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1. Úvod 

 
Cílem sedimentační analýzy prováděné pomocí analy-

tické  ultracentrifugy  je  charakterizace  sedimentujících 
částic z hlediska jejich molekulové hmotnosti, sedimentač-
ního koeficientu a dalších hydrodynamických vlastností. 
Ze sedimentačních dat lze získat odhad velikosti a tvaru 
částic, údaje o distribuci jednotlivých typů sedimentujících 
částic ve vzorku a v neposlední řadě studovat rovnovážné 
systémy,  včetně  určení  příslušných rovnovážných kon-
stant. Vztáhneme-li pojem sedimentující částice například 
na molekulu proteinu, je z výše uvedeného výčtu hlavních 
aplikací této metody zřejmé, že v oblasti výzkumu bio-
makromolekul, především proteinů a nukleových kyselin, 
může mít sedimentační analýza velké uplatnění. Je to na-
víc jedna z nemnoha metod, které umožňují určit moleku-
lovou hmotnost přímo, bez nutnosti kalibrace či interakce 
s  matricí,  a  to  přímo ve vodném prostředí  (nejčastěji 
v pufru) za fyziologických podmínek. A tak přestože se 
jedná o metodu již bezmála sto let starou, nachází stále 
velké uplatnění nejen ve vědě a výzkumu, ale i ve farma-
ceutickém průmyslu. Cílem tohoto referátu je podat pře-
hled o principech a praktických aplikacích sedimentační 

analýzy s důrazem na analýzu biomakromolekul. Tento 
referát je publikován ve zkrácené verzi, plnou verzi dvoj-
násobného rozsahu lze stáhnout ze stránek katedry bioche-
mie  UK PřF,  http://www.natur.cuni.cz/chemie/biochem/
sluzby. 

 
 

2. Historie analytické ultracentrifugy 
 
Historii analytické ultracentrifugy započal její kon-

struktér a objevitel metody sedimentační analýzy Theodor 
Svedberg (18841971)1.  Rodák ze švédského Fleräng, 
okres Gävleborg, se stal v roce 1904 studentem univerzity 
v Uppsale, která už také zůstala jeho hlavním celoživotním 
působištěm. V letech 19121949 zastával na této univerzi-
tě funkci profesora fyzikální chemie. Svedbergova práce 
se týkala převážně koloidů a makromolekulárních látek. 
Spolu s četnými spolupracovníky studoval fyzikální vlast-
nosti koloidů, zejména jejich difuzi, absorpci světla a sedi-
mentaci, což mu umožnilo potvrdit, že termodynamické 
zákony plynů lze aplikovat také na disperzní systémy. Pro 
studium sedimentace sestrojil analytickou ultracentrifugu, 
s  níž  sledoval  sedimentaci  velkých molekul  (proteinů, 
sacharidů, polymerů) v roztoku a tato pozorování uvedl do 
vztahu k molekulové velikosti  a  tvaru sedimentujících 
molekul. Ukázal tak, že molekuly daného čistého proteinu 
mají všechny stejný tvar a že s využitím analytické ultra-
centrifugy lze prokázat přítomnost kontaminujících látek. 
Za práci na disperzních systémech mu byla roku 1926 
udělena Nobelova cena za chemii. 

 
 

