RAsEb e, N .

Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

NANOBIOINZYNIERIA

"-'Wyb"rién.e zagadnienia;

1 )

. i
:[a-‘

pod redakcja Pawta Nawrotka

Szczecin 2021



Zachodniopomorski Uniwersytet Technologiczny w Szczecinie

NANOBIOINZYNIERIA
W PRAKTYCE

Wybrane zagadnienia

pod redakcja Pawta Nawrotka

Szczecin 2021



Autorzy

Adrian Augustyniak, Daria Ciecholewska-Jusko, Alicja Dratwa-Chatupnik, Radostaw Drozd,
Karol Fijatkowski, Agata Grzesiak, Agnieszka Herosimczyk, Wojciech Ignaczak,

Magdalena Jedrzejczak-Silicka, Anita Kotodziej-Skalska, Adam Lepczynski,

Katarzyna Michatek, Ewa Mijowska, Pawet Nawrotek, Patrycja Oberska, Matgorzata Ozgo,
Piotr Sobolewski, Xymena Stachurska, Magdalena Szymanska, Karolina Wenelska,

Anna Zywicka

Recenzent
dr hab. inz. Beata Zielinska, prof. ZUT

Opracowanie redakcyjne
Wojciech Markowski

Na oktadce wykorzystano zdjecie przedstawiajgce mezoporowatg sfere weglowg autorstwa
Karoliny Wenelskiej

Projekt oktadki
Daria Ciecholewska-Jusko

ISBN: 978-83-7663-321-3

Wydawnictwo Uczelniane Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie
70-311 Szczecin, al. Piastow 48, tel. 91 449 47 60, e-mail: wydawnictwo@zut.edu.pl



SPIS TRESCI

1. Nanomateriaty — otrzymywanie, charakterystyka, zastosowanie..............c.......... 4
2. Badanie biozgodnosci nanomateriatOw ...........c.cccoevieiiiieieiiie e 24
3. Nanoczgstki albuminy .........cccoooiiiiiiceee e 49
4. Bakterie i ich metabolity w syntezie nanoczastek srebra..........ccccoevevevieennenene 55
5. Bionanoceluloza — metody otrzymywania, modyfikacje, analiza wtasciwosci
oraz MozliwoSCi WYKOIZYSTaNIa .......cccueiiiieiiieee et 61
6. Bakteriofagi jako nanobiomateriat — charakterystyka i ocena aktywnosci...... 105
7. Proteomika — przygotowanie préb do analiz proteomicznych.......................... 118
8. Dwukierunkowa elektroforeza zelowa ............ccccceeveieiii e 130
9. Metody detekcjibiateK........c..ooeiiii e 143
10. Western blot biatek ...........oooiiiiiiii e 155
17, SPEKrOMELIIA MAS ..c.eiiiiieieeee et enee e 159
12. Metody inzynierii enzymowej W NanobIOINZYNIErii ........ceeeiiieiiriieeee e 166
13. Nanotechnologia w przemysle rolno-spozywezym ..........ccccccoveviicieeiiiee e, 183
T4, WaZNI€JSZE POJECIA .uvveeeiuiieeeiieeeeteee e eitee e sttt e et e e e et e e e e e s sseeeessseeesnbeeessaeeeanseeaas 187



1. NANOMATERIALY — OTRZYMYWANIE,
CHARAKTERYSTYKA, ZASTOSOWANIE

Karolina Wenelska, Ewa Mijowska

Nanotechnologia jest interdyscyplinarng nauka, scalajaca osiggnigcia z chemii, fizyki, infor-
matyki i biotechnologii i stwarzajaca nowe mozliwosci badawczo-rozwojowe, ktdre zmierzaja
do sterowania strukturg materii na poziomie pojedynczych atoméw i molekut. Obejmuje
wszystkie metody i techniki, ktére umozliwiaja projektowanie, tworzenie oraz stosowanie
obiektow, w ktorych przynajmniej jeden z kontrolowanych wymiaréw jest wyrazony w skali
nano, czyli w umownym zakresie 1-100 nm. Nanomaterialy juz teraz znajduja coraz szersze
zastosowanie w technice, medycynie i zyciu codziennym. Szczegolnie duze oczekiwania stawia
si¢ tym materialom w inzynierii biomedycznej. Wykorzystywane sg w transplantologii oraz
farmakologii, gdzie uzyskiwane rezultaty sg bardzo obiecujace.

Cwiczenie 1.1
Synteza sfer krzemionkowych typu rdzen/otoczka

Cel

Preparatyka sfer krzemionkowych typu rdzen/otoczka zmodyfikowang metodg Stobera. Sfery
krzemionkowe bgda otrzymywane w kilku etapach, a nastgpnie modyfikowane tlenkiem tytanu
w celu nadania im wyjatkowych wlasciwosci. Otrzymany produkt bedzie charakteryzowany za
pomocg zaawansowanych metod mikroskopowych i spektroskopowych.

Wprowadzenie

Nanosfery otrzymywane sg w wyniku rozktadu zwigzku bedacego zrodtem krzemionki. Na

wiasciwosci koncowego produktu maja wptyw takie parametry procesu, jak: temperatura, czas

trwania czy predko$¢ mieszania. Podstawg kazdej metody otrzymywania nanosfer krzemowych

sg 3 etapy:

1. Proces nukleacji, polegajacy na otrzymaniu zarodkow krysztatoéw. Z powstatych zarodkow
w pozniejszych etapach zostang otrzymane nanostruktury.

2. Etap polimeryzacji, polegajacy na tym, ze pojedyncze czasteczki tacza si¢ w dimery, oligo-
mery 1 wigksze czasteczki.

3. Etap wzrostu, polegajacy na tworzeniu si¢ sfer poprzez koagulacje. W tym etapie wazne
jest, zeby utrzymac¢ odpowiednig warto$¢ pH. Jezeli warunek ten nie byltby spetniony, mo-
globy np. dojs¢ do Zzelowania czastek, ktore doprowadzi do powstania dtugich taficuchow.

Metody syntezy:

1. Synteza temperaturowa z mieszaniem — metoda Stobera.

Metoda Stobera polega na syntezie nanosfer krzemionkowych przy uzyciu ortokrzemianu
tetraetylu (TEOS) — zwiazku bedacego zrodiem krzemionki, amoniaku — petnigcego funkcje
katalizatora oraz wody i etanolu. Wszystkie substraty umieszcza si¢ pod chtodnicg zwrotna.
Proces przebiega przy cigglym mieszaniu i grzaniu. Od warto$ci temperatury bedzie zalezata
srednica otrzymanych nanosfer. Metoda Stobera ulegta wielu modyfikacjom, np. moze by¢ sto-
sowana z uzyciem mieszania i ogrzewania lub sonikacji. Proces tworzenia si¢ nanosfer przed-
stawiono schematycznie na rycinie 1.1.
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Ryec. 1.1. Schemat przedstawiajacy synteze nanosfer z wykorzystaniem metody Stobera

2. Synteza z wykorzystaniem L-lizyny i1 oktanu.

Synteza ta polega na rozpuszczeniu w roztworze wody, oktanu 1 L-lizyny. L-lizyna w tym
procesie petni 2 glowne funkcje. Pierwsza z nich jest kataliza hydrolizy, zwigzku bedacego
zrodtem krzemu. Drugg jest kontrola wzrostu nanosfer krzemowych dzigki mozliwos$ci pokry-
wania powierzchni nowo powstatych struktur w procesie wzrostu. Mozliwe jest to dzigki reak-
cji protonowych grup aminowych z krzemionkg. Po rozpuszczeniu si¢ L-lizyny 1 ustaleniu po-
zadanej temperatury pH roztworu powinno mie¢ wartos¢ ok. 9. Koncowym krokiem jest doda-
nie do roztworu TEOS — Zrodta krzemionki. Stosunek molowy substratéw powinien wynosic¢
1 TEOS : 0,02 L-lizyna : 1,38 oktan : 154,4 woda. Proces nalezy prowadzi¢ nieprzerwanie
w statej temperaturze 1 z ciggtym mieszaniem. Nastepnie koncowy produkt nalezy podda¢ pro-
cesowi kalcynacji w celu usunigcia pozostatosci po zwigzkach organicznych, takich jak oktan
czy L-lizyna.

3. Ultradzwickowa synteza nanosfer krzemionkowych.

Metoda ta polega na dodaniu do mieszaniny ztozonej z surfaktantu dodecylosiarczanu sodu
(SDS), bromku tetrapropyloamoniowego (TPAB) 1 zrédta krzemu TEOS. Mieszaning surfak-
tantu przygotowuje si¢ poprzez kilkuminutowg sonikacje¢ SDS. Kolejnym etapem jest dodanie
TPAB, a nastgpnie TEOS 1 poddanie dalszej sonikacji. Na koniec mieszaning umieszcza si¢
w autoklawie o temp. 180°C na 10 godzin. Koncowy produkt przemywa si¢ woda destylowang
1 suszy w temp. 60°C przez noc pod préznig w celu usunigcia surfaktantdw 1 nieprzereagowa-
nych substratow.

4. Synteza mezoporowatej warstwy na nanosferach krzemionkowych.

W celu otrzymania porowatej warstwy na nanosferach krzemionkowych miesza si¢ wodny
roztwor amoniaku oraz zwigzku powierzchniowo czynnego (CTAB). Do mieszaniny dodaje si¢
nastepnie rdzen struktury, wokot ktorej bedzie syntezowana porowata otoczka/warstwa oraz
TEOS. Wodny roztwor surfaktantu oraz rdzen miesza si¢ nieustannie przez 12 godzin w temp.
pokojowej. Otrzymang mieszaning odwirowuje si¢ 1 wygrzewa w temp. powyzej 400°C przez
6 godzin w celu usunigcia $rodka powierzchniowo czynnego. Otoczka porowata na rdzeniu
nanosfery pozwala na tworzenie powtoki ochronnej, btony filtracyjnej lub warstwy nosnej
(leku, barwnika, katalizatora) o kontrolowanej grubosci i wielkosci poréw. W celu zmniejsze-
nia grubosci otoczki zmniejsza si¢ ilos¢ TEOS, bedacego zrodlem dwutlenek krzemu. W zalez-
nosci od zastosowanego odczynnika powierzchniowo czynnego zmienia si¢ wielko$¢ poréw —
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wraz ze wzrostem dlugosci tancucha surfaktantu wzrasta §rednica kanalikow. Inne zastosowa-
nie otoczki pozwala na adsorpcje gazéw lub na magazynowanie zwigzkéw chemicznych.

Dzigki kanalikom usprawniony zostaje proces powlekania sfer krzemionkowych (zamiast
kilku powtorzen wystarcza pojedyncza operacja powlekania), a ujednoliceniu ulegajg $rednice
nanosfer. Na rycinie 1.2 przedstawiono schemat nanosfery krzemowej z mezoporowatg
otoczka.

Rye. 1.2. Schemat nanosfery krzemowej z mezoporowata otoczka

5. Synteza porowatych nanosfer krzemionki

Synteza w warunkach standardowych przebiega przy udziale $rodka strukturotworczego
Cis-3-1, wodorotlenku sodu, etanolu, wody destylowanej oraz TEOS. NaOH oraz Cis-3-1 roz-
puszcza si¢ w rozcienczonym alkoholu etylowym do otrzymania klarownego roztworu. W ko-
lejnym etapie podnosi si¢ temp. do 80°C 1 dodaje TEOS, mieszajac przez 10 minut. Nastgpnie
odstawia si¢ zawiesing na 2 dni, utrzymujac temp. 80°C. W celu pozbycia si¢ pozostatosci po
reakcji produkt filtruje si¢ i przemywa. Na koniec otrzymany produkt suszy si¢ w temp. 100°C
przez noc.

6. Modyfikacja nanostruktur dwutlenkiem tytanu

Podstawowa metoda funkcjonalizacji nanostruktur dwutlenkiem tytanu polega na hydrolizie
prekursora TiO2 w obecnosci etanolu (w stosunku 1 : 10). Otrzymane w ten sposob krystality
TiO2 sa nastepnie rozbijane za pomoca sonikacji lub dlugotrwatego mieszania. W kolejnym
etapie do etanolu z wczesniej zdyspergowanymi nanostrukturami dodawany jest roztwor dwu-
tlenku tytanu w stosunku 1 : 8. W kolejnych etapach roztwor dwutlenku tytanu oraz nanomate-
riatow jest mieszany przez 18 godzin, po czym zostaje odseparowany przez odwirowanie 1 prze-
myty etanolem. W trakcie oczyszczania nanomateriatdéw z nadmiaru dwutlenku tytanu roztwor
jest na zmiang mieszany oraz sonikowany. W ostatniej fazie funkcjonalizacji TiO2 wysuszony
material poddawany jest kalcynacji w wysokiej temperaturze w celu przemiany fazy amorficz-
nej w krystaliczng.

Materialy
Dla 1 grupy ¢wiczeniowej: etanol cz.a.a.; roztwor amoniaku; ortokrzemian tetraetylu (TEOS);
bromek cetylo(trimetylo)amonu (CTAB); propanol; butoksylan tytanu(IV) (TBT).

Przebieg doswiadczenia

1. Synteza nanosfer krzemionki metoda Stobera. W kolbie okraglodennej umiesci¢ 2,5 ml
roztworu amoniaku i 50 ml etanolu. Mieszaning ogrzewaé¢ do wyznaczonej temp. 55°C. Po
ustaleniu si¢ pozadanej temperatury do roztworu doda¢ 1,5 ml TEOS, a nastgpnie kolbe
z mieszaning reakcyjna polaczy¢ z chlodnica zwrotng. Proces prowadzi¢ nieprzerwanie
w stalej temperaturze 1 z cigglym mieszaniem przez 18 godzin. Po tym czasie zawarto$¢
kolby zostaje odwirowana, a otrzymany osad zostaje zdyspergowany w etanolu.
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2. Synteza mezoporowatej otoczki. Synteze mezoporowatej otoczki wokoét rdzenia z nanos-

fery przeprowadza si¢ przy uzyciu $rodka powierzchniowo czynnego CTAB. W naczyniu
umies$cic¢ roztwor amoniaku, etanol, CTAB oraz wodg¢ destylowang. Otrzymang mieszaning
(I) miesza¢ przez 30 minut. W tym czasie odwazy¢ nanosfery krzemionkowe i zdyspergo-
wac w etanolu (II). Nastepnie doda¢ do mieszaniny reakcyjnej (I) zdyspergowane nanosfery
(IT). Nastepnie do roztworu (I + II) doda¢ TEOS. Catos$¢ sktadnikoOw nieustannie mieszac
przez ok. 20 godzin. Po uptynigciu tego czasu roztwor odwirowad, a nastgpnie osad prze-
my¢ etanolem, aby usung¢ pozostatosci po reakcji. Otrzymany produkt wygrzewaé w piecu
przez 2 godziny w temp. 600°C.

Modyfikacja nanosfer krzemionkowych dwutlenkiem tytanu. Synteze prowadzic¢
w kolbie wypelionej czystym butoksylanem tytanu(IV) w warunkach bezwodnych. Na-
stepnie do kolby z prekursorem dwutlenku tytanu dodawa¢ porowate nanostruktury i soni-
kowa¢ przez 90 minut w temp. ok. 40°C. W kolejnym etapie TBT (z zdyspergowanymi
nanostrukturami) zostaje rozcienczony propanolem w stosunku objetosciowym 1 : 25. TBT
niezwigzany z nanomaterialem zostaje odseparowany przez odwirowanie, a nastepnie prze-
myty §wiezg ilo$cig propanolu. Oczyszczony nanomaterial z nadmiaru TBT zostaje zdy-
spergowany w etanolu w celu hydrolizy prekursora do TiO2. Nastepnie etanol zostaje odse-
parowany. W ostatnim etapie suchy produkt nalezy podda¢ kalcynacji w wysokiej tempe-
raturze w celu przemiany fazy amorficznej w krystaliczna.

Wyniki

L.

Otrzymane podczas zaj¢¢ materiaty nalezy scharakteryzowac¢ za pomocg mikroskopii TEM,
SEM, spektroskopii ramanowskiej oraz XRD.

2. Otrzymane dane przedstawi¢ w formie sprawozdania.

Cwiczenie 1.2
Preparatyka katalizatora, proces CVD i oczyszczanie nanorurek weglowych

Cel
1.

Preparatyka katalizatora Fe/MgO uzywanego w procesie syntezy nanorurek we¢glowych na
drodze pirolitycznego rozktadu weglowodoru (wykorzystuje si¢ tu technik¢ nanoszenia
sktadnikéw aktywnych zdyspergowanych w rozpuszczalniku na no$nik).

Otrzymanie nanorurek weglowych za pomoca metody CVD (pirolizy katalitycznej) przy
uzyciu katalizatora Fe/MgO (jako zrédlo wegla do otrzymywania nanorurek weglowych
zostanie wykorzystany etylen, a jako gaz nosny — argon).

Oczyszczenie nanorurek weglowych z wegla amorficznego 1 resztek katalizatora, poprzez
obrobke materiatu z uzyciem kwasu chlorowodorowego, a takze okreslenie stopnia oczysz-
czania przygotowanego materiatu.

Badanie otrzymanych nanorurek weglowych przy uzyciu spektroskopii ramanowskiej
1 ogladanie ich przy uzyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego TEM.

Wprowadzenie

L.

Podstawowe techniki chemiczne i fizykochemiczne do otrzymywania katalizatorow

1.1. Otrzymywanie prekursoréw

e Stracanie osadow — w tym procesie powstaje nierozpuszczalny osad w postaci amor-
ficznej lub krystalicznej. Zachodzi tu reakcja chemiczna migdzy zwiazkiem chemicz-
nym zawierajagcym aktywny sktadnik katalizatora a czynnikiem strgcajacym. Jako czyn-
nik stracajacy uzywa si¢ najczesciej roztwordw alkaliow lub amoniaku, weglanow sodu,
potasu i amonu, przy czym uzycie alkaliow wymaga starannego przemycia osadow
w celu usunigcia jondw litowcoOw. Parametrami zmiennymi, ktére moga wptynaé za-
rowno na sktad chemiczny, objetos¢ 1 powierzchni¢ katalizatora, jak i na jego teksture,
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sa: stezenie substancji wyjsciowych, temperatura stragcania, pH roztworu, kolejnos¢ do-
dawania sktadnikow, czas starzenia osadu, szybko$¢ strgcania. Zaleta metod stragcenio-
wych jest mozliwo$¢ otrzymywania mieszanych katalizatorow w szerokim zakresie
sktadnikow, a ograniczeniem trudno$¢ otrzymania dobrze zhomogenizowanych pod
wzgledem sktadu prekursorow katalizatoréw mieszanych. Trudno$¢ t¢ mozna ominac,
stosujgc metodg otrzymywania statych prekursorow szklistych w drodze kompleksowa-
nia.

¢ Kompleksowanie — metoda ta polega na reakcji migdzy solami metali a kwasami i so-
lami kwasow organicznych, w czasie ktorej powstajg kompleksy o zmiennym sktadzie.

e Nanoszenie skladnikow aktywnych z roztworow na nosnik — technika ta polega na
poddaniu nosnika przez okreslony czas dzialaniu roztworu zawierajacego sktadnik ak-
tywny. Obserwuje si¢ rozny rodzaj oddziatywania aktywnego sktadnika z no$nikiem:
adsorpcje na powierzchni no$nika z wytworzeniem komplekséw powierzchniowych,
wymian¢ jonowg z powierzchniowymi grupami, reakcje chemiczng lub stabe oddziaty-
wanie o charakterze adsorpcji fizycznej. W zaleznos$ci od typu oddziatywania dzieli si¢
metody nanoszenia z roztworu na adsorpcyjne, jonowymienne i impregnacyjne. Tech-
niki przygotowania katalizatoréw w przypadku tych wariantow moga by¢ rozne, np.
w metodzie adsorpcyjnej i jonowymiennej roztwor po nasyceniu nosnika odsgcza si¢
1 przemywa, a w metodzie impregnacji prekursor katalizatora otrzymuje si¢ przez od-
parowanie roztworu znad nosnika. Ilo$¢ sktadnika aktywnego, jaka mozna nanie$¢ na
powierzchnie no$nika, zalezy od natury i struktury no$nika, wlasnosci chemicznych
sktadnika aktywnego w roztworze i warunkdéw nanoszenia.

e Obrobka termiczna prekursoréow katalizatoréw: suszenie i prazenie — w procesie
suszenia usuwa si¢ wode fizycznie zwigzang z prekursorem katalizatora. Kalcynacja
(prazenie) polega gtownie na rozkladzie prekursoréw z wytworzeniem wilasciwej fazy
aktywnej katalizatora. Oprocz procesu rozktadu prekursorow moze dochodzi¢ np. do
wytworzenia si¢ struktury krystalicznej ze struktur amorficznych czy spiekania fazy ak-
tywnej, polegajacej na powstawaniu wiekszych krystalitow z mikrokrysztatéw, oraz do
reakcji w fazie stalej migdzy sktadnikami fazy aktywnej lub faza aktywna a nos$nikiem.
Dodatkowo w zaleznosci od atmosfery, w jakiej prowadzi si¢ obrébke termiczna, sktad-
niki fazy aktywnej moga ulega¢ utlenieniu lub redukcji. Wybdr temperatury obrobki
termicznej zalezy od temperatury, w ktorej bedzie zachodzi¢ reakcja; zwykle powinna
by¢ wyzsza o 50 K od temperatury reakcji, by unikng¢ zmian katalizatora we wtasci-
wym procesie powstawania nanorurek weglowych w procesie chemicznego osadzania
par.

2. Budowa, charakterystyka i metody otrzymywania nanorurek weglowych

2.1. Budowa nanorurek weglowych

Nanorurki weglowe to zwiniete w cylinder plaszczyzny grafenu (tj. jednoatomowej warstwy
grafitu).

Mozna uzyska¢ nanorurki jedno$cienne, gdy tylko jedna ptaszczyzna jest cylindrycznie zwi-
nigta (ang. singlewalled carbon nanotube, SWCNT; o $rednicy 0,8—4 nm), dwuscienne, utwo-
rzone przez 2 warstwy koncentrycznie utozone jedna w drugiej (ang. doublewalled carbon na-
notubes, DWCNT) oraz wielo$cienne, utworzone przez kilka (wigcej niz 2) warstw grafenu,
rowniez koncentrycznie utozonych wzgledem siebie (ang. multiwalled carbon nanotubes,
MWCNT). Nanorurki wielo$cienne sktadaja si¢ z koncentrycznie utozonych grafitowych cy-
lindréow na zasadzie utozenia rosyjskich lalek popularnie zwanych ,,matrioszkami”. Odlegtos¢
migdzy grafitowymi cylindrami (rurkami) wynosi 0,34 nm, a wewngtrzna ich $rednica zawarta
jest w przedziale 2-50 nm. Schematyczng budowe nanorurek weglowych z grafenu typu
SWCNT oraz MWCNT przedstawiono na rycinie 1.3.
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Ryc. 1.3. Schematyczna budowa nanorurek weglowych typu SWCNT (lewy panel) i MWCNT
(prawy panel)

Jednos$cienne nanorurki weglowe maja ksztalt cylindryczny o $rednicy 0,7-3,0 nm i dhu-
gos$¢ do kilku mikrometréw. Nanorurki te majg naturalng tendencje do tworzenia wigzek dzigki
wystepujacym mi¢dzy nimi oddziatywaniom van der Waalsa. Bardzo rzadko wystepuja w po-
staci indywidualnej. Na rycinie 1.4 przedstawiono zdjecia z transmisyjnej mikroskopii elektro-
nowej typowej wigzki SWCNT (lewy panel) 1 niewielkiej wiazki z indywidualng nanorurka
(prawy panel).

Ryec. 1.4. Mikroskopowe zdjecie typowych wigzek nanorurek jednos$ciennych (lewy panel) oraz
kilkururkowej wigzki SWCNT z indywidualng nanorurkg (prawy panel)

Dwuscienne nanorurki weglowe to 2 jednoscienne nanorurki weglowe, koncentrycznie
umieszczone jedna w drugiej. Odlegtos¢ migdzy rurkami wynosi 0,34-0,56 nm. Struktury te
réwniez wystepuja w postaci wigzek, cho¢ znacznie mniejszych niz w przypadku SWCNT. Ich
srednica mie$ci si¢ w granicach 0,7-5 nm. Sg to ciekawe struktury, wykazujace wlasciwosci
zaréwno jedno-, jak i wielo$ciennych nanorurek weglowych, dlatego sa osobno klasyfikowane.
Na rycinie 1.5 przedstawiono typowe zdjecie mikroskopowe podwoédjnych nanorurek weglo-
wych. Mozna wyraznie zauwazy¢ rurki zewnetrzng i wewnetrzna, ktore tworzg nanorurke po-
dwojna.
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Ryec. 1.5. Mikroskopowe zdjecia dwusciennych nanorurek weglowych w postaci wigzki
i indywidualnych struktur (wskazanych czerwona strzatka)

Wieloscienne nanorurki weglowe skladaja si¢ z 3 lub wigkszej liczby koncentrycznie
umieszczonych nanorurek weglowych (ryc. 1.6). Odleglo$¢ migdzy warstwami wynosi tyle
samo, ile w przypadku dwusciennych nanorurek weglowych o dtugosci od 200 nm nawet do
I mm.

Ryec. 1.6. Mikroskopowe zdjecia wielosciennych nanorurek w roznych powigkszeniach

2.2. Mechanizm formowania nanorurek weglowych

Jest wiele hipotez opisujacych model wzrostu nanorurek weglowych. Mechanizm ich wzro-
stu 1 nukleacja zaleza od metody i1 obecnosci katalizatora. Wiadomo, Ze nanorurki jedno$cienne
powstaja tylko w procesie katalitycznym, a wielo§cienne rosng zar6wno w procesie katalitycz-
nym, jak 1 bez katalizatora. Niektore nanorurki maja otwarte, a niektore zamknigte konce.

Podstawowg teorig opisujacg mechanizm tworzenia nanorurek weglowych jest czteroeta-
powy model nasycenia i dyfuzji wegla, powstajacego w czasteczce katalizatora az do osia-
gnigcia przesycenia, czego wynikiem jest krystalizacja nanostrukturalnego wegla (ryc. 1.7).
Model ten opracowano w latach 80. ubiegtego wieku, ale odnosit si¢ wowczas do mechanizmu
wzrostu wiokien weglowych. Zostat on zaadaptowany do wyjasnienia mechanizmu wzrostu
nanorurek. Rozpatruje si¢ czastke metalicznego katalizatora (ponizej 1 pm) w atmosferze gazu
zawierajacego wegiel (np. CHa, C2Hz). Wyr6znia si¢ nastgpujace etapy:

I etap — sorpcja na powierzchni katalizatora 1 rozktad weglowodoru do wegla 1 wodoru;

II etap — rozpuszczanie si¢ wegla w katalizatorze;

III etap — dyfuzja wegla w obrgbie czastki i przesycenie weglem amorficznym pewnego jej
obszaru. Nastepnie podczas chlodzenia uktadu dochodzi do tworzenia fazy weglika lub wegla
krystalicznego (najczesciej grafitu). Wowczas na powierzchni katalizatora powstaje zarodek
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rurki, co generuje jej wzrost. Zachodzi dyfuzja powierzchniowa wegla, rozprowadzajaca go po
powierzchni w postaci cienkiej warstwy;

IV etap — postgpujaca akumulacja powierzchniowa wegla (wraz ze spadkiem temperatury
nastepuje spadek rozpuszczalnosci wegla w katalizatorze), dezaktywacja katalizatora 1 prze-
rwanie procesu wzrostu nanorurki.

CH, CH,en CH, sz C,H C,H, sz
‘ | Strefa | Strefa )

- gorgca - gorgca ==

I I
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Rye. 1.7. Schemat czteroetapowego modelu nasycenia i dyfuzji przedstawiajacy mechanizm tworzenia
nanorurek weglowych

Inne proponowane mechanizmy wzrostu nanorurek weglowych to mechanizm wzrostu ,,ko-
rzeniowy” i ,,zakonczeniowy”. Wybdr jednego z nich zdeterminowany jest sitg oddziatywania
czastek katalizatora (np. zelaza, kobaltu, niklu) z nosnikiem katalizatora (tj. tlenkiem magnezu,
tlenkiem glinu czy dwutlenkiem krzemu). Jezeli oddzialywanie no$nik—metal jest stabsze niz
oddzialywanie metal-wegiel, to czastka katalizatora odrywa si¢ z nosnika podczas inicjacji
wzrostu nanorurki weglowej i1 zostaje zlokalizowana na jej szczycie. W ,,korzeniowym” mo-
delu metal jest uwieziony w nosniku i wzrost nanorurki odbywa si¢ w przeciwnym kierunku,
tak jak to przedstawiono na rycinie 1.8.

b '.-"Eq Kierunek wzrostu CNT -
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Foo WL
‘C"’ -_, -~ -\;-ﬂ ]
i3t oot
Wzrost korzeniowy -_;_.'_-_: :‘ B f*:*)‘- Wzrost zakon czeniowy
N y }l"\: A-.>t
5ilne oddzialywanie metal-nosnik Stabe oddziatywanie metal-nosnik

Ryec. 1.8. Model ,,korzeniowy” i ,,zakonczeniowy” wzrostu nanorurek weglowych

2.3. Otrzymywanie nanorurek weglowych
Otrzymywanie nanorurek weglowych odbywa si¢ w nastepujacych procesach:
e wyladowanie w tuku elektrycznym (ang. arc dischaarge);
e laserowe parowanie (ang. laser ablation);
e proces pirolizy katalitycznej (ang. catalytic carbon vapor deposition, CVD).
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Metoda elektrolukowa jest najstarszg technikg wykorzystywang do syntezy nanorurek we-
glowych, a wczesniej do syntezy fulerenéw. Wykorzystywat jg S. Ijima podczas pierwszej ob-
serwacji tych struktur. W trakcie syntezy nanorurek weglowych za pomoca tej metody wytwa-
rzana jest bardzo wysoka temperatura, nawet powyzej 3000°C. Warunki takie pozwalaja na
wprowadzenie odparowanych atomow wegla w stan plazmy. W ten sposéb otrzymuje si¢ za-
réwno wielo-, jak 1 jedno$cienne nanorurki weglowe.
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Ryec. 1.9. Schemat uktadu do syntezy nanorurek weglowych wykorzystujacego metode elektrotukowa
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Ryec. 1.10. Wptyw sktadu anody na typ otrzymanych nanorurek weglowych w tuku elektrycznym

Powstaja takze inne formy weglowe, np. wiskersy weglowe, sadza i fulereny. Rodzaj otrzy-
manego produktu jest $ci§le zwigzany z ciSnieniem, rodzajem gazu nosnego, zawartoscig i ro-
dzajem katalizatora uzytego podczas syntezy. Na rycinie 1.9 przedstawiono schemat typowego
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uktadu do syntezy nanorurek weglowych, wykorzystujacego metodg elektrotukowa, a na ryci-
nie 1.10 — typy nanorurek weglowych otrzymanych w tuku elektrycznym w zaleznosci od
sktadu elektrody. Uktad sktada si¢ z 2 grafitowych elektrod: z grubszej katody, na ktorej za-
chodzi osadzanie wegla pochodzacego z anody, 1 z cienszej anody. Podczas osadzania wegla
zuzywana jest anoda. Stosuje si¢ napigcie 20—25 V 1 nat¢zenie w granicach 50—-120 A. Opty-
malne ci$nienie helu dla uzyskania materialu nanorurkowego wynosi ok. 600 mbar (fulereny
sa wydajnie syntetyzowane pod cisnieniem ponizej 130 mbar). Do syntezy MWCNT za pomoca
tej techniki nie jest konieczna obecnos$¢ czastek katalizatora. Wielo$cienne nanorurki weglowe
osadzaja si¢ na wewnetrznej czesci katody i1 sg otoczone twarda warstwa mieszaniny takich
struktur, jak: nanoczastki, fulereny i wegiel amorficzny. Jedno$cienne nanorurki weglowe for-
muja si¢ w przestrzeni mi¢dzy §cianami komory uktadu reakcyjnego a elektrodami w postaci
pajeczej struktury, a nie na powierzchni katody. Ta technika pozwala na wytwarzanie duzej
ilosci nanorurek, ale rowniez duzej ilosci zanieczyszczen. Otrzymane nanorurki musza by¢
oczyszczone bezposrednio po syntezie. Jako$¢ otrzymywanych tg technikg nanorurek jest bar-
dzo dobra, gdyz maja one wysoki stopien grafityzacji, zwykle potwierdzony spektroskopig ra-
manowska lub dyfrakcja rentgenowska.

Technika laserowa po raz pierwszy zostala wykorzystana w syntezie nanorurek weglowych
w 1995 r. przez zespot R. Smalleya. Wysoka jakos¢ nanorurek otrzymywanych technika odpa-
rowania laserowego sprawita, Ze intensywnie j3 rozwijano. Stosowano lasery pracujace w try-
bie pulsacyjnym 1 ciggtym. Podstawowg r6znicg miedzy odmianami tej techniki jest potrzeba
zastosowania $wiatla o réznej intensywnosci: 100 kW/cm? w przypadku lasera pulsacyjnego
i 12 kW/cm? w przypadku lasera pracujacego w trybie ciaglym. W metodzie laserowego paro-
wania laser jest wykorzystywany jako Zrodto energii, powodujace odparowanie grafitu z tarczy,
ktora jest umieszczona we wnetrzu pieca 1 ogrzewana do temp. ok. 1200°C. Przeplywajacy
argon (500 mbar) ,,porywa’ nanorurki z obszaru o wysokiej temperaturze, a nast¢pnie przenosi
je na znajdujacy si¢ na zewnatrz pieca chtodzony woda miedziany kolektor. Na rycinie 1.11
przedstawiono uktad do syntezy nanorurek weglowych metoda laserowa.

- —
Nd:YAG Laser = S
— = S00mbar Ar ——— qrafitewa T

chledzony woda
D iedziany kolewtor

1200 “C Piec

Ryec. 1.11. Schemat otrzymywania nanorurek weglowych przy wykorzystaniu metody laserowej

Metody laserowa i w tuku elektrycznym sg do siebie bardzo podobne pod wzgledem warun-
koéw procesu. Sadzi sie, ze nanorurki syntezowane tymi metodami sg oparte na tym samym
mechanizmie. Gdy podczas syntezy wykorzystywana jest czysta tarcza grafitowa bez czastek
katalizatora, tworzg si¢ wieloscienne nanorurki weglowe, tak jak w przypadku syntezy metoda
elektrotukowa. Jesli natomiast w sktad tarczy grafitowej wchodza czastki metalu lub ich mie-
szanina (np. 1,2% mieszaniny Co/Ni o stosunku Co : Ni=1: 1), to tworzg si¢ SWCNT. W celu
uzyskania najwyzszych wydajnosci zwykle stosuje si¢ ferromagnetyki Co, Ni z promotorami
np. Mo. Dzi¢ki tej metodzie uzyskuje si¢ wysokie wydajnosci, powyzej 70-90% konwersji
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grafitu w jednoscienne nanorurki weglowe. Mimo uzyskania wysokiej wydajnosci material po
syntezie musi zosta¢ poddany procesowi oczyszczania, a zadna metoda oczyszczania nie daje
materialu o 100-proc. czystosci. Oczyszczony material zawiera niewielkie ilosci katalizatora
ferromagnetycznego. Tworzy to barier¢ w zastosowaniach nanorurek w niektorych dziedzinach
medycyny i pomiarach wlasciwosci magnetycznych. Z tego powodu poszukiwano nowych,
nieferromagnetycznych katalizatorow. Okazalo sig¢, ze platyna zmieszana z niewielka zawarto-
$cig rodu i renu jest bardzo aktywnym katalizatorem w syntezie jednosciennych nanorurek we-
glowych. Byt to przetom w badaniach prowadzonych ta metoda. Na rycinie 1.12 przedstawiono
zdjecia TEM nanorurek weglowych otrzymanych z wykorzystaniem jako katalizatoréw Co/Ni
z Mo oraz z Pt/Rh/Re.

Ryec. 1.12. Zdj¢cia mikroskopowe SWCNT otrzymywanych na Co/Ni z Mo (gorny panel) oraz
Pt/Rh/Re (dolny panel) za pomoca laserowego parowania

Nanorurki weglowe otrzymane z uzyciem katalizatora Co/Ni z domieszkag Mo maja mniejsza
$rednice (ok. 1,25 nm) w poréwnaniu z otrzymanymi z Pt/Rh/Re (ok. 1,5 nm). Zwykle wyste-
puja w postaci wigzek. Przecigtna $rednica nanorurek i ich dystrybucja sg kontrolowane przez
roézne parametry, takie jak temperatura syntezy oraz skfad i ilo$§¢ uzytego katalizatora. Dzigki
optymalizacji warunkdéw procesu otrzymuje si¢ material o bardzo waskiej dystrybucji $rednic,
co jest bardzo korzystne w przypadku analizy wlasciwos$ci optycznych SWCNT.
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W metodzie pirolizy katalitycznej wymagane sa nastepujace podstawowe elementy: zrodto
wegla, katalizator, wysoka temperatura, w wigkszosci przypadkdéw rowniez gaz nosny. Jako
zrodlo wegla wykorzystuje si¢ rézne weglowodory, takie jak: benzen, cykloheksan, acetylen,
metan itd., a takze tlenek czy tez dwutlenek wegla. Stosowane sg rozne metaliczne katalizatory
(np. Fe, Co, Ni, Cu) osadzone na ré6znych nosnikach (np. MgO, AL203, ZrOz, CaO, SiOz2), na-
niesione r6znymi technikami. Temperatura syntezy nanorurek weglowych ta technikg zawiera
si¢ przewaznie w przedziale 300—1200°C. Ze wzgledu na konieczno$¢ przeprowadzenia pro-
cesu w podwyzszonej temperaturze klasyczna technika CVD czgsto jest okreslana jako ter-
miczne CVD (ang. thermal chemical vapor deposition). Typowy schemat aparatury przedsta-
wiono na rycinie 1.13. Metode t¢ przez dlugi czas wykorzystywano do syntezy nanowtokien
weglowych, ale nie byto zadnych wskazan, ze moze ona by¢ stosowana rowniez do syntezy
nanorurek weglowych.
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Ryec. 1.13. Schemat otrzymywania nanorurek weglowych termiczng metodg pirolizy katalitycznej

M. Yacaman z zespotem po raz pierwszy opublikowali dane pokazujace, ze metode CVD
mozna stosowa¢ do syntezy nanorurek weglowych. Roznica migdzy nanorurkami a widknami
weglowymi nie zawsze jest oczywista. Bardzo czgsto widokna weglowe sg grubsze (od 100 nm
do setek mikrometréw), maja nizszy stopien grafityzacji i czasami inng strukture niz rurkowa,
np. strukture herringbone lub plytkowa. Gdy $rednica wtokien weglowych maleje, to przeja-
wiaja one wlasciwosci zblizone do nanorurek weglowych. Metoda CVD jest najbardziej przy-
datna do syntezy nanorurek weglowych ze wzgledu na mozliwosci syntezy tych struktur na
masowg skalg. Zaleta tej techniki w przeciwienstwie do wytadowania w tuku elektrycznym czy
laserowej ablacji jest mozliwo$¢ wzrostu nanorurek bezposrednio na nosniku, ktory jest kon-
trolowany przez sposob nanoszenia katalizatora. Oprocz tego jest mozliwa synteza mat nano-
rurek o okreslonej orientacji, i sg to gtdwne powody, dla ktérych CVD jest najpopularniejsza
technikg syntezy nanorurek weglowych. Jest wiele technik modyfikacji tej metody. Wykorzy-
stuje si¢ uktady zawierajace pompy prézniowe lub inertne sSrodowisko uzyskiwane dzieki wpro-
wadzeniu do uktadu gazu oboj¢tnego (np. Ar, N2, He). Pozostate metody CVD mozna sklasy-
fikowac nastepujaco:

CVD wzmocnione plazmg (ang. plasma enhanced CVD);

CVD z alkoholem (ang. alcohol CVD);

CVD z wzrostem nanorurek z fazy gazowej (ang. gas phase CVD);
zelowe CVD (ang. gel CVD);

laserowe CVD (ang. laser assisted CVD);

metoda CoMoCat;

wysokoci$nieniowe dysproporcjonowanie CO (HiPCO).



16 Karolina Wenelska, Ewa Mijowska

2.4. Oczyszczanie nanorurek weglowych

Wigkszos¢ §wiezo syntetyzowanych nanorurek weglowych zawiera znaczne ilo$ci zanie-
czyszczen. W ich sklad wchodza: wegiel amorficzny, czastki grafitowe, katalizatory, fulereny,
nosnik katalizatora. Metody oczyszczania znacznie si¢ rozwingty. Przewaznie wykorzystywane
sa w nich r6znice wspotczynnikow ksztaltu i szybkosci utlenienia mi¢dzy nanorurkami i zanie-
czyszczeniami. Mimo ze wigkszo$¢ zanieczyszczen mozna usungé za pomoca taczonych zabie-
gow oczyszczajacych, to powoduja one rowniez zdefektowanie struktury krystalicznej, cigcie
nanorurek w miejscach najbardziej zdefektowanych lub utlenienie. Nalezy podkresli¢, ze pro-
ces oczyszczania powinien by¢ kazdorazowo optymalizowany z uwzglgdnieniem rodzaju za-
nieczyszczen zawartych w uzyskanym materiale. Czas 1 temperatura procesOw oczyszczania
takze powinny by¢ odpowiednio dobrane wzgledem oczyszczanego materiatu.

Na ogot metaliczne nanoczastki katalizatorOw sg otoczone warstwami weglowymi, co uwi-
doczniono na rycinie 1.14 (niebieskie strzatki wskazuja przyktadowe czastki katalizatora). Zie-
lone strzatki wskazuja na no$nik MgO z czastkami katalizatora 1 wyrastajacymi z nich nanorur-
kami weglowymi. Zanieczyszczenia weglowe, np. amorficzny wegiel (typowa morfologie
amorficznego wegla wskazano czerwonymi strzatkami), muszg by¢ zatem usunigte w pierwszej
kolejnosci, zeby mozliwe byto usunigcie innych zanieczyszczen z otrzymanego produktu.

100 nm

Ryec. 1.14. Zdjecia materiatu nanorurkowego bezposrednio po syntezie. Czerwone strzalki wskazuja
na amorficzny wegiel, niebieskie — na czastki katalizatora otoczone warstwami wegla, a zielone —
na nosnik MgO

Ze wzgledu na reaktywno$¢ zanieczyszczen oraz stabilno$¢ nanorurek weglowych do
oczyszczania stosuje si¢ metody fizyczne, chemiczne lub ich kombinacje. W rezultacie wiele
procesOw oczyszczania jest przeprowadzanych dwuetapowo, dzigki czemu znacznie zwigksza
si¢ czystos$¢ probek. Dzieki taczeniu technik oczyszczania uzyskuje si¢ wysoki stopien czysto-
$ci materialu nanorurkowego. Typowe metody oczyszczania dzieli si¢ nast¢pujaco:

1. Utlenianie. Ten etap polega na usuwaniu weglowych zanieczyszczen (takich jak wegiel
amorficzny), jak 1 warstw grafitowych otaczajacych czastki katalizatorow. Parametry utle-
niania nalezy dobra¢ tak, aby utleni¢ zanieczyszczenia, a nie nanorurki weglowe. Zwykle
proces utleniania w fazie gazowej nanorurek weglowych powoduje otwarcie ich koncow.
Dzieje si¢ tak z powodu wystgpowania tam najwigkszej liczby defektow w heksagonalnej
sieci nanorurek. Usuwanie zanieczyszczen jest mozliwe dzigki rdznej szybkosci termicz-
nego utleniania migdzy nanorurkami a innymi czastkami weglowymi. Podczas utleniania
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nalezy zwroci¢ uwage na wybor czasu trwania utleniania oraz temperatury procesu. Para-
metry muszg by¢ dostosowane do odpowiedniej probki, aby w mozliwie najmniejszym
stopniu ulegta ona zdefektowaniu. Metoda utleniania moze by¢ zastosowana do usunigcia
zanieczyszczen weglowych lub jako obrobka wstepna, przygotowujaca probke do wyelimi-
nowania metali przez usunigcie warstw grafitowych pokrywajacych czastki metali. Usunie-
cie zarowno czastek weglowych, jak i grafitowych moze nastgpi¢ w powietrzu o temp. do
500°C dla SWCNT i 760°C dla MWCNT. Czasem do usuni¢cia niepozadanych form we-
glowych uzywana jest mieszanina tlenu z bromem, siarkowodorem lub chlorowodorem.
Ogrzewanie pod chtodnicg zwrotng w roztworach takich jak H2O2 czy HNO3 réwniez pro-
wadzi do usuniecia niepozadanych form weglowych. Utlenianie w fazie ciektej powoduje
wieksze zniszczenie nanorurek niz podczas procesow w fazie gazowej i preferencyjne utle-
nianie SWCNT bez wprowadzania defektow w $cianie boczne;.

2. Zapomoca kwasu. Metoda ta stuzy do usuwania zanieczyszczen katalitycznych. Niezbedne
jest przeprowadzenie obrobki wstepnej, np. homogenizacji probki za pomoca ultradzwigkow.
Najczesciej uzywane sg nastepujace kwasy: HaSOs, HNOs lub HCI. Na og6t ogrzewa si¢
mieszaning kwasu 1 probki nanorurek w kolbie okragtodennej pod chtodnicg zwrotng. Czas
tego procesu jest bardzo zréznicowany i dopasowany do katalizatora, czasami moze trwaé
nawet kilka dni. Nalezy mie¢ na uwadze, ze podczas traktowania nanorurek w kwasie tleno-
wym dochodzi do powstania grup funkcyjnych, czyli -COOH, —CO, —OH. Jezeli efekt ten
jest niepozadany, to probke traktowang kwasem nalezy podda¢ procesowi wygrzewania np.
w temp. 600°C pod ci$nieniem 107> mbar przez kilka godzin. Niejednokrotnie jednak jest
to efekt pozadany, bedacy pierwszym etapem egzohedralnej funkcjonalizacji nanorurek we-
glowych.

3. Ultrasonikowanie. Dzi¢ki wibracjom powstatym podczas procesu ultrasonikowania aglo-
meraty roznych nanoczgstek drgajg i1 przez to staja si¢ bardziej zdyspergowane. Proces ten
zalezy od rodzaju uzytego medium (rodzaju surfaktantu, rozpuszczalnika czy kwasu). Do-
chodzi do separacji nanoczastek metali od materialu nanorurkowego bez uprzedniego pro-
cesu utlenienia. Najczesciej uzywane media to wodne roztwory surfaktantow, rézne mie-
szaniny HNO3, H2SO4, H202. Podczas tego procesu nanorurki sg tez cigte na krotsze frag-
menty (krétkie sonikowanie, przez ok. 10 min, powoduje zmniejszanie ich dlugosci). Efekt
ten moze by¢ korzystny 1 czasami jest osiggany celowo. Dotyczy to szczeg6lnie zastosowan
biomedycznych, gdy dlugos¢ nanorurki determinuje toksycznos¢.

4. Oczyszczanie magnetyczne. Metoda ta opiera si¢ na wykorzystaniu magnetycznych wia-
sciwosci czastek katalizatora. Aby odseparowaé metale od oczyszczanej probki w statym
polu magnetycznym, najpierw nalezy usung¢ grafitowe otoczki z ich powierzchni. Osiaga
si¢ to przez zmieszanie nanorurkowego materialu z nieorganicznymi nanoczastkami (prze-
waznie z ZrO2 lub CaCOs3) w tazni ultradzwiekowej. Warstwy grafitowe otaczajace czastki
metali s3 usuwane mechanicznie.

5. Mikrofiltracja. W tej technice oczyszczania wykorzystuje si¢ wystepowanie w probce cza-
stek o zroznicowanym rozmiarze (czastek metali czy nanorurek). Roztwor z rozdyspergo-
wanym materialem przepuszcza si¢ przez odpowiednie membrany (o rozmiarze porow
w zakresie 0,2-2,0 um), wykorzystujac w tym celu nad- lub podcis$nienie, zaleznie od spo-
sobu filtracji. W celu uniknigcia wytracania substancji na powierzchni filtrow stosuje si¢
dodatkowo sonikowanie lub rownomierne mieszanie roztworu. Materiat nanorurkowy za-
trzymuje si¢ w duzym stopniu na powierzchni membrany, podczas gdy wigkszo$¢ zanie-
czyszczen przechodzi do roztworu pofiltracyjnego. Proces filtracji jest powtarzany do mo-
mentu uzyskania roztworu pofiltracyjnego zawierajacego wylacznie rozpuszczalniki
(woda, aceton, alkohol etylowy) uzyte do przemywania materiatu osadzonego na po-
wierzchni membrany.
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Wygrzewanie. Po oczyszczaniu nanorurki mozna podda¢ procesom wygrzewania w wa-
runkach wysokiej prozni (w zakresie ok. 107 mbar), w temp. 800—160°C w celu usunigcia
zarowno fulerendw, grafitowych form wegla, metali, pozostatosci rozpuszczalnikow, jak
1 defektow ze struktury krystalograficznej nanorurek.

Dalsze modyfikacje procesOw oczyszczania polegaja na zastosowaniu kombinacji kilku

z przedstawionych technik.

Materialy

Dla 1 grupy ¢éwiczeniowej: mozdzierz; mieszadto magnetyczne; plyta grzejna; waga anali-
tyczna; azotan(V) zelaza; butanol; tlenek magnezu; kwas chlorowodorowy; folia aluminiowa;
miedziane siteczko; mikroskop TEM; zestaw do filtracji; waga analityczna; taznia ultradzwig-
kowa; piec CVD.

Przebieg doswiadczenia

1.

Azotan(V) zelaza jest rozwarzany w butanolu i ucierany w ceramicznym tyglu z MgO w stosunku
molowym Fe : MgO =1 : 50. [lo$¢ uzytego MgO to 0,5 g. Nastgpnie mieszanina jest umieszczana
w mozdzierzu na plycie grzejnej 1 osuszana poprzez mieszanie i odparowywanie rozpuszczalnika
w temp. 150°C. Po odparowaniu rozpuszczalnika tworzy si¢ prekursor bimetalicznego kataliza-
tora (Fe/MgO) osadzonego na tlenku magnezu. W kolejnym etapie porcje prekursora katalizatora
umiesci¢ na tddeczce ceramicznej, a nastgpnie centralnie w rurze kwarcowej w piecu. Ustali¢
przeptyw mieszaniny gazéw no$nych na poziomie 50/100 cm*/min odpowiednio dla C2Ha/Ar.
Nastepnie wigczy¢ grzanie pieca na 850°C. Czas trwania procesu wynosi 30 minut. Po tym czasie
wylaczy¢ grzanie pieca 1 odcig¢ doptyw C2Ha. Chlodzenie odbywa si¢ tylko w obecnosci argonu.
Przy temp. ponizej 300°C zakreci¢ rowniez butlg z argonem i rozszczelni¢ reaktor kwarcowy —
czynnos$¢ t¢ wykonujemy w celu usuniecia amorficznego wegla (temperature utrzymujemy przez
15 minut). Nastepnie schtodzi¢ reaktor do temperatury pokojowej i wyjac otrzymany produkt
zanieczyszczony mieszaning katalizatora z nosnikiem. Po skonczonym procesie zwazy¢ probke
1 obliczy¢ przyrost masy.
Chcac uzyskac czystg probke zawierajaca tylko nanorurki weglowe, wprowadzamy ja do
20 ml 12-molowego roztworu HCl, dyspergujac w tazni ultradzwigkowej w czasie 30 mi-
nut, a nastgpnie mieszamy przez 2 godziny. Tak przygotowany materiat nalezy przesaczy¢,
uzywajac do tego celu zestawu do filtracji. Nastepnie cato$¢ przemy¢ wodg i suszy¢ wyse-
lekcjonowany produkt. Ostatnim zadaniem begdzie przygotowanie oczyszczonych nanoru-
rek weglowych odpowiednio do kazdego badania:
e mikroskop TEM: miedziane siteczko umiesci¢ na foli aluminiowej; niewielka ilo§¢
materiatu nanies$¢ na siteczko i przykry¢ folig aluminiowa, a nastepnie wetrze¢ materiat
w siteczko;
o spektroskopia ramanowska: niewielka ilo§¢ materiatu zawierajacego nanorurki we-
glowe umiesci¢ w probowce 1 wla¢ ok. 5 ml acetonu, nastgpnie tak przygotowany roz-
twor nakropi¢ na foli¢ aluminiowa.

Wyniki
Obliczenia przedstawi¢ w tabelach 1.1-1.4, a nastgpnie umiesci¢ w sprawozdaniu.

Tabela 1.1. Preparatyka katalizatora

Substraty Ios¢

Azotan(V) zelaza

Tlenek magnezu

Butanol
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Tabela 1.2. Otrzymywanie nanorurek weglowych

Substraty Przeptyw [cm?/min]

C2H4
Ar

Tabela 1.3. Masa poszczegolnych komponentéw

Masa [g]

Lodeczka bez katalizatora
Katalizator Fe/MgO
Przyrost masy

Tabela 1.4. Oczyszczanie nanorurek weglowych

Masa [g]

Nanorurki weglowe
Kwas chlorowodorowy

Cwiczenie 1.3
Ocena morfologii powierzchni nanomateriatow skaningowym mikroskopem elektronowym

Cel

1. Celem ¢wiczenia sg badania morfologiczne powierzchni za pomocg skaningowego mikro-
skopu elektronowego (SEM).

2. Przedmiotem ¢wiczenia jest rOwniez zapoznanie si¢ ze zjawiskami fizycznymi bedacymi
podstawg budowy i zasady dziatania SEM, stosowang metodyka badan, preparatyka probki
oraz interpretacja wynikow.

Wprowadzenie

Ludzkie oko jest w stanie rozr6zni¢ 2 punkty lezace od siebie nie blizej niz 0,2 mm. Odleglos¢
ta jest zdolnos$cig rozdzielcza ludzkiego oka i dla mniejszych odlegtosci punkty ,,zlewaja” si¢
w pojedyncza plamke. Aby je rozro6znié, potrzebna jest lupa (soczewka) lub inny uktad op-
tyczny (mikroskop), gdzie wielko$¢ naszego detalu bedzie rowna 0,2 mm/P (P — powickszenie).
W mikroskopii optycznej istnieje jednak ograniczenie zwigzane z dlugos$cia fali Swiatta. Mini-
malna odleglo$¢ migdzy 2 punktami rozroéznialnymi przez falg¢ okre$lona jest wzorem
Abby’ego:

J— 0,614 B 0614
" nsina A

gdzie: 4 — dtugo$¢ fali, n — wspolczynnik zalamania §wiatta, a — potowa kata rozwarcia stozka
Swiatla przechodzacego przez obiektyw, iloczyn n sin o nazywany jest aperturg numeryczng A.

Im mniejsza dlugos¢ fali, a wigkszy wspolczynnik zatamania $wiatta 1 kat rozwarcia obiek-
tywu, tym lepsza zdolno$¢ rozdzielcza. Najkrotsza dilugos¢ fali §wiatta widzialnego to
ok. 380 nm, najwieksze n = 1,515 dla olejku cedrowego, najwickszy kat rozwarcia stozka §wie-
tlanego osiagga ok. 75°, a wigc sin a = 0,967 1 4 wynosi ok. 1,47. Wynika z tego, ze najlepsza
zdolno$¢ rozdzielcza mikroskopu optycznego wynosi¢ bedzie ok. 250 nm (w rzeczywistosci jest
gorsza i wynosi ok. 1 pm) przy powigkszeniu ok. 1000-krotnym. Dla wigkszych powigkszen, a co



20 Karolina Wenelska, Ewa Mijowska

za tym idzie lepszej zdolno$ci rozdzielczej konieczne jest zastgpienie $wiatta strumieniem elektro-
néw, dla ktérych fala ma znacznie mniejsza dlugos¢é. Wykorzystanie falowych wtasnosci elektro-
néw, postulowanych przez De Brogliea, stalo si¢ podstawa do skonstruowania mikroskopu elek-
tronowego. Elektronom przyspieszonym w polu o potencjale U mozna przypisa¢ dhugos¢ fali:

gdzie: 1 — dtugos$¢ fali, 4 — stata Plancka, p — ped elektronu. Dla elektrondw poruszajacych si¢
w polu elektrostatycznym o réznicy potencjatow U spetniona jest relacja:

1,225

=TT

gdzie: U [V] — napigcie.

Tak wigc przy najczesciej stosowanych napigciach 1-30 kV dtugos¢ fali jest ponad 100 000
razy mniejsza niz dtugos¢ fali swiatta, co nawet dla mniejszych katow rozwarcia promieni sto-
sowanych w mikroskopach elektronowych daje zdolnos$¢ rozdzielcza na poziomie nanometrow,
czyli zdecydowanie lepszg niz w mikroskopach optycznych.

Materialy
Dla 1 grupy dcwiczeniowej: preparaty do badan; skaningowy mikroskop elektronowy

(ryc. 1.15).

Przebieg doswiadczenia

1. Do ¢wiczen wykorzystany zostanie skaningowy mikroskop elektronowy VEGA 3 firmy
TESCAN.

2. Przygotowac probki do obserwacji:
e probka przewodzaca;
e probka nieprzewodzaca;
e probka nieprzewodzaca ceramiczna.

3. Obserwowa¢ powierzchnie probek przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego
w warunkach wysokiej prozni.

Ryec. 1.15. Zdjecie skaningowego mikroskopu elektronowego SEM model VEGA 3 TESCAN
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Instrukcja obslugi mikroskopu:

1. Przekreci¢ pokretto na mikroskopie na ON 1 czeka¢ do momentu osiggni¢cia przez kompu-
ter stanu gotowosci.

2. Uruchomi¢ program VEGATC i czekad, az caty panel zataduje si¢ na zielono.

3. Klikng¢ przycisk PUMP w zaktadce VACUUM.

| vacunn a2

Column pressure; 1.0e+005 Pa
[ ]

| VENT | PUMP
'Waiting for RTF.

4. Ustawi¢ napigcie, a nastgpnie klikna¢ przycisk HV w zaktadce ELECTRO BEAM w celu
wlaczenia wysokiego napigcia i rozpoczecia ogrzewanie zarnika wolframowego.

HY: Off Emizsion. Ot
[ ] I 1
Live Time: 3h Heatirlgui_w ’UU%
[ Hy |lema]| Heat | = |
2 10 - 20) - [ Adjustment ==
|5.00{0-5) Ky

10.00 (5- 10} KV
20.00 (10 - 20) kv

30.00 (20 - 30) kY

5. Klikng¢ prawym przyciskiem myszy w oknie SEM skanowania, aby otworzy¢ menu i wy-
bra¢ funkcje Minimum Magnification.

Auto Signal
Auto Speed
Auto WD

Auto Stigmation
Auto EI Optibag

Minimum Magnification ‘i‘:%

Fullsereen

6. Jesli okno Skanowanie pozostaje czarne, wybra¢ Auto Gun — funkcj¢ ogrzewania wykorzy-
stujaca combo.
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7.

9.

10.

11.

12.

HV: 30,00 KV Emission: a0 pa
[ 1 I ] Auto Gun Heating t%

Live Time: 3h Heating: 60.0 % Auto Gun Centering

L omv ] IL@MM it Coliihi R

|30.00 20 - 30 kv ~|[_Ad

Manual Column Centering

Klikng¢ ikonge WD w celu ustawienia ostrosci obrazu (ewentualnie uzy¢ funkcji for focu-
sing Auto WD). Dwukrotne kliknigcie w oknie skanowania otwiera okno SEM The Focus.
Aby usuna¢ okno ostrosci, klikngé dwukrotnie w dowolnym miejscu okna SEM Scanning.

mu

Aby wybra¢ intensywno$¢ wigzki (BI 10 zalecane), najpierw klikna¢ lewym przyciskiem
myszy na ikone BI.

’Eeam Intensity vl

10
g
3 LIES: | Reset || un

Aby powigkszy¢ obraz, klikna¢ dwa razy ikong MAG, a nastgpnie kregci¢ pokrettem
w prawg lub lewa strong.

du]

MAG

Aby wybra¢ oczekiwany tryb koncentracji, klikna¢ ikong SPEED.

=mill .
SPEED

Klikna¢ na przycisk Aquire na panelu informacyjnym lub na pasku narzedzi zapisa¢ obraz.
Wybra¢ folder, w ktorym ma zosta¢ zapisany obraz.

2

Po zakonczeniu pracy na mikroskopie nalezy wylaczy¢ grzanie, nastepnie napigcie, a na
koniec nalezy zapowietrzy¢ komore.
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Preparatyka obiektow do obserwacji w SEM. Zastosowanie wigzki elektronowej do badan
mikroskopowych narzuca konieczno$¢ odprowadzenia tadunku elektrycznego z powierzchni
obserwowanej probki. W zwiagzku z tym material powinien by¢ przewodzacy, gdyz w przeciw-
nym wypadku nieodprowadzenie padajacych elektronow powoduje gromadzenie tadunkow
ujemnych na powierzchni. Nast¢gpuje wtedy hamowanie i odpychanie wigzki pierwotnej, co
prowadzi do znieksztalcen obrazu. Z tego powodu obserwowanie materiatow nieprzewodza-
cych w konwencjonalnych mikroskopach (np. ceramika, materialy sztuczne) nastrgcza pewne
problemy. Powierzchni¢ materialu nieprzewodzacego nalezy pokry¢ cienka warstewka mate-
riatu przewodzacego (np. C, Au, Al) poprzez prézniowe naparowanie. W komorze konwencjo-
nalnego mikroskopu skaningowego panuje wysoka prdznia, stad niektére preparaty nie nadaja
si¢ bezposrednio do badan, gdyz uleglyby zniszczeniu (np. tkanki, komorki). W mikroskopach
typu ESEM probki nieprzewodzace lub zawierajace wilgo¢ moga by¢ obserwowane bez spe-
cjalnych przygotowan. Wielko$¢ probek jest ograniczona wielko$cig komory preparatowe;j
(maks. $rednica probki 5 cm, wysokos$¢ 3 cm).

