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POVZETEK

Lektinia 2 LJNEGSAyAz 1A a8 alLSOATAGSY2 @S0S22 yI 23f2A

RSt dzz2S22 FYyOGALINRBE ATSNI GAQBYy2 O0RSt2@FyaSy 1A LINBLN

tega predstavijajo velik potencial pri zdravijeid |  GAK 262f Sy2® { LINBLINBEG A
f

LINBO I GyAK &araiSYAK 0dz0St STGOAYA RSftClacgoe 2 { dzR A
nebulari® 2S Tylr6Atylr @Aaz2 1l @aSoyz2aid NrifAéyaRK f S
T 3tdz 212 aAaLISOAAYDBY[ t 5y liyveShHz@d y6r20G2a0G L2 G NJ
elektroforezo. V drugem delu naloge smo z mikrotermoforezo analizirali vezavo med pripravljenim
rekombinantnim saharozil izolektinom rCnSLB2 in sladksafiarozo, glukozo, fruktozenetil h-D-

glukopiranozidom, Mcetilglukozaminom in maltotriozo.

aAINRGSNXY2F2NBI I 2SS y20F YSG2RIFX (A T R2ft26IYy
uporablja fizikalni pojav termoforeze. Potek termoforeze je odvised velikosti, naboja in

a2t LGl OA241AK 202280 dzRSt SOSYAK Y2t S1dzZ & t NBRy 2
FyFfATS OAOG1AK Y2tS{dA &1AK AyiSNI10A2z Syzaidl gyl
pogojih, ki so podobni naraim.

Vezava med lektini in sladkorji ima pomembno viogo pri molekularnih interakcijah med celicami v
orgalk T Ydz Ay & LJ2 @teNERed lahkdS tipdrablia @ fz&hayf Anekaterih bolezni.
aATNROSNY2F2NBT I OS YA 0Aft lteratizijipaddekiifi i@ Sadkorji,izdto R2 f 2 ¢
YIEOF NIXTA&A120Ffyl yFf23F 2RLANI OANR1lF &SNl YyIR

Yt 2dz86y S 0 SGitscis Nebulagsioladija/ rikrotermoforeza, vezava, afiniteta

ABSTRACT

Lectins are proteins that specifically biratigohydrates. Due to their high binding specificity some

show antiproliferative activity (activity that prevents proliferation of cells) on a specific type of cells
and therefore have a potential in cancer treatment. Furthermore, insecticidal activiectfi$ has

been confirmed in numerous studies. Lectins act as insecticides by disrupting the digestion in insect
gut. The mushroon€litocybe nebularisontains a great number of diverse lectins. With affinity
chromatography we isolated the glucose specific lectin CnGlcL from the fruiting bodies of clouded
agaric Clitocybe nebularjsand analysed it using polyacrylamide gel electrophoresis. In the decon

part of the study we used microthermophoresis to analyse the binding between the recombinant
sucrosebinding isolectin rCnSLB2 from the same mushroom and the carbohydrates sucrose, glucose,
fructose,methyl" -D-glucopyranaside N- acetylglucosamine and aitotriose.

Microthermophoresis is a new technology that uses the physical phenomenon of thermophoresis to
determine the biophysical properties of molecular interactions. The results of thermophoresis depend
on size, electric charge and solvation shelljolthis why it can be used for analysing molecular
interactions. Advantages of microthermophoresis include low sample consumption, the option to
analyse weak molecular interactions, the ease of use and the option to analyse molecule interactions
in an envionment similar to the natural one

Lectin binding to glycans plays an important role in molecular interactions between cells in an organism
or with pathogens and can be useful in disease diagnostics. Microscale thermophoresis has not yet
been used to detdadnteractions between lectins and sugars. Thus, we hope our research opens many
possibilities for its new potential application.

