Pracownia 221D - arkusz zadan

Drodzy uczestnicy!

e W trakcie egzaminu wykonacie dwa zadania:

Cze$¢ A jest zadaniem praktyczno-teoretycznym, ktérego celem jest identyfikacja
plazmidéw z wykorzystaniem analizy restrykcyjnej i elektroforezy DNA (20,5 punktu),
Czes$¢ B jest zadaniem teoretycznym, ktdérego celem jest okreslenie wydajnosci
oczyszczania biatka enzymatycznego (9,5 punktu).

e Przed przystgpieniem do rozwigzywania zadan nalezy przeczyta¢ wszystkie
dostarczone materiaty (9 numerowanych stron).

e Odpowiedzi nalezy udziela¢ jedynie na karcie odpowiedzi (2 strony).

e Odpowiedzi umieszczone w arkuszu zadan nie bedg oceniane.

e Karte odpowiedzi wypetniaj za pomocg czarnego dtugopisu czytelnym pismem
(drukowanymi literami). Doktadnie zaczerniaj pola na karcie odpowiedzi. Wartosci
liczbowe nalezy wpisa¢ w odpowiednie pola — egzaminator oceni odpowiedzi
i zakoduje na karcie liczbe przyznanych punktow.

e Upewnij sie, ze otrzymates$ wszystkie niezbedne materiaty i odczynniki do wykonania
zadan znajdujace sie na zataczonej liscie. Jezeli brakuje jakiejkolwiek pozycji, podnies
reke.

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

e Uzywaj rekawiczek ochronnych.

e Zakoncz udzielanie odpowiedziiodtéz dtugopis natychmiast po zakoriczeniu egzaminu.



Materialy i sprzet

Materiat Opl_s n.a llos¢ Jednostka
etykiecie

Plazmid 1 P1 1 (30 ul) probdéwka typu Eppendorf (0,5 ml)
Plazmid 2 P2 1 (30 ul) probdéwka typu Eppendorf (0,5 ml)
Enzym restrykcyjny Dral Dral 1 (4 ul) probdéwka typu Eppendorf (0,5 ml)
Enzym restrykcyjny Pvull Pvull 1 (4 ul) probdéwka typu Eppendorf (0,5 ml)
Standard wielkosci DNA Std. DNA 1(8 ul) probdéwka typu Eppendorf (0,5 ml)
?Su)f(;:er:;:;)wny dla enzymow Buf. 5x 1(212 pl) probdéwka typu Eppendorf (0,5 ml)
Barwnik do elektroforezy Barwnik 1 (30 ul) probdéwka typu Eppendorf (0,5 ml)
Bufor do elektroforezy BUF. ELFO 1(30ml) probdéwka typu Falcon (50 ml)

Woda dejonizowana Woda 1(1ml) probdowka typu Eppendorf (1,5 ml)

Wszystkie odczynniki w probdwkach typu Eppendorf s umieszczone w plastikowym pudetku
z przegréodkami.

Sprzet llos¢ Jednostka
Pipety automatyczne 0,5-10 pl i 10—-100 pl z zestawem
kopr'\cc})lwek ' " " 1 zestaw
Wirdwka na probdéwki typu Eppendorf 1 urzadzenie na 4 lub 6 uczestnikow
Zel agarozowy w foliowym woreczku 1 sztuka
Probowki 0,5 ml typu Eppendorf (w torebce) 6 sztuka
Pipeta Pasteura 1 sztuka
Statyw na préboéwki typu Eppendorf 1 sztuka
Statyw na prébowki typu Falcon 1 sztuka
Szalka Petriego 1 sztuka
Kalkulator 1 sztuka
Marker do podpisywania probowek 1 sztuka
Linijka 1 sztuka
Pojemnik na odpady 1 sztuka
Reczniki papierowe kilka Hlistek”
Rekawiczki* 1 para
Stoper 1 sztuka

* uczestnicy otrzymajg rekawiczki przed rozpoczeciem pracowni. Zapasowe rekawiczki beda
dostepne na sali.