3. Přístroj a jeho parametry 
 
Vzhledem k tomu, že již přes padesát let se vývoji 

a výrobě analytické ultracentrifugy věnuje zejména firma 
Beckman Coulter, výčet technologických možností meto-
dy je omezen na popis současného typu analytické ultra-
centrifugy  ProteomeLab  XL-A/XL-I  tohoto  výrobce. 
Z hlediska odstředivé síly lze dosahovat tíhového pole 
v rozmezí přibližně 60 až 300 000 × g (min. rychlost 
1000 ot min1, max. rychlost 60 000 ot min1). Molekulové 
hmotnosti částic, které tak lze pomocí analytické centrifu-
gy studovat, se pohybují přibližně v rozsahu 100 Da až 
10 GDa. Sedimentaci biomakromolekul lze sledovat po-
mocí dvou nezávislých optických systémů, absorbanční 
(XL-A) i interferenční optiky (XL-I). Absorbanční optika 
sestává ze zábleskové xenonové lampy, monochromátoru 
(200–800  nm),  pohyblivé  štěrbiny  a  fotonásobiče. 
V klasickém uspořádání je vzorek umístěn do kyvety se 
dvěma sektory. Do jednoho je umístěn analyzovaný vzo-
rek,  druhý sektor obsahuje kontrolní vzorek,  zpravidla 
pufr, v němž je vzorek rozpuštěn, resp. do něhož je převe-
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den dialýzou.  Svazky světla  procházejí  oběma sektory 
kyvety rovnoběžně s osou otáčení, štěrbina umístěná pod 
kyvetou se pohybuje v radiálním směru (kolmém na osu 
otáčení, ve směru působení odstředivé síly), výsledkem je 
tedy závislost  absorbance vzorku na poloměru otáčení 
(obr. 1). Interferenční optika naproti tomu pracuje se dvě-
ma širokými svazky laseru, které procházejí oběma sekto-
ry kyvety v celé její radiální šířce. Po průchodu kyvetou 
dochází k interferenci obou svazků a vzniklé interferenční 
proužky jsou optickým systémem přeneseny až na CCD 
kameru. Při sedimentaci vzorku dochází ke změnám inde-
xu lomu světla oproti kontrole, což se projeví zakřivením 
interferenčních proužků a jejich posunem oproti referenci. 
Tvar a posun proužků snímaný kamerou lze přímo pozoro-
vat v reálném čase na obrazovce řídícího počítače, obraz je 
matematicky zpracován metodami Fourierovy transforma-
ce a výsledkem je opět závislost posunu interferenčních 
proužků (která přímo odpovídá změnám koncentrací látek 
v roztoku) na poloměru otáčení. Absorbanční optika je 
vhodná  především pro  sledování  sedimentace  proteinů 
(230 či 280 nm) a nukleových kyselin (260 nm), přičemž 
lze pracovat v koncentračním rozmezí přibližně 10 g ml1 
až 1 mg ml1. Interferenční optiku lze naopak s výhodou 
využít při studiu neabsorbujících látek, například polysa-
charidů, nebo koncentrovaných roztoků látek absorbují-
cích. Spotřeba vzorku je typicky  400 l pro sedimentační 
rychlost a 110 l pro sedimentační rovnováhu, přičemž ana-
lýza je nedestruktivní a vzorek lze po jejím ukončení odebrat 
zpět a použít pro jiné účely. Poslední technickou inovací 

celého systému a současnou hranicí možností celé metody je 
sledování  fluorescence  vzorku,  které  je  nyní  možné 
s komerčně dostupným optickým systémem firmy AVIV 
Biomedical (Lakewood, USA, www.avivbiomedical.com). 

 
 

4. Přehled aplikací 
 
Při studiu chování makromolekul hledáme často od-

povědi na následující otázky2: Je vzorek homogenní? Jaká 
je jeho molekulová hmotnost? Pokud je přítomno více 
druhů  molekul,  jaká je distribuce jejich molekulových 
hmotností? Jaká je velikost a tvar makromolekul? Můžeme 
mezi  nimi  detegovat  vzájemnou  interakci  a  určit  její 
stechiometrii a sílu vazby? Mění se konformace makromo-
lekul? Odpovědi na výše uvedené otázky můžeme získat 
sedimentační analýzou v analytické ultracentrifuze, a to 
provedením dvou základních typů experimentů: sedimen-
tační rychlosti a sedimentační rovnováhy, které poskytují 
komplementární  informace.  Často  je  užitečné  použít 
k vyřešení daného problému obou technik zároveň. 

