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Kategoria: A

Teoreticko-prakticka Cast

Prakticka uloha €. 2 (90 minut, 45 bodov)
Téma: Molekularna biolégia — Aktivny transport v bunkach kvasiniek

Fermentacia alfa-glukozidov (maltdéza, maltotriéza) kvasinkami Saccharomyces cerevisiae je
esencialny proces napriklad pre odvetvia vinarstva a pekarstva. Metabolizmus
alfa-glukozidov vyzaduje ich transport cez bunkoviu membranu (ktorym sa zaobera tato
uloha) a naslednu hydrolyzu v cytoplazme. Touto hydrolyzou vznika glukdza, ktora vstupuje
do glykolyzy.

Nasledujuci experiment ilustruje principy transportu alfa-glukozidov v bunkach kvasiniek.
V experimente vyuZijeme substrat pNPaG, ktory sa Struktirne podoba prirodzenym
substratom, a preto je rovnakym spdsobom transportovany do bunky. Zaroven jeho
rozStiepenim v bunke vznikd produkt nazyvany p-nitrofenol, ktorého pritomnost mézeme
spektrofotometricky stanovit. V praktickej ulohe vyuzijete tento princip na odliSenie vzorky
obsahujucej substrat od kontroly, ktora obsahuje len destilovanu vodu.

1. tloha: Pozorovanie aktivheho transportu alfa-glukozidov v kvasinkach

Pomécky: Rukavice, nezmyvatelna fixka, milimetrovy papier, 2 mikroskumavky, stojan na
skumavky, 2 skumavky so 730 pl kvasinkovej suspenzie (suspenzia pozostava zo 140 mg
buniek v50 mM sukcinatovom tlmivom roztoku (pH 5.0)), 2 skimavky na testovanie
oznacené A a B — jedna z nich obsahuje roztok 40 mM pNPaG, druha destilovanu vodu (NIE
nevyhnutne v tomto poradi); mikropipety a zodpovedajuce Spicky, nadoby na pevny a tekuty
odpad, vortex (aspon 1 pre kazdych Styroch sutaziacich)

Spoloéné pristroje: Centrifuga, spektrofotometer, termoblok

Upozornenie: Postup obsahuje &€asované kroky, odporu€ame zacinat az po precitani
vSetkych.

1. Cisté mikroskimavky si oznaéte pismenami A a B a vasim &islom. Rovnako oznadte
skumavky s kvasinkovou suspenziou.

2. Napipetujte do skimaviek s kvasinkovou suspenziou 430 ul vzorky na testovanie (do
jednej A, do druhej B).

3. lhned po pridani vzorky suspenzie sekundu vortexujte a nasledne ich odneste do
termobloku, kde v nich bude reakcia prebiehat 35 minat pri teplote 30 °C.
Nezabudnite si v tomto a dalSich &asovanych krokoch odpisat presny Cas z
projektora, aby ste si vedeli odsledovat dobu trvania.

4. Po uplynuti 35 minut vzorky umiestnite do druhého termobloku pri teplote 95 °C na
10 minut.

5. Po uplynuti 10 minut umiestnite vzorky do stojana a nechajte schladit na izbovu
teplotu.

6. Po ochladeni vzorky centrifugujte 1 minutu pri 3000 x g a odpipetujte supernatant do
skumaviek oznacenych vasim ¢€islom.

7. Odovzdajte skumavky so supernatantom veducemu ulohy na spektrofotometriu.
Hodnoty absorbancie oboch vzoriek si odpiSte zo spektrofotometra a napidte do



odpovedového harku spolu s uréenim, ktora vzorka patri bunkam narastenym na
ktorom médiu.

Vyhodnotenie experimentu:
1.1. Uvedte do odpovedového harku namerané hodnoty absorbancie.

1.2. Urcte, ktora vzorka obsahovala destilovanu vodu a ktora pNPaG.

2. uloha: Analyza postupu a pouzitych chemikalii

2.1. Napiste koncentraciu pNPaG, ktoru obsahovala suspenzia po pridani vzorky s nim.
Zaokruhlite na dve desatinné miesta.

