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Seminar z biochemie |l
Laboratorni cviceni z biochemie



Pravidla pro udéleni klasifikovaného zapoctu ze
Seminare z Biochemie Il

* Béhem semestru bude béhem vyuky napsano 10 kratkych testu
- testy obsahuji pouze zakladni otazky tykajici se dané tématiky
- test je zadan zaskrtavaci formou s jednou spravnou odpoveéedi

- z testl je mozno ziskat celkem 40 bodt (%)
- testy NENi MOZNE PSAT V JINEM TERMINU ANI JE OPRAVOVAT
- (pouze v zavaznych pripadech, po predlozeni Iékarského potvrzeni apod. muze asistent
navrhnout pomérovy prepocet ziskanych bodti)

- body z kratkych testli nejsou podminkou pro udéleni zapoctu

* Ve 12., 13. a 14. tydnu budou vypsany terminy zavéreéného testu
- test bude obsahovat prevazné problematiku probranou béhem seminarovych hodin (znalost
zakladu je vSak predpokladana a muze byt v testech téz provérena)
-ze zavérecného testu je mozno ziskat 60 bodu (%)

- student ma pravo ucastnit se vSech tri termint (zapocitava se nejlepsi dosazeny vysledek)
- pokud student vypsany termin nevyuzije, NEMA NAROK NA NAHRADU

(pouze v zavaznych pripadech a po predlozeni Iékarského potvrzeni mu muze byt asistentem
poskytnut jiny termin)

» Soucet bodu z kratkych testl a zavéreéného testu musi byt minimalné 50.



Seminar z biochemie |l

Bioenergetika (priklady)
Citratovy a glyoxylatovy cyklus
Metabolismus sacharidu I: glykolysa a neoglukogenese

Metabolismus sacharidu Il: synthesa a odbouravani glykogenu,
pentosovy cyklus

Metabolismus lipidu |

Metabolismus lipidu |l

Metabolismus aminokyselin, synthesa neesencialnich aminokyselin
Dychaci retézec

Fotosynthesa

Kinetika a energetika membranového transportu

Molekulova genetika | (vztah struktury a funkce nukleovych kyselin,
replikace a transkripce)

Molekulova genetika Il (proteosynthesa, metody molekulové
genetiky)



Specialni upozornéeni

« Upozornujeme studenty 2. roc. FPBT,
ze podminkou pro zapsani predmetu
Mikrobiologie (5. semestr bakalarskéeho
studia) je uspésné slozeni zkousky
Z Biochemie | !



L aboratorni cviceni z biochemie

rozdelit do skupin po 2

2 X (teorie+uloha, 2 ulohy, uloha+test)
laboratore prakticky NELZE nahrazovat — nutno
absolvovat bez absence

z kazdé ulohy KAZDY odevzdava samostatné
vypracovany protokol (zmérena data pochopitelné stejna
jako kolega ze skupiny)

protokol vraceny po kontrole k prepracovani/doplnéni =
znamka o stupen horsi

klasifikace: K= (A+B)/2

— A = prumér ze dvou testu, psanych v pribéhu laboratofi

— B = prumér z klasifikace odevzdanych protokolu



L aboratorni cviceni z biochemie

e ulohy v ,nove" laboratofi:
— Déleni makromolekularnich latek gelovou chromatografii
— Separace trypsinu pomoci iontoméniCové chromatografie
— Stépeni chromogenniho substratu trypsinem (vliv pH, teploty)
— Imunoprecipitacni reakce v roztoku
— Imobilizace kvasinek, mereni aktivity invertasy

« Uulohy ve ,staré” laboratori:
— UrcCeni sekvence tripeptidu

— Elektroforeticka separace aminokyselin na papirovém nosici +
Stanoveni relativni molekulové hmotnosti bilkovin pomoci SDS-
PAGE

— lzolace deoxyribonukleové kyseliny ze sleziny
— Spektrofotometrické stanoveni bilkovin a DNA vedle sebe
— TitraCni kfivky aminokyselin
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Bioenergetika - uvod

obor na pomezi biochemie a fyzikalni chemie
zabyva se studiem premen energie v zivych
systemech

ZIVé organismy jsou otevrene systémy (vymena
energie a hmoty s okolim)

ZIvé organismy jsou v ustalenem stavu dalekém
od rovnovahy

pro popis chemické reakce jsou dulezité veliCiny
entalpie H, entropie S a Gibbsova volna energie
G (popisujici vzajemny vztah meziH a S)



Gibbsova volna energie G

— popisuje vzajemny vztah mezi entalpii a entropii: AG
= AH - TAS (kde AG je zména Gibbsovy volné
energie; AH je zmena entalpie; T je teplota; AS je
zmena entropie)

— AG charakterizuje tendenci chemické reakce dospét k
rovnovaze; jeji ,vzdalenost” od rovnovahy

— AG bezprostredné vypovida o smeru reakce, nikoliv
o rychlosti

— je to stavova veliCina (nezavisi na ceste, po niz
systém dospél do daného stavu)

— AG > 0 reakce endergonicka
— AG < 0 reakce exergonicka
— pro realizovatelny proces musi platit AG <0



Standardni Gibbsova volna energie
C;'O

— pouziti standardniho stavu pro zjednoduSeni vypoctu volné
energie (25° C, 101.3 kPa, jednotkova koncentrace)

— AG? je konstantou pro kazdou konkrétni chemickou reakci

— AG?Y ukazuje silu zenouci systém do rovnovahy za standardnich
podminek

— AG? nevypovida nic o sméru, energetické narocnosti Ci
realizovatelnosti reakce za realnych podminek !'!

