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Jan Horáček; jan.horacek@seznam.cz

8. února 2015

1 Část I. - výstup ze sekvenátoru

1.1 Úvod

Při otevřeńı zadáńı biologie nás po shlédnut́ı výstupu ze sekvenátoru zalili endorfiny a
adrenalin zároveň. Vykoukla na nás část výstupu ze sekvenátoru a my museli rozluštit,
jaký konkrétńı protein kóduje. Skutečnost, že vyřešeńım se nám teprve otevře daľśı ob-
jemné zadáńı, nás táhla kupředu a hnala naše mozkové buňky do akce.

1.2 Řešeńı

Náš prvńı krok byl zcela jasný. Museli jsme daný výstup ze sekvenátoru vyjádřit jako
sekvenci nukleotid̊u, čili v podobě ṕısmen A, C, G, a T jdoućıch za sebou. K tomu jsme
využili legendu, které přǐrazovala ke každé barvě ze sekvenátoru právě jedno z ṕısmen.
Jakožto lidšt́ı tvorové náchylńı k chybě jsme výsledek několikrát překontrolovali a dospěli
k následuj́ıćı sekvenci: cgttctatagatacgcgatgacggtataccatccgcaaagt.

Každé ṕısmeno znač́ı duśıkatou báźı (a - adenin, c - cytosin, g - guanin, t - thymin).
Př́ıtomnost́ı tyminu bylo zřejmé, že máme tu čest s DNA sekvenćı, nikoliv s RNA, nebot’

tam bychom hledali uracil.
DNA, nositelka genetické informace, je polymer v podobě řetězce nukleotid̊u. Každý

z nich se skládá z deoxyribózy (cukr), fosfátové skupiny a na ni navázané duśıkaté báze.
Právě duśıkaté báze zajǐst’uj́ı spojeńı s druhým vláknem DNA pomoćı vod́ıkových můstk̊u
a vytvář́ı tak dvoušroubovici, kde vlákna DNA jsou navzájem antiparalelńı - jedno jde
tedy od 5’ konce ke 3’ konci a druhé od 3’ konce k 5’ konci.

Jak si ale tuto sekvenci správně vyložit? Jelikož byla zadána pouze část výstupu
ze sekvenátoru, netušili jsme, jestli č́ıst zleva či zprava, natož kde zač́ıná nebo konč́ı.
Když uváž́ıme, že triplet, kterým je kódována aminokyselina, nemuśı být na začátku hned
tripletem, ale může se jednat pouze o jednu nebo dvě báze za sebou, vycháźı nám z toho
3 možnosti posunu. Dále muśıme brát v potaz čteńı vlákna zleva doprava a obráceně, t́ım
se naše možnosti zvyšuj́ı na šest.
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Abychom se neupsali k smrti, využili jsme chytrý translator http://web.expasy.org/
translate/. Dle našeho očekáváńı jsme dostali vyhodnoceńı v podobě 3 čtećıch rámc̊u
(daľśı tři rámce znač́ı komplementárńı vlákno k tomu p̊uvodńımu), viz obrázek 1.

Obrázek 1: Možné čtećı rámce

Čtećı rámce nám určuj́ı, odkud bychom začali triplety č́ıst. V našem př́ıpadě hledáme
tzv. otevřený čtećı rámec, který je ohraničen specifickými kodony - iniciačńı a terminačńı.
Př́ıtomnost iniciačńıho kodonu (methionin), kterým zač́ıná v ribozomu proteosyntéza,
zajist́ı správné přečteńı triplet̊u.

Vybereme tedy jeden z otevřených čtećıch rámc̊u (označeny červeně) — je jedno který,
vlákna jsou navzájem antiparalelńı na základě komplementarity báźı, tud́ıž muśı kódovat
stejný protein. Ṕısmena představuj́ı jednotlivé aminokyseliny, kterými je protein kódován.

Dále do databáze http://web.expasy.org/blast/ (databáze provozována Švýcarským
institutem bioinformatiky) zadáme náš čtećı rámec v RAW formátu - MTVYHPQS -
forma zápisu proteinu (jeho aminokyselin) jen pomoćı velkých ṕısmen. No a máme hotovo!
Databáze úspěšně vyhodnotila stoprocentńı shodu, a to s enzymem pullulanáza.

