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KSICHT probiha pod zastitou Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy

Chemie je vSude: je ve vodé, je v piidé, je ve vzduchu a je
i V nds samotnych. Veskeré materidaly jsou tvoreny chemickymi
latkami,  chemické reakce nam kazdodenné pomdhaji
S tvarovanim sveta kolem sebe a biochemické reakce nds
viastné utvareji: katalytické reakce umoziuji kazdodenni beh
nasich tél, neurotransmitery jsou nositeli nasich emoci a nase
DNA miize dat vzniknout novym generacim. AvsSak bez porozumeéni tajemnym
nebezpecenstvim s chemii spojenym jsme ji vydani napospas, proto stoji za to ji
poznat blize a hloubéji, aby se stala nasim dobrym sluhou a ne obavanym panem.

Termin pro odeslani FeSeni 4. série:

23.5. 2016
Elektronicky (PDF) Papirové
KSICHT
http://ksicht.natur.cuni.cz/ Piirodovédecka fakulta UK
odeslani-reseni Hlavova 2030
128 43, Praha 2

Anketa

Mili fesitelé, jsme radi, ze se Gcastnite KSICHTu. Snazime se, aby vam feSeni
uloh nepfineslo jen pochvalu vyucujiciho chemie, protoze jste fesili ilohy zrovna
z jeho pfedmétu, ale aby vam seminaf pfindSel co nejvice znalosti, moznosti
k zamys$leni a snad i trochu zdbavy. Potfebujeme proto znat va§ nazor. Byli
bychom velmi radi, kdybyste si nasli chvilku na zodpovézeni nékolika malo
otazek®. Pfedem vam dékujeme za pomoc a pfejeme vam hodné uspéchill nejen pii
feseni uloh KSICHTu.

Zavéreéné soustiedéni KSICHTu

Od 19. do 24. Cervna se v Praze na Pfirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy
uskutecni soustfedéni KSICHTu. Na programu budou prednasky z riznych oblasti
chemie a prace v laboratofi. Laboratorni ulohy se budeme snazit sestavit tak, aby
si na své prisel jak zaCatecnik, tak i zkuSeny chemik. Samoziejmé nebudou chybét
ani hry na odreagovani. Ubytovani a strava budou hrazeny. Mame kapacitu pro
30 ucastnikd, pokud se vas piihlasi vic, bude rozhodovat pocet bodi. Mate-li
zajem, nevahejte se ptihlasit bez ohledu na to, jak si ve vysledkové listing stojite.
Pokud se chcete soustfedéni z(castnit, vypliite prosim formulai?> na webovych
strankdch KSICHTu nejpozdéji do 9. kvétna. Podrobnosti 0 soustfedéni
zvefejnime na odkazované strance v kvétnu, kdy vas rovnéz budeme informovat
e-mailem.

1 http://ksicht.natur.cuni.cz/anketa
2 http://ksicht.natur.cuni.cz/akce-ksichtu
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Uvodniéek
Drah¢ Ksicht'acky, drazi Ksichtaci,

Po mnoha letech pravidelnych uvodni¢k bohuzel nastala situace, kterd mé
nikterak netési, ale piesto k ni diive nebo pozd¢ji muselo dojit. Zcela bez
vykrucovani se vam pfiznavam, ze mam autorskou krizi. Nevim, jestli je to
unavou, rymickou, chybéjici inspiraci nebo jen nedostatkem originalnich
a vtipnych napadd. Nevyhnutelnym dasledkem prosté je, Ze obsah tohoto
uvodniku si budete muset domyslet sami. Pomtzu vam alespoii podrobnou
Sablonou. Na zacatku bych se s vami ve svém neexistujicim uvodniku srde¢né
pozdravil. Poté bych kratce popsal téma, kterému bych se chtél vénovat. Idealni
by byla napiiklad zminka o pocasi, ro¢ni dobég, Skole nebo statnich svatcich.
kuptikladu uvaze o roli zen ve védé. Text by meél kazdopadné byt spiSe
V pozitivnim duchu, abyste své ctenafe dobfe naladili.

Nyni uz miizete pristoupit ke stru¢né charakterizaci jednotlivych uloh. Ve své
fantazii prosim pocitejte s tim, Ze jejich popis musi byt v souladu s potadim
ulozek v brozurce. Jako prvni byva zatazena tloha spise leh¢i. Je-li jejim autorem
Lumec, budete k ni potfebovat hlavné prostorovou piedstavivost a niizky. Pokud
se stane, ze jsou dvé lehké ulohy hned za sebou, vétSinou se je pokusili autofi
néjak odlisit. Kazda z nich muze tak byt tieba v jiném jazyce. Pokud béhem
prochézeni narazite na Glohy s abstraktnéj$im tématem, ukaze se, jak kvalitné jste
zvolili téma ivodniku. Casto pak skon¢ite s né¢im podobnym, jako zeny ve védé
a radioaktivita. Je na vas, abyste z toho vybruslili se cti. Obc¢as vas autofi také
potrapi n¢jakou zaludnosti, jako je tfeba organicka syntéza. Za zadnych okolnosti
nesmi byt z uvodniku poznat, Ze uloze viibec nerozumite. Omezte se proto pouze
na obecné platné pravdy, jako Ze uhlik je Styfvazny®.

Nékdy se vam dokonce muize stat, ze tloha vypada jako z Uplné jiného
védniho oboru. K rozpoznani vam pomize nasledujici klic. Pokud je v textu
spousta zkratek psanych verzalkami, je to biochemie nebo molekularni biologie.
Pokud jsou néktera pismenka Skrtnutd nebo nad sebou maji stfisku, je to kvantova
fyzika a pokud se vzorecky v zadani stézi vejdou na fadek, jde o fyzikalni chemii.

Pokud jste pfi procitani tohoto textu dévali bedlivy pozor, urcité uz vite, o cem
jsou jednotlivé Glohy. Méjte se hezky a hodné §tésti pti feseni.

Honza Havlik

3 http://postimg.org/image/4ur3j9ac?
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Zadani uloh 4. série 14. ro¢éniku KSICHTu

Uloha ¢&. 1: Kubicka osmismérka (7 bodw)
Autor: Lud¢k Mika

Jiz trindctkrat jste se mohli pri Feseni KSICHTu setkat s osmismeérkou.
Pravidlem se stalo, Ze této hiicce se slovy a pismeny je vyhrazeno misto v posledni
seérii daného roku a ani tentokrat vas o osmismérku neochudime. A jak uz se da
U KSICHTu ocekavat, nejedna se o osmismérku obycejnou. Nejen, ze je
prospikovana trivialnimi chemickymi nazvy, ale slova se nevyskrtavaji jen tak na
rovném kusu papiru...

Abyste se mohli dat do lusténi osmismérky, musite si nejdiiv opatfit nizky
alepidlo a osmismérku si pfipravit z listu papiru pfilozeného ke KSICHTi
brozurce. Osmismérku je tieba vystfihnout a slepit tak, aby vznikla krychle.

Kubickd osmismérka se potom fesi Uplné stejné jako obycejnd osmismérka
plandrni. Slova mohou byt psana ve vSech osmi smérech, jakmile narazite pfi
Cteni na hranu krychle, pokracujete na dalsi sténé, jako by se nic nedélo.

Vsechna slova ukrytd vosmismérce jsou trividlnimi nazvy raznych
chemickych sloucenin nebo jejich smési. Aby feSeni osmismérky nebylo tak
slozité, v tabulce je napovéda, o jaké latky se jedna — jsou zde uvedeny jejich
chemické vzorce, poptipadé slozeni.

Po vyskrtani vSech slov z tabulky zbydou néktera pismena nepouzita. Tato
pismena tvoii tajenku. Tajenka se Cte tak, ze si krychli polozite ptred sebe,
vyberete si jeden roh a po obvodu postupné piectete jednotliva pismenka fadek po
fadku. (Nevyskrtana pismenka na podstavach se nepouzivaji.) Od kterého rohu
mate zacit, vam ale nenapovime...

Sehnal jsem (tajenka) moje zlato.



2
3
4.
5
6

Jednotlivé slouCeniny nejsou v tabulce sefazeny zcela nahodné. Vyjma poslednich

Vyteste osmismérku a poslete nam celé znéni vtipu (osmismérku samotnou
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posilat nemusite).

1 | C4H1,O 12 | C7/Hs06N3 24 | K,COs

2 | CgHio 13 | C3HsN3Og 25 | CF.Cl;

3 [NH(CH2)eNH | 14 | KC4H506 26 | COCl,
CO(CH,)4CO], |15 | C (amorfni) 27 | KMnO4

4 | CoHgO: 16 | C14HoCls 28 | MnO;

5 |CgHs 17 | H,SO4 29 | NaCl

6 |DO 18 | CO; 30 |CCls

7 | CoH40O, 19 | H,S,04 31 | As;03

8 (C6H1005)n 20 (CFz)n 32 ngc|2

9 | C4H1oFOLP 21 | Nap[Fe(CN)sNO] |33 | HgxAuy

10 | NH4CI 22 | KNOs 34 |HNO;z+ HCI

11 | (CHCICHy,), 23 | Cuz[Fe(CN)e] 35 | smés fenolu a kresoli

. Ke kazdé polozce v tabulce pfipiste ptislusny pojem z osmismeérky.