— vzajemny vztah mezi AG a AG" je dan vztahem
AG = AG® + R*T*In(soucin aktivit produktu / soucin aktivit
reaktantu)

« (AGP je zména standardni Gibbsovy energie; R je univerzalni
plynova konstanta; T je teplota)

— pro systém v rovnovaze (AG = 0) pak plati AG® = — R*T*InKeq

* (R je univerzalni plynova konstanta; T je teplota; Keq je rovhovazna
konstanta reakce)



Standardni stav v biochemii

pfi pouziti ,klasického” standardniho stavu pro reakci
A + B — C + H" je nutno za jednotkovou povazovat i
koncentraci H*, tedy pH = 0, coz pro reakce v zivych
organismech zjevné neni vhodné ©

,biochemicky“ standardni stav, ozna¢ovany indexem ,, “
je zaveden pro [A]=[B]=[C]=1 a [H*]=10"", Cili pro pH 7
vzajemny vztah mezi AG? a AGP je dan vztahem AG®=
AG? + R*T*In[H*]" = AG® + n*R*T*In[10] (AGP je
zmena standardni Gibbsovy energie; R je univerzalni
plynova konstanta; T je teplota, n je poCet vymenenych
protonU v reakci)

jestlize se pri reakci uvolnuji ionty H*, je reakce
preferovana pfi pH 7 ve srovnani s pH 0 (AG® < AG?)
jestlize se pri reakci spotrebovavaji ionty H*, plati
(AGY > AGY)



Dulezité vztahy

AG =AG° + R*T*In ([produkty] / [reaktanty])

v rovhovaze AG=0 a potom AG® = - R*T*InK
AGY = AG® + n*R*T*In[H*] (n je zaporné,
vstupuje-li H* do reakce;n je kladné, je-li H*v
reakci uvolnovan)

R= 8,314 J.mol1. K1 =1,98. 103 kcal.mol1.K-!
lcal=4,2J



PFiklady

» Predstavte si reakci isomerace dihydroxyacetonfosfatu
na glyceraldehyd-3-fosfat. V rovnovazném stavu je
pomer koncentraci produktu k substratu 0,0475 pri 25°C
apH /.

— Spoditejte AGY
— Spocitejte AG’ pro koncentraci substratu
2.10* mol/l a produktu 3.10-° mol/I.

— Spocitejte AG’ pro koncentraci substratu
2.10* mol/l a produktu 3.10-> mol/l
« Zname AG%nasledujicich reakci
— ATP < c-AMP + PPi AGY%= 1.6 kcal/mol
— ATP + H,0 & AMP + PPi AGY=-10,3 kcal/mol
— Vypocitejte AG” pro reakci c-AMP + H,O < AMP
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« Zmena standardni Gibbsovy energie pro reakci
Pyruvat + NADH + H* < laktat + NAD*
pii 25°C a pH 7 je -6 kcal/mol. Vypoctéte AGY pro pH
7,5

« Glukosa-6-fosfat byl enzymove hydrolyzovan pri pH 7 a
25°C za vzniku glukosy a anorganickeho fosfatu.
Koncentrace reaktantu na pocatku reakce byla 0,1 mol/l.
V rovnovaze zustalo nepreménéno pouze 0,05% vychozi
latky. Vypoctéte rovnovaznou konstantu a prislusnou
AG? pro rozklad Glc-6-P a pro jeho syntézu z glukosy a
fosfatu.

* Rozklad citratu na acetat a oxalacetat je provazen
poklesem standardni Gibbsovy energie o 2,85 kJ/mol.
Rovnovazna konstanta syntézy citratu z oxalacetatu a
acetylCoA je 3,2.10°. Vypoctéte AG? hydrolysy AcSCoA
na acetat a HSCoA.
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* Proreakci A < B kde AGY =4 kcal/mol naleznéte
oblast pocCatecCnich koncentraci, kde bude reakce
probihat samovolne.

* Vypocitejte celkovou rovnhovaznou konstantu a
standardni zménu Gibbsovy energie (pH 7, 25°C)
pro konverzi fumaratu na citrat v pritomnosti
prislusnych enzymu. Jsou znamy nasledujici
rovnovazne konstanty.

— fumarat + H,O «— malat
fumarasa K1=4,5

— malat + NAD+ < oxalacetat + NADH + H*
malatdehydrogenasa K2 = 1,3.10°

— oxalacetat + AcSCoA + H,0 « citrat + HSCoA
citratsynthasa K3 =3,2.10°
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* Pro reakci

fruktosa-1,6-bisfosfat < glyceraldehydfosfat a dihydroxyacetonfosfat

pfi 37°C byla uréena AG?Y =24,2 kJ/mol. In vivo
Jjsou koncentrace jednotlivych latek 31, 18,5 a
138 umol/l (F-1,6-B, GAP, DAP). Muze za téchto
Kkoncentracnich poméru reakce v organismu
probihat??

* Vypocitejte standardni zmenu Gibbsovy energie
pro reakci
fumarat + H,O <« malat
jsou-li standardni sluCovaci Gibbsovy energie
fumaratu, malatu a vody za stejnych podminek
rovny -144,41; -201,98 a -56,69 kcal/mol.
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« Jakeé jsou relativni koncentrace citratu, isocitratu a
cis-akonitatu v rovnovaznem stavu?
— citrat « cis-akonitat + H,O0 AG®" = 2kcal/mol
— cis-akonitat + H,O « isocitrat AG®" = -0,5 kcal/mol

« Oxidace malatu na oxalacetat je vysoce
endergonicka reakce, AG?'= 7 kcal/mol. Vite, ze za
fyziologickych podminek reakce probiha (CC),
protoZze koncentrace produktu jsou mnohonasobné
nizsi nez substratu. Jaky je pomeér koncentraci
malat/oxalacetat, pri kterem jeste reakce probiha?
— pH 7, [NAD+]/[NADH]=8
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