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ANOTACE
Tématem této prace je Ultracentrifugace lidské plazmy a jeji vyuziti v klinické biochemii.
Popisuje jednotlivé typy ultracentrifugace, analytickou a preparativni, jejich instrumentaci,

dale jednotlivé lipoproteiny a jejich analyzu pomoci této metody. Na konci se prace vénuje

rrrrrr

KLICOVA SLOVA

Analyticka ultracentrifugace, preparativni ultracentrifugace, lipoproteiny, ateroskleréza

TITLE

Ultracentrifugation of human plasma and its use in clinical biochemistry

ANNOTATION

The topic of this thesis is Ultracentrifugation of human plasma and its use in clinical
biochemistry. This thesis is describing individual types of ultracentrifugation, analytical
and preparative, their instrumentation, also individual lipoproteins and their analysis using
this method. The end of the thesis is describing desease relating to the deposition of lipids
into the arterial endothelium, atherosclerosis.
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UvoD

Sedimentace rozptylenych ¢astic je proces vyvolany silovym polem. Pokud na castice
pusobi jen gravitacni sila, sedimentace je pomald nebo k ni prakticky nedochézi. Pokud
se k urychleni procesu sedimentace pfipoji rotace vzorku kolem osy rotace rotoru, pusobi
na komponenty vzorku o nékolik tadt veétsi setrvacna odstfediva sila a v tomto piipadé
mluvime o centrifugaci. V prubehu tohoto procesu dochézi k separaci slozek vzorku zpravidla
na dvé frakce, na sediment nachazejici se na dn¢ kyvety a na supernatant umistény
nad sedimentem (1; 2). BéZn¢ dostupna zafizeni ur€ena k tomuto procesu, centrifugy, pracuji
pii relativni centrifugacni sile (RCF) do 20 000, nicméné K sedimentaci menSich ¢astic
se vyuzivaji zafizeni s mnohonasobn¢ vyssi RCF nazyvané ultracentrifugy (1).

Historie analytické ultracentrifugace saha do minulého stoleti, kdy jako prvni méfili
distribuci velikosti ¢astic na koloidech pomoci zvySeni otacek rotace a tim i centrifugaéni sily
roku 1924 Rinde a Svedberg. Svedberg ultracentrifugaci vynalezl a o dva roky pozdéji
za svoji praci ziskal Nobelovu cenu za chemii (3; 4; 5). Nichols, Kraemer a Bailey pozdg&ji
vylepsili pocateéni nastaveni distribuce velikosti Castic. Cantow byl naopak prvni, ktery
zmétil rozptyly polymert turbidimetrickym detektorem uvnitf pfistroje analytické
ultracentrifugy (AUC). Pouzil Mieovu teorii rozptylu svétla koloidnich ¢astic sférického tvaru
K vypoctu spravnych hmotnostnich procent riznych frakci ¢astic.

Poté Scholtan a Lange vyvinuli dal§i velmi jednoduché uspotfddani pro méfeni
distribuce velikosti ¢astic, které vyuzivalo maly turbidimetricky detektor s jednim paprskem.
Toto uspotadani dale rozvijel Machtle, ktery zavedl nové prvky. Zménil paprsek z jednoho
na dvojity, sedminasobné¢ zvysil méfici kapacitu zavedenim osmiclankového rotoru
a multiplexoru, coz umoziuje soubézné meétfeni sedmi vzorkii a standardu. A v neposledni
fad¢é zménil modifikaci z obvyklého provozniho rezimu za pouziti konstantni rychlosti rotoru
N na novy na Case zavisly provozni rezim N; ve kterém se rychlost rotoru zvySuje
exponencialné béhem jedné analyzy z N = 0 na maximalni rychlost N = 40 000 otafek/min
béhem hodiny vzdy se stejnym zrychlenim. To umoznuje, aby byly vzorky obsahujici velmi
malé castice okolo 10 nm a velmi velké Castice okolo 3 000 nm zméfeny b&hem jedné
analyzy. Zavedenim uspofadani paralelniho dvojlaserového svazku se zvySilo rozliSeni
a presnost meéfeni distribuce velikosti Castic. Na pocatku tohoto stoleti se staly novym
tématem extrémné malé anorganické koloidy v rozmezi 1-20 nm. Jejich rozptyl svétla je tak

slaby, ze turbidimetricky detektor uvniti ultracentrifugy se nemuize pouzit. Misto toho se
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pouzivaji moderni UV skenery nebo detektory refrakéniho indexu a rotory s konstantni
vysokou rychlosti, stejné jako U rozpusténych makromolekul (3).

Co se tyCe preparativni centrifugace, tak ta v minulosti dosahla svého technického
zdokonaleni Claudem a kol. ve 40. letech minulého stoleti, kdy se Claude zpoc¢atku zajimal
0 izolaci viru, ktery zplsoboval Raustv sarkom. Od toho ale opustil, jelikoz byl zaujat
myslenkou, ze ultracentrifugace umozni studovat normalni buiiky. To vedlo k vyvoji
diferencidlni ultracentrifugace, diky niz za pouziti elektronového mikroskopu objevil
mikrosomy, ¢astice vznikajici z endoplazmatického retikula p¥i homogenizaci tkané (6; 7; 8).
V poloving 40. let odhalil, jak vypadaji slozky uvnitf buiiky, nejvice vSak endoplazmatické
retikulum (ER). Palade, ktery v Claudové laboratofi pracoval, vylepsil centrifugacni techniku
a objevil a popsal ribozomy. Navic dale zdokonalil skute¢ny obraz struktury mitochondrii
a ER. De Duve po setkani s Claudem zacéal vyuzivat centrifugaci a mikroskopii ke studiu
subbunécéné urovne. Objevil dalsi cast bunky, ktera obsahovala nékolik travicich enzymi.
Dostala jméno lysozym a je zodpovédna za destrukci proteinti v butice. VSichni tfi ziskali
roku 1974 Nobelovu cenu za objev tykajici se strukturalni a funkéni organizace butiky, kdy
jejich prace je povazovana za pocatek bunééné biologie (9; 10).

I kdyz ultracentrifugace v 70. a 80. letech ztratila na popularité, v 90. letech opét
nabyla popularity diky nové instrumentaci a numerické analyze, hlavné co se tyce studia

proteinovych interakci (11).
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1 TYPY ULTRACENTRIFUGACE

1.1 Preparativni ultracentrifugace

Tento typ centrifugace slouzi k izolaci bun¢k z biologického materidlu, kdy vzorek je
centrifugovan a sediment bunck se nanasi na mikroskopické sklicko k dalsi analyze. Metoda
se vyuziva napt. pro diagnostiku nadorovych onemocnéni (1).

Preparativni ultracentrifugy lze pouzit k izolaci membranovych frakci a ribozomi

nebo Kk pripravé vzorki virt a k izolaci makromolekul (12).

1.1.1 Diferencialni (frakéni) centrifugace

Jedna se o nejjednodussi formu separace centrifugaci, kdy se Castice o rizné hustoté
¢i velikosti usazuji v suspenzi pfi riznych rychlostech, pficemz vétsi a hust$i se usazuji
rychleji. Béhem tohoto procesu je suspenze bun€k podrobena sérii cykli se stoupajicimi
centrifugacnimi poli, kdy se builkky nejprve rozdéli mechanickou homogenizaci
a pfi odstfedéni vysledného homogenatu se ziska supernatant a sediment. Sediment se vyjme
a supernatant se odstfedi vyssi rychlosti. Tento proces se nékolikrat opakuje (2; 7). Obecné
se tato metoda zaméfuje na izolaci mensich ¢astic od vétsich. Poskytuje dobré vysledky
za predpokladu, ze sedimentacni koeficienty ¢astic se vyznamné lisi (o n€kolik fadl), naopak
je mnohem méné¢ G¢inna, kdyz jsou jen malé rozdily v sedimentacnich rychlostech ¢astic (13).

Schéma diferencialni centrifugace popisuje obrazek 1.

= « *®

.g‘ R Malé castice

)§n . . (s malou hustotou)

EE ! 3 Stredneé velké Castice
g ] (se stredni hustotou)
= By @Ve]ké Eastice

«<

1 - . (s velkou hustotou)
Pred centrifugaci Po centrifugaci

Obrazek 1 Schéma prib&hu diferencialni centrifugace (1).

Ke zvysSeni vytéZku membranovych struktur a uvolnénych proteinovych agregati

se Casto sedimenty bunécnych ulomkt nékolikrat rehomogenizuji a znovu odstied’uji (6; 14).
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Utinnost této metody klesa, pokud se k analyze pouZivaji viskézni biologické tekutiny jako
plazma a sérum (15).

Vyuziva se k izolaci makromolekul, bun¢k, organel ¢i k odstied’ovani srazenin (1).
Ptikladem pouziti maze byt i1 diferencialni centrifugace exosomil, jejiz postup popisuje
obrazek 2.

Pirvodni kapalny vzorek

300 x g 10 min

_\

J

Sediment = buiiky
’ Supernatant

2000 x g, 10 min

\

i

Sediment = mrtvé bufiky S
- upernatant

10000 x g, 30 min

\

Sediment = bunééne ulomlcy

r
Supernatant

100000 x g, 70 min

'
Sediment = exosomy + kontaminujici bilkcoviny

Promyti .
o pBS. 100000 g, 70 min

Sediment = exosomy

Obrazek 2 Schéma postupu diferencialni centrifugace u exosomi (16).

1.1.2 Centrifugace s hustotnim gradientem

Tento typ centrifugace je preferovany zptisob k ¢isténi subcelularnich organel
a makromolekul, kdy se hustotni gradienty tvoii vrstvenim vrstvu po vrstv€ gradientniho
média, jako je napiiklad sachardza, do kyvety, kdy hustota klesa od dna k hladiné kyvety (1;
2; 17). Frakce bunék, které se maji separovat, se umisti navrch a odstiedi se (2; 18).

Hustotni gradient mize byt spojity (kontinudlni) nebo nespojity (diskontinudlni).
Spojity gradient vznika plsobenim odstiedivé sily nebo postupnym misenim dvou roztokl
0 rozdilné hustoté, pficemz jejich pomér se plynule méni. Pfipravuje se jako linearni,
konvexni ¢1 konkévni gradient. Nespojity gradient se naopak pfipravuje postupnym
nanaSenim roztokd o klesajici hustot¢ do zkumavek (1). Spojité gradienty jsou vhodné

pro separaci celych bunék nebo subcelularnich organel a pro izolaci nékterych typt virg.
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Naopak nespojité gradienty se uzivaji vice, jelikoz CcCastice prochazi skrze rozhrani
mezi vrstvami gradientu a jejich sbér je snazsi. Pouzivaji se napf. pii izolaci bunétnych
organel a n¢kterych vird, a také hormont, enzymu a dal$ich proteint, stejné jako nukleovych
kyselin (12; 19).

Separace na zaklad¢ hustotniho gradientu lze dé€lit do dvou kategorii, zénovou

a isopyknickou separaci (2).

1.1.2.1 Zoénova (rychlostni) centrifugace

Vzorek se vrstvi v zké zon€ navrch hustotniho gradientu, kde se ¢astice pti odstredivé
sile pohybuji v riznych rychlostech v zavislosti na jejich velikosti a hmotnosti (2; 17). Jak se
Castice pohybuji smérem dolt, tvofi se zony obsahujici ¢astice 0 podobné velikosti. Postup je

vyobrazen na obrazku 3.

Zona vzorlm

(==H)

ustotm

p G

s

4— Centrifugacni pole -
ge!
a
B

ot N d KO

A Navrstveni hustotniho gradientu
B: Aplikace vzorku
C: Po centrifugaci

Obrazek 3 Schéma pribéhu zonové centrifugace (19).

