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A. AMINOKYSELINY, PEPTIDY A BILKOVINY

Chovani disociabilnich skupin podstatné ovlivriuje vlastnosti aminokyselin a bilkovin:

pKal pKaZ
R-CH-COOH = R-CH-COO < R-CH-COO
0 0 0
NH3" NH3" NH,
Tabulka I. Disocia¢ni konstanty aminokyselin
pKar  pKa pK, boéni fetézec
protonovany —> deprotonovany
Ala 2,3 9,9
Gly 2,4 9,8
Phe 1,8 9,1
Ser 2,1 9,2
Val 2,3 9,6
Asp 2,0 10,0 3,9 -COOH —>-COO
Glu 2,2 9,7 4,3-COOH —>-COO
His 1,8 9,2 6,0 —imidazolium® —> —imidazol
Cys 1,8 10,8 8,3-SH )
Tyr 2,2 9,1 10,9 —fenyl-OH —> —fenyl-O
Lys 2,2 9,2 10,8 -NH;" —>—NH,
Arg 1,8 9,0 12,5 —guanidinium” —> —guanidin
Asn 2,0 8,8
Gin 2,2 9,1
Trp 2,4 9,4
Leu 2,4 9,6
lle 2,3 9,6
Met 2,3 9,2
Thr 2,2 9,1
Pro 2,0 10,6

IZOELEKTRICKY BOD (pl) AMINOKYSELIN
-odpovida hodnoté pH, pfi které je aminokyselina elektroneutralni

Vypo éet pl
Obecné: pl = 1/2 (pKa1 + pKa2)
pl je aritmetickym prédmérem pKj, kyselé a bazické skupiny

Bazické aminokyseliny: pl =1/2 (pK a2 + pKa3z)
pl bazické aminokyseliny je primérem pK, obou bazickych skupin

Kyselé aminokyseliny: pl = 1/2 (pK a1 + pKaz)
pl kyselé aminokyseliny je prumérem pK, obou kyselych skupin)

Velmi slabé kyselé AK (Tyr, Cys) pl =-1/2 log(K a1.Kaz+Ka1.Kas)
PA vypoctu pl pro Tyr, Cys je tfeba zohlednit pfispévky vSech disociabilnich skupin
1
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PEPTIDY
Peptidy a bilkoviny zapisujeme zleva od N-konce k C-konci.

Disociace peptidu s vice disociabilnimi

skupinami:
Ky
‘HQN— CoioH —a- +H:N_ slal
CoOoH  MHg COOH  NHy*
A2+ g
Mz
Ky
HM— CO0-  —— N — CO0-
CO0- RMHg Ciog- MH 4*
A Aa
My
HaM Coo-
COO-  MH,

Vypo €et pl peptid G a bilkovin:
internetové algoritmy napf. na http://www.expasy.org -> pl//MW tool
-zde také dalSi nastroje pro analyzu primarni struktury bilkovin
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BILKOVINY
Primarni struktura bilkovin a jeji studium
Enzymy a Cinidla Stépici peptidové vazby:

Enzym/Cinidlo Misto hydrolyzy

Trypsin Lys, Arg (C strana)

Chymotrypsin Phe, Trp, Tyr (C strana)

Bromkyan Met (C strana)

Aminopeptidaza odStépeni N-teminélni aminokyseliny
Karboxypeptidaza odstépeni C-terminalni aminokyseliny

DalSi reagens:
LiBH4 — redukce -COOH -> -CH,OH
ninhydrin — reakce s —NH, -> fialové zbarveni (dukaz bilkovin), s Pro Zluté zbarveni

mocovina — chaotropni Cinidlo
SDS - detergent
merkaptoethanol, dithiothreitol- redukeni €inidla (viz obrazek)

Redukce disulfidickych mistkd menkaptoethanolem

intramalekularni intermolekul drmi

4 )TC
l s
e

=H

R=H
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Sangerova reakce

Sangerovo ¢inidlo (2,4-DNFB)

NO. ~ - T2 i ! ||| .

Edmanovo odbouravani

Fenylisothiokyanat

L 'l |
I
e
T -
H——= e o M =1
. T
NH—|:S :IV—NH
R
MH 1
R11NH2 H1i
H H
N 0 N 0 HH
_— Zz
R R; R,
a] 0
n-H " o _—
R/& R‘& R/S&
0 0
o o u]
NH MH — i

Hmotnostni spektrometrie
-rutinni identifikace a kvantifikace proteint na zakladé sekvenace (fragmentace) peptidd

vzniklych Stepenim trypsinem (“bottom-up” proteomika)
-sekvenace intaktnich proteint (“top-down* proteomika, technicka omezeni)
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Sekundérni struktura bilkovin

Sekundarni struktura bilkovin je disledkem jeji primarni struktury. Sekundarni strukturu
bilkoviny proto Ize pfedpovédét ze znalosti primarni struktury napf. pomoci pocitacového
modelovani.

K zékladnim typum sekudarni struktury bilkovin patfi:
helikalni struktury: a-helix, dalsi helixy,...
B-struktury: skladany list (paralelni x antiparalelni),...
reverzni smycka (B-otocka),...

Relativni pravdépodobnost, Ze se dana aminokyselina vyskytne v a-Sroubovici,
skladaném listu nebo v reverzni smycce je udana v nasledujicim grafu:

at halix [} sheet B bend

Glu
Met |
Ala |
Leu [jS
Lys |
Phe |
Gin |
Trp |
lle
Val |
Asp |
His
Arg |
Thr |
Ser |
Cys
Tyr
Asn
Pro
Gly

Terciarni struktura bilkovin
-fibrilarni a globularni proteiny
-studium: rentgenova strukturni analyza

Kvarterni struktura bilkovin
-funkéni enzym je tvoren vice polypeptidovymi podjednotkami

Stabilita protein 4
-elektrostatické sily
-vodikové mustky
-hydrofobni interakce
-disulfidové vazby
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ULOHY

1. Napiste vzorce aminokyselin

a) majicich aromatické jadro

b) obsahujicich siru

¢) majicich pfi pH 7 celkovy kladny naboj

d) majicich pfi pH 7 celkovy zaporny naboj

e) majicich alifaticky fetézec

f) kterd aminokyselina nema Zadny asymetricky uhlikovy atom a kter4d ma dva
asymetrické atomy?

2. Zakreslete titracni kfivku a popiste inflexni bod
a) slabé kyseliny (kys. octové)
b) aminokyseliny (glycinu)

3. Vypoditejte procentualni obsah disociované formy karboxylové skupiny a NHs" skupiny
glycinu pfi pH: 3,0 a 11,0.
(PKa1= 2,4, pKa2=9,0)

4. Peptidova vazba mezi glycinem a threoninem muZe vzniknout dvéma zplsoby. Napiste
vzorce obou variant. Analyzou bylo zjiSténo, Ze izoelektricky bod jednoho z peptidul je pfi
pH 6,38. O ktery peptid se jedna? Disociacni konstanty glycinu:

pKa1= 2,34, pKa2= 9,60

Disocia¢ni konstanty threoninu:

pKa1= 2,63, pKa2= 10,43 (PFi vypoctu zanedbame fakt, Ze disociacni

konstanty koncovych skupin dipeptidu se mohou po kondenzaci zménit)

5. Odhadnéte celkovy naboj peptidu pfi pH 5 a pfi pH 9.

Arg-His-Gly-Phe-Gly-Glu-Lys-Tyr-Cys-Ala
Hodnoty pKa koncovych disociabilnich skupin jsou:
pKa1=3,6, pK32:7,9

6. Jakého pH je nutno pouZit, aby se kazdy z peptidi pohyboval pfi elektroforéze na
opacnou stranu. A. Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Gly
B. Val-Cys-Phe-Glu-Ala-Lys-Leu-GIn-Gly
Hodnoty pKa koncovych disociabilnich skupin jsou:
pKa1=3,6, pKs2=7,9

7. Nasledujici smés aminokyselin byla podrobena elekroforéze.
Rozdélte aminokyseliny podle sméru migrace pii pH 3 a pfi pH 7:
Gly, Ala, Glu, Lys, Arg, Ser, Asp, Asn
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8. Smés aminokyselin byla nasazena na katex v 0,1 mol.I"* HCl. Napiste,

které aminokyseliny se pravdépodobné zachyti a které z kolony vytecou.

Poté byla kolona promyvéana pufrem o pH 6. Které aminokyseliny se uvolni a které
zOstanou vazany: Gly, Ala, Glu, Lys, Arg, Ser

9. Smés aminokyselin byla nasazena na anex pfi pH=11
Arg, Ala, Glu, Tyr, Ser
a) Jaky bude celkovy naboj kazdé z aminokyselin? Které aminokyseliny se zachyti na
koloné a které vyteCou?
b) Poté byl na kolonu nasazen pufr o pH=8. Jaky bude celkovy naboj kazde
aminokyseliny a které aminokyseliny z kolony vyteCou?

10. Smés aminokyselin byla nasazena na katex v 0,1 M HCI.

Vypocitejte izolelektricky bod kazdé z aminokyselin.

Napiste poradi, v jakém se budou tyto latky z kolony eluovat pfi postupném zvySovani
pH:

Glu, Ala, His, Lys, Tyr

11. Smés aminokyselin byla nasazena na anex pfi pH 10. Které aminokyseliny se
nezachyti a které zGstanou vazany: Cys, Glu, Ser, Ala, Lys, His

12. Jaké musi byt pH pufru, aby bylo mozno od sebe oddélit tyto dva peptidy:
a) na sloupci katexu: NH-Ala-Glu-Gly-Tyr-Lys-COOH (I)
NH2-Gly-Asp-His-Tyr-Lys-COOH  (ll)
b) na sloupci anexu: NHz-Ser-Tyr-Met-Glu-His-Phe-Arg-Gly-COOH  (l11I)
NH»-Val-Cys-Phe-Glu-Ala-Lys-Leu-GIn-Gly-COOH (IV)
Jaky bude néboj kazdého peptidu pfi tomto pH? Popiste, zda se peptid zachyti na koloné
nebo vytece.

13. Smés aminokyselin byla nasazena na katex pfi pH 1,0. Eluce byla provedena
gradientem rostouciho pH. Odhadnéte poradi eluce aminokyselin: Gly, Asp, Tyr, Ala, His,
Arg

14. Tetrapeptid byl zpracovan 2,4-DNFB a hydrolyzovan. Zna¢enou aminokyselinou byl
2,4-DNFB-valin a lysin. Hydrolyza trypsinem dala dva Stépy, z nichZ prvni obsahoval
aminokyselinu, ktera po redukci LiBH,4 dava CH,(NH,)CH,OH a navic obsahuje
aminokyselinu, ktera se ninhydrinem barvi Zluté. UrCete sekvenci tohoto peptidu.

15. Napiste, jak byste stanovili sekvenci nasledujiciho peptidu pomoci selektivni
hydrolyzy trypsinem a 2,4-dinitrifluorbenzenu.
NH,-Ala-Lys-Glu-Gly-COOH
PFi déleni meziproduktu hydrolyzy trypsinem pouzijte metodu iontoménicové
chromatografie, popiste jeji podminky.
7
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16. UrCete primarni strukturu peptidu P na zakladé nasledujicich reakci:

a) redukce B-merkaptoethanolem pokytne dva peptidy B a C

b) Po plsobeni DNFB na peptid P a kyselé hydrolyze v pfitomnosti B-merkaptoethanolu
ziskame nasledujici aminokyseliny: DNP-Asp, DNP-Leu, 2 Lys, 2 Cys, 1 Gly, 1 Glu, 1
Met, 1 Phe, 1 Ala

c) peptid B je podroben plisobeni chymotrypsinu , ziskame Ala, hydrolyza trypsinem
dava 2 tripeptidy. Sangerova metoda aplikovana na tyto 2 tripeptidy prokazala
pfitomnost DNP-Leu, DNP-Cys

d) pusobenim bromkyanu na peptid C ziskame Glu, trypsinolyza dava jeden dipeptid a
jeden tripeptid: Sangerova metoda aplikovana na tento tripeptid prokazala pfitomnost
DNP-Asp

Jaka je struktura, B, C a P?

