Pracownia biochemiczna
— arkusz zadan z miejscami do udzielenia odpowiedzi

Zanim zaczniesz rozwigzywac zadania, wpisz swoje imie i nazwisko oraz nr PESEL.

Imie i nazwisko PESEL

Informacje dotyczqce pracowni biochemicznej
Zanim zaczniesz rozwigzywaé zadania, zastgp ,,nnnnnnnnnnn” w nazwie tego pliku swoim
numerem PESEL. Po zakonczeniu egzaminu niezwtocznie przekaz ten plik opiekunowi.

Zadanie 1. (30 pkt)
Identyfikacja typu inhibicji reakcji enzymatycznej oraz wyznaczenie statej inhibitorowej Ki.

Wprowadzenie

Badano wptyw zwigzku X na aktywnos¢ enzymu dehydrogenazy alkoholowej. Stwierdzono,
ze zwigzek X jest inhibitorem badanego enzymu. W celu okreslenia mechanizmu dziatania
inhibitora oraz wyznaczenia statej inhibitorowej Ki, zmierzono szybkos$¢ poczatkowa reakcji
enzymatycznej dla réznych stezen poczatkowych substratu (od 0,5 do 10 mM) w obecnosci
rosnacych stezen zwigzku X (od 0,05 do 1 mM).

Twoim zadaniem jest analiza danych pomiarowych w celu okreslenia typu inhibicji oraz

statej K; dla zwigzku X.

Aby poprawnie rozwigzaé¢ zadanie nalezy najpierw wyznaczy¢ wartosci parametréw
kinetycznych Kv i Vmax stosujgc metode Lineweavera-Burka, ktdra polega na przeksztatceniu
réwnania Michaelisa-Menten do postaci liniowej (rdwnanie prostej y = ax + b), dla wszystkich
stezen zwigzku X:

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

W celu wyznaczenia wartosci statej Ki nalezy wykona¢ wykres:

1) Kmp w zaleznosci od stezenia inhibitora — w przypadku inhibicji wspdtzawodniczej,

2) 1/Vmaxp W zaleznosci od stezenia inhibitora — w przypadku inhibicji niewspétzawodniczej,
3) 1/Kwvp W zaleznosci od stezenia inhibitora — w przypadku inhibicji awspétzawodnicze;.
Wartosci Kmp i Vmaxp 0Oznaczajg, odpowiednio, wartosci statej Michaelisa i szybkosci
maksymalnej w obecnosci inhibitora (tak zwane wartosci pozorne Kmi Vmax). Po naniesieniu
punktéw na uktad wspodtrzednych nalezy dopasowacé do nich linie prostg. Przeciecie linii
prostej z osig X odpowiada wartosci — Ki.



Zadanie 1.1. (10 pkt)

Na podstawie danych z tabeli 1. (patrz ostatnia strona tego pliku; dane s3 dostepne takze
w pliku ,,bioch-dane.csv”) oblicz w ponizszym uktadzie wspétrzednych rownania prostych
Lineweavera-Burka dla reakcji enzymatycznych przeprowadzonych bez substancji X
oraz przy wzrastajacych stezeniach tej substancji. Wartosci wspétczynnika kierunkowego
prostej i punktu przeciecia z osig rzednych podaj z doktadnoscia do czterech miejsc
po przecinku.

wykresy Lineweavera-Burka
0,080 ]
0,060 ]
5
° l
3 0,040
£ .
£
= ]
- 0,020 -
1,0 0,5 alo 0,5 1,0 1,5 2,0
-0,020 ]
1/S, [1/mM]
Wspotczynnik kierunkow Punkt przeciecia z osi
Stezenie zwigzku X [mM] polczy . y P N 2
prostej rzednych
0
0,05
0,1
0,5




Zadanie 1.2. (16 pkt)

Wykorzystujac wykresy Lineweavera-Burka z zadania 1.1., wypetnij tabele i wyznacz
wartosci Ku i Vmax oraz Kvp i Vmaxe (Wszystkie z doktadnoscig do dwéch miejsc po przecinku)
dla reakcji enzymatycznej przy braku, jak i w obecno$ci wzrastajgcych stezen substancji X,
a nastepnie okresl rodzaj inhibicji, ktéry wykazuje substancja X.

