Chem. Listy 104, 1155-1162 (2010)

Referat

ANALYTICKA ULTRACENTRIFUGA A JEJI VYUZITI

V BIOCHEMICKE LABORATORI

ONDREJ VANEK™” a KAREL BEZOUSKA™"

¢ Katedra biochemie Prirodovédecké fakulty Univerzity
Karlovy v Praze, Hlavova 8, 128 40 Praha 2, b Mikrobio-
logicky ustav AV CR, v.v.i., Videniska 1083, 142 20 Pra-
ha 4

kenav3@seznam.cz, bezouska@biomed.cas.cz

Doslo 15.7.10, pfijato 26.8.10.

Klicova slova: analyticka ultracentrifuga, sedimentac¢ni
rychlost, sedimentacni rovnovaha, molekulova hmotnost,
rovnovazna konstanta

Obsah

1. Uvod

2. Historie analytické ultracentrifugy
3. Pfistroj a jeho parametry

4. Prehled aplikaci

5. Sedimentacni rychlost

6. Sedimenta¢ni rovnovaha

7. Analyza sedimenta¢nich dat
8. Priklady analyz

9. Zavér

1. Uvod

Cilem sedimentac¢ni analyzy provadéné pomoci analy-
tické ultracentrifugy je charakterizace sedimentujicich
¢astic z hlediska jejich molekulové hmotnosti, sedimentac-
niho koeficientu a dalSich hydrodynamickych vlastnosti.
Ze sedimentacnich dat 1ze ziskat odhad velikosti a tvaru
Castic, udaje o distribuci jednotlivych typu sedimentujicich
¢astic ve vzorku a v neposledni fad€ studovat rovnovazné
systémy, vcetné¢ urceni prislusnych rovnovaznych kon-
stant. Vztdhneme-li pojem sedimentujici ¢éstice naptiklad
na molekulu proteinu, je z vySe uvedené¢ho vyctu hlavnich
aplikaci této metody zfejmé, Ze v oblasti vyzkumu bio-
makromolekul, ptedev§im proteind a nukleovych kyselin,
muze mit sedimentacni analyza velké uplatnéni. Je to na-
vic jedna z nemnoha metod, které umoznuji urcit moleku-
lovou hmotnost ptimo, bez nutnosti kalibrace ¢i interakce
s matrici, a to pfimo ve vodném prostiedi (nejcastéji
v pufru) za fyziologickych podminek. A tak pfestoze se
jedna o metodu jiz bezmala sto let starou, nachazi stale
velké uplatnéni nejen ve védé a vyzkumu, ale i ve farma-
ceutickém primyslu. Cilem tohoto referatu je podat pie-
hled o principech a praktickych aplikacich sedimentacni
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analyzy s dirazem na analyzu biomakromolekul. Tento
referat je publikovan ve zkracené verzi, plnou verzi dvoj-
nasobného rozsahu lze stahnout ze stranek katedry bioche-
mie UK PfF, http://www.natur.cuni.cz/chemie/biochem/
sluzby.

2. Historie analytické ultracentrifugy

Historii analytické ultracentrifugy zapocal jeji kon-
struktér a objevitel metody sedimentacni analyzy Theodor
Svedberg (1884—1971)'. Rodak ze $védského Flering,
okres Gévleborg, se stal v roce 1904 studentem univerzity
v Uppsale, ktera uz také zlstala jeho hlavnim celozivotnim
pusobistém. V letech 1912-1949 zastaval na této univerzi-
té funkci profesora fyzikalni chemie. Svedbergova prace
se tykala pfevazné koloidi a makromolekularnich latek.
Spolu s ¢etnymi spolupracovniky studoval fyzikalni vlast-
nosti koloidl, zejména jejich difuzi, absorpci svétla a sedi-
mentaci, coZ mu umoznilo potvrdit, ze termodynamické
zakony plynu 1ze aplikovat také na disperzni systémy. Pro
studium sedimentace sestrojil analytickou ultracentrifugu,
s niz sledoval sedimentaci velkych molekul (proteint,
sacharidd, polymert) v roztoku a tato pozorovani uvedl do
vztahu k molekulové velikosti a tvaru sedimentujicich
molekul. Ukazal tak, Ze molekuly daného Cistého proteinu
maji vSechny stejny tvar a ze s vyuzitim analytické ultra-
centrifugy lze prokéazat pritomnost kontaminujicich latek.
Za praci na disperznich systémech mu byla roku 1926
udélena Nobelova cena za chemii.