 
5. Sedimentační rychlost 

 
Měření  sedimentační  rychlosti  je  hydrodynamická 

technika, která je citlivá k hmotnosti a tvaru makromole-
kul. Při  použití dostatečně velké odstředivé síly za vyso-
kých otáček se začnou všechny makromolekuly stejnoměr-
ně pohybovat směrem ke dnu kyvety. Vytvoří se tak pohy-
bující se rozhraní (angl. termín „boundary“) mezi sedi-
mentujícími makromolekulami a oblastí roztoku, ve které 
se již nenacházejí (obr. 2). Toto rozhraní se pohybuje od 
menisku směrem ke dnu kyvety a rychlost tohoto pohybu 
je sledována sérií snímků. Vlivem difuze však zároveň 
dochází k rozmývání rozhraní, což se na snímcích projeví 
změnou jeho tvaru. Z rychlosti pohybu a tvaru rozhraní tak 
lze určit sedimentační a difuzní koeficient dané makromo-
lekuly. Sedimentační koeficient makromolekuly s je určen 
jejími molekulárními parametry vyjádřenými ve Svedber-
gově rovnici2,3: 

s = u/ω2r = M(1 – νρ)/NAf = MD(1 – νρ)/RT 
kde je u pozorovaná radiální rychlost pohybu makromole-
kuly, ω2 úhlová rychlost rotoru, r vzdálenost od osy otáče-
ní, ω2r odstředivá síla, M molekulová hmotnost, ν parciální 
specifický objem molekuly, ρ hustota roztoku, NA Avo-
gadrova konstanta, f frikční koeficient, D difuzní koefici-
ent a R univerzální plynová konstanta; k úpravě rovnice do 
tvaru na pravé straně bylo použito vztahu D = RT/NAf. 
Hodnota  sedimentačního  koeficientu  se  běžně  udává 
v jednotkách Svedberg (S), přičemž 1 S odpovídá 1013 s. 
Hodnotu frikčního koeficientu pro hladkou,  kompaktní 
kulovitou částici můžeme určit pomocí Stokesova zákona 
jako f0 = 6πηR0, kde f0 je frikční koeficient sférické částice, 
η je viskozita roztoku a R0 je poloměr koule. Můžeme pak 
zkombinovat Svedbergovu a Stokesovu rovnici, v níž je 
poloměr koule R0 vyjádřen jako (3Mν/4πNA)1/3 do tvaru: 

skoule = [M(1 – νρ)]/[NA6πη(3Mν/4πNA)1/3] 

Obr. 1. Schéma kyvety se dvěma sektory a odpovídajícího 
sedimentačního záznamu. Roztok vzorku je umístěn do jednoho 
sektoru a roztok rozpouštědla (zpravidla pufru) po vzájemné 
rovnovážné dialýze je umístěn do druhého sektoru jako kontrola. 
Sektor reference se obvykle plní o něco více než sektor vzorku, 
aby meniskus reference nezakrýval sedimentační profil vzorku. 
Vzorek působením odstředivé síly sedimentuje směrem ke dnu 
kyvety a dojde tak k vytvoření sedimentačního rozhraní 
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Dosadíme-li za všechny konstanty číselné hodnoty (η 
pro vodu při 20 °C), získáme sedimentační koeficient kou-
le  vyjádřený pouze  pomocí  M,  ν   a  ρ  (v  jednotkách: 
M  Da, s  S, ν  ml g1 a ρ – g ml1): 

skoule = 0,012[M2/3(1 – νρ)]/ν1/3 
Tato hodnota sedimentačního koeficientu je maximál-

ní možná hodnota, kterou lze získat pro protein o dané 
hmotnosti,  protože koule má nejmenší plochu povrchu 
v kontaktu s rozpouštědlem a tedy i nejmenší frikční koefi-
cient f0. Pro účely srovnání dat z různých laboratoří či růz-
ných experimentálních podmínek je třeba převést určenou 
hodnotu sedimentačního koeficientu do standardního stavu 
vody a 20 °C s20,v. Poměr maximálního a pozorovaného 
sedimentačního  koeficientu  skoule/s20,v  je  roven  poměru 
pozorovaného a minimálního frikčního koeficientu, f/f0, 
což udává maximální možnou odchylku od tvaru koule. 
Toho lze využít pro odhad velikosti a tvaru částice, jak 
bude ukázáno v následujícím příkladu. Pro jednoduchost 
uvažujme sedimentaci pouze jednoho druhu částic. Jakmi-
le byla určena hodnota s20,v, můžeme se ptát: je tato hodno-
ta konzistentní s molární hmotností sekvence monomeru 
proteinu? Pomocí rovnice pro výpočet skoule můžeme určit 
maximální hodnotu s20,v pro jeho monomer. Pokud je po-
zorovaná hodnota s20,v výrazně vyšší, protein není mono-
merní, zatímco nižší hodnota naznačuje protáhlý tvar mo-
nomerního proteinu (vyšší f/f0). Předpokládejme, že máme 
protein o molární hmotnosti 50 kDa a získali jsme hodnotu 
sedimentačního koeficientu s20,v 5,87 S. Na základě molár-
ní hmotnosti monomeru proteinu jsme vypočítali maximál-
ní hodnotu s20,v jako 4,93 S. Pozorovaný s20,v je zjevně 
mnohem vyšší než teoretická hodnota pro monomer protei-
nu tvaru koule, což svědčí o tvorbě větší částice. Dimer 
proteinu by měl teoretické s20,v 7,77 S. Poměr skoule/s20,v 
určuje asymetrii proteinu f/f0, a pro výše uvedený příklad 
dostáváme f/f0 = 1,33, což odpovídá protáhlému rotačnímu 

