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גיליון עבודה למעבדת ניסוי: מתן תרופות

שם  התלמיד:

.............................................
תאריך:


.............................................

מטרה: 
מטרת ניסוי זה היא להמחיש באמצעות מודל פשוט כיצד נוצרת מערכת אספקת תרופה ממוזערת וכיצד ניתן לבקר את שחרור התרופה המוכלת בה. מערכת אספקת התרופה נוצרת באמצעות שיטת כימוס (אנקפסולציה) בהרכבה עצמית, על ידי שימוש בפולימר טבעי (אלגינט) וצבע מאכל, המייצג במודל את התרופה. התלמידים יבחנו את השפעת הוספת "תרמיל" לננו-כמוסה שמטרתו לעצור או להאט את שחרור התרופה. בניסוי זה ה"תרמיל" הוא ננו-ציפוי של כיטוזן (chitosan), שגם הוא פוליסכריד טבעי. הננו-תרמילים המצופים יבחנו גם בסביבות אחרות, כגון מים וחלב (שמשמש כאן כמודל לסביבה ביולוגית מורכבת). בהרחבה לניסוי, התלמידים יוכלו ללמוד כיצד שחרור "התרופה" תלוי במספר משתנים, כגון סוג התרופה המכומסת (דבר שייבחן באמצעות שינוי צבע המאכל) והסביבה שבה משתחררות הננו-כמוסות. בנוסף לכך, באופן כללי, הניסוי משמש דרך פשוטה לדון במשתנים הרבים הקשורים בפיתוחן של מערכות לשחרור תרופה בקנה מידה ננומטרי, ובשימוש בננו-תרמילים לבקרת האספקה. 
הערת בטיחות: בכימיקלים שבהם נעשה שימוש בניסוי זה יש להשתמש בהתאם לדרישות ה-MSDS. יש לנקוט אמצעי זהירות אישיים כמפורט, , ולהקפיד על שימוש בכפפות מגן ומשקפי מגן בכל מהלך הניסוי. כמו במקרה של כל חומר כימיקלי, יש לנקוט זהירות. אין לשאוף מוצקים ויש להימנע מלהביאם במגע עם העור, העיניים או הבגדים. יש לשטוף ידיים היטב לאחר הטיפול בחומרים. יש להשליך לאשפה כמפורט. על כל הניסויים להתבצע במעבדה בהשגחת מורה מוסמך להוראת מדעים. אוניברסיטת ארהוס (iNANO) וקונסורציום NANOPINION בכללותו מסירים מעצמם כל אחריות לנזק או אובדן העשויים להיגרם כתוצאה מעריכת הניסויים המתוארים. 
תנאי שימוש בתמונות: התמונות בפרוטוקול ניסוי זה מוגנות בזכויות יוצרים לטובת iNANO, אוניברסיטת ארהוס אלא אם מצוין אחרת. הרשות נתונה לשתף ולהפיץ תמונות אלו בכפוף לרישיון Creative Commons Attribute

ShareAlike 3.0.
חומרים:

הפריטים מפורטים כאן בהנחה שהתלמידים עובדים בזוגות. כל זוג יקבל:

· 1 תבנית קוביות קרח
· 5 פיפטות פלסטיק חד פעמיות (או פיפטות זכוכית)

· 6 בקבוקוני זכוכית עם פקק בנפח של 2-5מ”ל (או כל מכל זכוכית או פלסטיק קטן אחר בנפח זה, כמו לדוגמה מבחנת ניסוי)
· 50מ”ל סידן כלוריד 0.3 M (מ- stock solution)*
· 10מ”ל אלגינט הנתרן (ללא צבע מאכל)*
· 10מ”ל אלגינט הנתרן עם צבע מאכל כחול*
· 5מ”ל כיטוזן (מ- stock solution)*
· 5מ”ל שמן*
· 50מ”ל מים מזוקקים*
· 50מ”ל חלב שומן מלא*
· 1 מלקטת (פינצטה) מפלסטיק
· 1 כפית פלסטיק
· 1 ספל ריק בגודל בינוני (לשטיפה)
· 1 מקלון זכוכית לבחישה (או כפית)
· מגבוני נייר
· כפפות
· משקפי מגן
להרחבה לניסוי:
· 10מ”ל אלגינט הנתרן עם צבע מאכל אדום*
*נפחים מקורבים, אין צורך במדידה מדויקת

