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Vzoreckovnik

Obvod a obsah kruhu

o=2nr S=nmnr?

Povrch a objem koule

4
S=4nr? V= §m‘3

Energie fotonu

Kineticka energie

2

E=tv=2 Ep =

= hv = 7 k= va

Definice pH Zména Gibbsovy energie a zména entalpie a entropie
pH = —log[H*] AG = AH —TAS

Standardni reakéni zména Gibbsovy energie

arovnovazna konstanta

AG° = —-RTInK

Zména Gibbsovy energie a elektrodovy potencial

AG = —zFE

van't Hoffova rovnice

AH (1 1
anZ_anl = __<___>

Vyjadreni energie v jednotkach teploty

E[K]=Ek—g]

Vypocet energie z vinoctu (m?)

E=h-c-v

Vypocet energie z naboje a napéti

E=e-U

Stavova rovnice idedlniho plynu

pV=n-R-T

Parcidlni tlak

Pi = Xi " Prot

Rovnovazna konstanta pro reakci
pP+gqQ—>rR+sS

_ agq(R) ' agq(S)
ab,(P) - ad, (@)

Pravdépodobnost obsazeni stavu i
dle Boltzmannova rozdéleni

Stfedni hodnota energie

Aproximace aktivit

Cista latka i v pevném skupenstvi: a;

Cista latka i v kapalném skupenstvi: | q;

latka i v plynném skupenstvi: a;

z%,kdep" = 1bar = 100 000 Pa

latka i v roztoku: a;

= kde [i] je koncentrace latky ia c® = 1 mol dm?
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Soutézni Cislo

Vybrané konstanty a prevodni vztahy

Avogadrova konstanta

N,y = 6,022 - 1023 mol™?!

Boltzmannova konstanta

kg = 1,3806- 10723 JK!

Atomova hmotnostni konstanta

m, = 1amu = 1,6605 - 10727 kg

Elektronvolt

1eV=1602-10"19]

Faradayova konstanta

F = 96485 C mol™?*

Planckova konstanta

h=6,626-10"3*]s

Rychlost svétla ve vakuu

¢ =299792458 ms~?!

Molarni plynova konstanta

R=8,314]K ! mol™*!

Termodynamicka teplota

0°C=273,15K

Atmosféricky tlak

Parm = 101 325 Pa =1 atm = 760 Torr

Standardni tlak

p° =100 000 Pa =1 bar

Standardni teplota
T° =298,15K

Standardni koncentrace

¢®° =1 moldm™3

Tabulka pK. latek relevantnich pro tento rocnik ChO
Vodik, kterého se hodnota pK, tyka, je v molekule oznacen Cervené a tucné.

Latka PKa
0
P 19,3
0O O
/\OMO/\ 12,9
H
0

H \)J\o/\ 24

N=C-H 9,1
NCNH ~50
\~/ 45-53
H
H-H 35

Latka

pKa Latka pKa
14,0 \_<\1(+2H 10,8
_J
| X
15,5 N~ 52
H
H
N
15,9 [ ) 7.1
vA
H
4.8 )\NJ\ 36
H
10,3 7(& 37
H
\éi‘ Si7
3,2 - N ~ 30
H




Kontrolni test $kolniho kola ChO kategorie A/E 2024/2025: ZADANI Soutézni ¢islo

Geneticky kod
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ANORGANICKA CHEMIE 60 BODU

Uloha1l Kfemik vs. uhlik 18 bodii

Ve skolnim kole jsme se lehce dotkli i podobnosti uhliku a kiemiku. Zkusime toto téma trochu podrobnéji
rozebrat i zde.

1) Zapiste plnou elektronovou konfiguraci valenéni slupky uhliku a kiemiku (vé. prazdnych orbitald)
a zdivodnéte, proc¢ kiemik miize vytvaret vice vazeb nez uhlik, napF. v K,SiF.

Elektronova konfigurace uhliku:

Elektronova konfigurace kfemiku:

Zdlvodnéni:

body:

Vyznamné rozdily najdeme i u oxidd téchto dvou prvkd. U uhliku se setkavame s oxidem uhelnatym a uhli¢itym,
u kfemiku pak témér vyhradné s oxidem kfemicitym.

2) Nakreslete strukturni elektronové vzorce zminénych oxidd.