Hustota Castic je vétsi nez hustotni gradient, z toho divodu castice nakonec vytvori
sediment, pokud se bude dostate¢né dlouho odstied’ovat (19). Piiklady béZznych aplikaci jsou
separace bunécnych organel, jako jsou endosomy, nebo separace proteind, jako jsou

protilatky, které maji velmi podobnou hustotu, ale riznou hmotnost, na jejimz zakladé¢ se deli
do tfid (12; 17).
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1.1.2.2 TIsopyknicka centrifugace

Pocatky této techniky sahaji do roku 1957, kdy pfii jejim zrodu stali Meselson, Stahl
a Vinograd (20). Castice se d&li jen na zakladé hustoty, kdy velikost ¢astic ovliviiuje pouze
rychlost pohybu ¢astic, dokud neni jejich hustota stejna jako u okolniho gradientniho média.

Ptiklady pouziti zndzornuje tabulka 1.

Tabulka 1 Pouziti médii v riiznych isopyknickych separacich (17).

Médium Bunky Viry Organely Nukleoproteiny | Makromolekuly
limitované dobré dobré limitované nevyhovujici
pro urcité pro urcité pro urcité ) ]

) ] ] nevyhovujici nevyhovujici
aplikace aplikace aplikace
dobré limitované dobré nevyhovujici nevyhovujici

pro urcité

vyborné ) vyborné dobré limitované
aplikace
) pro urc€ité ) pro urcité
nevyhovujici ] nevyhovujici ] vyborné
aplikace aplikace

Podminkou je, aby hustota média byla vétsi nez hustota ¢astic, které se maji separovat,
diky ¢emuz ¢astice nebudou nikdy na dno kyvety sedimentovat. Po centrifugaci se Castice
0 specifické hustoté usazuji, dokud nedosdhnou mista, kde je jejich hustota stejna jako
gradientniho média, tedy do rovnovazné polohy (2; 12; 18; 19). Schéma prubéhu centrifugace
popisuje obrazek 4. Obvyklym ptikladem této metody je separace nukleovych kyselin
v gradientu CsClI (17).

17



Pted centrifugaci Po centrifugaci

«— Centrifugacni pole —

i

Obrazek 4 Schéma prib&hu isopyknické centrifugace (19).

1.2 Analyticka ultracentrifugace

Jedna se v podstaté o preparativni ultracentrifugaci, kterd zahrnuje jistou formu
optického systému pro pozorovani sedimentace ¢astic (makromolekuly ¢i makromolekularni
agregaty) vredlném case a v odstiedivém poli, coz umoznuje velmi piesné stanoveni
hydrodynamickych a termodynamickych parametri. Pomoci této metody se ziskavaji
sedimentacni a difizni koeficienty.

Rychlost sedimentace poskytuje hydrodynamickou informaci o velikosti a tvaru
molekuly, zatimco sedimentacni rovnovaha poskytuje termodynamickou informaci o moléarni
hmotnosti roztoku, asociacnich konstantdich a stechiometriich. Navic ucelem je
charakterizovat kli¢ové vlastnosti vzorku nez pfiprava ¢i €iSténi vzorku pro néasledné pouziti
(12; 21, 22; 23; 24).

Na rozdil od spousty bézné¢ uZivanych metod jsou vzorky pii pouziti AUC
charakterizovany v jejich pfirozeném stavu. Analyzy se provadéji ve volném roztoku, takZe
nedochazi k zadnym komplikacim v dusledku interakce s matricemi ¢i povrchy, coz muize
zatlacit do pozadi nékteré typy bézné pouzivanych metod jako je gelova filtrace. Dalsi
vyhodou je, ze analytickd ultracentrifugace je nedestruktivni, proto mohou byt vzorky
po AUC dale vyuzity pro dalsi analyzy (21; 25; 26).

Vyuziva se v biologickych védach ke studiu fyzikdlnich a chemickych vlastnosti
proteinl, nukleovych kyselin, polysacharidi a supramolekularnich struktur, jako jsou
ribozomy, viry a enzymy o vice podskupinach (27).

Analytickd ultracentrifuga pracuje ve dvou zdkladnich rezimech: sedimentacni

rychlosti a sedimentacni rovnovaze (28).
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1.2.1 Rychlost sedimentace

Rychlost sedimentace je hydrodynamickou technikou (29). Pfi pouziti dostate¢né
velké odstredivé sily za vysokych otacek se zatnou vSechny makromolekuly stejnomérné
pohybovat ke dnu kyvety. Dochdzi tak k vytvofeni pohybujictho se rozhrani
mezi sedimentujicimi makromolekulami a mistem roztoku, ve kterém se jiz nenachazeji. Toto
rozhrani se pohybuje od menisku smérem ke dnu kyvety a rychlost pohybu rozhrani se sleduje
sérii snimkd. Vlivem difuze vSak zéarovenn dochazi k rozmyvani tohoto rozhrani, coz se
na snimcich projevi zménou jeho tvaru, jak popisuje obrazek 5 (4; 29). U homogennich
vzorkd se tvofi jedno rozhrani, u smési bud’ jedno ¢i vice rozhrani (29).

1,5 T T T T

R I
Meniskus Dno kyvety —e
A vzorku Rozhrani. t1

Rozhrani sedimentuji a |
difunduii s ¢asem
~«—— Referenéni meniskus Rozhrani, t10
--|:|: 5 1 i i | |
6,0 6,2 6,4 6,6 6,8 7.0 7.2
r (cm)

Obrazek 5 Méfeni sedimentaéni rychlosti (4).

Rychlost sedimentace se vyuziva kvalitativné k charakterizaci homogenity vzorku
a kvantitativné k ur¢eni hmotnosti a tvaru molekul ptitomnych ve vzorku (29; 30). Z rychlosti

pohybu a tvaru rozhrani lze urcit sedimentacni a difuzni koeficient dané makromolekuly (4).

1.2.1.1 Difhzni koeficient
Diftzni koeficient je definovan prvnim Fickovym zdkonem:
J = —-DVC,
kde J je tok latky (celkovy pocet ¢astic dopravenych za jednotku ¢asu napfic¢ jednotku

povrchu), D difuzni koeficient a VC koncentra¢ni gradient (31).
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1.2.1.2 Sedimentacni koeficient
Sedimentacni koeficient charakterizuje pohyb castic v odstfedivém poli a vyjadiuje

sedimentacni rychlost na jednotku odstredivé sily:

_dr 1

S = — —_—
dt w?2r

kde s je sedimentacni koeficient, r polomér od stiedu rotace, t ¢as a w je thlova
rychlost (31; 32; 33). Ma rozméry v sekundach a vyjadiuje se ve Svedbergovych jednotkach
rovnajicich se 10%% s (29). Experimentalné Ize stanovit sedimentaéni koeficient jen pomoci
ultracentrifugy (31).

Pomoci sedimenta¢niho koeficientu lze vypoditat k-faktor, ktery ustanovuje minimalni
dobu analyzy potfebnou k sedimentaci ¢astic. Za piedpokladu, Ze zname sedimentacni
koeficient, Ize k-faktor vypocitat ze vztahu:

k=TxS,
kde T je ¢as v hodinach potiebny k sedimentaci a S sedimentac¢ni koeficient

ve Svedbergovych jednotkach (29).

1.2.2 Sedimentacni rovnovaha

Pti této analyze je vzorek centrifugovan pfi nizsich otackach, kdy rozpusténé latky
sedimentuji ke dnu kyvety. U dna se zvySuje jejich koncentrace, v blizkosti menisku naopak
klesa a diftize zac¢ind pusobit proti sedimentaci. Po urcitém cCase se tyto dva protikladné
procesy dostanou do vzajemné rovnovahy a koncentracni profil se dale neméni. Nevytvofi

se zadné pravé rozhrani, jak znazornuje obrazek 6 (4; 34; 35).

690 695 700 705 710 7145 7120

r (cm)
c/co = pomeér koncentrace v dané
radialni poloze a ¢asu ku koncentraci
pred centrifugaci

Obrazek 6 Méfeni sedimentacni rovnovahy (36).
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Sedimentacni rovnovaha je jedna z nejlepSich metod uréovani molekulové hmotnosti
makromolekul, od sacharidi (M, = 360) az po viry (M; = mnoho miliont1). Pomoci vyuziti
fyziologickych pufra Ize ur¢it molekulové hmotnosti proteinovych komplexa ¢i stabilnich
nativnich oligomerQ proteinti, zatimco pomoci denaturujicich roztokti chaotropnich ¢inidel,
napf. mocoviny, lze ur¢it hmotnost podjednotek (4). Je i nejvhodnéjsi metodou ke stanoveni
stechiometrie mezi rdznymi proteiny nebo pro charakterizaci pevnosti reverzibilnich

vazebnych interakci (30; 35).
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2 INSTRUMENTACE

Centrifuga je zafizeni vytvarejici odstfedivé pole rychlou rotaci rotoru. Specidlni
konstrukce centrifug nam dovoluje nechat piisobit tato pole na vzorky uvnitf rotoru, coz vede
k sedimentaci nebo flotaci rozpusténych nebo dispergovanych makromolekul ¢i ¢astic a také
K jejich frakcionaci, pokud maji makromolekuly ¢&i &astice riizné velikosti ¢ hustoty. Castice
v centrifuze sedimentuje rychlosti, kterd je umérnd odstfedivé sile na ni plisobici. Pti stalé
odstfedivé sile a viskozité kapaliny je rychlost sedimentace ¢astice umérna jeji velikosti
(molekulovou hmotnosti) a rozdilem mezi hustotou ¢astice a hustotou roztoku.

Ultracentrifugy vytvareji pole vyssi nez 5000 nasobek zrychleni zplisobené zemskym
gravitacnim polem. Jsou nejen chlazeny, ale rotor je téz ulozen ve vakuové komote, aby se
zabranilo tfeni mezi molekulami vzduchu a rotorem, coz by zvysSovalo teplotu rotoru
a samotné¢ho vzorku béhem centrifugace. Dale je dulezité, aby rotujici rotor byl stabilni
a prosty otfestl. Nestabilita totiz miize zplisobit proudéni a miseni obsahu zkumavky, obzvlast’
pokud jsou koncentrace a koncentra¢ni gradient rozpusténé latky nizké a mohou vést
ke komplikacim Vv koncentra¢ni distribuci v oblastech s vysokym koncentra¢nim gradientem
(12; 21, 37; 38; 39).

Ultracentrifugy jsou schopny dosahnout rychlosti okolo 100 000 - 150 000 otacek/min
s odpovidajicim maximem RCF ptiblizn¢ 800 000 tihového zrychleni (g) (12). RCF je pomér
odstfedivého zrychleni pifi ur€eném poloméru a rychlosti k standardnimu gravitaénimu
zrychleni, tedy udava, kolikrat je odstiedivé zrychleni vyvinuté centrifugou vétsi, nez je

tihové zrychleni (1; 32). Zakladni uspofadani ultracentrifugy znazoriuje obrazek 7.
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Obrazek 7 Uspotadani ultracentrifugy (39).

2.1 Rotory

Rotor je ¢ast centrifugy, ktera slouzi k umisténi kyvet ¢i zkumavek se vzorky (1).
Zakladni analytickd centrifuga je vybavena rotorem se Ctyfmi otvory. Jeden z otvorl
se obvykle pouziva jako referencni (fikd se mu protivdha) k provadéni kalibrace pifi dané
centrifugaéni rychlosti, tfi mista poté zbyvaji na vzorky. Provoz s nékolika kyvetami zvySuje
pocet vzorkd, které 1ze méfit béhem jediné analyzy (38; 39).

