Laboratdrne cvicenie ¢. 3

Urcéenie hribky membrany z kapacitnych merani

Teoreticka cast

Bunka je najmensou stavebnou a funkénou jednotkou vsetkych zivych organizmov. Ide
o samoreprodukénu sustavu molekil prietorovo ohranicenti tenkou plazmatickou membra-
nou — vrstvou tuku. Stavba membrany je jednoduché: ide o dvojvrstvu lipidovych molekul
s hribkou asi 5 nm, t. j. 50 atémov. Svojimi vlastnostami sa nepodobé Ziadnemu materialu,
ktory je znamy z bezného zivota. Zodpoveda za velké mnozstvo funkcii. Ked bunka ras-
tie, alebo meni tvar, membrana zvacsuje svoj povrch pridavanim novych membranovych
zloziek bez straty celistvosti a moze sa deformovat bez toho, aby sa potrhala. Lipidova
dvojvrstva je zéklad Struktiry bunkovych membrén [1].

Lipidy spajaju v kazdej svojej molekule dve tplne odlisné vlastnosti: maji hydrofilna
hlavicku a dva hydrofébne konce (obr. 3.1). Molekuly, ktoré majt hydrofilné aj hydrofébne
vlastnosti, sa nazyvaji amfipatické alebo amfifilné.
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Obr. 3.1: Struktira molekuly lipidu.

Najviac zastipenymi lipidmi v bunkovej membrane st fosfolipidy a z nich je najrozsire-
nejsi fosfatidylcholin. Fosfolipidy sa v rdmci dvojvrstvy dokazu pohybovat, mozu podliehat
lateralnej diftizii, rotacii alebo preklapaniu. V Zivo¢isnych membranach je tekutost mem-
brany znizovana pritomnostou cholesterolu, ktory u rastlin alebo kvasiniek chyba. Choles-
terol vypliia medzery medzi susednymi fosfolipidovymi molekulami, ¢im ju speviiuje a robi
z nej vrstvu menej tekutd a menej priepustni. Aj ked je lipidovéa dvojvrstva zakladnou
fickych funkcii plnia membranové proteiny. U Zivocichov predstavuju asi 50 % hmotnosti
VAcSiny plazmatickych membran, pricom zvysok tvoria lipidy a pomerne maly podiel uhlo-
vodiky [1]. Proteiny st do dvojvrstvy bud zabudované (integralne) alebo adsorbované na
povrch membréany (pripojené periférne). Kazdy z pritomnych proteinov zohrava v mem-
brane int tlohu (receptory, kandly. .. ). Spravna ¢innost membran je nevyhnutné pri repro-



2 Laboratérne cvicenie ¢. 3

dukcii a mnohych fyziologickych procesoch. Kontroluji chemické zlozenie a koncentraciu
molektl v jednotlivych bunkovych Struktarach a podielaji sa na prenose informacie.

Sprévanie sa biologickych membran je mozné testovat pomocou umelo vytvorenych
struktir simulujtcich bunkovy obal. V pripade vlozenia lipidov do vodnej fazy dochadza
k formovaniu rozli¢nych agregatov, ako napr. micely alebo lipozémy. Ide o skupinu gulovych
lipidovych vrstiev/dvojvrstiev, na ktorych mozno nésledne testovat napriklad prechod ¢
zabudovévanie nanoStruktir do buniek. Vezikuly (lipozémy, micely) sa pripravuji rozlic-
nymi spésobmi. Lipozémy je mozné pripravit tzv. Banghamovou alebo pH gradientovou
metodou.

Na meranie fyzikalnych charakteristik a rozli¢nych interakcii membran s latkami mo-
zeme teda pouzit syntetickti ndhradu biologickych membran (lipozémy) alebo prirodzeny
material, bunky, (napr. erytrocyty).

