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Tisch-Ultrazentrifuge

Bei einem gemeinsamen Besuch
mit unserem Leiter des Business-
centers Centrifugation in einer
renommierten Forschungseinrich-
tung in Bayern ging es in einem
sehr anregenden Gesprdch um
Fragen der Zentrifugation in der
Zukunft.

Dabei stellten wir fest, dass nicht
unbedingt die weitere Erhéhung
der Beschleunigung das Thema
Nr. 1 ist, sondern eher die Benut-
zerfreundlichkeit und die qualifi-
zierte Nutzung.

Optima™ MAX-XP -

was Sie vom Marktfiuhrer
in der Zentrifugation erwarten konnen

Duch Dricken des Meni-Buttons
erscheinen die sechs Hauptme-
nis, die die kompletten Steue-
rungs-, Programmierungs- und
Auswerteoptionen enthalten.
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Folgende finf Punkte standen dabei in der

Wounschliste ganz oben:

« User-Login und Passwortschutz

« Direkt integrierter Rotorkatalog

« Standardisierte abspeicherbare Steuerprogramme

« Elektronisches Logbuch fir Zentrifugenhistorie

» Méglichst geringe Abmafe fir Einsatz in Reinrdumen

All diese Punkte wurden in der
Entwicklung der neuen Optima™
MAX-XP zu 100% bericksichtigt.
Damit setzt Beckman Coulter
neue Maf3stébe in der Ultrazentri-
fugation, denn noch nie war eine
Ultrazentrifuge so schnell, so lei-
se und so einfach zu steuern.

1) Steuerung

Insbesondere die Steuerung Gber
das sehr benutzerfreundliche
Farb-LCD Display mit seinem
Touch-Sceen stellt eine neue
Qualitét dar. Dieses Display mit
seiner hohen Auflésung gibt dem
Anwender schnell einen Uber-
blick tber alle Méglichkeiten und
den Stand der Messung.

So ist der aktuelle Status zuséitz-
lich durch die farbliche Gestal-
tung schnell sichtbar (grin — Ge-
réit ist in Betrieb).

Ebenfalls werden im Display der
verwendete Rotor, die verblei-
bende Analysezeit und die aktu-
elle Temperatur angezeigt (siehe
Abb. 2).

Bei Bedarf kann auch wdahrend
der Messung zwischen der RPM-
und der RCF-Darstellung ge-
wechselt werden.

1.1) History

Uber den Menipunkt ,History
lassen sich alle erfolgten Ana-
lysen zurickverfolgen. Bei Pro-
grammen mit mehreren Schritten
ist der Ablauf jedes einzelnen
Schrittes nachvollziehbar. So kén-
nen alle relevanten Daten (siehe
Abb. 3) eindeutig nachvollzogen
werden.
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Abb. 3

Dies ist insbesondere fir Bereiche
interessant, wo ein zertifiziertes
Arbeiten nétig ist, oder wo durch
verschiedene Nutzer ein schneller
Uberblick tber die Nutzung der
Zentrifuge nur schwer méglich
ist.

1.2) Accel / Decel

Uber diesen Punkt lgsst sich die
Anfangsbeschleunigung auf bis
zu max. 5.000 RPM bzw. die
Abbremsung von 5.000 RPM
auf O RPM Uber max. 10 Stufen
regulieren. Dabei wird direkt bei
Anwahl einer entsprechenden

Geschwindigkeitsstufe die not-
wendige Zeit fir die Beschleuni-
gung bzw. Abbremsung angege-
ben. Diese Zeit wird auch in der
History des Laufes angegeben.
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1.3) Programmierung von
Profilen

Die Software bietet die Opti-
on, haufig wiederkehrende Pro-
gramme  abzuspeichern,  und
damit die Arbeitsabléufe zu ver-
einfachen bzw. zu systematisieren.

So lassen sich for maximal fonf
verschiedene  Schritte  jeweils
unterschiedliche ~ Geschwindig-
keiten, Temperaturen und Zentri-
fugationszeiten eingeben (siehe
Abb. 5). Ebenfalls kénnen dem
Programm ein bestimmter Rotor
und ein Beschleunigungs- und
Bremsprofil zugeordnet werden.

Damit ist ein wichtiger Punkt im-
plementiert, der bei vielen Nut-
zern einer Zentrifuge sicherstellt,
dass auch wirklich alle User die
gleichen Parameter fir das glei-
che Probenmaterial verwenden.
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Abb. 5

2.4) Admin / My Option
Hinter diesen Punkten versteckt
sich eine der wichtigsten Neu-

heiten der Optima™ MAX-XP.

Erstmals ist es maglich, Gber ein
Log-in mit entsprechenden Pass-
wort fir unterschiedliche Ebenen
von Nutzern unterschiedliche Zu-
gangsbereiche zu schaffen. Da-
durch wird eine Fehlbenutzung
der Zentrifuge deutlich erschwert,
da jedem Nutzer nur seine durch
den Administrator freigegebenen
Bereiche zur Verfigung stehen.

So kann z.B. nur der ADMINIS-
TRATOR im Rotorkatalog neue
Rotoren bzw. neue Nutzer anle-
gen und léschen.

Auch der Datenexport der kom-
pletten Messparameter im CSV-
Format erfolgt passwortgeschitz.
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Abb. 6

Dieses ist sehr einfach Uber den
vorhandenen USB-Port méglich.

Insbesondere die Registrierung
der verschiedenen Rotoren, auch
von gleichen Rotoren mit unter-
schiedlichen Seriennummern,
bringt eine neue Stufe in der Zen-
trifugensicherheit, denn durch
das Tracking ist die Historie eines
Rotors jetzt sehr einfach nachvoll-
ziehbar. In Verbindung mit un-
serem FRIP-Programm erreichen
wir so eine neue Stufe der Rotor-
sicherheit.

2) Biosafe

Naturlich gibt es auch die neue
Optima™ MAX-XP in einer Bio-
safe-Variante fir den speziellen
Einsatz in hochsensiblen Reinrdu-
men bzw. biologisch geféhrdeten
Bereichen.

Neben der Verwendung von bio-
sicheren Rotoren und biosicherer
Labware, ist die Zentrifuge mit
einem zusdtzlichen HEPA-Filter
ausgeristet. Damit wird dann die
Dreifachsicherheit unserer Bio-
safe Zentrifugen gewdhrleistet.

