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STANOVENI KONCENTRACE A CISTOTY DNA

SPEKTROFOTOMETRICKA METODA:

Je to vhodna metoda pro méreni vzorku nukleovych kyselin, které jsou dostate¢né Cisté
bez vyznamného mnozstvi kontaminant.

Nukleové kyseliny absorbuji UV zareni s maximem absorbance v oblasti vinové délky
okolo 260 nm.

Z hodnot optické hustoty |ze koncentraci a Cistotu vzorku stanovit podle empirickych
vztahda.

| 0 mnoZstvi vchazejiciho svétla
A= |Og | mnozstvi svétla
propusteneho

Hodnota absorbance neinformuje o velikosti izolované DNA
=> gelova elektroforéza



Thermo Spektrofotometr NanoDrop 2000

Pro rutinni mereni koncentrace a Cistoty se
vyuziva pristroj NanoDrop.

Vyhody:

- objem mereneho vzorku je pouze 2l

- Setri vzorek pro experimenty — vyhoda
oproti kyvetovym spektrofotometrum

- Xenonova vybojka staci pro cca 30 000
stanoveni




Priprava vzorku DNA k méreni:

- DNA se promicha a mzikoveé centrifuguje
- Blank- méreni absorbance rozpoustedla

- Méreni vzorku

Vystup méreni:
kfivka absorbance pro rtzné vinové délky, hodnota koncentrace a specifické poméry absorbanci
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Vyhodnoceni namerenych hodnot

# |Sample ID |u$er name, Date and Time |Nucleic Acid Conc.
\LMDM 22. 3. 2018 13:47:55 |1643,2

13[17KK

Unit

A260 } A280 }IEDJ’!M 260/230|Sample Type Factor
ng/pl

32,865(15,251|2,15 2,36 DNA 150,00 |
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Sekundarnim pomérem je pomer A,;,/A,4,

VyS$Si hodnota muze byt zplsobena EDTA, cukry,
fenolem nebo hydrochloridem guanidinu (absorbuiji

Stupen cistoty nukleovych kyselin se stanovuje
predevsim z pomeéru absorbance pfi 260 a 280 nm.

Pro Cistou DNA plati: A, /A,g, =1,80 az 1,85
Pro Cistou RNA plati: A, /A,q, =2

proteiny a aromatické latky < 1,85 < reziduum RNA

Hodnota pro cistou DNA je 2,0 — 2,2

okolo 230nm), nizSi pak pritomnosti etanolu, Ci
nizkomolekularnich metabolitl (napf. pyocyanin)

||||||||||||||||

240 250 260 20 280 ‘200 0 300 0 310 320 330 40
Wavelength (nm)

Pri reziduu RNA je nameérena koncentrace DNA nadhodnocena!




V pripadé potieby je mozné PRECISTENI VZORKU

e odstraneni fenolu:
extrakce chloroformem
e odstranéni proteinu:

opakovana deproteinace chloroformem, nebo enzymova
degradace proteinu pomoci pronazy nebo proteinazy

e odstraneni RNA:

enzymova degradace pomoci RNazy nebo specifické
precipitacni postupy



Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami

Restrikéni endonukleazy (restriktazy — zkr. RE) = sekvencné specifické endonukledzy,
izolované z bakterii, Stépici fosfodiesterovou vazbu DNA v urcité sekvenci nukleotidu.

Pfirozend funkce: odbouravani cizorodé DNA (napr. fagova DNA, plazmidy), ochrana
vlastni DNA pomoci metylace (RM-systémy).

