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S5 — A prece se kryji! (pata tivodni tloha)

Autorka: Anna Matéjkovd (fe—mail: anna—matejkova@seznam.cz{) 6 bodu

1. Reseni:

Kovovy

H,0
NaK H.,0,

Galinstan H;C-COOH

Aceton

Toxicky

(2,0 b.)
2. Reseni:

(a) Aceton = propan-2-on
As203 = oxid arsenity
Bry = brom
CCly = tetrachlormethan
Cly = chlor
Cr = chrom
Gd = gadolinium
Hg = rtut
Hy0 = voda/oxidan
H>049 = peroxid vodiku
H3C-COOH = kyselina ethanova
KCN = kyanid draselny
KsCroO7 = dichroman draselny
PH3 = fosfan
TI = thallium
Ru = ruthenium
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(b) Dural = Al, Cu (popf. jesté Mg, Mn jako piimési)
Elektrum = Au, Ag (popi. jesté Cu)
Galinstan = Ga, In, Sn
NaK = Na, K

(c) Piiklad:
As903 — jed proti hlodaveum, ¢efeni skla
Cly — chemické syntézy, (dnes zakdzand) bojova latka
Galinstan — tekuté zrcadla do teleskopu, ndpln teploméru misto rtuti
Tl — impregnace dfeva, polovodice

(2,5 b.)

3. Individualni feSeni, piiklad: Nikotin (oranzovd), Nékteré amalgdmy (zelend), Kadmium
(fialovd).

(1,5 b.)
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S6 — A piece se drzi (Sesta dvodni tloha)

Autor:  Matis Chvogka (e-mail: mchvojka@mail.muni.cz) 7 bodu

1. Napiiklad vazba O-O v molekule HoOy m4 disociaéni energii ptiblizné 142 kJ mol 1.
(1,0 b.)
2. Napriiklad trinitromethan nebo methantrikarbonitril.
(1,0 b.)

3. Chalkogenova (selen, telur), pniktogenova (arsen antimon) a tetrelova (cin, germanium)
vazba. Leh¢i prvky téchto skupin jsou piilis malé na to, aby se na nich mohla vytvofit
efektivni o-dira. Tézsi prvky naopak nejsou téméf vyuzivané pro tento ucel. Vazba je ve
sméru ¢* orbitalu, jak je ukdzano na obrdzku. Vhodnym substituentem na donorovém
atomu je napiiklad pentafluorfenyl. Akceptorem muze byt libovolny anionE]

pnictogens chalcogens
F 8 F F F
F As F F Se F
F F
F F FF F F F F F
F F E F
F
F

(1,5 b.)

4. Vlevo je zobrazeno mozné usporadéani pii interakci molekuly benzenu a molekuly hexaflu-
orbenzenu, zbyvajici dva piipady jsou pro dvé molekuly benzenu.

Sandwich  T-shaped Parallel-displaced

(1,0 b.)

5. Cim silngjsi bude interakce prostiedi s nabitymi ¢asticemi, tim mensi bude interakce na-
bitych castic navzajem.

vodny roztok NaCl, voda, DMSO, MeOH, THF, CHCl3, hexan, vakuum

Za kazdou polozku mimo spravné poiradi —0,2 bodu.

(1,5 b.)

LJ. Am. Chem. Soc. 2019, 141, 810-814
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6. D4 sa toho dosdhnout rozpojenim libovolné kovalentni vazby, nejslabsi by mély byt C-C
vazby v crown-etheru. Jejich disociaéni energie je okolo 350 kJ mol~!.

(1,0 b.)
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A3 — Malé, ale sikovné! — Cesta za superenzymy

Autor:  Daniel Pluskal (e-mail: pluskal.daniel@gmail.com) 12 bodu

1. Pfi substituéni bodové mutaci dochdzi k zaméné jednoho nukleotidu v sekvenci nuk-
leové kyseliny za jiny. Nédsledkem substituéni mutace muze (ale nemusi) byt zména smyslu
kodonu (zména kédované aminokyseliny) anebo zisk /ztrata smyslu kodonu (kodon se smys-
lem se zméni na kodon nesmyslny, tedy STOP kodon, ¢i naopak).

Pii indelové bodové mutaci dochdzi budto ke vmezefeni nového nukleotidu (inzerci)
anebo jeho plné ztraté (deleci). Nésledkem indelovych mutaci je zména ¢teciho rdmcee, coz
ma na gen/organismus vyrazné vice destruktivni vliv, nez mutace substituéni, kdy muze
dojit napr. ke knock-outu celého genu. Vyjimkou jsou pripady, kdy je indelovd mutace
tzv. kompenzovana (probéhne zaroven inzerce a delece anebo probéhne pocet inzerci/delect
deélitelny tfemi), kdy ke zméné ¢teciho rdmce nedochdzi.

