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Abstrakt

Materialy pfipravené v ramci této prace predstavuji jednoduché pokusy s proteiny a tvorbou
vlastnich bilkovin, respektive jejich modelt. Jejich originalita a dobry aktivizacni potencial
spocivaji pfedevSim v tom, ze si studenti vlastnima rukama pfipravi model zadaného proteinu a pii
tom vyuZivaji znalosti principi hlavnich mezimolekulovych interakci. Materidly byly také
pfipravovany tak, aby odpovidaly soucasnym trendim v piirodovédném vzdelavani, zahrnuji hlavni
prvky badatelsky orientované vyuky. Pfinos materidlli pro osvojeni uciva struktury proteinti byl

ovéfovan na nékolika stfednich skolach.
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Abstract

Materials prepared within this rigorous thesis include simple experiments with proteins and some
hands-on activities with protein folding using toobers (protein models). Their originality and strong
activation potential consist in creating a protein structure by students own hands. Students have to
apply knoledge, how main intermolecular interactions work. Materials were also prepared to respect
the contemporary tendencies in science education, they contain the main principles of Inquiry Based
Science Education. Their efectivity for acquiring protein structure curriculum was tested in several

secondary schools.
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1 Uvod

Tato rigordzni prace navazuje na moji diplomovou praci Nové materialy na podporu
vyuky biochemie, Proteiny [1], v niz jsem zpracovavala téma aminokyseliny a proteiny
prevazné teoreticky. V této praci byly pfipraveny materidly na laboratorni vyuku
biochemie. Vénuji se v prvni fad¢ struktutfe proteind, jejich sklddani a denaturaci. Pro
pfibliZzeni struktury proteinli byly vyrobeny zjednodusené modely, na nichz je patrna
hlavné terciarni struktura proteinti a interakce postrannich fetézcti aminokyselin, které ji
vytvareji. Modely byly pfipraveny podle origindlnich modelti mini toobers, které se
v zahraniéi pouzivaji, v Ceské republice viak nejsou k dostani. Pro vysvétleni
denaturace proteind byl pouzit hydrofobni pisek, jehoz chovani ve vodé€ a v nepolarnich
rozpoustédlech pfipomind reakci proteinti na ptfitomnost hydrofobniho rozpoustédla,
které je denaturuje. Hydrofobni pisek najde vSak své misto 1 v jinych oblastech vyuky
chemie, napf. pti vysvétlovani slabych vazeb nebo polarity latek.

Laboratorni ulohy, které byly pfipraveny pro tuto praci, se fidi zdkladnimi pravidly
badatelsky orientované vyuky. Tato metoda je bézné pouzivand v zahrani¢i, posledni
dobou se zac¢ind objevovat 1 v Ceskych Skolach. Badatelsky orientovand vyuka klade
velky diiraz na samostatnou c¢innost studentli, uceni probihd podle nésledujiciho
schématu — badatelska otazka; hypotéza; experiment, nebo jiné badani; zaver (pficemz
proces neni takto linedrni, mize se vracet k predchozim bodim, opakovat je nebo
preskakovat). Studenti nepracuji podle pfedloZzeného navodu, praci si organizuji sami.
Laboratorni ulohy byly testovany na nckolika stiednich Skolach, jejich efektivita byla
hodnocena podle testil, které studenti fesili pfed a po absolvovani laboratornich praci.
Na zéakladé¢ testovani byly materialy upravovany a ptipravovany pro poskytnuti ucitelim

na nasich stiednich nebo zakladnich Skolach.



2 Cile rigorozni prace

1. Posoudit pfinosy a uskali badatelsky orientované vyuky na zaklad¢ ceské
1 zahrani¢ni literatury.

2. Vytvofit materidly k laboratornim pracim na téma proteiny, které pracuji
s dostupnym materialem a splituji pozadavky na moderni vyuku pfirodovédnych
pfedméti. Materidly poskytnout ulitelim napf. na internetovém portalu

www.studiumchemie.cz.

3. Otestovat tyto materidly na stiednich skolach.


http://www.studiumchemie.cz/

3 Teoreticka cast

3.1 Soucasné pojeti vyuky prirodovédnych predmétii
3.1.1 Vyvoj vyuky prirodovédnych predmétii od 2. poloviny minulého
stoleti

Od druhé poloviny 20. stoleti se velmi rychle rozviji véda a technika a obsah uciva
v ptirodovédnych prfedmétech stejné rychle nartstd. Dalsi a dalsi teoretické poznatky
anova fakta zacala postupné vytésiiovat experimentalni ¢innost ve Skolach. Studenti
reaguji tak, Ze hodnoti pfirodovédné predméty jako nejméné oblibené a pfilis tézké [2].
Vysledky ptirodovédného vzdélavani se zhorsuji. Prestoze bylo prokazano, ze Cesti
studenti maji osvojeno mnoho ptirodovédnych poznatkl a faktd, nedokdzou samostatné
uvazovat o védeckych problémech, navrhovat hypotézy, klast otdzky, sméfovat
samostatné svoji praci k objevovani novych informaci, formulovat zavéry
a interpretovat zjisténa data. Jednoduse feceno, neuméji své védomosti uplatnit, neumg;ji
napt. feSit ulohy s prfesahem do jiného oboru [3, 4]. Tato zjiSténi vyplyvaji
1 z mezinarodnich Setfeni TIMSS a PISA [5, 6].

Rémcovy vzdélavaci program (dale jen RVP) pro stiedoskolské vzdélavani, tedy
zavazné kurikulum pro Ceskou republiku, v§ak tyto dovednosti vyzaduje: ,,Smyslem
vzdélavani na gymndziu neni pfedat zakim co nejvétsi objem dilCich poznatkt, fakt
a dat, ale vybavit je systematickou a vyvazenou strukturou védéni, naucit je zatazovat
informace do smysluplného kontextu Zivotni praxe a motivovat je k tomu, aby chtéli své
védomosti a dovednosti po cely zivot dale rozvijet. To piedpoklada ..... uplatiovat
metody podporujici tvotfivé mysleni, pohotovost a samostatnost zaku...* [7]. RVP zavadi
mimo jiné tyto klicové kompetence, které by si mél student na gymnaziu osvojit:
kompetence k uceni, k feSeni probléml, kompetence komunikativni, socidlni
a personalni.

Otazkou je, jak osvojeni téchto kompetenci a naplnéni uvodnich pozadavkli RVP
dosédhnout. Zdali je tradi¢ni pfevdzné frontalni pojeti vyuky, zaméfené predevSim na
pfedavani hotovych poznatkt, které maji studenti jen pasivné pfijimat, schopné tyto cile

naplnit.
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Mnozi autofi povazuji tento typ vyuky v soucasnosti za nedostatecny. [2, 3, 8 — 12].
Zékladem moderni vyuky je aktivni Gcast student. Ucitel by mél pii hodinach hlavné
poskytnout studentiim prostor pro jejich samostatnou c¢innost, mél by ji spiSe
usmérnovat a podporovat nez fidit. M¢l by hlavné vyuzivat nebo vytvaret vhodné
materialy pro samostatnou praci studentii. Studenti by naopak méli pii hodinach daleko
vice spolupracovat, méli by rozvijet praktické dovednosti, ucit se kriticky myslet.
Vyuka ptirodovédnych predméti by se také méla zamétit na metody vyzkumné prace.
To zahrnuje kladeni otdzek, planovani a peclivé provedeni experimenti, vyhodnocovani
a prezentace vysledkl [2]. Vyuka vSak stdle musi byt vysoce efektivni, protoze, jak jiz
bylo zminéno, objem pfedavanych informaci nartistd. Moderni ptistupy k uceni stavéjici
na samostatné ¢innosti studentti se vSak zdaji byt efektivnéjsi nez tradi¢ni vyuka [13].
K podobnym zévérim dochazeji nebo uz pied mnoha lety dosli také pedagogové
v zahrani¢i. Napt. ve Spojenych statech americkych zacali uz v 60. letech minulého
stoleti zavadét do vyuky nové pfistupy k ptirodovédnému vzdélavani, konkrétné tzv.
Inquiry Based Science Education (v cestiné je tento pojem piekladan volné jako
badatelsky orientovand vychova, didle BOV). Koncem minulého stoleti bylo Inquiry
Based Science Education dokonce zatazeno do narodniho kurikula Spojenych stata [3].
Podobné je tomu i v mnoha statech Evropy. Napt. Zprava z mezinarodni konference
o zavadéni Inquiry Based Science Education na stiednich Skoldch popisuje stejné
problémy tradi¢ni vyuky ve Velké Britanii, jaké pozorujeme u nas. Podle této zpravy se
1 britsti studenti prestavaji zajimat o ptirodovédné predméty, povazuji je za nezajimavé
a nudné, vétdina z nich se jimi nechce zabyvat v budoucnosti. Céste¢né to mize byt
zpusobeno malym podilem praktické Cinnosti ve vyuce, nebo pievazujici frontalni
vyukou, pfed niZ studenti tidajné upiednostiiuji skupinovou praci. Zprava také uvadi,
k ¢emu by vyuka ptirodovédnych predmétii méla smétovat (plati pro Velkou Britanii,
ale k podobnym zavérim dochazi napt. i Nezvalova [8] a dalsi autofi v Cechach):

* porozumét zékladnim védeckym mysSlenkdm a teoriim

» porozumét podstaté védy, védecké praci (jit cestou od nezndmého, od otazek, na

néz teprve studenti musi hledat odpovéedi)
* naucit se ziskavat a pouzivat védecké ditkkazy
» ziskat dovednosti pro celozivotni vzdélavani

* naucit se komunikovat odbornym jazykem v psané i mluvené podobé
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Podle této zpravy je pravé Inquiry Based Science Education vhodnym prostfedkem pro
dosazeni t&chto cilti [9]. V Ceské republice neni tato metoda (v &eském prostiedi BOV)
jeste tolik pouzivana jako v zahrani¢i. Nicméné 1 u nés se jiz objevuji rizné projekty na
jeji pfiblizeni uciteliim a hlavn€ na pfipravu materialti pro vyuku (napi. projekt Véda
neni z4dnd véda [14]). Kvalitni pfiprava na badatelsky zamétené hodiny je totiz klicova
pro uspech takového vyucovani.

Zajimavé je, ze zminky o badatelské a problémové metodé (ktera je postavena na
podobnych principech jako BOV) najdeme i ve starSi Ceské literatufe. Pachman ve své
ucebnici Obecna didaktika chemie z roku 1981 dokonce povazuje tyto metody za velmi
uzitené a ve vyuce zadouci. Vedou totiz k podnécovani aktivity, samostatnosti
a tvorivosti studentti. Pachman dokonce uvadi, ze zjiStujici pokusy (pfi nichz student
ziskava nové poznatky; mezi né zatazuje i badatelské a problémové tlohy) jsou pro
uceni studentl hodnotnéjsi nez pokusy dokladajici (ty upeviiuji probrané ucivo) a mély
by byt ve vyuce upfednostiiovany. Soucasné vSak cituje studie, které dokladaji, ze uz
koncem minulého stoleti pievazovalo ve Skolach stereotypni frontalni vyucovani a napf-.

samostatné praci studentll nebyl vénovan témét zadny cas [15].

3.1.2 Hlavni myS$lenky badatelsky orientované vyuky

Na uvod piiklad jedné badatelské tlohy z projektu Véda neni Zadnéd véda: Jak
vyéistit Spinavou vodu? Uloha, kterou zvladnou i déti v prvni t¥idé ZS. Dostanou
nadobu se zakalenou vodou, mnoho rizného materiadlu na tvorbu filtrai, nejdiive
diskutuji o problémech znecisténi vody a rtiznych typech znecisténi a pak uz sami

tvoii vSelijaké filtry a porovnavaji jejich schopnost Cistit vodu [14].

BOV vznikala jako protiklad k tradi¢nimu vyucovani, v némz je student piijemcem
poznatktl pfedavanych a striktné formulovanych ucitelem.

Zakladem BOV je konstruktivisticky pfistup k uceni. Ten piedpoklada, Ze pii uceni si
student aktivné stavi vlastni strukturu poznani zavislou na vlastnim porozumeéni. Vlastni
porozuméni se vSak odviji od ptedchozich zkuSenosti a vé€domosti a zaroven se
porozuméni a struktura pozndni Casem méni, upravuje se s novymi zkuSenostmi
a védomostmi. Dal$im vyznamnym c¢initelem pfi tvorbé poznatkové struktury je

interakce s okolim. Kazdy student si tedy poznani konstruuje samostatné a jedinecné
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a jeho poznani je velmi ovlivnéno prostfedim, ve kterém zije. Na rozdil od tradi¢niho
vyuCovani si pii konstruktivistickém pfistupu student neosvojuje jiz hotové poznatky,
ale nové skuteCnosti sdm objevuje [8, 16]. Aktivni zapojeni studentd je hlavnim rysem
modernich zplsobl vyucovani a tim, co je od tradi¢ni vyuky odliSuje. Gallagher-Bolos
a Smithenry v knize Teaching Inquiry-Based Chemistry popisuji, Ze uceni je efektivni
jen tehdy, kdyz se studenti vyznamné podileji na vyuce. KdyZ jsou zodpovédni za svoje
uceni, kdyz si svoje ¢innosti sami organizuji, u€itel jejich praci nefidi, ale spise je pfi ni
provazi [17].

Ucitelé¢ si také od badatelského pristupu k uceni slibuji to, Ze studenti budou daleko vice
motivovani k praci. Motivovat by je mély zajimavé, peclivé piipravené ulohy, ale
hlavné vlastni ¢innost a opravdové porozumeéni zkoumanému problému (na rozdil od
tradi¢niho pfistupu vyu€ovani, kdy je hlavni motivaci Gspéch pfi testovani naucenych

znalosti) [18].

Badatelsky orientovana vyuka by méla v podstaté simulovat proces védeckého badani.
Ten mé nékolik zakladnich wrovni, které se objevuji i v badatelsky orientovanych
ulohach:
1. Seznameni s jevem, ktery bude zkouman. Seznameni mize byt uskute¢néno
formou badatelské otazky (Napt. Dokazali byste vycistit takto zakalenou vodu?
[14]), ptibe¢hu, demonstracniho pokusu, problém vSak mlze vzejit i pfimo od
studentli. Dilezité je, aby dany problém daval studentim néjaky smysl, aby mu
porozuméli. Otazky by proto mély vychdzet z toho, co studenty zajima, co je
obklopuje, co n¢jak ovliviiuje jejich zivot (piiklad z knihy Jak nevyhodit Skolu
do povétii: ,,To je hezky, ze vis, ze vzduch je smées, Markéto. Jak mi to ale
dokéazes?* [19]).
2. Prizkumna cast. V ptirodovédnych predmétech se jedna prevazné o vymysleni
a provadéni experimentl, shromazdovani dat. Do této Casti vSak patii také
vyhledavani informaci at’ uz v literatufe, nebo na internetu, nebo vyuzivani
predchozich znalosti a propojovéani je s novym tématem pomoci pracovnich
listh, ucitelovych otazek atd..
3. Vyhodnocovani vysledktl, zaveéry, shrnuti. Tato ¢ast je nejdilezitéjsi a studentiim

bude zpocatku Cinit nejvetsi potize. Pti badatelsky orientovanych tlohach by se
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totiz mé¢li naucit samostatn¢ vyhodnotit své pokusy, svoje badani. Méli by byt
schopni rozhodnout, které vysledky jsou podstatné, co vlastné svymi pokusy
zjistili, co se naucili. M¢li by se postupné také ucit prezentovat své vysledky
a zavéry pred SirSim publikem (nejcastéji pfed svymi spoluzaky) a méli by byt
schopni o nich diskutovat.
Tento proces neni linedrni. Pfi provadéni pokusli mohou studenti zjistit, Ze jim chybi
n¢jaka dulezitd data, ktera musi jest¢ vyhledat. Pfi prezentaci vysledkd a zavéru se
mohou dostat do rozporu se svymi spoluzdky a dojit k tomu, Ze nékteré pokusy bude
nutné provést znovu, nékteré vysledky mohou vést k novym badatelskym otdzkam.
Béhem vSech fazi vyuky (badani) by méli studenti dostat prostor pro diskuzi.
Komunikace s ostatnimi je ve védeckém prostiedi (stejné¢ jako kdekoliv jinde ve
spole¢nosti) naprosto nezbytnd, studenti by se proto méli ucit diskutovat, rozebirat svoje
pokusy, vysledky, svoji praci. Dal§im dulezitym prvkem pifi BOV je spoluprace.
Badatelské ulohy (a to se netyka jen laboratornich praci) by méli studenti feSit ve
skupinach a ne samostatné. Cilem je ziskat komunikacni dovednosti, umét s ostatnimi

spolupracovat a ne jen soutézit [18].

Podle konstruktivistické teorie (na niz je badatelské uCeni postaveno) si tedy student
vytvaii svoji predstavu o fungovani svéta sam na zakladé svych predchozich zkuSenosti
a znalosti. Cilem BOV je navodit takové problémy, pokladat takové otazky a poskytnout
takové ucebni prostiedi, aby student mohl védeckym zakonitostem spravné porozumét
a to pomoci vlastni ¢innosti, tedy diky novym zkuSenostem. Aby mohl upravit svoje
predchozi chapani, pokud nebylo zcela spravné, nebo aby si mohl nové znalosti spravné
zabudovat do svych ptedchozich myslenkovych struktur. Smyslem je, aby student
védeckym principim porozumél (tak, jak je na své mentalni Grovni schopen
porozumeét), aby pouze nepiejimal fakta, kterym nerozumi nebo rozumi ne zcela
spravné. Proto se pii BOV klade dlraz na to, aby student sam formuloval hypotézy, sam
napf. predpovidal, jak jeho experiment (ktery si samostatné naplanuje) dopadne, a aby
po vyhodnoceni vlastniho badéani (at’ uz praktického experimentovani nebo teoretického
vyhleddvani a shromazd’ovani informaci) svoje hypotézy piechodnotil. Role studenta pii
BOV je upln¢ jind nez pii tradi¢nim zpiisobu vyucovani. Musi se na vyuCovacim

procesu velmi aktivné podilet, musi si klast otazky, spolupracovat s ostatnimi,
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experimentovat, promyslet svoji ¢innost a ne jen postupovat podle ndvodu, ktery
zapsat a pak se slovo od slova naucit. Studenti se proto musi postupné ucit jak
badatelsky pracovat. Neni mozné pocitat s tim, Ze budou schopni hned na zacatku fesit
uplné¢ samostatné slozité badatelsky orientované ulohy. Ucitel je na to musi postupné
piipravovat, pokud chce, aby byli nakonec schopni sami naplanovat pokus, provést ho,
uveédomit si, co vlastné méli zjistovat, pokus vyhodnotit a své vysledky prezentovat.
BOV ma riizné Grovné liSici se zapojenim a samostatnou ¢innosti studentti. Ty také

ukazuji, jak je mozné pfejit z tradi¢niho zptsobu vyuky na BOV (viz Tab. 1).

Tab. 1 Urovné samostatné ¢innosti studentii

Leva cast tabulky ukazuje nejnizsi Groven samostatné Cinnosti studentll (v podstaté
tradi¢ni vyuku), v pravé casti vidime stav, do kterého se BOV snazi dospét. Student je
schopen samostatn¢ si klast otazky, shromazd’ovat data, formulovat objasnéni svého
badani (upraveno podle [8]).

Mira Mira zapojeni studenta stoupa smérem
_ Nizka (ucitel je _ Student Fidi
samostatnosti o doprava, ucitel se stava spisSe
hlavni Cinitel) své uceni sam.
studenta pravodcem.
Student se Student je Student si vybira
Vyzkumné o ‘ Student je
zapojuje do upravuje z nabidky, nebo
otazky o . . tvofi sdm.
jejich fesend. a objasnuje. otazky tvofi sam.
Ucitel ' Shromazd’uje
Student je
predklada student
Data samostatné Vyhledava student.
navod, jak data ‘ a hleda v nich
analyzuje.
analyzovat. dukazy.

Poskytuje ucitel, Student formuluje = ShromaZzd'uje

Diikazy Poskytuje student hledd  objasnéni na zakladé¢ a formuluje
a objasnéni ucitel. souvislosti mezi predlozenych student
nimi. dikazi. samostatng.
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Badatelsky orientované ulohy mohou byt zaméfené na stejnd témata jako klasické
laboratorni prace (napt. dikazy kationt kovil). Jejich zadani je vSak naprosto odliSné.
Studenti nedostavaji ndvod, jak maji pfi své praci postupovat. Musi si postup své prace
vymyslet sami. Na zacatku stoji otazka, napt.: Jak objevit nebezpecné latky rozpusténé
ve vode? Studenti pak pomoci otazek a ukoll, které jim ucitel pfipravil, nebo také
pomoci literatury zjist'uji, jaké jsou rtizné metody pro analyzu neznadmych roztoki.
Ucitel jim pro jejich pokusy poskytne material, laboratorni pomucky, pracovni listy,
pomoci riznych otazek je miize nasmérovat, ale postup své prace, svoje experimenty
a jejich vyhodnoceni si studenti vymysleji sami. M¢li by tak v kazdé fazi své Cinnosti
veédeét, co delaji a pro€ to dé€laji [14]. Tim, ze studenti sami navrhuji metody feSeni
problémt, piiblizuji své uceni védeckému badani.

Prace s literaturou je pii badatelskych aktivitach také jind nez pti bézné vyuce. Studenti
vyhledavaji informace, které potfebuji pro piipravu, provedeni nebo vysvétleni
vlastnich experimentli. Hledaji odpovédi na konkrétni otdzky, které si mnohdy sami
pokladaji. UCi se pracovat s literaturou efektivné. Diky tomu, Ze jim ucitel vSechno hned

neprozradi, zji$t'uji, Ze to bez dalSich zdroji mnohdy nejde [14].

3.1.3 Problémy spojené se zavedenim BOV do vyuky

BOV se zda byt dobrym feSenim soucasné krize ptirodovédného vzdélavani [4].
Pozitivni efekt na vyuku potvrzuje mnoho studii. Napt. vyzkum Ryplové a Rehakové
(Implementace BOV do vyuky na zakladnich Skolach) potvrzuje zvySeni zajmu
o probiranou latku i vyssi uspésSnost v testu u studentli vyucovanych touto metodou
oproti studentiim, ktefi absolvovali klasickou vyuku daného tématu [20]. BOV je
zalozena na rozvijeni kompetenci k feSeni problémt, tvorivého mysleni, schopnosti
neustdle se ucit a objevovat nové véci. Zapojeni studenta do objevovani novych
poznatkil, typické pro tento pfistup k u€eni, by mélo vést k jejich hlub§imu porozuméni
[8].

Nékteré studie vSak nejsou tak optimistické k zavadéni BOV do $kol. Ctrnactova,
Cidlovd a kol. zkoumaly uroven chemickych dovednosti &eskych studenti ZS
a gymnazii nutnych pro absolvovani BOV. Pro uspésné zaclenéni badatelsky
orientovanych tloh do vyuky totiZ nestaci, aby byli dobie pfipraveni ucitelé a vyukové

materidly. I pro studenty bude zpocatku narocné pracovat bez presnych navodu, tvoftit
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vyzkumné otazky, vyhledavat informace v rGznych zdrojich a kriticky je hodnotit,
formulovat a prezentovat zavéry. Autorky této studie zjistily, Ze naSi studenti nejsou
dostate¢né piipraveni na feSeni badatelsky orientovanych uloh. Hlavni problém zjistuji
v neschopnosti studentidl propojit chemické znalosti s jinymi pfedméty a b&znym
zivotem [10]. BOV vSak poméha studentim pravé tyto dovednosti ziskat. Proto je
vhodné zalletiovat badatelsky orientované ulohy do vyuky pravidelné, zainat od
jednodussich a pripravovat studenty na tento styl uceni i v béznych hodinach. UC¢it je
klast otazky a navrhovat mozné zpiisoby feSeni problém, nechat je zapisovat vlastni
teorie o probiranych jevech, skupinové fesit jednoduché tkoly [2].