Instrukcja obstugi stopera

Do ustawania czasu stuzg dwa przyciski oznaczone MIN i SEC, oznaczajgce odpowiednio
minuty i sekundy. Do uruchomienia i zatrzymania stopera stuzy przycisk STOP|START. W celu
zresetowania stopera nalezy przy zatrzymanym odliczaniu wcisng¢ jednoczesnie przyciski MIN
i SEC. Stoper moze odliczac czas ,,w gore” i ,,w dot”. Aby stoper odliczat w gore, nalezy nacisngc
przycisk STOP|START, gdy na wyswietlaczu znajduja sie cyfry 00:00. Stoper bedzie liczyt czas,
az do jego zatrzymania przyciskiem STOP|START. Do odliczania ,,w dét” najpierw nalezy
ustawi¢ za pomocg przyciskdw MIN i SEC czas, a nastepnie wcisng¢ przycisk STOP|START.
Stoper bedzie odliczat czas do 00:00, a nastepnie uruchomi sygnat dzwiekowy. Wytgczenie
sygnatu dzwiekowego odbywa sie poprzez nacisniecie przycisku STOP|START.



Czes¢ A. Identyfikacja plazmidow z wykorzystaniem analizy restrykcyjnej i elektroforezy DNA
(20,5 pkt)

Wprowadzenie

W dwdch probdéwkach P1 i P2 znajdujg sie plazmidy: pET28a o wielkosci 5369 pz oraz pMAL-c5x
o wielkosci 5677 pz. Twoim zadaniem jest zidentyfikowanie zawartosci probéwek P1iP2. W tym celu
wykorzystaj ponizsze mapy restrykcyjne.
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Ryc. 1. Mapy restrykcyjne plazmidéw pET28a i pMAL-c5x.

Zadanie A.1 (10,5 pkt)

Wykonaj analize restrykcyjng plazmidu 1 i plazmidu 2 oraz przygotuj elektroforeze DNA w zelu
agarozowym.

Instrukcja do czesci A.1

UWAGA. Jezeli zawartos¢ ktorejs z probowek rozchlapie sie na jej Sciankach, skorzystaj
Z wiréwki. Poinformuj o tym asystentdow.

1. Podpisz 6 plastikowych probowek typu Eppendorf o pojemnosci 0,5 ml cyframi od 1 do 6.

2. Dodaj do kazdej z prébdowek odczynniki wg tabeli 1. UWAGA. Roztwory pipetuj tak, aby
znalazty sie na dnie préobowki.

Tabela 1. Nr probowki

1 2 3 4 5 6
Plazmid P1 10 wl 10 wl 10 wl - - -
Plazmid P2 - - - 10 wl 10 ul 10 ul
Bufor 5x - 3ul 3ul - 3ul 3ul
Enzym Dral - 2ul - - 2 ul -
Enzym Pvull - - 2 ul - - 2 ul
woda 5 ul - - 5ul - -




3. Nastaw pipete na 10 ul, a nastepnie wymieszaj zawartos¢ probéwek poprzez kilkukrotne
pobranie i wypuszczenie zawartosci kazdej z probdwek.

4. Odstaw probéwki na 30 minut.

5. Wyjmij forme z zelem agarozowym z woreczka. Odklej tasmy zabezpieczajace (Fot. 1 i 2).

Nastepnie delikatnie wyjmij grzebien, ciggnac do géry rwnomiernie z obu stron formy (Fot. 3
i4).

6. Wtdz zel w formie do szalki i zalej buforem do elektroforezy. Jezeli w kieszonkach zelu
znajdujg sie pecherzyki powietrza, usun je, wlewajac do nich bufor za pomoca plastikowej
pipety Pasteura.

7. Po 30 minutach inkubacji dodaj do prébéwek 1-6 po 5 ul barwnika i wymieszaj zawartosc
poprzez kilkukrotne pobranie i wypuszczenie zawartosci.

8. Nanies préobki 1-6 (20 pl) oraz standard wielkosci (8 pl) do kieszonek w zelu agarozowym
(zel caty czas pozostaje zalany buforem) za pomocy pipety automatycznej wg ponizszego
schematu. Koncéwke tipsa zanurz delikatnie w kieszonce zelu i powoli naciskaj ttok pipety.
Wypuszczanie zawartosci tipsa powinno potrwac okoto 5 sekund. Nie zanurzaj tipsa zbyt
gteboko — mozesz przebic kieszonke zelu.

kieszonka 1 kieszonka 2 | kieszonka 3 | kieszonka 4 | kieszonka 5 | kieszonka 6 | kieszonka 7
Standard
wielkosci DNA

Probowka 1 | Probowka 2 | Probdéwka 3 | Probéwka 4 | Probowka 5 | Probowka 6

9. Po naniesieniu wszystkich probek przykryj szalke pokrywka i podnies reke w celu
przekazania zelu asystentowi. Asystenci wykonajg elektroforeze oraz dokumentacje
fotograficzng. Zdjecie zelu zostanie dotgczone do karty odpowiedzi uczestnika po zakonczeniu
egzaminu.