Oxid uhelnaty:

Oxid uhlicity:

Oxid kfemicity (pevna latka):

body:

Velice zajimavou skupinou sloucenin kfemiku jsou derivaty silanu, SiH,. Jejich reaktivita je vyrazné vys$si nez
u analogickych sloucenin uhliku. Napf. chlortrimethylsilan nebo chlordimethylsilan se v syntetické chemii vyuZivaji
ke snizeni reaktivity povrchu sklenénych nadob.
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Oxid kfemicity potkdvame denné jako dilezity material - sklo. Sklo si mZzeme zjednodus$ené predstavit jako amorfni
oxid kfemicity. Na povrchu skla se nachazi terminalni skupiny —OH, které jsou pomérné reaktivni a mohou na sebe
vazat napt. hydrolyticky nestabilni soli kovd.

3) Napiste rovnici reakce terminalni =Si-OH skupiny na povrchu skla s chloridem kiemicitym:

Rovnice:

body:

4) Napiste rovnici reakce, ktera probiha pfi kontaktu s dichlordimethylsilanem. Vysvétlete, jak se zméni
chemicka povaha povrchu?

Rovnice:

Vysvétleni:

body:

Sklo je pomérné chemicky odolny material, miZeme ho naleptat bud koncentrovanymi alkalickymi hydroxidy nebo
pusobenim kyseliny fluorovodikové.

5) Jak bude probihat reakce skla (SiO,) skyselinou fluorovodikovou? Jak se to projevi na reaktivité
sklenéného povrchu?

Reakce:

Odpovéd:

body:




Kontrolni test $kolniho kola ChO kategorie A/E 2024/2025: ZADANI Soutézni ¢islo

Uloha 2 Sol-gelova syntéza 20 boddi

Velice dllezitou slouceninou v historii sol-gelovych syntéz je TEOS, tetraethylorthosilikat. Jeho kyselou hydrolyzou
m(iZzeme pfipravit SiO, gel.

i"OCH3 - C H,CO Si Si-1OCH
H.CO- ">, — gt = 3 ~0-". 3
3C0” veH, B H H0 Hed @ ocH,

HCO OCHs  jaisi hydrolyza

el

HsCO Si._ | 8110CH, Yoz sio, ®

H,cd OCH,4
1) Napiste strukturni vzorce sloucenin A-D.
A: B:
C D

body:

Pokud by nasim cilem nebyl SiO, gel, ale priprava smésného oxidu, museli bychom se ve vodném prostfedi vyporadat
s rozdilnou rychlostni konstantou hydrolyzy TEOSu a prekurzoru kovu.

2) Zakrouzkujte metody, které by bylo mozné vyuzit k identifikaci produktu a rozhodnuti, jestli jde o smésny
oxid nebo smés oxid.

a) Isotachoforéza e) Nukledrni magneticka rezonance v pevné fazi
b) Ramanova spektroskopie f)  Plynova porozimetrie
c) Rentgenova praskova difrakce g) Termicka analyza

d) Dynamicky rozptyl svétla

body:
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Slouceniny kovu zpravidla hydrolyzuji vyrazné rychleji nez TEOS. Jednou z moznosti, jak sniZit rychlost hydrolyzy
prekurzoru kovu je chelatace.

3) Cojsou to chelaty a pro¢ umoziuji snizeni rychlosti hydrolyzy?

Objasnéni pojmu chelaty:

Vysvétleni:

body:

4) Nakreslete strukturu médnatého komplexu s acetylacetonatovymi ligandy. Koordinaéni ¢islo médi
v komplexu je 4.

O O

PN

acetylaceton

Struktura komplexu:

body:
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Uloha 3 Porézni materialy 22 bodii

Porézni materialy se Casto pfipravuji sol-gelovou syntézou. Sledem reakci ziskame gel, napf. SiO,, tak jak jsme si
ukazali v minulé Gloze. Abychom gel transformovali na pevny material, musime ho zbavit kapaliny. To jde udélat bud
jednoduse, za vzniku tzv. xerogelu, nebo komplikovanéji za vzniku aerogelu.

1) Jaky je rozdil ve struktufe xerogelu a aerogelu? U kterého materialu oéekavame vyssi mérny povrch?

Vysvétleni rozdilu:

Vys$i mérny povrch se oekava u xerogelu/aerogelu. (Zakrouzkujte spravnou odpovéd.)

body:

2) Jak se pFipravuje xerogel a jak aerogel? Jaké, za standardnich podminek plynné latky, se pFi pripravé
aerogelu da vyuZit?

Metoda pripravy xerogelu:

Metoda pfipravy aerogelu:

Latka pro pfipravu aerogelu:

body:
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Porézni materialy maji velmi Siroké vyuziti. Jednou z velice dilezitych aplikaci je primyslova heterogenni katalyza.
Velmi znamym pfikladem heterogenni katalyzy je vyroba kyseliny sirové.