V prirodé dochdzi vyznamné castéji k mutacim substituénim. Zaprvé proto, ze sub-
stituéni mutace probihd o dost snadnéji (je mnohem snadnéjsi baze mirné chemicky poz-
ménit nebo omylem vyménit nez nacisto vystépit /pridat), zadruhé pak, protoze substituéni
mutace vétsinou neznamenaji iplnou ztratu funkce genu vedouci napi. ke zméné fenotypu
neslucitelné se zivotem organismu (mnoho indelovych mutaci prosté ,,vymie®).

(0,5 b.)

2. Genetik o gzjisténi biochemika pochyboval, protoze zaména lysinu na aspartat by
vyzadovala minimalné dvé substituéni mutace zaroven a navic blizko sebe, a proto
je takovato pfima zména (tedy z generace na generaci) zna¢né nepravdépodobnd. Daleko
pravdépodobngjsi by bylo, kdyby lysin mutoval nejprve na napt. kys. glutamovou nebo
asparagin prvni substitu¢ni mutaci a az potom na kys. asparagovou druhou substitu¢ni
mutaci. Pro genetika by proto byly uvéritelngjsi zamény aminokyselin proveditelné pouze
z kodonu pro lysin jednou substituéni mutaci, coz jsou konkrétné zamény na arginin,
asparagin, glutamin, glutamin, isoleucin, methionin nebo threonin (viz Tabulka 1
na konci Feseni).

(1,0 b.)

3. Extrémni prostiedi si zddaji extrémni feSeni. Proto extremofilni organismy, obyvajici
prostiedi s mimoradné vysokou ¢i nizkou teplotou, iontovou silou, pH, toxickymi kon-
taminanty apod. musi byt pro pfeziti a prosperitu v takovém nehostinném prostiedi dobte
uzpusobené. Ke zméndm ve fenotypu dochdzi zejména evoluci proteini a enzymu budto
pro nerusenou ¢innost v takto extrémnich podminkach anebo pro néjakou praci s danym
prostiedim, napt. kompenzace extrémné nizkého pH, metabolizace ¢i jind neutralizace to-
xickych sloucenin a podobné. Pokud tedy chceme enzymy s kuriéznimi vlastnostmi, vice
nez casto se vyplati se podivat do prislusné kuriézniho prostredi, jestli uz
priroda nahodou takovy enzym nevyvinula za nas.

(0,5 b.)

4. Enzymy homologni jsou produkty genu odvozené od jednoho spoleéného (ancestralniho)
genu, jsou tedy evoluéné piibuzné. Nasledkem ruzné evoluce daného genu v piibuznych
organismech, avSak obyvajicich ruznd prostredi (tedy vystavenych ruznému selekénimu
tlaku), piipadné duplikaci a rozruzinovanim ancestralniho genu v rameci jednoho organismu,
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tak vznikaji enzymy, které si jsou sekvencné blizké a mohou, nicméné nemusi zastavat stej-
nou funkci. Takové rozruznovani se oznacuje terminem divergentni evoluce. Piikladem ho-
molognich enzymu jsou napf. trypsin, chymotrypsin a elastasa (v8echno serinové proteasy,
nicméné s ruznou substratovou specifitou). Algoritmy pro alignment, napi. BLAST,
piibuznost enzymu/genu identifikuji pravé na zdkladé jejich homologie.

Enzymy analogické jsou takové enzymy, u kterych se naprosto nezavisle vyvinula stejnd
funkce. Takové enzymy tak obycejné nesdili ani sekvenéni, ani strukturni podobnost, byt
napi. architektura aktivniho mista muze byt podobnd. Nezavislému vyvoji stejnych znaku
u nepiibuznych organismu se #ikd konvergentni evoluce, kdy piikladem analogickych en-
zymu jsou napf. chymotrypsin (zivo¢isna serinova proteasa) a subtilisin (bakteridlni seri-
nova proteasa) anebo karbondtanhydrasy « (lidskd), 5 (z ruduch) a « (archebakterialni).

(0,5 b.)

. Pii screeningu identifikuje a vybird chténé zmény ve vlastnostech enzymiu/organismu
racionalné proteinovy inzenyr — vezme mutantni knihovnu, proméii néjakou vlastnost ¢i
jejich kombinaci pro kazdou mutantni variantu zvlasf a na zékladé vysledki takového
plosného méieni si vybird, co se mu libi. Vyhodou je samoziejmé to, ze pfesné vime,
co vybirame pro dalsi kola fizené evoluce anebo findlni pouziti, obrovskou nevyhodou je
samoziejmeé to, ze je metoda extrémné pracnd jak z hlediska velkého mnozstvi mutantnich
variant k proméfeni (s timto ndm vsak v dnesni dobé uz pomah4 robotika ¢i mikrofluidika),
tak z hlediska toho, Ze musime najit né¢jakou rozumné méfitelnou vlastnost nebo jejich co
nejmensi mnozinu, na zakladé které si troufneme fFici: ,,Ano, tenhle enzym se vyvinul
takovym smérem, jakym ja chci®.

