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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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Vybrané konstanty a prevodni vztahy

Avogadrova konstanta

N,y = 6,022 - 1023 mol™

1

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 Atmosféricky tlak
0°C=273,15K Patm = 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

A

o O

PKa
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Geneticky kod
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ANORGANICKA CHEMIE 60 BODU

Uloha1l Kremik 18 bodii

Velice dilezitou slouceninou kiemik je chlorid kifemicity, SiCl,. Ten slouzi jako prekurzor celé rady dalSich sloucenin
kfemiku, jak ukazuji nasledujici (neGplné) reakce:

reakce (I): SiCl,+H,0>A+B

reakce (I1): SiCly+ CHsCH,OH>C+B

reakce (I): SiCl, + (CH3C0),0>D +E

reakce (IV): SiCl, + SiBr, > smés F1, F2, F3 a F4
reakce (V): SiCl,+Si> G

reakce (VI): SiCly + n-CH3CH,CH,CH,Li > H +1

1) Identifikujte latky A, B, C, D, E, smés F1-F4 a latky G, H a | (napiSte jejich sumarni/racionalni/strukturni

vzorce):
A: B: c
D: E: F1-F4:
G H: I
body:
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2) Dalsi primyslové dileZitou slou¢eninou kiemiku je nitrid kFemicity, jak byste jej vyrobili z SiO,?
Napiste vyc€islenou rovnici této reakce.
Rovnice:
body:
3) Vyberte spravna tvrzeni o nitridu kfemicitém:
a) JetoduleZita sloucenina pro pfipravu dalsich sloucenin kfemiku a dusiku.
b) Ma vysokou teplotni stabilitu.
c) Mavysokou elektrickou vodivost a proto se vyuZiva jako soucast integrovanych obvoda.
d) Jetoiontova sloucenina.
e) Vyuziva se jako material pro konstrukci mechanicky a tepelné namahanych komponent.
body:
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Uloha 2 Sol-gelova syntéza 18 bodyi

Hydrolyticka sol-gelova syntéza ma spoustu nevyhod, ty lze alespori ¢astecné vyresit prechodem do nevodnych,
aprotickych rozpoustédel.

1) Vysvétlete, co je to aprotické rozpoustédlo. Rozpoustédla rozdélte na proticka (P) a aproticka (A).

Vysvétleni:

Rozpoustédla (zakrouZzkujte, zda je jedna o protické (P) Ci aprotické (A) rozpoustédlo):

kyselina octova P/A hexan P/ A
tetrahydrofuran P/A isopropylalkohol P/A
dichlormethan P/ A voda P/ A

body:

Béhem sol-gelovych reakci v nevodném prostredi nedochazi k uvolnéni vody, ale mensi organické molekuly. Podle
toho se i jednotlivé typy nehydrolytickych sol-gelovych syntéz klasifikuji. Napf. etherova eliminace,
esterova eliminace apod.

2) Navrhnéte schéma prib&hu reakce propanoatu kremicitého s tetrakis(dimethylamido)stannanem,
kdy produktem reakce bude polymerni gel obsahujici motiv (0;Si-0-Sn),.

Reakéni schéma se znazornénim stechiometrie a struktur reagujicich latek:

body:
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Po provedeni sol-gelové reakce je ziskany gel zpravidla vakuové vysusen za vzniku xerogelu, ktery se nasledné
kalcinuje pfi teplotach nad 500 °C.

3) Popiste, k ¢emu slouzi tento proces vypalovani?

DGvod vypalovani:

body:

4) Pii kalcinaci je dileZité zvolit vhodnou teplotu. Jak se volba teploty projevi na struktufe kone¢ného
produktu? Podtrhnéte spravné zavéry.

Pokud kalcinaci provedeme za teploty nizsi, nez je teplota krystalizace daného materidlu ziskame

amorfni / krystalicky material, pFi vy3si teploté pak bude produktem amorfni / krystalicky material.

body:
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Uloha 3 Porézni materialy 24 bod(i

Porozitu miizeme u heterogennich katalyzatord studovat pomoci plynové porozimetrie. UZ jsme se ji lehce dotkli
v minulych kolech. Ke stanoveni hodnoty mérného povrchu nam stac¢i naméfit adsorpéni izotermu vhodného plynu
v oblasti nizsich tlakd. Drive se rutinné mé¥ila adsorpce dusiku pfi teploté kapalného dusiku. Dnes se stéle Castéji
vyuziva méreni adsorpce argonu pfi jeho teploté varu.

1) Zakreslete strukturni elektronovy vzorec molekuly dusiku.

Strukturni elektronovy vzorec:

body:

2) Zvolte spravna tvrzeni o plynech pouzivanych v plynové porozimetrii.

a) Argon je sféricky symetricka Castice, zatimco molekula dusiku ma tvar rotacniho elipsoidu.
b) Céstice plynného argonu i dusiku maji stejny tvar, lisi se pouze velikosti.
c) Dusik mlze chemicky reagovat s méfenym povrchem.

d) Dusik mizZe interagovat s naboji na povrchu méreného vzorku, to ovlivni velikost povrchu, kterou pokryje.

body:

3) Metoda BET predpokladda tvorbu monovrstvy sorbovaného plynu na povrchu vzorku.
Vypocitejte mérny povrch (v m? g?) pfipraveného produktu, pokud bylo stanovené mnoizstvi
sorbovaného dusiku 3,8 mmol g. Jedna molekula dusiku obsadi plochu 0,162 nm?.