מהלך הניסוי
1. הרכבה עצמית של מערכת אספקת תרופה

בתהליכים ביולוגיים טבעיים, מולקולות מרכיבות עצמן ליצירת מבנים מורכבים בקנה מדה ננומטרי. דוגמאות לכך כוללות את יצירת הסליל הכפול של ה-DNA (בעברית דנ"א) והיווצרות קרום תא מפוספוליפידים. 
בהרכבה עצמית, תת-יחידות מתארגנות באופן ספונטני ועצמאי, ללא יד מכוונת, ומתאגדות לכדי מבנים יציבים ומוגדרים היטב. תהליך זה מונחה על ידי מידע המקודד במאפייני תת היחידות, והמבנה הסופי מתקבל עקב הנטייה של המבנים המתקבלים להיות באנרגיה (החופשית) הנמוכה ביותר. בחיי היום-יום אפשר לראות דוגמה לכך שנוצרים מבנים בעלי צורה הנקבעת על ידי האנרגיה הנמוכה ביותר, כשמשחקים עם בועות סבון : בועות סבון המרחפות באוויר הן עגולות גם אם מה שיצר אותן אינו עגול.
בניסוי (1) תוכלו לראות כיצד אפשר ליצור כדוריות קטנות מאוד באמצעות תהליך של הרכבה עצמית. תוסיפו טיפות של תמיסה מימית של אלגינט הנתרן לתמיסה המכילה ריכוז גבוה של יוני סידן. בניסוי זה הכדוריות ידמו "מכל לאספקת תרופה", ואילו  בניסוי (2) צבע מאכל ידמה את התרופה.
כל המשתתפים בניסוי ישתמשו בכפפות ומשקפי מגן בכל מהלך הניסוי. 
ניסוי 1

מזגו 5מ”ל תמיסת סידן כלוריד לשקערורית מספר  1 בתבנית קוביות הקרח, 
ומזגו אותו נפח מים לשקערורית מספר. 2:
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קחו קצת מתמיסת אלגינט הנתרן באמצעות פיפטה וממרחק של כ-15 ס"מ הוסיפו 10 טיפות לתמיסת הסידן כלוריד (שקערורית מספר 1). מה קורה?

עשו את אותו הדבר מעל המים (שקערורית מספר 2). האם אתם מזהים הבדל כלשהו?

שאלה 1. כדוריות האלגינט נוצרות משום שהאלגינט עובר הרכבה עצמית לכדי מבנה יציב (כדורית) בנוכחות יוני סידן. מדוע לדעתכם לא קורה דבר דומה במים?

מזגו 5מ”ל מים לשקערורית מספר 3 והוסיפו כמה טיפות שמן באמצעות הפיפטה.

שאלה 2. מה קורה? במה דומה ובמה שונה התהליך מזה של היווצרות הכדוריות?
ניסוי נוסף (אופציונלי)

שאלה מקדימה: אם כדוריות אלגינט הסידן זקוקות לתמיסת סידן כדי להיווצר, האם, לדעתכם,  אפשר להשתמש בחלב במקום בתמיסת ה-CaCl2? האם לדעתכם זה עשוי להצליח? כתבו את תשובתכם ואת השערתכם:

כעת הוסיפו 5מ”ל חלב לשקערורית מספר8  ונסו זאת! הוסיפו כמה טיפות של תמיסת האלגינט (המכילה את צבע המאכל האדום) לחלב וראו מה קורה. האם נוצרו כדוריות?