Pri selekci nechdvame vybér prospésnych mutaci na pfirozeném vybéru. V jednom prostie-
di spole¢né kultivujeme organismy nesouci riizné mutované geny. Zhoubné mutace své orga-
nismy oslabuji, prospésné mutace jim naopak pomahaji prezit a prerust ostatni organismy.
Po kultivaci tedy ziskame kulturu, ve které prevazi pouze jedna, pripadné nékolik malo
mutantnich variant, které proteinovy inzenyr ziskd naservirované jako na taliti. Nejvetsi
nevyhodou tohoto piistupu je jeho neuniverzdlnost — aby selekce vubec mohla fungovat,
musi byt funkce naseho enzymu néjak spojena s prezitim daného organismu, a to navic
pozitivné. Selekce je tedy omezena pro inzenyrstvi enzymu neutralizujicich Skodliviny,
syntetizujicich ziviny apod. Dalsi nevyhodou je to, ze dostaneme pouze a jenom to, co
nam piiroda vybrala a nevidime prubéh procesu — v mutantni knihovné mohla byt néjaka
extrémné prospésnd mutace, kterd ale byla utla¢ena tieba z duvodu, ze startovala ve slabsi
buiice — my to nevime a nikdy se to nedozvime. Vyhodou je samoziejmé extrémneé vysoka
kapacita a relativni jednoduchost metody, a také to, ze nepotifebujeme prakticky zadné
specializované vybaveni (jako napf. zmifnované robotické ¢i mikrofluidické platformy).

(1,0 b.)

. Tento tikol byl sice o néco vice matematicky /kombinatoricky, mél nicméné slouzit pro de-
monstraci toho, jak obrovské mutantni knihovny mohou teoreticky byt; v praxi samoziejmé
nikdy neprozkoumame moznosti vSechny a tak je i pres systematicky piistup tuspéch stale
jesté do jisté miry dilem ndhody. Pro vychozi protein o 320 aminokyselinovych residuich
mame (330) moznosti, jak vybrat dvé rizné pozice v aminokyselinovém fetézci a pro kazdy
z téchto vybéra mame 19 x 19 moznosti pro substituéni mutaci. Findlni pocet moznych

variant je tedy

2
<320> x 192 = 18425440
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Pro soubor vSech moznych sekvenci je vypocet jednodussi, vysledny pocet kombinaci je
vSak mnohem, mnohem vyssi. Pro kazdou z 320 pozic fetézce méme 20 moznych amino-
kyselinovych residui a ruznych sekvenci takového Fetézce tak teoreticky je

2032 ~ 2,14 x 10*16

Nepredstavitelné velké ¢islo, reprezentujici 2,14 set miliard miliard miliard miliard miliard
miliard miliard miliard miliard miliard miliard miliard miliard miliard miliard miliard
miliard miliard miliard miliard miliard miliard miliard miliard miliard miliard miliard
miliard miliard miliard miliard miliard miliard miliard miliard miliard miliard miliard
miliard miliard miliard miliard miliard miliard miliard miliard moznych kombinaci pro jesté
relativné kratky polypeptidovy fetézec, a to jesté ani nepocitame s jeho posttranslacnimi
upravami. No prosté fuj.

Prvni, realistickd mutagenezni knihovna by nam pii vykonu 2500 analyzovanych mu-
tantnich variant za sekundu trvala oskenovat asi 7371 sekund, tedy zhruba 2,05 hodiny.
To neni zase tak hrozné, co? Jen si tady odlozim informaci o tom, ze takto rychld analyza
je extrémné komplikovana a mozna pouze v piipadé dobie kooperujicich systému, kdy se
realnéji dosazitelné rychlosti analyz pohybuji kolem 100 s~! (a analyza knihovny by tak
trvala cca 2,13 dne — pofad zddna katastrofa).

Druhd, kompletni knihovna vSech moznych sekvenci, by oproti tomu pfi nasem vykonu
trvala oskenovat asi 2,7 x 10403 let. S tolika ,miliard“ se uz vypisovat nebudu, jen
zminim, Ze staif vesmiru je odhadovéno na pouze asi 13,8 x 10° let a zbytek nechdm
na Vasi predstavivosti.

(1,0 b.)

. Pro epPCR naprosto klicovou ,chybou“ je pouziti Taq polymerasy. Té narozdil od
modernich inzenyrskych DNA polymeras chybi tzv. 3‘—=5‘ exonukleasové aktivita a neumf{
tak provadét proofreading, tedy opravovat po sobé chyby.

Dalsi moznosti je zvySeni koncentrace MgCly v reakéni smési oproti bézné PCR anebo
piidavek MnCl,. Kromé toho, Ze piitomnost MgCl, v PCR smési je nutnosti (Mg?*t
je kofaktorem polymerasovych reakci), dvoumocné kationty hoféiku a manganu prispivaji
k chybovosti Taq polymerasy snizovanim specifity parovani bazi a stabilizaci jejich nekom-
plementarnich interakci.