Vypocty:

Mérny povrch:

body:
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Mnozstvi sorbovaného plynu se standardné méfi sledovanim poklesu tlaku v kyveté pfi teploté varu daného plynu.

4) Na jakou hodnotu poklesne tlak v kyveté o objemu 10 cm?, pokud k navaZce 75 mg produktu z minulé
ulohy napustime dusik o tlaku 30 kPa pri teploté kapalného dusiku (-195,80 °C). Dusik budeme pro
jednoduchost povaZovat za idealni plyn.

Vypocty:

Vysledny tlak v kyveté:

body:
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ORGANICKA CHEMIE 60 BODU

Uloha 1 Henryho reakce podruhé 20 bodti

Kromé vyuZiti Henryho reakce spojené s ndslednou dehydrataci, které jste vidéli ve Skolnim kole na prikladu syntézy
meskalinu, je mozné za vhodnych podminek provdadeét Henryho reakci i bez dehydratace. Podivejme se nyni na syntézu
L-acosaminu (1), ktery je napfiklad soucdsti epirubicinu (2), anthracyklinového léCiva pouZivaného mimo jiné pri léCbé
rakoviny prsu.

L-Acosamin (1) Epirubicin (2)

Syntéza zacina reakci derivatu L-laktaldehydu (3), jehoz OH skupina je chranéna kysele labilni skupinou MOM
(MOM = methoxymethyl), s latkou A v mirné bazickém prostredi tetrabutylamonium fluoridu (TBAF). Touto reakci
vznika produkt 4 jako smés diastereomer(, ze kterého v kyselém prostfedi HCl nejdfive vznika intermediat B, ktery
v kyselém prostiedi nasledné cyklizuje za vzniku latky 5. Vposlednim kroku syntézy je latka 5 prevedena
na L-acosamin (1) pomoci reakcnich podminek X.

o) OH NO, NH,

H , A 4 OH -
))LH « A TBAF m(g HOH0 5 @ JI\)j;\ X UQH
NO CeH14NO :
2 O 611115 HO™ ~O HO™ N0~ ",
3 4 5
~ ~

L-Acosamin (1)

1) Zakreslete strukturu latky A.

body:

2) Latka 4 vznika jako smés stereoizomeri. Kolik stereoizomerii latky 4 mizZe celkem za podminek reakce
vznikat? Svou odpovéd kratce zdiivodnéte.

Pocet stereoizomer:

ZdGvodnéni:

body:
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3) Zakreslete strukturu latky B (staéi bez stereochemie).
body:

4) Zakreslete strukturu nejstabilnéjsiho diastereomeru cyklického produktu 5 véetné spravné stereochemie
na atomech uhliku ¢. 3, 4 a 5. (Stereochemii na hemiacetalovém uhliku ¢. 1 ponechte neuréenou.)
Strukturu zakreslete v nejstabilnéjsi Zidlickové konformaci a pokuste se vysvétlit, pro¢ je zrovna tento
diastereomer nejstabilnéjsi.

Struktura:

Vysvétleni:

body:

5) Do piipraveného schématu zakreslete pomoci zahnutych Sipek mechanismus, jakym mezi sebou
diastereomery latky 5 liSici se stereochemii na uhliku €. 3 mohou za podminek reakce rovnovainé
pFechiazet. Do mechanismu také dokreslete strukturu klicového intermediatu C, elektronové pary
a pripadné potiebné protony a implicitni vodiky.

B ] o.. 0O
O\\N/O O\\N/O\H SN” H o\\N/O
HO™Y SO~ ™« HO™ >0~ ™ HO™ SO~ ™ HO™ SO~ ™
L c _
body:
6) Znabizenych moZnosti vyberte viechny reakéni podminky pouZitelné v poslednim kroku jako reakéni
podminky X.
a) NaOH, zahfivani d) SnCly/HCl
b) Fe/AcOH e) SnCly/HCl
¢) KMnO, f)  Hy/Pd-C
body:
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Uloha 2 Syntéza azocinii v jednom hrnci 20 bod(i

Azocin (6) je osmiclenny dusikaty heterocyklus, jehoZ Castecné nebo piné nasyceny strukturni motiv (azocan,
oktahydroazocin, 7) se vyskytuje v rfadé biologicky aktivnich latek a prirodnich produktd. Prikladem je skupina
opioidnich analgetik, kterym se prdaveé diky pritomnosti tohoto strukturniho motivu fiké azociny. Pro priklad je uvedena
struktura analgetika pentazocinu, proddvaného mimo jiné pod komerénim ndzvem Talwin (8), nebo pfirodni
makrocyklicky alkaloid nakadomarin A (9).

