Cwiczenia z biofizyki z elementami biofizyki blon
Instrukcje do ¢wiczen 2018/2019

Doswiadczenie | przeprowadzamy w trzech powtorzeniach.

I. Wyznaczanie CMC (mgr Aleksandra Grzeszczak)

Fluorescencja niektorych znacznikéw fluorescencyjnych jest uzalezniona od polarnosci srodowiska, w jakim znajdujg si¢
ich czgsteczki. Czes¢ stosowanych zwigzkow fluorescencyjnych wykazuje intensywnq fluorescencje w roztworach polarnych
(np. Rodamina 6G), przy zmianie polarnosci roztworu (np. podczas wbudowywania si¢ czgsteczek zwigzku do powstajgcych
powyzej CMC miceli) fluorescencja proby maleje. Inne ze stosowanych znacznikow wykazujq natomiast wzrost intensywnosci
Sfluorescencji dopiero podczas zamykania ich czgsteczek w powstajgcych micelach zwigzkéw amfifilowych (ANS, DPH).
Czgsteczki tych zwiqzkow wykazujq wyraznie amfifilowy Ilub wrecz hydrofobowy charakter. Mimo podobnych podstaw
teoretycznych eksperymentow, obserwuje sie jednak roznice w wartosciach wyznaczonych doswiadczalnie CMC zwigzkow
amfifilowych przy uzyciu sond fluorescencyjnych amfifilowych (ANS) i hydrofobowych (DPH), co wynika ze sposobu ich
wbudowywania do wnetrza powstajgcych miceli.

1. W czystych i suchych probowkach eppendorfa umiesci¢c po 1.5 ml 10 uM wodnego roztworu sondy
fluorescencyjnej.

2. Do probowek doda¢ wzrastajace ilosci badanego zwiazku amfifilowego, tak aby jego st¢zenie w probach
zawieralo si¢ w zakresie:

Triton X-100 0.1-0.5 mM
oktylo-B-D glukozyd 10-35 mM
decylo-p-D- maltozyd 0.5-2.5 mM
dodecylo-b-D-maltozyd 0.05-0.25 mM
SDS 0.5-10 mM
Tween-20 30-100 uM
cholan sodowy 5-20 mM
deoksycholan sodowy 1-10 mM.

badany zwigzek inny niz wymienione- st¢zenie ustalane z prowadzacym ¢wiczenie.
Zawartos¢ probowek doktadnie wymieszac.

3. Dokona¢ pomiaru intensywnosci fluorescencji prob dla stosujac fale wzbudzenia i emisji: ANS (Ex 370
nm i Em 470-490 nm), rodamina 6G (Ex 480 nm i Em 550 nm) i DPH (Ex 360 nm, Em 430 nm)
natychmiast po wymieszaniu oraz po 30 minutach (po ustaleniu stanu roéwnowagi dynamicznej
monomery- micele w roztworze). Proba $lepa powinna zawiera¢ wytacznie barwnik.

4. Wykresli¢ zalezno$¢ fluorescencji barwnika fluorescencyjnego od stezenia badanego zwigzku
amfifilowego. Z wykresu wyznaczy¢ graficznie CMC badanego zwiazku amfifilowego.

5. Do$wiadczenie powtorzy¢ stosujac roztwory sond fluorescencyjnych w 0.5, 1, 1.5 1 2 M NaCl, sacharozie
lub moczniku (zakres przeprowadzanych eksperymentoéw dobiera prowadzacy ¢wiczenia).

Il. Wyznaczanie temperatury glownego przejscia fazowego liposoméw z DPPC (mgr Jakub
Suchodolski)

Termin ,,przejscie fazowe” jest uzywany powszechnie jako synonim przejscia fazowego lipidow dwuwarstwy ze stanu

uporzqdkowanego, zwanego Zelem (ang. gel) i oznaczanego jako Ly do stanu nieuporzqdkowanego zwanego stanem ciektym lub

ciekfokrystalicznym (ang. liquid) i oznaczanego L., bardzo czesto poprzez faze posredniq (ang. ripple), oznaczang jako Ppg.

Zmiane uporzqdkowania czgsteczek fosfolipidow obserwuje sie poprzez spadek polaryzacji fluorescencji sond fluorescencyjnych.

Podczas uplynniania dwuwarstwy fosfolipidowej zmienia sie takze rozpraszanie swiatla przez liposomy.

Przygotowanie liposomow:
1. 0,5 ml chloroformowego roztworu DPPC (o stezeniu 10 mg/ml) odparowac¢ pod strumieniem azotu.
2. Otrzymane suche filmy lipidowe rozpusci¢ 1 ml tert-butanolu i zamrozi¢ w ciektym azocie.




3. Zamrozone r-ry lipidow poddac liofilizacji przez 3h (do odsublimowania rozpuszczalnika).
4. Otrzymany zliofilizowany film lipidy podda¢ uwodnieniu buforem reakcyjnym w temp. 50° (powyzej
temperatury gtownego przejscia fazowego) w celu otrzymania liposoméw MLV.

Pomiar:

1. Ustabilizowa¢ temperature pomiaru na 25°C. Do kuwety pomiarowej przenies¢ 2 ml buforu reakcyjnego
i doda¢ porcjami zawiesing liposomoéw do otrzymania wlasciwej wartosci rozpraszania $wiatla
(A=400 nm).