Dal$im problémem pii zavadéni badatelsky orientované vyuky do Skol budou jisté
naroky, které¢ tato metoda klade na ucitele. Nejde jen o pfipravu materiala a vétsi
¢asovou naroc¢nost. Badatelsky orientované projekty nebo laboratorni prace se naptiklad
nesnadno kontroluji a hodnoti. Nékteré¢ ucitele mize také odrazovat to, ze vysledek
prace studentli je nejisty. Muze se stat, ze vlibec nedojdou tam, kam si ucitel pii
pripravé materidlu predstavoval. Ze svych vysledkit mohou také studenti vyvodit Spatné
zavery a zafixovat si je [11]. S tim v8§im v8ak musi ucitel pocitat, zafazovat badatelské

ulohy postupné, praci se studenty rozebirat, nechat je se ptat a diskutovat.

V zahranic¢ni literatute se vyskytuji prace, které efektivitu BOV vyslovené zpochybiiuji.
Kirschner a kol. zkoumaji ucebni metody zaloZené na konstruktivistické teorii (BOV,
problémové vyucovani, uceni objevovanim a dalsi) z hlediska lidskych poznavacich
mechanisml (kognitivniho systému). Na lidském uceni se podili jak dlouhodoba, tak
pracovni pamét’. Pracovni pamét’ ma velmi malou kapacitu a vydrz. Vyuka zalozend na
minimalnim vedeni (pokud si maji studenti praci organizovat vice méné¢ sami) klade
ptili§ velké naroky na pracovni pamét. Pracovni pamét je natolik zaméstnana
vymysSlenim postupl prace, Ze uz nestaci ukladat nové poznatky do paméti dlouhodobe.
Podle Kirschnerovy prace neexistuji dikazy podporujici uceni zalozené na
konstruktivistické teorii. Zv1ast¢ u méné zkuSenych studenti ma takova vyuka horsi
vysledky neZ vyuka tradi¢ni. Casto se mize stat, Ze studenti postupuji §patné nebo
vyvodi ze svych vysledkli nespravné zavéry. Vysledkem pak bude spiSe zmateni
studenti nez ziskani novych védomosti. Tak mohou byt vysvétleny horsi vysledky pfi

porovnavani tradi¢niho a konstruktivistického pfistupu vyucovani. Pfestoze BOV a ji
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podobné metody byvaji studenty riiznych vékovych kategorii pfijimany kladné, zacinaji
byt efektivni az u velmi pokrocilych studentl, kteti maji potfebné¢ dovednosti pro
zvladnuti badatelskych tloh [21].

Jini autofi se soustfedi na porovnani uspéSnosti ve standardizovanych testech ve
Skoléch, které zaclenily do svého kurikula BOV, a v téch, kde se studenti uci tradi¢nim
zpusobem. Testovani neprokéazalo vyznamné zvysSeni tspéSnosti studentli vyucovanych
v duchu BOV. Do testovani byly zafazeny také stiedni Skoly, které vytvarely své
vzdélavaci badatelsky orientované programy ve spolupraci s vysokymi Skolami. Tyto
programy byly velice dikladné ptipravené, skolam byl poskytnut material, technické
vybaveni, ucitelé byli proSkoleni v dané problematice. Studenti z té€chto Skol dosahovali
lepsich vysledkii ve standardizovanych testech nez jejich vrstevnici ze Skol ostatnich.
Autofi prace proto dospéli k veelku logickému zavéru, Ze metoda BOV sama o sobé
nestati — vzdélavaci program je nutné precizné pfipravit, otestovat, reforma
vzdélavaciho systému musi byt komplexni a musi zahrnovat i proSkoleni uditeli.
Zaroven 1 oni uvadéji, ze studenti nejsou schopni hned piejit na tento zpiisob vyuky,
potiebuji si postupné zvyknout na uceni pomoci badani [22].

Problémy spojené se zavadénim BOV do cCeskych Skol popisuje M. Papacek [4].
V Ceské republice chybi ucebnice a metodické pfirucky pro ucitele, které by se
konstruktivistickému piistupu k uéeni vénovaly. Podle Cincery [23] se viak situace
v poslednich letech méni, viz napf. projekt Véda neni Zadné véda [14], materialy a rlizna
Skoleni pro ucitele poskytuji i nezavisla centra vzdélavani jako napt. Sdruzeni Tereza.
Ucivo ptirodovédnych predméti vSak stale neni pokryto kompletné. Podle Papacka je
dalSim a hlavnim problémem nepfipravenost ucitelti. Na tento zpiisob vyuky nejsou
pfipravovani budouci ucitelé béhem studia ucitelstvi a stavajici ucitelé jsou natolik
zatizeni svoji praci, Ze je pro n¢ velmi problematické zavadét do svého vyucovani dalsi
novou metodu [4].

Ukazuje se tedy, zZe BOV ma potencial pozitivné ovlivnit vyuku piirodovédnych
pfedmétd, motivovat studenty pro védecké studium, poskytnout jim hlubsi porozuméni
védeckym zakonitostem. Vyuka vSak musi byt peclivé pfipravena, také studenti si musi
postupné zvyknout na badatelsky orientovany ptistup k uceni.

V ramci této rigordzni prace byly pfipraveny materialy, které spliuji zédkladni principy

BOV a mohly by ulehcit uciteliim zavadéni této metody do jejich hodin.
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3.2 Vyznam studentského experimentu ve vyuce chemie

Studentské pokusy neodmysliteln¢ patii k vyuce chemie, pfestoze od nich fada ucitelti

ustupuje a ve vyuce jsou stale Castéji nahrazovany hodinami teorie. Ne&které studie

uvadeji, ze skoro polovina cCeskych studentd neprovadi nikdy nebo témét nikdy

praktické pokusy v laboratofi [2]. Pfitom se autofi zabyvajici chemickym vzdélavanim

shoduji, ze studentsky pokus je jednou z nejvyznamnéjSich metod vyuky chemie. Marie

Solarova [24] se vénuje smyslu praktické vyuky chemie. Podle ni naplituje studentsky

experiment nasledujici kli¢ové kompetence, které maji studenti podle RVP na stfedni

Skole ziskat:

kompetence k uceni: Skolni chemicky experiment nabizi konkretizaci
teoretickych znalosti, diky niz studenti porozumi obsahu chemického vzdélavani
do hloubky. Provadéni experimentu nuti studenty tiidit ziskané informace
a propojovat je s teoretickymi znalostmi, analyzovat vysledky a vyvozovat
z nich obecngjsi informace (pokud je Skolni pokus vhodné€ usporadan).
kompetence k reseni problémii: Problémové situace vidi student diky pokusiim
v 8irsi souvislosti, pfi mnohych experimentech musi pfemyslet o vhodném
provedeni pokusu, nebo naopak vysvétlit, pro¢ dopadl vysledek jinak, nez
student ocekaval. Pokud student bcéhem experimentu oveEfi spravnost
teoretického feseni problému, miize pak tento postup aplikovat na novou
problémovou situaci.

kompetence komunikativni: Studenti pracuji pfi laboratornich pracich vétSinou
ve skupinach. Pokud prezentuji své vysledky (coz je dilezita souc¢ast modernich
metod vyuky, napt. BOV), jsou nuceni formulovat své zavéry a obhdjit je.
Diskuze nad probéhlym experimentem, at’ uz s ucitelem nebo se spoluzaky, je
velmi efektivni soucast vyucovaciho procesu.

kompetence socialni a persondalni: 1 tyto kompetence naplituje skupinova prace.
Studenti se pfi ni u¢i spolupracovat, stanovovat si urCitd pravidla pro praci ve
skuping, dosdhnout spolecné co nejlepsiho vysledku.

kompetence pracovni: Cely prabéh pokusu sméfuje k této kompetenci,
systematickd piiprava na provedeni pokusu, pouZzivani laboratornich pfistroju,
zaznamenavani dat, dodrzovani zasad prace v laboratofi a zaroven premysleni

o teoretické strance proveden¢ho pokusu, to vSe vede studenty k vytvoreni
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spravnych pracovnich navyktl (pokud se laboratorni vyuky aktivné ucastni) [24].
Chemicky pokus ma pfi vyuce chemie prvotfady vyznam. Jeho zatazenim snadno
dosahneme zapojeni, motivovani studentli, zvySime znacné jejich pracovni aktivitu
a pomoci nékterych pokusli rozvijime jejich tvofivost a samostatnost [15]. Cile
praktické vyuky chemie by mély byt nasledujici:

* naucit studenty pozorovat a pozorovani vystizné¢ zapsat (pozorovani neni pro
studenty samoziejmosti, zpocatku nevédi, na co se maji zaméfit, jindy jsou
schopni vidét takovy prubéh pokusu, jaky predpokladali, i kdyz pokus probéehl
uplné jinak; k procvi¢ovani této dovednosti jsou vhodné zejména demonstracni
pokusy, kdy se vSichni studenti soustiedi na to samé)

* seznamit studenty s metodami védeckého uvazovani a védecké prace (krome
planovani experimentalni ¢innosti je to také interpretace vysledkd, vyvozovani
zaveéra, prehodnoceni pocatecnich hypotéz; na to vSechno potiebuji studenti
urcité mnozstvi teoretickych znalosti, jinak svym pokusiim neporozumi)

* rozvijet manualni dovednosti

* ovéfit dosavadni znalosti a propojit teorii s praktickym poznanim

* naucit se hledat feSeni problému

* zvysit motivaci k u€eni a atraktivitu studia chemie

Soucasti studentskych experiment by tedy mély byt i metody védecké prace, napf.
samostatné planovani experimentli, pozorovani a jeho vyhodnocovani. Na to vSak
nejsou nasi studenti zvykli, tradicni laboratorni cvic¢eni, kdy se pracuje podle
predlozeného postupu, tuto dovednost vynechiavd. Diuvody pro upiednostiiovani
tradi¢niho typu laboratornich cviceni (metoda 1 vysledek jsou dané ucitelem) mohou byt
napf. tyto: snadné hodnoceni takové prace, jednoduchd koordinace pracovnich skupin,
snadna kontrola vysledkt, dikladné procviceni prace s konkrétni laboratorni technikou
a nizké naroky na pfipravu takovych laboratornich praci pro ucitele. Takova prakticka
¢innost je vSak velmi vzdalena védecké praci [2].

Nékteré studie se zabyvaji efektivitou Skolnich laboratornich praci. Tyto prace dochazeji
k zavéru, ze je tfeba vzdy ovétovat piinos studentskych laboratornich praci. Obecné je
totiz efektivita Skolnich experimentii nedostatetné¢ provéfovana. Laboratorni préce,
ktera neni peclivé pfipravena a pfedem ovéfena, nemusi studentim poskytnout zadné

nové vedomosti ani dovednosti. Z tohoto pohledu byl také srovnavan bézny typ
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studentskych experimentt s badatelskymi experimenty (ty jsou popsany v kapitole 3.1).
Srovnani odhalilo, ze studenti absolvujici badatelsky orientované laboratorni prace se
citi vice zapojeni do vlastni vyuky, pozitivné hodnoti, Ze prace mé otevieny konec, ze
neni predem jasn€ stanovena. Tito studenti také snadnéji nachazeji souvislosti mezi
chemickou teorii a vlastnim praktickym pokusem. Dobie piipravend badatelsky
zamétena laboratorni prace dokaze podle tohoto vyzkumu zvySovat schopnost studentli
se ucit, klast otazky, poznavat podstatu védecké prace, komunikovat se spoluzéky [25].

Neni ale asi mozné pfipravovat vSechny Skolni experimenty v duchu BOV. Studenti
pottebuji ziskat urcitou praxi, jistotu pii praci v laboratofi, musi byt schopni
manipulovat s laboratornim naddobim a technikou na zakladni irovni, aby se mohli pfi
badatelsky orientovanych ulohach soustiedit na planovani a vyhodnocovani vlastnich

experimentd [2].

3.3 Vyuziti modela proteint pri vyuce biochemie

Pti vyuce chemie jsou Casto pouzivany modely molekul a latek pro ptiblizeni danych
struktur studentiim. Molekuly si studenti prohlédnout nemohou, ale jejich modely, at’ uz
fyzické nebo pocitatové jim mohou pomoci porozumét strukture danych latek. Fyzické
modely se uplatiuji pfi vyuce organické i anorganické chemie (uhlovodiky a jejich
derivaty, krystalové struktury), s pocitacovym modelovanim se miZzeme setkat
v podstaté¢ ve vSech oblastech vyuky chemie [26]. Pfi vyuce biochemie si vétSinou
vystac¢ime s modely pocitaovymi (zndzoriiovani struktury proteini nebo nukleovych
kyselin, interakce enzymu s reagujicimi latkami, animace skladani nebo denaturace
proteinil a dalsi).

V zahrani¢i jsou vSak dostupné i1 fyzické modely proteinti. Tyto modely se jmenuji
toobers, puvodné vznikly jako détska hracka, postupné si je vysokoskolsti
a stiedoskolsti ucitelé ptizptsobili pro vyuku biochemie (obr. 1 [27]). O tom, Ze toobers
slouzi napt. ve Spojenych statech americkych jako dobra ucebni pomucka, svédci
1jejich zafazeni do Wiskonsinské ptirodovédné olympiady (kombinace chemie,
biologie, zemépisu a pocitacovych technologii). Studenti vytvareji s pomoci ¢lanka
o vyznamnych proteinech z internetové databaze PDB (Protein Data Bank) nejprve
virtualni (v programu RasMol) a poté¢ fyzické modely proteini. Timto zpisobem

modeluji napt. proteiny draslikové pumpy nebo pracuji s modelem proteinového
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motivu zinkového prstu. Diky témto tloham, které jsou formulované jako badatelsky
orientované, se tak studenti seznami nejen se strukturou a principy skladani proteinii,

ale 1 s jejich funkci v organismu [28].

Obr. 1 Toobers — model proteinu pouzivany v zahranici

Toobers jsou asi metr dlouhé umelohmotné pruty, které¢ se snadno ohybaji a drzi tvar
diky hlinikové vyztuze probihajici jejich stfedem. Hlinikovy dréat je obalen pénovym
plastem, do né&jZ je moZné zapichnout napinacky (Obr. 1). Diky témto vlastnostem lze
toobers pouzit jako schematicky model znazorfiujici prostorové uspotfadani proteinti
[29]. Barevné napinacky reprezentuji postranni feté¢zce aminokyselin, pénovy prut zase
zékladni fetézec polypeptidu. Pii praci s toobers se vyuziva péti skupin barevnych
napinackli ptedstavujicich skupiny aminokyselin podle povahy jejich postranniho
tetézce. Tak ziskdme postranni fetézce hydrofilni, hydrofobni, kyselé, bazické a zvlast
byvaji vyznaceny cysteiny. Modely proteini se potom skladaji na zaklad¢ interakce
postrannich fetézcti aminokyselin, vznikd tak model terciarni struktury proteinti.

Prace s témito modely je zaméfena na vysvétleni zékladnich principt sklddani proteinii:

e Samotny “toober* (umélohmotny prut) pfedstavuje patef polypeptidového
fetézce proteinu tvofenou predevsim peptidovymi vazbami. Atomy zékladniho
fetézce vSak nejsou v modelu vyznaceny.

* Prostorové uspotfadani konkrétniho proteinu urcuji pievazné postranni fetézce
jednotlivych aminokyselin, z nichz je protein slozen. Ty jsou piedstavovany
riznobarevnymi napinacky zapichnutymi do pruti.

* Postranni fetézce aminokyselin mezi sebou interaguji pomoci slabych

nekovalentnich vazeb (vodikové mustky, hydrofobni interakce, solné mustky),
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nebo prostiednictvim kovalentni disulfidové vazby (disulfidovy mustek mezi
postrannimi fetézci dvou cysteinll). Cystein ma proto mezi ostatnimi
aminokyselinami speciadlni postaveni a v modelu toobers je predstavovan jinak
barevnymi napinacky nez ostatni aminokyseliny.

* Vysledna struktura proteinu zdvisi na pofadi aminokyselin v zakladnim
polypeptidovém fetézci (coz si mohou studenti pfi modelovani proteinu snadno
oveftit).

Diky tomu, Ze studenti ru¢né manipuluji s modelem proteinového fetézce a ve vysledku
vidi ur€itou 3D strukturu, kterou sami sestavili, mohou si sklddani proteinti daleko 1épe
predstavit a pochopit ho, nez kdyz pouze sleduji obrazky nebo poslouchaji vyklad [30].
Toobers maji Siroké moznosti vyuziti ve vyuce. Kromé zakladniho skladani kratkych
peptidi (cca 15 aminokyselin) mohou poslouzit i k modelovani interakci dvou proteind,
molekul, jako jsou inzulin nebo tuseky B-globinu. Studenti mohou tvofit primarni,
sekundarni, terciarni a spojenim nékolika model 1 kvartérni struktury proteini. Modely
toobers lze vyuzit i v biologii pii vyuce genetiky. Je naptiklad mozné slozit model
molekuly inzulinu podle genetického kédu genu pro inzulin [27]. Byla vytvofena
i takova uloha (pro vysokoskolské studenty), pii niz studenti modeluji konformacni
zménu hemaglutininu viru chiipky zpisobenou zménou pH [31].

Tim Herman a jeho kolegové testovali pfinos pouziti fyzickych modeli proteinti pro
vyuku biochemie jak na stfedni, tak i vysoké Skole. Ovéfili v praxi, ze prace s fyzickymi
modely velmi efektivné vysvétluje zékladni chemické principy, které tidi spontdnni
skladani proteini do vysSich prostorovych struktur. Zaznamenali, Ze studenti méli
mnohem vétsSi zdjem o probiranou latku, pokud pracovali nejen s pocitaCovymi, ale
1 fyzickymi modely, a Ze daleko 1épe dané problematice porozuméli [31].

Ukazuje se tedy, ze pouziti fyzickych modelti by bylo vhodné a efektivni 1 pfi vyuce
biochemie. V Ceské republice viak nejsou takové modely k dostani. (Toobers je mozné
koupit v internetovych obchodech a nechat je dovézt z USA. Takovy nékup je vSak
velmi drahy a i kdyby s modely méla pracovat jen jedna polovina tfidy pfi laboratornich
pracich, tak je cena pro béznou vyuku ptilis vysokd.) Jednim z cilii této prace proto bylo
vytvofit podobny model, ktery by mél stejné vlastnosti jako toobers, ale dal by se

snadno vyrobit z materialti dostupnych u nas.
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4 Prakticka cast

4.1 Dotaznikové Setreni

V ramci této rigordzni prace byl sestaven dotaznik pro stfedoSkolské ucitele chemie,
ktefi se zucastnili seminate Lidsky organismus a zdravi na katedie Ucitelstvi a didaktiky
chemie UK v ¢ervnu 2011. Jednim z prezentovanych materialti byla diplomova prace
Nové materialy na podporu vyuky biochemie na SS, Proteiny [1]. Ugitelim byly
materiadly predstaveny a poskytnuty pro jejich vyuku. Nasledné obdrzeli zucastnéni
ucitelé dotaznik, v némZ méli obdrZzené materidly ohodnotit. Jednalo se o materidly
zaméfené na vyuku proteinii — animace denaturace a vysolovani proteinti, 3D modely
proteinll, ppt. prezentace a doplilyjici text podrobné vysvétlujici téma proteiny a plakat
kédovanych aminokyselin. Cilem osloveni uditeld bylo zjistit, zda jim dané vyukové
materidly vyhovuji. Ucitelé byli tdzani, zda budou tyto materidly pouzivat v praxi, zda
by jim vyhovovaly n¢jaké upravy nebo jaké dal$i materialy by pro vyuku biochemie
pfivitali. Z vice neZ tficeti oslovenych uciteli odpovédélo dvanact. Kompletni znéni
dotazniku a odpovédi uciteli jsou uvedené v Piiloze 1. Zde se budu vénovat pouze
informacim, které jsou podstatné pro tuto praci.

Z odpovédi ucitelt chemie vyplyva, ze soucasné vzdélavaci plany poskytuji dostatek
¢asu pro vyuku témat aminokyseliny a proteiny. Néktefi ucitelé mu vénuji 1 vice nez
deset vyucovacich hodin, zatimco jini tfeba jen tfi, Casova dotace tedy zavisi na
konkrétni Skole a uciteli. VétSina dotazanych ucitelt zafazuje do vyuky proteind jak
demonstracéni, tak i studentské experimenty. Pouze 17% ucitelti uvedlo, ze na pokusy
nema cas.

Nejcéastéji pouzivanou ucebni pomiickou pro vyuku biochemie je podle dotazniku
powerpointova prezentace (tu vyuziva 97% dotazanych) a ucebnice (67%), s texty,
grafy, tabulkami nebo didaktickymi hrami pracuji ucitelé relativn€é malo (17%
respondentll). Pracovni listy pouzivé polovina dotazanych uciteli.

Vyukové materidly, na které byl dotaznik zaméten, hodnotili ucitelé vesmées velmi
kladnég, vétSina z nich uvedla, Ze je v budoucnu zatfadi do svych hodin biochemie. Jedina
piipominka byla k terminu vratnd denaturace (v materidlech je tak oznaCena animace

vysolovani proteinil). Tento termin povazuje jedna pani ucitelka za odborné 1 didakticky
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nespravny. S tim souhlasim a v diplomové praci i v dané animaci jsem vysvétlila, ze
vysolovani je proces vratny, nedochdzi pii ném k naruSeni prostorového uspotradani
proteinti a nejednd se tedy o denaturaci (pokud ji sledujeme na molekularni Grovni).
Termin vratna denaturace byl pouZit proto, Ze se s nim studenti béZné setkéavaji ve
sttedoskolskych ucebnicich chemie (napf. Jak porozumét organické chemii [32], nebo
Ptehled stfedoSkolské chemie [33]). Smyslem bylo, aby si studenti spojili termin, ktery
znaji ze svych ucebnic, s tim, co vid€li v animaci o vysolovani.

Zavéerecna otazka dotazniku zjiStovala, jaké dals$i materidly by ucitelé potiebovali pro
vyuku témat aminokyseliny a proteiny. VétSina z ucitelii povazuje materidly, které ma
k dispozici, za dostatecné, n€ktefi z nich by uvitali dals$i jednoduché pokusy s proteiny.
Jedna pani ucitelka by ocenila program na interaktivni tabuli, v némz by studenti tvofili
vlastni bilkoviny podle genetické informace a mohli také zkoumat mozné ucinky
ruznych mutaci. Jind by zase uvitala vice “lékatské a kuchynské* biochemie.

Vzhledem k tomu, ze ucitelé¢ zatazuji do vyuky biochemie studentské experimenty
a navody na dalsi laboratorni ulohy by ziejmé vyuzili, bylo cilem této prace piipravit
jednoduché experimenty s proteiny, které by mohli studenti bézn¢ ve Skole provadeét.
Mikrobiologickd prace s proteiny je pro standardné¢ vybavené Skolni laboratote
nedostupna, mimo jiné také z Casovych diavodii. Nové ptfipravené laboratorni tlohy
proto ukazuji prostorové uspofadani proteinli na zjednoduSeném fyzickém modelu
proteinu. Ulohy jsou postavené tak, aby respektovaly zasady badatelsky orientované

vyuky, kterd byla blize popsana v tivodu této prace.

4.2 Materialy pripravené v ramci této prace

4.2.1 Seznam pripravenych materiali

1. Jak namocit magicky pisek

* Kratky experiment demonstrujici chovani hydrofobnich latek ve vodném
prostfedi a zménu jejich chovani v prostfedi nepolarniho rozpoustédla. Pokus je
velmi jednoduchy a kratky a nevyzaduje zadné specialni pomiicky kromé
hydrofobniho pisku (k sehnani pod oznacenim magicky pisek, je mozné si ho

pfipravit i doma nebo ve $kole).
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Material obsahuje metodicky text pro ucitele (zahrnuje podrobnou teoretickou
¢ast popisujici princip vzniku hydrofobnich interakci, jejich silu a vyznam)
a pracovni list pro studenty s dopliujicimi otdzkami (hydrofobni interakce

a polarita latek obecné) s jejich autorskym feSenim.

Jak ziskavaji proteiny své prostorové uspoidaddani

Laboratorni préace, pii které¢ se studenti sezndmi s prostorovym uspoiradanim
protein a prostiednictvim vlastni ¢innosti poznaji zdkladni principy skladani
proteinti. Studenti pracuji s jednoduchymi modely proteinti predstavujicimi
zakladni fetézec proteinu a postranni fetézce aminokyselin. Aminokyseliny vSak
nejsou zastoupeny jednotlivé, barevné jsou odliSeny skupiny aminokyselin
s postrannimi  fetézci s podobnymi fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi
(hydrofilni, hydrofobni, kyselé a zisadité¢ postranni fetézce). Cilem ulohy je
slozit model proteinu do takového tvaru, ktery odpovida zakladnim principtim
skladani proteini. Modely proteinti v zahrani¢i oznafované jako foobers je
mozné koupit pfes internet, studenti si je vSak mohou vyrobit 1 sami.