תוכלו לדון עם המורה לגביההשערתכם הראשונית ותצפיותיכם. 

2. מודל של מערכת אספקת "תרופה"
כדוריות אלגינט הסידן מעמידות מודל של מערכת אספקת תרופה. במודל זה הכמוסה הנושאת את התרופה מיוצגת על ידי כדורית אלגינט הסידן, ואילו ה"תרופה" מיוצגת על ידי צבע המאכל. ה"תרופה" נכלאת בכדורית עם היווצרותה. כעת נבחן את שחרור ה"תרופה" (צבע המאכל) מכדורית אלגינט הסידן בסביבות שונות, כגון מים וחלב. 
מה, לדעתכם, עשוי לקרות?

ניסוי 2

צרו כמה כדוריות אלגינט-הסידן כחולות: מזגו 5מ”ל תמיסת סידן כלוריד לשקערורית מספר 4 בתבנית קוביות הקרח. קחו מעט מתמיסת אלגינט הנתרן המכילה את צבע המאכל הכחול,  באמצעות פיפטה וממרחק של 15 ס"מ הוסיפו 10 טיפות לתמיסת הסידן כלוריד. מה קרה?__________________________________
בעזרת כפית פלסטיק, לקטו בעדינות 5 מן הכדוריות שיצרתם כרגע והניחו אותן בעדינות בתוך בקבוקון זכוכית או מבחנת ניסוי המכיל/ה 2מ”ל מים מזוקקים. לקטו את 5 הכדוריות הנותרות והניחו אותן בתוך בקבוקון זכוכית או מבחנת ניסוי המכיל/ה 2מ”ל חלב מלא. סגרו את הבקבוקונים או כסו את מבחנות הניסוי בניילון נצמד. שטפו את הכפית במים. 

רשמו את זמן ההתחלה:

.........................

תעדו את תצפיותיכם בטבלה שלפניכם:

	
	לאחר 15 דקות
	לאחר 30 דקות


	לאחר שעה אחת
	ביום המחרת*

	כדוריות כחולות במים

	
	
	
	

	כדוריות כחולות בחלב

	
	
	
	


* את ההשוואה יש לבצע באותה השעה ביום המחרת, כלומר – לאחר 12 שעות
שאלה 3. האם צבע המאכל הכחול בתוך הכדוריות השתחרר במים? כמה זמן נדרש לכך?

שאלה 4. האם צבע המאכל האדום בתוך הכדוריות השתחרר בחלב? כמה זמן נדרש לכך? האם יש הבדל לעומת מה שנצפה במים?

שאלה 5. אם וזיהיתם הבדל, רשמו כאן את השערתכם המסבירה את ההבדל (חשבו על מים וחלב, מה דומה ומה שונה ביניהם).
שאלה 6. שערו, האם האינטראקציה בין צבע המאכל הכחול ופולימר אלגינט הסידן משפיעה על שחרור צבע המאכל הכחול? מה עשוי לקרות אם נשנה את צבע המאכל?

3. שחרור מבוקר
אפשרות אחת לבקרה על שחרור התרופה המכומסת (מיוצגת במודל זה על ידי צבע המאכל) היא ציפוי הכמוסה הנושאת את התרופה בשכבה חיצונית. בניסוי זה תיצרו מעטה ננומטרי של כיטוזן, שהוא פולימר טבעי, ותבחנו האם וכיצד הוא משפיע על שחרור צבע המאכל מכדורית אלגינט הסידן. 
שערו: מה תהיה השפעת מעטה הכיטוזן הננומטרי? 
ניסוי 3
הכינו שני בקבוקונים: שימו 2מ”ל מים בבקבוקון זכוכית אחד, ו-2מ”ל חלב בבקבוקון הזכוכית (או מבחנת ניסוי) השני. שימו בצד אך זכרו לכתוב עליהם: "כיטוזן-מים" ו-"כיטוזן-חלב" בהתאמה במרקר בלתי מחיק. 