Key words lectins,Clitocybe nebularjssolation, microthermophoresis, binding, affinity
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CNLc lektin iz gobeClitocybe nebularis

CnSepll ¢ za sefarozé LIS OA T A 6 S y Clifo§Reindbylarih | 3I20 S

CnSep2¢i I &S Tl NRT 2 & LISCitbcybe debufarizt S{ GAy AT 32068
CnSucki I &l KIF NRT 2 & LISCifodybedhebylaris S1 Ay Al 3I208S
dcR2t OAY Ll 2LIA6YS LRGA

Dag Dalton [g/mol](enota atomske 0z. molskmase)

DNA¢ deoksiribonukleinska kislina

8 ¢ molarni absorptivni koeficient

fr. ¢ frakcija

Icjakostil a 121 226S ag@Sit206S Al ayz2o0Aa

lo ¢ jakostvpadne svetlobe& snov

DLyadAdGdzi nw20ST {GSTFI vy

IRsvetlobacA Y F NI NRS6F a@Siaft206l

kDac 10° Da

LD ¢ smrtni odmerek

McY2f k[ O0YYy20Ayall 12yO0SydNI: OAcl o

MM ¢ molekulska masa

mM ¢ 10°mol/L

>m ¢ 10° mol/L

nM ¢ 10°mol/L

MST¢ mikrotermoforeza (angMicroScale Thermophore}is

NaD$&; natrijev dodecilsulfat
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NaDSPAGE, poliakrilamidna gelskalektroforeza v prisotnosti NaDS

PBS; fosfatni pufer (angPhosphateBuffered Saling

plcAT 2SSt STONRSY Il G261

rCnSLE rekombirantniA T 2 S{ Ay &ALISOAFAG6SY T &k KI NBT 2
STLx standard (lestvica molske mase)

STDEY standardni odklon

T ¢ transmitanca

TAEpufer ¢ tris acetatni pufer

Tris¢ tris(hidroksimetil)aminometan

UVtsvetlobagdzf G NI @A 22t A6yt a@gSit2ol
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1. UvVOD

1.1. Glive

Glive najdemo v vseh ekosistemih, tako na kopnem, v vodi in v zraku (Edof) zgradbi jih delimo
YISy 2 0Stan6SS Aoyl 0808 A & PSLIBB RIS gt 21 adSt a1l @
se povezujejo v dolge nitke hife, ki se na koncu razvejajo na dva dela. Preplet hif tvori micelij
6L R3I202S0: yS{FGSNB 3IftABS LI (@2NR22 L 2RA06!I =
spore ali tros[3].

Kot heterotrofni evkarionti za vir energije in ogljigatrebujejo organske spojine drugih organizmov

[4® Dt SRS yI yIFI6AY LINAR2YAZSEAYRE 20000 Bt yAK LANEFEHA S
Ay a20A01S o60aAYoAz2y(dSovod {FLINRFAGALS 3tABS &8 KNI
ALINR OG22 SyOAYSET 1A NITINIRACZ2Z LRfEAYSNBZ 120 a
kompoy Sy i Sz (GdzZRA Yy af I R12NBS® tINXTAGaAa]1S 3t ABS
2NBIFYATY20d {AYOA2YUA 1 K12 @ YINOBA LNBOAGA22 1

A3tA@2 Ay t32 21 OAlLy206F1GS®RA22T YAL2NART I LI YS

Df A®@S AYlF 22 LRYSYo62 @ft232 yI LR2RNRS62dz LINBKNIF yaq e
AANB O (SN I5]d] 2YK 22 dgBAYKA LUA22YISGy A Yl 22 (GdzZRA @ YSRAOAY
uporabljamo za izdelavo antibiotikov (penicilini), imunosupresivov in ergot alkal@fdyporabljamo

2AK GdzZRA LINRA OUGSOAfYAK PBA2]1SYAC2AalAK Ay 3ASySiaiAick

SHLXZ2ARYAYA &LERNIYA a8 tI1 K12 3tABS NITYy20d2S$S
NI TYy20SgtyesS t1Kl2 LRGS]TE OS a LINBylOFyaSy YAO
YAl2ida12 NB12YO0AYyIlIOA22: (2¢ LI NadLYSer ASYSLRA] R
LRG2YOAD ¢ 12 2AY NITy20NRBRGYA YyEFESAYA NITYy20S¢
generacije potomcev okoljfr].