Material obsahuje metodickou ¢ast pro ucitele s ndvodem na vyrobu modelu
proteinii a pracovni list rozdéleny na dvé casti — teoretickou, kde studenti
ziskavaji potfebné informace pro nasledujici praci s modely proteind,
a praktickou, podle niz jednotlivé modely skladaji. K pracovnimu listu je
pfilozeno autorské feSeni s fotografiemi dvou modeld proteinli. Fotografie
mohou pomoci uciteli, ktery dosud s modely proteinil nepracoval a nevi presné,
jak by mohly vysledné struktury vypadat. Jako motivac¢ni tvod hodiny slouzi
obrazky né¢kolika proteint s velmi odliSnou strukturou, které jsou vlozeny do
kratké powerpointové prezentace. Zde jsou také odkazy na dv€ animace

ukazujici pohyb dvou proteinti (ATP-syntdzy a kinezinu) v buiikach.

Jak poskodit protein

Tato laboratorni prace je zaméfena na objasnéni principu denaturace
a vysolovani proteini. Na zakladé vlastnich experimentii studenti rozhodnou,
zda je vafeni vajecného bilku a sraZeni mlé¢né bilkoviny kaseinu kyselinou

citronovou denaturace nebo vysolovani, zda se jedna o procesy vratné nebo
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nevratné. S pomoci modelu polypeptidového fetézce slozeného do urcitého
prostorového uspotfadani, hydrofobniho pisku a pokusit s denaturaci
a vysolovanim vajecného bilku se studenti pokusi popsat a vysvétlit princip
téchto dvou déja.

Material obsahuje metodickou ¢ast pro uclitele, kterd zahrnuje dva texty (Jak
pracovat s proteiny a Elektrostatické interakce), s jejichz pomoci studenti
pfipravuji material pro vlastni pokusy a vysvétluji princip vysolovani proteint.
Soucasti je také pracovni list pro studenty, do né¢hoz zaznamenavaji vysledky

svych experimentl a zavéry, které z nich vyvodi.

. Modelovani molekuly inzulinu

Na rozdil od ptedchozich uloh je toto praktikum vhodné do seminafe chemie
nebo biologie, je nadstavbové, rozSifujici, pro studenty vSak mozna
nejzajimavejsi. Pracuji opét s modely proteintl, tentokrat vSak vytvareji model
molekuly inzulinu podle jeho aminokyselinové sekvence a obrazkli jeho
prostorového usporadani. Tato laboratorni prace navazuje na ulohu Jak ziskdvaji
proteiny své prostorové usporadani, kdy se studenti u¢i pracovat s modely
proteinti (formuluji pravidla skladani proteintt).

Material obsahuje metodickou ¢ast pro ucitele, ktera je rozSitena o teoretické
informace o inzulinu, jeho struktufe, vyrobé a vyuziti. Dale také pracovni list,
vnémz studenti ziskaji dostatek informaci pro samostatné slozeni molekuly
inzulinu (najdou zde popis a obrazky struktury inzulinu). Soucasti materialu je
také kratka powerpointova prezentace s obrazky slouzicimi jako motivacni tvod
praktika, s obrazky struktury inzulinu (Obr. 2) a také s animaci rotace molekuly

inzulinu.
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fetézec B

: : o 'tetézec A

Obr. 2: Obrazek modelu inzulinu pouzity v pracovnim
listu pro studenty. Vyznacena je struktura fetézce B a

disulfidové vazby vyskytujici se v molekule inzulinu.

4.2.2 Charakteristika a ukazky jednotlivych dloh

Vsechny ulohy byly piipravovany tak, aby se v nich objevovaly prvky badatelsky
orientované vyuky. Neobsahuji pfesné navody, jak maji studenti pifi své préci
postupovat. Na zacatku stoji urcitd otazka (napt. Jak ziskdvaji proteiny své prostorové
uspotadani?), na kterou hledaji studenti béhem své prace odpovéd'.

Laboratorni prace zafind motivacni casti, coz je bud jednoduchy demonstracni
experiment (napf. denaturace kaseinu S§tavou z citronu), nebo rizné obrazky (napf.
obrazky modelll riznych proteini nebo schémata piisobeni inzulinu v buiikach). Ucitel
poklada studentim otazky, které jim danou problematiku ptiblizi, ukéazi jim, ze se jedna
o témata, kterad se jich pfimo dotykaji (otazky jsou uvedeny v metodickych castech pro
ucitele). Cilem je pfivést studenty k mysSlence, ze prostorové uspotfadani je kli¢ové pro
spravnou funkci proteind. Bez spravné sloZenych proteinli by v organismech
nefungovalo takika nic. Denaturace, naruSeni jejich struktury je zase velmi duleZité pro
nasi vyzivu.

Dale pak ziskavaji studenti teoretické podklady pro praktickou ¢ast laboratorni prace.
Formuluji vlastni hypotézy o ptredpoklddaném pribehu prace a navrhuji postupy své

prace. Ulohy jsou uréeny pro studenty vys§ich roénikd, ktefi maji vétSinou dostatek
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chemickych znalosti, pouze si je nejsou schopni spojit s danou problematikou. K tomu
jim slouzi pracovni listy, které jsou soudasti materialu. Ukoly v pracovnich listech
vychéazeji z dosavadnich znalosti studentl, dovedou je az k tomu, ze samostatné
formuluji svoji teorii o skladani proteint (interakce postrannich fetézci aminokyselin
v polypeptidovém fetézci). Cesti studenti vétsinou nejsou zvykli na metodu badatelsky
orientované vyuky a néktefi se dozaduji ptesnych pracovnich postupli. Proto je dobré,
kdyz jim ucitel pomtize shrnout, co se v teoretické casti dozveédéli, k ¢emu dosli, jak
budou dale postupovat. Nemusi jim to vSak sd¢lovat pfimo on, miZe napi. vybrat
skupiny, které¢ budou své postupy a hypotézy predstavovat ostatnim a ve spolecné
diskuzi pak dojdou k jednotnému postupu. Tato ¢ast praktika je z hlediska badatelsky
orientované vyuky velmi dualezita. Pfiprava vlastniho postupu a formulace hypotézy je
zakladem této metody.

Praktickou cinnost si tedy studenti pldnuji samostatné a samostatné by ji méli
1 provadét. Ucitel pouze kontroluje, aby studenti pracovali bezpe¢né, odpovida na
dotazy. Pokud vidi, ze se skupina vydava uplné Spatnym smérem, miize ji opét pomoci
navodnych otdzek nasmérovat.

Laboratorni prace jsou zakonceny prezentaci vysledki a zavéra jednotlivych skupin.
V této fazi studenti hodnoti, zda byla jejich piivodni hypotéza spravnd, nebo zda je
potieba ji upravit. Na tuto cast prace by si mél ucitel vzdy nechat dostatek casu.
Obhajovani vysledkli a ovéfovani pocatecnich hypotéz je klicové i pifi védecké praci,
jejiz postupy a metody se snazi badatelsky orientovana vyuka studentim ptiblizovat.

V nasledujicich kapitolach jsou laboratorni Glohy detailnéji popsany. Tabulky 2 — 5
uvadéji ¢asovy rozvrh laboratornich praci, rozepisuji roli ucitele a studentti a potiebné

pomtucky a chemikalie v jednotlivych fazich vyuky.

4.2.2.1 Jak namocit magicky pisek
(Kompletni ulohy bez pracovnich listii jsou umistény v Piiloze 2. Pracovni listy jsou

umistény na pfiloZzeném CD.)
V prvni uloze zkoumaji studenti hydrofobni interakce, konkrétn¢ slabé vazby drzici

pohromadé zrnka hydrofobniho pisku ve vod¢. Studenti pozoruji chovéani hydrofobniho

pisku ve vod€ a navrhuji, jaka rozpoustédla by mohli pouzit, aby shluky zrnek tohoto
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pisku ve vod€ narusili. Samotny experiment je velmi jednoduchy a tato laboratorni
prace je vhodna spiSe pro mladsi studenty (druhy stupen zakladni skoly, nizsi ro¢niky
viceletych stfednich skol).

Do této rigorézni prace byla uloha zatazena diky moZnosti uplatnéni pfi vyuce
biochemie — konkrétné denaturace proteinii. Pfi testovani materidlti byla pouzita jako
demonstra¢ni experiment v motivacni ¢asti laboratorni prace Jak poskodit protein.

Pii testovani materidlu byli studenti nejdfive vyzvani, aby pozorovali chovani
hydrofobniho pisku ve vod¢€ a nasledné navrhli, jak by mohli shluky hydrofobniho pisku
ve vod¢ porusit. Nejdiive museli pfemyslet o tom, jaké sily drzi zrnka hydrofobniho
pisku ve vodé pohromadé (nevédéli, Ze se jedna o hydrofobni pisek). Kdyz spole¢nou
diskuzi dosli k zavéru, Ze jsou to hydrofobni interakce, snadno navrhli jak shluky
rozpustit (napf. pouzitim acetonu). Poté provadéli denaturaci bilkovin vajecného bilku,
méli zjistit rozdily mezi denaturaci a vysolovanim. Pro vysvétleni principu denaturace
jim poslouzil také experiment s hydrofobnim piskem. Analogie rozpousténi shluki
hydrofobniho pisku ve vodé s denaturaci proteinii je nésledujici: Zrnka pisku
s hydrofobnim povrchem odpuzuji molekuly vody. Po vhozeni do vody se zrnka pisku
shlukuji k sob¢, aby minimalizovaly kontakt s okolni vodou. Po pfidani acetonu se tyto
interakce narusi, jednotliva zrnka pisku interaguji s molekulami acetonu pfitomnymi ve
vod¢ a shluky se rozpadaji (Obr. 3). Prostorové uspotfadani proteinti je mimo jiné také
stabilizovano hydrofobnimi interakcemi (postranni fetézce hydrofobnich aminokyselin
se snazi umistit v centru proteinu). Molekuly hydrofobniho rozpoustédla narusuji tyto
interakce a destabilizuji tak strukturu proteinu, coz miize vést k jeho denaturaci.
Rozvolnény polypeptidovy fetézec pak interaguje s ostatnimi denaturovanymi fetézci,

jejich hydrofobni Casti se shlukuji a vznika srazenina.

Obr. 3: Shluky hydrofobniho pisku ve vodé a jejich rozpusténi v acetonu.
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Tab. 2 Rozvrh laboratorni ulohy Magicky pisek
Tabulky u jednotlivych tloh ukazuji ¢asti laboratornich praci a jejich ptibliznou délku.
Stru¢né popisuji, co maji v jednotlivych ¢astech provadéet studenti a co ucitel, zahrnuji

také pomiicky pottebné pro danou ¢ast vyucovaci hodiny.

Faze labf) ratorni C?S Cinnosti studenti  Cinnost utitele Pomu.ck’y.
prace (min) a chemikalie
Motivace —
demonstracni pokus Pozoruji Provadi Hydrofobni
(chovani 10 demonstra¢ni demonstracni a obycCejny
hydrofobniho pokus, diskutuji pokus, poklada  pisek, voda, dvé
a normalniho pisku o ném. otazky. kadinky
ve vode)
Navrhuji, jaka
g rozpoustédla Poklada 0
Teoretickd piprava > mohou smocit  dopliujici otazky. Zadne
hydrofobni pisek.
Pozoruji rozdily Hydrofobni
Prakticka ¢ast — N choyanl , p Vl,sek’ ac etor}’,
. hydrofobniho pisku . ptipadné dalsi
chovani y S Kontroluje .
oo ve vod¢ a v jimi . hydrofobni
hydrofobniho pisku . praktickou ex
< 15 navrzeném .. . .. rozpoustédla,
ve vodé av . ¢innost, poklada ‘1
, rozpoustédle. IV kadinky,
hydrofobnich . y doplityjici otazky. L x
rozpoustédlech Manipuluji se sklenéné tycinky,
shluky hydrof. laboratorni
pisku ve vodé¢. 1zicky
Odpovida na
. ptipadné dotazy,
Shrnuti poznatki z Vypliug o 101,1y vysvétluje
PR . 10 v PL zaméfen€ na , PL
praktické ¢innosti olaritu latek vyznam
p ’ hydrofobnich
interakci.
Shrnuji, co zjistili Ptipadné
Zaver 5 o vlastnostech opravuje zavery Zé4dné
hydrofobnich latek. studenttl.

Pracovni list je v tabulkach oznacen PL.
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4.2.2.2 Jak ziskdvaji proteiny své prostorové usporadani?

Studenti ziskavaji pfedstavu o prostorovém uspotadani proteinli pii praci s fyzickymi
modely proteintl. Pfi testovani materiali byly pouZity doma vyrobené modely proteint,
v zahrani¢i (v USA) jsou tyto modely k dostani, jmenuji se mini toobers (Obr. 4 [27]).
Modely piedstavuji zakladni polypeptidovy ftetézec (ocelovy nebo hlinikovy drat
obaleny pénovym plastem) s postrannimi fetézci aminokyselin (ty pfedstavuji barevné
napinacky). Atomy a vazby zakladniho fetézce nejsou na modelu patrné, prostorové
usporddani proteinu se modeluje jen na zéklad¢ interakci postrannich fetézcl
aminokyselin. Struktura proteint je v této uloze ukéazdna také na obrazcich lidského
inzulinu (vytvofenych v programu DS Visualizer), ATP-syntazy, kolagenu a kinezinu.
Studenti tak vidi vice moZnych zobrazeni proteinli a svoji pfedstavu si nevytvaieji

pouze na zaklad¢ zjednoduseného fyzického modelu.

Obr. 4: Model proteinu vyrobeny doma a originalni mini toober

Motivaéni cCasti této Ulohy jsou pravé obrazky ATP-syntazy, kolagenu a kinezinu.
Studenti jsou vyzvani, aby odhadli, o jaké chemické latky se jedna. Nasledn¢ maji
popsat, v ¢em vidi hlavni rozdil mezi témito tfemi naprosto odliSnymi slouc¢eninami,
které vSak patfi do jedné skupiny chemickych latek. Ucitel by mél dbat na to, aby
zaznélo, ze prostoroveé uspotradani je klicové pro spravnou funkci proteinu.

Ukolem studentd je formulovat hypotézu popisujici hlavni principy skladani proteint
(z pohledu postrannich fetézct aminokyselin). Po vyfeSeni n€kolika ukoll v pracovnim
list¢ zaméfenych na chemickou povahu aminokyselin vyskytujicich se v proteinech

(napf. rozdéleni aminokyselin do Ctyt skupin podle chemické povahy jejich postrannich
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fetézcl; viz. ukazka treti tlohy uvedena v nésledujicim odstavei) formuluji studenti
svoji teorii Jak se sklddaji riizné skupiny aminokyselin v prostoru? Tu pak testuji pii

praci s modely proteint.

Ukazka vyukového materialu

3) Na nasledujicich obrazcich wvidite Ccasti lidského inzulinu, proteinu
sestavajictho z 51 aminokyselin. Protein je zndzornén ve svém prirozeném
prostorovéem usporadant.
Prohlédnéte si peclivé tuto molekulu a pokuste se formulovat, jak se v prostoru
skladaji riizné skupiny aminokyselin (skupiny, které jste vymysleli v 1. uloze).
(Zdkladni Fetezec je zndzornen jako zelend paska, struktury kolem jsou postranni retézce
aminokyselin. Kysliky jsou cervené, sira zlutd, dusik modry, uhliky Sedé.)

Na druhém obrazku jsou zndzornény

i molekuly  vody, kterée  proteiny

v organismu bezné obklopuji.

Vase hypotéza: Jak se skladaji riizné skupiny aminokyselin v prostoru?

Samotnd praktickd cinnost spo¢iva v modelovani rtznych tseki polypeptidovych
fetézcl bud’ podle zadanych sekvenci jednotlivych skupin aminokyselin, nebo podle
modelu vytvoieného ucitelem, ptipadné si sekvenci urcuji studenti sami (viz nasledujici

ukazka ukolti 1 a 5).
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Ukazka ¢asti pracovniho listu

Ukol ¢&. 1:

Pripevnéte napinacky na zdkladni retézec v nasledujicim poradi barev: z-b-z-Z-Z-
Z-z-m-b-¢-Z-b-¢-z-m.

Pokuste se sloZit protein tak, aby vysledna struktura odpovidala chemickym
zakonitostem. Predpokladejte, Ze dany protein se nachazi ve vodném prostredi.
Nezapomenite, ze vyslednd struktura musi byt stabilizovana existujicimi
chemickymi vazbami nebo interakcemi.

Az slozZite sviij protein, porovnejte ho s tim, co vytvorili vasi sousedé. Dohodnéte se na
jedné stejné strukture. Tu pak budete prezentovat pred tridou a zditvodnovat, proc jste ji
slozili praveé timto zpiisobem.

a) Podarilo se vam sloZit protein podle vasi hypotézy o skladani proteinu
v prostoru?

b) Nebo jste museli svoji hypotézu piehodnotit? Jak pripadne?

Jedna z moznosti, jak sloZit protein podle dané sekvence.

Ukol ¢. 5:
Slozte zdkladni vetézec bez napindacki do urcité struktury. Pripevnéte do této struktury
napinacky, opet tak, aby jejich poradi odpovidalo chemickym zakonitostem. Poté vymeérnte
libovolné dva napinacky.

a) Odpovida prostorové usporadani i ted’ chemickym zdkonitostem?

b) Jakou situaci znamou z zivych organismii ma podle vas tento

experiment demonstrovat?
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Pii modelovani jednotlivych usekd polypeptidového fetézce se studenti uéi pracovat
s modelem proteint. Uplatiuji tak “v praxi® zasady o sklddani proteinti, ke kterym
dospéli pii feSeni uloh z teoretické Casti pracovniho listu. Zaroven jsou vSak ulohy
postavené tak, Zze nuti studenty pfemyslet i o dalSich aspektech skladani proteint.
Diskutuji o tom, zda je mozné, aby se jeden protein vyskytoval v organismu ve vice
prostorovych uspotfadéanich, jaky efekt na vyslednou strukturu bude mit zameéna
nekterych aminokyselin, zda je mozné z jakékoliv sekvence aminokyselin slozit né¢jakou
funkéni strukturu. Zde maé ucitel prostor, aby studenty upozornil na pojem nativni
struktura, na rizné mutace proteind, pfipadné na to, ze i struktura proteini prodélala
dlouhou evoluci.

Prezentace vysledkl je pfi této laboratorni praci snadnd, sta¢i ukdzat svoji strukturu
a byt schopen obhgjit, pro¢ je slozena pravé do takového tvaru, zda jsou vSechny
interakce postrannich fetézct aminokyselin v pofadku. Na dvé vyucovaci hodiny je vSak
v tomto materidlu relativn€ hodné tkolud, takZe ucitel musi myslet na to, aby dal
studentiim prostor pro prezentaci jejich prace. Neni nutné, aby kazda skupina splnila

vSechny ukoly.

Vyroba modeli proteini

Jak jiz bylo uvedeno modely proteint jsou k dostani v zahranic¢i, jsou vSak velmi drahé
apro potieby celé tfidy pro vétSinu Skol nedostupné. Je pomérné snadné vyrobit
nez ty originalni, jen se s nimi trochu hlite manipuluje).

Vyroba je detailné popsana v metodické ¢asti pro ucitele. Zakladem modelu je ocelovy
drat, ktery je potieba obalit néjakym pénovym materidlem. Je mozné pouZzit napf.
izolacni trubky znacky Mirelon, které se daji koupit bud’ duté, nebo plné. Plné funguji
pro vyrobu modela 1épe, staci prostréit drat skrz cca 1 m dlouhou pénovou trubku
amodel je hotov. Je mozné pouzit také dutou pénovou trubku a upevnit ji k dratu
kobercovou paskou. Jako postranni fetézce aminokyselin poslouzi barevné napinacky

(Obr. 5).
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Obr. 5: Material potfebny pro vyrobu modelu proteinu. I1zolani

trubka, ocelovy drat, kobercova paska, barevné napinacky.

Tab. 3 Rozvrh laboratorni uilohy Jak ziskdvaji proteiny své prostorové uspoidadani

Faze laboratorni Cas Cinnosti e ye Pomiicky
. . o Cinnost ucitele o L1
prace (min) studentu a chemikalie
Motivace — obrazky Pozoruji obrazky Ukazuje obrazky, pta
prostorového 10 proteint, diskutuji  se na rozdily mezi =~ Powerpoint.
uspofradani riiznych o struktuie nimi, na vyznam prezentace
proteind proteint. struktury proteinti.
Teoreticka piiprava —
PL zaméteny na Vypliuji PL, Kontroluje praci
vlastnosti jednotlivé ulohy s PL, rozebira se
. N 30 L. b ) o PL
aminokyselin a jejich fesi samostatn¢, = studenty jednotlivé
vliv na skladani poté s ucitelem. ulohy.
proteinti
Seznamuje studenty
s modely proteind,
o ., neposkytuje vSak
Ptiprava na Poslouchaji . P Modely
: oy 5 , - navod na praci s nimi -
praktickou cast vyklad ucitele. proteinii
(ten vyplyne
studentlim pfti
teoretické ptiprave).
1. 10 Skladaji model Kontroluje Modely
uloha proteinu podle  samostatnou ¢innost = proteini, PL
zadané sekvence, jednotlivych
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ovéiuji, zda je
mozné model

pracovnich skupin,

slozit podle pta se, pro¢ studenti
zakladnich slozili model do
pravidel skladani urcité struktury.
roteind.
Prakticka cast p >
~ prace Skladaji modely
s modely proteinii podle
proteini . zgd?nl , Kontroluje
jednotlivych uloh, o
2.-5. o samostatnou ¢innost Modely
, 30 prezentuji své o . o
uloha 9 studentll, poklada  proteind, PL
struktury pfed 3 1 e otazk
spoluzaky, Py Y
vysvétluji svij
postup.
Shrnuji, co se pfi
praci naucili, jaké 1 N
Zaver 5 jsou hlavni Poklada’dop Ifujic Zadné
S s otazky.
principy skladani
proteint.

4.2.2.3 Jak poSkodit protein

Cilem praktické ¢innosti studenti pti této uloze je uvést rozdily mezi procesy denaturace
a vysolovani proteinti. Tato laboratorni prace je formulovana jako badatelsky
orientovana, studenti pracuji samostatné podle vlastniho postupu, samostatné
vyhodnocuji vysledky svych experimenta.

Laboratorni prace za¢ina tfemi demonstracnimi pokusy — tepelna denaturace bilkovin
vajecného bilku, denaturace mlécnych bilkovin citronovou S§tavou a rozpousténi shlukil
zrnek hydrofobniho pisku ve vodé¢ (souvislost s denaturaci proteind je uvedena v popisu
prvni laboratorni tlohy — Jak namocit magicky pisek, kap. 4.2.2.1.) Studenti diskutuji
o pozorovanych jevech, navrhuji, jakou chemikalii Ize pouzit pro rozpusténi shluka
hydrofobniho pisku ve vodé, uvazuji, zda jsou ivodni demonstracni experimenty vratné
nebo nevratné.

Studenti nasledné¢ obdrzi rizné chemikalie (kyselinu chlorovodikovou, aceton,
citronovou $t'avu, fyziologicky roztok, koncentrovany roztok siranu amonného), vajicka,

laboratorni sklo, hydrofobni pisek a modely proteinti. Dale maji k dispozici dva texty:
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Jak pracovat s proteiny a Elektrostatické interakce. Nejedna se o navody, jsou to struc¢né
texty, které by mély studentim pomoci pii pfipravé roztoku proteini vajecného bilku
a pii vysvétlovani rozdilu mezi denaturaci a vysolovanim.

Ucitel praci studenti nefidi, pouze ji kontroluje, odpovidd na pifipadné dotazy, miize
studenty navést, jak dal. Napt.: Jak ovérite, zda je tento proces vratny nebo nevratny?
Co se stane, kdyz do zkumavky jeste priliji vodu? Vzpomente si na modelovani proteinu
a uvedomte si, jaké sily drzi pohromade shluky hydrofobniho pisku ve vode.