elipsoidu s rozměry  os 17,3 nm (2a)  a 4,3 nm (2b). 
Z  jednoho  experimentu  tak  lze  získat  poměrně  velké 
množství informací, v současnosti i o rovnovážných reak-
cích4. 

 
6. Sedimentační rovnováha 

 
Sedimentační rovnováha je termodynamická technika, 

která je citlivá k hmotnosti, ale ne ke tvaru makromole-
kul2,3. V tomto experimentu je vzorek centrifugován při 
nižších otáčkách,  rozpuštěné látky  sedimentují  ke  dnu 
kyvety a jak se zde jejich koncentrace zvyšuje, difuze začí-
ná působit proti sedimentaci. Po jistém čase se tyto dva 
protikladné  procesy  dostanou  do  vzájemné  rovnováhy 
a koncentrační profil se již dále nemění (obr. 3). Pro analý-
zu stačí  1–10 g proteinu,  tedy množství  srovnatelné 
s nanáškou na gelovou elektroforézu. Nejdůkladnější pří-

Obr. 2. Měření sedimentační rychlosti. Soubor deseti snímků  byl zaznamenán analytickou ultracentrifugou ProteomeLab XL-I 
s použitím absorbanční optiky při 280 nm. První a poslední snímek je označen t1 a t10, časový rozdíl mezi jednotlivými křivkami činí 25 
min. První křivka zaznamenaná po 25 min sedimentace již vykazuje mírné rozmytí v důsledku difuze, které se zvětšuje během měření 
vzorku (40 kDa rekombinantní NK buněčný receptor rClrb, 45 000 ot min-1) 

Obr.  3.  Schématické znázornění procesů  při  sedimentační 
rovnováze.  Tok rozpuštěných částic  v důsledku sedimentace 
(černá šipka) vzrůstá s poloměrem rotace. Tento proces je za 
rovnováhy vyrovnán tokem částic vlivem difuze (bílá šipka), 
která vzrůstá s gradientem koncentrace 
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stup  k  analýze  sedimentační  rovnováhy  vychází 
z termodynamiky – za rovnováhy je celkový potenciál 
roztoku ve všech místech kyvety stejný. Z jednoduššího 
mechanistického úhlu pohledu nepozorujeme žádný celko-
vý tok částic v roztoku. Lze ukázat, že pro jedinou, ideální, 
neasociující částici platí2: 

M = 2RT/[(1 – νρ)ω2] d(lnc)/dr2 
kde je M molární hmotnost částice (v g mol1), ω úhlová 
rychlost rotoru a c koncentrace částic (v g dm3) v radiální 
vzdálenosti r od osy otáčení; a tedy graf závislosti lnc vs. 
r2 pro jedinou, ideální částici v sedimentační rovnováze 
bude mít směrnici přímo úměrnou M. 

