Separace molekul nukleovych kyselin
centrifugaci

Centrifugace se pouziva v molekularni biologii
k izolaci, ¢isténi a charakterizaci biopolymeru a nad-
molekularnich uatvaru. Prinasi téz informace
o vznasivé hustoté a sedimentacnim koeficientu,
pomoci kteréeho lze za urcCitych podminek vypocitat

molekulovou hmotnost biopolymeru.

Béhem centrifugace pusobi na ¢astici odstrediva sila
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Relativni odstrediva sila

Parametry centrifugace se nejCcasteji
vyjadruji relativni odstredivou silou RCF.
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RCF se uvadi v nasobcich gravitacniho
zrychleni g nebo poctem otacek za minutu.
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RCF=1.119.10°.n%.r



Rozdeleni centrifugacnich technik

a) Diferencialni centrifugace

- separace smesi heterogennich Castic v homogennim
roztoku

b) Zonalni centrifugace

- separace smesi Castic s podobnymi vlastnostmi v
gradientnim roztoku

|zokineticka — podle rychlosti sedimentace
- stanoveni sedimentacniho koeficientu

|lzopyknicka — podle hustoty Castic
- stanoveni vznasivé hustoty



ZAKLADNI TYPY CENTRIFUGACE

zonalni centrifugace v hustotnim gradientu

diferencialni centrifugace
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Diferencialni centrifugace

Castice s ruznou velikosti, hmotnosti — jina rychlost
sedimentace

Opakovana centrifugace se zvysujicimi otackami — frakce
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|zokineticka centrifugace

Vhodné podminky — konstantni rychlost sedimentace
Vzorek nanasime na povrch gradientu

Rychlost sedimentace ovlivnena
— velikost, tvar

- hustota

- vlastnosti prostredi

- podminky centrifugace

Vyuziti k charakterizaci Castic — pr. urCeni velikosti

pr. sacharozovy gradient — 16S rRNA, 5S rRNA



Stanoveni sedimentacniho koeficientu

Sedimentacni koeficient dridt=Sx @2 xr

r - vzdalenost castice od osy otaceni

t - doba centrifugace

S - sedimentacni koeficient

® - uhlova rychlost rotoru

Hodnota sedimentacniho koeficientu se udava
ve Svedbergovych jednotkach

1S =10"13s.

Vyuziti: charakterizace informacnich makromolekul
bunecnych organel apod.

Hodnoty S (v rozpéti 10-13 - 200 10-13)
napr. 30S=30 101's
23S RNA, 16S RNA, nebo ribozomy 30S, 50S



Priprava linearniho sacharézového gradientu
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Schéma ultracentrifugace
v sachardzovém gradientu
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|lzopyknicka centrifugace

Na zacatku muze byt homogenni smés latek

Behem centrifugace se samovolne vytvari koncentracni
(hustotni) gradient — Castice se pohybuji obema
smery dokud nedosahnou polohy, kdy je jejich
hustota shodna s hustotou roztoku

Gradient CsCl

- separace ruznych forem plazmidové DNA (ccc vs oc
vs linearni)

- separace molekul DNA s ruznym mnozstvim G+C