U varianty čteńı zprava doleva jsme se shody se záznamy v databázi nedočkali.
Pozn.: Správného řešeńı se můžeme dovt́ıpit i snadněǰśı cestou. Do některých typ̊u

databáze neńı třeba zadávat již otevřené čtećı rámce, nýbrž celý DNA kód a databáze
sama vyhodnot́ı, jak triplety č́ıst (např. http://www.uniprot.org/blast/).

Pozn.: K datu 6.2.2015 jsme zjistili, že daná databáze z odkazu http://web.expasy.org/
blast/ již pracuje na principu vložeńı DNA sekvence z nukleotid̊u a rovnou vyhodnot́ı
výsledek podobně jako http://www.uniprot.org/blast/. Nutno tedy podotknout, že k na-
šemu výsledku jsme dospěli již 31.1.2015 a tehdy ještě databáze vyhledávala postupem
popsaným výše. Během týdne byla předělávána a nebylo možné v ńı vyhledávat. Nyńı už
nově funguje př́ımo se zadáńım nukleotidové sekvence.

1.3 Závěr

I když byl tento úkol v podstatě jen ”předúkolem”či kĺıčem k následuj́ıćımu testováńı
vzork̊u, jeho řešeńı jsme si užili a něco i přiučili - vyhledáváńı v proteinových databáźıch.
Zaj́ımavé bylo i zjǐstěńı, co vše se o proteinech v databáźıch můžeme dozvědět.
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2 Část II. - testováńı vzork̊u na amylázu

2.1 Odpovědi na zadané otázky

2.1.1 K čemu amyláza slouž́ı? Co je substrátem tohoto enzymu?

Jedná se o enzym, který katalyzuje hydrolytické štěpeńı α glykosidových vazeb. Jeho
substráty tedy mohou být škrob, glykogen a př́ıbuzné polysacharidy a oligosacharidy. V
našem př́ıpadě j́ım bude škrob.

2.1.2 Jaký je princip reakce d̊ukazu amylázy za použit́ı povolených pomůcek?

Jak už z předchoźı otázky vyplývá, amyláza (ve vzorćıch) bude katalyzovat štěpeńı škrobu
a postupně jej rozkládat na kratš́ı řetězce tvořené D-glukózovými jednotkami až dostaneme
konečný produkt - disacharid maltosa.

Pokud tedy smı́cháme škrob s našimi vzorky, reakce proběhne pouze za př́ıtomnosti
amylázy.

Jej́ı př́ıtomnost (resp. př́ıtomnost škrobu) ověř́ıme roztokem jódu. Škrob se skládá
ze dvou složek - amylopektinu a α-amylózy, jej́ıž strukturou je dvoušroubovice. Jód má
tu vlastnost, že se dokáže do této dvoušroubovice začlenit a ve výsledku tak barevně
indikovat př́ıtomnost škrobu.

O funkci želatiny v zadáńı jsme dlouho přemýšleli, nakonec jsme došli ke dvěma
možnostem jej́ıho využit́ı.

1. Želatinu lze využ́ıt jako netečné prostřed́ı, které odděĺı jednotlivé vzorky (např.
v petriho misce).

2. Želatinu lze využ́ıt pro tzv. imobilizaci protein̊u. V takovém př́ıpadě by želatina
fungovala jako nosič, jej́ıž pórovitý materiál dovoĺı substrát̊um volně procházet, ale
enzym z̊ustane zachycen. V konečném d̊usledku dojde ke zvýšeńı aktivity, selektivity
a stability enzymu.

Obě metody jsme vyzkoušeli a došli jsme k závěru, že výsledky vycházej́ı totožně
– efekt imobilizace byl nerozpoznatelný. Pro ostré experimenty jsme se tak rozhodli
substráty do želatiny nezalévat, tzn. nevyuž́ıt želatinu pro imobilizaci enzymů a to pře-
devš́ım z toho d̊uvodu, že nám přǐsla možnost 1) snáze dokumentovatelná.

2.1.3 Jaký postup jste zvolili?

1. Př́ıprava prostřed́ı pro testováńı

(a) Pro vytvořeńı netečného prostřed́ı z želatiny jsme koupili čirou želatinu v prá-
šku na aspiky.

