TEORIE A ZADANI ULOH

A. AMINOKYSELINY A BILKOVINY

Chovani disociabilnich skupin podstatné ovliviiuje vlastnosti aminokyselin a bilkovin:

PKa1 PKa2
R-CH-COOH = R-CH-COO - R-CH-COO’
O O O
NH3" NH3" NH.

Disociacni konstanty jsou uvedeny v tabulce I.

Tabulka I: Disocia¢ni konstanty aminokyselin

AK hodnota pKa

pKat  pKaz pKa boc¢ni fetézec

protonovany  —> deprotonovany

Ala 2.3 9.9
Gly 2.4 9.8
Phe 1.8 9.1
Ser 21 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 1.8 108 8.3 -SH —> -
Tyr 2.2 9.1  10.9 —fenyl-OH —> —fenyl-O°
Lys 2.2 9.2 10.8-NH3" —> —NH>
Arg 1.8 9.0 12.5—guanidinium® —> —guanidin
Asn 2.0 8.8
GIn 2.2 9.1
Trp 24 9.4
Leu 24 9.6
lle 2.3 9.6
Met 2.3 9.2
Thr 2.2 9.1

Pro 2.0 10.6




IZOELEKTRICKY BOD

Hodnota pH, pfi kterém je aminokyselina elektroneutralni.

N, =H.C kde C je koncentrace aminokyseliny,
Ko+ H H je koncentrace H3O" v izoelektrickém bodé

H? = KK pl = 1/2 (pK, + pKa)

Izoelektricky bod je aritmetickym pramérem pKa kyselé a bazické skupiny.

Vypocet izoelektrického bodu pro bazickou aminokyselinu: pl = 1/2 (pK; + pK3s)
(p! bazické aminokyseliny je prumérem pKa obou bazickych skupin)

Vypocet izoelektrického bodu pro kyselou aminokyselinu: pl = 1/2 (pK; + pK3)
(p! kyselé aminokyseliny je prumérem pKa obou kyselych skupin)

Viypodet izoelektrického bodu pro Tyr a Cys (Ks=10?): pl = -1/2 log(K1.Kz2+K1.K3)

Disociacni rovnovahy aminokyselin a peptidl s nékolika disociabilnimi skupinami:
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Stanoveni primarni struktury bilkovin
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Redukce disulfidickych mistkl merkaptoethanalem

intramaolek ul&rni intermolekularni
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Specifita enzym0 a reagens hydrolyzujicich peptidové vazby

]

Reagens Misto hydrolyzy

Trypsin Lys, Arg (C)

Chymotrypsin Phe, Trp, Tyr (C)

Bromkyan Met (C)

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

Sekundarni struktura bilkovin

Sekundarni struktura bilkovin je disledkem jeji primarni struktury.
Relativni pravdépodobnost, Ze se dana aminokyselina vyskytne v a-Sroubovici,
skladaném listu nebo v reverzni smycce je udana v nasledujicim grafu.
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a-Sroubovice

0,54 nm na 1 zavit
0,15 nm mezi dvéma aminokyselinovymi zbytky

B-skladany list
0,36 nm mezi dvéma aminokyselinovymi zbytky

1. Napiste vzorce aminokyselin

a) majicich aromatické jadro

b) obsahujicich siru

c¢) majicich pfi pH 7 celkovy kladny naboj
d) majicich pfi pH 7 celkovy zaporny naboj
e) majicich alifaticky fetézec



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

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

3. Vypoditejte procentualni obsah disociované formy karboxylové skupiny a NH3* skupiny
glycinu pfi pH: 3.0 a 11.0.
(pKa1= 2.4, pKs2=9.0)

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

pKa1= 2,34, pKa2= 9,60

Disociacni 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, Vypocitejte izoelektricky bod:
Arg-His-Gly-Phe-Gly-Glu-Lys-Tyr-Cys-Ala

Hodnoty pKa koncovych disociabilnich skupin jsou:

PKa1=3.6, pKa2=7.9

6. Jakého pH je nutno pouzit, aby se kazdy z peptidu 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 skupin viz pf.4

7. Nasledujici smés aminokyselin byla podrobena elekroforéze.
Rozdélte aminokyseliny podle sméru migrace pfi pH 3 a pfi pH 7:
Gly, Ala, Glu, Lys, Arg, Ser, Asp, Asn

8. Smés aminokyselin byla nasazena na katex v 0.1 mol.I"" HCI. Napiste,

které aminokyseliny se pravdépodobné zachyti a které z kolony vyteCou.

Poté byla kolona promyvana pufrem o pH 6. Které aminokyseliny se uvolni a které
zustanou 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 kazdé
aminokyseliny a které aminokyseliny z kolony vytecou?



10. Smés aminokyselin byla nasazena na katex v 0.1 M HCI.

Vypocitejte izolelekricky 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 zUstanou 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: NH2-Ala-Glu-Gly-Tyr-Lys-COOH (h
NH2-Gly-Asp-His-Tyr-Lys-COOH (Il)

b) na sloupci anexu: NH2.Ser.Tyr.Met.Glu.His.Phe.Arg.Gly.COOH (1)
NH2.Val.Cys.Phe.Glu.Ala.Lys.Leu.GIn.Gly.COOH (IV)

Jaky bude naboj kazdého peptidu pfi tomto pH. Popiste, zda se peptid zachyti na koloné
nebo vytece.

13. Smés aminokyselin byla nasazena na katex (Dowex 50) pfi pH 1.0. Eluce byla
provedena gradientem rostouciho pH. Odhadnéte pofadi eluce aminokyselin: Gly, Asp,
Tyr, Ala, His, Arg

14. Tetrapeptid byl zpracovan 2,4 DNFB a hydrolyzovan. Znacenou aminokyselinou byl
2,4-DNFB-valin a lysin. Hydrolyza trypsinem dala dva $tépy, z nichZ prvni obsahoval
aminokyselinu, ktera po redukci LiBH4 dava CHy(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.

NH2-Ala-Lys-Glu-Gly-COOH

Pfi déleni meziproduktu hydrolyzy trypsinem pouZzijte metodu iontoménicove
chromatografie, popiste jeji podminky.

16. UrCete primarni strukturu peptidu P na zakladé nasledujicich reakci:

a) redukce B-merkaptoethanolem pokytne dva peptidy Ba C

b) Po pusobeni 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
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c) peptid B je podroben pusobeni chymotrypsinu , ziskame Ala, hydrolyza trypsinem
dava 2 tripeptidy. Sangerova metoda aplikovana na tyto 2 tripeptidy prokazala
pritomnost DNP-Leu, DNP-Cys
d) pasobenim 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 karboxypeptidaza nemaji Zadny ucinek

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

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

Urcete sekvenci peptidu P

18. Polypeptid byl redukovan [3-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 slozZeni:

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 muastkd nativniho peptidu

19. . Po tryptické hydrolyze urcitého proteinu byl izolovan oligopeptid P o nasledujicim
slozeni:
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.
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20. Primarni struktura bilkoviny, jenzZ obsahuje prolin a Useky, ve kterych nasleduje
nékolik aminokyselin se stejnym nabojem, znemoznuje 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 prokazala
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)s-(Leu-Met-Phe)s-Pro-Ans-Gly-Met-
Leu-Phe je zakotven svym NH, koncem v hydrofobnim sektoru cytoplasmatické
membrany. Pokuste se pfedpovédét jeho sekundarni strukturu. Po mutaci byly vSechny
Leu zbytky nahrazeny Asp. Muze to zpusobit zménu sekundarni struktury?

