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1. Určování stáří organických látek metodou radioaktivního uhlíku1. Určování stáří organických látek metodou radioaktivního uhlíku  

DoDo  vnějšívnější  atmosfatmosféryéry  pronikáproniká  zz  kosmukosmu  záření,záření,  kterékteré  vedevede    kk  jadernýmjaderným  reakcím,reakcím,  připři  nichžnichž  

vzinkajívzinkají  volnévolné  neutronyneutrony..  TyTy  nárazemnárazem  dodo  molekulmolekul  dusíkudusíku  mohoumohou  vyvolatvyvolat  jadernoujadernou  reakci,reakci,  

připři  nížníž  sese  molekulamolekula  rozpadnerozpadne  aa  jedenjeden  atomatom  pohltípohltí  neutronneutron  aa  ztratíztratí  protonproton..  DojdeDojde  kk  

jakémusijakémusi  „vyražení“„vyražení“  protonuprotonu  neutronemneutronem..  ZZ  izotopuizotopu  1414NN  sese  taktak  stanestane  izotopizotop  uhlíkuuhlíku  1414CC..  

TytoTyto  atomyatomy  jsoujsou  reakcíreakcí  ss  kyslíkemkyslíkem  zabudoványzabudovány  dodo  molekulmolekul  COCO22..  

IzotopIzotop  1414CC  všakvšak  nenínení  stabilnístabilní..  VV  jinéjiné  jadernéjaderné  reakcireakci  sese  jehojeho  jedenjeden  neutronneutron  přeměnípřemění  nana  

proton,proton,  elektronelektron  aa  antineutrinoantineutrino..  ElektronElektron  aa  antineutrinoantineutrino  jsoujsou  vyzářenyvyzářeny  dodo  prostoru,prostoru,  zbydezbyde  

izotopizotop  dusíkudusíku  1414NN..  TěmitoTěmito  dvěmadvěma  jadernýmijadernými  reakcemireakcemi  sese  postupempostupem  dobydoby  ustálilaustálila  vv  

atmosférickématmosférickém  COCO22  víceméněvíceméně  konstantníkonstantní  koncentracekoncentrace  izotopuizotopu  1414C,C,  přibližněpřibližně  1010--66  %%..  

Poznámka: Všimněte si, že shora uvedený zápis jaderných reakcí, bohužel naprosto Poznámka: Všimněte si, že shora uvedený zápis jaderných reakcí, bohužel naprosto 

běžný, zcela ignoruje nábojovou bilanci.běžný, zcela ignoruje nábojovou bilanci.  



ZelenéZelené  rostlinyrostliny  používajípoužívají  COCO22  kk  fotosyntéze,fotosyntéze,  samysamy  jsoujsou  potravoupotravou  živočichůživočichů..  JeJe--lili  

atmosférickýatmosférický  COCO22  zabudovánzabudován  dodo  živéhoživého  organizmu,organizmu,  udržujeudržuje  sese  podílpodíl  izotopuizotopu  1414CC  nana  

konstantníkonstantní  úrovni,úrovni,  neboťneboť  docházídochází  keke  stáléstálé  výměněvýměně  uhlíkatýchuhlíkatých  láteklátek  ss  atmosférickýmatmosférickým  COCO22..  

TatoTato  výměnavýměna  končíkončí  smrtísmrtí  organizmu,organizmu,  protožeprotože  do vnitřní atmosféry neutronové záření 

neproniká aa  probíháprobíhá  tedytedy  pouzepouze  zpětnázpětná  reakcereakce  (rozpad(rozpad  1414C)C)..  UU  mrtvéhomrtvého  organizmuorganizmu  tedytedy  

podílpodíl  1414CC  klesá,klesá,  poločasempoločasem  tohototohoto  rozpadurozpadu  jeje  5730 ± 40 y. Analýzou izotopů uhlíku v 

mrtvém organizmu je tedy možno stanovit dobu uplynulou od jeho smrti. 