17. Slozeni heptapeptidu P je nasledujici:

Glu, Ala, Lys, Arg, Cys, Met, Tyr

a) aminopeptidaza a karboxypeptiddza nemaji Zadny ucinek

b) po pusobeni chymotrypsinu vznika jeden hexapeptid, ktery po Sangerove reakci
dava DNP-Cys

c) po pusobeni trypsinu vznikaji dva peptidy: Jeden tripeptid, ktery po Sangerové reakci
a hydrolyze dava DNP-GIlu a DNP-Lys a déale jeden tetrapeptid, ktery pisobenim
aminopeptidazy uvolni nejdfive Met a potom Tyr

Urcete sekvenci peptidu P

18. Polypeptid byl redukovan -merkaptoethanolem a vysledkem reakce byly dva
peptidy o nasledujici sekvenci:
Asn-Cys-Phe-Thr-Lys-Lys-Trp-Cys-Arg-Ala-Val-Cys
Cys-Thr-Pro-Tyr-Cys-Phe-Pro-Cys

Nativni peptid byl hydrolyzovan thermolysinem: Za experimentalnich podminek
hydrolyzuje tento enzym peptidové vazby v misté aminoskupiny nasledujicich
aminokyselin: Leu, Phe, Trp, Tyr, Val. Byly ziskany 4 peptidy o tomto sloZeni:

A) Asn, 2 Cys, Val

B) 2 Lys, Phe, Thr

C) Arg, Ala, Trp, Tyr, 2 Cys
D) 2 Cys, Thr, 2 Pro, Phe

Udejte polohu disulfidickych mastkd nativniho peptidu.
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19. Po tryptické hydrolyze urcitého proteinu byl izolovan oligopeptid P 0 nasledujicim
slozZeni:
1 Lys, 1 Asp(n), 1 Thr, 1 Glu(n), 1 Val, 1 lle, 1 Phe, 1 Leu

Sumarni naboj peptidu P pfi pH 6,5 je negativni. Po reakci peptidu s DNFB byl ziskan
DNP-Thr. Karboxypeptidaza uvolfiuje postupné tyto aminokyseliny: Lys, Leu, lle, Val.
Jestlize je peptid P hydrolyzovan chymotryspinem, byl ziskan oligopeptid o nasledujicim
slozeni: 1 Asp, 1 Val, 1 Leu, 1 lle, 1 Lys

Udejte sekvenci P.

20. Primérni struktura bilkoviny, jenz obsahuje prolin a Useky, ve kterych nasleduje
nékolik aminokyselin se stejnym nabojem, znemoZziuje tvorbu a-Sroubovice. Odhadnéte,
které Useky nasledujici bilkoviny by mohly mit sekundarni strukturu a-Sroubovice:
- Leu-Ala-His-Thr-Tyr-Gly-Pro-Phe-Glu-Ala-Ala-Met-Cys-His-
-Glu-Glu-Asp-Pro-Asp-Gly-Met-Gly-Cys-Ala-Phe-His-
Jak by vypadala situace v pfipadé poklesu pH pod oblast disociacni konstanty
karboxylovych skupin?

21. Urcity peptid je silnym inhibitorem vedeni nervového vzruchu. Analyza prokéazala
nasledujici aminokyselinové slozZeni: 5 Ala, Lys, Phe. Reakce intaktniho peptidu s 2,4-
DNFB prokazala po hydrolyze pfitomnost DNF-alaninu. St&peni pomoci trypsinu dalo
tripeptid o (Lys, 2 Ala) a tetrapeptid (3 Ala, Phe). St&peni pomoci chymotrypsinu poskytlo
hexapeptid a volny fenylalanin. Napisté sekvenci tohoto peptidu.

22. Urcity protein o sekvenci Met-Ala-(Leu-Phe-Ala);-(Leu-Met-Phe)s-Pro-Ans-Gly-Met-
Leu-Phe je zakotven svym NH, koncem v hydrofobnim sektoru cytoplasmatickeé
membrany. Pokuste se pfedpovédét jeho sekundarni strukturu. Po mutaci byly vSechny
Leu zbytky nahrazeny Asp. MuZe to zpusobit zménu sekundarni struktury?

23. Pri denaturaci bilkovin dojde vzdy
a) ke zméné primarni struktury

b) " sekundarni struktury
c) " terciarni struktury

d) " kvarterni struktury

e) " molekulové hmotnosti

24. Jaka je délka bilkovinného fetézce obsahujiciho 153 aminokyselin,

a) pokud byl byl zcela ve formé a-Sroubovice a zcela ve formé B-sklddaného listu

b) celkova délka molekuly urcité bilkoviny (153 aminokyselin) obsahujici pouze a-
Sroubovici a B-skladany list je 4,2 .10°° cm. Vypoéitejte, jaka frakce molekuly obsahuje
a-Sroubovici.
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25. Jeden vlas roste pramérnou rychlosti 20 cm za rok. Vlas je tvofen a-keratinem
slozenym z a-Sroubovice. Vypocitejte rychlost syntézy peptidovych vazeb za jednu
vtefinu.

26. Bunka E. coli obsahuje 25 000 ribosom@. Pokud by strukturalni proteiny ze
vSech téchto ribosom byly natazeny do maximalni délky (B-Sroubovice), kolikrat by
mohly ovinout buriku E. coli. Pfedpokladejte pramér ribosom( 18 nm o specifické
hmotnosti 1, obsahujici 40% hmotnosti strukturalnich proteint. Praimérna molekulova
hmotnost aminokyseliny je 120. Bunka E. coli je sféricka o prGméru 1 pm.

27. Vypocitejte specifickou hmotnost molekuly tropokolagenu, kterou Ize povazovat za
valec o délce 0,28 um a o praméru 1,4 nm. Obsahuje 3 polypeptidické fetézce se 1000
aminokyselinovymi zbytky. Primérna molekulovd hmotnost 1 aminokyseliny je 120.

28. Nasledujici latky jsou velmi Easto pouZzivany pfi
studiu bilkovin :
1/ BrCN (bromkyan)
2/ mocovina
3/ merkaptoethanol
4/ karboxypeptidaza
5/ 6 M HCI
6/ ninhydrin
7/ 2,4-dinitrofluorbenzen

a) Ktera z nich se pouziva oznaceni N-konce bilkoviny?

b) Které by byla pouzita pro Stépeni peptidické vazby na C-strané methioninu?

c) Ktera by byla pouzita pro Stépeni intermolekularnich nebo intramolekularnich
disulfidickych muastk(?

d) Ktera latka se pouziva pro potlaeni vodikovych vazeb?

10



V.Mikes: Ulohy z biochemie. Masarykova univerzita, Brno, 1993, revize P. Bouchal, 2017

B. SACHARIDY
struktura a chem.vlastnosti nejdulezitéjSich sacharidu — viz prezentace

ULOHY
1. Nejjednodussi ketosa je a) trehalosa  b) fruktosa
c) erythrulosa d) dihydroxyaceton

2. Ketosy maji hemiacetalovy hydroxyl na uhliku &.
a)l b)2 ¢)3 d)6

3. Mutarotace je dusledkem pfemény
a) aldosy na ketosu nebo naopak
b) hexosy na pentosu "
c) formy D- na L- "
d) formy a- na [3-

4. Napiste vzorce nasledujicich disacharidu:

a) 4-O-a-D-glukopyranosyl-a-D-glukopyranosa

b) 4-O-[3-D-galaktopyranosyl-a-D-glukospyranosa
¢) a-D-mannopyranosyl-a-D-glukopyranosid

d) 4-O-3-D-mannopyranosyl-a-D-galaktopyranosa
e) B-D-galaktopyranosyl-B-D-glukopyranosid

5. Ktera OH skupina glukosy je nejreaktivnéjSi?

NapiSte vzorec reakéniho produktu D-glukosy s methanolem v kyselém prostfedi.
NapiSte vzorec produktu reakce galaktosy se silnymi alkylaénimi €inidly (CHal,
dimethylsulfat). Tento produkt byl dale podroben mirné kyselé hydrolyze. NapiSte vzorec
vysledné latky.

6. Napiste vzorec produktu redukce D-glukosy amalgamem sodiku. Napiste
vzorec produktu oxidace D-mannosy slabymi oxidacnimi inidly (NalO) a silnymi
oxida¢nimi €inidly (HNO3).

7. Laktosa byla methylovdna pomoci dimethylsulfatu a poté hydrolyzovana ziedénou HCI.
NapiSte vzorce produktd.

8. Kysel& hydrolyza trisacharidu dava D-glukopyranosu a D-galaktopyranosu v poméru
koncentraci 2:1. Uplna methylace trisacharidu a nasledna hydrolyza dava tyto produkty:
2,3,6-tri-O-methyl-D-galaktopyranosa
2,3,4,6-tetra-O-methyl-D-glukopyranosa
2,3,4-tri-O-methyl-D-glukopyranosa
Napiste vzorec trisacharidu (jsou mozné dvé varianty).

11
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9. 3-O-a-D-mannopyranosyl-a-D-glukopyranosa byla methylovana pomoci
dimethylsulfatu a pak hydrolyzovana zfedénou HCI. NapiSte vzorce vyslednych produktd.

10. 6-O-a-D-galaktopyranosyl-a-D-glukopyranosa byla methylovana pomoci
dimethylsulfatu a pak hydrolyzovana zfedénou HCI. NapiSte vzorce vyslednych produktu.

11. Po methylaci disacharidu dimethylsulfatem a jeho hydrolyze zfedénou HCI byly
ziskany néasledujici sacharidy:

2,3,4,6-tetra-O-methylgalaktopyranosa
2,3-di-O-methylribofuranosa
Napiste vzorec tohoto disacharidu

12. P¥i Uplné metylaci disacharidu a hydrolyze ve zfedéné HCI byly ziskany nasledujici
produkty:
a) 1,3,6-tri-O-metyl-a-D-fruktofuranosa

2,3,4,6-tetra-O-metyl-a-D-galaktopyranosa

NapiSte vzorec tohoto disacharidu.
b) kys. 2,3,4-tri-O-methylmannuronova

2,3,4,6-tetra-O-methyl-a-D-glukopyranosa
Napiste vzorec tohoto disacharidu. (Pfedpokladejte, Ze eventualni methylester kyseliny se
pfi hydrolyze v HCI zcela hydrolyzoval)

13. Napiste vzorec: 3-O-3 -D-mannopyranosyl-p-D-fruktofuranosy. Tento disacharid byl
metylovan pomoci metyljodidu a hydrolyzovan v slabé HCI. Napiste vzorec produktu.

12
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C._LIPIDY

M v s

(0]

/\/\/\/\/\/\/\)LOH

kys. palmitova

WOH

kys. stearova

(0]
10 9
h OH

kys. olejova (18:1) A9 o

13 12 10 9

/ B OH
kys. linolova (18:2) 79,12 o
16 15 13 12 10 0
B OH

kys. linolenova (18:3) A9,12,15 o
15 14 12 11 9 8 6 5

OH

kys. arachidonova (20:4) 45:8,11,14
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FOSFOLIPIDY

kdyz

R=H
kys. fosfatidova

ethanolamin

cholin

serin

oH OH
O
OH H

H OH

myoinositol

ULOHY

1. VSechny lipidy jsou po chemické strance
a) amidy b) estery c)etery d) acetaly

2. Tekutost lipidd je umérna obsahu
a) vody b) volného glycerolu
¢) nasycenych mastnych kyselin
d) nenasycenych mastnych kyselin

3. Napiste vzorce téchto mastnych kyselin:

kys. olejova (18:1)A9, kys. linolova (18:2)
kys. palmitolejova (16:1)*°, kys. linolenova (18:3)

A9,12
A9,12,15
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4. Napiste vzorce téchto fosfolipida:
a) kys. dipalmitoylfosfatidova
b) 1-palmitoyl-2-oleylfosfatidylcholin
c) dipalmitoylfosfatidylethanolamin
d) 1-stearoyl-2-palmitoylfosfatidylglycerol
e) dioleylfosfatidylserin
f) 1-stearoyl-2-linoloylfosfatidylserin
[kys. linolova: (18:2)%%*9]
g) 1-palmitoyl-2-oleylfosfatidylglycerol
[kys. olejova (18:1)"]
Jaky bude celkovy naboj fosfolipida pfi pH 7,5?
Hodnoty pKa:
1x substituovany fosfat pKai1= 6,8, pKs2=12,3
2x substituovany fosfat pKai= 6,8
serin: pKa1=2,1, pK2=9,2

5. NapiSte vzorec cholesterolu a ocislujte jej.

6. Fosfolipidy jsou dulezitymi sloZzkami biomembran, kterym udéluji kladné nebo zaporné
naboje. Jaky bude celkovy naboj jednotlivych fosfolipidi a)-c) v tloze 4, bude -li pH
prostiedi 5 a 8. (pK, fosfatové skupiny je v oblasti 6-7).