Punkty przeciecia prostych
Stezenie zwigzku X | (2 doktadnoscig do trzech miejsc
[mM] po przecinku) Kn Vimax
z 0sig X zosig Y
0
Kwp Vmaxp
0,05
0,1
0,5
1
Substancja X wykazuje inhibicje
(okresl typ inhibicji jednym stowem)




Zadanie 1.3. (4 pkt)
Wykorzystujgc wartosci Kve i Vmaxe Z zadania 1.2. oraz informacje ze wstepu do zadania, oblicz

w ponizszym uktadzie wspoétrzednych réwnanie prostej konieczne do wyznaczenia wartosci Ki.

wykres do wyznaczenia K;

0S Y [jednostka]

3,0 22,5 22,0 -1,5 -1,0 -0,5 alo 0,5 1,0 1,5

I [mM]

Zadanie 1.3.1.
Okresl parametr, ktorego wartos$é na osi Y nalezy odczytaé w celu wyznaczenia wartosci Ki.

L1A. Kmp
I:l B- 1/VmaxP
[]C. 1/Kwp

Zadanie 1.3.2.
Podaj réwnanie prostej konieczne do wyznaczenia wartosci Ki oraz wartos¢ Ki dla zwigzku X

z doktadnoscia do jednego miejsca po przecinku wraz z jednostka.

RAwnanie prostej konieczne
do wyznaczenia wartosci K;

Wartos¢ Ki wraz z jednostka




Tabela 1. Wartosci szybkosci poczgtkowych reakcji dla réznych stezen poczatkowych

substratu w obecnosci wzrastajacych stezen zwigzku X.

Stezenie zwigzku X [mM]

Stezenie poczatkowe
substratu ([S]o) [MM]

Szybkos$¢ poczatkowa reakcji

(Vo) [umol/min]

0 0,5 25,05
2,875 65,85

5,25 77,93

7,625 83,73

10 87,13

0,05 0,5 24,14
2,875 64,74

5,25 77,08

7,625 83,05

10 86,57

0,1 0,5 23,3
2,875 63,66

5,25 76,24

7,625 82,37

10 86,01

0,5 0,5 18,22
2,875 56,21

5,25 70,14

7,625 77,37

10 81,8

1 0,5 14,31
2,875 49,03

5,25 63,76

7,625 71,91

10 77,08




Pracownia biochemiczna — zasady oceniania

Zadanie 1.1. (10 pkt)
e 1 pkt—za prawidtowe wyznaczenie wspdtczynnika kierunkowego prostej dla jednego
stezenia zwigzku X (maksymalnie 5 pkt).
e 1 pkt—za prawidtowe wyznaczenie punktu przeciecia prostej z osig rzednych
dla jednego stezenia zwigzku X (maksymalnie 5 pkt).
e 0 pkt—za odpowiedzi niespetniajgce powyzszych kryteriéw lub brak odpowiedzi.

Uwaga: tolerancja dla wyznaczenia wartosci liczbowych to + 5% wartosci prawidfowej:

stezenie zwigzku X [mM] wspotczynnik kierunkowy prostej | przeciecie z osig rzednych
min max min max
0 0,0143 0,0158 0,0095 0,0105
0,05 0,0149 0,0165 0,0095 0,0105
0,1 0,0157 0,0173 0,0095 0,0105
0,5 0,0214 0,0236 0,0095 0,0105
1 0,0285 0,0315 0,0095 0,0105

Zadanie 1.2. (16 pkt)

e 0,5 - pkt za prawidtowe wyznaczenie punktu przeciecia prostej z osig X uktadu

wspotrzednych dla jednego stezenia zwigzku X (maksymalnie 2,5 pkt).

e 0,5-pkt za prawidtowe wyznaczenie punktu przeciecia prostej z osig Y uktadu

wspotrzednych dla jednego stezenia zwigzku X (maksymalnie 2,5 pkt).

e 1 pkt—za prawidtowe wyznaczenie wartosci Km lub Kme dla jednego stezenia zwigzku

X (maksymalnie 5 pkt).

e 1 pkt—za prawidtowe wyznaczenie wartosci Vmax lub Vmaxe dla jednego stezenia

zwigzku X (maksymalnie 5 pkt).

e 1 pkt—za okreslenie typu inhibicji (wspotzawodniczgca lub kompetycyjna).

e 0 pkt —za odpowiedzi niespetniajgce powyzszych kryteriow lub brak odpowiedzi.