3. Pristroj a jeho parametry

Vzhledem k tomu, Ze jiz pies padesat let se vyvoji
a vyrob¢ analytické ultracentrifugy vénuje zejména firma
Beckman Coulter, vycet technologickych moznosti meto-
dy je omezen na popis soucasného typu analytické ultra-
centrifugy ProteomeLab XL-A/XL-I tohoto vyrobce.
Z hlediska odsttedivé sily 1ze dosahovat tihového pole
v rozmezi pfiblizné 60 az 300 000 x g (min. rychlost
1000 ot min™", max. rychlost 60 000 ot min™"). Molekulové
hmotnosti castic, které tak 1ze pomoci analytické centrifu-
gy studovat, se pohybuji pfiblizné v rozsahu 100 Da az
10 GDa. Sedimentaci biomakromolekul 1ze sledovat po-
moci dvou nezavislych optickych systému, absorbanéni
(XL-A) i interferencni optiky (XL-I). Absorban¢ni optika
sestava ze zableskové xenonové lampy, monochromatoru
(200-800 nm), pohyblivé Stérbiny a fotonasobice.
V klasickém uspofadani je vzorek umistén do kyvety se
dvéma sektory. Do jednoho je umistén analyzovany vzo-
rek, druhy sektor obsahuje kontrolni vzorek, zpravidla
pufr, v némz je vzorek rozpustén, resp. do néhoz je preve-
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Obr. 1. Schéma kyvety se dvéma sektory a odpovidajiciho
sedimenta¢niho zdznamu. Roztok vzorku je umistén do jednoho
sektoru a roztok rozpoustédla (zpravidla pufru) po vzijemné
rovnovazné dialyze je umistén do druhého sektoru jako kontrola.
Sektor reference se obvykle plni o néco vice nez sektor vzorku,
aby meniskus reference nezakryval sedimentacni profil vzorku.
Vzorek plsobenim odstfedivé sily sedimentuje smérem ke dnu
kyvety a dojde tak k vytvoteni sedimenta¢niho rozhrani

den dialyzou. Svazky svétla prochazeji obéma sektory
kyvety rovnobézné s osou otaceni, Stérbina umisténa pod
kyvetou se pohybuje v radidlnim sméru (kolmém na osu
otaceni, ve sméru pusobeni odstiedivé sily), vysledkem je
tedy zavislost absorbance vzorku na poloméru otdceni
(obr. 1). Interferen¢ni optika naproti tomu pracuje se dvé-
ma Sirokymi svazky laseru, které prochazeji obéma sekto-
ry kyvety v celé jeji radialni Sifce. Po prichodu kyvetou
dochézi k interferenci obou svazkl a vzniklé interferencni
prouzky jsou optickym systémem pieneseny az na CCD
kameru. Pfi sedimentaci vzorku dochézi ke zménam inde-
xu lomu svétla oproti kontrole, coz se projevi zakfivenim
interferen¢nich prouzki a jejich posunem oproti referenci.
Tvar a posun prouzkd snimany kamerou Ize pfimo pozoro-
vat v realném Case na obrazovce fidiciho pocitace, obraz je
matematicky zpracovan metodami Fourierovy transforma-
ce a vysledkem je opét zavislost posunu interferenc¢nich
prouzkii (ktera pfimo odpovida zménam koncentraci latek
v roztoku) na poloméru otaceni. Absorbancni optika je
vhodna predev§im pro sledovani sedimentace proteinQ
(230 ¢i 280 nm) a nukleovych kyselin (260 nm), ptficemz
Ize pracovat v koncentraénim rozmezi pfiblizng 10 pg ml™
az 1 mg ml™'. Interferenéni optiku lze naopak s vyhodou
vyuzit pii studiu neabsorbujicich latek, naptiklad polysa-
charidt, nebo koncentrovanych roztoku latek absorbuji-
cich. Spotieba vzorku je typicky 400 pl pro sedimentaéni
rychlost a 110 pl pro sedimenta¢ni rovnovéhu, pii¢emz ana-
lyza je nedestruktivni a vzorek Ize po jejim ukonceni odebrat
zpét a pouzit pro jiné ucely. Posledni technickou inovaci
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celého systému a soucasnou hranici moznosti celé metody je
sledovani fluorescence vzorku, které je nyni mozné
s komeréné dostupnym optickym systémem firmy AVIV
Biomedical (Lakewood, USA, www.avivbiomedical.com).