Wyniki

Otrzymane w ramach ¢wiczen laboratoryjnych obrazy nalezy scharakteryzowac, okreslajac:
morfologi¢ powierzchni, wymiar ziaren i rozklad wielkosci ziaren, Srednice¢ widkien, jednorod-
nos$¢ materiatow, wielkos$¢ porow.
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2. BADANIE BIOZGODNOSCI NANOMATERIALOW

Magdalena Jedrzejczak-Silicka

Badania cytotoksycznosci i biozgodnos$ci nanomateriatow z wykorzystaniem hodowli ko-
morkowych in vitro sa istotnym, podstawowym etapem klasyfikacji tych nanostruktur.
Nanomaterialy stanowig obszerng i bardzo specyficzng grupe materialow o zlozonych
wlasciwos$ciach fizycznych, chemicznych i mechanicznych, ktére w duzym stopniu za-
leza od ich rozmiarow, powierzchni i efektoéw kwantowych. W poréwnaniu z odpowied-
nikami wystepujacymi w mikro-, makroskali czy w postaci materiatu litego (ang. bulk)
moga wykazywac¢ odmienne wlasciwosci, jak np. wzglednie mata masa, duza powierzch-
nia wtasciwa, zmieniona reaktywno$¢ chemiczna i1 rozpuszczalno$¢ w rozpuszczalnikach,
dyspersyjnos¢, zmiennos$¢ wielkosci struktur (poprzez tworzenie agregatow i/lub aglome-
ratow).

Nanomaterialy réznig si¢ miedzy sobg skladem (nanomateriaty pochodzenia organicz-
nego, nieorganicznego, lipidowe, polimerowe) oraz stopniem zawartos$ci zanieczyszczen
(ang. impurities), ksztaltem, porowatoscia, wymiarem (materialy zerowymiarowe,
np. kropki kwantowe, nanoczastki srebra/ztota; jednowymiarowe, np. nanowtokna czy na-
noprety; dwuwymiarowe, np. nanodyski, nanopryzmy, nanoptatki, nanopaski, nanosze-
$ciany; trojwymiarowe, np. nanokrysztaty), dyspersyjnoscia. Cytotoksyczno$¢ nanocza-
stek (ang. nanoparticles, NP) determinowana jest wiecloma czynnikami, m.in. sktadem,
strukturg krystaliczng, rozmiarem, tendencja do tworzenia agregatéw. Sktad chemiczny na-
nomaterialow determinowa¢ moze interakcje z komoérkami, wptywacé na proces internaliza-
cji nanostruktur, wewnatrzkomorkowa lokalizacje, degradacje lub eliminacj¢ nanostruktur
z komorek. Struktura krystaliczna w przypadku niektorych nanomateriatow moze istotnie
wpltywaé na redukcje zywotnosci komorkowej, podczas gdy inne odmiany alotropowe nie
wykazujg aktywnosci cytotoksycznej. R6zne odmiany alotropowe TiO2 wykazujg inny po-
ziom cytotoksyczno$ci, np. anataz (mineral, polimorficzna odmiana TiO2) nie wywoluje
wzrostu reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) w przeciwienstwie do
nanoczastek rutylu (TiO2) o wielkosci 10-20 oraz 200 nm.

Kolejny czynnik wptywajacy na potencjal cytotoksyczny nanomateriatu zwigzany jest
z rozmiarem nanoczastek. W przypadku cz¢$ci nanostruktur maja one zdolno$¢ przenika-
nia przez bariery fizjologiczne. Czgsteczki takie wnikaja do komorek na drodze fagocy-
tozy, mikropinocytozy czy endocytozy receptorowej (ang. receptor-mediated endocytosis,
RME). Nanoczastki o wymiarach ponizej 50 nm latwiej wnikajg do komorek 1 wykazuja
wigkszy potencjat cytotoksyczny, podczas gdy czastki o wielkosci ponizej 20 nm maja
mozliwo$¢ przenikania przez §ciany naczyh krwionosnych i kumulacji w tkankach. Co
wigcej, czastki o duzej powierzchni wykazuja tendencje do aglomeracji/agregacji w pty-
nach, wchodzg w interakcje z biomolekutami takimi jak biatka czy DNA. Takze funkcjo-
nalizacja powierzchni nanomateriatow réznymi grupami funkcyjnymi (np. grupami —OH,
—COOH, —SO3Na), nanopowtokami, rodzaj wigzan na powierzchni nanomateriatow (ko-
walencyjnych, niekowalencyjnych), wykorzystanie czynnikéw utatwiajacych dyspersje
(np. poli(tlenek etylenu), PEG), tworzenie czasteczek hybrydowych poprzez dekoracje
nanoczastkami (np. Fe3O4, czy Au) — wszystkie te czynniki moga wplynaé na proces in-
ternalizacji, kumulacj¢ w przedzialach subkomorkowych i dalszy los wewnatrzkomor-
kowy. Rowniez ksztalt (proporcje wielkosci, ang. aspect ratio) nanostruktur stanowi
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istotny czynnik wplywajacy na efektywnos$¢ ich ,,pobierania” przez komorki, co moze
bezposrednio wpltywac na ich zywotnos¢.

Efekt cytotoksyczny nanomaterialow moze by¢ r6zny — dotyczy¢ moze uszkodzenia bon
komorkowych, moze hamowac¢ syntezg¢ biatek, wigzac si¢ nieodwracalnie z receptorami i1 przez
to je blokowa¢, hamowac reakcje enzymatyczne, syntez¢ DNA, generowaé powstawanie
rodnikow i1 gromadzenie nadtlenkow, zmniejszac ilosci glutationu (GSH).

Testy okreslajace biozgodnosé/cytotoksycznos¢ badanych nanomaterialéw opierajg sig
na réznych aktywnosciach komorkowych. Na przyktad test MTT bazuje na aktywnosci
enzymoOw mitochondrialnych (informacja o wzglednej zywotno$ci komorek), a test
CCK-8 (¢wiczenie 2.6) wykorzystuje aktywnos¢ dehydrogenazy cytoplazmatycznej (in-
formacja o zdolnosci komorek do proliferacji oraz wzglednej zywotnosci komorek; nalezy
podkresli¢, ze na wynik wpltyw ma wewnatrzkomorkowa aktywno$¢ metaboliczna, ktora
nie zawsze jest rOwnoznaczna z 0g6lng zywotnoscig komorek). O integralnosci bton ko-
morkowych informujg testy LDH, ktore bazujg na pomiarze ,,wycieku” enzymu dehydro-
genazy mleczanowej w wyniku uszkodzenia bton komoérkowych, oraz test NRU (¢wicze-
nie 2.7), opierajacy si¢ na zdolnosci komorek do kumulacji barwnika czerwieni obojetnej
w lizosomach. Test alamarBlue (AB) wskazuje na aktywnos$¢ enzymow zaangazowanych
w proces produkcji ATP (enzymy mitochondrialne, diaforazy).

Mimo ze uktad doswiadczalny z wykorzystaniem hodowli komérkowych, ktéry umoz-
liwia obserwacje¢ oddziatywan migdzy testowanym nanomateriatem 1 komoérkami, jest
uktadem uproszczonym, wiele czynnikow ma wptyw na wynik docelowy. Po stronie sa-
mych nanomateriatow (ang. intrinsic properties) leza m.in. ich wlasciwosci fizykoche-
miczne, sposob syntezy, a po stronie Srodowiska zewnetrznego (ang. extrinsic properties)
— m.in. typ komorek, sktad medium hodowlanego (ryc. 2.1). Wszystko to moze wplywac
na sposob przeprowadzenia doswiadczenia oraz jego wynik.

Pierwotny rozmiar (rozkfad wielkosciczastek),
Ksztatt (nanosfery, nanorurki, nanoprety, kropki, nanoptatki)

Oddziatywanie ze sktadnikami
medium hodowlanego Rodzaj komdrek

Sktad nanoczqs‘tek{zanieczyszczenfa}\ * \ * / Koncentracja NP. (wykorzystanie

Struktura krystalic_zna, _ _ ° ® roztworéw),

Powtoka pokrywajaca powierzchnie, Czas ekspozydji, stopiefi
Powierzchnia (wspotczynnik ksztattu) sedymentacji

sposdb syntezy/przygotowania,
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Ryec. 2.1. Potencjalne oddziatywania komoérka—nanomaterial z uwzglednieniem cech komorki
i wlasciwosci fizykochemicznych nanoczastek (NP) (wg Schrand i in., 2010, zmodyfikowane)
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Cwiczenie 2.1
Projektowanie doswiadczenia w celu analizy przykiadowego nanomateriatu

Cel
Analiza cech fizykochemicznych wybranych nanomateriatow w kontekscie ich wykorzystania
w badaniach in vitro.

Wprowadzenie

Konsekwencja rozwoju nanobiotechnologii byly proby wprowadzenia adekwatnej definicji
,hanomateriatu” (uwzgledniajacej cechy fizykochemiczne, a przez to posrednio wtasciwosci)
dla materiatéw celowo wytworzonych. Podyktowane bylo to troskg o bezpieczenstwo wielu
produktéw — zywnosciowych, kosmetykow, lekow, preparatow biobodjczych i miato na celu
minimalizacj¢ ryzyka zwigzanego z ich stosowaniem zarowno dla zdrowia konsumentow, jak
1 Srodowiska.

W 2012 r. Unia Europejska zatwierdzita definicj¢ nanomateriatu. Zgodnie z niag nanomate-
rial to ,,naturalny, powstaty przypadkowo lub wytworzony, material zawierajacy czastki w sta-
nie swobodnym lub w formie agregatu badz aglomeratu, w ktorym co najmniej 50% lub wigcej
czastek w liczbowym rozktadzie wielkos$ci czastek ma jeden lub wigcej wymiarow w zakresie
1-100 nm” (z zastrzezeniem, iz gorna granica jest powszechnie stosowana). W definicji tej
rowniez uwzgledniono, ze w okreslonych przypadkach, uzasadnionych wzgledami ochrony
srodowiska, zdrowia, bezpieczenstwa lub konkurencyjnosci, zamiast wartosci progowej licz-
bowego rozktadu wielkosci czastek wynoszacej 50% mozna przyja¢ wartos¢ z zakresu 1-50%,
z wyjatkiem fulerenow, ptatkow grafenowych oraz jednosciennych nanorurek weglowych o co
najmniej 1 wymiarze ponizej 1 nm, ktore takze nalezy uzna¢ za nanomateriaty. Liczbowy roz-
klad wielkosci czastek (zgodnie z zaleceniem 2011/696/UE) uwzglednia sytuacje, w ktorej
nanomateriaty sg zazwyczaj ztozone z wielu czastek o roznych wielkosciach w okreslonym
rozktadzie. Wedlug Komitetu Naukowego ds. Pojawiajacych si¢ i Nowo Rozpoznanych Zagro-
zen dla Zdrowia (ang. Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health Risks,
SCENIHR) materiat moze by¢ zakwalifikowany jako nanomateriat, jezeli ,,ponad 0,15% cza-
stek w liczbowym rozktadzie wielkoS$ci czastek posiada wymiar ponizej wyznaczonej w defi-
nicji goérnej granicy wielko$ci nanomateriatu”. Z kolei Komisja Europejska w zaleceniu
2011/696/UE okresla inng warto$¢ progowa liczbowego rozktadu wielkosci czastek — ,,co naj-
mniej 50% lub, w wymienionych w definicji nanomateriatu przypadkach, od 1% do 50% cza-
stek w skali od 1 nm do 100 nm”.

Dodatkowo zalecenie 2011/696/UE okresla takze, Ze ,,jesli jest to technicznie mozliwe 1 wy-
magane w danym systemie prawnym, zgodnos$¢ z definicjg nanomaterialu mozna okreslac ilo-
sciowo na podstawie powierzchni wlasciwej przypadajacej na objetos¢”. W zwigzku z czym
materiat zgodny z definicjg nanomateriatu to taki, ktdrego ,,powierzchnia wtasciwa przypada-
jaca na objeto$¢ jest wieksza niz 60 m?/cm®’. Co wigcej, nanomaterial spelniajacy warunek
liczbowego rozktadu wielkosci czgstek nalezy uznac za ,,zgodny z definicjag nanomateriatu, na-
wet jesli jego powierzchnia wlasciwa jest mniejsza niz 60 m*/cm>®”. Obecnie zastosowanie tego
parametru odnosi si¢ wylacznie do suchych materiatow statych badZ substancji rozdrobnio-
nych.

Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnoéci (ang. European Food Safety Authority,
EFSA) rekomenduje wykorzystanie co najmniej 2 r6znych metod analitycznych do identyfikacji
nanomateriatow zgodnie z regulacja UE. Jedng z tych metod powinna by¢ mikroskopia elektro-
nowa. Technika transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) zapewnia precyzyjne infor-
macje dotyczace ksztaltu i rozmiaru pierwotnych czastek. Standaryzacje pomiaru wielko$ci na-
nostruktur przedstawit Komitet Techniczny ISO/TC 229 ds. Nanotechnologii Migdzynarodowej
Organizacji Normalizacyjnej (ISO). Okreslenie rozmiaru nanostruktur powinno opiera¢ si¢ na
pomiarze minimum 500 struktur z rozdzielczo$cig lepsza niz 0,5 nm/piksel.
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Druga czgsto wykorzystywang metoda dajaca informacje o wielko$ci czastek jest metoda
dyfrakcji laserowej, w pelni zautomatyzowana do zastosowan przemystowych i laboratoryj-
nych. Metoda ta umozliwia uzyskanie bezposrednich wynikéw uziarnienia dla catej populacji
czastek w probce w zakresie czgstek mikrometrycznych (0,1-3000 um). Analiza préby odbywa
si¢ poprzez pod$wietlanie skolimowang wigzka lasera czastek, ktore rozpraszaja §wiatto pod
roznymi katami (np. czastki o wigkszych rozmiarach generujg wigkszg intensywno$¢ rozpra-
szanego $wiatla, zalamujac je pod mniejszym katem, a czastki mniejsze charakteryzuja si¢ niz-
szg intensywnos$cig sygnatu o wigkszym kacie rozpraszania Swiatta). Zmiany w intensywnosci
rozpraszanego $wiatla i katach zatamania rejestrowane sg przez §wiattoczuty detektor.

Materialy

Dla 1 grupy ¢wiczeniowej: materiaty z analiz nanomateriatow — z wykorzystaniem transmisyj-
nego mikroskopu elektronowego (ang. transmission elektron microscope, TEM), dyfrakcyjnej
analizy laserowej (ang. laser diffraction spectroscopy, LDS), mikroskopii sit atomowych (ang.
atomic force microscope, AFM), spektroskopii UV-VIS.

Przebieg doswiadczenia

4 grupy ¢wiczeniowe

1. Na podstawie analiz mikroskopowych (TEM oraz AFM) oceni¢ ksztalt badanych nano-
struktur.

2. Na podstawie analiz mikroskopowych (TEM oraz AFM) 1 dyfrakcyjnej analizy laserowe;j
okresli¢: D50, sredni rozmiar nanostruktur oraz przedziat wielkosci nanostruktur.

3. Na podstawie wynikow spektroskopii UV-VIS oceni¢ stabilno$¢ roztworu zwierajacego
okreslone nanomateriaty.

Wyniki
Po interpretacji wyniki zestawi¢ w formie tabelarycznej (tab. 2.1).

Tabela 2.1. Charakterystyka wybranych parametrow analizowanych nanostruktur

) Ksztalt/faza Pr.zedZ{al. Sredpl Mediana Stabilnos¢
Nanomateriat wielkoSci rozmiar
(D50) roztworu

krystali
Tystaliczha nanostruktur nanostruktur

Cwiczenie 2.2
Przygotowanie materiatu testowego do analiz in vitro

Cel
Wstepne przygotowanie nanomateriatow do analizy z wykorzystaniem hodowli komorkowych.

Wprowadzenie

Jak zaznaczono we wstepie rozdziatu, cytotoksyczno$¢ nanomateriatow determinowana jest
wieloma czynnikami, wsérdd ktorych poza sktadem chemicznym (obejmujacym rowniez nie-
czystosci materiatu), strukturg krystaliczng 1 rozmiarem istotna jest prezentowana przez nano-
materiaty tendencja do tworzenia agregatéw/aglomeratow, mogaca mie¢ bezposredni wpltyw
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na wynik relacji nanomaterial-komorka. Utrzymanie nanomateriatu w postaci nanosystemu ko-
loidalnego stanowi wyzwanie z punktu widzenia analiz wlasciwosci fizykochemicznych, badan
in vitro 1 in vivo oraz wymagan przemystu farmaceutycznego i procesu komercjalizacji. Nie-
zmiernie waznym etapem charakterystyki nanomateriatu jest okreslenie sposobu jego zacho-
wania si¢ w Srodowisku biologicznym, oddajacym warunki fizjologiczne — w plynie fizjolo-
gicznym, medium hodowlanym, krwi. Mozliwe jest okreslenie w takich warunkach interakcji
materialu ze sktadowymi tego srodowiska, co przektada si¢ na potencjalne dalsze wykorzysta-
nie badanego materiatu w nanomedycynie, a badanie takie powinno by¢ przeprowadzone moz-
liwie wezesdnie, przed etapem badan przedklinicznych i klinicznych.

Proces tworzenia agregatow (zgodnie ze specyfikacja techniczng ISO/TS 27687:2008 —
zbidr czastek zwigzanych silnymi sitami, ktérych zewngtrzna powierzchnia moze by¢ znacz-
nie mniejsza od sumy powierzchni indywidualnych sktadnikow) i/lub aglomeratéw (zgodnie
z specyfikacja techniczng ISO/TS 27687:2008 — zbior czastek, agregatow lub ich mieszanin
zwigzanych stabymi sitami, np. sitami van der Waalsa, ktérych zewngtrzna powierzchnia jest
zblizona do sumy powierzchni indywidualnych sktadnikoéw) — zalezy m.in. od rodzaju na-
nostruktur oraz funkcjonalizacji ich powierzchni. Wiele badan sugeruje, ze proces funk-
cjonalizacji zmniejsza tendencje nanomateriatdw do tworzenia agregatow i ma przelozenie
na los tych materialoéw w systemach biologicznych. Zwigkszony potencjal do agregacji, za-
lezny od rodzaju materiatu, wlasciwosci srodowiska (sktadu medium hodowlanego, ptynow
ustrojowych), powoduje trudnos$ci w ocenie stopnia internalizacji, biodystrybucji czy cyto-
toksyczno$ci nanomateriatu (niejasno$¢, czy cytotoksyczne sa pojedyncze nanostruktury czy
ich agregaty/aglomeraty).

Formowanie agregatow moze przebiega¢ na drodze oddziatywan elektrostatycznych, van
der Waalsa, magnetycznych, interakcji hydrofobowo-hydrofobowych, tworzacych si¢ wigzan
wodorowych w ztozonych, wysoce jonowych mieszaninach wodnych, zawierajacych elektro-
lity, biatka, lipidy 1 metabolity. Na przyktad nanorurki weglowe (CNT) wykazuja wysoka po-
datno$¢ do tworzenia agregatéw ze wzgledu na oddziatywanie sil van der Waalsa, podczas gdy
tlenki metali wyzsza tendencj¢ do agregacji w porownaniu z wielo§ciennymi nanorurkami we-
glowymi (MWCNT). Wyzsze stezenie nanomateriatu wplywa na wzrost ryzyka formowania
agregatow w warunkach medium do hodowli komérkowych w poréwnaniu z roztworem PBS.
Sam rozmiar powstajacych agregatow jest wickszy w mediach hodowlanych w poréwnaniu
z roztworem PSB. Zalezno$¢ ta zwigzana jest z zjawiskiem adsorpcji sktadnikéw medium (bia-
lek surowicy, jondéw Ca*") na powierzchni nanostruktur. Wyniki wielu badan wykazaty takze,
ze pojedyncze nanostruktury nie wykazuja takiej cytotoksycznosci jak agregaty tych nanostruk-
tur, a agregaty ograniczaja proces komorkowej internalizacji.

Jak wykazaly jedne z ostatnich badaf, réznice w oddzialywaniu nanomateriatu na model
komorkowy obserwuje sie nie tylko w przypadku pojedynczych nanostruktur badz ich agrega-
tow/aglomeratow, ale takze w sposobie wprowadzenia nanomateriatu (materiat skoncentro-
wany, wstepnie wymieszany, przemieszany) do uktadu doswiadczalnego.

Materialy

Dla 1 grupy ¢éwiczeniowej: zestaw sterylnych pipet; sterylne tipsy o poj. 10—100 pl, 20-200 pl,
100-1000 pl; medium pelne hodowlane (DMEM z 10-proc. surowicy) o temp. 37°C; sterylne
probéwki typu Eppendorf o poj. 1,5 ml; sterylne probowki wiréwkowe o poj. 15 ml; sonikator;
pH-metr; mikroskop optyczny.

Nanomaterialy
Nanoptatki GO, nanoczgstki Fe3O4. Nanomateriaty zawieszone w roztworze PSB w stezeniu
1 mg/ml, sonikowane przez 3 godziny w temperaturze pokojowe;.
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Przebieg doswiadczenia

2 grupy ¢wiczeniowe

1. Przygotowac roztwory robocze dostepnych nanomateriatow w stezeniu 500 pg/ml w pel-
nym medium hodowlanym (DMEM z 10-proc. surowicy) i roztworze PBS.

2. Roztwory sonikowa¢ przez 30 minut.

Dokona¢ pomiaru pH dla wszystkich przygotowanych roztworow.

4. Przygotowac preparaty do obserwacji mikroskopowej i dokona¢ poréwnania pomi¢dzy pro-
bami.

5. Przygotowac¢ docelowe roztwory nanomateriatow w stezeniach — 5, 10, 25, 50 1 100 pg/ml
w pelnym medium hodowlanym (DMEM z 10-proc. surowicy) do analiz in vitro.

6. Roztwory sonikowa¢ przez 30 minut.

98]

Wyniki
Na podstawie odczytéw pH poréwnaé wyniki dla poszczegdlnych nanomaterialdéw w zalezno-
Sci od zastosowanego roztworu (tab. 2.2).

Tabela 2.2. Wartosci pH dla poszczeg6lnych nanomateriatow

Typ nanomaterialu Warto$¢ pH w §rodowisku PBS Wartos'c pH w $Srodowisku
medium hodowlanego
GO
Fe304

Na podstawie wynikow analizy mikroskopowej oceni¢ efektywno$¢ sonikacji i dokonaé
wstepnej oceny dyspers;ji.

Przyklady nanomateriatéw poddanych dyspersji przedstawiono na rycinie 2.2.

' 100 um

Ryec. 2.2. Przyktady dyspersji wybranych nanomaterialow z uwzglednieniem grup funkcyjnych
lub obecnosci biatek w srodowisku; stabilno$¢ dyspersji nanoptatkow w zaleznosci od obecnosci
grupy —OH (stezenie 200 ug/ml) w godzing po sonikacji (A); stabilno$¢ dyspersji h-BN i h-BN-OH
(stezenie 200 pg/ml) w 48. godzinie po sonikacji (B); analiza TEM dyspersji h-BN-OH w wodzie
(skala 1 pm) (C) i (skala 200 nm) (D); stabilno$¢ dyspersji nanoczastek PLGA przed inkubacja
(po lewej) i po inkubac;ji (po prawej) z fibrynogenem (E); analiza mikroskopowa nanoczastek PLGA
przed inkubacja (F); po inkubacji z fibrynogenem (G) (wg Czarniewska i in., 2010; Fornaguer
i Solans, 2017, zmodyfikowane)
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Widoczne sg réznice w stopniu dyspersji oraz jej efektywnosci w zaleznosci od rodzaju na-
nomaterialéw (nanoptatki heksagonalnego azotku boru — h-BN, heksagonalnego azotku boru
sfunkcjonalizowanego grupami —OH — h-BN-OH, nanoczastki kwasu polimlekowo-glikolo-
wego — PLGA) 1 osrodka (PBS, woda, roztwor biatka), w ktérym przeprowadzono dyspersje.

Cwiczenie 2.3
Okreslenie wigzania sktadnikow medium hodowlanego przez material testowy

Cel
Wykorzystanie testu BCA w ocenie ilosci biatka potencjalnie wigzanego przez testowane na-
nomateriaty.

Wprowadzenie

Powierzchnia wielu nanomateriatow wykazuje wysoka zdolno$¢ do adsorpcji, co prowadzi do
ich oddzialywan z biatkami srodowiska zewngtrznego (np. biatkami ptynu hodowlanego, ptynu
ustrojowego) i tworzenia na ich powierzchni kilkunanometrowej warstwy bialek, zwanej ko-
rong bialkow3 (ryc. 2.3). Korona biatkowa sktada si¢ z 2 warstw, zewnetrznej typu ,,soft” (ang.
soft corona, SC) oraz wewnetrznej typu ,,hard” (ang. hard corona, HC). Adsorpcja biatek na
powierzchni nanomateriatlow jest wynikiem oddziatywan nanomateriat—biatko oraz biatko—
biatko. Warstwa zewngtrzna (SC) podlega dynamicznym zmianom na skutek wymiany biatek
pomigdzy tg warstwg a srodowiskiem zewnetrznym. Biatka korony typu ,,soft” oddziatujg z ko-
rong HC za pomocg stabych wigzan (niskie powinowactwo). Natomiast warstwa wewn¢trzna
(HC) oddziatuje bezposrednio z powierzchnig nanomateriatu, tworzac silne wigzania (wysokie
powinowactwo), co sprawia, ze wykazuje wzglednie staly sktad. Co wigcej, pojawiajaca si¢ na
powierzchni nanomateriatu korona biatkowa nie maskuje catkowicie powierzchni nanomate-
riatu 1 jego grup funkcyjnych. Zjawisko tworzenia korony biatkowej oraz jej grubos¢ zalezy od
koncentracji biatka w §rodowisku zewnetrznym, temperatury, czasu trwania interakcji mate-
rial-biatko, koncentracji surowicy (w medium hodowlanym), naprezen $cinajacych. Zjawisko
tworzenia korony biatkowej zaobserwowano m.in. w przypadku osocza krwi, gdzie na po-
wierzchni nanomaterialu potwierdzono obecnos$¢ biatek oraz drobne $lady lipidow. Analiza
sktadu korony biatkowej w wielu doswiadczeniach wykazata obecno$¢ albuminy, IgG, IgM,
fibrynogenu oraz apolipoprotein (ryc. 2.3).

Pojawienie si¢ korony biatkowej na powierzchni nanoczastek istotnie wptywa na stopien
dyspersji nanoczasteczek, procesy ich wnikania do komorek, interakcje komérka—nanoczastka,
wewnatrzkomorkowa lokalizacje. Przypuszcza si¢ ponadto, ze korona biatkowa utrudnia inter-
nalizacj¢ zalezng od receptoréw. Formowanie korony biatkowej moze takze znacznie wptynaé
na zmiang cytotoksycznosci danego nanomateriatu. Na przyktad nanoczasteczki krzemionkowe
30 nm (AmSil30) pokryte biatkami osocza krwi wykazywatly nizszy potencjal cytotoksyczny
w stosunku do ludzkich endotelialnych komorek hodowli pierwotnej i komoérek srodbtonka mi-
kronaczyniowego linii ISO-HAS1. Najbardziej widoczny efekt zaobserwowano dla tzw. wcze-
snej korony, formujgcej si¢ w czasie ponizej 30 minut, natomiast wydluzenie czasu interakcji
nanoczasteczki—biatka nie wptyne¢to na dalsze obnizanie cytotoksycznos$ci nanomateriatu. Inne
badania daty zgota odmienne wyniki, te same nanoczasteczki AmSil30 pokryte biatkami osocza
wykazywaty niekorzystny wplyw na hodowle komoérek chioniaka histiocytarnego (linia U937)
oraz komorek raka szyjki macicy (linia HeLa). Stad wniosek, ze dzialanie nanomaterialow wy-
kazujacych obecnos¢ korony biatkowej (wywotujacych efekt cytotoksyczny, apoptoze, trom-
bocytoze, koagulacje) zalezy m.in. od: rodzaju modelu komoérkowego, rodzaju medium hodow-
lanego (inkubacja nanoczastek srebra w 2 réznych mediach hodowlanych — DMEM i RPMI,
generowata powstanie odmiennych koron biatkowych), typu nanomateriatu i grup funkcyjnych
na powierzchni, np. nanoczasteczki polistyrenowe (PS) z grupami —COOH i —PO3 byly znacz-
nie fatwiej pobierane przez komorki linii HeLLa 1 hMSC, podczas gdy te same nanoczasteczki
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z grupami —NH2 1 —SOs3 pobierane byty przez komorki w znacznie ograniczonym stopniu. Inne
czynniki roznicujace wyniki wielu doswiadczen to: fadunek powierzchni nanomateriatow, czas
trwania doswiadczenia, obecno$¢ zwigzkdw pokrywajacych powierzchni¢ nanomateriatow ta-
kich jakich jak poli(tlenek etylenu) (PEG) czy zwigzku dipolarnego, redukujacych lub catko-
wicie ograniczajacych powstawanie korony biatkowe;.

Korona biatkowa typu ,,soft”
(niskie powinowactwo; stabe wigzania)

Korona biatkowa typu ,,hard”
(wysokie powinowactwo;
silne wigzania)

Korona biatkowa moze miec
wptyw na:

* dyspersyjnoscé

«tadunek powierzchni

* rozpuszczalnosdé

* receptory komdrkowe

* proces internalizac;ji
*transport nanoczastek

=

g% lgG1 %é albumina

Rye. 2.3. Struktura korony biatkowej (wg Rahman i in., 2013; Fleischer i in., 2014; Fornaguer
i Solans, 2017; Gréfe i in., 2016; Jedrzejczak-Silicka i Mijowska, 2018, zmodyfikowane)

Powierzchnia nanomaterialdow poza biatkami moze tez z tatwo$cig adsorbowaé reagenty
(barwniki, szczego6lnie te zawierajace pierscienie aromatyczne) wykorzystane w testach cyto-
toksycznos$ci oraz wchodzi¢ w interakcje skutkujace redukcjg badz wzrostem absorpcji/emisji
fluorescencji.

Poza zmianami nanomaterialéw zwigzanymi z adsorpcja ré6znych zwigzkoéw na ich po-
wierzchni, generujacymi docelowo zmiany fizykochemiczne, zmiany te dotyczy¢ moga
takze morfologii tych struktur. Jednym z przyktadéw jest biodegradacja mezoporowa-
tego nanomateriatu krzemionkowego mSiO2 poddanego inkubacji z roztworze PBS przez
czas 24, 48 1 96 godzin (ryc. 2.4). Jak wykazata analiza TEM, biodegradacja nanomate-
riatu objawiala si¢ wzrastajacg porowatoscig struktury zalezng od czasu inkubacji i1 pro-
wadzaca w efekcie do catkowitej degradacji struktury. Mechanizm biodegradacji nano-
materialu krzemionkowego ztozony jest z 2 jednocze$nie przebiegajacych procesow — de-
gradacji 1 redepozycji. Zanotowano takze efekt ,,samoodnowy” (ang. self-healing) miejsc
degradowanych poprzez wigzania Si—O-Si.
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Ryec. 2.4. Analiza mikroskopowa TEM mezoporowatego nanomateriatu krzemionkowego mSiO»;
probka kontrolna (A); miSiO; po 96-godzinnej inkubacji w PBS (B) (wg Mijowska i in., 2015,
zmodyfikowane)

Test BCA (zwany takze testem Smitha) jest kolorymetrycznym testem do detekcji 1 ilo$cio-
wego oznaczania biatka catkowitego, opartym na wykorzystaniu stabego kwasu bicynchonino-
wego (BCA) sktadajacego sie z 2 karboksylowanych piers§cieni chinoliny (ryc. 2.5).

Ryec. 2.5. Struktura kwasu bicynchoninowego (BCA)

Metoda ta wykorzystuje dobrze znang reakcje redukcji Cu?* do Cu!" (reakcja biuretowa)
przez biatko (ryc. 2.6, etap 1) w srodowisku alkalicznym (pH 11,25 w obecnosci winianu potasu
sodu) z wysoce czulg i selektywna detekcja kolorymetryczng kationdw miedziawych (Cu'™)
przy wykorzystaniu reagentu zawierajacego BCA. Intensywnie purpurowy produkt reakcji —
kompleks BCA-Cu'* formowany jest w wyniku chelacji 2 czasteczek BCA z jednym jonem
miedziawym (ryc. 2.6, etap 2). Powstajacy rozpuszczalny w wodzie kompleks wykazuje silng
absorbancje¢ przy dtugosci fali 562 nm (odpowiedzZ liniowa wraz ze wzrostem koncentracji
biatka w zakresie 20-2000 pg/ml).

Metoda BCA nie jest w pelni metoda typu ,.end-point” — zmiana zabarwienia kompleksu
nadal przebiega, jednakze dalsza inkubacja zmienia kolor produktu znacznie wolnej. Makro-
molekularna struktura biatek, liczba wigzan biatkowych i1 obecnos¢ 4 konkretnych aminokwa-
sOW (cysteiny, cystyny, tryptofanu i tyrozyny) odpowiedzialne sa za formowanie purpurowego
kompleksu z BCA. Badania z wykorzystaniem dwu-, trzy- i czteropeptydow sugeruje, ze sto-
pien generacji koloru produktu jest wyzszy niz suma poszczeg6élnych koloréw generowanych
przez poszczegdlne grupy funkcyjne. Koncentracja biatka okreslana w tescie jest odnoszona do
standardow przygotowanych z wykorzystaniem albuminy bydlecej (ang. bovine serum albu-
min, BSA). Seria rozcienczen BSA o znanej koncentracji umozliwia sporzadzenie krzywej stan-
dardowej i okreslenie na jej podstawie stezenia biatka w probach nieznanych. Jesli konieczne
jest wysoce specyficzne okreslenie stezenia biatka w badanej prébie, np. immunoglobuliny,
zamiast BSA do przygotowania standardow wykorzysta¢ mozna bydleca gammaglobuling
(ang. bovine gamma-globulin, BGG).



Badanie biozgodnosci nanomateriatow 33

Cu®*
biatko Kompleks
biatko/Cu?*
Etap 2
2
+
cu1+

Kompleks
BCA/Cul*

Rye. 2.6. Etapy reakcji oznaczania obecnosci/ilo$ci biatka z wykorzystaniem testu BCA (wg Johnson,
2012; Chen i in., 2012; Lewies, 2018, zmodyfikowane)

Procedura testu BCA w wariancie mikroptytkowym (mozliwy jest tez wariant do odczytu
absorbancji w kuwetach pomiarowych, wariant probéwkowy) daje mozliwos$¢ przeprowadze-
nia reakcji z wykorzystaniem 10-25 pl biatka proby badanej przy stosunku proby do roztworu
roboczego (ang. working reagent, WR) 1 : 8 (v/v). Jednak ze wzgledu na niski stosunek obje-
tosci proby badanej do objetosci WR wariant mikroplytkowy jest bardziej podatny na dziatanie
substancji interferujacych, a przez to moze wykazywac obnizong czutos¢ (dla poréwnania wa-
riant probowkowy opiera si¢ na stosunku proby do WR na poziomie 1 : 20). Po polaczeniu
proby badanej/standardow z roztworem WR ptytke poddaje si¢ 30-minutowej inkubacji
w temp. 37°C (mozna takze zastosowaé wyzsza temperature w przedziale 37-60°C w celu
zwiekszenia czutosci testu), a odczytu dokonuje si¢ przy dlugosci fali 562 nm.

Materialy

Dla 1 grupy ¢wiczeniowej: zestaw sterylnych pipet; sterylne tipsy o poj. 10—-100 ul, 20-200 pl;
zestaw do oceny ilo$ci biatka Pierce™ BCA Protein Assay Kit; medium pelne hodowlane
(DMEM z 10-proc. surowicy); ptytka 96-dotkowa; wirdwka; czytnik mikroptytek (spektrofo-
tometr).

Nanomaterialy
Nanomateriat o okreslonych stezeniach inkubowany w pelnym medium hodowlanym przez 48
godzin, odwirowany z predkoscig 2000 g przez 1,5 godziny w temperaturze pokojowe;.

Przebieg doswiadczenia

2 grupy ¢wiczeniowe

1. Zgodnie z tabelg 2.3 przygotowac standardy albuminy (BSA). Rozpusci¢ zawarto$¢ 1 am-
putki Albumin Standard (BSA) w podpisanych od A do I sterylnych proboéwkach (1,5 ml),
najlepiej uzywajac tego samego rozpuszczalnika co przy przygotowywaniu prob. Kazda
amputka zwiera 1 ml standardu albuminy o st¢zeniu 2 mg/ml.
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Tabela 2.3. Przygotowanie poszczeg6lnych standardow albumin bydlecych (BSA)

Standard Obj e;toép’ Objetos¢ 1 zrédlo BSA | Koncowa koncentracja

rozpuszczalnika [pl] [ul] BSA [pg/ml]

A 0 300 z amputki 2000

B 125 375 z ampuiki 1500

C 325 325 z ampuiki 1000

D 175 175 ze standardu b 750

E 325 325 ze standardu ¢ 500

F 325 325 ze standardu e 250

G 325 325 ze standardu f 125

H 400 100 ze standardu g 25

I 400 0 0 = tlo (blank)

2.

Przygotowac roztwor roboczy (WR) BCA zgodnie z wytycznymi podanymi ponizej (1):

(# standardow + # prob) x (# powtorzen) x (objetos¢ WR na probe) = catkowita objetos¢ WR (1)

Na przyktad: dla standardow 1 3 prob nieznanych po 3 powtorzenia kazdy: (9 standardéw +

3 proby) x (3 powtdrzenia) x (200 pl) = 7,2 ml

3.

b

10.

Przygotowaé roztwor roboczy (WR) poprzez zmieszanie 50 czesci reagentu A (zestaw
BCA) z 1 czg$cig reagentu B (zestaw BCA), np. zmiesza¢ 50 ml reagentu A z 1 ml reagentu
B. Zaraz po dodaniu roztwor moze by¢ metny, ale po zworteksowaniu zmgtnienie szybko
znika. Przygotowany roztwor jest stabilny przez kilka dni pod warunkiem, ze jest przecho-
wywany zamkni¢ty w temperaturze pokojowe;.

Supernatant odrzuci¢ (pozostawi¢ ok. 5 ul proby) i doda¢ 20 pl roztworu PBS.

Roztwory sonikowac¢ przez 30 minut.

Aby wykluczy¢ interakcj¢ nanomaterialow ze sktadnikami testu BCA, przygotowac roz-
twory NP w PSB w wybranych stezeniach. Medium petne wykorzysta¢ jako kontrolg.
Rozpipetowac 25 ul kazdego standardu i préb badanych (w okre§lonych powtérzeniach) na
ptytke 96-dotkowa.

Doda¢ 200 pl roztworu WR do kazdego dotka i wytrzasa¢ przez 30 sekund.

Przykry¢ ptytke 1 inkubowac przez 30 minut w temp. 37°C.

Po inkubacji ptytke ostudzi¢ do temperatury pokojowej i dokonaé¢ odczytu absorbancji przy
dhugosci fali 562 nm.

Wyniki

1.

Po odczycie wyniki zestawi¢ w tabelach 2.4 12.5.

Tabela 2.4. Zestawienie wynikow standardow w tescie BCA

Standard Stezenie Ailnm] | Az[nm] | As [nm] Asrednia Odchylenie

[ng/ml] [nm] standardowe

A 2000

1500

1000

750

500

250

125

25

—|Z|Q|mmT| 0w

0=tlo
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Tabela 2.5. Zestawienie wynikow testu BCA

Stezenie NP Agrednia | Odchylenie | Stgzenie biatka
GEug/ml] Ailnm] - Az [nm] - As [nm] [nm] standa};dowe ) [ug/ml]
Tlo 5
Tto 10
Tto 25
Tto 50
Tto 100
Kontrola
(medium
peine)
5
10
25
50
100

2. Obliczy¢ $rednie dla odczytow. Od standardéw odjac¢ odczyt dla tta (standard I).
3. Przygotowac krzywa standardowa i na jej podstawie odczyta¢ stezenie biatka badanych
préb.

Cwiczenie 2.4
Metody okreslania internalizacji nanomateriatu

Cel
Przygotowanie preparatéw do analizy metoda mikroskopii konfokalnej w celu okre$lenia loka-
lizacji 1 internalizacji nanomaterialow.

Wprowadzenie

Oddzialywanie nanomateriatow na komoérki determinowane jest stopniem ich wnikania (inng
droga oddzialywania nanomateriatlow na komorki jest sytuacja, w ktorej nanomateriaty tworza
agregaty zbyt duze, by wnikna¢ do komorek, jednak wykazuja okreslony stopien cytotoksyczno-
Sci). Pobieranie nanomateriatéw przez komorki zalezne jest od wielu sktadowych, do ktérych
naleza m.in. rodzaj komoérek poddanych dziataniu czynnika badanego, rodzaj nanomateriatu, $ro-
dowisko (medium hodowlane). Od czynnikow tych zalezy stopien agregacji/aglomeracji mate-
riatu, dostepnos¢ dla komorek, biodystrybucja. Poza efektywnoscig pobierania materialu przez
komorki istotne sg jego wewnatrzkomoérkowa lokalizacja i interakcja z komponentami komorko-
wymi — btong komorkowa, mitochondriami, lizosomami, jagdrem komérkowym, one to bowiem
moga wywotywac uszkodzenia membran, wzrost poziomu reaktywnych form tlenu, uszkodzenie
DNA prowadzace do zmian w ekspresji genow, nekrozy czy apoptozy.

Nanostruktury sg czesto wymiarami zblizone do komponentéw komoérkowych i moga wnikac
do komorek na drodze fagocytozy (w przypadku komorek wyspecjalizowanych), mikropinocy-
tozy czy endocytozy receptorowej. Oprocz aktywnych proceséw wnikania nanostruktur do ko-
morek zaobserwowac mozna bierng penetracj¢ blony komoérkowej. Zdolno$¢ nanostruktur do ad-
hezji do bton komérek, biernej i aktywnej penetracji membran komérkowych oraz procesu in-
ternalizacji determinowana jest rozmiarami, ksztaltem, tadunkiem powierzchniowym i reaktyw-
noscig powierzchni. Samo $rodowisko plynow fizjologicznych nie sprzyja procesowi internali-
zacji ze wzgledu na ich sktad 1 adsorpcje tych sktadnikéw na powierzchni nanomateriatow (wig-
cej informacji na ten temat zob. ¢w. 2.3 Okreslenie wigzania sktadnikow medium hodowlanego
przez material testowy).
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Znaczna ilo$¢ badan in vitro wskazuje, ze mechanizm wnikania nanostruktur do komorek
moze by¢ zalezny od ich rozmiaru. Mate nanostruktury o wymiarach ponizej 50 nm, prezentujace
tadunek dodatni na powierzchni, fatwiej wnikaja do komorek, uszkadzajac czesto btony komor-
kowe, 1 wykazuja wigkszy potencjal cytotoksyczny. Na przyktad nanoczastki ztota o promieniu
ponizej 50 nm ulegaja efektywniejszej internalizacji w poréwnaniu z nanoczastkami o §rednicy
14 1 74 nm. Podobne wyniki uzyskano dla polimerowego azotku wegla (PCN) i nanosfer ditlenku
krzemu. Przyczyn tego zjawiska nalezy poszukiwa¢ w termodynamicznym modelu interakcji na-
noczgstka—komorka. Zgodnie z tym modelem nanoczasteczki o srednicy mniejszej niz 20 nm sg
pobierane przez komorki mniej efektywnie ze wzgledu na zbyt niska energie adhezji w stosunku
do energii wigzania. W przypadku struktur o srednicy wigkszej niz 60 nm endocytoza wystepuje
stosunkowo rzadko ze wzgledu na niedobory receptoréw. Optymalny promien nanoczastek dla
procesu endocytozy to zakres 25-30 nm, charakteryzujacy si¢ wtasciwg energia wigzania ligand—
receptor oraz mozliwoscia ,,pokonania” sztywno$ci membrany, ktéra umozliwia tworzenie pe-
cherzykow endocytarnych. Do czynnikow warunkujacych efektywne wnikanie nanostruktur na-
lezy takze napigcie btony komodrkowej i powierzchniowa koncentracja nanostruktur przylegaja-
cych do btony. Natomiast czgsteczki mniejsze niz 200 nm podlegajg internalizacji poprzez me-
chanizm endocytozy klatrynozalezne;.

Poza procesem internalizacji 1 jego efektywnoscig istotna jest lokalizacja 1 los nanostruktur
wewnatrz komorek. Pierwszymi strukturami komoérkowymi, do ktorych trafiaja nanomaterialy,
sg wezesne pecherzyki endosomalne (ang. early endosome, EE). Wczesne endosomy petnig funk-
cj¢ swoistej ,,sortowni” w szlaku endocytotycznym. Los nanomateriatow w klasycznym szlaku
transportu wewnatrzkomorkowego kieruje nanostruktury z powrotem do btony komorkowej, do
cystern frans aparatu Golgiego lub do lizosomow, gdzie nanostruktury ulegaja degradacji. Jednak
niekiedy nanomateriaty transportowane sg do innych struktur komérkowych (spoza $ciezki trans-
portu wewnatrzkomorkowego), np. do jader komérkowych. Kumulacja nanomaterialu w obsza-
rze jadra komorkowego moze by¢ skorelowana z procesem uszkodzenia materiatu genetycznego.

Najczgsciej wykorzystywanymi metodami w analizie internalizacji i wewnatrzkomoérkowe;j
lokalizacji nanomateriatow sg mikroskopia elektronowa, mikroskopia fluorescencyjna badz
konfokalna oraz cytometria przeptywowa.

Materialy

Dla 1 grupy ¢wiczeniowej: sterylne pipety, sterylne tipsy o poj. 10—100 ul, 100—1000 pl, 1-10 ml;
parafilm; PBS z jonami Ca®" i Mg*" o temp. 37°C; sterylne pipetki pasterowskie; 4-proc. (w/v)
roztwor paraformaldehydu; roztwoér 4',6-diamidyno-2-fenyloindol (DAPI) o st¢zeniu 5-10
pg/ml lub roztwor jodku propidyny (PI) o stezeniu 5 pg/ml.

Hodowle komodrkowe
Linia komérkowa —L929 (ATCC® CCL-1™, USA), linia komérkowa — MCF-7 (ATCC*HTB-
22™ USA).

Hodowle na ptytce 6-dotkowej, zawierajacej jako substrat dla wzrostu komoérek nakrywkowe
szkietka mikroskopowe (20 mm x 20 mm), zaloZone poprzez wysianie 3 x 10° komoérek/dotek.
Po 24 godzinach od wysiania komorki poddano dziataniu nanostruktur wyznakowanych barwni-
kiem fluorescencyjnym (np. izotiocyjanianem fluoresceiny, FITC) przez czas 48 godzin.

Przebieg doswiadczenia

2 grupy ¢wiczeniowe

1. Za pomocg pipetek pasterowskich $ciggna¢ medium hodowlane znad hodowli komdrko-
wych.

2. Komorki przeptuka¢ 3-krotnie roztworem PBS (o temp. 37°C).

3. Hodowle komoérkowe pokry¢ przygotowanym roztworem paraformaldehydu (ok. 2 ml/do-
tek).
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4. Hodowle inkubowa¢ w temp. pokojowej (zabezpieczone folig aluminiowa) przez 10 minut.

Po inkubacji materiat komorkowy przeptukac 3-krotnie roztworem PBS (o temp. 37°C).

6. Szkielka, na ktorych sa hodowle, pokry¢ przygotowanym roztworem DAPI (lub PI) i inku-
bowac (zabezpieczone folig aluminiowa) przez 20 minut w temp. pokojowe;.

7. Nastepnie szkietka z komodrkami przeptukaé 3-krotnie roztworem PBS (o temp. 37°C).

8. Komorki na szkietkach pokry¢ roztworem PBS (ok. 3 ml/dotek), ptytki zamknaé, a brzegi
zabezpieczy¢ parafilmem.

9. Przechowywac¢ w temp. 4°C do czasu analizy mikroskopowej

9,

Wyniki

Na podstawie wynikow analizy mikroskopowej oceni¢ sygnat pochodzacy z wyznakowanego na-

nomateriatu, jego lokalizacje w komoérkach oraz porownac z obrazem hodowli kontrolnych.
Przyktadowy obraz komoérek poddanych inkubacji z nanostrukturami polimerycznego

azotku wegla (ang. polymeric carbon nitride, PCN) 1 heksagonalnego azotu boru (h-BN) przed-

stawia ryc. 2.7. Widoczny sygnat pochodzi z nanomaterialu wyznakowanego FITC w analizo-

wanych hodowlach komoérkowych.

Ryec. 2.7. Przyktad analizy lokalizacji wyznakowanych FITC nanomateriatow; hodowla kontrolna bez
nanomateriatu (czerwony sygnat — jodek propidyny pochodzi z jadra komoérkowego) (A); hodowla
kontrolna po inkubacji z wolnym FITC (B); komorki po inkubacji z nanomateriatem wyznakowanym
FITC (C); hodowla kontrolna bez nanomateriatu (niebieski sygnat — DAPI pochodzi z jadra
komorkowego) (D); hodowla kontrolna po inkubacji z wolnym FITC (E); komorki po inkubacji
z nanomateriatem wyznakowanym FITC (F)

Cwiczenie 2.5
Wykorzystanie testu wychwytu czerwieni obojetnej (NRU) w ocenie materiatu testowego

Cel
Poznanie mozliwosci wykorzystania zdolnosci zywych komoérek do kumulacji barwnika — czer-
wieni obojetnej w ocenie cytotoksycznosci wybranych nanomateriatow.
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Wprowadzenie

Test wychwytu czerwieni obojetnej (czerwieni toluenowej, ryc. 2.8) jest relatywnie prosta
1 niedroga metoda ilosciowej oceny zywotnosci komorek w odpowiedzi na szerokie spektrum
testowanych zwigzkéw chemicznych z wykorzystaniem hodowli komorkowych. Oryginalnie
opracowany przez Borenfreunda i Puernera (1984), jest jedna z najcz¢sciej wykorzystywanych
metod w analizach cytotoksycznos$ci zwigzkéw w badaniach biomedycznych czy srodowisko-
wych (zarowno podstawowych, jak i aplikacyjnych), dajac powtarzalne i doktadne wyniki
(tab. 2.6).

Ryec. 2.8. Struktura czerwieni toluenowej

Tabela 2.6. Przyklady wykorzystania testu wychwytu czerwieni oboje¢tnej w wybranych
dziedzinach

Medycyna/farmakologia

Cytopatogenno$¢ wirusow 1 efektywnos¢ leczenia.

Szacowanie liczebnosci populacji limfocytéw cytotoksycznych Tec.

Wzrost komoérek nowotworowych i efektywnosci chemioterapii.

Identyfikacja toksycznos$ci organo, tkankowo 1 komorkowo specyficzne;.
Zapobieganie dziataniu toksycznemu r6znych zwigzkow/efektywnos¢ leczenia.
Badania cytotoksycznosci produktow biotransformacji  (procesy toksykacji
1 detoksykacji).

Badania toksycznosci zaleznej od temperatury.

Okreslenie potencjatu toksycznego/niebezpieczenstwa badanych substanc;i.
Ustalenie relacji migdzy struktura chemiczng a potencjatem toksycznosci.

Rolnictwo/ochrona srodowiska

Cytotoksyczno$¢ czynnikoéw fizycznych, dziatajacych pojedynczo lub w kombinacji
z czynnikami chemicznymi, np. fitotoksycznos¢.

Ocena czynnikow toksycznych w probkach biologicznych, S$rodowiskowych
1 produktach biotechnologicznych.

Wyjasnienie antagonistycznej/synergistycznej interakcji pomiedzy réznymi czynni-
kami chemicznymi.

Toksyczno$¢ zwigzkéw aktywnych pochodzenia roslinnego (réznice migdzygatun-
kowe).

Dziatanie testu wychwytu czerwieni obojetnej (ang. neutral red uptake assay, NRU) wynika
ze zdolnosci zywych komoérek do kumulacji tego barwnika. Czerwien oboj¢tna jest stabo ka-
tionowym barwnikiem, ktory penetruje blony komorkowe na drodze niejonowej, pasywnej dy-
fuzji i kumuluje si¢ w lizosomach (ryc. 2.9). W organellach tych barwnik taczy si¢ za pomoca
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elektrostatycznych, hydrofobowych wigzan z anionowymi i/lub grupami fosforanowymi ma-
cierzy lizosomalnej. Wychwyt czerwieni oboj¢tnej jest rozny dla roznych komorek i zalezy od
ich zdolno$ci do utrzymywania gradientu pH poprzez produkcje ATP. W pH fizjologicznym
barwnik ten wykazuje tadunek bliski zeru, co umozliwia penetracj¢ blony komorkowej. We-
wnatrz lizosomow gradient protonéw utrzymuje pH nizsze niz w cytoplazmie, dlatego barwnik
wykazujac tadunek, pozostaje w lizosomach. Komorki martwe lub o obnizonym gradiencie pH
nie s3 w stanie kumulowa¢ barwnika.

Test wychwytu czerwieni obojetnej standardowo przeprowadzany jest z wykorzystaniem
hodowli komorek rosnacych na 96-dotkowych plytkach. Komorki poddaje si¢ dziataniu bada-
nego czynnika przez okreslony czas (np. 24, 48, 72 godzin), po czym dotki plytki przeptukuje
si¢ roztworem PBS w celu wyptukania testowanej substancji. Komorki poddaje si¢ inkubacji
z czerwienig obojetng (w stosunku 1 : 10) w medium hodowlanym przez czas (okreslony eks-
perymentalnie) 1-4 godzin (ryc. 2.10). Wychwyt czerwieni obojetnej wzrasta wraz z czasem
inkubacji z maksymalnym wynikiem w czasie ok. 3,5 godziny. Nie poleca si¢ stosowania barw-
nika o wyzszym niz 10% stezeniu ze wzgledu na cytotoksyczno$¢ nawet po godzinnej inkuba-
cji. Wyzsze stgzenia czerwieni oboj¢tnej wptywaja takze na zmiennos¢ wynikow, precypitacje
barwnika, moga rowniez utrudnia¢ analiz¢ morfologiczng komorek. Po inkubacji komorki pod-
daje si¢ ptukaniu roztworem PBS.

Test wychwytu czerwieni obojetnej (NRU)

Rye. 2.10. Przyktad komérek poddanych inkubacji z czerwienig obojetng; komorki zywe (A); komorki
martwe (B)
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W celu pomiaru (pomiar spektrofotometryczny) ilo$ci pochionietego barwnika przez zywe
komorki czerwien obojetna musi zosta¢ uwolniona z lizosoméw za pomocg srodowiska kwa-
$nego (najczgsciej 1-proc. roztworu kwasu octowego w 50-proc. roztworze etanolu). Odczytu
spektrofotometrycznego dokonuje si¢ przy dtugosci fali 540-550 nm, a ilos¢ wychwyconego
barwnika jest wprost proporcjonalna do liczby zywych, nieuszkodzonych komoérek. Im bardziej
testowany zwigzek oddziatuje na integralno$¢ blon komoérkowych, tym nizszy jest odczyt ab-
sorbancji w stosunku do hodowli kontrolne;.

Materialy

Dla 1 grupy ¢wiczeniowej: sterylna pipeta wielokanatowa; sterylne tipsy o poj. 20200 ul; PBS
z jonami Ca*" i Mg?* (o temp. 37°C); roztwor czerwieni obojetnej (1 : 10 w DMEM z 10-proc.
v/v surowicy, o temp. 37°C); roztwoér 1-proc. kwasu octowego w 50-proc. etanolu; czytnik mi-
kroptytek (spektrofotometr).

Hodowle komorkowe
Linia komérkowa — L929 (ATCC® CCL-1™, USA), ciagta linia prawidtowych mysich fibro-
blastow (komorek tkanki tacznej).

Hodowla na ptytce 96-dotkowej przed testem zostata zaloZzona poprzez wysianie 5 x 103
komorek/dotek. Po 24 godzinach od wysiania komorki poddano dziataniu nanoczastek przez
czas 48 godzin.

Przebieg doswiadczenia

2 grupy ¢wiczeniowe

1. Medium hodowlane wraz z materiatem testowym nalezy zebra¢ znad komorek.

2. Hodowle przeptukaé¢ dwukrotnie roztworem PBS (z jonami Ca** i Mg** o temp. 37°C).

3. Do hodowli doda¢ 150 pl roztworu czerwieni obojetnej (10-proc. NR w petnym medium
hodowlanym o temp. 37°C, przefiltrowany).

Inkubowa¢ 2-3 godziny (w inkubatorze — temp. 37°C, 5% COz2, wilgotno$¢ 95%).
Medium z barwnikiem ostroznie $ciggna¢ znad komorek.

Hodowle przeptukaé¢ za pomocg PBS (z jonami Ca®" i Mg?" o temp. 37°C).

Zwiazang w komorkach czerwien obojetng uwalnia¢ poprzez dodanie do kazdego dotka
150 pl roztworu 1-proc. kwasu octowego w 50-proc. etanolu.

Wytrzasa¢ przez 10 minut.

Dokona¢ pomiaru absorbancji przy dlugosci fali 540 nm (przy dtugosci fali referencyjnej
690 nm).

N n R
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Wyniki

1. Po odczycie wyniki zestawi¢ w tabeli 2.7.

2. Obliczy¢ srednie warto$ci odczytanych absorbancji dla kazdego ze st¢zen oraz odchylenia
standardowe.

3. Korzystajac ze wzoru (2), obliczy¢, jaki procent warto$ci uzyskanej dla komorek w probie
kontrolnej (100%) stanowig wyliczone $rednie wartosci absorbancji dla kazdego z testowa-
nych stezen.

4. Korzystajac ze wzoru (3), obliczy¢ odchylenie standardowe z % wzrostu komorek dla kaz-
dego z testowanych stgzen.

5. Na podstawie uzyskanych danych przygotowa¢ wykres zaleznosci wzrostu komorek od lo-
garytmu stezenia badanego nanomateriatu. Wyznaczy¢ lini¢ trendu i poda¢ jej rownanie.
Na podstawie rownania obliczy¢ ECso.

6. Dokona¢ interpretacji wynikow.
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Tabela 2.7. Zestawienie wynikow testu NRU

Odchylenie
Stezenie Al Az Az Agrednia Odchylenie 9 kontroli standardowe
[ug/ml] | [nm] | [nm] | [nm] [nm] standardowe z % wzrostu
komorek
Tto
Kontrola 100
5
10
25
50
100
Zywotno$¢ komoérek (%) = Ass0 “"Xil:)l::;:itzjz:v::f:mAjf:t';:‘dla 42 100 @)
Odchylenie standardowe z % wzrostu komorek = (Odchy lenie:,tazdémowe x100) 3)

gdzie: A — absorbancja.

Cwiczenie 2.6
Wykorzystanie testu aktywnosci metabolicznej komorek (CCK-8) w ocenie materiatu testo-
wego

Cel
Analiza poziomu zywotno$ci komorek na podstawie aktywnos$ci dehydrogenazy w ocenie cy-
totoksycznosci wybranych nanomaterialow.

Wprowadzenie

CCK-8 (ang. cell counting kit) jest czutym testem kolorymetrycznym umozliwiajacym okresle-
nie zywotnosci komorek dzigki wykorzystaniu tatwo rozpuszczalnej w $rodowisku wodnym
soli WST-8 [s6l sodowa — (2-2-metoksy-4-nitrofenylu)-5-(2,4-disulfofenylu)-2H tetrazoliny]
(numer patentowy W097/38985), ktora ulegajac redukcji (w obecnosci nosnikow elektronow),
daje rozpuszczalny w wodzie barwnik formazan (ryc. 2.11).

OzN SOx
I' P
¥ 5 17

B N

N=N SOy

oo

QN
Ryec. 2.11. Struktura soli WST-8

WST (ang. water-soluble tetrazolium salts) to wysoce stabilne i rozpuszczalne w wodzie sole
tetrazolowe, opracowane jako alternatywa dla testu MTT, dajace produkt w postaci rozpuszczal-
nych w srodowisku wodnym formazanéw o réznych widmach absorpcji. WST-1, a w szczegdl-
nosci WST-8, ulega redukcji poza komérkami w obecnosci 1-metoksy PMS (qng. /-methoxy-5-
methyl phenazinium methyl sulfate) — nosnika elektrondéw, dajac rozpuszczalny w wodzie zotty
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formazan. Mozliwoscig redukcji soli WST-8 charakteryzuja si¢ jedynie komorki zywe, ktore wy-
kazujg aktywnos$¢ enzymu — dehydrogenazy cytoplazmatycznej (ryc. 2.12). Redukcja jasnozot-
tego WST-8 do pomaranczowego formazanu rozpuszczalnego w medium hodowlanym jest wy-
nikiem aktywnosci dehydrogenaz. [1o§¢ wytworzonego formazanu jest wprost proporcjonalna do
liczby zywych komoérek w analizowanej hodowli komérkowe;.