3) Jaky katalyzator se zde vyuziva a k cemu?

Katalyzator:

VyuZiti katalyzatoru:

body:

4) Chemickymirovnicemi popiste déje probihajici béhem katalytické reakce z predchoziho ukolu.

Rovnice katalytickych reakci:

body:
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ORGANICKA CHEMIE

60 BODU

Uloha 1 Henryho reakce

V domdcim kole jsme se setkali s Fadou reakci enolati odvozenych od karbonylovych sloucenin. Podobné jako aldehydy
nebo ketony se ale chovd i fada jinych latek. V této dloze se podivame na takzvanou Henryho reakci a jednu jeji aplikaci

pri syntéze prirodniho psychotropniho alkaloidu meskalinu.

Ve schématu niZe je zakreslena bazicky katalyzovana Henryho reakce nitromethanu (1) s latkou A. Nejprve pfi této
reakci vznika intermediat B, ktery v bazickém prostfedi podléha dehydrataci za vzniku stabilniho produktu 2.
Naslednou redukci B-nitrostyrenu 2 tetrahydridohlinitanem lithnym (LAHem) nejprve vznikd zaporné nabity

intermediat C se sumarnim vzorcem Cy;H14NOs, ktery je dale redukovan az na meskalin.

O N0z
_NO, + A Bazicka katalyza l l
— ~
~
0 NO, | .
- A 2 ﬂ» C o LiAIH, Meskalin
~o C14H14NOs C41H17NO3
2
~

1) Nakreslete strukturu vychozi latky A.

body:

2) Nakreslete strukturu intermediatu B.

body:
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3) Pomoci zahnutych Sipek naznacte prvni krok redukce LAHem a zakreslete rezonanéni strukturu
intermediatu C, ve které je zaporny naboj stabilizovany na elektronegativnim atomu.

g P _ _
HG}AL.,H
Y
~0
2
~
L c _
o
C141H14NO5

body:

4) Nakreslete strukturu meskalinu.

body:

10
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Uloha 2 Warfarin 24 bodti

Warfarin (5) je antikoagulancium, tedy Iatka snizujici sraZlivost krve, kterd je predepisovdna pacientim po operacich
nebo s poruchami srdZlivosti krve pro zabrdnéni vzniku trombdz. Warfarin kompetitivné inhibuje enzym
vitamin K epoxidreduktasu, ¢imZ zabrariuje aktivaci vitaminu K potfebné pro tvorbu koagulacnich faktord.

Warfarin lze pfipravit Michaelovou adici 4-hydroxykumarinu (4) na latku E. 4-Hydroxykumarin lze pfipravit vice
zplsoby. Jednim z nich je reakce latky D s dimethyl-karbonatem (3) v pfitomnosti hydridu sodného.

OH OH Ph O
(0]
NaH N E
D + - . - . ~
\O)J\O/ ©\)l ©\)IK/“\
3 (0 N0) 0" 0
Warfarin (5)

4-hydroxykumarin (4)

Jednou zmoznych syntéz latky E je nejprve takzvana Doebnerova modifikace Knoevenagelovy kondenzace, pfi které
reaguje benzaldehyd (6) s kyselinou malonovou (7) ve vaficim pyridinu, pfi¢emz z rekéni smési unika plynny vedlejsi
produkt F. Vznikla latka G je poté prevedena na jeji chlorderivat pomoci chloridu thionylu, nasledné je pridan
N-methoxymethylamin (8), a vznika tak prislusny Weinrebdv amid (9). Reakci tohoto Weinrebova amidu
s organokovovym Cinidlem H vznikd stabilni adukt I, ktery je nasledné zpracovanim reakéni smési vodou
v pfitomnosti kyseliny rozloZen za vzniku poZadované latky E.

HO)I\/U\OH (6] 1H 2HO/H®
1. SOCI . .
(T e s Ay L[] 2

Pyridin, var 2. H Io
-F \O/ N ~ 9 -
6 8

1) Nakreslete strukturu latky D.

body:
2) Nakreslete strukturu latky E.

body:
3) Napiste sumarni vzorec plynného vedlejsiho produktu F.

body:

11
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4) Nakreslete strukturu latky G.

body:

5) Napiste sumarni vzorec a nazev latky pouzitelné jako organokovové ¢inidlo H.

body:

6) Nakreslete strukturu aduktu I véetné elektronovych pari a koordinaénich vazeb, které ho stabilizuji.

body:

12
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Uloha 3 Stereochemie adice na karbonylovou skupinu 21 bodu

Tramadol je opioidni analgetikum (latka tlumici bolest) proddvané napfiklad pod obchodnimi ndzvy Ultram nebo
Tramal. Pro nds bude zajimava jeho syntéza, vyuZivajici adici Grignardova Cinidla na keton, a také stereochemické
aspekty této reakce.

