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ANALYTICKA ULTRACENTRIFUGACE

Analyticka ultracentrifugace byla vynalezena vroce 1925 S$védskym chemikem Theodorem
Svedbergem (1884-1971) a byla jim pouzivana ke studiu fyzikalnich vlastnosti koloidnich ¢astic a pro
studium proteintl. S jeji pomoci dospél Svedberg k pielomovému objevu, Ze se proteiny vyskytuji v
ptirode¢ jako kompaktni Castice o presné definovanych hmotnostech, coz bylo v dobé, kdy byla povaha
proteinil prakticky neznama, témér nepiedstavitelné. V roce 1926 obdrzel The Svedberg za praci na
disperznich systémech Nobelovu cenu za chemii. Do $ir§itho povédomi védecké vetejnosti se analyticka
ultracentrifugace zapsala jako metoda, kterda napomohla pochopeni struktury ribosomu a jeho
podjednotek.

Analyticka ultracentrifuga je vybavena specidlnim optickym systémem pro sledovani prabchu
sedimentace a ve srovnani s preparativnimi ultracentrifugami se nepouziva k separacnim ucelim.
V soucasné dob¢ je diky znacnému pokroku v technologii a pocitacové analyze dat analyticka
ultracentrifugace jednou z nejvhodngjsich a nejvsestrangjiich metod pro charakterizaci ¢astic. Castice
mohou byt charakterizovany pomoci dvou zakladnich technik — metody sedimentacni rychlosti a
metody sedimentacni rovnovahy.

Pomoci analytické ultracentrifugace se daji studovat prakticky vSechny typy castic - proteiny, peptidy,
nukleové kyseliny (DNA, RNA), lipidy a lipoproteiny, polysacharidy, nanocéastice nebo viry.
Podminkou je vzdy pouziti optického systému schopného dané castice detekovat.

Analyticka ultracentrifugace se vyuziva pro stanoveni
Cistoty a homogenity vzorku, stanoveni oligomerniho
stavu proteinu a pocCtu jeho podjednotek, urceni
molekulové hmotnosti, odhad tvaru a velikosti ¢astic a
sledovani konformacnich zmén. Vyuziti nachazi
analytickd ultracentrifuga i pfi analyze agregatti (napf.
pti kontrole biofarmaceutik). Nejvys$si urovni aplikace je
pak studium reverzibilnich interakci biomolekul (urceni
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ultracentrifugace se osv&d¢ila pfi studiu protein- sedmentaént koefetent (51
proteinovych interakci i u interakci protein s ligandy Piiklad vyuZiti analytické ultracentrifugace pfi

studiu vlivu nepfiznivych podminek na tvorbu
agregatll ve vzorku monoklonalnich protilatek [1].

(DNA, sacharidy). Studovat je mozné interakce
s afinitou v fadech 10°-10° M.

Analyza castic pomoci analytické ultracentrifugy ma tfadu vyhod. Neni potieba kalibrace a v pribchu
mefeni nedochdzi ani k interakci s matrici nebo povrchy. Pomoci analytické ultracentrifugace lze
studovat castice o hmostnostech od né€kolika stovek daltont (peptidy, oligosacharidy) az po stovky
MDa (viry). Oproti mnoha jinym technikdm jsou vzorky analyzovany pfimo v roztoku, a to Casto za
fyziologickych podminek. K analyze je obvykle postacujici mnozstvi vzorku vitadu stovek
mikrogramti. ProtoZze se jedna o techniku nedestruktivni, lze vzorky opétovné pouzit pro dalsi
experimenty.

TEORETICKY POPIS SEDIMENTACE

Na ¢astici umisténou v odstfedivém poli ptisobi nekolik sil.
Odstiediva sila F,;; je umérna hmotnosti Castice m a
zrychleni a, které je dano soucinem vzdalenosti Castice od
sttedu otaCeni » a druhé mocniny uhlové rychlosti
R -1 _ P
otacejiciho se rotoru w (rad-s™, w=2nrpm/60). Plati, Ze

X
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V opacném sméru plisobi na Castici vztlakova sila F,,, ktera je podle Archimédova zdkona tmérna
hmotnosti solventu m, vytlacen¢ho sedimentujici ¢astici.

