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Téma: Glykolyza a bunkové dychanie

Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza je enzym, ktory sa zcastiiuje na rozklade glukozy pocas
anaerobnej glykolyzy. Tento protein je konzervovany medzi vSetkymi eukaryotmi, o znamena, zZe jeho
aminokyselinové zlozenie sa v evolucii menilo iba vel'mi malo. Tato vysokd mieru konzervovanosti
mozeme pozorovat’ pravdepodobne preto, ze hrd doleziti ulohu v metabolizme vacSiny organizmov.
Okrem tulohy v rozklade gluk6zy ma tento enzym aj viaceré neglykolytické funkcie. Ide napriklad o
ucast’ pri apotdze (programovanej bunkovej smrti), transporte latok z bunky, udrziavani stability
bunkovej DNA a podobne.

Rozhodli ste sa vo svojom vyskume zamerat’ na neglykolytické funkcie glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogendzy (GAPDH) u pivnej kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Vasou prvou tlohou je ziskat
vel'ké mnozstvo tohto proteinu, ktory potrebujete na rézne experimenty. NajvhodnejSim postupom je
ziskat’ z kvasinky DNA génu GAPDH a tato DNA preniest’ do baktérii. Baktérie st schopné z tejto
kvasinkovej DNA vyrobit' protein GAPDH, ktory vyzera rovnako ako protein vyrobeny priamo v

kvasinkovej bunke.

1. wiloha: Uspesne sa vam podarilo preniest’ gén GAPDH do baktérii. Baktérie zagali protein vyrabat’ a
vam sa ho podarilo izolovat’ z bakterialnej kultiry. Vysledkom vasho postupu je roztok proteinu GAPDH
s neznamou koncentraciou.

Koncentraciu proteinu v roztoku dokéazete urcit’ postupom, ktory je znamy ako Bradfordov test.
Pri Bradfordovom teste sa vyuziva farbicka Coomassie Brilliant Blue G-250. Kysly roztok tejto farbicky
je Cerveny, pretoze farbicka je protonizovand. Po pridani proteinu do roztoku farbicky spolu protein a
farbiCka interaguju, viaZzu sa na seba a v dosledku tejto vdzby sa meni farba roztoku na modru, pretoze
molekula farbicky je deprotonizovana. Zmena farby roztoku sa d4 merat’ ako zmena absorbancie svetla
s vlnovou dizkou 595 nm. Cim viac farbi¢ky je v deprotonizovanom stave, tym viac svetla s touto

vlnovou diZkou vzorka absorbuje, a tym je teda vyssia absorbancia.
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a) Ako sa pri Bradfordovom teste meni absorbancia vzorky pri 595 nm so zvySujucou sa koncentraciou

proteinu vo vzorke?

Koncentracia proteinu v danom roztoku sa neda odhadnut’ priamo z hodnoty absorbancie. Najprv
je potrebné zistit’, akd koncentracia proteinu zodpoveda jednotlivym hodnotdm absorbancie. Na to sa
pouziva tzv. kalibra¢na krivka. Ked’ze koncentraciu proteinu v naSej vzorke nepozname a chceme ju
zmerat’, na zostrojenie kalibracnej krivky si musime vybrat’ iny protein. Pri Bradfordovom teste sa na to
beZne pouziva hovidzi sérovy albumin (BSA), protein, ktory sa vyskytuje v krvnej plazme hovédzieho
dobytka. Protein BSA mézeme pouzit’ pri odhadovani koncentracie GAPDH, pretoze roztoky tychto
dvoch proteinov reaguji s farbickou Coomassie vel'mi podobne a priblizne rovnako sa u nich meni

absorbancia pri 595 nm v zavislosti od koncentracie proteinu.

b) Na pripravu vzoriek s roznou koncentraciou proteinu ste pouzili zdsobny roztok BSA, ktory mal
koncentraciu 1 mg/ml. V tabulke nizsie je uvedené, kol'ko pl zo zdsobného roztoku BSA ste pridali do
kazdej vzorky. Vypocitajte, akd je vysledna koncentracia BSA v jednotlivych vzorkiach v pg/ml.

(Vysledny objem kazdej vzorky bol 1 ml, objem bol doplneny vodou a roztokom farbicky Coomassie.)