bl %SYta2aAr 2o6ailal Lk 20SyIFrK A0NR|120RK2RCR2DYBFAE
kot 100.00(8]® | GNDG | Y2 2 AFKNngsajisd\dd bs@lb argadiznoddzikgejo & zgradbi,
YIE6AYydz NI TYy2O0Sal vy BRI Pahamo @itetslizavwdiyxomyeitsd iy prave glive 2 A
(Eumycotd @ {f SRy2S (@2NAR22 KAFTS FfA LRR2oyS AT NI &d]
OAgt 2Sy2a1A OA1fdzad b2AK2P SRAYA YIG6AY lubdMB KNI y 2§
YAYIF22 KATIEI OStAG6YAK aidSy @ 61 adz NIFadA Ay LINBKNJ
T 320A021T 20 Dt SRS yI yI6Ay &LRtyS3al NITYYy20SdlI y:
glive gygomycetes hitridiomicete Chytridionyceteg, oomicete Qomycetel prostotrosnice
(Basidiomycetés in zaprtotrosnice Ascomycetes @ + LI2aASoy2 a1 dzZAy?2 dzOND6
(Deuteromycetes katerih spolne faze ne poznarffy.

1.2. Prostotrosnice ( Basidiomycetes)

aSR LINPaG20GNRayAOS dz@NDG6I Y2 2 1% v¥séhpravih@fdo].Zanfey I y A K
2SS Tylr6éAaty2 NITYy20S808ty2S 1 o6FTARA2&LIZNI YAS &NB|
strukturi imenovani bazidijl1l]® 5Sf AY2 2AK @ O0A NJnencgmycdtedhy S> 2 R
Gasteromycetesobsegata gobe ali makroglive, ostali dvenpkrogliverje (Pucciniomycotingin sneti
(Ustilaginomycoting, ki zgedajo rastling9].
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1.3. Poprhnjena livka (Clitocybe nebularis)

Poprhnjendivkaali meglenkdslika J je velika, sioNB I @1 I & G I 3 &lobukor s piehderémO 6 Sy A Y
do 15 cm. Ta je suler belkaste barvePN2 QrSna dnu odebeljen bet, dol§ do 15 cmje pri mladi

gobi zapolnjen z gobasto snovRoprhnjena livkaaste v iglastem in listnatem gazdhajpogosteje na
LINBLISNBt SY tftraliacdzd t2fy2 YSayld o0SG 1T 12NByaSy L
NI T OANBSYLI 28 @ +#StA1A . NRGFEYASA Ay VYI LjiN]1SYZ 1
najdemoy I t NAY2NR]1SY vy {12].lmasISdkovbni sadjsk nekaterS #Zaznajo von;

tulipana,in neizrazitokusZt dzOA @ISWe SIyY £ | LIpa3eéba yiladi pdnaeikilpghbstt ~ S

L2 1T Ne6A22 YBIyaS @ LINBol OA

Sﬁkai;PoprhMeﬁéHvka
14. "ET 1T HET AEOEOI A O11OE EU ¢CIA

Glive se pogosto uporabljajo v tradicionalni medicini in kot prehranska dopolnila. Najpogosteje
delujejo imunomodulatorno in protitumorskotudi kot antioksidanti. Delujejo tudi protivnetno,
LINPGAGANHzAY2 Ay LINBPBGAOGIF{GSNR2a]12d b2AK2@A | RI LI
utrujenost[14].