F =-m,w’r m, =m17,0=%17,0

kde v je parcialni specificky objem &astice (cm™g’, definovany jako zména objemu roztoku v
mililitrech, kterou zptisobi pfidani 1 gramu dané Castice do roztoku), a p hustota roztoku, ve kterém je
Castice rozpusténa.

Posledni silou, ktera ptisobi na sedimentujici ¢astici, je frikéni (tfeci) sila Fyvyvolana pohybem castice
solventem. Frikéni sila pasobi proti sméru sedimentace a plati, ze

Fy == fu

kde u je pozorovana radialni rychlost pohybu castice od stfedu otaceni ke dnu a f translacni frikéni
koeficient, ktery zavisi na tvaru a velikosti sedimentujici ¢astice (objemné a protahlé castice maji vyssi
hodnoty frikéniho koeficientu nez malé kulovité ¢astice). Hodnotu frikéniho koeficientu pro hladkou
kompaktni kouli miizeme urcit ze Stokesova zakona jako

Jo = 6T

kde 7 je viskozita roztoku a R, Stokesiiv polomér, ktery lze vypocitat ze vztahu

s )
R, =| 22
47V,

V prib¢hu centrifugace jsou vSechny sily plisobici na ¢astici v rovnovaze (F,qt+F,.+Fy= 0) a plati, ze
rychlost sedimentace u je konstantni. Po dosazeni ptispévkl jednotlivych sil do rovnice popisujici jejich
celkové plisobeni a nasledné ipravé dostaneme vztah (jeden z moznych zapisit Svedbergovy rovnice),
ktery je definici sedimenta¢niho koeficientu s.

M(1-7p) _ u
Nf wr

N

Sedimenta¢ni koeficient je definovan jako rychlost radidlniho pohybu
astice v zdvislosti na aplikovaném odstfedivém poli. Sedimentaéni 1 08035
koeficient je pfimo umérny molekulové hmotnosti Castice a nepfimo ..
umérny jejimu frikénimu koeficientu. RGzné molekuly sedimentuji pii
riznych hodnotach s v zavislosti na své hmotnosti a tvaru a hodnota A A e
sedimentacniho koeficientu je tak typicka pro sedimentaci urcité ¢astice v ki S
daném prostiedi. Sedimentaéni koeficient se udava v jednotkach Svedberg LSS
(S), které jsou v soustavé SI definovany jako 107" sekundy. Pro vétsinu 2
latek nabyvaji hodnoty s 1-100 S. Pro proteiny jsou vétSinou %
charakteristické hodnoty 1 az 10 S (sedimenta¢ni koeficient BSA je Pt
napiiklad 4,3 S), bakterialni ribozom mé sedimentaéni koeficient 70 S. sem

12 100kDa, 7 S
Hodnota sedimentacniho koeficientu zavisi na pouzitych experimentalnich ..

podminkach (teplota, hustota a viskozita pufru). Pro potfeby porovnani
vysledkli z rliznych laboratofi/experimentii se sedimentacni koeficient ;;
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extrapoluje ke standardnim podminkam (20° C, voda) a vyjadiuje jako rads cm)
S20,3 tat(,) veli¢ina pak. nezavisi na s.lozem solventu a kvantitativn¢ popisuje - akteristicky tvar sedimentacnich
zakladni hydrodynamické vlastnosti makromolekuly. profilt globularnich &astic o riznjch
_ hmotnostech pti 50 000 rpm. Skeny
B 1 _ Vp)zo, , |1VT, ) byly pofizeny v 10 min intervalech [2].
S20v—_S8rp =

(I_Vp)T,pleZ(),v

kde index v oznacuje vodné prosttedi, p pouzity pufr a T je teplota, pti jaké byl experiment provadén
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Pro popis chovani ¢astic v pribéhu centrifugace je dulezita
rovnéz difaze, jejiz pfiinou je ndhodny tepelny pohyb castic
v roztoku. Pohyb molekul popisuje prvni Fickiiv zakon

osa otaceni
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vztahem
de
J, =—-D—
b dr

sedimentace

kde Jp je hustota difuzniho toku, D translacni diftzni koeficient a dc/dr je koncentracni gradient.