NAD(P)H NAD(P)
~ 7
~_ tmPMs_—"
e o —
: T T
QN S0y | ~a QN H 50,
L N "N s\j . O N N\’/:_j/
’_(\N N " N=N  SO;
§_/-ocH, OCH,
O Dehydrogenaza oN
WST-8 WST-8 formazan
jasny zotty pomaranczowy

Jadro
komorkowe

Zywa
komdrka

Ryec. 2.12. Ocena zywotnosci komorek za pomoca testu CCK-8

Ze wzgledu na to, ze powstajacy produkt jest rozpuszczalny w wodzie 1 jego gromadzenie
nie wywotuje efektu cytotoksycznego (w tescie MTT powstajacy nierozpuszczalny formazan,
kumulujacy si¢ w komorkach uszkadza je), test na bazie soli WST-8 mozna wykorzystaé nie
tylko do okreslenia cytotoksyczno$ci badanych zwigzkdéw, ale rowniez proliferacji komorek
(czas inkubacji 14 godziny, dobrany eksperymentalnie). Kolejng zaletg testu CCK-8 jest jego
wyzsza czuto$¢ niz innych soli tetrazoliowych (MTT, XTT, MTS czy WST-1). Co wiecej, testy
z grupy WST moga by¢ odczytywane bezposrednio po inkubacji (w odréznieniu od testu MTT,
gdzie produkt, ktorym sg krysztaty formazanu, wymaga rozpuszczenia w DMSO przed pomia-
rem absorbancji).

Doswiadczenie z wykorzystaniem testu CCK-8 jest tatwe w wykonaniu. Test z uzyciem soli
WST-8 standardowo przeprowadza si¢ z wykorzystaniem hodowli komoérek rosngcych na 96-
dotkowych ptytkach. Komorki poddaje si¢ dziataniu badanego nanomateriatu przez okreslony
czas (np. 24, 48, 72 godzin). Nastepnie Cell Counting Kit-8, dostepny w postaci gotowego do
uzycia roztworu, dodaje si¢ bezposrednio do medium w ilosci 1 : 10 v/v (w zaleznosci od ob-
jetosci ptynu hodowlanego w studzienkach 96-dotkowej ptytki). Plytke inkubuje si¢ w standar-
dowych warunkach hodowli (temp. 37°C, 5% CO2, wilgotno$¢ 95%), po czym dokonuje po-
miaru spektrofotometrycznego dla dtugosci fali 450 nm.

Materialy
Dla I grupy éwiczeniowej: sterylna pipeta; sterylne tipsy o poj. 10-100 pl; odczynniki CCK-8
(o temp. pokojowej); czytnik mikroptytek (spektrofotometr).

Hodowle komérkowe
Linia komérkowa — L929 (ATCC® CCL-1™, USA), ciaggla linia prawidtowych mysich fibro-
blastow (komorek tkanki tacznej).

Hodowla na ptytce 96-dotkowej przed testem zostata zalozona poprzez wysianie 5 x 10°
komorek/dotek. Po 24 godzinach od wysiania komodrki poddano dziataniu nanomateriatu przez
czas 48 godzin.
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Przebieg doswiadczenia
2 grupy ¢wiczeniowe

L.

Przygotowaé roztwor CCK-8 — rozmrozi¢ w temp. pokojowej (ok. 30 minut lub 5 minut
w tazni wodnej w temp. 37°C).

2. Do medium hodowlanego (100 pl) prowadzonych hodowli, kontroli oraz tta doda¢ 10 pl
roztworu CCK-8 (uwaza¢, by nie utworzy¢ babli, ktore bedg wplywaly na wartosci od-
czytu).

3. Inkubowac 14 godziny (w inkubatorze — temp. 37°C, 5% CO2, wilgotnos$¢ 95%).

4. Dokona¢ pomiaru absorbancji przy dtugosci fali 540 nm (przy dtugosci fali referencyjnej
650 nm).

Wyniki

1. Po odczycie wyniki zestawi¢ w tabeli 2.8.

2. Obliczy¢ srednie wartosci odczytanych absorbancji dla kazdego ze st¢zen oraz odchylenia
standardowe.

3. Korzystajac ze wzoru (4), obliczy¢, jaki procent warto$ci uzyskanej dla komorek w probie
kontrolnej (100%) stanowig wyliczone $rednie warto$ci absorbancji dla kazdego z testowa-
nych stezen.

4. Korzystajac ze wzoru (5), obliczy¢ odchylenie standardowe z procentem wzrostu komorek
dla kazdego z testowanych stezen.

5. Na podstawie uzyskanych danych przygotowa¢ wykres zaleznosci wzrostu komorek od lo-
garytmu stezenia badanego nanomateriatu. Wyznaczy¢ lini¢ trendu i poda¢ jej rownanie.
Na podstawie rownania obliczy¢ ECso.

6. Dokona¢ interpretacji wynikow.

Tabela 2.8. Zestawienie wynikoéw testu CCK-8

Odchylenie
Stezenie Al Asérednia | Odchylenie % standardowe
[pg/ml] | [nm] A2 [nm]| A3 [nm] [nm] standardowe | kontroli | z % wzrostu
komorek
Tto
Kontrola
5
10
25
50
100
. s _ Aus0-650 nmdlakomoérektestowanych
Wzgledna zywotnosé (%) = e lakontroll x 100 (4)
Odchylenie standardowe z % wzrostu komérek = (Odchylente standardowe X100) (%)

Asrednia

gdzie: A — absorbancja.
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Cwiczenie 2.7
Ocena wplhywu nanomateriatu na integralnos¢ materiatu jgdrowego komorek

Cel
Okreslenie dziatania apoptotycznego testowanych nanomateriatow dzigki ocenie integralnosci
genomowego DNA.

Wprowadzenie

Fragmentacja genomowego DNA (chromatyny) jest jedng z charakterystycznych, naturalnych
biochemicznych oznak apoptozy (programowanej $mierci komorki). W trakcie apoptozy DNA
internukleosomalne 13aczace poszczegdlne nukleosomy podlegaja cigciu, generujac w efekcie
wysokoczasteczkowe (> 50 kpz) fragmenty DNA o dlugosci 180-200 pz lub fragmenty odpo-
wiadajace ich wielokrotnosci, np. 360, 540 pz. Proces fragmentacji DNA przebiega w wyniku
aktywnosci specyficznej endonukleazy CAD (ang. caspase-activated DNase, CAD). Natural-
nie CAD podlega inhibicji przez biatko ICAD (ang. inhibitor of caspase activated DNase),
jednak wraz z uruchomieniem procesu apoptozy kaspaza efektorowa — kaspaza 3 powoduje
rozpad kompleksu CAD-ICAD, czyli aktywacj¢ endonukleazy CAD i cigcie DNA na frag-
menty (pojawienie si¢ w rozdziale elektroforetycznym specyficznej ,,drabinki” DNA,
ryc. 2.13A). W odrdznieniu od apoptozy fragmentacja genomowego DNA w procesie nekrozy
jest losowa 1 w rozdziale elektroforetycznym widoczna jest w postaci smugi (smear DNA,
ryc. 2.13B).

Jedng z klasycznych metod identyfikacji fragmentacji genomowego DNA jest elektroforeza
agarozowa. Jest prosta metodg potilosciowa, ktora daje wiarygodne wyniki. Fragmentacj¢ ge-
nomowego DNA mozna przeanalizowa¢ réwniez, wykorzystujac metod¢ TUNEL 1 detekcje
za pomocg cytometru przeptywowego lub mikroskopu.

Ryec. 2.13. Rozdziat genomowego DNA komorek linii Jurkat poddanych dziataniu kamptotecyny;
apototyczna fragmentacja DNA (studzienki A) (Abcam) (A); nekrotyczna degradacja DNA
(studzienka N) (B); studzienki M — drabinki DNA (wg Zhivotosky i Samali, 1999; Zhivotosky
i Orrenius, 2001, zmodyfikowane)
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Materialy

Dla 1 grupy ¢wiczeniowej: zestaw sterylnych pipet; sterylne tipsy o poj. 10—100 ul, 20-200 pl;
sterylne probowki typu Eppendorf o poj. 1,5 ml; sterylne probowki wird6wkowe o poj. 15 ml;
PBS bez jonéw Ca*" i Mg?" (o temp. 37°C); sterylne pipetki pasterowskie; sterylne skrobaki do
hodowli komérkowych; zestaw do izolacji genomowego DNA (Genomic Mini, A&A Biotech-
nology); agaroza; bufor TBE (1 szt.); 1-procentowy bromek etydyny (v/v) (EtBr); termoblok;
zestaw do elektroforezy horyzontalnej; transiluminator.

Hodowle komérkowe
Linia komdrkowa — L929 (ATCC® CCL-1™, USA), ciagta linia prawidtowych mysich fibro-
blastow (komorek tkanki tacznej).

Hodowla na plytce 6-dotkowej przed testem zostata zalozona poprzez wysianie 3 x 10° ko-
morek/dotek. Po 24 godzinach od wysiania komorki poddano dziataniu nanoczastek w stezeniu
5,10, 25, 50 1 100 pg/ml przez 48 godzin. Komorki z kontroli negatywnej nie zostaty poddane
dziataniu nanoczastek, natomiast komorki z kontroli pozytywnej poddano dziataniu czynnika
wywolujacego apoptoze (np. etopozydu, staurosporyny, kamptotecyny).

Przebieg doswiadczenia

2 grupy ¢wiczeniowe

1. Zapomoca pipetek pasterowskich sciggnaé medium hodowlane znad hodowli komérkowych.

2. Komorki przeptuka¢ 3-krotnie roztworem PBS (o temp. 37°C).

3. Do hodowli doda¢ 3 ml PBS, po czym za pomocg silikonowych skrobaczek $ciggna¢ ma-
terial komérkowy z powierzchni naczynia hodowlanego.

4. Material komorkowy przenies¢ do proboéwek wiréwkowych o poj. 15 ml 1 wirowac przez
5 minut przy 1500 obrotéw/minut¢ w temp. 22°C.

5. Sciagna¢ supernatant, pozostawiajac osad komoérkowy na dnie probowki.

6. Osad zawiesi¢ w 100 pl buforu Tris 1 przenies¢ do probowek typu Eppendorf o poj. 1,5 ml.

7. Doda¢ 200 pl uniwersalnego buforu lizujacego LT oraz 20 pl roztworu proteinazy K.

8. Cato$¢ wymieszac 1 inkubowac¢ przez 20 minut w temp. 37°C.

9. Przenie$¢ probke do termobloku o temp. 75°C 1 inkubowac¢ przez 5 minut.

10. Probke intensywnie worteksowac przez 20 sekund.

11. Wirowac przez 3 minuty przy 10—15 tys. obrotow/minute.

12. Pobra¢ supernatant i nanie$¢ na minikolumng¢ do oczyszczania genomowego DNA.

13. Wirowac przez 1 minute przy 10-15 tys. obrotow/minutg.

14. Nastepnie do kolumny doda¢ 500 pul roztworu ptuczacego Al.

15. Wirowac przez 1 min przy 10-15 tys. obrotow/minutg.

16. Przenie$¢ minikolumne do nowej probowki o poj. 2 ml i doda¢ 400 pl roztworu ptuczacego Al.

17. Wirowac przez 2 minuty przy 10—15 tys. obrotow/minute.

18. Osuszong minikolumne umies$ci¢ w nowej probéwcee o poj. 1,5 ml i do ztoza znajdujacego
si¢ na dnie kolumny doda¢ 200 ul buforu Tris (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) uprzednio ogrza-
nego do temp. 75°C.

19. Inkubowac¢ prébke przez 5 minut w temp. pokojowe;.

20. Wirowac¢ przez 1 minutg przy 10—15 tys. obrotow/minutg.

21. Minikolumn¢ usung¢, a oczyszczone DNA znajdujace si¢ w probowce przetrzymywac
w lodéwce do czasu dalszych analiz.

22. Przygotowac 1,8-2,0-proc. zel agarozowy (na objetos¢ 50 ml).

23. Przygotowa¢ bufor obcigzajacy (roztwor biekitu bromofenolowego, glicerolu, EDTA,
wody) w ilosci 3 pl na kazdg rozdzielang probe DNA (5 ul).

24. Rozdziat elektroforetyczny prowadzi¢ przez 30—60 minut.

25. Odczyta¢ wynik rozdziatu elektroforetycznego w swietle UV przy dlugosci fali 312 nm
za pomocg transiluminatora (dokona¢ dokumentacji fotograficznej).
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Wyniki
Na podstawie wyniku rozdziatu elektroforetycznego przeanalizowac integralno$¢ izolatu geno-
mowego DNA pochodzacego z hodowli kontrolnych oraz hodowli poddanych dziataniu nano-
materiatu w stezeniach — 5, 10, 25, 501 100 pg/ml.

Przyktadowy rozdziat izolatow DNA komorek poddanych inkubacji z nanoczastkami przed-
stawiono na ryc. 2.14. Widoczny wysokoczasteczkowy izolat DNA wskazuje na brak zjawiska
apoptozy w analizowanych hodowlach komoérkowych.

A

Ryec. 2.14. Rozdziat genomowego DNA komorek linii L929 (A) i MCF-7 (B) poddanych inkubacji
z GO-Fes0; (stezenie w ug/m podano powyzej studzienek); marker (GeneRuler 1 kb DNA Ladder,
Thermo Scientific) (M)
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3. NANOCZASTKI ALBUMINY

Wojciech Ignaczak, Piotr Sobolewski

Nanomedycyna to interdyscyplinarna gataz nauki, ktora wykorzystuje wszelkie zalety i mozli-
wosci szeroko pojetej nanotechnologii. Jednym z gldéwnych zastosowan nanotechnologii w me-
dycynie sg nanometryczne nos$niki lekow (Kim i in., 2010; Niemirowicz i Car, 2012), najczg-
Sciej w formie nanoczastek (ang. nanoparticle). Uktady te wigza leki (lub geny, srodki obra-
zujace itp.) w swoich rdzeniach lub na powierzchni. W ten sposob jako koloidy w roztworach
wodnych (np. sl fizjologiczna) umozliwiajg bardziej efektywne dawkowanie zwigzkéw hy-
drofobowych, ktore si¢ stabo rozpuszczaja w wodzie oraz majg wplyw na biodystrybucje¢ leku.
Zaleznie od odziatywan lek—nos$nik uktady te pozwalaja na kontrol¢ procesu uwalniania leku
(ang. controlled release) np. poprzez dyfuzje leku lub degradacje nosnika. Dodatkowo dzigki
modyfikacji powierzchni nos$nika i wprowadzeniu specyficznych biomolekul naprowadzaja-
cych (np. przeciwcialo) mozna umozliwic tzw. terapie celowane (ang. targeted therapy). Pod-
sumowujac, nanometryczne nosniki lekow maja ogromy potencjat jako systemy dostarczania
lekow (ang. drug delivery systems), a coraz wigcej tego typu uktadow jest dopuszczonych do
stosowania w praktyce klinicznej (Anselmo i Mitragotri, 2016, 2019).

W literaturze przedstawionych jest wiele rodzajow nanonosnikow, tj.:

e micele;

e nanorurki weglowe;
e dendrymery;

¢ liposomy;

e nosniki polimerowe.

Wyjatkowo duzym zainteresowaniem cieszg si¢ te ostatnie. Nosniki polimerowe zasadniczo
mozemy podzieli¢ na te pochodzenia naturalnego, tzw. biopolimery (np. polisacharydy, bialka,
kwasy nukleinowe), oraz syntetyczne. Bialka, a wsrod nich albumina osocza (ang. serum al-
bumin), ze wzgledu na swa naturalng funkcje transportu hydrofobowych substancji we krwi
(np. hormonow, kwasow ttuszczowych itp.) sg bardzo obiecujace jako nosniki lekéw (Elzoghby
iin., 2012; Konopska i in., 2018). Cechuja je nanometryczne rozmiary, biozgodnos$¢, dostep-
nos$¢ oraz naturalne pochodzenie. Istotny jest rowniez amfifilowy charakter biatek, ktory po-
woduje, ze sa doskonalym materiatem do tworzenia nanoczastek, poniewaz pozwala na jedno-
czesng interakcje z organiczng substancja (np. lekiem) oraz §rodowiskiem wodnym (np. ply-
nami ustrojowymi, ptynami fizjologicznymi). Biatka posiadajg rowniez reaktywne grupy funk-
cyjne (tj. tiolowe, aminowe, karboksylowe), co pozwala na ich prosta modyfikacje z wykorzy-
staniem standardowej preparatyki chemiczne;.

Albumina osocza jest biatkiem globularnym rozpuszczalnym w wodzie. Jest gtownym biat-
kowym sktadnikiem osocza krwi (60%), wytwarzanym przez komorki watrobowe. Gtéwne
wlasciwosci albuminy osocza pozwalajgce traktowacé ja jako potencjalny nosnik substancji
leczniczych to (Irache i Espuelas, 2007):

e biostabilnos¢;
biodegradowalnosc¢;
kontrolowalna chemia powierzchni;
srednica czastek ~7 nm;
masa czasteczkowa ~66 kDa;
stabilno$¢ w szerokim zakresie pH 4-9.
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Albumina pochodzenia zwierzecego, bydleca (ang. bovine serum albumin, BSA), ma se-
kwencj¢ aminokwasowg podobng do albuminy pochodzacej od cztowieka (ang. human serum
albumin, HSA). Obok wielu zastosowan juz od ponad 10 lat (od 2005 r. w USA; od 2008 r.
w UE) nanoczastki albuminy sg dopuszczone do zastosowania klinicznego jako nosnik hydro-
fobowego leku antynowotworowego paklitakselu, wystepujacego pod nazwa handlowa
Abraxane (Anselmo i1 Mitragotri 2016; Konopska i in. 2018).

Cwiczenie 3.1
Otrzymywanie nanoczgstek albuminy metodg nanostrgcania

Cel

1. Zapoznanie z metodg nanostrgcania i otrzymanie nanoczgstek biatka.

2. Zbadanie wptywu réznych roztwordw stracajacych lub innych wybranych parametréw pro-
cesu, takich jak stosunek objetosciowy srodka stracajacego do roztworu biatka, wptyw sta-
bilizacji itp.

Wprowadzenie

Najczesciej stosowang metodg otrzymywania nanoczastek polimerowych, w tym z bialek ta-
kich jak albumina osocza, jest nanostracanie (ang. nanoprecipitation lub desolvation) (Mar-
tinez Rivas i in., 2017). Jest to stosunkowo prosty proces porownywalny do emulgowania, kto-
rym mozna wytworzy¢ nanoczastki o matych rozmiarach, pozadanych w zastosowaniach me-
dycznych. Metoda ta zasadniczo polega na zmieszaniu roztworu polimeru z rozpuszczalnikiem
— §rodkiem stragcajacym, w ktorym polimer si¢ nie rozpuszcza. Jednak wyjatkowo istotne jest
to, zeby oba rozpuszczalniki (ten, w ktérym rozpuszczony jest polimer, oraz ten, ktory stanowi
srodek stracajacy) byty ze sobg mieszalne.

Najbardziej istotnymi parametrami wptywajacymi na powodzenie metody sa (Martinez
Rivas i in., 2017):

e rodzaj dodanego srodka stragcajacego — jego mieszalno$¢ z roztworem polimeru;
e stosunek objetosciowy Srodka stracajacego do roztworu polimeru;

e stezenie roztworu polimeru;

e szybkos$¢ wkraplania, szybko$¢ mieszania;

e dodatek srodkéw powierzchniowo czynnych.

W przypadku nanoczastek albuminy osocza (Irache 1 Espuelas, 2007) biatko jest rozpusz-
czane w roztworze wodnym, a srodkiem stragcajacym moze by¢ np. alkohol, aceton lub miesza-
nina rozpuszczalnikéw. Ze wzgledu na docelowe zastosowanie otrzymanych czastek w srodo-
wisku wodnym, w ktérym albumina osocza bardzo dobrze si¢ rozpuszcza, istotny jest etap sta-
bilizacji, majacy zapobiec rozpuszczeniu si¢ powstatych nanoczastek. W tym celu dodaje si¢
srodek sieciujacy badz stabilizuje si¢ je termicznie w warunkach cigglego mieszania. Nastgpnie
powstale nanoczastki poddaje si¢ wirowaniu lub odparowaniu, w celu ich oczyszczenia z po-
zostatosci srodka stracajacego lub niestraconej albuminy.

Materialy

Dla 1 grupy éwiczeniowej: mieszadto magnetyczne z mozliwos$cia grzania; faznia olejowa; mi-
krowiréwka z chlodzeniem; zestaw do wkraplania: strzykawka (polipropylen) o poj. 20 ml,
2 zawory typu Luer, igta 18G; statyw laboratoryjny (Jahanban-Esfanhlan i in., 2016) lub pompa
strzykawkowa; albumina osocza (bydlgca), BSA (Sigma Aldrich A7906) (>100 mg); wybrane
rozpuszczalniki mieszalne z woda, np. etanol, metanol, izopropanol, aceton (>25 mL), ktore
beda stuzyty jako $rodki stracajgce. Zaleznie od czasu trwania zaje¢ oraz liczby grup/stanowisk
mozna wykona¢ szereg doswiadczen, stosujac rézne rozpuszczalniki, mieszaniny wybranych
rozpuszczalnikow lub rézne stosunki objetosciowe srodka stracajgcego do roztworu biatka.
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Przebieg doswiadczenia

Przygotowanie stanowiska dla grupy ¢wiczeniowej podzielonej na zespoly 2-osobowe

1. Zmontowa¢ zestaw do wkraplania: strzykawka bez tloku, z 2 zaworkami potagczonymi sze-
regowo oraz iglg (ryc. 3.1a). Zestaw umocowac w tapie 1 ustawi¢ nad pustg zlewka z dipo-
lem magnetycznym (ryc. 3.1b).

2. Przy zamknigtych zaworkach strzykawke uzupetni¢ 12 ml wybranego rozpuszczalnika (lub
mieszaniny rozpuszczalnikow) stuzacego jako srodek stracajacy.

3. Otworzy¢ gorny zaworek, a nastgpnie czesciowo otworzy¢ dolny, az rozpuszczalnik za-
cznie kapa¢. Manipulujac dolnym zaworkiem, ustawic¢ szybko$¢ wkraplania na ~2 ml/mi-
nute. Potwierdzi¢ ustawienie: nie ruszajagc dolnego zaworka, zamkng¢ gorny 1 uzupehnic
12 ml rozpuszczalnika (ze zlewki). Po otwarciu gérnego zaworka do catkowitego wkrople-
nia powinno ming¢ ~6 minut. W razie potrzeby zamkna¢ gorny zaworek 1 powtorzy¢, ma-
nipulujac wylacznie dolnym zaworkiem.

a) b)
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Rye. 3.1. Zestaw do wkraplania (a); gotowe stanowisko (b)

4. Przygotowac roztwor albuminy osocza (BSA):

¢ na kazde doswiadczenie potrzeba 2 ml roztworu (50 mg/ml), czyli 100 mg BSA;

e odwazy¢ odpowiednig ilos¢ BSA (minimum 200 mg: 1 do$wiadczenie plus 1 badanie
odniesienia) 1 umiesci¢ w fiolce/zlewce (uwaga: jezeli planowane sq dodatkowe do-
Swiadczenia, nalezy uwzglednic to w ilosci odwazonej BSA!);

e uzupehi¢ odpowiednig ilo$cig wody uzdatnionej, aby otrzymaé roztwor 50 mg/ml;

e odczekac kilka minut 1 delikatnie zacza¢ miesza¢ do calkowitego rozpuszczenia: albo
poprzez ustawienie niskich obrotdw na mieszadle magnetycznym, albo przez delikatne
odwracanie zakreconej fiolki do gory dnem (uwaga: powstanie piany jest niepozg-
dane!).

5. Przeprowadzi¢ proces nanostracania:
e ustawi¢ mieszadlo magnetyczne ponizej zestawu do wkraplania (ryc. 3.1b);
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szklang fiolkg uzupeti¢ 2 ml roztworu BSA i doda¢ dipol magnetyczny;

ustawi¢ obroty mieszadta na 500 rpm;

strzykawke uzupetni¢ 12 ml wybranego srodka stracajacego (Srodek stracajacy : roz-
twor BSA 6 : 1 v/v) (uwaga: nalezy si¢ upewni¢, ze igla znajduje sie dokladnie nad
zlewka z BSA!);

delikatnie otworzy¢ gérny zaworek i odnotowac czas;

obserwowac¢ proces catkowitego wkroplenia si¢ rozpuszczalnika (~6 minut) i odnoto-
wac wszelkie zmiany: koloru, metnosci itp. oraz czas, po ktérym te zmiany zaszly;
powtorzy¢ proces dla kolejnego srodka stracajgcego, mieszaniny lub innego stosunku
objetosciowego;

jako badanie odniesienia zastosowaé 12 ml wody uzdatnionej zamiast §rodka stracaja-
cego;

poréwnac wszystkie otrzymane materialy, odnotowa¢ wszelkie roznice: koloru, metno-
Sci itp.;

zachowac¢ 2 ml kazdego otrzymanego materiatu: przenie$¢ do podpisane;j fiolki za po-
mocg mikropipety.

6. Ustabilizowa¢ termicznie:

na mieszadle magnetycznym umie$¢ tazni¢ olejowa 1 ustawi¢ temp. na 75°C, obroty na
500 rpm i pozwolié, zeby temperatura si¢ ustabilizowala;

za pomocg lapy 1 statywu umiesci¢ zakrgcone fiolki (wraz dipolami) z otrzymanymi
zawiesinami w oleju;

odczekac¢ 30 minut;

ostroznie wynurzy¢ fiolki z tazni 1 ostudzic¢;

poréwnac wszystkie materialy przed stabilizacja i po stabilizacji, odnotowa¢ wszelkie
roznice: koloru, metnosci itp.

7. Odwirowac:

pobra¢ 1 ml kazdego materiatu, przed stabilizacja i po stabilizacji termicznej i przenies¢
do podpisanej fiolki 2 ml;

wlaczy¢ mikrowirowke 1 ustawi¢ site obrotowg (RCF) na 15 000 x g, temp. na 4°C,
a czas wirowania na 15 minut;

po schtodzeniu wiréwki odwirowa¢ wszystkie materiaty (uwaga: nalezy pamietad,
aby zapewni¢ r6wnomierny rozklad masy w wiréwce — fiolki z tymi samymi obje-
toSciami cieczy umiesci¢ naprzeciwko siebie);

po odwirowaniu delikatnie wyja¢ fiolki;

odnotowac¢ obecnos¢ (lub brak) osadu na dnie.

8. Ponownie zdyspergowac:

delikatnie pobra¢ supernatant (roztwor znad osadu, ~1 ml) i przenies¢ go do podpisane;j
fiolki 2 ml (uwaga: nalezy uwaza¢, zeby nie pobraé¢ lub wzburzy¢ osadu!);

w celu zdyspergowania pozostawionego w fiolce osadu doda¢ 1 ml wody uzdatnione;j
1 zdyspergowaé za pomoca mikropipety lub ewenetualnie wytrzasarki;

poréwnac otrzymane dyspersje: materialy wyjsciowe, materiaty po stabilizacji, oraz
przed wirowaniem, po wirowaniu i po ponownym dyspergowaniu.

Schemat postepowania podczas otrzymywania 1 stabilizacji nanoczastek, przy przyktado-
wym zastosowaniu metanolu jako $rodka stracajacego, przedstawiono na rycinie 3.2.
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Rye. 3.2. Schemat otrzymywania 1 stabilizacji nanoczastek BSA

Wyniki

1.

Podstawowe wyniki ¢wiczenia stanowig odnotowane obserwacje dotyczace przygotowa-
nych roztwor6éw oraz otrzymanych dyspersji przed procesem stracania i po nim, przed pro-
cesem stabilizacji 1 po nim oraz przed ponownym dyspergowaniem i po nim. Podstawowym
parametrem obserwacji jest stopien zmetnienia, gdyz jest to efekt rozpraszania Swiatta przez
czastki, czyli $wiadczy o zmianie uktadu z roztworu w uktad dyspersyjny, tj. o pojawieniu
si¢ drugiej fazy 1 obecnosci nanoczastek. Ponadto stopien zmg¢tnienia jest powigzany z roz-
miarem czgstek: mniejsze czastki rozpraszajg swiatlo w mniejszym stopniu.

Kluczowe jest poréwnanie efektow stosowanych §rodkow stracajacych wzgledem siebie
oraz wzgledem badania odniesienia, gdzie zastosowano wod¢. W celu podsumowania ob-
serwacji nalezy przygotowac tabele — zgodnie z przyktadem zamieszczonym w tabeli 3.1.
Obecnos¢ osadu po odwirowaniu réwniez swiadczy o powstaniu czastek, natomiast po-
nowne ich zdyspergowanie — lub rozpuszczenie — wskazuje na efekt stabilizacji termiczne;.
Otrzymane materialy moga by¢ dalej badane pod wzgledem rozmiaru nanoczastek, np. za
pomoca dynamicznego rozpraszania §wiatla (DLS), skaningowej mikroskopii elektronowej
(SEM) itp. (zob. rozdz. 1 Nanomaterialy — otrzymywanie, charakterystyka, zastosowanie).
Natomiast wydajno$¢ procesu mozna scharakteryzowa¢ za pomoca np. pomiaru stezenia
biatka (np. metoda BCA z kwasem bis-cynchoninowym) w supernatantach lub rozpusz-
czonych czastkach (tych niepoddanych stabilizacji termicznej) lub liofilizacji 1 wazenia
osadu.
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Tabela 3.1. Podsumowanie obserwacji

,St.o §unek objgto- Czas do zaobser- Stopien zmet- Rozmiar ot-
: . $ci Srodka straca- . o
Srodek stracajacy jacego do roz- wowania zmet- nienia rzymanych
tworu BSA nienia (np. —/+/++/+++) czastek
Woda 6:1
Etanol 6:1

4. Po zakonczeniu ¢wiczenia nalezy przygotowaé sprawozdanie koncowe zawierajace naste-
pujace elementy:
e temat oraz cel pracy;
e spis autorow oraz o$wiadczenie o przestrzeganiu zasad uczciwos$ci akademickiej;
e krotkie wprowadzenie teoretyczne;
e zwigzly opis metod, w szczegolno$ci zastosowanych srodkow stracajacych lub warian-
tow procesu/przebiegu ¢wiczenia;
e opis wynikéw w postaci obserwacji, zdje¢ oraz tabel;
e zwigzta dyskusja;
e wnioski oraz podsumowanie;
e spis wszelkich stosowanych zrdodet;
e podzigkowania dla oséb, ktore nie sg autorami.
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4. BAKTERIE | ICH METABOLITY W SYNTEZIE
NANOCZASTEK SREBRA

Adrian Augustyniak

W toku ewolucji mikroorganizmy wyksztalcily szereg mechanizmoéw przystosowujacych je do
srodowiska, w ktorym wystepuja. Wiele z tych przystosowan pozwala im przezy¢ w miejscach
zanieczyszczonych, a nawet je przeksztatca¢, co moze zosta¢ wykorzystane np. w bioremedia-
cji skazonych gleb i wod. Nanostruktury i zwigzki chemiczne, z ktorych sg zbudowane, moga
dla bakterii stanowi¢ ksenobiotyk, ktory z reguty (i w odpowiedniej dawce) jest dla komorki
szkodliwy. W przypadku skazenia srodowiska metalami i zwigzkami metali bakterie mogg wy-
korzystywac¢ kilka mechanizméw obronnych, w tym wyrzucanie nanoczastek z komorki dzieki
pompom efflux, chemiczna modyfikacje, zredukowanie poboru substancji ze Srodowiska,
naprawe uszkodzonych enzymow, zamiane zaburzonych szlakéw metabolicznych, a takze
pulapkowanie zewnatrz- lub wewnatrzkomérkowe. Mechanizmy te zaprezentowano na ry-
cinie 4.1.
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Ryec. 4.1. Podstawowe mechanizmy obrony komorki przed jonami metali i metalicznymi
nanoczastkami (na podstawie Lemire i in., 2013, za zgoda Nature publishing group, ttum. wiasne)

Istnieje mozliwos¢ wykorzystania niektérych sposrod powyzszych mechanizméw do wy-
tworzenia nanoczastek w mikroorganizmach lub dzigki wytwarzanym przez nie metabolitom.
Bakterie z rodzajow Pseudomonas 1 Streptomyces moga by¢ wykorzystane do tego celu. Po-
szczegollne szczepy tych mikroorganizmow moga charakteryzowac si¢ wysokim potencjalem
biotechnologicznym i1 wykazywa¢ zwigkszong tolerancje na skazenie srodowiska zwigzkami
metali, co moze objawia¢ si¢ w ich pochtanianiu, a niekiedy nawet degradacji. W okre§lonych
warunkach moze zosta¢ przeprowadzona biosynteza nanoczgstek zar6wno wewnatrz komorek
tych drobnoustrojow, jak i z wykorzystaniem ich metabolitow. Proces ten wpisuje si¢ w tzw.
zielong chemig, ktora ktadzie nacisk na procesy prowadzone w sposob zblizony do naturalnego
1 ze zredukowang ilo$cig toksycznych odpadéw powstajacych wskutek produkcji.
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Cwiczenie 4.1
Przygotowanie mikroorganizmow do przeprowadzenia syntezy nanoczgstek

Cel

1. Poznanie przyktadowych drobnoustrojow, ktére moga by¢ wykorzystywane do ,,zielonej”
syntezy nanoczastek.

2. Omowienie metod przechowywania i namnazania drobnoustrojow testowych.

3. Zrozumienie zasad pracy z mikroorganizmami.

Wprowadzenie

Odpowiednie przechowywanie i przygotowywanie bakterii do badan jest jednym z kluczowych
elementéw kazdej procedury mikrobiologicznej. Ze wzgledu na szybkie namnazanie bakterii
(krotki czas generacji) nalezy kazdorazowo przygotowac¢ nowy materiat do pracy. Deponowa-
nie szczepéw w temperaturach ponizej zera (°C) wspomagane stosowaniem substancji krio-
protekcyjnych (np. glicerolu) jest obok liofilizacji najcz¢sciej stosowang metodg kolekcjono-
wania mikroorganizmoéw. Materiat biologiczny nie powinien by¢ pasazowany (przenoszony
z jednej hodowli do kolejnej) wigcej niz kilka razy (np. 5-krotnie), poniewaz moze to prowadzi¢
do zmiany jego cech morfologicznych i1 genetycznych. Takie zjawisko moze objawiaé si¢
m.in. obnizeniem zywotnosci komoérek w hodowli i spadkiem wydajnosci produkcyjne;.

Materialy

Dla 1 grupy ¢wiczeniowej: szalki Petriego z hodowlami drobnoustrojow (24-godzinng hodowla
Pseudomonas aeruginosa oraz 5-dniowg hodowla Streptomyces griseus) (2 szt.); zamrozone
probéwki typu Eppendorf o poj. 1,5 ml zawierajace po 1 ml podtoza Tryptone Soy Broth (TSB)
z 10-proc. dodatkiem glicerolu oraz biomase badanych drobnoustrojow (2 szt.); preparaty mi-
kroskopowe zabarwione metoda Grama przygotowane z hodowli badanych bakterii (2 szt.);
szalki Petriego z og6lnowzrostowym podtozem Tryptone Soy Agar (TSA) (2 szt.); kolby stoz-
kowe (o poj. 250 ml) zawierajace 100 ml jatowego podtoza wzrostowego TSB (2 szt.); spek-
trofotometr obstugujacy ptytki 96-dotkowe; ptytka 96-dotkowa z polistyrenu, ptaskodenna, ja-
towa, z pokrywka; eza wielorazowa; palnik gazowy; mikroskop optyczny z powigkszeniem
1000x; cieplarka z wytrzasaniem oraz cieplarka bez wytrzagsania nastawione na 30°C; lodéwka
(4°C); zamrazarka (—21°C).

Mikroorganizmy
Streptomyces griseus ATCC® 10137, Psosoeudomonas aeruginosa PAO1.

Przebieg doswiadczenia
Grupa ¢wiczeniowa podzielona na zespotly 2-osobowe
1. Dla kazdego zespotu przygotowany jest pakiet sktadajacy si¢ z 5 elementow:

e probowki z zamrozonymi szczepami testowymi;

e podtoza ogdlnowzrostowego;

e czystych hodowli drobnoustrojow wybranych do badan;

e gotowych preparatow mikroskopowych;

e 2 kolb stozkowych z podtozem ogdlnowzrostowym.

2. Kazdy zesp6t ma do wykonania kolejno nastepujace po sobie zadania:

e posiew redukcyjny — nazywany takze metodq suchych rozcienczen, ktory pozwoli
uzyska¢ pojedyncze kolonie drobnoustrojow, czyli odosobnione nagromadzenie bio-
masy, ktoére mozna zaobserwowac nieuzbrojonym okiem, a ktore powstato z jednej ko-
morki macierzystej lub grupy komorek;
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obserwacja 1 opis wyrostych hodowli bakteryjnych (wybrane bakterie charakteryzuja
si¢ 16zng morfologig oraz odmiennym wynikiem barwienia Grama);

obserwacja i1 opis preparatow mikroskopowych bakterii (mikroskopowanie z olejkiem
immersyjnym, dzi¢ki ktoremu mozliwa jest analiza obrazu o powigkszeniu 1000x%);
zalozenie pltynnej hodowli bakteryjnej poprzez inokulacje 1 kolonii bakteryjnej do od-
powiedniego podtoza ogoélnowzrostowego, do ktorego zaszczepione bakterie beda
uwalnia¢ metabolity wspomagajace syntez¢ nanoczastek w kolejnym etapie.

3. Doswiadczenie przeprowadzi¢ w nastepujacych etapach:

rozmrozenie — probowki z zamrozonymi hodowlami drobnoustrojow nalezy umiescic¢
w cieplarce 1 odczeka¢ do petlnego rozmrozenia pltynu (10—15 minut); po rozmrozeniu
zawarto$ci przystapi¢ do wykonania posiewu (zgodnie z procedurg opisang ponizej),
a nastepnie bezzwlocznie umiesci¢ probéwki w zamrazarce w celu dalszego przecho-
wywania;

posiew redukcyjny — posiew nalezy przeprowadzi¢ z uzyciem ezy bakteriologicznej,
po pobraniu jednej kolonii, poprzez rozprowadzenie biomasy po powierzchni statej pod-
toza ogdlnowzrostowego (TSA) wedtug wzoru ukazanego na rycinie 4.2; przed pobra-
niem biomasy nalezy rozgrzaé¢ eze¢ oraz ostudzi¢ w podtozu, w miejscu, w ktdorym nie
ma biomasy widocznej gotym okiem; na docelowej szalce Petriego nalezy wykonac
posiew z utworzeniem 3 stref (ryc. 4.2); po kazdej strefie nalezy ponownie wysteryli-
zowac eze nad palnikiem 1 ostudzi¢ w agarze;

hodowla — plytki z wysianymi bakteriami nalezy wlozy¢ do cieplarki celem rozpoczecia
inkubacji (w temp. 30°C); szalki Petriego powinny zosta¢ podpisane w spos6b umozli-
wiajacy identyfikacj¢ osob, ktore wykonaty posiew, a nastgpnie umiejscowione dnem
ku gorze, tak aby spoczywaty na pokrywie (pozwoli to unikna¢ nadmiernej utraty wody
w czasie hodowli);

Ryec. 4.2. Schemat posiewu redukcyjnego

analiza preparatow mikroskopowych — przed przystgpieniem do mikroskopowania
nalezy upewni¢ si¢, czy $wiatlo w mikroskopie zostato wiaczone, a urzadzenie rewol-
werowe jest ustawione tak, aby umozliwi¢ obserwacj¢ przez obiektyw 100x; na goto-
wym preparacie nalezy umiesci¢ niewielkg krople olejku immersyjnego, a nastepnie
szkietko powinno zosta¢ umieszczone na stoliku mikroskopu (jezeli kropla nie znajduje
si¢ dokladnie pod obiektywem, nalezy zmieni¢ pozycj¢ preparatu); mikroskopowanie
w trybie mokrym (z immersj3) wymaga potaczenia kropli olejku immersyjnego z obiek-
tywem, dlatego nalezy podnies¢ stolik przedmiotowy za pomocg §ruby makrometrycz-
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nej, jednoczesnie obserwujac powierzchni¢ styku (jezeli napotkany zostanie opor, dal-
sze dociskanie stolika do obiektywu moze zakonczy¢ si¢ peknigciem preparatu); po ze-
tknigciu kropli olejku z obiektywem nalezy ostroznie regulowac obraz do momentu po-
jawienia si¢ obrazu preparatu, a nast¢pnie doregulowac ostro$¢ za pomocg sruby mikro-
metrycznej; wyniki obserwacji nalezy opisaé w zeszycie laboratoryjnym z adnotacja
dotyczacg wyniku barwienia Grama oraz schematycznie naszkicowac ksztatt i utozenie
komorek w preparacie;

zaszczepienie podloza plynnego — sterylng (i wystudzona) eza nalezy pobrac 1 koloni¢
szczepu testowego 1 zawiesi¢c w podtozu znajdujacym si¢ w kolbie stozkowej; szyjke
kolby nalezy rozgrza¢ nad ptomieniem palnika (1-2 sekund) w celu sterylizacji, a na-
stepnie zamkna¢ korkiem materiatowym, zabezpieczy¢ folig aluminiowa 1 pozostawic¢
w cieplarce z wytrzasaniem (30°C, 100 rpm) na 24 godziny w przypadku P. aeruginosa
17 dni w przypadku S. griseus.

Wyniki

1.

Uzyskane wyniki zebra¢ w formie tabelarycznej, korzystajac z tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Charakterystyka drobnoustrojow, ktore moga by¢ wykorzystywane do syntezy

nanoczastek
Mo&fologla Morfologia . Wygla,q
. . kolonii (ksztatt, s Wynik w obrazie
Mikroorganizm komorki (ksztatt, o .
kolor, profil, . barwienia Grama | mikroskopowym
. s utozenie) .
brzeg, wielkos¢) (szkic)

P. aeruginosa

S. griseus

2. Sporzadzi¢ notatke dotyczaca procedur przechowywania drobnoustrojow oraz zaktadania

nowych hodowli.

Cwiczenie 4.2
Zewngtrzkomorkowa synteza nanoczgstek srebra z wykorzystaniem bakterii z rodzajow Pseu-
domonas i Streptomyces

Cel
1.

Poznanie i przeprowadzenie procedury syntezy nanoczastek srebra z wykorzystaniem ptynu

pohodowlanego.

Wykorzystanie spektrofotometrii do oceny efektywnosci syntezy.
Usystematyzowanie wiedzy dotyczacej przeprowadzania eksperymentéw naukowych i no-

towania wynikow.
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Wprowadzenie

W ¢wiczeniu zostanie wykorzystane zjawisko redukeji jonow srebra pochodzacych z azotanu
srebra przez ptyn pohodowlany bakterii z rodzajow Pseudomonas 1 Streptomyces. Zjawisko to
jest mozliwe dzigki wytwarzaniu przez te bakterie metabolitow, ktdére maja wystarczajacy po-
tencjal oksydoredukceyjny, by katalizowac reakcj¢ syntezy nanoczastek.

Materialy

Dla I grupy ¢wiczeniowej: kolby stozkowe z hodowlami drobnoustrojéw o poj. 100 ml — 24-go-
dzinng hodowla Pseudomonas aeruginosa oraz 7-dniowa hodowla Streptomyces griseus
(2 szt.); jalowe kolby stozkowe o poj. 100 ml (2 szt.); probowki typu Falcon o poj. 50 ml
(4 szt.); kolba stozkowa o poj. 250 ml zawierajgca 100 ml filtratu jalowej pozywki bakteriolo-
gicznej (TSB); spektrofotometr obstugujacy ptytki 96-dotkowe; ptytka 96-dotkowa z polisty-
renu, ptaskodenna, jatowa, z pokrywka; pipety jednorazowe o poj. 20 ml (jatowe, z filtrem)
(2 szt.) oraz pipetor do nabierania ptynu; pipeta automatyczna z koncowkami o poj. 100-200 pl;
filtr strzykawkowy (nylon) o poj. 0,45 um; strzykawka jednorazowa o poj. 20—100 ml; cie-
plarka z wytrzasaniem oraz cieplarka bez wytrzgsania nastawione na temp. 30°C; wiréwka na
probowki o poj. 50 ml; gogle ochronne (do filtrowania).

Mikroorganizmy
Streptomyces griseus ATCC® 10137", Pseudomonas aeruginosa PAOL.

Przebieg doswiadczenia

Grupa ¢wiczeniowa podzielona na zespoly 2-osobowe

1. Kazdy zespot ma do dyspozyc;ji:

2 kolby z czysta hodowla drobnoustrojow testowych;

4 proboéwki typu Falcon o poj. 50 ml;

4 roztwory azotanu srebra (o koncentracji 0,01-0,001 M AgNO3);

4 jatowe kolby stozkowe o poj. 100 ml;

4 kolby stozkowe zawierajace 50 ml ptynu po syntezie nanoczastek.
2. Kazdy zesp6l ma do wykonania kolejno nastgpujace po sobie zadania:

e przygotowanie supernatantu do syntezy;

e otrzymanie filtratu pozbawionego komorek bakteryjnych;

e przeprowadzenie syntezy;

e wykonanie odpowiedniego rozcienczenia roztworu AgNO3 1 nastawienie reakceji (kazdy
zespot bedzie dysponowal inng koncentracjg wyjsciowa roztworu AgNO3);

e pomiar spektrofotometryczny zawiesiny nanoczgstek otrzymanej po syntezie (ze
wzgledu na czas syntezy wynoszacy 3—4 dni zespoty otrzymuja gotowy produkt reakcji
do dalszych badan).

3. Dos$wiadczenie przeprowadzi¢ w nastepujacych etapach:

e material z hodowli rozdzieli¢ po 50 ml do 2 probdwek typu Falcon, a nastgpnie zwiro-
wac przy 5000 rpm przez 10 minut w temp. 20°C;

e supernatant przefiltrowa¢ do nowych probdéwek typu Falcon, a nastgpnie przenie$¢ po
45 ml filtratu do jatlowych kolb stozkowych;

e do kolb przygotowanych w poprzednim etapie nalezy doda¢ 5 ml roztworu AgNOs
(kolby nalezy zabezpieczy¢ korkiem i opisa¢ w sposob, ktory bedzie pozwalat na poz-
niejsze odczytanie koncentracji AgNO3 oraz zidentyfikowanie oso6b wykonujacych ¢wi-
czenie);

e przygotowang zawiesing nalezy inkubowa¢ w cieplarce z wytrzasaniem (100 rpm)
przez 3—4 dni;
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e 7z otrzymanych kolb stozkowych po reakcji biosyntezy nalezy odczyta¢ koncentracje
wykorzystanego roztworu AgNOs3 1 zapisa¢ w zeszycie laboratoryjnym;

e pipetg automatyczng pobra¢ z kazdej kolby po 100 pl i nanies¢ do odpowiedniej celki
w plytce 96-dotkowej (czynno$¢ powtorzy¢ 3-krotnie); podobnie nalezy przygotowac
probki kontrolne z jalowej pozywki bakteriologicznej;

e po naniesieniu wszystkich probek na ptytke titracyjna wilaczy¢ spektrofotometr oraz
ustawi¢ program pozwalajacy na dokonanie skanu absorbancji probek (nalezy wyzna-
czy¢ zakres 350-700 nm ze skokiem co 10 nm 1 wykona¢ pomiar);

e zapisa¢ wyniki w formie elektroniczne;.

Wyniki

1. Sporzadzi¢ notatke zawierajgca opis poszczegdlnych etapoéw i1 procedury wykonania syn-
tezy.

2. Wyniki odczytu ze spektrofotometru nanies¢ na wykres zaleznosci dtugosci fali (x) od ab-
sorbancji ().

3. Przeprowadzi¢ podsumowanie statystyczne wynikdéw (Srednia, odchylenie standardowe) na
podstawie powtorzen i porowna¢ wyniki proby badanej do kontroli (filtratu jatlowej po-
zywki).

4. Po zakonczeniu ¢wiczen 4.1 14.2 przygotowac sprawozdanie konicowe na 1000-2000 stow
(bez piSmiennictwa), zawierajgce nastepujace elementy:

e temat: ,,Biosynteza nanoczastek srebra z wykorzystaniem wybranych bakterii”;

e spis autorOw opracowania;

e krotkie wprowadzenie teoretyczne ze wskazaniem kilku pozycji piSmiennictwa nauko-
wego podsumowujace cele biosyntezy nanomateriatow oraz krétka charakterystyka wy-
korzystanych mikroorganizmow;
zwigzly opis metod, z podaniem zalet i wad zastosowanej metodologii;
opis wynikOw w postaci tabel i wykresow;
zwigzla dyskusja z odniesieniem do kilku pozycji pi$miennictwa;
wnioski;
spis zrodel.

PiSmiennictwo

Abirami M., Kannabiran K. 2016. Streptomyces ghanaensis VITHM1 mediated green synthesis of silver
nanoparticles: mechanism and biological applications. Frontiers of Chemical Science and Engi-
neering 10 (4), 542-551.

Lemire J., Harrison J.J., Turner R.J. 2013. Antimicrobial activity of metals: mechanisms, molecular
targets and applications. Nature reviews. Microbiology 11 (6), 371-184.

Nawrotek P., Augustyniak A. 2015. Nanotechnologia w mikrobiologii — wybrane aspekty. Postegpy
Mikrobiologii 3, 275-282.

Shivaji S., Madhu S., Singh S. 2011. Extracellular synthesis of antibacterial silver nanoparticles using
psychrophilic bacteria. Process Biochemistry 46 (9), 1800-1807.

Wypij M., CzarneckaJ. Swiecimska M., Dahm H., Rai M., Golinska P. 2018. Synthesis, characterization
and evaluation of antimicrobial and cytotoxic activities of biogenic silver nanoparticles synthesized

from Streptomyces xinghaiensis OF1 strain. World Journal of Microbiology and Biotechnology 34
(2), 23.
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Zgodnie z zaleceniem Komisji Europejskiej nanomaterialami sa te materiaty, ktorych przy-
najmniej 1 wymiar miesci si¢ w granicach 1-100 nm. Materiaty takie charakteryzuja si¢ wysoka
reaktywnos$cig chemiczng, jak rowniez posiadaja unikatowe wilasciwosci magnetyczne, op-
tyczne i elektryczne, dzigki ktorym znajdujg szerokie zastosowanie praktyczne. Nanomaterialy
otrzymuje si¢ najczesciej na drodze chemicznej, fizycznej lub fizykochemicznej syntezy. Me-
tody te wymagaja zastosowania wyspecjalizowanej aparatury i wysokich naktadow finanso-
wych. Alternatywa jest produkcja nanomateriatu na drodze biotechnologicznej. Tak tez otrzy-
mywana jest celuloza bakteryjna (CB).

CELULOZA ROSLINNA CELULOZA BAKTERYJNA

Komarka bakteryjna:
celuloza produkowana
zewnatrzkomaérkowo

= Komorka roslinna:
celuloza w $cianie
komorkowej

Lignin CH;0H CH,0H CH;OH
Hemiceluloza o o
OH OH OH
] > o | ) o
v Y FIBRYLE
FIBRYLE OH OH
5-10 nm

0,2-0,5 ym

MIKROFIBRYLE

000060000 | } NANOFIBRYLE

Liniowy tancuch czasteczek D-glukozy

Ryec. 5.1. Porownanie celulozy roslinnej i bakteryjnej: pochodzenie i struktura

Celuloza jest najbardziej rozpowszechnionym 1 jednoczes$nie jednym z najbardziej uzytecz-
nych polimeréw na Ziemi. Wystgpuje ona w §cianie komorkowej roslin wyzszych wraz z sub-
stancjami podporowymi (ligniny, hemicelulazy, pektyny). W XIX w. odkryto jednak, ze pro-
ducentami celulozy moga by¢ rowniez niektore bakterie. Celuloza wytwarzana przez bakterie
jest chemicznym analogiem celulozy roslinnej (ryc. 5.1), czyli polisacharydem zbudowanym
z liniowych taficuchow f-1,4-glukanu tworzacych widkna. CB jest biopolimerem silnie uwod-
nionym, w 96% sktada si¢ z wody, pozostatg cz¢$¢ stanowiag cukry. W przeciwienstwie do ce-
lulozy roslinnej celuloza wytwarzana przez bakterie nalezy do wysoko krystalicznych celuloz,
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bogatych we frakcje la. Jest to szczegdlnie istotna cecha CB, majaca wplyw na jej wiasciwosci
mechaniczne 1 miedzyfazowe.

Proces biosyntezy tego polisacharydu prowadzony na drodze fermentacji obejmuje 2 etapy.
Etap pierwszy polega na polimeryzacji czasteczek glukozy w liniowy B-1,4-glukan, natomiast
etap drugi — na laczeniu i krystalizacji indywidualnych tancuchéw polimerowych w wigksze
struktury — nanofibryle, ktore nastgpnie agreguja w jeszcze wigksze struktury, tworzac tzw.
wstazki celulozowe — fibryle. Fibryle CB buduja uporzadkowang sie¢ o duzej powierzchni,
tworzac strukture w postaci rozleglej i wysoce porowatej matrycy. Powstata w ten sposdb wtok-
nista sie¢ CB przyjmuje w koncowym efekcie posta¢ wielowarstwowej, hydrozelowej mem-
brany (ryc. 5.2) o znacznej powierzchni wtasciwej 1 duzej porowatosci.

Wymiary syntetyzowanych przez bakterie widkien (nanofibryli) celulozy mieszcza si¢
w granicach nanometréw, co pozwala zaliczy¢ CB do nanomaterialow (z tego powodu inna,
powszechnie uzywang nazwa stosowang dla celulozy wytwarzanej przez bakterie jest bionano-
celuloza (BNC). Przekro6j poprzeczny nanofibryli CB wynosi 5-10 nm % 30-35 nm. Wtokna
CB sa 200-krotnie ciensze niz wtokna bawelny i wykazuja niezwykle duza powierzchnie.

B

T pozywka

hodowlana

\CB

Ryec. 5.2. Celuloza bakteryjna
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Celuloza bakteryjna dzigki unikatowej nanofibrylarnej strukturze odznacza si¢ licznymi
wlasciwosciami, ktore czynia z niej doskonaty bionanomateriat. Dzigki czystosci chemicznej
(brak lignin, pektyn i hemiceluloz w przeciwienstwie do celulozy roslinnej), wysokiej wytrzy-
malo$ci mechanicznej, duzemu stopniowi polimeryzacji, zdolnosci do pochtaniania i utrzymy-
wania wody, elastycznos$ci, wysokim zdolno$ciom adsorpcyjnym, krystalicznosci, biozgodno-
$ci oraz drobnej 1 smuktej budowie fibryli, a takze braku dziatania toksycznego, alergizujacego
i draznigcego — CB ma znacznie lepsze wlasciwosci niz celuloza roslinna i z tego powodu jest
szeroko stosowana zaré6wno w stanie mokrym, jak i suchym.

W przemysle CB moze by¢ wykorzystywana jako no$nik do unieruchamiania substancji
bioaktywnych, enzymdw, biatek czy mikroorganizmow o wysokim potencjale biotechnologicz-
nym. W przemysle papierniczym i tekstylnym CB moze stuzy¢ do wyrobu wytrzymatego pa-
pieru (takze papieru elektronicznego) oraz tkanin wysokiej jakosci. Wykorzystuje si¢ jg row-
niez jako membrany i akustyczne materialy filtracyjne. CB znajduje zastosowanie w maskach
uzywanych w przemysle kosmetycznym, a takze w przemysle spozywczym jako niskokalo-
ryczny dodatek do zywnosci, substancja stabilizujgca oraz material opakowaniowy. Jednak naj-
wigksze zainteresowanie wzbudza zastosowanie CB w medycynie regeneracyjnej 1 implanta-
cyjnej. Na bazie tego biopolimeru mozna produkowa¢ materialy kompozytowe do celéw me-
dycznych, wytwarza¢ implanty, stenty, sztuczne naczynia krwiono$ne czy rusztowania w inzZy-
nierii tkankowej. Wtasciwosci CB sprawiaja, ze jest ona réwniez dobrym materialem do wy-
twarzania opatrunkdéw oraz innych materialow sanitarnych (ryc. 5.3).

Przemyst
papierniczy

Przemyst
elektroniczny

Membrany
filtracyjne

Przemyst
widkienniczy

Przemyst
spozywczy

Rye. 5.3. Mozliwosci zastosowania CB w przemysle
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Cwiczenie 5.1
Izolacja bakterii produkujgcych celuloze bakteryjng

Cel
Izolacja bakterii produkujacych CB.

Wprowadzenie

Celuloza bakteryjna (CB) zostata po raz pierwszy opisana w 1886 r. przez Adriana Browna,
podczas pracy z Bacterium aceti. Od czasu jego odkrycia bakterii tej nadawano wiele nazw,
w tym Acetobacterium xylinum 1 Bacterium xylinodes. W p6zniejszym czasie bakteri¢ t¢ prze-
mianowano na Acetobacter xylinum, co zostalo jej oficjalng nazwa wedlug Migdzynarodowego
Kodeksu Nomenklatury Bakterii. Obecnie ta Gram-ujemna, bezwzglednie tlenowa bakteria jest
sklasyfikowana do gatunku Komagataeibacter xylinus.

Celuloza bakteryjna moze by¢ wytwarzana przez wiele innych bakterii, np. Agrobacterium
spp., Aerobacter spp. Achromobacter spp., Alcaligenes spp., Azotobacter spp., Rhizobium spp.,
Sarcina spp., Salmonella spp., Escherichia spp., Rhodobacter spp, Pseudomonas spp. Jednakze
tylko K. xylinus jest gatunkiem, ktory produkuje duze ilosci CB i tylko ta bakteria jest zdolna
produkowac¢ ten polimer w ilosciach przemystowych. Najczesciej przyjmuje si¢, ze ilos¢ CB
produkowana przez K. xylinus waha si¢ od 1,0 do 4,0% (w/v) pozywki fermentacyjne;j.

K. xylinus to bakterie fermentacji octowej, ktore naturalnie wystepuja w srodowisku i moga
by¢ izolowane z powierzchni owocow, kwiatéw oraz lisci licznych gatunkéw uprawnych
1 dziko rosnacych roslin, a takze ze sfermentowanej zywnos$ci (marynat owocowych 1 warzyw-
nych), wina, piwa czy octu. Bakterie te wytwarzaja CB z 2 powodoéw. Po pierwsze syntetyzuja
membrang, zeby utrzymac si¢ na powierzchni ciektych pozywek, gdzie maja swobodny dostep
do tlenu. Druga przyczyna jest ochrona przed szkodliwymi czynnikami §rodowiska (promie-
niowanie UV, niska wilgotnos$¢) — w tym przypadku CB pelni rolg biofilmu (ryc. 5.4).

Tlen uv °C
~ 7’ /
~ ’ rd
~ e rd
~ ’ 7
> ~ ’ ‘ ’ <
u » »
o\ o
Granica faz

| Komorki bakteryjne

powietrze — . ]
pozywka ‘ R4
hodowlana R \

Skiadniki odzywcze

Celuloza bakteryjna

Ryc. 5.4. Biosynteza CB w plynnej pozywce hodowlanej
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Materialy

Owoce 1 warzywa; jatowa sol fizjologiczna (0,85-proc. roztwor NaCl); ptynna pozywka He-
strin-Schramm (H-S); szalki Petriego ze statg pozywka H-S; skalpel; glaszczki; jalowe wyma-
zo6wki; probowki z filtrem o porach $rednicy 0,22 um; probowki typu Eppendorf; statywy na
probowki; pipety; tipsy; waga analityczna; naczynka wagowe; komora laminarna; inkubator.

Izolacja K.xylinus

Obraz mikroskopowy
bakterii K.xylinus

Testy biochemiczne

Wymaz z powierzchni Skrining w celu wyizolowania
warzyw/owocow mikroorganizméw produkujgcych
celuloze

Ryec. 5.5. Izolacja i identyfikacja bakterii produkujacych CB

Przebieg ¢wiczenia
Izolacja szczepow produkujgcych CB
1. W pierwszym etapie jalowa wymazowka pobra¢ materiat z powierzchni owocoéw (np.
jabtko, banan, gruszka, $liwka, wisnie) oraz warzyw (np. pomidor, ogorek, papryka)
(ryc. 5.5).
2. Pobrany materiat zawiesi¢ w 10 ml soli fizjologicznej. Wykona¢ szereg rozcienczen dzie-
sietnych:
e do probéwki nr 1 zawierajacej 900 pul soli fizjologicznej przenies¢ pipeta 100 pl zawie-
siny wyjsciowej, dokladnie wymiesza¢. W ten sposdb otrzymuje si¢ rozcienczenie
1 : 10, oznaczane jako 1;
e zprobowki nr 1 przenies¢ 100 ul do kolejnej probowki zawierajacej 900 ul soli fizjolo-
gicznej. W ten sposob otrzymuje si¢ rozcienczenie 1 : 100, czyli 2;
e czynnos$¢ powtorzy¢ do uzyskania rozcienczenia 4 (ryc. 5.6).



66 Karol Fijatkowski, Anna Zywicka, Daria Ciecholewska-Jusko

! 100 pl

zawiesiny
wyjsciowej _
'1DI'J|,1I 100 pl 100
1] .2'. (3 4
Zawieszenie pobranego W
materiatu w 10 ml soli e ] ]
fizjologicznej 900 ul soli fizjologicznej

Ryec. 5.6. Schemat przygotowania rozcienczen dziesigtnych

3. Uzyskane rozcienczenia wysia¢ w objetosci 100 ul na pozywke statag H-S z dodatkiem se-
lektywnych inhibitoréw, w celu ograniczenia wzrostu niepozadanych mikroorganizmow
jak np. grzyby.

