2. Wyodrgbnianie 1 identyfikacja fosfolipidow z mézgu

Odczynniki i sprzet laboratoryjny:

1. Tkanka biologiczna — mézg

2. Plytki chromatograficzne (20x20 cm) pokryte 0,25 mm warstwg zelu krzemionkowego z
indykatorem UV (Kiselgel 60 F;s4, Merck)

3. Szklo laboratoryjne: komora chromatograficzna, spryskiwacz, mozdzierz, probowki, kapilary,
pipety, zestaw do saczenia (lejek zwykty + bibula filtracyjna), cylindry miarowe

4. Suszarka do wlosow

5. Spryskiwacz do ptytek chromatograficznych

6. Lampa UV (A=254 nm)

7. Wiréwka

8. Roztwér CHCI; : MeOH (2 : 1; v/v)

9. Roztwér 0,5 M KCl w 50% MeOH

10. Uktad rozwijajacy: CHCIl; : EtOH : trietyloamina : HyO (4 :5: 4 : 1; v/v/v/v)

11. Uktad wywotujacy: 0,01% roztwodr rodaminy 6G w 95% etanolu

12. Standardy ~ lipidéw:  fosfatydyloseryny,  fosfatydylocholiny,  lizofosfatydylocholiny,
fosfatydyloetanoloaminy, N-metylofosfatydyloetanoloaminy, N,N-dimetylofosfatydylo-
etanoloaminy, lizofosfatydyloetanoloaminy (1 mg/ mL w CHCl; : MeOH (2 : 1; v/v).

Wykonanie doswiadczenia:

200 mg mozgu rozdrobni¢ w mozdzierzu. Doda¢ 10 mL roztworu CHCl; : MeOH (2 : 1; v/v) i
podda¢ homogenizacji. Cato$¢ przenies¢ do probowki plastikowej, sonikowa¢ na tazni
ultradzwigkowej 1 doktadnie wytrzasng¢ na "Vortexie". Zawiesing odwirowaé przez 5 min przy
1500 RPM. Zebraé pipeta Pasteura supernatant. Do pozostalego osadu doda¢ ponownie 10 mL
roztworu CHCl; : MeOH (2 : 1; v/v), wytrzasna¢ na "Vortexie", odwirowac jak poprzednio i zebraé
supernatant. Do potaczonych warstw organicznych (supernatant 1 i 2) doda¢ 5 mL 0,5 M KCl w
50% MeOH, wytrzasna¢ na "Vortexie" 1 odwirowaé jak poprzednio. Za pomoca pipety Pasteura
usunaé ostroznie gorng warstwe, a do warstwy dolnej doda¢ ponownie 5 mL 0,5 M KCI w 50%
MeOH, nast¢pnie wytrzasnag¢ na "Vortexie" 1 odwirowac. Ponownie usung¢ gérng warstwe, a do
pozostatej warstwy organicznej doda¢ bezwodnego MgSO4. Po 10 min roztwor przesaczy¢ do
suchego 1 zwazonego naczynka wagowego. Rozpuszczalnik organiczny usunag¢ za pomoca
strumienia azotu lub chlodnym strumieniem suszarki do wlosoéw. Pozostala mieszaning lipidow
zwazy¢ 1 ponownie rozpusci¢ w 0,5 mL roztworu CHCl; : MeOH (2 : 1; v/v).

Na plytce chromatograficznej* (20x20 cm) w odlegtosci 2 cm od brzegu narysowac¢ delikatnie
migkkim otéwkiem lini¢, na ktérej co 1,5 cm zaznaczyc punkty. W oznaczonych punktach nanies¢
kapilara poszczegdlne roztwory standardow lipidow oraz ekstrakt lipidoéw. Odparowac
rozpuszczalnik chtodnym strumieniem powietrza z suszarki do wtosow. Wiozy¢ plytke do komory
chromatograficznej nasyconej parami uktadu rozwijajacego i pozostawi¢ do momentu, gdy czoto
uktadu rozwijajacego osiggnie poziom okoto 2 cm od goérnego brzegu ptytki. Po wyjeciu ptytki z
komory chromatograficznej potozy¢ ja na czystej bibule na blacie pod wlaczonym wyciagiem,
narysowa¢ migkkim otéwkiem lini¢ czota rozpuszczalnika, po czym wysuszy¢ za pomoca suszarki
do wlosow 1 spryskac (pod wlaczonym wyciagiem!) ukladem wywolujacym. Odparowaé etanol
(chtodny strumien suszarki do wlosoéw), umiesci¢ ptytke w $swietle lampy UV (Ays4) 1 delikatnie
migkkim otéwkiem obrysowac pojawiajace si¢ plamy. Wyznaczy¢é wartosci Ry dla standardéw
lipidéw 1 badanej probki. Na podstawie obliczonych wartosci Ry zidentyfikowa¢ lipidy obecne w
badanej tkance.

*podczas wszystkich operacji nalezy unika¢ dotykania ztoza ptytki palcami.
Zakres materiatu:
Zasada rozdziatu w chromatografii TLC, budowa i funkcje lipidéw oraz bton komérkowych





