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D. NUKLEOVE KYSELINY
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Primarni struktura nukleovych kyselin
-struktura vazby nukleotidu: viz prezentace

Metody studia sekvence nukleovych kyselin:
Enzymy pouzivané k hydrolyze nukleovych kyselin (mohou byt specifické na DNA,
RNA, nebo bez specifity):

-Fosfomonoesterazy -
hydrolyzuji terminalni fosfatovou skupinu

-Fosfodiesterazy:
hydrolyzuji fosfodiesterovou vazbu:
exonukleazy (5°- exonukleazy uvolfuji 3P nukleosidy, 3’- exonukleazy
uvolfuji 5P nukleosidy)
endonukleazy uvoliuji oligonukleotidy, jsou obvykle substratové specifické
(deoxyribonukleaza, ribonukleaza)

-Polynukleotidkinaza: Fosforyluje volnou 5°OH skupinu pentézy pomoci ATP
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Maxam-Gilbertova metoda sekvenace nukleovych kyselin:

1. Oznadeni konce nukleové kyseliny pomoci ATP (**P)
2. Specificka chemicka hydrolyza v misté:
G: plsobenim DMS za tepla
G + A: pusobenim kyseliny a DMS
C: plsobenim hydrazinu v prostiedi 5 M NaCl
C + T: plsobenim hydrazinu
3. Elektroforéza ziskanych fragmentl za denatura¢nich podminek (rychlost migrace je
nepfimo umérna poctu nukleotidu)
4. Skenovani gelu na fosfoimageru (detekce radioaktivity)

Dnes jiz automatické sekvenatory v servisnich laboratofich (kapilarni elektroforéza
s laserem indukovanou fluorescenci)

Sekundarni struktura DNA

Zakladni strukturou DNA je dvojita Sroubovice stabilizovana vodikovymi vazbami mezi
A-T a G-C.

Zakladni dvojita Sroubovice (B-DNA) obsahuje 10 pb na jednu otacku a vzdalenost
mezi dvéma nasledujicimi pb je 0,34 nm.

Meéné bézné typy:

A-DNA Sroubovice obsahuje 11 pb/otacka a vzdalenost mezi sousedni bazemi je 0,23
nm.

Z-DNA Sroubovice obsahuje 12 pb/otaCka a vzdalenost mezi sousednimi pb je 0,38 nm.
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Geneticky kdd mRNA prokaryot:

g Phe ey Ser Al Tyr Gl Cys
Juc cc Jac G
A, Leu A Ser LA A G2
UG (Hloge AG (Elele Trg
cuu Leu cou Prao Cal Hiz CGU A
cCuc CoC CAC CGEC
CUA Leu CoA P ra CAL ZIn CEA Ay
CUG CCG CAG CEG
Al = AclU Thr A8 Azn AL Ser
AL ACC AR AGC
AL, = A A, Thr Aan, Lys AR Ay
AlG b et ACG AR AGG
Gu al GCu Ala Gal kel elelll Gily
GUC GO GAC eleln
GA Wal GCA Al GAL Zlu GG Gly
GG GCG GAG GGG

1. Napiste vzorce adeninu, nukleosidu a nukleotidu od ného odvozeného.

2. Roztok obsahujici AMP a GMP mél absorbanci Azsp = 0.652 a Azsp = 0.284, vypoCitejte
koncentraci AMP a GMP v roztoku, jestlize pro AMP je ¢ pii 260 = 15.4 x 10° M".cm™, ¢
pfi 280 = 2.5 x 10° M".cm™. Pro GMP ¢ pii 260= 11.7 x 10> M".cm™, ¢ p¥i 280 = 7.7 x
10°M".em™.

3. Napiste uplnou strukturu ribodinukleotidu a deoxyribodinukleotidu sloZzeného z A a C.

4. VVypocitejte primérnou molekulovou hmotnost jednoho nukleotidového zbytku DNA a
RNA, za predpokladu, ze baze jsou pfitomny v ekvimolarnich koncentracich.
Nezapomerite na kondenzaci vody pfi vytvoreni esterové vazby!

(Molekulové hmotnosti slozek: A = 135, G =151, C =111, U =112, T = 126, ribdza
150, kys. fosfore¢na = 98).

5. Schematické znazornéni sekvence RNA (zapsano od volného 3' konce k 5' konci) je
nasledujici:
UpCpUpApGpAp

Napiste produkty hydrolyzy této RNA pomoci nasledujicich enzymu:

a) fosfomonoesteraza

b) fosfodiesteraza hadiho jedu (3°- exonukleaza)

c) fosfodiesteraza ze sleziny (5°- exonukleaza)

d) ribonukleaza T1 (hydrolyza v misté G, vznik 3°P oligonukleotidu)

e) ribonukleaza U2 (hydrolyza v misté A nebo G, vznik 3P oligonukleotidu)
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6. Oligonukleotid pochazejici z DNA ma nasledujici sekvenci (zapsano od volného 5'
konce k 3' konci):
pApCpTpTpApG

5 terminalni nukleotid byl oznaden %2P. Jaké oligonukleotidy ziskame po
pusobeni fosfodiesterazy hadiho jedu (viz vy$e). Které z nich budou znageny *?P?
Které oligonukleotidg/ ziskame hydrolyzou pomoci deoxyribonukleazy Il a které z nich
budou znadeny %P (deoxyribonukledza Il je endonukleaza uvoliiujici 3P
oligonukleotidy).

7. Oligoribonukleotid X je sloZen z nasledujicich bazi: 2A, 2C, U, G.

a) po pusobeni fosfodiesterazy z hadiho jedu se po kratké dobé uvolni pC.

b) hydrolyzou pomoci pankreatické ribonukleazy ziskanme C, dinukleotid obsahuijici A a
C a dale trinukleotid obsahujici A, G a U.

(penkreaticka ribonukleaza je endonukleaza a plsobi v misté C a U za vzniku 3'P
oligonukleotidu).

c) hydrolyzou pomoci ribonukleazy T2 (hydrolyza v misté A za vzniku 3P
oligonukleotidll) ziskame pAp, dinukleotid obsahujici U a C a trinukleotid obsahujici A,
GaC.