(b) Dle receptu jsme želatinu ”uvařili”a nalili do petriho misek.

(c) Na ještě neztuhlou želatinu jsme položili plato od tablet ĺıcem dol̊u a nechali
ztuhnout v lednici.

(d) Po ztuhnut́ı jsme opatrně plato odejmuli a vytvořily se nám tak ”chĺıvečky”,
ve kterých jsme vzorky později testovali.
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Obrázek 2: Připravená Petriho miska

2. Škrobový maz

(a) Ve 100 ml destilované deionizované vody jsme rozpustili 0.5 g kuchyňského
škrobu (solamyl).

(b) Roztok jsme zahřáli nad plamenem, kv̊uli zvětšeńı plochy škrobu a tud́ıž zvý-
šeńı jeho reaktivnosti. Źıskali jsme tak škrobový maz.

(c) Po jeho zchlazeńı jsme jej otestovali jednou kapkou jodisolu a tmavě modrým
zbarveńım tak ověřili př́ıtomnost škrobu.

3. Př́ıprava vzork̊u

(a) Pro zpracováńı pevných vzork̊u jsme využili třećı misku.

(b) Z každého vzorku jsme odměřili 10 ml do zkumavky a přidali 2 ml škrobového
mazu. Záměrně jsme smı́chali velké množstv́ı vzorku s poměrně malým mno-
žstv́ım škrobu, aby př́ıpadná amyláza zvládla všechen škrob bezpečně rozštěpit.

(c) Dle potřeby jsme ke vzork̊um přikápli destilovanou vodu, abychom źıskali
dávkovatelný roztok.

(d) Ve zkumavkách jsme vše řádně promı́chali.
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Obrázek 3: Vzorky připravené k testováńı

4. Ohřev vzork̊u

(a) Protože amyláza je nejv́ıce aktivńı při 70 ◦C, ale při 80 ◦C už se inaktivuje,
napustili jsme do Dewarovy nádoby co nejtepleǰśı kohoutkovou vodu (50 −
60 ◦C). Kv̊uli inaktivaci jsme nechtěli riskovat ohřev nad plamenem.

(b) Poté jsme do nádoby, která zajist́ı tepelnou izolaci, vložili na 15 minut vzorky
ve zkumavkách.

(c) Během ohřevu, jsme zkumavky ještě protřepali.

Obrázek 4: Vzorky v Dewarově nádobě

5. Testováńı

(a) Do každé petriho misky jsme umı́stili vlastńı nulovaćı vzorky pro srovnáńı
barev:

• destilovaná voda + jedna kapka jodisolu
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• škrobový maz + jedna kapka jodisolu

(b) Tekuté vzorky jsme napipetovali, hustěǰśı nalili př́ımo ze zkumavky do ”chĺı-
večk̊u”na petriho miskách.

(c) Každý ze vzork̊u jsme otestovali jednou kapkou jodisolu a vyhodnotili, zda
amylázu obsahuje či nikoliv.

(d) Fotografie jsme pořizovali před a hned po přidáńı jodisolu.

2.1.4 Jak jste určili, zda vzorek amylázu obsahuje?

Pokud vzorek amylázu obsahoval, dokázal námi přidaný škrobový maz rozštěpit. Po
přidáńı jódu tedy neindikoval modré zbarveńı.

Pokud vzorek amylázu neobsahoval, nemělo námi přidaný škrobový maz co rozštěpit
a škrob tak tedy z̊ustal nezměněn. V tomto př́ıpadě se jód mohl začlenit do šroubovice
jedné ze složek škrobu (viz otázka druhá) a indikovat tak jeho př́ıtomnost tmavě modrým
zbarveńım.

2.2 Výsledky měřeńı

Pro srovnáńı nejprve uvád́ıme na obrázćıch 5b a 5c barvy nulovaćıch vzork̊u.