Pokud se zda, Ze n€které skupiny nepostupuji spravné, nepfisly na to, jaké experimenty
provést, aby protein jednou denaturovaly a pak vysolovaly, mohou jim své experimenty
predvést jiné skupiny. Ty tak ziskaji prostor pro prezentaci a vysvétleni svého postupu,
coz je v tomto typu laboratorni prace zadouci.

V zéavéru laboratorni prace je dobré vysledky shrnout — ptekreslit napf. na tabuli tabulku,
kterou maji studenti v pracovnich listech (uvedena nize) a jednotlivé skupiny do ni pak
zapiSi nebo doplni svoje zavéry tykajici se denaturace a vysolovani. Samotné
experimenty jsou velmi jednoduché, jejich vysvétleni a popsani rozdilit mezi denaturaci
vysledkt a spole¢né diskuzi — dostatek ¢asu.

Na uplny zavér této laboratorni prace se pro lepsi vysvétleni principu denaturace
a vysolovani hodi také flash animace, které byly vytvofeny v ramci mé diplomové
prace [1] a jsou dostupné na adrese www.studiumchemie.cz. Tyto animace zpracovavaji
denaturaci proteini acetonem a tepelnou denaturaci a vysolovani proteind siranem

amonnym.
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Ukazka ¢asti pracovniho listu

VaSe experimenty a pozorovani:
VSechny své experimenty zaznamenejte do nasledujici tabulky (nemusite ji vyplnit celou,

zalezi na tom, kolik experimentii provedete a jak je provedete).

experiment
pozorovdni (zména zaver (souvislost
(strucné popsat,
barvy, skupenstvi, s denaturaci nebo
napr. jake latky
uvolnéni plynu vysolovanim,
Jste smichali
atd..) vysvétleni pozorovani)

dohromady)

Tab. 4 Rozvrh laboratorni ulohy Jak poSkodit protein

Faze Cas Pomiick
laboratorni . . Cinnost studenti.  Cinnost ucitele . ,y.
préice (min) a chemikalie
. Vajecny bilek, 1%
dle\drr?f)lr;/;(ézé;i roztok NaCl, mléko,
okus Pozoruji Provadi citronova §t'ava,
P demonstraéni demonstraéni kadinky, vroucti
(denaturace 15 . . C 1. “ 2
Foteint pokusy a diskutuji  pokusy, poklada voda, sklenéné
_Pro , o nich. badatelskou otazku.  tyCinky; mozno
vajecného bilku ool ,
a mléka) pouzit 1 hydrofobni
pisek a aceton.
Poskytuje
Pfiprava na Studuji studentiim text
praktickou 10 predlozeny text, a seznamuje je Text Jak pracovat
¢innost — prace navrhuji postup s materidlem pro s proteiny
s textem své prace. jejich laboratorni
¢innost.
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Vajecny bilek, 1%

Provadaji roztok NaCl,
. . Kontroluje koncentrovany
Praktickad cast — experiment . oy
denaturace ()zll::n; turaciy praktickou ¢innost, roztok (NH4),SO.,
a vvsolovani a vsolovani poklada navodné aceton, citronova
YSOIOVE ysolovanl 1 ky, zodpovida  ava, IM HCI,
proteinil proteinli riznymi .
Sinidly) dotazy. zkumavky, sklenéné
' ty¢inky, kadinka,
smotek vaty, nalevka
Studuji

Prace s textem —

ptedlozeny text,

Etleni s . . Poskytuje studijni = Text Elektrostatické
vysvétleni 5 hledaji souvislosti 0s ytuJe.s, udijni = Tex “lektrostaticke
principu . material. interakce
. s vlastnimi
vysolovani )
experimenty.
Poklada navodné
Prezentuji své otazky, vybira . .
Prezentace y . . Viz material
, . 20 pokusy pied skupiny, které D
vysledkt » k praktické casti
spoluzaky. budou prezentovat
své experimenty.
Zapisuji sva Shrnuje hlavni
vysvétleni myslenky
pozorovanych a upozoriuje
Zaver 10 jevlina tabuli,  studenty na hlavni Zadné
diskutuji rozdily mezi
0 nazorech denaturaci
ostatnich. a vysolovanim.

4.2.2.4 Modelovani molekuly inzulinu

Tato uloha je do celého materidlu zarazena jako nadstavbova, rozsifujici. Studenti si pii

ni vyzkousi vymodelovat molekulu inzulinu podle jeho aminokyselinové sekvence.

Cilem této prace je, aby si studenti ovéfili, zda zakladni principy skladani proteintl, ke

kterym dospé€li v uloze Jak ziskavaji proteiny své prostorové usporadani, plati 1 pro

skute¢né molekuly.

Motivacni €asti této ulohy jsou Ctyii obrazky, schémata, v nichz se skryvd molekula

inzulinu. Studenti maji za ukol odhadnout, o jakou latku se jedna. Obrazky ukazuji

strukturu inzulinu (ktera studentiim maximalné napovi, ze neznama latka bude protein),

nékteré metabolické drahy, jichZz se inzulin jako hormon v bunkach ucastni a graf

zavislosti koncentrace krevniho inzulinu na dennim pfijmu potravy (Obr. 6). Metodicka
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¢ast pro ucitele také obsahuje text, v némz je podrobné popsana role inzulinu
v organismu a hlavné jeho vyroba a vyuziti v mediciné. Na zacatku této laboratorni
prace ma ucitel prostor, aby studenty sezndmil s inzulinem, jeho vyznamem pro lidskou

spole¢nost a vyuzivani geneticky modifikovanych organismi pii jeho vyrobé.

koncentrace krevni glukozy ?
mmol/L pmol/L
8.0 400
751 — koncentrace krevni glukézy
= — 2 - 350
126 7.0+ ——= pfijem potravin bohatych na skrob
:iiin piijem potravin bohatych na sachardzu 300
651
=
108 6.0 =
5571 200
90 501
B 150
451
100
72 4071
- FU
351 ?
mg/dL 3.0 ot ettt it 0

7:00 9:00 11:00 13:00 15:00 17:00 19:00 21:00 23:00 1:00 3:00 500 7:00

Tsnl’dané Tobéd T\reéefe

pFiem
glulkdzy

zasobni granule

Obr. 6: Ukazka z motivacni ¢asti tlohy modelovani inzulinu. Studenti maji

odhalit, jaka latka se skryva pod otazniky.
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Samotna praktickd cast spo¢iva v modelovani molekuly inzulinu, respektive jeho
fetézcl A a B (Obr. 7 - 9). Studenti modeluji protein s pomoci pracovniho listu, kde je
uvedena aminokyselinova sekvence obou jeho fetézcl (studenti si ji museji pievést do
sekvence jednotlivych skupin aminokyselin — nepolarni, polarni, kysel¢, zasadité
a cystein), n€kolik obrazka struktury inzulinu a také popis této molekuly. Je zde
uvedeno, jaké zakladni prvky sekundarni struktury se v molekule vyskytuji, kde za¢inaji
a kde konci, ve kterych mistech lezi kovalentni vazba mezi fetézci A a B. Soucasti
materidlu pro ucitele je také animace rotace modelu molekuly inzulinu, na niZ studenti
velmi dobfe vidi jeho prostorové uspotadani.

Studenti si pfi této praci tedy procvi¢i manipulaci s modely proteinl, rozsifi si své

znalosti o inzulinu, ovéfi si, zda jsou schopni podle teoretickych pravidel o skladani

proteinli vymodelovat skutecnou molekulu.

Obr. 7: Model inzulinu pfipraveny na skladani.

Obr. 8: Retézec A molekuly inzulinu,

cerné napinacky pfedstavuji postranni

fetézce cvsteinu.
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Obr. 9: Retézec B molekuly inzulinu. Bilé napinacky predstavuiji

hydrofobni postranni fetézce aminokyselin.

Tab. 5 Rozvrh laboratorni ulohy Modelovani molekuly inzulinu

Faze Cas Pomiick
laboratorni . Cinnost studenti Cinnost uditele Y
. (min) a chemikalie
prace
Mf)tlvace o J’ak’a Pozoruji obrazek, Ukazuje obrazek, .
latka se skryva o . . hOTR Powerpoint.
, 8  navrhuji, jakou latku asi ~ poklada otazky
za obrazky? g . I , prezentace
. , pfedstavuje. tykajici se inzulinu.
(inzulin)
Studuji PL, poslouchaji
vyklad ucitele, fesi prvni Predstavuje
o cast ulohy — prepis studentim inzulin .
Priprava na . . o Powerpoint.
. sekvence aminokyselin z hlediska jeho
praktickou 7 . . prezentace,
Sinnost do sekvence typt struktury, ukazuje PL
aminokyselin podle obrazky, poskytuje
povahy postranniho PL.
fetézce.
Prakticka Cast — Poméahd
skladédni modelu Tvoti model molekuly . Modely
20 . . s modelovanim .
molekuly inzulinu. . . proteinu, PL
) ; inzulinu.
inzulinu
.ka,lmajl mogi e.l Ukazuje na modelu
inzulinu — Spliuje . g y .
- . . . inzulinu nékteré Modely
Zaver 10 zakladni pravidla o s . ,
1rs o principy skladani inzulinu
skladani proteina? . .
proteinu.

Popisuji jeho strukturu.
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4.3 Testovani materialu na stirednich skolach

Vytvotené tlohy byly postupné ovérovany na n¢kolika stfednich skolach v Praze.

Prvni ovéfovani prob&hlo na Gymnaziu Nad Aleji v Praze v ¢ervnu roku 2013 ve tetim
ro¢niku ctyfletého gymnazia. Pii tomto ovéfovani nebyli studenti testovani, ale $lo
predevsim o to zjistit, jsou-li ruéné vyrobené modely proteinti pouzitelné¢ pro vyuku
a je-li mozné CasteCné pojmout Glohu Jak ziskavaji proteiny své prostorové usporadant
jako badatelsky orientovanou. Zajimalo mé¢, zda studenti dokdzi s modely pracovat
azda je uloha na skladani proteinli dobfe pfipravend. Chtéla jsem najit odpovédi
predevsim na tyto otazky:

* Rozumi studenti zadani?

* Jsou schopni pracovat samostatné s pracovnim listem?

* Jsou schopni formulovat svoji teorii skladani proteinti?

* Podafi se jim na zaklad¢ této teorie slozit model proteinu do takového tvaru, aby
byly interakce postrannich fetézcli aminokyselin v souladu s chemickymi
zakonitostmi?

Vysledky tohoto testovani jsou zpracovany v kapitole 4.4.1.

Dal§i stupeii testovani materialdi byl realizovan na SZS 5. kvétna a na Gymnaziu
J. Pato¢ky v Praze. Jeho cilem bylo zjistit, do jaké miry jsou nové vytvoiené ulohy pro
studenty piinosné. Ulohy Jak ziskdvaji proteiny své prostorové uspoiddani a Jak
poskodit protein byly testovany v ramci dvou dvouhodinovych vyukovych celki. Uloha
s hydrofobnim piskem byla zatazena jako motivaéni ¢ast druhé zminéné laboratorni
prace (viz 4.2.2.1).

Na SZS se laboratornich praci zucastnili studenti maturitniho roéniku. Testovani
probihalo kratce pfed maturitami, ¢imz byla velmi ovlivnéna dochazka, ale i soustfedéni
studentil. Testy, které studenti vypliovali pfi laboratorni praci, proto nebyly zafazeny do
této prace. Nékteti studenti totiz absolvovali pouze jednu ze dvou laboratornich praci,
néktefi se ani nepokusili testy vyplnit. Ulohy zde viak byly odu¢eny a na zakladé téchto
hodin byly materialy dale upravovany.

Na Gymnaziu J. Patocky se laboratorni prace konaly ve tfetim rocniku ctyfletého
gymnazia a to v celé tfidé (28 studentd; tato tfida neméla v rozvrhu klasické laboratorni

prace, jichz se ucastni jen polovina studentll). Aminokyseliny a proteiny uz méli
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studenti ¢aste¢n¢ probrané, prostorovym uspotfaddanim ani denaturaci se vSak podrobnéji
v hodinadch chemie (ani biologie) nezabyvali. Cilem testovani bylo zjistit, co znali
studenti pied absolvovanim téchto laboratornich praci, co si z této prace zapamatovali
a jak své vlastni praci porozuméli. Vypliovali proto pied zacatkem prvni laboratorni
prace a po skonceni té druhé test zaméfeny na prostorové usporadani proteinti, povahu

proteinogennich aminokyselin a denaturaci a vysolovani proteini.

4.3.1 Pribéh pilotniho nasazeni materialu Jak ziskdvaji proteiny své
prostorové uspoidadani

Prvni dvé hodiny byly vénovany prostorovému uspofadani proteini. Vedouci
laboratorni prace nejprve ukdzal studentim obrazky modelt rtznych proteini
(ATP- syntaza, kolagen a kinezin). Studenti diskutovali o tom, o jaké latky se jedna, co
je spojuje a v ¢em se lisi. Studenti dosli k otazce, jaky vyznam ma slozité prostorové
usporadani proteint a jak proteiny toto uspotradani ziskavaji. Byli seznameni s modely
proteintl a vyzvani, aby se zamysleli, jak spolu mohou postranni fetézce aminokyselin
interagovat.

Na pomoc pii hledani odpovédi na otazku, jak ziskavaji proteiny své prostorové
usporadani, obdrzeli studenti pracovni list s nékolika ukoly tykajicimi se fyzikalné-
chemickych vlastnosti proteinogennich aminokyselin. Poslednim ukolem bylo
formulovat hypotézu, jak se budou skladat jednotlivé skupiny aminokyselin ve vodném
prostiedi.

Studenti své hypotézy zapsali, prodiskutovali je s ucitelem a dospéli k nékolika
spolecnym pravidlim skladani proteini. Podle téchto pravidel potom pracovali
s modely proteini a skladali polypeptidové useky, jejichz aminokyselinové sekvence
méli uvedené v pracovnim listé. Své modely predvadéli jednotlivé pracovni skupiny
ostatnim a vysvétlovali, pro¢ slozili model pravé takovym zptisobem. Na konci hodiny

byla jesté shrnuta zékladni pravidla pro skladéni proteinti.
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4.3.2 Pribéh pilotniho nasazeni materialu Jak poSkodit protein

Druhé laboratorni prace byla zaméfena na denaturaci a vysolovani proteint. Studentim
byly nejprve ukazany tii demonstracni pokusy — zaliti vajicka rozklepnutého do kadinky
vrouci vodou, okyseleni mléka citronovou §tavou a vznik a nasledné rozpusténi shluka
hydrofobniho pisku ve vodé¢ (viz 4.2.2.3). Studenti debatovali o tom, co tyto pokusy
ukazuji, jak spolu mohou souviset.

Pot¢ jim byl pfedstaven cil jejich prace — zjistit, jaky je rozdil mezi denaturaci
a vysolovanim a popsat princip téchto procesti. Studenti dostali k dispozici rtizné
laboratorni sklo, aceton, jednomolarni kyselinu chlorovodikovou, jednoprocentni roztok
chloridu sodného, S$tavu z citronu, koncentrovany roztok siranu amonného. M¢li
pracovat s bilkovinami pfedstavenymi vajeénym bilkem zfedénym fyziologickym
roztokem. Na SZS 5. kvétna obdrzeli studenti roztok proteinii vaje¢ného bilku jiz
hotovy, ale v pribéhu prace se ukazalo, Ze je dost ¢asu na to, aby si ho studenti
pfipravili sami. Studenti Gymnazia J. Patocky proto dostali celé vajicko, vatu, 1% NaCl

a nasledujici text, ktery jim pomohl si roztok samostatné pfipravit.

Jak pracovat s proteiny

Proteiny, které chceme zkoumat, je vhodné nejprve prevést do roztoku. Méli bychom proto
védet, zda jsou rozpustné ve vodé nebo ne. Globularni, neboli kulovité proteiny byvaji
rozpustné ve vodeé, zatimco proteiny fibrilarni, viaknité, nikoliv.

V ¢em proteiny rozpoustét? Urcite neni vhodna destilovana voda. Proteiny jsou velmi
citlivé na zmeny vnéjsiho prostredi. Nejstabilnejsi byvaji pri neutrdalnim pH a fyziologické
iontové sile (té odpovida iontova sila fyziologického roztoku - 1% NaCl).

Ziskavame-li protein z rostlinného nebo Zzivocisného materialu, méeli bychom se také
zbavit riiznych necistot a neproteinovych slozek daného materialu (pripadné jinych, treba
nerozpustnych proteinii). Toho je mozné dosahnout ruznymi metodami. Chceme-li ziskat
proteiny z bunécného materialu, musime nejdiiv bunky mechanicky rozrusit. Poté
miuzZeme vyuzit centrifugaci, kdy se nam riizné casti bunék usazuji na dné zkumavky podle
své hmotnosti. Dalsi metodou vhodnou pro cisténi materialu a oddeéleni nerozpustnych
casti je filtrace. Roztok daného organického materialu vSak musime nejprve radné
protrepat, aby se nas protein rozpustil a nezachytil na filtru. Podle povahy organického
materialu vybirame ruzné filtry — ne vsechno je vhodné filtrovat pres filtracni papir,

nekdy staci treba smotek vaty.
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Ve vysledku bychom méli ziskat ciry roztok naseho proteinu, se kterym se nam uz bude
dobre pracovat.

Nasledujici tabulka uvadi nekteré priklady proteinii rozpustnych a nerozpustnych ve vode.

proteiny rozpustné ve vode proteiny nerozpustné ve vodé
albuminy krevniho séra kolagen

fibrinogen keratin

ovalbumin fibroin

hemoglobin elastin

imunoglobuliny fibrin

Studenti mohli také pracovat s hydrofobnim piskem a s modely proteinti. K dispozici
meli také text o elektrostatickych interakcich (uvedeny nize), ktery jim pomahal objasnit
proces vysolovani. Nejprve méli za kol rozvrhnout si, jaké experimenty provedou
a zaznamenat svlj plan do pracovniho listu. Poté, co pfedstavili sviij plan vedoucimu
laboratorni prace, mohli zacit pracovat. Jednotlivé experimenty zaznamendvali do
pracovniho listu. Asi polovina studentii byla schopna zacit hned samostatné pracovat.
Ostatni se dozadovali navodu na laboratorni prace, nechtéli se smifit s tim, ze zadny
nedostanou. Vedouci praktika jim pomahal ndvodnymi otdzkami. Ptal se jich, jak ovéfit,
zda je d& vratny nebo nevratny, s jakym mnozstvim roztoku proteinu by méli pracovat,
aby jim vystacil pro vice experimentll, jak poznaji, Ze se proteiny v roztoku tieba né¢jak
neméni samovolné, zda to opravdu souvisi s pfidanymi chemikaliemi atd.. Studentim
nakonec ned¢lalo problémy provést nckolik experimentl, pfi nichz proteiny
denaturovali nebo siranem amonnym vysolili. N&kteti nevédéli, jak dokazat, ktery
proces je vratny a nevratny, ale nakonec na to vSichni piisli (n€kteti opét s navodnymi
otazkami vedouciho praktika).

Vysledky tohoto testovani jsou uvedeny v kapitole 4.4.2.

Elektrostatické interakce
Opacné nabité castice jsou vzdajemné pritahovany tzv. elektrostatickymi interakcemi. Tyto
vazby patii do skupiny slabych vazebnych interakci a jsou velmi duleZité pro stabilizaci
a spravnou funkci biomolekul.
Merzi elektrostatické interakce radime také hydrataci iontii ve vodném prostredi. Voda,

Jakozto polarni rozpoustédlo, je pritahovana jak ke kladné tak k zaporné nabitym iontium.
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Kolem téchto castic vytvdri tzv. solvatacni obal (anglicky solvent znamend rozpoustédlo;
viz obrazky). Voda tak viastné zmensuje pritazlivé sily mezi zaporné a kladné nabitymi
ionty a tim iontové slouceniny rozpousti.

Zvlastni vyznam ma hydratace iontit v nasycenych roztocich ruznych iontii, kde
voda solvatuje, tedy vlastné rozpousti, prednostné ty nejrozpustnéjsi ionty.

Ostatni, piivodné rozpustné, se pak mohou z roztoku vysrazet.
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Interakce, kterée miize voda tvorit s

rozpousténymi latkami.

Na konci praktika byli studenti vyzvani, aby zapsali své zavéry na tabuli (dva sloupce —
v jednom zavéry tykajici se denaturace, ve druhém ty popisujici vysolovani). Na SZS
5. kvétna studenti pouze o svych vysledcich diskutovali, ale vétSina z nich se do diskuze
nezapojila, konecné vysvétleni ziistalo na vedoucim praktika. Kdyz studenti gymnézia
zapisovali na tabuli, k ¢emu dospéli, byli nuceni to jasné¢ a struéné¢ formulovat.
Zucastnili se vSechny skupiny, protoze kontrolovaly a pfipadné dopliiovali, co na tabuli
chybi. Nakonec probéhla ziva diskuze, protoze néktefi studenti nesouhlasili se zavéry
téch ostatnich. S pomoci vedouciho praktika pak studenti dospéli ke spolecnému

vysvétleni pribéhu procesti denaturace a vysolovani.

4.3.3 Pribéh pilotniho nasazeni materialu Modelovani molekuly inzulinu

Uloha Modelovani molekuly inzulinu byla nasledné testovana samostatné na Gymnaziu
Nad Aleji v zati 2014 v biologickém seminafi pro studenty tfetiho ro¢niku Ctyfletého
studia. Studenti znali ¢éste¢né¢ aminokyseliny a proteiny, prostorové uspotadani,
interakce postrannich fetézci aminokyselin nebo jejich chemickou povahu vSak jesté
neprobirali. Soucéasti ov€fovani materidlu byl opét test, ktery studenti psali pred

laboratorni praci a poté v dalsi hodin¢ v nésledujicim tydnu. Pani profesorka se rozhodla
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zatadit tuto praci do biologického seminafe (momentalné zamétreného na genetiku),
protoze rozSifuje znalosti studentll o inzulinu, ale hlavné pfibliZzuje studentim vznik
proteinti, ukazuje souvislost mezi genetickym kdédem a prostorovym usporadanim
proteint.

Studenti pfedtim nikdy nepracovali s modely proteinti. Pivodné¢ hodinova laboratorni
prace byla proto prodlouzena na dv€ vyucovaci hodiny. V prvni hodiné¢ byli studenti
seznameni s modely proteinli, na né¢kolika tkolech z laboratorni prace Jak ziskavaji
proteiny své prostorové usporadani si vyzkouseli, jak se s nimi pracuje.

Druhd hodina byla vénovana modelovani molekuly inzulinu. Nejprve studenti
poznavali, jaka latka se skryva ve schématu, které jim vedouci praktika ukazal. Pii té
prilezitosti se dozvédéli o tom, jak se inzulin v soucasné¢ dobé vyrabi, jak se ziskaval
diive, jakd je jeho pfesnd tUloha v organismu. Poté dostali pracovni listy
s aminokyselinovou sekvenci obou fetézci inzulinu, s nékolika obrazky struktury
inzulinu a s popisem, jak je molekula inzulinu uspofadana. K tomu jim vedouci praktika
na projektoru pustil animaci rotace modelu molekuly inzulinu, aby si mohli jeho
prostorové uspoiadani Iépe predstavit.

Nejprve si museli studenti pfepsat sekvenci aminokyselin do sekvence jednotlivych
skupin aminokyselin. Tuto ¢ast prace je potieba provést peclivé, coz se studentim
mnohdy nepodatilo. Chybu pak nasli vétSinou az pii samotném modelovani inzulinu,
kdy jim vychazel Gplné€ jiny tvar nez ostatnim, nebo jim zdkladni fetézce neslo slozit
podle zékladnich pravidel sklddani proteini. Modelovani inzulinu bylo pro studenty
zpocatku obtizné, protoze v jedné z predchozich hodin sestavovali model DNA.
Umist'ovali proto postranni feté¢zce aminokyselin vzdy do stfedu a-Sroubovice. Vedouci
praktika jim musel vysvétlit, Ze Sroubovice u proteini vypada jinak, postranni fetézce
aminokyselin sméfuji naopak ven. (Tato informace byla poté doplnéna i do pracovniho
listu pro studenty.) Pak uz bylo sestavovani modelu snadnéjsi a vétSina skupin dospéla
nakonec alespon k piibliznému modelu inzulinu (Obr. 10). V zavéru vyucovaci hodiny
byla jedna skupina vyzvana, aby shrnula hlavni principy sklddani proteini a na svém
modelu ukazala, zda tato pravidla spliuji i redlné molekuly proteinti. Studenti byli praci
zaujati, libilo se jim, ze zkouSeji vytvofit latku, kterou maji kazdy ve svém téle a je pro

né velmi dulezita.
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Obr. 10: Model inzulinu vytvofeny studenty

Gvmnazia Nad Aleii.