UrcCete sekvenci oligoribonukleotidu

8. Udejte sekvenci oligodesoxyribonukleotidu stanovovanou Maxam-Gilbertovou
metodou. Na fosfoimageru byl ziskan nasledujici obraz:

G+A G C+T C

start
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9. Pri replikaci fetézce DNA --AGCGTAG-- byl vytvofen komplementarni fetézec. NapiSte
jeho sekvenci. Jaka bude sekvence mRNA vytvorena pfi transkripci?

10. Napiste sekvenci komplementarni k uvedenému fetézci DNA, vyhledejte useky
obsahujici palindrom.

al GATCAA, b/ TGGAAC, c/ GAATTC, d/ ACGCGT, e/ CGGCCG, f/ TACCAT

11. Vypoditejte molekulovou hmotnost jednoho primérného paru bazi (molekulova
hmotnost A = 135, T = 126, G = 151, C = 111, deoxyribéza 134, kys. fosforeCna 98.
Nezapomernte na odStépeni vody pfi tvorbé esterové vazby). Jaka je molekulova
hmotnost molekuly DNA o délce 1 um v Da a hmotnost v gramech? (vzdalenost mezi
dvéma nasledujicimi pb je 0,34 nm, relativni molekulova hmotnost jednoho paru bazi je
v priméru 617,5)

12. Jaterni burika krysy obsahuje 10" g DNA. Tato DNA je rovhomérné rozdélena do
42 chromosomu burniky.

a) Jaka je molekulova hmotnost DNA (1 chromosom obsahuje jednu molekulu DNA).

b) Vypoditejte pocet parl bazi DNA obsazené v jednom chromosomu a jeho délku
(vzdalenost mezi dvéma nasledujicimi pb je 0,34 nm, molekulova hmotnost jednoho
paru bazi je v priméru 617,5).

13. Molarni sloZeni guaninu + cytosinu v DNA urcité bakterie je 67,2%. Jaky je pomér
mezi purinovymi a pyrimidinovymi bazemi? Jaké je molarni slozeni v procentech
jednotlivych bazi této DNA.

14. Pfi analyze byla zjisténa zména v aminokyselinovém slozeni bilkoviny, jejiz gen byl
mutovan. Vyberte z nasledujicich zmén ty pfipady, které jsou vysledkem mutace
provedené zménou jedné baze.

Phe »> Leu Lys >Ala Ala—Thr Phe >Lys Ille— Leu

His > Glu Pro — Ser

15. DNA faga lambda vznikla deleéni mutaci ma délku 13, 6 um namisto 16, 49 um.

a) Vypocitejte, kolik pb tomuto mutantovi chybi

b) Jaky je rozdil v molekulové hmostnosti a hmotnosti v gramech obou DNA

c) Cast, u které byla provedena delece odpovida sekvenci kodujici protein P. Jaka je
molekulova hmotnost tohoto proteinu. Primérna molekulova hmotnost aminokyseliny je
140.

16. Smés nukleosidtrifosfatd znadenych **P na v-fosfatu byla inkubovana
s RNApolymerazou: Po urcCité dobé byla zjiSténa inkorporace 100 molekul znaceného
fosfatu do vysledného produktu. Tentyz pokus byl proveden se smési
nukleosidtrifosfatt znadenych na fosfatu «. Byla zji$téna inkorporace 3.10* molekul

fosfatu do znaceného produktu.
6
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Jaky pocet fetézcu RNA byl syntezovan a jaka je jejich praimérna délka?

17. Aminokyselinova sekvence C-terminalni oblasti bilkoviny a odpovidajici kodujici
sekvence DNA jsou nasledujici:

Phe —Glu —lle —Leu —Glu —Arg —Arg

TTT GAG ATT CTG GAG CGG CGG

Popiste mutace, které by mohly vnést do této sekvence restrikCni misto TT/CGAA

a jiné restrikéni misto A/GATCT a to za podminky, Ze nedojde ke zméné sekvence
aminokyselin ve vzniklém peptidu.

18. DNA bakteriofaga ma nasledujici slozeni bazi: C 19%, A 25%, T 33% a G 23%.

a) Co je na této DNA neobvyklé a ¢im se da jeji struktura charakterizovat

b) Tato DNA byla pouzita jako matrice in vitro pfi reakci katalyzované DNA
polymerazou. Jaké bude slozeni bazi této nové syntezované DNA?

c) pokud by mnozstvi nasyntezované DNA bylo stejné jako je mnozstvi matrice, jaké je
celkové slozeni bazi (to je DNA matrice + DNA syntezované in vitro)

d) mRNA syntezovana jakozto odpovéd na infekci fagem ma nasledujici slozeni: C
18%, A 25% U 34% G 23%. Ktery fetézec DNA byl pouZit pro syntézu RNA?

19. Byla provedena syntéza polynukleotidu mRNA in vitro za pouziti 90% UTP a 10%
CTP. Tyto polymerni molekuly byly poté pouzity pro syntézu polypeptidu za pfitomnosti
vSech 20 t-RNA. Syntezované polypeptidy byly hydrolyzovany a jejich celkové
aminokyselinové sloZeni bylo nasledujici: 81% Phe, 1% Pro, 9% Ser, 9% Leu.
Vypocitejte frekvenci vSech kodonu a zdlvodnéte odpovidajici aminokyselinové slozeni
polypeptidu.

20. Pfi pokusu byla enzymové pfipravena glutaminyl-tRNA znaena na glutaminu. Poté
byla tato latka chemicky desaminovana za vzniku glutamyl-tRNA. Tato tRNA byla
pfidana do bezbunécné smeési pfipravené z E. coli a zbavené mRNA. Ke smési byl
pfidan uméle pfipraveny polymer obsahujici ekvimolarni koncentraci G a A. Kolik
procent glutamatu bude obsahovat syntezovany polypeptid?