2.2. Na obrazku je vzorec pNPaG, molekuly skladajucej sa z dvoch vyznamnych celkov
oznacenych 1 a 2. Po transporte do bunky je molekula rozstiepena a jedna z jej Casti
spbsobi nami meratelné zafarbenie roztoku. Oznacte spravne tvrdenia:

a) Bunkou je metabolizovana Cast 2.

OH 1
b) Pri interakcii s receptormi bunky je dbélezita
HQ‘ o O chiralita ¢asti 1.
OH ¢) Tato molekula obsahuje glykozidovu vazbu.
O

d) Ak ma byt =zafarbenie priamo Umerné
transportu, je doblezité, aby Stiepenie prebiehalo
rychlejSie alebo rovnako rychlo nez prenikanie

2 NO2 molekdl do bunky.

3. uloha: Pocitanie kvasiniek pod mikroskopom

KedZe v dalSej ulohe budete pocitat, aka je rychlost transportu pNPaG do bunky,
potrebujete najprv ziskat udaj, kol’ko buniek sa nachadza v objemovej jednotke kvasinkovej
suspenzie. Pre tento ucel budete pocitat’ bunky kvasiniek pod mikroskopom v tzv. Birkerove;j
komorke.

Pomodcky: Mikroskop, Burkerova komérka, krycie sklicko, suspenzia buniek v
mikroskimavke (zriedena 10-krat oproti suspenzii z ulohy 1) ozna¢ena Z, mikropipety a
zodpovedajuce Spicky, vortex.

Postup:

1. Na komorku poloZte krycie sklicko a jemne ho zaistite skrutkami.
Suspenziu buniek par sekund vortexujte, aby bola homogénna.

3. Napipetujte 10 pl suspenzie do jednej z pocitacich ploch tak, Zze Spicku pipety opriete
o0 okraj krycieho skli¢ka. Pipetujete pomaly, priCom suspenzia by sa mala
rovhomerne rozprestriet na pocitacej ploche pod krycim sklickom. Vyvarujte sa
vzniku bublin.

4. Pozorujte pod mikroskopom pri celkovom zvacseni 400x.

Pocitanie v Burkerovej komérke:



- Pre vy3Siu presnost spocitajte bunky v desiatich réznych utvaroch B (vid obrazok) a
vysledky spriemerujte.

- Do celkového poctu buniek v utvare sa pocitaju tie, ktoré lezia celou plochou vnutri a
tie, ktoré lezia na pravej alebo hornej strane utvaru. Bunky, ktoré lezia na lavej alebo
dolnej strane utvaru sa do celkového poctu nerataju. V pripade puciacich buniek sa
ako samostatné bunky rataju len puciky, ktoré maju priblizne aspon % velkosti
materskej bunky.

- Objem uatvaru B je 0,001 mm?.

Zapiste priemerny pocet buniek v jednom utvare B a vypoc€itanu koncentraciu buniek v
pdvodnej, nezriedenej suspenzii z ulohy 1 do odpovedového harku.

4. uloha: Zist'ovanie rychlosti transportu na zaklade kalibraénej krivky.

Na konci prvej ulohy ste ziskali absorbanciu vaSich neznamych vzoriek. Ak by ste odobrali
niekolko vzoriek v urlitych €asovych intervaloch, mohli by ste urlit, ako sa v ¢ase meni
koncentracia farebného produktu a urcit rychlost’ transportu. To bude teraz vasou ulohou na
zaklade vopred pripravenych dat.

V nasledujucom grafe je tzv. kalibracné krivka, ktora vyjadruje zavislost absorbancie od
koncentracie farebného produktu. Ziskali sme ju meranim absorbancie série vzoriek tejto
latky so znamou koncentraciou.



Kalibraéna krivka
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4.1. Biolog Dezo uskutoénil pokus ekvivalentny tomu z ulohy 1 (vyuzivajuc rovnaky postup a
materialy, ale odliSnu kvasinkovu suspenziu s 2x10” bunkami na ml) s tym rozdielom, Ze
nechal viacero vzoriek obsahujucich kvasinky aj substrat inkubovat rézne dlho. S vyuzitim
kalibracnej krivky odCitajte, aka koncentracia produktu zodpoveda hodnotam absorbancie v
tabulke z odpovedového harku. Zaokruhlite na dve desatinné miesta.