Ultracentrifugacni rotory, které jsou vyrabény v ovalném tvaru z davodu zvySeni
rychlosti, musi byt schopné odolat obrovskému gravitaénimu stresu. Napiiklad pti 60 000
otaek za minutu generuje typicky rotor ultracentrifugy odstiedivé pole ve zkumavce
okolo 250 000 g. Za téchto podminek ma 1 g zjevnou hmotnost 250 kg, tj. % tuny. Rotor také
musi umoznovat prichod svétla skrze rotujici vzorek v ptipadé AUC diky prithlednému krytu
a také musi byt pfitomen jisty mechanismus pro méteni teploty (38; 40; 41). Ohfivani rotoru
je minimalizovéano jeho provozem ve vakuové komote.

Mimo jiné jsou v zafizeni obsazeny cetné bezpecnostni prvky a mozné tichyty rotoru
I pfi vysokych rychlostech, aby se mozné poskozeni izolovalo jen na ultracentrifugu a nedoslo

k poranéni obsluhy ¢i poskozeni jiného vybaveni laboratoie (40).
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2.1.1 Rotory dle materidlu
V minulosti se pouZzivaly rotory z ocele a hliniku, v dnes$ni dobé& pievladaji rotory
z titanu (39).

2.1.1.1 Rotory z hlinikové slitiny

K dosazeni vysokého vykonu pozadovaného pro velmi vysoké rychlosti
centrifugacnich rotorii lze pouzit slitiny titanu a hliniku. I kdyz jsou levnéjsi, o rotory
vyrobené z hlinikové slitiny je nutné se peclive starat, protoze material je obzvlast’ nachylny
ke korozi. Vétsi koroze hlinikovych rotorti je zptisobena kyselinami, zdsadami a vysokymi
koncentracemi solnych roztokd (napf. NaCl a KBr pouzivanych pti frakcionacich
lipoproteint, (NH4)2SO4 pouzitého pii srazeni bilkovin a soli cesia nebo rubidia pouzivané
pfi pfipravé hustotnich gradientl) z divodu mechanického poskozeni, potiisnéni rotoru
aneoSetfeni neutralnim roztokem (6; 37; 42). Nicméné i ziedéné roztoky soli v pufrech
mohou byt koncentrované z diitvodu odparovani rozpoustédla a to opét vede ke korozi rotorii
(37).

Hlinikové rotory jsou obvykle anodizovany neboli eloxovany, kdy se na jejich
povrchu vytvoii ochrannd vrstva oxidu hlinitého. Takto se zamezi korozi a opotiebeni, ale to
neni vzdy nejucinnéj$i metoda ochrany kovu, protoze je tato vrstva tenkd a snadno se
poskrabe. Pokud je anodicka folie béhem centrifugace néjakym zplsobem posSkozena,
kapalina pfitomna v dutiné zkumavky rotoru je zatlacena do krystalické struktury kovu. To

nakonec vede ke stresové korozi, ktera je hlavni pfi¢inou poruchy téchto rotori (12; 37; 43).

2.1.1.2 Titanové rotory

Titanové rotory jsou na rozdil od hlinikovych odolnéjsi vii¢i korozi, protoze na slitinu
Z titanu nepuisobi vétSina kyselin, zasad a roztokl soli, ale mé tu nevyhodu, Ze je mnohem
draz8i. Vysoce vykonné rotory ztitanu vydrzi vice cykli pfi plné rychlosti neZ rotory
hlinikové. Nicméné opakované cykly zrychleni a zpomaleni z maximalni rychlosti nakonec

rotor oslabuji, coZ si vyzada sniZeni maximalni rychlosti nebo vyménu rotoru.

2.1.1.3 Rotory z uhlikovych vliaken
Jednou z hlavnich patentovanych inovaci centrifugace 90. let bylo zavedeni rotort

z uhlikovych vléken, které skytaji mnoho vyhod. Tyto rotory jsou az o 60 % lehci
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nez srovnatelné rotory z titanu a o 50 % leh¢i nez srovnatelné rotory z hlinikové slitiny, 0z
usnadnuje jejich zvedani, prenédseni a Cisténi. Kromé toho jsou schopny dosdhnout maximalni
rychlosti rychleji nez srovnatelné rotory z kovu (12; 37).

Vzhledem Kk pevnosti kompozitniho materialu dalece pfevySuje jejich zivotnost
zivotnost kovovych rotor. Z divodu zabranéni poruSe rotoru zvefejniuje vétSina vyrobcl
doporucené instrukce pro demontdz a vyménu kovovych rotorti zaloZzené na urcitém poctu
chodt nebo hodin, coz u tohoto typu rotorit neni nutné.

Co se tyce koroze, tak uhlikové vlakno je proti ni odolné na rozdil od hliniku a titanu.
Vysledkem je, ze tyto rotory jsou odolnéjsi k expozici pravidelné¢ se vyskytujicich
laboratornich Ziravin a neskytaji riziko v pouziti s vétSinou zdsaditych laboratornich
detergenti.

Materialy z uhlikovych vldken jsou tepelnymi izolatory, ne tepelnymi vodici, proto
zustavaji biologické vzorky pti konstantni teploté béhem centrifugace mnohem déle
nez U kovovych rotorti. Vysledkem je, Ze chladici systém centrifugy miize pracovat méné

atrvat déle, ¢imz poskytne konecnému uzivateli zvySenou ochranu vzorku i Gsporu energie

(37).

2.1.2 Rotory dle pozice zkumavky

Vybér rotoru, ktery pouzijeme, zavisi na objemu vzorku, poctu ¢astic ve vzorku, které
se maji odseparovat, velikosti ¢astic a/nebo hustoté, pozadovaném c¢asu chodu a pozadované
kvalité separace.

Typy béznych rotort jsou vykyvné, s pevnym thlem, vertikalni a témét vertikalni.

Orientaci vzorku popisuje obrazek 8.
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Obrazek 8 Orientace vzorki u b&znych typt rotort (37).

2.1.2.1 Vykyvné rotory
U vykyvnych rotori dochazi béhem centrifugace k plynulé zméné thlu,
jenz zkumavky sviraji s osou rotace rotoru. Na zacatku analyzy jsou ve vertikalni poloze.

Po zahajeni centrifugace se zméni poloha téméf na horizontalni, tj. o cca 87° (1; 17),

jak popisuje obrazek 9.
Centrifugacni pole
P
Klidova pozice Pozice zkumavky
zkumavky I Osarotace pi centrifugaci

Obrazek 9 Prufez vykyvnym rotorem (1).

Tyto rotory se pouzivaji K usazovani ¢astic v roztoku, rychlostnim zénovym studiim

v w7

(separaci v zavislosti na velikosti a hustoté Castic) a isopyknickym studiim s hustotnim
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gradientem (separace jen Vv zavislosti na hustot¢). Nejcastéji se vSak vyuzivaji pfi zénové
metod¢ S hustotnim gradientem, ve které je zapotfebi maximalni rozliSeni komponent
ve vzorku. Nicméné vzhledem k délce zkumavek ve vodorovné poloze jsou Casy analyzy
u této metody K separaci vzorku velmi dlouhé a to v dusledku zvySené vzdalenosti, Kterou
musi ¢astice ujit pro G€innou separaci.

Rychlostni zénovéd metoda odd€luje céastice na zakladé velikosti a sedimentacniho
koeficientu. Béhem centrifugace se celkovda hmotnost vzorku ve zkumavkach soustied’uje
nadno vtomto typu rotori. Tato vaha kyvet zpusobuje pii procesu centrifugace jejich

nadmérné namahani a muize vést az k jejich selhani (37; 44).

2.1.2.2 Rotory s pevnym thlem

U rotorG s pevnym uhlem se uhel, ktery sviraji zkumavky s osou otaceni rotoru,
pohybuje v rozmezi od 17° po 34° ve vysokoobjemovych centrifugach, zatimco thel muze
byt az 45° ve stolnich modelech ¢i mikroobjemovych rotorech. Tyto thly umoziuji bezpecné
dosahnout nejvyssi moznou rychlost s nejkrat$i dobou drahy ¢i radialni vzdalenosti s kratsi
dobou analyzy. Rotory s pevnym thlem se nejlépe vyuzivaji pro usazovani ¢astic v roztoku,
ale také pro centrifugaci v hustotnim gradientu. Jsou to nejuniverzalngjsi rotory centrifugy (1;

37). Prufez timto rotorem zobrazuje obrazek 10.

Centrifugacni pole

Osa rotace

Obrazek 10 Prifez rotorem s pevnym uhlem (1).

Castice u téchto rotorii se pohybuji spiralovité smérem dola (Coriolisiv efekt),
jak migruji smérem ke sténé¢ béhem centrifugace, dokud pocatecni sediment nenaplni
polokulovité dno zkumavky. Dalsi sedimentujici Castice se shromazd’uji na povrchu
sedimentu pod uhlem, ktery je shodny sosou otaceni. Usazovani materialu na sténé
zkumavky se pozoruje pouze tehdy, je-li pocatecni koncentrace sedimentujicich c¢astic

Vv roztoku extrémné vysoka (37).
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2.1.2.3 Vertikalni a témér vertikalni rotory

Vertikalni rotory udrzuji centrifuga¢ni zkumavky 0° od osy otaceni rotoru a témeéft
vertikalni rotory maji tuhly mensi nez 9°. Z toho diivodu maji tyto rotory nejkratsi délku drahy
¢i radialni vzdalenost. Prafez rotorem popisuje obrazek 11.

Centrifugacni pole

Osa rotace

Obrazek 11 Prufez vertikalnim rotorem (1).

Béhem centrifugace se komponenty vzorku rozdéli do vertikdlnich zoén, které
po probéhnuti centrifugace vytvori vrstvy horizontalni (1; 37). Kratsi délka drahy vertikalniho
rotoru snizuje dobu chodu u isopyknickych studii s hustotnim gradientem. Nicméné rozdil
se vytraci, kdyz separace zahrnuje vzorek s vice slozkami, protoze sediment nashromazdény
na stén¢ zkumavky zistane, dokud se neukonéi centrifugace. Poté, co rotor zpomali,
aby zastavil, veskery sediment, ktery se usadil béhem centrifugace, odpadne ze stény
zkumavky a znovu kontaminuje separované zony vzorku v roztoku (37).

Vertikdlni rotory se pouzivaji zejména k separaci vzorkli o malych objemech.

S kratkou délkou drahy umoziuji rychlou separaci (44).

2.1.2.4 Zonalni a priitokové rotory

Tyto dva typy rotorli se vyuZivaji pro preparativni izolaci ¢astic z velkych objemd.
Prvni z nich, zonalni rotor, se pouziva pro objemy 300 - 1700 ml a umoziuje centrifugaci
Vv hustotnim gradientu, kdy K plnéni a vyprazdnovani rotoru dochazi béhem jeho otaceni, diky
¢emuz se zabrafuje promichani gradientu. PouZzivd se napiiklad pro pfipravu vakcin
a U rychlostni zonové centrifugace (1; 14). Vyhodou je kratké trvani analyzy a dobra kvalita
déleni. Nejvetsi nevyhodou je vSak ziedéni vzorkl, ke kterému dochézi, coz vyzaduje
po analyze zakoncentrovani (44).

Druhy z nich, prutokovy rotor, je mozné vyuzit k zakoncentrovani Castic z roztoku.
Kapalina oprosténa sedimentovanych castic nebo obsahujici leh¢i castice odtéka béhem

centrifugace ven z rotoru specialnim kanalkem a t¢z§i Castice se zakoncentrovavaji v rotoru.
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Nekteré rotory jsou uzpusobeny K tomu, aby bylo mozné odvadét z rotoru i usazené Castice

k dalsimu zpracovani (1).