4.4 Vysledky ovéirovani materialu
4.4.1 Vysledky prvni faze ovérovani

Pilotni nasazeni materiali na Gymnaziu Nad Aleji v Praze v ¢ervnu roku 2013 a dale
pak na SZS 5. kvétna, kde si studenti vyzkouseli nékteré z nové pfipravenych materiald,
nebylo monitorovano formou dotaznikl nebo testii. Pribéh téchto laboratornich praci
byl vSak sledovan a pouzit k upravé materiala.

Dulezitym zjisténim bylo, Ze studenti jsou schopni pracovat s ru¢né vyrobenymi modely
proteind, jsou dokonce schopni si je sami béhem patndcti minut vyrobit (Obr. 11).
Zaroven se vSak ukazalo, Ze neni vhodné vyrabét modely proteint piimo pii laboratorni
praci Jak ziskavaji proteiny své prostorové usporadani, protoze to zabere ptili§ mnoho
¢asu. Ten pak chybi pfi plnéni kol v pracovnim list¢ a hlavné v zavéru hodiny, kdy
maji studenti prezentovat své vysledky a kde ma zlstat prostor pro shrnuti zakladnich

poznatkt z tohoto praktika.
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Obr. 11: Studenti Gymnazia Nad Aleji vyrabéji modely proteinu z plné a z duté izolacni

trubky a z ocelového dratu.

Pii laboratorni praci Jak poskodit protein na SZS 5. kvétna se ukazalo, Ze neni tplné
vhodné poskytnout studentim hotovy roztok proteinti vajecného bilku ve fyziologickém
roztoku (1% NaCl). Nektefi studenti tim byli zmateni a nebylo jim Gplné jasné, co maji
vlastné ve zkumavce — zda uz denaturovany protein, nebo rozpusténé bilkoviny. Studenti
Gymnazia J. Patocky si roztok pfipravovali sami (rozpusténim vaje¢né¢ho bilku ve
fyziologickém roztoku a pfefiltrovanim pies smotek vaty), coz Iépe spliiovalo jeden
z hlavnich pozadavkl na badatelsky orientovanou vyuku, tedy Ze maji stale védét co
délaji a pro¢ to délaji. Dalsim dileZitym poznatkem ze SZS 5. kvétna bylo, Ze zavéry
studentil tykajici se denaturace a vysolovani proteini je dobré zaznamenat napi. do
jednoduché tabulky na tabuli, aby byly vSem na ocCich a aby vSichni studenti méli
moznost uvést svilj ndzor na prubéh téchto procest. Tyto zkusenosti byly zaclenény do

metodické ¢asti pro ucitele.
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4.4.2 Vysledky druhé faze ovérovani

Studenti Gymnazia J. Patocky a Gymnézia Nad Aleji vypracovavali pted zac¢atkem a po

skonceni laboratornich praci testy, jejichz cilem bylo odhalit, co uz studenti znali, co

nového se dozvédeli, co si ze své prace zapamatovali a jak ji porozuméli. Vysledky test

jsou nize zpracovany formou graft. Jim piedchdzi zadani pouzitych testa.

Test k laboratornim pracim Jak ziskdvaji proteiny prostorové usporadani a Jak poskodit

protein (Gymnazium J. Patocky)

1. ¢ast (charakteristika a vlastnosti polarnich a nepolarnich latek):

Rozhodnéte, zda se jednd o spravné (+) nebo Spatné (-) tvrzeni. Pokud nevite, napiSte

nevim:
1)
2)
3)
4)
5)

6)

Hydrofobni latky jsou rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech.

Hydrofobnimi interakcemi jsou propojeny napt. molekuly vody.

Aceton a ethanol jsou rozpoustédla schopna rozpustit hydrofobni latky.
Hydrofobni latky jsou napf. tuky, cukry a bilkoviny.

Hydrofobni interakce jsou podobné jako vodikové miustky slabé nekovalentni
vazby.

Bilkoviny jsou hydrofobni, proto se nerozpoustéji ve vodé.

2. ¢ast (prostorové usporadani proteintl)

Rozhodnéte, zda se jedné o spravné (+) nebo Spatné (-) tvrzeni. Pokud nevite, napiSte

nevim.

1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

Zakladni fetézec proteint se sklada z karboxylovych kyselin.

Prostorové usporadani je u vSech proteinti skoro stejné (Sroubovice a skladané
listy), nesouvisi s jejich funkci.

Aminokyseliny v proteinech se 1i$i svymi postrannimi fetézci, které mohou byt
polarni 1 nepolarni.

Pii skladani proteinli ve vodném prostiedi se hydrofilni aminokyseliny shlukuji
Vv centru proteinu.

Vodikové vazby jsou kli€ové pro skladani vSech proteint.

Disulfidové vazby se podileji na stabilizaci zakladniho fetézce proteind.

Mutace, pii niz dojde k zdméné jen jedné aminokyseliny v proteinu, miize
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8)

9)

protein poskodit a uc¢init nefunkénim.

Potadi aminokyselin v zdkladnim fetézci proteinu nesouvisi s jeho prostorovym
uspotradanim.

Peptidova vazba vznikd spojenim dvou aminokyselin a pfitom se odstépuje

vodik.

10) Kazdy protein zaujima v organizmu mnoho prostorovych struktur v zavislosti na

své velikosti a funkci.

3. ¢ast (denaturace a vysolovani proteint)

Vyberte spravna tvrzeni o denaturaci a vysolovani proteinti:

1)
2)
3)
4)
5)

6)

7)
8)

9)

Pti denaturaci dochazi k rozpousténi proteinu v disledku pridani denaturacniho
¢inidla.

Denaturace je nevratny proces, ktery protein znici.

Vysolovani je nevratny proces, ktery protein znici.

Denaturovany protein ztraci svoji vyzivovou hodnotu.

Pii vysolovani se protein vysrazi z roztoku, ale jeho struktura a funkce ziistane
zachovana.

Denaturacni c¢inidla poSkozuji 3D strukturu proteinil, ty ale zlstavaji plné
funkéni.

Vysolovani je opacny proces k denaturaci.

Mezi denaturacni cinidla patii teplo, tézké kovy, aceton nebo kyselina
chlorovodikova.

Pti denaturaci zlistava zachovan zékladni fetézec proteini.

Obou laboratornich praci se zacastnilo 28 studentt tretiho ro¢niku Ctyfletého gymnazia.

Pretest obdrzeli pted zac¢atkem prvni laboratorni prace, po skon¢eni druhé dostali stejny

test znovu (posttest). Pretest nebyl se studenty nijak rozebiran, posttest psali v odstupu

Ctrnécti dnii. Rozdil v uUspéSnosti v pretestu a posttestu je uveden v nésledujicich

grafech. Z diivodu vétsi prehlednosti jsou vysledky rozdéleny na tii ¢asti (Obr. 12 — 14).

Testy byly vyhodnoceny tak, zZe byly secteny vSechny spravné odpovédi pro jednotlivé

otazky (spravné oznaceno plus nebo minus, piipadné spravné zakrouzkovana moznost

ve tieti Casti testu) a bylo spocitano, kolik procent v§ech odpovédi bylo spravnych.
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Charakteristika a Viastnosti polarnich a nepolarnich latek
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Obr. 12: Procenta spravné zodpovézenych otazek prvni ¢asti testu

na Gymnaziu J. Patocky

Prvni ¢ast pretestu zabyvajici se vlastnostmi polarnich a nepolarnich latek fesili studenti
relativné uspéSné (Obr. 12). Toto téma pro né€ nebylo Gpln€ nové. Pocet spravnych
odpovédi vSak neptesahl u zadné otazky 50%. Nejhtie odpovidali studenti na 6. otazku,
kdy méli odhadnout polaritu bilkovin. Spravnou moznost vybralo jen 13% z nich.

Posttest dopadl 1épe, studenti se zlepsili ve vSech otazkach. Ve druhé, tfeti a Sesté otdzce
se zlepsili velice vyrazn& (zlepSeni vzdy okolo 40%). Byly to otazky tykajici se
vysvétleni pojmu hydrofobni latka nebo zkoumajici rozpustnost hydrofobnich latek.
Nejmén¢ se studenti zlepsili v feSeni paté otazky — v prvnim i1 druhém testu odpovidalo
spravné€ jen asi 30% studentd. Tato otdzka se zabyvala silou hydrofobnich interakci.
Nejlépe odpovidali studenti v posttestu na 3. otazku, tykajici se polarity rozpoustédel
acetonu a ethanolu. V feSeni této otazky se také nejvyraznéji zlepsili oproti pretestu

(aceton pouzivali studenti pii své praci).
Druhé ¢ast testovani byla zamétena na prostorové uspotfadéani proteinii (Obr. 13). Pretest

1 posttest fesili studenti velmi nevyrovnané, jejich celkova uspésnost se u jednotlivych

odpovédi dosti lisila. Na nékteré otazky znali odpoveéd’ témét vsichni (to plati zvlaste
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pro posttest), nékteré otdzky jim ¢inili velké potize 1 po absolvovani laboratornich praci.
V pretestu byli studenti relativné¢ uspé€Sni v odpovidani na otdzku 2 (zda se lisi
prostorové uspoiadani u riznych proteinil), 5 (vyznam vodikovych vazeb pro stabilizaci
struktury proteintl) a 7 (zda mize mutace ovlivnit strukturu a funkei proteinu). Naopak
na 4. otazku (interakce postrannich fetézcli aminokyselin pfi sklddani proteind),
6. otazku (vyznam disulfidovych vazeb), 9. otdzku (vznik peptidové vazby) a 10. otazku
(variabilita prostorového uspoiadani kazdého proteinu v organismu) neznal spravnou

odpoved’ témét nikdo.
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Obr. 13: Procenta spravné zodpovézenych otazek druhé ¢asti testu

na Gymnaziu J. Patocky

Pti feSeni posttestu se studenti zlepsili v deviti otazkach z deseti. Vysledky paté otazky
(vyznam vodikovych vazeb) byly nepatrné¢ horsi pii druhém testu, v obou testech
odpovidalo na tuto otazku spravn¢ kolem poloviny studentti. Nejvice se studenti zlepsili
v feSeni tfeti a Ctvrté otazky. Treti otdzka byla zaméfena na vlastnosti aminokyselin
v proteinech, &tvrta na interakce postrannich fetézct aminokyselin. Sestou a devéatou

otazku vyftesilo spravné velmi malo studentt 1 pfi druhém testu.
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Denaturace a vysolovani proteinu
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Obr. 14: Procenta spravné zodpovézenych otazek tfeti ¢asti testu

na Gymnaziu J. Patocky

Ve tfeti Casti testu byl zaznamendn nejvétSi rozdil mezi pretestem a posttestem
(Obr. 14). V pretestu Cinily v podstaté vSechny otdzky studentim zna¢né potize.
Relativné 1épe odpovidali na 8. otazku (a to pouze 37% studentl), ktera se tykala
denaturac¢nich ¢inidel. Pocet spravnych odpovédi neptekrocil u ostatnich otazek 30%.

Pii hodnoceni posttestu bylo zjiSt€éno znacné zlepSeni témét ve vSech otazkach. Ve
druhé, treti, étvrté a paté otdzce se pocet spravnych odpovedi pii zvysil oproti prvnim
testu o vice nez 60% (ve druhé otazce dokonce az o 72%), tyto otdzky fteSila po
absolvovani laboratornich praci spravné témét celd tfida. Pouze posledni otdzka
zustavala nejasna vetSin€ i pfi druhém testu (spravné ji vytesilo pouze 25% studentl).
Studenti v ni méli odhalit, ze tvrzeni Pri denaturaci ziistavad zachovan zakladni retézec

proteinii, je Spravneé.

Dale byl testovan vliv laboratorni prace Modelovani inzulinu na osvojeni uciva tykajici

se proteintl.
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Test k laboratorni praci Modelovani inzulinu

Do jaké skupiny chemickych slouc¢enin fadime inzulin?
Jakou funkeci plni inzulin v organismu?

Jak se v sou€asnosti ziskava vétSina inzulinu potfebného pro 1écbu cukrovky?

A w0 N P

Na zékladé¢ fyzikaln€ chemickych vlastnosti mizeme kdédované aminokyseliny

rozdelit do 4 skupin. Uved’te, o jaké skupiny se jedna.

o

Jak ovliviiuji postranni fetézce aminokyselin prostorové uspotadani proteinu?

6. Vyjmenujte chemické interakce a vazby, které stabilizuji prostorové uspotadani

proteint.

Laboratorni prace se zucastnilo 11 studenti tfetiho ro¢niku ctyfletého studia. Test
obdrzeli pred zacatkem laboratorni prace, podruhé jej psali o tyden pozdéji. Rozdil
v uspesnosti v prvnim a druhém testu je uveden v nasledujicim grafu. Test byl obodovan
nasledovné — za zcela spravnou odpovéd’ dostal student jeden bod, za ¢astecné spravnou

odpovéd pil bodu.

Modelovani molekuly inzulinu

100 95 100 95
g 80
S 60 50 59 5 g pretest
§_ 45 M posttest
80 27 o7 3
1 2 3 4 5 6

Cislo otazky

Obr. 15: Procenta spravnych odpovédi pfi testovani ulohy Modelovani

molekuly inzulinu na Gymnaziu Nad Aleiji.

Testovani ulohy Modelovani inzulinu ukazuje na pifinos tohoto materidlu pro osvojeni

daného uciva. Pied laboratorni praci neznala vétSina studentll spravnou odpovéd’ na
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zadnou z otazek testu (Obr. 15). Nejlépe fesili studenti druhou otazku — Jakou funkci
plni inzulin v organismu (ve druhém testu odpovédéli spravné vSichni, v prvnim jen
45% studentll). ZlepSeni oproti prvnimu testu bylo velmi vyrazné u prvni, druhé, ale
hlavné ¢tvrté otazky, kdy se pocet spravnych odpovédi zvedl z Zadné na 95% spravnych
odpovédi. V této uloze méli studenti uvést Ctyfi skupiny, do kterych mizeme rozd¢lit
aminokyseliny podle jejich fyzikdlné chemickych vlastnosti. Nejméné studenti
odpovédé€lo spravné na treti otdzku — Jak se v soucasnosti ziskava inzulin pro lécbu
cukrovky? Studenti odpovidali vétSinou jen ¢astecné spravné (Castd odpovéd’ byla, Ze

z bakterii, coz bylo ohodnoceno polovinou bodu).
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5 Diskuze

Skupina ucitelti, kteti absolvovali v roce 2011 seminaf Lidsky organismus a zdravi na
katedfe Ucitelstvi a didaktiky chemie UK, vypliovala dotaznik tykajici se materiali na
podporu vyuky biochemie (konkrétné aminokyselin a proteinli) na stiednich Skoléch.
Tyto materidly byly pfipraveny v ramci mé diplomové prace Nové materialy na
podporu vyuky biochemie na SS, Proteiny [1]. Pomoci dotazniku bylo zjisténo, Ze
ucitelé mohou vénovat tématu aminokyseliny a proteiny relativné dost ¢asu (nékteti
1vice nez deset vyuCovacich hodin) a Ze zatfazuji do svych hodin demonstra¢ni
1 studentské experimenty. Z odpovédi uciteli také vyplynulo, Ze teoretickych podkladi
k tématu aminokyseliny a proteiny maji dostatek a ocenili by pfedev§im prakticky
zamétené ulohy.

V radmci této rigordzni prace byly proto pfipraveny a ve Skolach otestovany materialy na
praktickou vyuku biochemie. Jsou to tfi laboratorni ulohy zabyvajici se prostorovym
usporddanim proteinli (jejich sklddanim a denaturaci) a jedna doplitkova laboratorni
tiloha zaméfend na pozorovani hydrofobnich interakci. Ulohy obsahuji fadu prvkt BOV
(popsané v uvodu této prace). V této kapitole budou diskutovany zavéry vyplyvajici
z ovefovani materialii a také jejich souvislost s teoretickymi poznatky o BOV, jednou
z hlavnich metod moderniho vyucovéni piirodovédnych predméti, ktera se zacina
objevovat i v ¢eskych skolach.

V soucasné dob¢ se pomalu méni pojeti prirodovédného vzdélavani, mizeme pozorovat
nekolik paralelnich trendl. Za prvé je to snaha o pfiblizeni ptfirodovédnych predméth
védeckym disciplinam [9]. Za druhé potieba zvysit motivaci studentl, nadchnout je pro
pfirodni védy, aby o né neztraceli zdjem a nepovazovali je za pfiliS obtizné
a neperspektivni [2, 3]. Za tfeti je v modernim pfistupu ke vzdélani velky diraz kladen
na uceni s porozumeénim probirané latce. Dilezité je zaCleniovat nové poznatky do téch,
které uz studenti znaji, tak, aby mezi nimi vidé€li souvislosti. Pak budou studenti schopni
pouzivat své znalosti k feSeni novych problémul, neztrati se jim ve chvili, kdy
zapomenou jejich pfesné znéni [34].

Jednou z vyucovacich metod, kterd ma potencial plnit tyto potfeby vzdélavani, je BOV.
Mnoho autort ji hodnoti velmi kladn€, pomahd podle nich rozvijet kritické Cteni,

logické uvazovani, pfemysleni mimo ramec jednoho piedmétu, organizacni
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a komunikativni dovednosti nebo schopnost spolupracovat. BOV by méla také ptiblizit
studentim védeckou praxi a diky tomu, Ze je pro n¢ zajimava, poutava, mohla by je
naldkat ke studiu ptirodovédnych disciplin [2, 8, 12, 14, 17, 20, 22].

Podle nékterych autort neni vSak efektivita BOV prokazana. Konstruktivisticky ptistup
(zéklad BOV) je ndro¢ny jak pro ucitele, tak pro studenty, kterym muize €init zpocatku
velké problémy. To se ukédzalo 1 pii testovani badatelsky orientovanych tloh
piipravenych v ramci této prace. Materidly neposkytuji studentim néavody na
laboratorni ¢innost. Studenti obdrzi laboratorni nacini, doprovodny, odborné psany text,
ktery jim ma nékteré faze jejich prace objasnit, shlédnou demonstrac¢ni pokusy, o nichz
diskutuji, absolvuji urcitou teoretickou piipravu. Vlastni experimenty si planuji na
zéaklad¢ téchto materidlti samostatné. Asi polovina studentti byla pii ovéfovani materialt
schopna pracovat od zac¢atku samostatné, dal$i se doZadovali ndvodu. Se samostatnou
praci zacali az poté, co jim vedouci praktika radil prostfednictvim riznych nédvodnych
otazek. Studenti nebyli pravdépodobné na takovy zpisob prace zvykli. Ale uz v pribéhu
prvni laboratorni prace se jim to zalibilo, provadéli pokusy se zaujetim a v zavéru
hodiny zivé diskutovali o vysvétleni pozorovanych jevi. Byli schopni se novému
zpusobu vyuky prizplsobit.

BOV klade velky diiraz na samostatnost studenti. Pokud opravdu pracuji samostatné
a planuji si své experimenty (nebo obecnéji své uceni) sami, meli by v kazdé chvili
védét, co delaji a pro¢ to délaji. Kdyz pfi tom udélaji chybu, mohou se k ni snadno
vratit. Vyznam tohoto tvrzeni jsme pocitili pfi testovani materidlu na SZS 5. kvétna.
Studenti méli pracovat s roztokem bilkovin vaje¢ného bilku, ktery dostali jiz
piipraveny. Mnozi v zavéru hodiny uvadéli, ze pti denaturaci se protein rozpousti. Tento
zaveér byl chybny, studentim nebylo ziejmé Uplné jasné, s ¢im vlastné od zacatku
pracovali (zda uz pocatecni roztok neobsahoval denaturované proteiny). Pii testovani
materidlu na dalsi Skole bylo tomuto nezadoucimu jevu zamezeno tim, ze si studenti
roztoky pfipravovali sami a védéli proto presné, jaké latky jejich roztoky obsahuji.

Pii zatfazovani badatelskych tloh do vyuky je potieba zvazit rizné faktory. Nejen, zda je
téma pro badani vhodné, ale hlavné, jak jsou pfipraveni studenti. Zda maji dostatek
znalosti a dovednosti pro samostatnou praci. Pokud nemaji zkuSenosti napt. s praci
v laboratofi, je nutné zpocatku zvolit jednoduché ulohy, na nichz si tfeba jen procvici

zakladni laboratorni techniku. Dulezité vSak je zaClefiovat co nejcastéji i do béznych

60



hodin jednotlivé prvky BOV (tj. pokladani otazek, ptedpovidani vysledki napf.
demonstracnich experimenti, spolupraci, obhajovani ur¢itého postoje, vyhledavani
informaci, seznamovani se s védeckymi metodami). Tim budeme studenty pfipravovat
na BOV, nebo obecnéji na samostatnou ¢innost podobnou védeckému badani [2, 11].
Podstatnou cast piipravenych materialii tvoii prace s modely proteini. S podobnymi
modely se studenti u nés nesetkavaji (napt. v USA se pfi vyuce pouzivaji). Modely jsou
velmi zjednodusené, coz je vhodné¢ z didaktického hlediska, kdy jasné¢ ukazuji
prostorové uspotadani polypeptidového fetézce a zaroven zdiraziuji zdkladni vlastnosti
postrannich fetézct aminokyselin. Takova ptedstava je dilezita pro spravné pochopeni
principti sklddani proteint v prostoru i jejich stability. Samotna prace s modely je pro
studenty velmi motivacni, protoze se strukturou proteini se vétSinou seznamuji jen
teoreticky. Studenti, ktefi absolvovali ov€fovani téchto materiald, uz tfeba téma proteiny
v hodinach chemie probirali. O skladani proteinii vSak nevédéli témér nic, neméli
predstavu, jak vlastné proteiny vypadaji. Poté, co si studenti uvédomili rozdily mezi
jednotlivymi skupinami aminokyselin a navrhli, jak by mohly tyto skupiny navzajem
interagovat, byli schopni sklddat modely proteinti, vytvaret z nich rizné prostorové
struktury v zavislosti na jejich aminokyselinové sekvenci. Pomoci této praktické
¢innosti si snadno zapamatovali, jak se li§i aminokyseliny v proteinech a jak mohou
navzajem interagovat. Ziskali také alespon zakladni piedstavu o struktuie proteint.
Vyhodou téchto modelt je také to, Ze je mozné je relativné snadno a levné vyrobit doma
¢i ve Skole.

Pocate¢ni faze ovéfovani materidli byla zaméfena pravé na to, zda budou studenti
schopni s modely pracovat a zda je zvladnou 1 sami vyrobit. Piestoze vyroba modeli je
a vyzaduje urcitou zrucnost, studenti dvou stfednich skol si je sami pfipravili a pak jesté
stihli vymodelovat nékolik struktur podle sekvenci aminokyselin v pracovnim listu.
Ptesto se ukézalo, ze vhodnéjsi je mit modely na hodinu uz pfipravené, protoze pak
zbyva dost ¢asu na samotnou praci s nimi a hlavné na zavére¢nou diskuzi o sklddani
proteind a o tom, co modely proteind vlastné ukazuji.