Déle muzeme zvysit koncentraci Taq polymerasy, snizit mnozstvi templatové
DNA anebo zvysit pocet cykli PCR. Vsechny tyto zmény jsou zalozené spiSe na
statistickém zvySeni pravdépodobnosti mutaci nezli na néjakém konkrétnim chemickém
mechanismu: zkratka, ¢im vice Taq polymerasy/méné vstupni DNA /vice reakénich cykl,
tim vice probéhne replikaci jiz replikovanych DNA fetézcu a tim vice se mohou mutace
v prubéhu PCR hromadit.

Na podobném principu pracuje i ,,chyba“ zvySeni vstupni koncentrace jednoho ¢éi
vice deoxyribonukleotidtrifosfata (ANTPs) resp. jejich pridavek v nevyvazeném pomé-
ru. Mechanismus je opét trividlni: ¢im vice jednoho z dNTPs, tim vétsi pravdépodobnost,
ze jej Taq polymerasa navaze misto toho spravného nukleotidu. Tohoto se vyuziva zejména,
pokud chceme mutace sméfovat uréitym smérem (napi. chceme, aby mutace nebyly zcela
nidhodné, ale aby nejvice probihaly substituce A na G; prosté pfiddme vice dGTP a méné
dATP).

Kdyz uz jsme u téch dN'TPs, dalsi moznosti je piidavek nékterych jejich syntetickych de-
rivata (napi. dITP, dPTP, 8-0xo-dGTP a dalsi). Tyto analogy maji ur¢itou specifitu vuci
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nékterému z klasickych nukleotidu a tak je Tag polymerasa obcas pii replikaci pouzije,
protoze prosté pro¢ ne. Maji ale tu vlastnost, Ze se néslednou reakci ¢i pii opravnych
mechanismech buiiky vyméni za nukleotid, ktery uz k nukleotidu puvodniho fetézce kom-
plementarni neni a hle, mutace.

Posledni z téch populdrnéjsich moznosti je snizeni teploty pro nasedani primeru. Pii
nizsi teploté ma DNA tendenci 1épe hybridizovat, a tak hybridizuje s kdeéim, byt sekvence
toho kdeceho k té jeji neni zcela komplementarni.

(1,5 b.)

. Vymyslenasa je mistné specifickd proteasa, ktera rozpoznava urcitou aminokyselinu a bez-
prostiedné za ni §tépi peptidovou vazbu. Divoky typ vymySlenasy mé takovy tvar va-
zebného mista, které rozpoznava velké, nepolarni aminokyseliny (Trp, Phe, Tyr).

Upravou do formy A se vazebné misto vymyslenasy znaéné zmensilo a vejdou se do néj
pouze aminokyseliny s malym postrannim fetézcem, bude tedy nejspiSe stépit za glyciny
anebo alaniny.

Forma B mé& vazebné misto naopak prohloubené, avsak zizené, a navic se na jeho dné
nachdzi zaporné nabita karboxyskupina. Forma B tedy bude $tépit aminokyseliny s dlou-
hym, ale malo objemnym postrannim fetézcem, které jsou pii rozumném pH nabité kladné,
tedy za lysiny anebo argininy. Forma C mé vazebné misto opét malické a navic se v ném
nachézi thiolova skupina. V tomto piipadé se piimo nabizi vazba cysteinu, ktery se do
vazebného mista zaroven pékné vejde a zaroven by jeho vazba mohla byt pevnd, protoze
muze dojit ke vzniku disulfidového mustku.

Aminokyselina, kterd, kdyz by se nachazela bezprostiedné za tou rozpoznavanou, by mohla
¢innost vymyslenasy narusit, je prolin. Jako jediny z proteinogennich aminokyselin ob-
sahuje prolin ve své patefi nikoliv primérni, ale sekunddrni aminoskupinu (v nékterych
zdrojich je proto prolin nespravné/zastarale oznacovan terminem ,iminokyselina“) a tak
jsou s nim spojeny kdejaké extrabuity. Peptidové vazby, kterych se prolin tucastni svym
aminovym dusikem, jsou proto netypické (viz nize, peptidova vazba je vyznacena Cervené),
vyzaduje specidlni zpusob §tépeni a i soudé dle schematickych znazornéni aktivnich mist
vymyslenasy a jejich variant by se takova struktura do aktivniho mista zkratka nevesla.

H,C  OH HO ™ Xp

Ala-Ala Ala-Pro
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10.

11.

Jen pro zajimavost, vymyS$lenasa a jeji varianty A a B jsou inspirovany skuteénymi enzymy
chymotrypsinem, trypsinem a elastasou.

(2,0 b.)

