Pracownia biochemiczna — arkusz zadan

Drodzy uczestnicy,

e W trakcie egzaminu wykonacie dwa zadania:

Cze$¢ A jest zadaniem praktycznym, ktorego celem jest rozdzielanie i identyfikacja
aminokwaséw (20 punktéw),

Cze$¢ B jest zadaniem teoretycznym, ktérego celem jest identyfikacja typu inhibicji
reakcji enzymatycznej (10 punktéw).

e Przed przystgpieniem do rozwigzywania zadan nalezy przeczytaC wszystkie
dostarczone materiaty.

e Odpowiedzi nalezy udziela¢ jedynie na karcie odpowiedzi.

e Odpowiedzi umieszczone w arkuszu zadan nie bedg oceniane.

e Karte odpowiedzi wypetniaj za pomocg czarnego dtugopisu czytelnym pismem
(drukowanymi literami).

e Upewnij sie, ze otrzymate$ wszystkie niezbedne materiaty i odczynniki do wykonania
zadan znajdujgce sie na zatgczonej liscie. Jezeli brakuje jakiejkolwiek pozycji podnie$
reke.

e Uzywaj dostarczonych odczynnikdw wg instrukcji. Dodatkowe odczynniki nie beda
udostepniane bez wzgledu na okolicznosci.

e Uzywaj rekawiczek ochronnych.

e Zakoncz udzielanie odpowiedzi i odtdz dtugopis natychmiast po zakonczeniu testu.

e W celu zapewnienia zakonczenia egzaminu w ciggu 90 minut zostat wyznaczony
ostateczny moment przekazania ptytek do chromatografii. Jest to 55. minuta od czasu
rozpoczecia egzaminu. Przekazanie ptytki po uptywie wyznaczonego czasu moze
skutkowac brakiem czasu na wykonanie wszystkich polecen.



Materiaty i sprzet

Materiat Op|§ n? llosé Jednostka
etykiecie
Mieszania aminokwasow , .
do analizy Prébka 1 (100 pl) probéwka typu Eppendorf (1,5 ml)
Roztwér do elucji A, pH 4 A (pH 4) 1 (10 ml) probdéwka typu Falcon (15 ml)
Roztwér do elucji B, pH 13 B (pH 13) 1 (10 ml) probdéwka typu Falcon (15 ml)
Wzorzec kwasu .
glutaminowego Glu 1 (10 ul) probdéwka typu Eppendorf (0,5 ml)
Wzorzec kwasu .
asparaginowego Asp 1 (10 ul) probdéwka typu Eppendorf (0,5 ml)
Wzorzec lizyny Lys 1 (20 pl) proboéwka typu Eppendorf (0,5 ml)
Wzorzec argininy Arg 1 (20 pl) proboéwka typu Eppendorf (0,5 ml)
. WODA
Woda dejonizowana DEJON. 1 (20 ml) butelka

Wszystkie odczynniki w probdwkach sg umieszczone w plastikowym pudetku z przegrodkami

lub statywie na probdéwki typu Falcon.

Sprzet llos¢ Jednostka

Statyw z kolumng wypetniong ztozem chromatograficznym | 1 zestaw
Pipety automatyczne 0,5-10 pl, 10-100 pl i 100-1000 pl

z zpest»;wem koﬁ»::éwek " " " 1 zestaw
Probowki 1,5 ml typu Eppendorf (w torebce) 9 sztuka
Ptytka chromatograficzna (w torebce) 1 sztuka
Statyw na probowki typu Eppendorf 1 sztuka
Statyw na probowki typu Falcon 1 sztuka
Kalkulator 1 sztuka
Otoéwek typu B 1 sztuka
Marker do podpisywania probowek 1 sztuka
Linijka 1 sztuka
Pojemnik na odpady 1 sztuka
Zlewka 50 ml 1 sztuka
Reczniki papierowe 1 rolka
Rekawiczki 1 para
Fartuch ochronny 1 sztuka




Czesc A. Rozdzielanie i identyfikacja aminokwasow (20 pkt)
Wprowadzenie
W budowie aminokwaséw wystepujg grupy funkcyjne, ktére moga ulegad jonizacji.

lancuch boczny
aminokwasu
\ S

R—CH—-COO™

() NH;

W efekcie aminokwasy sg obdarzone tadunkiem elektrycznym, ktérego wypadkowy znak
zalezy od pH roztworu. Wartoscia graniczng jest punkt izoelektryczny, w ktérym wypadkowy
tadunek czasteczki jest rowny 0. Wykorzystujac powyzsze wtasciwosci mozna rozdzieli¢
mieszanine aminokwaséw stosujgc technike chromatografii jonowymienne;.