Dal$im dulezitym zjiSt€énim pocatecni faze ovéfovani materidld byla skutecnost, Ze
studenti rozumi zadani badatelsky zamétenych uloh a dokézi podle nich samostatné

pracovat, a¢ n¢kdy s pomoci navodnych otazek vedouciho praktika. Studenti velmi

61



dobfte spolupracovali, byli motivovani k samostatné praci. To vSak nemuselo byt pouze
zasluhou predlozenych materidlii. Laboratorni prace byly pro né¢ vyjimecné uz tim, ze je
vedl jiny pedagog nez jejich ucitel chemie a prace také nebyly znamkovany. Celkové
byly hodiny organizovany Upln¢ jinak, nez jsou studenti zvykli. To uz vSak souvisi
s badatelskou metodou. Studenti byli velmi povzbuzeni tim, ze mohou pracovat
samostatné, nékteii se dozadovali dalSich chemikalii, aby mohli vice latkami provést
denaturaci nebo vysoleni proteini. Jak uz vSak bylo uvedeno, tento zplsob prace
nevyhovoval zpocatku vSem, 1 kdyZ nakonec se vSem pracovnim skupindm podaftilo
néjakym zpisobem odpovédét na pocatecni badatelskou otazku.

Pti ovéfovani materidlu Modelovani inzulinu se ukazala dal$i z vyhod badatelsky
orientovanych tloh. Jejich pouZiti je totiz velmi §iroké. Uloha je postavena tak, aby
mohla byt pouzita bud’ k upevnéni uciva, nebo ve fazi ivodni, motivacni. Pfi testovani
ji absolvovali studenti, ktefi jes$t€¢ biochemii, tedy ani aminokyseliny a proteiny
neprobirali. Byla vSak zafazena do biologického seminafe, momentalné zaméteného na
genetiku. Prestoze studenti tuto problematiku jesté neznali, byli schopni ulohu fesit. Do
genetického seminédie se dobfe hodila, protoze tam se pravé ucili o proteosyntéze
a dalSich osudech proteinti. Pfitom se jednd o Ulohu zaméfenou vyslovené chemicky
a pripravenou piedev§im pro hodiny chemie. Badatelsky zamétena vyuka vSak snadno
dokaze propojit biologii a chemii, pohybuje se mezi riznymi piedméty.

Pro osvojeni uliva denaturace proteinli byla pouzita béznd uloha — denaturace
a vysolovani proteinti vajecného bilku. Tato uloha vSak byla postavena jako badatelsky
orientovanda. Studenti, ktefi ji testovali, se tomuto tématu vénovali jiz v diivéjSich
hodinach. Jejich uspéSnost pii feSeni pretestu byla vSak velmi nizka. Téma probirali
pouze teoreticky a velmi stru¢né. Po provedeni vlastnich experimentd, které si sami
naplanovali a v zavéru o nich zivé diskutovali, se v feSeni posttestu velmi vyrazné
zlepsili. Pro BOV nemusime vymyslet nove, slozité ulohy, naopak, tato metoda mtize
ozivit a zefektivnit ty bézné a zdanlivé tieba pfili§ jednoduché (mohou byt jednoduché
na provedeni, ale ne na vysvétleni, zvlasté, maji-li k nému studenti dospét samostatn¢).
Piestoze nékteré vyzkumy naznacuji, ze efektivita BOV neni prokdzana a ze tento
zpusob vyuky muze piinaset rizné problémy, vysledky testovani ptipravenych materialt
se shoduji s vétSinovym nazorem, ze badatelské aktivity maji své misto minimalné pii

vyuce ptirodovédnych predméta.
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Do jaké miry byla prace s pfipravenymi materidly a predevSim s modely proteini
efektivni, bylo zjiStovano pomoci dvou testli (jeden zaméteny na ulohy Jak ziskavaji
proteiny své prostorové usporadani, Jak poskodit protein a Castecné také Jak namocit
magicky pisek) které byly vyucovany béhem dvou dvouhodinovych laboratornich praci;
druhy testoval posledni nadstavbovou lohu tykajici se modelovani molekuly inzulinu.
Testovani bylo uspéSné a naznacilo, Ze materidly byly pro pochopeni problematiky
piinosné. Po absolvovani laboratornich praci se studenti obou Skol vyrazné zlepsili
v feSeni téméf vSech otazek obou testu.

Velmi vyrazné se pfi testovani ukdzala vyhoda praktické ¢innosti ve vyuce chemie, coz
samoziejmé odpovida zakladim didaktiky chemie [15, 24]. Pfestoze byli studenti dobie
seznameni s vlastnostmi hydrofobnich a hydrofilnich latek jiz pied testovanou
laboratorni praci, neznali vlastnosti konkrétnich (ale vyznamnych) rozpoustédel acetonu
a ethanolu. Pfed praktikem byla schopna spravné odhadnout jejich polaritu a zni
plynouci rozpoustéci vlastnosti necela polovina tfidy, po absolvovani laboratornich
pracich, kdy studenti s acetonem pracovali, to bylo 86% studentl. Pouziti rozpoustédla
v tomto kontextu jim pomohlo vytvofit si obecnou ptedstavu o jeho chemické povaze.
Dobré vysledky zaznamenala pii testovani zejména prace s modely proteint. Studenti
sice jiz proteiny probirali, nezabyvali se vSak zjevné podrobnéji jejich strukturou a jejim
vyznamem pro funkci proteinti. V pretestu fesili studenti relativné dobie obecné otazky
tykajici se skladani proteint (napt. Lisi se néjak prostorové usporadani riiznych
proteinii, nebo Muze mutace néjak poskodit protein?). Na detailngj$i otazky vSak
spravn¢ odpoveédét nedokazali (napt. Jakou roli hraje sekvence a typ aminokyselin
v zakladnim 7etézci proteinu?). Laboratorni prace s modely proteinit je vSak nejen
bavila, ale pomohla jim se i vyrazné zlepSit v feSeni téchto otdzek. Stejny efekt byl
pozorovan i pfi testovani ulohy Modelovani inzulinu. Zde se vSak jednalo o mladsi
studenty, ktefi proteiny jesté ptili§ neprobirali. Pretest byl pro né proto velmi tézky. Po
absolvovani praktika byli vSak schopni charakterizovat proteinogenni aminokyseliny
a popsat zakladni principy skladani proteinti, posttest vyiesila spravné vétSina studentti.
Modely proteinid, pouzité pii testovanych laboratornich pracich, maji vSak i jeden
nedostatek. Neznazornuji vodikové vazby stabilizujici prostorové uspotfadani proteint.
Zékladni fetézec proteinu v modelu piedstavuje celistvy prut, v némz nejsou vyznaceny

jednotlivé atomy. TakZe napf. sekundarni struktura muize byt vymodelovana, ale
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vodikové vazby, které ji drzi pohromadé¢, zde patrné nejsou. To je velkd nevyhoda
tohoto zjednoduseného modelu. Ucitel by mél pfi jejich pouzivani klast vétsi diraz na
vyskyt a vyznam vodikovych vazeb, které jsou pro spravné uspotradani proteina klicové.
Proto je dobré ukazovat studentiim i jind znazornéni proteintl, k dispozici jsou napi. 3D
modely proteintt (viz [1]) nebo obrazky struktury proteinii (nékteré jsou soucasti
pracovnich listh).

Celkove vysledky testovani tlloh s modely proteinti vSak potvrdily 1 zavéry zahrani¢nich
vyzkumu [30, 31], Ze prace s fyzickymi modely latek zvySuje motivovanost studentl

a pomaha jim lépe pochopit zékladni chemické principy.
Ovérovani a testovani pripravenych materialti prokazalo, ze materialy jsou piipravené

k pouziti do bézné vyuky, Ze tyto badatelsky zamétené ulohy studenty motivuji k praci

a pomahaji jim zafixovat zédkladni poznatky o procvicovaném tématu.
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6 Zaveér

Jednim z cilt této rigordzni prace bylo zhodnotit klady a zapory badatelsky orientované
vyuky, ktera se stava v poslednich letech v Ceské republice velmi oblibenou. Piestoze
nekteré zahrani¢ni vyzkumy poukazuji na to, ze efektivita této metody nebyla nikdy
spolehlivé prokdzana a Ze jeji zarfazeni do bézné vyuky muze byt spiSe Skodlivé,
naprostd vétSina Ceské 1 zahrani¢ni literatury se shoduje, ze tato metoda zvySuje
motivovanost ke studiu pfirodovédnych predmétd, otevira studentim svét védy
a pomaha jim lépe porozumét probirané latce (ve srovnani s tradi€nimi metodami
vyuky). Jeji zatazeni do bézné vyuky nejen ptirodovédnych predméti je tedy velmi
vhodné, coz potvrdilo i testovani materialli pfipravenych pro tuto rigordzni praci.
Materialy zahrnuji Ctyfi laboratorni tlohy, obsahujici zédkladni prvky BOV, zaméfené na
strukturu proteinit (a také na slabé vazebné interakce). Materidly se skladaji
z metodickych Casti pro ucitele a pracovnich listii (a dalSich dopliujicich materialt —
textl, obrazki, animaci) doprovazejicich studenty pii jejich samostatné praci. Ulohy
jsou postavené prevazné na praci s modely proteinti, se kterymi se dosud studenti
¢eskych skol v hodinach biochemie nesetkavali. Tyto modely ukazuji strukturu proteind,
kterou studenti tvoii podle interakci postrannich fetézcli aminokyselin. Vyznacuji tedy
vyznam primarni struktury proteinli a zaroveil nechavaji nahlédnout do sloZitého
prostorového uspotadani proteind.

Laboratorni ulohy byly otestovany na né€kolika stfednich Skolach. Testovani prokézalo,
Ze materialy jsou pfinosné pro vyuku biochemie, Ze poméhaji studentiim 1épe pochopit
skladani proteind, pfiblizuji jim jejich strukturu a také jeji poSkozeni — denaturaci. Pii
testovani se také ukdzalo, Ze studenti i ucitelé vitaji praci s modely proteinti, jsou
schopni si je vyrobit ve Skolach a zapojit je nejen do vyuky biochemie, ale napiiklad

1 do hodin biologie.
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Prilohy

Priloha 1: Jednotlivé body dotazniku a jejich vyhodnoceni

Dotaznik byl pfedlozen skuping ucitelt, ktefi absolvovali v roce 2011 seminaf Lidsky
organismus a zdravi na katedie Ucitelstvi a didaktiky chemie Univerzity Karlovy. Bylo

osloveno vice nez tiicet ucitelti, odpoveédélo pouze dvanact z nich.

1. Vyberte svoji aprobaci.

chemie a chemie a chemie
aprobace . . . biologie chemie
biologie matematika a fyzika
mnoZzstvi
' 7 4 1 0 0
ucitelt

2. Vyberte typ Skoly, na které ucite.

gymndzium gymnazium . gymnazium

typ skoly , SOS SOU  SPS lyceum
osmileté Ctytleté Sestileté
mnozstvi
‘ 3 3 0 0 0 0
ucitelt

3. Kolik hodin vénujete v ramci vyuky biochemie tématlim aminokyseliny a proteiny?

pocet
) 3 4 5 6 7 8 10 10 a vice
hodin
mnozstvi
. 1 2 3 2 1 1 1 1
ucitelu
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4. Zatazujete do vyuky proteinti experimenty?

ano, zafazuji demonstracni i studentské experimenty _ 58

ano, zafazuji studentské experimenty _ 25

ano, zarazuji demonstracni experimenty 0

ne, zadné vhodné experimenty pro dané téma neznam 0

ne, nemam na to ¢as - 17

0 10 20 30 40 50 60
podil odpovédi (%)

5. Z danych materiadlll vyberte ty, které pouzivate pii vyuce biochemie.

ucebnice NG 67
pracowni listy [N 50
texty, grafy, tabulky [N 17
po&itadové modely molekul NN 33

prezentace (Power Point) [INIEIENEGGEGE— 02

pocitacové animace [INNIINEGGGEGEGGGG— /12
plakaty [ 8
didaktické hry [N 17

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
podil odpovédi (%)
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6. Ohodnot’te materialy, které jste obdrzeli na seminafi Lidsky organismus a zdravi -

proteiny.
100
% B PowerPointova prezentace
H doprovodné texty
80

plakat kédovanych aminokyselin

M animace denaturace a vysolovani
B 3D modely molekul proteinu
50 pracovni listy k LP denaturace proteinu
40
30
20
10 .
0 H N '

(o2 BN
o O

podil odpovédi (%)

whowije mi, ve w- libi se mi, ale ve w- libi se mi, ale na newhowje mi, ve
uce bych ho uce bych ho wuzil/a wuziti ve wuce ne-  wuce ho nepouziji
wuzil/a az po Uprave budu mit ¢as

7. Vysvétlete, prosim Vs, stru¢né, co Vam na daném materialu nevyhovuje, jak byste si
ho museli pied pouzitim upravit.

* Ne¢které véci jsou moc podrobné. Ale animace i1 prezentace po zkraceni jsou
velmi dobfe pouzitelné. A na laboratorni cviceni pouziji listy k praci - mam dost
prostoru.

* Nelze jednozna¢né napsat. Jde spis o novinku, kterou musim ozkouset, vhodné
zatadit do souvislosti v rdmci mych pfiprav, ovétit. Vzdyt seminaf byl na konci
roku, kdy uz vyuka konc¢ila...

* Nelibi se mi po odborné a didaktické strdnce termin vratnd denaturace pro
proces vysolovani; oprava: snizovani rozpustnosti bilkovin provazené srazenim:

a) soutéz o hydratacni obal (napt. vysolovani, lih)
b) denaturaci - vratné (t., formalin...) - nevratné.

« Sama si nejsem jistd, zda neexistuje vratna denaturace, ale pro studium SS by

tohle Cernobilé rozliSeni stacilo.

* Pro mé studenty pfiliS nadro¢né, nebo jiz materidly mam svoje, piiliS mnoho
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Z Casovym moznosti je potfeba provést mensi tpravu z hlediska mnozstvi textu
u doprovodného materialu. Pracovni listy je nutné pfevést do takové podoby,
ktera je obdobna pro jiné laboratorni prace - pro snadnéjsi orientaci.

Prezentace pro vyuku si vytvafim sama, jiz vytvofené prezentace si upravuji
podle svych potieb. Doprovodné texty jsou uzitecnym zdrojem rozsitujicich

informaci, které 1ze dle okolnosti pouzit.

8. Jaké dalSi materidly byste jest¢ pfivitali pro Vasi vyuku biochemie, konkrétné

aminokyselin a proteint?

Manuadl jednoduchych pokusi, ptipadné film s pokusy.

Vice kuchynské" a "lékaiské" biochemie. Naptf. naméty viz knizka Pro¢ se
klepou fizky nebo Molekularni gastronomie, dale pak interakce 1€kt s proteiny.
Nabidnuty material zpracoval snad vSechny aspekty probirané¢ho tématu. Snad
by bylo p¢kné, kdy by si Zaci mohli na Smart Board vyrobit vlastni bilkovinu na
zéaklad¢ genetické informace. Daly by se sledovat i ti¢inky rtiznych mutaci...
Z4dné, stadi ty, které mam, a ty vase, které ur¢ité pouZiji.

Na zatazovani laboratornich cviceni na toto téma doposud nebyl dostatek casu.
Piedpokladam zménu se zavedenim nového SVP. Piedpokladam, Ze jednoduse

proveditelné pokusy budu v budoucnu pouzivat.
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Priloha 2: Vyukové materialy

Tato piiloha obsahuje jednotlivé materialy, které byly pfipraveny a testovany v ramci
této rigorozni prace. Jsou zde vSak uvedeny pouze metodické casti jednotlivych
materiald, pracovni listy jsou z divodu formatovani vhodného pro pouziti ve vyuce
umistény pouze na pfilozeném CD, stejné¢ tak powerpointové prezentace a dalsi

doplitkkové materialy.

1. Uloha: Jak namod¢it magicky pisek

Kratky experiment demonstrujici chovani hydrofobnich latek ve vodném prostiedi
azménu jejich chovani v prostfedi nepoldrniho rozpoustédla. Pokus je velmi
jednoduchy a nevyzaduje zadné specidlni pomicky kromé hydrofobniho pisku
(k sehnani pod oznacenim magicky pisek, je mozné si ho pfipravit i doma nebo ve
Skole).

Téma hydrofobni latky je mozné zaradit napiiklad do obecné chemie v ramci tématu
chemickd vazba nebo na uvod biochemie v souvislosti s biochemickymi
makromolekulami, s jejich prostorovym uspofaddnim a chovanim ve vodném prostiedi
(spolu s dalsimi slabymi vazebnymi interakcemi).

Tato laboratorni uloha je postavena jako samostatnd laboratorni prace pro studenty
nizsich ro¢nikll (niz8i gymnazium, zakladni skola). Pro vyssi ro¢niky je vhodné zatadit
tento pokus jako demonstracni, napt. jako soucast motiva¢niho uvodu laboratorni prace

Denaturace a vysolovani proteinu (navazujici laboratorni prace).
Téma: Hydrofobni interakce

Zarazeni do RVP: obor Chemie — Obecna chemie - chemicka vazba a vlastnosti latek;

Organicka chemie, nebo Biochemie

Uroveii: stiedni $kola (téma Hydrofobni interakce spada do skupiny slabych vazebnych

interakci, vyskytuje se v riiznych oblastech chemie, viz zatfazeni do RVP)
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Organizac¢ni forma vyuky: LP

Doba trvani: 1 VH

Cil: Student vysvétli princip vzniku hydrofobnich interakci. Charakterizuje latky, které

se danych interakci zucastiuji, uvede piiklady vyskytu hydrofobnich interakei.

Pomiicky a chemikalie:

* experiment s hydrofobnim piskem: hydrofobni pisek; laboratorni vana (nebo
prihledna plastova miska napt. od zmrzliny); 1zicka; vétsi injekeni stiikacka,
brcko nebo plastovy sacek; kadinka; filtracni papir; aceton

* demonstracni experiment: 2 kadinky; obycejny pisek; hydrofobni pisek; voda

» pfiprava hydrofobniho pisku: jemny, cisty pisek; silikonova impregnace (na
stany, obuv, destniky, ...); trouba; plech

Poznamka k pomuickdm: Hydrofobni pisek je mozné koupit napi. na téchto
internetovych strankach: http://www.darkyla.cz/hydrofobni-pisek (cit. 3.10.2014)

http://www.giftex.cz/originalni-darek-pro-milacka/hydrofobni-pisek.html
(cit. 3.10.2014)

Teorie:

Hydrofobni latky

Hydrofobni, neboli vodu odpuzujici latky, jsou latky nepolarni. To znamena, ze v jejich
molekuldch nenajdeme permanentni elektrické dipdly. Elektricky naboj je v jejich
molekulach rovnomérné rozprostien.

Jednoduse mizeme odhadnout polaritu dané latky podle elektronegativity jednotlivych
atomu, které jsou k sobé v jejich molekuldch vazané. Teorie je takova, ze pokud je
rozdil elektronegativit mezi dvéma atomy ve vazb¢é mensi nez 0.4, jedna se o vazbu
nepolarni. Dva atomy s vice odliSnymi elektronegativitami (rozdil vétsi nez 0.4) tvoii
vazby polérni, piipadné iontové. Vyskytuji-li se v molekule pouze vazby nepolarni,
jedna se o latku nepolérni.

S polarnimi latkami to neni tak snadné, protoze i1 molekula obsahujici samé polarni

vazby muze byt ve vysledku nepolarni. Zalezi na geometrii molekuly. Vysledny
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dipolovy moment (soucet dipoélovych momenti jednotlivych vazeb) se mulze rovnat
nule. Nerovnomérné rozdéleni elektrického naboje mezi jednotlivymi atomy mize byt
v ramci celé molekuly rozlozeno rovnomérné a molekula je nepolarni.

V nékterych molekulach se vyskytuji polarni i nepolarni vazby. Jejich charakter je pak
hydrofobni i hydrofilni (to jsou naptiklad tenzidy obsaZené v Cisticich prostfedcich).

K vytvoreni hydrofobni interakce vSak samotné hydrofobni latky nestaci. Abychom
mohli mluvit o hydrofobni interakci, je tfeba umistit nepolarni latku do vody nebo
vodného roztoku néjaké jiné polarni latky. Pak teprve se hydrofobni latka zacne chovat
hydrofobné.

Pro¢ vSak nepolarni latky odpuzuji vodu? Molekuly vody, jakozto polarni castice,
s molekulami nepolarni latky, kterou do vody ponofime, neinteraguji pomoci
vodikovych vazeb. Nepolarni latka neni totiz schopna tvofit H-mistky a zaclenit se tak
do struktury vody, chybi ji také permanentni dipdly, které by pfitahovaly Castecné
naboje na vodiku a kysliku v molekuldch vody. Vodikové mistky spojujici molekuly
vody jsou fadové silngjsi nez interakce, které by mohly vzniknout mezi molekulami
vody a molekulami hydrofobni latky. Ty se shlukuji k sob&é a minimalizuji tak styk
svodou (viz obrazek). Diky tomu je cely systém stabilngj$i. Nelze tedy fici, Ze

hydrofobni latky odpuzuji vodu nebo se ji

e 0 ‘V) o 9 o
) N / \‘/ L ¥ @ \ » ;

sebou, ¢imZ v podstaté dotla¢i molekuly » / ) ’\ \ ‘

hydrofobni latky k tomu, aby se shlukoval o ? /.\ _J i
. g ’ g #ﬁ\ Q% Vv .-

boji. Jde spiSe o to, ze pro molekuly vody je

energeticky vyhodnéj$i tvofit vazby mezi

Shluky zaujimaji v idedlnim piipadé tvar

koule (z té€les ma relativné nejmensi povrch, 8- L 4 “ \'/"\./ \./\. b— ‘\

: \‘. p /‘ H i H X ‘

takze styk s vodou je minimalni), pokud se @& Q/\ / \I (% ‘\ - @
_ el el oo -

vyskytuji ve 2D prostoru, tak tvar kruhu, /b & \ ; /' ® ./b\

i , /‘ H H ’\./,.\ \’;
/‘ \? ‘~ ‘\_‘\ \./.( e &
latek ve vod¢é pozorujeme v Zivoté velmi /‘ o p = e

N

napf. olej na vodé. Chovani hydrofobnich

Casto, tieba kdyz se snazime bez saponatu ) .
Y P Vznik hydrofobni interakce.

umyt mastnou panev.

Které latky jsou hydrofobni (nepolarni)? Jedna se o latky tvofené stejnojadernymi

dvouatomovymi molekulami (napf. jod, I,), nebo latky slozené z molekul s atomy
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s blizkymi elektronegativitami. Velkou a vyznamnou skupinu hydrofobnich latek tvofi
uhlovodiky a nékteré jejich derivaty. Praktické muize byt také veédét, jak je mozné
hydrofobni latky rozpoustét. V takovém piipad¢ je tfeba pouzit néjaké nepolarni
rozpoustédlo, jako je tfeba benzin, benzen nebo ether, tedy rGznd organicka

rozpoustédla.

Sila hydrofobnich interakci

Hydrofobni interakce patii mezi slabé vazebné interakce. PfestoZze samy o sobé jsou
slabsi nez napt. H-mustky, jejich sila spociva ve velkém mnozstvi takto interagujicich
skupin atomu. Ve velkych molekulach jako jsou proteiny hraji stejné vyznamnou roli
jako zminéné H-mustky. Jejich sila zavisi na teploté systému nebo tvaru a charakteru

nepolarnich latek, které hydrofobni interakce vytvareji.

Vyznam hydrofobnich interakci v biochemii

Pro zivé systémy jsou hydrofobni interakce nezbytné. Podileji se na vzniku a stabilizaci
biologickych membran, odpovidaji za spravné prostorové uspofadani biologickych
makromolekul (napf. proteint), ovliviiuji interakce signalnich molekul (napt. hormontt)
s membranami a interakce antigend a protilatek, vyuzivaji se také v nékterych

biochemickych metodach (napt. chromatografie s hydrofobni interakci).

Co je tzv. magicky pisek a k cemu slouzi?

Pii vyrobé “magického® pisku se bé&zny pisek obaleny vrstvou Ccistého oxidu
kifemicitého vystavuje param organické latky trimethylsilanolu. Vznika tak hydrofobni
vrstva obsahujici methylové skupiny, diky niZ je pisek vodou nesmacivy, je hydrofobni.
Pivodné byl tento pisek vyrdbén pro ¢isténi ropnych skvrn na mofi. Idea byla takova,
ze se na skvrnu nasype dostatecné mnozstvi pisku, ten nasakne ropou a ponofti se na dno
mofte, odkud uz bude snadné jej vytézit. Tato technika se vSak neujala kvili vysoké cené
hydrofobniho pisku. Své vyuziti by mohl najit v arktickych oblastech, protoZe
nezamrza. Miize se také pridavat do kvétinaca jako provzdusnovaci prostfedi pro
rostliny. Uplatnéni by mohl nalézt 1 ve stavebnictvi, jako izolant riznych potrubi pred

spodni vodou. Je to také zdbavna hracka pro déti.
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Motivaéni ivod hodiny: Hodina za¢ind jednoduchym demonstracnim experimentem,
kdy ucitel nalije do kadinky s normalnim piskem a do kadinky s hydrofobnim piskem
vodu. Studenti pozoruji, ze hydrofobni pisek zlstal, na rozdil od toho bézného, suchy.
K tomu vznese ucitel otazku — Jak namocit “magicky* pisek? V cem se asi lisi od

normalniho pisku?