Vyuzitelnost vybranych typi rotorti u danych metod popisuje tabulka 2.

Tabulka 2 Shrnuti aplikace a vyuzitelnosti rotorti u uréitych metod (17)

. Rychlostni zonova _ )
Typ rotoru Sedimentace Isopyknicke studie
metoda
Vyborny S urcitym omezenim Variabilni
Neefektivni Dobry Dobry
Nevhodny Dobry Vyborny
Nevhodny Vyborny Dobry

2.2 Kyvety

Vzorky uréené k analyze jsou umistény v kyvetach ¢i zkumavkach, které se vyznacuji
riznym tvarem 1 velikosti. Na zdklad€ velikosti jsou schopny pojmout rizny objem,
od desetin mililitri po nékolik litri. Plni se obvykle do 2/3 objemu, vyjimkou jsou
vsak uzaviratelné kyvety, které se plni Gplné (1).

Analytické ultracentrifugac¢ni kyvety musi odolavat tlakim zpisobenymi extrémné
vysokymi gravitaénimi poli, nesmi téct ani se deformovat, a pfesto musi umoznovat prichod
svétla skrze vzorek, aby bylo mozné méfit distribuci koncentrace v ptipadé AUC (38; 39).
K dosazeni téchto cili je vzorek ulozen obvykle uvniti dutiny ve tvaru sektoru (viz obrazek

12) mezi dvéma tlustymi okénky kiemene ¢i safiru (38).
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Obrazek 12 Schéma kyvety se dvéma sektory (4; 38).

Kfemen se vyuziva obvykle pro absorp¢ni detekci, zatimco safir pro interferencni
opticky systém, jelikoz ma vyssi odolnost vi¢i mechanickému namaéhani, které by mohlo
zkreslovat vysledky (45; 46). Vyhodou kiemene je niz$i cena a také $irSi spektrum svétla,
které jim muze prochazet pii pouziti UV detektord (39). Kyvety se dvéma sektory jsou
pro AUC k dispozici s optickymi délkami 3 a 12 mm. Kombinace rtiznych délek optické
drédhy a volitelnych vlnovych délek umoziiuje méteni Sirokého rozsahu koncentraci vzorku
(38).

Kyvety ve tvaru sektoru jsou nepostradatelné pro rychlostni praci, protoze
sedimentujici ¢astice se pohybuji po radidlnich liniich. Pokud by byly prostory rovnobézné,
sedimentujici molekuly by na okraji narazily do stén a zpusobovaly by chyby zplsobené
proudénim (38; 39).

Vzorek roztoku se umisti do jednoho sektoru a vzorek rozpoustédla, zpravidla pufru,
do néhoz je vzorek preveden dialyzou, do sektoru druhého. Referenéni sektor je obvykle
plnén o néco vice nez sektor vzorku z toho divodu, aby referencni meniskus nezakryval

meniskus vzorku. Opticky systém méfi rozdil v absorbanci mezi vzorkem a referencnim
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sektorem. Kyvety se dvéma sektory také usnadnuji meéfeni rozdili v sedimenta¢nim
a difuznim koeficientu (4; 38).

Srdcem kyvety je stfedovy dil, ktery si Casto tvoii nebo upravuji sami uZivatelé
za ucelem ptizplsobit jej pro své specidlni potieby. Je vyroben z hlinikové slitiny zesilené
epoxidem nebo polymerem znamym jako Kel-F (38; 39). V zasad¢ existuji Ctyfi typy (viz
obrazek 13):

a) jednosektorovy — obsahuje jen roztok vzorku; pouziva se hlavné
u Schlierenova optického systému a turbidimetrické detekce,

b) dvousektorovy — vyznacuje se dvéma oddélenymi komorami, jedna slouzi
pro roztok vzorku, druhy pro rozpoustédlo; pouziva se u zakladnich detekénich
systémi (Ryleighové interferencni optice, UV/VIS absorpci a Schlierenoveé
optickém systému),

c) vicekanalovy — je uréen pro tii az pét vzorkl;, pouziva se vyhradné
v sedimentacnich rovnovaznych analyzach,

d) stfedovy dil s uméle vytvofenym rozhranim — existuje ve dvou podobach,
kapilarni a zaklopkové; umoziiuje vrstveni rozpoustédla nebo roztoku
na roztok vzorku nebo rozpoustédla, zatimco se otaci rotor (39); mohou
se pouzit napft. pro pozorovani nukleace a rustu anorganickych koloida (11).

Jednosektorové stredni dily Dvousektorové stredni dily Vicekanalové stiedni dily

®0 90

Dvojsektorovy stfedni dil s umele Jednosektorovy stfedni dil s uméle
Vytve orenym rozhranim vytofenym rozhranim Vicekanalovy stredni dil

L -
Obrazek 13 Stredové dily (39).

Co se tyCe kyvet vyuzivanych u preparativni ultracentrifugace, tak ty se vyuzivaji

nasledujici:
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a)

b)

d)

9)

polypropylenové — prusvitné ¢i prihledné v zavislosti na tloustce stény;
obvykle nesmacitelné; opakované pouzitelné; vyuzivajici se u mnoho kyselin,
zasad, alkohold, dimethylsulfoxidu (DMSO) a nékterych organickych
rozpoustédel; mohou se pouzivat s i bez vicka v rotoru s pevnym thlem (32),
polypropylen tereftalatové - nevhodné pro organicka rozpoustédla (47),
polykarbonatové — pevné, neohebné, nesmacivé; sklenény vzhled; pouzivané
V rotoru s pevnym uhlem a v poloviné rotori vykyvnych; vlivem stresu mize
dochazet k tvorbé jemnych trhlin, které postupné nabyvaji na velikosti
a zpusobuji unik kapaliny; materidl se vyznacuje odolnosti vi¢i vSem
gradientnim médiim krom¢ alkalickych latek; vyuzivaji se pro nékteré slabé
kyseliny, nevhodné jsou pro vSechny baze, alkohol, alkalické detergenty a dalsi
organicka rozpoustédla (32; 47),

polyethylenové — prasvitné ¢i pruhledné; odolné vuci silnym kyselinam
a zasadam; opakované pouzitelné; U vykyvného rotoru se pouzivaji bez vicka
a s nebo bez vicka v rotoru s pevnym thlem,

ultra-prizra¢né — vyrobené z tvrdého termoplastu; tenkosténné a nesmacivé;
prihledné; nutné plnit celé a uzaviené pro pouziti v rotoru s pevnym thlem,
ultra-Cisté — jednorazové pouziti; odolné vuci vétsing slabych kyselin
a nékterych slabych bazi; nevhodné pro DMSO a vétSinu organickych
rozpoustédel vetné vSech alkohold,

propionat celuldzy - pouzivané v rotoru s pevnym Uhlem; kuzelové, prihledné,
pouzivané jednorazove¢; pouzivajici se bez vicek, naplnéné celé; odolné
ke v§em gradientnim médiim véetné téch zasaditych; nevhodné pro vétsinu

kyselin a alkoholu (32).

2.3 Optické systémy

Optické systémy se vyhradné pouzivaji v AUC, konkrétné ke stanoveni koncentrace
vzorku v zavislosti na poloze v kyveté. Jsou izolovany od vibraci zptisobenych mechanickymi
¢astmi uvnitt pfistroje a dal$imi zafizenimi v budové. Optické systémy jsou oprostény
od vibraci nadnasejici optickou lavici uvniti vnéjsiho ramu ultracentrifugy. Moznosti jsou
dostupné k automatickému sekvencnimu fotografovani v piredvolenych ¢asovych intervalech

a Casech expozice. Tradi¢né se vyuziva UV/VIS absorpce a index lomu, kdy UV/VIS opticky
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systém je historicky prvni detekéni metodou aplikovanou v AUC (23; 40). Specifikace
vybranych optickych systému popisuje tabulka 3.

Tabulka 3 Specifika zakladnich optickych systému (25).

Absorbance Interference Fluorescence
0,1 optické hustoty 0,1 mg/cm’ 100 pM
2 -3 tady 3 — 4 rady 6 — 8 fada
Dobra Vyborna Dobra
20-50 10 20 - 50
60 — 300 1-10 60 — 90

2.3.1 Refraktometrické metody

Prvotni centrifugy se o tyto metody opiraji k ziskani distribuci koncentrace, kdy roztok
ma obvykle vétsi index lomu nez Cisté rozpoustédlo. Tento princip se vyuzivd ve dvou
riznych optickych systémech, Rayleighové interferenénim a Schlierenové. Nevyhodou obou
metod je pouziti referen¢niho sektoru, kdy urcuji rozdil koncentrace vzhledem ke koncentraci
v referen¢nim bod¢€. Vyhodou je naopak to, ze se daji pouzit pro materialy s malou optickou
absorbanci.

Co se tyce citlivosti, tak Schlierentiv opticky systém je méné citlivy neZ interferencni.
Lze ho vyuzit pro proteiny v koncentracich 1 — 50 g/l. Interferenéni opticky systém se

vyznacuje vynikajici pfesnosti, ale je omezen na rozsah koncentrace 0,5 — 1 g/l (38).

2.3.1.1 Rayleighiiv interferen¢ni opticky systém

Tato metoda se opird o skutecnost, Ze rychlost svétla se sniZi pfi prichodu oblasti
S vy$§im indexem lomu. Kdyz je index lomu ve vzorku vyssi nez u standardu, vlina vzorku
se zpomali vzhledem k referencni viné. To zptlisobi, Ze pozice horizontaln€ umisténych pruhti
se posunou vertikalné¢ v poméru k rozdilu koncentrace vzhledem K referenénimu bodu (25;
38). Pokud je koncentrace referenéniho bodu znama, koncentraci V jakémkoli bod¢ 1ze

spocitat (38).
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Jako zdroj svétla se pouziva laserova dioda (A = 675 nm) nad rotorem.
Monochromatické paralelni svétlo ze zdroje prochdzi dvéma paralelnimi Stérbinami
nad méfici kyvetou a umoziiuje soucasné osvétlovat standard a sektor vzorku méfici kyvety.
Svétlo z obou Stérbin vytvoii interferencni obraz paralelnich osvétlenych a tmavych pruht

za kyvetou v rovin¢ kondenzacni ¢ocky (rovin¢ snimace kamery), jak popisuje obrazek 14
(39).

Laserovy

: l ' 'l paprsek
= G B ARXESRES

ﬁ DVO]lta
_/ C==:::: Stérbina

: Stredovy
\Zdroj svétla 3 P dil
- ~tirbiny Gotky
3 Zaznam
Kondenzacni =  pruby

s Zrcadlo

<

Zrcadlo ~
E? E Kamera
f= ]
& T Snimac
Cocka kamery =~ —
.
{/
Cylindricka ¢ocka A
N
Hranol

Zrcadlo

Obrazek 14 Schéma Rayleighova interferen¢niho optického systému (39).
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2.3.1.2 Schliereniiv opticky systém

Vybojka bilého svétla osvétluje Stérbinu, kdy svétlo pak prochazi kolimacni ¢ockou,
sklenénym hranolem o 90° a nasledn¢ vstupuje do vakuové komory skrze okno utésnéné
vakuem. Po prachodu kyvetou obsahujici vzorek uvniti rotoru je svétlo zaostieno
kondenzacni ¢ockou skrze druhé okno utésnéné vakuem na rovinu fazové desticky. Svétlo
pak dopadne na kameru, kde je obraz viditelny ve formé¢ schlierenova piku ¢i linie
na monitoru, kdy kamera je pfipojena k pocita¢i pro dalSi zpracovani. Schéma metody

popisuje obrazek 15. Jako zdroj svétla se mize vyuzit xenonova lampa (39).

e Detekéni jednotka

(1 C

_|_ Cyflindrické &ocky

!':1— Cocka kamery

——]
EE' —Fazova desticlka

) oL Kondenzacni focka
Valuové utésnéné , = i :
otvory / |
| T 5 | Vakuova komora
Schlierenova stérbina .
_ i1 | Rotor
Zdrojsvétla W e,
““l il ] ' ]
b s V 4 '
Kolimaéni focka Chladi¢
\-5:; Hranolo 90°  Motor

Obrazek 15 Schéma uspofadani Schlierenova optického systému (39).