W probdéwce podpisanej Prébka znajduje sie mieszanina dwdch aminokwasdéw. Jeden z nich
to kwas glutaminowy lub kwas asparaginowy, a drugi to lizyna lub arginina. Twoim zadaniem

bedzie rozdzielenie mieszaniny aminokwasow i ich identyfikacja z zastosowaniem

kolumnowej chromatografii jonowymiennej oraz cienkowarstwowej chromatografii
adsorpcyjnej.

Zadanie A.1 (6 pkt)

Zaplanuj eksperyment pozwalajacy na rozdzielenie aminokwaséw za pomocg kolumnowej
chromatografii jonowymiennej. Przy planowaniu wykorzystaj ponizsze informacje:

1) Mozliwe pary aminokwaséw to: Asp i Lys; Asp i Arg; Glu i Lys; Glu i Arg
2) Punkty izoelektryczne aminokwasow:

Aminokwas Punkt izoelektryczny [pH]

Kwas asparaginowy (Asp) 2,87
Kwas glutaminowy (Glu) 3,22
Lizyna (Lys) 9,74
Arginina (Arg) 10,76

3) Ztoze chromatograficzne (faza stacjonarna) to DOWEX® 50W X4 — zywica
jonowymienna wigzaca kationy.

4) Do dyspozycji masz dwa roztwory do elucji A (pH 4) i B (pH 13).

5) Przed przystgpieniem do wifasciwego procesu chromatografii nalezy odpowiednio
przygotowaé ztoze chromatograficzne (ztoze nalezy przeptukaé wybranym przez
uczestnika roztworem do elucji, ktéry zostanie uzyty jako pierwszy (patrz instrukcja
wykonania).

6) Prébka musi by¢ przygotowana w roztworze do elucji, ktéry zostat uzyty do
przeptukania ztoza (patrz instrukcja wykonania).



Zadanie A.2 (14 pkt)

Wykonaj zaplanowany w zadaniu A.1 eksperyment, a nastepnie okresl sktad poszczegdlnych
frakcji za pomocg chromatografii cienkowarstwowej. Identyfikacji aminokwaséw dokonaj

poprzez poréwnanie z wzorcami (kolejnos¢ migracji aminokwaséw wg rosngcych wartosci Rr:
Lys, Arg, Asp, Glu).



Instrukcja do czesci A

1.

10.

11.

12.

Podpisz 9 plastikowych probéwek typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml: 0-8 i umies¢
w statywie.

Pod wylotem kolumny umies¢ zlewke (wyreguluj wysokos¢ zamocowania kolumny
wg wtasnych potrzeb) i odkrec kranik.

pozycja zamknieta pozycja otwarta

E £

Przeptucz kolumne 5 ml, wybranego przez Ciebie, roztworu do elucji A lub B. Wyciek
zbieraj do zlewki. Roztwor podawaj powoli za pomoca pipety automatycznej tak, aby
jak najmniej wzburzyé powierzchnie zfoza. Nastepnie zakre¢ kranik kolumny
pozostawiajgc okoto 1 mm cieczy powyzej powierzchni ztoza.

Do probéwki oznaczonej Prébka dodaj 400 pl wybranego przez Ciebie roztworu
do elucji — A lub B. Wymieszaj poprzez kilkukrotne pobranie/wydanie cieczy do
probowki.

Na powierzchnie ztoza nanies 450 pl probki przygotowanej w punkcie 4. instrukgji.
Umies¢ wylot kolumny nad prébéwka podpisang 0 i odkreé kranik.

Kiedy cafa ciecz wyptynie z kolumny ustaw wylot kolumny nad probéwka 1 i dodaj do
kolumny 1 ml roztworu do elucji A lub B. W analogiczny sposéb zbierz frakcje 1-4.
Poczawszy od frakcji 5 zmien roztwoér do elucji na inny i zbierz frakcje 5-8.

Po zebraniu wszystkich frakcji zamknij kranik kolumny.

Zamknij wszystkie probdéwki 1,5 ml i wymieszaj zawartos¢ poprzez kilkukrotne
obrécenie probéwek ,,gora-dét”.