Azocin (6) Azocan (7) Pentazocin (Talwin) (8) Nakadomarin A (9)

My se v této Uloze podivame na zajimavou syntetickou cestu vedouci k derivatim azocinu vyuZzivajici hned nékolik
reakci karbonylovych sloucenin. Jak nazev Glohy napovida, lze ¢asti této syntézy provadét takzvané “one-pot”, tedy
pouze postupnym pridavanim dalSich reaktantd bez izolace ¢istych meziproduktd.

Prvni one-pot sekvenci je reakce latky D s methyl-akryldtem (10), katalyzovana bicyklickym aminem DABCO
(diazabicyklo-[2.2.2]-oktan), kterou vznika latka 11. Ta je nasledné bez izolace pomoci Cinidla E v pfitomnosti
pyridinu jako baze prevedena na latku 12. Ta je jiz izolovana, a nasledné je pouzita ve druhé one-pot sekvenci.
Nejprve je provedena reakce latky 12 s latkou F v pfitomnosti uhli¢itanu draselného, pfi této reakci dochazi
k eliminaci acetatového aniontu. K surovému produktu 13 je nasledné pridano praskové Zelezo a kyselina octova,
pfiemz vznikd nejprve intermediat G, ktery nasledné spontanni cyklizaci a eliminaci vody poskytuje vysledny

produkt H.
O
)J\O (0]

OH O
O DABCO _ E, Pyridin _
. o) » Fyndin o)
D * 3\)1J\0/
2 NO, NO,
10 1 12

O/
F Fe/AcOH
12 KoCOs N 9% _TeRR [ G H
~CH4COOK NO, C1oFzaNOs | -H,0
13
0

1) Nakreslete strukturni vzorec latky D.

body:

10
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2) Pomoci zahnutych Sipek naznacte prvni krok katalyzy bicyklickym aminem DABCO a zakreslete
rezonanéni struktury vysledného nukleofilniho intermediatu. Do schématu taky dopliite elektronové
pary a naboje.

0 — —

body:
3) Napiste strukturni vzorec a nazev latky pouzitelné jako Cinidlo E.

body:
4) Nakreslete strukturni vzorec latky F.

body:
5) Do struktury latky 13 ¢isly 1-3 naznacte, které atomy uhliku pochazi z methyl-akrylatu.

body:

11
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6)

Nakreslete strukturni vzorec latky G.

Soutézni Cislo

body:

7)

Nakreslete strukturni vzorec latky H.

body:

12
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Uloha 3 Kontrola stereochemie pf¥i syntéze léciva proti HIV 20 bodu

Aptivus je obchodni nazev léku obsahujiciho kombinaci léCiv proti HIV - tipranaviru (14) a ritonaviru (15).

Na obrazku niZe jsou uvedeny struktury tipranaviru a ritonaviru, které oba Gcinkuji jako inhibitory HIV proteasy.
Ve strukture tipranaviru je pro Gcely této Glohy ponechana neurcena konfigurace center chirality (oznaceno vinitou
vazbou).

Tipranavir (14) Ritonavir (15)

Vtéto Uloze se podivdame na prvni publikovanou enantioselektivni syntézu tipranaviru vyuZivajici EvansQv
oxazolidinon jako chiralni pomocnou skupinu.

Syntéza zalind deprotonaci Evansova fenylglycinolu (16) n-butyllithiem a naslednym pfidanim latky 1.
Vznikly produkt 17 potom reaguje s in-situ generovanym cinidlem J, které vznika reakci Grignardova cinidla 18
s bromidem médnym, kterého je pouZzito poloviéni latkové mnozstvi (0,5 ekvivalentu). Trimethylsilylové chranici
skupiny na dusiku v produktu K jsou potom pomoci benzylbromidu vyménény za benzylové skupiny.

Z latky 19 je potom pomoci chloridu titani¢itého a diisopropylethylaminu (DiPEA) vytvoren pfislusny enolat,
ke kterému je pfidan 2-methoxy-2-methyl-1,3-dioxolan (20) jako elektrofil, a vznika tak latka 21, ktera je pak
v kyselém prostredi vodného roztoku kyseliny chloristé prevedena na latku L. Pfi této reakci se jako vedlejsi produkt
uvoliuje ethylenglykol (22).

Z latky L je potom za obdobnych podminek jako v pfedchozim kroku vytvoren enolat a potom je do reakéni smési
pridana latka M jako elektrofil. Vznikly terciarni alkohol 23 je poté sérii nékolika reakci preveden aZ na finalni
tipranavir (14).