+ T RNIGAfYAK 3J20FK a2 LINRAaz2iyAr DEA-BigukaniyNekatedp f A & K
imajo heterosaharidne verige iz manoze, galaktoze, uronske kisline in ksiloze, nekateri pa so vezani na
LINEGS23tA1FYS Ay 3tA12LINRGSAYSODHESARI yLI2ZHR & WA @&
Y I 1 206 élenfitdila edodas in shizofilan iz navadne cepilistkéSchizophyllum commupe
R21FTFYAYA AYdzy2 Y2 RdzZ I {2 NRekati raziskav Hoka ujejdal idmjo2 NB 1 A Y
gobevisokoda Soy2aid @t F1YyAYy Ay YIfE2 YIFEO06206 GSNIJ GF 12 dz
vsebujejo od 3 do 21 % polisaharidov in od 3 do 35 % vlaknin, ki niso prebavljive. Do leta 2001 je bilo
2RINAGAK 212fA cpn LINRPaAG2GNRAYAOS 1A a2 @QaSoz20!l
LR{1FTFEA GdzRA KS G S NPhlhiskdoA pridolivarhdizRydbPprodiotradriicSgdjdnB nal 1 G A €
NA Odzd aSR LRftAAIKIENARS 1T |1GAOYyAY RSt20logeSyY dzo
1FGSNAK RAAFKFINAR GNBKFE2TF LI2&aLlS0dzeS NHAG 6NBY
t NAa2GyA a2 GdzZRA GSNILISY2ARAZ (A a2 asSadalgtaSyar A
LINAa20GyA GNRAGSNLISY2ARAZ &a0SNREA Ay aiGSNRBARA 1T Y3
odkrili spojino kordicepin, ki zavippdvojevanje DNA in deluje kot antimetabolit. Gobe so pomemben

@A NJ DA G | -Kadowgria. Slédnjife yrekurzor vitamina A, vitaminz[pa nastane iz ergosterola v

O Stimstenah gliv. Gobe vsebujegS62S 12t A6GAYS YAYSNIt2@0 Ay St Sy
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Y2AK ylF2RSY2 @StA12 oFINrz OAyllzZ aStSylk Ay 0StS
in kalcij[14].

CFENXYI12t2012 F10AGYA a2 LINRRIASATYYS TG AWAYS2 OA Y dizy22f YAZLBS
inhibirajo aktivacijo ribosomov, inhibitorji proteaz in nekateri encimi, ki so pokazali protiglivne,
protivirusne, protitumorske in imunomodularne lastnoft#].

1.5. Lektini

Lektini so proteini, kispdcF A 6 Y2 LINBLRT yl 22 23f2A120S KARNI GS A\
Hnn GSNODAFNYAK 20f A1 OADEE &1 A KES5ONI ¢3S0 O\ juniedbth K& 26t S
odkrit obstoj proteinov, ki aglutinirajo eritrocite. Te proteine so poimenovali hemaglufibii

Aglutinacijgje pojavpri kateremseelicS | f A Ay SNI Y INBR &t @S 1 1 BI6HzA dZB DB F A ¢
naantigen® 2 S &2 1 2N LIy &N 3&N alizngrididdelfev, pojav imenujemo direktna

3t dziAylFOA2Id tIFaA@yl F3fdziAylOAal LI LRGS6ST 6
adsorpcijo[17]® +al 1+ € S1dAyall Y2tS|dd | &udpazdoz | I Ry
ogljikovimi hidrati. Zato pri reakciji s celicami, na primer eritrociti, ob vezavi na sladkorje na njihovi

L2 @ NI2AGH NENSA NBA DI ¥@ SA y 1 | 2(slikaid {18]). AglutiraSje efitrocitdvaa J] A K
alLl2az2o0yA GdzRA NI adfAyalA LINRGSAYAMein@dzépigtanbi & 2 A
in histoni[17].

' ® +YY\f %\#‘

Rdeée krvne celice Protitelesa Aglutinacija

Slika2: Aglutinacija eritrocitov

V 20. stoletju sananstvenikdz3 2 41 2 @At A X RF GA LINRPGSAYA | 3f dziAy AN
za sladkorje; poimenovali so jih lektjhb, 19]

Glikokonjugati so ogljikovi hidrati, kovalentno povezani s proteini oziroma lipidi. Poznamo tri tipe
JfAl212yedaAl 620Y LINRPGS23FtA1FYAZT Ff Al 2LNB@SAYA A
Sylr1Sz asS (1Svyiecalz2z LINRBIOIS23TtEA{lIYyA 20yl OFa22 12i
ogljikohidratnega dela pa kot proteif20].