קחו 2מ”ל כיטוזן והוסיפו אותו לשקערורית מספר 3 בתבנית קוביות הקרח והוסיפו לו 2מ”ל מים מזוקקים. ערבבו במקלון זכוכית או בכפית. חזרו על הפעולה בשקערורית מספר 4 בתבנית קוביות הקרח: ראשית הוסיפו 2מ”ל כיטוזן, אחר כך הוסיפו 2מ”ל מים, וערבבו בעדינות. כעת יש בידכם שתי תמיסות כיטוזן המוכנות לשימוש. 

צרו 10 כדוריות אלגינט-הסידן צבעוניות חדשות בשני שלבים, 5 המיועדות לבדיקת שחרור הצבע בסביבת מים, ו-5 המיועדות לבדיקת שחרור הצבע בסביבת חלב. את הכדוריות צרו באמצעות פרוצדורה דומה לזו שעל פיה פעלתם קודם לכן:
מזגו 5מ”ל של תמיסת סידן הכלוריד לשקערורית מספר 1 בתבנית קוביות הקרח ו-5מ”ל מים מזוקקים לשקערורית מספר 5. פיזור התמיסות צריך להיות כמו באיור למטה. באיור הסימון "CHS" משמעו "תמיסת כיטוזן". השקערוריות שבהן תשתמשו כעת מודגשות: 


[image: image2]
קחו מעט מתמיסת אלגינט הנתרן המכילה את צבע המאכל באמצעות פיפטה נקייה, וממרחק של כ-15 ס"מ הוסיפו 10 טיפות לתמיסת הסידן כלוריד בשקערורית מספר 1. 

כעת קחו בזריזות 5 מן הכדוריות כחולות והניחו אותן בשקערורית מספר 3 (המכילה כיטוזן). השאירו את הכדוריות להדגרה במשך 5 דקות. הכינו לשימוש את בקבוקוני הזכוכית המסומנים בכיתוב "כיטוזן-מים" והניחו חתיכת מגבון נייר סמוך למגש. 

לאחר 5 דקות, קחו בזריזות את הכדוריות משקערורית מספר 3 (תמיסת הכיטוזן): קחו אחת, טבלו אותה במהירות בשקערורית מספר 5 המכילה מים (רק כדי לשטוף ממנו עודפים של כיטוזן), געו במגבון הנייר (להסרת עודפי המים), והניחו את הכדורית בבקבוקון המסומן בכיתוב "כיטוזן-מים". תעדו את זמן ההתחלה: ...................
כעת חזרו על הפעולה בעבור 5 הכדוריות המיועדות לחלב, עם חומרים נקיים: 

מזגו 5מ”ל של תמיסת סידן הכלוריד לשקערורית מספר 2 בתבנית קוביות הקרח ו-5מ”ל מים מזוקקים לשקערורית מספר 6. פיזור התמיסות צריך להיות כמו באיור למטה. באיור הסימון "CHS" משמעו "תמיסת כיטוזן". השקערוריות שבהן תשתמשו כעת מודגשות בכתום: 
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קחו מעט מתמיסת אלגינט הנתרן המכילה את צבע המאכל באמצעות פיפטה נקייה וממרחק של כ-15 ס"מ הוסיפו 10 טיפות לתמיסת סידן הכלוריד בשקערורית מספר 2. 

כעת קחו בזריזות 5 כדוריות כחולות והניחו אותן בשקערורית מספר 4 (המכילה תמיסת כיטוזן). השאירו את הכדוריות להדגרה במשך 5 דקות. הכינו לשימוש את בקבוקוני הזכוכית המסומנים בכיתוב "כיטוזן-חלב" והניחו חתיכת מגבון נייר בסמוך למגש. 