7. Vajecny lecithin je heterogenni smés diacylfosfatidylcholind, z nichz 70% ma v poloze
1 kys. palmitovou a 61% v poloze 2 kys. olejovou. Tento lecithin je dostupnym zdrojem pfi
syntéze definovanych fosfolipidd. Navrhnéte metody syntézy:

a) dipalmitoylfosfatidylcholinu
b) 1-palmitoyl-2-stearoylfosfatidylcholinu
c) distearoylfosfatidylethanolaminu

Pouzijte téchto udaju:

1. Selektivniho odStépeni acylu v poloze 1 Ize dosahnout fosfolipazou A, v poloze 2
fosfolipazou A,.

2. Chemicky Ize obé mastné kyseliny odstépit mirnou alkalickou hydrolyzou za katalyzy
tetrabutylamonium hydroxidem.

3. Acylace glycerolu se provadi pfislusnymi acylchloridy.

4. Hydrolyzu vazby mezi fosfatem a bazi katalyzuje fosfolipasa D. Rovnovazna konstanta
této reakce je rovna 1.
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D. TERMODYNAMIKA ENZYMOVYCH REAKCI

Standardni stav v biochemii:
. t=25°C
+ p=0,101 MPa
. pH=7 (koncentrace [H'] a iontové stavy disociabilnich latek)
- jednotkové koncentrace latek
« koncentrace H,O zahrnuta do hodnoty rovnovazné konstanty

Zakladni vztahy

E
aA+bB = cC + dD
[Cc1°[D]°
AG' = AG” + RT In -
[A1°[B]”
povaha aktualni
reakce podminky

(rovnovaha)

V rovnovazném stavu plati AG’'=0, proto

AG® = RT In K’ ¢

AG<0 ... exergonickéa reakce, samovoln & probiha v daném sm éru
AG=0 ... reakce v rovnovaze

AG>0 ... endergonicka reakce, samovoln & probiha v opa éném sm éru

Hodnoty AG® hydrolyzy d tGleZitych makroergickych vazeb

AG® [kJ.mol™]

fosfoenolpyruvat < pyruvat -61,8
karbamoylfosfat - karbamat -51,4
acetylfosfat = k.octova -43,0
kreatinfosfat = Kkreatin -43,0
difosfat = fosfat -33,4
acetylCoA = acetat -31,3
ATP = ADP -30,5
ADP = AMP -30,5
glukosa-1-fosfat = glukosa -20,9
glukosa-6-fosfat < glukosa -12,5
(glycerol-3- fosfat < glycerol -8,4)
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Struktury n ékterych makroergickych slou  €enin

o]

CH
OH NH2 0 3 O
?I o% ! 0 lFl_O
CH,™ —P—OH o~R0 07\
"oH © ©
Fosfoenolpyruvat Karbamoylfosfat Acetylfosfat
0 (l)H 0 NH H
I pmni— A
OH-P == Q=P —OH oH"PENH O % —KoA
I Il OH N
OH (0] /
CH, o
OH
Difosfat Kreatinfosfat Acetyl-KoA
O\
\
OH\ .p/o OH
CH, OH OH CH,
H O H H O H OH
H 0 H o
OH H _ H _p—
OH O=P—OH oneH OH o~ POH
H OH OH H OH OH
Glukosa-1-fosféat Glukosa-6-fosfat Glycerolfosfat

Sprazené reakce

Podle zakona zachovani energie nezavisi energeticka bilance zmény systému na cestg,
kterou tato zména nastala. Aditivita zmén volné energie umoZziuje, aby endergonickée
reakce byly za jistych podminek pohanény reakcemi exergonickymi.
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ULOHY

1. Vypocitejte AG®’ reakce pfemény dihydroxyacetonfosfatu na glyceraldehydfosfat, je-li
K'eq= 0,0475 pii 25°C. Vypocitejte AG' reakce, je-li koncentrace dihydroxyacetonfosfatu
2.10”mol.I" a glyceraldehydfosfatu 3.10° mol.I™.

2. Vypocitejte AG* hydrolyzy ATP na ADP a P;, jsou-li koncentrace ADP a ATP
ekvimolarni a koncentrace fosfatu pfi 25 °C: a) 1 mol.I*, b) 0,001 mol.I"".

c) Jaka je AG' hydrolyzy za aktualnich podminek hydrol%'/zy ve svalu, kde je koncentrace
[ATP] =5 mmol.I*, [ADP] = 0,5 mmol.I"*, [P;]= 1 mmol.I"pfi 25°C.

3. Vypoditejte AG’ hydrolyzy difosfatu na fosféat, je-li aktualni koncentrace difosfatu 1
mmol.I"", koncentrace fosfatu 150 mmol.I"". AG®' reakce je -33,4 kJ.mol ™, teplota 25°C.
Vypocitejte rovnovaznou konstantu reakce.

4. Jak& musi byt koncentrace malatu, aby reakce:

malat < fumarat + H,O
byla v rovnovaze, je-li koncentrace fumaratu 1 mmol.I", AG® reakce je+3,1 kJ.mol™, t=
25°C?

5. Vypogitejte AG® a Keq reakce pfi 25°C:
ATP + CH3COCOOH < ADP + CH,C(OP)-COOH
Jaky je rovnovazny pomér koncentraci [pyr]/[PEP], je-li pomér [ATP)/[ADP]=107?

6. Tvorba acetyl-CoA probih& v pfitomnosti ATP:

CH3COOH + ATP + HS-CoA <= CH3CO-CoA + AMP + PP;
(PP; je difosfat).
Vypocitejte AG® reakce (pfedpokladejte, ze AG® hydrolyzy ATP- - AMP + PPi je stejné
jako pfi vzniku ADP a Pi; PPi je hydrolyzovan pyrofosfatazou). Vypocitejte celkové AG®
reakce pfi 25°C. Jaky je vliv hydrolyzy difosfatu?

7. Vypocitejte AG® izomerace:

glukosa-6-fosfat = glukosa-1- fosfat
Jaky je rovnovazny pomér koncentrace obou latek pfi 25°C. Jaké je AG’ reakce, je-li
koncentrace glukosa-6-fosfatu 10 mmol.I* a koncentrace glukosa-1-fosfatu 2 mmol.I™?

8. Kreatinfosféat je hlavni zasobni latkou svalu. Jaké je AG®’ reakce:

ATP + kreatin = ADP + kreatinfosfat
Jaky je rovnovazny pomér kreatin- fosfat /kreatin pfi 25°C, jsou-li koncentrace ADP a ATP
ekvimolarni?
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9. Koncentrace glukosy v burice je 1 mmol.I*, koncentrace glukosa-1-fosfatu 0,05
mmol.I™.
Jaky musi byt pomér koncentraci ATP/ADP, aby reakce:
ATP + glukosa = glukosa-1-fosfat + ADP
byla pfi 25°C v rovnovaze?

10. Vypoditejte AG* reakce pfi 25°C:
sacharosa + P; = glukosa-1- fosfat + fruktosa
K dispozici mate tyto Udaje:
1/ sacharosa < glukosa + fruktosa K'eq= 1,35.10°
2/ glukosa-1- fosfat < glukosa + P; AG®' =-20,9 kJ.mol™

Jakéa bude volna energie reakce AG’ za aktualnich podminek:

Koncentrace [P{=1 mmol.I*, [sacharosa]=0,5 mmol.I*, [glukosa-1- fosfat]=[fruktosa]=

=4 mmol.I".

Je mozno glykosidovou vazbu sacharosy pocitat mezi makroergickou vazbu, pokud mezi
makroergické vazby pocitdme vazby se standardni volnou energii hydrolyzy nizsi nez
-10 kJ.mol*?

11. Vypocitejte AG® tvorby aktivované glukosy pfi 25°C:
glukosa-1-P + ATP = ADP-glukosa + PPi
K dispozici mate tyto udaje:

1/ ADP-glukosa < glukosa + ADP K'eq= 722

2/ ATP = ADP + Pi AG®'= - 30,5 kd/mol
3/ glukosa-1-P - glukosa + Pi AG®' =-20,9 kJ.mol™
4/ hydrolyza PP;: PPi = 2 Pi AG® =-33,4 kJ.mol™*

Vypoditejte AG’ hydrolyzy difosfatu za aktualnich podminek koncentrace pfi 25°C: [P] =5
mmol.I?, [PPi]=2 mmol.I"".

12. Vypocitejte AG®’ hydrolyzy aktivované glukosy pfi 25°C:
ADP-glukosa + H,O < glukosa + ADP

K dispozici mate tyto udaje:
1/ Glukosa-1- fosfat + ATP - ADP-glukosa + PP;  K'eg=2

2/ hydrolyza difosfatu: PP; <= 2 Pi AG®' = - 33,4 kJ.mol™
3/ Glukosa-1- fosfat = glukosa + P; AG®' =-20,9 kd.mol™
4/ ATP = ADP + P AG® = -30,5 kJ.mol™

19



V.Mikes: Ulohy z biochemie. Masarykova univerzita, Brno, 1993, revize P. Bouchal, 2017

E. UVOD DO ENZYMOLOGIE

TRIDY ENZYMU A JEJICH SYSTEMATICKE NAZVOSLOVI

1.

Oxidoreduktasy

A+B = A+B

donor:akceptor-oxidoreduktasa

napf. glukosa:O,-oxidoreduktasa, trivialné glukosaoxidasa

Pozor: U reakci s NADH jako donorem resp. NAD" jako akceptorem se uprednostriuje
systematicky nazev donor:NAD"-oxidoreduktasa pfed NADH:akceptor-oxidoreduktasa

Transferasy

A-B +C =« A+B-C

donor:akceptor-skupinatransferasa

napf. ATP:glukosa-6-fosfotransferasa, trivialné glukokinasa ¢i hexokinasa

Hydrolasy

A-B + H,O = A-H + B-OH
substrat-skupinahydrolasa

napf. protein-amidohydrolasa, trivialné proteasa

Lyasy (synthasy)
XY
O 0
A-B =« A-B +X-Y
substrat-skupinalyasa
napr. citrat-oxalacetatlyasa, trivialné citratsynthasa

Isomerasy
XY Y X
O 0 O 0
A-B - A-B
komplikované nazvoslovi, enzym muze koncit nazvem:
racemasa (katalyzuje stereochemické zmény substratu, napf. alaninracemasa)
epimerasa (napf. UDP-glukosa-4-epimerasa)
isomerasa (obecné substrat-déj-isomerasa, napf. maleinat-cis-trans-isomerasa)
mutasa (napf. chorismatmutasa)

Ligasy (synthetasy)

A+B = AB

substrét:substrét-ligasa(tvofici nukleotid)

napf. alanin:tRNA"“-ligasa(tvofici AMP), trivialné alanyl-tRNA-synthetasa
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KINETIKA ENZYMOVYCH REAKCI

Vo ... pocatecni rychlost enzymové reakce (odpovida pocateéni koncentraci substratu)
Kwm ... Michaelisova konstanta: Koncentrace substratu, pfi niz enzymova reakce probiha
rychlosti rovnou 1/2 viiy,