. K polozkam 1-32 v tabulce pripiste jejich systematické nazvy.

Napiste, kterou typickou vlastnost ma latka 18 spolecnou s latkou 10.

. Jak byste z latky 19 vyrobili latku 17?

tii polozek jsou sefazeny podle urcitého klice.

7. Napiste, podle ¢eho jsou sefazeny.

. Napiste rovnici bézné ptipravy latky 3. Jak se tato reakce nazyva?
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Uloha ¢&. 2: Historical crossword (8 bodii)
Autorka: Iva Hruba

"Chlorine is a deadly poison gas
employed on European battlefields in
World War I. Sodium is a corrosive metal
which burns upon contact with water.
Together they make a placid and
unpoisonous material, table salt. Why
each of these substances has the properties
it does is a subject called chemistry."

— Carl Sagan

1. Fill in the crossword using these following hints and write down the answer:

a)

b)

c)
d)
€)
f)

9)
h)

Name of the biggest chemical company during the first half of 20th
century; it became infamous for its participation in the events of nxw:.

Write the given name of one of the inventors of a nitrogen fixation
process involving the use of calcium carbide.

Alchemy: h

Name of the first synthetic organic dye.

Inventor of sodium carbonate production process used up to now.
Soapmaker and father of modern advertising.

Sodium compound used for bleaching since 1789.

US 3633 inventor.




Korespondenéni Seminaf Inspirovany Chemickou Tematikou, ro¢nik 14, série 4

2. Answer these questions related to the crossword:

a)
b)

c)
d)

€)

f)
9)

h)

What did the company become infamous for?

Why has the process been phased out?

What god is related to this substance and what is his role in mythology?
What colour has it got and what was it primarily used for?

Name two participants of gatherings hosted by this man and their
contribution to science.

What is the best advertisement you have ever seen? Describe it briefly.

Is there a traditional way of bleaching laundry without using additional
chemicals? How does it work?

Was there anyone else who obtained a similar patent only a few weeks
after US 3633 was assigned?
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Uloha ¢&. 3: Madam Curie-Sklodowska a radioaktivita (12 bodir)
Autorky: Petra Micolova, Ekaterina Kukleva, Anna Bajzikova

PARIZ, 1892

Jak miize Zena, cizinka, Zit se
CtyFiceti rubly na mésic, tremi
franky na den, v Parizi roku
1892, kdyz si sama plati bydleni,
Jjidlo, obleceni, papiry, ucebnice,
stejné jako studijni poplatky na
univerzité? Tento  problém
potrebovala mlada  studentka
vyresit, a to rychle. Ale Marie
nikdy nevzdala hledani FeSeni
jakéhokoli problému...

PARIZ, 1935

Rok po jeji smrti vysla kniha, kterou stihla dokoncit. Tato kniha, urcend
mladym ,,milovnikum fyziky “, ktera se pro obrovsky zdajem dockala i dotisku, nese
na Sedém obale jméno autora: , Mme Curie, profesor na univerzité Sorbonne,
Nobelova cena za fyziku, Nobelova cena za chemii.” Titul knihy se vesel do

Jjednoho zarivého slova: RADIOAKTIVITA.
(Ptevzato z: Curie, Eve: Madame Curie)

Jak vidite, Marie Curie-Skltodowska, dnes védeckd celebrita, znala téZkou
praci, hlad i odfikani. Pojd'me se ted’ vydat po stopach jejich nejznaméjsich
objevi, které ji vynesly az k védeckému vrcholu.

V ramci svého doktorského studia se vénovala studiu radioaktivity
jednotlivych rud, ptfi¢emz hledala jejiho ptvodce. V tézkych podminkach, ve
kterych pracovala, se ji podafilo objevit dva nové prvky a po nékolikaleté praci je
i ziskat v Cisté podobé z velkého mnozstvi rudy.

1. Jaké radionuklidy M. Curie-Sktodowska objevila (radionuklidy X a Y)?
Radionuklid X ma krat$i polocas rozpadu nez radionuklid Y. Jaka jsou jejich
hmotnostni ¢isla a poloCasy pfemény? Po ¢em byly nové objevené prvky
pojmenovany?

2. Jakou rudu pouzila pro ziskani téchto radionuklidi a odkud ruda pochazela?
Proc byla vybrana pravée tato ruda z tohoto konkrétniho mista?

Pokud by kolem skladu rozdrcené rudy Sel vnuk M. Curie-Sktodowské, zjistil
by, Ze tam zlstala 1 tuna rudy. Vzhledem ke zvidavym rodinnym gentim by ho
jisté zajimalo, jakou hmotnostni radioaktivitu zméri, jestlize hmotnostni obsah
uranu v rude byl 0,01 %.
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3. Jaky vliv ma na radioaktivitu typu alfa rozdrceni rudy?

4. Jakou hmotnostni radioaktivitu alfa zafeni by naméfil pfi prichodu kolem
skladu jeden rok poté, co byla ruda vytézena?

5. Mzéla M. Curie-Sktodowska vnuka?

V Patizi, kde mé&la M. Curie-Sktodowska svou laboratof, se v dnesni dobé
nachazi muzeum. Bylo zjiSténo, Zze vybaveni laboratofe a piedevSim jeji
laboratorni deniky jsou kontaminovany radionuklidem Y. Aby mohla laboratof
dnes slouzit novému ucelu, bylo nutné celé prostory a vybaveni peclivé
dekontaminovat, az na jeji deniky, které zlstaly radioaktivni.

6. Po kolika letech se budeme moci do jejich denikd bez obav podivat, tedy, za
jak dlouho klesne aktivita pod jedno promile piivodni hodnoty?

Vzhledem ktomu, Ze jméno Marie Curie-Sklodowské patii nejen mezi
chemiky a fyziky k t€m nejznaméj$im, mizeme konstatovat, Ze minimalné jeji
zminénd doktorska prace byla uspésna. Ti, kdo se alesponi trochu zajimaji
0 historii, védi, Ze objevy M. Curie-Sktodowské vedly k rozvoji n€kolika dalsich
oborti, vyuziti radionuklid a vyvoji novych produktii. Podivejme se nyni na
nékteré z nich vice zblizka.

7. Dtive byla pouzivana 1 Ci (curie) jako jednotka radioaktivity. Ta byla v roce
1910 stanovena jako radioaktivita radonu, ktery je vrovnovaze s 1@
radionuklidu Y. Vypoditejte, jakou aktivitu ma 1 g radionuklidu Y v dnes
uzivanych jednotkach becquerel (Bq).

8. Na fotografii je svétélkujici radionuklid Y. Co je pti¢inou tohoto jevu?

Lze ale vysvétlit v§eobecnou znamost zivota a odkazu M. Curie-Sktodowské
jejich objevii nikdo nepochyboval? Vzdyt jeviim, které popsala, po chemické
a fyzikalni strance rozumél jen malokdo... Objevené radionuklidy vSak naSly
spoustu, nékdy az necekanych, uplatnéni v riznych oblastech lidské ¢innosti. Tim
rostla popularita objevl nejen mezi odborniky, ale i mezi laickou vetejnosti.

9. Dokazete vyjmenovat alesponi tfi z dneSniho pohledu nezvykla vyuziti
radionuklidu Y? Kromé téchto kuriozit se také pouzival v medicing. Za jakym
ucelem?

10. Radionuklidem X byl v roce 2006 v Londyné otraven Alexandr Litvinénko.
Zjeho smrti byli obvinéni byvali agenti KGB, ktefi radionuklid X
pravdépodobné ziskali v tovarné nedaleko Moskvy. Pro¢ zvolili pravé tento
jed? Uved'te alesponi dva diivody.

10
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Uloha ¢&. 4: Pielet organickou chemii (14 bodir)
Autofi: Stefan Malatinec a Stefan Stanko

Jednoducha jako chloroform
a slozita jako DNA, vonava jako
menthol, odporné pdchnouci jako
ethan-1,2-dithiol, sladkd jako
fruktoza a zaroven kysela jako
kyselina octova, extrémné horlava s P ; A
jako diethylether aabsolutné ™ VTN L T T
nehorlava jako tetrabrombisfenol,
Cervend jako hemoglobin, zelend
jako chlorofyl, esencialni jako
fenylalanin, toxicka Jjako
dimethylrtut, nebezpecnda jako peroxidy acetonu a zaroven uzitecna jako kaucuk.

Urc¢ité jste si domysleli, ze je fe¢ o organické chemii. Organicka chemie byla
ve svych pocatcich samostatné vyélenénou disciplinou, prakticky nezavislou na
chemii anorganické. Panovalo piesvédceni, Ze organické slouceniny nelze
pfipravit v laboratofi, nebot’ vznikaji pouze v Zivych organismech pisobenim
wzivotni sily”. Za chemika, ktery tuto teorii vyvratil, je povazovan Friedrich
Wahler.

