ULTRACENTRIFUGACE

Ptiprava preformovaného sachar6zového gradientu

Ultracentrifugace je separacni metoda pouzivana v molekularni biologii k identifikaci, izolaci,
purifikaci a charakterizaci biomakromolekul, bunéénych organel, virtt apod. Na rozdil od klasické
nizkoobratkové centrifugace se ultracentrifugaci rozumi odstied’ovani pii vysokych otackach, tj.,
pii 20 000 - 100 000 ot/min. Vysokému poctu otaéek je piizpusobena konstrukce ultracentrifugy;
nutné je intenzivni chlazeni a snizeni atm. tlaku v rotorovém prostoru. Rotory jsou vyrobeny z
uslechtilych materidla, centrifugaéni zkumavky jsou vyrobeny z hmot odolavajicich vysokému
pretizeni a vzorek ve zkumavce je hermeticky uzavien. Nutné je pfesné vyvazeni protilehlych
centrifugacnich zkumavek (pfesnost hmotnosti se pohybuje fadové v jednotkach mg).

Z hlediska ucelu Ize centrifugaci rozdé¢lit na:

a) preparativni, kdy cilem je izolace nebo purifikace biomakromolekul.

b) analyticka, kdy cilem je identifikace ptipadné charakterizace dané Castice (napf. stanoveni jeji
velikosti (mol. hmotnosti), sedimentaniho koeficientu, vznasivé hustoty apod.).

V obou ptipadech je mozné podminky centrifugace zvolit tak, aby déleni Castic probihalo bud’ v
zavislosti na jejich velikosti, nebo v zavislosti na jejich hustote.

Pokud maji byt navzdjem oddéleny castice liSici se navzdjem svou velikosti (molekularni
hmotnosti), probihd centrifugace vétSinou v tzv. sachar6zovych gradientech, tj. v roztocich
sacharozy, jejichZ koncentrace u dna centrifugac¢ni zkumavky je vy$si nez u hladiny.

Nejcastéji se pouzivaji linedrni gradienty 5 - 20% sachardzy. Vzristajici hustota roztoku a tim 1 jeho
viskozita eliminuji odstiedivé zrychleni plsobici na ¢éstice, jehoz hodnota se smérem od osy
otaCeni zvySuje. Gradient tak zajiStuje konstatni rychlost sedimentace ¢astic, podmiiiuje jejich
stabilitu a snizuje diftizi usazenych ¢astic do okoli. K pfipraveé gradientd 1ze pouZzit rovnéz dalSich
latek, napt. D20, ficoll aj.

Sachar6zovych gradientli se velmi €asto pouZziva pro stanoveni molekularnich hmotnosti DNA a
proteint.

V pripadé, ze maji byt vzijemné oddéleny Céstice na zdklad€é své odlisné specifické hustoty,
pouziva se gradientl chloridu cesného. Roztoky CsCl se vyznacuji vysokou hustotou a pfi
centrifugaci samovolng vytvareji koncentracni a tim 1 hustotni gradient. Gradient je ur€en pocate¢ni
koncentraci CsCl a rychlosti ota€eni. K ustaleni gradientu dojde béhem n¢kolika hodin.

Biomakromolekuly, které se na pocatku centrifugace promichaji s roztokem CsCl, se pfi
centrifugaci usadi ve vrstvé roztoku (gradientu), odpovidajici jejich vznasivé hustoté (jeji hustota je
ponékud odli$na od specifické hustoty).

Detekce biomakromolekul po centrifugaci.

V ptipad¢ preparativni ultracentrifugace Ize Castice detekovat vizudlng, jako opalescencni pruhy
uvnitf zkumavky. Tyto lze pak odebrat (napf. injekéni stiikackou) a dale zpracovat. V piipadé
analytické centrifugace se obsah zkumavky po centrifugaci rozd€li na jednotlivé frakce (napf.
vykapanim) a kazda frakce se oddé€lené analyzuje z hlediska fyzikalnich vlastnosti (tj. hustota,
absorbance, radioaktivita, index lomu apod.). Cislo frakce udava soucasné i jeji vzdalenost od
povrchu (dna) zkumavky a tim i od stfedu otaceni. Srovnani fyzikalnich veli¢in jednotlivych frakci
umozni pak identifikovat polohu ¢astic v gradientu a bliZe je charakterizovat.



Piiprava preformovaného gradientu CsCl

Ptiprava roztokti CsClI (100 ml) v pufru SM

Slozeni pufru SM: na objem 1 litr: 5,8 g NaCl; 2 g MgSQOas . 7 H20; 50 ml 1M Tris.Cl (pH 7,5);

5 ml 2% zelatiny (sterilizace autokldvovanim).

Priprava preformovaného gradientu CsCl

Piiprava roztokd CsCl (100 ml) v pufru SM

Koncentraci je nutno upravit na zikladé méfeni indexu Jomu Odbér frakei po ultracentrifugaci v hustotnim gradientu
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