EcoRlI restrikCné-modifikacni (RM) systém

Pavod: produkty bakterii dSDNA genom bakterie
IIIII]I OTTAAG IIIDII
. EcoRI EcoRl
Nazev: rod/druh/kmen/serotyp e l °
EcoRI (Escherichia coli kmen R, porfadové €islo 1) [ R
T o Restrikce Modlflkace
optimalni teplota: 37° C restriktazy T
. = Sanrre o transmetylazy
S.BIII CTTAA T G IRREE 5 mmgﬁ}}g II!III[ 5
BamHI (Bacillus amyloliquefaciens) ... 37°C
Smal (Serratia marcescens).... 25°C L EcoRl J
/L
Maelll (Methanococcus aeolicus)..... 55 °C "
Gen kodujici restriktazy hsdR

Gen kédujici transmetylazu hsdM

Metylace adeninu a cytozinu
Donor CH3; je S-adenozylmethionin



V bakteriich je RM systém tvoren nékolika soucastmi (enzymatické podjednotky, nebo
samostatné enzymy): typicky restrikéni, modifikacni a specifickou. Ke stépeni DNA muze
dochazet ruznymi mechanismy v ruzné vzdalenosti od rozeznavané sekvence, a to v
zavislosti na typu RM systému (I-1V). V laboratorni praxi se vyuzivaji predevsim restrik¢ni
enzymy (restriktazy), které stépi DNA v misté rozeznavané sekvence - RM typu Il. Mezi né
patri napt. i EcoRl. Vyhodou je, ze lze jednoznacné urcit, kde ke stépeni dojde a vyuzit to
napl. pri klonovani. Laboratorni restriktazy obvykle nemaji modifikacni funkci. Je znamo
vice nez 3000 REs rozpoznavajicich cca 150 ruznych sekvenci.

Typ I: jeden proteinovy komplex, stépi nahodné ve velké vzdalenosti (>1kbp) od rozpoznavané nemetylované
sekvence, vyuZiva ATP, Mg?*jako kofaktor, dochazi k translokaci DNA.

Typ IlI: samostatné proteiny, Stépi Uplné, v rozpoznavané palindromatické nemetylované sekvenci o velikosti
4-8 bp, nevyuziva ATP, vyuziva Mg?*jako kofaktor, nedochazi k translokaci DNA.

Typ lll: jeden proteinovy komplex, Stépi nedplné a ndhodné v malé vzdalenosti (do 30 bp) od rozpoznavané
nemetylované sekvence, vyuziva ATP, Mg?* jako kofaktor, dochazi k translokaci DNA.

Typ IV: jeden proteinovy komplex, stépi neuplné a nahodné v malé vzdalenosti (do 20 bp) od metylované
rozpoznavané sekvence, nevyuziva ATP ale GTP, vyuzivd Mg?* jako kofaktor, dochazi k translokaci DNA.



RE-fragmenty dsDNA
3 typy RE-fragmentu:

a) s tupymi konci
b) presahujicimi 5°- konci
c) pfesahujicimi 3'- konci —

BamHI EcoRl >hsp60_SA_BamHI_F
GGATCCCTACGATCACCAAAACCAGGTGCTTT

5 G|IGATC C 3 5' GlA ATTOC 3 >hsp60_SA_EcoRI_R
3 CCTAGIG ¥ 3 C TTAAIG ¥ GAATTCGAAATTGCTGGTGACGGTACGACAAC

| POZOR! 5 GAATTC 3

RE mohou mit relaxovanou specifitu (star 5GGATTC 3
activity), tzn. za neoptimalnich podminek muzou R R
&tépit DNA v podobnych sekvencich — riziko 2 GOGATTT 3
rozpadu o pI’azm!dove_ho vektoru na nékolik 5 AGATTT 3°
fragmentd misto linearizace



inzert
Linearizace vektoru —— L e ———————* ) 4 \

, PCR RE $tépeni W
Uprava vektoru a inzertu EcoRl BamHl figace ™
. v N\ /7
vektor - rekombinantni
RE stépeni vektor

Gen pro rezistenci k ampicilinu kdduje selekcni
marker, v prostredi s AMP prezivaji jen bunky s
vektorem.

Gen pro beta-galaktozidazu koduje reportérovy
marker, pri zméné jeho funkce dojde ke zméneée
barvy kolonie

FIige

R PBluescript operator

Polylinker (= MCS, mnohocetné klonovaci Amp™ 5061 bp  promotor
misto) obsahuje nékolik restrikcnich mist pro
rizné restrikéni endonukledzy. V tomto misté
dochazi k rozstépeni a nasledné ligaci s
linearnim inzertem. Po ligaci se recirkularizuje
rekombinantni vektor (= vektor+inzert).

