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1 Céast L. - vystup ze sekvendtoru

1.1 Uvod

Pii otevieni zadani biologie nas po shlédnuti vystupu ze sekvenatoru zalili endorfiny a
adrenalin zaroven. Vykoukla na nas ¢ast vystupu ze sekvenatoru a my museli rozlustit,
jaky konkrétni protein kéduje. Skutecnost, ze vyfeSenim se ndm teprve otevie dalsi ob-
jemné zadani, nas tahla kupfedu a hnala nase mozkové bunky do akce.

1.2 Reseni

N&s prvni krok byl zcela jasny. Museli jsme dany vystup ze sekvendtoru vyjadrit jako
sekvenci nukleotidu, ¢ili v podobé pismen A, C, G, a T jdoucich za sebou. K tomu jsme
vyuzili legendu, které ptitazovala ke kazdé barvé ze sekvenatoru pravé jedno z pismen.
Jakozto lidsti tvorové nachylni k chybé jsme vysledek nékolikrat prekontrolovali a dospéli
k nasledujici sekvenci: cgttctatagatacgcgatgacggtataccatccgeaaagt.

Kazdé pismeno znaci dusikatou bézi (a - adenin, c - cytosin, g - guanin, t - thymin).
Piitomnosti tyminu bylo ziejmé, ze mame tu éest s DNA sekvenci, nikoliv s RNA, nebot
tam bychom hledali uracil.

DNA, nositelka genetické informace, je polymer v podobé fetézce nukleotidu. Kazdy
z nich se skladd z deoxyribdzy (cukr), fosfatové skupiny a na ni navézané dusikaté béaze.
Pravé dusikaté baze zajistuji spojeni s druhym vldknem DNA pomoci vodikovych mistki
a vytvari tak dvousroubovici, kde vlakna DNA jsou navzajem antiparalelni - jedno jde
tedy od 5’ konce ke 3’ konci a druhé od 3’ konce k 5’ konci.

Jak si ale tuto sekvenci spravné vylozit? Jelikoz byla zadana pouze ¢ast vystupu
ze sekvenatoru, netusili jsme, jestli ¢ist zleva ¢i zprava, natoz kde zac¢ind nebo konéi.
Kdyz uvazime, ze triplet, kterym je kodovana aminokyselina, nemusi byt na za¢atku hned
tripletem, ale muze se jednat pouze o jednu nebo dvé béaze za sebou, vychazi nam z toho
3 moznosti posunu. Déle musime brat v potaz ¢teni vldkna zleva doprava a obracené, tim
se naSe moznosti zvysuji na Sest.
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Abychom se neupsali k smrti, vyuzili jsme chytry translator http://web.expasy.org/
translate/. Dle naseho ocekavani jsme dostali vyhodnoceni v podobé 3 ¢tecich ramcu
(dalsf t¥i rdmce znac¢i komplementarni vldkno k tomu puvodnimu), viz obrazek 1.

5'3' Frame 1 3'5' Frame 1
RSIDTRStopRYTIRK TLRMetVYRHRWVSIE
5'3' Frame 2 3'5' Frame 2

V0LStopl RDDGIPSAK LCGWYTVIAYLStopN
5'3' Frame 3 3'5' Frame 3

FYRYAMetTVYHPQS FADGIPSSRIYRT

Obrazek 1: Mozné ¢teci ramece

Cteci rémce ndm urcuji, odkud bychom zacali triplety ¢ist. V nasem piipadé hleddme
tzv. otevieny Cteci ramec, ktery je ohranic¢en specifickymi kodony - iniciac¢ni a terminacni.
Ptitomnost iniciaéntho kodonu (methionin), kterym zac¢ind v ribozomu proteosyntéza,
zajisti spravné precteni tripletu.

Vybereme tedy jeden z otevienych ¢tecich rameu (oznaceny ¢ervené) — je jedno ktery,
vlakna jsou navzajem antiparalelni na zakladé komplementarity bézi, tudiz musi kédovat
stejny protein. Pismena predstavuji jednotlivé aminokyseliny, kterymi je protein koédovan.