21. Pfi stanoveni primarni struktury enzymu bylo zjiSténo, Ze se sklada z 250
aminokyselin. Jaky je minimalni pocet nukleotidu strukturalniho genu tohoto enzymu?
Pfi bodové mutaci tohoto strukturalnino genu doSlo k nahradé jednoho serinu
glutamatem. Tento fakt se projevil ztratou enzymové aktivity. Co z tohoto faktu Ize
vyvodit?
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G. REDOXNi REAKCE

Pro redukci latky obecné plati
[ox] + e < [red]
tento déj charakterizuje redoxni potencial E’ (v biochemii definovan pfi pH 7)

RT [ox]

E'=E° 4 -—In
nF [red]
standardni aktualni

redox pot.  koncentrace slozek
Pravidlo: Tabulkova hodnota redoxniho potencialu vzdy odpovida sméru redukce dané
slozky. Hodnota redoxniho potencialu pro smér oxidace ma opacné znamenko.
F = 96500 C.mol'R; R = 8,314 J.K".mol”

Reakce mezi dvéma redoxnimi systémy:

(ox)1 + (red); < (red)q + (0x)2
Pokud je systém v rovnovaze, plati AG" ' =0a E«=E;

' RT [ox4] ~ RT  [ox2]
E° 1+ - [ E— =E° 2+ ——mm In -——-----
nF [red4] nF [redy]

] ] RT [OX2] [red 1 ]
EO1 -E° 2 = In
nF [redz][ox4]

[oxo][red4] , ~ RT
Keq= """""""" => EO1'E02= """" |n Keq
[ox4][red2] nF

AG®= - RT In Kgq

, . AG®
EO 1- Eo 2= ————
nF

AG®” = -nF AE®”
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Tabulka. Hodnoty standardnich redoxpotencialt nékterych dulezitych redoxnich paru pfi
pH 7:

oxidovana/redukovana forma E° [V]
acetat/acetaldehyd -0,580
NAD*/NADH -0,320
NADP*/NADPH -0,324
acetaldehyd/ethanol -0,197
pyruvat/laktat -0,185
oxalacetat/malat -0,166

ubichinon/ubihydrochinon +0,100
2cyt b(ox)/2cyt b(red) +0,030
fumaran/jantaran +0,031
2cyt c(ox)/2cyt c(red) +0,235
2cyt a(ox)/2cyt a(red) +0,385
Y2 Oz /IH20 +0,816

1. Vypoéitejte redoxni potencial E* smési NAD/NADH, je-li koncentrace NAD 1 mmol.I”,
NADH 10 mmol.I".

2. Srovnanim standardnich redox potenciald urCete, zda reakce bude mit tendenci
probihat doleva nebo doprava:

malat + NAD" < oxalacetat + NADH + H”
pyruvat + NADH + H'< laktat + NAD*
malat + pyruvat < oxalacetat + laktat
acetaldehyd + fumarat < acetat + jantaran

3. Vypocitejte rovnovaznou konstantu reakce ze standardniho redox potencialu E°
(t=25°C)
malat + NAD" < oxalacetat + NADH + H”

4. Vypocitejte, jaky musi byt pomér koncentraci NAD/NADH, aby reakce:
pyruvat + NADH + H* < laktat + NAD*
byla pfi 25°C v rovnovaze, je-li pomér koncentraci pyruvat/laktat = 1.

5. Vypocitejte AG reakce:

jantaran + NAD" < fumaran + NADH + H*
je-li koncentrace NAD 10 mmol.l'1, NADH 1 mmol.l'1, jantaranu 10 mmoI.I'1, fumaranu 5
mmol.I"", t=25°C.

6. Vypocitejte AG reakce pii 25°C
NADH + H" + UQ < UQH, + NAD*
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je-li koncentrace NAD 100krat vySSi nez koncentrace NADH a koncentrace UQH; 2krat
vysSi nez koncentrace UQ.
E°(UQ/UQH,)= +0.104 V, E°(NAD*/NADH) =-0,320 V

7. UrCete AG®’ reakce:
acetaldehyd + fumaran < acetat + jantaran

E°" (acetat/acetaldehyd) = -0,580 V, E’, (jantaran/fumaran) = 0,030 V. V jakém sméru
bude reakce probihat?
8. UrCete AG® reakce:

cytc® +cyta® < cytc® +cyta®
E° (cyt ¢ / cyt ¢®*)= +0,235 V, E° (cyt a® / cyt a**) =+0,385 V. V jakém sméru bude
reakce probihat?
9. Vypocditejte AG® reakce:

cyt a(red) + %2 O, + 2H" < cyt a(ox) + H.0
E° (cyt a(ox)/cyt a (red)) = 0,385 V , Eo(2 O, /H,0)= 0,816 V. Je-li AG®" syntézy ATP z
ADP a P; +30 kJ.mol™, kolik molekul ATP mutZe vzniknout pfi této reakci za standardnich
podminek?
10. Vypocitejte, jaky je pomér koncentraci NAD/NADH u ethanolického kvaseni v
rovnovaze, pokud by koncentrace ethanolu byla 5% a koncentrace acetaldehydu 0,5
mmol.I"". Hustota roztoku alkoholu = 1 g.ml™".
NADH + H* + aldehyd — NAD + alkohol
E, (acetaldehyd/ethanol) = -0,197 V; E, (NAD*/NADH) =-0,320 V.

11. DokaZzte pomoci vypoétu AG®’, zda pfi oxidaci acetaldehydu na acetat je vhodné&jSim
koenzymem NAD nebo FAD.

Acetaldehyd + oxid. koenzym — acetat + red. koenzym
PFi vypocCtu berte v Uvahu situaci, kdy pomér reduk. koenzym/oxid. koenzym = 1/100 a
koncentrace acetaldehydu a acetatu je ekvimolarni.

E° (acetat/acetaldehyd) = -0,580 V, E°" (NAD*/NADH) = -0,320 V, E® (FAD/FADH,) =
0,000 V.

10
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H. CITRATOVY CYKLUS
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1. Srovnejte AG®" reakci citratového cyklu. Které reakce maji tendenci probihat
obracenym smérem a jakym zplsobem dochazi k posunu reakci zadoucim smérem?