Sedimentační rovnováha je jedna z nejlepších metod 
určování molekulové hmotnosti makromolekul2. Je použi-
telná pro širokou škálu molekulových hmotností, od sacha-
rózy (Mr = 360) až po viry (Mr = mnoho milionů). Pomocí 
sedimentační  rovnováhy  provedené  ve  fyziologických 
pufrech lze určit molekulové hmotnosti stabilních nativ-
ních oligomerů proteinů či proteinových komplexů, zatím-
co při použití denaturujících roztoků chaotropních činidel, 
např. močoviny či guanidin hydrochloridu o vysoké kon-
centraci,  lze  určit  hmotnost  podjednotek.  Pokud  jsou 
v roztoku navzájem neinteragující částice o různé moleku-
lové hmotnosti (směs několika různých proteinů), je vý-
sledná  pozorovaná distribuce  částic  superpozicí  křivek 
rovnovážné distribuce jednotlivých složek směsi (obr. 4). 
Toho lze využít např. při charakterizaci čistoty a homoge-
nity proteinového preparátu. Skutečným vrcholem využití 
sedimentační rovnováhy je studium reverzibilních rovno-
vážných  asociačních  reakcí3,5,  kdy  koncentrace  všech 
komponent systému splní podmínky jak sedimentační, tak 
chemické rovnováhy, ve všech bodech kyvety. Lze sledo-
vat reakce vedoucí k tvorbě oligomerů téže částice (např. 
monomer-dimer) i heterogenní interakce, kdy dvě či více 
částic reverzibilně tvoří komplex s definovanou stechio-
metrií a asociační konstantou v rozpětí řádů přibližně 104 
až 108. 

 

7. Analýza sedimentačních dat 
 
Ačkoliv pokročilé matematické teorie popisující ex-

perimenty sedimentační rychlosti a rovnováhy mohou být 
poměrně  složité,  existuje  dnes  mnoho  sofistikovaných 
a přitom uživatelsky snadno přístupných programů, které 
umožňují analýzu dat a jejich vyhodnocení i neodborným 
uživatelům. Jejich přehled spolu s popisem jejich aplikací 
lze nalézt v literatuře3,6. Kromě experimentálních proměn-
ných (počet otáček, teplota) je pro přesnou analýzu nezbyt-
né znát také hustotu a viskozitu použitého pufru a parciální 
specifický objem analyzované makromolekuly. Obě tyto 
veličiny lze sice stanovit experimentálně, z praktických 
důvodů  jsou  ovšem zpravidla  aproximovány  z  tabelo-
vaných hodnot dle složení pufru a aminokyselinové sek-
vence, nejčastěji pomocí programu SEDNTERP7. Díky 
rozvoji výpočetní techniky se dnes nejvíce uplatňuje přímé 
proložení experimentálních bodů sedimentačních rozhraní 
funkcí vycházející z řešení Lammovy rovnice, která popi-
suje toky částic v sektorové kyvetě v odstředivém poli, 
s následnou nelineární regresí metodou nejmenších čtver-
ců3. Tento přístup je závislý na modelu  snažíme se expe-
rimentální data co nejlépe popsat pomocí modelů jako 
jediná  ideální  částice,  rovnováha  monomer-dimer, 
A + B  AB, atp. a je třeba rozhodnout, který model vy-
světluje získaná sedimentační data nejlépe. Na našem pra-
covišti  se  nejlépe  osvědčila  dvojice  programů  Sedfit8 
a Sedphat9. 

Jednoduchým  způsobem  analýzy  sedimentačního 
rychlostního experimentu je použít výnos distribuce sedi-
mentačního koeficientu c(s), jak je znázorněno na příkladu 
analýzy pomocí programu Sedfit (obr. 5). Roztok rekombi-
nantní rozpustné formy potkaního NK buněčného recepto-
ru NKR-P1B s FcHis kotvou (cca 110 kDa glykosylovaný 
kovalentní dimer proteinu) o koncentraci 1 mg ml1 byl 
centrifugován při 20 °C a 36 000 ot min1 po dobu 5 h 
a každých 5 min byl zaznamenán jeho sedimentační profil 