Difuazni koeficient D souvisi s frikénim koeficientem f prostfednictvim Stokes-Einsteinovy rovnice:

= RT
N.f

kde R je univerzalni plynova konstanta, 7 termodynamicka teplota, N, Avogadrova konstanta

METODA SEDIMENTACNI RYCHLOSTI (SV = Sedimentation Velocity)

Metoda sedimentacni rychlosti je hydrodynamicka technika citliva jak k hmotnosti, tak i ke tvaru
molekul. Pii pouziti dostatecné velké odstiedivé sily se ¢astice ve vzorku zacinaji pohybovat smérem ke
dnu cely. Po urcité dobé¢ se tak vytvori rozhrani mezi oblasti roztoku, kde jsou sedimentujici molekuly
stale pfitomny a oblasti, kde uz se nevyskytuji, a toto rozhrani se pohybuje v ¢ase smérem ke dnu. Toto
chovani je typické pro vétsinu molekul, jako jsou proteiny, DNA, polysacharidy. V pfipad¢, Zze by byla
efektivni hustota Castic men$i, neZ hustota solventu (napi. lipidy, lipoproteiny), Castice by se
pohybovaly smérem k menisku. Vlivem difuze dochazi zaroven k rozmyvani rozhrani, coz se projevuje
zménou jeho tvaru. Z rychlosti pohybu a tvaru rozhrani tak lze urcit sedimentacni koeficient s a difuzni

koeficient D.
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Pohyb sedimenta¢niho rozhrani v ¢ase popisuje tzv. Lammova rovnice (parcialni diferencialni rovnice).
Na feSeni sady Lammovych rovnic jsou zalozeny vSechny pokrocilé programy pro analyzu dat
ziskanych metodou sedimentacni rychlosti. Pro jednu neinteragujici ¢astici nabyva Lammova rovnice
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SV experimenty jsou obvykle provadény pii vysoké rychlosti (42000 — 60000 rpm), aby doslo k
minimalizaci difuze a zaroven se ucinngji odseparovaly castice. Pouzivaji se dvousektorové cely se
sektory specialné tvarovanymi tak, aby se zabranilo konvekci. Méfeni trva obvykle n€kolik hodin.

Metoda sedimentacni rychlosti se pouziva ke stanoveni oligomerniho stavu makromolekuly,
homogenity vzorku, detekci agregatii, odhadu tvaru molekul a detekci jejich konformacénich zmén za
ruznych podminek a pro studium interakci molekul. Oproti metodé sedimentacni rovnovahy je jeji
vyhodou vyrazné vyssi rozliseni.

METODA SEDIMENTACNi ROVNOVAHY (SE = Sedimentation Equilibrium)

Sedimenta¢ni rovnovaha je termodynamicka technika citliva pouze k hmotnosti ¢astic. Na rozdil od
sedimentacni rychlosti, kde se stanovuje sedimentacni koeficient, je u sedimenta¢ni rovnovahy
ur¢ovana molekulova hmotnost pfimo. Méfeni zde probihd pfi nizSich rychlostech. S tim, jak latky
sedimentuji smérem ke dnu, se jejich koncentrace ve spodni ¢asti cely zvySuje a proces diftize zacina
pusobit proti sedimentaci. Po urcité dobé¢ se tyto dva procesy vyrovnaji a koncentrace rozpusténé latky
se dale v case neméni. Exponencialni tvar kiivky systému v rovnovaze pro jednu sedimentujici Castici
popisuje nasledujici rovnice:

c(r)=c(r, Jexp(M(1-vp)a’ (r> =1, )/ 2RT )
kde c(7) je koncentrace latky v radialni vzdalenosti r, c(ry) koncentrace latky v referencni vzdalenosti r