Syntéza tramadolu vychazi zm-bromanisolu (3-brom-1-methoxybenzenu, 10), ktery je reakci s kovovym horc¢ikem
preveden na Grignardovo cinidlo J, ke kterému je poté za chlazeni pfidan 2-dimethylaminomethylcyklohexanon (11),
a po probéhnuti reakce je pridana okyselend voda. Vznikly produkt K je nakonec chlorovodikem preveden
na pfislusny hydrochlorid.

O
é/\NMeZ
0 Br Mg [ 5 ] 1 K HCI
7 . .
60 °C 1.-78°C (*) Tramadol.HCI
10 2. H,OH®
1) Nakreslete strukturu Grignardova cinidla J.
body:

13
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2) Kolik stereoizomerii miZe mit celkem latka K? Nakreslete vzorce vSech znich a urcete, jaky je
stereochemicky vztah (diastereomery, enantiomery...) mezi kazdou dvojici.

Symbol (z) pfed nazvem produktu (Tramadol) znadi to, Ze latka majoritné vznika jako racemicka smés, tedy smés
dvou enantiomerd v poméru 1:1. Nesouhlas mezi teoretickym poctem izomer( latky K a pouze dvéma izolovanymi
enantiomery Tramadolu lze vysvétlit, pokud se zamyslite nad prostorovym pribéhem adice Grignardova cinidla.

Mezi zakreslenymi strukturami izomerid latky K oznacte dvé, které budou vznikat jako majoritni
produkty, a své rozhodnuti zdiivodnéte.

Pocet stereoizomer(:

Jejich strukturni vzorce (vzorce néjak oznacte, treba malymi pismeny a, b, ¢, ...)

Stereochemicky vztah mezi jednotlivymi izomery:

Které dva izomery budou vznikat jako majoritni?

ZdGvodnéni:

body:

3) Pokuste se ve spojitosti s tim, Ze vznikaji z vétsiny jen tyto dva diastereomery, vysvétlit, proc je nutné
adici Grignardova Cinidla provadét pfi nizké teploté (-78 °C).

Vysvétleni:

body:

14
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FYZIKALNi CHEMIE

60 BODU

Uloha1l Dimerizace oxidu dusi¢itého

V této Uloze se budeme zabyvat dimerizaci oxidu dusicitého, kterd odpovida nasledujici reakci:
Reakce 1: 2 NO,(g) = N,04(g)

Potfebna data:

e  Standardni reak¢ni entropie: AS°=-176 J K* mol™
e  Standardnireak¢ni entalpie: AH° =-57,2 kJ mol™

1) Spocitejte standardni reakéni Gibbsovu energii reakce 1 pf¥i teploté 25 °C.

30 bodu

AG° =

body:

2) Jak byste intuitivné odiivodnili, Ze je reakce 1 exotermicka?

body:

3) Jaky vliv bude mit zvySeni teploty na pomér tlaku N,O, viiéi tlaku NO, v rovnovaze?
Zakrouzkujte hodici se.

Zvy3eni teploty zvysi [ sniZi pomér tlaku N,0, v(¢i tlaku NO, v rovnovéze.

body:
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4) Jaky vliv bude mit stlaéeni smési plynii na pomér tlaku N,O, viici tlaku NO, v rovnovaze?
Zakrouzkujte hodici se.

Zvy3eni tlaku zvysi [ snizi pomér tlaku N,0, vici tlaku NO, v rovnovaze.

body:

5) Vypocitejte molarni zlomek NO,, xyo,, a molarni zlomek N,04, xy, o, , V rovnovaze pfi teploté 400 K a tlaku
p = 1,5 bar. Rovnovazna konstanta reakce 1 je za danych podminek K, = 0,01912. Doporuéujeme vyuZit
funkci Fesitele rovnic na kalkulacce.

XNo, =

AN204 =

body:
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Uloha 2 (Ne)identicka 30 bodii

Podivejme se na systém sestavajici ze dvou molekul CO podobny tomu v domacim kole. Tentokrat ale uvazujme,
ze molekuly jsou rozliSitelné (neidentické). Pokud by tedy byla jedna z molekul na prvni vibraéni energetické hladiné
ajedna nadruhé, zalezi, ktera z molekul to je (viz Obrazek 1).