4. Pi‘ehled aplikaci

Pii studiu chovani makromolekul hleddme ¢asto od-
povédi na nasledujici otazky’: Je vzorek homogenni? Jaka
je jeho molekulovd hmotnost? Pokud je pfitomno vice
druhtt molekul, jaka je distribuce jejich molekulovych
hmotnosti? Jaka je velikost a tvar makromolekul? Mtzeme
mezi nimi detegovat vzajemnou interakci a urcit jeji
stechiometrii a silu vazby? Méni se konformace makromo-
lekul? Odpovédi na vySe uvedené otdzky miizeme ziskat
sedimentacni analyzou v analytické ultracentrifuze, a to
provedenim dvou zékladnich typti experimentt: sedimen-
taéni rychlosti a sedimentacni rovnovahy, které poskytuji
komplementarni informace. Casto je uZitetné pouzit
k vyfeSeni daného problému obou technik zaroven.

5. Sedimenta¢ni rychlost

Mefteni sedimentacni rychlosti je hydrodynamicka
technika, kterd je citlivd k hmotnosti a tvaru makromole-
kul. Pfi pouziti dostatecné velké odstredivé sily za vyso-
kych otacek se zacnou vSechny makromolekuly stejnomér-
n¢ pohybovat smérem ke dnu kyvety. Vytvofi se tak pohy-
bujici se rozhrani (angl. termin ,,boundary*) mezi sedi-
mentujicimi makromolekulami a oblasti roztoku, ve které
se jiz nenachazeji (obr. 2). Toto rozhrani se pohybuje od
menisku smérem ke dnu kyvety a rychlost tohoto pohybu
je sledovana sérii snimkd. Vlivem difuze vSak zaroven
dochazi k rozmyvani rozhrani, coz se na snimcich projevi
zménou jeho tvaru. Z rychlosti pohybu a tvaru rozhrani tak
lze urcit sedimentacni a difuzni koeficient dané makromo-
lekuly. Sedimentacni koeficient makromolekuly s je urcen
jejimi molekularnimi parametry vyjadifenymi ve Svedber-
gové rovnici®’:

s = uw/@*r = M(1 —Vp)/Naf= MD(1 —Vp)/RT
kde je u pozorovana radialni rychlost pohybu makromole-
kuly, o ahlova rychlost rotoru, r vzdalenost od osy otade-
ni, o°r odstrediva sila, M molekulova hmotnost, ¥ parcialni
specificky objem molekuly, p hustota roztoku, Nx Avo-
gadrova konstanta, f frikéni koeficient, D difuzni koefici-
ent a R univerzalni plynova konstanta; k Gprave rovnice do
tvaru na pravé stran¢ bylo pouzito vztahu D = RT/Nuf.
Hodnota sedimenta¢niho koeficientu se b&zné udava
v jednotkach Svedberg (S), pfi¢emz 1 S odpovida 107" s.
Hodnotu frikéniho koeficientu pro hladkou, kompaktni
kulovitou ¢astici mizeme uréit pomoci Stokesova zakona
jako fo = 6mnRy, kde f; je frikéni koeficient sférické Castice,
n je viskozita roztoku a Ry je polomér koule. Mizeme pak
zkombinovat Svedbergovu a Stokesovu rovnici, v niz je
polomér koule Ry vyjadien jako (3M%/41N )" do tvaru:

Skoule = [M(1 —Vp)[/[NA6TIN(3MV/4TN 1) ]
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Obr. 2. Méfeni sedimentacni rychlosti. Soubor deseti snimkd byl zaznamendn analytickou ultracentrifugou ProteomeLab XL-I
s pouzitim absorban¢ni optiky pti 280 nm. Prvni a posledni snimek je oznacen t; a to, Casovy rozdil mezi jednotlivymi k¥ivkami ¢ini 25
min. Prvni kiivka zaznamenana po 25 min sedimentace jiz vykazuje mirné rozmyti v disledku difuze, které se zvétSuje béhem méfeni
vzorku (40 kDa rekombinantni NK buné&ny receptor rClrb, 45 000 ot min™")

