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CENTRIFUGACE

DUvodem pouziti centrifug je nutnost urychlit
sedimentaci pevnych castic ci molekul v
kapalnem prostredi.



CENTRIFUGACE

Na sedimentaci ma vliv

1. vlastnost latky: velikost, tvar, hustota

2.vlastnost prostredi (rozpoustedla):
hustota, viskozita
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CENTRIFUGACE

* 20. leta 20. stoleti - Svedberg - pocatky laboratornich centrifug a
analyticke centrifugace; teoreticke zaklady metody

* 5o.léeta - Brakke - centrifugace v gradientu hustoty

THEODOR SVEDBERG

(1884-1971) UPPSALA

UNIVERSITET

Nobelova cena za chemii 1926
pojmenovana po ném

Svedbergova jednotka pro vyjadreni
sedimentacniho koeficientu
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111 OTACKY — g !l

- uhlova rychlost

<4 (rad/s)

f — otaCky/min
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Nomogram is based on formula
below, where :

RCF = relative centrifugal force (g)

RPM = centiifuge speed in revolutions
per minute

Radius= distance in mm from center of
centrifuge spindle to bottom of
Amicon device when in rolor

V RCF — RPM
{1118 x 107} [Radius in mm)
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PREPARATIVNI CENTRIFUGACE

TYP
centrifugace

DIFERENCIALNI
- dve faze

ZONALNI
- tvorba zon v

(sediment/supernatant) hustotnim gradientu



METODY NANASENIVZORKU




PREPARATIVNI CENTRIFUGA

o O controlpaneiQ[] O
Sliding door |
Closed
chamber l I
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Vaccum pump




PREPARATIVNI CENTRIFUGA




PREPARATIVNI ULTRACENTRIFUGA




ROTORY

- Uhlovy — diferencialni centrifugace

* Vykyvnée — zonalni centrifugace

* Zonalni — bez kyvet, vzorek je uvnitr rotoru
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DIFERENCIALNI
CENTRIFUGACE e I

(sediment (gradient)
supernatant)

* opakovana centrifugace se zvysujici se
rychlosti otacek = gravitaci

Dekantace
1000g/10 min \Llpg,,m At: mm

3000g/10 min
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GRADIENTOVA CENTRIFUGACE

Hustotni bariéra Diskontinualni Kontinualni
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GRADIENTOVA CENTRIFUGACE

MEDIA

Kriteria pro vyber centrifugacniho media:

* musi v roztoku tvorit gradient
-+ nesmi interferovat se vzorkem
 musi byt lehce odstranitelne ze vzorku



GRADIENTOVA CENTRIFUGACE

MEDIA

- Sacharosa N\
- Glycerol }

Hypertonicke prostredi

. Eicoll - dextran > Nutno pripravit gradient

- Percoll - SiO,

J

- CsCl

+ Gradient vznika béhem centrifugace
: CstO4



GRADIENTOVA CENTRIFUGACE
PRIPRAVA GRADIENTU

Minimum Mixing
density chamber
solution

‘\

Peristaltic pump

;‘ Stirrer \

Centrifuge tube




GRADIENTOVA CENTRIFUGACE

Metoda
| | |
| |
|lzopyknicka Nerovnovazna




GRADIENTOVA CENTRIFUGACE

Rate-zonal centrifugation
Hustota neznama

-

Isopycnic centrifugation
Hustota znama




GRADIENTOVA CENTRIFUGACE




DIFERENCIALNI VERSUS
GRADIENTOVA CENTRIFUGACE
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ZONALNI| ROTOR




ZONALNI| ROTOR

332676 Push-Pull
Capping Mechanism

011519 O-ring
Inside Cap (Not Visible)

012780 O-ring
(Visible)

ROTOR LID

332682 Cone
815472 O-ring
332691 Seal Fitting
011167 O-ring for
Fitting (Not Visible)
333856 Rotor Core

858506 O-ring

B-29 Type Core

328948
Non-Extrusion Ring

328945
Rotor Gasket

— ROTOR BOWL




CENTRIFUGACE SE
ZONALNIM ROTOREM




CENTRIFUGACE SE ZONALNIM
ROTOREM




CENTRIFUGACE SE ZONALNIM
ROTOREM

1Isteni transformacni DNA z b.subtilis
centrifugaci v zonalnim rotoru

-4 — 9

27 mg surove DMNAMS ml

(Gradient sacharosy 5-30%
Citratowy pufr pH 7.0
Cushion — 50 ml 42% sach.
Owverlay — 100 ml pufru