Viim ... limitni poCatec¢ni rychlost

VIim

Vo

% VIim

Vg = =mmmmmmmmmmeee Rovnice Michaelise-Mentenové

Jestlize plati [S] - o a enzymova reakce probiha za optimalnich podminek (teplota, pH),
pak

Vo= Viim = Kiatl[El;

(limitni pocatecni rychlost je za téchto podminek pfimo tmérna koncentraci enzymu [E];).
Limitni rychlost Ize tedy za podminek [S] — o, teplotni a pH optimum ztotoZnit
S enzymovou aktivitou
Jednotky enzymoveé aktivity: 1 katal = 1 mol.s™
11U =1 pmol.min™ (IU=Mezinarodni jednotka)

Konstanta ki [s] vyjadfuje molekularni aktivitu enzymu  (dfive oznagovana jako &islo

premény)=pocet molekul (resp. molu) substratu pfeménénych za jednu sekundu jednou
molekulou (resp. jednim molem) enzymu.
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ENZYMOVA INHIBICE

Inhibice kompetitivni:

Km

E+S- ES- E+P
Ki

E+l « EI

Jestlize S— o , pak [El] - 0, @ Vo= Vim

Inhibice nekompetitivni:
Km
E+S-< ES- E+P

Ki +S
E+l s El= EIS

Km +l
E+S - ES - EIS

BILKOVINNE A NEBILKOVINNE SLOZKY ENZYM U

| heoenam

kofaktor apoenzym

ionty kovu koenzym

kosubstrat prosteticka skupina
(podléha cyklické regeneraci)

ULOHY
1. Enzymy v uzavieném systému
a) posunuji rovnovahu reakce ve sméru tvorby produktu
b) neovliviuji rovnovazny stav reakce
c) zvySuji AG® reakce
d) snizuji "
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2. Pojmenujte enzymy katalyzujici nasledujici reakce a zafadte je podle enzymové
nomenklatury (tj. hydrolasa, transferasa, oxidoreduktasa, apod.):

a) oxalacetat + NADH + H" — malat + NAD"

b) glutamat + pyruvat —» 2-oxoglutarat + alanin

c) Skrob + nH,O - n(maltosa)

d) formaldehyd + NADH + H* — methanol + NAD"

e) fruktosa + ATP - fruktosa-6-fosfat + ADP

f) moCovina + H,O — amoniak + CO,

g) glukosa-6-fosfat — glukosa-1-fosfat

h) D-alanin + D-alanin + ATP - D-alanyl-D-alanin + ADP + P;

3. Glukokinasa a hexokinasa jsou enzymy katalyzujici tutéz reakci:
ATP + glukosa < glukosa-6-P + ADP

Glukokinasa z jater ma Ky pro glukosu 10 mmol.I*, enzymova aktivita je 1,5 pmol.min™.
Hexokinasa ma Ky 0,1 mmol.I'*, enzymova aktivita je 0,1 pmol.min™". Vypogitejte
pocatecni rychlost pfemeény glukosy pfi jeji nasledujici koncentraci (ATP je v nadbytku) a
srovnejte hodnoty pro oba enzymy.

a) 0,1 mmol.I"*

b) 1 mmol.I*

¢) 5 mmol.I" normalni hodnota

d) 30 mmol.I" diabetes

4. Aktivita enzymu v roztoku je 0,2 pmol.min'l, Michaelisova konstanta enzymu pro dany
substrat je 0,2 mmol.I"". Vypogitejte, jakou po&ateéni rychlosti bude enzymova reakce
probihat, je-li koncentrace substratu 0,005 mmol.I™.

5. Na zakladé méfeni vypocitejte kinetické parametry enzymu, tj. Ky a limitni po¢atec¢ni
rychlost. PouZijte napf. grafické vyneseni podle Lineweaver-Burka.
konc. substratu (mol.I"") v, (umol.min™)

0.3,10° 10,4
0.5,10° 14,5
1.10° 225
3.10° 338
9.10° 40,5

6. Jak byste eliminovali pusobeni a) kompetitivniho b) nekompetitivniho inhibitoru?
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7. P¥i kinetickém mérfeni zavislosti reakeni rychlosti na koncentraci substratu byly zjistény
néasledujici hodnoty:

[S] (mmol.I') Vo (Mmol.min™)
0,1 0,046
0,2 0,086
0,4 0,150
1,0 0,270
2,0 0,370

Vypocitejte Michaelisovu konstantu enzymu pro tento substrét.

8. UrCete Ky a aktivitu enzymu na zékladé kinetickych méfeni. PouZzijte napf. grafické
vyneseni podle Lineweaver-Burka.

[S] (mol.I'Y)  vo(umol.min™)

0,0003 0,026
0,001 0,054
0,002 0,070

9. Vypocitejte Michaelisovu konstantu a maximalni rychlost reakce na zékladé kinetickych
méreni. Pouzijte napf. grafické vyneseni podle Lineweaver-Burka.

[S] (nQol.rl) pocateéni rychlost (nmol.s™)

1.10 0,45
5.10™ 2.3
2.10° 5,3
4.10° 6,5

10. Vypoditejte, jakou aktivitu (umol/min) bude mit 2,5.10 mg zcela &istého enzymu o
molek. hmotnosti 400 000, je-li molekularni aktivita (Gislo pfemény) 2500 s™.

11. Vypoditejte molekularni aktivitu enzymu, jestlize 5.10 mg zcela gistého enzymu méa
aktivitu 20 mezinarodnich jednotek. Molekulova hmostnost enzymu je 240000.
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F. GLYKOLYZA, METABOLISMUS SACHARID U

(®—o—cH: HL—0—(F)
o
HO
aTP MO 424
o Q, M
... 1&00€, X 75 e
HO—t—H . Hf—OH g (=0
Tl He—0—(F) Ht—o—(@)
= HADE \ @annrg.
HADH = HE‘ 4—X+ﬁ,3
q‘}cr’u_®
] . |
€00® Cisla uvedena u reakci jsou H—c—O
‘}'-"3 hodnoty AGo (kJ/mol) Hylm O—
CHy
ADF
-3 18,8
coo® :
?ma H—(l'.f—DH 'I-ATF'
ADP c—o~(P) : :
EH] 18 a HA—0—
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1. Napiste vzorce: kys. 1,3 bis fosfoglycerové, fosfoenolpyruvatu. K aldolase byl pridan
fruktosa 1,6 bis fosfat znaceny na C2. Jaka bude distribuce radioaktivity ve vzniklé triose?

2. K enzymUm anaerobni glykolysy byla pfidana kys. 3-fosfoglycerova znaena 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 znaéen fosfatem **P 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 bilanéni rovnici pfemeény 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 vznik4 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 pfemény fruktosa-1,6-bisfosfatu na fosfoenolpyruvat pfi
anaerobni glykolyze

a) v pfitomnosti NAD, P; a ADP

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

9. Glukosa byla znagena '*C. Jaka bude distribuce zna¢eného uhliku v pyruvatu po
preméné znacené glukosy v procesu anaerobni glykolyzy.

a) v pfipadé znaceni na C1

b) v pfipadé znaceni na C6
(izomerace glyceraldehydfosfatu na dihydroxyacetonfosfat je velmi rychla vzhledem k
nasledujicicmu kroku).

26



V.Mikes: Ulohy z biochemie. Masarykova univerzita, Brno, 1993, revize P. Bouchal, 2017

10. Jak& 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. Zduvodnéte, pro¢ pii anaerobni glykolyse musi byt glukosa-6-fosfat izomerovan na
fruktosa-6-fosfat. Vezméte v Gvahu reakéni mechanismus aldolasové reakce. Pro¢ tato
reakce probiha s fruktosa-1,6-bisfosfatem a nikoliv s glukosa-1,6-bis fosfatem?

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

13. K enzymdm 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 zékladé velikosti AG® odhadnéte, které reakce nemohou pfi glukoneogenesi
probihat zvratem anaerobni glykolysy. Jakym zpusobem jsou tyto reakce obchazeny?
(Jedna z reakci probiha pfes nepfiznivé AG*. Odhadnéte prog.)

15. Urcité bakterialni mutanty maji nefunkéni triosafosfat izomerazu. Vysvétlete, proc je
tato mutace letalni pro organismus fermentujici glukosu vyluéné cestou anaerobni

glykolyzy.

16. Vysokeé koncetrace pyruvatu inhibuji izoenzym laktatdehydrogenasy srdecniho 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 disledky, 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 vypoditejte AG® souhrnné reakce. (Pfedpokladejte, ze GTP je
termodynamicky ekvivalentni ATP).
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G. 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 citratoveho 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 citratoveho cyklu dochézi 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 citratové, 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 pfemeény téchto latek v Krebsové cyklu do stadia oxalacetatu:
a) citrat
b) jantaran
c) malat

NapiSte vzorce uvedenych karboxylovych kyselin.

7. Jaké je distribuce uhliku *C na oxalacetatu po pfidani pyruvatu zna¢eného na a) C1,
b) na C2, c) na C3
k enzymum Krebsova cyklu a k pyruvat dekarboxylase?

8. K enzymiim Krebsova cyklu byla pfidan acetylCoA znaéeny **C na methylové skuping.
Dokazte, jaka bude distribuce radioaktivity ve vzniklem citratu a jaka ve vzniklém
isocitratu

9. Na zékladé hodnoty AG” vypoctené ze standardnich redoxpotenciald zddvodnéte,
pro¢ oxidace jantaranu na fumaran v Krebsové cyklu probihd za uc€asti 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 pocatecni krok
byla reakce acetylCoA s oxoglutaratem namisto s oxalacetatem.
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H. RESPIRACNI RETEZEC
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Poloha v dyehacim fetézci

1. Rozdélte jednotlivé slozky respiracniho fetézce na jednoelektronové a dvouelektronové
pfenaSeCe. NapiSte redoxni rovnice mezi uvedenymi partnery a vSimnéte si, kde

vystupuije jako reakéni partner H'.

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

2. Vypoditejte AG® reakce mezi:

a) NADH + UQ

b) jantaran + UQ

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

d) cyt c(red) + ¥2 O,
Na zékladé velikosti AG® odhadnéte, pfi které reakci je kryta energetick& spotfeba vzniku
jedné molekuly ATP (AG®=-30 kJ.mol™).

3. Vypoditejte AG” oxidace NADH kyslikem v respiraénim fetézci. Kolik molii ATP by
teoreticky vzniklo za standartnich podminek (AG® = -30 kJ.mol ™). Jestlize namisto kysliku
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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. Doplrite bilanéni rovnici pfemény nésledujicich latek v Krebsové cyklu a v respiracnim
fetézci:

jantaran + ADP +%2 O, = fumaran + ATP

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

jantaran + ADP +% O, = oxalacetat + ATP
5. Po pfidavku inhibitoru respirace antimycinu k systému repiracniho fetézce mitochondrii
byla zjisSténo Uplné zredukovani ubichinonu, cytochromu b a UpIné zoxidovani
cytochrom( c, aas. Zakreslete misto zasahu tohoto inhibitoru.