2.V kterém misté citratového cyklu dochazi k dekarboxylaci :
Pfeména: a) citratu na akonitat, b) isocitratu na oxoglutarat, c) malatu na oxalacetat, d)
oxalsukcinatu na 2-oxoglutarat ,e) 2-oxoglutaratu na sukcinyl-CoA

3. V kterém misté citratového cyklu dochazi k oxidaci substratu
Pfeména
a) sukcinatu na fumarat b) 2-oxoglutaratu na sukcinyl-CoA
c) fumaratu na malat d) oxalacetatu na citrat e) acetylkoenzym A na citrat

4. Napiste bilan¢ni rovnici pfemény oxoglutaratu na sukcinat v citratove, cyklu.

5. Jaké jsou rovnovazné relativni koncentrace isocitratu, citratu a cis-akonitatu, je-li AG®’
reakci nasleduijici:

1/ citrat < cis-akonitat + H,O AG®" =+8.4 kJ.mol

2/ cis-akonitat + H,O < isocitrat  AG®” =-2.11 kJ.mol

6. Napiste bilan¢ni rovnice pfemény téchto latek v Krebsové cyklu do stadia oxalacetatu:
a) citrat
b) jantaran
c) malat

Napiste vzorce uvedenych karboxylovych kyselin.

7. Jaka je distribuce uhliku "C na oxalacetatu po pfidani pyruvatu znaéeného na a) C1, b)
na C2,c)na C3
k enzymOm Krebsova cyklu a k pyruvat dekarboxylase?

8. K enzymum Krebsova cyklu byla pfidan acetylCoA znageny *C na methylové skupiné.
Dokazte, jaka bude distribuce radioaktivity ve vzniklém citratu a jaka ve vzniklém isocitratu

9. Na zakladé hodnoty AG®’ vypoétené ze standardnich redoxpotencialt zdivodnéte, proé
oxidace jantaranu na fumaran v Krebsové cyklu probiha za ucasti FAD jako koenzymu a
nikoliv NAD".

jantaran + FAD < fumaran + FADH,

jantaran + NAD+ < fumaran + NADH + H”

E°" (FAD/FADH,) = 0,000 V

10. Navrhnéte hypoteticky cyklus analogicky Krebsové cyklu, kde by jako po&atecni krok
byla reakce acetylCoA s oxoglutaratem namisto s oxalacetatem.

12
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. GLYKOLYZA
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1. Napiste vzorce: kys. 1,3 bis fosfoglycerove, fosfoenolpyruvatu. K aldolase byl pfidan
fruktosa 1,6 bis fosfat znaceny na C2. Jaka bude distribuce radioaktivity ve vzniklé triose?

2. K enzymdm anaerobni glykolysy byla pfidana kys. 3-fosfoglycerova znac¢ena na uhliku
C2. Zvratem anaerobni glykolysy byl z této kyseliny synthezovan fruktosa-1,6-bis fosfat.
Jaka bude distribuce radioaktivity v tomto fruktosa-1,6 bis fosfatu?

3. Fruktosa 1,6-bisfosfat byl znacen fosfatem 2P na uhliku &islo 1. ProkaZte, zda se tento
znaceny fosfat objevi ve formé ATP, pokud anaerobni glykolyza probéhla do stadia kys.
3-fosfoglycerové.

4. Napiste bilan¢ni rovnici pfemény glyceraldehyd-3-P na fruktosa-6-P v procesu
glukoneogeneze:

Glyceraldehyd-3-fosfat + A + B +... & fruktosa-6-P + X +Y + ...

5. Napiste bilan¢ni rovnici pfemény fruktosa-6-fosfatu na kys. 3-fosfoglycerovou v procesu
anaerobni glykolyzy.

Fru-6-P + X+Y + ... & Kkys.3-P-glycer. + A+B +...

6. Latka A je produktem anaerobni glykolyzy. Jeji redukci NADH vznika latka B.
Transaminaci latky A vznika latka C. Napiste nazvy a vzorce latek A,B,C.

7. Napiste bilan¢ni rovnici pfemény fruktosy na pyruvat v procesu anaerobni glykolysy za
predpokladu: a) fosforylace fruktosy hexokinasou

fruktosa + ATP <fruktosa-6-P + ADP
b) fosforylace fruktosy fruktokinasou
fruktosa + ATP <fruktosa-1-P + ADP

8.. Napiste bilan¢ni rovnici premény fruktosa-1,6-bisfosfatu na fosfoenolpyruvat pfi
anaerobni glykolyze

a) v pritomnosti NAD, P; a ADP

b) v pfitomnosti NAD+, ADP, arseni¢nanu

9. Glukosa byla znacena 4C. Jaka bude distribuce znageného uhliku v pyruvatu po
preméné znacené glukosy v procesu anaerobni glykolyzy.
a) v pfripadé znaceni na C1
b) v pfipadé znaceni na C6
(izomerace glyceraldehydfosfatu na dihydroxyacetonfosfat je velmi rychla vzhledem k
nasledujicicmu kroku).
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10. Jaka bude rovnovazna koncentrace fruktosa-1,6-bisfosfatu, glyceraldehyd-3-fosfatu a
dihydroxyacetonfosfatu, jestlize fruktosa-1,6-bisfosfat 1 mmol.I”" byl inkubovan s aldolasou
(AG® = + 24 kJ.mol™).

11. Zdlavodnéte, pro€ pfi anaerobni glykolyse musi byt glukosa-6-fosfat izomerovan na
fruktosa-6-fosfat. Vezméte v uvahu reakéni mechanismus aldolasové reakce. Pro¢ tato
reakce probiha s fruktosa-1,6-bisfosfatem a nikoliv s glukosa-1,6-bis fosfatem?

12. Glukosa znaéena "C na C1 byla pfidana do smési obsahujici enzymy pentosového
cyklu. Jaky je osud radioaktivné znaceniho uhliku pfi pfeméné na dvé molekuly triosy ?

13. K enzymUm anaerobni glykolysy byla pfidana kys. 3-fosfoglycerova znaena na uhliku
karboxylové skupiny. Zvratem anaerobni glykolysy byl z této kyseliny synthezovan
fruktosa-1,6-bisfosfat. Jaka bude distribuce radioaktivity v tomto fruktosa-1,6-bisfosfatu.

14. Na zakladé velikosti AG®" odhadnéte, které reakce nemohou pfi glukoneogenesi
probihat zvratem anaerobni glykolysy. Jakym zpusobem jsou tyto reakce obchazeny?
(Jedna z reakci probiha pres neptiznivé AG®’. Odhadnéte progc.)

15. Urcité bakterialni mutanty maji nefunkéni triosafosfat izomerazu. Vysvétlete, pro€ je
tato mutace letalni pro organismus fermentujici glukosu vylu¢né cestou anaerobni

glykolyzy.