Plnéni - 2000 ot/min
Déleni — 40 000 ot/fmin ¥ hod
Jimaneé frakce 10 ml




ANALYTICKA ULTRACENTRIFUGACE
1 000 000 g (approx. 9 800 km/s?)

Introduction
to
Analytical Ultracentrifugation

BECKMAN

Chem Listy 104, 11551162 (2010)

ANALYTICKA ULTRACENTRIFUGA A JEJI VYUZITI

V BIOCHEMICKE LABORATORI

ONDREJ VANEK™ a KAREL BEZOUSKA™®?

“ Katedra biochemie Phrodote’deckéfﬂhdn Lnﬁ'er:ir}'
Karlovy v Praze, Hlavova 8, 128 40 Praha 2, * Mikrobio-
logicky tistav AV CR, v.v.i., Videnska 1083, '142 20 Pra-
ha 4

Eenav3i@semnam.cz, bezouska@biomed.cas.cz

Doilo 15.7.10, piijato 26.8.10.

Kli¢ova slova: analyticka ultracentrifuga, sedimentaéni
rychlost, sedimentaéni rovnovaha, molekulova hmotnost,
rovnovaina konstanta
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Analyza sedimentaénich dat
Piiklady analyz
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. Uvod

Cilem sedimentaéni analyzy provadéné pomoci analy-
tické ultracentrifugy je charakterizace sedimentujicich
&astic z hlediska j molekulové hmotnosti, sedimentaé-
nihe koeficientu a dalich hydrodynamickych vlasmosti
Ze sedimentaénich dat lze ziskat odhad velikosti a tvaru
Zastic, idaje o distribuci jednotlivych typl sedimentujicich
Eastic ve vzorku a v neposledni fadé studovat rovnovainé
systémyy, wéemé uréeni pfisluinfch rovmovainych kon-
stant. Vztahneme-h pejem sedimentujici astice napfiklad
na molekulu proteinu, je z vyie uvedencho vyétm hlavnich
aplikaci této metody ziejme, Ze v oblasti vyzkumu bio-
makromelekul, pfedeviim proteimi a nukleovych kyselin,
miiZe mit sedimentaéni analyza velké uplamém' Je to na-
wic jedna z nemmnoha meted, které umodzingi uréit moleku-
lovou hmotnost pfima. bez mitnosti kahibrace &1 mferakee
s matrici, a to piimo ve vodném prostiedi (nejastéji
v pufru) za fyziclogickych podminek. A tak pfestoZe se
jednd o metodu jiZ bezmila sto let starou, nachdzi stile
welké uplatnéni nejen ve védé a vyzkumu, ale 1 ve farma-
ceutickém primyslu. Cilem tohoto referdtu je podat ple-
hled o principech a praktickych aplikacich sedimentaéni

analyzy s dirazem na analjzu biomakromelekul Tento
referat je publikovin ve zkricené verri, plnom werzi dvoj-
nasobneho rozsahu lze stahnout ze stranek katedry bioche-
mie UK FPfF. http/www.natr.cunicz/chemiebicchem/’
slazby.

