Proteini (proizvodnja,
analiza, struktura, funkcija)
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Proteini

» Proteios (Gr.) =
prvega reda

* Makromolekule —
polimeri
aminokislin, ki so
povezane s
peptidno vezjo

Muscles Brain and Nerves

Cellular Construction Workers

« Tipi¢na sesalc¢ja
celica vsebuje do
10 000 razliénih
proteinov, ki
sodelujejo prakti¢no
v vseh procesih
znotraj celice
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Struktura proteinov -
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» Ima vec stopen;:

» Primarna (polipeptidna
veriga)

> Sekundarna (osnovne
strukturne enote)

» Terciarna (3D struktura
polipeptida)

» Kvarterna (struktura
multimernega proteina,
sestavljenega iz
posameznih podenot)

Primary protein structure
is sequence of a chain of amino acids

Analiza proteinov 2

» Taréne proteine lahko opazujemo v intaktnih ;\"7
celiénih kulturah/tkivih/zivalih
» Ze predhodno vkljuéimo v rekombinantno DNA, ki
kodira za tar¢ni protein, zaporedje za sintezo
oznacevalnega proteina (nastane fuzijski protein:
nas taréni protein + oznacevalni protein)

» Celice ozna¢imo naknadno s specificnimi
protitelesi, ki imajo vezane fluorofore

« Tarcne proteine lahko analiziramo po lizi celic
in izolaciji proteinov (celokupni, membranski,
jedrni, citoplazemski)
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Fuzijski proteini z GFP () 35

* GFP = green fluorescent protein
» Prvi¢ izoliran iz meduze Aequorea victoria

* Martin Chalfie, Osamu Shimomura in Roger Y. Tsien =
Nobelova nagrada iz kemije 2008 za odkritje in razvoj
GFP

+ Analiza s fluorescenéno mikroskopijo

Fuzijski proteini z GFP (Il) 35

Normally

Protein With &FP

Skupaj z zelenim proteinom se izraza Se fluorescenéni
protein GFP = fuzijski protein

Fuzijski proteini z GFP (lll) "T’é

+ Omogocajo tudi in vivo vizualizacijo —z ~ “2°
uporabo ustreznih kamer in programske
opreme

» Razvili so Se celo paleto fluorescencnih
proteinov s katerimi lahko pripravimo fuzijske

proteine e
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Fluorescenéna mikroskopija (I)

» Fluorescenca = pojav, pri katerem molekula
absorbira svetlobo dolo¢ene valovne dolzine in
pri prehodu v osnovno stanje emitira svetlobo
druge, vi$je valovne dolzine

* Fluorofor = del molekule, ki je odgovoren za
fluorescenco

Stokes’ Observation
Stokesov

Absw {
t &
s premik

£| absorbeijski
spekter

emisijski

intenziteta fluorescence

e Visible
. uorescence
Figure 1 Emission
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Fluorescené¢na mikroskopija (ll)

Fluorescencni mikroskop preko sistema
filtrov omogoc¢a obsevanje in opazovanje
preparata s svetlobo dolo¢ene valovne
dolzine
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Protitelesa (imunoglobulini) ¥l
(lg)

» Del humoralnega (prodobljenega) imunskega
sistema sesalcev, izlo€ajo jih aktivirani
limfociti B

+ Glikozilirani globularni proteini

» Namenjena prepoznavi tujih molekul
(virusnih, bakterijskih, itd.) = antigeni (Ag)

 Prisotna so v krvi, tkivnih tekocinah in telesnih
izlo€kih (sluz, solze, slina, urin, mleko dolece
matere)

Ig

Fluorescenc¢na mikroskopija (lll)

Fluorescence Microscope

Agc-Discharge Celicne kulture:
fiksirane ali in vivo
(npr. GFP)

-

Tkiva

Celotna zival

Transmitted

Figure 1 Light Fiters
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Struktura protiteles Mg

ll 20
,S\

N

Antigen binding sites

Variable regig
. - on heavy
,chain

Variabilna regija:

Specifiéna za
antigen

Lahka Light ariable region

veriga | chain : on light chain
1198 | chain 1y ifide - J

KinA bridges onstant region

Konstantna

/ on light chain b
: regija:

Constant region
on heavy chain

Heavy chain
Tezka veriga:

Enaka znotraj
posamezne
Zivalske vrste in
razreda protiteles
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Funkcija protiteles

+ Protitelesa specificno prepoznajo in se vezejo
na dolocen del proteina (epitop ali antigenska

determinanta)
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Reakcija antigen - protitelo

A o antibody B
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e Ce zelimo to reakcijo uporabiti
B v diagnosti¢ne ali raziskovalne
namene, moramo detektirati

nastanek kompleksa

ot Btopda itimin, e, @NtigeN-protitelo.

Eden izmed nacinov detekcije je
oznacevanje protiteles z razli¢nimi
signalnimi molekulami.

Uporaba protiteles

» Raziskovalni nameni (imunokemijske metode:
RIA, ELISA, prenos Western, to¢kovni prenos
proteinov, fluorescen¢na mikroskopija, itd.) —
poliklonska protitelesa ter monoklonska

protitelesa

» Diagnostika: v diagnostiki raka, diagnostika

avtoimunih obolenj, infekcijskih bolezni,

endokrinoloSke preiskave, tipizacija tkiv in krvi,

nosecnostni testi, itd. — monoklonska
protitelesa

» Za zdravljenje — monoklonska protitelesa
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Primer uporabe protiteles:
dolo€anje krvne skupine
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http://highered.mcgraw-

hill.com/sites/0072556781/student viewO/chapter33/animation quiz 5.html
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Primer uporabe protiteles:
Test nosecnosti

» Kontrolno polje (C)
vsebuje na podlago
pritriena anti-misja

oxt protitelesa.