16. Vysokeé koncetrace pyruvatu inhibuji izoenzym laktatdehydrogenasy srdec¢niho svalu,
nikoli vSak izoenzym ze svalu kosterniho. Jaké by byly dusledky tohoto efektu, kdyby
srde¢ni sval obsahoval pouze izoenzym totozny s izoenzymem kosterniho svalu.

Jaké by byly obracené dusledky, kdyby kosterni sval obsahoval izoenzym totozny
s izoenzymem srde¢nim?

17. PFi glukoneogenezi je termodynamicka bariéra tvorby fosfoenolpyruvatu obchazena
tvorbou oxalacetatu (koenzym biotin). Napiste obé dvé rovnice pouzité k obchvatu pyruvat
kinazové reakce a vypocitejte AG°" souhrnné reakce. (Predpokladejte, ze GTP je
termodynamicky ekvivalentni ATP).

15
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J. RESPIRACNI RETEZEC
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Poloha v dychacim fetézgi

1. Rozdélte jednotlivé slozky respiracniho fetézce na jednoelektronové a dvouelektronove
prenaseCe. NapiSte redoxni rovnice mezi uvedenymi partnery a vsSimnéte si, kde

vystupuje jako reakéni partner H.

NADH - UQ UQH,-Cytc cytb-cytc cyta-1/2 0,
cytc-cyta

2. Vypocitejte AG® reakce mezi:

a) NADH + UQ

b) jantaran + UQ

c) cyt b(red) + cyt c(ox)

d) cyt c(red) + 2 O,
Na zakladé velikosti AG®" odhadnéte, pfi které reakci je kryta energeticka spotieba vzniku
jedné molekuly ATP (AG®'=-30 kJ.mol ™).

3. Vypoditejte AG®" oxidace NADH kyslikem v respiraénim fetézci. Kolik mola ATP by

teoreticky vzniklo za standartnich podminek (AG®" = -30 kJ.mol™). Jestlize namisto kysliku
16
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pouZijeme umélého akceptoru hexakyanozelezitanu (E°'= +0,360 V), jaka bude zména
standardni volné energie reakce a kolik molt ATP vznikne?

4. Doplnite bilancni rovnici pfemeény nasledujicich latek v Krebsoveé cyklu a v respiracnim
fetézci:

jantaran + ADP + 72 O, < fumaran + ATP

isocitrat + ADP + %2 O, < jantaran + ATP

jantaran + ADP + %2 O, < oxalacetat + ATP
5. Po pfidavku inhibitoru respirace antimycinu k systému repiraéniho fetézce mitochondrii
byla zjisténo uplné zredukovani ubichinonu, cytochromu b a uplné zoxidovani
cytochromu c, aas. Zakreslete misto zasahu tohoto inhibitoru.

6. Doplite bilan¢ni rovnici pfemény fumaranu na oxalacetat za spoluprace enzymi
Krebsova cyklu a respira¢niho fetézce:

fumaran + ADP + .... < oxalacetat + ATP + ....
2-oxoglutarat + ADP +.....< fumaran + ATP + ...

7. Vypocitejte AG®" reakce pii 25°C
fumaran + NADH + H+< jantaran + NAD
vite-li, ze: E°" (NAD/NADH) = -0,320 V, E°’ (fum/jan)= +0,030 V
Bylo by mozné, aby za standardnich podminek byla tato reakce vyuzita k syntéze ATP?

(hydrolyza ATP: AG°'=-30 kJ/mol)

Zakreslete useky respiracniho fetézce, které se podileji na této oxidaci NADH.

17
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K. FOTOSYNTEZA
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Souhrnna rovnice:

2 ferred.(red) + NADP" + H* < 2 ferred (ox) + NADPH
HoO + ADP + P+ Aoy < % O+ 2H" + ATP + Ared

Temnostni faze (Calvintiv cyklus)

CO;, + ribulosa-1,5-bisfosfat + H,O < 2 kys. 3-fosfoglycerova
redukce:
kys.3-fosfoglycerova + NADPH + ATP < glycerald.-3-P + NADP + ADP + P; + Hx0

syntéza hexozy:

2P{3] > P-l6 ] +Pi

regenerace:

vl >/ s
+
P-[3] P-[4]

\
Vs P{7] >< P-[5]
P{3] P{3] P-[5]

+3 ATP — 3 P-[5 JP + 3ADP

souhrnna rovnice:

5P{3]+3ATP —» 3P{5]-P + 3 ADP + 2Pi

1. Napiste souhrnnou rovnici svételné faze fotosynthesy ve fotosystému |, fotosystému Il

a souhrnnou rovnici pfi propojeni obou fotosystému. Pokuste se napsat souhrnnou rovnici
temné faze fotosynthesy s oxidem uhliitym na jedné strané a s triosofosfatem na strané

druhé. Vodu nutnou pro hydrolyzu ATP zanedbejte.

2. Vypoditejte E, a AG® reakce mezi redukovanym ferredoxinem a NADP pfi
fotosynthese (E°” ferredoxinu = -0,43 V).
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3. K enzymdm temné faze fotosyntézy (fixace CO) byl pfidan ribulosa-1,5-bisfosfat a
“CO,. Jaka bude distribuce radioaktivity v kyselingé 3-fosfoglycerové? Jaka bude
distribuce readioktivity v tomtéz pfipadé, pokud byl pfidan neznaCeny CO; a
ribulosa-1,5bisfosfat znaceny na C5?

4. Srovnejte proces redukce kys. 3-fosfoglycerové na glyceraldehyd-3-fosfat pfi
fotosyntéze a vratny proces oxidace glyceraldehyd-3-fosfatu pfi anaerobni glykolyse. V
¢em se oba procesy liSi?

5. Fotosystém | ma v zakladnim stavu standartni redox potencial E°'= +0,460 V. Po
absorpci svételného kvanta se jeho potencidl zméni na E°'= -0,600 V. Vypocitejte
rovnovazny pomeér koncentraci NADPH/NADP v reakci:

2 fotosys.I(red) + NADP + H+ < 2 fotosys.| (ox) + NADPH

s fotosystémem | v zakladnim a excitovaném stavu. Pomér koncentraci oxidovaného a
redukovaného fotosystému je roven 1, t = 25°C.