Selbstverstandlich ist die Op-
tima™ MAXXP aufgrund ihrer
geringen Abmafle als Tischzen-
trifuge auch ideal geeignet zum
Einsatz in einer Laminar-Flow
Box.

3) Geschwindigkeit/
Schwerefeld

Die Optima™ MAX-XP ist derzeit
die schnellste Tisch-Ultrazentri-
fuge am Markt. So erreicht sie
mit dem MLA-150 Rotor eine
maximale Geschwindigkeit von
150.000 RPM, was ca. 2.500
Umdrehungen pro Sekunde ent-
spricht.
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Mit dem MLA-130 Rotor erreicht
die Optima™ MAXXP sogar
Schwerefelder von Gber eine Mil-
lion xg. Mit dieser Leistung sind
alle derzeit bekannten Zentri-
fugationsprotokolle, von DNA/
RNA bis hin zu Viren, optimal
gestaltbar.

Die Eingabe der Parameter kann
selbstversténdlich sowohl in RPM
als auch in RCF erfolgen (siehe
Abb. 1+2).

4) Rotoren

Was nitzte die beste Zentrifuge
mit hervorragenden Spezifikati-
onen, wenn dafir keine Rotoren
vorhanden wéren, um alle aktu-
ellen Applikationen damit erfolg-
reich bearbeiten zu kénnen?

Deshalb ist einer der Grundséize
der 60-jghrigen Zentrifugenent-
wicklung von Beckman Coulter
die kontinuierliche Verknipfung
von Geréten und Rotoren.

So sind fir die Optima™ MAX-XP
natirlich alle derzeit verfigbaren
Rotoren der Tisch-Ultrazentrifugen
einsetzbar. Gleichzeitig ist mit
dem neuen MLA-150 ein weiterer
Rotor verfigbar, der erstmals

Rotor RPM
MLA-150 150.000
MLA-130 130.000
TLA-120.2 120.000
TLA-120.1 120.000
TLA-100 100.000
TLA100. 3 100.000
TLA-100.2 100.000
TLA100. 1 100.000
TLA-100.4 100.000
TLA-110 110.000
TLN-120 120.000
TLN-100 100.000
TLV-100 100.000
TLA-120.1 120.000
MLA-80 80.000
MLN-80 80.000
MLA-55 55.000
TLA-55 55.000
TLS-55 55.000

MLS-50 50.000

Tab. T: Roforen fir Optima

Geschwindigkeiten von 150.000
RPM erméglicht.

Aufgrund seiner Geometrie hat
der MLA-150 den derzeit ge-
ringsten k-Faktor fir Zentrifugen
seiner Klasse. Das bedeutet die
hochste Effizienz in diesem Be-
reich.

In Tabelle 1 sind alle derzeit ein-
setzbaren Rotoren aufgelistet.
Diese komplette Liste ist natirlich
auch Bestandteil der Rotor-Bibli-
othek (siehe Abb. é) in der Soft-
ware der Optima™ MAX-XP.

~besuchen Sie uns im Oktober auf

Capacity Max g
8x2 1.003.000
10x2 1.019.000
10x2 627.000
14x0.5 627.000
20x0.2 436.000
6x3.5 543.000
10x2 436.000
12x0.5 436.000
8x5.1 543.000
8x5.1 657.000
8x1.2 585.000
8x3.9 450.000
8x2 400.000
14x0.5 627.000
8x8 444.000
8x8 390.000
8x13.5 287.000
12x1.5 186.000
4x2.2 259.000

4x5 268.000
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Dadurch kénnen alle schon vor-
handenen Rotoren ebenfalls véllig
unkompliziert infegriert werden.

Zusammenfassend kann festgestellt
werden, dass mit der Optima™
MAX-XP eine neue Stufe der Bedie-
nerfreundlichkeit erreicht wurde.

Abb. 8

Auch die systematische Datener-

fassung fir die Zentrifuge und die

entsprechenden Rotoren stellen

eine neue Qualitdt dar.

Machen Sie sich selbst ein Bild
von der Optima™ MAXXP und

e Mitarbeiter
2re Informati-
g um lhnen die
ptima™ MAX-XP




Grundlagen

Einfuhrung in die Ultrazentrifugation (Teil 2)

Dieser Artikel setzt die im
Rotor 5 begonnene Serie
zu den Grundlagen der Ul-
trazentrifugation fort.

Im ersten Teil haben wir
die Theorie der Zentrifuga-
tion und die verschiedenen
Arten der Zentrifugation
vorgestellt. In diesem Ar-
tikel widmen wir uns den
verschiedenen Arten von
Gradienten und ihrer Her-
stellung.

Arten von Gradienten

Um die gewiinschten Trennungen
der verschiedenen Probenmate-
rialien zu erméglichen, wurden
verschiedene Gradienten ent-
wickelt, die speziellen Anforde-
rungen genigen:

- Bestimmter Dichtebereich

- Kein negativer EinfluB auf die Probe

durch pH-Wert oder Viskositét

- Leicht entfernbar von getrennten Teilchen

- Keine Beeinflussung der Detektion der

Teilchen (z.B. UV-Messung)

So unferscheiden wir entspre-
chend ihres chemischen Aufbaus
verschiedene Typen von Gradien-
ten for unterschiedliche Einsatz-
und Anwendungsgebiete:

- Schwermetallsalze

(z.B. CsCl, Cs,0,, Nal)

- Kohlenhydrate (z.B. Saccharose
[Sucrose], Ficoll, Dextran)

- Jodierte Verbindungen
(z.B. Nycodenz, Metrizamid,
Metrizoat)

- Kolloidale Kieselgele
(z.B. Percoll, Ludox)

- Sonstige (z.B. Glycerin)

1) Schwermetallsalze

Die zwei haufigsten Gradienten-
medien fir die isopyknische Zen-
trifugation von  Nukleinséuren
sind CsCl und Cs,SO,. Letzteres
bildet bei gleicher Rotorgeschwin-
digkeit ungeféhr doppelt so steile
Gradienten aus wie CsCl, daher
werden Nukleinsguren stark un-
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terschiedlicher Schwimmdichten
noch erfasst. Die Hydration ist in
beiden Medien unterschiedlich
stark ausgeprégt. In CsCl ist die
Hydration geringer und die DNA
weist eine durchschnittliche Dich-
te von 1,7 g/cm?® auf, in Cs,SO,
ist die Hydration stérker und fihrt
zu einer durchschnittlichen Dich-
te von 1,4 g/cm3. Ein Vorteil von
CsCl, der bei Cs,SO, nicht ge-
geben ist, ist das Vorhandensein
einer linearen Korrelation zwi-
schen Guanin- und Cytosin-(G
+ C) Gehalt der DNA und ihrer
Schwimmdichte: je gréfer der G
+ C-Gehalt ist, desto grofer ist
die DNA-Dichte.

Mit CsCl kann man keine ausrei-
chend dichten Lésungen herstel-
len um RNA zu ban-

den.

' Im Gegensatz dazu
kann RNA in Cs,SO,-
Gradienten  analysiert

~ werden, obwohl hoch-
molekulare RNA  prd-
zipitiert. Um dieses zu
verhindern wird oft 4
M Harnstoff oder 5%
DMSO zugesetzt. Un-

ter alkalischen Bedingungen ist
der Dichteunterschied zwischen
nativer und denaturierter DNA
in Cs,5O, gréBer als in CsCl. In
Cs,SO,-Gradienten  kann man
durch Zusatz von Ag- oder Hg-
lonen eine zusdtzliche Fraktio-
nierung der DNA-Molekile ent-
sprechend der Basenzusammen-
setzung erhalten. In CsCl-Gradi-
enten erreicht man durch Zugabe
von Actinomycin,  Netropsin,

Hoechst 33258 oder Methylgrin

ebenfalls eine der Basenzusam-

mensetzung entsprechende wei-
tere Fraktionierung.

2) Kohlenhydrate

Sucrose ist das wichtigste Trenn-
medium zur Durchfihrung von
Zonenzentrifugationen.  Aufler-
dem wird sie zur isopyknischen
Bandung von Viren, Organellen
und Membranen eingesetzt. Fir
Sucrose ist der Zusammenhang
zwischen Konzentration, Dichte,
Brechungsindex und Viskositét be-

kannt und in Tabellen festgehalten.
Nachteilig bei dieser Substanz sind
ihre osmotischen Eigenschaften:
Losungen mit Uber 9 Vol.-%
Sucrose sind hyperton. Auflerdem
sind hochkonzentrierte L&sungen
sehr viskos, so dass eventuell klei-
ne Molekile bei isopyknischen
Zentrifugationen nicht an der Stelle
banden kénnen, die ihrer Dich-
te entspricht. Problematisch bei
Verwendung des Rohrzuckers zur
Trennung von RNA ist auch die Tat-
sache, dass Sucrose oft mit Ribu-
nukleasen kontaminiert ist.
Glycerin ist im Vergleich zur Suc-
rose bei entsprechenden Dichten
sogar noch viskoser. Trotzdem
wird es eingesetzt, da es die
Aktivitdt verschiedener Enzyme
aufrechterhélt und in analytisch
reiner Form erhdltlich ist.

Ficoll wird durch Copolymerisa-
tion von Sucrose mit Epichlor-
hydrin  hergestellt, wobei ein
Polysaccharid mit einem durch-
schnittlichen  Molekulargewicht
von 400.000 Dalton gebildet
wird. Ficoll wird zur Zentrifuga-
tion osmotisch  empfindlicher
Teilchen wie Zellen verwendet,
da Lésungen unter 20 Vol.-%
nahezu osmotisch inaktiv sind.
Allerdings nimmt die Osmolaritéit
der Lésungen mit zunehmendem
Ficoll-Gehalt rapide zu. Auch
sind hochkonzentrierte Lésungen
sehr viskos, was in vielen Fallen
ein grofier Nachteil ist.

3) Jodierte Verbindungen

Nycodenz und Metrizamid weisen
wesentlich geringe Osmolaritéiten
und Viskositéten als Sucrose auf.
Sie sind beide nichtionisch und
in Wasser sehr gut l6slich. Nyco-
denz ist hitzestabil, Metrizamid je-
doch nicht. Uber den pH-Bereich
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von 2 bis 12,5 sind beide Verbin-
dungen stabil. Die Verwendung
dieser beiden Stoffe bei Zentri-
fugationen setzt sich immer mehr

durch.

4) Kolloidale Kieselgele

Percoll ist ein kolloidales Kiesel-
gel mit einem durchschnittlichen
Partikeldurchmesser von 21 nm,
das mit Polyvinylpyrrolidon tber-
zogen ist . Durch diesen Uberzug
wird die Wechselwirkung mit bio-
logischem Material herabgesetzt
und das Kolloid gegen Salzzuga-
be sowie einfrieren und auftauen
stabilisiert. Ein grofler Vorteil von
Percoll ist die geringe Osmolari-
t&t der Lésungen. Percollgradien-
ten kdnnen entweder vorgeformt
oder in Festwinkel- oder Vertikal-
rotoren durch Selbstbildung her-
gestellt werden. Der Einsatz von
Percoll beschrankt sich jedoch auf
isopyknische Zentrifugationen.

Gradientenprofile

Das Profil eines Gradienten ibt
auf die Trennung einen grofien
EinfluB aus. Wir unterscheiden
dabei folgende Arten von Gradi-
entenprofilen:

- linear

- stufenférmig

- konvex

- konkav

- isokinetisch

- linear-logarithmisch

Diese typischen Profile unter-
schiedlicher Gradienten sind in
Abb. 6 dargestellt.

Lineare Gradienten werden bei
der Zentrifugation von Proteinen,
Hormonen und Nuklearséuren
verwendet. Stufengradienten lie-

Abb. 6
Gradientenprofile:
c (a) linearer Gradient,
d (b} stufenférmiger
Gradient,

(c) konvexer Gradient,
(d) konkaver Gradient
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fern bei der Trennung von Zellen
oder Viren gute Ergebnisse.
Konkave Gradienten finden be-
sonders bei der Trennung von Li-
poproteinen breite Anwendung.
Isokinetische Gradienten sind
solche, bei denen Teilchen be-
stimmter Dichte mit konstanter
Geschwindigkeit  entlang  des
Gradienten sedimentieren, d.h.
die Sedimentationsgeschwin-
digkeit ist in diesem Gradienten
unabhéngig von der Gradien-
ten-Saulenléinge. Meistens sind
die isokinetischen Gradienten
konvex; lineare 5- bis 20%ige
Sucrosegradienten sind in einer
Reihe von Ausschwingrotoren
jedoch ebenfalls isokinetisch.
Fir einige Fragestellungen emp-
fiehlt sich die Verwendung von
Linear-log-Gradienten, bei de-
nen der Logarithmus der Gradi-
enten-Sdulenlénge eine lineare
Funktion des Logarithmus des
Sedmentationskoeffizienten oder
der Zentrifugationsdauer ist.

Gradientenbildung

Zur Erzeugung von Gradienten
unterscheiden wir kontinuierliche
und diskontinuierliche Gradien-
ten.

Diskontinuierliche Gradiente wer-

den durch:

- Uberschichten

- Unterschichten

- ———

der einzelnen Gradientenma-
terialien erzeugt. So setzt man
for gering viskose Medien die
Methode der Unterschichtung
und fir hoch viskose Medien die
Uberschichtung ein.

Die am meisten verbreiteteste
Methode ist dabei die Uber-
schichtung, bei der die Lésung
mit der gréferen
Dichte  vorgelegt
wird und die L&-
sung mit der gerin-
geren Dichte dann
mit einer Pipette an
der Réhrchenwand
zugegeben wird.
Trotzdem sollte
eigentlich die Me-
thode der Unter-

Abb. 6a Gradientenbildung mit Unterschichtung

schichtung (Abb. 6a) die Me-
thode der Wahl sein, da mit ihr
exaktere Gradienten herausge-
bildet werden. Es muss nur dar-
auf geachtet werden, dass keine
Luftblasen eingefihrt werden.

Kontinuierliche Gradienten kén-
nen Uber verschiedene Methoden
erzeugt werden:

- Diffusion von diskontinuierlichen
Gradienten

- Gradientenmischkammer

- Kommerzielle Gradientenmixer

Bei der isopyknischen Zentrifu-
gation mit selbstbildenden Gra-
dienten (z.B. CsCl oder Percoll)
héngt das Gradientenprofil von
der Ausgangsdichte der Lésung,
der Rotorgeometrie, der Umdre-
hungsgeschwindigkeit und der
Temperatur ab. Durch Verdn-
derung jedes einzelnen dieser
Parameter lassen sich nahezu
beliebige Gradienten bilden. Bei
der Zonenzentrifugation ist es je-
doch notwendig die Gradienten
vorzuformen. Man kann mehrere
Konzentrationen einer Lésung in
das Zentrifugenrdhrchen geben
und gleich anschlieBend zentrifu-
gieren oder eine Zeitlang warten.
Zentrifugiert man gleich, so liegt
ein stufenférmiger Gradient vor.
Wartet man hingegen, so glét-
tet sich der Gradient mit zuneh-
mender Zeit und wird immer mehr
linear, konvex oder konkav (Abb.
7). Wie schnell sich ein Gradient
glattet, héngt vom Wechselspiel
zwischen der Diffisionsgeschwin-
digkeit des Gradientenmaterials
und seiner Viskositét ab.

Die verbreiteteste Methode ist
dabei die Gradientenmisch-
kammer, da sich mit ihr alle Pro-
file von Gradienten durch Varia-
tion der AbfluBbedingungen aus
den Kammern erzeugen lassen.
Lineare Gradienten lassen sich
leicht herstellen indem man zwei
Gefafle mit identischer Geomet-
rie miteinander verbindet und in
der Mischkammer B (Abb. 8) fir
eine gute Durchmischung der L&-
sungen aus den Kammern A und
B sorgt. Damit der Flu3 aus den
beiden GeféBen zur gleichen Zeit
und gleichmaBig erfolgt, dirfen
nicht gleiche Volumina in die
Kammern gegeben werden.

Abb. 8: 2-Kammergradientenmischer

Man muss vielmehr darauf ach-
ten, dass das Verhdltnis der Vo-
lumina gleich dem
reziproken Verhgl-
nis der Dichten ist,
d. h. man muss
gleiche Massen ein-
follen.

In welche Kammer
die dichtere Lésung
kommt, héngt von
den  verwendeten
Réhrchen und Gra-
dienten ab. Benutzt
man  Cellulosenit-
rat-Réhrchen  oder

Detergens  (Triton

Abb. 7: Clattung eines stufenférmigen Gradienten mit zunehmender Zeit

X-100- oder NP 40-) enthaltene
Puffer, so gibt man in Kammer A
die dichtere Lésung. Cellulose-
nitrat-Réhrchen sind némlich be-
netzbar und die Flussigkeit fliefit
langsam an der Wand herunter,
so dass die Gradienten ohne Ver-
wirbelung durch Uberschichten
eingefillt werden kénnen.

Die Tenside bewirken ebenfalls
die Benetzbarkeit anderer Réhr-
chenmaterialien wie Polyallomer.
Verwendet man jedoch Polyallo-
mer-Réhrchen und enthalt die
Flussigkeit kein Detergens, so
muss in Kammer A die leichtere
Lésung eingefillt werden. Eine
Kantle fohrt in diesem Falle bis
zum Réhrchenboden
und die leichtere Flus-
sigkeit wird durch die
nachfolgende  dichtere
Flussigkeit immer weiter
nach oben verdréngt.

In der Praxis hat es sich
bewdhrt bei der Zonen-
zentrifugation Gradien-
ten zu verwenden, bei
denen die Anfangs- und
Endkonzentrationen
mindestens um den Fak-
tor drei differieren, z. B.
5-20% oder 10-40%
Sucrose. Dadurch er-
reicht man oft eine gute
Auflésung.

Ferner verwendet man
oft ein sogenanntes ,Kis-
sen”. Hierbei handelt es
sich um ein geringes Vo-
lumen einer hoch konzentrierten
Lésung (z.B. 60% Sucrose) am
Réhrchenboden.

Sinn des Kissens ist die besse-
re Resuspension sedimentierter
Teilchen nach der Zentrifugation
bzw. die Vermeidung von Sché-
digungen, denn mehrere Vi-
renarten bifen ihre Vitalitdt ein
wenn sie auf den Réhrchenboden
auftreffen.

Teil 3:
Rotoren fir die Gradienten-
zentrifugation
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Sehr geehrte Leserinnen,
sehr geehrte Leser,

haben Sie uns schon besucht?
Noch nicht2 Na dann laden
wir Sie doch herzlich dazu ein.
Schnuppern Sie doch mal in un-
serm e-store Online-Portal.

Entscheiden Sie, ob fir lhre zu-
kinftigen Warenbestellungen der
elektronische Weg eine zuscitz-
liche Alternative darstellt oder so-
gar lhr bevorzugter Bestellprozess
werden soll.

Im Folgenden fihren wir Sie
Schritt fr Schritt durch den Beck-
man Coulter e-store, bis hin zu
Ihrer Bestellung.

Los geht’s.

Schritt 1

Sie wéihlen sich bitte auf die Beck-
man Coulter Homepage ein:
http://www.beckmancoulter.com

und wéhlen an:
Catalog/Online Store

Voild, schon sind Sie im Beckman
Coulter e-store.

Schritt 2

Nutzen Sie die Méglichkeit in den
einzelnen Produktkatalogen von
Beckman Coulter detaillierte Pro-
duktinformationen zu kompletten
Systemen, Zubehorteilen und Er-
satzteilen zu finden.

Schritt 3

Uber die sehr detailierte Such-
funktion im Katalog kénnen Sie
schnell und bequem die fir lhr
System verfigbaren Artikel sehen.
Natirlich kénnen Sie auch Uber
das Feld ,enter keyword” eine |h-
nen bekannte Partnummer direkt
aufrufen.

Zu jedem Artikel sind die erfor-
derlichen technischen Spezifikati-
onen hinterlegt.

Informieren
und Einkaufen - rund um die Uhr -

Schritt 1
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e-store

Sie haben jetzt genug herumge-
surft und wollen in Zukunft direkt
Uber den Beckman Coulter e-
store bestellen? So geht es:

Schritt 4

Nach lhrer Registrierung erhalten
Sie Ihre persénliche User ID und
lhr Passwort auf elektronischem
Weg. Zur Registrierung gelan-
gen Sie Uber den Button ,sign
in” rechts oben auf der Startseite
(siehe Pfeil 1).

Nun kénnen Sie wéhlen, ob Sie
sich neu registrieren lassen wol-
len oder sich als registrierter Nut-
zer anmelden wollen.

Schritt 5

Den Registrierungsprozess  zur
Identifizierung beschleunigen Sie,
indem Sie persénliche Beckman
Coulter Kenndaten, wie z.Bsp.
lhre Kundennummer oder lhre
Rechnungsnummer eintragen.
Nach lhrer Registrierung und
Anmeldung mittels User ID und
Passwort werden lhnen giltige
Listenpreise sowie (wenn mit
Beckman Coulter schriftlich ver-
einbart), lhre gultigen Vertrags-
preise pro Produkt angezeigt.

Schritt 6

Nach Threr Auswahl finden Sie
in Ihrer Shopping Cart die Auf-
listung lhrer Artikel, inkl. Men-
genangaben etc. Sie kénnen hier
lhre Auswahl nochmals Gberpri-
fen oder ggf. korrigieren.

Proceed to Checkout, (die
eigene Purchase Order Number
zur eigenen Auftragsidentifizie-
rung nicht vergessen, Allgemeine
Verkaufs- und Lieferbedingungen
akzeptieren) und ab mit der Be-
stellung: Submit Order.

Sie erhalten im Anschluss eine
Bestdtigung lhrer eingegangenen
Bestellung.

Sie haben noch Fragen?
Gerne stehen wir lhnen unter
eStoreGE@
beckmancoulter.com
zur Verfigung.

Jutta Miller
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Claus Urbanke, Medizinische Hochschule, Abteilung fr Strukturanalyse, Hannover

Zusammenfassung

Es dirfte nur wenigen bekannt
sein, dass die Entwicklung schnel-
ler Zentrifugen mit extrem hohen
Schwerefeldern in erster Linie der
analytischen Anwendung diente.

Die durch die Verleihung des No-
belpreises im Jahre 1926 an The-
odor Svedberg gewirdigte Arbeit
war die Entwicklung einer Zentri-
fuge zur Analyse der Molmassen
von Makromolekilen oder Kollo-
iden, préparative Aspekte blieben
damals auBen vor.

Auch die erste kommerziell verfig-
bare Ultrazentrifuge von A. Beck-
man war eine analytische Zentri-
fuge. Seit Svedbergs Arbeiten sind
also analytische Ultrazentrifugen
aus der biochemischen und mo-
lekularbiologischen Arbeit kaum
wegzudenken.

Entscheidende Impulse hat die
Methode seit den 90er Jahren
des vergangenen Jahrhunderts
durch die Entwicklung neuer In-
terpretationsverfahren und die
Neukonstruktion  einer analy-
tischen Ultrazentrifuge erfahren
(s. z.B.:[1]).

Eine analytische Ultrazentrifuge
kombiniert eine Hochge-
schwindigkeitszentrifuge (bis zu
300.000 xg) mit einem optischen
Spektrometer bzw. Refraktometer,
das in der Lage ist, ortsaufgeldst
die Konzentration der sedimen-
tierenden Substanzen wéhrend
des Zentrifugenlaufes zu bestim-
men. Zentrifugiert werden dabei
,Réhrchen”, die stabil gebaute
UV-durchléssige  Kivetten  mit
Fenstern aus Quarz oder Saphir

sind (Abb. 1).

Diese Kivetten sind zu Beginn
des Experiments mit der Untersu-
chungslésung homogen gefillt.

Durch die Schwerkraft bei der
Zentrifugation sedimentieren die
Molekile zum Boden.

Dabei ergibt sich eine gleichma-
Bige Wanderung der Molekile,
deren Geschwindigkeit (v) sich
aus Masse, Auftrieb und Reibung
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Analytische Ultrazentrifugation
in Biochemie und Molekularbiologie

der Teilchen sowie dem Schwere-
feld der Zentrifuge ergibt:

Obwohl die gleichméBige Wan-
derung der Molekile idealerwei-

mit einer Differentialgleichung
(Lamm’sche DGL):

dx _m( {-vp)
dt f

wobei

x = Entfernung vom Rotormittelpunkt (m)
t = Zeit (sec)

m =Masse des Teilchens (kg) entspricht
M/N, M : Molmasse;
N,: Avogadrozahl)

v = Parfielles spezifisches Volumen
des Teilchens (kg/m?)

f= Reibungskoeffizient des Teilchens
[sec/kgl,
fir kugelférmige Teilchen gilt:
=67 R mit m: Viskositct der
Lésung, R: Radius der Kugel

s = Sedimentationskoeffizient des
Teilchens (sec)

Einheit S (fir ,Svedberg”)

(1S=10""3sec)

sind.

Da sich alle Molekile bei dieser
Wanderung vom Meniskus entfer-
nen, bildet sich eine Grenzschicht
oberhalb derer die sedimentie-
renden Teilchen zum Boden hin
verschwunden sind.

Abb. 2 zeigt ein typisches Se-
dimentationsexperiment in der
analytischen Ultrazentrifuge.

se die Ausbildung einer scharfen
Grenzschicht zwischen Lésungs-
mittel und Lésung erwarten ldsst,
ist ganz klar die Verschmierung
dieser Grenzschicht zu erkennen.

Grund dafir ist die Diffusion der
Teilchen. Dieses prinzipiellen Pro-
blem bericksichtigend, beschrieb
Ole Lamm in den 20er Jahren
des letzten Jahrhunderts die Kon-
zentrationséinderungen in einer
analytischen Ultrazentrifuge

: [I‘(U g—i —.s--wl-.rw']] (2)

wobei

D =Diffusionskoeffizient des
Teilchens (m?/sec)

¢ = Konzentration (oder Absorption)
der Teilchen (beliebige Einheiten)

sind.

Auch wenn diese Gleichung nicht
explizit integrierbar ist, zeigt sie
eine vollstindige und erschép-
fende Beschreibung der Sedi-

/

A Sed\'.memotionsgeschwind\'gkeitsexperimem: 7 pM Einzelstrang-DNA-bindendes Protein (SSB)

aus E. coli wurde bei 60.000 RPM zentrifugiert. Die Verteilung des Proteins in der Zelle wurde
alle 8 Min. gemessen. Aus der Wanderungsgeschwindigkeit der Grenzschicht ergibt sich ein

Sedimentationskoeffizient von 4.2 S (nach [2]).

Baugnmgrgitter
v, (e chdal)

Abb

A: Schematischer Aufbau des Absorptionsphotometers in einer analytischen Ulirazentrifuge.
Objekiiv und Spalt bewegen sich unterhalb des Rotors um ortsaufgeldst Absorption zu messen.
B: Einblick in die Kammer einer analytischen Ulirazentrifuge mit Rotor und Monochromator sowie
Aufsicht auf eine befilllie analytische Zentrifugenzelle (nach [2]).

mentation und bezieht sich in
keiner Weise auf irgendwelche
Referenzzustdnde.

Damit ist die analytische Ultra-
zentrifugation eine first prin-
ciple” Methode zur Bestimmung
von gréfBenbezogenen moleku-
laren Parametern.

Im Gegensatz zu anderen Me-
thoden wie Gelfiltration oder
Elektrophorese werden also kei-
nerlei Standards oder Referenzen
benstigt.
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Im Folgenden méchte ich nun an
Hand eines Beispiels aus [2] die
Anwendung der Sedimentations-
analyse zur Bestimmung moleku-
larer Wechselwirkungen demons-
trieren:

Bilden in einer Probe zwei Mole-
kile einen Komplex, so ist dieser
Komplex mit Sicherheit schwerer
und wird mit sehr hoher Wahr-
scheinlichkeit  schneller  sedi-
mentieren als jede seiner Ein-
zelkomponenten.  Misst  man
also in einem Gemisch zweier
Makromolekile einen héheren
Sedimentationskoeffizienten  als
for jede der Einzelkomponenten,
so ist dies ein klarer Nachweis
for eine Wechselwirkung (z.B.:
[3]). Ist die Gleichgewichisein-
stellung dieser Wechselwirkung
schnell gegeniber der Zentrifu-
gationszeit (schneller als in etwa
20 Min.), so kann man aus der
Lamm’schen DGL zeigen, dass
sich zwei Grenzschichten ausbil-
den, eine fir die am langsamsten
sedimentierende  Komponente
und eine gemeinsame fur das
schneller sedimentierende Mole-
kol und den Komplex [4].
Ausgehend von diesem Prinzip
untersuchen wir den Assoziati-
onsstatus von Proteinen und ihre
Wechselwirkung mit Nukleinsgu-
ren oder anderen Proteinen. Die
bakterielle DNA-Polymerase |l
die fur die genomische Replikati-
on verantwortlich ist, besteht aus
zehn verschiedenen Unterein-
heiten.

Von diesen Untereinheiten ist das
x-Protein (16,6 kDa) fir die Re-
krutierung eines weiteren akzes-
sorischen Proteins, dem Einzel-
strang-DNA-bindenden  Protein
(single-stranded ~ DNA-binding
protein, SSB), verantwortlich. In
Abb. 3A wird mit der Sedimen-
tation eines Gemisches von SSB
und x-Protein gezeigt, dass die
beiden  Proteine  miteinander
interagieren, da eine der zwei
ausgebildeten  Grenzschichten
schneller als jede der Komponen-
ten sedimentiert [5]. Ein Problem
bei der Analyse solcher interagie-
render Systeme ist die Auftren-
nung der verschiedenen schnell
wandernden Grenzschichten.

Radius [cm]

s [S]

Abb. 3:
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Wechselwirkung des SSB-Proteins aus E. coli mit der x-Untereinheit der DNA-Polymerase il (E.coli).

Das homotetramere SSB-Protein hat vier Bindungsstellen fur x [5].

Im Sedimentationsgeschwindigkeitslauf (A) einer Mischung aus 2,5 pM SSB und 22,5 pM x bilden sich
zwei Grenzschichten mit 1,9 Sund 5,5 S aus. Da freies SSB mit 4.2 S sedimentiert, ist die Komplexbildung
mit x nachgewiesen. (B) Die diffusionskorrigierte Sedimentationskoeffizientenverteilung (=) [6] zeigt eine
klare Trennung der Grenzschicht fiir freies x von der Reakfionsgrenzschicht bestehend aus freiem SSB und
den Komplexen. Zum Vergleich ist die Verteilung fir freies SSB gezeigt (). C: Eine quantitative Analyse bei
verschiedenen Konzentrationen (A ergibt eine Bindungsisotherme (<], bei der 4,2x-Profeine an ein SSB-
Teframer mit einer Affinitct von 3,3-10° M binden [nach [2]).

Durch die unvermeidbare Diffu-
sion sind diese Grenzschichten
verschmiert. Dieses Problem ist
heute durch den Einsatz neuer
mathematischer Methoden wei-
testgehend Gberwunden.

Durch  numerische Integrati-
on der explizit nicht |5sbaren
Lamm’schen DGL (Gl. 2), Kom-
ponentenanalyse und anschlie-
Bende Regularisierung ([6]) las-
sen sich die sedimentierenden
Grenzschichten in eine diffusions-
korrigierte Sedimentationskoeffi-
zientenverteilung abbilden.

Angewandt auf das in Abb. 3A
gezeigte  Sedimentationsexperi-
ment zeigt diese Verteilung die
beiden Komponenten der Sedi-
mentation, freies x-Protein sowie
EcoSSB und EcoSSB/x-Komplexe,
als deutlich getrennte Peaks (Abb.
3B). Dabei entspricht die Fléche
eines Peaks der Absorption der

jeweiligen Komponente. Abb.
3C zeigt die aus der Auswertung
mehrerer Sedimentationsléufe bei
verschiedenen  Konzentrationen
gewonnene Bindungsisotherme.

Die analytische Ultrazentrifuga-
tion ist mit nun fast 90 Jahren
eine recht alte Methode. Durch
die Entwicklung neuer Techno-
logien und computergestitzter
mathematischer Verfahren hat sie
in den letzten Jahren eine Renais-
sance erfahren.

Als neue Entwicklung sei hier die
seit kurzer Zeit verfigbare Fluo-
reszenzdetektion [7] erwdhnt, die
es mdglich macht, Substanzen in
sehr niedrigen Konzentrationen
(< 10 M) oder auch in komple-
xen Mischungen (z.B. in Zellex-
trakten) zu untersuchen.
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Flexible Nukleinsaureextraktion mit dem Biomek®

Bettina Krah, Diplom-Biologin

+Halleluja, halleluja” spielt der
Biomek® NX Span-8 am Ende
der erfolgreichen Nukleinsgure-
isolierung. Diese Feature wurde
auf Wunsch der Labormannschaft
installiert. Aber dies ist das Ende
der Geschichte.

Am Anfang stand der Bedarf eines
Instituts nach einer flexiblen, weit-
gehend universellen und reagen-
zienschonenden  automatischen
Nukleinséureisolierung fur die
diagnostische PCR®. Das Insti-
tut untersucht Proben im Bereich
des Verbraucherschutzes, ein-
schlieBlich Tiergesundheits- und
Veteringriberwachungen. In der
Regel handelt es sich um Unter-
suchungen auf anzeigepflichtige
Tierseuchen.

Hier sind aktuell vor allem die
Europdische Schweinepest, die
Gefligelpest, die Bluetongue
Disease und die Bovine Virus
Diarrhoe von besonderer Be-

—_~ BECKMAN
¥ COULTER

sdureisolierung mit einem Gerdt,
das:

- mit unterschiedlichen Proben-
zahlen schnell und wirtschaftlich
arbeiten kann

- keine spezielle Chemie vorgibt
und ggf. unterschiedliche Pro-
tokolle, z.B. beim Wechsel der
Chemie fahren kann

- mit einem Nukleinséure-Ex-
traktions-Kit arbeitet, der aus den
verschiedenen Probenmatrices mit
hoher Sensitivitat die Nukleinséure
aus unterschiedlichen Viren isoliert.

Die Entscheidung fiel beim Gerét
auf den Biomek® NX Span-8 (sie-
he Abb. 1) mit Vakuumprépara-
tions-Station der Firma Beckman
Coulter und bei der Chemie auf
den NucleoSpin-RNA-Virus-Kit
der Firma Macherey-Nagel®, da
diese Kombination die gestellten
Anforderungen optimal erfGllt.

Mit dieser Lésung kann sowohl in

Abb.1: Biomek® NX Span-8 mit ATBCR

deutung. Aufgrund der variablen
Seuchenlage muss sich ein ent-
sprechendes  Diagnostikinstitut
sténdig auf die sich ggf. Uber
Nacht éndernden Probenzahlen
for die einzelnen Untersuchungen
einstellen. Da sich diese Heraus-
forderungen nicht manuell be-
wiltigen lassen — entsprechende
Personalkapazitidten sind  nicht
bereitzuhalten — blieb nur eine au-
tomatische Lésung der Nuklein-
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der téglichen Routine als auch im
Falle eines Tierseuchenausbruchs
gearbeitet werden, sodass in ,Kri-
senzeiten” von der gewonnenen
Routine profitiert werden kann
und eine oft problembehaftete
Umstellung entféllt.

1) Handhabung der
Probenrohrchen

Bei dieser sehr variablen Metho-
de ist die Probenzahl frei wahl-

bar und der Reagenzienbedarf
wird entsprechend automatisch
berechnet und angepasst.

Fur die Vakuumprdparation kén-
nen eine 96er Filterplatte oder
bis zu 6 X 8er Filterstrips genutzt
werden. Aufgrund der partiellen
Nutzung des Aufreinigungs-Kits
Uber mehrere Laufe ist eine
Teilnutzung des Kits problemlos
méglich.

Vor dem Start werden die Pro-
ben und Kontrollen in belie-
biger Reihenfolge in den auto-
matischen Barcodereader (AT-
BCR) des Biomek® NX Span-8

Abb. 2: ATBCR — Automated Tube Barcode Reader

gestellt (siehe Abb. 2).

Nach dem Start der Methode
wird zuerst die Anzahl der im
Gerét  befindlichen Pipetten-
spitzen abgefragt. Dadurch
ist es mdglich, angefangene
Pipettenspitzenkdsten  abzuar-
beiten.

AnschlieBend werden die An-
zahl der Proben und die Start-
position der Filterplatte bzw.
des Filterstrips erfragt.

Auf diese Weise kénnen ange-
brochene Filterplatten weiter
gebraucht werden.

Aus der Probenzahl berechnet
die Software nun den Bedarf
an Kit-Chemie (Calculation Puf-
fervolumina) und Uberprift im
néchsten Schritt (Volumencheck)
mittels FlUssigkeitsdetektion das
Volumen in den einzelnen Vor-
ratsbehaltern.

Ist der Flussigkeitsstand zu ge-
ring, wird eine entsprechende
Meldung ausgegeben.

Nach dem Fillen des entspre-
chenden Vorratsbehélters und
der Bestdtigung der Meldung
wird der Flussigkeitsstand wie-
derholt geprift und erst wenn
alle Positionen einen ausrei-
chenden Flissigkeitsstand auf-
weisen, wird die eigentliche Ex-
traktion gestartet.
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NX Span-8 in der Veterinardiagnostik

Abb. 3: Probenaufbereitung

Im néchsten Schritt wird Proteina-
se K pipettiert und im Anschluss
daran die Proben, die sich bereits
im ATBCR befinden.

Zur ldentifikation haben die Pro-
benrshrchen im Barcode vor der

Abb. 4: Barcode mit zusétzlichem Préifix

eigentlichen Probenkennung zu-
siitzlich einen zweistelligen Code,
einen so genannten Prdfix, der
charakteristisch fir einen bestimm-
ten Krankheitserreger ist, integriert.
Uber diesen Préfix im Barcode
sortiert die Biomek®-Software am
Ende der Nukleinséureextraktion
die Proben auf je eine PCR®-Platte
ie Prafix.

Am Ende des Probentransfers wird
ein Report erstell, der auf dem
Server gespeichert wird. Uber die

unterschiedliche Anzahl der Pra-
fixe im Barcode berechnet die
Software die bendtigten Eluti-
onsracks, die mit einer entspre-
chenden Meldung angefordert
werden.

2) Extraktion der Nuklein-
sduren

Nach Zugabe des Lysisreagents
und zehnminitigem Schitteln
erfolgt reihenweise die Zugabe
von Ethanol. Nach einem Misch-
schritt werden die Nukleinséuren
in die Filterplatte bzw. in die Fil-
terstrips UberfUhrt, die sich dazu
in der Vakuumkammer befinden
(siehe Abb. 5).

Nach einem finfzehnminitigen
Vakuumschritt folgen insgesamt

vier Waschschritte mit Wasch-
puffern und Ethanol.
AnschlieBend baut der Gripper
des Biomek® NX Span-8 auto-
matisch um: Die Waschplatte
wird aus der Vakuumkammer
genommen und auf Saugpa-
pier gestellt, bevor im nachsten
Vakuumschritt die Silikagele ge-
trocknet werden.

3) Elution mit nachge-
schalteter Sortierung

In einem weiteren Umbau wird
nun die Elutionsplatte in die Va-
kuumkammer eingesetzt.

Nach Zugabe der Elutionsflis-
sigkeit und einer Pause, in der

Abb. 5: Filterplatte in Vakuumkammer

die Silikamembranen einheitlich
befeuchtet werden, wird in einem
weiteren Vakuumschritt eluiert.
Die Eluate befinden sich in der
Elutionsplatte unter der Vaku-
umkammer. Die Eluationsplatte
wird for die weitere Sortierung
nach entsprechenden Préfixen
gelagert.

For die nun folgende Sortie-
rung holt der Greifer sich das
erste gelagerte Rack fur einen
entsprechenden  Préfix  (Krank-
heitserreger), liest den Barcode
Uber einen ,Fly-by“-Barcode-
Scanner ein und pipettiert dann
die Proben mit dem selben Prafix
(entspricht der Untersuchung auf
den selben Krankheitserreger) in
diese Platte.

AnschlieBend wird diese Platte
im hinteren ,Stack” abgestellt
und das ndchste Rack mit ent-
sprechendem Préfix wird zum
Einlesen und Pipettieren heran-
gezogen. Nachdem auf diese
Weise alle Proben nach Sorten
pipettiert sind, wird wieder ein
Report erstellt, in dem alle Pro-
benpositionen aufgezeigt wer-
den. Aus diesen Reports kénnen
die Daten for die Belegung im
Thermocycler exportiert und so-
mit for die folgende PCR® ge-
nutzt werden.

Die Nukleinsgureisolierung mit
dem Biomek® NX Span-8 hat

die Probenbearbeitung im La-

bor deutlich vereinfacht und
beschleunigt. Von Anfang 2007
bis Ende August 2007 konnten
so alleine mehr als 38.000 Blut-
proben auf das Bluetongue-Virus
untersucht werden.

Bettina Krah,
Diplom-Biologin
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Veranstaltung

Endlich war es wieder soweit,
vom 06.-08. Juni 2007 fand in
Divonne (Frankreich) in der Néghe
des Genfer Sees unser jdhrliches
europdisches Zentrifugenmeeting
statt. An dem Meeting nahmen
Uber 75 Kolleginnen und Kollegen
aus ganz Europa teil, die sich in
ihren Funktionen hauptsdchlich
mit Zentrifugation beschéftigen.

Der Hohepunkt des diesjéhrigen

Meetings war zweifelsfrei die erste
llung der Optima™ MAX-XP

- =1 ey =

Extra for dieses Meeting kam
die Leiterin des Businesscenters
Ultracentrifugation ausKalifornien,
Margie Rogers, mit drei Kollegen
ihres Bereiches zur Einfohrung der
neuen Zentrifuge nach Divonne.

Beginnend mit einem spannenden
Film frei nach ,Mission Impossible”
begann die beeindruckende Ein-
fohrung der Optima™ MAX-XP.
Danach folgten diverse Présenta-
tionen zu den Spezifikationen,

AN =
-

aber auch ein sehr |ﬁ eressanter
T . .. -
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Beitrag zum Thema Was ist
Lautstérke — und wie wird sie
optimal gemessen?2”.

So bekamen alle Teilnehmer nicht
nur einen allgemeinen Uberblick
Uber die Méglichkeiten der neuen
Tisch-Ultrazentrifuge, sondern
konnten in mehreren Trainings
auch gleich eigene Erfahrungen
sammeln.

Diese extrem positive Stimmung
durch die Vorstellung der neuen

e

-rl
&

Margie Rogers

—

Européisches ™
Zentrifugenmeeting 2007

Optima™ MAX-XP wurde auch in
weitere  spannende  Veranstal-
tungen transportiert. So wurden
Themen wie Biosicherheit,
Zentrifugen im  Reinraum und
Anforderungen in der zertifizierten
Produktion erértert.

Seinen  AbschluB  fand  das
diesjghrige Meeting wieder mit
einem grofien Abendevent, wo
alle Kollegen noch einmal die Zeit
fanden sich Uber Landesgrenzen
hinweg auch Gber private Dinge

gro™™
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