4.2. Na milimetrovy papier vytvorte graf aktivneho transportu skimanej latky kvasinkami vo
vzorke za prebehnuty ¢as. Cas vyneste v sekundach a koncentraciu transportovanej latky
v mM. Na milimetrovy papier uvedte svoje sutazné Cislo a odovzdajte ho spolu s rieSenim.

4.3. Z grafu vypoditajte rychlost stipania koncentracie vo vzorke v uM x s . Zaokruhlite na
2 desatinné miesta.

4.4. Vlypocitajte rychlost’ transportu na jednu bunku S. cerevisiae v umol x bunka™ x s™.
Pocitajte s objemom 1,16 ml (730 pl suspenzia + 430 pl substrat), vami vypocitanou
rychlostou stupania koncentracie a uvedenou koncentraciou buniek v suspenzii. Zaokruhlite
na 2 desatinné miesta.

5. uloha: Mechanizmus transportu
Na objasnenie mechanizmu transportu boli vykonané dalSie podobné experimenty.

5.1 V prvom z nich (Cierne kruzky v grafe nizSie) sa Studoval vplyv pH na transport pNPaG
do bunky. Experiment prebiehal tak, ako ste ho robili vy, ale v médiach s r6znym pH. V
druhom experimente (biele Stvoreky) bola vykonana séria merani na zistenie pH optima
hydrolyzy pNPaG v bunkach. V tomto pripade boli pouzité kvasinky s permeabilizovanou
cytoplazmatickou membranou, do ktorych méze pNPaG pasivne vstupovat. Vysledky vidite
v prilozenom grafe. Oznacte spravne tvrdenia:
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a) Pokles rychlosti transportu pri pH niZzSom ako optimum méze suvisiet s
izoelektrickymi bodmi aminokyselin transportného proteinu.

b) pH cytosolu kvasiniek sa pohybuje medzi6 a 7.

c) Hydrolyza pNPaG mdze prebiehat v lyzozémoch.

d) Pri pH priblizne 5,2 experiment z ulohy 4 nefungoval.

5.2. Dalej bola rovnako ako v ulohe 5.1 merana hydrolyza pNPaG beZznymi bunkami s
neposSkodenou cytoplazmatickou membranou a permeabilizovanymi bunkami s pridanim
réznych latok:
- pCMPS - denaturuje niektoré proteiny nevratnou reakciou s ich cysteinovymi
zvySkami
- DCC - inhibitor proténovych pump (H* P-ATPazy pumpuju H* von z bunky)
- FCCP - umoziiuje volny prechod vodikovych kationov cez plazmaticki membranu

Permeabilizovanie buniek umozhuje vofny prechod vsetkych uvedenych molekul cez
membranu. pH zmesi s permeabilizovanymi bunkami bolo v8ak udrziavané neutralne (pH =
7).

Pridana latka Aktivita buniek Aktivita permeabilizovanych buniek
Kontrola 2.63 4+ 0.24 192.5 4+ 9.5

pCMPS 0.56 + 0.01 25.6 +1.9

DCC 0.29 + 0.02 186.1 £ 7.2

FCCP 1.23 4+ 0.05 182.3 + 8.6

Tabulka nameranej hydrolyzy pNPaG (umol x g7 x s™).
Co vyplyva z tychto dat?

a) Na hydrolyzu pNPaG je potrebné ATP.

b) Aktivita protdbnovych pump je potrebna na transport pNPaG.
c) Proténové pumpy obsahuju cysteinové zvysky.

d) Krok hydrolyzy pNPaG je rychlejSi nez transport do bunky.



5.3. Co by sa stalo ak by sme pridali malé mnozstvo NaHCO; (zasada) nie na konci, ale
spolu s pNPaG?:

a) Zvysila by sa spotreba ATP bunky.

b) Zvysila by sa efektivita enzymatickej hydrolyzy (pH optimum).

c) Znizila by sa rychlost transportu.

d) Zvysil by sa elektrochemicky gradient H* medzi bunkou a vonkajSkom.