13



Krajské kolo ChO kategorie A/E 2024/2025: ZADANI SoutéZni ¢islo

TMS TMS = trimethylsilyl DiPEA = diisopropylethyamin
' (chranici skupina)

N‘TMS )\ J\
. K Ai/ N
18 0,5 ekv. CuBr ‘1?_: ~ K

MgBr

o |

O 0]
Ol\JfNH 1. n-BulLi OJ< 0 J K BnBr, K,CO4 OI\J/<N

- . |\/N —
L 2.1 L L
@ @ Bn = benzyl @ NBn,
16 17 19
0
1. Ticl,
oA 0 H,0/HCIO,

o 2. DIPEA
— |\/N — L
3. \o . 0 N
"
OH
@ NBn, NBn, HO" >~
22

21

1. Ti(OiPr)Cl, Ph
2. DIPEA F4C o
.M
7\ 07" SOH
= N
_S”
o~ \b

Tipranavir (14)

1) Nakreslete strukturni vzorec latky .

body:

2) Nakreslete strukturni vzorec latky J (staci struktura aniontu).

body:
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3) Nakreslete strukturni vzorec latky K véetné spravné stereochemie.

body:
4) Nakreslete strukturni vzorec latky L.

body:
5) Nakreslete strukturni vzorec latky M.

body:

6) Znabizenych moznosti vyberte, jakou roli ma v reakci chlorid titanicity, a slovné podrobnéji popiste,
jak v reakci pusobi.

Podrobnéjsi popis funkce TiCl,:
a) Dehydratacni Cinidlo

b) Oxida¢ni ¢inidlo
¢) Chloracni ¢inidlo
d) Lewisova kyselina
e) Lewisova baze

f) Dochucovadlo

body:
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FYZIKALNI CHEMIE 60 BODU
Uloha1 Zlata 30 boddi
V této Uloze se budeme vénovat louzeni zlata kyanidem.
Data, ktera se mohou hodit:
VSechny hodnoty plati pro teplotu 298,15 K.
reakce 1: 0,(g)+2H,0(l)+4e >4 0H (aq) E;°=0,401V
reakce 2: Au* (aq)+e > Au(s) E°=1,83V
reakce 3: Au** (ag)+3e >Au(s) E°=1,52V
reakce 4: Au*(aqg) +2 CN™ (aq) 2 [Au(CN),]" (aq) K,=10%3
1) ZakrouZkujte hodici se. Pfedpokladejte konstantni teplotu a tlak:
Reakce je spontanni, pokud je zména Gibbsovy energie systému zaporna/kladna.
Reakce je spontanni, pokud je jeji elektrodovy potencial zaporny/kladny.
body:

Oxidace zlata kyslikem probiha podle této rovnice:

reakce 5: Au(s) +% H,O(l) + % 0,(g) — Au* (aq) + OH™ (aq)

2) Jaka je hodnota rovnovazné konstanty reakce 5, K, pfi teploté 298,15K? Pokud se vam ji nepodafilo

spoditat, pouzijte v dalSich vypoctech Ks =1,000-107%,
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body:

3) Valounek zlata o hmotnosti 3,00 g je umistén do kadinky obsahujici 0,5 | vody pufrované na pH 7.
Roztok i zlato jsou v kontaktu se vzduchem o tlaku 1 bar a maji teplotu 298,15 K. Kolik zlata se rozpusti?
Vysledek uvedte v jednotkach hmotnosti. Odpovéd podpoite vypoctem. Zanedbejte kinetickou bariéru
k rozpousténi. UvaZujte vzduch jako smés dusiku a kysliku v molarnim poméru 80:20.

Mpy =

body:

4) Je oxidace zlata kyslikem ve vodé s pH 7 priimyslové proveditelna? Zakrouzkujte hodici se.

ANO / NE, protoZe reakce probiha s vysokym vytéZzkem [ prakticky neprobiha.

body:

Ted budeme zkoumat, jak pritomnost kyanidovych aniontl ovlivni reakci. S kyanidem oxidace zlata probiha
nasledujici rovnice.

Reakce 6: 4 Au(s) + 8 CN"(aq) + 0,(g) + 2H,0(1) — 4[Au(CN),]"(aq) + 40H(aq)

5) Jaka je role kyanidu v této reakci? Zakrouzkujte hodici se.

oxiduje Au® / komplexuje Au® / oxiduje Au' na Au"' / komplexuje Au' / eliminuje Au' / substituuje Au'

body:
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6) Zvyseni pH povede ke zvyseni, nebo sniZeni koncentrace [Au(CN),]"? Zdiivodnéte.

body:

7) Valounek zlata o hmotnosti 3 g je umistén do kadinky obsahujici 0,5 | vody, pufrované na pH 10
a obsahujici 0,5 mol NaCN. Roztok i zlato jsou v kontaktu se vzduchem o tlaku 1 bar a maji teplotu 298,15
K. Napiste, kolik gramii zlata se rozpusti, s pfesnosti na setiny gramu. Standardni reakéni Gibbsova
energie reakce 6 pri této teploté je A,Gs° = -207 kJ mol™. Zanedbejte kinetickou bariéru k rozpousténi.
Uvazujte vzduch jako smés dusiku a kysliku v molarnim poméru 80:20. Plny pocet bodi je udélen za
spravny vysledek, postup neni potfeba uvadét.

Mpy =

body:
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Uloha 2 (Ne)pravdépodobna 30 bodii

V predchozich kolech jsme pouzivali vibra¢ni hladiny molekuly CO jako pfiklad pro vypocty stfednich hodnot energii
pomoci Boltzmannova rozdéleni. Nyni se podivame, jak se bude podobny systém chovat, pokud se zméni nékteré
jeho parametry.

evvs
evvs

evvs

1) Dopliite do diagramu hodnoty energii jednotlivych energetickych hladin téchto tfi systémii. Stejné jako
v predchozich kolech poutZijte teplotni jednotky Kelvin. (Zaokrouhlete hodnoty na cela &isla.)