Wyjmij ptytke chromatograficzng z woreczka. Narysuj za pomocg otéwka linie startu
w odlegtosci 1 cm od dolnej krawedzi ptytki (po ptytce nalezy pisa¢ bardzo delikatnie,
aby nie spowodowac zadrapan). Przy gérnej krawedzi ptytki umies¢ swéj nr uczestnika
oraz oznaczenia zebranych frakcji i wzorcéw (rysunek 1).

Za pomoca pipety automatycznej nanies$ na ptytke (tuz powyzej linii startu): 2 pl prébki
(P), po 2 ul frakcji 0-8 i po 1 pul wzorcéw aminokwaséw (rysunek 1)

Po zakonczeniu nanoszenia podnies reke w celu przekazania ptytki asystentowi.
Asystenci wykonajg rozdziat aminokwaséw metodg chromatografii cienkowarstwowej,
a nastepnie przeprowadza reakcje barwng z ninhydryng w celu wizualizacji
aminokwaséw. Uzyskany chromatogram zostanie umieszczony w odpowiednim
miejscu w karcie odpowiedzi.



nr uczestnika
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Rysunek 1. Wzor opisania ptytki chromatograficznej

opis zebranych
frakcji i wzorcow

linia startu
(1 cm od dolnej krawedzi)

W trakcie rozdziatu chromatograficznego i barwienia ptytki ninhydryng (okoto 25-30 minut)

przystgp do rozwigzywania czesci B egzaminu.



Czesc B. Identyfikacja typu inhibicji reakcji enzymatycznej (10 pkt)

Rozwigzywanie poniiszego zadania nalezy rozpoczaé¢ po przekazaniu asystentom plytki
chromatograficznej z Czesci A egzaminu.

Wprowadzenie

Badano wptyw réznych zwigzkédw chemicznych na aktywnosé enzymu. Stwierdzono, ze jedna
z badanych substancji (X) spowalnia aktywnos¢ enzymu. W celu stwierdzenia jakiego typu
inhibicje wykazuje substancja X, zmierzono szybkos$¢ reakcji enzymatycznej z zastosowaniem
réznych stezen poczatkowych substratu (0,5 mM, 5 mM, 10 mM) przy braku, jak i w obecnosci
substancji X. Reakcje prowadzono w objetosci 2 ml, a postep reakcji monitorowano poprzez
pomiary absorbancji NADH (jeden z substratow reakcji) w czasie przy A = 340 nm. Dane
pomiarowe przedstawiono w tabeli 1. Milimolowy wspodtczynnik absorpcji dla NADH,
£€=6,22mMtcm™.

Twoim zadaniem jest analiza danych pomiarowych w celu stwierdzenia jaki typ inhibicji

wykazuje substancja X.

Aby poprawnie rozwigzac zadanie, nalezy wyznaczy¢ wartosci parametrow kinetycznych Kwu
i Vmax stosujgc metode Lineweavera-Burke'a, bedaca przeksztatceniem réwnania Michaelisa-
Menten do postaci liniowej (rdwnanie prostej y = ax + b).

1 Ky 1 1
VO Vmax [S ] 0 Vmax

gdzie: Vo — szybko$é poczatkowa reakcji [umol x min]; Vimax— szybkoéé maksymalna reakcji [umol x min]; [S]o—
stezenie poczatkowe substratu [mM]; Ky — stata Michaelisa [mM].

Aby wyznaczy¢ szybko$¢ poczgtkowaq reakcji (Vo) na podstawie zmian wartosci absorbancji,
nalezy skorzystaé¢ z prawa Lamberta-Beera, a nastepnie dokona¢ odpowiednich przeliczen
w celu okreslenia szybkosci poczatkowej reakcji w pmol x min 1,

Prawo Lamberta-Beera:

A= &Cl

gdzie: A—absorbancja roztworu przy danej dtugosci fali [jednostka bezwymiarowa]; € — milimolowy wspdtczynnik
absorbcji dla danego zwigzku przy danej diugosci fali [mM? cm?]; C — milimolowe stezenie substancii
w mierzonym roztworze [mM]; / — dtugos¢ drogi fali Swietlnej przechodzacej przez roztwor [cm]. Jezeli wartosé
ta nie jest podana, to domyslnie jest to 1 cm.