1. Jak se také nazyva ,zZivotni sila“ a teorie zni vychazejici? Cim dokézal
Wahler jeji neplatnost?

Zpocatku byly skutecné vSechny organické slouceniny ziskavany z ptirodnich
zdrojt. Pozdé&ji uz musely byt organické latky pochazejici z exotickych organismu
vzhledem k rostouci poptavce do Evropy dovazeny nebo syntetizovany. Chemici
v té dobé stali pred otazkou, jak uréit strukturu latek, které chtéli pfipravit.

2. a) Jednou z uzite¢nych metod v té dobé byla elementarni analyza. Popiste
blize tuto metodu dvéma kratkymi vétami. Myslite, ze by zatatkem
19. stoleti bylo mozné touto metodou ur¢it strukturu anilinu?

b) V obdobi pocatki organické chemie byla vé€novana velkd pozornost
syntéze barviv. Barvivo A, jehoz ro¢ni produkce se na zacatku 20. stoleti
pohybovala v tisicich tun, bylo syntetizovano z isatinu. Analyzou bylo
zjisténo, ze obsahuje 73,27 % C, 10,68 % N, 12,20 % O a 3,84 % H
(hmotnostni procenta). NapiSte sumarni vzorec, ktery vypocitate
Z hmotnostniho sloZeni, strukturu a nazev tohoto barviva a reakci, kterou
se piipravovalo. Molarni hmotnost barviva je M = 262,27 g-mol .

c) Jisty slavny chemik se rozhodl pro jiny ptistup. Vychazel z latky B, kterou
nechal volné na vzduchu oxidovat za vzniku barviva A. Latka B ma

11
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hmotnostni slozeni: 72,17 % C, 5,30 % H, 10,52 % N a 12,02 % O. Latka
B m4 molarni hmotnost M = 133,15 g-mol*. Nakreslete strukturu latky B.

d) Uvedte nazev reakéniho mechanismu, ktery vede od barviva A zpatky
k isatinu.

Pfi  vypoctech pouzivejte tyto hodnoty atomovych  hmotnosti:
Mc = 12,011 g-mol?, My = 14,007 g-mol*?, Mo = 15,999 g-mol*,
My = 1,008 g'mol?

Organicka chemie se zacala naplno rozvijet hlavné od doby druhé svétové
valky. Védci jiz dokazali zjistovat sloZeni a strukturu slou¢enin, problémem vsak
zlstavala volba vychozich latek. Doposud nenahraditelny koncept retrosyntetické
analyzy pfinesl vynikajici stratég E. J. Corey, ¢imz se chemie stala jesté
sofistikovangjsi disciplinou.

3. Co je podstatou retrosyntetické analyzy (retrosyntézy)?

4. Pokuste se retrosyntetickou analyzou urcit nejvhodnéjsi vychozi latky pro
syntézu nasledujicich sloucenin vzdy v jednom kroku. Jako vychozi latky
uvazujte takové, jejichz molarni hmotnost predstavuje alesponn 40 %
(hmotnostnich) molarni hmotnosti produktu.

O O
o

: N

5. Nékdy existuje pro syntézu jedné latku vice moznych zplsobii. Napiste
alesponn tii kritéria, podle kterych byste se pii vybéru syntetické cesty
rozhodovali.

Metody analyzy organickych latek pouzivané v 19. stoleti nam dnes pfipadaji
prehistorické. Od té doby také retrosyntetické metody ustoupily novéjsimu
pfistupu totalni syntézy. Chemie se vyrazné posunula také v oblasti analytickych
metod: uréovani struktury i mnoZstvi produktd resp. reaktantti je dnes mozné
témer v jakékoli reakci. Obzvlasté komplexni disciplinou organické syntézy je
totalni syntéza ptirodnich latek, vyzadujici zna¢nou zkuSenost a znalost
latek ptirodniho plivodu (s hodnotou LDso podle n&kterych zdrojii az 60 ng-kg™).
Palytoxin, jehoz strukturu muzete najit na za¢atku lohy, byl izolovan v roce 1971
na Havaji z mékkych koral rodu Palythoa, které domorodci pouZivali k napusténi
hrott Sipti a o§tépd. Poprvé byl piipraven o 23 let pozdéji tymem profesora
Kishiho na Harvardové univerzité.

12
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6. Tato velkd molekula obsahuje 129 atomt uhliku. Napiste, kolik z nich je
chiralnich a spoctéte pocet enantiomerti palytoxinu.

Palytoxin byl syntetizovan ze 7 stavebnich bloki (jednodussich molekul)
v 39 krocich. Téchto 7 blokid se podafilo syntetizovat ve vice nez 140 krocich
(pramérné 20 reakci na 1 blok).

7. Uvazujme, ze na pfipravu palytoxinu je nutno provést 60 naslednych reakci.
Jaky je celkovy vytéZek palytoxinu, je-li primérny vytézek jedné reakce
70 %? Jaky by musel byt pramérny vytézek dil¢ich reakci, kdybychom chtéli
dosahnout celkového vytézku alespon 90 %?

Pti syntéze stavebniho bloku vyznaceného ve struktufe na zacatku ulohy se

vychazelo z kyseliny (E)-hex-3-endiové. Na usmrceni ¢lovéka bohaté sta¢i 100 pg
palytoxinu.

8. Kolik gramu kyseliny (E)-hex-3-endiové je potieba k syntéze smrtelného
mnozstvi palytoxinu? Poéitejte S celkovym vytézkem z prvni ¢asti tkolu 7.

Pfi vypoctech pouzivejte nasledujici hodnoty molarnich hmotnosti:
Mpalytoxin = 2690,22 g'mol_l, Mkyselina = 144,13 g'mol'l

V tkolu 2 jsme zminili, Ze velka poptavka po barvivech vedla k potiebé jejich
syntézy. Na zaveér se jesté podivame na jednu syntézu indiga.

9. Napiste vzorce latek C-G:

o)
© CHsCl  HNO3; KMnO, CH3zOH 1.DIBAH, toluen  J{_
C D E

F G indigo
AICl3 H,S0, H* 2. H;0" NaOH
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Uloha &. 5: Neznama RNA (9 bodii)
Autor: Karel , Krapnik” Berka
. s ® Pavel byl uz od chvile, kdy odeslal reseni KSICHTu,
o\ neklidny. Kdyz usinal, ve snu zaslechl podivnou pisen
Ell A\ ’ pripominajici zpév goril:
J E:L'EEH AUGUA CUACG AGGCC AGGUG GAUCA CCCAC
repusiir PAGAG CAUCU GCCAC ACCGA GAACG ACAGC
CACGA GAGGG AG

Doslo mu, Ze jde o sekvenci RNA. Ale co asi znamena? Sekvenci si zapsal
a rozhodl se, ze ji zkusi rozlustit s pomoci ¢eskych bioinformatickych nastroji pro
studium RNA - https://www.elixir-czech.cz/services/all-services.
Nejprve se pokusil zjistit, zda nahodou nejde o né&jaky fragment ribozomu.
K tomu slouzi program rPredictor vyvijeny na MFF UK a MBU AV CR:
http://rpredictor.ms.mff.cuni.cz/search#db,blat,blast.

1. Zjistéte pomoci rPredictoru, zda sekvence RNA skute¢né piedstavuje néjaky
fragment ribozomu.

Poté, co jej tato odpovéd prili§ neuspokojila, se Pavel pokusil zjistit, zda
nahodou nejde o tzv. IRES sekvenci (zkratka z angl. internal ribosome entry site),
coz je zvlastni sekvence pfitomna v oblasti pfed zacatkem genu, umoziujici
nasednuti ribozomu a tedy spusténi translace, kterou pouzivaji k zahdjeni
translace jak viry, tak obcas i lidska mRNA. K tomu je mozné vyuzit hledani na
strance http://iresite.org/IRESite_web.php?page=search provozované na P¥F UK.
Vyhledavat se v této databazi da pomoci nastroje BLAST (,,z anglického Basic
Local Alignment Search Tool*) jak vi¢i v§em znamym nukleotidovym sekvencim
virt a mRNA s IRES misty, tak jen vii¢i znamym IRES mistim nebo sekvencim
se stanovenou 2D strukturou.

2. Provérte, jakym sekvencim viru ¢i IRES je Pavlova sekvence nejblizsi.
Vyzkousejte vSechny moznosti hledani a uved’te pro kazdou nalezenou
sekvenci nalezenou shodu s nejvétsim skore a soucasné s nejmensi Sanci, ze
jde o ndhodnou shodu (E value).

3. Pro sekvenci s nejmensi E value uvedte, o jaky vir se muze jednat, jakou
chorobu zptsobuje a jaky organ miize zasahnout.

Pak si Pavel uvédomil, Ze IRESite umi vyhledavat pomoci 2D struktury i mezi
znamymi 2D strukturami RNA a rPredictor zase umi 2D struktury RNA
predikovat.