Déle do databéze http://web.cxpasy.org/blast/ (databdze provozovana Svycarskym
institutem bioinformatiky) zaddme nas ¢teci ramec v RAW formatu - MTVYHPQS -
forma zépisu proteinu (jeho aminokyselin) jen pomoci velkych pismen. No a mdame hotovo!
Databaze uspésné vyhodnotila stoprocentni shodu, a to s enzymem pullulandza.

U varianty ¢teni zprava doleva jsme se shody se zdznamy v databazi nedockali.

Pozn.: Spravného teseni se muzeme dovtipit i snadnéjsi cestou. Do nékterych typu
databaze neni treba zadavat jiz oteviené Cteci ramce, nybrz cely DNA kéd a databaze
sama vyhodnoti, jak triplety ¢ist (napt. http://www.uniprot.org/blast/).

Pozn.: K datu 6.2.2015 jsme zjistili, ze dand databéze z odkazu http://web.expasy.org/
blast/ jiz pracuje na principu vlozeni DNA sekvence z nukleotidi a rovnou vyhodnoti
vysledek podobné jako http://www.uniprot.org/blast/. Nutno tedy podotknout, Ze k na-
semu vysledku jsme dospéli jiz 31.1.2015 a tehdy jesté databaze vyhledavala postupem
popsanym vyse. Béhem tydne byla predélavana a nebylo mozné v ni vyhledavat. Nyni uz
nové funguje piimo se zadanim nukleotidové sekvence.

1.3 Zavér

I kdyz byl tento kol v podstaté jen ”predikolem”ci klicem k néasledujicimu testovani
vzorki, jeho feSeni jsme si uzili a néco i ptiucili - vyhledavéani v proteinovych databézich.
Zajimavé bylo i zjisténi, co vSe se o proteinech v databdzich muzeme dozvédeét.


http://web.expasy.org/translate/
http://web.expasy.org/translate/
http://web.expasy.org/blast/
http://www.uniprot.org/blast/
http://web.expasy.org/blast/
http://web.expasy.org/blast/
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2 Cast II. - testovani vzorkd na amyldzu

2.1 Odpovédi na zadané otazky
2.1.1 K ¢emu amylaza slouzi? Co je substratem tohoto enzymu?

Jedna se o enzym, ktery katalyzuje hydrolytické stépeni a glykosidovych vazeb. Jeho
substraty tedy mohou byt skrob, glykogen a ptibuzné polysacharidy a oligosacharidy. V
nasem piipadé jim bude skrob.

2.1.2 Jaky je princip reakce diikazu amylazy za pouziti povolenych pomucek?

Jak uz z predchozi otazky vyplyvd, amyldza (ve vzorcich) bude katalyzovat stépeni skrobu
a postupné jej rozkladat na kratsi retézce tvorené D-glukozovymi jednotkami az dostaneme
konecny produkt - disacharid maltosa.

Pokud tedy smichame Skrob s nasimi vzorky, reakce probéhne pouze za ptitomnosti
amylazy.

Jeji ptitomnost (resp. pritomnost skrobu) ovéfime roztokem joédu. Skrob se skldd4
ze dvou slozek - amylopektinu a a-amylozy, jejiz strukturou je dvousroubovice. Jéd ma
tu vlastnost, ze se dokaze do této dvousroubovice zaclenit a ve vysledku tak barevné
indikovat pritomnost skrobu.

O funkci zelatiny v zadani jsme dlouho premysleli, nakonec jsme dosli ke dvéma
moznostem jejitho vyuziti.

1. Zelatinu lze vyuzit jako netecné prostiedi, které oddéli jednotlivé vzorky (napf.
v petriho misce).

2. Zelatinu lze vyuzit pro tzv. imobilizaci proteint. V takovém piipadé by Zzelatina
fungovala jako nosi¢, jejiz porovity material dovoli substratiim volné prochéazet, ale
enzym zustane zachycen. V koneé¢ném dusledku dojde ke zvyseni aktivity, selektivity
a stability enzymu.

Obé metody jsme vyzkouSeli a dosli jsme k zavéru, ze vysledky vychazeji totozné
— efekt imobilizace byl nerozpoznatelny. Pro ostré experimenty jsme se tak rozhodli
substraty do zelatiny nezalévat, tzn. nevyuzit zelatinu pro imobilizaci enzymu a to pfe-
devsim z toho duvodu, ze ndm pfisla moznost 1) sndze dokumentovateln4.