Schliereniiv obraz je mirou koncentra¢niho gradientu. Zména koncentrace vztazena
K ur¢itému bodu v kyveté (napf. menisku) muze byt v jakémkoli bodé uréena integraci
schlierenova profilu, nicmén¢ pouze tehdy, je-li koncentrace v referenénim bod¢ znama, mize
byt stanovena absolutni koncentrace v jakémkoli jiném bod¢ (38). Tato metoda je podobna
Rayleigho interferometru, nicméné ma navic fdzovou desticku v ohnisku kondenzacni Cocky.

Citlivost je srovnatelna s Rayleighovou optikou (23; 39).
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2.3.2 Absorpéni optika

Jedna se o nejcastéji pouzivany opticky systém, je nejjednodussi na obsluhu a pracuje
jako standardni dvojpaprskovy spektrofotometr, kdy lze analyzovat tfi az sedm vzorkl
spolecné se standardem. Svétlo prochazejici roztokem obsahujicim molekuly, které absorbuji
svétlo, ztraci na intenzité, coz kvantitativné popisuje Lambert-Beeriv zakon:

A=¢egXcXl,

kde A je absorbance, ¢ molarni absorp¢ni koeficient, ¢ koncentrace vzorku a | délka
absorp¢ni vrstvy (23; 25; 39).

V této metodé se vyuziva vysokofrekvenéni xenonova vybojka, kterd umoziiuje
pouziti vlnovych délek 190 — 800 nm, nicmén¢ limitujici intenzita svétla mize omezit
pouzitelny rozsah vlnovych délek. Mnoho standardnich slozek biologického vzorku silné
absorbuje pfi kratkych vlnovych délkach (napt. disulfidy, dusikaté slouceniny, nékteré
detergenty), takze se musi s opatrnosti volit slozky rozpoustédla, pokud je pozadovano
analyzovat pii kratkych vinovych délkach (25; 38).

Svétlo z vybojky prochazi clonou o priméru 1 mm, aby narazilo na difrakéni miizku
monochromatoru na horni stran¢ optického ramena. Monochromatické svétlo poté opousti
optické rameno a prochdzi jednim ze dvou sektorit kyvety obsahujici bud vzorek,
nebo rozpoustédlo. Béhem priuchodu métici kyvetou se intenzita svétla snizuje interakci
se vzorkem nebo rozpoustédlem dle Lambert-Beerova zédkona. Pod rotorem dochazi zbyvajici
svétlo k pohyblivé $térbinové sestave, ktera umoznuje snimat sektor kyvety radialné. Objektiv
zaostii svétlo na fotonasobic. Dalsi otvor ve spodni ¢ésti sestavy jesté jednou snizuje intenzitu
svétla. Svétlo opoustéjici sestavu dosahne fotonasobiCe, ktery méfi intenzitu svétla

prochéazejici kyvetou (39). Schéma uspotadani piistroje popisuje obrazek 16.
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Obrazek 16 Schéma pfistroje absorpéniho optického systému (14).

Absorpcni opticky systém se vyznacuje zvysenou citlivosti, kdy mohou byt zkoumany
vzorky v piili§ zfedénych koncentracich pro dvé piedchazejici refraktometrické metody.
Pfistup k niz§im koncentracim znamena, ze je mozné provéfit silngjsi interakce (38).
Nevyhodou ale je, Ze vyzaduje nejvice Casu na dokonéeni skenovani (25; 39). Také
se nedoporucuje studovat latky s vysokou absorbanci, protoze mnozstvi svétla dosazené
na detektor se snizi, napéti fotonasobiCe se zvysi a linearita absorbance vuéi koncentraci

poklesne (45).

2.3.3 Turbidimetricka detekce

Princip méfeni zdkalu je srovnatelny s absorpnim detektorem, ale je mnohem
jednodussi, jelikoZ se absorpce méti v jedné pevné radialni poloze (25).

Zakal se vypocita z intenzity detekovaného svételného paprsku po prichodu vzorkem,
kdy dochézi ke snizeni intenzity rozptylem svétla (23). Pouziva se hlavné k uréeni distribuce

velikosti ¢astic (39).

2.3.4 Fluorescen¢ni detekce

K dosazZeni dostatecného radialniho rozliSeni (2-50 mikronil) se vyuziva jako svételny
zdroj laser, kdy se tento systém pouziva K méfeni slouCenin znacenych fluorescencné (25;
39). Vhodnymi znackami jsou fluorescein, borondipyrromethene (BODIPY) nebo-li
4,4-difluoro-3a,4a-diasa-s-indacen, nitrobenzoxadiazol (NBD), zeleny fluorescencni protein

(GFP) a nespocet derivata téchto znacek.
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Intenzita fluorescence je umérné koncentraci:
F=I,XxQ Xe¢eXc,

kde lp je intenzita dopadu excitaéniho svazku, Q je kvantovy vytézek (frakce
absorbovanych fotond, které vedou k fluorescencnimi signalu), ¢ je extinkéni koeficient
(bud’ molarni nebo hmotnostni, v zavislosti na jednotkach koncentrace) a ¢ koncentrace.

Pokud je signal pfimo imérny koncentraci, Ize ur€it koeficient sedimentace, diftizni
koeficient a molekulovou hmotnost, aniz by bylo zapotiebi invertovat data. V ptipadé¢ ziskéani
udaji  zavislych na koncentraci jako je napfiklad asociacni konstanta, ptedstavuje
fluorescenc¢ni detekce urcité obtize.

Tento detekeni systém lze vyuzit v Sirokém rozmezi koncentraci, nicméné je tieba
vénovat pozornost pfi pouziti vzorkil o velmi nizkych koncentracich (< 10 nM) a vysokych
(>5 uM) znaceného materialu. Pii nizkych koncentracich mize nastat problém se ztratou
materidlu na povrchu, kdy naptiklad proteiny, lipidy, nukleové kyseliny ¢i polysacharidy
mohou na povrchu, ktery je v kontaktu sroztokem, tvofit jednu vrstvu. Pii nizkych
koncentracich mtze byt ulpély materidl vyznamnou ¢asti celkového materidlu vlozeného
do kyvety se vzorkem. K minimalizaci tohoto problému lze pouzit nékteré neoznacené nosné
proteiny do vzorku pufru, napiiklad nizké koncentrace (0,1 mg/cm3) ovalbuminu, sérového
albuminu a kappa kaseinu. Je vhodné vSak vyzkouSet vice nez jeden typ tohoto proteinu,
abychom méli jistotu, Ze protein interaguje s ozna¢enym materialem (25).

Fluorescen¢ni detekce se vyznacuje dvéma vyhodami: vykazuje citlivost, kterd stale
presahuje UV systém, a dokéaze selektivné detekovat jednotlivé slozky vzorku a to i v pfipade¢,

ze koncentrace dané slozky je ve srovnani s ostatnimi ve vzorku velmi nizka (39; 45).
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3 LIPOPROTEINY

Triacylglyceroly (TAG) a estery cholesterolu (CE) se nemohou sami pohybovat v krvi,
takze se transportuji krvi pomoci lipoproteint (48). Lipoproteiny jsou submikroskopické
¢astice slozené z lipida (TAG, cholesterol, fosfolipidy) a bilkovin (apoproteiny) spojenych
nekovalentnimi silami, které cirkuluji v plazmé a lymf€. Zapojuji se do pirepravy zivin
nerozpustnych ve vodé v celém krevnim obéhu z mista jejich absorpce nebo syntézy
do periferni tkané nebo jater.

Jatra a stievo jsou primarnimi misty syntézy lipoproteint a dvé hlavni transportované
lipidové slozky, TAG a cholesterol, maji dva rizné osudy. TAG se ptrevadi primarné
do tukové tkan¢ ke skladovani a do svalu, kde se mastné kyseliny oxiduji na energii.
Cholesterol se naopak kontinualné pevadi mezi jatry, stfevem a extrahepatalni tkani pomoci

lipoproteinu s vysokou hustotou (HDL) (49; 50).

3.1 Déleni lipoproteini

Lidské lipoproteiny jsou rozd€leny do péti hlavnich tiid podle jejich hustoty, kdy se
vzristajici hustotou ubyvd molekulovd hmotnost a obsah lipidl,, pfedev§im obsah TAG,
avzrusta obsah proteind. EXistuje nekolik tiid lipoproteind: HDL, lipoprotein s nizkou
hustotou (LDL), lipoprotein stiedni hustoty (IDL), lipoprotein s velmi nizkou hustotou
(VLDL) achylomikrony. Kazdy lipoprotein je klasifikovan na zakladé své hustoty nebo
velikosti (49; 51; 52).

Obecna struktura lipoproteint spociva ve sféroidni mikroemulzi sestavajici z vné&jsi
vrstvy fosfolipidd, neesterifikovaného (volného) cholesterolu a bilkovin a jadra neutralnich
lipidt, prevazné CE a TAG (49).

3.1.1 Chylomikrony

Chymolikron (CM) je jeden z nejvétsich lipoproteinti obsahujici hlavné TAG ve svém
jadru majici primér do 1000 nm. Jedna se o lipidovou kapénku nesouci na svém povrchu
ulozené apoproteiny, které tvoti 1 % hmotnosti tohoto lipoproteinu. Je vylu¢ovan enterocyty,
buitkami tenkého stieva, a transportuje se do portalniho obéhu nebo do lymfy. Poloc¢as téchto

Castic je velmi kratky (asi 8 minut) (50; 52; 53). Po 12 hodinach neni v obéhu prokazatelny.
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Je tvotfen predevsim tukem zivoc¢isného pivodu (54). Strukturu chylomikronu a jeho zbytku

popisuje obrazek 17.

Chylomikron Chylomikronovy zbytek

Obrazek 17 Struktura chylomikronu a jeho zbytku (55).

Velmi vysoké koncentrace chylomikroni v dusledku defekti lipolyzy mohou vést
K pankreatitidé, zatimco zvySeni zbytkli chylomikronu vyplyvajici z deficitu Apo E zvySuje
riziko ischemické choroby srde¢ni (ICHS) (56).

3.1.2 VLDL

Sféricka VLDL c¢astice je hlavnim plazmatickym vehikulem pro TAG sekretovana
hepatocyty a je prekurzorem LDL c¢astic. Kazda VLDL castice obsahuje jednu molekulu
hydrofobniho proteinu znamého jako apolipoprotein B-100 (Apo B), stejné jako nékolik kopii
apolipoproteinu E a apolipoproteinu C, jak vypovida obrazek 18 (49; 50). Déli se na dvé
podtiidy: VLDL,, velky lipoprotein bohaty na TAG, a VLDL,, mensi a hustsi ¢astici.
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Obrazek 18 Struktura VLDL ¢astice (49).

TAG ve VLDL ¢astici pochazi ptedevsim ze zevniho prostiedi, ale ¢ast se syntetizuje

V jatrech.

3.1.3 IDL
IDL castice vznikaji pisobenim LPL na VLDL c&astici, kdy dochazi k uvolnéni

volnych mastnych kyselin (50; 54).