L

51t



inzert (amplikon)

ligace T4 DNA ligdzou

N
”~

rekombinantni

plazmid

olylinker

vektor

ligace T4 DNA ligazou

Cirkularizaci linearizovaného
vektoru Ize zabranit také jeho

_ _ _ defosforylaci pomoci alkalické
modrée kolonie obsahuji vektor bez inzertu fosfataz
bilé kolonie obsahuji vektor s inzertem Y-
bunky bez vektoru zahynou, tzn. netvofi kolonie



inzert (amplikon)

ligace T4 DNA ligdzou

>

rekombinantni

bolylinker

plazmid

vektor

ligace T4 DNA ligdzou




Priprava stepici smesi

Postup:

1. do sterilni Epp. zkumavky pripravit stépici smési, promichat pipetovanim, nevortexovat!
2. mzikova centrifugace

3. inkubace pfi 37 °C / >30 min. Jednotk ] v Kterd rorttint 1 ua dSONA
4. skladovat pfi +4°C ednotka enzymu = mnoizstvi, které rozstépi 1 pg ds

faga A za 1 hod. pri optimalni teploté a podminkach.

A) Stépici smés pro vektor (kazdy svij vzorek): B) Stépici smés pro inzert (1x na prac. sk.):
43 pl DNA (¢ =100 pg/ml) 43 ul DNA (¢ = 50 pg/ml)
5 ul restrikéniho pufru rCutSmart 5 ul restrikéniho pufru rCutSmart

1 pl EcoRI-HF a 1 yl BamHI-HF (¢ = 20 U/pl) 1 yl EcoRI-HF a 1 pl BamHI-HF (¢ = 20 U/ul)



Gelova elektroforeéza
je jednou ze zakladnich metod molekularni biologie
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Princip ELFO

pohyb DNA s negativnim nabojem v neutralnim gelu
a elektroforetickém pufru v elektrickém poli k anodé

500kb

>50kb

1kb 100bp
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Rychlost migrace DNA v gelu je ovlivhéna
molekulovou velikosti, napétim a smérem
aplikovaného el. pole

- Rychlost pohybu linearni dsDNA je
neprfimo umeérna logaritmu jeji velikosti.

- DNA se pohybuje ve spirale pfimocCare
a plynule od katody k anodé.

- VétsSi molekuly migruji pomaleji diky
veétsimu treni (efekt molekularniho sita ).
- Pri nizkych hodnotach je rychlost
migrace DNA proporcionalni k napeti.

- Pro maximalni rozliSeni DNA > 2kb je
horni hranice 5V/cm.

- DNA > 50 kb migruji v agarézovém
gelu stejnou rychlosti a nelze je rozlisit.



GELY

- jsou tvoreny sitovitou strukturou polymernich molekul s péry

- jako nosic se pouziva agaroza (100 — 50 000 bp) nebo polyakrylamid (10 — 1 000 bp)

HO  cH,oH o
O -
mo o~ O
0o
d HO

D-galactose 3,6-anhydro
L-galactose

Agardza je linedrni polymer, plvod z morské rasy,
raznd  uroven  purifikace (nesmi  obsahovat
endonukledzy), rizné parametry (low melting, EEO,...)

Nizkotajici agardoza (low-melting): teplota tani a
tuhnuti (24-30°C) je nizSi nez u standardni agarozy.
Preparativni gely, priprava vzorku pri PFGE.

EEO (elektroendoosmdza): Agarova vldkna obsahuji
disociovatelné skupiny, které za alkalického pH nesou
negativni naboj. To se projevuje elektroendoosmozou,
tj. tokem pufru smérem ke katodé, tj. proti sméru
déleni DNA molekul. Vysledkem jsou neostré prouzky.

eVV/

..-""“ I‘“‘\.
+ HJCJ,.J \"/ ‘\..\C,.f j_l/ \H\"CH}
0 H, ©

l M, N -methylenbisakrylamid

CHg—HC|)
I
NHy |

H
C. _O
-
HJCK \f
NH,

akrylamid

Monomer je toxicky
(neurotoxin)!