6. Doplrite bilan¢ni rovnici pfemény fumaranu na oxalacetat za spoluprace enzymi
Krebsova cyklu a respiracniho fetézce:

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

7. Vypocditejte AG* reakce pfi 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.
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. EOTOSYNTEZA
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Souhrnna rovnice:

2 ferred.(red) + NADP' + H" < 2 ferred (ox) + NADPH
H,O + ADP + Pj+ Aoy = % 0O,+2H" + ATP + Areg

Temnostni faze (Calvin v cyklus)

COs; + ribulosa-1,5-bisfosfat + H,O <= 2 kys. 3-fosfoglycerova
redukce:
kys.3-fosfoglycerova + NADPH + ATP < glycerald.-3-P + NADP + ADP + P; + H,0

syntéza hexozy:

2p{3] - p-[6] +Pi

regenerace.

i >/ "
+
P-[3] P-[4]

o
ya P>< P-[5]
P{3] P{3] P-[5]

+3ATP - 3P-[5 P +3ADP

souhrnnd rovnice:

5P{3]+3ATP ~ 3P{5]-P +3 ADP + 2Pi
1. NapiSte souhrnnou rovnici svételné faze fotosynthesy ve fotosystému I, fotosystému |l
a souhrnnou rovnici pfi propojeni obou fotosystému. Pokuste se napsat souhrnnou rovnici
temné faze fotosynthesy s oxidem uhli€itym 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 enzymim temné faze fotosyntézy (fixace CO,) byl pfidan ribulosa-1,5-bisfosfat a
1“C0O,. Jaka bude distribuce radioaktivity v kyseling 3-fosfoglycerové? Jaka bude
distribuce readioktivity v tomtéz pfipadé, pokud byl pfidan neznateny 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 zékladnim stavu standartni redox potencial E”= +0,460 V. Po
absorpci svételného kvanta se jeho potencidl zméni na E>= -0,600 V. Vypoditejte
rovnovazny pomer koncentraci NADPH/NADP v reakci:

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

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

6. Dokazte vypodtem AG, zda redukovany ferredoxin (E*> =-0,430 V) je pii 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 herbicidd diuron je znamym inhibitorem fotosyntézy. Tento
inhibitor blokuje syntézu NADPH v chloroplastech, pfi€emz plastochinon se zcela
zredukuje. Zakreslete pravdépodobné misto zasahu.

8. Urcité primitivni fotosyntetizujici bakterie Zijici pobliz podmorFskych sopek obsahuji
bakteriochlorofyl a fotosystém Il. Produktem této fotosyntézy je sira. Vysvétlete pomoci
schématu rovnice.
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J. NUKLEOVE KYSELINY
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Primarni struktura nukleovych kyselin
-struktura vazby nukleotid(: viz prezentace

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

-Fosfomonoesterazy -
hydrolyzuji terminélni fosfatovou skupinu

-Fosfodiesterazy:
hydrolyzuji fosfodiesterovou vazbu:
exonukleazy (5”- exonukleazy uvolfuji 3"P nukleosidy, 3'- exonukleazy
uvoliuji 5P nukleosidy)
endonukleazy uvoliuji oligonukleotidy, jsou obvykle substratové specifické
(deoxyribonukleaza, ribonukleéza)

-Polynukleotidkindza: Fosforyluje volnou 5" OH skupinu pentézy pomoci ATP

/ P
» fosfomonoesteraza
5’%A
P 5 5 exonukledza
s _
P 3 endonukeéaza (ribonukleaza)
G
B 3’exonukleaza
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Maxam-Gilbertova metoda sekvenace nukleovych kyselin:

1. Oznaéeni konce nukleové kyseliny pomoci ATP (**P)
2. Specifickd chemické hydrolyza v misté:
G: plsobenim DMS za tepla
G + A: pusobenim kyseliny a DMS
C: pusobenim hydrazinu v prostfedi 5 M NaCl
C + T: plisobenim hydrazinu
3. Elektroforéza ziskanych fragmentd za denatura¢nich podminek (rychlost migrace je
nepfimo umérna poctu nukleotidd)
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 dvoijita Sroubovice stabilizovana vodikovymi vazbami mezi
A-T a G-C.

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

Méngé bézneé typy:

A-DNA Sroubovice obsahuje 11 pb/ota¢ka 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 k6éd mRNA prokaryot:

g P ke (H]eqll} Ser AL Twr ([N} Cys
ac CC ac GC
A, Leu A Ser I1an G A,
G C G ([Hpte Hlere Trp
Ziu Leu cCu Pro call Hiz el A iy
CuUC CCC A CGC
CA, Leu CCA Pro CAan ZIn CGA A riy
CUG CCG CAG CGG
AL Ile AL Thr Aan) | Az A Ser
ALIC ACC A AT
AL Ile AT Thr A8 Lys AN A
Al M et AT A0 A
U Wl GCU Al Al Az (el Gy
GUC GCC GAC GG
LA Wl ZCA Al ZAan Zlu GEA Gy
GG GCG GAG GGG

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

2. Roztok obsahujici AMP a GMP meél absorbanci Az = 0.652 a Azgy = 0.284, vypocitejte
koncentraci AMP a GMP v roztoku, jestlize pro AMP je € pfi 260 = 15.4 x 10° Mt.em™, €
pii 280 = 2.5 x 10° M™.cm™. Pro GMP ¢ pfi 260= 11.7 x 10° M.cm™, € pfi 280 = 7.7 x
10°Mtem™,

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

4. Vypocitejte prumérnou molekulovou hmotnost jednoho nukleotidového zbytku DNA a
RNA, za predpokladu, Ze baze jsou pfitomny v ekvimolarnich koncentracich.
Nezapomerite na kondenzaci vody pfi vytvofeni esterove vazby!

(Molekulové hmotnosti slozek: A = 135, G =151, C =111, U =112, T = 126, rib6za
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 enzymd:

a) fosfomonoesteraza

b) fosfodiesterdza hadiho jedu (3"- exonukleaza)

c) fosfodiesteraza ze sleziny (5"- exonukleaza)

d) ribonukledza T1 (hydrolyza v misté G, vznik 3"P oligonukleotidu)

e) ribonukledza U2 (hydrolyza v misté A nebo G, vznik 3"P oligonukleotidu)

6. Oligonukleotid pochéazejici z DNA ma nasledujici sekvenci (zapsano od volného 5'
konce k 3' konci):
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PAPCPpTpTPpAPG

5 terminalni nukleotid byl oznaden **P. Jaké oligonukleotidy ziskame po
pusobeni fosfodiesterazy hadiho jedu (viz vy3e). Které z nich budou znageny *P?
Které oIigonukIeotidX ziskdme hydrolyzou pomoci deoxyribonukleazy Il a které z nich
budou znaceny ¥p (deoxyribonukleaza Il je endonukledza uvolfujici 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 obsahujici A a
C a dale trinukleotid obsahujici A, G a U.

(penkreaticka ribonukleaza je endonukledza a pusobi v misté C a U za vzniku 3P
oligonukleotid().

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

Urcete sekvenci oligoribonukleotidu

8. Udejte sekvenci oligodesoxyribonukleotidu stanovovanou Maxam-Gilbertovou
metodou. Na fosforimageru byl ziskan nasledujici obraz:
G+A G C+T C

start

9. Pfi replikaci fetézce DNA --AGCGTAG-- byl vytvofen komplementarni fetézec. Napiste
jeho sekvenci. Jaka bude sekvence mRNA vytvofena pfi transkripci?

10. Napiste sekvenci komplementarni k uvedenému fetézci DNA, vyhledejte Useky
obsahujici palindrom.
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a/ GATCAA, b/ TGGAAC, c/ GAATTC, d/ ACGCGT, e/ CGGCCG, f/ TACCAT

11. Vypocitejte molekulovou hmotnost jednoho priamérného péaru bazi (molekulova
hmotnost A = 135, T = 126, G = 151, C = 111, deoxyrib6za 134, kys. fosforecna 98.
Nezapomerite na odStépeni vody pfi tvorbé esterové vazby). Jakd je molekulova
hmotnost molekuly DNA o délce 1 um v Da a hmotnost v gramech? (vzdalenost mezi
dvéma nasledujicimi pb je 0,34 nm, relativhi molekulova hmotnost jednoho paru bazi je
v priméru 617,5)

12. Jaterni bunika krysy obsahuje 10t g DNA. Tato DNA je rovnhomérné rozdélena do
42 chromosomu bunky.

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

b) Vypocitejte poCet pard bazi DNA obsazené vjednom chromosomu a jeho délku
(vzdélenost mezi dvéma nasledujicimi pb je 0,34 nm, molekulova hmotnost jednoho
paru bazi je v pruméru 617,5).

13. Molarni sloZeni guaninu + cytosinu v DNA urcité bakterie je 67,2%. Jaky je pomeér
mezi purinovymi a pyrimidinovymi bazemi? Jaké je molarni sloZzeni 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 lle - Leu

His - Glu Pro - Ser

15. DNA faga lambda vznikla dele¢ni 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 kddujici protein P. Jaka je
molekulova hmotnost tohoto proteinu. Primérna molekulova hmotnost aminokyseliny je
140.

16. Smés nukleosidtrifosfatt  znadenych **P na y-fosfatu byla inkubovana
s RNApolymerazou: Po urcité dobé byla zjiSténa inkorporace 100 molekul zna¢eného
fosfatu do vysledného produktu. TentyZz pokus byl proveden se smési
nukleosidtrifosfatll znadenych na fosfatu o. Byla zjisténa inkorporace 3.10% molekul
fosfatu do zna¢eného produktu.

Jaky pocet fetézci RNA byl syntezovan a jaka je jejich primérna délka?

17. Aminokyselinovad sekvence C-termindlni oblasti bilkoviny a odpovidajici kdédujici
sekvence DNA jsou nasleduijici:
Phe —Glu —lle —Leu —Glu —Arg —Arg
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TTT GAG ATT CTG GAG CGG CGG
PopiSte mutace, které by mohly vnést do této sekvence restrikEni misto TT/CGAA
a jiné restrikéni misto A/IGATCT a to za podminky, Ze nedojde ke zméné sekvence
aminokyselin ve vzniklém peptidu.

18. DNA bakteriofaga ma nasledujici sloZzeni 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 kodond a zdavodnéte odpovidajici aminokyselinové slozZeni
polypeptidd.

20. Pfi pokusu byla enzymoveé pfipravena glutaminyl-tRNA zna¢ena na glutaminu. Poté
byla tato latka chemicky desaminovana za vzniku glutamyl-tRNA. Tato tRNA byla
pfidana do bezbunétné smési pfipravené z E. coli a zbavené mRNA. Ke smési byl
prfidan uméle pfipraveny polymer obsahujici ekvimolarni koncentraci G a A. Kolik
procent glutaméatu bude obsahovat syntezovany polypeptid?

21. Pfi stanoveni primarni struktury enzymu bylo zjisténo, Ze se sklada z 250
aminokyselin. Jaky je minimalni pocet nukleotidl strukturalniho genu tohoto enzymu?
Pfi bodové mutaci tohoto strukturdinino genu doslo k nahradé jednoho serinu
glutaméatem. Tento fakt se projevil ztratou enzymoveé aktivity. Co z tohoto faktu Ize
vyvodit?
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K. REDOXNi REAKCE

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

standardni aktualni
redox pot.  koncentrace sloZzek

Pravidlo: Tabulkova hodnota redoxniho potencialu vzdy odpovida sméru redukce dané
slozky. Hodnota redoxniho potencialu pro smér oxidace ma opacné znameénko.
F = 96500 C.mol'R; R = 8,314 J.K ' .mol™

Reakce mezi dvéma redoxnimi systémy:

(ox)1 + (red), < (red); + (ox).
Pokud je systém v rovnovaze , platiAG" =0a E;= E;
RT [0ox4]  RT  [ox2]
[0}

S — In -------- =E°, + ----- In --------
nF [red4] nF [red]

nF  [red,][ox4]

[ox2][red,] ) ~ RT
Keq: """""""" => Eol'E02: """" In Keq
[ox4][red.] nF

AG’=-RTInKeq

S AG°
EO]_-E02: -------
nF

AG” =-nF AE”
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Tabulka. Hodnoty standardnich redoxpotenciali nékterych dulezitych redoxnich parl 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
Y% Oz IH,0 +0,816

1. Vypoditejte redoxni potencial E* smési NAD/NADH, je-li koncentrace NAD 1 mmol.I?,
NADH 10 mmol.I™.

2. Srovnanim standardnich redox potenciall 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. Vypoditejte rovnovaznou konstantu reakce ze standardniho redox potencidlu 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 rovnovéaze, je-li pomér koncentraci pyruvat/laktat = 1.

5. Vypocitejte AG reakce:

jantaran + NAD" < fumaran + NADH + H"
je-li koncentrace NAD 10 mmol.I", NADH 1 mmol.I*, jantaranu 10 mmol.I*, fumaranu 5
mmol.I*, t=25°C.

