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Starrelse betyder noget

Hvad prcecise starrelsesmdalinger af proteiner kan fortcelle os
om deres foldning, binding og hvordan de samles. Fra Einsteins
diffusionslov og Taylor-dispersion til moderne kapilloermetoder
er proteinstarrelse blevet et overraskende stoerkt mal for
binding, aggregering og selvsamling.

Af Alexander Kai Bull, Institut for
Bioteknologi og Biomedicin, DTU

Proteiner og deres interaktioner er
vigtige pa omréader, som umiddelbart
virker langt fra hinanden: i legemid-
deludvikling, hvor man vil vide, om et
terapeutisk antistof faktisk nar og binder
til virkningspunktet, og i fedevareviden-
skab, hvor proteiners made at samle sig
pa styrer tekstur, stabilitet og funktion.
Derfor er det veerd at se neermere pa en
tilsyneladende enkel egenskab: storrelse.
Ved forste gjekast lyder det nasten
naivt. Proteiner er kemisk komplekse
og strukturelt dynamiske molekyler,
sa hvorfor skulle noget s “groft” som
den samlede starrelse fortelle os noget
nyttigt? Svaret er, at pracise storrelses-
malinger i oplesning ofte er overraskende
informative. Nér et protein folder sig, bin-
der en partner, danner oligomerer, kon-
denserer eller aggregerer, eendrer det sin
storrelse — og dermed ogsé sin diffusion.
Hvis vi kan méle den diffusion pracist
nok, bliver proteiners storrelse et folsomt
vindue ind til molekyler adfeerd.

En kort historie om, hvorfor
starrelse betyder noget
I begyndelsen af det 20. arhundrede
vidste forskere endnu ikke, om pro-
teiner var selvstendige molekyler med
veldefinerede masser og sterrelser, eller
blot et uklart kolloidalt materiale. Theo-
dor Svedbergs ultracentrifuge, udviklet i
Uppsala, gjorde det muligt at bestemme
molekylveegte og var med til at fastsla,
at proteiner er &gte og veldefinerede
makromolekyler (det vil sige molekyler,
der bestar af tusindvis af atomer) med
karakteristiske sterrelser (figur 1 a).
Omtrent samtidig gav Einsteins for-
klaring pa Brownske beveagelser diffusi-
on et solidt teoretisk grundlag. Gennem
Stokes-Einstein relationen kan diffusi-
onskoefficienten D for en kugleformet
partikel eller et molekyle kobles direkte
til radius R (figur 1 b), nér oplesningens
viskositet n er kendt (T er temperaturen,
og kg er Boltzmanns konstant):
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Sagt pa en anden made: diffusion —
den méade, molekyler bevager sig pa
som folge af termiske fluktuationer
—blev en vej til at male, hvor stort et
molekyle er [1].

Det neeste vigtige skridt mod den
teknologi, vi taler om her, kom fra
fluidmekanikken. I 1950’erne viste
Geoffrey Taylor [2] og Rutherford
Aris [3], at nar et lille volumen af et
oplest stof beveager sig gennem et
smalt ror under laminzr stromning, s&
spredes det, fordi veesken beveeger sig
hurtigere i midten end teet ved vaeggen
(figur 2 a). Diffusion virker pa tvars
af rorets radius og udjevner delvist
disse hastighedsforskelle, si der opstar
et karakteristisk spredningsmenster,
der ligner en Gaussisk funktion med
variansen o (figur 2 b+c). Tilsammen
skabte disse studier grundlaget for at
udlede diffusionskoefficienter ud fra
bredden af denne Gauss-profil
(D « 1/6?) og dermed molekylers stor-
relse ud fra peak-bredning under flow
i kapillerer — det fysiske grundlag for
Taylor-dispersionsanalyse, TDA.
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Figur 1. a) Proteiner, som for eksempel det antistof der ses her, er meget store sammenlignet med de fleste andre molekyler. De har fo-
ste stgrrelser p&d nanometer-niveau. De bestér af tusindvis af atomer og har ofte meget proecise og komplekse former. b) Proteiner i en
voeske gennemgdr diffusion. Det vil sige tilfceldige bevoegelser, der skabes af varmeenergien fra de vandmolekyler, de ligger i. Mindre
molekyler (som et antistof) spreder sig mere end starre molekyler (som et antistof, der er bundet til en partner). Diffusionskoefficienten

kan findes, hvis man méler, hvor meget de har spredt sig (<x?>) over et bestemt tidsrum.
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Figur 2. a) | et langt, tyndt rer (et kapillarrer) med forskelligt tryk i de to ender vil der opsté en parabolsk stramning (kaldet “Poiseuille-
stremning”). Det betyder, at stramningshastigheden er hgjest i midten og nul helt ude ved vaeggene. b) En lille moengde protein-
oplasning, der sprgjtes ind i et s&dant rer, vil bevaege sig gennem rgret og blive deformeret (strukket) pé grund aof den parabolske
strgmning. Proteinerne diffunderer dog vinkelret pd stremningsretningen, hvilket modvirker denne deformation. Jo mindre proteinerne
er, desto mere diffunderer de, og jo mindre bliver koncentrationsprofilen deformeret. ¢) Né&r proteinerne nér frem til detektoren ved
udgangen af rgret, har proteinsignalet form som en Gauss-kurve (en klokkeformet kurve) med standardafvigelsen o. Bredden af dette
signal hcenger direkte sammen med proteinets diffusionskoefficient, som man dermed kan mdile.

Fra Taylor-dispersion

til lowinduceret
dispersionsanalyse

Den klassiske idé har faet en moderne
biologisk anvendelse i flowinduce-

ret dispersionsanalyse, som normalt
forkortes FIDA. Hervé Cottets gruppe

i Montpellier havde vist, at TDA kunne
give pracis information om sterrelsen af
makromolekyler [4].