Dosadime-li za vSechny konstanty ¢iselné hodnoty (n
pro vodu pfi 20 °C), ziskdme sedimentacni koeficient kou-
le vyjadfeny pouze pomoci M, Vv a p (v jednotkach:
M—-Da,s—S,v-mlg'ap—gml™):

Stoute = 0,012[M* (1 — ¥p)]¥"*

Tato hodnota sedimenta¢niho koeficientu je maximal-
ni mozna hodnota, kterou lze ziskat pro protein o dané
hmotnosti, protoze koule méa nejmensi plochu povrchu
v kontaktu s rozpoustédlem a tedy i nejmensi frik¢éni koefi-
cient fy. Pro ucely srovnani dat z riznych laboratofi ¢i riz-
nych experimentalnich podminek je tfeba pievést uréenou
hodnotu sedimentac¢niho koeficientu do standardniho stavu
vody a 20 °C s30,. Pomér maximalniho a pozorovaného
sedimentacniho koeficientu sSyoue/s20y je roven poméru
pozorovaného a minimalniho frikéniho koeficientu, f/fo,
coz udava maximalni moznou odchylku od tvaru koule.
Toho lze vyuzit pro odhad velikosti a tvaru castice, jak
bude ukazano v nasledujicim ptikladu. Pro jednoduchost
uvazujme sedimentaci pouze jednoho druhu ¢astic. Jakmi-
le byla ur¢ena hodnota s,,,, miizeme se ptat: je tato hodno-
ta konzistentni s molarni hmotnosti sekvence monomeru
proteinu? Pomoci rovnice pro vypocet Syoue mizeme urcit
maximélni hodnotu s, pro jeho monomer. Pokud je po-
zorovana hodnota s, vyrazné vyssi, protein neni mono-
merni, zatimco nizsi hodnota naznacuje protahly tvar mo-
nomerniho proteinu (vyssi ffy). Pfedpokladejme, Ze mame
protein o molarni hmotnosti 50 kDa a ziskali jsme hodnotu
sedimentacniho koeficientu s, 5,87 S. Na zakladé molar-
ni hmotnosti monomeru proteinu jsme vypocitali maximal-
ni hodnotu s;9, jako 4,93 S. Pozorovany sy, je zjevné
mnohem vyssi nez teoretickd hodnota pro monomer protei-
nu tvaru koule, coz svédéi o tvorbé vétsi Castice. Dimer
proteinu by mél teoretické sy, 7,77 S. Pomé&r Syoue/S20v
uréuje asymetrii proteinu f/fy, a pro vyse uvedeny priklad
dostavame f/fy = 1,33, coz odpovida protahlému rotacnimu
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elipsoidu s rozméry os 17,3 nm (2a) a 4,3 nm (2b).
Z jednoho experimentu tak lze ziskat pomérné velké
mnozstvi informaci, v soucasnosti i o rovnovaznych reak-
cich?.

6. Sedimentaéni rovnovaha

Sedimentacni rovnovaha je termodynamicka technika,
ktera je citlivd k hmotnosti, ale ne ke tvaru makromole-
kul**. V tomto experimentu je vzorek centrifugovan pii
nizsich otackach, rozpusténé latky sedimentuji ke dnu
kyvety a jak se zde jejich koncentrace zvysuje, difuze zaci-
na pusobit proti sedimentaci. Po jistém Case se tyto dva
protikladné procesy dostanou do vzajemné rovnovahy
a koncentracni profil se jiz dale neméni (obr. 3). Pro analy-
zu sta¢i 1-10 pg proteinu, tedy mnozstvi srovnatelné
s nandSkou na gelovou elektroforézu. Nejdikladnéjsi pii-
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Obr. 3. Schématické znazornéni procest p¥i sedimenta¢ni
rovnovaze. Tok rozpusténych castic v disledku sedimentace
(Cerna Sipka) vzrusta s polomérem rotace. Tento proces je za
rovnovahy vyrovnan tokem castic vlivem difuze (bila Sipka),
ktera vzrusta s gradientem koncentrace
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stup k analyze sedimentacni rovnovahy vychazi
z termodynamiky — za rovnovahy je celkovy potencial
roztoku ve vSech mistech kyvety stejny. Z jednodussiho
mechanistického thlu pohledu nepozorujeme zadny celko-
vy tok Castic v roztoku. Lze ukazat, Ze pro jedinou, idealni,
neasociujici &astici plati*:

M =2RT/[(1 —Vp)w?] d(Inc)/dr*
kde je M molarni hmotnost Castice (v g mol™), @ Ghlova
rychlost rotoru a ¢ koncentrace &stic (v g dm™) v radialni
vzdalenosti » od osy otaceni; a tedy graf zavislosti Inc vs.
P pro jedinou, idealni ¢astici v sedimentacni rovnovaze
bude mit smérnici pfimo umérnou M.

Sedimenta¢ni rovnovaha je jedna z nejlepSich metod
uréovéani molekulové hmotnosti makromolekul®. Je pouzi-
telnd pro Sirokou Skalu molekulovych hmotnosti, od sacha-
rozy (M, = 360) az po viry (M; = mnoho milionit). Pomoci
sedimentacni rovnovahy provedené ve fyziologickych
pufrech Ize urcit molekulové hmotnosti stabilnich nativ-
nich oligomerti proteint ¢i proteinovych komplext, zatim-
co pii pouziti denaturujicich roztoki chaotropnich ¢inidel,
napf. mocoviny ¢i guanidin hydrochloridu o vysoké kon-
centraci, lze uréit hmotnost podjednotek. Pokud jsou
v roztoku navzajem neinteragujici ¢astice o rtizné moleku-
lové hmotnosti (smés né€kolika riznych proteinl), je vy-
slednd pozorovana distribuce ¢astic superpozici kiivek
rovnovazné distribuce jednotlivych slozek smési (obr. 4).
Toho lze vyuzit napt. pfi charakterizaci Cistoty a homoge-
nity proteinového preparatu. Skute¢nym vrcholem vyuziti
sedimentacni rovnovahy je studium reverzibilnich rovno-
véznych asociaénich reakei”, kdy koncentrace viech
komponent systému splni podminky jak sedimentacni, tak
chemické rovnovahy, ve vSech bodech kyvety. Lze sledo-
vat reakce vedouci k tvorbé oligomert téZe Castice (napf.
monomer-dimer) i heterogenni interakce, kdy dvé ¢i vice
Castic reverzibilné tvori komplex s definovanou stechio-
metri{g a asocia¢ni konstantou v rozpéti fadi piiblizné 10*
az 10°.
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7. Analyza sedimentacnich dat

Ackoliv pokrocilé matematické teorie popisujici ex-
perimenty sedimentacni rychlosti a rovnovahy mohou byt
pomérné slozité, existuje dnes mnoho sofistikovanych
a pfitom uzivatelsky snadno pfistupnych programu, které
umoziuji analyzu dat a jejich vyhodnoceni i neodbornym
uzivateliim. Jejich ptehled spolu s popisem jejich aplikaci
lze nalézt v literatute®®. Kromé experimentalnich promén-
nych (pocet otacek, teplota) je pro piesnou analyzu nezbyt-
né znat také hustotu a viskozitu pouzitého pufru a parcialni
specificky objem analyzované makromolekuly. Obé tyto
veli¢iny lze sice stanovit experimentalné, z praktickych
divodi jsou ovSsem zpravidla aproximovany z tabelo-
vanych hodnot dle sloZeni pufru a aminokyselinové sek-
vence, nejéastéji pomoci programu SEDNTERP’. Diky
rozvoji vypocetni techniky se dnes nejvice uplatituje ptimé
prolozeni experimentalnich bodl sedimentacnich rozhrani
funkei vychazejici z feSeni Lammovy rovnice, kterd popi-
suje toky cCastic v sektorové kyveté v odstfedivém poli,
s naslednou nelinedrni regresi metodou nejmensSich ctver-
ct’. Tento piistup je zavisly na modelu — snaZime se expe-
rimentdlni data co nejlépe popsat pomoci modeli jako
jedina idealni castice, rovnovaha monomer-dimer,
A + B 5 AB, atp. a je tfeba rozhodnout, ktery model vy-
svétluje ziskana sedimentacni data nejlépe. Na naSem pra-
covidti se nejlépe osvédéila dvojice programi Sedfit®
a Sedphat’.

