimentu su popisané v tabulke. Nasledne ste vo vzorkach sledovali pritomnost
proteinov CCF, SP a FET. Oznaéte v tabulke, &i v danych vzorkach ocakavate (+)

pritomnost spomenutych proteinov, alebo nie (-), ak plati uvedena hypotéza.



CCF SP FET
celdmova tekutina, z ktorej boli odstranené bunky, bez pridavku + - +
LPS.
celomova tekutina s bunkami, s pridavkom latky, ktora + + +
spbsobuje rozpad buniek. Bez pridavku LPS
celémova tekutina, z ktorej boli odstranené bunky, s pridavkom + - +
LPS
celomova tekutiny s bunkami a pridavkom LPS. Bunky boli + + +
odstranené 30 minut po pridani LPS
Kazda spravna odpoved’ 0,5 b
0] 0 Lo LU I T 1] [ o 1 PPt 6 bodov

4. V druhom experimente ste sa rozhodli purifikovat proteiny CCF, SP a FET. Preto ste

geny, ktoré ich koduju, exprimovali v kultire hmyzich buniek a z nich izolovali jednotlivé

proteiny. Nasledne ste testovali, ktoré z nich su samostatne, alebo v kombinacii toxické pre

baktérie Escherichia coli. Jednotlivé proteiny alebo ich kombinacie ste najskér inkubovali 30

minut pri 18 °C v pufri so zloZzenim zodpovedajucim celdmovej tekutine a nasledne ste k nim

pridali suspenziu baktérii. Po dal3ej inkubacii (2 hodiny) ste baktérie centrifugovali, premyli

vodou a vysiali na Petriho misky so Zivnym médiom. Nasledujuci den ste vyhodnotili

prezivanie na zaklade poctu vzniknutych kolénii (pozri graf v zadani). Oznacéte pre kazdé z

nasledujucich tvrdeni, i ho ziskané data podporuju (+) alebo nie (-).

Protein CCF sluzi na rozoznavanie patogénov.
Ziadny zo $tudovanych proteinov nie je samostatne toxicky pre E. coli.
Na zabitie buniek E. coli postacuje kombinacia proteinov SP a FET.

SP aktivuje FET tak, Ze s nim vytvara komplex.
SP aktivuje FET tak, Ze ho Stiepi a meni z neaktivheho proenzymu na aktivny enzym.

Ak k zmesi proteinov SP a FET priddme protein CCF, zvySi sa toxicita tejto zmesi
pre baktérie.

Samotny protein FET nie je pre E. coli toxicky preto, Ze tato baktéria bezne neinfikuje
dazdovky.

Vysledky experimentu nie su v rozpore s hypotézou uvedenou v ulohe 3.

Kazda spravna odpoved 1 b

T 10 LU 2= T 1] oY L 8 bodov

5. Oznacte (+) tie vlastnosti, ktoré by podla vas mali mat molekuly pouzitelné ako PAMP.

Vlastnosti, ktoré nie su vhodné pre PAMPs oznacte (-).




su esencialne pre prezitie patogénu +

su evoluéne konzervované a vyskytuju sa u SirSej skupiny patogénov +

su vysoko variabilné a charakteristické pre konkrétne patogény -

su produkované patogénom a aj jeho hostitelom
su produkované v neskorom $tadiu infekcie patogénom

su produkované vylucne hostitefom vtedy, ked nie je infikovany

Kazda spravna odpoved’ 1 b
E=7 o To T LU I T 1] [e Y o L1 PP 6 bodov

6. Okrem imunitnych buniek a molekul su organizmy chranené vo i infekcii aj prirodzenymi
bariérami, ktoré poskytuju tzv. pasivnu ochranu nezavisle na pritomnosti infekcie. U Cloveka
medzi takéto bariéry patria koZa a sliznice. NapisSte aspon tri mechanizmy, ktorymi tieto
bariéry brania infekcii. mechanicka bariéra (koza), produkcia sekrétov s obsahom
antibakterialnych latok (kozny maz, slzy, sliny, zaludoéna kyselina...), odstrafiovanie
cudzich ¢astic riasinkovym epitelom (placa), prirodzené spoloéenstva

mikroorganizmov, ktoré chrania voéi infekcii, ...
Kazda spravna odpoved’ 1b, uznané budi aj iné spravne odpovede

£=T o To Y [T T 1] o o L 3 body

7. Vo svojom preparate ste si iste vSimli aj zhluky celomocytov. NapiSte, ako mbéze byt
schopnost’ tychto buniek vytvarat' zhluky vyuZzita pri obrane proti mnohobunkovym parazitom
(napriklad hlistovcom). Aj ked’ tieto parazity nie je mozné fagocytovat, moézu byt

zneSkodnené imunitnymi bunkami, ktoré sa okolo nich zhluknu a vylu¢€ia toxické latky
SPOIU ZA UIONU......eeee e 3body
CELKOM 45 BODOV

Literatura:

Campbell, N. A,, Reece, J. B. (2006). Biologie. 1. vyd. Brno. Computer press

Sadava, D., Hillis, D., Heller, C., Berenbaum, M. (2011). Life — The Science of Biology. 9.
vyd. Sunderland. Sinauer Associates

MacPherson, G., Austyn, J. (2012). Exploring immunology: concepts and evidence. 1. vyd.
John Wiley & Sons.

Bilej, M., Prochazkova, P., Silerova, M., Joskova, R. (2010). Earthworm immunity. In:
Invertebrate Immunity (pp. 66-79). Springer US.




Test

B C E Body
1. X X 2
2. X 2
3. X 2
4. X 2
5. X 2
6. X 3
7. X 2
8. X X 3
9. X 2
10. X X 3
11. X X 2
12. I.B,C; ILLA 3
13. X X 2
14. X X 2
15. 1.1; 1l. A,B,D 4
16. A5 B3,6 C5 4
17. X 2
18. X X 2
19. X X 2
20. X 2
21. X 2
22. X X X X 2
23. stratégia oboch samcekov je rovnako Uspedna, kedze obaja a vychovaju po 12 mladat 2
24, I.B, Il.D 2
25. Ide o maternalny efekt na potomstvo. Fenotypovy prejav matky sa prenasa na 2
potomstvo cez produkty génovej expresie pritomné vo vaji¢ku. Preto ak je matka
heterozygotna v danom znaku, bude aj potomstvo niest takyto fenotypovy prejav.

26. Rozdielny mRNA splicing (zostrih) u jednotlivych kvasiniek. 2
27. V tomto pripade ide o vazbu génov. Gény su na rovhakom chromozéme v tak tesnej 2
blizkosti, Ze po€as meiotického delenia, takmer nedochadza k tvorbe rekombinantnych

gamét. Vysledkom je, Ze e8te aj v F2 generacii sa v genotype stale vyskytuju len
génove pary gamét rodicov, a teda AB, ab.
28. X 2
29. X 2
30. L-—AIl.-AIlll.-B,IV.-B,V-C 2,5
31. X X 2
32. X X 2
33. X 15
34. l. 62,5 3
1. 76,9
35. a) 450; b) A, B, C, 2
36. I. 1000 2
[I. Nenahodny odchyt prvej vzorky; zvierata ktoré sa uz raz chytili mézu byt 2
obozretnejSie; preferenéne sa mozu chytat menej pohyblivé zvierata atd'..
37. X X 2
38. X X 1
39. X X 2
40. X 2
Spolu 90
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