23. Pii 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 [-skladaného listu

b) celkova délka molekuly urcité bilkoviny (153 aminokyselin) obsahujici pouze a-
Sroubovici a B-skladany list je 4,2 .10 cm. Vypoditejte, jaka frakce molekuly obsahuje
a-Sroubovici.

25. Jeden vlas roste prumeérnou rychlosti 20 cm za rok. Vlas je tvofen a-keratinem
slozenym z a-Sroubovice. Vypocitejte rychlost syntézy peptidovych vazeb za jednu
vtefinu.

26. Bunika E. coli obsahuje 25 000 ribosomu. Pokud by strukturalni proteiny ze
vSech téchto ribosomu byly natazeny do maximalni délky (B-Sroubovice), kolikrat by
mohly ovinout bunku E. coli. Pfedpokladejte primér ribosomd 18 nm o specifické
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hmotnosti 1, obsahujici 40% hmotnosti strukturalnich protein. Primérna molekulova
hmotnost aminokyseliny je 120. Burika E. coli je sféricka o praméru 1 pum.

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

28. Nasledujici latky jsou velmi €asto pouzivany pfi
studiu bilkovin :
1/ CNBr
2/ mocovina
3/ merkaptoethanol
4/ karboxypeptidaza
5/6 N HCI
6/ ninhydrin
7/ 2,4-dinitrofluorbenzen

a) Ktera z nich se pouziva oznaceni NH2 konce bilkoviny?
b) Ktera by byla pouzita pro stépeni peptidické vazby na
karboxylovém konci methioninu?
c) Ktera by byla pouzita pro stépeni intermolekularnich nebo
intramolekularnich disulfidickych mastkd?
d) Ktera latka se pouziva pro potlaceni vodikovych vazeb?
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4. Napiste vzorce nasledujicich disacharid:
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a) 4-0O-a -D-glukopyranosyl-D-glukosa
b) 4-O-f3 -D-galaktopyranosyl-D-glukosa
c¢) a-D-mannopyranosyl-a -D-glukopyranosid
d) 4-O-f3 -D-mannopyranosyl-D-galaktosa
e) B-D-galaktopyranosyl-3 -D-glukopyranosid

5. Ktera OH skupina glukosy je nejreaktivnéjsi

Napiste vzorec reakcniho produktu D-glukosy s methanolem v kyselém prostredi.
Napiste vzorec produktu reakce galaktosy se silnymi alkylacnimi €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 Cinidly (HNO3).

7. Laktosa byla methylovana pomoci dimethylsulfatu a poté hydrolyzovana zfedénou HCI.
Napiste vzorce produkta.

8. Kysela hydrolyza trisacharidu dava D-glukosu a D-galaktosu v poméru koncentraci 2:1.
Uplna methylace trisacharidu a nasledna hydrolyza dava tyto produkty:
2,3,6-tri-O-methyl-D-galaktosa
2,3,4,6-tetra-O-methyl-D-glukosa
2,3,4-tri-O-methyl-D-glukosa
Napiste vzorec trisacharidu (jsou mozné dvé varianty).

9. 3-O-a-D-mannopyranosyl-D-glukosa byla methylovana pomoci dimethylsulfatu a pak
hydrolyzovana zfedénou HCI. Napiste vzorce vyslednych produkt(.

10. 6-O-a-D-galaktopyranosyl-D-glukosa byla methylovana pomoci dimethylsulfatu a pak
hydrolyzovana zfedénou HCI. Napiste vzorce vyslednych produkt.

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

2,3,4,6-tetra-O-methylgalaktosa
2,3-di-O-methylribosa
Napiste vzorec tohoto disacharidu

12. Pfi uplné metylaci disacharidu a hydrolyze ve ziedéné HCI byly ziskany nasledujici
produkty:
a) 1,3,6-tri-O-metyl-D-fruktosa

2,3,4,6-tetra-O-metyl-D-galaktosa

Napiste vzorec tohoto disacharidu.
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b) kys. 2,3,4-tri-O-methylmannuronova
2,3,4,6 tetra-O-methylglukosa

Napiste vzorec tohoto disacharidu. (Pfedpokladejte, Ze eventualni methylester kyseliny se

pfi hydrolyze v HCI zcela hydrolyzoval)

13. Napiste vzorec: 3-O-3 -D-mannopyranosyl-D-fruktosy. Tento disacharid byl metylovan
pomoci metyljodidu a hydrolyzovan v slabé HCI. Napiste vzorec produktu.
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Fosfolipidy:
, R1
O O R=H
\P kys. fosfatidova
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1 VSechny lipidy jsou po chemickeé strance
a) amidy b)estery c)etery d)acetaly

2. Tekutost lipidu 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°%), kys. linolova (18:2°%)
kys. palmitolejova (16:1%) kys. linolenova (18:3%'2'%)
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4. Napiste vzorce téchto fosfolipid{:

a) kys. dipalmitoylfosfatidova

b) 1-palmitoyl-2-oleylfosfatidylcholin

c) dipalmitoylfosfatidylethanolamin

d) 1-stearoyl-2-palmitoylfosfatidylglycerol

e) dioleylfosfatidylserin

f) 1-stearoyl-2-linoloylfosfatidylserinu.

(kys. linolova 18:2 #912))

g) napiste vzorec 1-palmitoyl-2-oleylfosfatidylglycerolu.

(kys. olejova 18:1%°))

Jaky bude jeho celkovy naboj pfi pH 7.5 (pKa fosfatu = 6.8, kys.fosfore¢na: pKi=2.2,
pK2=7,2, pK3=12,3, serin: pKa1=2.1, pK42=9.2).

5. NapisSte vzorec cholesterolu a ocislujte jej.

6. Fosfolipidy jsou dulezitymi slozkami biomembran, kterym udéluji kladné nebo zaporné
naboje. Jaky bude celkovy naboj jednotlivych fosfolipidl a)-c) v uloze 4, bude -li pH
prostifedi 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 fosfolipidi. 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 As.

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.