. Glycin ma ze vSech aminokyselin bezkonkuren¢né nejmensi postranni fetézec

(-H). Mal4 velikost postranniho fetézce je Casto kritickd proto, aby mohl polypeptidovy
fetézec délat tésné ohyby anebo se mohl co nejvice ptiblizit jiné ¢asti fetézce. Vzhledem
k tomu, ze zadna jind aminokyselina neumoziuje takova alotria jako glycin, je velmi tézké
jej v téchto piipadech nahradit, aby pfitom nedoSlo k naruseni struktury a tim i funkce
celého proteinu.

(1,0 b.)

Opét narazime na fakt, ze struktura enzymu je naprosto klicova pro jeho funkci. Prvni
mutace zapri¢inuje ztratu vydumanasové aktivity, protoze postranni fetézec isoleucinu
(butan-2-yl) je vyrazné vétsi, nez postranni fetézec alaninu (methyl). Protoze se tato mu-
tace nachdzi uvniti struktury vydumanasy, kde jsou fetézce sbalené zpravidla natésno,
tato ,nafukujici* mutace vydumanasu pravdépodobné pfinutila zménit tvar, aby se do ni
novy postranni fetézec vesel, ¢imz ale doslo i ke ztraté jeji funkce. Druha mutace naopak
vyménila valin s objemnéjsim postrannim fetézcem (isopropylem) na glycin, jez postranni
fetézec postrada (resp. na misté postranniho fetézce ma vodik). Nabizi se tedy vysvétleni,
ze druha mutace byla kompenzujici: vymizenim puvodné prostorové naro¢néjsiho po-
stranniho fetézce valinu vznikl prostor pro postranni fetézec mutovaného isoleucinu, vydu-
manasa se tak mohla sbalit do své aktivni konformace a zase zacit vesele pracovat (situace
znézornéna nize).

0 0 0 0 0 0
HaC CH, G CHs
CHj CHs
NH H;C NH|[| NH HsC NH|[| NH CH; NH
stav pfed mutaci stav po prvni mutaci  stav po druhé mutaci

(1,0 b.)
Resent:

1. Pokud je néjaké aminokyselinové residuum napii¢ celou enzymovou rodinou vysoce
konzervované, s vysokou pravdépodobnosti to neni ndhoda a znamena to, ze praveé
v tomto misté je pravé tato jedna aminokyselina naprosto nezbytna. Spoleéné s tim
ma zrovna histidin vysoce unikéatni vlastnosti (jeho postranni fetézec muze byt pii ro-
zumném pH jak protonovany, tak deprotonovany), coz dale zvysuje pravdépodobnost
jeho dulezitosti. Satura¢ni mutageneze vysoce konzervovaného histidinového residua
by pravdépodobné vedla ke ztraté ¢i vyraznému snizeni tomatasové aktivity ¢i jeji
stability a prvni poznamka je tak bez pochyby dilem Spiona.

2. Asparagin a glutamin jsou aminokyseliny, ktera pti vyssich teplotdch moc rady dea-
minuji a méni se tak na kys. asparagovou resp. glutamovou, jejichz postranni fetézce
maji vyrazné odlisné vlastnosti. Pokud tedy mizeme residua citlivd na vyssi teplotu

v

10
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ze teplotni stabilitu vylepSime a druha poznamka je dilem proteinového inze-
nyra.

3. Cystein je aminokyselina, kterd velmi ¢asto hraje klicovou roli pfi udrzovani pro-
teinu pohromadé. A pro¢? Protoze muZze relativné jednodusSe tvofit pevnou kovalentni
vazbu, tzv. disulfidovy mustek, s jinym cysteinem. Tato interakce hraje v piipadé ex-
tracelularnich enzymu, jako je tomatasa, vyznamnou roli. Kdyz jsou dva sekvenc¢né
vzdalené cysteiny v trojrozmérné struktuie proteinu blizko, velmi ¢asto se jedné prave
o tento pfipad a ndhradou takovych cysteinu za seriny bychom potencidlné odstranili
stabilizujici disulfidovy mustek. Tieti pozndmka je tak dilem Spiona. (U intra-
celularnich proteinu disulfidové mustky az tak dulezité nejsou; uvniti bunék panuje
redukéni prostiedi vlivem pritomnosti glutathionu, tripeptidu, ktery sam thiolovou
skupinou disponuje a existuje rovnovaha mezi disulfidovymi mustky protein—S—S—
protein a protein—S—S—glutathion.)

4. Popsané zmény ve struktufe aktivniho mista jsou krasnou ukazkou toho, co presné
nedélat. Kdybychom zvysili pevnost vazby produktu reakce, ten by po skonceni reakce
o to hufe opoustél aktivni misto, tim zpomaloval vstup dalsi molekuly substritu
a brzdil tak celkovy pribéh reakce. Transitni stav reakce je pfechodovym stavem mezi
substratem a produktem reakce; pokud bychom snizili pevnost jeho vazby, substrat
by se tim méné ochotné do transitniho stavu dostaval a tim méné se pfeménoval na
produkt. Takovou zménou bychom tedy efektivné zvysili aktivacni energii reakce a tim
zpomalili jeji prubéh. Pro zvysSeni aktivity tomatasy by bylo zadouci naopak snizit
pevnost vazby produktu a zvysit pevnost vazby transitniho stavu reakce. Ctvrta
poznamka je rozhodné dilem Spiona.