Experiment — postup:

Do laboratorni vany nebo plastové misky nalijeme vodu. Sypeme do ni hydrofobni
pisek — idedlni je pouzit mikrotenovy sacek s ustfizenym jednim rohem (jako pfi
zdobeni cukrovi) nebo laboratorni 1Zicku, abychom ziskali zajimavé tvary pisku ve
vodé. Pokud pisek 1zickou vyndame z vody, zjistime, Ze je suchy.

Poté slijeme vétsi ¢ast vody (slévame pres filtracni papir, abychom nevylili 1 pisek) tak,
aby pisek zlstal ponofeny, ale v kadince zbylo minimum vody (opatrné, jakmile se
pisek dostane na povrch vody, je t€¢zké jej znovu ponofit). Nechame studenty, aby
vymysleli, jak by bylo mozné pisek namocit, co bychom m¢li ptidat. Mizeme jim
pfipomenout, ze voda je rozpouStédlo a Ze patii do urcité skupiny rozpoustédel
(polarnich). Sami by m¢li pfijit na to, ze musime piidat néjaké nepolérni rozpoustédlo.
Déme jim k dispozici aceton. Nechame studenty, aby pfilili takové mnozstvi, az se pisek

namoci (jeho shluky ve vodé¢ se rozpusti).

Zavér VH:

Soucasti materidlti k tomuto experimentu je pracovni list pro studenty. Uvadi strucny
postup a obsahuje také nékolik otazek a tukoli tykajicich se dané¢ho experimentu
a hydrofobnich interakci obecn¢. Posledni otazka smétfuje k vyznamu hydrofobnich
interakci v biochemii. Uvadi, Ze tyto interakce jsou klicové pro spravné prostorové
uspotadani proteint.

K tomu je mozné poukdzat na souvislost tohoto experimentu s denaturaci proteint.
V bunikach, tedy v podstat¢ ve vodném prostiedi, je terciarni struktura proteinti
stabilizovdna mimo jiné hydrofobnimi interakcemi. Pokud se proteiny dostanou do
styku s hydrofobnimi rozpoustédly, jejich prostorové uspotadani se narusi a zbude jen
struktura primarni (protein je denaturovan). Hydrofobni zbytky aminokyselin, které

byly u spravné slozeného proteinu uzavieny uvnitt molekuly proteinu a izolovany tak
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od okolni vody, se v hydrofobnim prostfedi dostavaji na povrch. Tam pak interaguji jak
s nepolarnim rozpoustédlem tak s hydrofobnimi zbytky aminokyselin dalSich molekul
denaturovanych proteinii a tvofi srazeninu. Je to podobné jako pifidavani acetonu
k hydrofobnimu pisku ve vod¢. Aceton pronikéd do shlukti hydrofobniho pisku a, pokud

je ho v roztoku dostatek, pisek se v ném jakoby rozpusti, namoci se.

Priprava hydrofobniho pisku:

Hydrofobni pisek je mozné koupit (je vSak relativné drahy), ale i jednoduse vyrobit.
Stac¢i k tomu obycejny pisek, silikonovd impregnace (na boty, stany, odévy), plech
a trouba.

Pisek proplachneme, rozprostfeme na plech a hodinu pe¢eme v troub¢ na 200°C (kvili
vysuSeni). Po zchladnuti jej dikladné postiikdme impregnaci z jedné strany, pak
pockame, az uschne, promichdme, znovu postiikame impregnaci, cely proces né¢kolikrat
opakujeme, dokud neméme pocit, Ze jsou zrnka pisku cela obalena impregnaci.
Nechame do druhého dne zaschnout.

Tato Gprava je vSak kratkodobd, impregnace drzi na zrnkach pisku relativné kratce, voda
ji postupné smyje. Doma pfipraveny hydrofobni pisek vydrzi maximdln¢ na jednu

laboratorni praci.

Literatura:
Atkins, P., De Paula, J. Fyzikdlni chemie. Praha: Vysokad skola chemicko-
technologicka. 2013, kap. 17, ISBN 978-80-7080-830-6

California State Univerzity:

http://www.csun.edu/~al9628/coursework/695/discrepant_magicsand/discrepant _event

magicsand.html, cit. 15. 1. 2013

Housecroft, C. E., Sharpe, A. G. Anorganickd chemie. Praha: Vysoka Skola
chemicko-technologicka. 2014, kap. 2, ISBN 978-80-7080-872-6
Next Big Future: http:/nextbigfuture.com/2009/02/hydrophobic-sand-details-

waterproof.html,cit. 15.1. 2013
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2. Uloha: Jak ziskavaji proteiny své prostorové uspoiadani

Laboratorni prace, pfi které¢ se studenti sezndmi s prostorovym uspotadanim proteint
a prostfednictvim vlastni ¢innosti poznaji zékladni principy skladani proteint. Studenti
pracuji s jednoduchymi modely proteinti ptedstavujicimi zakladni fetézec proteinu
a aminokyselinové zbytky. Aminokyseliny vSak nejsou zastoupeny jednotliveé, barevné
jsou odlisSeny skupiny aminokyselin s postrannimi fetézci s podobnymi fyzikdlné-
chemickymi vlastnostmi (hydrofilni, hydrofobni, kyselé¢ a zdsadité postranni fetézce).
Cilem tlohy je slozit model proteinu do takového prostorového uspotadani, které
odpovida zakladnim principtim skladéni proteinti.

Modely proteinii v zahrani¢i oznacované jako toobers je mozné koupit pies internet,

studenti si je v§ak mohou vyrobit snadno sami.

Téma: Prostorové usporadani proteint

Zarazeni do RVP: obor Chemie — Biochemie

Uroveii: 3. nebo 4. stupeti Gtyileté SS

Organizac¢ni forma vyuky: LP

Doba trvani: 2 VH

Cil: Student popiSe interakce jednotlivych skupin aminokyselin jak s vodou tak s jinymi
skupinami aminokyselin a na zaklad¢ téchto interakci vysvétli zékladni principy
skladani proteind.

Pomiicky: modely proteinti mini toobers (viz napft.:

http://education.pdb.org/olympiad/mini.html); do kazdé pracovni skupiny digitalni

fotoaparat (pripadn¢€ mobilni telefon s fotoaparatem)
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Vyroba modelu proteini:

Podobny model jako toobers je mozné vyrobit ve Skole nebo doma. Budete k tomu
potifebovat pénovou izolacni trubku napt. znacky Mirelon (izola¢ni trubky Ize sehnat
duté 1 plné, pouzit je mozné ob¢), dobie lepici leukoplast nebo textilni kobercovou
lepici pasku, ocelovy pozinkovany vazaci drat (primér cca 1,8 mm), barevné napinacky.

Varianta s dutou izolaéni trubkou: Izolacni trubku dlouhou pfiblizné¢ 1m a s vnéjSim

pramérem 3cm roziizneme podéln€ na 2 poloviny (kazda poslouzi jako jeden model).
Vezmeme stejné dlouhy vazaci drat, vlozime jej podéln€ do izolacni pénové trubky
a peclivé oblepime leukoplasti po celé¢ délce. Leukoplast je tfeba hodné utahovat, aby
vazaci drat nevylézal z izolaéni trubky v misté roziiznuti (oba kraje izola¢ni trubky
tiskneme pevné k sobg).

Varianta s plnou izolaéni trubkou: Plnou izolacni trubku si nastfihdme na useky dlouhé

ptiblizné 1m, stejn€ tak vazaci drat. Vazaci drat se pokusime co nejlépe narovnat a poté
ho pomalu nasuneme podélné¢ do plné izolacni trubky. Snazime se pfitom, aby co
nejméne vylézal ven. Pokud trubku na nékterych mistech prodéravime pftilis, mizeme ji
jednoduse oblepit kobercovou péaskou. Na koncich drat, ktery koukd z izola¢ni trubky,

ohneme klestémi, aby se v trubce neposouval.

Model proteinu sestdva ze zakladniho fetézce (pénova trubka) a postrannich fetézct
aminokyselin (barevné napinacky). Jedna sada napinackli by méla obsahovat 6 Zlutych
(zastupuji hydrofobni postranni fetézce), 3 bilé (hydrofilni postranni fetézce), 2 Cervené
(kyselé postranni fetézce), 2 modré (zasadité postranni fetézce) a 2 zelené napindcky
(cysteiny), tedy celkem 15 napinacki. Barvy mohou byt samoziejmé i jiné, jde o pomér

zastoupeni jednotlivych skupin aminokyselin.

Motivaéni uvod hodiny:

Ucitel ukaze studentiim obrazky modelll proteinii s riznym prostorovym uspoiadanim.
V uvodni ppt. prezentaci, kterd je soucésti tohoto vyukového materialu, jsou obrazky
ATP-syntdzy, kolagenu a kinezinu (protein podobny miosinu). Jejich struktura je na
prvni pohled velmi odliSna.

Ucitel polozi studentiim nasledujici (nebo obdobné) otazky:

1 Pozna nékdo z vas, jaké latky vam ukazuji? Proteiny.
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2 Kde se mizeme s podobnymi latkami setkat? Jsou soucdsti vsSech Zzivych
organismil.

3 Jaké je jejich chemické slozeni? Aminokyseliny by méli studenti zndt jako derivaty
karboxylovych kyselin, méli by také veédet, zZe jsou zakladnimi stavebnimi
Jjednotkami proteinit a Ze proteiny patri mezi biopolymery.

4  Pokuste se tyto latky porovnat. V ¢em vidite zékladni rozdil? Odlisné prostorové
usporadant.

5 Miyslite si, ze v organismu plni stejnou funkci? Urcité ne. Funkce proteinu vyplyva
z jeho prostorového usporadani. Ucitel miize studentium napovedeét uz ndazvy danych
proteinu, z nekterych je mozné vyvodit jejich funkci, jiné budou studenti znat.
ATP- syntaza je enzymovy komplex, ktery katalyzuje vznik ATP z ADP a P;. Kolagen
je vlaknity protein tvorici hlavni stavebni jednotku pojivovych tkani. Kineziny jsou
pohybové proteiny pohanéné ATP, podobné jako napr. myosin, znamy ze svalovych
vidken. Zajistuji transport a spravné umisténi velkych molekul v bunkach.

Dulezité je, ze pro spravnou funkci proteinu v organismu je nutné, aby protein zaujimal

sprdvné prostorové usporddani. Protein, ktery se pri svém vzniku Spatné sloZi, fungovat

nebude.

Na zavér ukaze ucitel studentim jeden model proteinu, podobny tém, které budou sami

pfi hodin¢ sestavovat, aby ziskali pfedstavu, k ¢emu maji pii své praci smétfovat.

Otazka, na kterou budou studenti béhem LP hledat odpovéd’:

Jak se proteiny skladaji? Co urcuje jejich vysledné prostorové usporadani?

Shromazd’ovani dat:

Ucitel by mél vybidnout studenty, aby se zamysleli, co by si méli pfed hledanim
odpovédi zjistit. Dil¢i otazky mohou studenti vybrat pomoci metody brainstormingu.
Studenti davaji navrhy, ucitel je zapiSe na tabuli a poté spole¢né vyberou ty podstatné.
Informace budou studenti ziskdvat pii vypracovani prvni cCasti pracovniho listu
(Aminokyseliny v proteinech — shromazd’ovani dat). Pokud by studenti potfebovali jesté
nekteré informace doplnit, muze jim ucitel poskytnou odbornou literaturu

zpracovavajici dané téma.
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Co je potieba veédét, abychom mohli pochopit skladani proteinti:
* Chemické slozeni proteintl.
» Jak vypadaji aminokyseliny, které se v proteinech vyskytuji.

* Co maji tyto aminokyseliny spole¢né a v ¢em se naopak 1isi.

Na zdklad¢ informaci, které studenti ziskaji pfi vypracovani pracovniho listu nebo
najdou v literatute, by méli formulovat svoji hypotézu. Co ovlivituje skladani proteinii?
Jakymi chemickymi zékonitostmi se skladani proteinti fidi? Svoji hypotézu zapisi
studenti do pracovniho listu. Jednotlivé ulohy pracovniho listu by mél ucitel probirat se
studenty postupng, jak je studenti fesi. Ulohy na sebe navazuji a je dobré, kdyz studenti

znaji spravné feSeni, nez postoupi dal.

Prakticka ¢ast LP:

Studenti se rozd€li do pracovnich skupin (dvojic). Kazda skupina obdrzi od ucitele
jeden model proteinu (mini toober, nebo vlastnoru¢né vyrobeny model) a k nému sadu
barevnych napinacktt (15 ks). Ucitel studentim vysvétli, ze valec predstavuje
polypeptidovy fetézec a napinaCky postranni fetézce aminokyselin. Rizné barvy
napinaCki predstavuji rizné skupiny aminokyselin (viz tabulka). Napinacky budou
studenti zapichovat do valce piiblizné¢ 5 cm od sebe. Postupné budou studenti feSit

nekolik ukoll z pracovniho listu.

skupina aminokyselin (podle povahy postrannich fetézcit)

zluté (7) hydrofobni
bila (b) hydrofilni
cervena (¢) kyselé
modra (m) zéasadité
zelena (z) cystein

Tabulku by bylo vhodné rozdat nebo ukazat studentim az tésné pied tim, nez budou

s modely pracovat.
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Ukol &.1:

Prvnim ukolem je slozit protein podle pfedem dan¢ho potfadi aminokyselin (barev
napinackt). Studenti si nejdiive ptipravi polypeptidovy fetézec s postrannimi fetézci
aminokyselin a poté ho maji slozit. Musi si uvédomit, jak budou postranni fetézce
aminokyselin interagovat navzijem a také, jak interaguji s okolnim, vodnym,
prostiedim. Kazda pracovni skupina vytvoii svllj model a poté jej srovna se skupinou
sousedni. Jejich proteiny se budou mozna liSit, méli by diskutovat pro¢ se lisi
a navzajem si vysvétlit, pro¢ slozili sviij protein pravé do takového tvaru. Kazdé dvé
skupiny pak vyberou protein, ktery se jim zda spravnéji slozeny (nebo ho slozi znovu).
Proteiny pak studenti prezentuji pied celou tfidou a strucné vysvétli, jak pti skladani
postupovali. Pokud se skupiny neshoduji, mé¢la by probéhnout diskuze, pii niz studenti

vysvétluji sviyj postup skléddani.

Vysledkem diskuze by meéla byt formulace nékolika zédkladnich pravidel skladani
proteintl. Tato pravidla (nebo jinak formulovand) zapisi studenti do pracovniho listu.
4. Hydrofobni postranni retézce se shlukuji tak, aby bylo zamezeno jejich
kontaktu s okolnim vodnym prostiredim.
5. Hydrofilni postranni retézce naopak interaguji s okolni vodou, tvori s ni
H - mistky, takZe se vyskytuji na povrchu proteinu.
6. Kyselé a zasadité postranni retézce se budou také spiSe nachazet na
povrchu proteinu. Navzajem mohou tvorit solné miistky.
7. Cysteinové zbytky propojuji peptidovy retézec kovalentni disulfidovou
vazbou.
Soucasti pracovniho listu je autorské feseni, kde jsou fotografie dvou modelii proteinti

pro lepsi piedstavu ucitele.

Ukol &. 2:

Druhy tkol uz by mél byt pro studenty snadnéjsi (ted’ uz by vsSichni méli védét, jak
protein skladat). Sami si urci pofadi aminokyselin a pokusi se protein slozit. MlZe se
stat, ze si aminokyseliny namichaji tak, ze nebude mozné slozit protein a dodrzet pti

tom zakladni pravidla interakci postrannich fetézct aminokyselin. Jak je mozné, Ze se
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toto nestane pii syntéze proteinii v organismech? V pribéhu evoluce byly vybirany
takové kombinace aminokyselin, které je mozné slozit a jejichz vysledné prostorové
uspotfadani je schopné plnit v organismu ur¢itou funkci. Ucitel mize poukazat na
ptipady, kdy dojde k n&jaké mutaci a proteiny se Spatné slozi (napiiklad zdména jedné
aminokyseliny v molekule hemoglobinu a jeho nésledna nefunk¢nost a z toho plynouci
nemoc srpovitd anemie). V dané chvili mize také zavést pojem nativni struktura.
Nativni struktura je pravé takové prostorové usporadani, ve kterém protein plni svoji

biologickou funkei.

Dalsi ulohy jsou soucasti pracovniho listu a slouzi k procvieni skladani modelt

proteint.

Ve ¢tvrtém tkolu ma ucitel studentlim ukdzat néjakou strukturu proteinu, studenti maji
slozit svlij zékladni fetézec stejné. Do hotové struktury maji umistit napinacky tak, aby
jejich potadi odpovidalo pravidlim prace s modely proteini. Je lepsi, aby si ucitel
strukturu pfedem pfipravil a to tak, Ze nejprve si ur¢i potradi napinackd, slozi vyslednou
strukturu a zni teprve odstrani napinacky. Tak si bude jist, Ze jeho struktura je realna

a studenti budou schopni do ni doplnit napinacky.

Prezentace vysledki:

Studenti by méli vSechny své vysledky (v tomto piipadé struktury, které slozili, a rizné
zavéry, plynouci z vlastni prace) prezentovat pied tfidou. Pfi dvouhodinovém
laboratornim cviceni vSak neni dostatek Casu na to, aby kazda skupina prezentovala
vsechny své vysledky. Tento problém mulze ucitel vyiesit tak, Ze prezentaci daného
ukolu pridéli vzdy jedné nebo dvéma skupindm (kromé prvniho tkolu, ten by mély
prezentovat vSechny dvojice skupin, jak bylo uvedeno vyse).

V uplném zavéru mize ulitel vyzvat studenty, aby popsali, jak a kde v organismu
proteiny vznikaji (z hodin biologie by méli mit urcitou piedstavu). Ucitel je mulze
upozornit na to, ze vétSina proteinli se do svého nativniho stavu skladd samovolné jiz
béhem syntézy na ribozomech, nékteré k tomu vSak potitebuji specialni proteiny,
chaperony. Slozeni do nativniho stavu trva od 20 sekund az po n¢kolik minut.

Upozornéni: V modelu toobers nejsou vyznaceny vodikové vazby, stabilizujici napf.
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sekundarni strukturu proteinu. Vodikové vazby jsou vSak pro skladani vétSiny proteind
velmi dilezité a ucitel by na jejich pfitomnost mél studenty upozornit. Zminka o nich je
1 v teoretické Casti pracovniho listu. Pokud vSak v zavéru prace zbude ¢as, mohl by

ucitel ukazat studentim dal$i zobrazeni proteinti, miize pouzit napt. 3D modely proteinti

dostupné na internetovém portalu www.studiumchemie.cz.

Literatura:

http://www.3dmoleculardesigns.com/Teacher-Resources/Modeling-Mini-

Toobers.htm, cit. 13.1. 2015

3. Uloha: Denaturace a vysolovani proteint

Tato laboratorni prace je zamétena na vysvétleni rozdili mezi denaturaci a vysolovanim
proteinti. Na zaklad¢ vlastnich experimentli studenti rozhodnou, zda je vatfeni vajecné¢ho
bilku a srazeni mlécné bilkoviny kaseinu kyselinou denaturace nebo vysolovani, zda se
jedna o procesy vratné nebo nevratné. S pomoci modelu polypeptidového fetézce
slozeného do wurcitého prostorového uspofddani, hydrofobniho pisku a pokust
s denaturaci a vysolovanim vajecného bilku se studenti pokusi popsat a jednoduse
vysvétlit princip téchto dvou procesii.

Tato uloha navazuje na laboratorni praci Jak ziskavaji proteiny své prostorové
usporadani? zamétenou na skladdni proteini. Lze ji vSak se studenty provést
1 samostatné. V tom pfipad¢ jim vSak model proteinu pii prdci moc nepomuize a je
zbytecné jim jej davat. Bez znalosti slabych vazebnych interakci a alespon zakladnich

znalosti o struktufe proteinii se vSak studenti pfi této laboratorni praci neobejdou.
Téma: Denaturace a vysolovani proteinti
Zarazeni do RVP: obor Chemie — Biochemie

Uroveii: 3. nebo 4. roénik &tyfleté SS

Organizaé¢ni forma vyuky: LP
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Doba trvani: 2 VH

Cil: Student vysvétli princip denaturace a vysolovani proteint. PopiSe, které vazby se

narusuji pii denaturaci, jak probiha vysolovani.

Pomuicky (pro jednu pracovni skupinu):
kadinky (alespoii 3ks), zkumavky (min. 2ks), sklenénd tyc¢inka, laboratorni 1zicka, vata,

nalevka, model proteinu, hydrofobni pisek, vajicko

Chemikalie:
roztok NaCl (1%), koncentrovany roztok (NH4),SO, (siran amonny se 1épe rozpousti po

zahftati), aceton, destilovana voda

Pomiicky pro demonstraé¢ni pokusy:
vajicko, mléko, citron, kahan, 2 velké Petriho misky, sklenéna tyc€inka, panvicka
s troskou oleje, kddinka s vodou, hydrofobni pisek (viz laboratorni prace Jak namocit

magicky pisek), aceton

Motivaéni uvod hodiny:
Tuto laboratorni praci zahaji ucitel tfemi demonstraénimi pokusy. Nejdiive vezme
vejce, vyklepne jej do Petriho misky a polozi studentim nasledujici dotazy:

1. Jaké je chemické slozeni jednotlivych casti ptaciho vejce? Bilek — 89% voda,
susina z 92% bilkoviny (zbytek sacharidy a mineralni latky), hlavni bilkovinou je
ovalbumin, velmi hodnotna bilkovina, protoze obsahuje vsechny esencialni
aminokyseliny, ddle ovotransferin, glykoprotein prenadsejici ionty Zeleza, médi,
manganu a niklu, také ma baktericidni ucinky, a mnoho dalSich proteini
s antibakteridlnimi a enzymatickymi viastnostmi. Zloutek — suSina a voda
v poméru 1:1, susina tvorena lipidy a proteiny (v poméru asi 1:2). Proteinovou
cast zastupuji lipoproteiny, glykoproteiny a fosfoproteiny. Mastné kyseliny
v lipidech jsou ze 66% nenasycené (kyselina olejovd, linolovd a linolenova),

zbytek tvori kyseliny nasycené (kyselina palmitova a stearovad). Dalsim
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vwznamnym tukem je cholesterol, ktery tvori 1 — 2% hmotnosti Zloutku. Zloutek
obsahuje také vitaminy — vit. C, A a vitamin D3. Ostatni vitaminy jsou
zastoupeny ve velmi malém mnozstvi. Zbarveni zloutku zpiisobuji barviva —
xantofyly (lutein, karoten, kryptoxantin a zeaxantin).

2. K &emu slouzi Zloutek, k ¢emu slouzi bilek? Zloutek zajistuje vyzivu ptaciho
embrya, bilek jeho ochranu jak mechanickou, tak chemickou — ochrana pred
patogeny.

Poté¢ vezme ucitel panvicku s olejem, nahfeje ji nad kahanem, nalije do ni vejce
a usmazi jej. (Pfipadné mize zalit vrouci vodou vejce rozklepnuté do kédinky). Polozi
dalsi dotaz:

« Myslite, Ze ted’ jesté mize zloutek plnit svoji funkci? A co bilek? Zloutek pini
svoji vyzivovaci funkci i po upeceni, i kdyz uz neni schopen vyzivovat zarodek.
Bilek svoji funkci ztraci.

Pak ucitel nalije do druhé Petriho misky trochu mléka. Pomalu k nému ptikapava §téavu
z citronu. Studenti pozoruji vznik sraZzeniny. U¢itel se zepta:

1. Co se podle vas v mléku srazi? Mlécna bilkovina kasein.

2. Jaka je pfi€ina srazeni mlécné bilkoviny kaseinu? SniZeni pH roztoku, okyseleni
kyselinou citronovou, stavou z citronu.

