Délici techniky nukleovych Kyselin

 Metody * Vlastnosti vyuzivané

— Centrifuga¢ni pro déleni
— Elektromigracni ~ biomakromolekul

— Chromatografické ~—Molekulova hmotnost
— Konformace a tvar
— Naboj
— Hustota




Rozdéleni centrifugacnich technik

A. Diferencialni centrifugace - separace smesi
heterogennich ¢astic v homogennim roztoku

B. Zonalni centrifugace - separace smesi castic s
podobnymi vlastnostmi v gradientnim roztoku

a) Izokineticka centrifugace — separace podle rychlosti
sedimentace Castic
Stanoveni sedimenta¢niho koeficientu S

b) Izopyknicka centrifugace — separace podle hustoty Castic
e Stanoveni vznasivé hustoty p

Typy centrifugace podle ucelu
—  Preparativni centrifugace
— Analyticka centrifugace




Centrifugaéni metody

* Centrifugace patii k separaCnim metodam, ktere se
v molekularni biologii pouzivaji k
— Izolaci
— Purifikaci
— Charakterizaci
informacnich makromolekul a nadmolekularnich
struktur
« Zakladnim principem separace zaloZen¢ na
centrifugacnich technikach je pohyb Castic v
tekutem prostredi pod vlivem odstredivého pole,
které vznika otaCenim rotoru centrifugy
« Chovani Castic pri centrifugaci je dano jejich
fyzikalnimi vlastnostmi a povahou prostredi, v
némz centrifugace probiha.




Teoreticke principy centrifugace

hladina tastice

O

o052 otaceni

kapalina

centrifugaéni kyveta

Sily F,, F,, F, pusobici pfi centrifugaci na pohybujici se &stice; r, = vzdilenost od stfedu
otdleni v fase ¢ = 0, r — vzd4lenost &stice od osy otdeni v &ase t > 0, V = objem,
d = hustota &stice, ¢ = hustota kapaliny

5 to 30% Sucrose gradients Protein sample

Molecules sediment according to
their size, shape and density.




Vypocet relativni odstredive sily
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RCF — relativni odstiediva sila (relative centrifugal force)
rpm — pocet obratek za minutu
r — vzdalenost od stfedu otaCeni, polomér rotoru [mm]

. 1000%g, 5 min bakterialni bunky

. 3000xg, 10 min chloroplasty, jadra

. 10 000%xg, 10 min mitochondrie, inkluzni téliska

. 40 000xg, 30 min membrany, mikrozomy, peroxizomy aj.
. 200 000xg, 16 hr velké proteinove komplexy (ribozomy)

. 400 000xg, 24 hr proteiny 50 kDa




Nomogram pro prepocet relativni

RCF = relativni odstiediva sila

r = vzdalenost od stfedu
otaCeni(polomér rotoru) v cm

n = pocet otacek za minutu (rpm)

V publikacich je nutno udavat
« RCF, dobu centrifugace a teplotu
e rpm, typ centrifugy, typ rotoru,
dobu centrifugace a teplotu
Teplota je vzhledem k velkému
vlivu na viskozitu dulezita.




Diferencialni eentrifugace

Diferencialni centrifugace

» Jestlize se centrifugaci v homogennim
roztoku podrobi smés ¢astic liSicich se [ INCH Riakiakdiin
podstatné svou velikosti, hmotnosti

1 1ve 7 Centrifuf;
nebvo hustotou, budouo jednotlive slogky Gt Tace iciach
smes1 sedimentovat ruznou rychlosti. (10009).
o 4 o 4 Sh Ivdv e
. Opakpvanou centr,zﬁ/tgacz lzef z Pu\fodm ShroméZdeéni
SmMesi pri postupném zvysovani otacek
Ié : BT, v Centrifugace
ziskat jednotlive slozky nebo frakce ve supernatantu
s i pri stfrednich otackach
formeé sedimentu. (20000 g).
* Vychozi krok pro hrubou separaci Shromazdéni
- ] 2 R e sedimentu.
a 1zolaci slozek z lyzati bun¢k nebo |
) e, ¥ Centrifugace
homogenatu tkani, napr. supernatantu
pri vysokych otackach
— bunécnych jader — bunécnych membran (80000 g).

— ribozomu —nukleovych kyselin
— mitochondrii — proteinl




Zonalni centrifugace

Rychlost sedimentace jednotlivych komponent pritomnych ve vychozi smési
neni vZzdy odliSna natolik, aby je bylo mozné¢ diferencialni centrifugaci
oddélit

— ruzne typy nukleovych kyselin

— ribozomalni podjednotky

— Jin¢ Castice, vykazujici podobne¢ vlastnosti

Pro oddélovani neboli separaci téchto latek se vyuziva zonalni centrifugace,
Pri nig je homogenni roztok v centrifugacni zkumavce nahrazen roztokem,
jehoZ koncentrace od povrchu ke dnu zkumavky narustd.