Zadanie B.1 (4 pkt)

Na podstawie danych z tabeli 1 w arkuszu zadan wyznacz szybkosci poczatkowe (Vo) reakcji
enzymatycznej dla réznych stezen poczatkowych ([S]o) substratu przy braku, jak i w obecnosci
substancji X. Dokfadnos$¢ obliczen: trzy miejsca po przecinku.

Zadanie B.2 (3 pkt)

Wykorzystujgc wyniki z zadania B.1 wykonaj wykresy Lineweavera-Burke'a dla reakgcji
enzymatycznej przy braku (linia ciggta), jak i w obecnosci (linia przerywana) substancji X.
Doktadnosc obliczen: jedno miejsce po przecinku.

Zadanie B.3 (3 pkt)

Wykorzystujgc wykresy Lineweavera-Burke'a z zadania B.2 wyznacz wartosci Kv i Vmax
(z doktadnoscia do dwoéch miejsc po przecinku) dla reakcji enzymatycznej przy braku,
jak i w obecnosci substancji X, a nastepnie okresli rodzaj inhibicji, ktéry wykazuje substancja X.

Tabela 1. Zmiany wartosci absorbancji w trakcie reakcji enzymatycznej w nieobecnosci (A)
i z dodatkiem (B) substancji X.

(A) Reakcja bez substancji X

So [MM] Czas reakcji [min]

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
0,5 mM 0,878 0,851 0,823 0,796 0,769 0,742 0,714
5mM 0,900 0,794 0,689 0,583 0,478 0,372 0,267
10 mM 0,890 0,755 0,620 0,484 0,349 0,214 0,079
(B) Reakcja w obecnosci substancji X
So [MM] Czas reakcji [min]

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
0,5 mM 0,800 0,787 0,774 0,760 0,747 0,734 0,721
5mM 0,890 0,837 0,784 0,732 0,679 0,626 0,573

10 mM 0,920 0,858 0,795 0,733 0,671 0,608 0,546




Pracownia biochemiczna — karta odpowiedzi

Liczba punktow

(wypetnia KGOB)

/30

PESEL

Imie i nazwisko

Grupa

Nr

nnnnnn Niebieska Zielona 26tta

Czas: 90 min.

taczna liczba punktow do zdobycia: 30

Zaznacz znakiem X swoja grupe

Czes$é A. Rozdzielanie i identyfikacja aminokwaséw (0-20 punktéw)

Zadanie A.1 (0-6 pkt)

Wskaz kolejnos¢ uzycia roztwordw do elucji:

Kolejnos¢ uzycia

Roztwor do elucji A (pH 4)

Roztwér do elucji B (pH 13)

Jako pierwszy

O

O

Jako drugi

O

O

W jakiej kolejnosci nastgpi elucja aminokwaséw w zaplanowanym eksperymencie? Odpowiedz

uzasadnij.

o . Kwas glutaminowy/ Lizyna/
Kolejnos¢ eluciji . o
Kwas asparaginowy Arginina
Jako pierwszy O O
Jako drugi O O

Uzasadnienie (koniecznie drukowanymi literami!):



Zadanie A.2 (0-14 pkt)

Tutaj przyklej chromatogram

Wykorzystaj powyzszy chromatogram do odpowiedzi na pytania

1. W analizowanej probce znajdowaty sie:

Kwas glutaminowy Kwas asparaginowy Lizyna Arginina

(| O (| (|

2. Zaznacz, w ktorych frakcjach wykryto aminokwasy zaznaczone w odpowiedzi powyzej.
W kolumnie ,Aminokwas” wpisz trojliterowe skréty aminokwaséw. Wiersze oznaczone
szarym kolorem przeznaczone s3 dla osoby oceniajacej prace. Wypetnij tylko wiersze
z biatym ttem!

Nr frakcji

Aminokwas 0 1 2 3 4 5 6 7 8

O O O O O O O O O

Weryfikacja O O O O O O O O O
(wypetnia cztonek KGOB)

O O O O O O O O O

Weryfikacja O O O o | O O O O O
(wypetnia cztonek KGOB)




Czesc B. Identyfikacja typu inhibicji reakcji enzymatycznej (0-10 pkt)

Zadanie B.1 (0-4 pkt)

Na podstawie danych z tabeli 1 w arkuszu zadan wyznacz szybkosci poczatkowe (Vo) reakcji
enzymatycznej dla réznych stezen poczatkowych ([S]o) substratu przy braku, jak i w obecnosci
substancji X. Dokfadnos$¢ obliczen trzy miejsca po przecinku.