Zadanie A.2 (5 pkt)

Zadanie A.2.1

Na podstawie map restrykcyjnych z Ryc. 1, w tabeli 2 wpisz wielkosci powstatych fragmentow
z doktadnoscig do 1 nukleotydu (uszereguj je od najwiekszych do najmniejszych). Jezeli
uwazasz, ze ktéras z komdrek w tabeli 2 powinna pozostaé niewypetniona, wstaw w
odpowiednie pola znak ,,—".

Tabela 2. Wielkosci fragmentéw DNA powstatych po trawieniu plazmidéw pET28a i pMAL-
c5x
pET28a pMAL-c5x
Dral Pvull Dral Pvull

1 5 < 13

2 6 10 14

3 7 11 15

4 8 12 16

UWAGA. Wartosci wpisane w pola z pogrubionym obramowaniem przenies na karte
odpowiedzi.

Zadanie A.2.2
Na Ryc. 2 naszkicuj oczekiwany rozdziat elektroforetyczny fragmentéw DNA dla nietrawionych
plazmidéw pET28a i pMAL-c5x oraz strawionych enzymami Dral i Pvull.
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Ryc. 2. Spodziewany wynik elektroforezy plazmidéw po trawieniach enzymami.
UWAGA. Wykonany szkic przenies na karte odpowiedzi.



Zadanie A.3. (5 pkt)

Ponizej przedstawiono rozdziat elektroforetyczny plazmidu pETNgo506 o wielko$ci 5962 pz
strawionego trzema enzymami restrykcyjnymi: EcoRI, XhoI i Bgll w réznych kombinacjach
(Ryc. 3). Kazdy z tych enzymow trawi plazmid tylko w jednym miejscu. Na podstawie analizy
wzoréw trawienia wykonaj mape restrykcyjng plazmidu pETNgo506.
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Ryc. 3. Analiza restrykcyjna plazmidu pETNgo506.

Zadanie A.3.1

W tabeli 3 wpisz wielko$ci uzyskanych fragmentéw z doktadnosciag do 100 pz. Wartosci
uszereguj od najwiekszych do najmniejszych. Jezeli uwazasz, ze ktéras z komérek w tabeli 3
powinna pozostaé niewypetniona wstaw w odpowiednie pola znak ,,—”.

Tabela 3. Wielkosci fragmentéw DNA powstatych po trawieniu plazmidu pETNgo506
EcoRI EcoRI +Xhol Xhol + BglI EcoRI + BglI

1 5 7

2 4 6

UWAGA. Wartosci wpisane w pola z pogrubionym obramowaniem przenies na karte
odpowiedzi.



Zadanie A.3.2

Wskaz, w ktérych sektorach (1-8) znajdujg sie miejsca ciecia dla enzymdw EcoRI i Bgll. Pozycja
ciecia enzymu Xhol zostata podana, a pierwszym enzymem po Xhol (biorgc pod uwage kierunek
wypetniania mapy) ma by¢ enzym EcoRI.

kierunek

\wype{niania mapy
Xhol @

Ryc. 4. Schemat plazmidu pETNgo506. Kazdy z sektoréow liczy 750 pz. Pozycja ciecia enzymu
Xhol zostata podana.

Enzym Miejsce trawienia enzymu w sektorze:

EcoRI | A.10/B.20/Cc.30/D.40/E.50/F.60/G.70/H.80

BglI A.10/B.20/c.30/b.40/€e.50/Fr.60/G6.70/H.80

UWAGA. Odpowiedzi zakoduj na karcie odpowiedzi.



Czesé B. Wyznaczenie wydajnosci oczyszczania biatka enzymatycznego (9,5 pkt)
Rozwigzywanie ponizszego zadania nalezy rozpoczac¢ po rozpoczeciu inkubacji probek z Czesci A.

Wprowadzenie.

Aktywnos¢ catkowita preparatu odnosi sie do aktywnos$ci enzymu w catej badanej frakcji i jest
wyrazana w jednostkach aktywnosci enzymatycznej U, ktorej wymiarem jest liczba umoli powstatego
produktu w ciggu jednej minuty [umol x min?]. Inng wielkoécig charakteryzujacg aktywnoscé
enzymatyczng bezposrednio zwigzang z czystoscig preparatu enzymatycznego jest aktywnosc
witasciwa. Definiuje sie jg jako liczbe jednostek aktywnosci enzymatycznej U na 1 mg biatka
w preparacie enzymatycznym [U x mg?l]. Do kontrolowania procesu oczyszczania biatek
enzymatycznych stosuje sie dwa parametry wyznaczane z wartosci aktywnosci catkowitej i aktywnosci
wiasciwe;j:

1) wydajnos¢ oczyszczania to catkowita aktywnosc frakcji dzielona przez catkowitg aktywnosé lizatu
i wyrazona w wartosciach procentowych

2) stopien oczyszczenia to aktywnos¢ wtasciwa frakcji dzielona przez aktywnos$¢ wiasciwg lizatu.