3.14 LDL

LDL je hlavni transportni protein pro cholesterol v lidské plazmé. Transportuje CE
a TAG z jater do perifernich tkani (48; 49). LDL, stejné jako VLDL, je také sféricka Castice.
Kazda cast LDL obsahuje ve svém jadru estery cholesterolu, které jsou obklopeny

hydrofilnim obalem slozenym z fosfolipidi, cholesterolu a jedné molekuly apolipoproteinu B-

100, coz popisuje obrazek 19 (49).
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Obrazek 19 Struktura ¢astice LDL (49).

LDL c¢astice lidské plazmy zahrnuji nékolik odliSnych podtiid o riznych velikostech,
které lze rozdélit na polyakrylamidovych gradientnich gelech. Bylo identifikovano sedm
podttid LDL: LDL-I (27,2 — 28,5 nm), LDL-lla (26,5 — 27,2 nm), LDL-Ilb (25,6 — 26,5 nm),
LDL-Illa (24,7 — 25,6 nm), LDL-111b (24,2 — 24,7 nm), LDL-1Va (23,3 — 24,2 nm) a LDL-
IVb (22 — 23,3 nm) (57).

3.1.4.1 Lipoprotein (a)

Lipoprotein (a) [Lp (a)] je vysoce heterogenni molekula sestavajici z ¢astice LDL
s vysoce glykosylovanym apolipoproteinem (a) [apo (a)] kovalentné spojenym s Casti
apolipoproteinu B-100 na LDL jedinou disulfidickou vazbou. V klinické laboratofi

se proteinova hmotnost Lp (a) nejcastéji kvantifikuje za pouziti imunochemickych metod (56;
58).

Apo B-100
/

Cholesterol

Obrazek 20 Struktura lipoproteinu (a) (59).
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Jeden z rizikovych faktorti vzniku kardiovaskularniho onemocnéni je lipoprotein (a),
ktery byl objeven v roce 1963 Bergem. Existuje az 34 izoforem tohoto apolipoproteinu.

Mensi formy izoforem jsou vice aterogenni (60).

3.1.5 HDL
HDL castice je také sférickym lipoproteinem majici nejvyssi proteinovy podil. HDL

obsahuje molekuly Apo Al a Apo All, jak znazorfiuje obrazek 21 (49; 52).

Apo Al

Volny cholesterol

Obrazek 21 Struktura ¢astice HDL (49).

HDL castice je schopna vazat cholesterol uvolnény z celuldrnich membran
a transportovat ho do jater, odkud se vylucuje Zluci (53).

Rozdily v podtiidach HDL ¢astic poprvé popsali DeLalla a Gofman roku 1954, kdy
rozdélili HDL dle své velikosti a obsahu cholesterolu na HDL,, ¢astici méné hustou
arelativné bohatou na cholesterol, a HDLj3 ¢&éstici, kterd je na cholesterol relativné chuda.
Pozdé&ji byly rozdéleny podtiidy pomoci elektroforetické pohyblivosti do tii podtiid HDL;
(HDLsa, HDL3b a HDL3c) a dvou podtiid HDL, (HDL,a a HDLb). Ekvivalentni rozdéleni
do podtfid lze dosahnout i pomoci isopyknické ultracentrifugace. Jednotlivé podtiidy a jejich

specifikace znazoriuje obrazek 22.
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Hustota

HDL2 HDL3

(1.063 <d < 1,125 g/lemd) (1,125 <d < 1,21 g/cmd)
Velikost

Primér (nm): 104 103 99 8.0 7.3
Hustota (g/cm3): 1.099 1.107 1.123 1.155 1.186
Lipidy (%): 65 60 55 45 35
Proteiny (%): 35 40 45 55 65

Obrazek 22 Struktura podtiid HDL (61; 62).

HDL c¢astice pochazeji jak z intestinalnich, tak z jaternich zdroji. Jaterni HDL se
ve své nascentni form¢ objevuje v diskové podobé, zatimco stievni HDL castice je vice
sféricka a 1i§i se ve sloZeni bilkovin. Obé tyto Castice jsou pomérné malé a chudé
na cholesterol, klasifikuji se jako HDL3. Po interakci s LCAT a lipoproteinovou lipazou
se zvySuje obsah cholesterolu a castice se stavaji méné husté, vétsi a lze je klasifikovat
jako HDL,. Primér jadra HDL, je piiblizné o 50 % vétsi nez HDLj3, zatimco HDL,
se vyznacuje az Ctyinasobnym obsahem estertl cholesterolu a TAG nez HDLs. (63; 64; 65).
Z HDL, castice nésledné vznikd HDL; ¢astice. S touto podttidou je spojeny Apo E, ktery je
zvyrazinuje pro builky exprimujici LDL receptory. Timto zplsobem miiZe byt cholesterol
redistribuovan z bunék, které maji nadbytek cholesterolu, do bunék, které ho vyzaduji. HDL,
¢astice je hlavni cestou prenosu esteru cholesterolu do jater u nékterych druhi jako jsou mysi,
krysy a psy, ne viak u lidi (66). Hydratovana hustota této podttidy je 1,055 - 1,085 g/cm®.
Tento rozsah hustoty zahrnuje lipoproteiny obsahujici Apo B a Lp(a) (1,051-1,082 g/lcm®)
(67).

Hladiny HDL a LDL cholesterolu v krvi jsou dileZitymi ukazateli mnoha chorobnych
stavil. Vysoké hladiny LDL v krvi jsou spojeny se zdravotnimi problémy

a kardiovaskularnimi chorobami. Z tohoto divodu se LDL casto oznacuje jako "Spatny
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cholesterol". Castice LDL, které se hromadi v tepnach, mohou v pribéhu ¢asu vytvaiet plaky,
coz mize zvysit pravdépodobnost mrtvice, infarktu nebo cévniho onemocnéni. Castice HDL
dokazou odstranit cholesterol z tepen a dopravit ho zpét do jater pro opétovné pouziti nebo
vyluovani, coz je hlavni divod, pro¢ cholesterol neseny v ¢astech HDL se n¢kdy nazyva
"dobry cholesterol". Monitorovani hladin cirkulace riznych lipoproteinti je rozhodujici
pro diagnostiku poruch pienosu lipidd, jako je ateroskleroza (49).

Souhrn specifikaci jednotlivych tfid lipoproteini popisuje tabulka 4.

Tabulka 4 Ptehled a specifikace rtiznych lipoproteint (44; 68).

Nazev Slozeni
Hustota Pramér | Rozsah flotace
na zaklade 3 Protein -
(g/cm?) (nm) (Sr) Lipid (%) | Hlavni lipid
hustoty (%)
<0,95 >80 > 400 0,5-2 98-99,5 TAG
0,95-1,006 30-80 20-400 7,7 90,1 TAG
1,006-1,019 20-30 12-20 19 81,0 TAG
1,019-1,063 19-25 0-12 22,3 78,3 Cholesterol
Cholesterol,
1,063-1,21 6-11 0-9 51,9 48,6 o
fosfolipidy

3.2 Metabolismus lipida

Metabolismus lipidi 1ze rozdélit na exogenni a endogenni cesty, které jsou

zodpové&dné za transport lipidii pochazejicich z potravy a jater.

3.2.1 Exogenni cesta

Po traveni tuku v tenkém stievé jsou mastné kyseliny s dlouhym fetézcem
absorbovany enterocytem. Vznikajici CM ¢astice se sklada zjadra: TAG (84-89 %
hmotnosti), estery cholesterolu (3-5 %) a na povrchu ma fosfolipidy (7-9 %), apoproteiny
(1,5-2,5 %) a volny cholesterol (1-2 %). Po sekreci do ob&hu cestou ductus thoracicus je CM
Castice hydrolyzovana lipoproteinovou lipazou (LPL) vazanou na lumindlni povrch
endotelovych bun¢k v tukové tkani a svalu, ktera jako aktivator potiebuje Apoprotein C-II
obsazeny v chylomikronech. Ptiblizné se odstrani 70-90% TAG a vytvoii se lipoproteinova

castice bohata na estery cholesterolu nazvana chylomikronovy remnant neboli zbytek. Jadro
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chylomikronovych zbytkii se zmensi a povrchové casti jako fosfolipidy, cholesterol
a apolipoproteiny se prenasi na HDL, aby se udrzela stabilita ¢astice.

Pfijem remnanti pravdépodobné vyzaduje interakci s jaterni lipazou (HL), kterad
se nachazi na povrchu jater. HL dale hydrolyzuje TAG a fosfolipidové slozky remnantt
pted piijetim cestou Apo E-receptoru v jatrech. Zbytky jsou endocytovany a katabolizovany
V lysozomech, z nichz cholesterol mize vstoupit do metabolickych cest v hepatocytech,

véetné vylouceni do zluci (50; 52; 54).

3.2.2 Endogenni cesta

Endogenni cestou dochazi k transportu cholesterolu a TAG =z jater do periferie
a prenosu cholesterolu z tkani zpét do jater pomoci HDL (54).

VLDL c&astice vznikajici v jatrech umozZiluje transport TAG z jater do periferni
cirkulace. LPL v kapilarach extrahuje TAG z cirkulyjicho VLDL;, ale méné ucinng
ve srovnani s chylomikrony. LDL receptory na povrchu jater rozpoznavaji ¢astice VLDL;
a zprostifedkovavaji jejich endocytozu. Dlouhodobé setrvani nekterych ¢astic VLDL v plazmé
vede k dalsimu metabolismu pomoci LPL a do uré¢ité miry také k tvorbé IDL ¢astic, které jsou
casteCné¢ metabolizovany jatry diky Apo E-receptoru a casteéné prechazi pomoci HL
na povrchu hepatocyti na LDL c¢astice. LDL castice jsou vychytavany LDL receptory
pfitomnymi na povrchu hepatocytii a extrahepatalnich bunék.

Reverznim transportem cholesterolu se oznacuje transport cholesterolu zpét z tkani
ato zejména do jater. Pfedpoklada se, Ze tento proces pfispiva ke kardioprotektivni uloze
HDL c¢astic. Proces zpétného transportu cholesterolu je zprostiedkovan enzymem lecitin-
cholesterolacyltransferdza (LCAT) navazanym na HDL castice. Pasobi tak, Ze zachyti
cholesterol do jadra nascentniho HDL, cholesterol se nasledné ptenese do HDLj, ktery se
pfevadi na HDL,. Tato castice miize podléhat dvéma cestdm, pfimé nebo nepiimé, které
privadi cholesterol do jater. V pifimé cesté¢ se HDL, odstrani endocytdzou-zprostiedkovanou-
LDL-receptorem nebo selektivnim vychytdvanim esteru cholesterolu z HDL ¢éstice jatry.
Protein uplatiujici se pii reverznim transportu cholesterolu (CETP) je zapojen do nepiimé
drahy a transportuje ester cholesterolu lipoproteinim o nizsi hustoté¢ (CM, VLDL), vyménou
za TAG, a nasleduje vstiebani HDL ¢astic do jater (neutralni lipidové vymeéné) (50; 54; 69).

Rovnovaha mezi kupfedu sméfujicimi (exogennimi a endogennimi cestami) a zpétnou
cestou, kterd je uzce regulovana rychlosti sekrece lipoproteinii, urcuje koncentraci

cholesterolu v plazmé (50).
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4 Stanoveni lipoproteinti pomoci ultracentrifugace

Lipoproteiny se pokladaji za déti ultracentrifugace, kdy vyvoj této metody umoznil
jejich identifikaci (70). Historie téchto komplexi sahd az do pocatku minulého stoleti,
kdy Nerking roku 1901 zjistil, Ze se lipidy vazi na proteiny. Poté roku 1924 Gage a Fish
oznacili velké ¢astice pritomné v krvi po tuc¢ném jidle jako chylomikrony. O pét let pozdéji
Macheboeuf vysrazel a-globulin obsahujici lipid z konského séra, ktery je nyni znamy
jako HDL a ve tficatych letech McFarlane objevil X-protein, ktery je v dnesni dobé znamy
jako LDL ¢astice. Zvrat nastal v polovin¢ minulého stoleti, kdy Gofman izoloval lipoproteiny
pomoci ultracentrifugace s hustotnim gradientem. Vyznamny pralom nastal i1 tehdy,
kdy Havel a kol. dokazali, ze zvySeni hustoty lidského séra koncentrovanymi silnymi roztoky
umoznilo flotaci lipoproteinovych frakci VLDL, LDL a HDL (49; 69; 71).