6. Vypoditejte AG reakce pfi 25°C
NADH + H" + UQ = UQH, + NAD"
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je-li koncentrace NAD 100kréat vySSi nez koncentrace NADH a koncentrace UQH, 2krat
vy3Si 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. Urgete AG” reakce:

Cyt C2+ + Cyt a3+ - Cyt C3+ + Cyt a2+
E> (cyt ¢ / eyt ¢?)= +0,235 V, E” (cyt a® / cyt a**) =+0,385 V. V jakém sméru bude
reakce probihat?
9. Vypoditejte 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 muZe 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'l.
NADH + H" + aldehyd — NAD + alkohol
E, (acetaldehyd/ethanol) = -0,197 V; E, (NAD'/NADH) =-0,320 V.

11. Dokazte pomoci vypodtu AG®, zda pfi oxidaci acetaldehydu na acetat je
vhodnéjSim koenzymem NAD nebo FAD.

Acetaldehyd + oxid. koenzym - acetat + red. koenzym

PFi vypoctu berte v Gvahu 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.
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VYSLEDKY ULOH

A. AMINOKYSELINY, PEPTIDY A BILKOVINY
1. a) Phe, Tyr, Try, His
b) Cys, Met
c) His, Lys, Arg
d) Ala, Gly, Phe, Ser, Val, Asp, Glu, Cys, Tyr, Asn, GIn, Try, Leu, lle, Met, Thr, Pro
e) Gly, Ala, Leu, lle, Val
f) zaddny asymetricky uhlikovy atom: Gly
dva asymetrické uhlikové atomy: lle, Thr

3. postupna disociace glycinu: A" -~ A . A’

Ki=[AL.[H)/[A"]

Ko=[AT.[HVIA]

Vztahy pro disocia¢ni konstanty se pak vyuziji k vypoctu procenta disociované formy

(po dosazeni za jednotlivé formy glycinu se [A] nakonec vykrati):

[A].100/([AT+[A]+[AT)=79.9% disociované formy karboxylové skupiny pfi pH=3

[A].100/([A"]+[A]+[A])=0.99% NHs" pfi pH 11
4. NH,-Thr-Gly-COOH; pl=6,385 (pro NH,-Gly-Thr-COOH by byl pl=6,115)
5. Priblizny naboj jednotlivych aminokyselin v peptidickém fetézci Ize urcit na zakladé
disociacnich konstant postrannich skupin. Pokud je uvazované pH roztoku vyssi nez
hodnota pK3 postranni -COOH skupiny, pak probéhne jeji disociace na -COO'. Pokud je
pH roztoku nizsi nez pKs; postranni aminoskupiny, pak tato skupina pfejde na formu -
NH;".

pfi pH=5:

Arg**-His"-Gly’-Phe’-Gly°-Glu*-Lys"-Tyr>-Cys’-Ala", celkem 2+

pfi pH=9:

Arg"**-His®-Gly®-Phe’-Gly’-Glu-Lys"-Tyr*-Cys"-Ala", celkem 0-1-

Z vySe uvedeného vyplyva, Ze pl tohoto peptidu se nachazi mirné pod pH=9. Hodnotu
pl I1ze spocitat pouze priblizné, protoZze nemame moznost brat v ivahu vliv sekundarni
struktury peptidu, vliv ostatnich aminokyselinovych zbytk( na hodnoty disocianich
konstant apod. Pfi porovnani disociacnich konstant jednotlivych disociabilnich skupin
peptidu zjistime, Ze nejvice se pH9 pfiblizuji: disociacni konstanta argininu pK>=9,0 a
disocia¢ni konstanta cysteinu pKs=8,3. Pravé disociace -SH skupiny cysteinu bude hrat
vyznamnou Ulohu ve zméné néboje peptidu pfi hodnotach pH blizkych pl. Pfi poklesu pH
pod 8,3 by se mél ztratit zaporny naboj cysteinu a tim by mél peptid dosahnout
elektroneutrality.
pl<8,3
Pokud je izoelektricky bod pfibliznym aritmetickym pramérem pKa neutralni formy, pak
bude prvni uvazovanou disociaci deprotonace cysteinu (pK3=8,3) pfi pH vy3Sim nez pl a
druhou reakci bude protonace koncoveé skupiny o pKs,=7,9 pfi pH nizSim nez pl.
Vysledny izoelektricky bod: pl=8,1.
6. disociabilni skupiny v peptidech A a B:
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A) Ser-NH,(9,2), Tyr-OH(10,9), Glu-COOH(4,3), His-NH(6,0), Arg=NH(12,5), Gly-
COOH(2,4)
B) Val-NH2(9,6), Cys-SH(8.3). GIU-COOH(4,3), Lys-NH(10,8), Gly-COOH(2.4)
naboje pfi pH 9: A) Ser**-Tyr’-Ser®-Met’-Glu*-His’-Phe®-Arg'*-Gly" 0
B) VaI1+-C3/sl'-Phe0-GIu1'-AIa°-Lysl+-Leu0-GInO-GIyl' 1-
naboje pii pH 5: A) Ser**-Tyr’-Ser’-Met®-Glu*-His'*-Phe®-Arg"*-Gly" 1+
B) Val'*-Cys’-Phe’-Glu*-Ala’-Lys**-Leu’-GIn’-Gly" 0

Elektroforézu Ize provést napf. pfi pH=5.

7. lzoelektrické body: Gly(6,1), Ala(6,1), Glu(3,25) , Lys(10,0), Arg(10,75), Ser(5,65),
Asp(2,95), Asn(5,4).
Aminokyseliny maji v prostfedi o vySSim pH nez je jejich pl ndboj zaporny, pfi nizSim
pH naboj kladny.
pH 3: anoda: Asp
katoda: Arg, Lys, Ala, Gly, Ser, Asn, Glu
(Glu a Asp maji izoelektrické body jen malo odlisné od 3, budou migrovat mensi
rychlosti nez ostatni aminokyseliny)
pH 7: anoda: Asp, Glu, Asn, Ser, Gly, Ala
katoda: Arg, Lys
(Gly a Ala budou diky svym izoelektrickym bodim migrovat pomaleji nez ostatni
aminokyseliny)
8. lzoelektrické body: Gly(6,1), Ala(6,1), Glu(3,25), Lys(10,0), Arg(10,75), Ser(5,65).
PFi pH=1 se diky svému kladnému naboji zachyti vSechny. Pfi pH=6 se eluuji Glu, Ser
a také Gly, Ala, nebot jsou témér v izoelektrickém bodé.
9. Izoelektrické body: Arg(10,75), Ala(6,1), Glu(3,25), Tyr(5,65), Ser(5,65)
a) pH=11: Arg’, Ala"", Glu* , Tyr* , Ser" (hodnota naboje uréena na zakladé
jednotlivych pKa). Vyte€e Arg, ostatni aminokyseliny se zachyti na koloné.
b) pH=8: Ala"", Glu"", Tyr" , Ser". Zadna aminokyselina nevytece.
10. Izoelektrické body: Glu(3,25), Ala(6,1), His(7,6), Lys(10), Tyr(5,65)
Poradi eluce: Glu, Tyr, Ala, His, Lys.
11. Izoelektrické body: Cys(5,05), Glu(3,25), Ser(5,65), Ala(6,1), Lys(10,0), His(7,6).
Nezachyti se Lys, ostatni se zachyti.
12. a) disociabilni skupiny peptidu (1): Ala-NH>(9,9), Glu-COOH(4,3), Tyr-OH(10,9), Lys-
NH>(10,8), Lys-COOH(2,2)
disociabilni skupiny peptidu (Il): Gly-NH>(9,8), Asp-COOH(3,9), His-NH(6), Tyr-
OH(10,9), Lys-NH,(10,8), Lys-COOH(2,2)
Podstatny rozdil je v pfitomnosti histidinu v peptidu(ll) na rozdil od peptidu(l).
Pro dosazeni kladného naboje histidinu zvolime napf. pH=5:
Ala™*-Glu"-Gly°-Tyr’-Lys® 0
Gly™-Asp -His""-Tyr*-Lys’ 1+
Peptid(ll) se na katexu zachyti.
b) disociabilni skupiny peptidu (Ill): Ser-NH»(9,2), Tyr-OH(10,9), Glu-COOH(4,3), His-
NH(6), Arg=NH(12,5), Gly-COOH(2,4)
disociabilni skupiny peptidu (1V): Val-NH3(9,6), Cys-SH(8,3), Glu-COOH(4,3), Lys-
NH(10,8), Gly-COOH(2,4)
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Nemuzeme vyuzit rozdilu v pfitomnosti histidinu ke zvySeni naboje peptidu(lll) o
+1, nebot potfebujeme délit anionty. VyuZijeme rozdilu disociacnich konstant OH skupiny
tyrosinu a SH sku(Piny cysteinu. Zvolime pH=9:

Ser”™-Tyr’-Met’-Glu*-His’-Phe-Arg"*-Gly*" -1-0

Val**-Cys"-Phe®-Glu"-Ala’Lys"*-Leu’-GIn°>-Gly* -1
Pokud je pK blizké zvolenému pH, pak je pfiblizné polovina molekul v disociovaném stavu
a druha polovina v nedisociovaném stavu. Peptid s ndbojem -1 az 0 nakonec vytece,
nebot’ se postupné naprotonuji vSechny aminoskupiny serinu. Peptid s nabojem -1 se na
anexu zachyti.
13. Izoelektrické body: Gly(6,1), Asp(2,95), Tyr(5,65), Ala(6,1), His(7,6), Arg(10,75)
Poradi eluce: 1.Asp, 2.Tyr , 3.Ala,Gly, 4.His, 5.Arg
14. NH;-Val-Lys-Pro-Gly-COOH, popf. NH,-Val-Lys-Gly-Pro-COOH
15. Po oznaceni 2,4-dinitrofluorbenzenem a Uplné hydrolyze ziskame ve smési
(Alat+Lys+Glu+Gly) zna€eny alanin a znaceny lysin, vime také o pfitomnosti Glu a Gly.
Alanin je tedy na N-konci. Trypsinovou hydrolyzou ziskame dva dipeptidy, které
rozdélime iontoméni¢ovou chromatografii pfi pH=5:
NH,-Ala™*-Lys’-COOH +1 zachyti se na katexu
NH,-GIu’-Gly"-COOH -1 wvyteée z kolony
Kazdy z téchto oddélenych dipeptidu pak oznacime 2,4-dinitrofluorbenzenem a
hydrolyzujeme. Prvni peptid poskytne znaceny alanin a lysin (NH,-Ala-Lys-?-?). Druhy
peptid poskytne znacenou kyselinu glutamovou. Vysledné sekvence je tedy: Ala-Lys-
Glu-Gly.
Urceni sekvence peptidu Ize rovnéz proveést v sekvenéatoru za pouziti Edmanova
odbourani (fenylisothiokyanatova metoda).
Pro ur€ovani primarni struktury peptidu Ize vyuzit i reakce s LiBH, (redukce -COOH
skupiny na -CH,OH), nebo hydrazinolyzy (vSechny aminokyseliny se objevi ve
vysledné smési jako hydrazidy, kromé C-koncové aminokyseliny).
16. a) merkaptoethanol: B-S-S-C - B-SH + C-SH
b) N-konce: Asp, Leu
c) peptid B: ?-?-?-?-Phe-Ala (chymotrypsin)
?-?-Lys-?-Phe-Ala (trypsin)
NH,-Leu-?-Lys-Cys-Phe-Ala-COOH (Sangerova metoda)
d) peptid C: aminokyseliny pfipadajici v ivahu: Asp, Lys(?), Cys (urcité, S-S
mustek), Gly(?), Glu(?), Met(?)...jedna z aminokyselin(?) bude soucasti peptidu B
NH>-Asp-?-?-?-?
bromkyan: NH;-Asp-?-?-Met-Glu-COOH
trypsin: NH,-Asp-Cys-Lys-Met-Glu-COOH
peptid B je tedy:
NH,-Leu-Gly-Lys-Cys-Phe-Ala-COOH
struktura peptidu P:
(NH2-Asp-Cys-Lys-Met-Glu-COOH
SS
NH2-Leu-Gly-Lys-Cys-Phe-Ala-COOH)