4. Pomoci rfPredict médu v rPredictoru pfedpovézte, jakou 2D strukturu bude
Pavlova RNA sekvence (bez mezer!) mit a stanovte, kolik je v ni jednotlivych
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sekundarnich strukturnich prvki (stem, bulge, internal loop, hairpin;
http://rpredictor.ms.mff.cuni.cz/predict#rfpredict)

5. Spocitejte pocet parovych interakci mezi GU, AU a GC a stanovte celkovy
pocet vodikovych vazeb stabilizujicich stem.

Sekvenci s anotaci 2D struktury (pomoci zavorek a tecek) lze posléze pouzit
khledani v IRESite tak, jak je =zobrazena v piikladu na strance:
http://www.iresite.org/IRESite web.php?page=RNAforestersearch&search type=
RNAforester ss_experiments by structure.

6. Najdéte mezi 2D strukturami tu s nejvySsim skore a zjistéte, o jaky vir by se
mohlo jednat, jakou zpusobuje chorobu a jaky organ zasahuje.

Zatimco 2D strukturu Pavel pro sekvenci nasel, 3D struktur RNA je zatim
vyfeseno jen malo, coz plati dokonce i pro tRNA. Pavel si proto nasel veskeré
znamé struktury tRNA a porovnal je mezi sebou pomoci néstroje MultiSETTER
http://setter.projekty.ms.mff.cuni.cz/ vyvijeného na MFF UK a VSCHT Praha.
PDB kody jednotlivych tRNA jsou v abecednim fazeni:
1EHZ, 119V, 1TRA, 1TN1, 1VTQ, 2TRA, 3A3A, 3RG5, 3TRA, 3RG5, 4AMGM

7. Porovnejte struktury tRNA pomoci MultiSETTERu a z jejich vzajemnych
podobnosti (S-distance) urcete, které struktury patii tfem tRNA-Asp, jedné
tRNA-Gly, ¢tyfem tRNA-Phe, ¢i dvéma tRNA-Sec.

8. Mimochodem, jaké aminokyseliny se nachazeji pod témi trojpismennymi
zkratkami?

KdyzZ se Pavel zamyslel nad nazvy aminokyselin, napadlo ho, Ze vlastné jesté
nezkousel tu RNA sekvenci pielozit do proteinu. Zkusil si ji pfelozit do peptidové
sekvence a pak uz byl jen smutny...

9. Prelozte RNA sekvenci do peptidové a zapiste ji pomoci jednopismennych
zkratek.
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Uloha &. 1: Dama
Autofi: Ludék Mika, Pavel Rezanka

(8 bodii)

1.
B(Li) C N(Na) o] F(K) Ne
Al Si(Rb) P S(Cs) Cl Ar(Fr)
Ga Ge As Se Br Kr
In Sn Sh Te | Xe
TI(Be) Pb Bi(Mg) Po At(Ca) Rn
Uut FI(Sr) Uup Lv(Ba) Uus Uuo(Ra)
tah Lud’kovy tahy Pavlovy tahy
1 Be: Tl - Sn Rb: Si — Ga
2 Ca: At > Te Cs: S — As
3 Ca: Te — Si Li:B—>TI
4 Ra: Uuo — At Fr: Ar — Br
5 Ra: At > Te K:F— Ar
6 Ra: Te > As Fr: Br— Te
7 Mg: Bi —» Br K:Ar— Te
8 Ra: As — Si Rb: Ga — Sn
9 Ra: Si —» B K: Te — Bi
10 Sr:Fl » Te Li: Tl — FI
11 Sr: Te > As Li: Fl - Ar
12 Ba: Lv — At Rb: Sn — TI
13 Ba: At » Xe Li: Ar>F
14 Ba: Xe — Br Li: F— Sn

. Hra skon¢ila remizou. Ludék mél obsazenou hlavni diagonalu damou, takze se
po ni mohl libovolné pohybovat a vzhledem k malym rozmérum hraci plochy
neslo na tuto damu prichystat ,,past™ ve form¢ dvojskoku.

. Periodickou tabulku jako podklad pro hru jsme zatim vyuzili jen dvakrat,

jednou jsme hrali na periodické tabulce lod€, podruhé miny. Ale vypada to, ze
jsme metrem nejeli zdaleka naposledy...
Li — Cervena, Na — zluta, K — fialovd, Rb — fialova, Cs — modrofialova,
Ca — oranZova, Sr — Cervena, Ba — zelend, Ra — Cervena, B — zelena,
In — modra, T1 — zelena

. P11 30 °C jsou kapalné tyto prvky: Br, Cs, Fr, Ga, Hg.

Otdzka 1 — 0,6 bodu, 2 — 4,2 bodu, 3 — 1 bod, 4 — 0,5 bodu, 5 — 1,2 bodu,
6 — 0,5 bodu. Celkem 8 bodii.
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Uloha &. 2: Mlééna (10 bodir)
Autorka: Anna-Marie Bukova
1.
| PIR|JoO|JL|[A[K]T | I]N
LI Al K] T]A] Z]| A]
F/|o]lsSIF|]O]R
ILI|A|[K|T|O|F]E]JR]|I]N
AlL[BJU|[M]I]N
IIMJU[N] I [T ]A]

V tajence se ukryva kasein — protein hojné zastoupeny v mléce piezvykavca.

2. Bodovany byly vsechny zaslané fotografie, pokud na nich byla latka, ktera
jako kasein vypadala (tzn. pevna latka bilé nebo nazloutlé barvy a tvarohovité
konzistence). Nejlepsi fotku produktu nam zaslala Veronika Valouchova.

SRR o s Temsn

3. 100 ml =103 g mléka
z toho bilkoviny — (3,3/100) - 103=3,4 9
z toho kasein — (3,4 / 100) - 80 =2,72 g (pti 100% vytézku)
W = (Mprogukt / 2,72) - 100 %
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4. Ve formé Skraloupu jsou nejprve odstranény laktalbuminy, laktoglobuliny
a tuk. Roztok je okyselovan proto, Ze izoelektricky bod kaseinu je 4,6. Pfi této
hodnoté pH je kasein nejméné rozpustny a z roztoku se vysrazi (je ale téeba
dat pozor na piiliSné okyseleni roztoku, protoze pfi jesté niz§im pH se kasein
opét rozpousti). Filtrat obsahuje zbylé slozky mléka, tj. hlavné vodu
a syrovatku (syrovatku tvoii laktoza, zbylé laktalbuminy a laktoglobuliny,
imunoglobuliny a sérovy albumin — tzv. syrovatkové proteiny, spolu
S mineralnimi latkami a vitaminy).

5. Jedna se o frakce 02, Osi, le a Ksi1 (fazeno podle klesajici vazebné

schopnosti).

6. Pokud by vapnik nebyl navazan na kasein, doslo by z velké casti k jeho
vysrazeni ve formé fosfore¢nanu vapenatého, popt. fytatu. Tim by se vyrazné
snizilo mnozstvi vapniku, ktery mtize byt absorbovan v travicim traktu savce.

7. Uznava se jakakoliv smysluplna diskuse vedouci k zavéru, ze by zajickuv
napad opravdu nebyl moc $t’astny.

Otdzka 1 — 1,5 bodu, 2 — 4 body, 3 -1 bod, 4 — 1,5 bodu, 5 - 1 bod,
6 — 0,5 bodu, 7 — 0,5 bodu. Celkem 10 bodii.
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Uloha ¢&. 3: Chemické tsmévy (10 bodi)
Autori: Stanislav Geidl, Radka Svobodova-Varekova, Karel Berka

1. SMILES a pocet vynechanych vodiku:

a) hex-l-en, c=ccccc, 12,

b) ethanol, cco, 6,

c) 3-chlorprop-1-yn, c#cccl, 3.
2. SMILES:

a) trichlorethanova kyselina, C1C(C1) (C1)C(=0)0

b) isopropylcyklopentan, CC (C)clccccCl

¢) pyridin, nlcccccl

d) 1,3,5-trichlorbenzen, Clclcc(Cl)cc(Cl)cl
3. Nejvice lipofilni je fenol.
hledana molekula Nazev miSMILES miLogP MW
CC(=0)N acetamid |CC (N) =0 -0.92 59.07
fenol fenol Oclcccccl [1.46 94.11
Cnlcnc2n (C) c (=0) kofein stejné jako 0.06 194.19
n(C)c(=0)cl2 SMILES
4. SMILES a nazev:

a) Nclnenc2clncn2, adenin,

b) clcccc2clcecec2, naftalen,

€C) clcc(0)ccclNC(=0)C, paracetamol,

d) Nclccecc2clC(=0)NNC (=0)2, luminol,

e) O=cilccccenl, kaprolaktam.
5. SMILES a nazev:

a) Adenin se v DNA paruje s thyminem dvéma vodikovymi vazbami.

b) Naptiklad nasledujici redukei:

Pd-C, 300 °C
o8 -

c)
d)

Paracetamol tisi bolest blokovanim COX enzymii.