Jednoduchym zptsobem analyzy sedimenta¢niho
rychlostniho experimentu je pouzit vynos distribuce sedi-
mentacniho koeficientu c(s), jak je znazornéno na prikladu
analyzy pomoci programu Sedfit (obr. 5). Roztok rekombi-
nantni rozpustné formy potkanitho NK bunécného recepto-
ru NKR-P1B s FcHis kotvou (cca 110 kDa glykosylovany
kovalentni dimer proteinu) o koncentraci 1 mg ml™! byl
centrifugovan pii 20 °C a 36 000 ot min™' po dobu 5 h
a kazdych 5 min byl zaznamenén jeho sedimentacni profil
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Obr. 4. Sedimentaéni rovnovaha smési dvou riznych makromolekul. Data byla simulovana pro neinteragujici idealni ¢astice o hmot-
nosti 40 kDa a 80 kDa pfi 15 000 ot min™ a ¥ = 0,73 ml g™' pro ob& &astice. Celkovy méfeny signal smési je souétem prekryvajicich se

dil¢ich signal rovnovah jednotlivych komponent smési
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Obr. 5. Ukazka analyzy dat ze sedimentacni rychlosti programem Sedfit. Nahote: soubor zméfenych sedimenta¢nich profilti vzorku
(krouzky, pro srozumitelnost zobrazen pouze kazdy paty snimek) a vysledek jejich modelovani dle Lammovy rovnice (kfivky). Upro-
stfed: zbytkovy graf ukazujici pfesnost modelovani. Dole: distribuce sedimenta¢niho koeficientu v analyzovaném vzorku. Podrobny popis

uveden v textu

jako absorbance pii 300 nm (obr. 5, nahote, krouzky, pro
srozumitelnost zobrazen pouze kazdy paty snimek).
S timto souborem dat bylo poté v programu Sedfit prove-
deno modelovani dle Lammovy rovnice s néaslednou neli-
nedrni regresi funkce vcetn€ uplatnéni korekci pro vylou-
¢eni optickych artefaktii (obr. 5, nahote, kiivky). Parcialni
specificky objem proteinu a hustota pufru byly aproximo-
vany programem SEDNTERP. Kvalitu vysledného modelu
analyzy lze posoudit z tzv. zbytkového grafu (angl. termin
,residual plot®) ukazujiciho rozdil mezi hodnotami namé-
fené absorbance a vysledného modelu (obr. 5, uprostied),
pfi¢emz znamkou dobrého modelu je nahodné rozlozeni
hodnot kolem nuly s amplitudou odpovidajici urovni expe-
rimentalniho Sumu (pro absorban¢ni data asi 0,01) a absen-
ce systematickych odchylek u vSech ktivek. Vysledkem
celé analyzy je graf distribuce sedimenta¢niho koeficientu
c(s), ktery ukazuje zastoupeni ¢astic o daném sedimentac-
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nim koeficientu v analyzovaném vzorku s intervalem spo-
lehlivosti 95 % (obr. 5, dole). Integraci plochy pod vrcho-
lem distribuce dostaneme hodnotu pozorovaného sedimen-
tacniho koeficientu, 5,46 + 0,12 S, ktera dobfe odpovida
oc¢ekavané velikosti dimerniho proteinu.

V pfipadé sedimentacni rovnovahy je ptfimym vystu-
pem molekulova hmotnost, pro rovnovazné systémy je
tieba navic ziskat data z riiznych otacek pti riznych kon-
centracich a pomérech studovanych latek. Pro jednoduchy
systém, jakym je roztok Cistého proteinu, ktery sedimentu-
je jako idealni castice, je analyza pomérn¢ jednoducha
(obr. 6). Roztok lysozymu o koncentraci 0,15 mg ml™ byl
centrifugovan pii 20 °C postupné¢ pri 9000, 12 000,
15 000, 18 000, 21 000 a 24 000 ot min~' vzdy 18 h a poté
byla zaznamenana jeho rovnovazna distribuce pfi daném
poctu otacek jako absorbance pfi 280 nm (obr. 6, nahofte,
krouzky). S timto souborem dat byla poté v programu Sed-
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Obr. 6. Ukazka analyzy dat ze sedimentacni rovnovahy programem Sedphat. Nahote: soubor zméfenych sedimenta¢nich profilt
vzorku (krouzky) a vysledek jejich modelovani (kfivky). Dole: zbytkovy graf ukazujici piesnost modelovani. Podrobny popis uveden