D NUKLEOVE KYSELINY

Nukleové baze
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Primarni struktura nukleovych kyselin
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o Fiednodugena strukiuta nukleowich klyselin
/F' 2 Yodorovna cara znazornuje pentdzu s OH skupinog 8 nebo 37
: A
e
"y el
. L fosfodiesterova vazha
R e -~
Fh
% G
Fh
. / 3 c
3 7—
CH

Metody stanoveni sekvence nukleovych kyselin:

Enzymy hydrolyzujici nukleové kyseliny mohou byt specifické na DNA, RNA, nebo bez
specifity

Fosfomonoesterazy:
hydrolyzuji teminalni fosfatovou skupinu

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

Polynukleotidkinaza: Fosforyluje volnou 5°OH skupinu pent6zy pomoci ATP
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p P
, fosfomonoesteraza
./ 3 A
5
P 5’exonukledza
. U
5
P endonukeaza (ribonukleaza)
G

3’exonukleaza

Maxam-Gilbertova metoda sekvenace nukleovych kyselin.:

1. Oznadeni konce nukleové kyseliny pomoci ATP (*?P)
2. Specificka chemicka hydrolyza v misté:
G: pisobenim DMS za tepla
G + A: plsobenim kyseliny a DMS
C: pusobenim hydrazinu v prostfedi 5 M NaCl
C + T: pasobenim hydrazinu
3. Elekroforéza ziskanych fragmenu za denaturacnich podminek (rychlost migrace je
neprimo umeérna poctu nukleotidd)
4. Autoradiografie gelu

Sekundarni struktura DNA

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

Dvojita Sroubovice obsahuje 10 pb na jednu otacku a vzdalenost mezi dvéma
nasledujicimi pb je 0,34 nm.

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

Z-Sroubovice DNA obsahuje 12 pb/otacka a vzdalenost mezi sousednimi pb je 0,38
nm).



22

Geneticky kod mRNA prokaryontu:

(i P ke Jcu Ser Al Ty ([N} Cys
lc Uz C I zC
1A, Leu A, Ser I1an, A,
(HlNNe (Hlege ([HPNe (Hlere Trp
Ciu Leu cou Pro ALl Hiz Czl A riy
{ N CCC A CC
Ca, Leu [{ag} Pro Can ZIn CGA, A riy
CUG oG CAG CGG
AL Ile AL Thr A | Az A Ser
AT ACC A AT
pARPS Ile AT A, Thr Ao, L= AN, A iy
Al M et AL A A
UL Wl GCU Al all Az el Gy
GUC GCC Gac GEC
A, Wl oA Al Zan Zlu feleyy Gy
GG GCG A elere

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

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

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

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

(Molekulové hmotnosti slozek: A=135, G=151,C =111, U=112, T = 126, ribdza
150, kys. fosforecna = 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)
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d) ribonukleaza T1 (hydrolyza v misté G, vznik 3P oligonukleotidu)
e) ribonukleaza U2 (hydrolyza v misté A nebo G, vznik 3°P oligonukleotidu)

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

PAPCpTpTpApG

5" terminalni nukleotid byl oznagen *?P. Jaké oligonukleotidy ziskame po
pusobeni fosfodiesterazy hadiho jedu (viz vye). Které z nich budou znageny *P?
Které oligonukleotidy ziskame hydrolyzou pomoci desoxyribonukleazy Il a které z nich
budou znageny **P (desoxyribonukledza Il je endonukleaza uvolfiujici 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 obsahuijici A, G a U.

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

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

Urcete sekvenci oligoribonukleotidu

8. Udejte sekvenci oligodesoxyribonukleotidu stanovovanou Maxam-Gilbertovou
metodou. Po autoradiografii byl ziskan nasledujici obraz:

G+A G C+T C

start
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9. Pfi replikaci fetézce DNA --AGCGTAG-- byl vytvofen komplementarni fetézec o jaké
sekvenci ? Jaka bude sekvence RNA vytvofena pfi transkripci.

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

a/ GATCAA, b/ TGGAAC, c/ GAATTC, d/ ACGCGT, e/ CGGCCQG,
f/ TACCAT

11. Vypocitejte molekulovou hmotnost jednoho primérného paru bazi

(molekulova hmotnost A = 135, T =126, G = 151, C = 111, desoxyribéza 134, kys.
fosforeCna 98. Nezapomerite na odstépeni vody pfi tvorbé esterové vazby)

Jaka je molekulova hmotnost molekuly DNA o délce 1 um v Da a hmotnost v gramech?

12. Jaterni burika krysy obsahuje 107" g DNA. Tato DNA je rovnomérné rozdélena do
42 chromosomu buriky.

a) Jaka je molekulova hmotnost DNA (1 chromosom obsahuje jednu molekulu DNA).
b) Vypocitejte 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 sloZzeni guaninu + cytosinu v DNA urc€ité 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 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 kodujici protein P. Jaka je
molekulova hmotnost tohoto proteinu. Primérna molekulova hmotnost aminokyseliny je
140.



25
16. Smés nukleosidtrifosfatd znadenych *?P na y-fosfatu byla inkubovana
s RNApolymerazou: Po urcité dobé byla zjiSténa inkorporace 100 molekul znaCeného
fosfatu do vysledného produktu. Tentyz pokus byl proveden se smési
nukleosidtrifosfatt znagenych na fosfatu a. Byla zji$téna inkorporace 3.10* molekul
fosfatu do zna¢eného produktu.
Jaky pocet fetézci RNA byl syntezovan a jaka je jejich primérna délka?

17. Aminokyselinova sekvence C-terminalni oblasti bilkoviny a odpovidajici kddujici
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 restrikéni misto TT/CGAA
a jiné restrikEni 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, jake je
celkové slozeni bazi (to je DNA matrice + DNA syntezované in vitro)

d) mRNA syntezovana jakozto odpovéd na infekci fagem ma nasleduijici 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 kodonl a zduvodnéte odpovidajici aminokyselinové slozeni
polypeptida.

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

21. P¥i stanoveni primarni struktury enzymu bylo zjisténo, Ze se sklada z 250
aminokyselin. Jaky je minimalni po¢et nukleotidl strukturalniho genu tohoto enzymu?
PFi bodové mutaci tohoto strukturalniho genu doslo k nahradé jednoho serinu
glutamatem. Tento fakt se projevil ztratou enzymové aktivity. Co z tohoto faktu Ize
vyvodit?
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E. TERMODYNAMIKA ENZYMOVYCH REAKCI

Zakladni vztahy:
E
A+B- C+D

AG = AG, + RTIn [C][D] R=8,314 J.K".mol
[Al[B]
povaha  aktualni
reakce koncentrace

AG, = -RTIN Keg

Tab.ll Hodnoty AG, hydrolyzy dulezitych vazeb

AG, [kJ.mol™]
fosfoenolpyruvat ~ pyruvat -61.8
karbamoylfosfat < karbamat -51.4
acetylfosfat = k.octova -43.0
kreatinfosfat = kreatin -43.0
difosfat = fosfat -33.4
acetylKoA = acetat -31.3
ATP < ADP -30,5
ADP = AMP -30.5
glukosa-1-P = glukosa -20.9
Glukosa-6-P = glukosa -12.5
glycerol-3-P = glycerol -8.4

1. Vypocitejte AG, reakce pfemény dihydroxyacetonfosfatu na glyceraldehydfosfat, je-li

Keq= 0.0475 pfi 25°C. V poc':l'te1jte AG reakce, je-li koncentrace dihydroxy AP 2.10*mol.I"
a glyceraldehyd P 3.10™ mol.I"".