2.1.3 Jaky postup jste zvolili?

1. Priprava prostiedi pro testovani
(a) Pro vytvoreni netecného prostiedi z zelatiny jsme koupili ¢irou zelatinu v pré-
sku na aspiky.
(b) Dle receptu jsme zelatinu "uvarili”a nalili do petriho misek.

(c¢) Na jesté neztuhlou zelatinu jsme polozili plato od tablet licem dolu a nechali
ztuhnout v lednici.

(d) Po ztuhnuti jsme opatrné plato odejmuli a vytvorily se nam tak ”chlivecky”,
ve kterych jsme vzorky pozdéji testovali.
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Obrazek 2: Pripravend Petriho miska

2. Skrobovy maz
(a) Ve 100 ml destilované deionizované vody jsme rozpustili 0.5 ¢g kuchytiského
skrobu (solamyl).

(b) Roztok jsme zahtéli nad plamenem, kvuli zvétseni plochy skrobu a tudiz zvy-
Seni jeho reaktivnosti. Ziskali jsme tak skrobovy maz.

(c) Po jeho zchlazeni jsme jej otestovali jednou kapkou jodisolu a tmavé modrym
zbarvenim tak ovérili piitomnost skrobu.

3. Priprava vzorka

(a) Pro zpracovani pevnych vzorku jsme vyuzili tfeci misku.

(b) Z kazdého vzorku jsme odméfili 10 ml do zkumavky a pridali 2 ml skrobového
mazu. Zamérné jsme smichali velké mnozstvi vzorku s pomérné malym mno-
zstvim skrobu, aby ptipadnd amyléza zvladla vSechen skrob bezpecné rozstépit.

(c) Dle potieby jsme ke vzorkum piikapli destilovanou vodu, abychom ziskali
davkovatelny roztok.

(d) Ve zkumavkach jsme vse fadné promichali.
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Obréazek 3: Vzorky pripravené k testovani

4. Ohrev vzorku

(a) Protoze amyléza je nejvice aktivni pii 70 °C', ale pii 80 °C' uz se inaktivuje,
napustili jsme do Dewarovy nadoby co nejteplejsi kohoutkovou vodu (50 —
60 °C). Kvuli inaktivaci jsme nechtéli riskovat ohfev nad plamenem.

(b) Poté jsme do nadoby, kterd zajisti tepelnou izolaci, vlozili na 15 minut vzorky
ve zkumavkéch.

(¢) Béhem ohtevu, jsme zkumavky jesté protiepali.

Obrézek 4: Vzorky v Dewarové nadobé

5. Testovani

(a) Do kazdé petriho misky jsme umistili vlastni nulovaci vzorky pro srovnéni
barev:

e destilovana voda + jedna kapka jodisolu
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e skrobovy maz + jedna kapka jodisolu

(b) Tekuté vzorky jsme napipetovali, hustéjsi nalili pfimo ze zkumavky do ”chli-
vecku” na petriho miskéach.

(c) Kazdy ze vzorku jsme otestovali jednou kapkou jodisolu a vyhodnotili, zda
amylazu obsahuje ¢i nikoliv.

(d) Fotografie jsme pofizovali pted a hned po pridéni jodisolu.

2.1.4 Jak jste urcili, zda vzorek amylazu obsahuje?

Pokud vzorek amyldzu obsahoval, dokdzal ndmi piidany skrobovy maz rozstépit. Po
pridani jédu tedy neindikoval modré zbarveni.

Pokud vzorek amyldazu neobsahoval, nemélo nami ptidany skrobovy maz co rozstépit
a Skrob tak tedy zustal nezménén. V tomto piipadé se jéd mohl zaclenit do Sroubovice
jedné ze slozek skrobu (viz otdzka druhd) a indikovat tak jeho pfitomnost tmavé modrym
zbarvenim.

2.2 Vysledky méreni

Pro srovnani nejprve uvadime na obrazcich 5b a 5¢ barvy nulovacich vzorki.