Tabulka 1.
Objem pouzitého zasobného roztoku BSA | Vysledny objem vzorky | Vyslednd koncentracia BSA

[ul] [ul] [ng/ml]
0 1000
1 1000
2 1000

10 1000

20 1000

Na samotnu kalibraciu ste sa rozhodli pouZit’ roztoky s koncentraciou BSA 1, 2, 4, 6 a 8 pg/ml. Tabulka

uvedend nizSie uddva, aka absorbancia bola namerand pre rdézne koncentracie BSA vo vzorke.
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Tabul’ka 2.

Cislo vzorky Koncentracia BSA vo vzorke [pg/ml] Absorbancia pri 595 nm
1 0 0
2 1 0,076
3 2 0,112
4 4 0,186
5 6 0,256
6 8 0,383

¢) S pouzitim prilozené¢ho milimetrového papiera zostrojte na zdklade nameranych hodnét z tabul’ky 2

kalibracnu krivku. Kalibra¢nd krivka vyjadruje zavislost hodnoty absorbancie pri 595 nm od

koncentracie BSA vo vzorkéach (na osi x bude teda koncentracia BSA). Tato zavislost' by mala byt’

linearna. Krivku by ste mali zostrojit’ tak, aby ste vzali do ivahy vsetkych Sest’ bodov.

c) Predstavte si hypoteticku situdciu, Ze pri opakovani experimentu by ste omylom zabudli prepnit

spektrofotometer na meranie pri 595 nm (zIté svetlo). AZ po merani ste si v§imli, Ze pristroj bol nastaveny

v

by ste vedeli vysvetlit namerané Udaje? Pre¢o sa absorbancia pri 470 nm zniZuje so zvySujlcou sa

koncentraciou proteinu? (Pomocka: Farbicka Coomassie v protonizovanom stave absorbuje najviac

svetla pri vinovej dizke 470 nm.)

Tabulka 3.
Cislo vzorky Koncentracia BSA [pg/ml] Absorbancia pri 470 nm
1 1 0,36
2 2 0,28
3 4 0,17
4 6 0,09
5 8 0,05




Po dokonceni tejto iulohy odovzdajte zostrojenu kalibraénu krivku na ohodnotenie. Zaroven

dostanete zadanie s kalibraénou Kkrivkou, s ktorou budete pracovat’ v d’alSich ulohach.

d) V tabul’ke 4 st uvedené absorbancie, ktoré ste namerali pri vlnovej dizke 595 nm pre vzorky 1,2 a 3,

obsahujuce GAPDH, izolovany z bakterialnej kultiry. Na zaklade kalibra¢nej krivky, ktort ste dostali k

dispozicii, urcite, aka je koncentracia GAPDH v meranych vzorkach a hodnoty dopliite do tabulky.

Tabulka 4.
C. vzorky Absorbancia pri 595 nm Koncentracia GAPDH vo vzorke [pg/ml]
1 0,176
2 0,158
0,164

e) Aka je priemerna koncentracia GAPDH v meranych vzorkach?

Miesto na vypocet:

f) Vzorky s proteinom GAPDH, ktoré ste pouzili na meranie absorbancie, ste pripravili nasledovnym

sposobom. K 1 pl zasobného roztoku GAPDH ste pridali 200 pl roztoku farbicky Coomassie G-520

a 799 ul vody. Aka je koncentracia GAPDH v zasobnom roztoku? Ako koncentraciu GAPDH vo vzorke
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pri merani mdzete uvazovat’ priemer, ktory ste vypocitali v tlohe e).

Miesto na vypocet:

Vdaka Bradfordovmu testu sa vadm podarilo urcit, Ze protein GAPDH izolovany z baktérii ma
koncentraciu, ktord ste vyratali v tulohe 1f. Dalej by ste sa chceli venovat’ skiimaniu jeho

neglykolytickych funkecii.