2. Vypocitejte AG hydrolyzy ATP na ADP a P;, jsou-li koncetrace ADP a ATP ekvimolarni
a koncentrace fosfatu pii 25°C: a) 1 mol.I"", b) 0.001 mol.I"",

c) Jaka je AG hydrolyzy za aktualnich podminek hydrolyzy ve svalu, kde je koncentrace
ATP =5 mmol.I"", ADP = 0.5 mmol.I"", P;= 1 mmol.I"pfi 25°C.
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Vzorce nékterych energeticky vyznamnych slouc¢enin:

(@)
OH NH, CH ﬁ
I A
I 0 % — 0 _P—0
CH,™  _P—0H 0~P° 07\
07 '\ 0 0
OH
Fosfoenolpyruvat Karbamoylfosfat Acetylfosfat

0 OH
I |

OH-P=0=P—0H

OH 0]
Difosfat
OH
CH,
H O H
" i
OH OH H o-P\—OH
H OH OH

Glukosa-1-fosfat

OH
Kreatinfosfat
(0]
Lo
OH o4 cH
H O H
H
H
on§H OH
H OH

Glukosa-6-fosfat

CH

0 _—KoA

Acetyl-KoA

OH

OH

o)
Il
O/F’\_OH
OH

Glycerolfosfat

3. Vypocitejte AG hydrolyzy difosfatu na fosfat, 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. Jaka musi byt koncentrace malatu, aby reakce:

malat - fumarat + H,O

byla v rovnovéze. Koncentrace fumaratu je 1 mmol.I"", AG, reakce je +3.1 kJ.mol ™, t=

25°C.
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Sprazené reakce:

NG, A-C+D K= |C||D|
[Al
AG, C =G Ko=[G]
[C]

NGz, A= D+G  Ki=[DLIG] = Ki.K2
[A]

AGo1+2= -RTIn Ky40= 'RT(an1+InK2)
AG01+2= AG01 + AGOZ

AG142 = AGoi+2 + RT In [D].[G]
(Al

5. Vypocitejte AG, a Keq reakce pii 25°C:

ATP + CH;COCOOH < ADP + CH,C(OP)-COOH
Jaky je rovnovazny pomér koncentraci pyr/PEP, je-li pomér ATP/ADP=10.
6. Tvorba acetyl-KoA probiha v pfitomnosti ATP:

CH3COOH + ATP + HSKoA < CH3COKoA + AMP + PPi
(PPi je difosfat).
Vypocitejte AG, reakce (pfedpokladejte, Ze AGo hydrolyzy
ATP-= AMP + PPi je stejné jako pfi vzniku ADP a Pi. PPi je hydrolyzovan pyrofosfatazou.
Vypoditejte celkové AG, reakce pii 25°C. Jaky je vliv hydrolyzy difosfatu?
7. Vypocitejte AG, izomerace:
glukosa-6-P <= glukosa-1-P

Jaky je rovnovazny pomér koncentrace obou latek pfi 25°C. Jaké je G reakce,je-li
koncentrace glukosa-6-P 10 mmol.I" a koncentrace glukosa-1-P 2 mmol.I"?

8. Kreatinfosfat je hlavni zasobni latkou svalu. Jaké je AG, reakce:

ATP + kreatin = ADP + kreatinfosfat.
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Jaky je rovnovazny pomér kreatin-P/kreatin pfi 25°C, jsou-li koncentrace ADP a ATP
ekvimolarni. Napiste vzorec kreatinfosfatu.

9. Koncentrace glukosy v burice je 1 mmol.I"", koncentrace glukosa-1-P 0.05 mmol.I".
Jaky musi byt pomér koncentraci ATP/ADP. aby reakce:

ATP + glukosa = glukosa-1-P + ADP

byla pfi 25°C v rovnovaze.

10. Vypocitejte AG, reakce pii 25°C:
sacharosa + Pi = glukosa-1-P + fruktosa
K dispozici mate tyto udaje:

1/ sacharosa - glukosa + fruktosa K= 1.35.10°
2/ glukosa-1-P < glukosa + Pi AGo = -20.9 kJ.mol™

Jaka bude volna energie reakce AG za aktualnich podminek:

Koncentrace Pi 1 mmol.I", sacharosa 0.5 mmol.I", glukosa-1-P a fruktosa 4 mmol.I"".

Je mozno glykosidovou vazbu sacharosy pocitat mezi makroergickou vazbu, pokud mezi
makroe1rgické vazby pocitame vazby se standartni volnou energii hydrolyzy nizSi nez -10
kJ.mol?

11. Vypocitejte stand. volnou energii tvorby aktivované glukosy pfi 25°C:
glukosa-1-P + ATP = ADP-glukosa + PPi
K dispozici mate tyto udaje:
rovnovazna konstanta hydrolyzy:
1/ ADP-glukosa = glukosa + ADP K= 722
2/ ATP = ADP + Pi AGo= - 30.5 kd/mol

3/ glukosa-1-P < glukosa + Pi AGo = -20.9 kJ.mol™
4/ hydrolyza PPi: PPi < 2Pi AGo = -33.4 kJ.mol™

Vypocitejte AG hydrolyzy difosfatu za aktualnich podminek koncentrace pfi 25°C: Pi=5
mmol/l, PPi = 2 mmol.I".

12. Vypoditejte stand. volnou energii hydrolysy aktivované glukosy pfi 25°C:
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ADP-glukosa < glukosa + ADP

K dispozici mate tyto udaje:

1/ Glukosa-1-P + ATP -« ADP-glukosa + PPi  Kgq =2
2/ hydrolyza difosfatu: PPi = 2Pi AGo = - 33.4 kJ.mol™
3/ Glukosa-1-P « glukosa + Pi AGo = -20.9 kJ.mol”
4/ ATP » ADP +Pi AGo=-30.5 kJ.mol”

13. DokaZzte vypocCtem, zda bude probihat tato reakce:
glukosa-6-P - fruktosa-6-P

je-li AGo = +1,6 kJ.mol™" a koncentrace fruktosa-6-P 10 mmol.I" pfi 25°C, koncentrace
glukosa-1-P je 1 mmol.I". Napisté vzorce glukosa-1-P a fruktosa-1-P.

14. a) Jednim ze zpUsobul jak muze svalova bunka zvysit koncentraci ATP je nasleduijici
reakce:

2 ADP - ATP + AMP

Vypocitejte, zda je tato reakce za standardnich podminek exergonicka nebo
endergonicka, pokud predpokladate, ze AGo hydrolyzy u dvou fosfatovych vazeb
nukleotidu je stejna -30 kJ.mol™.

b) Jak by tomu bylo v pfipadé, kdyby AGo fosfatu &.2 byla -28 kJ.mol'?
Vypocitejte hodnotu AG vySe uvedené reakce za aktualnich koncentraci:

ATP 0,1 mmol.I"", ADP 1 mmol.I'", AMP 0,05 mmol.I"",



F ENzZYMY

Hlavni skupiny enzymU podle typu reakce:

1. Oxidoreduktasy
A+B =« A+B 2. Transferasy

AB +C -« A+B-C

3. Hydrolasy
A-B + H,O = A-H + B-OH 4. Lyasy (synthasy)
XY
0 o

5. Izomerasy

6. Ligasy (synthetasy)

A+B - A-B

SYSTEMATICKE NAZVOSLOVI ENZYMU

1. Oxidoreduktasy
donor:akceptor-oxidoreduktasa
(napf. glukosa:Oz-oxidoreduktasa, trivialné glukosaoxidasa)

2. Transferasy
donor:akceptor-skupinatransferasa
(napf. ATP:glukosa-6-fosfotransferasa, trivialné glukokinasa €i hexokinasa)