6. uloha: Iné typy transportu

Transport proteinov cez membrany je (napr. kvdli ich velkosti) zlozitejSi, nez transport
malych molekul. Proteiny transportované do mitochondrii prechadzaju cez Specializované
proteinové komplexy na mitochondridlnych membranach, tzv. translokény. Translokény
vyuzivaju na presun proteinovych retazcov do vnutra mitochondrie prirodzené bunkové deje
a spolupracu inych faktorov, ako je napriklad protein Hsp70. Vdaka termodynamickym
procesom Vv bunke vykonavaju retazce proteinov spontanny pohyb, ako aj spontanny
folding/unfolding (skladanie/rozkladanie), priCom cez ftranslokén dokazu prejst len
v ,unfolded® (rozlozenej) konformacii. Boli navrhnuté dva spdsoby ako by v tomto procese
mohol byt zapojeny Hsp70 (vid schéma nizSie):

- Pulling: Hsp70 sa zvnutra mitochondrie naviaze na Usek proteinu tesne pri
membrane a prejde konformacnou zmenou, ktora ho od nej odsunie. Tym stimuluje
unfolding preproteinu a jeho vtiahnutie do vnutra mitochondrie.

- Trapping: Hsp70 sa zvnutra mitochondrie naviaZze na uUsek proteinu tesne pri
membrane a len pasivne brani jeho spatnému vysunutiu.
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6.1. V nasledujucej tabulke vidite niekolko réznych experimentov, ktoré by sa dali pouzit na
testovanie uvedenych hypotéz. Vasou ulohou je rozhodnut, ako by sa v pripade, ze dana
hypotéza plati, zmenila rychlost transportu proteinov do mitochondrii. Majte na pamati, ze
pulling a trapping hypotéza sa vzajomne nevylu€uju. Pre kazdy z experimentov uvedte do



prislusného policka tabulky, ¢i by sme oCakavali zrychlenie (oznacte “+”), spomalenie (-),
alebo rovnaku rychlost transportu (=).

rychlost’ transportu

Experiment Ak plati | Ak plati

pulling trapping

Transport takych proteinovych retazcov do mitochondrii,
na ktorych mechanicky unfolding je potrebna omnoho
vacsia sila ako pri inych proteinoch.

Nahradenie Hsp70 jeho mutantnou verziou, ktora sa od
transportovaného proteinu CastejSie odpoji.

Nahradenie Hsp70 protilatkami voci transportovanému
proteinu.

Nahradenie Hsp70 inym proteinom, ktory ma rovnaké
vazobné a mechanické vlastnosti, ale je mensi nez
priemer translokonu.

KONIEC PRAKTICKEJ ULOHY




Cislo sutaziaceho:

Biologicka olympiada Rocnik: 60. Skolsky rok: 2025/2026
Kolo: Celostatne

Kategoria: A

Teoreticko-prakticka Cast

Prakticka uloha €. 2 (45 bodov, 90 minut)

Téma: Molekularna biolégia - Aktivny transport v bunkach kvasiniek

Odpovedovy harok
Uloha 1:

1.1

Absorbancia vzorky A:

Absorbancia vzorky B:

1.2.

pPNPaG Destilovana voda

Vzorka A

Vzorka B

Uloha 2:
2.1:
Koncentracia pNPaG vo finalnej suspenzii je mM.

2.2:

Uloha 3:

Priemerny pocet buniek v jednom utvare B je

Koncentracia buniek v pévodnej, nezriedenej suspenzii je buniek x ml.
Uloha 4:

4.1. Tabulka absorbancie koncentracie vzoriek:

15 min 60 min 75 min 90 min 120 min

Ao 0,194 0,387 0,451 0,519 0,644




Cislo sutaziaceho:

4.2. Graf na milimetrovom papieri odovzdajte spolu s tymto odpovedovym harkom.

4.3. Rychlost stupania koncentracie je uM x s,
4.4. Rychlost transportu do bunky je umol x bunka™ x s™.
Uloha 5:
A B C D
5.1
5.2
5.3
Uloha 6:
6.1:
Rychlost’ transportu
Experiment Ak plati Ak plati
pulling trapping

Transport takych proteinovych retazcov do mitochondrii,
na ktorych mechanicky unfolding je potrebna omnoho
vacsia sila ako pri inych proteinoch.

Nahradenie Hsp70 jeho mutantnou verziou, ktora sa od
transportovaného proteinu CastejSie odpoji.

Nahradenie Hsp70 protilatkami voc€i transportovanému
proteinu.

Nahradenie Hsp70 inym proteinom, ktory ma rovnaké
vazobné a mechanické vlastnosti, ale je mensi nez
priemer translokonu.