2. Historie analytické ultracentrifugy

Historii analytické ultracentrifugy zapoéal jeji kon-
struktér a objevitel metody sedimentacni analyzy Theodor
Svedberg (1884—-1971)" Rodak ze wédskeého Flerdng,
okres Gavleborg, se stal v roce 1904 studentem univerzity
v Uppsale, ktera uz takeé ziistala jeho hlavnim celoZivomim
plisobiitém. V letech 1912—1949 zastéval na této univerzi-
t& funkci profesora fyzikalni chemie Swvedbergova price
se tykala pievainé koloidii a makromolekulamich litek.
Spelu s femymi spolupracovniky studoval fiyzikdlni vlast-
nosti keloidi., zejména jejich difuzi, absorpci svétla a sedi-
mentaci, cof mu vmoinilo poturdit, Ze termodynamické
zakony plyni lze aplikovat také na disperzni systémy. Pro
studium sedimentace sestrojil analytickou u.'ll:racem:n.ﬁlﬂu_
s niz sledoval sedimentaci welkych molekul (pmtel.uu_
sachandf, pelymeri) v roztoku a tato pozorovani uvedl do
vztahu k melekulové velikosti a tvam sedimentujicich
molekul. Ukdzal tak, Ze molekuly daného £istého proteinu
maji viechny stejny tvar a Ze s vyuZitim analytické ultra-
centnfugy lze prokazat pfitomnost kontaminujicich latek
Za praci na disperzmich systémech mu byla roku 1926
udélena Nobelova cena za chemii.

3. Pristroj a jeho parametry

Vzhledem k tomu, Ze jiZ pies padesat let se vywvoji
a wv¥Tobé analytické ultracentrifugy vénuje zejména firma
Beckman Coulter. vyéet technologickych mofnosti meto-
dy je omezen na popis souasného typu amalytické ultra-
centrifugy Proteomelab XI-A/XIL-I tohoto wyrobce
Z hlediska odstiedivé sily lze dosahovat tihového pole
v rozmezi pnbl.l.zne 60 az 300 000 * g (min r_',{'hlosr
1000 ot min~", max. rychlost 60 000 ot min™ ). Molekulove
hmotnosti &astic, které tak lze pomoci analytické centrifu-
gv studovat, se pohybuji piibliZné v rozsahu 100 Da ai
10 GDa. Sedimentaci biomakromolekul lze sledovat po-
moci dvou nezavislych optickych systénmi. absorbancni
(XL-A) i interferenéni optiky (XIL-I). Absorbanéni optika
sestava ze zableskové xenonové lampy, monechromatomu
(200800 nm), pohyblivé 3Stérbiny a fotondsobife.
WV klasickém uspoiddini je vzorek umistén do kyvety se
dvéma sektory. Do jednoho je umistén amalyzovamy vzo-
rek, druhy sektor obsahuje keontrolni wvzorek, zprandla
pufr, v ndmZ je vzorek rozpuitén, resp. do néhoz je pfeve-




ANALYTICKA ULTRACENTRIFUGA

THEODOR SVEDBERG




ANALYTICKA ULTRACENTRIFUGACE

|

- Detector
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Boundary

Solvent Solution
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Sample Cell

Schleirin Optics

RotEF (schematic)

Balance Cell

B mm— .. .—— Sample Cell
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Centrifugal force




ANALYTICKA ULTRACENTRIFUGA

Instrumentace

ProteomelLab XL-1 & Optima AUC @

- maximalni rychlost 60 000 rpm

- temperature range 0° to 40° C

- absorbancéni optika

- vinové délky 190 aZ 800 nm

- Rayleighova interferenéni optika
- vinova délka laseru 660 nm




ANALYTICKA ULTRACENTRIFUGA

Analyticka ultracentrifuga

Proteomelah XL-

rotor chamber




ANALYTICKA ULTRACENTRIFUGA

Analyticka ultracentrifuga
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OPTICKY SYSTEM

* AbsorbcCni opticky systém
= UV-VIS od 200 do 800 nm

detekce makromolekul obsahuijicich silny
chromofor

« Rayleighuv interferencni opticky systém
" merizmeény indexu lomu

(napr.polysacharidU) nebo vzorkd
obsahuijicich
(napr.ATP/GTP, DTT oxidovany)