[S]o [mMM] A Abs/min Vo [umol/min]

0,5

Bez substancji X 5

10

0,5
5

W obecnosci
substancji X

10

Zadanie B.2 (0-3 pkt)

Wykorzystujgc wyniki z zadania B.1 wykonaj wykresy Lineweavera-Burke'a dla reakgcji
enzymatycznej przy braku (linia ciggta), jak i w obecnosci (linia przerywana) substancji X.
Doktadnosc obliczen jedno miejsce po przecinku.

[Slo [mM] 1/[Slo [1/mM] 1/Vo [min/umol]
0,5

Bez substancji X 5

10

0,5

W obecnosci s

substancji X
10
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Zadanie B.3 (0-3 pkt)

Wykorzystujgc wykresy Lineweavera-Burke'a z zadania B.2 wyznacz wartos$ci Kv i Vemax
(z doktadnoscia do dwoéch miejsc po przecinku) dla reakcji enzymatycznej przy braku,
jak i w obecnosci substancji X, a nastepnie okresli rodzaj inhibicji, ktéry wykazuje substancja X.

Bez substancji X W obecnosci substancji X

Vmax

Km

Substancja X wykazuje inhibiCje .o e e s
(okresl typ inhibicji jednym stowem)



BRUDNOPIS Obliczenia zamieszczone w brudnopisie nie bed3a oceniane.




48 Olimpiada Biologiczna
Pracownia biochemiczna — zasady oceniania rozwigzan zadan

Czeé¢ A. Rozdzielanie i identyfikacja aminokwaséw (0-20 pkt)
Zadanie A.1 (0-6 pkt)

Wskazanie kolejnosci uzycia roztworéw do elucji (0—1 pkt):
1 pkt — za prawidtowe wskazanie kolejnosci uzycia roztwordw do elucji — najpierw roztwor A,
nastepnie B.
0 pkt — za kazdg inng odpowiedz lub brak odpowiedzi.

Wskazanie kolejnosci elucji aminokwaséw (0-1 pkt):
1 pkt — za prawidtowe wskazanie kolejnosci elucji aminokwaséw — najpierw kwas
glutaminowy/kwas asparaginowy, potem lizyna/arginina.
0,5 pkt — za prawidtowe wskazanie kolejnosci elucji aminokwaséw bez pdzniejszego
uzasadnienia odpowiedzi.
0 pkt — za odpowiedz niespetniajgcg powyzszych kryteridw lub brak odpowiedzi.

Uzasadnienie (0—4 pkt):

1 pkt — za stwierdzenie, ze Glu/Asp jest anionem w pH 4 i nie zwigze sie ze ztozem
(0,5 pkt — za jedynie stwierdzenie, ze Glu/Asp nie wigze sie ze ztozem).

Dodatkowo 0,5 pkt — za powigzanie wartosci pH roztwordw i pl dla Glu/Asp.

Dodatkowo 1 pkt — za stwierdzenie, ze Lys/Arg jest kationem w pH 4 i zwigze sie ze ztozem
(0,5 pkt — za jedynie stwierdzenie, ze Lys/Arg wigze sie ze ztozem).

Dodatkowo 0,5 pkt — za powigzanie wartosci pH roztwordw i pl dla Lys/Arg.

Dodatkowo 1 pkt — za stwierdzenie, ze zmiana pH na 13 spowoduje przejscie Lys/Arg w anion
i utrate zdolnosci wigzania do ztoza
(0,5 pkt — za stwierdzenie, ze zmiana pH spowoduje przejscie kation €5 anion bez
podania aminokwasu).

0 pkt — za odpowiedzi niespetniajgce powyzszych kryteridow lub brak odpowiedzi.

Prawidtowe rozwigzania:

Wskaz kolejnos¢ uzycia roztworéw do elucji:

Kolejnos¢ uzycia

Roztwar do elucji A (pH 4)

Roztwoér do elucji B (pH 13)

Jako pierwszy

O

Jako drugi

O

W jakiej kolejnosci nastgpi elucja aminokwaséw w zaplanowanym eksperymencie?

: T
Kolejnosé elucji Kwas glutaml.nowy/ |zy'/n'a/
Kwas asparginowy Arginina
Jako pierwszy u O
Jako drugi O [ |




Przyktadowe uzasadnienia uczestnikow:

Prkfad 1.