Henrik Jensen og Jesper Ostergaard
fra Kebenhavns Universitet (KU)
demonstrerede derefter styrken ved
proteinanalyse med fluorescens som
detektionsmetode og gav denne anven-
delse navnet FIDA [5]. Det forte siden
til kommercialisering af teknologien
gennem en spinoutvirksomhed fra KU,
FIDA Biosystems ApS, Fidabio. Kon-
ceptuelt lignede det oprindelige instru-
ment en opstilling til kapillerelektro-
forese [4], men uden det elektriske felt. I
stedet driver en kontrolleret trykforskel
proven gennem kapillaret. Detektionen
er fluorescensbaseret, hvilket gar me-
toden meget folsom — koncentrationer
i nanomolaromradet kan males uden
problemer.

At FIDA gor det muligt at méle pro-
teininteraktioner i fri oplesning, stér i
kontrast til en af de vigtigste alternative
metoder, nemlig overfladeplasmonreso-
nans (surface plasmon resonance, SPR).
Den metode kraever, at proteinerne
bindes til en overflade, hvilket giver sine
egne udfordringer, men til gengeeld gor
det let at male, hvor hurtigt binding op-
star og brydes. Det er for nylig ogsa vist,
at FIDA kan maéle denne type kinetik
direkte i oplesning [6].

FIDA-platformen er attraktiv, fordi
den bade er enkel og fleksibel. Arbejds-
gangen er automatiseret, og pravefor-
bruget er meget lavt — 1 milliliter ville
vaere nok til mindst ti tusind malinger.
Brugeren kan desuden justere vigtige
parametre som drivtryk, kapillerens
dimensioner, overfladebelaegning og
detektionsbelgelengde. Fidabio er den
forende, men ikke den eneste kommer-
cielle leverander af diffusionsbaseret
storrelsesmaling. Beslegtede metoder
tilbydes ogsa af Fluidic Sciences i
Storbritannien og Nanoscale Metrix i
Frankrig — et tegn pa metodens poten-
tiale og voksende betydning i akademisk
og industriel biomolekyleer forskning.

Aflcesning af peaket

En af grundene til, at metoden er sa nyt-
tig, er, at selve signalets form indeholder
information. Sma partikler, der diffun-
derer hurtigt, giver et nasten symme-
trisk, Gauss-formet peak, nar de nar
detektoren (figur 2 b+c). Blandinger af
forskellige diffunderende komponenter
kan matematisk skilles ad med forskel-
lige former for dataanalyse (figur 3 b,
side 18) [7,8]. Bredere eller skaeve peaks
kan pege pa storre eller mere klebrige
komponenter (figur 3 b), mens meget
store partikler, herunder aggregater pa
mikrometerskala, viser sig som enkelte
skarpe signaler snarere end som glatte
fordelinger (figur 3 c) [9,10].

Et enkelt kapilleerforseg kan derfor
ikke kun fortelle os den gennemsnit-
lige starrelse, men ogsa om en prove er
homogen, heterogen eller domineret af
store aggregater.
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Det er vigtigt, fordi mange biologisk
vigtige heendelser direkte giver andrin-
ger i storrelse. Binding mellem et anti-
stof og et antigen [11,12] eger for eksem-
pel storrelsen af den maélte partikel (figur
3 a). Delvis udfoldning kan blotleegge
kleebrige omrader og fa molekylerne til
at binde sig til hinanden [13]. Sterrelse
er derfor ikke bare et groft mal; det er
et samlet signal, som fortaller os, hvad
proteiner gor i oplesning.

Interaktioner i rene

og komplekse praver

De forste anvendelser af FIDA fokuse-
rede pé at kvantificere ikke-kovalente
interaktioner i meget smé prover, og
metoden er stadig steerk til enkle af-
finitetsmalinger i rene prover (figur 3 a).
Men feltet er géet langt videre end enkle
malinger af binding mellem to partnere.
FIDA-baserede arbejdsgange er blevet
brugt til at kvantificere proteiner direkte
i plasma og til at screene proteiner
designet med kunstig intelligens direkte
i urensede celleekstrakter (figur 3 d)
[14]. Selv binding af sméa molekyler til
proteiner, som ikke giver en malbar
@ndring i sterrelse, kan kvantificeres
gennem effekten pé fluorescensspektret
[15]. Parallelt har kapiller-flowmetoder
fra vores gruppe pa DTU udvidet den
samme fysiske ramme til biomolekylare
kondensater [9,16], amyloidsystemer

[8] og fadevarerelevante caseinmiceller
(figur 3 ¢) [9].

Disse eksempler viser en vigtig
pointe: metodens egentlige styrke er
ikke kun, at den kan fortelle os, om to
molekyler interagerer, men at den kan
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folge, hvordan proteiner samler sig i
heterogene og funktionelle tilstande.
For bade bioteknologi og fadevare-
videnskab er det et staerkt perspektiv.
Proteiner optrader sjeldent som isolerede
monomerer. De binder, skifter partnere,
danner klynger, faseadskilles og bygger
sterre strukturer. Pracise storrelsesma-
linger erstatter ikke hgjopleselige struk-
turmetoder, men de supplerer dem ved
at give direkte information i oplesning,
under forhold der ligner de naturlige, og
med meget sma provemangder. Nogle
gange viser det sig, at et enkelt spargsmal
til et protein — “hvor stort er du lige nu?”
— kan afslare overraskende meget om,
hvordan det folder sig, binder og samles.

E-mail:
Alexander Kai Biill: alebu@dtu.dk
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