Uwaga: tolerancja dla wyznaczenia wartosci liczbowych punktow przeciecia z osiami X i Y

to + 5% wartosci prawidfowej:

stezenie zwigzku X [mM] przeciecie z osig X przeciecie z osig Y
min max min max
0 -0,700 -0,634 0,0095 0,0105
0,05 -0,669 -0,605 0,0095 0,0105
0,1 -0,636 -0,576 0,0095 0,0105
0,5 -0,466 -0,422 0,0095 0,0105
1 -0,350 -0,316 0,0095 0,0105




o Jezeli wartosci Kv, Kmp, Vimax, Vmaxp Sq 0bliczone na podstawie nieprawidfowych danych
to przyznawane jest 50% punktow za odpowiedniq czes¢ zadania.

e Punkty za prawidtowe okresinie typu inhibicji sq przyznawane jedynie w przypadku,
gdy obliczone parametry Kn, Knvip, Vimax, Vmaxe uprawniajq do takiego stwierdzenia.

Zadanie 1.3. (4 pkt)

Zadanie 1.3.1
e 1 pkt—za prawidtowg odpowiedz.
e 0 pkt—za brak odpowiedzi lub odpowiedz nieprawidtowa.

Zadanie 1.3.2
e 1 pkt—za prawidtowe podanie réwnania prostej.
e 1 pkt—za podanie prawidtowe] wartosci Ki.
e 1 pkt—za podanie prawidtowej jednostki dla Ki.

e 0 pkt—za odpowiedzi niespetniajgce powyzszych kryteriéw lub brak odpowiedzi.

Uwaga:
e Zadanie 1.3 jest oceniane tylko w przypadku, gdy w zadaniu 1.2 prawidtowo zostat
okreslony typ inhibicji.
e Wyznaczona wartos¢ Ki musi wynikac z podanego rownania prostej.
e QOceniana jest wartos¢ bezwzgledna K..



Pracownia biochemiczna
— arkusz zadan z miejscami do udzielenia odpowiedzi

Zanim zaczniesz rozwigzywac zadania, wpisz swoje imie i nazwisko oraz nr PESEL.

Imie i nazwisko ||/KGOB PESEL | 22222222222

Informacje dotyczqce pracowni biochemicznej
Zanim zaczniesz rozwigzywac zadania, zastgp ,nnnnnnnnnnn” w nazwie tego pliku swoim
numerem PESEL. Po zakoriczeniu egzaminu niezwtocznie przekaz ten plik opiekunowi.

Zadanie 1. (30 pkt)
Identyfikacja typu inhibicji reakcji enzymatycznej oraz wyznaczenie stafej inhibitorowe;j K.

Wprowadzenie

Badano wptyw zwigzku X na aktywnos$¢ enzymu dehydrogenazy alkoholowej. Stwierdzono,
ze zwigzek X jest inhibitorem badanego enzymu. W celu okreslenia mechanizmu dziatania
inhibitora oraz wyznaczenia stafej inhibitorowej K;, zmierzono szybkos¢ poczatkows reakcji
enzymatycznej dla réznych stezen poczatkowych substratu (od 0,5 do 10 mM) w obecnosci
rosngcych stezen zwigzku X (od 0,05 do 1 mM).

Twoim zadaniem jest analiza danych pomiarowych w celu okreslenia typu inhibicji oraz

statej K; dla zwigzku X.

Aby poprawnie rozwigza¢ zadanie nalezy najpierw wyznaczy¢ wartosci parametrow
kinetycznych Kv i Vmax Stosujac metode Lineweavera-Burka, ktdra polega na przeksztatceniu
roéwnania Michaelisa-Menten do postaci liniowej (réwnanie prostej y = ax + b), dla wszystkich
stezen zwigzku X:

1 Ky, 1 N 1
VO Vmax [S ]0 Vmax

gdzie: Vo — szybkos¢ poczatkowa reakcji [umol x min]; Vmax — szybko$é maksymalna reakcji [umol x min];
[S]o — stezenie poczatkowe substratu [mM]; Km — stata Michaelisa [mM].