5. Fenylalanin, aminokyselina s vysoce nepolarnim postrannim fetézcem, vystaveny na
povrchu proteinu, u kterého pozadujeme rozpustnost ve vodé, tedy polarnim roz-
poustédle. To nezni jako moc dobra kombinace. Zaménou fenylalaninu za serin, amino-
kyselinu o poznani polarnéjsi, ale presto nenabitou, tedy muze z hlediska rozpustnosti
tomatasy ve vodé jen pomoct. Pata poznamka je dilem proteinového inZenyra.

6. B-faktor je ve zjednodusSeni veli¢ina, ktery nam pro jednotlivé atomy tika, jak moc
jsme si v krystalografické struktufe jisti jejich pfesnou polohou. Pokud je B-faktor
nizky, znamena to, ze dany atom pevné drzi na urc¢itém misté a méloco s nim hne.
Pokud je B-faktor naopak vysoky, znamena to, Ze ma atom ur¢itou volnost, muze
vice rotovat, vibrovat a délat dalsi skopiciny, které jsou teplotné zavislé, a spi§ tak
pfi vyssich teplotach udéla néjakou neplechu. Pro teplotni stabilitu je tedy dobré se
snazit jednotlivé aminokyseliny a jejich postranni fetézce co nejvice prikurtovat, coz
znamend, ze Sestd poznamka je dilem proteinového inzenyra; je vsak potieba
mit se na pozoru, protoze s takovym zvySovanim rigidity muze souc¢asné dochézet ke
snizovani enzymové aktivity, pokud je flexibilita daného regionu zadouci pro samot-
nou reakci.

(2,0 b.)
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Tab. 1: Kodonova tabulka

druhy nukleotid kodonu
U C A G

Kodon | AMK | Kodon | AMK | Kodon | AMK | Kodon | AMK
o UuU UCU UAU UGU U | E
= Phe Tyr Cys —— o
S uuC sfele UAC UGC C|z
31U Ser v/
= UUA UCA UAA | STOP | UGA | STOP | A | =
o e
= UUG UCG UAG |STOP | UGG | Trp | G| §
Q) o
= CuUU ccu CAU | cqu Ul %
g Leu His — \g
- CcuC ccce CAC CGC C | E
2| C Pro Arg —— g
2 CUA CCA CAA CGA Als
W Gln — 0

CuUG CCG CAG CGG G |~
o AUU ACU AAU AGU U | E
g Asn Ser —— B
S AUC | DLe | ACC AAC AGC C|z
S| A Thr v/
~ AUA ACA AAA AGA A |-
5 Lys Arg —— 3
g AUG | Met | ACG AAG AGG G| g
Q) f—
= QuUU acu GAU aQu U | g
: Aoy <1
- GUC GCC GAC GGC C|E
g G Val Ala Gly —— 55
2 GUA GCA GAA GGA Al
[N Glu —— O

GUG GCG GAG GGG G |~
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Vzd&lavaci ikurz pro budouci chemiky

B3 — traslivé malé magnety

Autorka:  Petra Pikulovd (e-mail: |pikulova@mail. muni.cz) 13 bodu

. Reseni:

V = Vpef 6 400,001 MHz — 400,0004 MHz
——— x 10° ppm =

5 =
Vref 400,0004 MHz

x 108 ppm = 1,5 ppm

(0,5 b.)

. Vnéjsi magnetické pole indukuje proud elektronii, ktery vytvareji své vlastni magnetické
pole opa¢né vuci vnéjsimu magnetickému poli. To, jak velké toto indukované pole je, zavisi
na chemickém okoli daného jadra.

(0,5 b.)

. Magneticky moment elektronu je asi 658krat vétsi nez magneticky moment protonu. Za-
roveil m4 proton nejvétsi magneticky moment z bézné méienych jader (oproti jadru 2C
asi Ctyfikrét, viz gyromagnetické poméry obou jader).

Vel 1,760859 x 10! rad s™' T—*
IVIH| — 2,675222 x 108 rad s~ T1

(0,5 b.)

. U 'H NMR spekter jsou chemici zvykli na rozsah zhruba 0-12 ppm. Aromatické uhliky
typicky mivaji posuny v oblasti 120-150 ppm (do tohoto rozsahu se vejdou i tii signdly
samotného pyridinu). Tyto rozsahy nejsou nijak striktni, uz —16 ppm je ale pro proton
dost neobvykly chemicky posun. Situace muze byt i mnohem extrémné;jsi, chemické posuny
protonu v paramagnetickych ldtkdch mohou dosahovat stovek ppm. A pokud vas napadlo,
kde se ve spektru v obrazku 1 schovéva signal uhliku Me (z ligandu DMSO), tak ten je
pravé vyrazné zastinén a vyskytuje se nékde okolo —100 ppm, tedy zcela mimo naméfenou
oblast.