Przyktad 2.




Zadanie A.2 (0-14 pkt)

Chromatogram frakcji zebranych z kolumny — ocena ptytki chromatograficznej (0—7 pkt):
0,5 pkt — za kazda prawidtowo naniesiong prébke (P, 0.-8., Glu, Asp, Lys, Arg).
0 pkt — za odpowiedz niespetniajgcg powyzszych kryteriow lub brak odpowiedzi.

Identyfikacja aminokwaséw — ocena pierwszej tabeli (0-2 pkt):
1 pkt — za kazdy poprawnie zidentyfikowany aminokwas.
0 pkt — za odpowiedz niespetniajgcg powyzszych kryteriow lub brak odpowiedzi.

Identyfikacja sktadu frakcji z chromatografii kolumnowej — ocena drugiej tabeli (0-5 pkt):

1 pkt — za brak aminokwaséw we frakg;ji 0.

Dodatkowo 2 pkt — za obecnos¢ jedynie kwasu asparaginowego we frakcji 1. — wiekszos¢
wykrytego aminokwasu — i frakcji 2. — znacznie mniejsza ilos¢ wykrytego aminokwasu niz
we frakgji 1.
(1 pkt — za obecnos¢ jedynie kwasu asparaginowego we frakcji 1. i 2. — podobna
zawartos$¢ aminokwasu w obu frakcjach lub wieksza we frakcji 2.).

Dodatkowo 2 pkt — za obecnos¢ jedynie lizyny we frakcji 5. — wiekszos¢ wykrytego aminokwasu —
i frakcji 6. —znacznie mniejsza ilo$¢ wykrytego aminokwasu niz we frakgji 5.
(1 pkt — za obecnos¢ jedynie lizyny we frakcji 5. i 6. — podobna zawarto$¢ aminokwasu
w obu frakcjach lub wieksza we frakcji 6.).

Odejmuije sie po 0,5 punktu za kazdg dodatkowg obecnos$¢ aminokwaséw (frakcje 3.-4.i7.-8.)

0 pkt — za odpowiedz niespetniajgcg powyzszych kryteriow lub brak odpowiedzi.

Uwaga 1: Btedna identyfikacja aminokwaséw nie ma wplywu na ocene poprawnosci wykonania
chromatografii kolumnowej.

Uwaga 2: Identyfikacja aminokwasow jest oceniana wytgcznie, jezeli uczestnik otrzymat wywotang
ptytke przed zakoriczeniem egzaminu.

Przyktadowe prawidtowe rozwigzanie (rozwiniety chromatogram):

nr uczestnika

P.O0 1 234 5 6 7 8 O ¥R



Przyktadowe prawidtowe rozwigzanie (interpretacja chromatogramu):

1. W analizowanej prébce znajdowaty sie:

Kwas glutaminowy Kwas asparaginowy Lizyna Arginina

O | | O

2. Zaznacz, w ktérych frakcjach wykryto aminokwasy zaznaczone w odpowiedzi powyzej.
W kolumnie ,,Aminokwas” wpisz trojliterowe skréty aminokwaséw. Wiersze oznaczone szarym
kolorem przeznaczone s3 dla osoby oceniajgcej prace. Wypetnij tylko wiersze z biatym ttem!

Nr frakcji

Aminokwas 0 1 2 3 4 5 6 . g

Asp ! [ O O | O O 0 O
Weryfikacja

(wypetnia cztonek KGOB) H u O O O O O O O

Lys O O O O O - - 0 0
Weryfikacja

(wypetnia cztonek KGOB) 2 = O O O | [ | O O

Uwaga: Ocenie podlega zgodnos¢ z interpretacjq chromatogramu wykonanq przez egzaminatora
(czerwone kwadraty).




Czesc B. Identyfikacja typu inhibicji reakcji enzymatycznej (0-10 pkt)
Zadanie B.1 (04 pkt)

Po 1 pkt za prawidtowe wykonanie kazdej z nastepujacych czynnosci:
e wyznaczenie wszystkich wartosci A Abs/min dla wariantu kontrolnego.
e wyznaczenie wszystkich wartosci A Abs/min dla wariantu w obecnosci substancji X.
e wyznaczenie wszystkich wartosci Vo (ha podstawie prawidtowych wartosci A Abs/min)
dla wariantu kontrolnego.
e wyznaczenie wszystkich wartosci Vo (na podstawie prawidtowych wartosci A Abs/min)
dla wariantu w obecnosci substancji X.