4. Posiany material doktadnie rozprowadzi¢ jatowa glaszczka po powierzchni pozywki.

5. W drugim etapie, uzywajac skalpela, odkroi¢ ok. 1 g skorki owocu/warzywa (z jak naj-
mniejszg ilo$cig migzszu), przenies¢ do proboéwki zawierajacej 20 ml pltynnej pozywki H-S
z dodatkiem selektywnych inhibitorow i doktadnie wymiesza¢. Procedure wykona¢ pod ko-
mora laminarng.

6. Plytki oraz probowki opisa¢ markerem (nr rozcienczenia; data, imi¢ i nazwisko, nr grupy).

7. Plytki oraz probowki inkubowac¢ w temp. 28-30°C przez 7 dni.

Cwiczenie 5.2
Identyfikacja i charakterystyka bakterii produkujgcych celuloze

Cel

1. Identyfikacja i charakterystyka bakterii produkujacych CB.

2. Wyizolowanie czystych kultur bakterii produkujacych CB z mieszanych hodowli mikroor-
ganizmow.

Wprowadzenie

W 1886 1. chemik pochodzacy z Wielkiej Brytanii, Adrian Brown, odnotowal, iz w galareto-
watej btonce utworzonej po fermentacji octowej, ktorg przeprowadzajg bakterie Bacterium xy-
linum, kluczowym skladnikiem jest wlasnie celuloza. Miedzy innymi dzigki temu odkryciu
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bakterie kwasu octowego staty si¢ organizmem modelowym shuzacym do badan nad synteza
celulozy oraz jej funkcji.

Bakterie produkujace celuloze bakteryjna (CB) to Gram-ujemne, katalazo-, ureazo- i ok-
sydazododatnie, niepatogenne paleczki o wymiarach ok. 0,5 pm $rednicy i 1-1,5 pm dlugo-
$ci. Na pozywce stalej wzrastaja w postaci drobnych, lekko wypuktych, mlecznych kolonii
o regularnym ksztalcie (ryc. 5.7). Komorki tej bakterii wystepuja pojedynczo, w parach lub
tworzg tancuszki, moga rowniez wykazywac zdolnos$¢ do ruchu, co wedlug ostatnich doniesien
moze mie¢ bezposredni zwigzek z procesem wytwarzania CB. Bakterie zdolne do wytwarzania
celulozy wyposazone sa w enzym — syntaze celulozowa, ktory katalizuje reakcje polimeryzacji
czasteczek glukozy, zawartych w pozywce hodowlanej, w liniowy polisacharyd — B-1,4 glukan
gromadzacy si¢ poza komorka. Z takich tancuchow glukanowych, taczacych si¢ w procesie
krystalizacji w nanofibryle, zbudowana jest struktura CB. Dzigki celulozie bakterie unoszg si¢
na powierzchni cieczy (np. pozywki hodowlanej), co pozwala im z jednej strony na dostep do
tlenu z powietrza, a z drugiej do substancji odzywczych z pozywki, a ponadto zabezpiecza je
przed szkodliwym promieniowaniem UV (ryc. 5.4).

Rye. 5.7. K. xylinus na pozywce stalej i w obrazie mikroskopowym (barwienie Grama,
powickszenie 1000 x)

Materialy

Jatowa sol fizjologiczna (0,85-proc. roztwor NaCl); zestaw odczynnikow do barwienia metoda
Grama; 3-proc. roztwor H202; paski testowe na oksydaze; paski testowe na ureazg; szalki Pe-
triego ze stala pozywka Hestrin-Schramm (H-S); szalki Petriego z potptynna pozywka H-S;
szalki Petriego ze stala pozywka z mocznikiem i czerwienig fenolowa; lupa; pipety; tipsy;
szkietka podstawowe; ezy mikrobiologiczne; pgsety; waga analityczna; naczynka wagowe;
densytometr; transiluminator UV; inkubator.

Mikroorganizmy
Hodowle mieszane mikroorganizméw produkujacych celuloz¢ wyizolowanych z powierzchni
owocow 1 warzyw. Hodowle szczepow wzorcowych K. xylinus.

Przebieg ¢wiczenia
1. Analiza morfologii kolonii bakteryjnej:
e Dokona¢ analizy morfologii kolonii bakterii wyizolowanych z powierzchni owocow
1 warzyw wyrostych na pozywce stalej H-S. Okresli¢ ksztatt, kolor, profil oraz brzeg



68 Karol Fijatkowski, Anna Zywicka, Daria Ciecholewska-Jusko
kolonii. Wyniki uzyskane dla analizowanych izolatéw poréwnac ze szczepami wzorco-
wymi.

2. Analiza morfologii komorki bakteryjne;j:

e Przygotowaé preparaty mikroskopowe barwione metoda Grama (zob. s. 70) w celu
oceny morfologii komorki wyizolowanych szczepow. Nalezy wzia¢ pod uwage tylko
kolonie o morfologii zblizonej do szczepéw wzorcowych K. xylinus. Okresli¢ ksztatt,
sposob ulozenia komorek i reakcje na barwienie metoda Grama. Wyniki uzyskane dla
analizowanych izolatow poréwnac ze szczepami wzorcowymi.

Analiza wtasciwosci biochemicznych wytypowanych kolonii bakteryjnych:

e Wykona¢ test wykrywajacy oksydaze cytochromowa — na pasek reakcyjny nanies$¢ eza
analizowang koloni¢ — dodatni wynik testu to zabarwienie paska na kolor ciemnobrg-
zowy lub fioletowy, wynik ujemny — brak zmiany zabarwienia.

e Wykona¢ test na obecno$¢ katalazy — na szkietko podstawowe nanies¢ krople 3-proc.
roztworu H20O2 1 zawiesi¢ w niej pobrang koloni¢, pojawienie si¢ pecherzykow gazu
wskazuje na obecnos$¢ katalazy.

e Wykona¢ test na obecno$¢ ureazy — na paski testowe nanie$¢ eza analizowang kolonie
— dodatni wynik testu to zabarwienie paska na kolor czerwony, wynik ujemny — brak
zmiany zabarwienia. Dodatkowo bakterie przesia¢ na pozywke z mocznikiem i czer-
wienig fenolowg; zmiana barwy pozywki z z6ltej na rézowoczerwong §wiadczy o wy-
twarzaniu ureazy przez bakterie.

e Wyniki uzyskane dla analizowanych izolatow porownac ze szczepami wzorcowymi.

Na podstawie uzyskanych wynikow wytypowac bakterie nalezace do rodzaju Komagatae-

ibacter spp., a nastgpnie przesia¢ je redukcyjnie na pozywke statg H-S (ryc. 5.8). Ptytki

inkubowa¢ w temp. 28-30°C przez 7 dni.

Obszar
uzyskania
pojedynczych
kolonii

Ryec. 5.8. Schemat wykonania posiewu redukcyjnego

e Po inkubacji ptytki zala¢ 10 ml soli fizjologicznej 1 inkubowa¢ przez 30 minut.

e Widoczna galaretowata otoczka wokoét kolonii §wiadezy o zdolno$ci wyizolowanych
bakterii do produkcji CB.

e Aby lepiej uwidoczni¢ CB wokot kolonii, z plytki nalezy usuna¢ sdl fizjologiczng i za-
la¢ 10 ml roztworu barwnika fluorescencyjnego (0,02% w/v, Fluorescent Brightener
28), ktéry wykazuje powinowactwo do biosyntetyzowanej celulozy.

e C(eluloza produkowana przez bakterie wykazuje fluorescencj¢ w trakcie obserwacji
w $wietle UV (ryc. 5.9).

Analiza ruchliwosci bakterii K. xylinus:

e Przygotowac zawiesing wyizolowanych bakterii zaklasyfikowanych do rodzaju Koma-
gataeibacter spp. o gestosci 0,5 w skali McFarlanda, co w przyblizeniu odpowiada
1,5 x 108 CFU/ml.
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e (Ggestos¢ zawiesiny oznaczy¢, wykorzystujac densytometr.

e Zaszczepi¢ pozywki polptynne H-S zawierajace 0,6% agaru oraz 2% celulazy, poprzez
naniesienie 5 pl hodowli punktowo na ptytke.

e Inkubowa¢ w temp. 28-30°C przez 7 dni.

e Po 7 dniach zmierzy¢ $rednice skupisk kolonii bakteryjnych (ryc. 5.10). Wyniki zinter-
pretowaé wedlug ponizszego schematu:

Srednica skupisk kolonii bakteryjnych Ruchliwo$¢
0,5cm> +
0,6-0,8 cm ++
0,9-1,1 cm ++
1,2cm < ++++

Ruchliwo$é: + staba; ++ $rednia; +++ dobra; ++++ bardzo dobra

6. W przypadku hodowli w pozywce ptynnej (¢w. 5.1 Izolacja szczepow produkujgcych CB,
pkt 5), jesli pojawila si¢ membrana celulozowa, nalezy j3 usungé za pomocg pesety z pro-
bowki i zwazy¢ na wadze analitycznej w celu wstepnego oszacowania produktywnosci wyi-
zolowanego szczepu.

Skupiska kolonii
bakteryjnych

' w podiozu
potptynnym

Ryec. 5.10. Skupiska kolonii bakteryjnych réznych szczepow K. xylinus na podtozu poiptynnym H-S
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Barwienie metodg Grama

utrwalone preparaty umiesci¢ w kuwecie do barwienia i zala¢ roztworem fioletu krysta-
licznego na 20 sekund;

delikatnie zmy¢ barwnik wodg destylowana;

zala¢ preparaty ptynem Lugola i pozostawi¢ na 20 sekund;

zla¢ ptyn Lugola;

odbarwiaé preparaty acetonem (lub 96-proc. etanolem) przez ok. 10-20 sekund, do mo-
mentu, az przestanie wyplywac barwnik;

niezwlocznie sptukac preparaty wodg destylowana;

zala¢ preparaty safraning na 1 minute;

dobrze sptuka¢ preparaty woda destylowana i wysuszy¢ na powietrzu.

Wyniki

1. Uzyskane wyniki wpisa¢ do tabeli 5.1.

2. Na podstawie uzyskanych wynikéw oraz poczynionych obserwacji wytypowac bakterie na-
lezace do rodzaju Komagataeibacter spp.

3. Zamiesci¢ zdjecia kolonii oraz preparatdéw mikroskopowych wyizolowanych bakterii.

Tabela 5.1. Charakterystyka wyizolowanych mikroorganizmow

Analizowane parametry

Wyizolowane mikroorganizmy

1 2 3 4

Morfologia kolonii
(ksztalt, kolor, profil,
brzeg kolonii,
fluorescencja

w $wietle UV)

Morfologia komorki
(ksztalt, sposob
utozenia komorek)

Gram +/—

Test na katalazg

Test na oksydaze

Test na ureaze

Ruchliwosé

CB

Zdolnos¢ do produkcji

[lo$¢ produkowanej CB

Cwiczenie 5.3
Metody wytwarzania celulozy bakteryjnej

Cel

1. Przygotowanie inokulum komorek K. xylinus.
2. Ocena efektywnosci produkcji i wlasciwosci CB w zalezno$ci od metody i parametréw ho-
dowli oraz zastosowanego szczepu K. xylinus.
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Wprowadzenie

Wydajnos¢ i1 oplacalnosé¢ produkceji oraz wlasciwosci CB uzaleznione s od warunkéw hodow-
lanych, w tym przede wszystkim od: temperatury, pH, napowietrzania, parametréw mie-
szania, od szczepu K. xylinus oraz dlugosci i sposobu prowadzenia hodowli.

Jedng z powszechnie stosowanych metod hodowli przy produkcji CB sa hodowle
powierzchniowe, w trakcie ktorych wytwarzanie polimeru odbywa si¢ na duzych po-
wierzchniach pozywek stalych badz ptynnych (ryc. 5.11). Ten rodzaj hodowli bakterii
stosowany jest przede wszystkim w celu uzyskania CB w formie ptaskiej i elastycznej
membrany o jednorodnej strukturze i zdefiniowanej grubosci. W skali laboratoryjnej ten
rodzaj produkcji przeprowadzany jest w naczyniach zapewniajacych duzg powierzchnig
swobodng pozywki hodowlanej/produkcyjnej. Powszechnie stosowanymi naczyniami za-
pewniajacymi powyzsze warunki sg ptytki Petriego, kolby oraz zlewki. Na skale przemy-
stowa produkcje metodami statycznymi przeprowadza si¢ w wielolitrowych tacach, ku-
wetach 1 wannach ociekowych wypetnionych pozywka, na powierzchni ktorej formuje si¢
membrana celulozowa (ryc. 5.12). Innym wariantem hodowli w warunkach statycznych
s3 hodowle okresowe z wykorzystaniem wielolitrowych fermentorow. W tego typu ho-
dowli, okreslanej terminem hodowli wsadowej, nastepuje okresowe uzupelnianie §wiezej
pozywki oraz okresowe pobieranie wytworzonej CB z powierzchni pozywki hodowlane;.
Kolejnym przykladem hodowli statycznej sa hodowle kultur bakteryjnych prowadzone
w tzw. reaktorach aerozolowych. W tego typu reaktorach sktadniki odzywcze dla komo-
rek bakteryjnych sg natryskiwane w kierunku prostopadtym do ptaskiej powierzchni prze-
suwajacej si¢ tasmy, na ktdrej nastepuje formowanie si¢ blony celulozowej. W przypadku
produkcji CB statycznymi metodami powierzchniowymi intensywno$¢ syntezy tego poli-
meru jest istotnie ograniczona iloscig tlenu docierajagcego do powierzchni pozywki.

Odmiennym sposobem produkcji jest wytwarzanie CB w warunkach hodowli wytrza-
sanych (ryc. 5.11). Prowadzenie hodowli metodg wytrzagsang ma na celu wprowadzenie
do pozywki dodatkowych ilo$ci powietrza. Napowietrzenie jest jednym z gtownych za-
biegdw technologicznych majacych na celu poprawe wydajnosci produkcji CB. W warun-
kach hodowli wytrzasanych, w ktoérych wykorzystywane sg pozywki ciekle, bakterie wy-
twarzajag CB w postaci kulek o widknistych nieregularnych brzegach. Produkcj¢ CB me-
toda wytrzasang prowadzi si¢ zazwyczaj w szklanych kolbach stozkowych (np. Erlenmey-
era), ktore umieszczone sg w inkubatorach z wytrzasaniem. Tego typu hodowle prowadzi
si¢ zazwyczaj przy 10-50-proc. wypetnieniu kolb pozywka hodowlang, najczesciej przy
szybkosci obrotowej od 100-200 obrotow/min. oraz w zakresie temperatur 28—30°C
w czasie 72—150 godz. Poprzez zmian¢ kazdego z tych parametréw mozna wptywac na
przebieg produkcji CB oraz dostosowywaé warunki biosyntezy do konkretnego rodzaju
bakterii, jak rowniez do wtasciwosci i planowanych do uzyskania cech fizykochemicz-
nych wytwarzanego biomateriatu.

Kolejnym powszechnie stosowanym rodzajem hodowli bakterii produkujacych CB sa
hodowle wglebne, prowadzone w bioreaktorach mikrobiologicznych z wykorzystaniem
ptynnych pozywek hodowlanych (ryc. 5.13). Hodowle w bioreaktorach przeprowadzane
sa w celu osiggnigcia wigkszej wydajnosci procesu biosyntezy. Proces syntezy CB mozna
realizowa¢ w aparatach wyposazonych w mieszadlo mechaniczne lub w kolumnach
typu air-lift, w ktorych cyrkulacja pozywki hodowlanej wymuszona jest przeplywem po-
wietrza (ryc. 5.14). Znane sg rowniez metody wytwarzania tego biopolimeru z wykorzy-
staniem bioreaktorow przepltywowych, dyskowych oraz wspomaganych polem magne-
tycznym. Wybor metody hodowli jest Scisle powigzany z dalszym przeznaczeniem CB.
Nalezy jednak pamigta¢, ze nieprawidlowo dobrane parametry mieszania i/lub napowie-
trzania moga prowadzi¢ do powstawania mutantoéw nieprodukujacych celulozy (Cel").
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HODOWLA STACJONARNA HODOWLA WYTRZASANA

Membrana ztoZzona z kolejnych Mozliwosé kontroli Srednicy sfer celulozowych
warstw CB poprzez dostosowanie szybkosci obrotéw inkubatora

Ryec. 5.11. Biosynteza CB w hodowli stacjonarnej i wytrzasanej
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Ryec. 5.12. Inkubator do produkcji CB w hodowli stacjonarne;j
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Ryec. 5.13. Bioreaktor do produkcji CB w hodowli napowietrzanej
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Ryec. 5.14. Bioreaktor typu air-lift do potprzemystowej produkcji CB
Materialy

Plynna pozywka Hestrin-Schramm (H-S); probowki z filtrem o porach srednicy 0,22 pm; sta-
tywy na probowki; kolby Erlenmeyera; naczynia fermentacyjne; cylindry miarowe; pipety;
tipsy; pH-metr; suwmiarka; miernik grubo$ci; waga analityczna; naczynka wagowe; inkubator;
inkubator z wytrzasaniem; densytometr; taznia wodna; komora laminarna.

Mikroorganizmy
Szczepy wzorcowe K. xylinus.
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Przebieg ¢wiczenia

Przygotowanie inokulum

1. Plynna pozywke H-S nalezy zaszczepi¢, pobierajac 1 koloni¢ bakteryjng z pozywki state;j,
10 pl z bulionu glicerolowego lub 1 koralik z mikrobanku, w zalezno$ci od metody prze-
chowywania drobnoustrojow, jaka stosuje si¢ w laboratorium.

2. Tak przygotowang hodowle nalezy prowadzi¢ w warunkach stacjonarnych lub mieszanych
w temp. 28-30°C, przez 4-20 dni, przy pH pozywki 6, w pojemnikach szklanych, plastiko-
wych badZz metalowych (wykonanych ze stali nierdzewnej) wyposazonych w pokrywki
umozliwiajace dostgp powietrza, np. posiadajacych filtry membranowe o porach $rednicy
0,22 pm.

3. Po okresie inkubacji nalezy energicznie wytrzasa¢ hodowle przez 5 min w celu uwolnienia
do pozywki komorek bakteryjnych z utworzonej blony celulozowe;.

4. Nalezy uzyska¢ zawiesing o gestosci 0,5 w skali McFarlanda, co w przyblizeniu odpowiada
1,5 x 108 CFU/ml.

5. Gesto$¢ zawiesiny nalezy oznaczy¢, wykorzystujac densytometr.

Produkcja CB w hodowli stacjonarnej w zaleznosci od objetosci inokulum

1. Naczynia hodowlane (probowki) uzupetni¢ 20 ml wysterylizowanej ptynnej pozywki H-S.

2. Zaszczepi¢ pozywke, stosujac wezesniej przygotowane inokulum wybranego wzorcowego
szczepu K. xylinus w objetosci 0,5% v/v, 1% v/v, 2% v/v, 5% v/v, 10% v/v, 20% v/v.

3. Probowki opisa¢ markerem (data, imi¢ i nazwisko, nr grupy).

4. Probowki inkubowac przez 7 dni w temp. 28—30°C.

5. Po inkubacji nalezy zwazy¢ mokra CB na wadze analitycznej, zmierzy¢ jej grubo$¢ suw-
miarkg oraz zmierzy¢ pH pozywki.

6. Mokra CB nalezy 3-krotnie przeptuka¢ w wodzie destylowanej, a nast¢gpnie umiesci¢ na folii
teflonowej 1 wysuszy¢ w suszarce laboratoryjnej w temp. 60°C.

7. Po wysuszeniu okresli¢ wage suchej CB na wadze analitycznej oraz zmierzy¢ jej grubosc,
wykorzystujac w tym celu miernik grubosci.

Produkcja CB w hodowli stacjonarnej w zaleznosci od szczepu K. xylinus

1. Naczynia hodowlane (probowki) uzupetni¢ 20 ml wysterylizowanej ptynnej pozywki H-S.

2. Zaszczepi¢ pozywke, stosujac wezesniej przygotowane inokulum wybranych wzorcowych

szczepow K. xylinus w objetosci 1% v/v.

3. Probowki opisa¢ markerem (data, imi¢ 1 nazwisko, nr grupy).

4. Probowki inkubowac¢ przez 7 dni w temp. 28-30°C.

5. Po inkubacji nalezy okresli¢ grubos$¢, wage mokrej i suchej CB oraz zmierzy¢ pH pozywki,
jak opisano w pkt 5—7 Produkcja CB w hodowli stacjonarnej w zaleznosci od objetosci ino-
kulum.

Produkcja CB w hodowli wytrzgsanej w zaleznosci od predkosci mieszania

1. Naczynia hodowlane (kolby Erlenmeyera) uzupetni¢ 20 ml wysterylizowanej ptynnej po-
zywki H-S.

2. Zaszczepi¢ pozywke, stosujac wezesniej przygotowane inokulum wybranego wzorcowego
szczepu K. xylinus w objetosci 1% v/v.

3. Kolby opisa¢ markerem (data, imi¢ i nazwisko, nr grupy).

4. Kolby inkubowa¢ przez 4 dni w temp. 28-30°C w cieplarce z wytrzasaniem przy predkosci
100, 150 1 200 RPM (ang. revolutions per minute; obroty na minutg).

5. Po inkubacji nalezy okresli¢ wage mokrej i suchej CB oraz zmierzy¢ pH pozywki, jak opi-
sano w pkt. 5—7 Produkcja CB w hodowli stacjonarnej w zaleznosci od objetosci inokulum.
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Produkcja CB w hodowli napowietrzanej w zaleznosci od przeptywu powietrza

1. Naczynia fermentacyjne do hodowli napowietrzanej (ryc. 5.13) uzupeié 1 1 wysterylizo-
wanej pltynnej pozywki H-S.

2. Zaszczepi¢ pozywke, stosujac wezesniej przygotowane inokulum wybranego wzorcowego
szczepu K. xylinus w objetosci 1% v/v.

3. Naczynia hodowlane inkubowa¢ przez 5 dni w fazni wodnej w temp. 28-30°C z napowie-
trzaniem 0,1 oraz 1 vvm (szybko$¢ napowietrzania wyrazona w litrach powietrza na min na
litr naczynia hodowlanego [l / min x 1]).

4. Po inkubacji nalezy okres$li¢ wage mokrej i suchej CB oraz zmierzy¢ pH pozywki, jak opi-
sano w pkt 5—7 Produkcja CB w hodowli stacjonarnej w zaleznosci od objetosci inokulum.

Wyniki

1. Uzyskane wyniki wpisa¢ do tabel 5.2-5.5.

2. Na podstawie wynikéw oceni¢ 1 poréwnaé efektywnos$¢ produkeji CB (g suchej masy na
1 pozywki) w zaleznosci od ilo$ci inokulum, szczepu K. xylinus, szybko$ci mieszania, prze-
pltywu powietrza oraz rodzaju hodowli.

3. Poréwnac jakos¢ CB uzyskanej z hodowli stacjonarnej, wytrzgsanej i napowietrzane;.

4. Wykona¢ zdjecia CB uzyskanej w hodowli stacjonarnej, wytrzasanej i napowietrzane;.

Tabela 5.2. Wyniki uzyskane dla procesu prowadzonego w hodowli stacjonarnej
w zalezno$ci od objetosci inokulum

Objetos¢ inokulum (% v/v)
0,5 1 2 5 10 20

Analizowane parametry

Mokra CB (g)

Grubos¢ CB (mm)

Sucha CB (mg)

pH pozywki

Efektywnos¢ procesu (g/1)

Tabela 5.3. Wyniki uzyskane dla procesu prowadzonego w hodowli stacjonarnej
w zalezno$ci szczepu K. xylinus

Szczep K. xylinus
1 2 3 4 5 6

Analizowane parametry

Mokra CB (g)

Grubo$¢ CB (mm)

Sucha CB (mg)

pH pozywki

Efektywnos¢ procesu (g/1)

Tabela 5.4. Wyniki uzyskane dla procesu prowadzonego w hodowli wytrzasanej
w zalezno$ci od predkosci mieszania

Predko$¢ mieszania (RPM)
100 150 200

Analizowane parametry

Mokra CB (g)

Sucha CB (mg)

pH pozywki

Efektywnos¢ procesu (g/1)
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Tabela 5.5. Wyniki uzyskane dla procesu prowadzonego w hodowli napowietrzanej w zalez-
nosci od przeplywu powietrza

Przeptyw powietrza (vvim)
0,1 1

Analizowane parametry

Mokra CB (g)

Sucha CB (mg)

pH pozywki

Efektywnos$¢ procesu (g/1)

Whioski

Cwiczenie 5.4
Optymalizacja sktadu pozywki do produkcji celulozy bakteryjnej

Cel
Ocena efektywnosci produkcji CB w zaleznosci od rodzaju 1 sktadu pozywki hodowlane;.

Wprowadzenie

Ukierunkowana manipulacja warunkami, w ktoérych prowadzona jest hodowla K. xylinus,
umozliwia uzyskanie biomaterialu o odmienionych wtasciwosciach fizykochemicznych. Mo-
dyfikacjom moze podlega¢ rowniez sktad pozywki hodowlanej lub/i pozywki produkcyjne;.
Pozywki stosowane w mikrobiologicznych procesach wytwarzania mogg by¢ zdefiniowane
chemicznie, co oznacza, ze tworzg je substraty o znanych stezeniach. Pozywki niezdefiniowane
sktadaja si¢ z komponentéw pochodzenia naturalnego o nieznanym st¢zeniu. Proces wytwarza-
nia CB przeprowadza si¢ najczesciej z uzyciem pozywek zawierajacych takie sktadniki jak cu-
kier (glukoza, fruktoza, sacharoza, mannitol) jako zrédto wegla, zwiagzki kompleksowe zawie-
rajace azot oraz zrodta witamin takie jak ekstrakt drozdzowy czy pepton. Dowiedziono, Ze ro-
dzaj uzytych sktadnikow pozywek determinuje efektywnos¢ procesu biosyntezy CB, poniewaz
zwykle preferencje dotyczace tych komponentow zaleza od konkretnych szczepéw producenc-
kich. Potwierdzono réwniez, ze stopien polimeryzacji CB jest w duzym stopniu zalezny od
odczynu srodowiska hodowlanego, w jakim nastgpuje namnazanie bakterii 1 jej synteza. Ob-
serwacja ta ma istotne znaczenie dla procesu wytwarzania CB o okre§lonych wlasciwosciach
wytrzymatosciowych. Wykazano takze, ze wytrzymato$¢ mechaniczna CB wzrasta wraz z ob-
nizeniem odczynu. Zwigzane jest to z obnizong aktywnoscia w zakresie pH 4-4,5 bakteryjnych
enzymow hydrolitycznych (takich jak celulazy), ktére zmniejszaja stopien polimeryzacji CB
poprzez jej rozktad na celobioze (dimer glukozy) i celotrioze (3-glukozowa celulodekstryng),
a nastepnie na pojedyncze czasteczki glukozy.

Standardowa pozywka, zdefiniowang chemicznie i uzywang do hodowli mikroorganizméw syn-
tetyzujacych celulozg, jest Hestrin-Schramm (H-S), zawierajgca w swoim sktadzie glukoze (2% w/v),
ekstrakt drozdzowy (0,5% w/v), pepton bakteryjny (0,5% w/v), kwas cytrynowy (0,115% w/v),
NaxHPOu4 (0,27% w/v), MgSO4-H20 (0,05% w/v). Nie jest to jednak jedyna dostgpna komercyjnie
pozywka. Wyrdznia si¢ rowniez pozywke HSA, zawierajace w swoim skladzie kwas askorbinowy,
pozywke Hassid-Barker (HB), pozywki YPD, GYB, AHS, Yamanaka, Zhou, Son, Park, M1A0O5P5,
CSL z fruktoza, pozywke fermentacyjng FM, buforowang octanem (AB) i inne (tab. 5.6).
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Nalezy pamigtac, ze rodzaj i sktad pozywki powinien zosta¢ indywidualnie zoptymalizo-
wany w zalezno$ci od szczepu K. xylinus, warunkow prowadzonego procesu i przeznaczenia
uzyskanego biomateriatu.

Tabela 5.6. Kompozycja komercyjnych pozywek dla bakterii produkujacych CB

Typ Sktadniki
pozywki
glukoza ekstrakt
AB (20-60 | drozdzowy ‘(’gptf’f)l (05217{;1;% %H B c;g - -
ekstrakt A
AHS glukoza drozdzowy etanol K,HPO4 |MgSOs-7H,0O B B
(50 g/l (20 g/1) 2 g (0,73 g/1)
(4gh
hug CaCly-
fruktoza . (NH4)2SO04( KoHPO4 MgSO,  7H,0 | FeSO4- 7TH,0O
CSL kukurydziany 2H,O
(40 g/1) (20 ml/l) 3,3¢g/ (1gh (0,25 g/l (0,0036 g/1) (0.0147 g/l)
glukoza ekgtrakt pepton NaCl
M (15g1) | iesny (5 g/l) (5 o/l) - -
g 3 g/l) g g
GYB glukoza d:okzsérzikvtv - - - -
(20 g/l) (5 o/ Y
sacharoza ekstrakt (NH4)2S04 K,HPO4 MgSOy4 CaS0y4
HB (100 g/1) | drozdzowy (8,25 g/) 5 gh 2 g/ 2,5 g/
2.5¢gM
glukoza ek.str-akt pepton Na;HPO4 kwas
H-S 20 g/l) drozdzowy (5 g/ .7 o) cytrynowy
(5gh ’ (1,115 g/
HSA glukoza dfol(zscirzez)lif/y pepton Na,HPO, - tllf:/:i)swy Wit. C
(20 g/1) (5 o/l) G gh (2,7 g/) (1115 /i) G gh
ekstrakt
glukoza A pepton CH;COOH etanol B B
MIAOSPS |1 gy | drozdzowy |’y | (s mily | (1,5 md)
(10 g/1)
glukoza ek'str.akt pepton CH;COOH kwas
Park (10 /1) drozdzowy (10 g/l) (1,5 mi/l) bursztynowy - -
(7gL) ' 2gh
Son glukoza (NH4)2S04 K,HPO4 N?zzPPIIP84' MgSO4-7H,0 etanol nikotynamid
(15 g/ 2 gh 3B g 3 g/zl) (0,8 g/l (6 ml/l) (0,0005 g/
kstrakt
Vamanaka | S3charoza dfozsdtrzao oy | (NH.:SOs | KaHPO; | MgSO4 TH,0 - -
(50 g/1) (5 o/l) y Seh 3 gl (0,05 g/l
(20 g/1) (5 o/l) G gh
glukoza sacharoza (NH4)2S04 tug k}l_ K,HPO MgSO4 7TH,0
Zhou (18 g/l) @1 g/l 4oy | Kurydziany @ g/ (0,4 g/l)
(20 g/ ’
Materialy

Glukoza; sacharoza; skrobia; glicerol; pepton; woda destylowana; probéwki z filtrem o porach
$rednicy 0,22 um; statywy na probdwki; butelki; cylindry miarowe; pipety; tipsy; suwmiarka;
miernik grubosci; waga analityczna; naczynka wagowe; densytometr; pH-metr; komora lami-
narna; inkubator.
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Przebieg ¢wiczenia
Przygotowanie pozywek hodowlanych

1.

2.

3.

4.

Nawazy¢ 20 g glukozy, sacharozy, skrobi lub glicerolu (zrodto wegla) oraz 10 g peptonu
(zrodio azotu) 1 wsypac do szklanych butelek. Kazda pozywka powinna zawiera¢ w swoim
sktadzie inne zrédto wegla oraz pepton jako zrodto azotu.

Do szklanych butelek doda¢ 1 1 wody destylowanej (ilos¢ wody odmierzy¢, wykorzystujac
cylinder miarowy). Wszystkie sktadniki doktadnie wymieszac.

Po rozpuszczeniu wszystkich sktadnikéw zmierzy¢ pH pozywek i doprowadzi¢ za pomoca
NaOH lub HCI do wartosci 6.

Wysterylizowa¢ pozywki w autoklawie przez 20 minut w temp. 121°C.

Zatozenie hodowli

1.

2.

93]

Do probowek doda¢ 20 ml plynnej pozywki hodowlanej, w ktérej zrédtem wegla jest glu-
koza, sacharoza, skrobia lub glicerol.

Przygotowac¢ inokulum wybranego wzorcowego szczepu K. xylinus wedhug instrukcji w ¢w.
5.3 Przygotowanie inokulum.

Wysterylizowang ptynna pozywke hodowlang nalezy zaszczepié przygotowanym inokulum
w objetosci 1% v/v.

Probowki opisa¢ markerem (data, imi¢ i nazwisko, nr grupy).

Probowki inkubowac¢ przez 7 dni w temp. 28-30°C.

Po inkubacji nalezy okresli¢ grubo$¢, wage mokrej i suchej CB oraz zmierzy¢ pH pozywki,
jak opisano w ¢w. 5.3 Produkcja CB w hodowli stacjonarnej w zaleznosci od objetosci ino-
kulum, pkt 5-7.

Wyniki

1.
2.

3.

Uzyskane wyniki wpisa¢ do tabeli 5.7.

Na podstawie wynikdéw oceni¢ 1 porownaé efektywnos¢ produkcji CB (gram suchej masy
na litr pozywki) w zaleznosci od sktadu pozywki.

Wykona¢ zdjecia CB uzyskanej w hodowli stacjonarnej z wykorzystaniem pozywek ho-
dowlanych o réznym skladzie.

Tabela 5.7. Wyniki uzyskane dla procesu prowadzonego w hodowli stacjonarne;j
z wykorzystaniem pozywek hodowlanych o r6znym sktadzie

Analizowane parametry

Zrédlo wegla

glukoza sacharoza skrobia glicerol

Waga mokrej CB (g)

Grubos$¢ CB (mm)

Waga suchej CB (mg)

pH pozywki

Efektywnos¢ procesu (g/1)

Whioski
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Cwiczenie 5.5
Biosynteza celulozy bakteryjnej z wykorzystaniem surowcow naturalnych, w tym produktow
odpadowych przemystu rolno-spozywczego

Cel

1. Przygotowanie petnowartosciowej pozywki hodowlanej z zastosowaniem surowcoéw natu-
ralnych.

2. Przeprowadzanie procesu produkcji CB na drodze hodowli stacjonarnej z zastosowaniem
pozywki na bazie surowcoé6w naturalnych.

3. Pordéwnanie efektywnosci procesu produkcji CB uzyskanej w hodowlach prowadzo-
nych z wykorzystaniem pozywki na bazie surowcow naturalnych oraz komercyjne;j
pozywki H-S.

Wprowadzenie

Niezwykle duzy potencjat aplikacyjny CB, determinowany przez jej unikatowe wilasciwosci,
wigze si¢ z ciggle rosngcym zapotrzebowaniem na ten bionanomaterial. Mimo to produkcja CB
na skale przemystowa jest wcigz stosunkowo niewielka, co ma zwigzek przede wszystkim z jej
wysokimi kosztami.

Pozywka jest czynnikiem najbardziej wplywajacym na koszt procesu produkcji CB,
a tym samym na ostateczng cen¢ tego biomateriatu jako produktu w przemysle. Szacuje sie, ze
koszt pozywki produkcyjnej stanowi 50-65% catkowitych wydatkéw w procesie fermentacyj-
nym. Zatem kluczowym aspektem w syntezie tego biopolimeru jest dgzenie do zastosowania
taniej pozywki produkcyjnej, ktéra dodatkowo powinna umozliwi¢ zwigkszenie efektywnosci
procesu biosyntezy CB, co pozwoli na stworzenie ekonomicznie korzystnego rozwigzania do
zastosowania w szerokim zakresie dziedzin nauki i przemystu. Jako surowce do produkcji po-
zywki mozna rozpatrywac wszelkiego rodzaju warzywa, owoce czy ekstrakty roslinne. Moga
stanowi¢ one tanie zrodto substancji odzywczych dla bakterii. Jednak w ostatnim dziesigciole-
ciu, obok powaznych globalnych problemow srodowiskowych, gospodarczych i energetycz-
nych, podnosi si¢ réwniez znaczenie zrownowazonego wykorzystania odpadow przemysto-
wych. Naukowcy, wykorzystujac postepy w technikach biotechnologicznych i obecne podej-
scie do ,,czystych” technologii, koncentruja si¢ na zwickszeniu wykorzystania odpadow rol-
nych i przemystowych jako nowych zrédet odzywczych dla bakterii syntetyzujacych celuloze.
Oprocz taniej 1 wydajnej produkcji CB ma to rowniez na celu uczynienie tego przemystu bar-
dziej ekologicznym (poprzez gospodarowanie odpadami i oczyszczanie srodowiska), a calg
technologi¢ produkcji bardziej ,,zielong”. Potaczenie technologii wytwarzania CB z wykorzy-
staniem surowcow stanowigcych produkty uboczne przemyshu stanowi korzys¢ dla obu tych
galezi, wynikajaca rowniez z rosnacej swiadomosci ekologicznej i zapotrzebowania na tego
typu rozwigzania.

Na przyktad sok z bulw ziemniakéw moze by¢ pozyskiwany z procesu technologicznego
produkcji krochmalu, w ktérym stanowi odpad organiczny, powstajacy w wyniku oddzielania
miazgi ziemniaczanej za pomoca wirdéwek miazgowych. Sktada si¢ on zar6wno z mineratow
(1%), jak 1 substancji organicznych (4%) — przede wszystkim biatek (2%). Pozostate substancje
organiczne to gtdéwnie witaminy — B1, B2, B6, PP, C i E. Dzi¢ki zastosowaniu pozywki wy-
tworzonej na bazie soku komorkowego z bulw ziemniakéw mozliwe jest wytworzenie CB przy
znacznie nizszym naktadzie finansowym w poréwnaniu ze standardowymi, najczgsciej stoso-
wanymi do produkcji CB pozywkami mikrobiologicznymi na bazie peptonu i ekstraktu droz-
dzowego, np. pozywka Hestrin-Schramm (H-S).
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Materialy

Owoce 1 warzywa; ptynna pozywka Hestrin-Schramm (H-S); woda destylowana; obieraczka
do owocow/warzyw; probowki z filtrem o porach $rednicy 0,22 um; statywy na proboéwki; cy-
linder miarowy; butelki szklane; zlewki; wysokoobrotowa sokowiréwka; suwmiarka; miernik
grubosci; pH-metr; sitka; komora laminarna; inkubator.

Mikroorganizmy
Szczepy wzorcowe K. xylinus.

Przebieg ¢wiczenia

Przygotowanie pozywki hodowlanej/produkcyjnej

1. Owoce i warzywa nalezy obra¢ ze skorki i rozdrobni¢, wykorzystujac w tym celu wysoko-
obrotowg sokowirowke lub wirowke miazgowa.

2. Uzyskany sok komoérkowy nalezy pozostawi¢ w temperaturze pokojowej przez 15 minut
w celu dekantacji czgsci statych.

3. Zdekantowany sok komodrkowy rozcienczy¢ woda destylowang w proporcji 1 : 1 (sok do
wody) i zmierzy¢ wyj$ciowe pH pozywki.

4. Uzyskany roztwor poddac procesowi sterylizacji (15 minut, temp. 121°C).

5. Po ostudzeniu do temperatury pokojowej nalezy oddzieli¢ czesci state w celu otrzymania
klarownej pozywki, zachowujac przy tym zasady aseptyki (ryc. 5.15).

Produkcja CB w hodowli stacjonarnej

1. Do probéwek doda¢ 20 ml przygotowanej pozywki hodowlanej lub komercyjnej pozywki H-S.

2. Przygotowac inokulum wybranego wzorcowego szczepu K. xylinus wedhug instrukcji
w ¢w. 5.3 Przygotowanie inokulum.

3. Wiysterylizowang ptynng pozywke nalezy zaszczepi¢ przygotowanym inokulum w objeto-
sci 1% v/v.

4. Probowki opisa¢ markerem (data, imi¢ 1 nazwisko, nr grupy).

Probowki inkubowac przez 7 dni w temp. 28-30°C.

6. Po inkubacji nalezy okresli¢ grubos¢, wage mokrej i suchej CB oraz zmierzy¢ pH pozywki,
jak opisano w ¢w. 5.3 Produkcja CB w hodowli stacjonarnej w zaleznosci od objetosci ino-
kulum, pkt 5-7.

|9,

DD 1) Obranie - o
warzyw/owocow === 3) Dekantacja Zam >
Q &J ze skorki \ (15 min) R 4) Zlanie cieczy znad osadu
‘ 2) Rozdrobnienie w 5) Rozcienczenie woda
¥ W}’SOKOO_belDWEI destylowang w stosunku 1:1
M sokowirgwce I | 6) Sterylizacja w autoklawie
7N
{ \
. - 9) Zaszczepienie -
8) Rozlanie pozywki o
7) Oddzielenie pozywki do naczyn ~ bakteriami _ =
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»
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Ryec. 5.15. Schemat przygotowania pozywki do produkcji CB na bazie surowcow naturalnych
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Wyniki

1. Uzyskane wyniki wpisa¢ do tabeli 5.8.

2. Na podstawie otrzymanych wynikdw oceni¢ efektywnos¢ procesu (gram suchej masy na
litr pozywki) w zalezno$ci od uzytej pozywki hodowlane;.

3. Wykona¢ zdjecia CB uzyskanej w hodowli stacjonarnej z wykorzystaniem pozywek na ba-
zie surowcOw naturalnych i pozywki komercyjnej H-S.

Tabela 5.8. Wyniki uzyskane dla procesu prowadzonego w hodowli stacjonarnej
z wykorzystaniem pozywek na bazie surowcoéw naturalnych oraz komercyjnej pozywki H-S

Rodzaj pozywki
Analizowane parametry pozywka na bazie surowcoOw
naturalnych

pozywka komercyjna H-S

Waga mokrej CB (g)
Grubos¢ CB (mm)

Waga suchej CB (mg)

pH pozywki

Efektywnos¢ procesu (g/1)

Whioski

Cwiczenie 5.6
Proces oczyszczania celulozy bakteryjnej

Cel
1. Oczyszczenie membrany celulozowej po procesie biosyntezy.
2. Ocena skutecznosci zastosowanej metody oczyszczania CB.

Wprowadzenie

W przeciwienstwie do nieprzetworzonej celulozy roslinnej celuloza produkowana przez bakte-
rie (CB) pod wzgledem chemicznym jest ultraczystym materialem, ktory przede wszystkim nie
zawiera lignin, pektyn i hemiceluloz. Niemniej jednak po zakonczonym procesie biosyntezy
membrana CB zawiera pewng ilo$¢ zanieczyszczen pofermentacyjnych, w tym przede
wszystkim wytwarzajacych ja komoérek bakteryjnych i skladnikow pozywki hodowlanej
(ryc. 5.16). Dlatego tez po procesie biosyntezy CB poddaje si¢ procesowi oczyszczania. Jest to
szczegOllnie istotne ze wzgledu na dalsze wykorzystanie otrzymanego bionanomateriatu, np.
w celach medycznych (wywarzanie opatrunkéw na uszkodzenia skory, implantéw dla chirurgii
rekonstrukcyjno-odtworczej), a takze dlatego, ze bakterie produkujgce bionanoceluloze — K. xy-
linus, jak wszystkie bakterie Gram-ujemne, w strukturze swojej $ciany komérkowej zawieraja
endotoksyne — lipopolisacharyd (LPS). Najczesciej] w celu oczyszczenia CB wytworzong
blone przemywa si¢ woda destylowang oraz namacza w 0,1-molowym NaOH w temp. 80°C
przez 1 godzing. W powyzszych warunkach nastepuje hydroliza zanieczyszczen organicznych
(w tym przede wszystkim komorek bakteryjnych). Po usunieciu komorek bakteryjnych i pozo-
statos$ci pozywki hodowlanej uformowane maty CB ponownie kilkukrotnie przemywa si¢ woda
destylowang, aby catkowicie usunaé pozostatosci tugu sodowego i tym samym nadaé btonie
nanocelulozowej odczyn obojetny (ryc. 5.16).
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Etapy oddzielania i oczyszczania CB moga by¢ modyfikowane i obejmowac (w zalezno$ci
od grubosci, powierzchni i dalszego zastosowania materiatu): oddzielenie od cieczy pohodow-
lanej poprzez filtracje, wyzymanie lub przemywanie woda, a nastgpnie usunig¢cie komorek bak-
terii zwigzanych z fibrylami celulozowymi lub na nich zaadsorbowanych, przy zastosowaniu
merceryzacji wodorotlenkiem sodu o stezeniu 0,1-1 M, w temp. 60—100°C, w czasie od kilku-
dziesigciu minut do nawet kilkunastu godzin. W ostatnim etapie CB zostaje poddana ptukaniu
w wodzie destylowanej, az do uzyskania przez material pH w zakresie 6,5-7,5, przy czym pro-
ces ten moze zosta¢ poprzedzony przemywaniem w roztworze kwasu (np. kwasu octowego)
w celu przyspieszenia neutralizacji.

Etapem koncowym pozyskiwania materiatu nanocelulozowego, w zaleznosci od pozada-
nych wtasciwosci fizykochemicznych, moze by¢ proces suszenia wytworzonej CB. Najczesciej
przeprowadza si¢ go w suszarkach z naturalnym obiegiem powietrza w temp. ok. 60°C przez
12-24 godzin. Zaleta tego rodzaju suszenia jest rOwnomierne nagrzewanie i catkowite usunig-
cie wody z surowca przy zachowaniu wszystkich pozadanych wtasciwosci CB.

CB nleoczyszczona CB oczyszczona

Ryec. 5.16. Nieczyszczona i oczyszczona CB

Materialy

Celuloza bakteryjna; wodorotlenek sodu; woda destylowana; czern amidowa; szkietka podsta-
wowe 1 nakrywkowe; szklane zlewki; cylindry miarowe; szklane butelki; probowki; statywy na
probowki; pipety, tipsy; taznia wodna; pH-metr; suwmiarka; miernik grubosci; waga anali-
tyczna; naczynka wagowe.

Przebieg ¢wiczenia

Proces oczyszczania CB

1. Okresli¢ grubo$¢ oraz wage nieoczyszczonej CB w postaci mokrej i suchej, jak opisano
w ¢w. 5.3 Produkcja CB w hodowli stacjonarnej w zaleznosci od objetosci inokulum, pkt
5-7.

2. Do probowek doda¢ 30 ml 0,1-molowego roztworu wodorotlenku sodu.
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Za pomocg pesety uprzednio zwazone 1 zmierzone proby CB przenies¢ do probowek z roz-
tworem NaOH. Przygotowac réwniez probe kontrolng, w ktorej zamiast NaOH nalezy uzy¢
wody destylowane;.

Probowki inkubowac¢ w tazni wodnej w temp. 80°C przez 15, 30 oraz 45 minut, po kazdych
15 minutach wymienia¢ roztwor NaOH/wode destylowang na §wieza.

Po inkubacji proby CB nalezy przetozy¢ do probowek i1 ptuka¢ w wodzie destylowanej do
momentu ustabilizowania si¢ pH na poziomie 6,5-7,5.

Po procesie oczyszczania nalezy ponownie okresli¢ grubos$¢ oraz wage CB w postaci mo-
krej 1 suche;.

Proby CB po 15, 30 oraz 45 minutach inkubacji w NaOH oraz probe kontrolng nalezy prze-
analizowa¢ pod wzgledem efektywnos$ci procesu oczyszczania.

Ocena efektywnosci procesu oczyszczania

1.

Za pomocg skalpela odcia¢ kawalek CB o dlugosci ok. 0,5 cm 1 umie$ci¢ go na szkietku
podstawowym, a nastepnie zabarwi¢ poprzez naniesienie kropli czerni amidowe;.

Po 5 minutach inkubacji preparat nalezy przeptukac.

Zabarwiong probe¢ CB przykry¢ szkietkiem nakrywkowym.

Preparat oglada¢ w mikroskopie §wietlnym przy uzyciu obiektywu immersyjnego (100 x)
(ryc. 5.17).

Ryec. 5.17. Komorki K. xylinus w nieoczyszczonej CB wybarwionej czernig amidowa

Wyniki

1.
2.

3.

Uzyskane wyniki wpisa¢ do tabeli 5.9.

Na podstawie ilosci bakterii widocznych w obrazie mikroskopowym oceni¢, ktora z metod
oczyszczania byta najskuteczniejsza.

Zamiesci¢ zdjecia preparatow mikroskopowych wykonanych dla CB oczyszczonej i nieo-
czyszczonej.
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Tabela 5.9. Waga oraz grubo$¢ oczyszczonej i nieoczyszczonej CB

Metoda oczyszczania
Analizowane parametry | NaOH/ | NaOH/ | NaOH/ H20
I5min | 30 min | 45 min

Przed
oczyszczaniem

Waga mokrej CB (g)
Waga suchej CB (mg) -
Grubo$¢ mokrej CB
Grubos¢ suchej CB -

Whioski

Cwiczenie 5.7
Modyfikacja wiasciwosci celulozy bakteryjnej

Cel
1. Modyfikacja wlasciwosci CB w reakcji krzyzowego sieciowania.
2. Ocena struktury modyfikowanej CB.

Wprowadzenie

Struktura celulozy bakteryjnej (CB) jest uzalezniona od indywidualnych cech mikroorganizmu,
chociaz jej wlasciwosci takie jak elastyczno$¢, zawartos¢ wody, stopien polimeryzacji i krysta-
lizacji w najwigkszym stopniu zalezg od warunkow hodowli, czasu jej trwania i1 sktadu stoso-
wanej pozywki (rozne zrodta wegla 1 azotu). Poza zastosowaniem odpowiednich warunkow
hodowlanych podczas procesu produkcji CB istnieje wiele innych metod modyfikacji CB,
w tym np. manipulacje genetyczne bakterii wytwarzajacych CB lub modyfikacje wytworzone;j
CB poprzez zastosowanie czynnikdw chemicznych i/lub enzymatycznych. Wybér metody wy-
twarzania bionanocelulozy zalezy $cisle od dalszego przeznaczenia biopolimeru.

Material na bazie CB mozna poddac suszeniu w celu usunigcia wody (zawartos¢ wody w CB
to ok. 95-98%), co znacznie zwigksza jego trwatos$¢, wydtuzajac mozliwy czas przechowywa-
nia produktu. Niestety konsekwencjg tego procesu jest znaczny spadek zdolnosci do jego po-
nownego uwodnienia, co ogranicza mozliwos$ci jego zastosowania. Zwigzane jest to z nieod-
wracalnymi zmianami w mikrostrukturze CB, jakie zachodzg podczas usuwania wody z prze-
strzeni miedzy fibrylami celulozowymi (fibryle zapadaja si¢, nieodwracalnie tracac swoja
strukturg przestrzenng). Dlatego w przypadku suchej CB istniejag wyrazne ograniczenia w za-
kresie zastosowan biomedycznych i biotechnologicznych.
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Ryec. 5.18. Schemat krzyzowego sieciowania celulozy z zastosowaniem kwasu cytrynowego jako
czynnika mostkujacego

Wspo6lng cecha nanomateriatow — a zatem rowniez CB — jest wzgledna fatwos¢ ich modyfi-
kacji 1 funkcjonalizacji dzigki charakterystycznej powierzchni. Jednym ze sposobow na mody-
fikacje biopolimerow w celu poprawy ich wlasciwosci fizycznych jest reakcja krzyzowego sie-
ciowania, stanowigca jedng z mozliwych metod chemicznej modytikacji struktury polimerow.
Polega ona na laczeniu kolejnych tancuchéw polimeru za pomoca czynnika mostkujacego,
w celu promowania zmiany wlasciwosci fizycznych tych materialow (ryc. 5.18). Tworzenie si¢
polaczen krzyzowych moze by¢ inicjowane przez wysoka temperature, ciSnienie, zmian¢ pH
lub napromieniowanie. Gdy tancuchy polimerowe sg usieciowane, materiat staje si¢ bardziej
sztywny. Kluczowa role w procesie chemicznego sieciowania odgrywa czynnik mostkujacy.
Jednym z takich czynnikéw jest kwas cytrynowy, szczegélnie korzystny ze wzgledu na fakt,
1z jest bezpieczny 1 niedraznigcy dla ludzkiej skory oraz wykazuje trwate wigzania sieciujace.
Ponadto jest on szeroko dostgpny w stosunkowo niskich cenach, dzigki czemu jest mozliwe
jego komercyjne wykorzystanie. Wydajno$¢ sieciowania mozna dodatkowo zwigkszy¢, stosu-
jac do reakcji zwiazki dziatajace jako katalizatory. Sg to substancje mogace promowac reakcje
krzyzowego sieciowania poprzez przyspieszanie zachodzacych proceséw (np. tworzenie bez-
wodnika kwasowego) 1 umozliwianie tym reakcjom zaj$cia w nizszych temperaturach. Sub-
stancje opisane jako nadajace si¢ do zastosowania jako katalizatory w reakcji sieciowania obej-
mujg chlorek cynku, azotan cynku, chlorek amonu, siarczan amonu, chlorek magnezu, octan
magnezu, siarczan glinu, podfosforyn sodu, fosforyn sodu, wodorowgglan sodu, wodorowgglan
amonu oraz ich mieszaniny.

Reakcja sieciowania CB prowadzi do znaczacej zmiany jej wlasciwosci fizykochemicznych,
sprawiajac, ze podczas dehydratacji fibryle nie zapadajg si¢, bedac usztywnione przez katali-
zowang reakcje z czynnikiem mostkujagcym. W ten sposob celuloza nie traci swojego prze-
strzennego ksztaltu 1 zyskuje gabczasta strukture i mozliwosci znacznej absorpcji cieczy
w porownaniu z celulozg niemodyfikowang (ryc. 5.19).
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CELULOZA NIEMODYFIKOWANA (NATYWNA) CELULOZA MODYFIKOWANA (USIECIOWANA)

splaszczone, pozlepiane przestrzenie miedzy
warstwy CB warstwami CB

Rye. 5.19. Struktura suchej CB natywnej i modyfikowanej z wykorzystaniem reakcji sieciowania

Materialy

Oczyszczona CB; 20-proc. roztwér kwasu cytrynowego; 10-proc. roztwory wodorofosforanu
disodu (Na2HPO4) oraz wodoroweglanu sodu (Na2HCO3); woda destylowana; zlewki szklane;
peseta; waga analityczna; naczynka wagowe; suwmiarka; miernik grubos$ci; pH-metr; pro-
bowki; statywy na probowki; mikroskop stereoskopowy; suszarka.

Przebieg ¢wiczenia

1.

Nalezy okresli¢ grubo$¢ oraz wage niemodyfikowanej CB w postaci mokrej 1 suchej, jak

opisano w ¢w. 5.3 Produkcja CB w hodowli stacjonarnej w zaleznosci od objetosci inoku-

lum, pkt 5-7.

Mokrg CB zanurzy¢ w mieszaninie 20-proc. roztworu kwasu cytrynowego i 10-proc. roz-

tworu katalizatora, w stosunku wagowym kwasu cytrynowego do katalizatora 2 : 1, a na-

stepnie impregnowac przez 15-30 minut w temp. 28-30°C.

W ¢wiczeniu stosowane sg 4 modyfikacje:

e MI1 —kwas cytrynowy oraz wodorofosforan disodu (NazHPOa4);

e M2 — kwas cytrynowy oraz wodoroweglan sodu (Na2HCO3);

e M3 — kwas cytrynowy oraz mieszanina Na2HPO4 1 Na2HCO3 w stosunku masowym
1:1;

e M4 — kwas cytrynowy (bez katalizatora).

Dodatkowo jako probe kontrolng zanurzy¢ CB w wodzie destylowanej, a nast¢gpnie inku-

bowac przez 15-30 minut w temp. 28-30°C.

Po okresie inkubacji prob CB (doswiadczalne oraz kontrolne) nalezy przetozy¢ peseta na

arkusz folii teflonowej. W razie potrzeby nadmiar cieczy odsaczy¢ za pomocg recznikoOw

papierowych.

Proby nalezy umiesci¢ w piecu laboratoryjnym rozgrzanym do temp. 160°C i inkubowacé

przez ok. 30 minut w celu ich dehydratacji oraz przeprowadzenia reakcji krzyzowego sie-

ciowania.

Po zakonczeniu etapu sieciowania proby CB nalezy przetozy¢ delikatnie peseta do wody

destylowanej 1 wymienia¢ jg kilkukrotnie w celu usunigcia niezwigzanych czasteczek

kwasu cytrynowego oraz katalizatorow. Prowadzi¢ ten proces do momentu ustabilizowania

si¢ pH na poziomie 6,5-7,5 (ryc. 5.20).
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8. Proby CB wysuszy¢ w temp. pokojowej, nastgpnie okresli¢ grubos¢ oraz wage suchej mo-
dyfikowanej CB. Pomiary wykona¢ 3-krotnie.

9. Wykona¢ przekro6j poprzeczny probek modyfikowanej CB, a nastepnie dokonaé obserwacji
struktury pod mikroskopem stereoskopowym (w powigkszeniu 10-20 x). Zanotowac ob-
serwacje.

kwas cytrynowy | = | celuloza | :’
; + ; | . ]
katalizator : :modyflkowanai o

woda 1S

Impregnacija ' destylowana 3

15 - 30 min

T

1 E T A

woda | prnneeeannene e il

| destylowana ! ' celuloza | Odptukiwanie
""""""""" kontrolna | do uzyskania

[ i neutralnego

pH
CB

Ryec. 5.20. Schemat procesu modyfikacji CB — reakcja krzyzowego sieciowania

Wyniki

1. Uzyskane wyniki wpisa¢ do tabeli 5.10. Wyniki nalezy przedstawi¢ jako §rednig z 3 pomia-
réw wraz z odchyleniem standardowym.

2. Na podstawie uzyskanych wynikéw oraz poczynionych obserwacji nalezy oceni¢, ktora
z zastosowanych modyfikacji wptynegta najkorzystniej na wtasciwosci sorpcyjne CB.

3. Wykona¢ zdjecia CB modyfikowanej i natywne;.

Tabela 5.10. Wyniki uzyskane dla modyfikowanej i natywnej CB

Modyfikacje CB
Ml M2 M3 M4 Kontrola

Analizowane parametry

Waga mokrej CB (g)
Waga suchej CB

Grubos¢ mokrej CB (mm)
Grubo$¢ suchej CB (mm)
Opis struktury w przekroju
poprzecznym
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Cwiczenie 5.8
Ocena parametrow wodnych celulozy bakteryjnej

Cel
Ocena wtasciwosci wodnych (procentowa zawarto$¢ wody, wspolczynnik pgcznienia w czasie,
wspotczynnik retencji) celulozy bakteryjnej natywnej i modyfikowane;.

Wprowadzenie

Obecnie CB jest wykorzystywana w rdéznych gateziach przemystu, gldéwne zastosowanie znaj-
dujac w medycynie jako materiat zastgpczy tkanek skory, implanty naczyn krwiono$nych,
a przede wszystkim jako material opatrunkowy (ryc. 5.21). Opatrunek z CB przewyzsza trady-
cyjne, szeroko stosowane preparaty, takie jak gazy czy masci, poniewaz posiada wysoki sto-
pien uwodnienia oraz moze przybiera¢ rézne ksztalty, przystosowujac si¢ do zmian w gojacej
si¢ ranie. Te wlasciwosci pozwalajg na ciggle nawilzenie rany, a takze dopasowanie si¢ do
kazdego miejsca na ciele. Ponadto wysoka porowatosé¢ CB pozwala na swobodng wymiang
gazowg mi¢dzy rang a otoczeniem, co Sprzyja procesowi gojenia.

Implanty
korekcyjne

Soczewki \ U -®
korekcyjne ) Cewniki

Implanty naczyn
krwionosnych

~ Opatrunki do trudno
/ gojacych sig ran
i oparzen

\

Ryec. 5.21. Mozliwo$ci zastosowania CB w medycynie

Regeneracja kosci
i chrzgstek

Systemy 5\
dostarczania lekow

Wazne jest, aby odpowiednia struktura celulozy zostata dobrana do potencjalnego zastoso-
wania. Celuloza bakteryjna petnigca funkcje skafoldow (rusztowan), wykorzystywana do im-
plantacji, powinna charakteryzowac¢ si¢ wysoka porowatosciag, by umozliwi¢ tatwg integracje
tkanek czy naczyn krwiono$nych do struktury sieci CB. Natomiast w przypadku zastosowania
materiatlu do opatrunkéw powinna by¢ przepuszczalna dla tlenu, a takze charakteryzowacé sig
wysokim stopniem uwodnienia, by utrzymywac statg wilgotno$¢ podczas procesu gojenia. Pa-
rametry te sg rowniez bezposrednio zwigzane z porowatoscig materiatu.
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Stopien porowatosci CB znajduje bezposrednie odzwierciedlenie w jej wlasciwosciach
wodnych. Zdolno$¢ do absorpcji wody zalezy gtéwnie od liczby i iloSci porow w strukturze
biopolimeru. Wzrost liczby i wielkosci poréow przeklada si¢ na zwigkszenie warstwy po-
wierzchniowej CB. Te cechy nie s3 state 1 wahaja si¢ w pewnym zakresie w zalezno$ci od
aktywnosci produkcyjnej bakterii, sktadu pozywki hodowlanej i rodzaju zrodta wegla uzytego
w pozywce fermentacyjnej. Wplyw na absorpcj¢ wody przez btony celulozowe ma tez dtugos¢
prowadzenia hodowli produkcyjnych. Gestos¢ (stopien usieciowania) CB ros$nie wraz z dlugo-
$cig prowadzenia hodowli (procesu produkcyjnego) — z uptywem czasu wiecej fibryli jest wy-
dzielanych poza komorke. Dlatego zdolno$¢ do pochtaniania wody maleje wraz z wydhuzeniem
czasu hodowli — gestsza struktura to mniejsza porowato$¢ i mniej ,,miejsc’” na molekuty wody

(ryc. 5.22).