E E

o | &
e | o

Obrdzek 1: Piklad neekvivalentnich rozloZeni molekul na energetickych hladindch pro rozlisitelné molekuly.

Energie potfebna na excitaci molekuly CO z prvni (zakladni) vibraéni energetické hladiny na druhou je 3084 K,
energeticky rozdil mezi druhou a tfeti vibracni energetickou hladinou je pfiblizné stejny. Absolutni hodnota energie

prvnivibracni hladiny je 1542 K.

1) Jaké jsou viechny moZné riizné zpisoby obsazeni (konfigurace) prvnich tfi vibraénich energetickych
hladin témito dvéma molekulami? Zakreslete kazdy ztéchto zplsobli do energetického diagramu

s odpovidajici energii (v K).

Diagramy:
E/[KIao E/IKIA E/IKIaA E/[KIan E/[KIA E/IKIaA E/[KIn E/[KIpn E/[K]4

-

7710 —T
4626 —1—
1542 L

3084K < 6168K = 6168K < 9252K = 9252K = 9252K < 12336K = 12336 K < 15420K

E

celkova

Prostor na vypocty (miZete nechat prdzdny):

body:
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2) Zakreslete viechny tyto konfigurace do energetického diagramu, kde kaZda energeticka hladina bude
odpovidat energii jedné konfigurace. Pro nasledujici vypocty uvazujte existenci pouze téchto hladin.

Diagram:

body:

3) Vypoditejte stfedni hodnotu energie (v K) tohoto systému pfi teploté 100 Ka pfi teploté 1000 K.
UvaZujte, Ze kromé zakladni hladiny vyznamné prispivaji pouze hladiny, jejichz hodnota energie (v K) je
méné nez 10 T (desetinasobek teploty v K) nad energii zakladni hladiny. Cim to je?

Ndpovéda: Pokud budete délit vyse uvedenymi teplotami, zaddvejte do kalkulacky rovnou desetinné Cislo po jejich
vydélent.

Vypocet:

Stfedni hodnota energie pfi 100 K: ......cccevevevrvennen.
Stredni hodnota energie pfi 1000 K: .......c.cceveveueee.

Vysvétleni:

body:
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4) Jaka by byla stfedni hodnota energie (v K) tohoto systému pfi velmi vysokych teplotach (T > 10 000 K)?
Byl by nas model tohoto systému pfi téchto teplotach platny? Zdtivodnéte.

Vypocet:

Stfedni hodnota energie pfi T >> 10 000 K: ....ccoovrrrrrerenennen.
Platnost modelu: ANO / NE

ZdGvodnéni:

body:

Energie vibracnich hladin dvouatomovych molekul zavisi na silové konstanté vazby (k) a na redukované hmotnosti
molekuly (), kde 4 = =272, m, a m, jsou hmotnosti jednotlivych atomil v molekule.

my+m;’

5) NiZe je uvedeno nékolik zpusobti, jakymi bychom mohli molekuly rozliSit. Rozhodnéte (zakrouzkujte),
které ovlivni energii systému a které ne. Zdiivodnéte.

Zplsob: ovlivni? Vysvétleni:

Vyménime jeden/oba z atom0 z jedné
A molekuly CO za atom jiného prvku ANO / NE
s podobnymi vlastnostmi (napf. hmotnosti).

Kazdou z molekul umistime zvlast do
B makroskopického prostoru, ktery neméze | ANO /NE
opustit; prostory oznacime €isly 1 a 2.

Molekuly adsorbujeme na povrch pevné
latky (aktivniho uhli, zeolitu, koordinacnich

¢ polymer(i), abychom neustéle pfesné znali ANO/NE
jejich polohu.
b Vyménime jeden/oba z atoml z jedné ANO / NE

molekuly CO za jiny izotop téhoZ prvku.

body:
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BIOCHEMIE 60 BODU

Uloha1 Hratky s pismenky 23 bodii

Genovi inzenyfi vyuzivaji soubor pravidel, jak prepsat jednu sekvenci pismen do jiné. V této Uloze si ovéfite, zda tato
pravidla ovladate.