2. uloha: V literature ste sa docitali, ze okrem inych funkcii by sa GAPDH mala zucastiovat’ aj
ovplyviiovania expresie niektorych génov. To znamend, Zze mdze ovplyvnit,, kol’ko proteinu sa z dan¢ho
génu v bunke vyrobi. Tento proces moZe fungovat napriklad tak, za GAPDH sa viaZe priamo na zaciatok
niektorého konkrétneho génu a tym ovplyvni mieru jeho transkripcie, teda prepis do RNA. Skiimate, ako
GAPDH ovplyviiuje expresiu génu pre histon H1. Pri svojich experimentoch ste zistili, Ze GAPDH sa
neviaze priamo na DNA, ale aj tak ovplyviiuje prepis RNA z génu pre histon H1. Ako by sa to podl'a vas

dalo vysvetlit?
A. GAPDH sa viaze na proteinovy produkt tohto génu, histon H1
B. GAPDH sa viaZe priamo na ribozémy a tak zabraiuje transkripcii
C. GAPDH zabranuje presunu DNA do cytoplazmy

D. GAPDH sa viaze na iné proteiny, ktoré sa viazu na DNA a tento komplex ovplyvni

transkripciu génu pre histon H1

E. GAPDH sa viaze na RNA, ktora sa potom nemdze presunit’ do endoplazmatického retikula,

kde by doslo k transkripcii

Vol'bu odpovede vysvetlite.



3. dloha: Enzym, ktory skimate, GAPDH, je zapojeny v bunke do anaerdbnej glykolyzy. Pri tomto
procese, ktory sa odohrava v cytoplazme, je molekula glukozy rozlozena na pyruvat a bunka pri tom
ziskava 2 molekuly ATP. Pyruvat potom bunky dokazu d’alej zuzitkovat’ v Krebsovom cykle a nasledne
v dychacom retazci, kde je z jednej molekuly glukézy ziskanych dalSich 36 molekul ATP.

Pri vasich pokusoch v laboratériu ste pracovali s kvasinkou Saccharomyces cerevisiae. Kvasinky
kultivujete na Zivnej pdde, ktord ako zdroj energie obsahuje glukézu a glycerol. Glukozy je v médiu
pomerne malo, ale glycerolu je dostatok. Glycerol je latka, ktora bunky vedia vyuZit ako zdroj energie
iba v pritomnosti kyslika, priCom ATP je produkovana najmi v procese oxidativnej fosforylacie. Zistili
ste, ze pri kultivacii kvasinkovych buniek na uvedenej zivnej pode v Petriho miske sa objavuju dva typy
kolonii (obr. 1). Prvy typ su vel'ké kolonie, ktorych je vdcsina (A). Druhy typ st kolonie, ktoré su mensie
a rasti pomalSie ako vel'ké kolonie (B). Ked’ ste bunky z jednotlivych koldnii blizSie preskamali, zistili
ste, Ze bunky, ktoré sa nachadzaji v koloniach typu B, maju poSkodeny jeden typ organel. O ktoru
organelu sa podla vas jedna? Vysvetite svoju odpoved’. Preco st kolonie buniek s poSkodenou organelou

mensie?

Obr. 1




4. iloha: Pri nedostatku kyslika v prostredi dokazu niektoré organizmy vyuzivat' anaerébnu glykolyzu
ako jediny zdroj energie. Pri tomto procese je viak nevyhnutna pritomnost’ kofaktora NAD" (nikotinamid
dinukleotid). NAD" sa v procese anaerdbnej glykolyzy redukuje na NADH. Po ¢ase by tak bunky
vyuzivajlce anaerobnu stratégiu ziskavania ATP boli limitované nedostatkom NAD™. Aby tato situcia
nenastala, NADH je oxidovany spit’' na NAD" v procese kvasenia. Alkoholové kvasenie l'udstvo uz po
staro¢ia vyuziva na ziskavanie alkoholu s vyuZitim kvasiniek, ¢i uz ide o vino alebo pivo.

a) Oznacte, ktord z uvedenych chemickych reakcii prebieha pri alkoholovom kvaseni.

co
A. pyruvat 4j’ acetaldehyd etanol
NADH NAD"
Co,
B. pyruvat 4j> acetaldehyd etanol
NADH NAD
co,
C. pyruvat 4j’ acetaldehyd kyselina vinna
NADH NAD"
Cco,
D. pyruvat —/: acetaldehyd 7T etanol
NAD" NADH

b) Pri spominanej priprave vina isté druhy kvasiniek prestavaju byt s pokracujicim procesom kvasenia

zivotaschopné. Tieto kvasinky su adaptované na istu koncentraciu konkrétnej latky v prostredi, a ked’
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koncentracia tejto latky prekroci limit, tieto bunky tu d’alej nie su schopné existovat’. O akej latke sa

hovori?

A. kyselina mliecna E. etanol

B. kyselina maslova F. NAD"

C. kyselina listova G. NADH

D. metanol H. kyselina vinna