B/Kl , E/Kl, E/IK],

[ 4 — —
|:|__ S S
H ==

systém 1 systém 2 systém 3

Vypocty:

body:
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2) U kaZdého ze systémii vypoctéte pravdépodobnost, Ze se bude nachazet na vyssi energetické hladiné
pri teploté 100 K. Pro¢ se hodnoty pravdépodobnosti lisi anebo jsou velmi blizké pro dvojice
systémii 1-2 a 1-3?

Vypocty:

Pravdépodobnosti obsazeni vyssi energetické hladiny:
SYStEM 1 eovererereeeenna,
SYStEM 2: e,

SYStEM 3: v

Vysvétleni:

lvs2-

lvs3-

body:
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3) Pfijaké teploté (v K) bude pravdépodobnost obsazeni vy$siho energetického stavu poloviéni oproti stavu
zakladnimu u systému 1? Bude tato teplota stejna, vy3si, nebo nizsi u systémi 2 a 3? Zdivodnéte.

Vypocet:

OdpoVed: ......cceveveeeerrnas

Teplota u systému 2 bude: stejna [ vyssi [ nizsi
Teplota u systému 2 bude: stejna [ vyssi [ nizsi

ZdGvodnéni:

body:

14 —— ethan
propan
12 1

10 +

Energie [kj/mol]

| NS oot A

T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350
Torzni dhel [°]

Obrdzek 1: Zdvislost energie molekul ethanu a propanu relativné vici energii nezdkrytové konformace jako funkce torzniho dhlu.
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4) Na obrazku mate energie konformeri ethanu a propanu. UvaZujte, Ze jsou bud' v zakrytové (maximum)
¢inezakrytové (minimum) konformaci a zanedbejte viechna moZna natoéeni kromé& téchto dvou
geometrii. Pokud budete mit smés ethanu a propanu 1:1 (objemové) pfi teploté 500 °C, kolik procent
molekul ze smési bude v zakrytové konformaci?

Vypocty:
Odpovéd: .......cceevennnee.
body:
5) Vypoctéte rovnovaznou konstantu pro piechod ethanu z nezdkrytové do zakrytové konformace pfi
teploté 500 °C.
Vypocty:
K(500 °C):
body:
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BIOCHEMIE 60 BODU

Uloha1l Jak to zacalo... 24 bodti

Ve Skolnim kole jsme si spolecné naznacili, jak by mohlo vypadat vkladaniinsertu do plasmidu s genem pro rezistenci
k ampicilinu (AmpR) jako selekénimu markeru. Nas plasmid jsme spole¢né s upravenym genem $tépili pomoci EcoRl,
¢imz jsme ziskali komplementarni presahujici konce (podle Obrazku 2 nize). Tento postup s sebou nese nékolik
moznych rizik, ktera si v této Uloze rozebereme, a spole¢né se je pokusime prekonat.

G AATTC
CTTAA G

5-AATTC G-3'
3-G CTTAA-5'

Obrdzek 2: Upraveny gen i plasmid po $tépeni restrikéni endonukleasou.

V prvé rfadé nasemu plasmidu nic nebrani v tom, aby se jeho komplementarni konce po roztépeni znovu prekryly.
Po ligaci tady ziskame i plvodni plasmid bez insertu. Je-li transformovan do bunék, kolonie pfislusnych bunék nam
vyrostou na médiu s ampicilinem. My poté nemame 3anci rozeznat je od kolonii bunék s plasmidem sinsertem.
Kromé toho mohl byt insert vloZen do plasmidu ve dvou rdznych orientacich, pficemz pro Uspé&snou expresi proteinu
je zadouci jen jedna z nich.

1) Pro¢ je pro expresi proteinu diileZita orientace insertu? Uvazujte, Ze insert, ktery vkladdme mezi
promotorovou a terminatorovou sekvenci, koduje primarni strukturu Zzadaného proteinu.

Odpovéd:

body:

Pfitomnost i orientaci plazmidu mGzeme zjistit pomoci rdznych experimentl. Zname-li sekvence insertu i plazmidu,
mdZeme vybrat vhodna restrikéni mista a plazmid sinsertem specificky rozitépit. Reknéme, Ze pro nase Gcely
vyuZijeme endonukleasy Hindlll, kterd Stépi insert na konci jeho sekvence, a Notl, kterd Stépi vektor v blizkosti
polyklonovaciho mista (viz Obrazek 3). UvaZzujme, Ze insert je na Obrazku 3 vloZen ve spravné orientaci.