Polymer (poly(2-propenamid))  je  zesitovdn
N,N'-methylenbisakrylamidem
PAGE metoda pro separaci bilkovin a

malych NK, rychlost migrace je zavisla na

hmotnosti i strukture (funkce proteinu je
zachovana). SDS-PAGE vyuziva denaturace
proteinl v prfitomnosti dodecylsiranu
sodného (SDS), ktery udéluje proteinu
zaporny naboj prfimo Umérny jeho
molekulové hmotnosti.



Bez pfitomnosti iontu je rychlost migrace DNA v gelu nizka nebo zadna.
Mobilita DNA je ovlivnéna iontovou silou a slozenim elektroforetického
pufru:

respiraCni  trakt pfi
dlouhodobé expozici,
kat. 2

TRIS-boratovy (TBE): 0,089M Tris-borat, 0,089M kyselina borita, 0,002M EDTA; pH 8,5

Nebezpecny

- separace molekul mensich nez 1 kb, déletrvajici ELFO, vysoké napéti pro reprodukci
a plod, kat. 1 !
TRIS-fosfatovy (TPE): 0,08M Tris-fosfat, 0,008 EDTA, pH 7,5

TRIS-acetatovy (TAE): 0,04M Tris-acetat, 0,002M EDTA, pH 8,2 ‘@ Mozné riziko  pro

- separace linearnich molekul DNA

- separace ssDNA

Obvykle se pripravuje 10-50x koncentrovany zasobni roztok, ktery se redi

na pracovni koncentraci. Stejny pufr se vyuziva i pro pfipravu gelu!



Pohyb fragmentl DNA v gelu v zavislosti na jeho koncentraci

draha 1kb DNA za 20 min
— | =12 cm
g ° —|2,3cm
% =4 1cm
o
=)
- 1,4% 0,9% 0,5%
<
g 3 \ ©.5% Separace DNA fragmentti v gelu
: \\ 0 7% v zavislosti na koncentraci agarozy
2 \ 0,9% koncentrace agarézy (%) | rozsah déleni dsDNA (kb)
\ 1.=2% 0,3 5 - 60
1.4% 0,6 1-20
I I | | 1 0,7 0,8-10
- ‘ 2 s 4 5 0,9 05-7
vzdalenost (cm) 1,2 0,4 4
Elektroforeticka pohyblivost DNA je nepfimo 1,5 0,2-3
umeérna logaritmu jeji velikosti. Mobilita DNA 2,0 01-2

vzrusta s klesajici koncentraci gelu.



Marker = smés obvykle linearnich fragmentd DNA s definovanou délkou,
umoznuje urcit velikost molekul DNA (amplikony, fragmenty DNA) po
probéhnuti elektroforézy porovnanim. Je treba pouzit marker s odpovidajici
topologii, aby byla mobilita vzorku a markeru porovnatelna.

Mass (ng) Kilobases Mass (ng) Kilobases

bp 40 100 - 40  100—
3500 10,000 0 80- 8 80
8 387 8 58
32 40 07
2000 6000 126 30- 120 30
1500 <000 40 20- 40 20~
3000 57 15- 57 15—
1000 2500 45 1.2 - 45 1.2 —
00 2000 122 1.0 - 122 1.0 —
00 34 0.9 - 34 09—
Y 31 08— 31 08~
00 2500 2 07 — 27 07—
600 23 06- 23 06—
S00 =
1000 124 05 124 05
400 : 49 04 49 04—
300 37 03 - 37 03—
S00
200 32 02 32 02—
100 250 61 0.1 - 61 01—

100bp 1kb 1kb Plus 2-log



bp
10 000

1500

S00

2-log

pUC18
nestépeny Stépeny

jednovilaknovy dvouvlaknovy

Zlom Zlom
 m— —_— /\[\)

dimery kovalentné oteviena linearni
uzaviena kruZnicova

OC pDNA CCC dsDNA OC dsDNA L dsDNA

Lds pDNA

CCC pDNA Kovalentné uzavrena cirkuldarni DNA (ccc dsDNA)
izolovana z bunék je prakticky vidy suprahelikalni
(supercoiled, forma l) \ y
Zavedenim jednoretézcového .
zlomu dochazi k relaxaci plazmidu )
a vzniku otevrené kruznicové ' d
formy (oc dsDNA, forma ) .