17. a) cyklicky peptid
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c) tripeptid: NH2-Glu-?-Lys-COOH
tetrapeptid: NH2-Met-Tyr-?-Arg-COOH
sekvence -Glu-Ala-Lys-Met-Tyr-Cys-Arg-
18. thermolysin hydrolyzuje pfed Leu, Phe, Trp, Tyr, Val
oznaceni aminokyselin ve Stépech po -merkaptoethanolu:
As;nl-Cysz-Phe3-Thr“-Lys‘r’-L%/sG-Trp7-Cy38-Argg-AIalo-VaI11-Cys12
Cys™-Thr'*-Pro™-Tyr'®-Cys'’-Phe*®-Pro*®-Cys®
A) NH,-Val*'-Cys'?*-Cys?- Asn'-COOH
B) NH,-Phe>-Thr*-Lys’-Lys®-COOH
C) NH.-Trp’-Cys®-Arg®-Ala'®-COOH

SS
NH,-Tyr**-Cys'’-COOH
D) NH»-Phe'®-Pro*®-Cys®-S-S-Cys**-Thr'*-Pro'*>-COOH
disulfidické mustky mezi: Cys®-Cys"*?
Cys®-Cys"’
CyslS-CySZO

NH2-Asn-C!ys-Phe-Thr-LWys—Arg-Ala-Val-CyL-COOH

NH2-C}/S-Thr-Pro-Tyr-Cys-Phe-Pro-C){s-COOH

19. N-konec: Thr

C-konec: Val-lle-Leu-Lys-COOH

hydrolyza chymotrypsinem: NH,-Phe-Asp-Val-lle-Leu-Lys-COOH

sekvence P: NH2-Thr-Glu-Phe-Asp-Val-lle-Leu-Lys-COOH

naboj pfi pH=6,5: Thr1+-GIul'-PheO-Aspl'-VaIO-IIeO-Leuo-Lyso, celkové 1-

Pokud by byla Glu nahrazena Gln a Asp nahrazena Asn, tak by mél peptid pfi
pH=6,5 naboj 1+, coz by nebylo v souladu s podminkami v zadani Ulohy.
20. mozné useky a-Sroubovice oznaceny siln é:

- Leu-Ala-His-Thr-Tyr-Gly -Pro-Phe-Glu-Ala-Ala-Met-Cys-His -

-Glu-Glu-Asp-Pro-Asp-Gly-Met-Gly-Cys-Ala-Phe-His -

pfi poklesu pH pod disocia¢ni konstanty karboxylovych kyselin:

- Leu-Ala-His-Thr-Tyr-Gly -Pro-Phe-Glu-Ala-Ala-Met-Cys-His -

-Glu-Glu-Asp- Pro-Asp-Gly-Met-Gly-Cys-Ala-Phe-His -
Pfesné ureni sekundarni struktury bilkoviny je Ukolem pro pocitaové modelovani.
21. NHz-Ala-Ala-Lys-Ala-Ala-Ala-Phe-COOH
22. Protein ma pomérné hodné hydrofobnich skupin, diky kterym muazZe dobfe kotvit v
cytoplasmatické membrané. K uréeni sekundarni struktury by mohla byt vyuZita statisticka
metoda P.Choua a G.Fasmana (1974). Prvnim krokem je simultanni hledani "zarodkd"
tvorby a- a -struktur. Tvofi je Useky (penta- az hexapeptidy) obsahujici minimalné ¢tyfi (u
B-struktur tfi) zbytky s velkou tendenci tvofit pfislusny typ pravidelné sekundarni struktury.
Nejvétsi snahu tvofit a-helix maji methionin, glutamat, leucin a alanin, v -strukturach se
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vyskytuji hlavné valin, isoleucin, fenylalanin a tyrosin. V dalSim kroku se "zarodky"
rozSifuji na obé strany, dokud priimérny sklon tetrapeptidu k vytvareni a-, resp. B-
struktury neklesne pod kritickou hodnotu. Posléze se vyhledaji oblasti protismérnych
ohybu, obsahuijici pfedevsim glycin a prolin.
Siln & vyznaceny Usek bude mit tendenci tvofit a-helix:
Met-Ala-(Leu-Phe-Ala) ;-(Leu-Met-Phe) ;-Pro-Ans-Gly-Met-Leu-Phe
Pfi nahrazeni Leu zbytkem Asp se sniZi hydrofobnost proteinu, ziejmé se také snizi
schopnost tvofit a-helix.
23.b,c,d
24. a) a-Sroubovice: 153.0,15 = 22,95nm = 23nm
B-skladany list: 153.0,36=55,08nm = 55,1nm
b) a+b=153
a.0,15+b.0,36=42nm
a=62 zbytku tvofi a-Sroubovici
b=91 zbytk{ tvofi -skladany list
25. pocet aminokyselin=(0,2.109nm)/0,15nm= 1,3333.10°
rychlost syntézy=1,3333.10%(365.24.3600)=42,3 zbytkd/sec
26. hmotnost ribozomalnich proteinL°J=25000.(4/3).TL(9.10'7cm)3.1g/cm3.0,4 =
3,0536.10g
délka B-Sroubovice=(3,0536.10%/120).6,023.10%.0,36=5,5176.10'nm=0,055m
délka jednoho ovinuti=1t1=3,1416um=3141,6nm
podet ovinuti=5,5176.10"/3141,6=1,76.10" krat
27. V=m0,7°.280=431,027nm’=4,3103.10 “cm’
m=3.1000.120/(6,023.10%*)=5,9771.10"%g
p=m/V=5,9771.10"°9/4,3103.10"°cm?®=1,39 g/cm®
28. a)7, b)1, ¢)3, d)2

B. SACHARIDY
1d
2b
3d
5. 1-O-methylglukosa;1,2,3,4,6-penta-O-methylgalaktosa;
2,3,4,6-tetra-O-methylgalaktosa
6. glucitol, kys. mannonova, kys. mannarova
7. 2,3,4,6-tetra-O-methylgalaktopyranosa, 2,3,6-tri-O-methylglukopyranosa
9. 2,4,6-tri-O-methyl -D-glukopyranosa, 2,3,4,6-tetra-O-methyl-D-mannopyranosa
10. 2,3,4-tri-O-methyl-D-glukopyranosa, 2,3,4,6-tetra-O-methyl-D-galaktopyranosa
11. 5-O-galaktosyl-D-ribofuranosa
12. 4-O-galaktosyl-D-fruktofuranosa
D-glukopyranosyl-D-mannopyranosid uronat
13. 1,4,6-tri-O-methyl-D-fruktosa, 2,3,4,6-tetra-O-methylmannopyranosa
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C. LIPIDY
1.b)estery
2.d)
4. Pro disociaci prvni volné —OH skupiny fosfolipidu plati pKa=6,8, pokud je pfitomna i
posledni —OH skupina v disociovatelné formé, odpovida jeji disociacni konstanta
pK3=12,3.
a)l-, b)0,c)0,d)1-, e)2-, 1) 2-, g) 1-
6. pH 5: a)0, b)1+, c)1+, d)0, e)0, )0, g)0.
pH 8: a)1-, b)0, ¢)0, d)1-, e)2-,f)2-,9)1-.
7. a)l-palmitoyl-2-oleylfosfatidylcholin+tetrabutylamonium hydroxid= glycerolfosfocholin
glycerolfosfocholin+2 palmitoylchlorid= dipalmitoylfosfatidylcholin
b) 1-palmitoyl-2-oleylfosfatidylcholin+fosfolipaza A,= 1-palmitoylfosfatidylcholin
1-palmitoylfosfatidylcholin+ stearoylchlorid=1-palmitoyl-2-stearoylfosfatidylcholin
c)1-palmitoyl-2-oleylfosfatidylcholin+ tetrabutylamonium hydroxid= glycerolfosfocholin
glycerolfosfocholin+ stearoylchlorid=distearoylfosfatidylcholin
distearoylfosfatidylcholin+ fosfolipdza D=distearoylfosfatidova kyselina
distearoylfosfatidova kyselina+ethanolamin=distearoylfosfatidylethanolamin

. TERMODYNAMIKA ENZYMOVYCH REAKCI
. +7,55 kJ.mol™, -2,85 kJ.mol™*
. a) -30,5 kJ.mol™, b) -47,6 kJ.mol™*, c) -53,3 kJ.mol™
.-25,7 kd.mol™, 7,2.10° mol.I'*
. 3,5 mmol.I"
. +31,3 kJ.mol™*, 3,08.10*
. +0,8 kJ.mol ™, -32,6 kJ.mol™
Hydrolyza difosfatu usnadnuje pribéh reakce zleva doprava, posunuje rovnovahu
smérem k produktam.
. +8,4 kd.mol™, 0,034, +4,41 kJ.mol™
.AG°=12,5 kd.mol?, 6,42.10°
.AG°=-9,6 kJ.mol™, 1,04.10°
0. AG%(1)=-29,25 J.mol™*, AG®=-8,35 J.mol™}, AG=241 J.mol*
Glykosidovou vazbu sacharosy Ize dle standartni volné energie hydrolyzy povazovat za
makroergickou vazbu, ale sacharosa se nepovazuje za makroergickou slouceninu.
11. AG%(1)= -16,3 kJ.mol™
AG’= -AG°(1)+ +AG°(2)+AG°(3)-AG (4)
AG®=-1,7 kJ.mol™
Za podminek zadanych koncentraci je AG'= -27,1 kJ.mol™
12. AG%(1)= -1,7 kJ.mol™*
AGP (spfazena reakce)= -16,3 kJ.mol™

OUNWNERD

= O 00

E. UVOD DO ENZYMOLOGIE
1b
2. a-oxidoredutasa
trivialné malatdehydrogenasa
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systematicky malat :NAD"-oxidoreduktasa (u reakci s NADH jako donorem, &i
NAD" jako akceptorem se upfednostriuje systematicky nazev donor:NAD"-
oxidoreduktasa, a ne NADH:akceptor-oxidoreduktasa)
b-transferasa
trivialné alaninaminotransferasa
systematicky L-alanin:2-oxoglutarat-aminotransferasa
jiny ndzev glutamat-pyruvat transaminasa
c-hydrolasa
trivialné exoamylasa nebo -amylasa
systematicky 1,4-a-D-glukan-maltohydrolasa
jiné nazvy glykogenasa nebo sacharogenamylasa
d- oxidoreduktasa
trivialné methanoldehydrogenasa
systematicky methanol:NAD"-oxidoreduktasa
jiny nazev formaldehydreduktasa
e-transferasa
trivialné hexokinasa
systematicky ATP:fruktosa-fosfotransferasa
f-hydrolasa
trivialné ureasa
systematicky mocovina-amidohydrolasa
g-izomerasa
trivialné fosfoglukomutasa
systematicky a-D-glukosa-1,6-fosfomutasa
jiny nazev glukosafosfomutasa
h-ligasa (syntetasa)
trivialné D-alanin-D-alanin ligasa
systematicky D-alanin:D-alanin-ligasa (tvofici ADP)
jiny nazev D-alanylalanin syntetasa

3. glukokinasa: v=1,5010°[S]/([S]+100107%)
hexokinasa: v=0,110°[8)/([S]+0,110°%)
pumol.min-1: a) 0,015, 0,05; b) 0,136, 0,0909; c) 0,50, 0,098; d) 1,125, 0,0997
Hexokinasa je pfi nizkych koncentracich glukosy mnohem vykonnégjsi nez glukokinasa,
coZ ji umozniuje zadsobovat mozek glukosa-6-fosfatem pro anaerobni glykolyzu i pfi
poklesu hladiny glukosy v krvi. Tim je mozek chranén proti nahlému nedostatku energie.
Glukokinasa v jatrech se podili na regulaci glukosy v krvi tim, Ze ji pfi vysokych
koncentracich intenzivné prevadi na glukosa-6-fosfat jako vychozi sloueninu pro syntézu
glykogenu.
4. 0,00488 umol.min™
5. Knu=9,009010° mol I, vjin=45,045 umol.min™
6. kompetitivni inhibici I1ze zrusit pfebytkem substratu
7. Knu=1,17 mmol.I"", vim =0,586 mmol.min™
8. Ky = 0,85 mmol.I"*, vjim = 0,100 pmol.min™
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9. Ky = 1,76mmol.I™", vjim = 9,52 nmol.s™