4,
\‘\0\\ /})0?,;,

N

Obrazek 3: Vektor s insertem s vyznacenymi restrikénimi misty.
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Ze dvou kultur bunék nesoucich plazmid s vlozenym insertem jsme izolovali plazmidovou DNA. DNA kazdé z kultur
skladujeme v jedné zkumavce popsané A, nebo B. Obsah obou zkumavek jsme nasledné rozstépili pomoci Hindlll
aNotl. Kromé toho jsme za stejnych podminek $tépili i izolovany plazmid bez insertu, ktery skladujeme ve
zkumavce C. Uvazuijte, Ze insert ma délku cca 1000 bp, vektor ma délku cca 5000 bp. Smési po Stépeni jsme kazdou
nanesli do jedné jamky agarézového gelu a vzorky jsme podrobili elektroforéze.

2) Nakreslete, jak bude vypadat gel po obarveni ethidium bromidem za pfedpokladu, Ze ve zkumavce A byl
plazmid se spravné orientovanym insertem, v B byl plazmid s opaéné orientovanym insertem a v C se
nachazel plazmid bez insertu.

A B C

— i w— N s— ) s— i — , w—

7 kbp
6 kbp
5 kbp

4 kbp
3 kbp

2 kbp

1000 bp

500 bp

body:

Nyni si ale vyzkouSime postup, ktery je v praxi pfi klonovani vyuzivan nejcastéji, jelikoZz nam dava vétsi jistotu.
Plasmid a insert rozstépime kazdy pomoci dvou restrikénich endonukledz, ¢imz zaridime vyssi specifitu orientace.
Uvazujme, Ze mame k dispozici ¢tyfi vhodné endonukleasy:

BstY| Hindll Ndel sfel
s-AleatcT-3  s5-alaceTT-3 seca|tate3 s'c|Tacac-3
3-1cTAGlAs 3uTTCeA|as 3-TAT|ACs  3-GAceT|cs

Nasledné je zde uvedena sekvence jednoho vlakna genu pro insulin, prvni komer¢né vyrabény rekombinantni
protein. Shoduje-li se ¢ast sekvence genu s mistem jedné ze Ctyr endonukleas, je tato sekvence v genu zvyraznéna.

5'-ATGGCTCTGTGGATGCGTCTGCTGCCGCTGCTGGCACTGCTGGCCCTGTGGGGCCCTGACCCGGCTGCGGCCTTCGTTAAT
CAGCATCTGTGCGGTTCCCACCTGGTTGAGGCTCTGTACCTGGTATGCGAACGCGGTTTCTTCTACACGCCGAAAACTCGTCGT
GAAGGCAAGTAGGTCAGGTAGAACTGGGCGGTGGTCCAGGTGCAGGTTCTCTGCAACCGCTGGCACTGGAAGG
TAGCRIGINEAAACGTGGCATCGTCGAGCAGTGCTGTACTAGCATCTGCTCCCTGTACCAGCTGGAGAATTACTGCAACTGA-3'

3) Které endonukleasy z nabidky vyuZijete pro rozstépeni plasmidu a genu pro uspésné vloZeni insertu do
vektoru? Své rozhodnuti zdiivodnéte.

Endonukleasy:

ZdGvodnéni:

body:
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JelikoZ jsou promotor a terminator jiz obsazené v nasem plasmidu, je timto definovan smér transkripce. Timto se
musime fidit pfi vkladani insertu. Na Obrazku 4 vidime schéma polyklonovaciho mista plasmidu s vyznacenymi
sekvencemi promotoru, terminatoru i restrikénich mist nasich endonukleas.

Obrdzek 4: Polyklonovaci misto plasmidu s vyobrazenymi restrikénimi misty a dal$imi dileZitymi sekvencemi.

4) Ktera zvami vybranych endonukleas musi mit své misto na 5' konci uvedeného vlakna genu a ktera na
3' konci? UvaZujte, Ze uvedené vlakno je kédujici (sense, neslouzi jako templat pro transkripci).

Endonukleasa na 5' konci:

Endonukleasa na 3' konci:

body:

Doposud jsme restrikéni mista k nasemu genu pfipojovali pomoci ligace adaptéri. Nyni si vyzkousime modifikaci
DNA pomoci PCR. Primery nemusi byt stoprocentné komplementarni k templatové DNA, naopak do nich miZeme
vloZit mutace nebo nové sekvence. Pro Gspésny pribéh reakce staci, kdyz na templat nasedne vétsina primeru.

5) Navrhnéte sekvence primerli dlouhé 25 nukleotidii, pomoci nichz budeme schopni namnoZit gen pro
insulin tak, aby produkt obsahoval mista vami zvolenych endonukleas. Nezapomeiite na sekvenci 5
nukleotidl, aby se restrikéni misto nenachazelo na konci Fetézce. Pokud nedokazete odpovédét na
predchozi otazky, uvazujte na 5’ konci uvedeného vlakna misto pro Hindlll, na 3’ konci misto pro BstYI.

Forward primer:5'- =3

Backward primer: 5'- -3

body:
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Plasmid i insert roz$tépime zvolenymi endonukleasami a vzniklé fragmenty purifikujeme pomoci agarézové
elektroforézy. Stale zde ale existuje moznost nespecifickych interakci, kvali nimz bychom mohli ligaci ziskat prazdny
vektor. Proto je vhodné provést po ligaci a transformaci test pfitomnosti insertu. Tentokrat pouzijeme metodu
vyuZzivajici enzym B-galaktosidasu (B-gal). Tento enzym $tépi laktdzu na jednotlivé monosacharidy 1 a 2. Vyuziva-li
tento enzym substrat X-gal, rozstépi jej na monosacharid a meziprodukt 3. Ten na vzduchu dimerizuje na modre
zbarveny produkt 4 (Obrazek 5).