Obr. 4. Sedimentační rovnováha směsi dvou různých makromolekul. Data byla simulována pro neinteragující ideální částice o hmot-
nosti 40 kDa a 80 kDa při 15 000 ot min1 a ν = 0,73 ml g1 pro obě částice. Celkový měřený signál směsi je součtem překrývajících se 
dílčích signálů rovnováh jednotlivých komponent směsi 
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jako absorbance při 300 nm (obr. 5, nahoře, kroužky, pro 
srozumitelnost  zobrazen  pouze  každý  pátý  snímek). 
S tímto souborem dat bylo poté v programu Sedfit prove-
deno modelování dle Lammovy rovnice s následnou neli-
neární regresí funkce včetně uplatnění korekcí pro vylou-
čení optických artefaktů (obr. 5, nahoře, křivky). Parciální 
specifický objem proteinu a hustota pufru byly aproximo-
vány programem SEDNTERP. Kvalitu výsledného modelu 
analýzy lze posoudit z tzv. zbytkového grafu (angl. termín 
„residual plot“) ukazujícího rozdíl mezi hodnotami namě-
řené absorbance a výsledného modelu (obr. 5, uprostřed), 
přičemž známkou dobrého modelu je náhodné rozložení 
hodnot kolem nuly s amplitudou odpovídající úrovni expe-
rimentálního šumu (pro absorbanční data asi 0,01) a absen-
ce systematických odchylek u všech křivek. Výsledkem 
celé analýzy je graf distribuce sedimentačního koeficientu 
c(s), který ukazuje zastoupení částic o daném sedimentač-

ním koeficientu v analyzovaném vzorku s intervalem spo-
lehlivosti 95 % (obr. 5, dole). Integrací plochy pod vrcho-
lem distribuce dostaneme hodnotu pozorovaného sedimen-
tačního koeficientu, 5,46 ± 0,12 S, která dobře odpovídá 
očekávané velikosti dimerního proteinu. 

V případě sedimentační rovnováhy je přímým výstu-
pem molekulová hmotnost, pro rovnovážné systémy je 
třeba navíc získat data z různých otáček při různých kon-
centracích a poměrech studovaných látek. Pro jednoduchý 
systém, jakým je roztok čistého proteinu, který sedimentu-
je jako ideální částice, je analýza poměrně jednoduchá 
(obr. 6). Roztok lysozymu o koncentraci 0,15 mg ml1 byl 
centrifugován  při  20  °C  postupně  při  9000,  12  000, 
15 000, 18 000, 21 000 a 24 000 ot min1 vždy 18 h a poté 
byla zaznamenána jeho rovnovážná distribuce při daném 
počtu otáček jako absorbance při 280 nm (obr. 6, nahoře, 
kroužky). S tímto souborem dat byla poté v programu Sed-

Obr. 5. Ukázka analýzy dat ze sedimentační rychlosti programem Sedfit. Nahoře: soubor změřených sedimentačních profilů vzorku 
(kroužky, pro srozumitelnost zobrazen pouze každý pátý snímek) a výsledek jejich modelování dle Lammovy rovnice (křivky). Upro-
střed: zbytkový graf ukazující přesnost modelování. Dole: distribuce sedimentačního koeficientu v analyzovaném vzorku. Podrobný popis 
uveden v textu 
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phat provedena globální analýza pro model jedné ideální 
částice s uplatněnými korekcemi pro vyloučení optických 
artefaktů (obr. 6, nahoře, křivky); parciální specifický ob-
jem lysozymu a hustota pufru byly aproximovány progra-
mem SEDNTERP. Kvalitu výsledného modelu analýzy lze 
opět posoudit ze zbytkového grafu (obr. 6, dole). Výsled-
kem celé analýzy je hodnota molekulové hmotnosti, která 
byla v tomto případě vypočtena jako 14 163 ± 175 Da 
s intervalem spolehlivosti 95 %. Molekulová hmotnost 
lysozymu je 14 305 Da, je ovšem třeba si uvědomit, že 
vypočtená molekulová hmotnost silně závisí na predikci 
parciálního specifického objemu, a proto je třeba uvažovat 
přesnost spíše v řádu několika set Da. 

Program Sedphat navíc umožňuje globální modelová-
ní více experimentů současně (sedimentačních rovnováh, 
rychlostí i dat z dynamického rozptylu světla), obsahuje 
řadu matematických modelů a lze ho tak použít k analýze i 
poměrně složitých systémů. Správnost zvoleného modelu 
lze posoudit jednak ze zbytkového grafu, kdy systematické 
odchylky poukazují např. na probíhající rovnovážnou re-
akci, asociaci či neideální chování zkoumaného systému, 
a také pomocí statistických metod2,3,6. 