Ucitel vysvétli studentiim, Ze existuji dva vyznamné procesy, kterymi je mozné proteiny
srazet. Denaturace a vysolovani. Denaturace je, na rozdil od vysolovani, proces
nevratny. Cilem jejich dnes$ni prace bude rozhodnout, zda v Gvodu hodiny vidéli
denaturaci nebo vysolovani, zda byly tyto procesy vratné nebo nevratné a také vysvétlit,
jak tyto procesy probihaji, objasnit jejich podstatu. Svoje tvrzeni budou muset podlozit

svymi experimenty.

Motivacni ¢ast zakonci ucitel tfetim demonstracnim pokusem s hydrofobnim piskem.
Vezme kadinku s vodou a nasype do ni hydrofobni pisek. Ten voda nesméci, proto v ni
vytvaii zajimavé struktury. Ucitel vyzve studenty, aby navrhli, jak by bylo mozné
shluky tohoto zvlaStniho pisku ve vodé rozpustit. Studenti by méli sami pfijit na to, ze
budou potiebovat néjaké nepolarni rozpoustédlo, napt. aceton. Po pfiliti acetonu do
kadinky s hydrofobnim piskem ve vod¢ se shluky hydrofobniho pisku rozpusti a pisek

se namoci.

&9



Ucitel upozorni studenty, ze vysvétleni tohoto experimentu by jim mohlo pomoci pfi
vysvétlovani procesu denaturace proteint.

Analogie (kterou ucitel prozradi studentim az na zavér, pokud na ni nepiijdou sami)
s denaturaci proteinii je nasledujici: Hydrofobni rozpoustédla piisobi na proteiny jako
denaturac¢ni ¢inidla. Pronikaji do ¢asti proteini, které jsou stabilizovany hydrofobnimi
interakcemi, a tyto ¢asti naruSuji. Podobné aceton pronikd do shluki hydrofobniho
pisku ve vod¢ a rozpousti je. Jako by tvofil solvatacni obal kolem jednotlivych zrnek

hydrofobniho pisku a brénil jim tak ve tvorbé shlukd.

Otazky, na které budou studenti hledat pri své praci odpovédi: Jaké jsou rozdily
mezi denaturaci a vysolovanim? Jak tyto procesy probihaji, co se pifi nich s proteiny

stane?

Co budou mit studenti pro svoji praci k dispozici:

* Pro svoji samostatnou laboratorni ¢innost dostanou studenti kromé vajicka, které
si pfinesou, 1% roztok NaCl (s oznacenim fyziologicky roztok), koncentrovany
roztok (NH4),SO., aceton a pokud mozno destilovanou vodu. K tomu patficné
laboratorni naddobi (viz pomticky) a smotek vaty.

* Dals$i pomiickou budou modely proteinu s nimiz studenti pracovali v predchozi
laboratorni praci. Modely by mély byt slozené tak, aby postranni fetézce
aminokyselin v podobé barevnych napinackii spravné interagovaly (viz
laboratorni prace Jak ziskavaji proteiny své prostorové usporadani.

e Studentiim by mohl poslouzit pti jejich badani 1 hydrofobni pisek, ktery se ve
vod¢ po pfidani acetonu chova trosku podobné jako proteiny pifi denaturaci.
Hydrofobni prostfedi jej “rozpousti“, takze je najednou smacivy. Dojde
k naruSeni hydrofobnich interakci mezi jednotlivymi zrnky pisku. NaruSeni
hydrofobnich interakci v molekule proteinu je jeden ze zavért, ke kterym by
studenti pfi vysvétlovani denaturace méli dospét.

* Doprovodné texty Jak pracovat s proteiny a Elektrostatické interakce.

» Studenti by také méli pouZit svoje pracovni listy a pozndmky z laboratorni prace
Jak namocit magicky pisek a Jak ziskavaji proteiny své prostorove usporadani,

pokud tato praktika absolvovali.
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Prakticka éast LP:

Prvnim krokem by mélo byt pfevedeni proteinli vajecného bilku do 1% roztoku
NaCl. Pokud maji studenti na laboratorni praci malo Casu, mize jim ucitel
poskytnout hotovy roztok vajeéného bilku (je vSak lepsi, kdyz si ho studenti
pfipravi sami, 1épe si pak uvédomuji, s ¢im ptfesné pracuji). Studenti nedostanou
k této laboratorni praci Zadny postup, navod, jak maji pracovat. Kromé
pracovniho listu jim pro tuto ¢ast prace poslouzi text Jak pracovat s proteiny.

Pii dalsi ¢innosti by méli studenti postupovat samostatné, pouze s navodnymi
otazkami a Ukoly v pracovnim listu. Ucitel v této fazi vyucovaciho procesu
slouzi jako kontrola, aby si studenti v laboratofi n¢jak neublizili, také jako
konzultant, kdyz studenti potfebuji poradit se svym postupem, s interpretaci
vysledki atd. Nem¢l by praci studenti fidit a ptili§ ovliviiovat. Pokud vSak
uvidi, Ze se jejich prace nechyli k zddnému vysledku, mize jim pomoci riznymi
navodnymi otazkami.

Po urcitém case, cca po 15 minutich (zaleZi na tom, jak jsou studenti daleko,
dvojice z pracovnich skupin s tim, Ze jedna pracovni skupina z dvojice bude mit
za ukol predvést té druhé vse, co zjistila o denaturaci, druha bude prezentovat
vSe o vysolovani. Kazda skupina ukaze té druhé néjaky experiment a poda své
vysvétleni, jak dany proces probihd. Druhd skupina pak bude mit za tkol
porovnat jejich praci se svoji vlastni a zhodnotit ji. Obé skupiny by se mély
shodnout na néjakém spole¢ném zaveru, vybrat jeden experiment pro denaturaci
a jeden pro vysolovani, ktery by mohly ukazat pied celou tfidou.

Na konci hodiny zapisi studenti své zavery o principech denaturace a vysolovani
do jednoduché tabulky na tabuli (tabulka se dvéma sloupci, rozdily mezi
denaturaci a vysolovanim) a o svych usudcich spole¢né diskutuji.

V uplném zavéru hodiny by mél ucitel, nebo néktery ze studentli shrnout hlavni
principy denaturace a vysolovani a rozdily mezi témito dvéma procesy. Studenti
mohou navrhnout rizna denaturacni cinidla — cinek tepla, extrémniho pH
a hydrofobniho rozpoustédla vidéli v tivodu hodiny, mozna je napadne i néco

dal$iho.
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* Na Uplny zavér této laboratorni prace se pro lepsi vysvétleni principu denaturace
a vysolovani hodi také flash animace, které jsou dostupné na adrese
www.studiumchemie.cz. Tyto animace zpracovavaji denaturaci proteind

acetonem a tepelnou denaturaci a vysolovani proteinli siranem amonnym.

Vysvétleni principu vysolovani by mohlo ¢init studentim potize. Pro usnadnéni slouzi
text Elektrostatické interakce.
VSsichni studenti by méli v zavérech svych pracovnich listli uvést, Ze denaturace je

proces nevratny, pii némz se naruSuji slabé vazebné interakce v molekulach proteind,

ale zakladni fetézec ziistdvd zachovan. Vysolovéani je naopak proces vratny, dochézi

pouze k tomu, Ze vodu v roztoku vyvazi molekuly soli a na rozpousténi proteinu uz

zadna voda nezbude.

Experimenty, které by mély vést k nalezeni odpovédi na uvodni otazku:

experiment (stru¢né pozorovani (zména zavér (souvislost s denaturaci nebo
popsat, napf. jaké latky barvy, skupenstvi, vysolovanim, vysvétleni
jste smichali dohromady) uvolnéni plynu atd..) pozorovéani,)

Po pridani acetonu ~ Probehla denaturace ovalbuminu
vznika bila v dusledku priliti denaturacniho
srazenina. cinidla — acetonu.

Prikapavani acetonu
k roztoku vajecného bilku.

Denaturace je proces nevratny,
srazenina, ktera po pridani
Po pridani nadbytku  denaturacniho cinidla vznikne, je
vody se srazenina shluk proteinovych viaken, kterd
nerozpustila. ztratila vSechny vyssi prostorové
struktury, zustal jen zakladni
Fetézec, primdrni struktura proteinu.

Rozpousténi srazeniny
vzniklé po priliti acetonu.
Prilévani vody, dokud se

srazenina nerozpusti.

Probéhlo vysrazeni vajecnych
proteinii z roztoku v diisledku
solvatace iontii siranu amonného
pritomnymi molekulami vody. Tento
proces se nazyva vysolovani.

Po pridani
nasyceného roztoku
siranu amonnéeho
vznika sraZenina.

Prikapavani nasyceného
roztoku siranu amonného
k roztoku vajecného bilku.

Rozpousteni srazeniny | Po pridani nadbytku Vysolovani je proces vratny,
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srazenina se rozpusti v nadbytku
vody, protoZe v roztoku bude
dostatek molekul vody pro solvataci
iontu siranu amonného i molekul
proteinu. Struktura proteinu se
vysolovanim nenarusuje.

vzniklé po pridani siranu
amonného. Prilévani
vody, dokud se sraZenina
nerozpusti.

vody se srazenina
rozpustila, roztok byl
opét ciry.

Roztok vajecného bilku ve
zkumavce jsme zahiivali = Vznikla srazenina.
nad kahanem.

Srazenina vznikla v diisledku tepelné
denaturace proteinu.

Rozpousténi srazeniny

12 v, . Tepelna denaturace je proces
vzniklé po zahrivani P Jep

e , Srazenina se nevratny. Vlivem vysoké teplo
roztoku vajecného bilku auty ern vysoxe iep b
s v nadbytku vody dochazi k naruseni vyssich struktur
nad kahanem. Prilévadni ‘o . . g .
nerozpousti. proteinu, zbude jen neusporadany

vody, dokud se srazenina

, zakladni retezec.
nerozpusti

Text ¢. 1:

Jak pracovat s proteiny

Proteiny, které chceme zkoumat, je vhodné nejprve prevést do roztoku. Méli bychom
proto védet, zda jsou rozpustné ve vodé nebo ne. Globularni, neboli kulovité proteiny
byvaji rozpustné ve vode, zatimco proteiny fibrilarni, vlaknité, nikoliv.

V c¢em proteiny rozpoustet? Urcité neni vhodna destilovand voda. Proteiny jsou velmi
citlive na zmeny vnéjsiho prostredi. Nejstabilnéjsi byvaji pri neutralnim pH
a fyziologické iontové sile (té odpovida iontova sila fyziologického roztoku - 1% NaCl).
Ziskavame-li protein z rostlinného nebo Zivocisného materialu, meli bychom se také
zbavit riiznych necistot a neproteinovych slozek daného materialu (pripadné jinych,
treba nerozpustnych proteinii). Toho je mozné dosdahnout riiznymi metodami. Chceme-li
ziskat proteiny z bunécného materidalu, musime nejdriv buitky mechanicky rozrusit. Poté
muzZeme vyuzit centrifugaci, kdy se nam rizné casti bunek usazuji na dné zkumavky
podle své hmotnosti. Dalsi metodou vhodnou pro cisteni materidlu a oddéleni
nerozpustnych casti je filtrace. Roztok daného organického materialu vsak musime
nejprve radné protrepat, aby se nas protein rozpustil a nezachytil na filtru. Podle

povahy organického materialu vybirame ruzné filtry — ne vSechno je vhodné filtrovat

93



pres filtracni papir, nékdy staci treba smotek vaty.
Ve vysledku bychom méli ziskat cCiry roztok naseho proteinu, se kterym se nam uz bude
dobre pracovat.

Nasledujici tabulka uvadi nekteré priklady proteinu rozpustnych a nerozpustnych ve

vodeé.
proteiny rozpustné ve vodé  proteiny nerozpustné ve vodé
albuminy krevniho séra kolagen
fibrinogen keratin
ovalbumin fibroin
hemoglobin elastin
imunoglobuliny fibrin
Text €. 2:

Elektrostatické interakce

Opacné nabité Castice jsou vzajemné pritahovany tzv. elektrostatickymi interakcemi.
Tyto vazby patii do skupiny slabych vazebnych interakci a jsou velmi dulezité pro
stabilizaci a spravnou funkci biomolekul.

Mezi elektrostatické interakce radime také hydrataci iontii ve vodném prostiedi. Voda,
jakozto polarni rozpoustédlo, je pritahovana jak ke kladné tak k zaporné nabitym
iontium. Kolem téchto castic vytvari tzv. solvatacni obal (anglicky solvent znamend
rozpoustédlo,; viz obrazky). Voda tak vlastné zmensuje pritazlivé sily mezi zdporné
a kladné nabitymi ionty a tim iontové slouceniny rozpousti.

Zvlastni vyznam ma hydratace iontii v nasycenych roztocich ruznych ionti, kde voda
solvatuje, tedy viastne rozpousti, prednostné ty nejrozpustnéjsi ionty. Ostatni, puvodné

rozpustné, se pak mohou z roztoku vysrazet.
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4. Uloha: Modelovani molekuly inzulinu

Prace s modely proteinti, pfi niz studenti vytvori model molekuly inzulinu podle jeho

aminokyselinové

sekvence a obrazkdi prostorového uspotfadani inzulinu. Tato

laboratorni uloha navazuje na ulohu Jak ziskdvaji proteiny své prostorové usporddani,

kdy se studenti uci pracovat s modely proteint (formuluji pravidla skladani proteintt).
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Téma: Prostorové uspotradani proteini

Zarazeni do RVP: obor Chemie — Biochemie

Uroveii: 3. nebo 4. stupeti Gtyileté SS

Organiza¢ni forma vyuky: LP

Doba trvani: 1 VH

Cil: Studenti vytvoii model molekuly inzulinu a ovéii tak, zda je jejich hypotéza

o skladani proteinli spravna a plati i pro readlné molekuly proteint.

Pomiicky: do kazdé pracovni skupiny dva zakladni fetézce modeld proteint (viz uloha
Jak ziskavaji proteiny své prostorové usporadani), 17 zlutych napinacki
(reprezentujicich aminokyseliny s hydrofobnim postrannim fetézcem), 20 bilych
napindckti (aminokyseliny s polarnim postrannim fetézcem), 6 zelenych napinacki
(cysteiny), 4 Cervené napinacky (aminokyseliny s kyselym postrannim fetézcem) a 4

modré napinadcky (aminokyseliny s bazickym postrannim fetézcem)

Motivaéni uvod hodiny:

Jako motivacni Cast Glohy slouzi obrazek s nckolika znazornénimi inzulinu — model
molekuly inzulinu, schéma piemény gluk6ézy na glykogen za ucasti hormonu inzulinu,
schéma uvolnéni inzulinu v reakci na piijem gluk6zy a graf zavislosti koncentrace
krevni glukézy na koncentraci inzulinu v krvi (obrdzek je soucasti ptilozené
ppt. prezentace). Obrazky jsou popsané, slovo inzulin je vSak nahrazeno otaznikem.
Ukolem studentt je odhadnout, o jakou latku se jedna.

Studenti tfetiho nebo ¢tvrtého ro¢niku stfedni Skoly by méli bez problému poznat, Ze se
jedné o inzulin. Obrazky mohou uciteli poslouzit k tomu, aby stru¢né probral chemické

zafazeni a strukturu inzulinu a jeho funkci v organismu.
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Az studenti odhali, Ze se jedna o inzulin, mizZe jim ucitel polozit nasledujici otazky:

6 Do jaké skupiny chemickych latek fadime inzulin? Proteiny (s 51 aminokyselinami
se inzulin radi mezi velmi malé proteiny).

7 Do jaké skupiny biologicky aktivnich latek byste ho zatadili? Proteinové hormony
produkované Langerhansovymi ostrivky slinivky brisni.

8 Jaka je jeho funkce v organismu? Snizovani hladiny krevni glukozy. Jeho
antagonistou je dalsi polypeptidovy hormon glukagon.

9 Jakym zpusobem se inzulin pfipravuje pro medicinské uéely? Drive se izoloval
prevdzné z veprovych slinivek brisnich, v soucasné dobé se pripravuje pomoci
geneticky modifikovanych bakterii nebo kvasinek.

V néavaznosti na tyto otazky mohou studenti diskutovat o diabetu a vyuziti geneticky

modifikovanych organism. Napft. jaké vyhody miiZe pfinést pfiprava inzulinu pomoci

transgennich mikroorganismi (viz Teorie).

Skladani molekuly inzulinu:

Pokud jsou studenti sezndmeni s modely proteinll a znaji zékladni pravidla pro jejich

97



skladani, méli by byt schopni vyrobit relativné vérny model molekuly inzulinu.
Pracovni list k této tloze obsahuje sekvenci fetézce A i1 B. Je to sekvence konkrétnich
aminokyselin, kterou si studenti musi nejprve prevést do sekvence skupin postrannich
fetézcli aminokyselin. Ucitel by jim proto mél poskytnout idealné¢ vzorce vSech
aminokyselin, podle nichz studenti odvodi, které aminokyseliny patifi do skupiny
polarnich, nepolarnich, kyselych nebo zasaditych aminokyselin.

Ptehled rozdé€leni aminokyselin do skupin podle jejich fyzikalné¢ chemickych vlastnosti,
ktery neuvadi jejich charakteristiky je umistén ve sloZce prezentace inzulin, kterd je
soucasti tohoto materidlu. Najdete tam také tabulku, v niz jsou jednotlivé skupiny
popsané.

V pracovnim listu maji studenti také nékolik obrazka prostorového uspoiadani inzulinu
a vysvétleni, co je to a-helix a jak vypada. Pracovni list také uvadi mista, kde jsou
fetézce A a B propojeny disulfidovou vazbou a kde zacinaji a kon¢i a-helixy. Tyto
informace jsou dostacujici pro to, aby studenti sloZili model inzulinu. Studentim se
ziejme napoprvé nepodaii vymodelovat inzulin piesné, to vSak pro tuto ulohu neni
podstatné. Dulezité je, ze kdyz dodrzi strukturu Sroubovice (3 — 4 aminokyseliny na
jednu otacku), a spoji fetézce disulfidovymi vazbami ve spravnych mistech, uvidi jasné
hydrofobni jadro, tvotfené postrannimi fetézci hydrofobnich aminokyselin a disulfidové
vazby propojujici polypeptidové fetézce. Ovéii si, zda je jejich hypotéza o skladani
proteinli, ke které dospéli v pfedchozi uloze (Jak ziskavaji proteiny své prostorové
usporadant), spravna a ze plati i pro readlné molekuly proteinil.

K lepsi pfedstavé o tom, jak molekula inzulinu vypada miZe studentim poslouZit
animace rotace molekuly inzulinu, ktera je soucasti piiloZzené ppt. prezentace. Pokud ma
ucitel k dispozici program pro zobrazovani modelii biomakromolekul (napt. DS
Visualizer), mize studentiim ukazat molekulu inzulinu v takovém programu a dle libosti
s ni pohybovat. Idedlni je nastavit zobrazeni Spin, pfi némz program automaticky
s molekulou otac¢i. Soubor DSV je soucésti souboru s ppt. prezentaci a je s prezentaci
asociovan. Ma-li ucitel ve svém pocitaci nainstalovdn program pro zobrazovani
proteind, staci, klikne-li na obrazek inzulinu v prezentaci a pocita¢ automaticky otevie

program s modelem molekuly inzulinu.
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Aminokyselinova sekvence inzulinu je nasledujici:

fetézec A: Gly-Ile-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-Ile-Cys-Ser-Leu-Tyr-GIn-Leu-Glu-
Asn-Tyr-Cys-Asn

fetézec B: Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-
Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr

Tomu odpovida tato sekvence skupin postrannich fetézcli aminokyselin (P — polarni,

H — hydrofobni, K — kysel¢, B — bazické postranni fetézce; C — cystein):

fetézec A: P-H-H-K-P-C-C-P-P-H-C-P-H-P-P-H-K-P-P-C-P

fetézec B: H-H-P-P-B-H-C-P-P-B-H-H-K-H-H-P-H-H-C-P-K-B-P-H-H-P-P-H-B-P

Teorie:

Inzulin je maly protein fungujici v organismu jako molekulovy posel. Je to jeden
vychytavani glukézy z krve a jeji uskladnéni v podobé glykogenu a tuki. Je produkovan
Langerhansovymi ostravky slinivky biisni.

Diky své malé velikosti (polypeptidovy fetézec se skladd jen z 51 aminokyselin) se
inzulin rychle pohybuje v krvi a miize ptisobit na orgény a svalové bunky po celém téle.
JakoZto proteinovy hormon komunikuje s buitkami prostfednictvim jejich povrchovych
receptorti.

Mala velikost je vyhodna z hlediska pohybu v téle, ale pro buiiku je naro¢né vyrobit
maly protein, jehoz struktura by byla stabilni. Inzulin proto vznika z proinzulinu,
proteinu s del$im fetézcem, ktery se snadno slozi do svého prostorového uspotradani.
Molekula inzulinu je z néj poté enzymaticky vystiizena.

Inzulin je velmi intenzivné zkouman diky své roli pfi 1é€bé diabetu, ale také diky své
velikosti je dobrym modelovym proteinem. Jako prvni ze vSech proteind byl
osekvenovan (v roce 1955), byl prvnim proteinem, ktery byl pfipravovan pomoci
mikroorganismti. Inzulin v laboratofich produkuji geneticky modifikované bakterie
E. coli nebo kvasinky, do jejichZz genomu je pfidan lidsky gen pro syntézu inzulinu.
Dtive se inzulin extrahoval z vepfovych nebo hovézich slinivek. Lidské télo rozpoznava
veptovy 1 hovézi inzulin, protoze se lisi jen v jedné, respektive dvou aminokyselinéch,
jejich prostorové uspoiadani je stejné. Velkd vyhoda ptipravy inzulinu pomoci

geneticky upravenych mikroorganismti vSak spocivd v tom, ze vznikly inzulin je
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totozny s lidskym. Touto cestou je dokonce mozné pfipravit inzulin s vyhodnéj$imi
vlastnostmi. Lze tak vyrobit inzulin rychle vstfebavany, jehoZ Ginek je okamzity (jako
inzulin, ktery se ze slinivky uvolni hned po pfijeti potravy) nebo naopak pomalu
uvolnovany do krevniho ob&hu (po dobu 24 hodin, coz simuluje bazalni sekreci inzulinu
v nasem téle, ta je nezavisla na piijmu potravy). Téchto vlastnosti je dosazeno zaménou
nekolika aminokyselin v zdkladnim fetézci molekuly inzulinu. I na tomto ptikladu je

vidét, jak je struktura proteinti klicova pro jejich funkci.

Struktura inzulinu

Inzulin se skladéa ze dvou polypeptidovych fetézcu (jeden tvoii 21 aminokyselin, druhy
30) spojenych navzajem dvéma disulfidovymi mistky (spojeni A7-B7 a A20-B19, coz
znamena, ze sedma, resp. dvacatd aminokyselina na fetézci A je spojena se sedmou,
resp. devatenactou aminokyselinou fetézce B). Tteti disulfidovy mistek propojuje prvni
fetézec (spojeni A6-11). Na molekule inzulinu lze dobie ukdzat a-helix, zakladni prvek
sekundarni struktury proteind. Retdzec A je tvofen dvéma helixy (Al-8, A12-20),
fetézec B jednim centradlnim helixem (B8-19).

Ve struktufe inzulinu je dale vyrazné hydrofobni jadro tvotfené zbytky hydrofobnich
aminokyselin. Hydrofobni jadro a tf1 disulfidové vazby se vyrazné€ podileji na stabilizaci
struktury molekuly inzulinu. Zbytky aminokyselin vyskytujici se na povrchu molekuly
inzulinu interaguji s vazebnymi misty inzulinovych receptor na povrchu bunék. Tyto
aminokyseliny a interakce jsou detailné zkoumany, protoze interakce s receptory je
kli¢ova pro sprdvnou funkci inzulinu v organismu. Mutace nckteré z aminokyselin,
vyskytujicich se v té ¢asti povrchu proteinu, ktera se vaze na receptor, mize vazbu na

dany receptor znemoznit. Takovy inzulin je pro organismus nefunkéni.
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