(a) destilovaná
voda

(b)
jód+destilovaná
voda

(c) jód+škrob

Obrázek 5: Nulovaćı vzorky pro srovnáńı barev
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Testovaný vzorek Fotografie Amyláza

banánová slupka

→
ano

suchá kukuřice

→ ?

viz poznámky

dětský pǐskot

→
ne

kečup

→
ne

sušený banán

→
ne

rajče

→
ne

chleba

→
ne

sliny

→
ano

vnitřńı strana slupky brambory

→
ano

mléko

→
ano

Tabulka 1: Výsledky měřeńı
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2.3 Poznámky

2.3.1 Banánová slupka

• K testováńı byl použit běžný banán ze supermarketu.

2.3.2 Suchá kukuřice

(a)
→

(b) celá zrna

(c)
→

(d) drcená zrna

Obrázek 6: Zaj́ımavé výsledky reakce kukuřice

• K testováńı kukuřice jsme použili suchou kukuřici ze zverimexu, určenou pro spo-
třebu zv́ı̌rat.

• Zkoušeli jsme testovat jak celá zrna, tak zrna podrcená. U celých zrn byla nepř́ıto-
mnost amylázy jasně znatelná (viz fotografie 6b). Naopak u podrcené kukuřice je
viditelný výsledek opačný (viz fotografie 6d). Mysĺıme si tedy, že suchá kukuřice
amylázu obsahuje pouze uvnitř, amyláza však neńı schopná prostoupit přes vněǰśı
membránu kukuřice a rozštěpit tak škrob.

2.3.3 Dětský pǐskot

• K experimentu jsme použili klasické dětské pǐskoty.

2.3.4 Kečup

• Jako vzorek jsme použili kečup vlastńı výroby (od Honzových prarodič̊u).

• Méně prokazatelný vzorek, zbarveńı neńı př́ılǐs znatelné.

2.3.5 Sušený banán

• K ověřeńı amylázy jsme zakoupili pytĺık sušených banán̊u v Albertu.

2.3.6 Rajče

• Použili jsme běžná rajčata z Albertu, ze kterých jsme vyrobili roztok. Do roztoku
jsme vkládali předevš́ım dužinu (nikoliv slupku).
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2.3.7 Chleba

• Jako vzorek jsme použili běžný chleba z Kauflandu.

• Chleba byl před experimentem mražený.

• Jedná se o jeden z nejpr̊ukazněǰśıch vzork̊u ze série.

2.3.8 Sliny

• Jeden z nejprokazatelněǰśıch vzork̊u, neńı potřeba daľśı komentář.

2.3.9 Vnitřńı strana slupky brambory

• Jako vzorek jsme použili běžnou bramboru ze supermarketu.

• Slupky brambory jsme se snažili krájet co nejtenč́ı, abychom dostali opravdu jen
slupku.

• Ve vzorku se mohl objevit škrob z ”vnitřku”brambory, tud́ıž škrob mohl, oproti
ostatńım vzork̊um, v tomto vzorku přebývat. Proto se může zdát, že je vzorek mı́rně
namodralý.

2.3.10 Mléko

• K pokusu jsme použili čerstvé mléko z mlékomatu, abychom předešli př́ıpadné ztrátě
funkčnosti amylázy při tepelném procesu pasterizace (inaktivace amylázy při 80 ◦C).

• Jednoznačně prokazatelný vzorek.

3 Závěr

Testováńı amylázy pro nás bylo v́ıce než zaj́ımavé. Při řešeńı jsme se něco naučili i pobavili
a nakonec se i radostně zasmáli a plácli si nad naš́ım hotovým d́ılem. Třeba když jsme
zalévali petriho misky želatinou a poté netrpělivě vyčkávali u ledničky, vypadali jsme jako
starostliv́ı rodiče, koukaj́ıćı na své dět’átko v inkubátoru. To jste nás měli vidět!

Celá biologická část vyžadovala spoustu nápaditých myšlenek, ale od toho je to přece
experiment. Vymysĺı̌s, zkuśı̌s, ověř́ı̌s. Koneckonc̊u i nás samotné překvapily některé vý-
sledky, např. slupka od banánu či brambory.

4 Poděkováńı

• Blance Loupancové za konzultace.

• Profesorkám Olze Langerové a Aleně Novosadové za zpř́ıstupněńı školńı chemické
laboratoře a později za vyp̊ujčeńı laboratorńıch pomůcek.
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Na závěr přidáváme společnou fotografii.
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