Cas potiebny k dosazeni rovnovahy zavisi na druhé mocning délky sloupce, ktery zaujiméa vzorek v cele
ve sméru odstfedivé sily (v pfipadé 3 mm sloupce roztoku je rovnovahy dosazeno piiblizn¢ za 24
hodin), proto se u metody sedimenta¢ni rovnovahy pouziva mensi objem vzorku. Piesnéjsich vysledki
je dosazeno, pokud je stejny vzorek méten pii nékolika riznych (postupné se zvySujicich) rychlostech a
ruznych koncentracich. Jeden experiment tak trva i n¢kolik dnt.

Sedimentac¢ni rovnovaha je jednou z nejptesnéjSich metod stanoveni molekulové hmotnosti molekuly a

pouziti nachazi i pfi studiu interakci makromolekul (stanoveni stechiometrie, disociacni konstanty). Na
druhou stranu vyzaduje metoda sedimentac¢ni rovnovahy vysokou cCistotu vzorku.
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OPTICKE SYSTEMY POUZIVANE V AUC

V soucasné dobé se pro sledovani sedimentace Castic v analytickych ultracentrifugich pouziva
absorbancni, interferen¢ni a fluorescencni optika.

Absorbancni optika funguje podobné jako dvoupaprskovy spektrofotometr (s tim rozdilem, Ze vzorek je
umistén v rotoru, ktery se ota¢i vysokou rychlosti a skenuje se tak pohybujici se objekt) a tidi se
Lambert-Beerovym zédkonem. Absorbancni optika umoziuje selektivni detekci Castic absorbujicich
svétlo v ultrafialové a viditelné oblasti (200-800 nm). Sklada se ze zableskové xenonové lampy,
monochromatoru, pohyblivé stérbiny a fotonasobiCe (detektoru).
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Vzorek je umistén do méfici cely se dvéma sektory. Do T:'\
jednoho se vklada analyzovany vzorek, druhy obsahuje At

kontrolni vzorek — pufr se sloZzenim identickym jako
vzorek, ale neobsahujici sledovany analyt - ktery slouzi
jako opticka reference (blank). Paprsky svétla prochazeji
obéma sektory cely rovnobézné s osou otaCeni, Stérbina
umisténa vespod se pohybuje v radidlnim sméru a snima
absorbanci vzorku v riznych ¢astech cely.
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Usporadani absorbancniho optického systému.

zableskova

Rayleightiv interferenc¢ni systém je zalozen na méfeni zmény indexu lomu. Zdrojem svétla je zde
laserova dioda. Po priichodu laseru dvéma uzkymi Stérbinami, z nichz kazda se nachdzi pod jednim
sektorem cely, dochazi k interferenci svételného vinéni a vzniku interferencnich prouzki. Sedimentace
Castic ve vzorku je doprovazena zménou indexu lomu, coz se nasledné projevi zakiivenim prouzkl a
jejich posunem oproti referenci. Obraz je zpracovan Fourierovou transformaci a vysledkem je posun
interferencnich prouzkli v zévislosti na radidlni vzdalenosti. Rayleighova interferen¢ni optika je
pouzitelna i pro studium neabsorbujicich latek (lipidy, polysacharidy). Oproti absorbancni optice ma
vys$i rozliSeni a vétSi rozmezi koncentraci, které 1ze pomoci ni sledovat. Vyzaduje ovSem naprosto
identické slozeni vzorku a reference (s vyjimkou sledovaného analytu), protoZze i maly rozdil
v koncentraci nékteré z latek zastoupenych v roztoku (napf. soli) ptispiva k signalu.
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Interferenéni prouzky. Zakfiveni prouzki je zpisobeno sedimentaci Eastic ve vzorku
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Interference svételnych vin a uspofadani interferen¢niho optického systému.
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