Luminol se pouziva k detekci krve. Zelezo obsazené v hemoglobinu
katalyzuje oxidaci luminolu, kterd je spojena s vyzafenim svétla
(chemoluminiscence).
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e) Kaprolaktam 5 vodikovych piki (+1 pokud bude vidét NH),
cyklohexanoxim 3 (+1 za OH), cyklohexanon 3. Jedna se o Beckmanniiv
presmyk.

6. Statistika latek:

Unikétnich latek bylo 37, pficemz nejmenSi unikatni

latkou byl acetylen (C#C) tésné nasledovan ethanolem
(CCO),
u kterého jsme to viibec necekali. Asi nejzajimavéjsi unikatni
latkou byl basketan (C1CC2C3C4C1C5C2C3C45). Obecné
pfevazovaly organické molekuly, ale naSly se 1 latky
anorganické - napt. fulminat stiibrny ([C-]J#[N+][O-].[Ag+]),
¢i chlorid dysprosity (CI[Dy](CI)CI).

Naopak neunikatni byly tyto latky: voda (O), methanol
Hscj JCHs (CO), menthol (CC1CCC(C(C1)0)C(C)C), kyselina valerova
(CCCCC(=0)0), kyselina jantarova (C(CC(=0)0)C(=0)0),
\\ vanillin  (COclcc(ccclO)C=0), ale i tetraethylplumban
H,C CH, (CC[Pb](CC)(CC)CC).

Otdzka 1 — 1,2 bodu, 2 — 0,8 bodu, 3 — 2 body, 4 — 2 body, 5 — 3 body,
6 — 1 bod. Celkem 10 bodii.
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Uloha &. 4: Pedivopraskova (12 bodir)
Autor: Ludék Mika

1.
2.

Kyptici prasek se pii peceni rozklada na plynné latky, které nakypiuji tésto.

Ukazuje se, ze chemie kypficiho prasku neni tak jednoducha, jak se na prvni
pohled zda. Bézné vysvétleni, ze se hydrogenuhli¢itan sodny rozklada teplem
podle rovnice:

2 NaHCO3; —» Na,CO3 + CO; + H,O

neni Gplné piesné. V kypticim prasku jsou kromé hydrogenuhli¢itanu sodného
jesté dalsi kyselé soli (hydrogenvinan a hydrogenfosfore¢nan). Jejich rozklad
za tepla ve vodném prostredi vede ke snizeni pH v téstu, coZ zpusobi rozklad
hydrogenuhli¢itanu sodného v kyselém prostiedi podle rovnice:

H* + NaHCO3 — Na* + CO; + H0.

Pokud bychom uvazovali pouhy rozklad uhli¢itanu sodného pii teplotach
panujicich v troubé¢, nedospéli bychom k nakypienému téstu. Teplota rozkladu
uhli¢itanu sodného na oxid sodny a oxid uhliity je vy$si nez 800 °C. Pokud
bychom ale uvazovali rozklad uhli¢itanu pusobenim kyseliny, dalo by se
0 n¢jakém nakypfeni uvazovat. Vzniklé pecivo by pak rozhodné mélo silné
zasaditou chut’ :)

Pouziva se uhlicitan (pfipadné hydrogenuhli¢itan) amonny — cukraiské drozdi.
Jeho vyhodou je, Ze se rozklada na 4 molekuly plynnych produktti a nic z néj
Vv pecivu nezbyde. Diky tomu staci pro dosazeni stejné kyprosti tésta pouzit
mensi mnozstvi prasku.

(NH4)2CO3 — CO; + 2 NH3 + H,O

Pro stanoveni hydrogenuhli¢itanu bude nejrozumnégjsi alkalimetricka titrace,
kdy se navazka kypfticiho prasku rozpusti a titruje kyselinou (pravdépodobné
chlorovodikovou) na indikator methyloranz (fenolftalein nelze pouzit).

Problémem kypficiho prasku je, Ze kromé& hydrogenuhli¢itanu sodného
obsahuje jesté velké mnozstvi dalSich kyselych soli. Takze v praxi bude
jednodussi pouzit gazometrii, jen v trochu profesionalngjsim usporadani.

NaHCOs; + CH;COOH — CH3COONa + H20 + CO>
P1i teploté 25 °C a tlaku 1 atm se z 1 g hydrogenuhli¢itanu sodného uvolni
V=mxRxT/(Mxp)=1x28314 x298 /(84 x 101325) ml = 291 ml CO,

Nejéastéj$im (a zaroven nejrozumngj$§im) feSenim bylo zachytavani
vznikajiciho plynu nad vodni hladinou do néjaké nadoby. Po vyrovnani hladin
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(aby se vyrovnal tlak v nadobé a venku) sta¢ilo na naddobu udélat lihovym
fixem rysku, pak nddobu dat na vahu, nalit do ni vodu po rysku a vodu zvazit.

Casto se objevovaly napady s méfenim obvodu balonku, ve kterém probihala
reakce. Zde je ale problém s tim, Ze balonek neni dokonala koule a navic je
uvnitt balonku vyssi tlak nez v okoli.

10. Kypfici prasek Vitana: cena 2,50 K¢ za 12 g, uvolni se 820 ml CO;
m = (820/291) g = 2,82 g NaHCO3

11.w=282/12=23%

12.2,5K¢/ 2,82 g=0,89 Ké/g
Lach-ner 140 K¢/kg — 0,14 Ké/g
Penta 145 K¢/kg — 0,15 Ké/g

13.Ke zkresleni vysledki muze dojit v disledku netésnosti aparatury,
nedostate¢né rychlého uzavieni aparatury po priliti kyseliny, nezanedbatelné
rozpustnosti CO; ve vodé nebo rozdilu tlaku v métici nadobé a atmosférického
tlaku.

14. Fotky byly nalezité¢ bodoveé ohodnoceny.

Otdzka 1 — 0,25 bodu, 2 — 0,5 bodu, 3 — 0,25 bodu, 4 — 0,5 bodu, 5 — 0,5 bodu,
6 — 0,5 bodu, 7 — 0,5 bodu, 8 — 2 body, 9 — 2 body, 10 — 1 bod, 11 — 0,5 bodu,
12 - 0,5 bodu, 13 — 1 bod, 14 — 2 body. Celkem 12 bodii.
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Uloha &. 5: Logohratky (10 bodir)
Autor: Michal Rezanka

1. Slouceniny A-J jsou vyobrazeny ve schématu nize.

| 1.0; l PBr,

+ A~E° AOH — =~ _Br
2. Me,S 1. LiAH,
B — ¢ D
] A 2. Hy0
E 1. PPhy
2. Buli
Br
H, NaNH, Br, P HCHO [e)c)
Lindlarav /\4— /\H = T <—— Cppn,
kat. H Br F E
G
4 Br
H Bry, AlBr;
Pd(PPhg),
Cul, Et;NH
J I CH

Pii Wittigové reakci Casto vznikda smés E/Z izomerd. Zalezi na piesnych
podminkach reakce, ktery z izomerd bude ptfevladat (pfidani lithnych soli apod.).
V nasem piipad€ by mél pievladat Z-alken, jelikoz E je nestabilizovany ylid.

2. Reakce z | na J je pojmenovana po chemikovi jménem Kenkichi Sonogashira
areakce z E na F (a téz z A na logo) po jiz vzpomenutém Georgu Wittigovi.

3. Redukce trojné vazby by probéhla Gplné — az na vazbu jednoduchou.

4,
logo z let: | jméno autora
2002-2003 | Pavel Rezanka
2003-2005 | Michal Rezanka
2005-2015 | Pavel ,,Lorgan® Hamiik
2015- Anna Trousilova

Otdzka 1 — 5,5 bodu, 2 — 1 bod, 3 — 1 bod, 4 — 0,5 bodu, 5 — 2 body. Celkem
10 bodii.
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Serial: RNA - popelka genetiky
3. dil: Vyznam RNA v biologii a mediciné
Autori: Karel Berka, Michal Janecek

vvvvvv

vyuzivaji a jaké je jejich potencialni vyuziti v medicing€ — pti diagndze a terapii.
RNA interference

Podstatu a mechanismus RNA interference jsme struéné nastinili uz
v minulém dile u miRNA a siRNA.* Nyni si tento proces objasnime podrobnéji.

Pojmem RNA interference se obvykle oznacuje reakce metabolismu butiky
na dvouvlaknovou RNA, ktera vede k posttranskripénimu tlumeni gent — tedy
k zamezeni translace téch gent, které uz byly prepsany do mRNA. Tento proces
probiha ve vSech eukaryotickych organismech (rostlinich, houbach i zivocisich)
ama dvé hlavni tlohy: (1) chranit organismus proti cizi RNA nebo DNA a (2)
regulovat expresi vlastnich genfi organismu.® Mechanismus RNA interference
sestava ze tii zakladnich krokd, které si vysvétlime na modelovém piikladu reakce
buriky na vniknuti dvouvlaknového RNA viru (obrazek 1A).