~ARoA)

PUsobenim restrikénich endonukledz

RNA

dochazi k preruseni dvousroubovice a Y

linearizaci plazmidu. o
10.1128/microbiolspec.PLAS-0036-2014



https://doi.org/10.1128/microbiolspec.plas-0036-2014

Vlivem pusobeni topoizomeraz, rekombinaz a reparativnich enzymu vznikaji
struktury typu knot (propleteni v ramci jedné cirkularni DNA) a katenat (dve
propletené cirkularni DNA), které maji nekonecné mnoho forem.
Nejjednodussi jsou uvedeny nize (A knoty, B katenaty)

SV RAY®

o) OF

DORBB®

10.1128/microbiolspec.PLAS-0036-2014

suprahelikalni pDNA

Dimer

Mobilita téchto minoritnich forem je velice variabilni a je vyznamne
ovlivnéna hustotou gelu (vy$si hustota muze vést k ,zaseknuti molekuly® v
gelu) a pouzitym napéetim. Pro jejich separaci se pouziva nizkych
koncentraci (cca 0,4-0,6% gel) a nizkého napéti (cca 1V/cm). Mira vyskytu
techto forem je zavisla | na kmeni, ve kterém dochazi k replikaci plazmidu.


https://doi.org/10.1128/microbiolspec.plas-0036-2014
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SE459, recipient

SE459 (pSE27_S), transductant

SE27,donor

1457, recipient

1457 (pSE27_T), transductant

SE459, donor

A6C (pBTn), transductant
Supercoiled DNA Ladder

1457 (pSE459 T), transductant
1457 (pBTn), donor

1457, recipient
A6C, recipient

bp

16,210

14,174
12,138
10,102
8,066

7,045
6,030
5,012

3,990
2,972

2,067

FisSarova & Botka & Du et al. (2021)

Priklad rozdilné mobility plazmidovych
forem v  zavislosti na  kmeni.
Elektroforetogram ukazuje distribuci
plazmidové DNA v kmenech po
prenosu plazmidi pomoci transdukce z
donorl do recipientl. Prenesené
plazmidy jsou oznaceny cervenou
Sipkou. Lze pozorovat odlisnou
distribuci  prouzkd  predevSim u
recipientu a transduktantda.



PFGE

Pulzni gelova elektroforéza / gelova elektroforéza v pulznim poli

Gelova elektroforéza v pulznim poli pouziva vice
nez jedno elektrické pole, ta se aktivuji stridave
po dobu tzv. pulzniho intervalu.

Jednotliva pole se lidi svym smérem. Uhel mezi
dvéma stfidajicimi se elektrickymi poli se nazyva
reorientac¢ni uhel.

Aby se molekuly DNA mohly pohybovat ve sméru
zménéeného elektrického pole, musi se nejprve
reorientovat. VétsSi molekuly DNA spotfebuji na
Svou reorientaci vice ¢asu nez molekuly mensi,
proto je jejich pohyb gelem pomalejsi.

Pokud maji jednotliva pole stejné napéti a pulzni
casy, je vysledna draha pohybu pfima.

PFGE dokaze od sebe rozlisit molekuly DNA o

velikosti 6 kbp — 10 Mbp (konvencni ELFO max.
50 kbp).

FIGE (Field Inversion Gel
Electrophoresis) — aplikace primeého
(180°) dopredného a reverzniho pole,
kdy pulzni ¢as dopredného pole je delSi
nez u reverzniho.