2. Dokona¢ pomiaréw rozpraszania $§wiatta przez liposomy, zmieniajgc temperatur¢ pomiaru o 1°C/2 min
w zakresie 25-50°C.

3. Wykresli¢ zalezno$¢ rozpraszania $wiatta od temperatury i na otrzymanym wykresie graficznie
wyznaczy¢ temperature gtdwnego przejscia fazowego dwuwarstwy liposomowej zbudowanej z DPPC.

4. Doswiadczenia przeprowadzi¢ po inkubacji w/w liposomdéw ze znanym stezeniem Tritonu X-100.

I11. Badanie solubilizacji liposoméw MLV przez detergent (dr Maria Stasiuk)

W wyniku traktowania zawiesiny liposoméw roztworem detergentu w stezeniach litycznych, czyli niszczgeych dwuwarstwe, blona
liposomow ulega stopniowej solubilizacji. Wynikiem tego procesu jest powstawanie mieszanych miceli fosfolipidowo-
detergentowych, ktore, jako struktury o podobnej wielkosci i zdecydowanie mniejszej srednicy, w mniejszym stopniu rozpraszajq
swiatlo. Sposobem detekcji zmiany formy uporzqdkowania lipidow z formy lamellarnej (blona liposomow) w micelarng jest
obserwacja zmian ekstynkcji przy A= 500-550 nm w systemie turbidymetrycznym lub nefelometrycznym.

Przygotowanie liposomow:
1. Do kolby okraglodennej przenie$¢ 5 mg lipidu (mieszaniny lipidéw) i doda¢ 0,5 ml chloroformu.

2. Odparowac rozpuszczalnik organiczny w strumieniu cieptego powietrza.

2. Otrzymany suchy film lipidowy zawiesi¢ w buforze reakcyjnym w temperaturze powyzej temperatury
gldwnego przejscia fazowego w celu otrzymania liposomoéw MLV. UWAGA! Wszystkie bufory przed
uzyciem saczymy zgodnie z zaleceniami prowadzacego.

Solubilizacja:
1. W kuwecie pomiarowej umiesci¢ 2 ml odpowiedniego buforu (identycznego jak ten, ktory zostat uzyty

do przygotowania liposomow).

2. Dodawa¢ porcjami zawiesing liposomoéw do uzyskania odpowiedniego poziomu rozpraszania $wiatla
(As00~0.2-0.25).

3. Do proby badanej zawierajacej 2 ml buforu i odpowiednig ilos¢ zawiesiny liposoméw dodawaé porcjami
roztwor detergentu(éw) (w kazdej dodanej porcji powinno by¢ 5 mol% detergentu wzgledem lipidu
w liposomach). Po dodaniu kazdej porcji nalezy dokonujac trzykrotnego pomiaru rozpraszania Swiatla.

4. Narysowa¢ wykres solubilizacji blony liposomowej (zaleznos¢ Asgp 0d stosunku molowego
detergent/lipid w probie), pamigtajac o naniesieniu na wykres odchylen standardowych dla kazdego
punktu pomiarowego.

V. Badanie lizy detergentowej erytrocytow (dr Maria Stasiuk)

Detergent dodany do zawiesiny erytrocytow wbudowujgc sie do biony komorkowej powoduje jej stopniowa solubilizacje,
CO mozna obserwowac poprzez wzrost absorbcji hemoglobiny uwolnionej z erytrocytow lub spadek rozpraszania swiatla przez
te komorki.

Izolacja czerwonych krwinek:
1. Krew calkowita w roztworze antykoagulantu wirowa¢ 10 min przy 700g.
2. Supernatant zebra¢ i odrzucic.




3. Erytrocyty przemy¢ trzykrotnie buforem izotonicznym: pellet zawiesi¢c w rownej objetosci 0.9 % NaCl
w 10 mM buforze Tris-HCI, pH 7.4 i wirowa¢ 10 min przy 700g.

4. Otrzymany pellet czerwonych krwinek zawiesi¢ w w/w burze izotonicznym w proporcji 1:1 (hematokryt
50%).

5. Przechowywa¢ w lodowce. UWAGA! Tak otrzymane erytrocyty nalezy zuzy¢ do do§wiadczen w ciggu
48 godzin. Po tym czasie nalezy przeprowadzi¢ nowg izolacj¢ czerwonych krwinek.

Solubilizacja:

1. Przygotowac szereg probowek eppendorfa. Do kazdej z nich doda¢ 1 ml 0.9 % NaCl w 10 mM buforze
Tris-HCI, pH 7.4 2 0.9% NaCl i 5 pul zawiesiny erytrocytow, wymieszac.

. Doda¢ do probowek wzrastajace objetosci roztworu badanego zwigzku amfifilowego.

. Po 30 minutach inkubacji w temp. pokojowej proby wirowac przez 10 minut przy 700g.

. Uwolniong hemoglobing oznaczy¢ spektrofotometrycznie przy 570 nm.

. Kontrola (100% hemolizy): do 1 ml wody destylowanej doda¢ 5 pl zawiesiny erytrocytow. Inkubowac
w temp. pokojowej. Po 30 min. odwirowac j/w.

6. Narysowac¢ wykres procentowej zaleznosci uwolnionej hemoglobiny od st¢zenia molowego detergentu.
Wyznaczy¢ graficznie 1C50, Cgyt | Csol-
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