Takovy roztok se oznaCuje jako gradientni roztok.
« K jeho pfipravé se pouzivaji dobie rozpustne¢ a vii¢i analyzovanym casticim
inertni latky

— Sacharo6za

— Glycerol
* Vzrustajici hustota a viskozita gradientniho roztoku eliminuji vliv
zvySujiciho se odstfediveho zrychleni smérem od osy otaceni, ¢imz brani
narustu rychlosti sedimentace ¢astic v prubéhu centrifugace.




Zonalni centrifugace

Before centrifugation After centrifugation

» Pred zahjjenim centrifugace
se vzorek obsahujici smeés
castic nanese v tenke vrstve
na povrch gradientniho
roztoku v centrifugacni e~ som
zkumavce.

e = 1.15 g/ml —_— |

* Jednotlive slozky vychozi
smes1 budou v zavislosti na sve velikosti, tvaru a hustoté
sedimentovat gradientnim roztokem rtuznou rychlosti a
vytvaret dobre oddélene zony.

» Gradient roztoku zaroven zabranuje proudéni uvnitt
zkumavky, udrzuje stabilitu a ostrost vytvorenych zon a
umoznuje jejich odebrani.




Hustotni gradienty

Gradienty mohou byt podle toho, zda se koncentrace roztoku méni plynule
nebo stupnovite.

— Kontinualni

— Diskontinualni
Diskontinualni gradient je predem pripraveny gradient v centrifugacni
zkumavce postupnym navrstvovanim roztokiu o riizné koncentraci. Vzorek je
pak nanesen na jeho povrch.

V obou ptripadech jsou po ukonceni centrifugace castice prislusSného druhu
zkoncentrovany do uzkych pruht, které 1ze detegovat a izolovat stejnym
zpusobem jako pf1 zonalni centrifugaci.
K pfipravé hustotnich gradientu se pouzivaji latky, které se vyznacuji vysokou
rozpustnosti.
BéZn¢€ pouzivanymi latkami jsou.

— chlorid cesny

— sacharoza
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 umoziuje odd¢lit a izolovat napt. bunécna jadra,
mitochondrie, nukleové kyseliny atp.

Cistota ziskanych preparati je vysoka.




Izokineticka centrifugace

o JoI _

T

2 typy zonalni centrifugace

Vzorek naneseny
na povrch 5 - 20 %
sachardézového

gradientu.

Centrifugace.

Pomaleji sedimentujici

castice.

Rychleji sedimentujici

castice.

Frakcionace obsahu zkumavky.

;)

Y W,

Sbér frakci.

Izopyknicka centrifugace

O o _ | Roztok CsCl
obsahujici
smeés castic.

l Centrifugace.

O O O] Castice s nizsi hustotou.
® ®| Cistice s vyssi hustotou.

J Frakcionace obsahu zkumavky.

Sbér frakci.




Odbér frakci po ultracentrifugaci
v hustotnim gradientu




+-’| ~+—— 5% sacharéza

x
S b e r Hi5) ———— 207 sacharéra
4 k DNA nebo RNA
frakCI ——— yIOre

— rozvrstveni vzorku
A / béhem centrifugace

€y* 207 roztok ] 5% roztok
sacharozy —PEES 14— sacharézy

limani frakei

v pribéhu vrstveni se
20% roztok Fedi

I ] ‘ I 5% roztokem

~ass—

Schéma ultracentrifugace Zafizeni na vrstveni linedrniho
v sachardézovém gradientu sachardzového gradientu




Izokineticka centrifugace

Volbou vhodnych podminek pii zonalni centrifugaci lze
dosadhnout toho, aby rychlost sedimentace castic byla v prubéhu
centrifugace konstantni.

Tento zpusob centrifugace se vyuziva k podrobnéjsi charakteri-
zaci Castic, napr. K presnemu stanoveni jejich velikosti.

Pt1 analyze nukleovych kyselin se obvykle pouziva 5-20%
sacharozovy gradient, v némz se koncentrace sachar6zy linearné
méni od hladiny ke dnu zkumavky.

Pohyb vytvorfenych zon 1ze monitorovat

— Pfimo béhem centrifugace pomoci specialnich 4 Chloroplastova DNA

zatizeni (analytické centrifugy) po ultracentrifugaci

— Stanovit polohu po ukonéeni centrifugace v gradientu CsCI-EtBr

» Spektrofotometricky U
e Zmgéfenim radioaktivity jednotlivych frakci

Rychlost, pf1 niz ¢astice sedimentuje, zavisi na jeji velikosti,
tvaru a hustot€ a je ovliviiovana vlastnostmi prostredi a
podminkami, pi1 nichZ centrifugace probiha.