OPTICKY SYSTEM

Absorbancni optika

ﬁ\,-\ I difrakéni miizka |
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— : T, ABS optika -
incident light If( :—Pf( Top selektivni detekce
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ektor @Wﬂw absorbujicich latek
_~

— Sample

Lambert-Beeravzakon A =c¢gl

(linearita jen v urtité oblasti)

A — absorbance, ¢ — koncentrace latky [M]. £ — extinkéni
koeficient [M'em™). | | — opticka draha [cm]

motorek
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OPTICKY SYSTEM

Interferencni optika

Interference svételného vlnénj ,’N
Ty
. s e
ke - y,
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CCD kamera

reflexni hranol




OPTICKY SYSTEM

Fluorescencni detekcni systém (FDS)

solid state
lasar 488
nm

mirror

photomultiplier

tube

\Ivof- e

.

pinhole

cut-off fileer
[=&06 nm)

dichroic mirror

focus lens

F=1,0¢c

F — intensita fluorescence, l; — intenzita excitaéniho
paprsku, G — kvantovy vitédek, £ — extinkéni koeficient,
o — konocentrace

- vyssi citlivost a selektivita

- analyza vysoce afinitnich interakci
(Kg v pM oblasti)

- analyza znacenych molekul v
komplexnich wvzorcich (e.g. krevni
sérum, bunéény lyzat)




OPTICKY SYSTEM
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METODA §EDIMENTACNi
ROVNOVAHY

Diffusion

=
=
w
c
(b]
i
<

-
Sedimentation

Cell radius




METODA $EDIMENTACNi
ROVNOVAHY
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METODA SEDIMENTACNI

ROVNOVAHY

¢ lermodynamicke informace (zavisi na Mr)
¢ Experimentalné Ize stanovit :

e Relativni molekulovou hmotnost —sacharosa Mr (Mr = 360)
az po viry (Mr = mnoho milionu)

e Stav molekul v roztoku - asociace

e Rovnovazne konstanty v roztoku, K
— vypocet volne energie asociacnich reakci



METODA SEDIMENTACNI
RYCHLOSTI
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METODA SEDIMENTACNI
RYCHLOSTI

0.00
0,02

(o] =2 4 (53 a8 10
sed. koeficient, S




METODA SEDIMENTACNI

RYCHLOSTI

+ Hydrodynamicke parametry.
(zavisi na Mr a tvaru molekuly)

¢ Experimentalné Ize stanovit :
e Sedimentacni koeficient s
e Difuzni konstantu Dnebo frikcnifaktor f
e Relativni molekulovou hmotnost Mr
o [var molekuly v roztoku



STIDIUM B,IOI\/IOLEKULARNI'CH
INTERAKCI

Self-asociace (oligomerizace proteinu)
A+A A,

Hetero-asociace (protein-NK, protein-polysacharid, preteir=nisamaloladarmmi-ata)
A+B & AB

Co se da urcit?

« stechiometrie (reakéni schéma) Pouzitelna SV i SE metoda
- afinita (sila vazby) — K, (nebo K,)




STIDIUM B,IOI\/IOLEKULARNI'CH
INTERAKCI

Self-asociace — y-conglutin

Sedimentaéni rychlost

40000 rpm, 20 °C, ABS detekce (230 a 280 nm)
20 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7.5 L ; .
Uréeni K, — analyza pomoci

I P - s o s-hodnota
Reverzibilni systém dimer-hexamer vazebné izotermy (s,) Shmes

Ty

— 0,025 mg/ml {230 nm)
— 0.05 mg/ml (230 nm)
0.1 mg/ml (230 nm) hexamer
— 0.2 mg/ml {280 nm) (9,6 5)
0.4 mg/ml {280 nm})
0.8 mg/ml {280 nm)

weighted
svalue (3}

o ¥
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dimer |
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concentration (M)
!
Kaze) = 4,5-101 M~
j (populace dimeru a hexameru
oy
T T T T I
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sedimentation coefficient (S)
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Czubinski (2024), Food Hydrocoll
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