Frakcionace buneéek

s v s

Frakcionace bunky je metoda pro ziskani ¢asti buinky schopnych samostatné funkce. Pouziva se pro oddéleni
organel a makromolekul pro ndslednou analyzu jejich slozeni a funkci. Jednotlivé makromolekuly mohou byt poté
déle izolovany a analyzovany, napfr. pro urceni proteinové poruchy. Postup frakcionizace se sklada ze dvou casti:
homogenizace bunky a purifikace slozek.

Homogenizace bunék

Homogenizace bunék je proces pfi kterém dojde k rozruseni membrany bunky a uvolnéni bunécnych
soucéasti do roztoku. Mizeme ji dosdhnout nékolika metodami. Orienta¢né se rozdéluji mezi hrubé a jemné
metody. Jemné metody jsou pouzivané napfiklad pro bunécné kultury. Oproti tomu hrubé metody jsou pouzivané
pro pevnéjsi struktury, které vyzaduji urc¢itou miru mechanického poskozeni, jako napfriklad pojivovd nebo kozni
tkan.

Hrubé metody

Kulickova homogenizace
Pri této metodé vyuzivdme drobné kovové nebo sklenéné kulicky,
které se v urcitém poméru smisi s bufikami. Nadslednym michanim
nebo tfepanim dojde ndrazy kuli¢ek k rozdrceni membran. Metoda je
velice jemn4, ale bohuzel ¢asové naroc¢na.

Ultrazvuk
Opakovanymi ultrazvukovymi rédzy dochazi k rozdrceni membran.
Nevyhodou této metody je, Ze generuje vysoké mnozstvi tepla, které
maze poskodit funkci soucasti bunky a tim cely postup znehodnotit. Bun&ény homogenizér Emulsiflex
Pro izolaci proteinl se proto vyuzivd zmrazeny preparat.

Vysoky tlak
Pri této metodé jsou buriky drceny vysokym tlakem. Prikladem pro to mdze byt protla¢ovani bunék Gzkym
otvorem pfri prichodu kterym buriky prasknou. Vyuzit k tomu mzZeme napfiklad French press (https://en.wikip
edia.org/wiki/French_pressure_cell _press).

Jemné rozmixovani
Zmrzla tkanova kultura maze byt rozmixovana jemnym mixérem, pricemz dojde k mechanickému rozbiti
bunécéné stény a membrany. Pripadné mizeme zmrzly vzorek mechanicky rozemlit.

Jemné metody

Opakované zmrazovani a tani
Metoda efektivni zejména pro ZivocisSné bunky. Bunky se opakované zmrazuji (napr. tekutym dusikem) a
nechdvaji roztat. Jelikoz led ma vétsi objem neZ voda, prorazi pfi zmrazenfi krystalky ledu bunécné membrany
a uvolnf jejich obsah.

Enzymatické rozruseni
S pouzitim enzym{ specifickych pro kazdou buné¢nou kulturu dojde k natraveni slozek buné¢né membrany,
pfipadné stény. Casto se vyuziva v kombinaci s jinymi metodami. V&tsinou vyuzivana pro bakterie, kvasinky,
fungi, algae i zivocCisSné bunky.

Detergent
S pomoci detergentu dojde k rozpusténi bunécné membrany. Opét se ¢astu vyuziva ve spojeni s jinymi
metodami, aby se dosahlo poZzadovaného uGcinku. Vhodné pro Zivocisné buriky.

Osmoticka lyza
V prostredi hypotonického roztoku burnka nasaje vodu, nabobtna a eventudlné dojde k jejimu prasknuti, ¢im se
uvolni jeji obsah do okoli. Opét vhodn& metoda pro zivocisné buriky, které nemaji bunécnou sténu.

Purifikace slozek

Hrubou filtraci (napf. pres gadzu) mdzeme oddélit nehomogenizované bunky od zbytku. Pro pustupné oddéleni
slozek se pouzivé prevazné centrifugace a ultracentrifugace. Na zakladé odliSné velikosti a objemu jednotlivych
organel a makromolekul probihd sedimentace v centrifugach odliSnou rychlosti. Diky extrémnimu gravitacnimu
pretizeni sedimentuji i jednotlivé makromolekuly.

Nejprve sedimentuji velké slozky jako tfeba bunécna jadra. Pri vyssich rychlostech mitochondrie, poté zlomky
endoplasmatického retikula. Pri vyssich rychlostech a delSim ¢ase centrifugace se usadi malé vacky, poté ribozomy
a mensi ¢astecky. VSechny tyto frakce nejsou neprve cCisté, ale oddélenim usazeniny, jejim resuspendovanim a
opétovnou centrifugaci je mozné je purifikovat. VétSinou je vSak nutné cely proces opakovat nékolikrat.
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Odkazy
Souvisejici ¢clanky
= Centrifugace
Externi odkazy
= French press (https://en.wikipedia.org/wiki/French_pressure_cell_press)
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