3. Hydrolasy
substrat-skupinahydrolasa
(napf. protein-amidohydrolasa, trivialné proteinasa)

4. Lyasy (synthasy)
substrat-skupinalyasa
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(napf. citrat-oxalacetatlyasa, trivialné citratsynthasa)

5. Isomerasy
neujasnéné 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 (chorismatmutasa)

6. Ligasy (syntetasy)
substrat:substrat- I|§asa (tvofici nukleotid)
(napf. alanin:tRNA™-ligasa(tvotici AMP), trivialng alanyl-tRNA-synthetasa)

KINETIKA ENZYMOVYCH REAKCI

K+ Ko

E+S « ES - E+P
K1

Kn=Kk.1+ ko Michaelisova konstanta
K1

Je-liky k4, pak Kn=k1 Disociatni konstanta
ki  komplexu ES

Vo= kZ[ES]

Vo= V.S Rovnice Michaelise-Mentenové
Kn+S

Plati-li, ze S - o ,
pak [E]=[ES]
Vo= ko[E{] =V  Limitni poCatec¢ni rychlost

Limitni po€atecni rychlost je tedy pfimo umeérna koncentraci enzymu.
Pomoci této limitni rychlosti (S — o, T, pH optimum) Ize méfit mnozstvi enzymu, tzv.
aktivitu.

Aktivita enzymu se udava v nasledujicich jednotkach: 11U =1 pmol.min™

1 katal = 1 mol.s™
Cislo pfemény=katalyticka aktivita=molekulova (resp.molarni) aktivita enzymu=pocet
molekul (resp.molu) substratu pfeménénych za jednu sekundu jednou molekulou
(resp.jednim molem) enzymu.



Stanoveni Ky, a V - linearizované vztahy:

1 =Kn.1 + 1 Vyneseni podle Lineweavera-Burka
voV S V

(0))

S +Km Vynesenipodle Hanese-Woolfa
Vv

<

Vo

Enzymova inhibice

Inhibice kompetitivni:

Km

E+S- ES- E+P
Ki

E+|l « EI

Jestlize S- o ,pakEl - 0,av,=V
Linearizované vztahy:

1=Kn(1+i/K)1+1
Vo V SV
S =8+ Kn(1+1/Kj)
Vo V.V

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

K +S
E+l < El~ EIS

Km +|
E+S- ES< EIS

Linearizované vztahy:

1 =Kn.(1+i/K).1 + 1.(1 +/K))
Vo V S V

S=S (1+iK)+Kn(1+i/Kj)
Vo V V
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1. Enzymy v uzavieném systému
a) posunuji rovnovahu reakce ve sméru tvorby produktu
b) neovliviuji rovhovazny stav reakce
c) zvysuji A Go reakce
d) snizuji "

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 - oxoglutarat + alanin

c) Skrob - (maltosa)n

d) formaldehyd + NADH + H+ . methanol + NAD"

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

f) mocCovina + H,O - amoniak + CO;

g) Glukosa-6-fosfat — Glukosa 1-fosfat

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

3. Vysvétlete rozdil mezi koenzymem a prostetickou skupinou. Vysvétete roli koenzymu
A v metabolismu, vysvétete roli pyridoxalfosfatu.

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

Glukokinasa z jater ma K, pro glukosu 10 mmol.I"', katalyticka aktivita je 1.5 pmol.min™.
Hexokinasa ma K, 0.1 mmol.I"", katalyticka aktivita je 0.1 pmol.min™. Vypoéitejte
pocatec€ni rychlost pfemény 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

5. a) Aktivita enzymu v roztoku je 0.2 umol.min™1, Michaelisova
konstanta enzymu pro dany substrat je 0.2 mmol.I"". Vypogitejte jakou poc¢atecni rychlosti
bude enzymova reakce probihat, je-li koncentrace substratu 0.005 mmol.I™".
b) K enzymu byl pfidan kompetitivni inhibitor o koncentraci 0,1 mmol.I", K= 0.2
mmol.I".Jakou rychlosti bude reakce probihat, bude-li koncentrace substratu 20 mmol.I™.
c) K enzymu byl pfidan nekompetitivni inhibitor o koncentraci 0.005 mol.I"". Jakou
rychlosti bude reakce probihat, budou-li reakéni podminky stejné jako v bodu b) ?



6. Pfedpokladejte, Ze enzym katalyzuje reakci:

K+ ko
E+S < ES =« E+P
K1 K2

kde k1= 10°M's™ k4 =10°s", ky=10%s", ky=10" M's”, a celkova koncentrace
enzymu E; = 0,1 nM. Vypocitejte nasledujici hodnoty:

Km, V max, katalytickou aktivitu (Cislo pfemény), poCate¢ni rychlost, je-li koncentrace
substratu 20 uM

7. Na zakladé méreni vypocitejte kinetické parametry enzymu, tj. Ky,
a maximalni pocatec¢ni rychlost
konc. substratu (mol.I"") v, (umol.min™)

0.3.10° 10.4
0.5.10° 14.5
1.10° 225
3.10° 33.8
9.10° 40.5

8. a) V pritomnosti inhibitoru o koncentraci 0.01 mmol.I" byly naméfeny tyto po&ateéni
rychlosti pfemény substratu (viz uloha 7):

konc. substratu (mol.I") v, (umol.min’™)

0.3.10° 3.96
0.5.10° 5.75
1.10° 8.70
3.10° 13.00
9.10° 15.80

Urcete typ inhibice a vypocitejte K;

b) V piitomnosti druhého inhibitoru 2 mmol.I"' byly naméfeny tyto po&ateéni rychlosti:

konc. substratu (mol.I") v, (umol.min™)

0.3.10° 4.1
0.5.10° 6.4
1.10° 11.3

3.10° 22.6
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9.10° 33.6
Vypocitejte K; a urCete typ inhibice.

9. Z nasledujici udaju o enzymové reakci urCete graficky pripadné pocetné typ inhibice,
Km enzymu a Ki.

koncentrace substratu vo (nkat)
mmol.I” bez inhibitoru inhibitor (6 mmol.I"")
2.0 139 88
3.0 179 121
4.0 213 149
10.0 313 257
15.0 370 313

Jak byste dany typ inhibice zrusili ?

10 a) Pri kinetickém méreni zavislosti reakeni rychlosti na koncentraci substratu byly
zjistény nasledujici 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 substrat.
b) V pfitomnosti koncentrace inhibitoru 1 mmol/l byly zjistény tyto udaje:

Substrat (mmol.I'")  Vo(mmol.min™)

0,1 0,019
0,2 0,037
0,4 0,070
1,0 0,150
2,0 0,239

UrCete, o jaky typ inhibice se jedna. Vypocitejte Ki inhibitoru.