6. Dokazte vypoétem AG, zda redukovany ferredoxin (E° =-0,430 V) je pri fotosyntéze
schopen redukovat NADP (E°" = -0,324 V), pokud pomér koncentraci NADPH/NADP je
pfi 25°C roven 100. Vychozi pomér redukovaného a oxidovaného ferredoxinu je roven 1.
Napiste rovnici této reakce.

7. Jeden z pouzivanych herbicidl diuron je znamym inhibitorem fotosyntézy. Tento
inhibitor blokuje syntézu NADPH v chloroplastech, pfiCemz plastochinon se zcela
zredukuje. Zakreslete pravdépodobné misto zasahu.

v

bakteriochlorofyl a fotosystém Il. Produktem této fotosyntézy je sira. Vysvétlete pomoci
schématu rovnice.
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VYSLEDKY ULOH

D
2. A260=[AMP] . 8260(AMP) + [GMP] . 8260(GMP)
A280=[AMP] . 8280(AMP) + [GMP] . Szgo(GMP)
[GMP]=3,07.10 mol/l, [AMP]=1,90.10" mol/l
4. RNA 321, DNA 309
5. a/ UpCpUpApGpA
b/ Up+ CpUpApGpAp, Up+Cp+UpApGpAp, Up+Cp+Up+ApGpAp atd.
c/ UpCpUpApG+pAp, UpCpUpA+pG+pAp, UpCpU+pA+pG+pAp atd.
d/ UpCpUpA+pGpAp
e/ UpCpU+pA+pG+pAp
6. fosfodiesteraza hadiho jedu: 3’pApCpTpTpA+pG, *’pApCpTpT+pA+pG,
3pApCpT+pT+pA+pG,  *’pApC+pT+pT+pA+pG  (posledni  dinukleotid  necha
nerozstépeny)
deoxyribonukleaza Il: 32pAp+CprTpApG, 32pApCp+TprApG, 32pApCpr+TpApG,
2hApCpTpTp+ApG, **pApCpTpTpAp+G a dalsi
6. a) pC...je na volném 3" konci RNA
b) pankreaticka ribonukleaza rozstépi polynukleotid (psano od 5’konce k 3’konci) za U
aC
moznosti: ACAGUC
ACGAUC
GAUACC
AGUACC
c) A bude na zacatku
moznosti: AGCAUC...vyfazeno z davodu b)
ACGAUC
AGCACU...nesplnuje podminku a)
ACGACU...nesplfuje podminku a)
feseni:(pApCpGpApUpC)
8. ((-ATAGGCTTAGTACCA-)
9. -TCGCATC-, -UCGCAUC-
10. a/ GATCAA palindrom:GATC

CTAGTT CTAG

b/ TGGAAC palindrom neni
ACCTTG

c/ GAATTC celé palindrom
CTTAAG

d/ ACGCGT celé palindrom
TGCGCA

e/ CGGCCG celé palindrom
GCCGGC

ff TACCAT  palindrom neni

ATGGTA
21
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11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

617,5; 1,82.10° Da, 3,02.10™ g

a)1,43.10"" Da

b) 2,32.10° pb, 0,079 m

67,2% G+C, 32,8% A + T, molarni pomér purinovych a pyrimidinovych bazi je 1:1,
molarni slozeni: 33,6 % G, 33,6% C, 16,4% A, 16,4% T

Phe—Leu, Ala>Thr, lle—>Leu, Pro—>Ser-

a) 8500 pb

b) rozdil v molekulové hmotnosti je 5,25.10° Da, coz je 8,72.10"® g

c) 2833 kodon(l a tedy aminokyselin, coz je 3,97.10° Da

100 Fetézcl, primérna délka 300 bazi (za pfedpokladu, ze polymerace probéhne v
obou pokusech stejné)

TTC GAA pro Phe a Glu,

TTT GAG ATC TTG GAG CGG CGG nebo TTT GAG ATC TTA GAG CGG CGG
a)jednoducha Sroubovice

b)G 19%, T 25%, A 33%, C 23%

c)G 21%, T 29%, A 29%, C 21%

d)novy fetézec DNA

frekvence kodonu:

Uuu 0,9.0,9.0,9=72,9% Phe

uuC 0,9.0,9.0,1=8,1% Phe

UcCu 8,1% Ser
Ccuu 8,1% Leu
uccC 0,9% Ser
cucC 0,9% Leu
cCcu 0,9% Pro
CccCC 0,17% Pro

Po souctu dostavavame teoretické aminokyselinové slozeni shodné s experimentalnim.

20.

21.

G

frekvence kodonu:

GGG 12,5% Gly
GAA 12,5% Glu
AGA 12,5% Arg
AAG 12,5% Lys
GGA 12,5% Gly
GAG 12,5% Glu
AGG 12,5% Arg
AAA 12,5% Lys

Syntezovany polypeptid bude obsahovat 25% glutamatu.
strukturni gen: 750 nukleotidd (+ iniciacni a terminacni kodony)
serin je v aktivnim centru

1. E=-0,35V
2. doleva, doprava, doleva, doprava
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3. P¥i vypoctu AE® odegita od redoxniho potencialu slozky, ktera vystupuje na levé strané
rovnice v oxidované podobé&, redoxni potencial slozky, ktera je zde v podobé
redukované.
+29,7 kJ/mol, 6,13.10°

4. [laktat)/[pyruvat]=1
AE’= EY ak- E%\ap=-0,185-(-0,32)=0,135V
AE®= (R-T/n-F) - In([laktat]- [NAD*)/[pyruvat]- [NADH])
[INAD*J/[NADH]=3,71- 10*