[ S1GAYyA &d2RStdz2S22 LINRA @GSIT | @A lekiBoR imalldgd dialik | NKA R A
oligovalenta, vsaka lektinska molekula ima torej vsaj dve mesti za vezavo ogljikovih hifiedtov.

tvorba vezissladkorjy I Yy 2A K2 @A L2 GND Acglic (pavazavanie dnied celibEBi) aih O y 2
makromolekul z vsebnostjo sladkornih enot (ang. ciivdsng)[18]. Vezava med ogljikovimi hidrati in

lektini nastane predvsem z vodikovimi vezmi, z znatnim prispevkom van der Waalsovih sil in
hidrofobnih interakcij21]. LektiniA y 2 3f 2A 1 20A KARNIGA a2 @ (26y2 R
NBflGADBy2 OAO1TAYA GSTYAD ¢S OGST A &FIORAYIFYASYS Ay
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t 2 ALISOATAGY24a0A @S I @S  yI Y2yz2al KI NARS RSt A
acetilgalaktozamin, Mcetilglukozamin,fukozo aliN- OS G A f Yy SdzNI YAy a1 2 (1 AaftAy?
aLISOA T prepaznafo BdlidFdz] 21 2> 2adGrkt A €S{TGAYA LI asS T NI

Sy2 @ONRiG2 Y2y2al KFENARF® [ S {AY A trigirQetrhsah@iddge2]).] 2 & LIS C

Aglutinacija z lektini je podobna tistim s protitelesiz:i@ LI I K12 &ALISOATFTAGY 2 AYK
molekulsko maso, ki so v pratu lektinov sladkorjif $1 GAYyA a5 N¥T fA1d2S22 2R
lastnostih. Veliko lektinov v rastlinah, mikroorganizmih in virusii Af 2 Oiyhéinkkega odziva.

Protitelesa so si strukturno podobna med seboj, lekamise v medsebojni zgradbi razlikujegdednji

sey  YMBd t A{dz2eS22 @ @St Al2adGAx FYAy2iAatAiyali 1 3N
podenot in tudi v terciarni strukturi. Zaradi teh strukturnih raznolikosti so lektini sorodni emejmo
GSYRENI yA&da2 TY20yA (FGFEAT SO wlhi gNRGAY2 2AK I K]
karakterizirani so rastlinski lektif23].

1.5.1. Vrste lektinov glede na zgradbo

Lektini so kot neencimski proteini s svojo reverzibilno vezgvo iIBA &21 2 AaLISOAFAGEY 2 a1
ogljikove hidrate prisotni pri vseh organizmih v naravi. Kljub razlikam v velikostih in oblikah jih lahko
razvrstimo v skupine s podobnimi lastnostmi. Vezavna mesta lektinov so raznolika, vendar so podobna
znotraj skupine{ LISOAFAGS6YS flLaly2aidAr fS{liAy20 a2 R2f26Sy
FYAy21AaftAyal1sS3ar 2adlyltrz yF 11F4GSNB3IF a8 23t 2A] 2
120G 2SS adowaidAaiddzOral S SyS {3 YRYEK OYANMNEOARIAYZ
[21].

t2 1T 3INIFROA RSEAY2 S1T0AYS @ o @S62S &hkaBAYySY Y
aSNRtSTOAYA azeninm veyagndmestardNB sk&ping dgljikovih hidratov. Zaradi svoje
monovalentnosti niso sposobni aglutinacije celic ali tvorbe glikokonjudadjv

| 2f2f STGAYA f1 K12 @S50S22 tS 23ft2ArA1208S KARNIGSSE |
ST I OyAK YSaliGoe = (S22 aldalAyir tS1{iAy20 az2 @dar 1
lektinov, ki so jih odkrili zaradi sposobnosgmaglutinacijg24].