W celu wyznaczenia wartosci statej K; nalezy wykonac wykres:

1) Kmp w zaleznosci od stezenia inhibitora — w przypadku inhibicji wspotzawodniczej,

2) 1/Vmaxp W zaleznosci od stezenia inhibitora — w przypadku inhibicji niewspétzawodniczej,
3) 1/Kmp w zaleznosci od stezenia inhibitora — w przypadku inhibicji awspétzawodniczej.
Wartosci Kwp i Vmaxp 0Oznaczajg, odpowiednio, wartosci statej Michaelisa i szybkosci
maksymalnej w obecnosci inhibitora (tak zwane wartosci pozorne Ky i Vmax). PO naniesieniu
punktéw na uktad wspodtrzednych nalezy dopasowac do nich linie prostg. Przeciecie linii
prostej z osig X odpowiada wartosci — K.



Zadanie 1.1. (10 pkt)

Na podstawie danych z tabeli 1. (patrz ostatnia strona tego pliku; dane s3 dostepne takze
w pliku , bioch-dane.csv”) oblicz w ponizszym uktadzie wspotrzednych réwnania prostych
Lineweavera-Burka dla reakcji enzymatycznych przeprowadzonych bez substancji X
oraz przy wzrastajacych steieniach tej substancji. Wartosci wspotczynnika kierunkowego
prostej i punktu przeciecia z osig rzednych podaj z dokfadnoscia do czterech miejsc

po przecinku.
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Zadanie 1.2. (16 pkt)

Wykorzystujac wykresy Lineweavera-Burka z zadania 1.1., wypetnij tabele i wyznacz
wartosci Km i Vimax oraz Kvp i Vmaxe (Wszystkie z doktadnoscia do dwoch miejsc po przecinku)
dla reakcji enzymatycznej przy braku, jak i w obecnosci wzrastajacych stezen substancji X,
a nastepnie okresl rodzaj inhibicji, ktory wykazuje substancja X.

Punkty przeciecia prostych
Stezenie zwigzku X | (z dokiadnoscig do trzech miejsc
[mM] po przecinku) K Vinax
z 0sig X zosig Y
0 -0,667 0,010 1,50 100,00
Klv||> VmaxP
0,05 -0,637 0,010 1,57 100,00
0,1 -0,606 0,010 1,65 100,00
0,5 -0,444 0,010 2,25 100,00
1 -0,333 0,010 3,00 100,00
wspotzawodniczacy
Substancja X wykazuje inhibicje
(okre$l typ inhibicji jednym stowem)




Zadanie 1.3. (4 pkt)
Wykorzystujgc wartosci Kvp i Vmaxe Z zadania 1.2. oraz informacje ze wstepu do zadania, oblicz

w ponizszym uktadzie wspotrzednych rownanie prostej konieczne do wyznaczenia wartosci Ki.

wykres do wyznaczenia K;

0SY [jednostka]

-3,0 -2,5 -2,0 -1,5 -1,0 -0,5 do 0,5 1,0 1,5

I [mM]

Zadanie 1.3.1.
Okresl parametr, ktérego wartosé na osi Y nalezy odczyta¢ w celu wyznaczenia wartosci Ki.

[m]A. Kvp
D B. 1/VmaxP
[1C. 1/Kwe

Zadanie 1.3.2.
Podaj rownanie prostej konieczne do wyznaczenia wartosci K; oraz wartosc K; dla zwigzku X

z doktadnoscia do jednego miejsca po przecinku wraz z jednostka.

Réwnanie prostej konieczne
y=15x+1,5

do wyznaczenia wartosci K;

Wartos¢ Ki wraz z jednostka TmM

Dopuszczalny zakres wsp. kierunkowego prostej: 1,4-1,6.
Dopuszczalny zakres statej w réwnaniu prostej: 1,4-1,6.
Dopuszczalny zakres wartosci Ki: 0,9-1,1.



Tabela 1. Wartosci szybkosci poczatkowych reakcji dla réznych stezen poczatkowych

substratu w obecnosci wzrastajgcych stezen zwigzku X.

Stezenie zwigzku X [mM]

Stezenie poczatkowe
substratu ([S]o) [mM]

Szybkos¢ poczgtkowa reakcji

(Vo) [umol/min]

0 0,5 25,05
2,875 65,85

5,25 77,93

7,625 83,73

10 87,13

0,05 0,5 24,14
2,875 64,74

5,25 77,08

7,625 83,05

10 86,57

0,1 0,5 23,3
2,875 63,66

5,25 76,24

7,625 82,37

10 86,01

0,5 0,5 18,22
2,875 56,21

5,25 70,14

7,625 77,37

10 81,8

1 0,5 14,31
2,875 49,03

5,25 63,76

7,625 71,91

10 77,08