Vminulém kole jsme nakousli téma palindromnich sekvenci jako Castych mist rozpoznavanych restrikénimi
endonukleasami. Jedna se o sekvence, jez se v obou vlaknech DNA ¢tou od 5' konce k 3' konci stejné. Tyto sekvence
jsou zajimavé i tim, Ze pouha polovina sekvence vjednom zvlaken definuje celou sekvenci vobou vldknech.
Méjme sekvence:

A:5'-AAA...-3'
B:5'-GCT...-3'

1) Dopliite k uvedenym sekvencim nukleotidy (véetné druhého komplementarniho vlakna) tak, aby se vzdy
jednalo o palindromni sekvenci o délce 6 bp (bp = par bazi z angl. base pair).

Palindrom A:

Palindrom B:

body:

Komplementarita se nemusi tykat jen dvou fetézc DNA. Na zakladé komplementarity je na pocatku genové exprese
syntetizovana RNA za vyuZiti DNA jako templatu.

2) Jakse nazyva proces, pii kterém je podle DNA syntetizovana RNA?

Odpovéd:

body:

Vznika-li z dvouvldknové DNA jednovlaknova RNA, vystupuje jako templat jen jeden z Fetézcl DNA. Uvazujme nyni
Usek néjakého genu (ponévadz geny maji bézné tisice bp, musime se pro ucely Ulohy spokojit jen s jeho ¢asti):

5'-TATAGCTTCGAA-3'
3'-ATATCGAAGCTT-5'
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3) Uvedte, které zvlaken DNA je templatem pro RNA. NapisSte sekvenci RNA, ktera bude syntetizovana
z tohoto useku (vcetné spravné oznacenych koncti). UvaZujte, Ze syntéza RNA probiha zleva doprava.
Jak se nazyva enzym, jenz RNA podle templatu DNA syntetizuje?

Templatem je ($patnou odpovéd Skrtnéte): vlakno 5'53' / vlakno 3'55'

Sekvence RNA:

Nazev enzymu:

body:

4) Jak se tato RNA nazyva, prenasi-li informaci o strukture proteinu?

Nazev RNA:

body:

RNA sice vétSinou dvousroubovici netvofi, velice bézné jsou ale interakce komplementarnich sekvenci v ramci
jednoho vlakna RNA. Vznikaji tak tzv. vlasenky, jeZ mohou RNA stabilizovat. Uvazujme nasledujici sekvenci RNA:

5'-CUUGCUGAGGCGCACACAGCAAG-3'

5) Piekreslete uvedenou sekvenci RNA tak, aby tvofila vlasenku, ve které interaguje tu¢né vyznacena ¢ast
fetézce s k sobé komplementarni éasti sekvence.

Vldsenka:

body:
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Zminéné vlasenky se samoziejmé nebudou tvofit v oblasti RNA z otazky 4, ktera kdduje sekvenci proteinu, jelikoz by
pfi translaci prekazely. Mohou se ale tvofit pfed, nebo za ni. Kédujici oblast ma docela jiné starosti. Musi byt prectena
ohromnym nukleoproteinovym komplexem, na kterém dochazi k syntéze proteinu podle ,navodu“v RNA. Trojice po
sobé jdoucich bazi predstavuje kodon. Ten nese informace o jedné aminokyseliné ve strukture proteinu.

6) Jak se nazyva nukleoprotein, na kterém probiha syntéza proteinii? Jaka nukleova kyselina tvori velkou
cast jeho struktury?

Nazev nukleoproteinu:

Nukleova kyselina: DNA / RNA

body:

UvaZzujme nasledujici Usek sekvence protein-kodujici RNA:
5’-AUGGAAGAUGUUGAAGAUUGA-3’

7) Prelozte tento Usek RNA do proteinové sekvence. Vysledek zapiste pomoci jednopismennych zkratek
aminokyselin ve sméru od N-konce k C-konci. UvaZujte, Ze prvnim kodonem je kodon AUG.

Sekvence aminokyselin:

body:
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Uloha 2 Denaturaéni 21 bodi

Doposud jsme se nezabyvali tim, co se déje, vystavujeme-li dvouvlaknovou DNA vyssi teploté. Neni asi prekvapenim,
Ze srlstem teploty mdZeme pozorovat zmény ve dvousroubovicové struktufe DNA. Vtéto Uloze si tepelnou
denaturaci prohlédneme ve vétSim priblizeni, zarover se podivame i na vyuziti tohoto chovani DNA v laboratorni
metodé, ktera revolucionizovala molekularni biologii a genové inZenyrstvi.