CB po 5 dniach biosyntezy CB po 7 dniach biosyntezy CB po 10 dniach biosyntezy
Warshy NIF 4 Inkubacja n%: | Inkubacja
] : [ e—
N

Mikropory (<100 pm)
Makropory (100 pm) w I nanopory (<1 ym) w
.miodych” warstwach CB Jdojrzatych” warstwach CB

Ryec. 5.22. Porowata struktura CB w zalezno$ci od dtugos$ci trwania hodowli

Luzny ukiad fibryli i duze rozmiary poréw wzmagaja zdolnos$¢ do retencji wody przez CB.
W ciasnym ukladzie mikrofibryli woda jest wigzana bardziej efektywnie przez silniejsze wig-
zania wodorowe — mniejsza ilos¢ wody ulega zatrzymaniu, jednak zwigksza si¢ czas utrzymania
jej w strukturze blony. Dlatego membrany celulozowe o matych porach zatrzymuja wode dtuze;j
— mate pory chronig wodg¢ przed wyparowaniem. Z kolei wigcej wody moze zosta¢ zatrzymane
w CB o wigkszej powierzchni wlasciwej, zwigzanej z obecnos$cig dluzszych i cienszych mikro-
fibryli, zwiekszajacych stopien porowatosci CB.

Znajomo$¢ parametréw okreslajacych wlasciwosci wodne CB jest niezbgdna do konstrukeji
hydrozeli (np. opatrunkow, ktore powinny si¢ charakteryzowac¢ duza zdolnoscig do pochtania-
nia ptynow, ale takze ich odpowiednio dtugim utrzymaniem w swojej strukturze) badz no$ni-
kow lekow (pozadana jest zdolnos¢ do uwalniania plynéw z membran w okreslonym czasie
w danych warunkach). Standardowo okreslane parametry charakteryzujace parametry wodne
CB to: wspélczynnik pecznienia (swelling ratio, SR%), wspolczynnik retencji (water reten-
tion capacity, WRC), wspélczynnik ponownego uwodnienia (rehydration ratio, RR) oraz
wspolczynnik uwalniania wody (water release value, WRV).

Parametr SR% okresla zdolno$¢ bton celulozowych do pgcznienia. Procesy pegcznienia
1 zdolno$¢ do zatrzymywania wody (wspotczynnik retencji) przez membrang celulozowg sg
uwazane za najwazniejsze czynniki w odniesieniu do jej biomedycznych zastosowan. Parametr
WRC okresla pierwotng zdolnos$¢ celulozy do adsorpcji wody podczas procesu jej biosyntezy.
Nigdy niesuszona btona CB zawiera wigcej wody niz btony wysuszone i ponownie uwodnione



90 Karol Fijatkowski, Anna Zywicka, Daria Ciecholewska-Jusko

— zdolno$¢ do adsorpcji wody jest czgsciowo tracona podczas procesu suszenia (ryc. 5.23).
Parametr WRC odzwierciedla pierwotny uktad fibryli, gdyz taki uklad po wysuszeniu ulega
zmianie w wyniku zapadnigcia si¢ struktury mikrofibryli. Parametr WRV pozwala okresli¢
zdolno$¢ do uwalniania wody przez btong celulozowa w trakcie inkubacji w okreslonej tempe-
raturze (parowanie) lub po wirowaniu jej w okreslonych warunkach (obroty, czas i tempera-
tura). Czynniki, ktore wplywajg na ten parametr, to: masa proby, czas i sita wirowania, wielko$¢
porow uzytego filtra oraz rozmiar bton/fibryli CB. Parametr RR to wspotczynnik ponownego
uwodnienia blony celulozowej. Pozwala na analize ponownego uwodnienia proby w odniesie-
niu do masy proby natywnie uwodnionej, zebranej z pozywki hodowlane;.

CB mokra CB sucha

Ryec. 5.23. Porownanie CB nigdy niesuszonej i suchej

Materialy
Celuloza bakteryjna natywna i modyfikowana; woda destylowana; szalki Petriego; pgseta; su-
szarka laboratoryjna; waga analityczna; naczynka wagowe.

Przebieg doswiadczenia

1. Okresli¢ wage mokrej, nigdy niesuszonej 1 suchej CB, jak opisano w ¢w. 5.3 Produkcja CB
w hodowli stacjonarnej w zaleznosci od objetosci inokulum, pkt 5-7.

2. Do szalki Petriego nala¢ 10 ml wody destylowane;.

Zanurzy¢ probe suchej CB w wodzie destylowanej za pomocg pgsety.

4. W czasie inkubacji w temperaturze pokojowej probe CB nalezy wazy¢ co 2 minuty do mo-
mentu maksymalnego wysycenia.

5. Po osiagnieciu maksymalnego wysycenia prob¢ nalezy umiescic na suszarce laboratoryjne;.

6. W czasie suszenia w temp. 60°C probe CB nalezy wazy¢ co 2 minuty do momentu catko-
witego wysuszenia proby.

7. Wszystkie pomiary wykona¢ 3-krotnie.

8. Wykorzystujac przedstawione ponizej wzory, obliczy¢ parametry wodne natywnej i mody-
fikowanej CB.

W
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Procentowa zawarto$¢ wody w membranie celulozowej:
% H20 = (Ws/Wm) x 100

Wspolezynnik pecznienia w czasie (SR%):
SR% = [(Wu— W5s) /' Ws] x 100

Wspotezynnik uwalniania wody w czasie (WRV%):
WRV% = [(Wu— Ws) / Wu] x 100

Ws—masa suchej CB
Wm — masa mokrej CB
Wy — masa ponowienie uwodnionej CB

Wyniki

1. Sporzadzi¢ wykres zaleznosci wspotczynnika uwodnienia oraz retencji w czasie dla CB
natywnej i modyfikowanej z uwzglednieniem odchylenia standardowego.

2. Na podstawie wynikow nalezy oceni¢, ktéra z analizowanych probek charakteryzowata sie
najwigksza powierzchnig sorpcyjna, oraz scharakteryzowac porowatos¢ badanych prob CB.

Whioski

Cwiczenie 5.9
Analiza wilasciwosci cytotoksycznych celulozy bakteryjnej

Cel
Ocena wtasciwosci cytotoksycznych bionanocelulozy natywnej i modyfikowane;.

Wprowadzenie
Celuloza bakteryjna stanowi uniwersalny oraz biofunkcjonalny materiat o wtasciwosciach ta-
kich jak biozgodnos¢ czy biokompatybilno$¢. Biozgodnos¢ jest to zdolno$¢ prawidlowego
zachowania materiatu w kontakcie z tkankg w okreslonym zastosowaniu. Zgodno$¢ biologiczna
i biochemiczna pozwala na wszczepienie materiatu do zywego organizmu bez ryzyka odrzuce-
nia, a takze mozliwo$ci wystgpienia zakazenia oraz alergii jako skutkéw ubocznych.
Wykorzystanie CB w medycynie, szczeg6lnie jako materialu opatrunkowego oraz sztucz-
nych organdw, jest mozliwe dzigki takim jej wlasciwosciom, jak: wysoka czystos$¢, wytrzy-
malo$¢ mechaniczna, zdolnos¢ chlonigcia cieczy, bardzo dobra zgodnos¢ z zywa tkanka,
a w szczegblnosci z krwig. Ponadto materiat uzyskiwany z CB jest biokompatybilny, poro-
waty, elastyczny, w pelni biodegradowalny, latwy w zastosowaniu i przechowywaniu, za-
pewnia optymalng wilgotnos$¢ sprzyjajacq gojeniu si¢ ran i moze by¢ sterylizowany ter-
micznie. Wlasciwie oczyszczone btony celulozowe, wytworzone metoda hodowli stacjonarnej,
moga stanowi¢ material opatrunkowy spetniajacy standardy przypisane nowoczesnym opatrun-
kom. CB mozna wykorzysta¢ m.in. w nowoczesnym leczeniu oparzen oraz przewlektych ran.
Rozwoj przemystu medycznego pozwala takze na zastosowanie jej wewnatrz ciata. Dzieki ta-
kim cechom jak biokompatybilno$¢ oraz stabilno$¢ mechaniczna, celuloza wprowadzona do
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Zywego organizmu stanowi naturalny biomaterial, ktéry mozna wykorzysta¢ do tworzenia za-
stepczych uktadow mechanicznych. Z tego powodu CB stata si¢ obiecujacym tworzywem do
wykorzystania w medycynie implantacyjnej. Wysoka biozgodnos$¢, brak cytotoksycznosci,
stymulacja wzrostu komorek oraz niepobudzanie systemu immunologicznego stanowig o prze-
wadze celulozy bakteryjnej nad innymi materiatami stosowanymi w implantacji oraz w two-
rzeniu opatrunkow. Wtasnie z uwagi na tak liczne zastosowania medyczne uzyskany materiat
bionanocelulozowy w pierwszym etapie poprzedzajagcym okreslenie mozliwosci jego zastoso-
wania analizowany jest pod katem braku efektu cytotoksycznego wzgledem hodowli komorek
eukariotycznych in vitro (ryc. 5.24).

Ryec. 5.24. Fibroblasty kolonizujace CB

Materialy

CB natywna oraz modyfikowana; hodowle fibroblastow; barwnik resazuryna; kompletna po-
zywka do hodowli fibroblastow MEM (ang. eagle’s minimal essential medium); PBS (buforo-
wana fosforanem sol fizjologiczna); 75-proc. etanol; 12-dotkowe; plytki 96-dotkowe; pro-
bowki; statywy na probowki; tipsy; pipety; komora laminarna; inkubator; inkubator z wytrza-
saniem; czytnik mikroptytek.

Przebieg ¢wiczenia

Przygotowanie ekstraktow z CB natywnej i modyfikowanej

1. Sterylne proby CB natywnej i modyfikowanej o masie ok. 1 g przenies¢ do dotkow plytki
12-dotkowe;.

2. Do dotkéw dodaé¢ 3 ml medium MEM do hodowli fibroblastow.

3. Przygotowac¢ dodatkowo kontrole sterylnosci pozywki (préba slepa), w ktorej w dotku znaj-
duje si¢ tylko pozywka; kontrolg negatywna, w ktorej do probek CB nalezy doda¢ 75-proc.
etanol zamiast pozywki. Catg procedure nalezy wykona¢ pod komora laminarna.

4. Plytke inkubowac przez 72 godziny w 5% CO2 w temp. 37°C z wytrzasaniem (ryc. 5.25).

5. Poinkubacji CB nalezy usuna¢ z dotkéw, a uzyskane ekstrakty przechowywaé w temp. 4°C
do czasu dalszych analiz.

Opisana procedura przygotowania ekstraktow jest zgodna z normg ISO 10993: Biologiczna
ocena wyrobow medycznych; Cz¢$¢ 5: Badania cytotoksycznosci in vitro (ISO 10993-5: 2009).
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Ryc. 5.25. Procedura przygotowania ekstraktow do testow cytotoksycznosci

Przygotowanie zawiesiny komorek

1.

2.

Wyjséciowa gestos¢ zawiesiny przygotowanych do testu komorek (fibroblastow) wynosi
10%/ml. Wykorzystujac czyste medium MEM, nalezy rozcienczy¢ wyjsciowa zawiesine tak,
aby jej koncowa gesto$é wynosita 2 x 10°/ml.

Zawiesing komorek nalezy wysia¢ na ptytke 96-dotkowa w objetosci 200 pl.

Ocena wiasciwosci cytotoksycznych ekstraktow z CB wzgledem komorek fibroblastow

1.

W pierwszym etapie nalezy najpierw rozplanowac i odpowiednio opisaé ptytke 96-dot-
kowa, tak zeby znalazly si¢ na niej niezbedne kontrole, proby Slepe oraz proby badane
(ryc. 5.26).

Przygotowac roztwory ekstraktow o roznym stezeniu, wykorzystujac w tym celu bufor PBS

z zachowaniem sterylno$ci roztworu. Roztwory ekstraktow przygotowuje si¢ 10-krotnie

stezone w stosunku do zatozonych koncowych stezen (10%, 5%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%,

0,01%, 0,001%), gdyz dodawane s3a one w objetosci 20 pl do 180 ul hodowli (komérki +

medium) w studzience ptytki 96-dotkowe;.

Komorki traktuje si¢ roztworami ekstraktow w nastepujacy sposob:

e 3 pierwsze studzienki to kontrola sterylnosci pozywki (proba slepa) i do niej dodaje si¢
tylko pozywke (200 ul) i PBS — rozpuszczalnik badanych substancji (20 pl);

e kolejne 3 dotki to kontrola pozytywna (100% zywych komorek nietraktowanych eks-
traktem) 1 do nich dodaje si¢ tylko komorki w pozywce hodowlanej (200 pul) 1 PBS
(20 );

e kolejne 3 dotki to kontrola negatywna i do nich dodaje si¢ tylko komorki w pozywce
hodowlanej (200 pl) 1 75-proc. etanol (20 pl);

e do nastgpnych studzienek z hodowlami komorek dodaje si¢ kolejne stezenia ekstraktow
z CB natywnej i modyfikowanej, poczawszy od najnizszego st¢zenia — kazde st¢zenie
3-krotnie.

Procedure wykona¢ pod komorg laminarng.

Tak przygotowang plytke nalezy umiesci¢ w inkubatorze i inkubowa¢ w standardowych

warunkach hodowlanych (temp. 37°C, 5% COz2, atmosfera wysycona parag wodna), przez

okres 7 dni.
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Ryec. 5.26. Przyktadowe rozplanowanie ptytki

Okreslenie stopnia zahamowania wzrostu komorek przez badany zwiqzek z zastosowaniem
barwnika resazuryny

1.

Po okresie inkubacji komoérek z ekstraktami do kazdej studzienki doda¢ po 20 pl roztworu
resazuryny (1 mg/1 ml PBS).

Plytki inkubowa¢ w standardowych warunkach hodowlanych przez 20 minut.

Przenies¢ ptytke do czytnika mikroptytek 1 odczyta¢ fluorescencje przy dtugosci fali 540
nm i 590 nm.

Resazuryna to barwnik o barwie niebieskiej, ktory w procesach oksydoredukcyjnych jest prze-

ksztalcany przez zywe komorki w resorufing o rozowym zabarwieniu 1 specyficznej fluorescen-
cji. Barwnik ten stosowany jest do oceny zywotnosci komorek prokariotycznych i eukariotycz-

nych.

Wyniki

1. Obliczy¢ $rednie wartosci fluorescencji uzyskanych dla kazdego stezenia badanego eks-
traktu.

2. Wyznaczy¢, jaki procent wartos$ci fluorescencji uzyskanej dla komorek kontrolnych (100%)
stanowig wyliczone $rednie wartosci fluorescencji dla poszczegdlnych stezen badanych
ekstraktow.

3. Uzyskane wyniki zamie$¢ w tabeli 5.11.

4. Sporzadzi¢ wykres zalezno$ci wzrostu/aktywnosci komorek (% kontroli) od stezenia lub

logarytmu st¢zenia ekstraktu.

Tabela 5.11. Ocena cytotoksycznosci ekstraktow CB

Stezenie (%) Fi F> F3 Fsrednia | Odchylenie standardowe | % kontroli
Kontrola 100
0,001
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Cwiczenie 5.10
Impregnacja celulozy bakteryjnej substancjami przeciwdrobnoustrojowymi

Cel

1. Impregnacja swobodna CB substancjami przeciwdrobnoustrojowymi.

2. Ocena wlasciwosci antybakteryjnych impregnowanej CB.

3. Ocena efektywnosci impregnacji CB w zaleznosci od badanej substancji 1 wtasciwosci CB.

Wprowadzenie

Celuloza bakteryjna (CB) pomimo wielu cennych wtasciwosci takich jak biokompatybilnos¢,
porowato$¢, wodochtonno$¢ i wytrzymalo$s¢ mechaniczna nie posiada wlasciwosci leczni-
czych czy przeciwdrobnoustrojowych. Dlatego w celu jej funkcjonalizacji w tym kierunku
mozna poddac ja wysycaniu w roztworze odpowiednich substancji czynnych (antybiotyki, an-
tyseptyki, chemioterapeutyki). CB moze by¢ rowniez wysycana substancjami o dziataniu prze-
ciwzapalnym lub wspomagajacymi leczenie, w tym substancjami pochodzenia naturalnego
(ekstrakty z roslin), zwigzkami z grupy witamin, lipidéw, enzymow, a takze substancjami prze-
ciwutleniajacymi i regulujacymi poziom nawilzenia. Znana jest rowniez metoda wytwarzania
opatrunku celulozowego powlekanego nanosrebrem, nadajagca mu wtasciwosci przeciwbakte-
ryjne. Blony celulozowe sg bardzo dobrymi no$nikami do immobilizacji r6znorodnych sub-
stancji bioaktywnych przyspieszajacych proces gojenia czy umozliwiajagcymi ukierunkowany
i kontrolowany transport lekow, np. przeciwnowotworowych. W wyniku immobilizacji sub-
stancji bioaktywnych na CB wzmocnieniu ulega lecznicze dzialanie opatrunku i w konsekwen-
cji skrocony zostaje czas leczenia, przyspieszony proces gojenia i zmniejszone ryzyko wysta-
pienia powiktan infekcyjnych. Dlatego wysycone lub impregnowane substancjami bioaktyw-
nymi btony CB sg szczegdlnie przydatne do przygotowania opatrunkéw znajdujacych zasto-
sowanie w leczeniu rozleglych, trudno gojacych sie ran oraz tagodzeniu uszkodzen skoéry po
zabiegach leczniczych oraz dermatologiczno-kosmetycznych. Opatrunki takie moga znalez¢
roOwniez zastosowanie w leczeniu ran wysokowysigkowych, gdyz sg w stanie pochtania¢ przez
dhugi czas duze ilosci substancji ptynnych (np. wysi¢k z rany).

Materialy

Celuloza bakteryjna natywna oraz modyfikowana; jatowa sl fizjologiczna (0,85 proc. roztwor
NaCl); Octenisept — antyseptyk o dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym; plytki agarowe z po-
zywka M-H; szklane probowki; wymazowki; glaszczki; ezy mikrobiologiczne; szalki Petriego;
ptytki 12-dotkowe; plytki 96-dotkowe; pipety; tipsy; linijka; densytometr; inkubator.

Mikroorganizmy
Staphylococcus aureus, Pseudomonas areuginosa, Eschericha coli, Candida albicans.

Przebieg ¢wiczenia

Proces impregnacji metodg adsorpcji

1. W plytkach 12-dotkowych przygotowaé po 3 ml roztworu testowanej substancji w steze-
niach 10%, 20% i 50%.

2. Sterylne préby mokrej CB o identycznej masie zanurzy¢ w przygotowanych roztworach i in-
kubowac¢ przez 15 minut w temp. pokojowe;j.

3. Po inkubacji proby CB nalezy wyciagna¢ z roztworu za pomoca pesety 1 odsaczy¢ nadmiar
ptynu na jalowym r¢czniku papierowym (ryc. 5.27).
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Rye. 5.27. Proces impregnacji CB metoda adsorpcji

Przygotowanie zawiesiny mikroorganizmow

1. Kilka kolonii ze $wiezej, 24-godzinnej hodowli testowanych mikroorganizmow zawiesi¢
w 0,85-proc. roztworze NaCl, wykorzystujac wymazowke lub ez¢ mikrobiologiczng.

2. Nalezy uzyskac¢ zawiesing o gestosci 0,5 w skali McFarlanda, co w przyblizeniu odpowiada
1,5 x 10 CFU/ml.

3. Gestos¢ zawiesiny oznaczy¢, wykorzystujac densytometr.

Analiza wiasciwosci antybakteryjnych impregnowanej celulozy bakteryjnej metodg

dyfuzyjno-krgzkowg

1. Zanurzy¢ w inokulum jalowa wymazowke.

2. Usunag¢ nadmiar zawiesiny, obracajac i przyciskajac wymazoéwke mocno do $ciany pro-
bowki powyzej poziomu ptynu.

3. Zawiesing 3-krotnie rozprowadzi¢ na catej powierzchni pozywki, przekrecajac plytke za
kazdym razem o 60°.

4. Po wyschnieciu na posiane pozywki nalozy¢ impregnowane krazki CB (za pomocg sterylnej
pesety).

5. Proby impregnowanej CB nalezy rownomierne rozmiesci¢ na ptytce. Kazdy krazek nalezy
delikatnie przycisng¢, zapewniajac rownomierny kontakt z pozywka.

6. Plytki wstawi¢ do cieplarki, inkubowa¢ w warunkach tlenowych przez 24 godziny w temp.
36°C (ryc. 5.28).

7. Po inkubacji zmierzy¢ $rednice kazdej strefy zahamowania wzrostu drobnoustroju (wlicza-
jac srednice krazka) i zanotowa¢ odczyt w milimetrach. Pomiaru stref mozna dokona¢ za
pomocy linijki lub suwmiarki (ryc. 5.29).
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1. Pobraé materiat z plytki 2. Zawiesi¢ material w soli 3. Zanurzy¢ wymazéwke
Petriego fizjologicznej w zawiesinie

eza mikrobiologiczna

zawiesina o gestosci !
0,5 w skali McFarlanda

0,85% NaCl \\‘
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4. Rozprowadzi¢ zawiesing 5. Réwnomiernie rozmiescié 6. Zmierzy¢ srednice strefy
na calej powierzchni plytki impregnowana CB na plytce zahamowania wzrostu
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Ryec. 5.28. Analiza wlasciwosci antybakteryjnych impregnowanej celulozy bakteryjnej metoda
dyfuzyjno-krazkowa

R — promien okregu od s$rodka
dysku celulozowego do brzegu
strefy zahamowania wzrostu
bakterii

I — promien dysku celulozowego

Srednica strefy
zahamowania wzrostu:

(R—r)x2

Ryc. 5.29. Procedura oceny strefy zahamowania wzrostu z antybiogramu

Ocena efektywnosci procesu impregnacji

1. Nanie$ na plytke 96-dotkowa po 200 pl substancji o wlasciwosciach antybakteryjnych we
wszystkich testowanych stgzeniach przed oraz po procesie impregnacji.

2. Zmierzy¢ spektrofotometrycznie absorbancje badanych roztworow przy diugosci fali
270 nm.

3. Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczy¢ efektywnos¢ impregnacji wedtug wzoru poda-
nego ponize;.

EA% = (Abss — Absi) / Abss * 100
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Gdzie: Ea% — efektywnos¢ adsorpcji; Abss — absorbancja roztworu substancji antybakteryjnej
w danym stezeniu zmierzona przy odpowiedniej dtugosci fali; Absi — absorbancja roztworu tej
samej substancji po impregnacji.

Wyniki

1. Na podstawie strefy zahamowania wzrostu okresli¢, ktora z badanych substancji miata naj-
silniejsze wiasciwosci antybakteryjne wzgledem testowanych drobnoustrojow chorobo-
tworczych.

2. Okresli¢, ktory z testowanych materiatdéw charakteryzowat si¢ najwickszym stopniem ad-
sorpcji (efektywno$¢ impregnacji) substancji aktywne;.

Tabela 5.12. Strefy zahamowania wzrostu bakterii testowych

Stezenie Modyfikacje celulozy bakteryjnej
substancji M1 M2 M3 Kontrola
10%
20%
50%
10%
20%
50%

Tabela 5.13. Efektywnos¢ impregnacji

Stezenie Modyfikacje celulozy bakteryjnej
substancji M1 M2 M3 Kontrola
10%
20%
50%
10%
20%
50%

Whioski

Cwiczenie 5.11
Immobilizacja mikroorganizmow o wysokim potencjale biotechnologicznym na nosniku na

bazie celulozy bakteryjnej

Cel
1. Immobilizacja mikroorganizmoéw o wysokim potencjale mikrobiologicznym na no$niku na

bazie celulozy bakteryjne;.

2. Ocena efektywnosci immobilizacji w zaleznosci od morfologii immobilizowanych mikro-
organizmow.

3. Ocena efektywnos$ci immobilizacji w zalezno$ci od wlasciwosci nosnika.
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Wprowadzenie

Immobilizacja jest definiowana jako zesp6t metod, ktére ograniczaja catkowicie lub cze-
sciowo swobodg¢ poruszania si¢ okreslonych czasteczek, substancji lub materialu biologicz-
nego, w tym enzymow i mikroorganizmdow na pozywce statej czy tez wewnatrz specyficznych
struktur. W przypadku mikroorganizmow proces ten polega na wigzaniu drobnoustrojow z no-
$nikiem, tak aby ograniczy¢ ich swobodny ruch, a jednocze$nie zapewni¢ dostep do sktadnikoéw
odzywczych 1 odptyw produktéw przemiany materii (ryc. 5.30). Immobilizacja znajduje szero-
kie zastosowanie w wielu gat¢ziach przemystu spozywczego, farmaceutycznego, kosmetycz-
nego, chemicznego i w analityce medyczne;j.

W procesie unieruchamiania istotny jest nie tylko dobor odpowiedniej techniki, ale takze
wlasciwego nosnika. Dobry nos$nik powinien si¢ cechowac: brakiem toksyczno$ci w sto-
sunku do immobilizowanych komérek (biokompatybilnos$¢), zdolnoscia do efektywnego
zatrzymywania komorek w obrebie nosnika, odpowiednia porowatoscia (umozliwienie
kontrolowanego uwalniania substancji i/lub swobodnej dyfuzji substratow i produktow),
stabilnoscia chemiczna i mechaniczna, mozliwos$cia regeneracji, fatwa dostepnoscia oraz
relatywnie niskim kosztem. Pomimo wielu zalet zar6wno nos$niki syntetyczne, jak 1 naturalne
majg pewne ograniczenia.

Najczesciej stosowanymi polimerami syntetycznymi jako nosniki w procesie immobilizacji
sa pochodne polimetakrylanow, poliamin i poliakrylany. Niewatpliwie zaleta tych materiatow
jest mozliwos$¢ regulowania ich struktury na poziomie makromolekularnym. Na etapie ich syn-
tezy mozna wptywaé na ich budowe, co moze z kolei w konsekwencji regulowaé porowatos¢,
srednice poréw oraz inne wlasciwosci fizyczne nosnika, takie jak jego polarnos¢ i hydrofobo-
wos$¢. Ponadto no$niki te sg stosunkowo tatwo dostgpne i tanie, jednak majg ograniczong moz-
liwo$¢ regeneracji, a sam proces ich sieciowania zazwyczaj jest toksyczny. Dodatkowo poli-
mery syntetyczne sg z reguly niebiodegradowalne i moga wykazywacé toksyczne dzialanie na
wzrost komorek

Sposrdd naturalnych polimeréw do immobilizacji najczesciej wykorzystuje si¢ materialy po-
rowate, jak np. alginiany, kappa-karageniany, agarozy i polimery pochodzenia celulozowego.
Wicekszo$¢ naturalnych nosnikéw charakteryzuje nietoksycznosc¢, biokompatybilno$¢ 1 biodegra-
dowalnos¢ oraz niskie koszty produkcji. Wykazuja one jednak brak stabilno$ci w chemicznych
procesach przemystowych, majg zréznicowang strukture, a zatem wymagaja specjalnego trakto-
wania przed uzyciem. Co wiecej, ich wytrzymato§¢ mechaniczna nie jest zadowalajaca, a prze-
strzen dla namnazania komorek jest niewystarczajaca. Niedostateczna ilo$¢ lub za mata §rednica
pordéw ogranicza wzrost zywych komoérek immobilizowanych na takim no$niku. Ponadto struk-
tura no$nika moze by¢ przerwana podczas trwania fermentacji z powodu narastania cisnienia ge-
nerowanego w czasie podzialu komorki. Wykazano np., ze struktura no$nikéw naturalnych (al-
ginianu i kappa-karagenianu) wykorzystywanych do immobilizacji bakterii z rodzaju Lactoba-
cillus uniemozliwia swobodng dyfuzje kwasu mlekowego podczas procesu fermentacji. Dodat-
kowo nosniki naturalne wykazuja wrazliwo$¢ na rozpuszczalniki organiczne oraz maja waski
zakres pH, w ktorym pozostaja stabilne. Ze wzgledu na te ograniczenia wcigz poszukuje si¢ al-
ternatywnych, réwnie efektywnych i bezpiecznych no$nikéw do immobilizacji. Jak pokazuja
ostatnie doniesienia naukowe, innowacyjnym biomaterialem, ktory spelnia wszystkie cechy
idealnego nosnika do immobilizacji, moze by¢ celuloza bakteryjna.
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adsorpcja komoérek
bakteryjnych na
powierzchni

celuloza immobilizacja
bakteryjna wewnagtrz
porowatego
nosnika

Ryec. 5.30. Poziomy immobilizacji mikroorganizméw na no$niku celulozowym: adsorpcja na
powierzchni i immobilizacja wewnatrz no$nika

Materialy

Celuloza bakteryjna natywna i modyfikowana; jalowa sol fizjologiczna (0,85-proc. roztwor
NaCl); barwnik czerfi amidowa; barwnik MTT; roztwor enzymu celulazy w buforze octano-
wym; olejek immersyjny; probowki; statywy na probowki; ptytka 96-dotkowa; szklane pro-
bowki; wymazdwki; peseta; skalpel; szkietka podstawowe 1 nakrywkowe; densytometr; inku-
bator; czytnik mikroptytek.

Mikroorganizmy
Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia lipolytica, Lactobacillus delbrueckii.

Przebieg ¢wiczenia

Przygotowanie zawiesiny testowanych mikroorganizmow

1. Zapomocg wymazdowki lub ezy mikrobiologicznej pobra¢ kilka kolonii ze §wiezej, 24-go-
dzinnej hodowli 1 zawiesi¢ w ptynnej pozywce (optymalnej dla wykorzystywanego mikro-
organizmu).

2. Nalezy uzyska¢ zawiesing o gestosci 2,0 w skali McFarlanda, co w przyblizeniu odpowiada
6,0 x 108 CFU/ml.

3. Gestos¢ zawiesiny oznaczy¢, wykorzystujac densytometr.

Proces immobilizacji metodq adsorpcji-inkubacji

1. Do probowek nala¢ 30 ml przygotowanej zawiesiny komorek.

2. Do zawiesiny doda¢ 5 g CB i inkubowac¢ w inkubatorze z wytrzasaniem w temp. 30°C przez
20-30 minut.

3. Proby CB przemy¢ w 0,85-proc. roztworze NaCl w celu usuni¢cia niezimmobilizowanych
komorek i przenies¢ do czystej kolby.

4. Proby CB inkubowac¢ przez 24 godziny. Metoda adsorpcji-inkubacji pozwala na immobili-
zacj¢ komorek zardwno na powierzchni, jak i wewnatrz nosnika (ryc. 5.31).
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Ryec. 5.31. Proces immobilizacji metodg adsorpcji-inkubacji z wykorzystaniem CB jako no$nika

Ocena efektywnosci immobilizacji metodq mikroskopowq

1. Po inkubacji za pomoca pesety usuna¢ CB z zawiesiny komorek i przeptuka¢ w 0,85-proc.
roztworze NaCl w celu usuni¢cia niezimmobilizowanych komorek.

2. Za pomocy skalpela odcig¢ kawatek CB o dhugosci ok. 0,5 cm, umiesci¢ go na szkietku
podstawowym 1 zabarwi¢ poprzez naniesienie kropli barwnika (czerh amidowa).

3. Po 5 minutach inkubacji nalezy przeptukaé fragment CB w 0,85-proc. roztworze NaCl i po-
nownie umiesci¢ go na szkietku.

4. Zabarwiona probe CB przykry¢ szkietkiem nakrywkowym.

5. Preparat oglada¢ w mikroskopie §wietlnym przy uzyciu obiektywu immersyjnego (100 x)
(ryc. 5.32).

Yarrowia lipolytica Saccharomyces cerevisiae Lactobacillus delbrueckii

Ryec. 5.32. Roznice w morfologii mikroorganizméw uzytych do immobilizacji

Ocena efektywnosci immobilizacji — test MTT

1. Po procesie immobilizacji proby CB przenies¢ peseta do probowki.

2. Do probéwki doda¢ 30 ml buforu z enzymem celulaza.

3. Probdwki inkubowa¢ w inkubatorze z wytrzasaniem w temp. 28-30°C, az do calkowitego
rozpuszczenia CB.

4. Po inkubacji zawiesing nalezy zwirowac¢ (3000 % g przez 10 minut), zla¢ supernatant i doda¢
30 ml 0,85-proc. roztworu NaCl. Procedurg wykona¢ 3-krotnie.

5. Zawiesing komorek nalezy przenies$¢ na ptytke 96-dotkowa w 3 krokach w objetosci 100 pl.

6. W doswiadczeniu nalezy uwzgledni¢ probe $lepa (kontrola jalowosci NaCl) -
100 pl 0,85-proc. roztworu NaCl oraz kontrole 100% — 100 pl wyjsciowej zawiesiny ko-
morek uzytej do immobilizacji.

7. Nastepnie do wszystkich studzienek przenies¢ po 10 pl barwnika MTT.
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8. Tak przygotowang ptytke nalezy umiesci¢ w inkubatorze i inkubowaé przez 30 minut
w temp. 28-30°C.

9. Jesli po inkubacji wytracily si¢ krysztaty formazanu, do kazdej studzienki nalezy doda¢ po
100 pl rozpuszczalnika formazanu (DMSO lub izopropanol).

10. Plytki umiesci¢ na wytrzasarce i fagodnie mieszaé, aby krysztaly formazanu ulegly roz-
puszczeniu.

11. Intensywnos$¢ koloru oznaczy¢ spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 540-570 nm za
pomocg czytnika mikroptytek.

Barwnik MTT ulega w zywych komorkach redukcji (aktywnos$¢ oksydoredukcyjna mito-
chondriow) do barwnych, purpurowych krysztaldéw formazanu (ma miejsce otwarcie pierscie-
nia tetrazolowego przez enzymy z grupy dehydrogenaz). Oznaczanie aktywnosci metabolicz-
nej, zywotnosci i proliferacji komoérek z zastosowaniem barwnika MTT opiera si¢ na zalozeniu,
ze tylko zywe komorki redukujg MTT do krysztatow formazanu.

Wyniki
1. Obliczy¢ srednie warto$ci absorbancji uzyskanych dla kazdej proby.
2. Na podstawie ponizszego wzoru oblicz efektywnos$¢ immobilizacji

E% = (Aa x 100%) / Ab

Gdzie: E% — efektywno$¢ immobilizacji; Aa — absorbancja dla zawiesiny komorek immobili-
zowanych na CB; Ab — absorbancja wyj$ciowej zawiesiny komorek uzytej do immobilizacji.

3. Uzyskane wyniki zamie$¢ w tabeli 5.14.

4. Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczyé¢, ktory z testowanych mikroorganizméw im-
mobilizowat si¢ najefektywnie;.

5. Na podstawie uzyskanych wynikéw ocenié, na ktérym z analizowanych nos$nikéw testo-
wane mikroorganizmy immobilizowaly si¢ najefektywniej.

6. Zamies$ci¢ zdjecia preparatow mikroskopowych mikroorganizméw immobilizowanych na
CB.

Tabela 5.14. Efektywno$¢ immobilizacji na CB

Odchylenie Efektywnos¢

Mikroorganizm A A A Asredni . ce
& : § ’ srednia standardowe | immobilizacji

S. cerevisae

Y. lipolytica

L. delbuecki

Whioski
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6. BAKTERIOFAGI JAKO NANOBIOMATERIAL —
CHARAKTERYSTYKA | OCENA AKTYWNOSCI

Xymena Stachurska, Pawet Nawrotek

Bakteriofagi (fagi) sg wirusami specyficznymi wzgledem komorek bakteryjnych. Ich zakres
infekcyjny najczgséciej obejmuje okreslony gatunek bakterii, a w niektorych przypadkach nawet
konkretne szczepy. Fagi lityczne, eradykujace bakterie poprzez mechanizm lizy, wykazujg zna-
czacy potencjal antybakteryjny i jako pasazowalne jednostki bakteriolityczne sa wykorzysty-
wane w jedno- lub wielofagowej (koktajle fagowe) terapii chorob bakteryjnych, w tym wy-
wotywanych przez szczepy wielolekooporne (Gorski i in., 2009). Ponadto bakteriofagi mozna
stosowac jako nmos$niki DNA, biatek lub lekow (Sunderland i in., 2017). Ztozono$¢ bioche-
miczna czasteczek tworzacych wirion fagowy oraz jego zrdéznicowana wielko$¢ wyrazana
w skali nanometrycznej sprawiaja, iz bakteriofagi moga by¢ traktowane jako naturalne nano-
czgstki, ktore moga oddziatywaé¢ réwniez z innymi materialami, w tym nanomateriatami (Na-
wrotek 1 in., 2020). Potencjal aplikacyjny bakteriofagéw 1 nanomateriatow jest intensywnie
rozwijany. Obecnie podejmowane s3 m.in. proby zwigkszenia ich dziatania i aktywnosci bak-
teriobdjczej poprzez uzyskanie efektu synergistycznego. Tworzenie biohybrydowych mate-
riatbw nanostrukturalnych, ztozonych zaré6wno z nieorganicznych nanoczastek, jak i biomole-
kul fagowych, znajduje wiele nowych mozliwosci zastosowan w bardzo r6znych dziedzinach,
w tym takich jak np. medycyna czy nanobiotechnologia (Yang i in., 2013; Farr i in., 2014).

Cwiczenie 6.1
Izolacja bakteriofagow srodowiskowych

Cel
Izolacja bakteriofagéw o potencjale litycznym z rdznych §rodowisk naturalnych.

Wprowadzenie

Fagi sa najliczniejszymi formami zycia na Ziemi i mozna je znalez¢ w wielu réznych zrédtach
pochodzenia §rodowiskowego, roslinnego 1 zwierzgcego. Najlepszym zrodtem izolacji danego
faga jest taki materiat wyjSciowy, w ktorym wystepuje konkretny gospodarz bakteryjny, wraz-
liwy na infekcje tym fagiem. Zatem w przypadku fagow infekujacych ludzka flore jelitowa
doskonatym zZrodtem ich pozyskiwania sg $cieki komunalne, natomiast dla cyjanofagéw (wi-
rusow infekujacych sinice) bedzie to woda morska.

Przed rozpoczeciem izolacji fagéw gospodarz bakteryjny musi zosta¢ namnozony i by¢
utrzymywany w stanie aktywnos$ci metabolicznej. Podczas izolacji fagéw na ogoét powinno si¢
uzywac¢ hodowli gospodarza bakteryjnego znajdujacej si¢ w logarytmicznej fazie wzrostu, cho-
ciaz niektore fagi wydaja si¢ rowniez zdolne do namnazania w komorkach bakteryjnych beda-
cych w stacjonarnej fazie wzrostu.

Fagi specyficzne dla danego gospodarza sg czasami trudne do bezposredniej izolacji. Z tego
powodu czgsto wymagane s3 procedury wzbogacania, czyli dodawania gospodarza bakteryj-
nego do oczyszczonej proby wyjsciowej w celu inicjacji proliferacji fagow jeszcze przed ich
izolacja. Niestety moze to ogranicza¢ rdznorodno$¢ izolowanych fagdéw, poniewaz dowolna
procedura wzbogacania indukuje btad polegajacy na dominacji tych fagéw, ktore moga roz-
przestrzeniac si¢ najskuteczniej jedynie w warunkach eksperymentalnych. Dlatego tez niniejsza
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procedura do$wiadczalna przewiduje wzbogacanie prob wyjsciowych 3 réznymi gatunkami
bakteryjnych gospodarzy.

Materialy

Dla I grupy ¢wiczeniowej: probka wyjsciowa wody stawowej, osadu stawowego, sciekéw ko-
munalnych lub wody ze zbiornikow stojacych (50 ml); sterylny, podwojnie stezony bulion li-
zogenny (LB) (30 ml); sterylne ptytki Petriego z agarem lizogennym (LA) (3 szt.); sterylne
kolby Erlenmeyera o poj. 100 ml (3 szt.); sterylne probowki typu Falcon o poj. 50 ml (10 szt.);
catonocne lub 24-godzinne hodowle szczepoéw bakteryjnych w bulionie LB (10 ml, 3 szt.); ste-
rylne strzykawki o poj. 20 ml (4 szt.); sterylne filtry strzykawkowe PES o $rednicy poréw
0,22 um (4 szt.); chloroform (10 ml); statyw na proboéwki typu Falcon; pipety zmiennopojem-
nos$ciowe o poj. 100—1000 pl, 10-100 pl i 0,5-10 pl; sterylne tipsy (koncoéwki do pipet); ste-
rylne glaszczki (3 szt.); wirdwka laboratoryjna; worteks; cieplarka lub taznia wodna z wytrza-
saniem.

Mikroorganizmy
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa.

Przebieg doswiadczenia

Grupa ¢wiczeniowa podzielona na zespoty 2-osobowe

1. Probe wyjsciowa zwirowa¢ (3500 rpm, 10 minut) w wiréwce laboratoryjnej w celu od-
dzielenia osadu, duzych zanieczyszczen i czastek statych. Przygotowac statyw z 1 sterylng
probowka typu Falcon. Po odwirowaniu probe ostroznie umiesci¢ w statywie. Strzykawke
odpakowac i wyja¢ tlok. Usuna¢ gérng foli¢ z opakowania filtru strzykawkowego i nastep-
nie mocno nasadzi¢ na tacznik stozkowy strzykawki. Odkreci¢ nakretke sterylnej probowki
typu Falcon i umie$ci¢ w jej gornej czgsci filtr ze strzykawka. Odkreci¢ nakretke probowki
typu Falcon z probg wyjsciowa i za pomocg pipety automatycznej ostroznie przenosi¢ su-
pernatant do strzykawki. Nasadzi¢ tlok strzykawki i powoli przepuszcza¢ ptyn przez filtr.
Czynno$¢ powtarzac¢ az do wysterylizowania calego supernatantu. Probowke typu Falcon
z filtratem zakreci¢, aby unikna¢ jego kontaminacji, i przechowywac¢ w temp. 4°C.

2. Do kolb Erlenmeyera o poj. 100 ml przenie$¢ za pomoca pipety po 10 ml sterylnego, po-
dwdjnie stezonego bulionu LB i doda¢ 10 ml oczyszczonego filtratu. Kazda z kolb za-
szczepi¢ 100 pl catonocnej hodowli danego gospodarza bakteryjnego (1 gospodarz bakte-
ryjny na 1 kolbe). Inkubowaé¢ w temp. 37°C z delikatnym mieszaniem (50-70 rpm) przez
24 godziny.

3. Po 24-godzinnej inkubacji zawarto$¢ kolb przenie$s¢ do osobnych sterylnych probowek
typu Falcon (3 szt.) 1 zwirowa¢ (3700 rpm, 15 minut), aby odseparowac pellet bakteryjny.
Przygotowaé statyw z 6 sterylnymi probowkami typu Falcon. Po odwirowaniu proby
ostroznie umiesci¢ w statywie. Supernatanty powstale po odwirowaniu ostroznie rozpipe-
towac¢ do 3 nowych probowek typu Falcon i doda¢ po 500 pl chloroformu w celu usuniecia
resztek komorek bakteryjnych. Miesza¢ poprzez energiczne wytrzasanie 1 worteksowanie
przez 5 minut. Préby ponownie zwirowaé (3700 rpm, 15 min) i ostroznie umie$ci¢ w sta-
tywie. Supernatanty sterylizowa¢ za pomoca filtroéw strzykawkowych 1 rozdzieli¢ do no-
wych probowek typu Falcon, analogicznie do sterylizacji proby wyjsciowe;j (ryc. 6.1). Na-
lezy uwazaé, aby nie naruszy¢ przy tym powstalego kozuszka z warstwy pozostalosci
komodrkowych gospodarza bakteryjnego! Oczyszczone lizaty przechowywaé w temp.
4°C.
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chloroform

Ryec. 6.1. Rozdzial faz po odwirowaniu supernatantu z dodatkiem chloroformu

4. Nastepnym etapem jest przetestowanie lizatu na obecno$¢ bakteriofagéw z uzyciem ko-

morek gospodarza bakteryjnego za pomoca testu kropelkowego (spot-testu). W tym celu
na plytki Petriego (3 szt.) z podtozem LA nanie$¢ 100 pl zawiesiny catonocnej hodowli
odpowiedniego gospodarza bakteryjnego i dokladnie rozprowadzi¢ na powierzchni ptytki
za pomoca glaszczki. Odczekad, az pltyn wyschnie, a nastgpnie na kazdg z ptytek 5-krotnie
(z zachowaniem odstepow) napipetowac po 5 pl lizatu na powierzchni¢ podtoza, tworzac
kropelkowe spoty. Odczeka¢ do wchtonigcia si¢ spotow i1 inkubowacé przez 24 godziny
w temp. 37°C (wg Carlson, 2005; Van Twest 1 Kropinski, 2009, zmodyfikowane).

Wyniki

1.

Na podstawie obserwacji zidentyfikowac strefy zahamowania wzrostu na powierzchni mu-
rawek bakteryjnych — tzw. tysinki (ryc. 6.2), Swiadczace o obecnosci bakteriofagéw w te-
stowanym lizacie oraz — co za tym idzie — ich obecno$ci w probie wyjsciowe;.

Obecnos¢ tysinek fagowych §wiadczy o zdolnosci wyizolowanych bakteriofagéw do zaka-
zenia (infekcji) 1 lizy badanych szczepdéw bakteryjnych.

Charakterystyke wyizolowanych fagéw przedstawi¢ w tabeli 6.1.
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Ryc. 6.2. Lysinki fagowe obserwowane jako strefy zahamowania wzrostu na powierzchni murawki
bakteryjnej

Tabela 6.1. Charakterystyka wyizolowanych fagéw srodowiskowych

Kryteria oznaczania Gospodarz bakteryjny
obecnosci Escherichia coli Staphylococcus Pseudomonas
bakteriofagow aureus aeruginosa

Obecnos¢ tysinek (tak/nie)

Liczba tysinek/spotoéw (x/5)

Morfologia tysinek™

* Srednica tysinek (mm), tysinki przejrzyste/metne, obecno$¢ strefy halo (dodatkowej strefy przejasnienia wokot tysinki).
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Cwiczenie 6.2
Oznaczanie miana bakteriofagow w lizacie fagowym

Cel
Oznaczanie ilosci czastek wirusowych w lizacie poprzez wyznaczenie miana fagowego.

Wprowadzenie

Najstarsza, ale wcigz najczestsza 1 najbardziej przydatng metodg liczenia czgsteczek fagowych,
a dzigki temu okre$lania ich miana, jest test tysinkowy (ang. plaque assay), ktory po raz pierw-
szy zostat opisany przez d’Herelle wkrétce po odkryciu bakteriofagow.

Powstawanie lysinek fagowych jest w tym przypadku ograniczone powolng dyfuzja faga
w polstalym miekkim agarze (top agar/soft agar) i — w wigkszosci przypadkow — przez fakt,
ze komorki gospodarza wspierajg wzrost faga tylko tak dtugo, jak dtugo same aktywnie meta-
bolizuja. Tym samym, gdy wzrost komorek ustaje, wzrost faga rowniez. Rozmiar tysinki zalezy
przede wszystkim od rodzaju i wielkosci faga, grubosci dolnej (base agar) i gornej (top agar)
warstwy agaru, stezenia agaru w gornej warstwie (1 wynikajacej z tego szybkosci dyfuzji), ro-
dzaju podloza, gestosci komorek gospodarza bakteryjnego, czasu adsorpcji faga i liczby uwal-
nianych bakteriofagdw, okreslanej jako wielko$¢ wyrzutu (burst size).

Jednym z wariantow testu lysinkowego jest jego polaczenie z testem kropelkowym (spot-
testem), co skutkuje poprawa jego wydajnosci oraz szybkosci. Zwigksza takze efektywnos¢
przetwarzania duzych ilo$ci probek i analize miana kilku lizatow fagowych jednoczes$nie
wzgledem danego gospodarza bakteryjnego.

Kazda czasteczka fagowa, ktora powoduje powstanie tysinki, jest nazywana jednostka two-
rzaca lysinke (ang. plaque-forming unit, PFU). Liczba PFU w danej objetosci probki daje
wglad w realne st¢zenie fagow 1 ich miano. Czynnos$ci podjete w celu oznaczenia ilosci czastek
wirusowych w lizacie (wyznaczenie miana fagowego) nazywane sg takze miareczkowaniem.
Niniejsza procedura do$wiadczalna przewiduje uzyskanie informacji o mianie badanego bak-
teriofaga poprzez zastosowanie zmodyfikowanego testu tysinkowego.

Materialy

Dla 1 grupy ¢éwiczeniowej: lizat fagowy przechowywany w temp. 4°C (1 ml); sterylna ptytka
Petriego z agarem lizogennym (LA) stuzaca jako base agar (1 szt.); bulion lizogenny (LB) z do-
datkiem 7-proc. agaru stuzacy jako top agar (5 ml); sterylna probéwka o poj. 10 ml (1 szt.);
sterylne, ponumerowane (1-12) probowki typu Eppendorf o poj. 1,5 ml (12 szt.); bufor TM
(50 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM MgCl) (15 ml); statyw na probdéwki typu Eppendorf; cato-
nocna lub 24-godzinna hodowla gospodarza bakteryjnego w bulionie LB (1 ml); pipety auto-
matyczne zmiennopojemnosciowe o poj. 100-1000 ul, 10100 ul i 0,5-10 pl; sterylne tipsy
(koncéwki do pipet); taznia wodna; palnik laboratoryjny; pudetka po koncéwkach do pipet;
cieplarka.

Mikroorganizmy
Escherichia coli, bakteriofag T4 (lub ewentualnie gospodarz bakteryjny 1 bakteriofag wyizolo-
wany podczas ¢wiczenia 6.1).

Przebieg doswiadczenia

Grupa ¢wiczeniowa podzielona na zespotly 2-osobowe

1. Top agar umiesci¢ w tazni wodnej w celu jego dokladnego rozpuszczenia. Przygotowac
ptytke z base agarem. Plytke opisa¢ i narysowac siatke rozcienczen (ryc. 6.3) na plytce od
strony podtoza.
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Bakteriofag (np. T4);
gospodarz baktervinv (np. E. coli K-12 C600)

1. —pierwsze rozcieficzenie dziesietne; 10°!; 2. — drugie rozcienczenie dziesietne; 102
3. —trzecie rozcienczenie dziesietne; 10-; itd.

Rye. 6.3. Schemat opisu plytki Petriego wraz z naniesiong siatkg rozcienczen dziesi¢tnych

2. Przygotowac statyw i umies$ci¢ w nim 12 probéwek typu Eppendorf. Do kazdej z probowek
(zachowujac zasady aseptyki) doda¢ bufor TM w ilosci niezbednej do wykonania roz-
cienczen dziesietnych (np. 900 pul, 450 pl, 180 pl itd.). Wyja¢ z lodowki lizat fagowy i po-
bra¢ odpowiedng jego ilo§¢ w celu wykonania pierwszego rozcienczenia dziesigetnego (np.
100 pl, 50 pl, 20 pl itd.) — lizat wprowadzi¢ do pierwszej probowki z buforem TM i zmie-
sza¢ poprzez kilkukrotne przepipetowanie. Zmieni¢ koncowke pipety i przenie$s¢ odpo-
wiednig ilo$¢ zawartosci proboéwki pierwszej do probowki drugiej i takze przepipetowac.
Czynno$¢ powtarza¢ analogicznie do uzyskania 12 rozcienczen dziesi¢tnych.

3. Po doktadnym rozpuszczeniu top agaru wyja¢ go z tazni wodnej 1 studzi¢ w temperaturze
pokojowej do osiggniecia temp. ok. 45°C. Przenie$¢ 3 ml nadal plynnego top agaru do
sterylnej proboéwki o poj. 10 ml. Nastepnie pobrac¢ 200 pl zawiesiny nocnej hodowli gospo-
darza bakteryjnego, doda¢ do wyzej wymienionej probowki, zamieszac jej zawartos¢ 1 wy-
la¢ réwnomiernie na powierzchni¢ base agaru (ostrozne przechylanie ptytki base agar
z wylanym top agarem na boki spowoduje otrzymanie rownomiernej warstwy). Plytke po-
zostawi¢ na blacie w temperaturze pokojowej agarem do dotu w celu zestalenia si¢ top
agaru.

4. Po zestaleniu gornej warstwy z dodatkiem komorek gospodarza bakteryjnego 3-krotnie
nakropi¢ po 3 ul kazdego z przygotowanych rozcienczen dziesietnych lizatu fagowego,
w odpowiednich obszarach siatki rozcienczen, uwazajac, aby nie dotknaé¢ warstwy top
agaru koncowka tipsa (,,zrzucanie kropli”). Ptytke z naniesionymi spotami (kroplami)
ostroznie przenies¢ (agarem do dotu) na podwyzszenie z pudetek po koncéwkach do pipet,
ustawionych wokot wlaczonego palnika laboratoryjnego. Uchyli¢ wieczko ptytki w celu
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podsuszenia kropel w sterylnym, cieptym obiegu powietrza przez ok. 10—20 minut lub do
zaobserwowania braku widocznosci kropel (ryc. 6.4). Ptytke zamkna¢ 1 wylaczy¢ palnik.
Nastepnie przenies$¢ ptytke (agarem do gory) do cieplarki i inkubowaé przez 24 godzin
w temperaturze dostosowanej do wzrostu gospodarza bakteryjnego (dla E. coli — w temp.
37°C) (wg Carlson, 2005; Van Twest i Kropinski, 2009, zmodyfikowane).

Ryec. 6.4. Suszenie ptytek w obiegu powietrza palnika

Wyniki

1. Zaobserwowa¢ pojedyncze, policzalne tysinki (3—30), w przypadku co najmniej 1 z roz-
cienczen dziesietnych, pozwalajace na wyznaczenie miana fagowego (ryc. 6.5).

2. Policzy¢ zaobserwowane pojedyncze tysinki (przy danym rozcienczeniu) dla kazdego z po-
wtorzen, a nast¢pnie obliczy¢ ogdlng srednig, np. 18, 21 1 20 = $rednia: 19,7. Wartos¢ te
podstawi¢ do wzoru w celu obliczenia PFU/ml:

1000
PFU/mL = srednia liczba lysinek x —— — - X rozcienczenie
ilos¢ naniesionego lizatu w uL

Przyktad:
1000 =] =] 11
PFU/mL = 19,7 % N ® 10 = 6566,7 x 10° = 6,57 X 10

3. Wyniki obliczen przedstawi¢ w tabeli 6.2.
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Ryec. 6.5. Wynik miareczkowania lizatu fagowego; rozcienczenie 11 i 12 pozwala na zaobserwowanie
pojedynczych, policzalnych tysinek fagowych

Tabela 6.2. Liczba czastek fagowych w lizacie

Powtérzenie 1 Powtoérzenie 11 Powtoérzenie 111 Srednia
(1lo$¢ tysinek) (1lo$¢ tysinek) (1lo$¢ tysinek)

Rozcienczenie

Miano fagowe
(PFU/ml)

Cwiczenie 6.3
Koinkubacja bakteriofagow i nanomateriatow

Cel
Okres$lenie wptywu wybranych nanomaterialow na zdolnos¢ formowania tysinek przez bakte-
riofagi lityczne.
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Wprowadzenie

Po zmieszaniu ok. 100—-500 czastek bakteriofagéw z ok. 10® komorkami bakteryjnymi (wspie-
rajagcymi namnazanie faga) w warstwie top agaru wylanego na powierzchni stalego podloza
(wspierajacego wzrost bakterii) niezainfekowane przez bakteriofaga bakterie beda konty-
nuowac wzrost i ostatecznie osiggna faze¢ stacjonarna, tworzac gtadka nieprzezroczysta warstwe
(murawke bakteryjng). Czastki faga wkrotce wejda w kontakt z bakteriami wykazujgcymi
niewrazliwos$¢, a nastepnie je zainfekuja. Fagi potomne z kazdej zainfekowanej bakterii zakaza
sasiednie bakterie, a cykl lityczny bedzie powtarzany wiele razy, powodujac powstanie strefy
lizy, ktora ostatecznie stanie si¢ widoczna golym okiem jako ,lysinka” na powierzchni mu-
rawki bakteryjnej. Zdolnos$¢ bakteriofagow do tworzenia tysinek jest wigc jednym z podstawo-
wych mechanizméw okreslania ich aktywnosci litycznej.

Ciekawym zagadnieniem w tej materii jest okreslanie wplywu nanomaterialéw i nanocza-
stek na aktywno$¢ lityczng bakteriofagoéw. Ich mechanizm interakeji z nanomaterialem moze
by¢ zwigzany z rodzajem i charakterystyka danego nanomateriatu, a takze typem morfologicz-
nym faga. W literaturze opisywane byly juz przypadki dzialania stymulujacego nanoczastek
Zn0O na rozwoj lityczny kolifaga MS2, a takze efekt inaktywujacy nanoczastek srebra na rézne
rodzaje fagoéw, przy czym efekt ten zalezat przede wszystkim od wybranego st¢zenia nanocza-
stek 1 ich wielkosci, a takze od czasu ekspozycji. Z tego wzgledu niniejsza procedura doswiad-
czalna zaklada uzyskanie informacji o zdolno$ci do formowania tysinek testowanego bakterio-
faga po ekspozycji na SiO2 1 TiO2 w wysokich stezeniach, z uwzglednieniem czasu trwania
koinkubacji.

Materialy

Dla 1 grupy cwiczeniowej: lizat fagowy przechowywany w temp. 4°C (6 ml) o mia-
nie=~1 x 107/ 1 x10% (PFU/ml); TiO2 i SiO2 zawieszone w sterylnej wodzie destylowane;
o okreslonym stezeniu wyj$ciowym; sterylna 12-dotkowa ptytka polistyrenowa (1 szt.); ste-
rylna woda dejonizowana (5 ml); sterylna ptytka Petriego z agarem lizogennym (LA) stuzaca
jako base agar (7 szt.); bulion lizogenny (LB) z dodatkiem 7-proc. agaru stuzacy jako top agar
(100 ml); sterylna probowka o poj. 10 ml (7 szt.); sterylne probdéwki typu Eppendorf
0 poj. 1,5 ml (21 szt.); statyw na proboéwki typu Eppendorf; catonocna lub 24-godzinna ho-
dowla gospodarza bakteryjnego w bulionie LB (5 ml); pipety automatyczne zmiennopojemno-
sciowe o poj. 100-1000 pl, 10-100 pl 1 0,5-10 pl; sterylne tipsy (koncéwki do pipet); taznia
wodna; palnik laboratoryjny; pudetka po koncowkach do pipet; cieplarka; minutnik.

Mikroorganizmy i nanomaterialy
Escherichia coli, bakteriofag T4 (lub ewentualnie gospodarz bakteryjny 1 bakteriofag wyizolo-
wany podczas ¢wiczenia 6.1), SiO2, TiOx.

Przebieg doswiadczenia

Dla catej grupy ¢wiczeniowej (studenci wspolnie wykonujq kolejne przydzielane zadania)

1. Top agar umiesci¢ w tazni wodnej w celu jego dokladnego rozpuszczenia. Przygotowac
ptytki z base agarem (7 szt.). Plytki opisa¢ od strony podtoza z uwzglednieniem czasow
inkubac;ji (0, 10, 20, 30, 40, 50 1 60 min), 2 préb badanych (SiO2 i TiOz2) oraz kontroli (K)
(ryc. 6.6).
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Czas (ap. 20 min)

$i0,

TiO,

Bakteriofag;
gospodarz bakteryjny

Ryec. 6.6. Schemat opisu ptytki Petriego

2. Przygotowac statyw na probdwki typu Eppendorf i umiesci¢ w nim w 7 rzedach (odpowia-
dajacych czasom punktéw pomiarowych: 0, 10, 20, 30, 40, 50 i 60 minut) po 3 proboéwki
(oznaczone jako SiO2, TiO2 1 K) (ryc. 6.7).

€0 6060 ©0690
@00 000 ©@0

Rye. 6.7. Schemat przyktadowego rozmieszczenia probowek typu Eppendorf w statywie
laboratoryjnym
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3. Po doktadnym rozpuszczeniu top agaru wyjac go z tazni wodne;j i studzi¢ w temp. pokojo-

wej do osiagnigcia ok. 45°C. Przenies¢ po 3 ml nadal plynnego top agaru do sterylnych
probéwek o poj. 10 ml (7 szt.). Nastepnie do probowek dodawac po 200 pl zawiesiny nocnej
hodowli gospodarza bakteryjnego, zamieszaé i wylewa¢ rownomiernie na powierzchnie
ptytek base agar (7 szt.). Ptytki pozostawi¢ na blacie w temp. pokojowej agarem do dotu
w celu zestalenia si¢ topow.