10. latkové mnozstvi enzymu: 6,250 mol
aktivita=6,25[10*2500=1,56nkat=0,0936 pmol.min™
11. latkové mnozstvi enzymu: 2,083310™ mol
&islo pfemény=20010"°/(602,0833[10%=160 000 s™

F. GLYKOLYZA, METABILOSMUS SACHARID U

1. C2 obou trios

2. 25

3. ne

4. 2 glyceraldehyd-3-P + H,O - fruktosa-6-P + P

5. 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

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. odétépi se jako **CO,
13. C3,C4
14. i) fruktosa-1,6-bisP + ADP - fruktosa-6-P + ATP NEPROBiHA(AGO=+14,2kJ/m0I)
ve skutecnosti:
fruktosa-1,6-bisP + H,O - fruktosa-6-P + P FRUKTOSABISFOSFATASA

i) glukosa-6-P + ADP - glukosa + ATP NEPROBIHA(AG®=16,7kJ/mol)
ve skute€nosti:
glukosa-6-P + H,O - glukosa + P GLUKOSA-6-FOSFATASA

iii) pyruvat + ATP - fosfoenolpyruvéat + ADP NEPROBIHA (AG®= +31kJ/mol)
ve skute€nosti:
a) fosfoenolpyruvatsynthetasa (bakterie)
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b) pyruvat + ATP + CO, - oxalacetat + ADP + P
oxalacetat + GTP - fosfoenolpyruvat + GDP + CO,

Pfes nepfiznivé AG® probiha reakce:

fruktosa-1,6-bisP - glyceraldehydfosfat + dihydroxyacetonfosfat
15. hromadi se dihydroxyacetonfosfat dle vysledné bilan¢ni rovnice:

glukosa + P - dihydroxyacetonfosfat + laktdt NEPRODUKUJE SE ENERGIE!
16. LDH srde¢niho svalu (izoenzym Hj) je vhodnéjSi pro oxidaci laktatu na pyruvat.
Pokud by se zde uplatnila LDH kosterniho svalu, mohl by se v srde¢nim svalu hromadit
laktét.

LDH kosterniho svalu (izoenzym M,) je Iépe uzpusobena 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 predavaji laktat do krve, nasledné muaze

byt v jatrech pfeménén na glukosu.
17. 1) pyruvat + ATP + CO, - oxalacetat + ADP + P

II) oxalacetat + GTP - fosfoenolpyruvéat + 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 kd/mol

G. CITRATOVY CYKLUS
1. malat+ NAD" - oxalacetat + NADH + H"
citrdt - isocitrat
b,e
a,b
oxoglutarat + NAD" + GDP + P _ jantaran + CO, + NADH + H' + GTP
K1=0,0336397
K;=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 reaktant a produkt( dostaneme bilanéni rovnice:
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 prichod cyklem trikarbonovych kyselin, v
dalsich krocich by se znageny **C objevovali v jinych pozicich.
a) uvolni se jako **CO,
b) C1 oxalacetatu
c) C2 a C4 oxalacetatu
10. v citratu na C2

ablwd
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8.

v isocitratu na C2 a C4
reakce s FAD: AG°=5,98 kJ/mol
reakce s NAD": AG®=67,7 kJ/mol

H. RESPIRACNI RETEZEC

1.

oo

jednoelektronové: cyt c, cyt b, cyt a, UQ
dvouelektronové: NADH
NADH + H" + UQ - NAD" + UQH,
UQH; + cyt ¢ (0x) — UQHD+ H' + cyt ¢ (red)
UQH; + 2 cyt ¢ (0X) - UQ + 2H" + 2 cyt ¢ (red)
cyt ¢ (red) + cyt b (ox) — cyt ¢ (ox) + cyt b (red)
2 cyta (red) + 1/2 O, + 2H" - 2 cyt a (0x) + H.0
cyt ¢ (red) + cyt a (0x) — cyt ¢ (ox) + cyt a (red)
Ve vzorci AG®= -n OF DAE® se pii vypoétu AE® odeéitd od redoxniho potencialu
slozky, ktera vystupuje na levé strané rovnice v oxidované podobé, redoxni potencial
slozky, ktera je zde v podobé redukovaneé.
a) NADH + H" + UQ -~ NAD" + UQH,
E%naps= -0,32V
E% o= +0,10V
AG®= -n [F [AE®= -2 [96500 [{0,10-(-0,32))= -81,06 kJ/mol
Kryta energeticka spotifeba vzniku dvou ATP.
b) jantaran + UQ - fumarat + UQH,
E%um= 0,031V
E%o0= 0,10V
AG®= -n [F [AE°= -2 [P6500 [10,1-0,031)= -13,317 kJ/mol
c)2cytb (red) + 2 cytc (ox) - 2 cytb (ox) + 2 cyt ¢ (red)
AG®= -n [F [AE°= -2 [P6500 [{0,235-0,03)= -39,57 kJ/mol
Kryta energicka spotifeba vzniku jednoho ATP.
d) 2 cytc (red) + 1/2 O, + 2H" . 2 cyt ¢ (0x) + H,O
AGP®= -n [F [AE®= -2 (6500 [10,816-0,235)= -112,13 k/mol
Kryta energeticka spotfeba vzniku tfi ATP.
a) NADH + 1/2 O, + H" . NAD" + H,0
AG®= -n [F [AE°= -2 [P6500 [10,816-(-0,32))= -219,25 kJ/mol
Teoreticky by vzniklo 7,3 mola ATP.
b) NADH + 2 [Fe(CN)e]> — NAD" + H" + 2 [Fe(CN)e]*
AG°= -n [F [AE°= -2 (06500 [{0,36-(-0,32)= -131,24 kJ/mol
Teoreticky by vzniklo 4,4 mola 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,O
jantaran + 5 ADP + 5P + O, + H,O — oxalacetat + 5 ATP + 2 H,O
Antimycin je inhibitorem komplexu lll, zasahuje v misté cytochromu bc;.
fumaran + 3 ADP + 3P + 1/20, - oxalacetat + 3 ATP + H,O
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2-oxoglutarat + 6 ADP + 6P + O, — fumaran + 6 ATP + CO, + H,O
7. AG®= -n [F [AE°= -2 [P6500 [{0,03-(-0,32))= -67,55 kJ/mol
Tato reakce by mohla byt vyuZzita k syntéze 2,2 moli ATP.

I. FOTOSYNTEZA
1. souhrnna rovnice pro fotosystém I:
2 PSI (red) + NADP" + H* — 2 PSI (ox) + NADPH
souhrnné rovnice pro fotosystém Il
4 PSIl (0x) + 2 H,0 — 4 PSll (red) + O, + 4 H'
souhrnna rovnice pro oba fotosystémy:
2 H,0 + 2 NADP" —, O, +2H" + 2 NADPH
temné faze fotosyntézy:
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
na C1 v prvnim pfipadé, na C3 ve druhém pfipadé
lokalizace: chloroplasty (NADPH) X cytoplazma (NADH)
2 fotosystém | (red) + NADP + H* _. 2 fotosystém | (ox) + NADPH
AE®\app=-0,324 V
zakladni stav:
AG®= -n [F [NE°= -2 [06500 [{-0,324-0,46)
AG°= 151,312 kJ/mol= -R O On([fot | (0x)]* CINADPH)]/ [fot | (red)]* CINADP])
[NADPH] / [NADP] = 2.995 [(1.0%
excitovany stav:
AG®= -n [F [AE°= -2 06500 [{-0,324-(-0,60))
AG°= -53,268 kJ/mol= -R [T [InK
[fot | (0x)]* CINADPH]/ [fot I (red)]* ([NADP]= 2,175 [10°
[NADPH] / [NADP] = 2,175 [10°
6. 2 ferredoxin (red) + NADP + H* _ 2 ferredoxin (ox) + NADPH
AGP®= -n [F [AE°= -2 06500 [{-0,324-(-0,43))= -20,46 kJ/mol
AG = AG® + R [T On ([ferr(ox)]* CINADPH]/[ferr(red)]*CINADP])
AG =-20460 + 8,31 [298 [In (100)=-9056 J/mol...samovolny prabéh
pomér 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 bgf
8. Jednd 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,0} je napf.cukr

ahrow
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. NUKLEOVE KYSELINY
2. Az0=[AMP] [E260(AMP) + [GMP] [£260(GMP)
A280=[AMP] [£280(AMP) + [GMP] LE280(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: **pApCpTpTpA+pG, **pApCpTpT+pA+pG,
¥pApPCPT+pT+pA+pG,  PpApC+pT+pT+pA+pG  (posledni  dinukleotid  necha
nerozstépeny)
deoxyribonukledza I1: **pAp+CpTpTpApG, **pApCp+TpTpApG, **pApCpTp+TpApG,
2pApCpTpTp+ApG, **pApCpTpTpApP+G a dali
8. a) pC...je navolném 3" konci RNA
b) pankreatick& ribonukleaza rozstépi polynukleotid (psano od 5°konce k 3"konci) za U
acC
moznosti: ACAGUC
ACGAUC
GAUACC
AGUACC
c) A bude na zacatku
moznosti: AGCAUC...vyfazeno z diivodu b)
ACGAUC
AGCACU...nesplfuje podminku a)
ACGACU...nesplfuje podminku a)
feSeni:(pApCpGpApUpC)
8. FATAGGCTTAGTACCA-)
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
fl TACCAT  palindrom neni
ATGGTA
11.617,5; 1,82.10° Da, 3,02.10™% g
12. a) 1,43.10'" Da
b) 2,32.10° pb, 0,079 m

[
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13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

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™8 g

c) 2833 kodonu a tedy aminokyselin, coZ je 3,97.10° Da

100 fetézcl, primeérna délka 300 bazi (za predpokladu, 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 kodona:

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

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

Ucu 8,1% Ser
Cuu 8,1% Leu
ucc 0,9% Ser
CcucC 0,9% Leu
CCu 0,9% Pro
CCC 0,1% Pro

Po souctu dostavavame teoretické aminokyselinové slozeni shodné s
experimentalnim.

20

W N PR X

. 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% glutaméatu.
. strukturni gen: 750 nukleotidd (+ iniciaCni a terminacni kodony)
serin je v aktivnim centru

. REDOXNIi REAKCE

. E=-0,35V

. doleva, doprava, doleva, doprava

. Pi vypodtu AE® odeéita od redoxniho potencialu slozky, kterd vystupuje na levé strané

rovnice v oxidované podobé, redoxni potencial slozky, ktera je zde v podobé
redukované.

+29.7 kJ/mol, 6,13.10°°
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4. [laktat]/[pyruvat]=1
AE’= EY ak- E¥Nap=-0,185-(-0,32)=0,135V
AE®= (RIT/nF) On([laktat] INAD*)/[pyruvat] [NADH])
[NAD*)/[NADH]=3,7110"
5. AE°=-0,32-(-0,031)= -0,351V
AG®= 67,7 kd/mol
AG= AG® + RITOn ([fumaran]INADH]/[jantaran][NAD"])=+60,3 kJ/mol
6. AE°=0,104-(-0,32)= 0,424V
AG= -81,8 kd/mol
AG= AG® + RITON ([UQH2]INADJ/[UQ]INADH])= -68,7 ki/mol
7. AE®= 0,03-(-0,58)= 0,61V
AG’= -117,7 kd/mol
Reakce probiha doprava.
8. AG’=-14,5 kJ.mol™
Reakce probih& 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'J/INADH']=6,71
11. NAD™:
AE®=0,26 V, AG’= -50,2 kJ/mol, AG= -61,6 kd/mol
FAD:
AE®=0,58 V, AG’= 111,9 kJ/mol, AG= 100,5 kJ/mol
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