1) Kultivace bunék do pozadované hustoty,
promyti kultury TT T
2) Smichani bunék s roztavenou low-melting {
agarézou E3 1 BB BN S omovos DRA
3) Naliti smési do formy na blocky
4) Lyze bunék, deproteinace, pripadné Stépeni
restrikcnimi endonukleazami v agarézovych

Priprava vzorku pro PFGE 6
4

t” -
; l forma na blocCky

pulzni gelova
elektroforéza

bloccich I ernns s i
5) Narezani blocku a vlozeni platku do jamky gelu I 'W' -
6) Jako velikostni standard se pouziva Stépena —  pimum
.« 7 7 7 7 v 1 " i AINERERE R R B o
bakterialni DNA znamého kmene, nebo napf. 1017 WERNNENEN N N oo
I EEEEEEEEEE B 1106

" EEEEEEEEER R o

konkatemery féga Lambda EEENEEEEEE B W -
Illlll‘l‘.d My & BR v

7) Po provedeni PFGE se gel barvi v roztoku PRI R
. ge . — Hl‘"'ll.’.l mun i
etidiumbromidu | i T e R
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8) Srovnani makrorestrikénich spekter — vyuziti N MBENNRNANNRNAN s
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napf. epidemiologii
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ELFO - postup



Priprava gelu pro ELFO

Vypocitat objem gelu (vyska gelu 25 mm)

Pripravit 500 ml 1xTAE pufr ze zasob. roztoku konc. 50x

Navazit agardzu a smichat s 1xTAE pufrem tak aby vznikl 1,5% gel
Rozvafit agarézu 10 min/100°C

Opatrné promichat, vytemperovat na 50 °C

Nalit do vyrovnaného tvoritka tak, aby nevznikly bubliny

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.




-> prenést gel i s formou do ELFO vany, hrebinek u katody (-)
-> prelit 1x TAE pufrem, hladina cca 3 - 5 mm nad gelem
-> po preliti pufrem vytahnout hrebinek kolmo nahoru




Aby vzorek pri nanaseni do jamky klesal k jejimu dnu, micha se s
nanasecim pufrem. Tento pufr vzorek zaroven obarvi a v prubéhu
ELFO nam putujici barvicka dava ilustrativni prehled o vzdalenosti,
kterou vzorek o odpovidajici velikosti urazil.

Obvykle byva 4 — 6 krat koncentrovany. o | =
MuZe se pouzit napf. '
0,25% bromfenolova modr (obarvi) )

Electrophoresis of tracking dye

40% (w/v) sachardza ve vodeé (zvysi hustotu)

Existuje nékolik typl nanasecich pufra, které mohou obsahovat misto
sacharozy glycerol nebo Ficol 400.



Priprava vzorku DNA pro nanaseni do gelu

Spravné zapojit!
nastavit napéti 5 V/cm

RUN : T
“184y 2720n° SaL

%
7

Cr— &
a3 = B 'l

T

1) nestépena pDNA: 8 ul + kapka NP
2) Stépena pDNA: 10 ul + kapka NP

- nanaset vzorky s nanasecim pufrem
- Spicka pod hladinou 1x TAE pufru

- vhodny marker (4 pl)
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NANESENI

- 1x TAE

BARVENI

DOKUMENTACE

A BCDE

HODNOCENI

Barveni DNA v gelu: chemikalie vyuzivané pro barveni jsou diky vazbé na DNA potencidlnimi mutageny!

DNA v UV svétle 302 nm

Pridavat EtBr pfimo do gelu?

EtBr snizuje elektroforetickou mobilitu
linearnich molekul asi o 15% a odstrarfiuje
suprahelikalni otocCky.

Interkalaci EtBr se prodluzuje fyzicka délka
molekul DNA (linearnich a OC).
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Centrifugace

- je separacni metoda zalozend na pohybu castic v tekutém mediu vlivem

odstredivého pole, které vznika otacenim rotoru centrifugy.

- béhem centrifugace pusobi na ¢astici odstrediva sila
— 2 — —
Fogs=mw “r w = 27f f/60 = rpm

F; = frikéni (treci) sila
F,4 = odstrediva sila

F,, = vztlakova sila

osa otaceni

w = uhlova rychlost
r = vzdalenost Castice od osy otaceni

m = hmotnost castice

w?r = a (zrychleni)

Foqe =ma



Relativni odstrediva sila

Parametry centrifugace se nejcastéji vyjadruji relativni odstredivou silou
RCF.

mw 2r w?r
m.g g

RCF = (jednotka = g)

RCF se uvadi v nasobcich gravitacniho zrychleni g (g = 980 cm/s?)
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Nomogram pro prepocet RCF a rpm
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RCF=1,119x 10°x n?xr