(1,0 b.)

. Reseni:

T (K) 1/T (1/K) H3 (ppm) Me (ppm) C2 (ppm) C3 (ppm) CN (ppm)

303 0,0033 -0,8 —12 88 107,5 128
273 0,0037 -1,7 —14,7 80 105 130
243 0,0041 -2,8 —15,9 71 102,5 132

13
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Regenf tiloh 3. série (12. roénik)

y 1H 13C

y =-2453.4x +7.2934
R?=1

[

X C2

’E‘O 0 0,005 g 100 y=4asza_.9x+111_55 X 3
g—:S % %0 R?=0.996 X CN
© X H3 60 y =-6111.2x + 127.57 Linearni (C2)
-10 X Me 40 ) R*=0.996 Lineérni (C3)
15 v=_‘:fzf;;236'1547 Linearni (H3) ZZ Y easear Linernf (CN)
0 — 0 0,001 o,oolz/T (1/;),003 0,004 0,005
(1,0 b.)
6. Resen:
H3 (ppm) Me (ppm) C2 (ppm) C3 (ppm) CN (ppm)

A (ppm K) —2453 —4700 —20823 —6111 4889

5% (ppm) 7.3 3,2 157 128 112
ohf 293 (ppm) -84 —16,0 71,1 —20,9 16,7
gtot 293 (ppm) —-1,1 —12,9 85,5 106,7 128,7

Napt pro H3:
A —2453,40 ppm K
hf (293 K) = = ’ =84
O (293 K) = 593 % 203 K 8:4 ppm

6t (293 K) = 6°° + 6 (293 K) = 7,29 ppm — 8,37 ppm = —1,1 ppm

Pokud vam vysly mirné odlisné hodnoty nez meé, je to zpusobeno nepiesnym odecitanim
posunu ze spektra (na mé i na vasi strané).

(1,5 b.)

(0,5 b.)

8. U atomu C2 a CN se znaménko hyperjemného posunu shoduje se znaménkem spinové
hustoty (Cervend = zapornd, modra = kladnd), které je vidét v obrdzku 2. Pro atom C3 se
ale z obrazku 2 zda, ze tato shoda neplati. Ve skute¢nosti na atomu C3 je zapornd spinova
hustota, a to diky polarizaci skrz o-vazby, jen to v obrazku neni vidét, protoze nam kladna
spinové hustota v m-prostoru ,zavazi ve vyhledu*. Takovéto obrazky spinové hustoty jsou
velmi intuitivni a pou¢né, ale neni v nich vidét vSechno.

(0,5 b.)
9. Ha a Hb spolu interaguji skrz takzvanou skaldrni interakci (nebo J-interakci, nepiimou
spin-spinovou interakci) a navzajem se $tépi.

Pfi navazani RuLB do kavity se porusi symetrie cucurbit[7]urilu podle roviny prochézejici
atomy Hc a jadra Ha a Ha‘, Hb a Hb® jiz nejsou chemicky ekvivalentni.

(1,0 b.)
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Vzdélavaci ikurz pro budouci chemiky

10. Resent:
Pseudokontaktni posun (ppm)
Ha Hb He Hb’ Ha’
-0,70 -0,35 -0,25 —-0,25 —0,25
(0,5 b.)
11. ReSent:

(1,5 b.)

12. Hydrofobni adamantyl radéji bude schovany v kavité, nez aby byl vystaven vodé. Adaman-
tyl se ve skutecnosti pouziva jako kotva, kterd s cucurbit[7]urilem zarucuje pevnou vazbu,
protoze ma presné ten spravny tvar, aby pasovala do jeho kavity. V prostiedni struktute
si muzeme v8imnout, Ze chlory a kysliky jsou v nepékné tésném kontaktu.

(1,0 b.)
13. ,Rucni“ vypocet:

z = 0,532462 A
y = 5,553105 A
z = 2,826287 A

r= a2+ y2 + 22 = \/0,5324622 + 55531052 + 2,8262872 A = 6,25367 A

2,826287

%) arccos ( ) arccos
= — ) =

) = 1,101857 rad

9,553105

Y
¢ = arctan2(z, y) = arctan { ) = arctan (0,532462

> = 1,47503 rad

15
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Vzdéldvaci ikurz pro budouci chemiky

Xzz + Xyy

1
Xaz = Xzz — f = 0’025020 A?’ _ 07039970 + 0703889 AS

2

— —0,0144105 A®
Xoh = Xaz — Xyy = (0,039970 — 0,038891) A* = 0,001079 A”

ore

3
— W |:AXax(3 COS2 ’19 — 1) + §AXT}Z Sln2 ﬁCOS 2(’0 _

1

3
. S 2 B B .2 ‘
= 1976.253673 [ 0,0144105(cos” 1,101857 — 1) + 20,()01979 sin® 1,101857 cos 2 - 1,475203