A

(a) destilovana (b) (c) jéd+skrob
voda jéd+destilovana
voda

Obréazek 5: Nulovaci vzorky pro srovnani barev
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Testovany vzorek Fotografie Amylaza
bananova slupka allo
suché kukufice viz poznamky
detsky piskot 1€
kecup 11e
suseny banan 11C
rajce 11€C
chleba 1€
sliny allo
vnitini strana slupky brambory allo
mléko ano

Tabulka 1: Vysledky méteni
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2.3 Poznamky
2.3.1 Bananova slupka

e K testovani byl pouzit bézny banan ze supermarketu.

2.3.2 Sucha kukufice

(d) drcend zrna

Obrazek 6: Zajimavé vysledky reakce kukuftice

e K testovani kukufice jsme pouzili suchou kukufici ze zverimexu, uréenou pro spo-
trebu zvirat.

e Zkouseli jsme testovat jak cela zrna, tak zrna podrcend. U celych zrn byla neptito-
mnost amyldzy jasné znatelnd (viz fotografie 6b). Naopak u podrcené kukufice je
viditelny vysledek opacny (viz fotografie 6d). Myslime si tedy, ze suchd kukufice
amyldazu obsahuje pouze uvnitt, amyldza vSak neni schopné prostoupit pres vnéjsi
membranu kukufice a rozstépit tak skrob.

2.3.3 Deétsky piskot

e K experimentu jsme pouzili klasické détské piskoty.

2.3.4 Kecup
e Jako vzorek jsme pouzili ke¢up vlastni vyroby (od Honzovych prarodicu).

e Méné prokazatelny vzorek, zbarveni neni piilis znatelné.

2.3.5 SuSeny banan

e K ovéreni amylazy jsme zakoupili pytlik susenych bandnt v Albertu.

2.3.6 Rajce

e Pouzili jsme bézna rajcata z Albertu, ze kterych jsme vyrobili roztok. Do roztoku
jsme vkladali predevsim duzinu (nikoliv slupku).



Resen{ biologie Maxwellovo stiibrné kladivo

2.3.7 Chleba

e Jako vzorek jsme pouzili bézny chleba z Kauflandu.
e Chleba byl pfed experimentem mrazeny.

e Jednd se o jeden z nejprukaznéjsich vzorku ze série.

2.3.8 Sliny

e Jeden z nejprokazatelnéjsich vzorku, neni potieba dalsi komentar.

2.3.9 Vnitini strana slupky brambory

e Jako vzorek jsme pouzili béznou bramboru ze supermarketu.

e Slupky brambory jsme se snazili krdjet co nejtenci, abychom dostali opravdu jen
slupku.

e Ve vzorku se mohl objevit skrob z ”vnittku”brambory, tudiz skrob mohl, oproti
ostatnim vzorkum, v tomto vzorku prebyvat. Proto se muze zdat, ze je vzorek mirné
namodraly.

2.3.10 Mléko

e K pokusu jsme pouzili ¢erstvé mléko z mlékomatu, abychom ptedesli pripadné ztraté
funkcnosti amylazy pii tepelném procesu pasterizace (inaktivace amylazy pii 80 °C').

e Jednoznacné prokazatelny vzorek.

3 Zaveér

Testovani amylazy pro nas bylo vice nez zajimavé. Pti feseni jsme se néco naucili i pobavili
a nakonec se i radostné zasmaéli a placli si nad nasim hotovym dilem. Tteba kdyz jsme
zalévali petriho misky zZelatinou a poté netrpéliveé vyckavali u lednicky, vypadali jsme jako
starostlivi rodice, koukajici na své défatko v inkubatoru. To jste nds méli vidét!

Cela biologicka cast vyzadovala spoustu napaditych myslenek, ale od toho je to prece
experiment. Vymyslis, zkusis, ovéris. Koneckonct i nas samotné prekvapily nékteré vy-
sledky, napft. slupka od banédnu ¢i brambory.

4 Podékovani

e Blance Loupancové za konzultace.

e Profesorkam Olze Langerové a Alené Novosadové za zpiistupnéni skolni chemické
laboratoie a pozdéji za vypujéeni laboratornich pomucek.
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Na zavér pridavame spolecnou fotografii.
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