MU I
PHARM

Centrifugacni metody separace makromolekul

Motto seminare:
A prece se tocl

Metody molekularni biologie pro farmaceuty

Doc. RNDr. Jan Hosek, Ph.D.
hosek@mail.muni.cz

Ustav molekuldrni farmacie
FaF MU



Orientace v bludisti metod pro separaci
biologickych makromolekul

Vlastnosti vyuzivané pro deéleni biologickych
makromolekul obecne

I Molekulova hmotnost

Konformace a tvar
Naboj

Hustota



Orientace v bludisti metod pro separaci
biologickych makromolekul

Metody separace

Elektromigracni

Chromatograficke

Centrifugacni



Orientace v bludisti metod pro separaci
biologickych makromolekul

Metody separace

Elektromigracni 1

Elektroforeticka separace
biologickych makromolekul -l

NN

priste



Orientace v bludisti metod pro separaci
biologickych makromolekul

Metody separace
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Orientace v bludisti metod pro separaci
biologickych makromolekul

Metody separace

F dnes

Centrifugacni



Pohyb latek v gravitacnim poli
- centrifugace -
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Centrifugacni metody

PRINCIP

Pohyb castic v tekutém prostredi pod
vlivem odstredivého pole, které vznika
otacenim rotoru centrifugy.

Chovani cCastic je dano:

1. jejich vlastnostmi
2. povahou prostredi




Princip centrifugace

Osa rotoru

Rotace

Polomeér
otaceni
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Rozdeleni centrifugacnich technik

Diferencialni centrifugace

Zonalni centrifugace



Rozdeleni centrifugacnich technik

Diferencialni centrifugace

Separace smesi

heterogennich castic
v homogennim roztoku



Rozdéeleni centrifugacnich technik

Separace smesi
castic s podobnymi viastnostmi

v gPaaieritnith Hetdku



Diferencialni centrifugace

. Castice se liSi podstatné velikosti,
hmotnosti nebo hustotou = slozky
smési budou sedimentovat ruznou
rychlosti.

 Opakovanou centrifugaci lze z puvodni
smeési pri postupném zvysovani otacek
ziskat jednotlive slozky nebo frakce ve
formeé sedimentu.

* Vychozi krok pro hrubou separaci
a izolaci slozek z lyzatu bunék nebo
homogenatu tkani

Diferencialni centrifugace

(-

Smés latek v roztoku.

Centrifuface
pri nizkych otackach
(1 000 g).

Shromazdéni
sedimentu.

Centrifugace
supernatantu

pri stfrednich otackach
(20 000 g).

Shromazdéni
sedimentu.

Centrifugace
supernatantu

pri vysokych otackach
(80 000 g).



Diferencialni centrifugace

)\

supernatant

<= scdiment

separace jader, ribozému, mitochondrii,

bunéénych membran, nukleovych kyselin,
proteint



Diferencialni centrifugace - praxe
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Diferencialni centrifugaci
nelze oddelit

> ruzné typy nukleovych kyselin

» ribozomalni podjednotky

> jiné castice, vykazujici podobné
vlastnosti

To resi zonalni centrifugace



Zonalini centrifugace

Izokineticka centrifugace
» separace podle rychlosti sedimentace Castic
» stanoveni sedimentacniho koeficientu S

Izopyknicka centrifugace
» separace podle hustoty castic
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Sily pri zonalni centrifugaci

Vztlakova sila

—-—

W

Odstrediva sila
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Rate-zonal centrifugation versus equilibrium density gradient centrifugation

Izokineticka Izopyknicka
centrifugace Sample —sample  centrifugace
1 Stabilizing sucrose | Steep sucrose
Centrifugation \_/ gradient gradient
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Zonalni centrifugace

» Homogenni roztok nahrazen  roztokem, jehoz
koncentrace od povrchu ke dnu zkumavky narusta
(gradientni roztok)

» K jeho pfipravé se pouzivaji dobfe rozpustné a vuci
analyzovanym casticim inertni latky — sacharoza, glycerol

» Vzrustajici hustota a viskozita gradientniho roztoku
eliminuji vliv zvysujiciho se odstrediveho zrychleni smerem
od osy otaceni, ¢imz brani narustu rychlosti sedimentace
castic v prubéhu centrifugace.
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Provedeni zonalni centrifugace

vzorek

vzrustajici hustota a viskozita

gradient eliminuje vliv zvysujiciho
se odstredivého zrychleni

castice se rozvrstvi podle

> velikosti
> tvaru
» hustoty



Hustotni gradient

e K ontinualni

Diskontinualni

V obou pripadech jsou po ukonceni
centrifugace castice prislusneho druhu )
zkoncentrovany do uzkych pruhu o 1
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Priprava kontinualniho gradientu

Protein Purification

Ultracentrifugation

Low-density High-density

Centrifuge tube

Density gradient

http://quizlet.com/
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Hustotni gradient

Bezne pouzivanymi latkami
hustotnich gradientu jsou:
chlorid cesny

Sacharoza
Ficoll

kK pripravé



Hustotni gradient

Rozdily v hustotach se pohybuji v rozmezi
1,0-1,3 g/ml u sacharozy a 1,0-1,9 g/ml u
CsCl, coz umoznuje oddelit a izolovat napr.

bunécna jadra
mitochondrie
nukleové kyseliny atp.