v textu

phat provedena globalni analyza pro model jedné idealni
Castice s uplatnénymi korekcemi pro vylouceni optickych
artefakt (obr. 6, nahote, kfivky); parcialni specificky ob-
jem lysozymu a hustota pufru byly aproximovany progra-
mem SEDNTERP. Kvalitu vysledného modelu analyzy 1ze
opét posoudit ze zbytkového grafu (obr. 6, dole). Vysled-
kem celé analyzy je hodnota molekulové hmotnosti, ktera
byla v tomto piipadé vypoctena jako 14 163 £+ 175 Da
s intervalem spolehlivosti 95 %. Molekulovd hmotnost
lysozymu je 14 305 Da, je ovSem tieba si uvédomit, ze
vypoctend molekulovd hmotnost siln€ zavisi na predikci
parcialniho specifického objemu, a proto je tfeba uvazovat
pfesnost spiSe v fadu nekolika set Da.

Program Sedphat navic umoznuje globalni modelova-
ni vice experimentii soucasné (sedimenta¢nich rovnovah,
rychlosti i dat z dynamického rozptylu svétla), obsahuje
fadu matematickych modeli a lze ho tak pouzit k analyze i
pomérné slozitych systémi. Spravnost zvoleného modelu
lze posoudit jednak ze zbytkového grafu, kdy systematické
odchylky poukazuji napf. na probihajici rovnovaznou re-
akci, asociaci €i neidealni chovani zkoumaného systému,
a také pomoci statistickych metod**®.

8. Priklady analyz

Také jste se asi ve Skole pti hodin¢ biologie podivo-
vali, jak je moZné, Ze se naSe ribozomy sklddaji ze dvou
podjednotek, 40S a 60S, které dohromady tvofi cely ribo-
zom 80S — a nikoli 100S, jak by se dalo ze souctu
,.velikosti® podjednotek ocekavat. Toto je asi nejznamé;jsi
ptiklad vyuziti analytické ultracentrifugy, se kterym se

1160

jist¢ potkal téméf kazdy student piirodnich véd.
V hodnotach sedimentacnich koeficientl je totiz ukryta
informace jak o hmotnosti, tak tvaru a proto je nelze
,SCitat. 'V soucCasnosti se analyticka ultracentrifugace
uplatfiuje predev§im pii studiu biomakromolekul a jejich
komplexti na jedné strané a pii rutinni kontrole kvality
biofarmaceutik na strané druhé'. V piipadé monoklonal-
nich protilatek se jedna predevsim o kontrolu homogenity
preparatu — a pravé to je idedlni pouZiti pro metodu sedi-
mentacni rychlosti, ktera je citliva i vi¢i malému mnozstvi
pfitomnych agregati''. Navic lze méfeni provést piimo
v roztoku, v jakém bude preparat prodavan, a to i opakova-
né po jeho delsim skladovani. Z komercniho hlediska je to
nyni pro analytickou ultracentrifugu patrné dominantni
oblast vyuZiti.

Aplikace analytické ultracentrifugace ve védé a vy-
zkumu jsou nescetné, uz roku 1999 konstatuji Cole a Han-
sen ve svém vyborném piehledu’, Ze jejich kompletni se-
znam nelze zprostfedkovat, piesto vybiraji alespoi ty nej-
analytickd ultracentrifugace vyznamné pfispéla napt. ke
studiu oligomerizace tubulinu'?, ktera je dynamicky regu-
lovéna pomoci proteinfl asociovanych s mikrotubuly, stu-
dovanych analytickou ultracentrifugaci, izotermalni titrac-
ni kalorimetrii a NMR". Casté je vyuziti ve strukturni
biologii pro ovéfeni, zda oligomerni stav molekuly pozo-
rovany v krystalu je také tvofen za nativnich podminek
v roztoku, jako napf. pii studiu krystalové struktury protei-
nu m153 mysiho cytomegaloviru, ktery imituje pfirozené
MHC-I molekuly napadené buriky a ptispiva tak k tniku
viru pred imunitni odpovédi'*. Podobné i studium struktu-
ry bakteridlnich Lon proteas vyuzivda kombinace dat