0P¢ = 0,468 ppm

Vysledky zprumérované pro vsechny ekvivalentni atomy:

Pseudokontaktni posun (ppm)
Exp (ppm) Adamantyl (ppm) Pyridin (ppm) Ru (ppm)

Ha —0,700 —0,516 2,352 0,593
Hb —0,350 -0,223 0,903 0,959
He —0,250 —0,188 0,323 1,156
Hb’ —0,250 —0,162 —0,153 0,958
Ha’ —0,250 —0,178 —0,501 0,597

(2,0 b.)

14. Ze znaminek pseudokontaktnich posunt z tkolu 13 je jasné, ze kvalitativné odpovida jediné
model s cucurbiturilem navazanym na adamantylu. To odpovida i nasi chemické intuici
(dkol 12).

(1,0 b.)
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Vzdéldvaci ikurz pro budouci chemiky

C3 — A mame té!

Autorky:  Zuzana Bilkovd a Simona Rozdrka Jilkovd 12 bodt
(e-mail: rozarka.jilkova@recetox.muni.cz)

1. Kvalitativni stanoveni.
(0,4 b.)

2. Kvantitativni stanoveni.

(0,4 b.)

w

. Vyska a plocha piku
(0,8 b.)

4. ResSeni:

3.5

2.5

1.5

0.5

(0,8 b.)
5. y = abundance, x = koncentrace.

r+ b, A=ac+b.

—b, A—b
;o= 2

|
)

(a) y
(b) =

<

°

(1,6 b.)

6. bychom ziskali roztoky o objemu 1 ml a zédroven nepipetovali méné jak 100 pl, je zapotiebi

toky z kalibra¢ni fady. A byly brany za spravné odpovédi i vypocty, kdy jste nedodrzeli
pozadovany objem. Pfi vypoctech muzeme vyuzit napi. rovnici , pfipadné uvahu ,kolikrat
je nutné zredit“. Vypoctené objemy jsou uvedené v Tabulce 1.

Vzorovy vypocet pro koncentraci 500 ng ml =
Cyésobni * Vzasobni = €500 * V500

500 + Vs00

‘/;ésobni —
Czssobni

17
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Vzdéldvaci ikurz pro budouci chemiky

500 ng ml™' - 1 ml
1000 ng ml~!

Vzésobni = = 0,5 ml

V}ozpouétédlo = ‘/500 - ‘/;ésobni

Viozpoustedlo = 1 ml — 0,5 ml = 0,5 ml

Tab. 1: Vypoctené objemy pro piipravu kalibraénich roztoki.

Koncentrace kalibra¢niho Objem zasobniho Objem
roztoku (ng ml—1) roztoku (ml) rozpoustédla (ml)
500 0,5 0,5
100 0,1 0,9
Koncentrace kalibraéniho | Objem roztoku o koncentraci Objem
roztoku (ng ml—1t) 100 ng ml~! (ml) rozpoustédla (ml)
50 0,5 0,5
10 0,1 0,9
Koncentrace kalibraéniho | Objem roztoku o koncentraci Objem
roztoku (ng ml—t) 10 ng ml~! (ml) rozpoustédla (ml)
5 0,5 0,5
(1,6 b.)
7. Vytvoreno v Excelu:
90000000
80000000 | f(x) = 167740.77 x + 76944.9 St
70000000
60000000
]
£ 50000000
£ 40000000
& 30000000
20000000 -
10000000 | g
0e”
0 100 200 300 400 500 600
Koncentrace (ng/ml)
(1,6 b.)
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\Y4 BUCh Regenf tiloh 3. série (12. roénik)
: Vzd&lavaci ikurz pro budouci chemiky
8. Vypocet:
A-b
C =
a
9684485 — 76945
= — 1_1
167741 °T:3 ngm

(1,6 b.)

9. Nejprve si vypocteme koncentraci Analytika v 1 ml vzorku, ktery byl méfen:

A-b
a

C =

12814179 — 76945

_ —1
c= 167 741 = 75,9 ng ml

Poté si vypocteme mnozstvi, v méfeném vzorku:

m=759ngml™!-1ml=759ng

Toto mnozstvi bylo ale pouze ve 3 ml acetonitrilu, vypoc¢teme tedy celkové mnozstvi Ana-

lytika:
759ng ol 3 ml
rng ... 5 ml
759 ng-5ml

= 126,5 ng = 0,1265 ug
3 ml

Nakonec vypocteme hmotnostni zlomek:

) m(Analytik)
Analytik) = ——————=
w(Analytik) m(puda)
) 0,1265 pg 1
Analytik) = ————2>— =24 k
wAnalytik) = 2o 05 kg 210 e ke
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