Sedimentacm koeficient

Veli¢ina, kterou lze rychlost pohybu cCastice pii 1zokinetické centrifugaci
charakterizovat, se oznacuje jako sedimentacni koeficient nebo t¢Z hodnota
S. Rychlost sedimentace CcCastice pi1 centrifugaci lze vyjadiit obecnym
vztahem:
dr/dt = S.a = s.d?r,

kde r je vzdalenost Castice od osy otacent,

t je doba centrifugace,

a je odstiedive zrychlent,

S je sedimentacni koeficient,

w je uhlova rychlost rotoru pfi otaceni.
Po integraci uvedenc¢ho vztahu ziskame rovnici pro sedimentacni koeficient

S = d(Inr)/ a?dt = Inr?/r,/ aA(t,-t,),

z niz lze vypocitat hodnotu sedimentacniho koeficientu analyzované castice,
jestlize zname jeji polohy 7, a r, v centrifugani zkumavce v prislusnych
casovych intervalech ¢, a #, a rychlost otaceni.
Abychom mohli srovnat hodnoty § stanovené pi1 ruznych podminkach
centrifugace, jsou ziskané¢ hodnoty prepocitany na standardni sedimentacni

koeficient §°), ., kter¢ charakterizuji rychlost sedimentace castic o
koncentraci blizke nule ve vodé pi1 20°C.




Sedimentacni koeficient

« Hodnoty sedimentaCnich koeficienti se pro vétSinu informacnich

makromolekul a molekularnich komplexti pohybuji v rozmezi radu 10-
11 az 10-13 sekund.

« Vyjadiuji se proto ve Svedbergovych jednotkach (S), kde
1S (Svedberg) = 10-13 sekundy.

* Hodnot sedimenta¢nich koeficienti se vyuziva k popisu a
charakterizaci informac¢nich makromolekul, bunéénych organel a jejich
struktur.

« Prikladem je oznaCovani jednotlivych druhti

— ribozomovych RNA
e 23S-rRNA
 16S-rRNA
— ribozomovych podjednotek
« 30S
 50S

* Pro jednothivé typy informaCnich makromolekul lze pomoci
empirickych vztahu z hodnot sedimentacnich koeficientii vypocitat
rovnez jejich molekulove hmotnosti.




Priklady hodnot
standardnich
sedimentacnich
koeficientu $°,,,,

Inzulin
Lysozym
Trypsin
Albumin
B-lipoprotein
Myosin

Gama globulin

oo~ kWMN 20O

Fibrinogen
Katalaza

Ribozomova podjednotka 5

Virus poliomyelitidy 133
200

400

Virus chfipky 600
Bakteriofag T2 800
Bakteriofag T4 1 000
2 000

4 000

6 000

Mitochondrie

Cytoplazmaticke membrany
100 000

tRNA

5,8S rRNA

23S rRNA
RNA faga MS2

DNA faga T7
DNA faga T4




Vypocet molekulové hmotnosti DNA
z hodnoty S

SOZO,W= a ° MK

M = molarni hmotnost nukleove kyseliny

a, K = empirické konstanty

Vypocet srovnanim s vnitinim standardem

L= vzdalenost od hladiny
M = molarni hmotnost

K = empiricka konstanta




Izopyknicka centrifugace

« Pri1 této metodé centrifugace, oznacovane téz jako hustotni
centrifugace nebo centrifugace do rovnovahy, se castice
oddeéluji podle své hustoty.

* Nejjednodussi provedeni této metody spociva v pripravé
homogenni smeési analyzovanych Castic ve vhodném mediu a
nasledn¢ centrifugaci.

« Bchem centrifugace tato media sama vytvori koncentracni a tim
i hustotni gradient, v nemz se castice analyzovanych latek
pohybuji obéma smeéry tak dlouho, dokud nedosahnou polohy, v
niz je hustota roztoku shodna s hustotou castic.

Takto stanovena hustota se oznacuje jako vznasiva hustota.
Jeji hodnoty jsou ovlivnény interakci ¢astic s 1onty roztoku a
jsou obvykle vysSi nez je hustota castic v bunkach.




Stanoveni vznasSivé hustoty
izopyknickou centrifugaci

0%5°C = 10,8601 x nP,. .. — 13,4974

n’,. .. = index lomu roztoku CsCl




Vypocet % (G+C)

e Separace cCastic na zakladeé jejich odlisSné hustoty se
pouziva k jejich 1zolaci a charakterizaci.

e Je znamo, Ze na vznaSivou hustotu dvouret€ézcové DNA
ma vliv zastoupeni jednotlivych typl paru bazi, ¢ehoz
se vyuziva ke stanoveni podilu GC-paru ve vzorcich
DNA.

e Plati, vztah
% (G+C) =(p - 1,660/0,098) .100
kde p = vznasSiva hustota vzorku dvouretézcove DNA.




Separace ruznych forem DNA

e Specialnim pripadem vyuziti 1izopyknicke
centrifugace je rozdéleni odliSnych strukturnich
typu DNA v gradientech CsCl za pritomnosti
etidium-bromidu.

* Po navazani etidiumbromidu na DNA se jeji
vznasSiva hustota vyznamné snizuje, pricemz
mnozstvi navazan¢ho etidiumbromidu a tim 1
pokles hustoty DNA zavisi na jejim strukturnim

typu.

* To umoznuje vzajemne separovat a 1zolovat ruzné
formy DNA, napt. kovalentné uzavien¢ kruznice
plazmidovych DNA od otevienych a linearnich
molekul plazmidove a chromozomove DNA.