לאחר 5 דקות, קחו בזריזות את הכדוריות משקערורית מספר 4 (תמיסת הכיטוזן): קחו אחת, טבלו אותה במהירות בשקערורית מספר 6 המכילה מים (רק כדי לשטוף ממנה עודפים של כיטוזן), געו במגבון הנייר (להסרת עודפי המים), והניחו את הכדורית בבקבוקון המסומן בכיתוב "כיטוזן-חלב". תעדו את זמן ההתחלה:...................

תעדו את תצפיותיכם בטבלה שלפניכם.

	
	לאחר 15 דקות
	לאחר 30 דקות


	לאחר שעה אחת
	ביום המחרת*

	כדוריות כחולות מצופות בכיטוזן במים


	
	
	
	

	כדוריות כחולות מצופות בכיטוזן בחלב


	
	
	
	


שאלה 7. איזה משתנה נוטרל בניסוי בכך שהשתמשנו בחומרים חדשים בעבור הכדוריות ששמנו בחלב?

שאלה 8. מה הייתה השפעת ציפוי הכדוריות בכיטוזן?

שאלה 9. האם הציפוי עצר את שחרור צבע המאכל במים ובחלב באותו האופן? כיצד תוכלו להסביר את ההבדל?

ניסוי הרחבה – ביצוע בהוראת המורה בלבד:

כעת עליכם ליצור כמה כדוריות אלגינט הסידן אדומות: חזרו על הפרוצדורה שביצעתם בניסוי 2, אבל הפעם השתמשו בתמיסת אלגינט הנתרן המכילה את צבע המאכל אדום, לפי ההוראות שלמטה. 
האם, לדעתכם, שינוי צבע המאכל עשוי להשפיע על האופן שבו הוא מפעפע החוצה מתוך כדורית אלגינט הסידן?

מזגו 5מ”ל תמיסת סידן כלוריד לשקערורית מספר 5 בתבנית קוביות הקרח. קחו מעט מתמיסת אלגינט הנתרן (המכילה את צבע המאכל האדום) באמצעות פיפטה וממרחק של כ- 15 ס"מ הוסיפו 10 טיפות לתמיסת הסידן כלוריד.

לקטו באמצעות מלקטת 5 מן הכדוריות הכחולות שיצרתם כרגע והניחו אותן בעדינות בבקבוקון זכוכית או במבחנת ניסוי המכיל/ה 2מ”ל מים מזוקקים. לקטו את 5 הכדוריות הנותרות והניחו אותן בבקבוקון זכוכית או במבחנת ניסוי המכיל/ה 2מ”ל חלב מלא. סגרו את הבקבוקונים או כסו את מבחנות הניסוי בניילון עטיפה. 

תעדו את תצפיותיכם בטבלה שלפניכם.
רשמו את זמן ההתחלה:.........................
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* את ההשוואה יש לבצע באותה השעה ביום המחרת, כלומר – לאחר 12 שעות

האם צבע המאכל הכחול בתוך הכדוריות השתחרר במים? כמה זמן נדרש לכך?

האם צבע המאכל האדום בתוך הכדוריות השתחרר בחלב? כמה זמן נדרש לכך? האם יש הבדל לעומת מה שנצפה במים?

האם יש הבדל של ממש בין תצפיותיכם על כדוריות צבע המאכל האדום לבין תצפיותיכם על כדוריות צבע המאכל הכחול?

כתבו כאן את ההשערה שלכם: איך אפשר להסביר את ההבדל בין התנהגות הכדוריות האדומות לכחולות כפי שנצפה על ידכם?
שערו מה אפשר לעשות כדי להאט, או לעצור, את שחרור צבע המאכל הכחול מכדורית האלגינט?
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� אפשר להשתמש בכמות קטנה יותר של פיפטות אם  התלמידים מסמנים  אותן כדי להשתמש באותה הפיפטה עם אותו הכימיקל (לדוגמה, לתמיסת מלח האלגינט)
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