RCF - relativni odstrediva sila
n — pocet otacek za minutu

r — polomér otaceni od osy rotoru



- prvni ultracentrifuga byla vyvinuta svédskym biochemikem Svedbergem (1926 -
Nobelova cena)

- max. 80000 otacek za minutu
- odhalil charakter proteini — kompaktni ¢astice s definovanou hmotnosti
DNES:

1) preparativni ultracentrifugace

* nezbytna soucast izolace proteind, nukleovych kyselin, bunécnych organel a vir(

2) analyticka ultracentrifugace
e stanoveni molekulovych hmotnosti z rychlosti jejich sedimentace v roztoku

* vyuziva se hustotni gradient inertni latky s malou molekulovou hmotnosti (napr. sacharéza) nebo
gradient vytvoreny rychle difundujici latkou (napf. CsCl)

* opticky systém pro sledovani pribéhu

* rychlost sedimentace Castice zavisi na jeji hmotnosti - vlivem gravitacniho (centrifugacniho) pole
se rychlost pohybu ¢astic zvysuje, dokud nejsou na né pulsobici sily v rovnovaze

* vyuzito napf. pro charakterizaci ribozomu



Nizkootackova centrifugace do 20tis. x g
Vysokootackova centrifugace 20tis. — 100tis. x g

Ultracentrifugace 100tis. — 1mil. x g

Preparativni
izolace nebo purifikace biomakromolekul
Analyticka
identifikace / charakterizace Castice
(napf. stanoveni jeji velikosti (mol. hmotnosti), sedimentacniho

koeficientu, vznasivé hustoty apod.).



Zakladni centrifugacni metody

zonalni centrifugace v hustotnim gradientu

A
[ |

podle rychlosti sedimentace podle hustoty Castic
- gradient se tvori nanasenim vrstev - gradient vznika pfi centrifugaci
- sedimentacni koeficient (S) - vznasiva hustota (p)
diferencialni centrifugace izokineticka centrifugace izopyknicka centrifugace
smeés latek v roztoku vzorek naneseny roztok CsCl
na povrch 5- 20 % obsahujici
sacharézového gradientu smes castic
centnfuface pri nizkych
l otackach (1 000 g)
l centrifugace l centrifugace
shromazdéni sedimentu
_ pomaleji sedimentujici Castice = Aot
centrfugace supematantu ~ c‘:a}st;ce 3 I"IIZ_S-I'hUStOtOU
l pfi stfednich otackach rychleji sedimentujici ¢astice Castice s vysSi hustotou
(20 000 g)
D shromazdéni sedimentu l frakcionace obsahu zkumavky l frakcionace obsahu zkumavky
centnfugace supematantu
l phn vysokych otackach
(80 000 g)
cO e
@ sbér frakci sbér frakci




Sedimentacni koeficient

= dr/dt, tj. charakterizuje rychlost pohybu castice pfi izokinetické centrifugaci
(prepocitava se na standardni sedimentacni koeficient)

Vyuziti:

- charakterizace informacnich makromolekul, bunécnych organel apod. :

hodnoty koeficientu se pohybuji v rozmezi 1011 - 1013 s, proto se udava ve Svedbergovych
jednotkach: 1 S = 1013 sekundy

napf. 30S =30 x 1013 s (dale 23S RNA, 16S RNA, nebo ribozom. podjednotky 30S, 50S)

Vznasiva hustota

= hustota stanovena izopyknickou centrifugaci, Castice se nachazeji v oblasti, kde je hustota
roztoku stejna jako hustota castic

Vyuziti:
- separace ruznych forem DNA

- dale vypocet % (G+C): je zndmo, Ze na vznasivou hustotu dsDNA ma vliv zastoupeni
jednotlivych typl pard bazi, cehoz se vyuziva ke stanoveni podilu GC-pard ve vzorcich DNA;
plati: % (G+C) = (p - 1,660/0,098) .100



ultracentrifuga Beckman Optima XPN-90







Centrifugace zakoncentrovaného fagového lyzatu v gradientu CsCl

Pred centrifugaci Po centrifugaci

bunécné
debris

viriony
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