Przygotowac ptytke 12-dotkowa. Wybra¢ 3 dotki i podpisac je na wieczku ptytki jako SiO2,
TiO2 1 K. Wyja¢ z lodoéwki lizat fagowy i rozpipetowac po 2 ml do kazdego z oznaczonych
dotkéw. Nastepnie doda¢ odpowiednig ilos¢ zawiesin nanoczastek, tak aby ich stezenie
koncowe wynosito 0,5 mg/ml. Do dotka ,,K” doda¢ analogiczng ilo§¢ wody dejonizowane;j
w celu zapewnienia identycznych objgtosci. Wiaczy¢ minutnik i natychmiast pobra¢ po
20 ul z kazdej proby (czas 0 min) i przenie$s¢ do wczesniej przygotowanych odpowiadajg-
cych im probowek typu Eppendorf. Przygotowac ptytke z zestalonym top agarem opisang
jako ,,0 min”. Kazda z pobranych prob nakrapia¢ co najmniej 3-krotnie w ilosci 3 ul w od-
powiednich obszarach ptytki, uwazajac, aby nie dotkngé warstwy top agaru koncowka
tipsa (,,zrzucanie kropli”). Ptytke z naniesionymi spotami (kroplami) ostroznie przenies¢
(agarem do dotu) na podwyzszenie z pudetek po koncowkach do pipet, ustawionych wokét
wlaczonego palnika laboratoryjnego. Uchyli¢ wieczko ptytki w celu podsuszenia kropel
w sterylnym, cieptym obiegu powietrza przez ok. 10-20 minut lub do zaobserwowania
braku widocznosci kropel.

Czynnosci powtarza¢ analogicznie w pozostatych punktach czasowych: 10, 20, 30, 40, 50
1 60 minut. Nastgpnie przenie$s¢ podsuszone ptytki do cieplarki i inkubowa¢ przez 24 go-
dziny w temperaturze dostosowanej do wzrostu gospodarza bakteryjnego (dla E. coli —
w temp. 37°C).

Wyniki

1.

Zaobserwowac spoty lysinkowe spowodowane duzg ilo$cig zlanych ze sobg tysinek, co po-
twierdza obecno$¢ bakteriofagdw w wysokim mianie 1 prawidtowa zdolno$¢ fagow do for-
mowania tysinek (K). W przypadku prob badanych (Si02, TiO2) moze zaistnie¢ taka sama
zalezno$¢, co oznaczaé bedzie, ze wybrane nanomateriaty nie wptywaja negatywnie na fa-
gowa zdolno$¢ do tworzenia tysinek.

Z kolei w przypadku zaobserwowania pojedynczych wstepnie policzalnych tysinek mozna
zalozy¢, ze dany nanomateriat wptywa negatywnie na fagowe tysinkowanie (ryc. 6.8).
W takim wypadku nalezy zwroci¢ uwage na przypisany mu punkt czasowy, co pozwoli na
wstepne okreslenie czasu koinkubacji, potrzebnego do zaobserwowania niniejszego efektu.
Wyniki obserwacji przedstawi¢ w tabeli 6.3.
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Ryec. 6.8. Przyktadowy wynik eksperymentu koinkubacji z uwidocznionym spadkiem zdolnosci do
tysinkowania testowanego bakteriofaga; E;—Es, F1—F3, Gi—G3 — nanomaterialy w 3 réznych stezeniach,
K - kontrola

Tabela 6.3. Wpltyw wybranych nanomaterialéw na zdolno$¢ formowania tysinek fagowych

Czas 0 min 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min
inkubacji
SiO2
(zdolno$¢
bakteriofaga
do tworzenia
tysinek,
w stosunku
do kontroli)*
TiO2
(zdolnosé
bakteriofaga
do tworzenia
lysinek,
w stosunku
do kontroli)*
* bez zmian / nieznaczny spadek / wyrazny spadek
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7. PROTEOMIKA — PRZYGOTOWANIE PROB DO ANALIZ
PROTEOMICZNYCH

Alicja Dratwa-Chatupnik

Proteomika zajmuje si¢ okresleniem struktury bialek, w tym izoform i modyfikacji potrans-
lacyjnych, a takze badaniem ich funkcji, lokalizacji oraz analizg interakcji pomi¢dzy nimi.
Badania proteomiczne lacza metody biochemiczne, fizykochemiczne i1 bioinformatyczne.
Umozliwiajg rownoczesng analize wszystkich bialek obecnych w komorce, tkance i ptynach
ustrojowych. Sktad biatkowy (proteom) danego systemu biologicznego ulega nieustannym
zmianom w odpowiedzi na czynniki wewnatrz- i zewnatrzustrojowe, z tego powodu wyniki
analiz proteomicznych dostarczajg informacji o aktywnosci biatek w danym czasie. Pozwala
to na wytypowanie biatek wskazujacych na zmiany proceséw biochemicznych zachodzacych
W organizmie.

Proteom jest strukturg bardzo dynamiczng, dlatego w analizach proteomicznych bardzo
istotne jest wlasciwe pobranie materiatu biologicznego oraz jego odpowiednie przechowy-
wanie.

Kolejnym waznym etapem jest izolacja bialek z materialu biologicznego i1 przygotowanie
probek do analiz proteomicznych. Istotne jest, aby stosowane podczas tego procesu procedury
wykonane byly precyzyjnie i powtarzalnie. Maja one bowiem decydujacy wptyw na jakos¢
1 wiarygodno$¢ uzyskanych p6zniej wynikéw badan.

Izolacje bialek z materiatlu biologicznego wykonuje si¢ przez dezintegracj¢ komorek (tka-
nek), wykorzystujac tagodne lub mocniejsze metody homogenizacji. Podczas dezintegracji
tkanek sa uwalniane lub aktywowane endogenne proteazy, ktérych obecno$¢ zmienia wyj-
sciowy sktad biatkowy danej préby. Proteazy mozna dezaktywowac przez szybkie zamraza-
nie, denaturacj¢ probki lub stosujac inhibitory proteaz dedykowane danemu materiatlowi
biologicznemu. Inhibitory proteaz dodajemy tam, gdzie jest to konieczne. Nalezy bra¢ pod
uwagge, ze dodane inhibitory wchodza w pule biatek docelowej probki.

Nie istnieje jeden uniwersalny sposob postepowania z preparatem biologicznym. Kazdy
materiat biologiczny (ekstrakt komorkowy, homogenat tkankowy czy ptyn ustrojowy) wy-
maga przygotowania odrebnej procedury. Najbardziej zroznicowane pod wzgledem ilosci
bialek oraz substancji niebiatkowych sg plyny ustrojowe. Dlatego kazdy z nich wymaga in-
nego przygotowania do analiz proteomicznych. Na przyklad probki osocza/surowicy krwi
wymagaja zredukowania ilosci bialek wysokokopijnych (albumin, immunoglobulin), ktore
w obrazie elektroforetycznym przystaniaja biatka wystgpujace w niewielkim st¢zeniu. Nato-
miast ubogie w biatka probki moczu oraz ptynu mézgowo-rdzeniowego nalezy zagescic i po-
zbawi¢ substancji zaktocajacych proces rozdziatu biatek.

Przed rozpuszczeniem probek w buforze lizujacym nalezy usung¢ z nich niebiatkowe za-
nieczyszczenia utrudniajgce analize¢ proteomiczng, takie jak: sole, thuszcze, polisacharydy,
kwasy nukleinowe.

Ostatnim etapem przygotowania probek do analiz proteomicznych jest rozpuszczenie bia-
tek. W tym celu uzywa si¢ buforéw lizujacych, ktorych zadaniem jest denaturacja bialek
oraz utrzymanie ich w stanie rozpuszczonym i niezagregowanym w ciggu catego procesu
analizy.
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Cwiczenie 7.1
Przygotowanie buforu lizujgcego

Cel

1. Poznanie skladowych buforu zapewniajacego rozpuszczenie, dezagregacj¢ i denaturacje
biatek.

2. Wyjasnienie znaczenia poszczegdlnych sktadowych buforu lizujacego.

Wprowadzenie

Do lizy biatek uzywa si¢ buforow, ktorych zadaniem jest denaturowac biatka oraz utrzymac
je w stanie rozpuszczonym i uniemozliwiajacym ich agregacj¢ w ciggu calego procesu ana-
lizy. W sktad buforu lizujacego wchodza czynniki chaotropowe (mocznik, tiomocznik), de-
tergenty (CHAPS), zwiazki redukujace (DTT, TBP) oraz amfolity.

Materialy

Jednorazowe rekawice nitrylowe; probowka typu Falcon o poj. 10 ml; zlewka o poj. 25 ml;
naczynka wagowe jednorazowe o poj. 7 ml; szpatutki i tyzeczki do nawazania; pipeta zmien-
nopojemnosciowa o poj. 10200 pl; pipeta zmiennopojemnosciowa o poj. 1000-5000 pl;
koncowki do pipety o poj. 200 ul (pojemnik); koncoéwki do pipety o poj. 1000—-5000 ul; cy-
linder o poj. 25 ml; magnesik do mieszadta; mieszadto magnetyczne; waga; maseczki z fil-
trami; wytrzgsarka na probowki; mocznik; tiomocznik; Tris; biolit; TBP.

Przebieg doswiadczenia

1. W 25-mililitrowej zlewce nalezy nawazy¢ mocznik 1 dola¢ do niego czysta wode
(18 MQ-cm™!) w ilo$ciach podanych w tabeli 7.1.

2. W zlewce umiesci¢ magnesik 1 miesza¢ roztwor na mieszadle magnetycznym. Po rozpusz-
czeniu si¢ mocznika doda¢ tiomocznik itd.; odczynniki dodawa¢ po rozpuszczeniu si¢
wczesniej dodanych do zlewki w ilo$ci podanej w tabeli, w tym celu uzywa¢ jednorazo-
wych naczynek wagowych i szpatutek lub tyzeczek do nawazania (uwaga: nie uzywaé
tych samych szpatulek i lyzeczek do nawazania r6znych odczynnikow!), natomiast ilo$¢
ptynéw odmierza¢ za pomoca pipet automatycznych, za kazdym razem zmieniajac kon-
cowke, gdy pobierany jest inny plyn.

3. Przygotowany roztwor przela¢ do cylindra o poj. 25 ml i dopetni¢ czysta woda
(18 MQ-cm ™) do objetosci 10 ml. Nastepnie bufor wla¢ do probowki typu Falcon o poj.
10 ml i wymiesza¢ na wytrzasarce przez 1 minute

Tabela 7.1. Sktadowe buforu lizujacego

Odczynniki [lo$¢ odczynnika
7-molowy mocznik 4,20 g w 4 ml H20
2-molowy tiomocznik 1,52 g
4-proc. CHAPS 0,40 g
1-proc. DTT — doda¢ 30 minut przed uzyciem 0,10 g
2-proc. amfolit — doda¢ 30 minut przed uzy- 2000 pl
ciem
H>O dopetni¢ do 10 ml

Wyniki

Podsumowanie doswiadczenia zestawi¢ w tabeli 7.2.
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Tabela 7.2. Podsumowanie wynikow do§wiadczenia

Napisz, do jakiej grupy sktadowych
buforu lizujacego nalezg mocznik i tio-
mocznik, oraz wyjasnij ich funkcje

Napisz, do jakiej grupy sktadowych
buforu lizujacego nalezy CHAPS,
1 wyjasnij jego funkcje

Napisz, do jakiej grupy sktadowych
buforu lizujacego nalezy DTT, i wyja-
$nij jego funkcje

Jaka jest funkcja biolitow w buforze li-
Zujacym?

Dlaczego biolity majg rdézny zakres
pH?

Cwiczenie 7.2
Homogenizacja tkanki miesnia szkieletowego i wgtroby

Cel

1. Izolacja biatek z materiatu biologicznego.

2. Poznanie metody pozyskiwania biatek z tkanek.

3. Wyjasnienie znaczenia precyzyjnosci 1 powtarzalnosci procesu dezintegracji tkanek w pdz-
niejszych analizach proteomicznych.

Wprowadzenie

Kazda z tkanek rozni sig¢ strukturg i tatwos$cig jej dezintegracji. W prezentowanym doswiadcze-
niu zastosowano mocniejszg metod¢ homogenizacji prob. Za kazdym razem przed przystapie-
niem do procesu dezintegracji tkanke nalezy optuka¢ w ptynie fizjologicznym w celu oczysz-
czenia jej np. z resztek krwi 1 zabrudzen. Zastosowana metoda homogenizacji poprzedzona jest
pocigciem za pomocg skalpela tkanek na drobne kawatki, co ma na celu utatwienie wlasciwego
procesu homogenizacji.

Materialy

Jednorazowe rekawice nitrylowe; probowki z zakrgcang nakretkg o poj. 2 ml (2 szt.); probowki
typu Eppendorf o poj. 1,5 ml (4 szt.); butelka szklana z nakretka (o poj. 1 1); zlewka o poj. 25 ml;
zlewka o poj. 50 ml; tacka do cigcia skalpelem; kulki metalowe do homogenizacji; bibutki filtra-
cyjne; uchwyt do skalpela chirurgicznego; ostrze do skalpela; pinceta; nozyczki; pipeta zmienno-
pojemnosciowa o poj. 10-200 ul; pipeta zmiennopojemnosciowa o poj. 100—1000 pl; koncowki do
pipety o poj. 200 ul (pojemnik); koncéwki do pipety o poj. 100—1000 pl (pojemnik); statyw na
probowki typu Eppendorf; statyw na probdéwki typu Falcon o poj. 25 1 50 ml; styropianowe
pudetko; statyw chtodzacy na probdéwki typu Eppendorf; pudetko laboratoryjne do przechowy-
wania probowek typu Eppendorf (w temp. —80°C); wytrzasarka na probowki; waga; homoge-
nizator; wiroéwka; zamrazarka glebokiego mrozenia; 0,9-proc. roztwor NaCl; bufor lizujacy;
kruszony 16d; woda destylowana.
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Material biologiczny
Migsien szkieletowy, watroba.

Przebieg doswiadczenia

1.

Przed przystagpieniem do wykonania ¢wiczenia natozy¢ rekawiczki 1 opisa¢ 2 probowki
0 poj. 2 ml z zakrgcang nakretka (jedng MS/..., druga W/... — w miejsce kropek wpisuje si¢
wlasne oznaczenie, MS oznacza mig¢sien szkieletowy, W — watrobg¢) oraz w ten sam sposob
opisa¢ probowki o poj. 1,5 ml typu Eppendorf (2 probéwki opisujemy MS 12 probowki W).
Nastepnie do zlewek wla¢ schtodzony plyn fizjologiczny (butelki z 0,9-proc. roztworem
NaCl muszg sta¢ w styropianowych pudetkach wypetionych kruszonym lodem, aby utrzy-
mac niska temperature ptynu) i optuka¢ w nich doktadnie tkanke, potem osuszy¢ z uzyciem
bibuiki filtracyjnej. Odciety fragment tkanki utozy¢ na tacy i pocig¢ za pomocg skalpela na
drobne kawatki. Przed przystgpieniem do krojenia kolejnej tkanki narzgdzia chirurgiczne
doktadnie umy¢ i optuka¢ w wodzie destylowanej. Po czym odwazy¢ 0,1 g tkanki w pro-
béwce z nakretky. Przed uzyciem wymiesza¢ na mieszadle probéwke typu Falcon z bufo-
rem lizujgcym, co najmniej przez 1 minute. Do kazdej probowki z odwazong tkanka wlaé
1 ml buforu lizujacego i wstawi¢ do schtodzonego (w temp. —80°C) statywu chtodzacego
na proboéwki typu Eppendorf oraz wprowadzi¢ dwie metalowe kulki. Tak przygotowane
w probowkach typu Eppendorf probki nalezy rownomiernie rozmiesci¢ w schtodzonym
(w temp. —80°C) specjalnym bloczku, ktory nalezy mocno przykreci¢ do ramion homoge-
nizatora. Proby homogenizowac¢ przez 20 minut przy 21 Hz.

Po zakonczeniu homogenizacji préb z kazdej probowki odciggna¢ supernatant i wla¢ do od-
powiednio oznaczonych probowek typu Eppendorf. Nastepnie probéwki zwirowaé w temp.
0°C przez 20 minut z sitg 20 800 g. Po zwirowaniu probek delikatnie odciggna¢ supernatant,
ktéry nalezy wla¢ do odpowiednio opisanych probowek i przechowywaé w pudetkach
w temp. —80°C do czasu wykonania analiz. Na rycinie 7.1 przedstawiono schematycznie
etapy postepowania z badang proba opisane powyze;j.

=N
w H

 r——

F— —_— Tt rT

: A -— e,
L__‘_J “ Homogenizacja
Piukanie Rozdrabnianie Odwazanie 0,1g probki Dodawanie
w 0,9% NaCl préby buforu lizujacego l
i kulek

Przechowywanie Odciqganie
prébek w -80°C supernatantu supernatantu

Ryec. 7.1. Schemat dezintegracji i przygotowywania prob do analiz proteomicznych
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Wyniki

Podsumowanie doswiadczenia zestawi¢ w tabeli 7.3.

Tabela 7.3. Podsumowanie wynikow doswiadczenia

Ktorg z tkanek tatwiej byto pociac
na drobne kawaltki i dlaczego?

Czy bys$ zaproponowal(a) inng metode
dezintegracji tkanek?
Uzasadnij swoja wypowiedz

Jak sadzisz, dlaczego nie homogenizo-
wano catego narzadu?

Wyjasnij, dlaczego za kazdym razem
odwazana byta ta sama ilo$¢ tkanki?

Czy homogenizacja calego narzadu ma
uzasadnienie, gdy jest on niewielki?
Uzasadnij swoja wypowiedz

Jak sadzisz, dlaczego podczas wykony-
wania ¢wiczenia starano si¢ utrzymac
niskg temperaturg prob? Uzasadnij
swoja wypowiedz

Cwiczenie 7.3

Dezintegracja tkanek z uzyciem mozdzierza

Cel

1. Zapoznanie z procedurg dezintegracji tkanek twardych 1 wtoknistych.

2. Izolacja bialek z materiatu biologicznego.

Wprowadzenie

Dezintegracja tkanek twardych i witdknistych jest trudna. Dzigki metodzie polegajacej na ucie-
raniu materiatu biologicznego w mozdzierzu w obecnosci ciekltego azotu uzyskujemy probe
o konsystencji pudru. Ponadto niska temperatura badanej proby zabezpiecza ja przed proteoliza
i zmiang wyj$ciowego profilu biatkowego w trakcie procesu izolacji bialek. Dodatkowo wyko-
rzystanie homogenizatora zwigksza pozyskiwanie bialek z materiatu biologicznego.
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Materialy

Jednorazowe rekawice nitrylowe; probowka z zakrgcang nakretka o poj. 2 ml; probowki typu
Eppendorf o poj. 1,5 ml (2 szt.); butelka szklana z nakretkg o poj. 1 I; zlewka o poj. 25 ml;
zlewka o poj. 50 ml; kulki metalowe do homogenizacji; bibutki filtracyjne; mozdzierz; pipeta
zmiennopojemno$ciowa o poj. 10-200 pl; pipeta zmiennopojemnosciowa o poj. 100—1000 pl;
koncowki do pipet o poj. 200 ul (pojemnik); koncowki do pipet o poj. 100-1000 pl (pojemnik);
statyw na probowki typu Eppendorf; statyw na probowki typu Falcon o poj. 25 1 50 ml; styro-
pianowe pudetko; statyw chtodzacy na probowki typu Eppendorf; pudetko laboratoryjne do
przechowywania probowek typu Eppendorf w (—80°C); wytrzasarka na probdéwki; waga; ho-
mogenizator; wirowka; zamrazarka gitebokiego mrozenia; 0,9-proc. roztwér NaCl; bufor lizu-
jacy; kruszony 16d; woda destylowana.

Material biologiczny
Dowolna tkanka twarda 1 wtoknista (np. migsien szkieletowy, naczynie krwiono$ne, zotadek,
jelito).

Przebieg doswiadczenia

1. Przed przystgpieniem do wykonania ¢wiczenia natozy¢ rgkawiczki i opisa¢ probowki z za-
krecang nakretkg oraz w ten sam sposob opisaé 2 probéwki typu Eppendorf o poj. 1,5 ml.

2. Nastegpnie do zlewek wla¢ schtodzony ptyn fizjologiczny (butelki z 0,9-proc. roztworem
NaCl muszg sta¢ w styropianowych pudetkach wypelnionych kruszonym lodem, aby utrzy-
mac niskg temperature ptynu) 1 optuka¢ w nich doktadnie tkanke, potem osuszy¢ z uzyciem
bibulki filtracyjnej. Odciaé¢ fragment tkanki 1 umiesci¢ go w mozdzierzu, do ktdrego ostroz-
nie nalezy wla¢ ciekty azot i szybko rozetrze¢ tkanke. Po czym nalezy odwazy¢ 0,1 g spu-
drowanej tkanki w probowce z nakretka. Przed uzyciem wymiesza¢ na wytrzgsarce pro-
bowke typu Falcon z buforem lizujacym (co najmniej przez 1 minutg).

3. Do kazdej proboéwki z odwazong tkanka nalezy wla¢ 1 ml buforu lizujacego i wstawi¢ do
schtodzonego (w temp. —80°C) statywu chlodzgcego na probowki typu Eppendorf oraz
wpusci¢ 2 metalowe kulki. Tak przygotowane w probowkach typu Eppendorf probki nalezy
roOwnomiernie rozmiesci¢ w schtodzonym (w temp. —80°C) specjalnym bloczku, ktéry po-
winien by¢ mocno przykrecony do ramion homogenizatora. Proby nalezy homogenizowaé
przez 20 minut przy 21 Hz.

4. Nastepnie z kazdej probowki odciggnac¢ supernatant i wla¢ do odpowiednio oznaczonej pro-
bowki typu Eppendorf. Nastepnie probowki zwirowa¢ w temp. 0°C przez 20 minut z sitg
20 800 g. Po zwirowaniu probek delikatnie odciagnac supernatant, ktory nalezy wla¢ do
odpowiednio opisanych probowek i1 przechowywaé¢ w pudetkach w temp. —80°C do czasu
wykonania analiz. Na rycinie 7.1 przedstawiono schematycznie etapy postgpowania z ba-
dang prébg opisane powyzej.

Wyniki
Podsumowanie doswiadczenia zestawi¢ w tabeli 7.4.

Tabela 7.4. Podsumowanie wynikow do$§wiadczenia

Czy ucieranie w mozdzierzu tkanek
moze by¢ powszechnie uzywang me-
toda dezintegracji tkanek twardych
w analizach proteomicznych?
Uzasadnij swoja wypowiedz
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Czy przy dezintegracji tkanek miegk-
kich koniecznie jest ucieranie w moz-
dzierzu? Uzasadnij swojg wypowiedz

Jakie znasz metody pozyskiwania bia-
ek z materiatu biologicznego?

Cwiczenie 7.4
Przygotowanie homogennych tkanek

Cel

1. Poznanie zasad poprawnego przygotowania tkanek zwierzecych do analiz proteomicznych.
2. lzolacja biatek z homogennego materiatu biologicznego.

3. Wyjasnienie celowosci izolacji biatek z roznych struktur danego narzadu.

Wprowadzenie

Podczas przygotowywania tkanek zwierzecych do analiz proteomicznych bardzo istotne jest
zminimalizowanie ich heterogenno$ci. Pozyskiwane z tkanek probki powinny by¢ czyste, ale
nie pozbawione charakterystycznej dla danej tkanki specyfiki komorkowe;.

Materialy

Jednorazowe rekawice nitrylowe; proboéwki z zakrgcana nakretka o poj. 2 ml (2 szt.); probowki
typu Eppendorf o poj. 1,5 ml (4 szt.); butelka szklana z nakretka o poj. 1 1; zlewka o poj. 50 ml;
zlewka o poj. 100 ml; tacka do cigcia skalpelem; kulki metalowe do homogenizacji; bibutki
filtracyjne; uchwyt do skalpela chirurgicznego; ostrze do skalpela; pinceta; nozyczki; pipeta
zmiennopojemno$ciowa o poj. 10-200 pl; pipeta zmiennopojemnosciowa o poj. 100—1000 pl;
koncowki do pipety o poj. 200 ul (pojemnik); koncowki do pipety o poj. 100-1000 ul (pojem-
nik); statyw na probowki typu Eppendorf; statyw na probdéwki typu Falcon o poj. 25 1 50 ml;
styropianowe pudetka; statyw chiodzacy na probowki typu Eppendorf; pudetko laboratoryjne
do przechowywania probowek typu Eppendorf w temp. —80°C; wytrzasarka na probowki;
waga; homogenizator; zamrazarka glebokiego mrozenia; 0,9-proc. roztwor NaCl; bufor lizu-
jacy; kruszony lod; woda destylowana.

Material biologiczny
Serce, nerka.

Przebieg doswiadczenia

1. Przed przystapieniem do wykonania ¢wiczenia natozy¢ rekawiczki i opisa¢ 3 probowki
o pojemnosci 2 ml z zakrecang nakretka (jedng S/..., drugg NK/.. ., trzecig NR/... — w miej-
sce kropek wpisa¢ wlasne oznaczenie; S oznacza serce, NK — kore nerki, NR — rdzen nerki);
w ten sam sposob nalezy opisa¢ probowki typu Eppendorf o poj. 1,5 ml (2 probowki opisac
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S, 2 probowki — NK 1 2 probowki — NR). Nastepnie do zlewek wla¢ schtodzony ptyn fizjo-
logiczny (butelki z 0,9-proc. roztworem NaCl muszg sta¢ w styropianowych pudetkach wy-
petnionych kruszonym lodem, aby utrzymac niskg temperature ptynu) i optuka¢ w nich do-
ktadnie tkanke, potem osuszy¢ z uzyciem bibuiki filtracyjne;.

e Przygotowanie serca. Usung¢ za pomocg pincety worek osierdziowy, nastgpnie wycigé
duze naczynia krwiono$ne. Oczyszczony narzad plukaé¢ w czystym plynie fizjologicz-
nym i osuszy¢ na bibule filtracyjne;.

e Przygotowanie nerki. Odcia¢ kore nerki od rdzenia. Z rdzenia nerki wyciag¢ kliny
o podstawie skierowanej ku korze nerki. Oczyszczony narzad plukaé w czystym ptynie
fizjologicznym 1 osuszy¢ na bibule filtracyjnej.

2. Odciete fragmenty tkanek utozy¢ na tacy i pocia¢ za pomoca skalpela na drobne kawalki.

Dalej postepowac zgodnie z opisem umieszczonym w ¢wiczeniu 7.2.

Wyniki
Podsumowanie doswiadczenia zestawi¢ w tabeli 7.5.

Tabela 7.5. Podsumowanie wynikow doswiadczenia

Jakie znaczenie w analizach proteo-
micznych ma minimalizowanie hetero-
gennosci tkanki?

Uzasadnij swojg wypowiedz

Wyjasnij celowos$¢ analiz proteomicz-
nych poszczegolnych struktur okreslo-
nego narzadu?

Uzasadnij swoja wypowiedz

Cwiczenie 7.5
Przygotowanie probek mleka do analiz proteomicznych

Cel
1. Izolacja biatek z ptynu ustrojowego.
2. Zapoznanie z procedurg przygotowywania pltyndw ustrojowych do analiz proteomicznych.

Wprowadzenie

W analizach proteomicznych opierajacych si¢ na rozdziale bialek z wykorzystaniem elektrofo-
rezy dwukierunkowej (2DE) istotne jest usunigcie z prob niebiatkowych zanieczyszczen, ktore
uniemozliwiaja lub utrudniajg rozdzial. Do takich zwigzkow nalezg ttuszcze, ktore tworzg kom-
pleksy z biatkami. Mleko jest bogate w ttuszcze oraz kazeiny. W celu przygotowania mleka do
analiz proteomicznych nalezy usuna¢ z niego thuszcze i straci¢ kazeiny.

Materialy
Jednorazowe rgkawice nitrylowe; pipeta zmiennopojemnosciowa o poj. 10-200 ul; pipeta
zmiennopojemnos$ciowa o poj. 100—1000 pl; pipeta zmiennopojemnos$ciowa o poj. 1000—
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5000 pl; koncowki do pipety o poj. 200 pl (pojemnik); koncowki do pipety o poj. 100-1000 pl
(pojemnik); koncowki do pipety o poj. 1000-5000 pl; statyw na proboéwki typu Eppendorf;
pipety zakraplacze; probowki typu Falcon o poj. 50 ml; statyw na proboéwki typu Falcon o poj.
50 ml; zlewka o poj. 25 ml; zlewka o poj. 50 ml; tyzeczki do nawazek; probowki typu Eppen-
dorf o poj. 1,2 ml; statyw na probowki typu Eppendorf; pudetko laboratoryjne do przechowy-
wania proboéwek typu Eppendorf (w temp. —80°C); wytrzasarka na probowki; wiréwka; wy-
trzgsarka z nakladka na probowki typu Eppendorf; magnes do mieszadta; mieszadlo magne-
tyczne; pehametr do probek biologicznych; zamrazarka glebokiego mrozenia; 30-proc. kwas
octowy; roztwory buforowe do kalibracji pehametru o pH 4, 7 i 10; aceton; bufor lizujacy; za-
mrazarka (—20°C); koncentrator.

Material biologiczny
Mieko (50 ml).

Przebieg doswiadczenia

1. Przed przystgpieniem do wykonania ¢wiczenia natozy¢ rekawiczki i opisa¢ probowke typu
Falcon o poj. 50 ml. Nastgpnie wla¢ do probowek typu Falcon za pomoca pipety
0 poj. 1000-5000 pul mleko w ilosci 40 ml.

2. Nastepnie proby zwirowac przez 20 minut w temp. 4°C z sitg 4500 g. W trakcie wirowania
prob mleka nalezy skalibrowa¢ pehametr. Po pierwszym zwirowaniu prob usung¢ utwo-
rzony kozuch tluszczu za pomoca tyzeczki oraz pipety o poj. 100—-1000 pl do 25 ml zlewki.
Ponownie zwirowac proby przy takich samych parametrach, ale tym razem przez 10 minut,
1 ponownie odciggnaé thuszcz.

3. Nastepnie probke mleka przela¢ do zlewki o poj. 50 ml, wlozy¢ magnes, ustawi¢ na mie-
szadle magnetycznym 1 wlaczy¢ delikatne mieszanie. Wprowadzi¢ diod¢ pehametru.
W celu usunigcia kazein stopniowo za pomoca pipetki plastikowej zakrapia¢ do mleka
30-proc. kwas octowy do momentu uzyskania przez probke pH 4,6. Wynik uzyskanego pH
zapisa¢ w zeszycie. Po precypitacji kazein proby zwirowa¢ w 4°C z sitg 3380 g przez 15
minut, a uzyskany supernatant rozdzieli¢ po 300 pl do probéwek typu Eppendorfi dola¢ do
kazdej probowki 1200 ul acetonu schodzonego do temp. —20°C. Proby wymieszaé z aceto-
nem na wytrzasarce przez 1 minute. Tak przygotowane proby pozostawi¢ na 2 godziny
(w temp. —20°C). Na poét godziny przed koncem precypitacji w acetonie nalezy schtodzi¢
wirowke, w tym celu ustawi¢ temp. —9°C 1 wlaczy¢ wiréwke na ,,Fast cool”. Po 2 godzinach
precypitacji (w temp. —20°C) proby zwirowac przez 0,5 godziny w temp. 0°C przy maksy-
malnej predkosci.

4. Po zwirowaniu odciggna¢ aceton; pozostatg resztke acetonu w probowce delikatnie wylaé
na bibule filtracyjna, tak zeby nie uszkodzi¢ biatka. Nastepnie wysuszy¢ proby w koncen-
tratorze przez 2 minuty.

Wyniki
Podsumowanie doswiadczenia zestawi¢ w tabeli 7.6.

Tabela 7.6. Podsumowanie wynikow do$wiadczenia

Wyjasnij koniecznos$¢ oczyszczania
probek z substancji niebiatkowych
przed ich rozpuszczeniem w buforze li-
Zujacym
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Podaj przyktady zanieczyszczen pro-
bek 1 wyjasnij, jak ich obecno$¢ moze
wptywac na rozdziat 2DE

Wyjasnij role uzytego acetonu w do-
$wiadczeniu

Cwiczenie 7.6
Zageszczanie plynow fizjologicznych

Cel

1. Pozyskiwanie biatek z pltynu ustrojowego.

2. Wyjasnienie koniecznos$ci zaggszczania niektorych plyndw ustrojowych przed analizami
proteomicznymi.

Wprowadzenie

W przypadku probek rozcieniczonych i zanieczyszczonych substancjami niebiatkowymi (np.
mocz, ptyn moézgowo-rdzeniowy) probke nalezy zagesci¢ 1 pozbawié substancji przeszkadza-
jacych w rozdziale elektroforetycznym (np. poprzez ultrawirowanie lub ultrafiltracje i precypi-
tacje). Mocz jest ptynem ustrojowym ubogim w biatka, a bogatym w sole; chcac go uzy¢ do
analiz proteomicznych, nalezy go zagescic i oczys$ci¢ ze zwigzkow niebiatkowych. Jedna z me-
tod zageszczania jest przepuszczenie proby przez ultrafiltry do wirowania.

Materialy

Jednorazowe rekawice nitrylowe; pipeta zmiennopojemnos$ciowa o poj. 10-200 ul; pipety
0 poj. 500 pl; pipeta zmiennopojemnos$ciowa o poj. 1000-5000 pl; koncowki do pipety
0 poj. 200 ul (pojemnik); koncoéwki do pipety o poj. 100-1000 ul (pojemnik); koncowki do
pipety o poj. 1000-5000 pl; proboéwki typu Eppendorf o poj. 1,2 ml; statyw na probowki typu
Eppendorf; statywy na probowki typu Falcon o poj. 50 ml; ultrafiltry o poj. 15 ml.

Material biologiczny
Mocz (50 ml).

Przebieg doswiadczenia

1. Przed przystagpieniem do wykonania ¢wiczenia natozy¢ rekawiczki i1 opisaé ultrafiltry. Na-
stepnie wla¢ do ultrafiltrow 15 ml moczu za pomoca pipety o poj. 1000-5000 pl 1 wirowaé
przez 60 minut w temp. 4°C, przy maksymalnych obrotach. Pozostalty mocz pozostawic¢
w lodoéwce do czasu rozpoczgcia oznaczenia koncentracji biatka w prébach moczu nieza-
geszczonego 1 zageszczonego. W czasie wirowania prob nalezy przygotowac krzywa biat-
kowa wedlug protokotu opisanego w ¢wiczeniu 8.1 w rozdziale 8 Dwukierunkowa elektro-
foreza zelowa. Po zakonczeniu wirowania przyjrze¢ si¢ miarce objetosci na ultrafiltrze i za-
pisa¢ uzyskana objeto$¢ moczu po jego zageszczeniu.
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2. Nastepnie za pomocg pipety odciagnaé zageszczony mocz do proboéwki typu Eppendorf.
Przystapi¢ do oznaczenia stezenia biatka w obu probach moczu (zageszczonym i niezaggsz-
czonym).

Wyniki
Podsumowanie doswiadczenia zestawi¢ w tabeli 7.7.

Tabela 7.7. Podsumowanie wynikow do§wiadczenia

Jaka objeto$¢ moczu otrzymano po
jego zageszczeniu 1 ilokrotnie jest go
mniej?

Jakie stezenie biatka ma préba moczu
niezageszczonego i zageszczonego?

Jakich sktadnikéw ma mniej probka
moczu zagegszczonego?

Jaki powinien by¢ kolejny krok

W przygotowywaniu tego plynu ustro-
JOwego po jego zageszcezeniu z uzy-
ciem ultrafiltru?
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8. DWUKIERUNKOWA ELEKTROFOREZA ZELOWA

Agnieszka Herosimczyk

Dwukierunkowa (dwuwymiarowa) elektrotroforeza zelowa (ang. two-dimensional elec-
trophoresis, 2-D) jest jedna z technik molekularnych wykorzystywanych w badaniach z za-
kresu szeroko pojetych nauk o zyciu. Popularno$¢ tej metody wynika z faktu, ze umozliwia ona
jednoczesny rozdziat i/lub frakcjonowanie ztozonej mieszaniny biatek oraz peptyddéw wyste-
pujacych w szerokim zakresie stgzen w danym materiale biologicznym. Pierwsze doniesienia
zwigzane z mozliwos$cig zastosowania elektroforezy 2-D do analizy sktadu biatkowego E. coli
zostaly opublikowane w 1975 r. przez Patricka O’Farrella, ktorego uznaje si¢ za tworce tej
metody. Pozniejsze modyfikacje tej techniki, wprowadzone przez Klosego (1975) oraz Gorg
11n. (2000), przyczynity si¢ do znacznego zwickszenia jej czutosci oraz powtarzalnosci analiz,
a w konsekwencji uczynity z elektroforezy dwukierunkowej jedno z najwazniejszych narze¢dzi
badawczych stosowanych w proteomice.

W elektroforezie dwuwymiarowej biatka rozdzielane sg ze wzgledu na dwie niezalezne od
siebie cechy fizyczne, takie jak punkt izoelektryczny (pI) w pierwszym wymiarze oraz masa
czgsteczkowa (Mr) w drugim wymiarze. Metoda ta w zalezno$ci od wielko$ci zastosowanego
zelu poliakrylamidowego oraz dlugosci paska IPG pozwala na separacj¢ az do 10 000 réznych
biatek pochodzacych z komorek, tkanek czy tez ptyndéw biologicznych. W rezultacie tworza
one swoistg mape, na ktérej pozycja poszczegdlnych spotow biatkowych dostarcza szczegoto-
wych informacji na temat ich pl (o$ X) oraz Mr (0§ Y). Do gtownych zalet elektroforezy dwu-
kierunkowej nalezy mozliwo$¢ analizy zmian ekspresji poszczeg6lnych biatek na zelach 2-D
oraz obserwacji modyfikacji potranslacyjnych, jak rowniez mozliwo$¢ taczenia jej z technikami
stuzacymi do identyfikacji biatek, jak np. spektrometria mas lub Western-blot. Modytikacje
potranslacyjne, ktore odnosza si¢ do wystgpowania chemicznych zmian reszt aminokwasowych
biatek, beda wplywaty m.in. na ich wlasciwosci fizykochemiczne, a tym samym na szybkos¢
ich migracji elektroforetycznej w trakcie pierwszego kierunku (fosforylacja, acetylacja, alkila-
cja) oraz drugiego kierunku rozdziatu (glikozylacja, ubikwitynacja, farnezylacja). Po zakon-
czonej procedurze separacji biatek na Zelu 2-D mozna réznicowaé liczne formy tego samego
biatka powstate wskutek modyfikacji potranslacyjnych, ktére najczesciej obserwowane sg jako
liczne spoty biatkowe zlokalizowane blisko siebie, mogace wystepowaé w dwoch kierunkach
rozdzialu. Natomiast do gléwnych wad tej metody zaliczy¢ nalezy przede wszystkim trudno$ci
w rozdzielaniu duzych (powyzej 150 kDa) oraz bardzo matych (ponizej 10 kDa) biatek, jak
roOwniez biatek transbtonowych, wykazujacych silne wiasciwosci hydrofobowe. W tym kontek-
scie nalezy rowniez nadmieni¢, ze elektroforeza dwukierunkowa jest technika czaso- oraz kosz-
tochtonna, a takze brak w niej jakiejkolwiek automatyzacji.

Cwiczenie 8.1
Ogniskowanie izoelektryczne (IEF)

Cel

Praktyczne zapoznanie si¢ ze sposobem przygotowania oraz aplikacji proby biologicznej (zho-
mogenizowanego fragmentu watroby) na pasek z zelem IPG w celu przeprowadzenia ognisko-
wania izoelektrycznego.
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Wprowadzenie

Ogniskowanie izoelektryczne (ang. isoelectric focusing, IEF) stanowi pierwszy kierunek roz-
dziatu w elektroforezie dwukierunkowej, w ktorym biatka sa rozdzielane w gradiencie pH w za-
leznosci od ich punktu izoelektrycznego. Punkt izoelektryczny (pI) definiowany jest jako
okreslona warto$¢ pH, przy ktérej tadunek wypadkowy biatka wynosi zero, powodujac tym
samym brak jego migracji w polu elektrycznym. Przyjmuje si¢, ze pl dla wickszosci biatek
miesci si¢ w przedziale pH wynoszacym od 3 do 12. Obecnie ten etap rozdzialu prowadzi si¢
z wykorzystaniem komercyjnych paskow z zelem zawierajacych immobilizowany gradient
pH (ang. immobilized pH gradient, IPG). Paski IPG oferuja bardzo duza rozdzielczos¢, pozwa-
lajaca na efektywng i1 przede wszystkim powtarzalng separacj¢ mieszaniny biatek, ktorych pl
r6znig si¢ jedynie o 0,001 jednostki pH. Paski z zelem IPG wystepuja w roznych dtugosciach
(7, 11, 13, 17, 18 1 24 cm) oraz w wielu zakresach gradientu pH (szeroki zakres — pH 3-10;
sredni zakres — pH np. 3—6 lub 5-8; waski zakres — pH np. 6,8-8,3 lub 3,9-5,1; ultrawaski
zakres — pH np. 4,9-5,3). Wybodr odpowiedniej dlugosci oraz gradientu pH paska IPG jest po-
dyktowany charakterem prowadzonych analiz (celami, jakim ma shuzy¢), rodzajem materiatu
biologicznego (ilo$cig biatka w probie) oraz rodzajem dostepnej aparatury badawcze;.

Relatywna zdolno$¢ ogniskowania biatek oraz peptydéw na paskach z zelem IPG jest za-
lezna od ich dlugosci oraz zakresu pH. Paski o dlugosci 7 cm 1 pH 3—10 maja najmniejsza
zdolno$¢ ogniskowania przyjmowana jako 1, co stanowi punkt odniesienia do dalszych obli-
czen, ktore mozna przedstawi¢ nastepujaco:

e w sytuacji, kiedy 2 paski majg ten sam zakres pH, ale r6znig si¢ dtugoscia: z poréwnania
7-centymetrowego paska o pH 3—10 z 11-centymetrowym paskiem o pH 3-10 wynika, Ze
pasek o dlugosci 11 cm ma relatywna site rozdzielczosci réwng 1,6 (11 cm/7 cm = 1,6);

e w sytuacji, kiedy 2 paski maja tg samg dtugos¢, ale rézny zakres pH: z porownania
7-centymetrowego paska o pH 3—10 z 7-centymetrowym paskiem o pH 5-8 wynika, ze
pasek w zakresie pH 3—10 ma relatywna site ogniskowania wynoszaca 2,3 (7 jednostek
pH/3 jednostki pH = 2,3).

Optymalna ilo$¢ bialka, jaka moze by¢ natozona na pasek IPG, bedzie zalezata przede
wszystkim od jego dtugosci oraz sposobu barwienia zeli 2-D. Proces ogniskowania izoelek-
trycznego rozpoczyna si¢ od rehydratacji, czyli uwodnienia paskow IPG. Komercyjnie do-
stepne sg one w formie liofilizowanej, wobec czego nalezy przywrocic ich oryginalng grubo$¢
wynoszacg ok. 0,5 mm oraz umozliwi¢ rozszerzenie porow w zelu poliakrylamidowym, tak aby
biatka znajdujace si¢ w probie mogty do niego swobodnie wnikng¢. Proces rehydratacji paskow
dzieli si¢ na 2 etapy: rehydratacje pasywng oraz aktywna. W trakcie rehydratacji pasywne;j
paski poddaje si¢ uwadnianiu bez udzialu napiecia w temp. 20°C przez 6 godzin, natomiast
podczas rehydratacji aktywnej, prowadzonej przez ok. 12 godzin, aplikuje si¢ niewielkie napie-
cia rzgdu 30-50 V w tych samych warunkach temperaturowych. Proces ten umozliwia wnik-
nigcie biatek w glab Zelu poliakrylamidowego znajdujacego si¢ w pasku IPG. Po zakonczonej
rehydratacji nastgpuje wlasciwy proces IEF, ktory sktada si¢ z serii nastepujacych po sobie
zmian napi¢¢, przy czym natezenie pradu w trakcie trwania poszczegdlnych faz nie moze prze-
kroczy¢ 50 pA na pasek. Na szczegolng uwage zashuguje fakt, ze wielko$¢ przylozonego na-
pigcia jest Sci$le uzalezniona od dlugosci ogniskowanych paskow. Im dhuzszy jest pasek IPG
11m wezszy jest gradient pH, tym dluzszy czas jest potrzebny do przeprowadzenia ogniskowa-
nia biatek. Zbyt krétki czas skutkowat bedzie wystepowaniem tzw. horyzontalnego smuzenia
na zelu 2-D, natomiast zbyt dtugi czas (przeogniskowanie) moze powodowaé powstanie zjawi-
ska elektroendoosmozy, czyli migracji czasteczek wody z zelu w kierunku katody. Powyzsze
moze prowadzi¢ do zaburzonego wzorca ekspresji bialek, wystepowania poziomych smug, jak
réwniez utraty czesci biatka z analizowanej proby.
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Materialy

Dla 1 grupy éwiczeniowej: fragment watroby zhomogenizowany w buforze lizujacym (7-mo-
lowy mocznik, 2-molowy tiomocznik, 4-proc. w/v CHAPS, 1-proc. w/v DTT, 2-proc. v/v
Biolyte, 1-proc. v/v koktajl inhibitorow proteaz, 0,1% v/v nukleaz); odczynniki: gotowy zestaw
odczynnikowy do oznaczania st¢zenia biatka catkowitego, wzorzec albuminy bydlecej (BSA),
olejek mineralny, 7-centymetrowe paski z zelem IPG (zakres pH 3—10), bibuly knotowe, woda
dejonizowana; bufory: bufor lizujacy (7-molowy mocznik, 2-molowy tiomocznik, 4-proc. w/v
CHAPS, 1-proc. w/v DTT, 2-proc. v/v Biolyte); aparatura i wyposazenie: pipety nastawne, pro-
bowki typu Eppendorf, probowki plastikowe o poj. 15 ml, statyw na probowki, 96-dotkowa
ptytka do spektrofotometru, pincety, rekawiczki nitrylowe, szklana zlewka o poj. 10 ml, wor-
teks, spektrofotometr mikroplytkowy, plyta do ogniskowania, zestaw do ogniskowania
PROTEAN IEF.

Przebieg doswiadczenia

Grupa ¢wiczeniowa podzielona na zespoty 4-osobowe

1. Przed przystapieniem do ¢wiczen nalezy zatozy¢ rekawiczki nitrylowe.
2. Rozcienczenie zhomogenizowanej probki watroby:

e probke ze zhomogenizowanym fragmentem watroby nalezy doktadnie zworteksowac
przez 5 minut;

e przygotowac czysta probéwke typu Eppendorf, podpisac i przygotowac 20-krotne roz-
cienczenie probki, wykorzystujac do tego celu bufor lizujacy (uwaga: najpierw pipe-
tujemy bufor lizujacy, a nastepnie probke badana!);

e zworteksowac rozcienczong probe przez 5 minut;

e odstawi¢ rozcienczong probke do statywu.

3. Oznaczanie koncentracji biatka calkowitego z wykorzystaniem zmodyfikowanej metody

Bradforda przy uzyciu gotowego zestawu odczynnikowego:

A. Przygotowanie krzywej wzorcowe;j:

e w tym celu nalezy przygotowaé 6 ponumerowanych probowek typu Eppendorf, do kto-
rych nalezy odmierzy¢ odpowiednie ilosci roztworu biatka wzorcowego (BSA) oraz
buforu lizujacego (tab. 8.1). Nalezy pamietac o kolejnosci pipetowania, tzn. najpierw
dodajemy bufor lizujacy, a nast¢pnie roztwor wzorca albuminowego. Probki
z krzywa wzorcowa worteksujemy przez 5 minut.

Tabela 8.1. Ilosci [ul] roztworu biatka wzorcowego (BSA) oraz buforu lizujagcego potrzebne
do sporzadzenia krzywej wzorcowe;j

Numer probowki 1 2 3 4 5 6
I10$¢ [ul] buforu lizujacego 50,0 45,0 40,0 30,0 25,0 20,0
Ilos¢ [ul] BSA 0,0 5,0 10,0 | 20,0 | 25,0 30,0
Koncentracja bialka [pg/pl] 0 0,2 0,4 0,8 1,0 1,2

B. Przygotowanie roztworu barwigcego (500 pl/probke):

e rozcienczyC zageszczony barwnik (dotagczony do gotowego zestawu do oznaczania
biatka) woda dejonizowang w stosunku 1 : 4 (1 ml barwnika + 4 ml wody). Do tego
celu nalezy wykorzysta¢ probowki o poj. 15 ml. Nie worteksujemy roztworu, nato-
miast delikatnie mieszamy w celu uzyskania jednorodnej mieszaniny.

C. Przygotowanie krzywej wzorcowej oraz proby badanej do pomiaru absorbancji:
e przygotowa¢ 6 nowych ponumerowanych proboéwek typu Eppendorf (dla probek
z krzywa wzorcowg) oraz 1 (dla rozcienczonej probki watroby);
e do kazdej probowki doda¢ 500 ul rozcienczonego barwnika (pkt 2b);
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nastepnie z przygotowanej wczesniej serii wzorcOw (pkt 2a) oraz rozcienczonej proby
watroby (pkt 1) nalezy odmierzy¢ 4 pl i umiesci¢ w odpowiednich probéwkach zawie-
rajacych 500 pl rozcienczonego barwnika. Po dodaniu préb nie worteksujemy, deli-
katnie mieszamy w celu uzyskania jednorodnej mieszaniny;

inkubujemy przez 5 minut w temperaturze pokojowe;j;

po tym czasie aplikujemy 200 ul roztwordéw (wzorce oraz proba badana w dwukrotnym
powtdrzeniu) w okreslonych studzienkach na mikroptytce wedtug wzoru (ryc. 8.1).
Bezposrednio przed nalozeniem prob nalezy delikatnie je wymiesza¢.

D. Odczyt absorbancji probek wzorcowych oraz prob badanych:

z pomocg prowadzacego ¢wiczenia zmierzy¢ absorbancje probek wzorcowych przy dhu-
gosci fali 595 nm, wykorzystujac do tego celu spektrofotometr mikroptytkowy. Na tej
podstawie zostanie wykre§lona krzywa wzorcowa, gdzie na osi odcigtych (X) beda za-
znaczone stezenia biatka, a na osi rzednych (Y) wartosci absorbancji. Nastepnie nalezy
zmierzy¢ absorbancj¢ prob badanych (dtugosci fali 595 nm) i dokonaé odczytu st¢zenia
biatka (ng/ul) catkowitego na podstawie krzywej wzorcowe;.

4. Przeprowadzenie rehydratacji oraz ogniskowania izoelektrycznego:

A. Wyliczenie odpowiedniej koncentracji biatka oraz aplikacja proby na pasek IPG:

na podstawie uzyskanych wynikoéw koncentracji prob badanych (pkt 2d) obliczy¢ obje-
to$¢ proby, w ktorej bedzie znajdowata si¢ odpowiednia ilo$¢ biatka, przy zatozeniu, ze
do badan wykorzystane zostang 7-centymetrowe paski IPG o zakresie pH 3—10 oraz ze
zele 2-D barwione beda blekitem Coomassie (wedtug tabeli zamieszczonej ponizej).
Nalezy pamietaé, ze proby do odczytu absorbancji zostaly rozcienczone. Po obli-
czeniu obj¢tosci probki badanej nalezy dopetni¢ ja buforem lizujacym, tak aby uzyskac
maksymalng objetos¢ rehydratacyjng dla danego paska (tab. 8.2) i doktadnie zwortek-
sowac;

Tabela 8.2. Informacje dotyczace prawidtowej aplikacji ilosci biatka [pg] oraz buforu
lizujacego [pl] w zaleznosci od dtugosci paska IPG oraz sposobu barwienia zeli 2-D

Dhugos¢ paska IPG [cm] 7 11 17 24
Maksymalna obj¢tos¢ rehydratacyjna paska 125 185 300 450
IPG [ul]

I10$¢ biatka [pg] aplikowana na pasek:

Azotan srebra 5-20 20-50 50-80 50-150
Blekit Coomassie G-250 50-100 | 100-200 | 200—400 | 400-800
SYPRO Ruby 5-25 20-50 50-100 | 50-200

nastepnie probke nalezy umiesci¢ w centralnym miejscu w rowku ptyty do ogniskowa-
nia (ryc. 8.2), a nastgpnie rOwnomiernie rozprowadzi¢ probke na catej jego powierzchni
(w tym celu obiema rekami unie$¢ plyte do ogniskowania i delikatnie przesuwajac
w lewo 1 prawo, rozprowadzi¢ probe);

przy uzyciu pincety usung¢ foli¢ ochronng z paska IPG (ryc. 8.3) 1 umiesci¢ go zelem
do dolu w rowku plyty do ogniskowania, przy czym nalezy zwrdci¢ uwage na pola-
ryzacje paska oraz elektrod umieszczonych w plycie (ryc. 8.4). Nastepnie nalezy
upewnic si¢, czy pasek nie przywiera do plyty oraz czy proba jest rownomiernie roz-
mieszczona (pasek powinien by¢ catkowicie nawilzony). Usuna¢ ewentualne peche-
rzyki powietrza formujace si¢ pod paskiem IPG, uzywajac do tego celu pincety;
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e nastgpnie dodac ok. 1 ml (bezposrednio na pasek) olejku mineralnego (olejek apliku-
jemy w taki sposéb, zeby fizycznie nie dotyka¢ paska) i umiesci¢ pokrywe na ptyte
do ogniskowania.

B. Przeprowadzenie procesu rehydratacji pasywnej oraz aktywne;j:
e plyte do ogniskowania umieséci¢ wewnatrz aparatu PROTEAN IEF, upewniajac sie, ze
jej elektrody potaczone sg z elektrodami znajdujagcymi si¢ w aparacie do ogniskowania;
e 7z pomocg prowadzacego zajecia nalezy wybra¢ odpowiednig metode 1 uruchomic ja:
rehydratacja pasywna (6 godzin, 0 V, 20°C) oraz nastgpujaca po niej rehydratacja ak-
tywna (12 godzin, 50 V, 20°C).

C. Przeprowadzenie procesu ogniskowania izoelektrycznego:
e po zakonczonej rehydratacji (pasywna + aktywna) zwilzy¢ woda dejonizowang (10 pl)
bibuly knotowe 1 umiesci¢ je miedzy elektrodami a paskiem IPG;
e ponownie umiesci¢ pokrywe na ptycie do ogniskowania;
e umiesci¢ ptyte do ogniskowania w aparacie PROTEAN IEF;
e 7z pomocg prowadzacego ustawi¢ odpowiednig metod¢ ogniskowania i uruchomic ja.
Przyktadowy program do ogniskowania dla paskow IPG o dtugosci 7 cm:
1) 250 V /125 Vh (liniowy wzrost napigcia);
2) 500V /25 0Vh (liniowy wzrost napi¢cia);
3) 1000 V /500 Vh (liniowy wzrost napigcia);
4) 3000 V 1 h (szybki wzrost napigcia);
5) 3000V 60 000 Vh (liniowy wzrost napi¢cia).
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Rye. 8.1. Wz6r rozmieszczenia roztworéw wzorcowych o koncentracjach 0-1,2 pg/ul (200 pl) oraz
proby badanej (PB) w podwojnym powtorzeniu w okreslonych studzienkach na mikroptytce
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Aplikowana proba
(homogenat watroby
oraz bufor lizujgcy)

ANODA KATODA

Rye. 8.2. Sposob aplikacji proby badanej w rowku plyty do ogniskowania

Folia
ochronna

Zel IPG
(pH 3-10)

Ryec. 8.3. Usuwanie folii ochronnej z paska z zelem IPG
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Ryec. 8.4. Sposob umieszenia paska IPG w rowku ptyty do ogniskowania

Cwiczenie 8.2
Elektroforeza w warunkach denaturujgcych (SDS-PAGE)

Cel
Praktyczne zapoznanie si¢ ze sposobem przygotowania zogniskowanych paskow z zelem IPG
w celu przeprowadzenia drugiego kierunku rozdziatu biatek (SDS-PAGE).

Wprowadzenie
Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujacych z wykorzysta-
niem dodecylosiarczanu sodu (ang. sodium dodecyl sulphate-poliacrylamide gel electropho-
resis, SDS-PAGE) stanowi drugi kierunek rozdziatu w 2-D, w ktoérym to biatka separuje si¢ ze
wzgledu na ich mase czasteczkowa. Migracja biatek w drugim wymiarze poprzedzona jest pro-
cesem tzw. rownowazenia. Polega to na inkubacji paskoéw IPG w buforach zapewniajacych
zogniskowanym biatkom odpowiedni odczyn (Tris-HCI, pH 6,8) oraz lepkos¢ (mocznik, glice-
rol). Ponadto SDS (anionowy detergent), ktory jest rowniez sktadnikiem buforu do réwnowa-
zenia, denaturuje biatka oraz nadaje im jednolity, negatywny fadunek. Réwnocze$nie podczas
procesu réwnowazenia dochodzi do dalszej redukcji (DTT) oraz alkilacji (jodoacetamid) grup
sulthydrylowych biatek, co zapobiega tym samym ich ponownej reoksydacji w trakcji separacji
w drugim wymiarze.

Przygotowane w ten sposob paski IPG umieszczane sg na szczycie zeli poliakrylamidowych
(najczesciej 12-proc.), przytwierdzane przy uzyciu 0,5-proc. zelu agarozowego (zabarwionego
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btgkitem bromofenolu) i nastepnie umieszczane w aparacie do elektroforezy, wypetnionym bu-
forem migracyjnym. Po przytozeniu napigcia biatka bedg migrowaty w kierunku anody z r6zna
szybkoscia, zalezng od wielkos$ci rozdzielanych bialek (mniejsze migruja szybciej, natomiast
wieksze poruszajg si¢ wolniej). Rozdzial SDS-PAGE moze trwac 2—18 godzin w zaleznosci od
zastosowanego rozmiaru matrycy poliakrylamidowej oraz przylozonego napigcia pradu.
W przypadku dlugotrwalego rozdzialu elektroforetycznego nalezy skutecznie odprowadzac
nadmiar produkowanego ciepta (optymalna temp. buforu to 15-20°C). Brak kontroli tempera-
tury moze prowadzi¢ do przyspieszonej migracji biatek oraz peptydéw w zelu, co w konse-
kwencji skutkuje powstaniem rozmytych spotow biatkowych. Elektroforeze nalezy zatrzymac
w momencie, kiedy czoto barwnika (bt¢kit bromofenolu migrujacy z zelu agarozowego) bedzie
znajdowato si¢ przy koncu zelu poliakrylamidowego.

Materialy

Dla 1 grupy ¢wiczeniowej: zogniskowane paski IPG (¢wiczenie 8.1); odczynniki: agaroza, jodo-
acetamid, DTT, TEMED, 30-proc. roztwor akrylamidu/bisakrylamidu, woda dejonizowana,
96-proc. alkohol etylowy, btekit bromofenolu, 10-proc. (w/v) roztwér SDS; bufory: bufor do
rownowazenia (0,5-molowy Tris-HCI (pH 6,8), 6-molowy (w/v) mocznik, 30-proc. glicerol,
2-proc. (w/v) SDS), bufor Tris-HCI 1,5-molowy (pH 8,8), bufor Tris-HCI 0,5-molowy (pH 6,8),
bufor migracyjny (25-milimolowy (w/v) Tris, 192-milimolowa (w/v) glicyna, 0,1-proc.
(w/v) SDS); aparatura i wyposazenie: pipety nastawne, probowki typu Eppendorf, probéwki pla-
stikowe o poj. 15 ml, pincety, statywy na probowki, rekawiczki nitrylowe, mieszadetka magne-
tyczne, bibula filtracyjna, szklane zlewki o poj. 100 ml, szklany cylinder o poj. 10 ml, waga,
mieszadla magnetyczne z termostatem, worteks, kotyska, ptytki do rehydratacji, mikrofalowka,
ptytki szklane (2 szt. — 1 dluzsza 10,1 cm % 8,2 cm oraz 1 krotsza 10,1 cm x 7,3 cm), statyw do
ptytek szklanych, zestaw do elektroforezy Mini-PROTEAN Tetra Cell, zasilacz do aparatu.

Przebieg doswiadczenia
Grupa ¢wiczeniowa podzielona na zespoty 4-osobowe
1. Przed przystapieniem do ¢wiczen nalezy zatozy¢ rekawiczki nitrylowe.
2. Roéwnowazenie paskow IPG:
e przygotowac bufory do rownowazenia (tab. 8.3). Do 2 podpisanych probowek o poj.
15 ml odwazamy DTT — BUFOR 1 oraz jodoacetamid - BUFOR 2, po dodaniu buforu
do rownowazenia nalezy doktadnie je zworteksowac przez 5 minut;

Tabela 8.3. Sklad buforow do rébwnowazenia

Bufor 1 1 pasek IPG
[lo$¢ buforu do rownowazenia S5ml
DTT (1%) 0,05 g

Bufor 2 1 pasek IPG
[lo$¢ buforu do rownowazenia 5ml
Jodoacetamid (2,5%) 0,125 ¢

e przygotowac plytke do rehydratacji i przy uzyciu pincety przenies¢ do niej zognisko-
wany pasek IPG;

e doda¢ 5 ml buforu 1, umiesci¢ ptytke do rownowazenia na kotysce laboratoryjnej i in-
kubowa¢ przez 15 minut;
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usung¢ bufor 1 przy uzyciu pipety 1 nastgpnie doda¢ S ml buforu 2, umiesci¢ ponownie
na kotysce laboratoryjnej, inkubowac przez 20 minut.

3. Przygotowanie poliakrylamidowej matrycy rozdzielajace;j:

A.

Przygotowanie ptytek szklanych:

ptytki szklane (2 szt.) — 1 dluzsza ze spacerem oraz 1 krétsza nalezy doktadnie odthuscié
przy uzyciu 96-proc. alkoholu etylowego, a nastepnie osuszyc¢;

nastepnie umiesci¢ je w statywie do plytek w taki sposob, aby krétsza ptytka byta
z przodu, a dtuzsza z tylu (ryc. 8.5);

sprawdzi¢ szczelnos$¢ ptytek, w tym celu nalezy nala¢ wody dejonizowanej; w sytuacji
gdy woda nie wycieka, mozemy ja usung¢ spomiegdzy ptytek i osuszy¢ je ponownie przy
uzyciu bibuly filtracyjnej, odstawic.