Ochrana proti cizim geniim

KdyzZ se virus dostane do hostitelské eukaryotické buriky, jeho dvouvlaknova
RNA se ocitne v jeji cytoplazmé. Tam ji objevi enzymovy komplex zvany Dicer,
ktery je schopen ji specificky rozpoznat (v tomto je mu pfipadné ndpomocny tzv.
dsRBP - double-stranded RNA binding protein) a nasledné rozstépit na siRNA
molekuly (tedy, jak jiz bylo popsano v minulém dile, na pravidelné¢ kusy
dvousroubovice o délce 20-25 paru bazi s typickym ptesahem 2-3 nukleotidy
a koncovou OH skupinou na 3’-koncich a fosfatem na 5’-koncich). Nazev ,,Dicer
nedostal enzymovy komplex nahodou, je to totiz anglicky vyraz pro , krajec, ktery
nakraji potraviny na malé pravidelné kosticky*.

4 Carthew, Richard W. and Sontheimer, E. J.: Origins and Mechanisms of miRNAs and
siRNAs. Cell, 136(4), 642—655, 2009.

5Wilson, R. C., & Doudna, J. A.: Molecular Mechanisms of RNA Interference. Ann. Rev.
Biophys., 42(1), 217-239, 2013.
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A B

mikro
procesor

dvouvlaknova RNA dsEBp

Dicer  Pri-miRNA |
l pre-miRNA dsRBP
SIRNA
l Dicer
proRISC A0 mRNA 4
S 1111111111114

miRNA* l
Ago

mMRNA /N

mRNA

Obrazek 1. Schéma mechanismu RNA interference v eukaryotickych organismech.
A — obrana proti cizi RNA za vyuziti siRNA, B — regulace vlastnich genil za vyuziti
miRNA.1

Ttemi zakladnimi kroky jsou: 1) vznik SIRNA/MIRNA pomoci enzymového

komplexu Dicer (a proteinu dsRBP), 2) vznik komplexu RISC z siRNA/miRNA
a proteinu z rodiny Argonautii (Ago) a 3) navazani RISCu na mRNA.
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Prvnim krokem RNA interference je tedy rozpoznani dvouvldknové RNA
a jeji rozstépeni na molekuly siRNA. Dvouvldknova RNA je pfitom spoustécem
celého procesu. Diivodem je, Zze dvouvldknova RNA se kromé piipadi, kdy burika
sama chce pouzit RNA interferenci k tlumeni svych gent, v eukaryotické buiice
nevyskytuje.

Druhym krokem je vytvofeni komplexu zvaného RISC (RNA-induced
silencing complex). Nejprve vznikne tzv. pre-RISC, coz je komplex proteinu
zvaného Argonaut (Ago) s obéma vlakny siRNA. Hned vzapéti se podle stability
koncovych pard dvousroubovice rozhodne, které vlidkno bude cil urcujici (guide
strand) a které doprovodné (passenger). Jako cil uréujici vlakno je vybrano to,
jehoz 5'-koncova baze tvoti v siRNA méné stabilni par. Toto vlakno je pak pevné
navazano svym 5°- i 3’-koncem k Argonautu, zatimco doprovodné vlakno je
z komplexu uvolnéno a v cytoplazmé podléha degradaci.

A konecné tfetim a poslednim krokem je navazani RISCu na sekvenci mRNA,
kterd je komplementarni k cil urcujicimu vlaknu siRNA. RISC poté ve vétsing
pripadi rozstépi patef mRNA mezi nukleotidy komplementarnimi k nukleotidim
s pofadovym cislem 10 a 11 v siRNA, coz ma za nasledek degradaci celé mRNA
cytoplazmatickymi enzymy.

Pro dvouvldknovy RNA virus to znamena jediné: kdyz se pokusi vyuzit
metabolismus bunky k replikaci a translaci své genetické informace, je jeho
mRNA pomoci komplexu RISC rozpoznana a odbourana.

U nékterych organismii (vétSina rostlin a hub a nékteré druhy bezobratlych)
bylo také pozorovano, Ze ptitomnost uz jen né¢kolika molekul dvouvlaknové RNA
zpusobi kontinualni a dlouhotrvajici degradaci cilové mRNA, takze veskera dalsi
mRNA, kterou virus vyprodukuje, je cilené degradovana. Tyto organismy jsou
schopny syntetizovat tzv. sekundarni siRNA, a to pomoci enzymu
RNA-dependentni RNA polymerazy, ktera diky komplexu RISC rozpozna mRNA
virového ptivodu a syntetizuje podle ni nové siRNA. Diky tomu je reakce dané
bunky proti cizi RNA ¢i DNA podstatné intenzivnéjsi, a navic nékteré organismy
(naptiklad hlistice ¢i vétSina rostlin) maji schopnost §ifit siRNA na nenakazené
butiky, které vytvoii komplex RISC jesté pied piichodem viru.®

Eukaryoticka bunka tedy vyuziva RNA interferenci jako obranu proti invazi
cizi RNA. Stejny mechanismus vyuziva burka také proti jednovlaknovym RNA
virim i DNA virim, protoze v jejich pfipadé je dvouvldknovd RNA jednim
z meziproduktl pii replikaci viru.”

6 Carthew, Richard W. and Sontheimer, E. J.: Origins and Mechanisms of miRNAs and
SiRNAs. Cell, 136(4), 642-655, 2009.
" Cullen, B. R.: The virology—RNA biology connection. RNA, 21(4), 592-594, 2015.
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RNA interference slouzi také jako obrana proti zaclenéni ciziho genu do
genomu buiky. Kdyz dojde k reverzni transkripci RNA do DNA hostitelské
buiiky, RISC komplex na zéklad¢ komplementarity dané DNA sekvence k siRNA
zajisti bud’to methylaci dané DNA nebo jeji namotdni na histony.® Tim je
cizorody gen oznacen, aby jej buika neptfepisovala na RNA. Zajimavosti je, Ze
dle odhadii je kolem 8 % lidského genomu tvofeno pravé sekvencemi
pochazejicimi z infeké&nich retrovird.®

Regulace vlastnich genu

RNA interferenci dokaze buiika vyuzit také pro regulaci vlastnich gent a to
prostfednictvim miRNA (obrazek 1B). Nejprve vznikne v jadru bunky
tzv. primarni miRNA (pri-miRNA), kterd je bud’to soucasti intront, nebo je
kodovana vlastni sekvenci DNA. pri-miRNA je jednovlaknova RNA dlouhd asi
1000 nukleotidh a obsahuje jednu az né€kolik vlasenek, jejichz stonek muze
obsahovat i nekanonické parovani nebo vyboulené smycky a ma délku okolo
33 part bazi koncova smycka pak okolo 10 bazi.

Enzymovy komplex zvany mikroprocesor dokaze vlasenky (zejména diky
jejich pomérné velké koncové smycce) rozliSit a odstépit od zbytku struktury,
¢imz vznikne tzv. pre-miRNA (nezaménovat s pri-miRNA). pre-miRNA vlasenka
jako v pfipadé virové dvouvlaknové RNA (obrazek 1B). Existuje totiz vice typa
komplexu Dicer, z nichz nékteré umi specificky rozpoznat dvouvlaknovou RNA,
jiné vlasenku pre-miRNA a né€které oboji (napiiklad savéi Dicer).

Komplex Dicer tedy rozstépi pre-miRNA vlasenku na dvousroubovici dlouhou
okolo 22 pard bazi tvofenou dvéma vlakny. Tato dvousSroubovice se poté
zakomponuje do pre-RISC komplexu, ve kterém se opét podle stability
koncovych pari rozhodne, které z vlaken se stane soucasti komplexu RISC
(miRNA) a které bude uvolnéno do cytoplazmy k degradaci (miRNA*). Komplex
RISC se muze pomoci miRNA navazat na komplementarni sekvenci mRNA
bud’to dokonalym parovanim, coz vede k degradaci mRNA rozstépenim patete,
nebo se nedokonalym péarovanim, coz vede pouze k zablokovani translace,
v nékterych piipadech také k deadenylaci nasledované degradaci mRNA.

Eukaryotické buiikky tedy pomérné elegantné vyuzivaji tyto mechanismy
k regulaci exprese vlastnich gent. Urcité pak neni udivujici, Ze geny kodujici
miRNA jsou dédicné.

8 Histony jsou proteiny, kolem kterych je DNA omoténa.
9 Griffiths, D.J.: Endogenous retroviruses in the human genome sequence. Genome Biol.
2(6), reviews1017.1-reviews1017.5, 2001.
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RNA interference ma tedy pro buiku dosti zasadni vyznam. Tento
mechanismus bychom mohli oc¢ekavat také u prokaryotickych organismd, které
rovnéZz potiebuji chranit sviij genom proti virovym (respektive bakteriofagovym)
infekcim, se kterymi se bézné potykaji. AvSak v téchto organismech piekvapivé
nebyl nalezen. Ukazalo se, ze u téchto organismt plni podobnou funkci, tzv.