Himerolektini so sestavljeni proteini z eno domeno, kipesbbna vezave ogljikovih hidratov, in z

drugo domeno z8 6 NB R2f 2 6 Sy ARNIEI A0Y i t|@ndfieddVisiiR 6d ppv@ | v 2
domene.h R OGUS@Aftl YSaid 11 @Si I @2 23t2A1208AK KARNI
merolektin ali kot holtektin. Proteini, ki na primer z dvema vezavnima mestoma na B verigivitajo

ribosome (RIP) tipa @pr. ricin), aglutinirajo celice in delujejo kot hololektini, medtem ko rastlinske

hitinaze 1. razreda z enim vezavnim mestom za hitin delujejo kablaigmi[24].
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MEROLEKTIN HOLOLEKTIN HIMEROLEKTIN
o= = m . N =3 = n e

Hitinaza 1. razreda

:).F :)@
< = <
RIP tipa 2

@ B =vezavno mesto za ogljikove hidrate

L13<  =mesto, na katerem poteka kataliza

Slika3: Shematske predstave vrst lektinov
152. 61 1T CA 1T AEOET T O O AEI 11 HEEE OEOOAI EE
bl 2@S61 NI G £STAOAYS T 1 atSRAY2 @ dzZLJl2NI 6A @ 0A20GSKY
glikokonjugatov.J2 32 & ( 2 A bloReMifi, 6idldgily &lice in mikrobiologiji, farmakologiji ter
medicini. Na celice delujejo z aglutinacijo, mitgg& { 2 aGA Ydz I OA223 NBRAAGNAO
YSYONI YST dzNI @yl @FyaSyYy |10ABy2aiA YSYONIryS OSft A
OSt A6y 2 | ANB3IIOA22: (GPplarsdyzaitez2 Ay AYdzy 2Y2Rdz | C

Nekateri lektini lahko pomagajo pri diagnostiki bolezni. Eden takih je lektin, izoliran iz sasti@mer
Cratylia molliski lahko prepozna glikoproteine virusa derigg]. Nekateri lektini, sposobni vezave na
KAGAYS AYlF22 [MINROGATIEADBYS dzAy] S

Glavnaviogalekiov®d 0A2f 2 OPSKaBR RO 82ZAK2S adA1l YSR OSt A0l
biokemijskih procesov, vse od tvorbe tkiv iz izoliranih celigrdoosa informacij med njiminterakcije

YSR LRONODAYy2 SyS OSt A0S 1 celigefzaektihizdpodohni dgldvanNI G A A
2801l tNA GSY @STIF@yl YvYSaidl tS1iAy20 yI SyAir OS¢t
L2 ONOAY A [RNHzZS OSt A0S

1.5.2.1. Protimikrobno delovanje

aAl NBOYA L JNEkbtpihtrevalihoSiedstvoa keliod Safvidage (npr. virus influence),

bakterije (nprEscherichiacdli Ay LINRPGAAGS O6yLINXY | YSolox TFid2 &2
LINBLINBG6AGOA GST I @S 1T dzLl2Nl o2 23ft2A120AK KARNI (G20
a8 tF K12 LINBLNBS6A yladlySl 21 dzO06 S protinikkbnigny2 32 6 |
boleznim[21].

t NBRZASY tS1OAYAZT 1 YahNaogtilglukbZamin, @hdjprofivirusivoldgic®dnipa Ay Y
viusl L+® bS £S5 LINBLINBGSER S@@&RR | a0RR S 0OB53 A DS dENIMGEE y
limfocitov T[25].

'daly
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1.5.2.2. Mitogena in antiproliferativha aktivnost

[ STGAYA RStdz2S22 YAG23Sy2 @ SYy22SRNYAK | NBYAK OF
kotsond JNA YSNJ OSt A 0OS f S@1 S Yakah&dojkad®. MiloydfdejavOoStieskdiphd 3 1 NI
lastnost mnogih, sploh glivnih lektinov, ki mitogeno delujejo na splen{@ite Ti so vrsta levkocitov,

ki se nahajajov vranif26]l®d [ S1 GAYy &LISOATA6Ryahda@ ®ENIHAMropEIF 6 &1 (2
leucurusdeluje protiraka@@2 = G 12 RI L2 OT NRPG6A[281St A6y 2 aYNI OSft;

1.523. , AEOET E ET LOLAI EA

[ STO0AYA K12 RSt dz2[80p Znos|lektinskelmgerayw \neka&dekelrasting, k@ ol A OA R
LIOSYAOFEZ NROX (G20F1 AY {NBYLANE 4SS 2SS @ 1l Ry2AK
LINBR fAA0YAYA @OYAZI Y2ft2A Ay a@SGAGO0OA