 
 

8. Příklady analýz  
 
Také jste se asi ve škole při hodině biologie podivo-

vali, jak je možné, že se naše ribozomy skládají ze dvou 
podjednotek, 40S a 60S, které dohromady tvoří celý ribo-
zom 80S   a  nikoli  100S,  jak by se dalo ze součtu 
„velikostí“ podjednotek očekávat. Toto je asi nejznámější 
příklad využití analytické ultracentrifugy, se kterým se 

jistě  potkal  téměř  každý  student  přírodních  věd. 
V hodnotách sedimentačních koeficientů je totiž ukryta 
informace jak o hmotnosti, tak tvaru a proto je nelze 
„sčítat“.  V  současnosti  se  analytická  ultracentrifugace 
uplatňuje především při studiu biomakromolekul a jejich 
komplexů na jedné straně a při rutinní kontrole kvality 
biofarmaceutik na straně druhé10. V případě monoklonál-
ních protilátek se jedná především o kontrolu homogenity 
preparátu  a právě to je ideální použití pro metodu sedi-
mentační rychlosti, která je citlivá i vůči malému množství 
přítomných agregátů11. Navíc lze měření provést přímo 
v roztoku, v jakém bude preparát prodáván, a to i opakova-
ně po jeho delším skladování. Z komerčního hlediska je to 
nyní pro analytickou ultracentrifugu patrně  dominantní 
oblast využití. 

Aplikace analytické ultracentrifugace ve vědě a vý-
zkumu jsou nesčetné, už roku 1999 konstatují Cole a Han-
sen ve svém výborném přehledu6, že jejich kompletní se-
znam nelze zprostředkovat, přesto vybírají alespoň ty nej-
důležitější. Zapátráme-li v současné literatuře, zjistíme, že 
analytická ultracentrifugace významně přispěla např. ke 
studiu oligomerizace tubulinu12, která je dynamicky regu-
lována pomocí proteinů asociovaných s mikrotubuly, stu-
dovaných analytickou ultracentrifugací, izotermální titrač-
ní kalorimetrií a NMR13. Časté je využití ve strukturní 
biologii pro ověření, zda oligomerní stav molekuly pozo-
rovaný v krystalu je také tvořen za nativních podmínek 
v roztoku, jako např. při studiu krystalové struktury protei-
nu m153 myšího cytomegaloviru, který imituje přirozené 
MHC-I molekuly napadené buňky a přispívá tak k úniku 
viru před imunitní odpovědí14. Podobně i studium struktu-
ry  bakteriálních  Lon  proteas  využívá  kombinace  dat 

Obr. 6. Ukázka analýzy dat ze sedimentační rovnováhy programem Sedphat. Nahoře: soubor změřených sedimentačních profilů 
vzorku (kroužky) a výsledek jejich modelování (křivky). Dole: zbytkový graf ukazující přesnost modelování. Podrobný popis uveden 
v textu 
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z analytické ultracentrifugy a elektronové mikroskopie, 
popisujících nativní oligomery, a z krystalových struktur 
jednotlivých  zkrácených  domén  Lon  proteas  k  rekon-
strukci struktury celé molekuly15. Pěkný příklad využití 
sedimentační rovnováhy pro studium protein-proteinových 
interakcí nabízí práce K. F. Tóthové o asociaci histonové-
ho chaperonu proteinu NAP1 („Nucleosome Assembly 
Protein 1“) a jeho komplexech s histony16. Při studiu sa-
mo-asociace apolipoproteinů E3 a E4 (které jsou geneticky 
spojeny s Alzheimerovou chorobou a aterosklerózou) bylo 
využito série delečních mutantů a sedimentační rychlosti 
i rovnováhy k určení závislosti deagregace těchto proteinů 
na přítomnosti  lipidů17.  Příklad využití  fluorescenčního 
detekčního systému nabízí např. studium oligomerizace 
p53 proteinu18 nebo studium lipidy indukované tvorby 
tetrameru apolipoproteinu C-II, vedoucí k tvorbě amyloi-
dových vláken19. 