5. AE°=-0,32-(-0,031)=-0,351V
AG®= 67,7 kJ/mol
AG= AG® + R-T- In ([fumaran]-[NADHJ/[jantaran][NAD*])=+60,3 kJ/mol

6. AE=0,104-(-0,32)= 0,424V
AG°= -81,8 kJ/mol
AG= AG® + R-T- In ([UQH]-[NAD*)/[UQ]-[NADH])= -68,7 kJ/mol

7. AE°=0,03-(-0,58)= 0,61V
AG°=-117,7 kJ/mol
Reakce probiha doprava.

8. AG’=-14,5 kJ.mol’

Reakce probiha doprava.
9. AG’= -83 kJ.mol-1, 2-3 molekuly ATP
10. [alkohol]=(5/46,0829)/0,1= 1,0854mol/l
AE®=0,123V
AG®= -23,74 kJ/mol
[NAD")/[NADH"]=6,71
11. NAD™
AE®=0,26 V, AG®= -50,2 kJ/mol, AG= -61,6 kJ/mol
FAD:
AE®=0,58 V, AG’= 111,9 kJ/mol, AG= 100,5 kJ/mol

malat + NAD" — oxalacetat + NADH + H*

citrat — isocitrat

b,e

a,b

oxoglutarat + NAD* + GDP + P — jantaran + CO, + NADH + H + GTP
K4=0,0336397

K2=2,3444484

citrat — isocitrat, AG’= 6,29 kJ/mol, K=0,0788666
cis-akonitat/citrat=0,0336, isocitrat/cis-akonitat=2,3444, isocitrat/citrat=0,07887
[citrat]=1, [isocitrat]=0,07887, [cis-akonitat]=0,03364, tedy 0,079:1:0,034
6. postupnym scitanim reaktantt a produktl dostaneme bilanéni rovnice:

-

ok own
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a) citrat + 3 NAD" + GDP + P + FAD + H,O — oxalacetat + 2CO, + 3 NADH + 3H" +
+ GTP + FADH,

b) jantaran + FAD + H,O + NAD" — oxalacetat + FADH, + NADH + H”

c) malat + NAD" — oxalacetat + NADH + H*
7. U tohoto typu uloh se uvazuje pouze prvni pruchod cyklem trikarbonovych kyselin, v
dal$ich krocich by se znaéeny '*C objevoval i v jinych pozicich.

a) uvolni se jako *CO;

b) C1 oxalacetatu

c) C2 a C4 oxalacetatu
2. v citratu na C2

v isocitratu na C2 a C4
8. reakce s FAD: AG"=5,98 kJ/mol

reakce s NAD": AG"=67,7 kJ/mol
10.

C2 obou trios

2,5

ne

2 glyceraldehyd-3-P + H,O — fruktosa-6-P + P

fruktosa-6-P + 2 P + ADP+ 2 NAD" — 2 kys.3-P-glycerova + ATP + 2 NADH + 2 H*

1NADH je ekvivalentni 3ATP

fruktosa-6-P + 8 P + 7 ADP — 2 kys.3-P-glycerova + 7 ATP

pyruvat, laktat, alanin

a) hexokinasa

fruktosa + 2 ATP + 2 NAD" + 2 P + 4 ADP— 2 pyruvat + 2 ADP + 2 NADH + 2 H*

+4 ATP

a7

No

fruktosa + 8 ADP + 8 P —» 2 pyruvat + 8 ATP
b) fruktokinasa
fruktosa + 2 ATP + 2 NAD" + 2 P + 4 ADP— 2 pyruvat + 2 ADP + 2 NADH + 2 H*
+4 ATP
fruktosa + 8 ADP + 8 P —» 2 pyruvat + 8 ATP
8. a) fruktosa-1,6-bisP + 2 NAD" + 2 P + 2 ADP — 2 fosfoenolpyruvat + 2 NADH + 2H"
+2 ATP + 2 H,O
b) neprobéhne, nevznikd ATP (arseni¢nan nahrazuje v reakcich fosfat, ale estery s
arseni¢nanem okamzité hydrolyzuiji)
fruktosa-1,6-bisP + 2 NAD" + 2 HAsO,> + 2 H,O— 2 fosfoenolpyruvat + 2 NADH
+2H" + 2 HAsO,* + 2 H,0
9. methylova skupina v obou pfipadech
10. 0,22 GAP a DHAP, 0,78 mM FBF
11. mechanismus aldolové kondenzace
12. odstépi se jako *CO,
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13.
14.

15.

16.

C3,C4

i) fruktosa-1,6-bisP + ADP — fruktosa-6-P + ATP NEPROBiHA(AGO=+14,2kJ/moI)
ve skute€nosti:
fruktosa-1,6-bisP + H,O — fruktosa-6-P + P FRUKTOSABISFOSFATASA

ii) glukosa-6-P + ADP — glukosa + ATP NEPROBIHA(AG®=16,7kJ/mol)
ve skutecCnosti:
glukosa-6-P + H,O — glukosa + P GLUKOSA-6-FOSFATASA

iii) pyruvat + ATP — fosfoenolpyruvat + ADP NEPROBIHA (AG®= +31kJ/mol)
ve skuteCnosti:
a) fosfoenolpyruvatsynthetasa (bakterie)
b) pyruvat + ATP + CO, — oxalacetat + ADP + P
oxalacetat + GTP — fosfoenolpyruvat + GDP + CO,
Pfes neptiznivé AG® probiha reakce:
fruktosa-1,6-bisP — glyceraldehydfosfat + dihydroxyacetonfosfat
hromadi se dihydroxyacetonfosfat dle vysledné bilanéni rovnice:
glukosa + P — dihydroxyacetonfosfat + laktat NEPRODUKUJE SE ENERGIE!
LDH srde¢niho svalu (izoenzym H4) je vhodnéjSi pro oxidaci laktatu na pyruvat.

Pokud by se zde uplatnila LDH kosterniho svalu, mohl by se v srde€nim svalu hromadit
laktat.

17.