Počet atomů, který se rozpadne za infinitesimální časovou jednotku, je přímo úměrný 

stávajícímu počtu atomů N: 

  je rychlostní konstanta pro tuto reakci, tzv. rozpadová konstanta. Řešení této je rychlostní konstanta pro tuto reakci, tzv. rozpadová konstanta. Řešení této 

diferenciální rovnice je exponenciální funkce:diferenciální rovnice je exponenciální funkce:  

NN00  je počáteční počet atomů, Nje počáteční počet atomů, N00=N(t=0). Poločas rozpadu=N(t=0). Poločas rozpadu  tt1/21/2  je čas, za který se je čas, za který se 

rozpadne 50% materiálu. Je to parametr rozpadne 50% materiálu. Je to parametr nepřimonepřimo  úměrný rychlostní konstantě úměrný rychlostní konstantě ::  

N(t=t1/2)/N0 = 1/2 = exp(- t1/2) 

PoloPoločasu rozpadu času rozpadu 5730 ± 40 y  tedy odpovídá rychlostní konstanta tedy odpovídá rychlostní konstanta   

= ?= ? 

CvičeníCvičení  1 1 : odvoďte rovnici pro t: odvoďte rovnici pro t1/21/2  

CvičeníCvičení  22: vypočítejte : vypočítejte 



Využití radioaktivních nuklidůVyužití radioaktivních nuklidů  

  

2. Detekce fragmentů nukleových kyselin (2. Detekce fragmentů nukleových kyselin (oligonukleotidůoligonukleotidů) označených radioaktivním ) označených radioaktivním 

izotopem fosforu izotopem fosforu 3232PP  

  

  

NEPOVINNÉNEPOVINNÉ  

Cvičení Cvičení 33  

  

Analýzou kosti zvířete bylo zjištěno, že obsahuje 70% z původního množství Analýzou kosti zvířete bylo zjištěno, že obsahuje 70% z původního množství 

izotopu izotopu 1414C. Určete stáří zvířete, když poločas rozpadu izotopu je C. Určete stáří zvířete, když poločas rozpadu izotopu je 5730 ± 40 y. . 

(Požadováno je řešení, výsledek a standardní odchylka.)(Požadováno je řešení, výsledek a standardní odchylka.)  



PPříklad: Protein LEFříklad: Protein LEF--1 je tzv. transkripční regulátor, který reguluje produkci (expresi) 1 je tzv. transkripční regulátor, který reguluje produkci (expresi) 

antigenových receptorů na povrchu lymfocytů T. Jeho funkcí je vázat DNA na specifické antigenových receptorů na povrchu lymfocytů T. Jeho funkcí je vázat DNA na specifické 

sekvenci sekvenci 5'-CCTTTGAA a vytvořit v DNA ohyb, který je předpokladem k transkripci. Je 

zajímavé zjistit, s jak velkou afinitou se váže doména HMG (zelená stuha) proteinu LEF-

1 na DNA, která obsahuje sekvenci 5'-CCTTTGAA  (modrá(modrá//zlatá).zlatá).  Při vzniku komplexu Při vzniku komplexu 

mezi DNA a LEFmezi DNA a LEF--1 hraje důležitou úlohu aminokyselina methionin (hnědá), která se 1 hraje důležitou úlohu aminokyselina methionin (hnědá), která se 

vklíní („interkaluje“) mezi dvě adeninové báze (tlusté modré čáry).vklíní („interkaluje“) mezi dvě adeninové báze (tlusté modré čáry).  



ZjiZjištění afinitní konstanty: V první fázi připojíme na jeden řetězec DNA fosfátovou štění afinitní konstanty: V první fázi připojíme na jeden řetězec DNA fosfátovou 

skupinu obsahující radioaktivní izotop skupinu obsahující radioaktivní izotop 3232PP  pomocpomocí radioaktivního adenosiní radioaktivního adenosin--trifosfátu:trifosfátu:  

ATPATP**  

AdenosinAdenosin--  PP  PP  PP**  



ATPATP**  

AdenosinAdenosin--  PP  PP  PP**  

ADPADP  

ZjiZjištěníštění  afinitní konstanty: V první fázi připojíme na jeden řetězec DNA fosfátovou afinitní konstanty: V první fázi připojíme na jeden řetězec DNA fosfátovou 

skupinu obsahující radioaktivní izotop skupinu obsahující radioaktivní izotop 3232PP  pomocpomocíí  radioaktivního adenosinradioaktivního adenosin--trifosfátutrifosfátu::  

PP**  



PP**  
PP**  

Značenou DNA necháme reagovat s proteinem, přičemž se vytvoří rovnováha:Značenou DNA necháme reagovat s proteinem, přičemž se vytvoří rovnováha:  