~ 7 « Testno polje (T) vsebuje

; na podlago pritriena anti-
hCG protitelesa.

* Pred T in C poljem so
nane$ena nepritriena
misja anti-hCG
protitelesa, ki do
oznacena s signalno
molekulo (encim).

Smer pretoka urina

7
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Pridobivanje poliklonskih
protiteles

. Prid0b|jena (e W4 Meonoclonal/Polyclonal Antibodies
imunizacijo Zivali
(mis, zajec, koza,
ovca, osel, itd.)

« Zivali vbrizgamo
Zeleni antigen in iz

Pridobivanje monoklonskih _%
protiteles AL

. : : 2
Vsa_k B .|ImeCIt Monoclonal/Polyclonal Antibodies
proizvaja le eno
vrsto protiteles — )
proti to¢no \
dolo¢enemu epitopu
« Limfociti B, ki se
namnozijo iz enega
klona proizvajajo \ |
monoklonska Pt S,

Each B cell only produces

* Invitrojih amibocis 0 one apopo
pridobivamo v
hibridomih (fuzija
enega klona limfocita
B z nesmrtnimi

Small peplide immunogen
yields fewer, resiricted
epitope polycion:

celi¢nimi linijami)

seruma izoliramo S
protitelesa proti A i
mnog im J e
antigenskim =\
determinantam -
(epitopom)

Immunization

Tumer cells

Antibody-forming
cells

5 )
\“Si‘"‘ Tissue culture

i SO = Pridobivanje
% monoklonskih
protiteles

Hybidromas screened for 0 i i T
antibody production
Antibody-producing
hybridomas cloned
Moneclonal antibodies
isolated for cultivation
Monoclonal Antibody Production

http://highered.mcgraw-
hill.com/sites/0072556781/student view0/chapter32/animation quiz_3.html|




Detekcija proteinov s protitelesi (I)

- x Indirektna vezava:

- /f \ M i najprej se veze
Dlrek'tna vezava \ neoznaéeno
oznacenega ‘ “primarno” protitelo,
protitelesa na / sledi vezava
antigen w oznadenega

“sekundarnega”
protitelesa
Fluorescent'staining
::;mesconl-smlnlng tag Goat anfti.rabbit

° Cell © (6] e

Anti A : |
0 k A }h( Rabbit anti-A
(0]

Detekcija proteinov s protitelesi (l1)

* Nacini ozna¢evanja protiteles:
» direktno (neposredno) s fluorescenénimi barvili
» indirektno (posredno) z drugimi molekulami (biotin,
hrenova peroksidaza, alkalna fosfataza) — Sele po

dodatku druge molekule (substrata) potece reakcija,
ki jo lahko kvantificiramo

Indirektno: Protitelo,
Direktno: Protitelo, konjugirano s
konjugirano s T HRP — flrenovo
\ 2 fluorescenénim o A peroksidazo
T( barvilom FITC / |
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» Kot reagent se najveckrat uporablja LUMINOLS ?

Reagira s hrenovo peroksidazo (HRP;
horseradish peroxidase), pri Cemer se
sproscéa svetloba

» Reagira tudi z drugimi peroksidazami: npr.
hemoglobin iz krvi

H,0, Alkaline conditions
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Fluorescenca vs. kemiluminiscenca

Principle of Excitation and Emission

<

7 Uttraviolet (UV)
and Visible
Light

ight Emitted
Blue—
Light

Excitation

Fluorescenca: fluorofor
vzbudimo (ekscitiramo) s
svetlobo dolo¢ene valovne dolzine

—— —ko se vrne v osnovno
energetsko stanje, odda svetlobo
druge valovne dolZine

Figure 3

)
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S @(A) ) Kemiluminiscenca:

oddajanje svetlobe pri
kemijski reakciji

3-Aminophthalate* (3-APA*)
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Prenos western (western blot) ()

Proteine lo¢imo po
velikosti in s protitelesi
detektiramo zeleni
protein.

Potek:

1. Izolacija proteinov iz
vzorca (kri, serum, tkivo,
celi¢na kultura, itd.)

2. Elektroforeza na
poliakrilamidnem gelu v
denaturirajocih pogojih
(proteini se locijo po
velikosti)
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Pratein AddsDS u é ai" i

@A, WY 5Ds binds to amino acid residues
~ andgives uniform negative charge
\ toprotein with heat the protein s

linearized
NEGATIVE ELECTRODE
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Wl¢ POSITIVE ELECTRODE

Prenos western (western blot) (ll)

3. Proteine iz gela prenesemo na
membrano (npr. nitrocelulozno)
s pomocgjo elektriénega toka

4. Tar¢ne proteine oznacimo z
ustreznimi protitelesi (obi¢ajno
indirektno: primarna Pt +
oznacena sekundarna Pt)

5. Obi¢ajno detektiramo z
dodatkom kemiluminiscenénega
substrata (izpostavimo filmu ali
posnamemo s kamero)

Classical
Western Blot
Detection

o
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! Antibody
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