J

LDH kosterniho svalu (izoenzym M.) je lépe uzplUsobena pro oxidaci pyruvatu na
laktat, coz umoznuje kosternimu svalu pracovat na "kyslikovy dluh". Pfi nedostatku
kysliku se hromadi NADH vznikajici pfi anaerobni glykolyze a likviduje se redukci
pyruvatu na laktat (Unava). Svalové bunky prfedavaji laktat do krve, nasledné muze
byt v jatrech pfeménén na glukosu.
[) pyruvat + ATP + CO, — oxalacetat + ADP + P
Il) oxalacetat + GTP — fosfoenolpyruvat + CO, + GDP
Souhrnna reakce:
pyruvat + 2 ATP — fosfoenolpyruvat + 2 ADP + P
[soudet: a) pyruvat + ATP — fosfoenolpyruvat + ADP (AG°= +31kJ/mol)

b) ATP = ADP + P (AG®= -30,5kJ/mol)]
AG®(celk) = +0,5 kJ/mol

1. jednoelektronové: cyt ¢, cyt b, cyt a, UQ

dvouelektronové: NADH

NADH + H" + UQ — NAD" + UQH;

UQH, + cyt ¢ (0x) - UQH-: + H" + ¢yt ¢ (red)
UQH; + 2 cyt ¢ (ox) > UQ + 2H" + 2 cyt ¢ (red)
cyt ¢ (red) + cyt b (ox) — cyt ¢ (ox) + cyt b (red)
2 cyta (red) + 1/2 Oy + 2H"— 2 ¢yt a (ox) + H,O
cyt ¢ (red) + cyt a (ox) — cyt ¢ (ox) + cyt a (red)
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2.

o o

Ve vzorci AG®= -n - F - AE® se pii vypoétu AE® odeditd od redoxniho potencialu
sloZky, ktera vystupuje na levé strané rovnice v oxidované podobé, redoxni potencial
slozky, ktera je zde v podobé redukované.
a) NADH + H* + UQ — NAD" + UQH,

E%\ap+= -0,32V

E%q= +0,10V

AG®=-n - F - AE®= -2 - 96500 - (0,10-(-0,32))= -81,06 kJ/mol

Kryta energeticka spotieba vzniku dvou ATP.
b) jantaran + UQ — fumarat + UQH:

E%um= 0,031V

E%q= 0,10V

AG®=-n - F - AE®=-2 - 96500 - (0,1-0,031)= -13,317 kJ/mol
c) 2 cytb (red) + 2 cyt ¢ (0x) > 2 cyt b (ox) + 2 cyt c (red)

AG®=-n . F - AE®=-2 - 96500 - (0,235-0,03)= -39,57 kJ/mol

Kryta energicka spotfeba vzniku jednoho ATP.
d) 2 cytc (red) + 1/2 O, + 2H" — 2 cyt ¢ (ox) + H.0O

AG®=-n - F - AE®=-2 - 96500 - (0,816-0,235)=-112,13 kJ/mol

Kryta energeticka spotfeba vzniku tfi ATP.
a) NADH + 1/2 O, + H" - NAD" + H,0O

AG®=-n - F - AE®=-2 - 96500 - (0,816-(-0,32))= -219,25 kJ/mol

Teoreticky by vzniklo 7,3 molu ATP.
b) NADH + 2 [Fe(CN)g]> — NAD" + H* + 2 [Fe(CN)e]*

AG®=-n - F . AE®=-2.96500 - (0,36-(-0,32)= -131,24 kJ/mol

Teoreticky by vzniklo 4,4 molu ATP.
jantaran + 2 ADP + 1/2 O, — fumaran + 2 ATP + H,O + 2P
isocitrat + 7 ADP + 7P + O, — jantaran + 2 CO, + 7 ATP + 2 H,0O
jantaran + 5 ADP + 5P + O, + H,O — oxalacetat + 5 ATP + 2 H,0O
Antimycin je inhibitorem komplexu lll, zasahuje v misté cytochromu bc;.
fumaran + 3 ADP + 3P + 1/20, — oxalacetat + 3 ATP + H,O
2-oxoglutarat + 6 ADP + 6P + O, — fumaran + 6 ATP + CO; + H,O
AG®=-n - F - AE®=-2 - 96500 - (0,03-(-0,32))= -67,55 kJ/mol
Tato reakce by mohla byt vyuzita k syntéze 2,2 mola ATP.

. souhrnnd rovnice pro fotosystém I:

2 PSI (red) + NADP* + H — 2 PSI (ox) + NADPH
souhrnna rovnice pro fotosystém II:

4 PSIl (ox) + 2 HoO — 4 PSlI (red) + O, + 4 H*
souhrnna rovnice pro oba fotosystémy:

2 H,0 + 2 NADP" — O, + 2H" + 2 NADPH

temna faze fotosyntézy:
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3CO, + 6NADPH + 6H" + 9ATP — glyceradehydfosfat + 6NADP + 9ADP + 8P +
3H.0
2. 2 ferredoxin (red) + NADP + H" — 2 ferredoxin (ox) + NADPH
AG®= -21 kJ/mol
AE®=0,106 V
3. na C1 v prvnim pfipadé, na C3 ve druhém pfipadé
4. lokalizace: chloroplasty (NADPH) X cytoplazma (NADH)
5 2 fotosystem | (red) + NADP + H" — 2 fotosystém | (ox) + NADPH
AECNapp= -0,324 V
zakladni stav:
AG®=-n - F - AE®= -2 - 96500 - (-0,324-0,46)
AG®= 151,312 kJ/mol= -R - T - In([fot | (0x)]? - [NADPH]/ [fot | (red)]? - [NADPY])
[NADPH] / [NADP] = 2.995 - 10%
excitovany stav:
AG®=-n - F - AE®= -2 - 96500 - (-0,324-(-0,60))
AG°=-53,268 kJ/mol=-R - T - InK
[fot | (ox)]> - INADPH]/ [fot | (red)]? - [INADP]= 2,175 - 10°
[NADPH] / [NADP] = 2,175 - 10°
6. 2 ferredoxin (red) + NADP + H* — 2 ferredoxin (ox) + NADPH
AG®=-n - F - AE®= -2 - 96500 - (-0,324-(-0,43))= -20,46 kJ/mol
AG = AG® + R - T - In ([ferr(ox)]? - [NADPHY]/[ferr(red)]*>- [NADP])
AG =-20460 + 8,31 - 298 - In (100)=-9056 J/mol...samovolny prubéh
pomeér v rovnovaze: ferr(ox)/ferr(red)= 6,2
Redukovany ferredoxin je schopen redukovat NADP, dokud se pomér
ferr(ox)/ferr(red) nezméni z 1 na 6,2.
7. diuron zasahuje v misté komplexu bef
8. Jedna se o zelené sirné bakterie (rod Chlorobium) patfici mezi obligatné fototrofni
organismy. Jsou inhibovany vyssi tenzi O,.
rovnice fotosyntézy: 2H,S + CO, — {CH,0} + H,O + 2S, kde {CH,O} je napf.cukr
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