Zakladnim pozadavkem moderniho lipoproteinového vyzkumu je déleni lipoproteint
do klasickych frakci VLDL, LDL a HDL. Obvykle jsou chylomikrony pfitomny v krvi pouze
po tuéném jidle. Protoze je obtizné provadét Cistou separaci chylomikroni od VLDL, je
pro rutinni lipoproteinové testy vyhodna plazma nebo sérum odebirana nala¢no (44). Plazma

se ziska centrifugaci z krve odebrané do lahvic¢ek obsahujicich antikoagulancia (48).

4.1 Ultracentrifugace s hustotnim gradientem

Ultracentrifugace s hustotnim gradientem je zlatym standardem pro separaci
lipoproteint, ktera je obecné zaloZena na solnych roztocich. Zahrnuje separaci lipoproteint
dle jejich hustoty a zavisi na poméru lipidi/bilkovin. Chylomikrony jsou napiiklad témét
uplné slozeny z lipida a jsou velmi lehké, maji hustotu mensi nez voda. Naproti tomu mensi
lipoproteiny, jako je HDL, sestavaji asi z 50% z lipid a druha polovina je tvofena hustSimi
bilkovinami, coz ddva HDL rozmezi hustoty mezi 1,063 az 1,25 g/Cm3.

Tento druh separace tvoii nejen zaklad pro hlavni nomenklaturu lipoproteind,
ale slouzi také jako referenéni metoda pro méfeni lipoproteint.. Piesto vétsina klinickych
laboratofi tuto metodu nedokéZe snadno provést, jelikoz je namahava a vyzaduje specialni
zafizeni. Vytvofeni komplexniho gradientu hustoty potfebného pro separaci je zdlouhavé
a skyta obtize pii manipulaci, které mohou potencialné rusit gradientni vrstvy (49; 72; 73).
Technika je téz Casové naro¢na a vyzaduje pomérné velké mnozstvi plazmy, obvykle
mezi 5 a 10 ml. Vzorky jsou navic vystaveny vysokym odstfedivym silam a koncentracim soli
behem separacniho procesu. Tyto stavy vedou ke znacné zméné lipoproteinovych Castic, coz

vede ke ztraté n€kolika apolipoproteintl, zejména Apo C a E z ptislusnych frakci (51; 74).
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Pomoci hustotniho gradientu Ize rozdélit HDL c¢astice na podtiidy HDL, a HDL;
s hustotami 1,063-1,125 g/cm® a 1,125-1,210 g/cm®. Podobn& lze rozdglit LDL &astice
na velky butikovy LDL (LDLa, 1,006-1,044 g/cm®) a maly, husty LDL (LDLb, 1,044-1,063
glem®).

Co se ty&e lipoproteinu (a), ten se nachazi v rozmezi hustoty 1,050 - 1,100 g/cm®, coz
se prekryva s HDL,a a LDLDb, proto se Lp (a) tradicné méfi pomoci imunoanalyz namifenych
proti apo (a) (75).

Vyhody separace na zaklad¢ hustotniho gradientu spoéivaji v tom, Ze lze v jednom
kroku ziskat vysoce Cisté frakce a rozsah hustoty gradientu se mize vzit v uvahu k zohlednéni
zmén distribuce lipoproteinu, které se ¢asto vyskytuji v chorobnych stavech, kdy mize dojit
k posunu hustoty a subfrakce se dostanou do neoc¢ekavanych oblasti (44).

Pouziti samotnych solnych gradienti ma fadu nevyhod. Jsou technicky obtizné
pripravitelné, relativné nestabilni a je obtizné dosdhnout reprodukovatelnosti. Kromé toho je
Casto nutné prodlouzené odstiedéni, aby lipoproteiny mohly vplout do gradienti, a vysoké
koncentrace soli mohou modifikovat proteinovou strukturu a vést ke ztraté apolipoproteint
Z lipoproteinovych frakci. Pro dal§i analyzu lipoproteinovych frakci je obvykle nezbytné
odstranit stl (dialyza je jednim ze zpisobi odstraiiovani soli). Vysledkem je ztrata materidlu
a Spatnd vytéznost. lodixanol je neiontové izoosmotické médium, které vytvari samocinné
gradienty pii odstfedéni, které prekonavaji mnoho nevyhod slanych gradientti. Metoda je
technicky jednoduchd, zahrnuje kratké centrifugaéni kroky (1-3 hodiny), produkované
gradienty jsou extrémné stabilni a reprodukovatelné a vytéZzky lipoproteinovych frakci

z plazmy jsou témét 100% (73).

4.2 Flotace

Diferencidlni ultracentrifugace je preparativni metoda pro separaci lipoproteini
na zéklad¢ jejich hydratované hustoty. Ttidy lipoproteinli se izoluji postupnym zvySovanim
hustoty rozpoustédla pridavanim soli, jako je NaCl, KBr a NaBr, nebo jejich kombinaci. NaCl
se bézné pouziva pro praci s nizkou hustotou a NaBr nebo KBr (nebo kombinace téchto soli
s NaCl) k izolaci o vysoké hustoté. Pii hustoté rozpoustédel vyssi nez je hustota lipoproteinu,
lipoproteinové Castice se nadnasi rychlosti zavislou na jejich hustotach, velikostech a tvarech.
Pro tyto ultracentrifugacni kroky se nejcastéji pouzivaji rotory s pevnym thlem (44; 76).

Plazma se upravi na hustotu nad hustsi lipoproteiny za pouziti soli (NaBr nebo KBr)

a odstiedi, aby se umoznila flotace a separace na povrchu (72). Na konci kazdé analyzy se
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lipoproteiny koncentrované v horni ¢tvrtiné zkumavky (supernatant) odebiraji aspiraci
injekéni stiikaCkou. Hustota infranatantu se pak nastavi na pozadovanou vyssi hodnotu
a prenese se do dalsi zkumavky a opét se vystavi ultracentrifugaci. Odebrana lipoproteinova
frakce je dale analyzovana pro obsah lipidu a apolipoproteint. Centrifugace k izolaci VLDL
Castic obvykle trva piiblizné 18-24 hodin, izolace LDL ¢astic 36 hodin a u HDL c¢astic to je
48 hodin pti 50 000 otackach/min (67).

Aby se zabranilo problémim zktizené¢ kontaminace Castic o riznych sedimentacnich
rychlostech, které se vyskytuji pfi diferencialnim odstfedéni, pouzije se centrifugace
rychlostni zoénova. To zahrnuje vrstveni hustotniho gradientu nad vzorky, coz umoziuje
¢asticim plavat plazmou a gradientem a to rychlosti zavislou na jejich hustoté a aplikované
odstfedivé sile. Rychlost flotace lipoproteinti, Svedbergova flota¢ni rychlost (Sf), s pouzitim
centrifugace rychlostni zonové byla jiz stanovena: VLDL; (Sf 60-400), VLDL, (Sf 20-60),
IDL (Sf 12-20), LDL (Sf 0-12), HDL; (Sf 3,5-9) a HDL; (Sf 0-3,5) (68; 72).

K dosazeni nespojitého gradientu hustoty potfebného pro oddéleni lipoproteind
od plazmy se vzorky peclivé prevrstvi roztoky soli s neménnou hustotou. Vrstveni je
dosazeno v ultracentrifugaéni zkumavce potazené polyvinylalkoholem. To minimalizuje

naruseni tvorby gradientu (72).

4.3 Analyticka ultracentrifugace

Zatimco se da spousta véci dozvédét o lipoproteinech béhem preparativnich separaci,
jinym pfistupem ke studiu lipoproteinové struktury je analyticka ultracentrifugace,
bud’ s analytickou ultracentrifugou, nebo pomoci centrifugace s analytickym hustotnim
gradientem ve vykyvnych rotorech.

Lipoproteiny se zde obvykle zkoumaji v solnych roztocich, které jsou hustsi
nez pozadovany lipoprotein.

Centrifugace analytického hustotniho gradientu je uziteCnym néstrojem pro stanoveni
takovych lipoproteinovych charakteristik, jako je hustota vztlaku, distribuce hustoty
a distribuce velikosti ¢astic. Tato technika se také pouzivé pro studium vazby apolipoproteint
na rizné lipidy (44).

Plazmatické frakce, obvykle piipravené pii hustot¢ 1,063 g/cm3, se centrifuguji
pfi vysokych rychlostech a pohybujici se lipoproteiny se sériové fotografuji a pozdéji se

fotografie pouzivaji k urceni koncentraci, které se vztahuji k uritym standardnim
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podminkdm. Chylomikrony se obvykle v analytické ultracentrifuze nezméii jako takové,

ale nejprve se musi odd¢lit a analyzovat oddélené (77).
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5 ATEROSKLEROZA

Ateroskleroza je progresivni onemocnéni Vvyvolané pranikem castic LDL
do subendotelialniho prostoru z divodu akumulace LDL v plazmé. Aterosklerotické zmény
jsou nejdiive patrné v oblasti bfisni nebo hrudni aorty, posléze v perifernich nebo koronarnich
tepnach (50; 78; 79). Nejcastéji vSak dochazi k chorobnym zménam ve vétveni tepen, které je
krevnim tokem nejvice namahano (80).

K priniku LDL ¢astice do subendotelidlniho prostoru je nutna porucha funkce
endotelu a modifikace LDL castice, zejména jeji oxidace a glykace. Dysfunkci endotelu
zpusobuji rizikové faktory, mezi néz hlavné patii arteridlni hypertenze, koufeni,

hypercholesterolemie, diabetes mellitus a zvysené koncentrace homocysteinu (56; 76; 79; 81).

5.1 Stadia aterosklerozy

Ateroskleroticky plat ma sviij vyvoj. Za pocatecni stadium se povazuje porucha funkce
endotelu, vnitini vystelky cév. Pfi této poruse dochazi k uchycovani trombocyt na endotel,
Kk pronikani a ukladani cholesterolu pod endotel, proliferaci bunék hladké svaloviny a dal§im
pochodim. To vsSe vede ke ztluStovani a poruse poddajnosti cév, zuzovani priméru cév
anakonec Kk poruse zasobeni zivotn¢ dulezitych organi kyslikem a dalSimi latkami
a ke klinické manifestaci aterosklerdzy (78). Rozlisujeme nékolik stadii aterosklerdzy:

a) Casna neboli inicialni léze - dochazi k priniku LDL ¢&astic do prostoru
pod endotelem, kde je organismus identifikuje jako cizi a jsou modifikovany
monocyty, které se méni na makrofagy (MF); MF fagocytuji LDL Ccastice
za vzniku tukem nasycenych bunék, tzv. pénovych bunék,

b) lipoidni neboli tukovy prouzek - nahromadéni pénovych bungk,

c) preaterom - malé mnozstvi extracelularné deponovanych lipidd - z odumfielych
p€novych bunék,

d) aterom - lipidové jadro lokalizované v bazi léze, které sestava pouze
Z extracelularné akumulovanych lipidi,

e) fibroaterom - mobilizace svalovych bunék z cévni intimy do mista tvoficiho
Casnou fazi, které¢ vytvareji z kolagenu fibrozni ¢epicku na aterosklerotickém
platu odd€lujici nahromadéné buniky a tukoveé €astice od cirkulujici krve,

f) komplikované 1éze (kalcifikace, ulcerace, ruptury) - posléze dochazi k zapojeni

T a B lymfocytl, které atakuji pénové builky a vytvareji v jadru platu
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na cholesterol bohatou kasovitou hmotu, produkované metaloproteinazy

odbouravaji kolagen ve fibréznim krytu platu a tim vyvolavaji jeho rupturu

(78; 79; 82; 83; 84). Jednotliva stadia tohoto onemocnéni znazornuje obrazek
23.