Chem. Listy 104, 1155-1162 (2010)

z analytické ultracentrifugy a elektronové mikroskopie,
popisujicich nativni oligomery, a z krystalovych struktur
jednotlivych zkracenych domén Lon proteas k rekon-
strukci struktury celé molekuly'’. Pékny piiklad vyuziti
sedimentacni rovnovahy pro studium protein-proteinovych
interakci nabizi prace K. F. Tothové o asociaci histonové-
ho chaperonu proteinu NAP1 (,,Nucleosome Assembly
Protein 1) a jeho komplexech s histony'®. Pfi studiu sa-
mo-asociace apolipoproteinti E3 a E4 (které jsou geneticky
spojeny s Alzheimerovou chorobou a ateroskler6zou) bylo
vyuzito série dele¢nich mutantll a sedimenta¢ni rychlosti
i rovnovahy k uréeni zavislosti deagregace téchto proteini
na piitomnosti lipida'’. Piiklad vyuziti fluorescenéniho
detekéniho systému nabizi napf. studium oligomerizace
p53 proteinu' nebo studium lipidy indukované tvorby
tetrameru apolipoproteinu C-II, vedouci k tvorbé amyloi-
dovych vlaken'.

V zaii roku 2009 se ve S§védské Uppsale konalo
u prileZitosti 125. vyro¢i narozeni Theodora Svedberga
mezinarodni symposium o analytické ultracentrifugaci
a k této piilezitosti bylo také vytvofeno specidlni Cislo
&asopisu Macromolecular Bioscience®, v némZ je mozno
nalézt mnoho aktualnich informaci a ptikladu aplikace této
metody. V nas$i laboratofi jsme vyuzili této techniky pro
objasnéni nativniho stavu leukocytarnitho antigenu
CD69*'* i dalgich nami studovanych receptort (obr. 2, 5
a o).

9. Zavér

Analyticka ultracentrifugace je velice uZzite¢na techni-
ka, kterd umoznuje charakterizovat chovani makromolekul
pfimo v roztoku za nativnich podminek z hlediska jejich
hydrodynamickych a termodynamickych vlastnosti, a to
bez nutnosti interakce s jakoukoli matrici ¢i povrchem. Po
delsi odmlce béhem druhé poloviny dvacatého stoleti pro-
ziva nyni tato metoda svou renesanci, a to diky dostupnosti
modernich pristroji a zaroven diive nemyslitelného rych-
1ého a vykonného zpracovani ziskanych dat pocitacem. Ve
spojeni se souasnymi metodami analyzy sedimentacnich
dat jsou experimenty provadéné v analytické ultracentrifu-
vat mechanismy vzniku a zaniku makromolekularnich
komplext, urcit stechiometrii podjednotek, detegovat
a charakterizovat zmény v konformacich makromolekul
a méfit rovnovazné konstanty a termodynamické paramet-
ry samo- i hetero-asociujicich systémt. Je to vhodna meto-
da pro urovani moléarnich hmotnosti za nativnich podmi-
nek a jedna z klicovych metod pro studium interakci mezi
makromolekulami, jako jsou interakce protein-protein,
protein-nukleova kyselina a protein-mald molekula. Zaslu-
hou podpory, kterou rozvoji této experimentalni techniky
vénovalo vedeni chemické sekce UK PiF v Praze, je nyni
tato experimentalni technika ve svém modernim provedeni
dostupna i pro uzivatele v Ceské republice. Piipadni za-
jemci o moZznosti vyuZiti této experimentilni techniky
mohou ziskat dalsi informace u autorti, nebo prostrednic-
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tvim webovych stranek katedry biochemie UK PiF http://
www.natur.cuni.cz/chemie/biochem/sluzby.

Zakoupeni a provoz analytické ultracentrifugy Prote-
omeLab XL-I (Beckman Coulter) bylo umoznéno financni
podporou chemické sekce Prirodovedeckeé fakulty Univer-
zity Karlovy v Praze a MSMT CR (projekty MSM
21620808 a 1M0505).
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O. Vanék® and K. Bezou$ka™ (“ Department of
Biochemistry, Faculty of Science, Charles University, Pra-
gue, " Institute of Microbiology, Academy of Sciences of
the Czech Republic, Prague, Czech Republic): Analytical
Ultracentrifuge and Its Utilization in Biochemical
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-
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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.