Chovani DNA miiZeme dokumentovat pomoci méreni absorbance. S rostouci teplotou pozorujeme tzv. hyperchromni
efekt, kdy absorbance pfi urcité vhodné vinové délce vzrista. Zavislost absorbance na teploté ma tzv. sigmoidni tvar,
nas ale nejvice zajima teplota pfislusejici inflexnimu bodu sigmoidy (viz Obrazek 2), jez ma velky vyznam pfi praci
s nukleovymi kyselinami. Tuto teplotu nazyvame teplota tani (T., z angl. melting temperature). Popsany experiment
dokumentuje fakt, Ze s rostouci teplotou se dvouretézcové (ds, z angl. double stranded) molekuly DNA rozplétaji na
jednoretézcové (ss, z angl. single stranded). T, je tedy teplota, pfi které je 50 % molekul dsDNA denaturovano do
jednoretézcové formy.

absorbance

0 20 40 60 80 100 120 teplota [°C]
Obrazek 2: Hyperchromni efekt; zavislost absorbance DNA na teploté (pFevzato z WikiSkript)

1) Pfijaké vinové délce standardné méfime absorbanci nukleovych kyselin? Jaké slozky nukleotidi p¥i této
vinové délce absorbuji?

Vlnova délka: nm

Absorbujici slozky DNA:

body:

2) Proc pri teplotach kolem T,, dochazi k oddéleni Fetézcii dvousroubovice, zatimco jednotlivé Fetézce
zGstavaji neporusené?

ZdGvodnéni:

body:
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3) Jak se bude ménit T,, s rostouci délkou dvousroubovice DNA? Zdlivodnéte.

Tmsristem délky DNA:  roste / klesa

Zdivodnéni:

body:

Zatimco u proteind miZe byt denaturace teplem Casto nevratna, denaturovana DNA po zchlazeni opét zaujme
dvousroubovicovou strukturu. To je zakladem metody, kterd je rutinné vyuzivana snad v kazdé biochemické
laboratofi. Tou neni nic jiného, neZ polymerasova fetézova reakce (oznacovana jako PCR, z angl. polymerase chain
reaction).

4) Ukazdé zuvedenych komponent uvedte, zdali patii do reakéni smési pro PCR.

Templat - dvouretézcova DNA (dsDNA) | ANO/NE Primery - kratké Useky dsDNA ANO / NE
Templat - jednoretézcova DNA ANO/NE | Primery - kratké peptidy ANO / NE
(ssDNA)

DNA ligasa ANO /NE | Primery - kratké Gseky ssDNA ANO / NE
Restrikéni endonukleasa BamHI ANO / NE Smés nukleosidtrifosfati (NTP) ANO / NE

Smés deoxynukleosidtrifosfatd (INTP) | ANO/NE Smés proteinogennich aminokyselin ANO / NE

body:

Dalsi nepostradatelnou komponentou pro PCR je termostabilni DNA polymerasa. Kvili ni je tfeba obohatit reakéni
smés o hofecnaté ionty, které plsobi jako kofaktor.

5) Pro¢ musime pro PCR pouZit termostabilni DNA polymerasu? Pro¢ nam nestaci napr. obycejna DNA
polymerasa z E. coli?

Vysvétleni:

body:
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PCR probiha v cyklech. V jednotlivych cyklech se opakuji tri faze (Obrazek 3), které jsou vyznamné odliseny teplotou.
Nastavenim teploty mdzeme Fidit pribéh reakce a dovést ji ke zdarnému konci.

—_—
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Obrazek 3: Schematické znazornéni jednoho cyklu PCR (vytvoFeno v BioRenderu)

6) Prifadte k iselné oznacenym fazim na obrazku vyse jejich popis a prislusné teploty z nabidky.

Popisy: denaturace; extenze primeru; nasedani primer(
Teploty: 55-60 °C; 72 °C; 95 °C
Faze Popis Teplota
1
2
3
body:

7) Kolikrat se zvy$i mnozstvi DNA po kaZzdém uplynulém cyklu PCR za predpokladu, Ze polymerace DNA
probiha se stoprocentni ti€innosti?

Odpovéd:

body:
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Uloha 3 Klonujeme poprvé 16 bodu

Na zavér se podrobnéji podivame na sérii krok(, které musime vykonat, abychom dokazali ispésné vnést gen naseho
zajmu do bunék E. coli pomoci vektoru, kterym bude opét plasmid. Nejjednodussi zptsob (ktery ma ale k dokonalosti
daleko) spociva v rozstépeni plasmidu jednou restrikéni endonukleasou. Mezi vzniklé lepivé konce budeme schopni
vloZit patficné upraveny gen. Plasmid rozstépime enzymem EcoRl, ktery $tépi palindromni sekvenci 5’-GAATTC-3’
(schematické znazornéni stépeni plasmidu pomoci EcoRI naleznete na Obrazku 4).