Cistota ziskanych preparatu je vysoka
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Zonalni centrifugace - praxe

o lzolace neutrofilu z plné krve — vyuziti
polysacharozy Histopaque (p = 1,07 — 1,1 g/mL)

fed
—
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Normativni hodnoty jsou:

* plna krev: 1052 — 1063 kg/m3
e plazma: 1027 kg/m?3

e erytrocyty: 1090 kg/m?3
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Izokineticka centrifugace

Tento zpusob centrifugace se vyuziva k
podrobnejsi charakterizaci castic

napr. k presnému stanoveni jejich velikosti



Izokineticka centrifugace

napr. pfi analyze nukleovych kyselin se obvykle
pouziva 5-20% sacharozovy gradient, v nemz se
koncentrace sacharozy linearné meni od hladiny
ke dnu zkumavky.

rychlost sedimentace castic je
v prubéhu centrifugace konstantni.
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Izokineticka centrifugace
rychlost, pri niz Castice sedimentuje, zavisi na
velikosti Castice
tvaru Castice
hustote Castice

a je ovlivhovana

vlastnostmi prostredi
podminkami centrifugace



Izokineticka centrifugace

eoeo| Vvzorek naneseny na povrch
gradientu (5-20% sachardéza)

\‘centrifugace

o0 ® 0 © O

0 / frakcionace obsahu
zkumavky



Izokineticka centrifugace

Separation by

sedimentation
coefficient
Layering of /
sample -
<O | | THD)

Fractions
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Sedimentacni koeficient

Charakterizuje rychlost pohybu Castice pfi
centrifugaci

dr/dt=S.a=S.w?.r

r = vzdalenost od osy otaceni
t = doba centrifugace

S = sedimentacni koeficient
a = ostredivé zrychleni
w = uhlova rychlost

1 Svedberg = 10713 sekundy
23S-rTRNA, 16S-rRNA, rib. podjednotky 30S, 50S



Sedimentacni koeficient

Vi m
S — —2 —
ro 6N I

S = sedimentation coefficient

v, = terminal velocity

r = distance from the axis of rotor

w = rotational speed (angular velocity)
m = weight of particle

n = viscosity of the medium

r, = radius of the particle
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Priklady hodnot standardnich sedimentacnich

Density

2.1

1.9

1.7

1.5

1.3

1.1

koeficientu S°, ,

D Ribosomes and polysomes

Soluble

proteins Most Peroxisomes Nucle

Y iees. Lysosome% Mitochondria
Chloroplasts

1 10 100 1000 10* 10° 108 107

Sedimentation coefficient (S)
http://jpkc.scu.edu.cn



Priklady hodnot
standardnich
sedimentacnich
koeficientu S°,,,
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Izopyknicka centrifugace

hustotni centrifugace nebo centrifugace
do rovnovahy

castice se oddeluji podle sve hustoty



lzopyknicka centrifugace

beéhem centrifugace si medium samo
vytvori koncentracni a tim

hustotni gradient

castice analyzovanych latek se pohybuji
obema smery tak dlouho

dokud nedosahnou polohy, v niz je hustota
roztoku shodna s hustotou castic



lzopyknicka centrifugace

Takto stanovena hustota se oznacuje jako
vznasiva hustota.

Jeji hodnoty jsou ovlivhény interakci Castic s
lonty roztoku a jsou obvykle vyssi nez je
hustota Castic v bunkach.

I
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Izopyknicka centrifugace

MESELSON, M; STAHL, =’ |
FW. The replication of

roztok CsCIl obsahujici

smes castic DNA in E. coli.
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USA, 1958, vol. 44, pp.
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Fig. 1.—Ultraviolet absorption photographs showing successive
stages in the banding of DNA from E. coli, An aliquot of
bacterial lysate containing approximately 108 lysed cells was centri-
fuged at 31,410 rpm in a CsCl solution as described in the text.
Distance from the axis of rotation increases toward the right.
The number beside each photograph gives the time elapsed
after reaching 31,410 rpm.



Stanoveni vznasivé hustoty
izopyknickou centrifugaci

p?5°C = 10,8601 % N0, .. — 13,4974

nP,c . =index lomu roztoku CsClI



lzopyknicka centrifugace - praxe

Meselson-Stahl experiment 1958

Three postulated methods of DNA Replication

PP PP < WAL AR

Semi-Conservative

WMW(WWW@

Conservative™

Dispersive*
Newly, synthesized strand
. Original template strand * not found to be

biologically significant

MESELSON, M; STAHL, FW. The replication of DNA in E. coli.
Proc. Natl Acad. Sci. USA, 1958, roc¢. 44, s. 671-682.