11. UrCete Km a aktivitu enzymu na zakladé kinetickych méfeni
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S (moll") Vo (umol.min™")

0.0003 0.026
0.001 0.054
0.002 0.070

V piitomnosti koncentrace inhibitoru 0.01 mmol.I"" byly naméreny tyto hodnoty.
Vypocitejte Ki a urCete typ inhibice:

S (mmol.I'") Vo (umol.min™)

0.0003 0.011
0.001 0.023
0.002 0.030

12. Vypocitejte Michaelisovu konstantu a maximalni rychlost reakce na zakladé
kinetickych méfeni:

substratu (mol.I'")  poc&ateéni rychlost (nkat)

1.10™ 0,45
5.10% 2.3
2.10° 53
4.10° 6,5

K enzymu b1yl pridan nekompetitivni inhibitor o koncentraci 4.10* mol.I"", Ki inhibitoru
1.10'3; mol.I". Vypogitejte rychlost enzymové reakce, je-li koncentrace substratu 2.107
mol.I"".

13. Aktivita enzymu v roztoku je 0.2 umol.min™', Michaelisova konstanta enzymu pro dany
substrat je 0.2 mmol."".

a) Vypocitejte jakou pocatecni rychlosti bude enzymova reakce probihat, je-li koncentrace
substratu 0.005 mmol.I"",

b) K enzymu byl pfidan kompetitivni inhibitor o koncentraci 0.1 mmol.I"', Ki= 0.2 mmol.I".
Jakou rychlosti bude reakce probihat, bude-li koncentrace substratu 20 mmol.I™".

c) K enzymu byl pfidan nekompetitivni inhibitor o koncentraci 0.1 mmol.I”", Ki= 0.2 mmol.I
1. Jakou rychlosti bude reakce probihat, bude-li koncentrace substratu 20 mmol.I™".

14. Vypoditejte, jakou aktivitu (umol/min) bude mit 2.5.10* mg zcela &istého enzymu o
molek. hmotnosti 400 000, je-li molekularni aktivita (&islo premény 2500 sec™).

15. Vypoditejte molekularni aktivitu enzymu (&islo pfemény), jestlize 5.10* mg zcela
Cistého enzymu ma aktivitu 20 mezinarodnich jednotek. Molekulova hmostnost enzymu
je 240000.
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16. K roztoku glutamatdehydrogenasy o aktivité 5 nkat byl pfidan glutamat a zméfena
pocatec€ni rychlost reakce 1.5 nkat. Kolik procent enzymu je vazano ve formé komplexu
enzym-substrat? (Km, = 2,25 mmol.I").

17. Koncentraci jable€nanu ve vzorku by bylo mozZno stanovit pomoci pfislusné
dehydrogenasy citratového cyklu na zakladé vznikajiciho NADH:

jableénan + NAD = NADH + H+ + oxalacetat

Pribéh reakce je zavisly na pH prostfedi. Rovnovaha reakce je silné posunuta na levou
stranu (K = 5.10™" mol.I"). Vypoditejte, jaké pH pufru je nutno zvolit, aby alespoii 90%
jable¢nanu bylo pfeménéno na oxalacetat. Reak¢ni podminky: pocatecni koncentrace
NAD =5 mmol.l'1, pocateCni koncentrace jablec¢nanu 0,1 mmol.I"1.
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VYSLEDKY ULOH
A.
1. Phe, Tyr, Try, His

a)
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) zadny asymetricky uhlikovy atom: Gly

dva asymetrické uhlikové atomy: lle, Thr

3. postupna disociace glycinu: A" A . A

Ki=[A].[HJ[A"]

Ko=[AT.[HV/A]

Vztahy pro disociacni konstanty se pak vyuZiji k vypoctu procenta disociované formy

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

[A].100/([A"+[A]+[A1)=79.9% disociované formy karboxylové skupiny pfi pH=3

[A].100/([A"T+[A]+[A1)=0.99% NH;" pfi pH 11
4. NH,-Thr-Gly-COOH; pl=6,385 (pro NHx-Gly-Thr-COOH by byl pl=6,115)
5. P¥iblizny naboj jednotlivych aminokyselin v peptidickém Fetézci Ize urcit na zakladé
disociacnich konstant postrannich skupin. Pokud je uvazované pH roztoku vyssi nez
hodnota pKj; postranni -COOH skupiny, pak probéhne jeji disociace na -COO". Pokud je
pH roztoku nizSi nez pKj 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 Ize spocitat pouze pfiblizné, protoZze nemame moznost brat v ivahu vliv sekundarni
struktury peptidu, vliv ostatnich aminokyselinovych zbytkd na hodnoty disociacnich
konstant apod. Pfi porovnani disocia¢nich konstant jednotlivych disociabilnich skupin
peptidu zjistime, Zze nejvice se pH9 pfiblizuji: disociaCni konstanta argininu pK,=9,0 a
disociacni konstanta cysteinu pK3=8,3. Pravé disociace -SH skupiny cysteinu bude hrat
vyznamnou ulohu ve zméné naboje 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 priimérem pKa neutralni formy, pak
bude prvni uvazovanou disociaci deprotonace cysteinu (pKs=8,3) pfi pH vys$Sim nez pl a
druhou reakci bude protonace koncové skupiny o pK42=7,9 pfi pH niz§im nez pl.
Vysledny izoelektricky bod: pl=8,1.
6. disociabilni skupiny v peptidech A a B:

A) Ser-NH2(9,2), Tyr-OH(10,9), Glu-COQOH(4,3), His-NH(6,0), Arg=NH(12,5), Gly-

COOH(2,4)
B) Val-NH2(9,6), Cys-SH(8,3), Glu-COOH(4,3), Lys-NHx(10,8), Gly-COOH(2,4)
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naboje pfi pH 9: A) Ser'*-Tyr’-Ser’-Met’-Glu"-His’-Phe’-Arg'*-Gly™ 0
B) Val'*-Cys'-Phe’-Glu™-Ala’-Lys"*-Leu’-GIn°-Gly" 1-
naboje pfi 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 prostiedi o vy$Sim pH nez je jejich pl naboj 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. lIzoelektrické body: Arg(10,75), Ala(6,1), Glu(3,25), Tyr(5,65), Ser(5,65)
a) pH=11: Arg®, Ala", GIu* , Tyr* , Ser'” (hodnota naboje uréena na zakladé
jednotlivych pKa). VyteCe Arg, ostatni aminokyseliny se zachyti na koloné.
b) pH=8: Ala", Glu™, Tyr", Ser". Zadna aminokyselina nevytece.
10. lzoelektrické 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-
NHx(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-NH2(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 (ll1): Ser-NHx(9,2), Tyr-OH(10,9), Glu-COOH(4,3), His-
NH(6), Arg=NH(12,5), Gly-COOH(2,4)
disociabilni skupiny peptidu (IV): Val-NH2(9,6), Cys-SH(8,3), Glu-COOH(4,3), Lys-
NH>(10,8), Gly-COOH(2,4)

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 skupiny cysteinu. Zvolime pH=9:

Ser®-Tyr’-Met’-Glu™-His’-Phe’-Arg"*-Gly" -1-0
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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 nabojem -1 az 0 nakonec vytecCe,
nebot’ se postupné naprotonuji vdechny 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
(Ala+Lys+Glu+Gly) znaCeny 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
NH2-Glu’-Gly"-COOH -1 vyteée z kolony
Kazdy z téchto oddélenych dipeptidi pak oznacime 2,4-dinitrofluorbenzenem a
hydrolyzujeme. Prvni peptid poskytne znaceny alanin a lysin (NH,-Ala-Lys-?-?). Druhy
peptid poskytne znacenou kyselinu glutamovou. Vysledna sekvence je tedy: Ala-Lys-
Glu-Gly.
UrcCeni sekvence peptidu Ize rovnéz provést v sekvenatoru za pouziti Edmanova
odbourani (fenylisothiokyanatova metoda).
Pro urCovani primarni struktury peptidu Ize vyuzit i reakce s LiBH,4 (redukce -COOH
skupiny na -CH,OH), nebo hydrazinolyzy (vS8echny 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 uvahu: Asp, Lys(?), Cys (urcité, S-S
mustek), Gly(?), Glu(?), Met(?)...jedna z aminokyselin(?) bude soucasti peptidu B
NH,-Asp-?-?-?-?
bromkyan: NHz-Asp-?-?-Met-Glu-COOH
trypsin: NH;-Asp-Cys-Lys-Met-Glu-COOH
peptid B je tedy:
NH2-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

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
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oznaceni aminokyselin ve Stépech po [3-merkaptoethanolu:
Asn1-Cysz-Phe3-Thr“-Lyss-L1ysG-Trp7-Cy38-Argg-AIa1O-Val11-Cys12
Cys*-Thr™-Pro™-Tyr'®-Cys'’-Phe'®-Pro'*-Cys®
A) NH,-Val''-Cys'2-Cys?- Asn'-COOH
B) NHx-Phe®Thr*-Lys’-Lys®-COOH
C) NH.-Trp’-Cys®-Arg®-Ala'®-COOH
SS
NH,-Tyr'®-Cys'-COOH

D) NHx-Phe'®-Pro'-Cys?°-S-S-Cys'*-Thr'*-Pro'*>-COOH
disulfidické mustky mezi: Cys>-Cys'?

Cys®-Cys"’

Cys"-Cys?

NHz-Asn-(!ys-Phe-Thr-LWyS-Arg-AIa-VaI—CyL-COOH

NHz-C}/s-Thr-Pro-Tyr-Cys-Phe—Pro-C¥s-COOH

19. N-konec: Thr

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

hydrolyza chymotrypsinem: NH2-Phe-Asp-Val-lle-Leu-Lys-COOH

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

naboj pii pH=6,5: Thr'*-Glu"-Phe®-Asp'-Val’-lle’-Leu’-Lys®, celkové 1-

Pokud by byla Glu nahrazena GIn 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 oznacCeny silné:

- 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 disociacni 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-
Presné ureni sekundarni struktury bilkoviny je ukolem pro pocitacové modelovani.
21. NHz-Ala-Ala-Lys-Ala-Ala-Ala-Phe-COOH
22. Protein ma pomérné hodné hydrofobnich skupin, diky kterym muzZe dobfe kotvit v
cytoplasmatické membrané. K urCeni 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 Ctyfi (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 B-strukturach se
vyskytuji hlavné valin, isoleucin, fenylalanin a tyrosin. V dalSim kroku se "zarodky"
rozSifuji na obé strany, dokud prumeérny sklon tetrapeptidu k vytvareni a-, resp. 3-
struktury neklesne pod kritickou hodnotu. Posléze se vyhledaji oblasti protismérnych
ohybu, obsahuijici pfedevsim glycin a prolin.
Silné 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, zfejmé 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 zbytku tvofi 3-skladany list
25. podet aminokyselin=(0,2.10°nm)/0,15nm= 1,3333.10°
rychlost syntézy=1,3333.10%/(365.24.3600)=42,3 zbytku/sec
26. hmotnost ribozomalnich proteint=25000.(4/3).1(9.107cm)*.1g/cm®.0,4 =
3,0536.10 g
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""g/4,3103.10""cm>=1,39 g/cm®
28. a)7, b)1, ¢)3, d)2

B.

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-methylgalaktosa, 2,3,6-tri-O-methylglukosa

9. 2,4,6-tri-O-methyl -D-glukosa, 2,3,4,6-tetra-O-methyl-D-mannosa

10. 2,3,4-tri-O-methyl-D-glukosa, 2,3,4,6-tetra-O-methyl-D-galaktosa

11. 5-O-galaktosyl-D-ribosa

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-methylmannosa

C
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)1-,b)0, ¢) 0, d) 1-, e) 2-, f) 2-, g) 1-
6. pH5 a)0o, b)1+ c)1+ d)0, e)0, f)0, g)0.
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pH 8: a)1-, b0, ¢)0, d)1-, e)2-,f)2-,g)1-.

. a)1-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+ fosfolipaza D=distearoylfosfatidova kyselina
distearoylfosfatidova kyselina+ethanolamin=distearoylfosfatidylethanolamin

. A260=[AMP] [E260(AMP) + [GMP] (£260(GMP)

Azso=[AMP] CE280(AMP) + [GMP] [E280(GMP)
[GMP]=3,07.10° mol/l, [AMP]=1,90.10" mol/l

. RNA 321, DNA 309
. a/ UpCpUpApGpA

b/ Up+ CpUpApGpAp, Up+Cp+UpApGpAp, Up+Cp+Up+ApGpAp atd.

¢/ UpCpUpApG+pAp, UpCpUpA+pG+pAp, UpCpU+pA+pG+pAp atd.

d/ UpCpUpA+pGpAp

e/ UpCpU+pA+pG+pAp

fosfodiesteraza hadiho jedu: *>pApCpTpTpA+pG, *pApCpTpT+pA+pG,

2pApCpT+pT+pA+pG, **pApC+pT+pT+pA+pG (posledni dinukleotid necha
nerozstépeny)

desoxyribonukleaza II: *pAp+CpTpTpApG, **pApCp+TpTpApG,

32pApCpTp+TpApG, *pApCpTpTp+ApG, **pApCpTpTpAp+G a dalsi
8. 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 divodl b)
ACGAUC
AGCACU...nesplnuje podminku a)
ACGACU...nesplnuje podminku a)
fesSeni:(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



11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
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TGCGCA
e/ CGGCCG celé palindrom
GCCGGC
f/ TACCAT  palindrom neni
ATGGTA
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 kodontl a tedy aminokyselin, coZ je 3,97.10° Da
100 fetézcd, prumeérna 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 kodon(:
Uuu 0,9.0,9.0,9=72,9% Phe
uuCc 0,9.0,9.0,1=8,1% Phe

UcCu 8,1% Ser
Cuu 8,1% Leu
UCC 0,9% Ser
CcucC 0,9% Leu
ccu 0,9% Pro
CcCcC 0,1% Pro

Po souctu dostavavame teoretické aminokyselinové sloZeni shodné s experimentalnim.

20.