G AATTC
CTTAA G

Obrazek 4: Zjednodu3ené znazornéni plasmidu $tépeného pomoci EcoRI

Nemame-li obrovské Stésti, sekvence pro $tépeni EcoRI se nebudou na obou koncich genu nachazet pfirozené.
Nezbyva nam tedy, neZ nas gen (namnozeny pomoci PCR) smichat ve zkumavce se synteticky
vyrobenym oligonukleotidem (adaptérem) obsahujicim restrik¢ni misto a na obou stranach genu jej pfipojit pomoci
DNA ligasy (schéma ligace adaptérl naleznete na Obrazku 5). Restrikéni endonukleasy hiife Stépi na koncich retézcd,
z tohoto diivodu se na konce pridava nékolik nukleotidd (oznacenych cervené), ty jsou soucasti adaptéru.

5- -3’ 5-GGCGAATTCGCC GGCGAATTCGCC-3'
3= +5' 3-CCGCTTAAGCGG CCGCTTAAGCGG-5'

Obrazek 5: Zjednodusené znazornéni ligace adaptér ke genu nadeho zajmu

1) Nakreslete, jak bude vypadat gen s pfipojenymi adaptéry po $tépeni EcoRI. Pro znazornéni genu opét
pouzijte schematickou znacku jako na obrazku 4.

VIdkno DNA po $tépeni EcoRI:

body:

Pfidame-li do reakéni smési prebytek adaptéru, efektivné zabranime tomu, aby ligasa spojila dva geny do jednoho
dlouhého vldkna. Tézko ale zabranime tomu, aby ligasa pripojila adaptér na adaptér jiz spojeny s genem. Snadno tak
mUzeme dostat jako vysledek ligace nas gen, na némz bude pripojeno nékolik adaptér( za sebou.

2) Piedstavuje pro nas nékolik adaptérii za sebou problém? Zdiivodnéte. UvaZujte, Ze $tépeni probiha
v idedlnich podminkach a dostateéné dlouho na to, aby EcoRI rozstépila vSechna restrikéni mista.

Odpovéd: ANO / NE

ZdGvodnéni:

body:
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Nas gen (insert) tedy vloZime do plasmidu nasledovné: do zkumavky s roztokem plasmidu pipetujeme roztok naseho
genu s pripojenymi adaptéry. Pfidame endonukleasu EcoRl, ktera bude $tépit restrikéni mista jak v plasmidu, tak
vnami upraveném genu. Po 1 h $tépeni reakci ukondime tepelnou inaktivaci enzymu (ohfejeme reakéni smés
na 65 °C). Po Stépeni spolu mohou interagovat komplementarni baze presahujicich sekvenci plasmidu a insertu.
Nakonec musime fetézce plasmidu a insertu kovalentné spojit, ehoZ opét docilime pfidavkem ligasy.

Na zavér musime transformovat buriky E. coli, k ¢emuZ vyuzijeme metodu tepelného Soku.

3) Seradte nasledujici kroky tak, aby ve spravném pofadi popisovaly metodu tepelného Soku.

Krok Poradi

Inkubujeme suspenzi kompetentnich bunék na ledu po dobu 20 minut.

K suspenzi kompetentnich bunék pipetujeme médium ohfaté na 37 °C, inkubujeme 1 hodinu
pri 37 °C.

K rozmrazZené suspenzi kompetentnich bunék pridame roztok plasmidu.

VloZime suspenzi kompetentnich bunék po dobu 1 minuty do lazné ¢i termobloku vyhratych
na 42 °C.

Rozetfeme bunécnou suspenzi na Petriho misky s agarem.

body:

Abychom byli schopni selektovat transformované bakterie, musel pouZity vektor obsahovat selekéni marker.
UvaZujme, Ze nami pouZzity plasmid obsahoval gen pro rezistenci k antibiotiku ampicilinu a Ze jsme transformované
buriky nasledné pres noc kultivovali na médiu s ampicilinem za teploty 37 °C. Rano jsme z inkubatoru vytahli misku
s narostlymi bakterialnimi koloniemi ztvarnénou na Obrazku 6:

Obrazek 6: Vysledek kultivace transformovanych bakterii.

4) MiZeme si byt jisti, Ze bakterie ve viech koloniich obsahuji insert? Zdivodnéte.

Odpovéd: ANO / NE

ZdGvodnéni:

body:
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