Meselson-Stahl experiment - design

palyapbio.edu.glogster.com

I Question: Which model of DNA replication—conservative, dispersive, or semiconservative—applies to E. coli? w

(a) (b) (<) (d)

Transfer to for * ‘3

>N medium | "N medium Replication in /A Replication in -
d l RN 14 di : i.c:’ 4 di G ad
and replicate N medium B, N medium B2
> > 1.;;_:'*"‘:}, e

| | |
Spin Spin Spin

v v Y
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The Meselson-Stahl experiment — predicted results

Conservative Dispersive  Semiconservative

by b g
sa I T I

i n n

—_———————

Expected bands ———

— Parent DNA (**N)
— New DNA (1N)

Parent double
helices

Granddaughter _ B | |

molecules

Expected bands > — < — = < MUNI
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Meselson-Stahl experiment - results

(a) (b) (<) (d)
m " J Transfer to * £ A
N medium . "N medium / B Replication in e Replication in
b and replicate . "“N medium 'gﬂ & "N medium iR
s - > o
| i |
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Heavy ('°N) _ \' / (. i'
_______________ gl . - | =
‘ ' DNA from bacteria that After one round of rephcatlon After a second round of replication, Samples taken after
I had bean grown on the DNA appeared as a single DNA appeared as two bands, one in the | additional rounds of
medium containing 3N band intermediate between that eosmon of hybrid DNA (half lsN and half | replication appeared as
| appeared as a single band.  expected for DNA with '*N and N) and the other in the position of two bands, asin partc..
that expected for DNA with '*N. | DNA that contained only "*N. - ‘
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lzopyknicka centrifugace - praxe
Stahl Meselson experiment 1958

14 generations of growth
a b
EXP.NO. GENERATIONS
. S
| | {K —‘/\—" 0.3
B ‘J\"N 0.7
2 JL_ 1.0
Semi- ' 1 J\_,_ !
conservative : Ty
Replication ' i A -
| » ; 1.9
% 2 JL 25
E:EJ 2 __j\\‘_/ 3.0
£
= 2 4.
0 20 40 60 80 Time (min.) | | M o
MESELSON, M; STAHL, FW. The replication of DNAin E. coli. Proc. Natl Acad. Sci. USA, 1958, vol. 2 J\/L Oand 4.

44, pp. 671-682.



Vypocet % (G+C)

* na vznasivou hustotu dvouretézcové DNA ma vliv
zastoupeni jednotlivych typu paru bazi, ¢ehoz se
vyuziva ke stanoveni podilu GC-paru ve vzorcich
DNA

* Plati, vztah
% (G + C) = "0‘;;3686 % 100

kde p = vznasiva hustota vzorku dvouretézcové DNA.




Vypocet % (G+C) - praxe

Salmon sperm
DNA

\

N Pneumococcus

E. coll

G+C (%)

Vznasiva hustota p
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Separace ruznych forem DNA

o Specialnim pripadem vyuziti izopyknické centrifugace je
rozdéleni odliSnych strukturnich typu DNA v gradientech
CsCl za pritomnosti etidium-bromidu.

o Po navazani etidiumbromidu na DNA se jeji vznasiva
hustota vyznamneé snizuje, pricemz mnozstvi navazaného
etidiumbromidu a tim 1 pokles hustoty DNA zavisi na jejim
strukturnim typu.

o To umoznuje vzajemné separovat a izolovat ruzné formy
DNA, napr. kovalentné uzavrené kruznice plazmidovych
DNA od otevienych a linearnich molekul plazmidové a
chromozomoveé DNA.



lzopyknicka centrifugace - praxe

Chci pomoci centrifugace oddelit linearni
jadernou DNA od kruznicové
mitochodrialni DNA (nebo plasmidy od
bakterialniho chromosomu).

Jak nato?



Izopyknicka centrifugace - praxe

)

Extrakt_ bakt. bunék

N\ ¥
Smichat

6M CsCl, p = 1,7 ]

Centrifugace 48 hodin



lzopyknicka centrifugace - praxe

Molekuly zaujmou
N polohu v misté shodné
hustoty s roztokem

1,80 1,65

Hustota v g/ml o




lzopyknicka centrifugace - praxe

165 £
— Proteiny
Hustota CsCl Chromosomalni DNA
RNA

1,80 e



lzopyknicka centrifugace — praxe
- realny obrazek -

Chromozomalni DNA

Mitochondrialni DNA



Centrifugace — prakticky vzorec

RCF = 1,119 X 10™ % rpm? X

RCF =relative centrifugal force (hodnota g)
rom =repeats per minute
r = polomér otaceni (cm)
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