B. Przygotowanie 12-proc. zelu poliakrylamidowego:

przygotowac 10-proc. roztwodr nadsiarczanu amonu (1 ml): nadsiarczan amonu + woda
dejonizowana (na 1 ml : 0,1 g nadsiarczanu amonu rozpusci¢ w 1 ml H20); podpisaé
probowke, odstawi¢ do statywu;

przygotowa¢ 5 ml 10-proc. roztworu alkoholu izopropylowego, podpisa¢ probowke,
odstawi¢ do statywu,

doda¢ 1 wymieszac roztwory w kolejnosci przedstawionej w tabeli 8.4, najpierw dodac
akrylamid/bisakrylamid, nastepnie Tris i wodg, calo$¢ mieszac ok. 20 minut;
bezposrednio przed wylaniem zeli pomiedzy szklane plytki doda¢ nadsiarczan amonu
oraz TEMED - inicjuje on polimeryzacj¢ zelu. Uwaga: Kkolejnos¢ dodawania jest
wazna! Najpierw dodajemy nadsiarczan amonu, a nastepnie TEMED

Tabela 8.4. Sktad 12-proc. zelu poliakrylamidowego

Odczynniki 12-proc. zel
30-proc. akrylamid/bisakrylamid 3,2ml
Tris 1,5 M pH 8.8 2,0ml
Woda dejonizowana 2,6 ml
10-proc. SDS 80 ul
10-proc. nadsiarczan amonu 80 ul
TEMED 8 ul
Objetos¢ koncowa 8§ ml

C. Przygotowanie 0,5-proc. Zelu agarozowego:

przygotowac¢ 15 ml 0,5-proc. Zelu agarozowego: agaroza + bufor migracyjny (na 15 ml:
0,085 g agarozy + 15 ml buforu migracyjnego);

wstawi¢ do mikrofalowki w celu rozpuszczenia agarozys;

rozpuszczong agaroze (uwaga: gorgca zlewka!) umiesci¢ na mieszadle magnetycz-
nym, wrzuci¢ mieszadetko, ustawi¢ temp. 70°C na mieszadle magnetycznym, dodac
odrobine bigkitu bromofenolu do uzyskania widocznego zabarwienia zelu.

D. Polimeryzacja 12-proc. zelu poliakrylamidowego:

doda¢ do zlewki z zelem nadsiarczan amonu oraz TEMED, wymiesza¢ krotko;
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wyla¢ Zel pomiedzy szklane plytki przy uzyciu pipety automatycznej, do ¥ jej wysoko-
Sci (nalezy zostawi¢ miejsce na pasek IPG) (ryc. 8.6A);

po wylaniu zelu nalezy doda¢ ok. 2 ml 10-proc. roztworu alkoholu izopropylowego
(ryc. 8.6B);

poczekad, az zel spolimeryzuje (ok. 10—15 minut).

4. Przeprowadzenie migracji bialek w drugim kierunku:

A. Umieszczenie zrownowazonego paska IPG na szczycie zelu poliakrylamidowego:

po polimeryzacji zelu znajdujacego si¢ pomiedzy szklanymi ptytkami usuna¢ alkohol
z jego powierzchni 1 osuszy¢ delikatnie bibulg filtracyjna;

przygotowac cylinder o poj. 10 ml, do ktoérego nalezy wla¢ bufor elektrodowy;
zanurzy¢ pasek IPG w buforze migracyjnym 1 umiesci¢ na $ciance szklanej ptytki.
Uwaga: Zelem do przodu! Odpowiednia polaryzacja paska musi by¢ zachowana
(ryc. 8.7A);

na powierzchni¢ zelu poliakrylamidowego umiesci¢ ok. 2 ml 0,5-proc. zelu agarozo-
wego (ryc. 8.7B);

zsuna¢ pasek IPG tak, aby $cisle przylegat do zelu poliakrylamidowego (nalezy zwroci¢
uwage, aby nie bylo pecherzykdéw powietrza pomiedzy paskiem IPG a zelem)
(ryc. 8.8A);

odczekaé, az zel agarozowy calkowicie stezeje; tak przygotowane plytki umiescié
w aparacie do elektroforezy (ryc. 8.8B);

komore do elektroforezy napetni¢ buforem elektrodowym; przykry¢ pokrywa i1 podia-
czy¢ zasilacz;

rozdzial prowadzi¢ pod napieciem 150 V tak dtugo, az barwnik z agarozy przesunie si¢
do konca zelu separujacego (ryc. 8.8C), wylaczy¢ zasilacz, wyjac plytki z zelem do
wybarwienia.

DLUZSZA PLYTKA SZKLANA
ZE SPACERAMI O
WYMIARACH
10,1 cm x8,2cm

KROTSZA PLYTKA
SZKLANA O
WYMIARACH
101 cmx7.3cm

\

SPACERY

DEUZSZA PLYTKA SZKLANA
ZE SPACERAMI O
WYMIARACH
10,1 cm x 8,2 cm

KROTSZA PLYTKA
SZKLANA O
WYMIARACH
10,1 cm x 7,3 cm

Ryec. 8.5. Sposob sktadania dwoch plytek szklanych (dhuzszej ze spacerami oraz krotszej)
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Ryec. 8.6. Sposob wylewania 12-proc. Zeli poliakrylamidowych pomigedzy szklane plytki (A) oraz
sposob aplikacji roztworu alkoholu izopropylowego umieszczanego bezposrednio po wylaniu zeli (B)

) PASEK IPG
ZEL WYEKSPONOWANY NA
ZEWNATRZ

Ryec. 8.7. Sposdéb umieszczenia paska [PG na $ciance szklanej ptytki (A) oraz aplikacja 0,5-proc. zelu
agarozowego zabarwionego blekitem bromofenolu (B)
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BARWNIK Z AGAROZY MIGRUJACY
WZDLUZ ZELU

Ryec. 8.8. Umieszczenie paska IPG na szczycie zelu poliakrylamidowego (A), tak aby pomiedzy
paskiem IPG a zelem nie znajdowaly si¢ pecherzyki powietrza (B). W momencie st¢zenia agarozy (B)
calo$¢ umieszcza si¢ w aparacie do elektroforezy i podiacza napiecie (150 V). Migracj¢ biatek
w drugim kierunku nalezy zakonczy¢ w momencie, gdy barwnik (blekit bromofenolu) pochodzacy
z agarozy znajdzie si¢ na koncu zelu separujacego (C)

Wyniki

1. Po wyjeciu Zelu spomiedzy szklanych plytek nalezy zaznaczy¢ jego czgs¢ kwasowa (lekko
obcig¢ rog zelu).

2. Nastepnie delikatnie przenie$¢ zel do plastikowego pudetka wypetionego woda dejonizo-
wang (ok. 100 ml) 1 wyptuka¢ 3-krotnie przez 5 minut w celu usunigcia pozostatosci buforu
elektrodowego. Pudetko wraz z zelem 1 woda nalezy umiesci¢ na kotysce laboratoryjne;.

3. Przygotowany w ten sposob zel wybarwi¢ zgodnie z procedurg opisang w rozdziale 9.

4. Wybarwiony zel 2-D zapisa¢ w postaci cyfrowej. Obserwujemy dystrybucj¢ spotéw biat-
kowych oraz oceniamy jako$¢ rozdziatu elektroforetycznego, wyciggamy wnioski. O czym
moga $wiadczy¢ poziome i/lub pionowe smuzenia, ktére moga ewentualnie pojawic si¢ na
wybarwionych zelach 2-D?
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9. METODY DETEKCJI BIALEK

Adam Lepczynski, Agata Grzesiak

W celu wizualizacji rozdzielonych elektroforetycznie bialek w zelach 1-D badz 2-D nie-
zbedne jest zastosowanie odpowiednich technik ich detekcji. Obecnie w zastosowaniu znaj-
duje si¢ szereg metod detekcji bialek, ktore ze wzgledu na cel barwienia mozemy podzieli¢ na
metody uniwersalne oraz specyficzne.

Metody uniwersalne stosowane sg do wybarwienia wszystkich bialek wystepujacych
w zelu, natomiast metody specyficzne wykorzystuje si¢ w celu wybarwienia biatek o konkret-
nych wlasciwos$ciach, glownie tych o okreslonych modyfikacjach potranslacyjnych (m.in. ufos-
forylowanych, glikozylowanych).

Metody barwienia mozna podzieli¢ rowniez ze wzgledu na mozliwos¢ bezposredniej obserwacji
zwizualizowanych biatek na metody kolorymetryczne i fluorescencyjne. W przypadku metod
kolorymetrycznych efekt barwienia widoczny jest bez koniecznosci posiadania specjalistycznych
urzadzen, tzw. gotym okiem, natomiast metody fluorescencyjne wymagaja odpowiednich urza-
dzen, ktore majg mozliwos¢ ich wzbudzenia, a nastgpnie akwizycji widma emisyjnego.

Do barwnikéw kolorymetrycznych naleza: bigkit kumasyny (blekit Coomassie), zasadowe oraz
kwasne sole srebra, a takze barwniki negatywne (strategia ich detekcji polega na barwieniu tla
zelu). Do grupy barwnikow fluorescencyjnych nalezy szereg barwnikow, z ktorych najpopular-
niejsze to: Sypro Ruby, Flamingo Pink, Krypton oraz Deep Purple. Szczego6lng grupe technik wi-
zualizacji biatek stanowig znaczniki biatkowe, sposréd ktérych najpopularniejsze sg barwniki cy-
janidynowe, wykorzystywane w technice elektroforezy réznicujacej w zelu poliakrylamidowym.

Cwiczenie 9.1
Barwienie biatek z wykorzystaniem blekitu Coomassie

Cel

1. Poréwnanie wynikow barwienia biatek z wykorzystaniem odmiennych procedur barwienia
oraz izoform blekitu Coomassie.

2. Okreslenie wplywu utrwalania biatek w Zelu na czuto$¢ barwienia.

3. Analiza potencjalnych stabych i mocnych stron wykorzystywanych procedur barwienia.

Wprowadzenie

Blekit Coomassie (ang. Coomassie briliant blue, CBB) jest najczgsciej stosowanym barwnikiem
w celu postelektroforetycznej detekcji biatek. Popularnos¢ barwienia CBB wynika z szeregu jego
zalet, do ktorych naleza: wysoka kompatybilno$¢ ze spektrometrig mas, relatywnie wysoka czuto$¢
1 akceptowalna liniowos¢, a takze niski koszt procedury barwienia. W badaniach z zakresu biologii
molekularnej wykorzystywane sa dwa typy tego barwnika: R250 oraz G250, ktory rozni si¢ od
formy R dwiema dodatkowymi grupami metylowymi w obrebie czasteczki. Detekcja bialek przez
barwniki z grupy Coomassie mozliwa jest dzieki ich zdolno$ci do wigzania si¢ z biatkami poprzez
aminokwasy zasadowe: lizyne, histydyne oraz argining. Obie formy r6znig si¢ wiasciwosciami fi-
zycznymi oraz czuto$cig detekcji. Rzadziej wykorzystywany CBB R250 charakteryzuje umiarko-
wana czutos$¢ rzedu 20-50 ng bialka w pojedynczym prazku lub spocie biatkowym. Ma on row-
niez wysoka zdolno$¢ do penetrowania zelu, co z powodu trudnosci z jego pelnym wyptukaniem
z tej matrycy wplywa na obnizenie czutosci barwienia jako efektu niskiego stosunku sygnatu (wy-



144 Adam Lepczynski, Agata Grzesiak

barwione biatko) do szumu (tlo w postaci wybarwionego zelu). Forma G-250 tego barwnika cha-
rakteryzuje si¢ poziomem detekcji w zakresie 1-20 ng bialka w pojedynczym prazku lub spocie
biatkowym. Dzigki temu, Ze barwnik ten nie w pelni si¢ rozpuszcza w obecnos$ci kwasu i1 alkoholu,
nosi czesto nazwe koloidalnego biekitu Coomassie. Ze wzgledu na ten fakt barwnik nieznacznie
wnika w zel, co wptywa na wyzszy kontrast pomi¢dzy wybarwionym biatkiem a ttem. Wigkszos$¢
procedur barwienia wykorzystujacych CBB wymaga, aby przed wiasciwym procesem detekcji roz-
dzielone na zelach polipeptydy inkubowaly si¢ w roztworach utrwalajacych, ktore zawieraja mie-
szanin¢ alkoholu (etanol, metanol) oraz kwasu (gltéwnie ortofosforowego). Ma to na celu ograni-
czenie dyfuzji biatek z Zelu oraz usunigcie z niego czasteczek detergentu siarczanu dodecylu sodu
(SDS), ktory ma zdolnos¢ do wigzania barwnika.

Materialy

Na kazdy zespot. srodki ochrony (rekawice ochronne; fartuchy); 5-proc. wodny roztwor bigkitu
Coomassie CBB G250; 5-krotnie stezony roztwor Bradforda; 0,01-proc. roztwoér biekitu Coo-
massie G250 w 20-milimolowym roztworze HCI; 0,5-proc. roztwor biekitu Coomassie; siar-
czan glinu 18xH20; 85-proc. kwas fosforowy; 96-proc. alkohol etylowy; woda podwdjnie de-
jonizowana (ddH20); waga analityczna; nawazki; zlewki o poj. 100 ml (2 szt.); cylinder mia-
rowy o poj. 100 ml; pipeta automatyczna o poj. 1000—5000 pl; tipsy do pipety o poj. 5000 ul;
mieszadlo magnetyczne; magnesy (dipole) do mieszadet (2 szt.); pudetka plastikowe do inku-
bacji zeli (8 szt.); kotyska laboratoryjna; zele SDS-PAGE z rozdzielonymi identycznymi pro-
bami o stalej koncentracji biatka na kolejnych 10 Sciezkach (2 szt.), z ktorych pierwszy zostat
utrwalony po rozdziale w buforze o sktadzie: 30-proc. alkohol etylowy, 3-proc. kwas fosforowy
w wodzie; drugi zostal umieszczony po rozdziale w wodzie dejonizowanej; tacka do cigcia zeli;
szpatutka do cigcia zeli; stoper; kuchenka mikrofalowa; pisak; kalibrowany skaner optyczny;
komputer z oprogramowaniem obstugujacym skaner.

Przebieg doswiadczenia

1. W doswiadczeniu nalezy przeprowadzi¢ detekcje bialek na zelach z uzyciem 4 r6znych
procedur barwienia z wykorzystaniem CBB. W przypadku kazdej z procedur nalezy wyko-
na¢ barwienie 1 $ciezki z zelu SDS-PAGE zar6wno utrwalanego, jak i niepoddawanego
utrwaleniu (ryc. 9.1).

2. W trakcie prowadzenia analizy z uzyciem kazdej z kolejnych procedur nalezy opisac pu-
detka w taki sposob, Ze te przeznaczone do barwienia Zelu nieutrwalonego oznaczone beda
kolejno cyframi 1-4, natomiast pudetka przeznaczone do barwienia zeli utrwalonych w roz-
tworze alkoholu i kwasu oznaczone bedg cyframi 1°—4’. Z odpowiedniego zelu nalezy od-
cig¢ fragmenty reprezentujace 1 Sciezke 1 umiesci¢ w odpowiednio oznaczonych pudetkach.

Procedura 1

=) =

Procedura 2

a) Inkubacja w H,0 %

* - Procedura 3

=

b) Inkubacja w roztworze Procedura 4

utrwalajacym ' l-
YA,

I

Ryc. 9.1. Schemat przeprowadzenia do§wiadczenia

ZELE SDS-PAGE
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AN

N
:
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Procedura 1 (ryc. 9.2)

1.

Do zlewki nalezy odwazy¢ 5 g siarczanu glinu 18 x H20 1 uzupetnié¢ 78 ml ddH20. Nastep-
nie w zlewce umie$ci¢ magnes i ustawic¢ na mieszadle magnetycznym predkosc na 2.

Po kompletnym rozpuszczeniu siarczanu glinu 18 x H20 odczynnika do zlewki doda¢
10,4 ml alkoholu etylowego. Po dodaniu alkoholu roztwor stanie si¢ metny, dlatego nalezy
odczekac ok. 1 minuty, by stat si¢ klarowny.

Nastepnie do roztworu doda¢ 0,4 ml 5-proc. bigkitu Coomassie G250. Po jego rozpuszcze-
niu roztwor zabarwi si¢ na granatowo.

W kolejnym kroku do zlewki nalezy doda¢ 10 ml 85-proc. kwasu fosforowego. Roztwor
zmieni zabarwienie na zielone. Roztwor uzupeni¢ do 100 ml ddH20. Po ok. 3 minutach
mieszania bedzie gotowy do uzycia. Nalezy zwrdci¢ uwage na wytracajace si¢ w roztworze
drobiny bigkitu Coomassie G250.

Nastepnie nalezy opisac plastikowe pudetka numerami 1 oraz 1°, po czym do obu wla¢ po
50 ml roztworu barwigcego.

Z zeli odciag¢ po jednej Sciezce z rozdzielonymi biatkami i umiesci¢ fragment Zelu inkubo-
wanego w wodzie w pudetku nr 1. W pudetku nr 1’ umiesci¢ fragment zelu utrwalonego.
Pudetka nalezy ustawi¢ na kotysce laboratoryjnej i nastawi¢ na predko$¢ 4. Zele pozostawié
do inkubacji przez minimum 1 godzing.

Po uptywie wyznaczonego czasu inkubacji roztwor barwiacy zlaé, a zel zala¢ ddH20.

SIARCZAN ALUMINIUM, ROZTWOR CBB

ddH20 ALKOHOLETYLOWY G250 KWAS FOSFOROWY 60'

=S - — —_—-

L 2 A

=

Ryec. 9.2. Graficzne podsumowanie barwienia biatek w Zelu z wykorzystaniem procedury nr 1

Procedura 2 (ryc. 9.3)

1.

Do zlewki nalezy doda¢ 5 ml skoncentrowanego odczynnika Bradforda i uzupeini¢ 95 ml
ddH20. W zlewce umieséci¢ magnes i ulozy¢ na mieszadle, ustawiajac wybierajac szybkos¢
na 2. Nastepnie nalezy opisa¢ plastikowe pudetka numerami 1 oraz 1’ i do obu wla¢ po
50 ml roztworu barwigcego.

Z zeli odcia¢ po jednej Sciezce z rozdzielonymi biatkami i umiesci¢ fragment zelu inkubo-
wanego w wodzie w pudetku nr 2. Natomiast w pudetku nr 2° umiesci¢ fragment Zelu utrwa-
lonego. Pudetka ustawi¢ na kotysce laboratoryjnej z predkoscig mieszania ustawiong na
wartos$¢ 4 1 pozostawi¢ zele do inkubacji przez minimum 1 godzing.
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koncentrat roztworu
Bradforda

Ryec. 9.3. Graficzne podsumowanie barwienia biatek w zelu wedtug procedury nr 2

Procedura 3 (ryc. 9.4)

1.

Opisa¢ plastikowe pudetka numerami 3 oraz 3°. Z zeli odcia¢ po jednej $ciezce z rozdzie-
lonymi biatkami 1 umiesci¢ fragment Zelu inkubowanego w wodzie w pudetku nr 3. W pu-
detku nr 3’ nalezy umiescic¢ fragment utrwalonego zelu.

Zele zala¢ 0,01-proc. roztworem blekitu Coomassie G250 w 20-milimolowym roztworze
HCL

Nastepnie pudetka umiesci¢ w mikrofalowce 1 podgrzewac przez ok. 2 minuty, tak by zna-
czaco podgrzac roztwor, ale go nie zagotowac.

Pudetka umiesci¢ na kolysce laboratoryjnej ustawionej na predkos¢ 4 1 pozostawi¢ na niej
zele do ostygniecia (ok. 15-20 minut).

Po wystudzeniu roztworu nalezy go zla¢, a zele zala¢ ddH»O.

0,01% roztwor CBB

G250 w 20mM HCl
podgrzej 1’

=

Ryec. 9.4. Graficzne podsumowanie barwienia biatek w zelu wedtug procedury nr 3

ddH20
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Procedura 4 (ryc. 9.5)

1.

7.

Opisac¢ plastikowe pudetka numerami 4 oraz 4°. Z zeli odcia¢ po jednej Sciezce z rozdzie-
lonymi biatkami i umiesci¢ fragment zelu inkubowanego w wodzie w pudetku nr 4. W pu-
detku nr 4’ nalezy umiesci¢ fragment zelu utrwalonego.

Zele zala¢ ddH20, a nastepnie pudetka umiesci¢ w mikrofaléwce i od momentu zagotowa-
nia wody zele nalezy gotowac przez ok. 1 minute.

Po ostygnieciu wody do temp. ok. 45°C zla¢ ja.

A nastepnie zele zala¢ 0,5-proc. roztworem biekitu Coomassie R250. Pudetka umiescic¢
w mikrofalowce i gotowac zele w roztworze przez ok. 1 minute.

Nastepnie pudetka umiesci¢ na kotysce laboratoryjnej ustawionej na predkos¢ 4 1 pozosta-
wi¢ na niej do momentu ostygnigcia roztworu (ok. 15-20 minut).

Po ostygnieciu zla¢ roztwor barwiacy, a zele zala¢ ddH20. Pudetka umiesci¢ w mikrofa-
lowcee 1 gotowac zele zalane woda przez ok. 1 minutg. Po 5 minutach od wyciagnigcia z mi-
krofalowki wodg¢ zla¢. Procedur¢ nalezy powtorzy¢ 3—4-krotnie do momentu uzyskania
znacznej redukcji zabarwienia tla.

0,5% roztwoér

ddH20 CBB R250

gotuj 1"

r.lf
H
7=

£

5’

gotuj 1’

Ryec. 9.5. Graficzne podsumowanie barwienia biatek w zelu wedtug procedury nr 4

Po zakonczeniu inkubacji ostatnich fragmentéw zeli procedura nr 4 kazdy z fragmentow
wybarwionych zeli umiesci¢ w ddH20 na 15 minut. Nastepnie wybarwione fragmenty zeli
utozy¢ na skanerze, poczawszy od metody nr 1 do 4, ukladajac naprzemiennie fragmenty
zeli poddanych utrwaleniu oraz nieutrwalonych.

Po uruchomieniu aplikacji QuantityOne nalezy wybra¢ opcj¢ skanowania densytometrem
GS800, z menu wybra¢ stosowany barwnik; ustawi¢ wielko$¢ pojedynczego piksela na
63,5 um i po wstepnym skanowaniu fragmenty zeli podda¢ skanowaniu wiasciwemu. Uzy-
skane obrazy zeli nalezy zarchiwizowa¢ w pamigci komputera.

Wyniki
Podsumowanie uzyskanych wynikoéw przedstawi¢ w tabeli 9.1.
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Tabela 9.1. Pytania i zadania kontrolne podsumowujace ¢wiczenie 9.1

Czy zastosowanie utrwalania przed pro-
cesem barwienia ma wplyw na czulo$é
zastosowanego protokotu? Jesli tak, to
dlaczego?

Ktoéra z procedur barwienia jest wedtug
Ciebie najskuteczniejsza?

Podaj mocne i slabe strony analizowa-
nych protokotow barwienia

Cwiczenie 9.2
Barwienie biatek z zastosowaniem soli srebra

Cel

1. Poznanie podstawowych procedur wizualizacji bialek po rozdziatach elektroforetycznych.

2. Okreslenie newralgicznych punktow w procedurze barwienia solami srebra, umozliwiaja-
cych skuteczne barwienie tg metoda.

Wprowadzenie

Najwyzsza czutos¢ wsrdd powszechnie stosowanych metod barwienia bialek maja sole sre-
bra. Czulo$¢ tej grupy barwnikdéw oscyluje w granicach 0,2—2 ng biatka w pojedynczym
prazku lub spocie biatkowym. Wynika to z mozliwosci przylaczenia si¢ tego barwnika do
grup karboksylowych, aminowych, sulfhydrylowych oraz imidiazolowych biatek. Po przyta-
czeniu do bialek srebro jonowe ulega redukeji pod wpltywem glutaraldehydu i/lub formalde-
hydu, przechodzac w srebro metaliczne (koloidalne). Powoduje to pojawienie si¢ na zelu bru-
natnych plam w miejscu obecnosci biatek na zelu (ryc. 9.6). Poza wysoka czutoscig metode
te charakteryzuje wiele ograniczen, m.in.: niski zakres dynamiczny detekcji bialek — do
1,5 rzedu wielkosci, ograniczona kompatybilno$¢ ze spektrometrig mas typu MALDI-ToF,
zaleznos$¢ szybkosci wywolywania obrazu od warunkéw $rodowiskowych (temperatura, ja-
kos$¢ odczynnikow).

Materialy

Na kazdy zespot. srodki ochrony (r¢kawice ochronne, fartuchy); kwas octowy lodowaty;
96-proc. alkohol etylowy; tiosiarczan sodu; octan sodu; weglan sodu; azotan(V) srebra; kwas
wersenowy (EDTA); formaldehyd; woda podwdjnie dejonizowana (ddH20); waga anali-
tyczna; nawazki; zlewka o poj. 100 ml (5 szt.); cylinder miarowy o poj. 100 ml (3 szt.); pipeta
automatyczna o poj. 1000-5000 pl; pipeta o poj. 100—1000 pl; tipsy do pipety o poj. 5000 pl
oraz 1000 pl; mieszadlo magnetyczne; magnesy (dipole) do mieszadet (2 szt.); pudetka pla-
stikowe do inkubacji zeli (2 szt.); kotyska laboratoryjna; zel SDS-PAGE z rozdzielonymi
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identycznymi probami o stalej koncentracji biatka na kolejnych 10 $ciezkach utrwalony po
rozdziale w buforze o sktadzie: etanol, kwas octowy, woda dejonizowana; tacka do cigcia
zeli; szpatutka do cigcia zeli; stoper; kalibrowany skaner optyczny; komputer z oprogramo-
waniem obslugujacym skaner.

Przebieg doswiadczenia

1.

Sporzadzi¢ bufor uwrazliwiajgcy poprzez dodanie do zlewki 69 ml wody dejonizowanej,
w ktorej nalezy rozpuscic 0,2 g tiosiarczanu sodu, a nastgpnie po jego rozpuszczeniu 6,8 g
octanu sodu. Po ich rozpuszczeniu do roztworu doda¢ 31 ml etanolu. Uzyskany bufor
podzieli¢ na 2 objetosci po 50 ml i wla¢ do 2 pudetek uprzednio podpisanych: 1 oraz 2.
Po wyjeciu zelu bezposrednio z buforu utrwalajacego nalezy przecig¢ go na 2 czesci,
a nastgpnie umiescic¢ je w pudetkach z przygotowanym buforem uwrazliwiajagcym na 30
minut.

W trakcie inkubacji nalezy przygotowac roztwor azotanu srebra. W tym celu do czystej
zlewki trzeba wla¢ 100 ml ddH20 i rozpusci¢ w niej 0,25 g azotanu srebra.

Po zakonczonej inkubacji w buforze uwrazliwiajacym nalezy go zlaé, a zele plukac
w ddH20 przez 5 minut. Czynno$¢ powtérzy¢ 3-krotnie. Nastgpnie zele umiescic
w uprzednio przygotowanym roztworze azotanu srebra na 20 minut.

Bezposrednio przed uptywem inkubacji przygotowaé bufor wywotujacy oraz bufor
STOP. W celu przygotowania buforu wywotujacego do czystej zlewki nalezy odwazy¢
2,5 g weglanu sodu 1 uzupehic zlewke do objetosci 100 ml ddH20, nastepnie do roztworu
doda¢ 40 pl formaldehydu. W celu przygotowania buforu STOP w 100 ml ddH20 roz-
puszczamy 1 g EDTA.

Po uplywie 20 minut bufor zla¢, a zele ptuka¢ w wodzie dejonizowanej 2-krotnie po 1 mi-
nucie.

Nastepnie Zele zala¢ buforem wywolujagcym, odmierzajac czas osobno dla obu zeli. Zele
nalezy inkubowa¢ w buforze do momentu uzyskania odpowiedniego wybarwienia praz-
kéw biatkowych. Po tym czasie dla 1 Zzelu nalezy zatrzymac stoper. Szybko zla¢ bufor
wywolujacy, a zele zala¢ roztworem STOP. Kolejny z zeli wywolywacé przez kolejne
2-3 minuty. Nastepnie zatrzymac stoper i reakcje barwng. W tym celu jak poprzednio
z pudetka nalezy usung¢ bufor wywotujacy, a zel zala¢ buforem STOP.

Po uptywie 5 minut zla¢ bufor STOP z obu pudetek, a zele przeptuka¢ 3-krotnie ddH20
przez 5 minut.

Po zakonczeniu inkubacji obie potowy Zelu umiesci¢ na skanerze. Po uruchomieniu pro-
gramu QuantityOne nalezy wybra¢ z menu opcj¢ skanowania densytometrem GS800. Na-
stepnie wybra¢ w opcjach stosowany barwnik; ustawi¢ wielkos$¢ pojedynczego piksela na
63,5 um 1 po wstepnym skanowaniu podda¢ zele skanowaniu wtasciwemu. Uzyskane ob-
razy zeli nalezy zarchiwizowaé w pamigci komputera.
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Ryec. 9.6. Graficzne podsumowanie barwienia biatek w Zelu z wykorzystaniem soli srebra

Wyniki
Podsumowanie uzyskanych wynikoéw przedstawi¢ w tabeli 9.2.

Tabela 9.2. Pytania i zadania podsumowujace ¢wiczenie 9.2

Jakie punkty krytyczne jestes w stanie wska-
za¢ w przebiegu procedury barwienia?

Jaki wplyw na wybarwienie spotéw miato
przedtuzenie czasu inkubacji w roztworze
wywolujacym?

Wskaz potencjalne stabe i mocne strony bar-
wienia biatek jonami srebra
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Cwiczenie 9.3
Wizualizacja biatek z uzyciem barwnika Sypro Ruby

Cel

1. Poznanie podstawowych procedur wizualizacji biatek po rozdziatach elektroforetycznych.

2. Okres$lenie newralgicznych punktow w procedurze barwienia solami srebra, umozliwiaja-
cych skuteczne barwienie tg metoda.

Wprowadzenie

Sypro Ruby — jest fluorescencyjnym barwnikiem bazujgcym na rutenie. Wigze si¢ on nieko-
walencyjnie z aminokwasami zasadowymi rozdzielanych polipeptydow, dzigki czemu jest
w petni kompatybilny ze spektrometrig mas typu MALDI-ToF. Barwnik ten charakteryzuje
zblizona do soli srebra czuto$¢ detekcji, wynoszaca ok. 1 ng biatka na prazek lub spot biatkowy.
Zakres dynamiczny dla tego barwnika wynosi ponad 3 rzedy wielkos$ci. W zwigzku z tym, ze
Sypro Ruby jest barwnikiem fluorescencyjnym, wymaga odpowiedniej platformy do akwizycji
obrazu zelu, a takze odpowiedniego narzgdzia umozliwiajacego wyciecie spotow/prazkow biat-
kowych z zelu. Barwnik wzbudzany jest $wiattem UV (A =280 nm) lub w zakresie $wiatta
widzialnego (A =470 nm). W zwiazku z tym nalezy uwazaé, by nie wzbudzi¢ go przedwcze-
$nie, eksponujac zel lub barwnik na intensywne $wiatto. Emisja sygnatu dla wzbudzonego
barwnika w potaczeniu z biatkami zachodzi przy A = 610 nm (ryc. 9.7).

Materialy

Na kazdy zespot: srodki ochrony (rgkawice ochronne; fartuchy); Sypro Ruby; kwas octowy lodo-
waty; 96-proc. alkohol etylowy; zlewka o poj. 100 ml; cylinder miarowy o poj. 100 ml; pipeta
automatyczna o poj. 1000-5000 pl; tipsy do pipety o poj. 5000 ul; mieszadto magnetyczne; ma-
gnesy (dipole) do mieszadta (2 szt.); pudetko plastikowe do inkubacji zelu; kotyska laboratoryjna;
zel SDS-PAGE z rozdzielonymi biatkami utrwalony po rozdziale w buforze o sktadzie: 10-proc.
etanol, 7-proc. kwas octowy, woda dejonizowana; tryskawka z 10-proc. alkoholem etylowym;
chusteczki do czyszczenia optyki; stoper; zestaw do akwizycji obrazow zeli barwionych fluore-
scencyjnie; komputer z oprogramowaniem obstugujacym system do archiwizacji.

Przebieg doswiadczenia

1. Po usunigciu buforu utrwalajacego z plastikowego pudetka Zel zala¢ gotowym roztworem
Sypro Ruby, pamig¢tajgc o konieczno$ci ograniczenia ekspozycji barwnika na silne nateze-
nie $wiatta. Objetos¢ barwnika jest uzalezniona od zelu, w przypadku Zeli mato formato-
wych 7,5 cm X 6 cm wynosi ok. 30 ml.

2. Zel zanurzony w roztworze przenie$é na kotyske laboratoryjna, uprzednio ustawiong na
predkos¢ 4 1 inkubowac przez 30-90 minut. W tym czasie przygotowac roztwor myjacy.
Do zlewki wla¢ 10,5 ml alkoholu etylowego, doda¢ 8 ml kwasu octowego i uzupeti¢ do
objetosci 100 ml ddH20.

3. Po inkubacji roztwor barwigcy nalezy zlaé, a zel umies$ci¢ w roztworze myjacym i inkubo-
wacé go w nim na kotysce przez 30 minut. W tym czasie nalezy przemy¢ transiluminator
10-proc. alkoholem, uzywajac do tego chusteczek do czyszczenia optyki.

4. Zel wyjaé z pudetka za pomoca szpatutki i przenie$¢ na transiluminator systemu do archi-
wizacji. Po uruchomieniu aplikacji QuantityOne z listy nalezy wybiera¢ widmo ekscytacji
oraz ustawic filtr emisji charakterystyczny dla Sypro Ruby. Ustawi¢ zmienny czas akwizy-
cji 1 zapisa¢ seri¢ zdj¢¢. Po zapisaniu z uzyskanych obrazow wybraé jeden o najlepszych
parametrach zapisu.
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Ekscytacja 280nm Emisja 605nm

Ryc. 9.7. Graficzne podsumowanie barwienia biatek z wykorzystaniem barwnika Sypro Ruby

Wyniki
Podsumowanie uzyskanych wynikoéw przedstawi¢ w tabeli 9.3.

Tabela 9.3. Pytania 1 zadania podsumowujace ¢wiczenie 9.3

Jaka jest dlugo$¢ fali niezbgdna do eks-
cytacji barwnika Sypro Ruby?

Jaka jest dlugos¢ fali dla emisji barw-
nika Sypro Ruby?

Na co powinni§my zwroci¢ szczegdlng
uwage podczas wizualizacji biatek
barwnikiem Sypro Ruby?

Cwiczenie 9.4
Analiza bioinformatyczna zeli lub blotow po elektroforezie SDS-PAGE

Cel
Zapoznanie si¢ z oprogramowaniem umozliwiajagcym analiz¢ relatywnej ekspresji biatek na ze-
lach 1-D.

Wprowadzenie

Po zakofczonym barwieniu i archiwizacji zeli badZ membran konieczna jest analiza intensyw-
nosci ich wybarwienia. Nawet pozornie proste analizy membran ze zwizualizowanym jednym
prazkiem charakterystycznym dla danego biatka wymagaja odpowiednich narze¢dzi, jakimi sa
programy bioinformatyczne. Aplikacje te umozliwiajg poréwnanie zaréwno $ciezek w obre-
bie pojedynczych zeli, jak i pomiedzy nimi. Narzgdzia bioinformatyczne bazuja na analizie
intensywnos$ci wybarwienia bialek oraz wielkosci pola powierzchni danego prazka biatkowego
1 umozliwiajg péhilosciowa analize relatywnej koncentracji analizowanych biatek. Zazwyczaj
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dostepne narzgdzia umozliwiajg takze odniesienie krotno$ci obserwowanych r6zni¢ w relatyw-
nej koncentracji biatek do wskazanego przez nas referencyjnego prazka. Ponadto powszechna
jest mozliwo$¢ analizy masy molekularnej analizowanych bialek, bazujaca na dystansie od
frontu rozdziatu prazkéw reprezentujacych biatka o znanych masach molekularnych.

Materialy
Na kazdy zespot: komputer; program do analizy zeli Image Lab (Bio-Rad); obraz zelu 1-D ze
zwizualizowanymi biatkami prob oraz standardem mas molekularnych.

Przebieg doswiadczenia
1. Podczas analizy z uzyciem oprogramowania Image Lab uja¢:

wycigcie analizowanego obszaru zelu;

wykrycie i adjustacj¢ linii rozdziatu bialek prob;

wykrycie i ustalenie granic prazkéw biatkowych;

wybranie §ciezek z markerem mas molekularnych 1 okreslenie prazkéw o znanych ma-
sach;

redukcje tha zelu;

analiz¢ mas molekularnych analizowanych prazkéw biatkowych oraz okreslenie ich re-
latywnej ekspres;ji;

dodawanie adnotacji do wybranych elementow obrazu zelu;

generowanie raportu.

Wyniki
Podsumowanie uzyskanych wynikoéw przedstawi¢ w tabeli 9.4.

Tabela 9.4. Pytania i zadania podsumowujace ¢wiczenie 9.4

Wyjasnij, na jakiej podstawie przepro-
wadzona jest analiza ekspresji wybra-
nych prazkow biatkowych

Wyjas$nij, jak szacowana jest masa mo-
lekularna okreslonych prazkow biatko-
wych

Dlaczego konieczne jest usuniecie tta
w trakcie potilosciowej analizy ekspre-
sji biatek?
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10. WESTERN BLOT BIALEK

Katarzyna Michatek, Patrycja Oberska

Western blot (WB) to metoda badawcza powszechnie stosowana w biologii molekularnej,
ktéra umozliwia identyfikacje i analize ekspresji okreslonych bialek w ztoZzonej mieszaninie
wielu protein (np. surowicy krwi, moczu, ptynie mézgowo-rdzeniowym, homogenatach komo-
rek czy tkanek). Metoda ta jest powszechnie stosowana zard6wno w badaniach naukowych, jak
1 codziennej praktyce lekarskiej. WB umozliwia detekcje swoistych przeciwciat przeciwko
okreslonym antygenom i diagnostyke zakazen bakteryjnych (np. boreliozy) i wirusowych (np.
zakazenia wirusem HIV, zespotu ciezkiej ostrej niewydolnosci oddechowej SARS), niektorych
chordb pasozytniczych (np. wagrzycy, bablowicy jednojamowej) i nowotworowych (np. detek-
cja przeciwcial onkoneuronalnych oraz okreslonych biatkowych markerow nowotworowych).
W badaniach naukowych WB wykorzystuje si¢ gldwnie do identyfikacji konkretnych biatek.
Dzieki odpowiedniemu uktadowi doswiadczenia i analizie zmian ekspresji badanego bialka
w okreslonych warunkach WB pozwala na wstepne okreslenie jego potencjalnej roli w danym
procesie.

Znanych jest wiele modyfikacji metody Western blot, niemniej jednak standardowa proce-
dura obejmuje: 1) przygotowanie proby, 2) rozdzial elektroforetyczny bialek, 3) transfer
bialek z Zelu na membrang, 4) blokowanie membrany, 5) inkubacje¢ z przeciwcialami oraz
6) detekcje.

W zaleznosci od rodzaju materiatu biologicznego stosuje si¢ odpowiednie procedury izola-
cji, denaturacji i rozpuszczenia bialek, ktore nastepnie zostang poddane rozdzialowi elektrofo-
retycznemu. Podczas przygotowania prob nalezy pamigta¢ o zabezpieczeniu ich przed prote-
oliza poprzez m.in. zastosowanie odpowiednich inhibitoréw proteaz. Podczas identyfikacji bia-
tek z wykorzystaniem WB najczesciej stosuje si¢ elektroforeze jednokierunkowg (1-D)
w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) w Zelach poliakrylamidowych, ktérych wybor
pod wzgledem stezenia poliakrylamidu zalezy gtownie od wielko$¢ mas czasteczkowych ana-
lizowanej mieszaniny biatek. Po zakonczonym rozdziale kolejnym etapem WB jest transfer
bialek z Zelu na odpowiednio dobrana membrane. Obecnie najczgsciej w tym celu stosuje
si¢ tzw. elektrotransfer metoda potsuchg na membrang poliwinylidenowg (PVDF) o okreslo-
nych rozmiarach poréw (najczesciej 0,2 lub 0,45 um). Po transferze wolna powierzchnie¢ blony
nalezy zablokowa¢ przed niespecyficznymi wigzaniami do niej przeciwcial. W tym celu sto-
suje si¢ najczesciej roztwor S-proc. odtluszczonego mleka. Nastepnie blone inkubuje sie zwy-
kle calg noc w temp. 4°C ze swoistymi wobec poszukiwanego biatka przeciwciatami pierw-
szorzedowymi. Ostatnim etapem WB jest detekcja 1 wizualizacja bialek na blonie. W tym celu
stosuje si¢ przeciwciata drugorzedowe, skierowane wobec przeciwciat pierwszorzedowych,
zwigzanych z odpowiednim znacznikiem analitycznym. Popularnym elementem znakujacym
jest peroksydaza chrzanowa (HRP), ktora w srodowisku alkalicznym katalizuje reakcje utle-
niania luminolu, prowadzac do emisji chemiluminescencji. Emitowane promieniowanie moze
by¢ zarejestrowane w ciemni na kliszy fotograficznej lub kamerg i zapisane w postaci cyfrowe;.
Uzyskane obrazy poddaje si¢ odpowiedniej ocenie densytometryczne;.



156 Katarzyna Michatek, Patrycja Oberska

Cwiczenie 10.1
Identyfikacja oraz analiza ekspresji B-aktyny

Cel

1. Poznanie techniki oraz nabycie praktycznej umiejetnosci przeprowadzenia analizy metoda
Western blot.

2. Wyjasnienie znaczenia identyfikacji i analizy ekspresji B-aktyny jako biatka referencyjnego
do kontroli porownawczej i ilo§ciowej analizy Western blot.

Wprowadzenie

B-aktyna o masie czasteczkowej ok. 42 kDa jest jedng z sze$ciu izoform aktyny, ktéra stanowi
jeden z najwazniejszych elementow cytoszkieletu komoérki. W metodzie Western blot pomiar
B-aktyny wykorzystywany jest jako tzw. loading control, ktory umozliwia przede wszystkim
ocene efektywnosci transferu oraz wlasciwego natozenia probek 1 zwigzanej z tym odpowied-
niej ilosci biatka catkowitego w poszczegdlnych studzienkach zelu. Wzglednie ta sama ekspre-
sja B-aktyny w analizowanych probach pozwala na wtasciwg interpretacje wynikow dotycza-
cych ekspresji poszukiwanego bialtka.

Materialy

Dla 1 grupy éwiczeniowej: proby mieszaniny biatek (homogenaty komérkowe lub tkankowe)
zawieszone w buforze lizujagcym (60-milimolowy Tris-HCI pH 6,8, 2-proc. SDS, 10-proc. gli-
cerol, 4-proc. B-merkaptoetanol, 0,0005-proc. blekit bromofenolu), ktorych koncowa koncen-
tracja biatka catkowitego wynosi 10 pug/10 pul; bufory: 1 1 buforu elektrodowego pH 8,3 (25-
milimolowy Tris, 192-milimolowa glicyna, 0,1-proc. SDS), 500 ml buforu do transferu pH 8,3
(25-milimolowy Tris, 192-milimolowa glicyna, 20-proc. etanol), 2 1 buforu PBS-Tween pH 7,5
(80-milimolowy NaH2POs, 20-milimolowy Na2HPO4, 100-milimolowy NaCl, 0,1-proc. Tween
20), bufor blokujacy (5-proc. odttuszczone mleko w PBS-Tween), 2 ml buforu do detekc;ji bia-
tek metoda chemiluminescencji; 12-proc. Zel poliakrylamidowy; membrana PVDF o $rednicy
por 0,2 um; pozostate odczynniki: 100 ml alkoholu metylowego, bibuta transferowa, roztwor
przeciwcial pierwszorzedowych, roztwor przeciwciat drugorzedowych skoniugowanych
z HRP, wzorzec mas molekularnych; aparatura: wytrzgsarka laboratoryjna, termoblok, dyge-
storium, zestaw do elektroforezy jednokierunkowe;j, zestaw do transferu metoda potsucha, pla-
stikowe pojemniki na membrany, kotyska laboratoryjna, zestaw do wizualizacji i zapisu cyfro-
wego; oprogramowanie do oceny densytometrycznej uzyskanych wynikow.

Przebieg doswiadczenia

1 grupa ¢wiczeniowa

1. Postepowanie, ktorego celem jest identyfikacja i analiza ekspresji B-aktyny z zastosowa-
niem metody Western blot, obejmuje kilka nastgpujacych po sobie etapow (ryc. 10.1):

A. Jednokierunkowy rozdziat biatek z zastosowaniem elektroforezy 1-D w warunkach de-
naturujacych (SDS-PAGE) w 12-proc. zminiaturyzowanych Zelach poliakrylamido-
wych:

e 7 7elu wyciagna¢ delikatnie grzebyk i przemy¢ studzienki buforem elektrodowym pH
8,3. Przygotowaé aparat do elektroforezy. Zele umiesci¢ w modutach elektrod. Moduty
umiesci¢ w aparacie do elektroforezy i wypetni¢ buforem elektrodowym pH 8,3. Na-
stepnie nalezy umiesci¢ na modutach naktadke do nanoszenia prob. Pod dygestorium
przez otwory w naktadce natozy¢ do studzienek zelu po 10 pl badanych prob. Proby
z wzorcem mas czasteczkowych nanies$¢ do pierwszej studzienki. Wypetni¢ zbiornik
dodatkowg iloscig buforu elektrodowego pH 8,3 1 umiesci¢ pokrywe. Podlaczy¢ do apa-
ratu zasilacz. Przeprowadzi¢ elektroforeze przez 2 godziny przy napieciu 110 V.
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B. Elektrotransfer bialek z zelu na membran¢ PVDF 0,2 um:

Przygotowa¢ bufor do transferu pH 8,3 oraz plastikowe pojemniki na Zel, membrang
PVDF oraz bibul¢. Przygotowa¢ metanol 1 pojemnik plastikowy. Wycig¢ membrang,
dostosowujac ja do wielkosci zelu. Oznaczy¢ otdéwkiem lub przycigé prawy dolny rog
membrany, a nastepnie zanurzy¢ ja pod katem 45 stopni w metanolu i inkubowa¢ nie
dhuzej niz 15 sekund. Nastepnie zanurzy¢ membrang w buforze do transferu i pozosta-
wi¢ na 15 minut. Po zakonczonej elektroforezie przetozy¢ zel oraz bibuty do pojemni-
kéw z buforem do transferu i inkubowaé 15 minut. W kolejnym etapie przygotowad
tzw. kanapke transferowa. Nasgczone buforem do transferu bibuty, zel i membrang uto-
zy¢ w odpowiedniej kolejnosci w aparacie do transferu metoda potsuchg. Na ptycie
anody kolejno potozy¢ bibut¢, membrang, zel 1 bibute. Delikatnie usung¢ bagietka bable
powietrza i nalozy¢ katode. Zamkna¢ aparat i podiaczy¢ go do zasilacza. Przeprowadzi¢
transfer bialek z zelu na membrang przez 14 minut przy napigciu 12 V.

C. Blokowanie membrany:

Przygotowac¢ bufor blokujacy. W tym celu nalezy rozpusci¢ 2,5 g odttuszczonego mleka
w 50 ml PBS-Tween. Po zakonczonym transferze przenie$¢ membrane do plastikowego
pojemnika z buforem blokujacym i inkubowac¢ na kotysce laboratoryjnej przez 60 minut
w temp. pokojowe;j.

D. Inkubacja z przeciwciatami pierwszorzedowymi:

Po zakonczonym etapie blokowania membrany nalezy usung¢ roztwoér blokujacy i ptukaé
membrang 3-krotnie przez 5 minut w PBS-Tween. Nastepnie przygotowa¢ w odpowied-
nim rozcienczeniu roztwor przeciwciat pierwszorzedowych i inkubowa¢ membrang na
kotysce laboratoryjnej 1 godzing w temp. pokojowej albo catag noc w temp. 4°C.

E-F. Detekcja i wizualizacja:

Po zakonczeniu inkubacji z przeciwcialami pierwszorzedowymi nalezy usung¢ roztwor
1 ptuka¢ membrane 3-krotnie przez 5 minut w PBS-Tween. Nastepnie przygotowac
w odpowiednim rozcienczeniu roztwor z przeciwciatami drugorzegdowymi zwigzanymi
z enzymem peroksydaza chrzanowa (HRP) i inkubowa¢ membrang na kotysce labora-
toryjnej 1 godzing w temp. pokojowej. Po uptywie okreslonego czasu nalezy usung¢
roztwor przeciwcial i ptuka¢ blong 3-krotnie przez 5 minut w PBS-Tween. Nalezy przy-
gotowac roztwor do detekcji oraz szklang ptytke doktadnie przemytg alkoholem. Utozy¢
na niej membrang, a nastgpnie zala¢ ja buforem do detekcji 1 inkubowac $rednio 5 minut
(czas inkubacji zalezy od rodzaju uzytego buforu do detekcji). Po uptywie okreslonego
czasu usung¢ nadmiar buforu i umie$ci¢ membrane w aparacie do detekcji oraz zareje-
strowa¢ emitowany sygnal chemiluminescencji.
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Ryec. 10.1. Schemat przedstawiajacy etapy standardowej procedury metody Western blot:
A — elektroforetyczny rozdziat biatek w Zelu poliakrylamidowym; B — elektrotransfer biatek
z zelu na membrang; C — blokowanie membrany; D — inkubacja membrany z przeciwcialami
pierwszo- i drugorzedowymi; E — detekcja; F — reprezentatywny blot przedstawiajacy poszukiwane
biatko (w tym przypadku akwaporyng¢ 2 o masie czasteczkowej 29 kDa
13545 kDa); Ag — antygen biatka; HRP — peroksydaza chrzanowa

Wyniki

1. Uzyskany sygnal chemiluminescencyjny zapisa¢ w postaci cyfrowe;.

2. Nastepnie z zastosowaniem odpowiedniego oprogramowania okresli¢ mase¢ czasteczkowa
widocznych prazkow oraz ich $rednig gesto$¢ optyczng (OD).

3. Poréwna¢ OD analizowanych prazkow i wyciagna¢ wnioski. Czy gesto$¢ optyczna
B-aktyny we wszystkich badanych probach jest wzglednie taka sama?
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11. SPEKTROMETRIA MAS

Matgorzata 0zgo

Spektrometria mas jest metodg powszechnie i z powodzeniem stosowang w analizach proteo-
micznych. Wykorzystywana jest w badaniach klinicznych, biologicznych i biochemicznych
w wielu laboratoriach zarowno naukowych, jak i przemystowych. Gtownymi atrybutami spek-
tometrii mas jest szczegoétowa analiza sktadnikéw w mieszaninie, mozliwos¢ uzyskania infor-
macji o strukturze I-rzedowej bialek 1 modyfikacjach potranslacyjnych.

Historia spektrometrii mas rozpoczgta si¢ w 1911 r., kiedy J.J. Thomson skonstruowat
pierwszy spektrometr masowy na §wiecie. Obecnie stosuje si¢ wiele réoznych odmian techniki
spektrometrii mas o roznych aplikacjach i konstrukcjach. Bez wzgledu jednak na mozliwosci
analityczne, przeznaczenie 1 konstrukcje tego narzedzia oraz opracowane strategie badawcze
kazdy spektrometr masowy jest technikg okreslajaca stosunek masy do tadunku badanego
jonu. Podstawowa konstrukcja spektrometru masowego zawiera zawsze 5 podstawowych ele-
mentow: uklad wprowadzania probki, zrodlo jonow, analizator, detektor oraz system re-
jestracji danych (ryc. 11.1). W zwigzku z tym, ze zasada dzialania spektrometru masowego
opiera si¢ na pomiarze stosunku m/z, podstawowym warunkiem analizy danej substancji jest
mozliwos$¢ jej jonizacji. Dlatego pierwszym etapem analizy jest wytworzenie jonow analitu
w zrodle, ktorym moze by¢ laser w przypadku spektrometrii typu MALDI TOF. Jonizacja
czasteczek moze mie¢ charakter ,,mi¢kki” lub ,,twardy. W przypadku techniki MALDI TOF
dochodzi do jonizacji mi¢kkiej, czyli tworzy si¢ jon molekularny bez fragmentacji czasteczki.
W spektrometrach z mozliwos$cig jonizacji twardej dochodzi nie tylko do powstania jonu mo-
lekularnego, ale rowniez do powstania fragmentéw czasteczki, ktore tworza charakterystyczne
widmo fragmentacyjne danego zwigzku. Spektrometria dostarcza ponadto informacji na temat
struktury zwigzku.

Technika jonizacji MALDI (ang. Matrix Assisted Laser Desorption/Jonization) to desorp-
cja laserowa wspomagana matryca, w ktorej analizowana substancja jest mieszana z drobno-
czasteczkowym zwigzkiem jako podstawowym medium, silnie absorbujagcym promieniowanie
lasera. Jest to matryca, ktdra poza absorpcja promieniowania lasera ulega jonizacji i jednocze-
$nie jonizuje czgsteczki probki.

Kolejnym podzespotem i najwazniejsza czg¢scig spektrometru mas typu MALDI TOF jest
analizator czasu przelotu (ang. time of flight, TOF). Funkcja analizatora jest rozdziat jonow
pod wzgledem ich stosunku masy do tadunku i skierowanie ich strumienia w kierunku detek-
tora. Wspolczesne analizatory czasu przelotu czgsto wyposazone s3 w dodatkowy reflektor
elektryczny, ktorego zadaniem jest zawrdcenie lotow jondw przeciwnie do kierunku ich toru.
Reflektor wystepujacy w spektrometrii jako uktad dodatkowych elektrod umozliwia zmniej-
szenie roznic mi¢dzy jonami w ich poczatkowej energii kinetycznej, co umozliwia zwigkszenie
rozdzielczo$ci pomiaru. Istotnym podzespotem w spektrometrze mas jest rowniez detektor,
ktéry reaguje na liczbe i predkos$¢ docierajacych jonow.

Jedng z powszechnie stosowanych strategii identyfikacji biatek z wykorzystaniem spektro-
metru masowego jest peptydowy odcisk palca (ang. peptide mass fingerprinting, PMF). Frag-
menty peptydow (ich masy) powstale w wyniku trawienia trypsyng sa charakterystyczne dla
danego bialtka i stanowig fundament identyfikacji w metodzie PMF. Wynik identyfikacji wska-
zany przez baze¢ danych jest dopasowaniem mapy peptydowej do sekwencji biatka.
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Cwiczenie 11.1

Przygotowanie probek (po rozdziale biatek elektroforezq 2DE) do analizy z wykorzystaniem
techniki spektrometrii mas typu MALDI TOF (jonizacja/desorpcja laserowa wspomagana ma-
trycq). Identyfikacja biatek z zastosowaniem strategii PMF

Cel

1. Poznanie protokotu i nabycie umiejetnosci przygotowania analiz bialek i peptydoéw oraz ich
identyfikacji metoda techniki spektrometrii mas typu MALDI TOF.

2. Umiejetnos¢ wlasciwego doboru rodzaju matrycy do zwiazku i proporcji zwigzku uzytego
w konkretnym do$wiadczeniu naukowym.

3. Poznanie metod nanoszenia roztworu matrycy i roztworu probki na ptytki MALDI oraz
wyjasnienie trudnos$ci i ograniczen zwigzanych z zastosowaniem w analizach matrycy.

4. Identyfikacja biatek na podstawie zarejestrowanych map peptydowych (spektrum maso-
wego) uzyskanych w wyniku trawienia trypsyna.

Wprowadzenie

Metoda spektrometrii mas z zastosowaniem techniki MALDI TOF (ryc. 11.1) jest technikg
umozliwiajacg analize substancji wysokoczasteczkowych 1 wymaga zastosowania matrycy jako
gléwnego medium pochtaniajgcego energi¢ lasera i przekazujacego ja dalej czasteczkom bada-
nej proby. Gtowng rolg matrycy jest absorbowanie promieniowania lasera i1 jednoczesna joni-
zacja czasteczek znajdujacych si¢ w probie. Ponadto dzigki powstalym w wyniku uderzenia
lasera bardzo silnym oddzialywaniom energetycznym (mig¢dzyczasteczkowym) matryca umoz-
liwia wywotanie desorpcji czasteczek z powierzchni plytki. Nalezy wiec pamigta¢ przed przy-
stagpieniem do eksperymentu technika MALDI TOF o doborze odpowiedniej matrycy, ktora
powinna spetnia¢ nastepujace kryteria:

e laser UV uzywany jako Zrédlo jonéw w technice MALDI TOF powinien sprzyjac joni-
zacji probki przy zastosowaniu odpowiednich matryc, np. kwas a-cyjano-4hydroksycy-
namonowy (CHCA); kwas synapinowy;

e matryca powinna krystalizowac¢ probke oraz uniemozliwia¢ powstawanie agregatow
czasteczek analitu 1 by¢ stabilna w warunkach prozni;

e matryca powinna by¢ odpowiednio dobrana do zwigzku, np. biatek, peptydow, polime-
réw organicznych, kwasow nukleinowych.

Materialy

Dla 1 grupy ¢wiczeniowej: dowolna tkanka poddana elektroforezie w Zelu poliakrylamidowym
2DE; odczynniki: woda destylowana, acetonitryl, kwas trifluoroctowy (TFA), matryce (kwas
a-cyjano-4-hydroksycynamonowy — CHCA, kwas synapinowy — SA), kalibrant, trypsyna,
25 mM NH4HCO3; aparatura 1 wyposazenie: spektrometr masowy typu MALDI TOF, standar-
dowa ptytka metalowa do nanoszenia prob, ptytka typu AnchorChip™, cieplarka, pipety auto-
matyczne, wytrzasarka (worteks), taznia ultradzwigkowa, wirdwka prézniowa, proboéwki do
analiz spektrometrii mas.

Przebieg doswiadczenia

Grupa ¢wiczeniowa podzielona na zespoty 4-osobowe

1. Przed przystapieniem do ¢wiczen nalezy zalozy¢ rekawiczki nitrylowe i obowigzkowo
zwigza¢ wlosy (czestym zabrudzeniem prob sg keratyny z wloséw).

2. Woycinanie spotow z zeli:

e przed wycieciem spotow konieczne jest sptukanie zelu woda destylowang w celu unik-
nigcia jego wysychania. Spoty wyciagé za pomoca koncowek do pipet (tipséw) i prze-
nie$¢ do probowek typu Eppendorf. Nalezy pamietac, ze probowki musza by¢ odporne
na dziatanie odczynnikéw (np. acetonitrylu). Technika MALDI TOF jest bardzo czuta
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nawet na niewielkie ilo$ci zanieczyszczen (np. plastyfikatory), co moze zaburza¢ pra-
widlowy obraz spektrum masowego.
3. Dekoloryzacja spotéw (w celu pozbycia si¢ pozostatosci barwnikow soli i detergentow):
e wyeliminowac zanieczyszczenia poprzez seri¢ ptukan z zastosowaniem buforéw zawie-
rajacych acetonitryl (ACN) oraz 25-milimolowy NH4HCOs3:

Bufor nr 1: 25 mM NH4HCO3 + 5% ACN
Bufor nr 2: 25 mM NH4HCO3 + 50% ACN

e pierwsze ptukanie w buforze nr 1: do kazdej probowki ze spotem doda¢ 100 ul buforu
nr 1 (bufor zawiera: 95% 25-milimolowego roztworu NH4sHCO3 oraz 5% 100-proc.
ACN). Pozostawi¢ do inkubacji. Po uptywie 30 minut wyeliminowa¢ bufor z pro-
bowki;

e drugie plukanie w buforze nr 2: do kazdej probowki ze spotem doda¢ 100 pl buforu
nr 2 (bufor zawiera: 50% 25-milomolowego NH4HCO3 oraz 50% 100-proc. ACN).
Pozostawi¢ do inkubacji. Po uptywie 30 minut wyeliminowa¢ bufor z probowki. Ten
etap ptukania powtorzy¢ 2-krotnie (spot musi by¢ bezbarwny).

4. Dehydratacja spotow:

e do kazdej probowki doda¢ 200 ul 100-proc. acetonitrylu i1 pozostawi¢ do inkubacji;

e po 10 minutach usung¢ z probowek ACN, ajego pozostatos¢ odparowaé
z wykorzystaniem koncentratora (Concentrator 5301, Eppendorf);

e po tym etapie spoty moga by¢ przechowywane w lodowce w tem. do —20°C w celu
dalszego wykonania analiz w terminie pozniejszym.

5. Hydroliza biatek trypsyna:

e biatka nalezy strawi¢ trypsyna (Promega), ktora hydrolizuje wigzania peptydowe na
C-koncu reszt L-argininy 1 lizyny. Peptydy powstate w wyniku hydrolizy trypsyna
tatwo ulegaja jonizacji dzieki zasadowemu charakterowi wystepujacych na ich
C-koncach reszt aminokwasowych;

e Dbiatka sg hydrolizowane na peptydy trypsyna w ilosci 80—400 ng (8—40 ul na spot)
w zaleznosci od wielkos$ci spotow. Przygotowaé roztwor trypsyny (10 ng/ul,
w 25 mM NH4HCO3) 1 nanies¢ na kazdy spot;

e pozostawi¢ do inkubacji na 5 godzin badz na cata noc w cieplarce w temp. 37°C. Po
wyjeciu z cieplarki zwirowa¢ 1 minuty z sitg 3000 g.