Stadia Posloupnost progrese aterosklerézy Nastup

:

Lipoidni prouzek

Preaterom

Dysfunkce endotelu

Aterom

Fibroaterom

¥ Komplikovana léze

Obrazek 23 Stadia aterosklerozy (85).
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Rupturou platu se vytvari smaciva plocha, na niz se shlukuji trombocyty a vytvareji
bily trombus, do né¢hoz se na fibrinova vladkna zachytévaji erytrocyty za vzniku ¢erveného
trombu (79). Ruptura fibrozni krytu platu je ¢asto spoustécim momentem pro rozvoj mozkové
ptihody ¢i akutniho infarktu myokardu. Vznik trombu je naopak pti¢inou akutni ischemie (82;
84). V mozku aterosklerdza usnadnuje vyvoj trombdz a ruptur, diky ¢emuz muze dojit
k vyvoji mozkové mrtvice. Naopak v ledvinach muze toto onemocnéni vyvolat selhani ledvin

(86). To, jak vypada prufez tepnou pii tomto onemocnéni, znazoriiuje obrazek 24.

prifez
normalni usazovani
tepnou aterogennich
elementu

v cévni sténé

o uzaver
aterosklerotické ateroskleroticky £
zmeény zménéneé
v cévni sténé tepny krevni
srazeninou

Obrazek 24 Prufez tepnou v riznych stadiich aterosklerozy (78).

Diky ateroskler6ze dochéazi k zuzovani lumen tepen, nicméné tento proces muze
urychlit intrakorondrni tromboza, ktera nasedne na plat, ktery se stdva nestabilnim. Takto

nestabilni plat velmi rychle uzavira lumen postizené tepny (48; 87).

5.2 Rizika vzniku aterosklerozy

Bylo prokazano, ze zvySena koncentrace LDL cholesterolu v plazmé (LDL-C) je
vyznamnym rizikovym faktorem pro ICHS a téz se zjistilo, ze uzivani 1ékti, které snizuji
koncentrace LDL cholesterolu, snizuje riziko srde¢nich onemocnéni (88). Nékolik piipadi
naznacuje, ze prevaha menSich LDL ¢astic, konkrétn¢ LDL-111 nebo LDL-1V, je spojena se
zvySenym rizikem ICHS (50; 57).

ICHS je méné cCasta u lidi s primérnou koncentraci celkového cholesterolu v séru
(méné jak 4,6 mmol/l). Dal§imi dulezitymi rizikovymi faktory pro ICHS jsou zvysené

koncentrace lipoproteinu (a), zbytkl lipoproteinovych ¢astic a snizeni hladin HDL. Dal$im
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klicovym faktorem je krevni tlak, kdy se toto onemocnéni nevyviji na zilni strané ob¢hu (56;
76).

Zpozdéné vychytavani malych chylomikronovych zbytki je spojeno s progresi
aterosklerdzy, kdy se vyskytuji dva mechanismy poskytujici stavebni bloky arteridlnich 1ézi.
Za prvé se mohou zbytky spojovat a pronikat do arterialniho endotelu (stejnym zpisobem
jako plazmaticka castice LDL), proto by méla byt rychlost aterogeneze umérna koncentraci
zbytkli v plazmé¢. Za druhé mohou byt chylomikronové zbytky absorbovany a nasledné
degradovany na zbytky na arterialnim endotelu.

Poruchy v kterémkoli z téchto procest zplsobuji akumulaci CM a jejich zbytku, které
mohou opét ovlivnit endogenni lipoproteiny, o kterych je zndmo, Ze jsou aterogenni. Zvlasté
ptenos TAG z CM na LDL a HDL a vzdjemny pienos esterti cholesterolu do CM pomoci
CETP muze zvysit aterogenni lipidovy profil. Pfenos esteru cholesterolu na CM a VLDL je
¢ini rezistentnimi na lipdzovy ucCinek, ktery brani normélnimu metabolismu téchto
lipoproteinii bohatych na TAG. Zbytky CM obohacené esterem cholesterolu mohou byt
pohlceny makrofagy v arterialni 1ézi. LDL a HDL, na druhé strané, se stavaji vhodnymi
substraty pro LPL a HL, coz zpisobuje snizeni velikosti téchto ¢astic. Vysledkem je vyvoj
aterogenniho lipoproteinového profilu, ve kterém se lipoproteiny bohaté na TAG stanou
obohacenymi o ester cholesterolu, snizi se velikost LDL a snizi se hladiny HDL cholesterolu.
Mal4 husta povaha LDL zpusobuje, Ze je nerozpoznatelnd LDL receptory v jatrech, a proto je
pfiznivym kandiditem na vychytdvani pomoci receptori pfitomnych na makrofazich

Vv arterialni 1ézi (50).

5.3 Ochranné procesy

Bylo navrzeno nékolik ochrannych funkci HDL. Naptiklad HDL &astice maji
schopnost inhibovat oxidaci LDL. Toho je dosazeno jak antioxidanty, jako je paraoxonaza,
které jsou transportovany pomoci HDL, a apolipoproteiny, véetné Apo Al a Apo All, které
maji vlastni antioxidac¢ni vlastnosti. Jiné piedpokladané ochranné role HDL spocivaji
v rozpadu zénétlivého cyklu iniciovaného LDL, v inhibici exprese adheznich molekul
endotelovymi burnikami, zlepSeni endotelialni vazomotorické funkce a v antitrombotickych
ucincich (73).

Podtfida HDL; je méné husta a kardioprotektivni, zatimco HDLj3 je mensi, hustsi

a mén¢ kardioprotektivni subfrakci (89).
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Dalsi protektivni latkou je vitamin E, ktery je povazovan za G€inny antioxidant, jenz
brani oxidaci LDL c¢astic urychlujicich tvorbu ateromti. Na celuldrni urovni plsobi
protektivné inhibici proliferace hladkych svalovych bun€k, inhibici agregace trombocyti nebo
adheze monocyti. Dale vitamin A brani vychytavani oxidovanych LDL ¢astic a potlacuje
produkci protizanétlivych cytokintl, coz jsou dalsi mechanismy ovliviiujici aterosklerézu (90).
Mezi dalsi protektivni mechanismy patii enzymatické déje, stopové prvky, strava obsahujici

dostatek zeleniny a ovoce a fadu dalSich antioxidantd (91).

5.4 DalSi poruchy metabolismu lipoproteinii

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO), sekundarni v disledku aterosklerdzy, je hlavni
pfi¢inou amrti na svét€¢ (76; 92). Do roku 2030 se predpoklada, ze zhruba 23 miliont lidi
zemie celosvétové na KVO, predevsim kvuli srdecnimu onemocnéni a mrtvici. Vzhledem
Kk tomu, ze Castice lipoproteint hraji klicovou roli pii aterogenezi, jsou uzitenymi biomarkery
pro posouzeni rizika KVO, stejné jako ke sledovani terapie snizujici hladinu lipidd (93).
Epidemiologické studie naznacuji, ze vyvoj korondrnich onemocnéni srdce je disledkem
zvySené plazmatické koncentrace LDL castic a snizené plazmatické koncentrace HDL castic.
To potvrdil i Gofman (49; 76).

Narodni cholesterolovy edukacni program v USA (NCEP) odhaduje, ze kazdé zvyseni
HDL cholesterolu 0 1 % muze byt spojeno Se snizenim rizika ICHS o 2 az 4 % (69; 94). Co se
ty¢e LDL cholesterolu, tak u né&j se odhaduje, ze kazdé zvySeni hladiny LDL cholesterolu
01 % vede ke zvyseni rizika ICHS 0 2 %. V priaméru jsou hladiny HDL cholesterolu vyssi
u zen nez u muzi (50).

Mezi dalsi poruchy metabolismu lipoproteinti patii hyperlipidémie, ktera je nejCastéjsi.
Tyka se zvyseni lipidi, celkového cholesterolu nebo TAG, poptipadé obou. Protoze jsou oba
lipidy transportovany ve formé lipoproteint, kazda hyperlipidémie je téz spojena se
vzestupem jedné nebo vice tfid lipoproteind. Pii vzestupu celkového cholesterolu se jedna
0 hypercholesterolemii, pii vzestupu TAG o hypertriacylglycerolémie a v piipad¢ zvyseni
obou o smisenou hyperlipidémii.

Opakem je dyslipidémie. Jedna se o stav charakterizovany sniZzenim koncentrace
cholesterolu transportovaného na HDL bud’ samostatné nebo v kombinaci se zvySenim
koncentrace jedné ¢i vice aterogennich lipoproteinovych tiid. Oba tyto stavy se d¢li
na primarni a sekunddrni. Primarni onemocnéni mé zaklad v genetické poruSe, zatimco

sekundarni se muze objevit i jako nasledek ziskaného onemocnéni nebo jsou spojovany
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S podavanim urcitych 1¢kl, jaké jsou napf. estrogeny nebo B-blokatory, které vyznamné
ovliviuji metabolismus lipidt a lipoproteind.

Dalsi onemocnéni se mohou tykat poruchy receptoru, vtomto piipad¢ se jedna
0 familiarni hypercholesterolemii, chybéni nebo funkéni poruchu LDL receptoru. Dochazi tak
ke zpomaleni katabolismu LDL a IDL (41; 52).
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6 ZAVER

Ultracentrifugace je analytickou metodou s dlouhou historii, ktera se pouziva v mnoha
oborech chemie a biologie. Existuji dva zakladni typy, analyticka a preparativni. Preparativni
ultracentrifugace zahrnuje centrifugaci za ucelem ziskani bun¢k ze vzorku a az poté jsou
ziskané bunky analyzovany, zatimco analyticka centrifugace zahrnuje jiz urcity opticky
systém a K analyze dochazi pti ultracentrifugaci.

Metoda ultracentrifugace se vyuziva k analyze mnoha bun¢k a ¢astic, i lipoproteinu,
coz jsou Ccastice slozené zlipidi a bilkovin spojenych nekovalentnimi vazbami, které
transportuji Ziviny nerozpustné ve vodé do jater a periferni tkané. D¢Eli se do n€kolika tiid
I podtiid, které ultracentrifugace dokaze oddélit, coz lze vyuzit pii studiu ateroskler6zy, ktera
s lipoproteiny silné souvisi.

Ateroskler6za je onemocnéni vyvolané akumulaci LDL castic do endotelu
Vv namahanych tepnach, kde na stény plsobi vysoky tlak krve. Vlivem ukladdni LDL
do endotelu dochazi k snizovani pratoku krve postizenou tepnou a poruse zasobeni organt.
U konecného stadia tohoto onemocnéni muze dojit az k infarktu myokardu ¢i centralni
mozkové piithod€. Je to nejcastéjsi pfi¢ina umrti ve vyspélych zemich, proto bychom se méli
zaméfit na jeji v€asnou diagnodzu a lécbu. LDL a HDL ¢astice 1 jejich podtiidy 1ze pomoci
ultracentrifugace analyzovat, nicméné se jedna o drahou metodu, kterou si nemohou bé&zné
laboratofe dovolit a je tak vyhodnéjsi se uchylit ke stanovovani pomoci imunoanalytickych

metod.
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