CRISPR interference, ovSem zcela jinym mechanismem.
CRISPR interference

Mechanismus CRISPR interference zajistuje obranu proti cizi DNA ¢i RNA,
tedy pfedevsim proti bakteriofagiim a parazitickym plazmidiim)!® ve velké &asti
prokaryotickych bung&k (u 45 % bakterii a 84 % archei podle poslednich udajt).!?

CRISPR interference se sklada ze dvou zakladnich sloZek: i) CRISPR (zkratka
z anglického ,,clustered, regularly interspaced short palindromic repeats, coz by
se dalo prelozit jako shluky pravidelné prokladanych  kratkych
palindromatickych®? opakovéni) a ii) tzv. Cas genll (z anglického ,,CRISPR
associated genes®, tedy geny pfidruzené ke CRISPRu).

Jak uz napovida nazev, CRISPR se sklada z kratké palindromatické sekvence
v prokaryotické DNA, ktera se pravidelné¢ opakuje a vzdy mezi dvéma témito
sekvencemi lze nalézt tzv. ,Spacer” (obrazek 2). V genomu muize byt jedno
i n€kolik uskupeni CRISPR pti¢emz pak zpravidla ma kazdé své typické
palindromatické opakovani.

Opakovani, navzdory pfidomku ,,palindromatické” v nazvu CRISPR, nemusi
byt vZdy dokonale palindromatické a jeho typicka délka se pohybuje od 23 do
50 nukleotidd. Spacery pak piedstavuji klicovou c¢ast celého uskupeni. Kazdy
spacer je totiz jedine¢ny a jeho sekvence vzdy odpovida DNA (pfipadné RNA)
bakteriofaga ¢i plazmidu. Uskupeni CRISPR tak piedstavuje jakousi databazi
parazit, se kterymi se buiika uz setkala a CRISPR ji umoznuje se proti nim
ucinné branit. Navic je tato databaze soucasti DNA, takze je predavana
potomkim. Dodejme jesté, ze délka kazdého spaceru v ramci jednoho CRISPRu
je vzdy stejna. Napti¢ riznymi CRISPR byva ovSem pomérné variabilni (17 az
84 nukleotidd) a stejné tak byva u CRISPRG pomérné rozmanity pocet spacerl
a tedy i opakovani, od jednotek az po stovky, primérné pak 66 spacert. CRISPRu
ve veétSiné pripadi predchazi tzv. vedouci sekvence (leader sequence), coZ je
sekvence dlouha stovky nukleotidl s velkym obsahem thyminu a adeninu.

10 Marraffini, L. A., & Sontheimer, E. J.: CRISPR interference: RNA-directed adaptive
immunity in bacteria and archaea. Nat Rev Genet, 11(3), 181-190, 2010.

1 http://crispr.u-psud.fr/crispr/CRISPRdatabase.php

12 palindromatick4 znamena, Ze dana sekvence je stejna, at’ ji ¢teme popredu nebo
pozpatku — napiiklad ,,Jelenovi pivo nelej*.
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314 A
CRISPR cas geny

Obrazek 2. Znazornéni uskupeni CRISPR (opakovani Sed€, spacery barevné a ocislovany
1 az n), vedouci sekvence (Eern€) a Cas gent (oranzove€); upraveno dle Ref 6

Pokud se v DNA daného prokaryotického organismu nachazi uskupeni
CRISPR, nachéazi se tam téméf vzdy také Cas geny, a to do vzdalenosti
1000 nukleotidi. Tyto geny koduji proteiny potiebné pro CRISPR interferenci.
Cely systém se proto oznacuje jako CRISPR/Cas.

Exprese systému CRISPR/Cas a piisobeni proti parazitiim

Podle mechanismu, kterym probiha jejich exprese a obrana proti parazitim, se
systémy CRISPR/Cas d¢li do tii tfid. Rozdily spocivaji pfedevsim v konkrétnich
Cas proteinech a dalSich faktorech, které jsou zodpovédné za jednotlivé kroky

mechanismu. Princip celého mechanismu je ale podobny, proto ho vysvétlime na
CRISPR/Cas systému typu II (obrazek 3A).
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Obrazek 3. Mechanismus CRISPR/Cas systému typu II. A — exprese systému
a degradace virové DNA, kterd odpovida jednomu ze spaceri, B — ziskavani novych
spacerd; upraveno dle Ref. 13

13 Rath, D., Amlinger, L., Rath, A., & Lundgren, M.:. The CRISPR-Cas immune system:
Biology, mechanisms and applications. Biochimie, 117, 119-128, 2015.
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Nejprve je celé uskupeni CRISPR piepsano na RNA, tento transkript se
oznacuje jako pre-crRNA (tedy prekurzor CRISPRové RNA), a Cas geny jsou
prepsany a pielozeny na proteiny. Kromé toho je pfepsana také tzv. tracrRNA
(trans-activating crRNA), jejiz ¢ast je komplementarni s ¢asti palindromatického
opakovani z pre-crRNA a vytvofi s ni tak dvousroubovici. Dvousroubovice je
nasledné sestfizena enzymem RNasou III, ¢imz je pre-crRNA sestfihana na
mnoho molekul, z nichz kazda obsahuje pouze jeden spacer. Na 5-konci je navic
kazda tato molekula zkracena.* Tim vznikne crRNA (CRISPRova RNA).
Nasledné crRNA s navazanym zbytkem tractRNA vytvofi spolu s proteinem Cas9
komplex. Ten poté najde ve virové DNA sekvenci komplementarni ke spaceru
arozstépi ji. Komplementarita musi byt dokonald, sta¢i jedna odlisna baze
a virova DNA neni rozstépena.

Zajimavou otazkou je, jak dokaze tento systém rozlisit vlastni DNA (kde se
logicky v uskupeni CRISPR nachazi sekvence komplementarni ke crRNA) od cizi
DNA. Odpovéd je jednoducha, ve vlastni DNA jsou spacery ohrani¢eny z obou
stran palindromatickymi opakovanimi, coz umoznuje jeji elegantni rozliSeni.

Proti bakteriofagiim ¢i plazmidim, z jejichz DNA ma bunka spacery ve svém
CRISPRu, je tedy ucinné chranéna. Pochopitelné je ale tieba ziskdvat nové
spacery.

Ziskavani novych spaceri

Nové spacery bunka ziskava pomoci enzymu Casl a Cas2 (obrazek 3B).
Sekvence pro nové spacery nejsou vybirany nahodné, ale potencialni novy spacer
(tzv. protospacer) musi mit hned vedle sebe specifickou sekvenci dlouhou 2 az
3 nukleotidy (tzv. ,protospacer adjacent motif* — motiv v sousedstvi
protospaceru). Teprve tehdy je enzymy rozpoznan. Novy spacer je pak zaclenén
na konec CRISPRu vedle vedouci sekvence. U nékterych prokaryot bylo také
zjisténo, ze CRISPR se novymi spacery nezvétSuje donekonecna, ale pii dosazeni
urcité délky jsou ty nejstarsi spacery odstépovany pryc.

Ve srovnani s RNA interferenci je tedy CRISPR interference o néco méné
,,pohotova“, protoze parazitickhi DNA musi byt nejprve zaclenéna do CRISPRu,
aby CRISPR/Cas systém mohl poskytnout bufice ochranu.

Vyuziti RNA v mediciné

Pfi Cteni tohoto seridlu vas mozna napadlo, Ze nékteré z procesii, které
probihaji na urovni RNA, by bylo mozné vyuzit v diagnoéze ¢i pii 1écbé nemoci.
V soucasnosti opravdu probihd vyzkum takovychto moznosti diagnozy i terapie.

14 Jakym enzymenm, ¢i snad mechanismem, neni zatim znamo.
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Vyuziti RNA v diagn6ze onemocnéni

Velky potencial v diagnéze onemocnéni ma v soucasné dob¢ vyuziti miRNA.
Po objevu miRNA a pochopeni mechanismu jejiho ptisobeni bylo zjisténo, ze jeji
nespravna produkce (pfili§ mnoho ¢i pfiliS malo) je pfi¢inou mnoha nemoci,
napiiklad nékterych druh rakoviny ¢i nékterych neurodegenerativnich ¢i
kardiovaskuldrnich onemocnéni. Kromé toho 1ze miRNA molekuly vzdy najit
v krevnim obéhu i v dal$ich télnich tekutinach, kam se z bunék uvolnuji. Uvedena
onemocnéni se tak zpravidla projevi zménou hladiny miRNA, pficemz konkrétni
onemocnéni je vétsinou spojeno s konkrétni miRNA.
Proto se nyni zkouma, zda by hladina konkrétni miRNA nemohla slouzit jako
spolehlivy ukazatel prubéhu urcitého onemocnéni v organismu a nahradit tak
nékteré soucasné invazivni metody.*®

Vyuziti RNA v terapii onemocnéni

V soucasné dob¢ je nejvice zkoumano vyuziti RNA interference k cilenému
tlumeni translace pozadovanych genti ¢i k naprave Spatné funkce miRNA a velka
pozornost je vénovana moznosti vyuziti systému CRISPR k tipravé DNA in vivo.