6. Ekstrakcja peptydow:

e w celu ekstrakcji peptydow kazdg z prob rozpusci¢ w 10 pl 100-proc. acetonitrylu.
Nastepnie kazda probg worteksowac, przenie$¢ do tazni ultadzwigkowej 1 pozostawic
na 2 minuty. Po tym czasie proby inkubowaé ponownie w temp. 37°C przez 15 minut;

e po tym etapie proby sa gotowe do natozenia na metalowg plytke.

7. Przygotowanie matrycy 1 kalibrantu:

e W pierwszym etapie przygotowac rozpuszczalnik matrycy zawierajacy: 1 ml acetoni-
trylu oraz 1 ml kwasu trifluoroctowego (TFA). Nastgpnie matryce a-CHCA (kwas a-
cyjano-4-hydroksycynamonowy) doda¢ do  wczes$niej przygotowanego
rozpuszczalnika w ilo$ci: 5 mg/ml. Tak przygotowana matryca jest gotowa do uzycia;

e kalibrant (Peptide Calibration Standard II) z zakresem mas 700-3200 Da rozpusci¢
w 50 pul wezesdniej przygotowanej matrycy.

8. Nanoszenie probki i matrycy na ptytki MALDI:

e krople roztworu probki (1 ul) oraz krople roztworu matrycy (1 pl) nanies¢ na ptytke
1 miesza¢ ze soba (ryc. 11.2). Jest to bardzo wazny etap analizy, poniewaz od
powstania jednorodnej mieszaniny i dobrze wykrystalizowanej zalezy jako$¢ widma.



162

Matgorzata Ozgo

9.

Krystalizacja moze wplynag¢ na powstanie tzw. goracych miejsc (hot spotéw) na
plytce, ktére wptywaja bardzo mocno na wydajno$¢ jonizacji w systemie
MALDI TOF;

e po skrystalizowaniu probki z matryca w wyznaczone miejsca na ptytce nalezy nanies$¢
0,7 wul kalibrantu (Peptide Calibration Standard II, Bruker Daltonics) z zakresem mas
700-3200 Da (ryc. 11.2).

Identyfikacja biatek na podstawie mapy peptydowej z wykorzystaniem strategii PMF:

e kolejnym etapem analizy jest identyfikacja biatek z wykorzystaniem spektrometru
masowego typu MALDI TOF. Za pomocg programow bioinformatycznych z map pep-
tydowych, uzyskanych w wyniku trawienia enzymem proteolitycznym — dokonuje si¢
jednoznacznej identyfikacji biatek. Spektrometr mierzy czas przelotu i podaje
charakterystyczng dla danego jonu (fragmentu biatka) liczbe odzwierciedlajaca
stosunek masy do fadunku (m/z). Widma masowe rejestrowane sg z zastosowaniem
dodatniego trybu jonizacji. Zbior mas peptydoéw wchodzacych w sktad biatka tworzy
jego unikatowy ,,masowy odcisk palca” (ang. peptide mass fingerprinting, PMF),
umozliwiajacy identyfikacje¢ analizowanego biatka. Uzyskane widma masowe beda
porownane z sekwencjami bialkowymi dostgpnymi w bazach danych NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 1 SwissProt (http://us.expasy.org/ uniprot/), przy
uzyciu wyszukiwarki MASCOT (http://www.matrixscience. com).

Wyniki

L.

3.

Analiza widm w spektrometrze masowym z wykorzystaniem bazy danych MASCOT
wymaga zastosowania nastepujacych parametrow: trypsyna jako enzym trawigcy biatko,
karbamidometylacja cysteiny jako modyfikacja stala peptydow, oksydacja metioniny jako
modyfikacja zmienna peptydéw, tolerancja réznicy mas — 150 ppm, dopuszczalne jedno
opuszczone miejsce cigcia przez enzym.

Uzyskane wyniki identyfikacji biatek nalezy weryfikowaé, uwzgledniajac wartos¢ score
odzwierciedlajaca wiarygodno$¢ identyfikcji (p < 0,05), procent pokrycia sekwencji
aminokwasowej (min. 15%) oraz poréwnanie teoretycznych wartosci mas molekularnych
(MW) i punktéw izoelektrycznych (pI) bialek z wuzyskanymi warto$ciami
eksperymentalnymi.

Wiyniki identyfikacji biatek zamies$ci¢ w tabeli 11.1.



Tabela 11.1. Wyniki identyfikacji biatek uzyskanych z wykorzystaniem baz danych NCBI

Nr spotu

Nazwa
biatka

Nazwa genu

Nr akcesyjny

Ilos¢
dopasowanych
polipeptydow

Stopien
pokrycia
sekwencji

aminokwasowej

Teoretyczne
pI/MW
(pH/kDa)

Eksperyment
alne pI/MW
(pH/kDa)

Organizm
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4. Rejestracjawidm masowych.

System B Identyfikacja biatek na
rejestracji 4 podstawie doktadnych mas
danych - ‘ fragmentéw peptydowych

z wykorzystaniem

infernetowych baz danych.

- 3. Zliczanie naplywajacych jonéw.

Zamiana pradu jonowego na
prad elektryczny.

2. Rozdziat jonéw o réznym
stosunku masy do fadunku
(m/z), analiza czasu przelotu.

Analizator
m/z

1. Jonizacja/desorpcjalaserowa
wspomagana matfryca.

®
. e —a—— Matryca

®
®
.0

Rye. 11.1. Schemat budowy i zasada dziatania spektrometru masowego typu MALDI TOF
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Rye. 11.2. Naktadnie probki i matrycy na miejsca hydrofilowe
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12. METODY INZYNIERII ENZYMOWEJ W NANOBIOINZYNIERII

Radostaw Drozd, Magdalena Szymanska

Enzymy ze wzgledu na swoje unikatowe wlasciwosci katalityczne znajdujg zastosowanie
w wielu obszarach nanobioinzynierii. Jednakze w niektorych procesach wymagana jest wysoka
homogennos$¢ preparatow enzymatycznych. W zaleznos$ci od zrodia biokatalizatora, rodzaju
organizmu, tkanki etc. proces oczyszczania enzymu moze sktadaé si¢ wielu etapow, co jed-
nakze moze wplywac¢ na wydajnos¢ catego procesu. Ponadto pomimo obiecujacego potencjatu
katalitycznego uzyskanie odpowiedniej ilosci biokatalizatora, jego izolacja i oczyszczanie bez-
posrednio z komorek organizmu bywaja niekiedy utrudnione ze wzgledu na specyficzne wy-
magania srodowiskowe (temperatura, pH, wilgotnos$¢ itp.) czy tez konieczno$¢ obecnosci spe-
cyficznych induktoréw w medium hodowlanym. Z tego powodu coraz czgsciej w nanobioinzy-
nierii stosuje si¢ enzymy rekombinowane. Sg one otrzymywane poprzez ekspresje gendw ko-
dujacych biatka enzymatyczne, wprowadzonych do komoérek wyselekcjonowanych mikroorga-
nizmow z wykorzystaniem wektoréw ekspresyjnych. Metoda ta pozwala na modyfikacje enzy-
mow 1 wprowadzanie do ich struktury elementéw pozwalajacych na szybka izolacje 1 oczysz-
czanie, znaczgco wptywajac na redukcje kosztow i wydajnos$¢ procesu.

Cwiczenie 12.1
Otrzymywanie enzymow rekombinowanych — izolacja plazmidowego i genomowego DNA

Cel
Izolacja genomowego DNA z Bifidobacterium sp. oraz plazmidu pET28a z E. coli BL-21 (DE3).

Wprowadzenie

Jedna z metod wykorzystywanych w biologii molekularnej jest klonowanie DNA, majace na
celu powielenie okreslonego fragmentu DNA pobranego od dawcy 1 wprowadzenie do organi-
zmu biorcy z wykorzystaniem odpowiedniego wektora, w wyniku czego powstaje wektor eks-
presyjny zawierajacy pozadany gen, ktorego ekspresja prowadzi do syntezy bialka rekombi-
nowanego. Biorcag moga by¢ komorki bakteryjne, drozdzowe lub eukariotyczne, natomiast ze
wzgledu na tatwos$¢ hodowli 1 szybki czas namnazania najczescie] wykorzystywane sg systemy
bakteryjne, gtownie Escherichia coli. Produktami rekombinowanych genéw powstajacych
w wyniku procesu klonowania sg biatka rekombinowane. Gléwnym celem ich produkcji jest
obnizenie kosztow produkcji w poréwnaniu z oczyszczaniem tych samych substancji wystepu-
jacych w warunkach naturalnych. Obecnie rekombinowane enzymy znajdujg szerokie zastoso-
wanie w wielu gateziach przemystu, m.in. w procesie wytwarzania syropu z cukru inwertowa-
nego czy produkcji serow oraz medycynie w produkeji ludzkiej insuliny.

Materialy
State 1 ptynne medium LB (Luria-Bertani medium); ezy; zestawy do izolacji DNA; jatowe pro-
boéwki typu Eppendorf o poj. 2 ml; tipsy; pipety; wiroéwka.

Mikroorganizmy
Bifidobacterium sp., Escherichia coli BL-21 (DE3).
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Przebieg doswiadczenia

1.

Zamrozone komorki E. coli BL-21 1 Bifidobacterium sp. wysia¢ na stale podtoze LB. Inku-
bowaé w temp. 37°C przez noc.

Nastepnie pobrac¢ 1 kolonig¢ i zainokulowa¢ 5 ml ptynnego medium LB. Inkubowa¢ w temp.
37°C z wytrzasaniem (200 rpm) przez noc.

Hodowle przenies¢ do probowek typu Eppendorf o poj. 2 ml 1 wirowac przez 5 minut przy
obrotach 6000 rpm.

Kontynuowac proces izolacji zgodnie z protokotem przedstawionym w zestawie do izolacji
(ryc. 12.1).

Przygotowanie
préby do izolacji DNA

Wybranie jednej
kolonii bakteryjnej Inokulacja medium ptynnego
i inkubacja Pelet komorek bakteryjnych
37-C przeznoc po odwirowaniu nocnej hodowli
Podstawowe etapy izolacji DNA
1. L’iza 2. Wigzanic 3. Plukanie 4. Elucja
komorek DNA do zloza zloza
bakteryjnych
= =
— ] — 5 —
v v
Lizat komorkowy
zawierajacy DNA

Rye. 12.1. Schemat procesu izolacji DNA z wykorzystaniem ztoza krzemionkowego
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Cwiczenie 12.2
Otrzymywanie enzymow rekombinowanych — amplifikacja genu csc i plazmidu PET28A

Cel
Amplifikacja genu csc 1 plazmidu pET28a metodg PCR.

Wprowadzenie

Jedng z podstawowych technik wykorzystywanych w biologii molekularnej jest reakcja PCR
(ang. polymerase chain reaction). Metoda ta zostata opracowana przez amerykanskiego bio-
chemika Kary’ego Mullisa w 1983 r., za co uhonorowany zostatl Nagrodag Nobla w 1993 r.
w dziedzinie chemii. Istotg reakcji PCR jest powielanie okreslonego fragmentu DNA w warun-
kach laboratoryjnych z wykorzystaniem zaprojektowanych starteréw, czyli jednoniciowej se-
kwencji DNA komplementarnej do fragmentéw matrycy. Niezb¢dnym elementem do przepro-
wadzenia reakcji PCR jest polimeraza DNA, ktéra po przytaczeniu do matrycy starterow syn-
tetyzuje nowe nici DNA.

Materialy

Komora laminarna; probowki typu Eppendorf o poj. 0,2 pul; tipsy, pipety; blok chtodzacy; woda
destylowana; dNTP (10 mM); startery; genomowe 1 plazmidowe DNA; polimeraza PfuPlus!;
10 x bufor PfuPlus!; termocykler.

Przebieg doswiadczenia.
1. Rozmrozi¢ potrzebne odczynniki i umiesci¢ na lodzie.
2. Przygotowac mieszaning reakcyjng o sktadzie przedstawionym w tabeli 12.1.

Tabela 12.1. Sktad mieszaniny reakcyjnej i ilosci produktow niezbednych do
przeprowadzenia reakcji PCR

Sktadniki mieszaniny Proba badana (ul) Proba negatywna (pl)
Woda destylowana 39 40
10 x bufor 5 5
dNTP 2 2
Starter 1 (10 pM) 1,25 1,25
Starter 2 (10 uM) 1,25 1,25
DNA 1 -
Polimeraza PfuPlus! 0.5 0,5

3. Ustawi¢ program reakcji PCR zgodnie z danymi podanymi w tabeli 12.2.

Tabela 12.2. Warunki reakcji amplifikacji genomowego i plazmidowego DNA

Insert Wektor
Denaturacja wstepna 95°C, 3 min 95°C, 3 min
Denaturacja 95°C, 30s 95°C, 30's
Przylaczanie starterow 60°C, 30 s 35 cykli 57°C, 30 s 30 cykli
Wydtuzanie 72°C, 1 min 30 s 72°C, 5 min
Koncowe wydtuzanie 72°C, 5 min 72°C, 5 min
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4. W czasie trwania reakcji PCR przygotowac 1-proc. zel agarozowy:
e przygotowac bufor 50 X TAE o skfadzie przedstawionym w tabeli 12.3 (nawazy¢ odpo-
wiednig ilos$¢ Tris 1 EDTA 1 rozpusci¢ w 700 ml dH20, a nastepnie doda¢ kwas octowy
i uzupeti¢ dH20 do 1 litra);

Tabela 12.3. Sktad buforu 50 x TAE do elektroforezy

Sktadniki Ilo$¢ na 1 litr
Tris 242 g
EDTA 18,61 g
Kwas octowy 57,1 ml
dH20 uzupetni¢ do 1 1

e nawazy¢ 0,3 g agarozy 1 rozpusci¢ w 30 ml buforu 1 x TAE, ogrzewajac kilka minut
w kuchence mikrofalowej;

e doda¢ 2,5 pl bromku etydyny;

e wylac zel do rynienki z wlozonym grzebieniem;

e po zastygnieciu zelu przenies¢ go do aparatu do elektroforezy i zala¢ 1x buforem TAE;

¢ po zakonczeniu reakcji PCR zmiesza¢ 5 pl produktow PCR z 1 ul buforu obcigzajacego
1 przenie$¢ na zel;

e clektroforez¢ prowadzi¢ przy napieciu 100 V przez ok. 30 minut;

e uzyskane produkty PCR przechowywa¢ w temp. —4°C do czasu wykonania kolejnych
analiz.

Cwiczenie 12.3
Otrzymywanie enzymow rekombinowanych — trawienie produktow reakcji pcr enzymem Dpnl

Cel
Trawienie wektora pET28a 1 insertu z wykorzystaniem enzymu restrykcyjnego Dpnl.

Wprowadzenie

Klonowanie molekularne jest obecnie jedna z najczgsciej wykorzystywanych technik
w laboratoriach biomedycznych. Tradycyjnie metody klonowania polegaja na taczeniu insertu
1 wektora plazmidowego przy udziale ligazy DNA T4 po wcze$niejszym ich trawieniu enzy-
mami restrykcyjnymi. Jest to metoda powszechnie wykorzystywana, mimi iz jest czasochtonna
ze wzgledu na wystgpowanie wielu etapéw. Aby usprawni¢ proces klonowania, powstata me-
toda ,,FastCloning” (ryc. 12.2), ktora umozliwia amplifikowanie wektora i insertu metoda PCR.
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Nieoczyszczone produkty reakcji PCR sg trawione enzymem restrykcyjnym Dpnl, ktory roz-
poznaje metylowane odcinki DNA.

-~ d;"——‘\
1. Amplifikacja - \
wektora i insertu
metoda PCR
Wektor Insert Cll-lﬁ
- -T= - - = k] k]
2. Trawienie 7 \ - 5°...GA[TC...3
enzymem Dpnl U 1 3...CTIAG...5
I Trawiony wektor Trawiony insert
1
‘. ’ CH,
S - 4

Dpnl tnie tylko zmetylowang
sekwencje GATC!

Q)

Ryec. 12.2. Schemat procesu klonowania metoda ,,FastCloning” (Li i wsp., 2011)

Materialy
Amplifikowany wektor 1 insert; enzym Dpnl; pipety; tipsy; cieplarka; blok grzewczy.

Przebieg doswiadczenia

Do 45 ul produktéw reakcji PCR doda¢ 0,5 pl enzymu Dpnl.

Inkubowa¢ w temp. 37°C przez 1 godzing.

Nastepnie inkubowaé w temp. 80°C w celu inaktywacji enzymu.

Trawiony wektor 1 gen rozdzieli¢ na 1-proc. zelu agarozowym.

Wycia¢ prazki z zelu i oczys$ci¢ z wykorzystaniem komercyjnych zestawow.
Przechowywaé¢ w temp. 4°C do momentu wykonywania dalszych analiz.

A e

Cwiczenie 12.4
Otrzymywanie enzymow rekombinowanych — ligacja

Cel
Wprowadzenie insertu do wektora pET28a 1 uzyskanie wektora ekspresyjnego.
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Wprowadzenie

SLiCE (ang. seamless ligation cloning extract) jest nowoczesng metodg wykorzystywang
w klonowaniu molekularnym, ktora polega na wykorzystaniu ekstraktow ze szczepow E. coli,
posiadajgcych system rekombinacyjny Red bakteriofaga A. Jest to alternatywna metoda opiera-
jaca sie na rekombinacji homologicznej, ktora moze by¢ stosowana w klonowaniu molekular-
nym jako zamiennik standardowej metody wykorzystujgcej miejsca cigcia przez enzymy re-
strykcyjne. SLiCE jest prosta i szybka metoda, w ktorej najwazniejsza role odgrywa aktywo-
wane przez ATP bialko RecA, majace za zadanie utatwienie polaczenia si¢ komplementarnych
koncow plazmidu i insertu.

Materialy

Pipety; tipsy; probowki typu Falcon o poj. 50 ml, probéwki typu Eppendorf o poj. 1,5 ml;
komora laminarna; medium LB; trypton; ekstrakt drozdzowy; NaCl; mikroptytki 96-dotkowe;
czytnik mikroptytek; wytrzasarka laboratoryjna; wiréwka; woda destylowana; waga labora-
toryjna; 3% (w/v) Triton X-100; 50-milimolowy Tris — HCI (pH 8,0); 80-proc. glicerol; suchy
lod.

Mikroorganizmy
E. coli TOP10.

Przebieg doswiadczenia
1. Przygotowac ekstrakt SLiCE:
e komorki E. coli TOP10 wysia¢ powierzchniowo na podloze LB 1 inkubowad
w temp. 37°C przez noc;
e nastgpnego dnia pobrac 1 kolonig¢ i zainokulowac¢ 5 ml medium LB; inkubowa¢ w 37°C
z wytrzasaniem (200 rpm) przez noc;
e doda¢ 1 ml nocnej hodowli E. coli TOP10 do 50 ml 2 x YT medium; zmierzy¢ OD (ang.
optical density);
e przygotowa¢ medium 2 x YT (zgodnie z danymi podanymi w tabeli 12.4);

Tabela 12.4. Sktad podtoza 2 x YT

Sktadnik [lo$¢ na litr [g]
Trypton 16,0
Ekstrakt drozdzowy 10,0
NacCl 5,0

e inkubowa¢ hodowle w temp. 37°C z wytrzasaniem (160 rpm) do momentu osiggni¢cia
ODe00 3.0 (p6zna faza logarytmiczna);

e po osiggnigciu odpowiedniej gestosci optycznej hodowle zwirowaé — 5000 g przez 10
minut w temp. 4°C;

e otrzymany pelet przepluka¢ 50 ml sterylnej zimnej wody i ponownie wirowa¢ — 5000 g
przez 5 minut w temp. w 4°C; otrzymany pelet zwazy¢;

e otrzymany pelet rozpusci¢ w 1,2 ml 3-proc. (w/v) Triton X-100 w 50-milimolowym
Tris-HCI (pH 8,0) i inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 10 minut;

e lizat odwirowa¢ w 20 000 g przez 2 minuty w temp. 4°C (uwaga: wszystkie kroki
wykonywac¢ na lodzie!);

e otrzymany lizat zawiesi¢ w 80-proc. (v/v) zimnym glicerolu (1 : 1 — 40-proc. koncowe
stezenie glicerolu) i delikatnie wymieszac;
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e otrzymany SLiCE ekstrakt zamrozi¢ w cieklym azocie lub suchym lodzie;
e przechowywa¢ w temp. —80°C w 40-proc. glicerolu.
2. Przygotowa¢ mieszanin¢ reakcyjna (ze sktadnikow podanych w tabeli 12.5):

Tabela 12.5. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej do ligacji

Wektor + insert DNA Zmienna 1lo$¢ w stosunku 3 : 1

10 x SLiCE bufor 1 pl
SLiCE ekstrakt 1 pul
dH20 Uzupehi¢ do 10 pl

e inkubowaé w temp. 37°C przez 1 godzing.

Cwiczenie 12.5
Otrzymywanie enzymow rekombinowanych — transformacja

Cel
Uzyskanie stanu kompetencji komorek E. coli BL-21 (DE3) i transformacja wektora ekspresyj-
nego do komorek E. coli BL-21 (DE3).

Wprowadzenie

Transformacja jest kluczowym elementem procesu klonowania, w ktorym bakterie aktywnie
pobieraja egzogenne czasteczki DNA (zwykle plazmidowe) ze srodowiska. Aby komorki bak-
teryjne byty zdolne do transformacji, musza osiggna¢ stan kompetencji. Niektore mikroorga-
nizmy posiadajg naturalne zdolnosci do wchodzenia w stan kompetencji, np. w przypadku wy-
stapienia niesprzyjajacych warunkow srodowiska (Bacillus subtilis 1 Heamophilus influenzae
uzyskuja stan kompetencji w wyniku wysokiego poziomu cAMP), natomiast Neisseria go-
norrhoeae jest zawsze bakterig kompetentng. Aby uzyskac stan kompetencji w warunkach la-
boratoryjnych, najczesciej traktuje sie komorki biorcy roztworami zawierajgcymi jony Ca*"
w polaczeniu z szokiem temperaturowym. Obnizenie temperatury prowadzi do dezintegracji
lipopolisacharydow (LPS) w btonie komorkowej i odstonigcia kanalow jonowych. Natomiast
jony wapnia niweluja ujemny tadunek na powierzchni komorki bakteryjnej, zapobiegajac od-
pychaniu plazmidowego DNA.

Materialy

Podtoze stale i ptynne LB; kanamycyna; inkubator; ezy; wytrzasarka laboratoryjna; probowki
typu Falcon; probowki typu Eppendorf; mikroptytki 96-dotkowe; czytnik mikroptytek; lod; wi-
réwka; 100-milimolowy CaClz; 85-milimolowy CaClz; suchy lod; 60-proc. glicerol; blok
grzewczy; medium SOC (ang. super optimal catabolite repression).
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Mikroorganizmy
E. coli BL-21 (DE3).

Przebieg ¢wiczenia
1. Uzyska¢ stan kompetencji komorek E. coli BL-21 (DE3):

komorki E. coli BL-21 (DE3) wysia¢ powierzchniowo na podtoze LB i inkubowaé
w temp. 37°C przez noc;

nastgpnego dnia pobra¢ 1 kolonig¢ i zainokulowa¢ 5 ml medium LB; inkubowa¢ w temp.
37°C z wytrzasaniem (200 rpm) przez noc;

zainokulowa¢ 100 ml medium LB 1 ml nocnej hodowli i inkubowaé¢ w temp. 37°C
z wytrzasaniem (230 rpm) do momentu osiggnigcia gestosci optycznej ODeoo= 0,5-0,6;
przenies¢ hodowle do 2 proboéwek typu Falcon o poj. 50 ml 1 inkubowa¢ na lodzie przez
20 minut;

odwirowa¢ hodowle w 4500 rpm przez 5 minut w temp. 4°C; usung¢ supernatant;
pelet zawiesi¢ w 20 ml zimnego 100-milimolowego roztworu CaClz i inkubowaé na
lodzie przez 1 godzing;

odwirowa¢ w 4500 rpm przez 5 minut w temp. 4°C 1 usung¢ supernatant;

ostroznie zawiesi¢ pelet w 2 ml zimnego 85-milomolowego roztworu CaClz zawierajg-
cego 15-proc. glicerol;

rozdzieli¢ komorki do probowek typu Eppendorf o poj. 1,5 ml po 50-200 pl (zimnych)
1 przeprowadzi¢ szok termiczny w cieklym azocie lub na suchym lodzie;
przechowywac w temp. —80°C.

2. Transformacja:

do hodowli kompetentnych komorek E. coli BL-21 (DE3) doda¢ 10 ul roztworu plazmi-
dowego DNA po ligacji z insertem (uwaga: wszystkie kroki wykonywa¢é na lodzie!);
inkubowa¢ na lodzie przez ok. 5 minut;

wykonac¢ ,,szok cieplny” poprzez inkubacj¢ w temp. 42°C przez 45 sekund;

doda¢ 250 ul ogrzanego do 42°C podtoza SOC (ang. super optimal catabolite re-
pression);

po dodaniu medium SOC inkubowa¢ proby w temp. 37°C przez 15 minut;

wysia¢ powierzchniowo 100 pl hodowli transformantéw na podloze selekcyjne LB
z kanamycyng (50 pg/ml) 1 inkubowa¢ w temp. 37°C przez noc;

wszystkie otrzymane po inkubacji kolonie oznaczajg pozytywny wynik doswiadczenia
ze wzgledu na obecno$¢ w plazmidzie pET28a genu opornosci na kanamycyng

(ryc. 12.3);
klony przechowywa¢ w temp. —80°C do momentu wykonywania kolejnych analiz.

Rye. 12.3. Wynik sekcji] klonow na podiozu talyrn LB z dodatkiem kanamycyny (50 pg/ml) jako
czynnika selekcyjnego: a) pozytywny wynik klonowania (wszystkie kolonie zawieraja wektor);

b) proba kontrolna
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Cwiczenie 12.6
Otrzymywanie enzymow rekombinowanych — izolacja i oczyszczanie

Cel
Oczyszczanie rekombinowanej B-d-fruktofuranozydazy z Bifidobacterium breve za pomoca
metody chromatografii metalopowinowactwa.

Wprowadzenie

Wykorzystanie na szerokg skalg biatek rekombinowanych w przemysle zmusito do opracowa-
nia szybkiej 1 taniej metody ich oczyszczania, czyli chromatografii powinowactwa (IMAC,
ang. immobilized metal affinity chromatography). Jest to szczegdlny rodzaj chromatografii po-
legajacy na koordynacyjnym wigzaniu biatek i jonéw metali przejéciowych (np. Ni**, Co*"),
ktoére zostaja unieruchomione na ztozu. Biatko wigze si¢ ze zlozem za pomocg znacznika, jakim
jest metka polihistydynowa (His-tag). Jest to sekwencja peptydowa dotgczana do konca N- lub
C- terminalnego rekombinowanego biatka zbudowana z 2—10 reszt histydyny (ryc. 12.4).
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Ryec. 12.4. Schemat wigzania rekombinowanego enzymu ze ztozem Ni-NTA wykorzystywanych
w chromatografii metalopowinowactwa (IMAC)
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Materialy

State 1 ptynne podtoze LB; kolba o poj. 1 I; kanamycyna (50 mg/ml); pipety; tipsy; probowki
typu Falcon; wytrzasarka laboratoryjna; inkubator; 1-molowy IPTG (izopropylo-B-D-tiogalak-
topiranozyd); wiréwka; sonifikator; imidazol; NaCl; Tris-HCI; glicerol; woda destylowana; mi-
kroptytki 96-dotkowe; czytnik mikroptytek; kolumna ze ztozem Ni-NTA agaroza

Mikroorganizmy
E. coli BL-21 (DE3).

Przebieg doswiadczenia

L.

2.
3.

N n R

Zamrozone komorki E. coli BL-21 (DE3) z wektorem ekspresyjnym wysiaé na state pod-
toze LB z dodatkiem kanamycyny (50 pg/ml); inkubowa¢ w temp. 37°C.

Zainokulowa¢ 5 ml medium LB+Kan jedng kolonig otrzymang na podtozu statym.

Po nocnej inkubacji przenies¢ 1 ml hodowli do 500 ml medium LB z kanamycyna 1 inku-
bowaé w temp. 37°C z wytrzasaniem (200 rpm) do momentu osiggnigcia ggstosci optyczne;j
rownej ok. 0,6—0,8.

Nastepnie doda¢ 500 pl 1-molowego IPTG (0,238g/10 ml dH20).

Prowadzi¢ dalej hodowle w temp. 37°C z wytrzasaniem (200 rpm) przez ok. 3—4 godziny.
Przenies¢ hodowle do temp. 18°C i inkubowa¢ przez noc z wytrzasaniem (200 rpm).
Przygotowac bufory do oczyszczania biatka wedtug danych podanych w tabeli 12.6.

Tabela 12.6. Sktad buforéw niezbednych do oczyszczania rekombinowane;j
beta-D-fruktofuranozydazy

Sktadniki Ilos¢na 11
50 mM Tris-HCI (pH 8,0) 6g
Bufor lizujacy 300 mM NaCl 17.5¢
10% glicerol 100 ml
20 mM Tris-HCI (pH 8,0) 24¢
300 mM NaCl 175
Bufor ptuczacy
20 mM imidazol 0,272 g
10% glicerol 100 ml
20 mM Tris-HCI (pH 8,0) 24¢
300 mM NaCl 1758
Bufor elucyjny
250 mM imidazol 17g
10% glicerol 100 ml
1. Nastepnego dnia hodowle odwirowa¢ w temp. 4°C przy 5000 rpm.
2. Otrzymany pelet zwazy¢ i rozpusci¢ w buforze lizujagcym.
3. Komorki podda¢ lizie w wykorzystaniem ultradzwigkow.
4. Prébe odwirowac na maksymalnych obrotach w temp. 4°C.
5. Otrzymany supernatant nanie$¢ na kolumng¢ ze ztozem niklowym, wczesniej rownowazo-

nym poprzez przeptukanie buforem ptuczacym.
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6. Po zwigzaniu biatka z kolumng przeptukac ja 3-krotnie 1 ml buforu ptuczacego.

Nastepnie dokonac elucji biatka buforem elucyjnym (ryc. 12.5).

8. Zmierzy¢ stezenie bialka 1 aktywno$¢ otrzymanego enzymu metodami przedstawionymi
przez prowadzacego zajecia.

9. Sprawdzi¢ czysto$¢ enzymu metoda SDS-PAGE zgodnie z metodyka przedstawiong przez
prowadzacego zajgcia.

10. Rekombinowany enzym polaczy¢ z glicerolem w stosunku 1 : 1 i przechowywa¢ w temp.
—25°C do momentu wykonywania dalszych analiz.

~

Bufor pluczacy Proba Bufor phuczacy Bufor elucyjny

L3

—f o
—f o
et

Rownowazenie Nalozenie Plukanie Elucja
kolumny proby

Ryec. 12.5. Etapy procesu oczyszczania rekombinowanej beta-D-fruktofuranozydazy z Bifidobacterium
sp. metoda chromatografii metalopowinowactwa (IMAC)

Cwiczenie 12.7
Sieciowanie enzymow w polgczeniu z nanoczgstkami o wlasciwosciach magnetycznych

Cel
Synteza magnetycznych sieciowanych agregatow glukoamylazy z Aspergillus niger.



Metody inzynierii enzymowej w nanobioinzynierii 177

Wprowadzenie

Obecnie coraz wicksze znaczenie zyskujg sieciowane agregaty enzymatyczne (ang. CLEA)
jako alternatywa dla konwencyjnych metod unieruchomienia enzymow opierajacych si¢ na roz-
nego rodzaju no$nikach pochodzenia naturalnego lub syntetycznych. Synteza CLEA jest zwy-
kle tatwiejsza i co wazne warunki procesu sg o wiele bardziej delikatne dla struktury enzymu.
Metoda ta rowniez jest stosunkowo tania, a proces przygotowania preparatu sktada si¢ z 2 eta-
pow. W pierwszym enzym ulega precypitacji w wyniku wprowadzenia do roztworu r6znego
rodzaju zwigzkéw chemicznych, jak np. siarczan amonu, czy tez rozpuszczalnikow organicz-
nych, jak np. etanol czy aceton. W kolejnym etapie sieciuje si¢ powstajace aglomeraty réoznego
rodzaju substancjami, jak np. glutaraldehyd. Tego rodzaju rozwigzanie pozwala na wysoka
koncentracje aktywnos$ci enzymow, poprawe ich parametréw katalitycznych, a takze podnie-
sienie stabilnosci operacyjnej w stosunku do wysokiej temperatury czy réznego rodzaju czyn-
nikow chemicznych. CLEA mozna taczy¢ z materialami wrazliwymi na pole magnetyczne, co
zwigksza obszary ich zastosowania, utatwiajgc rowniez separacje (ryc. 12.6).

Materialy

Preparat enzymatyczny glukoamylazay; tert-butanol; siarczan amonu; 25-proc. (m/m) glutara-
lehyd; 10-proc. (m/m) roztwoér polietylenoiminy (Mw 75000) w 50-milimolowym buforze fos-
foranowym pH 7,0; Fe3O4; 50-milimolowy bufor fosforanowy, pH 7,0; 0,1-proc. (m/m) roztwoér
skrobi rozpuszczalnej w 50-milimolowym buforze octanowym pH 5,0; odczynnik do oznacza-
nia st¢zenia glukozy metodg enzymatyczng (GOD); odczynnik Bradforda do oznaczenia stg¢ze-
nia bialka; czytnik mikroptytek; taznia wodna lub cieplarka; separator magnetyczny.

Przebieg doswiadczenia
1. Przygotowac sieciowang magnetyczng glukoamylaz¢ (SMG):

e do 3 probéwek typu Falcon o poj. 50 ml przenie$¢ 15 ml preparatu enzymatycznego
glukoamylazy o stezeniu biatka 1 g/l; stezenie biatka w wyjSciowym preparacie ozna-
czy¢ zgodnie z metodyka podang przez prowadzacego i w razie potrzeby rozcienczy¢
buforem fosforanowym,;

e nastepnie dodac¢ 7,82 g siarczanu amonu i 50 mg Fe3Os; wymiesza¢ energicznie do pel-
nego rozpuszczenia siarczanu amonu;

e do roztworu doda¢ polietylenoiming do konicowego stezenia 0,5% (v/v) 1 wymieszac
energicznie;

e do roztworu doda¢ glutaraldehyd do koncowego stezenia 1% (v/v) 1 wymieszac ener-
gicznie;

e nastgpnie do mieszaniny doda¢ réwna objetos¢ tert-butanolu, zamiesza¢ energicznie
1 przenie$¢ do fazni wodnej o temp. 25°C na 90 minut;

e probowki nastgpnie przenies¢ do wirowki 1 wirowaé przez 10 minut przy predkosci
4000 rpm;

e po odwirowaniu bez naruszania uformowanego precypitatu za pomocg pipety automa-
tycznej usuna¢ dolng i gérna faze;

e pozostaly precypitat przepluka¢ 2-krotnie 20 ml buforu fosforanowego w 10-minuto-
wych odstepach;

e otrzymany preparat SMG przechowywacé w lodowce w temp. 4°C.
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Magnetyczne
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Ryc. 12.6. Schemat procesu przygotowania CLEA

2. Oznaczy¢ aktywno$¢ SMG:

e do probdwki typu Eppendorf o poj. 2 ml przenies¢ 20 mg SMG;

e doda¢ 1 ml ogrzanego do temp. 30°C roztworu skrobi rozpuszczalnej i inkubowac, mie-
szajac okresowo przez 10 minut w tazni wodnej lub cieplarce przez 10 minut;

e w czasie inkubacji do 8 celi mikroptytki przenies¢ 200 pl odczynnika (GOD);

e po inkubacji probowki przenies¢ na separator magnetyczny i przenie$¢ 5 pl mieszaniny
reakcyjnej do 4 kolejnych celi, do 2 nastgpnych doda¢ 5 pl wzorca glukozy
(5,5 umol/ml);

e mikroplytke inkubowac¢ przez 10 minut w cieplarce w temp. 30°C;

e nastepnie odczyta absorbancj¢ przy 500 nm z wykorzystaniem czytnika mikroptytek;

e nastepnie obliczy¢ aktywno$¢ SMG wedlug rownania:

(((Absy, — Absy)/(Abs,,, — Absy)) * 5,5 pymol)

10 min
masa SMGw g

Aktywno$¢ SMG * (U/g) =

Absp— absorbancja proby badanej, Absw. — absorbancja wzorca, Abso — absorbancja proby odczynnikowej. * Jedna jednostka
SMG (U) uwalnia 1 pmol glukozy w ciggu 1 minuty w 30°C i pH 5,0.

3. Przeanalizowa¢ stabilno$¢ operacyjng SMG — odpornos¢ na wielokrotne uzycie:

e do probéwki typu Eppendorf o poj. 2 ml przenies¢ 20 mg SMG;

e doda¢ 1 ml ogrzanego do temp. 30°C roztworu skrobi rozpuszczalnej i inkubowac, mie-
szajac okresowo przez 10 minut w tazni wodnej lub cieplarce przez 10 minut;

e w czasie inkubacji do 8 celi mikroptytki przenies¢ 200 pl odczynnika (GOD);

e po inkubacji probowki przenie$¢ na separator magnetyczny i po oddzieleniu SMG po-
bra¢ 5 ul mieszaniny reakcyjnej do 4 kolejnych celi, do 2 nast¢gpnych doda¢ 5 ul wzorca
glukozy (5,5 pmol/ml);

e mikroptytke zakry¢ pokrywka i inkubowac przez 10 minut w cieplarce w temp. 30°C;
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e nastgpnie odczyta¢ absorbancje przy dtugosci fali 500 nm z wykorzystaniem czytnika
mikroptytek;

e 7z probowki odebra¢ mieszaning reakcyjng i dwukrotnie przeptuka¢ SMG 1 ml buforu
fosforanowego;

e nastepnie kroki od 2 do 7 powtorzy¢ 5-krotnie;

e po zakonczonych oznaczeniach obliczy¢ aktywno§¢ SMG w kolejnych cyklach.

Wyniki
Na wykresie wyznaczy¢ zalezno$¢ migdzy kolejnymi cyklami a aktywnos$cia SEM w jednost-
kach wzglednych, przyjmujac aktywnos¢ SMG w pierwszym cyklu jako 100%.

Cwiczenie 12.8
Immobilizacja enzymow na modyfikowanych magnetycznych mikrosferach alginianowych

Cel
Immobilizacja beta-D-fruktofuranozydazy z Saccharomyces cerevisiae w mikrosferach algi-
nianowych o wlasciwosciach magnetycznych.

Wprowadzenie

Sposrod wielu mozliwych metod immobilizacji pulapkowanie w r6znego rodzaju polimerach
naturalnych i syntetycznych jest szeroko stosowang metoda pozwalajaca na szybkie i efektywne
unieruchamianie réoznego rodzaju enzymow. W metodzie tej istotnym czynnikiem jest struktura
1 wymiary no$nika majace wptyw na tatwo$¢ tzw. wycieku enzymow, a takze proces wymiany
masy, wptywajacy niekorzystnie na parametry katalityczne unieruchomionego biokatalizatora.
Niektore z polimerow szeroko stosowanych w tej metodzie immobilizacji, jak np. alginian, nie
wigzg wydajnie enzymow, co mozna zmodyfikowa¢, wprowadzajac do struktury nos$nika np.
karboksymetylocelulozg, ktéra zawiera grupy CH2-COOH. Dzigki tej wlasciwosci polimer ten
poprzez wigzania jonowe ze specyficznymi resztami obecnymi na powierzchni enzymu po-
zwala na zwigkszanie stabilno$ci operacyjnej enzymu i ograniczenie jego utraty sprawnosci
uktadu podczas wielokrotnego uzycia. Immobilizacja moze rowniez modyfikowa¢ parametry
enzymow jak ich optimum pH czy temperaturowe, co jest nastepstwem odziatywan migdzy
nos$nikiem a strukturg enzymu.

Materialy

4-proc. (m/m) roztwor alginianu sodu w buforze octanowym pH 5,0; karboksymetyloceluloza
(CMCQ); alkohol izoamylowy; Fe3O4; 5-proc. (m/m) wodny roztwor chlorku wapnia; bufor oc-
tanowy pH 5,0 z 0, 1-proc. (m/m) chlorkiem wapnia; 180-milimolowy roztwodr sacharozy w bu-
forze octanowym pH 5,0 z dodatkiem 0,1-proc. (m/m) chlorku wapnia; preparat enzymatyczny
beta-D-fruktofuranozydazy (inwertazy) w buforze fosforanowym 50 mM, pH 7,0; odczynnik
do oznaczania glukozy (GOD).
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Przebieg doswiadczenia
1. Otrzyma¢ modyfikowane mikrosfery alginianowe z immobilizowang inwertazg (IMA):

do probowki typu Falcon o poj. 50 ml przenies¢ 10 mg CMC 1 2 ml roztworu alginianu
sodu, zamiesza¢ energicznie 1 odczeka¢ 15 minut;

nastgpnie doda¢ 0,1 ml preparatu enzymatycznego i miesza¢ na mieszadle rolkowym
przez 15 minut;

nastepnie doda¢ 50 mg Fe3Os 1 wymiesza¢ energicznie;

nastepnie doda¢ 8 ml alkoholu izoamylowego;

do strzykawki pobra¢ 8 ml roztworu chlorku wapnia;

na strzykawke natozy¢ igle 1 przebi¢ wieczko probdwki (ostroznie, nie wkraplajac
roztworu chlorku wapnia!);

wytrzasac¢ uktad z wykorzystaniem worteksu przez 5 minut;

nastepnie nie przerywajac wytrzasania, powoli wkrapla¢ roztwor chlorku wapnia przez
kolejne 5 minut;

uformowane mikrosfery zebra¢ za pomocg magnesu i przeptukaé 2-krotnie buforem oc-
tanowym z dodatkiem 0,1-proc. chlorku wapnia;

preparat przechowywac w lodowce w temp. 4°C;

wykona¢ preparat mikroskopowy i1 oceni¢ morfologi¢ no$nika wraz z enzymem

(ryc. 12.7).

2. Oznaczy¢ aktywnos$¢ immobilizowanego i wolnego enzymu:

do probowki typu Eppendorf o poj. 2 ml przenies¢ 20 mg IMA lub 20 pl roztworu
wolnego enzymu;

doda¢ 1 ml ogrzanego do 30°C roztworu sacharozy w buforze octanowym i inkubowac,
mieszajac okresowo przez 10 minut w tazni wodnej lub cieplarce przez 10 minut;

w czasie inkubacji do 8 celi mikroptytki przenies¢ 200 ul odczynnika (GOD);

po inkubacji probowki przenie$¢ na separator magnetyczny i przenies¢ 5 pl mieszaniny
reakcyjnej do 4 kolejnych celi, do 2 nastgpnych doda¢ 5 ul wzorca glukozy
(5,5 umol/ml);

mikroplytke inkubowac¢ przez 10 minut w cieplarce w temp. 30°C;

nastepnie odczytac¢ absorbancj¢ przy 500 nm z wykorzystaniem czytnika mikroptytek;

nastepnie obliczy¢ aktywnos$¢ IMA lub wolnego enzymu wedlug rownania:

(((Abs, — Absy)/(Abs,,, — Abs,)) * 5,5 umol)

10 min
xx masa IMAw g

Aktywnosé IMA (U / 9) =

Absy— absorbancja proby badanej, Absw. — absorbancja wzorca, Abso — absorbancja proby odczynnikowe;.

* Jedna jednostka IMA lub wolnej inwertazy (U) uwalnia 1 pmol glukozy w ciggu 1 minuty w 30°C i pH 5.0.

** W przypadku wolnego enzymu jako mase¢ do rownania podstawi¢ warto$¢ ilosci biatka znajdujacego si¢ w objetosci proby
pobranej do oznaczenia.
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4% roztwor alginianu sodu

Roztwor inwertazy

P~ Alkohol Wodny roztwér 1% 0,1%

Chlorek wapnia
w buforze octanowym

Fe,0, izoamylowy chlorku wapnia

Magnetyczne mikrosfery
alginian-CMC
z immobilizowana invertaza

S min. S min.

Ryc. 12.7. Schemat procesu otrzymywania inwertazy immobilizowanej na magnetycznych sferach

alginian-CMC

3. Wyznaczy¢ optimum temperaturowe IMA:

przygotowac kolejne 12 plastikowych probéwek typu Eppendorf i opisa¢ wg schematu
podanego w tabeli 12.7;

do 6 probdéwek przenies¢ 20 mg IMA (préby badane);

przed dodaniem do proboéwki IMA substrat preinkubowac¢ przez 5 minut w odpowied-
niej temperaturze zgodnie z warunkami podanymi w tabeli 12.7;

w czasie inkubacji do 8 celi mikroptytki przenies¢ 200 pl odczynnika (GOD);

po inkubacji probowki umiesci¢ w separatorze magnetycznym i przenies¢ 5 pl miesza-
niny reakcyjnej do 4 kolejnych celi, do 2 nastgpnych doda¢ 5 ul wzorca glukozy
(5,5 umol/ml);

mikroptytke zakry¢ pokrywka i inkubowa¢ 10 minut w cieplarce w temp. 30°C;
nastepnie odczytac¢ absorbancj¢ przy 500 nm z wykorzystaniem czytnika mikroptytek;
czynno$¢ powtorzy¢ dla kolejnych temperatur;

nastgpnie obliczy¢ aktywno$¢ IMA 1 wolnego enzymu wedtug rownania powyzej 1 za-
notowac w tabeli wynikéw;

optimum temperaturowe formy wolnej enzymu wyznaczy¢ w identyczny sposob jak
enzymu immobilizowanego.
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Tabela 12.7. Sktad mieszaniny reakcyjnej do wynaczania optimum temperaturowego wolnej
1 immobilizowanej inwertazy

Temperatura
4°C | 20°Cc | 40°Cc | 60°C | 80°C | 100°C
Probowka
T T [T [ T | T3 | T | Ta [ T [ Ts [ Ts° [ Te | T
Substrat (ul) 1000
Wolny enzym (ul) |20 — |20 | — |20 — | 20| — |20 | — [20 ] —
IMA (mg) 200 - |20 - |20 - |20 = [20] = [20] -
Wyniki
Aktywnos¢
enzymu wolnego
U/mg
Aktywnos¢
IMA U/g
Wyniki

1. Na wykresie wyznaczy¢ zalezno$¢ pomiedzy temperaturg a aktywnoscig immobilizowa-
nego i wolnego enzymu.

2. Aktywno$¢ enzymu wyrazi¢ w %, gdzie 100% aktywnosci nalezy przyjac¢ dla wartosci tem-
peratury, w ktorej uzyskano najwyzsza warto$¢ aktywnosci.
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13. NANOTECHNOLOGIA W PRZEMYSLE
ROLNO-SPOZYWCZYM

Anita Kotodziej-Skalska

Nanotechnologia jest obecnie najszybciej rozwijajacg si¢ interdyscyplinarng dziedzing nauki.
Laczy w sobie takie dziedziny, jak: fizyka, chemia, biologia, biotechnologia, medycyna, farma-
cja, informatyka czy inzynieria. Jedng z gtownych przyczyn tak duzego zainteresowania nano-
technologia jest to, ze odnosi si¢ ona do materiatow na poziomie molekularnym, w ktérym czesto
charakteryzuja si¢ one wlasciwosciami diametralnie innymi niz w normalnym rozmiarze.
Nanotechnologia bedzie miata wptyw na caty proces produkcji zywnosci (od wytworcy do
konsumenta), na utrwalanie produktéw, poprawe ich cech organoleptycznych, zachowanie ja-
kosci 1 bezpieczenstwa oraz na wtasciwosci opakowan do zywnosci (ryc. 13.1). Zastosowanie
nanotechnologii w produkcji zywnosci jest przedsiewzigciem nowym w poréwnaniu z jej apli-
kacjami m.in. w medycynie, farmaceutyce i elektronice. Ze wzgledow ekonomicznych jej
wdrazanie w przemysle spozywczym jest duzo wolniejsze niz np. w przemysle zbrojeniowym.

e Nanoemulsje

e Nanoenkapsulacja smaku i
aromatu

e Zelowanie i érodki nadajgce

ROLNICTWO | PRZETWORSTWO  lepkos¢
\

e Nanomodyfikacja nasion i
nawozéw

e Pestycydy nowej generacji

e Sensory do modyfikowania
gleby

NANOZYWNOSC

ZYWIENIE PRODUKTY

e Nutraceutyki

e Dostepnosc sktadnikow
odzywczych

e Oczyszczanie wody pitnej

Ochrona przed promieniowaniem
UV i drobnoustrojami
Monitorowanie stanu jakosci
Zywnosci

e  Przeciwdziatanie naduzyciom

Ryec. 13.1. Wybrane zastosowania nanotechnologii w przemysle spozywczym (wg Gtod i in., 2014)

Rolnictwo zapewnia zywnos$¢ ludziom, bezposrednio i posrednio. Wraz ze wzrostem liczby
ludno$ci na $wiecie konieczne staje si¢ stosowanie w naukach rolniczych nowoczesnych tech-
nologii, takich jak bio- i nanotechnologie. Nanotechnologia zrewolucjonizuje rolnictwo i prze-
myst spozywczy dzigki m.in.: precyzyjnym technikom rolniczym, zwigkszajacym zdolno$¢ ro-
$lin do wchtaniania sktadnikéw odzywczych, bardziej wydajnemu i ukierunkowanemu wyko-
rzystaniu §rodkow produkcji, wykrywaniu i zwalczaniu chordb, wytrzymywaniu presji srodo-
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wiskowych i skutecznym systemom przetwarzania, przechowywania i pakowania. Nanotech-
nologia umozliwita wprowadzenie do upraw nowych potencjalnie skutecznych pestycydow,
regulatordw wzrostu roslin i chemicznych nawozow.

Cwiczenie 13.1
Produkcja nowych, bezpiecznych srodkow ochrony roslin z wykorzystaniem nanoczgsteczek

Cel

1. Zapoznanie si¢ z istniejagcymi na rynku krajowym $rodkami ochrony roslin, ktére wytwo-
rzone zostaty na bazie nanoczasteczek srebra, miedzi i tytanu. Zadaniem jest wyszukanie
dostepnych na rynku preparatéw ochrony roslin wytworzonych na bazie nanoczasteczek.

2. Wyszukanie i przedstawienie wybranego preparatu stuzgcego do ochrony roslin wytworzo-
nego na bazie nanoczasteczek, omowienie jego sktadu i zastosowania w ochronie roslin
oraz sposobu dawkowania.

3. Omoéwienie wlasciwos$ci nanomaterialow, na bazie ktorych zostaly wytworzone $rodki
ochrony roslin.

4. Wyciagnigcie wnioskow dotyczacych zastosowania nanopestycydow.

Wprowadzenie

Wcigz poznawane sg nowe zastosowania nanotechnologii w rolnictwie, w ktorym nanomate-
riaty stuzg jako nos$niki chemicznych srodkéw ochrony ros$lin, a takze jako substancje aktywne
pestycydow.

Obecnie szczegolnie duzym zainteresowaniem cieszy si¢ nanosrebro, wykazujace silne
wlasciwos$ci antyseptyczne. Stad tez jego duza skuteczno$¢ w walce z bakteriami, grzybami,
drozdzami czy wirusami. Nanosrebro to mikroskopijnej wielkos$ci czasteczki w postaci jonow,
ktére mozna dostrzec jedynie za pomoca mikroskopu elektronowego. Takie rozdrobnienie cza-
steczek sprawia, ze wzrasta skuteczno$¢ wlasciwosci bakteriobdjczych, grzybobdjczych 1 wi-
rusobojczych srebra. Nanosrebro ma wigksza powierzchni¢ czynng, tym samym wzrasta jego
potencjat biobdjczy. Nieczesto na rynku pojawiaja si¢ ciekawe produkty poprawiajace jakos¢
plonu i stymulujace naturalng odpornos¢ roslin, ktére wykorzystuja nowe technologie. Bez wat-
pienia nalezg do nich innowacyjne preparaty zawierajgce nanoczasteczki srebra czy chitozan
srebra, a takze nanoczasteczki miedzi.

Chitozan srebra stuzy do zabezpieczania ran na drzewach 1 krzewach. Chitozan to substancja
stymulujgca mechanizmy obronne ro$lin przeciw wielu grzybom chorobotwérczym. Biokom-
patybilno$¢ chitozanu z zywymi komérkami umozliwia tworzenie si¢ na powierzchni kory spe-
cjalnej powloki (tzw. filmu), ktora chroni lub zastepuje fizjologiczng powtoke kory.

Nanoczastki miedzi charakteryzujg si¢ wysoka aktywnoscig biologiczng wzgledem mikro-
organizméw i szerokim zakresem dziatania. W zwigzku z duzym stosunkiem powierzchni do
objetosci na pierwszy plan wysuwaja si¢ ich wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe. Nano-
czastki miedzi wykazuja szerokie spektrum aktywnos$ci biobojczej wzgledem bakterii, wirusow
1 grzybow oraz alg. Dotychczasowe wyniki badan potwierdzaja silne biobojcze dziatanie pre-
paratow tworzonych na bazie zwigzkoéw miedzi.

Nanoczgstki efektywnie przedostajg si¢ przez $ciang komorkowa drobnoustrojow, wplywa-
jac na ich funkcjonowanie m.in. poprzez uposledzanie wymiany jonowej miedzy srodowiskiem
a komorka, taczac si¢ trwale z biatkami cyklu oddechowego oraz zaburzajac przekazywanie
informacji genetycznej. Niski koszt ich produkcji oraz tatwo$¢ nanoszenia na r6znego rodzaju
powierzchnie umozliwiajg wszechstronne zastosowanie.

Wystepuja 3 podstawowe metody pozyskiwania nanoczastek: fizyczna, chemiczna i biolo-
giczna. Pierwsza z nich w bezpiecznym stopniu pozwala na uzyskanie jednorodnego i wolnego
od dodatkéw preparatu. To bardzo istotne, poniewaz niejednorodnosci sktadu i dodatkowe sub-
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stancje sg najczesciej zrodlem niepozadanych dziatan. Dla bezpiecznego stosowania nanocza-
stek wazny jest zarowno brak obecnosci jonow danego metalu, jak i jednorodno$¢ rozmiaru,
gdyz te parametry przektadaja si¢ na wtasciwos$ci preparatu.

Zielone metody syntezy nanoczastek z wykorzystaniem ekstraktow roslinnych sg korzystne,
poniewaz sg proste, wygodne, przyjazne dla srodowiska i wymagaja krotszego czasu reakc;ji.
Nanomateriaty przygotowane metodami ekologicznymi moga zwigkszy¢ potencjal rolnictwa
w zakresie poprawy procesu nawozenia, wzrostu roslin i pestycydow. Ponadto technologia ta
minimalizuje ilo$¢ szkodliwych chemikaliéw, ktore zanieczyszczaja srodowisko.

Materialy
Wyszukane w zasobach internetowych przyktady §rodkéw ochrony roslin wytworzonych np.
na bazie nanosrebra lub nanomiedzi.

Przebieg doswiadczenia

Grupa ¢wiczeniowa podzielona na zespoty 2-osobowe

1. Omowic problem wykorzystania nanomateriatow w ochronie roslin.

2. Przedstawi¢ przyktad $rodka ochrony roslin wytworzonego na bazie nanomateriatow.

3. Wybrane przyktady zapisa¢ w formie tabelarycznej (tab. 13.1) i1 przeanalizowa¢ wspolnie
w grupie ¢wiczeniowej.

4. Podzieli¢ i porownac srodki ochrony roslin wytworzone z wykorzystaniem nanomateriatow
pod wzgledem sposobu dziatania.

Tabela 13.1. Zestawienie wybranych przykladow srodkéw ochrony roslin wykorzystujacych
nanomateriaty

Przyktad $rodka Zastosowany Zakres Sposob
ochrony ro$lin nanomateriat dziatania dawkowania
nanoczasteczki
miedzi

chitozan srebra

Wyniki

1. Omoéwic sposob dziatania analizowanych nanomateriatow wykorzystywanych w $rodkach
ochrony roslin.

2. Wyciagna¢ wnioski dotyczace rodzajow uzytych nanomaterialdw, sposobu ich stosowania,
docelowego dziatania, dawkowania (ilo$¢ 1 czestotliwo$¢) oraz kosztéw uzytkowania (je-
zeli sg dostepne).
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14. WAZNIEJSZE POJECIA

Bakteriofag (fag) — wirus specyficzny wzgledem komorek bakteryjnych, ktoérego zakres infek-
cyjny najczesciej obejmuje okreslony gatunek bakterii, a w niektorych przypadkach nawet
konkretne szczepy.

Biozgodnos$¢ — zdolnos¢ prawidlowego zachowania materiatu w kontakcie z tkankg w okreslo-
nym zastosowaniu.

Chromatografia powinowactwa — szczegdlny rodzaj chromatografii, polegajacy na koordy-
nacyjnym wigzaniu biatek i jondw metali przej$ciowych (np. Ni**, Co?"), ktore zostaja unie-
ruchomione na ztozu.

Dwukierunkowa elektrotroforeza zelowa — jedna z technik molekularnych umozliwiajaca
jednoczesny rozdziat i/lub frakcjonowanie ztozonej mieszaniny biatek oraz peptydow wy-
stepujacych w szerokim zakresie stgzen w danym materiale biologicznym.

Katalizator — substancja, ktora moze promowac reakcje krzyzowego sieciowania poprzez
przyspieszanie zachodzacych proceséw (np. tworzenie bezwodnika kwasowego) i umozli-
wianie tym reakcjom zajscie w nizszych temperaturach.

MALDI TOF - technika umozliwiajaca analiz¢ substancji wysokoczasteczkowych, wymaga-
jaca zastosowania matrycy jako gtdbwnego medium pochlaniajacego energi¢ lasera i przeka-
zujacego ja dalej czasteczkom badanej proby.

Nanobioinzynieria — obszar badawczy o charakterze interdyscyplinarnym, lezacy na styku
biotechnologii 1 nanotechnologii, wykorzystujacy nowoczesne technologie, urzadzenia
1 aparatur¢ badawcza oraz metody biologii 1 chemii do§wiadczalnej, a ponadto praktyczne
zastosowanie wiedzy z zakresu fizyki, inzynierii chemicznej, inZynierii materialowej, bio-
chemii, fizjologii, mikrobiologii, wirusologii, biologii komorki, genetyki molekularnej, in-
zynierii genetycznej, proteomiki, kultur in vitro 1 informatyki, jak réwniez prace ekspery-
mentalng z uzyciem materialu biologicznego w ujeciu nanotechnologicznym, ktéra umozli-
wia tworzenie nowych rozwigzan technologicznych i przemystowych.

Nanomaterial — naturalny, powstaty przypadkowo lub wytworzony, materiat zawierajacy czastki
w stanie swobodnym lub w formie agregatu badz aglomeratu, w ktérym co najmniej 50% lub
wiece] czastek w liczbowym rozktadzie wielkosci czgstek ma jeden wymiar lub wigcej wy-
miarow w zakresie 1-100 nm (z zastrzezeniem, ze gbrna granica jest powszechnie stosowana).

Nanostracanie — proces porownywalny do emulgowania, ktorym mozna wytworzy¢ nano-
czastki o matych rozmiarach, pozadanych w zastosowaniach medycznych, polegajacy na
zmieszaniu roztworu polimeru z rozpuszczalnikiem (Srodkiem stracajacym), w ktorym po-
limer si¢ nie rozpuszcza.

Nanotechnologia — interdyscyplinarna nauka scalajaca osiggni¢cia z dziedziny chemii, fizyki,
informatyki i biotechnologii, stwarzajaca nowe mozliwo$ci badawczo-rozwojowe zmierza-
jace do sterowania strukturg materii na poziomie pojedynczych atoméw i molekut. Obejmuje
wszystkie metody i techniki, ktore umozliwiajg zarowno projektowanie, tworzenie, jak i sto-
sowanie obiektow, w ktérych przynajmniej jeden z kontrolowanych wymiarow jest wyra-
zony w skali nano, czyli w umownym zakresie 1-100 nm.

Proteom — sklad bialkowy danego systemu biologicznego ulegajacy nieustannym zmianom
w odpowiedzi na czynniki wewnatrz- i zewnatrzustrojowe.
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SLIiCE (ang. seamless ligation cloning extract) — nowoczesna metoda wykorzystywana w klo-
nowaniu molekularnym, ktora polega na wykorzystaniu ekstraktéw ze szczepdw E. coli, po-
siadajacych system rekombinacyjny Red bakteriofaga A.

Spektrometria mas — metoda wykorzystywana w badaniach klinicznych 1 biologicznych, bio-
chemicznych, umozliwiajaca szczegotowa analize sktadnikow w mieszaninie, a takze uzy-
skanie informacji o strukturze [-rzedowej biatek i modyfikacjach potranslacyjnych.

Western blot — metoda badawcza umozliwiajaca identyfikacje i analiz¢ ekspresji okreslonych
biatek w ztozonej mieszaninie wielu protein.

Zielona chemia — ogot dziatan, w ktorych ktadzie sie nacisk na procesy prowadzone w sposob
zblizony do naturalnego i1 ze zredukowang ilo$cig toksycznych odpadéw powstajacych
wskutek produkc;ji.
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