0 pkt — za odpowiedz niespetniajgcg powyzszych kryteridow lub brak odpowiedzi.

Uwaga 1: Tolerancja dla wyznaczenia wartosci A Abs/min to + 10% wartosci wzorcowej.

Uwaga 2: Przyznaje sie dodatkowy 1 pkt za poprawng metode obliczania Vo w prébie badawczej
i kontrolnej przy zastosowaniu btednych wartosci A Abs/min

Zadanie B.2 (0-3 pkt)

Po 1 pkt za prawidtowe wykonanie kazdej z nastepujacych czynnosci:

e wyznaczenie wszystkich wartosci 1/So i 1/Vo.

e wykonanie wykresu Lineweavera-Burke'a dla wariantu kontrolnego (0,5 pkt
za naniesienie punktdw na uktad wspétrzednych + 0,5 pkt za nakreslenie linii
umozliwiajgcej wyznaczenie parametréw kinetycznych, tj. do przeciecia z osiami X i Y).

¢ wykonanie wykresu Lineweavera-Burke'a dla wariantu w obecnosci substancji X (0,5 pkt
za naniesienie punktéw na uktad wspétrzednych + 0,5 pkt za nakreslenie linii
umozliwiajgcej wyznaczenie parametréw kinetycznych, tj. do przeciecia z osiami X i Y).

0 pkt — za odpowiedz niespetniajgcg powyzszych kryteriow lub brak odpowiedzi.

Uwaga: W przypadku btednego wyznaczenia szybkosci poczqgtkowej Vo w zadaniu B.1, za zadanie B.2
zostanie przyznane 50% zdobytych punktow.

Zadanie B.3 (0-3 pkt)

Wypetnienie tabeli (0-2 pkt):
2 pkt — za poprawne wypetnienie dwdch kolumn tabeli.
1 pkt — za poprawne wypetnienie jednej kolumny tabeli.
0,5 pkt — za poprawne wypetnienie jednej komdrki w jednej kolumnie tabeli.
0 pkt — za odpowiedz niespetniajacg powyzszych kryteriow lub brak odpowiedzi.

Okreslenie typu inhibicji (0-1 pkt):
1 pkt — za poprawne okreslenie typu inhibicji — niewspdétzawodniczaca (niekompetycyjna).
0 pkt — za odpowiedz niespetniajgcg powyzszych kryteriow lub brak odpowiedzi.

Uwaga 1: Tolerancja dla wyznaczenia parametréw kinetycznych to + 10% wartosci wzorcowej.

Uwaga 2: W przypadku btednego wyznaczenia szybkosci poczgtkowej Vo w zadaniu B.1, za zadanie B.3
zostanie przyznane 50% zdobytych punktow.

Uwaga 3: Zadanie B.3 bedzie ocenianie, jezeli w zadaniu B.2 wykonano poprawny wykres Lineweavera-
Burke'a.



Przyktadowe prawidtowe rozwigzanie (wzorcowe oraz zakres tolerancji):

Zadanie B.1
[Slo [mMM] A Abs/min Vo [umol/min]
0,5 0,055 (0,050-0,061) | 0,018
Bez substancji X 5 0,211 (0,190-0,232) | 0,068
10 0,270 (0,243-0,297) | 0,087
0,5 0,026 (0,023-0,029) | 0,008
W obecnosci
substancji X > 0,106 (0,095-0,117) | 0,034
10 0,125 (0,113-0,138) | 0,040
Zadanie B.2
[Slo [mM] 1/[S]o [1/mM] 1/Vo [min/umol]
0,5 2 55,6
Bez substancji X 5 0,2 14,7
10 0,1 11,5
0,5 2 125
W obecnosci 5
substancji X 0,2 29,4
10 0,1 25

wykres Lineweavera-Burke'a

140
120

100

80

1/V0 [min/umol]

-40
1/50 [1/mM]



Zadanie B.3

W obecnosci

B bstancji X
€z substancyl substancji X

Vimax 0,10 (0,09-0,11) 0,05 (0,045-0,060)
Kwm 2,50 (2,25-2,75) 2,50 (2,25-2,75)
Substancja X wykazuje inhibicje niewspoétzawodniczgca (niekompetycyjng)

(okresl typ inhibicji jednym stowem)



Przyktadowe rozwigzania uczestnikow:







