C9320 Metody biochemického vyzkumu — cviceni
Analyticka ultracentrifugace

ANALYTICKA ULTRACENTRIFUGACE

Jména:

Datum:

ﬁlohy:
A) Stanoveni oligomerniho stavu proteinu a jeho hydrodynamickych vlastnosti
B) Stanoveni agregati ve vzorcich monoklonalnich protilatek

Piistrojové vybaveni:

- analyticka ultracentrifuga Beckman Coulter ProteomeLab XL-I vybavena ABS a IF optikou
- titanovy rotor An-60

- dvousektorové centrifugacni cely s eponovym centerpiecem a kifemennymi sklicky

- kalibracni cela (tzv. counterbalance)

Pracovni postup:
1) Nartedte vzorky na pozadované koncentrace. -
2) Podle ptilozeného schématu sestavte centrifugacni cely. Pouzijte
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zavitovy krouZek

dvousektorové cely s eponovymi centerpiecy (max. rychlost 42000 @ nbakelitové tésnéni
rpm) a kiemenna skla, ktera jsou vhodna pro praci s absorbanéni (FA=N o
. , , v . , k== drzak sklicka
optikou (ABS). Sestavené cely utdhnéte ve stojanu pomoci SEg
momentového kli¢e na 120 palct. €  vinylitové tésnéni
3) Plnicimi otvory pipetujte do pfislusnych sektorti cel po 430 ul —
reference a 420 pl vzorku. Utésnéte plnici otvory a uzaviete je = _F
pomoci mosaznych Sroubk. g ) skiigko (kfemen/safir)

4) Vyvazte méfici cely a kalibracni celu (counterbalance) tak, aby

;\‘.‘ i

rozdil protilehlych cel v rotoru byl nejvyse 0,5 g a kalibracni cela F ; centerpiece
byla lehéi nez naproti ni lezici méfici cela. " plnici otvory
5) Umistéte cely do rotoru - métici cely do pozic 1-3, counterbalance & 2
do pozice 4 - a to tak, aby ryska vespod cely odpovidala risce na ;}—-lh
rotoru a plnici otvory smeéfovaly do stfedu rotoru. V piipadé < v L
counterbalance musi byt Sipka na jeji horni strané orientovana ve (-
sméru pusobeni odstiedive sily. '@;{E
6) Umistéte rotor do komory pfistroje, pfipevnéte optické rameno S
(monochromator), komoru uzaviete a na ovladacim panelu spust’te Q
vakuum (tla¢itko VACUUM). past :
7) Jakmile poklesne vakuum pod hodnotu 50 mikronil, nastavte na @ Pga tesg?;;gimh otvord
ovladacim panelu centrifugy nasledujici parametry: teplota 20° C, k"'—',-';/ -
rychlost 0 rpm a stisknéte tlacitko START.
8) Temperujte vzorky pti pozadované teploté po dobu 1 hodiny.
9) Na pocitaci spustte ovladaci software a nastavte tyto parametry reference

meéfeni: mdéd pro sedimentacni rychlost, rychlost 42000 rpm,
vinova délka 280 nm, teplota 20° C, 40 skenl po Sestiminutovych
intervalech. Ostatni parametry ponechejte ve vychozim nastaveni.
Spust’te méfent.

10) Vyhodnot'te ziskana data.
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A) STANOVENI OLIGOMERNIHO STAVU PROTEINU A JEHO
HYDRODYNAMICKYCH VLASTNOSTI

V prvni €asti této tlohy bude Vasim tikolem urcit oligomerni stav vybrané¢ho proteinu pomoci metody
sedimentac¢ni rychlosti. Jako vzorek Vam bude slouzit protein AFL z plisn¢ Aspergillus fumigatus. AFL
patii mezi tzv. lektiny (sacharidy-vazajici proteiny) a pro ucely cviceni byl ptfipraven v rekombinantni
form¢ v bakteriich Escherichia coli. Ziskané vysledky budete porovnavat s vysledky z gelové
permeacni chromatografie (GPC), pomoci které byla oligomerizace proteinu AFL rovnéz studovana.
Cilem této tulohy je demonstrovat vyhody analytické ultracentrifugace v porovnani s ostatnimi
technikami, které mohou v nékterych ptipadech produkovat nepravdivé nebo nejednoznacné vysledky.

ANALYTICKA ULTRACENTRIFUGACE - METODA SEDIMENTACNI RYCHLOSTI

Pro vyhodnoceni méfeni sedimenta¢ni rychlosti a spravnou interpretaci dat je potfeba znat hustotu a
viskozitu pouzitého solventu a parcialni specificky objem studované makromolekuly. Tyto veliiny se
daji stanovit experimentalng, obvykle je ale mozné je s dostateCnou piesnosti predikovat na zakladé
znamého slozeni pufru (hustota, viskozita), respektive aminokyselinového slozeni proteinu (parcialni
specificky objem).

Stejné tak je mozné pii znalosti aminokyselinové sekvence predikovat maximalni hodnotu
sedimenta¢niho koeficientu (Spnax) pro rizné oligomerni stavy proteinu (monomer, dimer, ...). Hodnota
Smax Udava nejvyssi mozny sedimentacni koeficient, jakého mize Castice o dané hmotnosti nabyvat.
Tuto hodnotu sedimentacniho koeficientu by mohla ¢astice mit pouze v ptipad€, Ze by se jednalo o
dokonale hladkou idealni kouli, coZ je nerealné. Srovnani teoretickych hodnot s..x s experimentalné
stanovenym sedimenta¢nim koeficientem Ize vyuzit k urceni, o jaky oligomerni stav molekuly se jedna.

Nasledujici hodnoty budete potiebovat pro vyhodnoceni dat z analytické ultracentrifugace. Provedte
Jejich predikci v programu Sednterp..

pufr:

hustota: p (20° C) = g/em’

viskozita: 1 (20° C) = P (Poise, 1 P =0,1 Pa-s)
protein: AFL

STPGAQQVLFRTGIAAVNSTNHLRVYFQDVYGSIRESLYEGSWANGTEKNVIGNAKLGSPVAATSKELKHIRVY TLTEGN
TLOEFAYDSGTGWYNGGLGGAKFQVAPYSCIAAVFLAGTDALQLRIYAQKPDNTIQEYMWNGDGWKEGTNLGGALPGTGI
GATSFRYTDYNGPSIRIWFQTDDLKLVQRAYDPHKGWYPDLVTIFDRAPPRTATAATSFGAGNSSIYMRIYFVNSDNTIW
QVCWDHGKGYHDKGTITPVIQGSEVAITISWGSFANNGPDLRLYFONGTYISAVSEWVWNRAHGSQLGRSALPPA

molekulova hmotnost (monomer) = kDa
parcialni specificky objem: v (20° C) = ml/g
Smax (MoOnomer) = S Smax (dimer) = S Smax (trimer) = S

Namérena data ze sedimentacné-rychlostniho experimentu vyhodnotte v programu Sedfit [1]. Pro
vyhodnoceni pouzijte nasledujici nastaveni:

model: kontinualni distribuce sedimentacnich koeficient c(s), distribuce od 0,5 do 15 S, rozliseni 150,
hladina spolehlivosti regularizace 0,70, pii fitovani nechte optimalizovat pozici menisku, baseline,
frikéni pomér a odstrante TI (time-independent) Sum.

V protokolu ukazte nameérena sedimentacni data s prolozenymi kiivkami, zbytkovy graf a kontinualni
distribuci c(s). Obrazky vygenerujte v programu GUSSI (University of Southwestern Medical School,
Texas). Do protokolu dale uvedte stanovenou hodnotu sedimentacniho koeficientu proteinu AFL za
testovanych podminek. Je vzorek homogenni?
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s = S

Je vzorek homogenni?

Jaka je hodnota sedimentacniho koeficientu proteinu AFL za standardnich podminek?

S0y = S (program Sednterp)

Srovnani stanovené sy, s teoretickymi hodnotami sy, predikovanymi pro jednotlivé oligomery mize
byt pouzito pro odhad kvartérni struktury proteinu, jak je ilustrovano na niZze uvedeném piikladu.
Pomer spyay/S20.y je roven poméru frikénich koeficienti f/f, a v této formé se uziva pro vyjadreni toho,
jak moc se lisi tvar studované castice od tvaru idedlni koule o totozné hmotnosti. Hodnota f/f; je
nejmensi pro ¢astice blizké svym tvarem kouli (vzdy je ale vyssi nez 1) a zvySuje se spolu s protahlosti
castice, flexibilitou nebo neusporadanosti. Dava nam tak ¢aste¢nou informaci o tvaru molekuly. f/f; pro
globularni proteiny se obvykle pohybuje v rozmezi 1,2-1,4, vys$si hodnoty (1,5-1,8) Casto odpovidaji
glykosylovanym nebo vyrazné protdhlym proteiniim, jest€¢ vys$s$i hodnoty (napt. 2,3) jsou pak
pozorované u proteind s neuspoiadanou strukturou.

Uvazujme napiiklad protein o hmotnosti 50,8 kDa, pro ktery stanovime sedimentacni koeficient v PBS pufru
5,65 S. Hodnota s, po korekci ke standardnim podminkédm ¢ini 6,00 S. Tato hodnota je vyrazné vyssi, nez
hodnota s, pro monomer (4,72 S), coz sved¢i o existenci veétsi Castice (dimer, trimer, ...). Pravdépodobné se
tedy jedna o dimer (Sya.x 7,49 S), pro ktery vychazi frikéni pomér 1,25, hodnota typicka pro globularni castice.
V piipad€ trimeru (spax 9,81 S), by se uz muselo jednat o vyrazné protahlou castici (f/fp = 1,63).

Analogicky se pokuste urcit, jaka je kvartérni struktura proteinu AFL a uvedte, co vypovida pomer fif,
o tvaru molekuly (jedna se o globularni protein nebo néco jiného?). Své rozhodnuti zduvodnéte.
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V pripade pochyb (ve smyslu kompaktni monomer/protahly dimer) mizete prihlédnout k molekulové
hmotnosti stanovené ze Svedbergovy rovnice (viz nize).

Alternativni pfistup umoziuje vypocet molekulové hmotnosti piimo. Metoda sedimentacni rychlosti
dokaze stanovit jak sedimentacni, tak i difuzni koeficient, a jejich dosazenim do Svedbergovy rovnice
(pti znalosti v, p) lze vypocitat molekulovou hmotnost makromolekuly. Pfesnost stanoveni se vSak 1isi
pripad od ptipadu a zejména pro malé Castice (vyrazny vliv diftize) a heterogenni vzorky muze byt takto
stanovena molekulova hmotnost pomérné nepiesna.

V£ SK1
Jaka je molekulova hmotnost proteinu AFL vypocitana ze Svedbergovy rovnice? (Ctrl+M v Sedfitu)
M= kDa

Na zakladé¢ dat ziskanych metodou sedimentacni rychlosti je mozné ;

provést hydrodynamické modelovani a ziskat tak urcité informace

o rozmérech proteinu. Nejjednodussi hydrodynamicka analyza j

spofiva v aproximaci tvaru proteinu k rotanim elipsoidim azbrc
(protahly/zplostély elipsoid), pfipadné wvalci. V soucasnosti uz o

existuje také cela fada sofistikovanéjsich modelti zohlednujicich Z?(lj?:liz%?lt?/?r))ld asbse
rozmanité tvary proteint. protahly elipsoid

(doutnikovity tvar)
Jaky je Stokesiiv polomeér proteinu AFL (poloméer hypotetické kulovité Castice se stejnym difiiznim

koeficientem jako analyzovany vzorek)? Jaké by byly rozmeéry protahlého elipsoidu, jemuz by byl nas
protein hydrodynamicky ekvivalentni? PouZijte program Sednterp (Tellerova metoda).

Stokestiv polomér: R = nm

parametry protahlého elipsoidu:  pomér os a/b:
2a= nm
2b= nm

ANALYTICKA ULTRACENTRIFUGACE - METODA SEDIMENTACNI ROVNOVAHY

Jak bylo ziejmé v ptedchozi ¢asti ulohy, pfi interpretaci vysledkil ziskanych metodou sedimentacni
rychlosti se musi brat v ivahu jak hmotnost sedimentujici ¢éstice, tak i jeji tvar. Naproti tomu metoda
sedimentacni rovnovahy je metoda absolutni a umoziuje stanoveni molekulové hmeotnosti piimo.
Vzhledem k Casové narocnosti (méfeni trva nékolik dni) neni mozné experiment sedimentaéni
rovnovahy ve cviceni prakticky provést a molekulovou hmotnost proteinu AFL tak urcite z dat, ktera
Vam na vyhodnoceni poskytneme.

Mefteni sedimentacni rovnovahy proteinu AFL bylo provadeéno pii teploté 20° C v Sestisektorové cele naplnéné
110 wl vzorku AFL a 120 pl reference. Vzorky byly postupné centrifugovany pti rychlostech 7800 rpm, 13300
rpm a 23000 rpm a data byla sbirdna vzdy po ustaveni rovnovahy pti vinové délce 280 nm.
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Na to, abyste mohli vyhodnotit data, budete opét potiebovat znat nekteré hodnoty. Pro jejich predikci
pouzijte znovu program Sednterp.

pufr: 20 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, pH 7,4
hustota: p (20° C) = g/em’

protein: AFL, koncentrace: mg-ml”
molekulova hmotnost (monomer) = kDa
parcialni specificky objem: v (20° C) = ml/g

Provedte vyhodnoceni dat ziskanych metodou sedimentacni rychlosti v programu Sedphat [2]. Pro
vyhodnoceni pouzijte nasledujici nastaveni:

model: ,,species analysis“ (jedna sedimentujici ¢astice), pfi fitovani nastavte pozici menisku i dna jako
fixni hodnoty, fitujte pouze baselinu, pfipadné TT Sum.

V protokolu ukazte namérend sedimentacni data s prolozenymi krivkami a zbytkovy graf. Obrazky
vygenerujte opéet v programu GUSSIL Do protokolu ddile uvedte stanovenou molekulovou hmotnost
proteinu. Jaky oligomerni stav protein AFL zaujima a jak se procentudlné lisi stanovena molekulova
hmotnost od hodnoty vychazejici ze sekvence?

molekulova hmotnost: kDa
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SROVNANI S VYSLEDKY GELOVE PERMEACNI CHROMATOGRAFIE (GPC)

Vzorek proteinu AFL byl analyzovan gelovou permeacni chromatografii na koloné Biosilect 250-5
(Biorad). Méteni bylo provadéno za stejnych podminek jako v pfipad¢ analytické ultracentrifugace
(stejné slozeni pufru a teplota) Zaznam pribchu meéfeni a tabulka retencnich objeml vzorku a
standardi jsou uvedeny nize.

15004
molekulova e
elu¢ni objem
hmotnost [ml]
_ [kDa]
2E 1000 thyroglobulin 670 5,90
- y-globulin 158 7,46
§ ovalbumin 44 8,47
g myoglobin 17 9,52
< vitamin B12 1,35 10,67
500 1 AFL neznama 8,93
04

4 6 8 10 12 14
eluénfi objem [ml]

Na zadkladé vyse uvedenych udajii provedte vyhodnoceni méreni GPC. Do protokolu uvedte graf
kalibracni zavislosti, rovnici regresni primky a vypocitanou molekulovou hmotnost proteinu AFL.
V pripadé odlehlosti nékterého z kalibracnich bodii tento bod v kalibraci zanebejte. Na jaky oligomerni

stav proteinu AFL vysledky GPC poukazuji? V pripade, zZe se vysledky analytické ultracentrifugace a
GPC lisi, pokuste se zduvodnit proc.
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| B) STANOVENI AGREGATU VE VZORCICH MONOKLONALNICH PROTILATEK

Druhé cast ulohy je zaméfena na analyzu agregati a méla by tvofit presah do aplikované sféry. U
biofarmaceutik je tvorba agregatti hlavni cestou jejich degradace, ktera muze vyrazné ovliviiovat
bioaktivitu, farmakokinetiku a imunogenicitu daného 1é¢iva, a musi proto byt pfi vyvoji proteinovych
farmaceutik disledn¢ sledovana. V této casti ulohy stanovite metodou sedimentacni rychlosti zastoupeni
agregati u dvojice vzorkli monoklonalnich protilatek, znichz jeden byl vystaven nepfiznivym
podminkam (skladovani pfi teplot¢ 37° C po dobu nékolika mésicd + nékolik cykll
zmrazeni/rozmrazeni).

testované protilatky: mysi I[gG1 protilatky proti lidskému leptinovému receptoru

Namérena data ze sedimentacné-rychlostniho experimentu vyhodnotte v programu Sedfit [1]. Pro
vwhodnoceni uvazujte hodnotu parcialné-specifického objemu protilatky 0,734 ml/g a molekulovou
hmotnost monomeru priblizné 150 kDa (hodnoty uddavané v literature pro IgGl protilatky). Pro
Jednoduchost uvazujte slozeni PBS pufiu (hustota a viskozita pii 20° C 1,0053 g/em’ a 0,010188 P).
Pouzijte nasledujici nastaveni:

model: kontinualni distribuce sedimentacnich koeficientl c(s), distribuce od 0,5 do 50 S, rozliseni 200,
hladina spolehlivosti regularizace 0,70, pii fitovani nechte optimalizovat pozici menisku, baseline,
frikéni pomér a odstrante T1 (time-independent) Sum.

V' protokolu ukazte namérenda data s proloZenymi kifivkami a zbytkovymi grafy ,,stresovanych® a
., nestresovanych *“ protilatek a srovnani jejich kontinudalnich distribuci c(s) (program GUSSI). PouZijte
vhodné zvetsSeni, aby byly v distribuci videt agregace protilatek..

vzorek ,,stresovanych® protilatek: vzorek ,,nestresovanych® protilatek:

srovnani c(s) distribuci ,,stresovanych* a ,,nestresovanych* protilatek:

V grafu zndzornete, jakym Ccasticim odpovidaji jednotlivé piky (napr. monomer, dimer nebo jiny
oligomerni stav proteinu; fragmenty, agregaty).

Tato uloha vznikla za financni podpory Fondu pro rozvoj vysokych skol (projekt 174/2013)



C9320 Metody biochemického vyzkumu — cviceni
Analyticka ultracentrifugace

Rozdily mezi vzorkem ,, stresovanych* a ,, nestresovanych ‘ protilatek strucné okomentujte.
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