PP**  
PP**  

P (protein)P (protein)  DD**  (DNA)(DNA)  PD PD **  (komplex)(komplex)  

Značenou DNA necháme reagovat s proteinem, přičemž se vytvoří rovnováha:Značenou DNA necháme reagovat s proteinem, přičemž se vytvoří rovnováha:  

++  

O O koncentrackoncentracíchích  v rovnováze platí:v rovnováze platí:  

[PD]

[D][P]
  Kd[D][P]

[PD]
  Ka

KKaa: asociační konstanta: asociační konstanta  KKdd: disociační konstanta: disociační konstanta  



Reakční směs analyzujeme pomocí gelové elektroforézy:Reakční směs analyzujeme pomocí gelové elektroforézy:  

NegativněNegativně  nabitánabitá  DNADNA  migrujemigruje  kk  anodě,anodě,  směremsměrem  dolůdolů..  VolnáVolná  DNADNA  migrujemigruje  rychlejirychleji  nežnež  

vázanávázaná  vv  komplexukomplexu..  JednakJednak  kvůlikvůli  většívětší  hmotnostihmotnosti  (a(a  ==  F/m),F/m),  jednakjednak  většívětší  komplexkomplex  hůřehůře  

procházíprochází  pórypóry  gelugelu..  NavícNavíc  mámá  komplexkomplex  většinouvětšinou  menšímenší  negativnínegativní  náboj,náboj,  neboťneboť  proteinyproteiny  

vázajícívázající  sese  nana  DNADNA  majímají  většinouvětšinou  nábojnáboj  pozitivnípozitivní..  PoPo  určitéurčité  dobědobě  gelgel  vyjmemevyjmeme  zz  pufru,pufru,  

vysušímevysušíme  aa  vv  temnétemné  komořekomoře  nana  nějněj  přiložímepřiložíme  fotografickýfotografický  papírpapír..  TenTen  nana  místechmístech  ss  

radioaktivnímradioaktivním  vzorkemvzorkem  zčernázčerná..  IntenzituIntenzitu  skvrnyskvrny  jeje  možnomožno  kvantifikovatkvantifikovat  aa  použítpoužít  kk  určeníurčení  

množstvímnožství  radioaktivníradioaktivní  látkylátky..  



PDPD  

DD  

[PD]/[D][PD]/[D]00  

log[P] log[P] 00  

AnalAnalýzaýza  gelovougelovou  elektroforézouelektroforézou  titracetitrace  1010  pMpM  

roztokuroztoku  DD  vzrůstajícímivzrůstajícími  koncentracemikoncentracemi  [[PP]]00..  

NejpřesnějiNejpřesněji  lzelze  určiturčit  poměrpoměr  [PD]/[D][PD]/[D]00    

([D]([D]00  ==  celkovcelkováá  koncentracekoncentrace  DNADNA,,  

[P][P]00  ==  celkovcelkováá  koncentracekoncentrace  proteinuproteinu))..  

[P][P]00  

  č. «prohlubně»  



PDPD  

DD  

[PD]/[D][PD]/[D]00  

log[P] log[P] 00  

KKdd  

Cvičení Cvičení 44: : Dokažte, že pokud Dokažte, že pokud platplatíí  [P][P]00  >> [D]>> [D]00, je K, je Kdd  rovnarovna  koncentracikoncentraci  [P][P]00, p, přiři  

které je které je [PD]/[D][PD]/[D]00  = 0.5= 0.5  

NNápověda: ápověda: [P][P]00  = [P] + [PD]; [D]= [P] + [PD]; [D]00  = [D] + [PD]. Dosa= [D] + [PD]. Dosaďte do rovnice pro Kďte do rovnice pro Kdd..  

AnalAnalýzaýza  gelovougelovou  elektroforézouelektroforézou  titracetitrace  1010  pMpM  

roztokuroztoku  DD  vzrůstajícímivzrůstajícími  koncentracemikoncentracemi  [[PP]]00..  

NejpřesnějiNejpřesněji  lzelze  určiturčit  poměrpoměr  [PD]/[D][PD]/[D]00    

([D]([D]00  ==  celkovcelkováá  koncentracekoncentrace  DNADNA,,  

[P][P]00  ==  celkovcelkováá  koncentracekoncentrace  proteinuproteinu))..  

[P][P]00  

  č. «prohlubně»  