Zrelé Cervené krvinky (erytrocyty) zaradujeme medzi najSpecializovanejsie bunky Tud-
ského organizmu. Ich hlavnou funkciou je transport krvnych plynov — kyslika O, a oxidu
uhli¢itého CO,. Nejde o pravé bunky, pretoze v ¢ase dozrievania stratili jadro a aj ostatné
bunkové organely [2]. Ich tvorba prebieha v kostnej dreni. Kostna dreni je mékké tkanivo
vypliiajice vetky vnatorné dutiny kosti. Podla farby rozoznavame Gervent a zlta dreti.
Cervena dreii je hematopoeticky aktivna a jej farba je dani vysokym obsahom ¢ervenych
krviniek. Vsetky krvinky sa odvodzuju z jednej populacie multipotentych hemopoetickych
kmenovych buniek v kostnej dreni. V procese erytropoézy sa bunky diferencuji. Vyslednym
stadiom diferenciécie je retikulocyt, bezjadrova bunka so zvyskami bunkovych organel. Re-
tikulocyt musi este tri dni dozrievat, aby sa ako normocyt — zrely erytrocyt mohol uvolnit
do cirkulujtcej krvi. Erytropoéza trva priblizne 8 dni [3].

Erytrocyty st bunky tvaru bikonkavneho disku, ktoré maju v priereze piskotovy tvar
(obr. 3.2). Priemer erytrocytu je 7,2 + 0,5 pm, maximalna hribka je 2,1 um a minimélna
1pm [2].
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Obr. 3.2: Erytrocyt

Erytrocyt tvori zo 65% az 70% voda a na suSinu pripada 30 % az 35%, z ¢oho az
95 % predstavuje ¢ervené farbivo hemoglobin. Pocet ¢ervenych krviniek sa pohybuje u Zien
v rozmedzi od 3,8.10'2 do 4,8.10'2 /=1 a u muzov od 4,3.10'2 do 5, 3.10'2 /~1. Rozdielne poéty
erytrocytov medzi pohlaviami spdsobuji pohlavné hormény. Androgény (testosterén) vo
vSeobecnosti erytropoézu stimuluje. Estrogény, naopak, produkciu erytropoetinu inhibuji,
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z tohto dévodu je pocet erytrocytov u zien nizsi [2]. Zivotnost ervenych krviniek je priblizne
120 dni, po ktorych zanikaju v peceni alebo slezine.

V tomto laboratérnom cvi¢eni budeme na charakterizaciu lipidovej dvojvrstvy pouzivat
prave Cervené krvinky. Hrabku lipidovej dvojvrstvy membréan moZeme merat pomocou
elektrickej kapacity erytrocytovej suspenzie. Membranoviu kapacitu uréime zo vztahu:

C

‘n = 57 (3:1)

kde D je priemer bunky, c,, je kapacita dvojvrstvy na jednotku plochy a Cy je kapacita
¢ervenych krviniek. Hribku membrany h uréime z nasledujiceho vztahu:

€0y

Cm A

(3.2)

go je elektricka konstanta a e, ~ 5 je relativna permitivita vntatra membrany.

Experimentalna cCast
Ulohy
1. Odmerajte priemer erytrocytu a ziskantt hodnotu porovnajte s tabulkovou hodnotou.

2. Vypocitajte hribku membrany erytrocytu pomocou merania plosnej kapacity mem-
brany.

Pristroje a pomocky

Q-meter, komodrka na meranie kapacity, pripojné kable, rukavice, podlozné a krycie sklicka,
mikroskop s digitalnou kamerou, papierové obrusky.

Chemikalie

Suspenzia ¢ervenych krviniek — erytrocytov, etanol, destilovana voda.

Postup merania a vyhodnotenie

1. Zmerajte priemer ¢ervenych krviniek pomocou mikroskopu a digitalnej kamery.
2. 7 niekolkych ziskanych priemerov erytrocytov uréte priemernti hodnotu.
3. Pripravte suspenziu erytrocytovej zmesi na meranie v kapacitnej komorke.

4. Odmeriame zavislost kapacity erytrocytovej zmesi od frekvencie pre rozsah od 18 MHz
do 35 MHz.

5. Extrapolaciou zavislosti C'(1/f) odhadnite Cy.
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6. Vypoditajte kapacitu vody C, a uréte Cy = Cy — Cy, kde C, = gpe,,S/d.
7. Vypocitajte plosni kapacitu membrany c,, podla vzfahu (3.1).
8. Vypocitame hribku membrany erytrocytu h podla vzfahu (3.2).

9. Ziskané vysledky zosumarizujte a porovnajte ich s teoretickymi hodnotami.

Spracovanie vysledkov

Tabulka 3.1: Zavislost kapacity od frekvencie

Suspenzia erytrocytov
¢. merania 1 2 3 4 )
7 (M)
C (pF)
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