OH
HO 5 oH HOOH o OH
HO OH B-gal 0 + HO OH
HO ~ O d ———— 1o OH 0
H OH H
laktéza 1 2
H
HOOH N
o | B-gal —>02
HO O WT’ 3 dimerizace
OH ol Br o
X-gal Ho H

Obrdzek 5: Schéma reakci katalyzovanych p-galaktosidasou.

6) Pojmenujte monosacharidy 1 a 2, nakreslete strukturni vzorec meziproduktu 3.

Monosacharid 1: Meziprodukt 3:

Monosacharid 2:

body:

Jak lze vidét na obrazku 3, polyklonovaci misto naseho plasmidu se nachazi v genu oznaceném jako LacZ’, ktery
kdduje podjednotku B-galaktosidasy. V chromozomu E. coli vhodné pro tento typ screeningu se nachazi gen kodujici
zbytek enzymu. Produkty exprese obou gen( se v burice slozi ve funkéni B-galaktosidasu. UvaZujte, Ze jsme gen
vkladali do plasmidu zndzornéného na obrazku 3 a po transformaci jsme buriky kultivovali na agarovém médiu
s pridavkem X-gal.

7) Zakrouzkujte bakterialni kolonie, které obsahuji plasmid s insertem.

body:
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Uloha 2 Transkripce naruby 15 bodii

Jesté jsme si neukazali, jak izolovat gen, ktery nasledné do plasmidu vkladame. Zname-li sekvenci naseho genu
avime-li, kde se v genomu nachazi, jevi se jako nejjednodu$si moznost ,zkopirovat“ gen z genomu pomoci PCR.
Kdybychom takto amplifikovanou DNA z eukaryotického organismu vloZili pomoci plasmidu do E. coli s cilem
produkovat eukaryoticky protein, skoncila by nase snaha nelspéchem. Musime proto zvolit jinou strategii.

1) Proébude mit produkt exprese eukaryotického genu v E. coli pravdépodobné jinou primarni strukturu nez
kédovany eukaryoticky protein?

Odpovéd:

body:

V tomto pripadé pracujeme s mRNA, ktera je patfi¢né upravena a vySe uvedeny problém nam jiz nehrozi. Po izolaci
celkové RNA zburiky potfebujeme prevést veskerou mRNA na smés jednotlivych cDNA (DNA komplementarni
k mRNA) pomoci RT-PCR. K tomu nam pfiroda zanechala skvély templat. Na 3’ konci kazdé eukaryotické mRNA se
totiz nachazi sekvence, v niZz se mnohokrat opakuje jediny nukleotid. Jako primer proti ni tedy mizZeme pouZit takovy
oligonukleotid, v némz se bude rovnéz nachazet jen jediny typ nukleové baze.

2) PismenaRTv nazvu RT-PCR odkazuji na jeden z méné obvyklych procesii centralniho dogmatu, kdy je RNA
prepsana do DNA, resp. enzym, ktery prepis provadi. Jak se tento proces nazyva?

Odpovéd:

body:

3) Jaka nukleova baze se jako jedina nachazi ve vyse specifikovaném konci mRNA? Jaka nukleova baze se
bude nachazet v primeru?

Baze na konci mRNA:

Baze v primeru:

body:

4) Pied zahajenim RT je doporuéovano zahfat smés celkové RNA na 70 °C po dobu asi péti minut. Jaky je
vyznam tohoto kroku?

Odpovéd:

body:
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Abychom dokazali pripravit dvouvlaknovou DNA ze vdech mRNA ve vzorku, potfebujeme si konce prvnich vidken DNA
unifikovat. Proto si jeSté pred zahadjenim RT upravime smés celkové RNA. Jako prvni krok podrobime smés RNA
pusobeni fosfatasy, ktera ze vSech volnych 5’ koncl odstrani fosfaty. Nasledné pfidame pyrofosfatasu, ktera umi
odstranit ¢epicku z 5’ koncl vSech molekul mRNA a na jejim misté ponechat fosfat. Nakonec pomoci ligasy pfipojime
jednoretézcové adaptéry, které budou za popsanych podminek pfipojeny pouze na 5° konce mRNA. Prvni fazi
samotné RT-PCR je nejprve extenze primeru z otazky 3 pomoci RT, kdy je syntetizovano vlakno DNA podle templatu
RNA. Druhé vlakno DNA je syntetizovano podle prvniho vlakna DNA polymerasou. Ta vychazi z primeru, ktery je diky
ligovanému adaptéru pro vsechny mRNA univerzalni (Obrazek 6).

mRNA
Cepicka ¢
@ , Pyrofosfatiza \ 1 Ligace adaptéru
s OTTTTTTITITITITS STTTTITTTTITITT3 STITTTTITITITTITIT3
1 HT 1
STITTITTTTTTTITT TS A5 e
2. primer 7 A 2. vlakno DNA
‘ 1. primer 1. vidkno DNA
DNA polymeraza 111
I1ititiilll —_—
1. vidkno DNA 1. vlakno DNA

Obrdzek 6: Schéma zndzorriujici pfedipravu mRNA a jeji ndsledny pfepis do dvoufetézcové cDNA.