V září  roku 2009 se ve švédské Uppsale konalo 
u příležitosti 125. výročí narození Theodora Svedberga 
mezinárodní  symposium  o  analytické  ultracentrifugaci 
a k této příležitosti bylo také vytvořeno speciální číslo 
časopisu Macromolecular Bioscience20, v němž je možno 
nalézt mnoho aktuálních informací a příkladů aplikace této 
metody. V naší laboratoři jsme využili této techniky pro 
objasnění  nativního  stavu  leukocytárního  antigenu 
CD6921,22 i dalších námi studovaných receptorů (obr. 2, 5 
a 6). 

 
 

9. Závěr 
 
Analytická ultracentrifugace je velice užitečná techni-

ka, která umožňuje charakterizovat chování makromolekul 
přímo v roztoku za nativních podmínek z hlediska jejich 
hydrodynamických a termodynamických vlastností, a to 
bez nutnosti interakce s jakoukoli matricí či povrchem. Po 
delší odmlce během druhé poloviny dvacátého století pro-
žívá nyní tato metoda svou renesanci, a to díky dostupnosti 
moderních přístrojů a zároveň dříve nemyslitelného rych-
lého a výkonného zpracování získaných dat počítačem. Ve 
spojení se současnými metodami analýzy sedimentačních 
dat jsou experimenty prováděné v analytické ultracentrifu-
ze schopné důkladně prověřit čistotu vzorku, charakterizo-
vat  mechanismy  vzniku  a  zániku  makromolekulárních 
komplexů,  určit  stechiometrii  podjednotek,  detegovat 
a charakterizovat změny v konformacích makromolekul 
a měřit rovnovážné konstanty a termodynamické paramet-
ry samo- i hetero-asociujících systémů. Je to vhodná meto-
da pro určování molárních hmotností za nativních podmí-
nek a jedna z klíčových metod pro studium interakcí mezi 
makromolekulami,  jako  jsou  interakce  protein-protein, 
protein-nukleová kyselina a protein-malá molekula. Záslu-
hou podpory, kterou rozvoji této experimentální techniky 
věnovalo vedení chemické sekce UK PřF v Praze, je nyní 
tato experimentální technika ve svém moderním provedení 
dostupná i pro uživatele v České republice. Případní zá-
jemci  o  možnosti  využití  této  experimentální  techniky 
mohou získat další informace u autorů, nebo prostřednic-

tvím webových stránek katedry biochemie UK PřF http://
www.natur.cuni.cz/chemie/biochem/sluzby. 

 
Zakoupení a provoz analytické ultracentrifugy Prote-

omeLab XL-I (Beckman Coulter) bylo umožněno finanční 
podporou chemické sekce Přírodovědecké fakulty Univer-
zity  Karlovy  v  Praze  a  MŠMT  ČR  (projekty  MSM 
21620808 a 1M0505). 
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the Czech Republic, Prague, Czech Republic): Analytical 
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Laboratory 

 
Sedimentation analysis of macromolecules carried out 

with analytical ultracentrifuge is a powerful method for the 
study of proteins, nucleic acids and other polymers and 
their  various  complexes.  Monitoring  sedimentation  of 
macromolecules in the centrifugal field allows their hydro-

dynamic and thermodynamic characterization in solution, 
i.e. in native conditions,  without interactions with any 
matrix or surface. This allows direct measurement of mo-
lecular weight and sedimentation coefficient of macro-
molecules, monitoring of sample purity and homogeneity, 
prediction of size and shape of sedimenting species and, 
last but not least, study of equilibrium reactions, including 
determination of their stoichiometry and equilibrium con-
stants. In the present review, we first focused on the his-
tory of the technique and properties and potentials of 
a modern instrument. Two types of experiments performed 
using  analytical ultracentrifuge, sedimentation velocity 
and equilibrium, are discussed, together with a brief intro-
duction into sedimentation theory. In the end, sedimenta-
tion data analysis is discussed and some examples of utili-
zation of analytical ultracentrifugation are provided. Com-
bination of new instrumentation and computational soft-
ware for data analysis has led to major advances in charac-
terization of proteins and their complexes. After temporary 
silence in the past decades, analytical ultracentrifugation at 
presence experiences renaissance in proteomic research. 
 
 