Vyuziti RNA interference

Lécivo zalozené na RNA interferenci (zkracené RNAi 1é¢ivo) je schopno

cilené tlumit translaci pozadovaného genu, nahradit nefunkéni miRNA ¢&i
eliminovat nadmérnou produkci miRNA. Mohlo by najit vyuziti v nasledujicich
pfipadech:
Zaprvé, existuji dédi¢nd onemocnéni, pfi nichz organismus syntetizuje defektni
protein, pro ktera v soucasnosti neexistuje ucinnd 1é¢ba (napt. Pachyonychia
congenita). RNAi 1é¢ivo by pak mohlo zabranit syntéze dan¢ho proteinu. Dale
bylo prokazano, ze néktera onemocnéni jsou zpusobena Spatnou produkci
miRNA. Nedostate¢nou funkci miRNA lze nahradit, a naopak nadbytecnou
miRNA Ize selektivné vazat na komplementarni sekvence. A konecné
V soucasnosti neexistuje u¢inna terapie proti mnohym virfim, napf. Ebola.’8 RNA
interference mize vyvolat cilenou degradaci virové mRNA a tim virus zahubit.

Vyzkum RNAI 1éCiv probiha pomérné intenzivné uz od roku 2005. Klinické
testy ovSem nedopadly dobfe, ucinnost 1éCiv byla mald a nezadouci ucinky
znacné. Hlavnim divodem bylo, ze se siRNA (¢i jejich prekurzory) podévaly
pfimo do krevniho obé&hu, takZze mély mnoho moznosti interferovat s jinymi

15 Esteller, M.: Non-coding RNAs in human disease. Nat Rev Genet, 12(12), 861-874,
2011.

16 resp. neexistovala, dnes je k dispozici latka GS-5734 vyvinutd Gilead Pharmaceuticals -
Warren, T.K. et al.: Therapeutic efficacy of the small molecule GS-5734 against Ebola
virus in rhesus monkeys. Nature, 531(7594), 381-385, 2016
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genovymi sekvencemi, nez na které byly cilené. Od té doby vSak doslo ke
zna¢nému pokroku v oblasti doruCovani ucinné latky do pozadované tkan€.
Konkrétné se vyuzivd zapouzdieni do lipidovych nanocéstic, konjugath
z N-acetylgalaktosaminu nebo dynamickych polykonjugati.

Od roku 2012 proto nastala tzv. druhd vlna klinického testovani RNAi 1éciv.
V soucasnosti probiha klinické testovani vice nez 20 1é€iv, z nichz mnoha jsou jiz
ve fazi IIl. Z testovanych léCiv uvedeme ty nejnazornéjsi piiklady (aktualni
a kompletni vycet viech testovanych 1é¢iv lze nalézt v ptehledovém ¢lanku?’).

Prikladem pouziti RNAI 1éCiv je napiiklad velmi vzacné dédi¢né onemocnéni
ktize Pachyonychia congenita.'® Je zpiisobeno mutaci jednoho z gentl pro keratin
a vznikajici defektni keratin zpusobuje vznik velmi bolestivych puchyiti zejména
na dlanich a chodidlech. Védciim se podatilo syntetizovat siRNA, ktera cili pouze
na zmutovany gen, takze je tlumena translace pouze defektniho keratinu. Lidsky
genom obsahuje kromé tohoto genu vice nez 20 dalSich genti pro keratin, takze
eliminace defektniho keratinu je bez problémid kompenzovana. Lécba byla
Uspéiné otestovana na jedendcti pacientech a prosla fazi Ib klinického testovani.*®
V soudasnosti se optimalizuje zp@isob aplikace siRNA do postizené tkang.?

Dale je v I fazi klinického testovani 1ék proti hemofilii.?* Hemofilie je
recesivné dédi¢na porucha srazlivosti krve zptisobena nedostate¢nou produkci tzv.
koagulaénich faktori. RNA interference samoziejmé nedokaze opravit poskozené
geny, zpusobujici nedostatek koagulacnich faktord v organismu. Védci se ale
vydali jinou cestou. Lidsky organismus potiebuje kromé koagula¢nich faktort
i antikoagula¢ni faktory, které s nimi museji byt v rovnovaze. Protoze je
koagulaénich faktorG u hemofilickych pacienti nedostatek, vyvinuli védci RNAi
1é¢ivo snizujici hladinu antikoagulac¢niho faktoru antitrombinu. U takto lécenych
pacientl byl zaznamenan pokles hladiny antitrombinu na tfetinu a vzestup hladiny
trombinu na trojnasobek.

RNAI 1é¢iva jsou nyni vyvijena jak proti nékterym typim rakoviny, tak proti

virim hepatitidy B a C, kde jiz byla ukonéena faze I klinickych testdi, a proti
Ebole, kde klinicka faze I teprve probiha.

17 Bobbin, M. L., & Rossi, J. J.: RNA Interference (RNAi)-Based Therapeutics: Delivering
on the Promise? Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol., 56(1), 103-122, 2016.

18 v roce 2014 byl v CR identifikovan prvni pacient této choroby - Jirdkova A, et al.: First
case of pachyonychia congenita in the Czech Republic. Dermat. Therapy, 8, 2014.

19 http://www.pachyonychia.org/clinical _trials_studies.php

20Zakrewsky M., Kumar S., Mitragotri S.: Nucleic acid delivery into skin for the treatment
of skin disease: Proofs-of-concept, potential impact, and remaining challenges. J. Control
Release, 219, 445-456, 2015.

2 Margaret, V., & Ragni, M. D.: Targeting antithrombin to treat hemophilia. NEJM, 14(1),
389, 2015.
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Uprava DNA pomoci systému CRISPR/Cas

Systém CRISPR/Cas ma jedine¢nou vlastnost: dokaze rozstfihnout DNA
dvousroubovici v misté, kde je sekvence piesné komplementarni k crRNA.
Systém typu II je navic jedine¢ny tim, ze k rozstfizeni DNA potiebuje pouze
crRNA, tracrRNA a protein Cas9. Proto se védci rozhodli vyuZzit tento systém
z bakterie Streptococcus Pyogenes k cilenému rozsttizeni DNA v pozadovaném
misté. Syntetizovat RNA s pozadovanou sekvenci neni v souc¢asné dob& problém,
a poté, co ji védci vpravili na misto crRNA, systém skute¢né vykonaval
pozadovanou ¢innost.

Buniky maji navic mechanismus, kterym prestiizenou DNA opravuji, a to
podle ur€itého vzoru. Kdyz se tedy spolu se systétmem CRISPR/Cas9 ptidaji
vhodné DNA sekvence, buika je pouZije pii opravé jako vzor a zacleni je tak do
své DNA.

V roce 2013 se védciim podafilo takto Gspésné upravit DNA v mnoha zivych
organismech (napf. kvasinky, tabak, pSenice, ryze, mys, kralik, ryba rodu danio ¢i
74ba).?? Loni v dubnu (2015) &insti védci oznamili, Ze se jim podafilo editovat
DNA také v lidskych embryich, z etickych dfivodii ovem neZivotaschopnych.?®

Védci tak maji k dispozici mocny nastroj, ktery velmi pravdépodobné bude
V budoucnu schopen upravovat DNA také v lidském organismu. I kdyZ je tieba
urazit jesté dlouhou cestu vyvoje, znamena to velkou nadéji pro pacienty trpici
dédi¢nymi chorobami. DNA se $patnym mutantnim genem bude mozné nahradit
zdravym genem. Zaroven je ale tfeba myslet na velkou zneuzitelnost, proto
pokusy c¢inskych védci vyvolaly velkou debatu mezi védci. Nakonec letos
v inoru (2016) britsky Utad pro lidskou fertilizaci a embryologii (UK Human
Fertilisation and Embryology Authority) jako prvni na svété povolil pouziti
technologie CRISPR/Cas9 pro tpravu genomu lidskych embryi.?* Brititi védci
planuji editovat geny, které jsou aktivni v prvnich nékolika dnech po fertilizaci,
a tim zkoumat pfic¢iny neplodnosti. Po sedmi dnech budou embrya znic¢ena.

22 Sander, J. D., & Joung, J. K.: CRISPR-Cas systems for editing, regulating and targeting
genomes. Nature Biotechnology, 32(4), 347-355, 2014.

2 Liang P., et al.: CRISPR/Cas9-mediated gene editing in human tripronuclear zygotes.
Proteins & Cells, 6(5), 363-372, 2015.

2 Callaway, E.: UK scientists gain licence to edit genes in human embryos. Nature, 530,
18, 2016.
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Zavér
Je vidét, 7e naSe ,Popelka RNA*“ jiz rozlouskla nekolik ofiskti® a jen
budoucnost ukaze, kolik jich ma jesté v zaloze — co vSechno dokazou metody

zalozené na RNA zménit v naSem chéapani organismil, v 1é¢b¢ genetickych chorob
i v biotechnologiich. Jisté je, Ze to jesté bude velmi zajimavé. :0)
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