Wykonano procedure oczyszczania biatka dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej z lizatu komérek
drozdzowych z wykorzystaniem chromatografii kolumnowej. Na kolumne natozono 1 ml lizatu (L),
a podczas elucji zebrano trzy frakcje (F1—F3), kazda o objetosci 2 ml. Dla kazdej frakcji zmierzono
aktywnos¢ enzymu oraz zawartos¢ biatka. Twoim zadaniem jest obliczenie aktywnosci catkowitej
i aktywnosci wtasciwej dla lizatu i frakcji.

Reakcja katalizowana przez dehydrogenaze glukozo-6-fosforanowa:
glukozo-6-fosforan + NADP* = kwas 6-fosfoglukonowy + NADPH + H*

Aktywnos¢ enzymu oznaczano, mierzac zmiany absorbancji NADPH w czasie przy 340 nm (Tabela 4).
Reakcje wykonano dla 5 pl lizatu lub 20 ul frakcji, a koncowa objetos¢, w ktérej zachodzita reakcja
wynosita 2 ml. Milimolowy wspdtczynnik absorpcji € dla NADPH wynosi 6,22 mM™ cm™, a dtugos$¢ drogi
fali Swietlnej przechodzacej przez roztwdr 1 cm. Do obliczer aktywnosci wykorzystaj prawo Lamberta-
Beera.

A = &Cl

A — absorbancja roztworu przy danej dtugosci fali [jednostka bezwymiarowal;

£ — molowy wspétczynnik absorpcji dla danego zwigzku przy danej dtugosci fali [M1x cm™];
C - stezenie molowe substancji w badanym roztworze [mol x dm3, M];

[ — dtugosc drogi fali Swietlnej przechodzacej przez roztwér [cm].

Tabela 4. Dane umozliwiajgce obliczenie aktywnosci catkowitej i aktywnosci wtasciwej

Lizat Frakcja 1 Frakcja 2 Frakcja 3
Zmiana absorbancji na minute 0,730 0,777 0,622 0,056
Objetos¢ frakcji/lizatu uzyta do pomiaru 5 20 20 20
aktywnosci [ul]
Zawartos¢ biatka w prébie [ug] 14 60 5 15
Objetos¢ frakcji/lizatu uzyta do pomiaru 2 20 50 50
zawartosci biatka [pl]
Catkowita objetosc frakcji/lizatu [ml] 1 2 2 2




Zadanie B.1 (8 pkt)

Na podstawie informacji podanych we wprowadzeniu do czesci B sporzadz bilans oczyszczania biatka.
Wyniki podaj z doktadnoscig do jednego miejsca po przecinku. Obliczenia posrednie wykonu;j

z dokfadnoscig do trzech miejsc po przecinku.

Tabela 5. Bilans oczyszczania biatka

Lizat Frakcja 1 Frakcja 2 Frakcja 3
Aktywnos¢ catkowita 1 6 11 16
(U]
Zawartos¢ biatka we 2 7 12 17
frakcji [mg]
Aktywnos¢ wiasciwa 3 8 13 18
[Uxmg?]
Wydajnosé oczyszczania | 4 9 14 19
[%]
Stopien oczyszczenia 5 10 15 20

UWAGA. Wartosci wpisane w pola z pogrubionym obramowaniem przenies na karte
odpowiedzi.

Zadanie B.2 (1,5 pkt)
Na podstawie wykonanych obliczert odpowiedz na ponizsze pytania:

Pytanie Odpowiedzi do wyboru

1. Ktéra frakcja zawiera najlepiej oczyszczony | A. Frakcja F1 [/ B. Frakcja F2 [/ C. Frakcja F3 [
enzym?

2. Czy enzym traci aktywnos¢ w trakcie A.TAKO/B.NIEO
procedury oczyszczania?

3. W ktorej z frakcji mamy najmniejszg szanse | A. Frakcja F1 O / B. Frakcja F2 O / C. Frakcja F3 O
wystepowania innej aktywnosci

enzymatycznej?

UWAGA. Odpowiedzi zakoduj na karcie odpowiedzi.