21.

frekvence kodonu:

GGG 12,5% Gly
GAA 12,5% Gilu
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
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. +7,55 kd/mol, -2,85 kJ/mol
.a) -30,5 kdJ/mol, b) -47,6 kJ/mol, c) -53,3 kd/mol
.-25,7 kJ/mol, 7,2.10° mol/l
. 3,5 mmol/l
. +31,3 kJ/mol, 3,08.10*
. 40,8 kJ/mol, -32,6 kJ/mol
Hydrolyza difosfatu usnadriuje pribéh reakce zleva doprava, posunuje rovnovahu
smérem k produktim.
. +8,4 kdJ/mol, 0,034, +4,41 kJ/mol
. AG°=12,5 kJ/mol, 6,42.10°
. AG°=-9,6 kJ/mol, 1,04.10°
0. AG%(1)=-29,25 kJ/mol, AG°=-8,35 kJ/mol, AG=-232 J/mol
Glykosidovou vazbu sacharosy Ize dle standartni volné energie hydrolyzy povazovat za
makroergickou vazbu, ale sacharosa se nepovazuje za makroergickou slouceninu.
AG°(1)=-16,3 kJ/mol
AG=AG(3)+AG"(2)-AG°(1)-AG°(4)= -1,7 kJ/mol
AG(4)= -44,25 kJ/mol
11. AG®(1)= -1,7 kJ/mol
AG+AG’(2)= -AG°(1)+AG(3)+AG (4)
AG’= -16,3 kJ/mol
12. +7,3 kJ/mol reakce nebude probihat samovolné
13. a) 0 kdJ/mol
b)+2 kdJ/mol, AG= -11,1 kd/mol

OO WN -

= O 00 N

F
1b
2. a-oxidoredutasa
trivialné malatdehydrogenasa
systematicky malat :NAD"-oxidoreduktasa (u reakci s NADH jako donerem, &i
NAD" jako akceptorem se upfednostiiuje systematicky nazev donor:NAD*-
oxidoreduktasa, a ne NADH:akceptor-oxidoreduktasa)
b-transferasa
trivialné alaninaminotransferasa
systematicky L-alanin:2-oxoglutarat-aminotransferasa
jiny nazev glutamat-pyruvat transaminasa
c-hydrolasa
trivialné exoamylasa nebo B-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
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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

holoenzym

kofaktor apoenzym

ionty kovu koenzym

kosubstrat prostheticka skupina
(podléha cyklické regeneraci)
Jako prostetické skupiny se oznacCuji pevné vazané stabilni nepeptidove slozky
bilkovin. Koenzym nemusi byt k enzymu pevné vazan. Pyridoxalfosfat je
nepostradatelny pfi transaminaci a dekarboxylaci aminokyselin. Koenzym A je
pfenaseCem acyll pfi oxidacnim odbouravanim mastnych kyselin, oxida¢ni
dekarboxylaci 2-oxokyselin a pfi acetylacich.
glukokinasa: v=1,5010°[5])/([S]+1010°)
hexokinasa: v=0,1010°[S]/([S]+0,11107®)
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 vykonnéjsi nez glukokinasa,

coZ ji umoznuje zasobovat 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 pfevadi na glukosa-6-fosfat jako vychozi slou€eninu pro syntézu
glykogenu.

5.
6.

pumol.min-1: a) 0,00488; b) 0,197; c) 0,00762
Km=(k.1+k2)/ks=(10°+10?)/10°=1,00110*molM'=100, 1umol M’
V=k,[[E{]=10°D,1=10nmol 0"’

Cislo pfemény: ko=V/[E{]=100s""
v=VIS]/([S]+Km)=1,665nmol '™

. rovnhice primky pfi vyneseni 1/vo proti 1/S: y=210"X+0,0224

rovnice primky pfi vyneseni S/vg proti S: y=0,0222%+210™"
9,009010°° mol/l, 45,045 pmol.min™

. @) nekompetitivni inhibice

rovnice primky ze zavislosti 1/vo na 1/S: y=610"%+0,0568



9.

10.

11

12.

13.

14,

15.

rovnice pfimky ze zavislosti S/vo na S: y=0,0568%+6[10""
6010 =Km/VI{1+i/Ki)
0,0568=1/VI[1+i/Ki)
pro hodnotu V=45,045 pmol.min™" vychazi Ki=6,4.10° mol.I"
b) kompetitivni inhibice
rovnice primky ze zavislosti 1/vo na 1/S: y=7107X+0,0224
rovnice primky ze zavislosti S/vo na S: y=0,0224X+7007
70007 =Km/V {1 +i/Ki)
0,0224=1/V
pro hodnotu Km=9,00910° mol T’ je Ki=8,1(10* mol T’
kompetitivni inhibice, Ize ji zrusit pfebytkem substratu
rovnice pfimek ze zavislosti 1/vo na 1/S: y=10°X+0,00211 (bez inhibitoru)
y=2010°%+0,00199 (s inhibitorem)
rovnice pfimek ze zavislosti S/vo na S: y=0,00203+10" (bez inhibitoru)
y=0,00195X+2010" (s inhibitorem)
200°=Km/V[{1+i/Ki)
10°=Km/V
= Ki=6 mmol.I"
0,00203=1/V = V=492,6 nkat

pfi pouziti ostatnich moznych hodnot 1/V

(0,00211; 0,00199; 0,00195) vyjde
primérné V=495 nkat
Km =4,95 mmol.|”

inhibice kompetitivni

rovnice pfimek ze zavislosti 1/vp na 1/S: y=0,00200X+1,67667 (bez inhibitoru)
y=0,00510%+1,56814 (s inhibitorem)

rovnice pfimek ze zavislosti S/vo na S: y=1,70712x+0,00199 (bez inhibitoru)
y=1,63716x+0,00507 (s inhibitorem)

Km=1,17 mmol.I", V=0,586 mmol.min™", Ki = 0,66 mmol.I"

. inhibice nekompetitivni

rovnice pfimek ze zavislosti 1/vp na 1/S: y=0,00854%+10,00101 (bez inhibitoru)
y=0,02032[x+23,16440 (s inhibitorem)

rovnice pfimek ze zavislosti S/vp na S: y=10,02169X+0,00852 (bez inhibitoru)
y=23,17397%+0,02031 (s inhibitorem)

Km = 0,85 mmol.I", V = 0,100 pmol.min™, Ki = 7,59 pmol.I”

rovnice pfimky ze zavislosti S/vo na S: y=0,104993[X+0,000185, r=0,993

Km = 1,76mmol.I"", V = 9,52nkat, vi = 3,66nkat

a)0,0049umol.min”

b)0,1970pmol.min™

¢)0,1320umol.min™

latkové mnozstvi enzymu: 6,250 "*mol

aktivita=6,2510"°2500=1,56nkat=0,0936pmol.min"

latkové mnozstvi enzymu: 2,0833010 ?mol

gislo premény=20010%/(602,083310'%)=160 000 s™
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16. %ES=(1,5nkat/5nkat)[100=30%
17. K=([INADH]([bxalacetat][H"])/(INAD*][jable¢nan])
vysledné koncentrace slozek v systému:
[jablednan]=0,01mmol.I"
[oxalacetat]=0,09mmol.I"
[INADH]=0,09mmol.I""
[INAD*]=4,91mmol.I"
Dosazenim do vy$e uvedené rovnice ziskame hodnotu [H*]=3,0309010"?mol.I ™",
Pro prabéh reakce je nutno zvolit pufr o pH=11,5.
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