5) Proc pusobeni fosfatasy zajisti, Ze jsou adaptéry pripojeny jen kmRNA a ne kjinym typiim RNA?
(Napovéda: Ligasa spojuje pouze fosforylovany 5’ konec s nefosforylovanym 3’ koncem.)

Odpovéd:

body:

UvaZujme, Ze je k mRNA ligovan adaptér s nasledujici sekvenci:
5’-GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACUG-3’

6) Jaka bude sekvence primeru, podle néhoz miiZe DNA polymerasa syntetizovat druhé viakno DNA?

Odpovéd: 5'- -3'

PFi praci s RNA musime byt extrémné opatrni. RNA je totiZ oproti DNA mnohem nachylné;jsi k degradaci.

7) Uvedte jeden zdivodi, proé je RNA tolik nachylna k degradaci.

Odpovéd:

body:
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Uloha 3 Genova exprese 21 bodu

Mezi vloZenim genu pro protein naseho zajmu do bunék a izolaci tohoto proteinu je velmi dlouha cesta. Buriky
potfebuiji gen transkribovat do mRNA a nasledné na zakladé sekvence mRNA syntetizovat protein. Nejprve se
podivadme, jakym zplsobem dokaZeme pomoci metod genového inZenyrstvi fidit transkripci. KliCovy je vybér
spravného promotoru. Promotorova sekvence je vétSinou soucasti naseho plasmidu, ale miZzeme ji k nasemu genu i
ligovat. Je-li nasim cilem ziskat co nejvice proteinu, vyuZivame nejCastéji promotorové sekvence virG.

1) Zjakého diivodu jsou virové promotory nejvyuzivanéjsi, chceme-li maximalizovat vytézek proteinu?

Odpovéd:

body:

Nasim dal$im pozadavkem je, aby byl promotor indukovatelny, tzn. abychom mohli pfidavkem néjaké latky zahajit
transkripci a tim cely proces fidit. Bohuzel, virové promotory obecné indukovatelné nejsou. | tuto nepfijemnost jsme
nicméné schopni obejit. NejCastéji se vyuziva systému inspirovaného lac-operonem (Obrazek 7).

B | c

Obrazek 7: Schematické zndzornéni lac-operonu.

2) Piiradte k pismeniim ve schématu lac-operonu popisky z nabidky. Nékteré terminy jsou v nabidce navic
a nemuseji byt vyuZity.

Nabidka: represor, promotor, allo-lakt6za, ori misto, RNA polymerasa, DNA polymerasa, operator, strukturni geny

A e =
G D
E: F

body:
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V nejbéZnéjsim expresnim kmeni E. coli BL21 vyuZivdme kombinaci virového promotoru s lac-operonem. Genu pro
protein naseho zajmu je vplasmidu pfedrazen virovy promotor. Ten ale neni rozpoznatelny RNA polymerasou
ZE. coli. Ztoho dlvodu je do chromozomu BL21 vloZen gen pro virovou RNA polymerasu. Tomuto genu je zase
predrazen promotor i operator z lac-operonu.

3) Seradte nasledujici kroky tak, aby popisovaly proces indukce genové exprese v E. coli BL21.

Krok Poradi

Bakterialni RNA polymerasa transkribuje gen pro virovou RNA polymerasu.

Probiha transkripce genu pro protein naseho zajmu.

Do média je pfidana laktdza.

Dojde k vyvazani represoru.

body:

Misto laktozy se pro indukci exprese Casto vyuZziva jeji synteticky analog isopropyl-p-b-thiogalaktopyranosid,
vétSinou uvadén pod zkratkou IPTG.

OH

HO (0]
HO&/O OH Ho%?/
OH H
H
Obrazek 8: Struktura laktézy (vlevo) a IPTG (vpravo).

4) Jaka je vyhoda IPTG oproti laktoze? Zamyslete se nad rozdilnou schopnosti buiiky obé latky
metabolizovat.

Odpovéd:

body:

Poté, co jsme Uspésné zaridili, aby byl nas gen pfepsan do mRNA, musi dojit k translaci, béhem které samotny protein
vznika. Aby ribozom dokazal nalézt misto, kde mdZe translaci zahdjit, musi se vmRNA nachdazet tzv.
Shine-Dalgarnova sekvence (Casto oznacovana jako RBS, z angl. ribosomal binding site). Tuto sekvenci je ribozom
schopen rozpoznat a vazbou s ni se orientovat tak, aby mohl translaci zahajit.

5) Seradte uvedené elementy podle pofadi, v jakém se jejich sekvence nachazeji v genu.

Elementy: inicia¢ni kodon (start kodon), stop kodon, promotor, terminator, protein kédujici sekvence, RBS

Odpovéd:

body:
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