Rastlinski$1 GAYyA Ol 2Rf 2A 02 dz6Ay]ldz2Sa2 ¢ ¢z0S tOdtOB% t O B 2 RdzeN
LR BT NR6FyaSY Y2(iSye ye2eAK2@AK FATA2f201AK LINROSa?2
rastlinskih lektinov niso povsem poznani, mnogo raziskav predlateo$ prepoznavanja ogljikovih

KARNI 1235 1A 22 LINBY2NB22 fSlUAYyAT (206G 1fady2 LI
6NBEBSayAYA alGNHzl Gdz2NF YA @ KISUR TAR X A& i NHZY SazmaNd W IR
zavirajopS ol @2 Ay | 0&42N1JOA22T 1IN LRSI NRBG6A LRYlIyallty
[ STGAYA TYlFLy2aOla2a2 F0a2NLIOA22 KNI YAt GdzRA T @ST I ¢
S a2 yIFIYNBS 023F0S 1T JtAJHARNRGSABAIAYA 42 KIRR2 A
gailizllAez O 2o0RRtEHka $ 2D dIDBY § Sdbiér deidaijae@bgedhdektiyic® S Y

v hemolimfiz vlogo samoobramb7].

1.5.2.4. Uporabnost lektinov v citokemiji/histokemiji

{ LRY2622 (S1GAy20 fFKl2 LINBLRIylIY2 23f2A1208S KA
TFHTyFrY2 a GSKYAQlFYA @GATdzr t ATFOA2ST 1T dzlloted 62 21y
AYdzy 2t 2 O] RASKIVIAGASGY 2 2T yIF6SYA 12y 2dza3ANIyYyA €S10A
prepoznavo glikoproteinov in ostalih glikokonjugatov. Predstavljajo citokemijske in histokemijske
LINKRLI2Y261S T LINBLRIyF@2 3t A1 2(I2tya2diak (021 @R K/ | A2yNT |
1 RAFIAY28aGA0ANIY2dz NI TEABYAK 02fSTYyAd ! LRNIOYA &
AY RAFIAYy28GA0ANryadz YRPAFIYEA|TAK 2062t Sy2 dzZYNI AK f &

1.5.3. Lektini po izvoru

1.5.3.1. Rastlinski lektini
wlkadtAyS a2 02310 OANIfS]TUAYPPRSCYI 2BSPRKEPDRRR &
semeng25].

bS1FGSNA NFradtaAyalr tS1GAYA AYI 22 JPRR BHekiiniivl £ 2 0Oy A
rastlinah lahko pomagajo pri obrambi rastline pred patogenimi mikroorganizmi,Avitus OdzOSt { | Y 7
JtAadrYA Ay NIadfAy22SROAI &l 2 Yz2iAe2 RSt2@FryeSs
YIEOGSUAK [BNAI yAT Y20

1.5.3.2. Bakterijski lektini

Lektini so prisotni tudi v bakterijah. Bakteriischerichiacati 8t A1 no &2 aS &L} &a20Yy S
povrhnjice prebavne ced  LINB L2 T y I @2 a1 dzLJAyYy 2 A 32.aTHktinNsh R2 J Y |
prisotni na tankih izrastkih bakterijske celice, ki se imenujejo finjbéji
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1533. Lektni® OEREEE Cl EOAE
Prvi lektin v gobah je odkiRudolfY 2 6 SNII f SiG I my dmani@ pHalBitlel 16 je biy dzOy A O A
KSY2tAGAGYA tS1GAY FI fAghita mddcaripodkert fidi obji henfaglutindh NR S 6 A

[29].

D2o02A tS{GAYA &2 O0AfA AT2fANIYA Al YAOStAz2lEZT &LJ
proteinov, katerih podenote so povezane z nekovalentnigimi. Izjema so nekateri lektini, ki so

LR ST IYyA 1T RA&AdZ FARYAYA OSTYAD tNhaz2iGdyAK 2S5 @S6
3f SRS yI aLISOAFAGSYy2aild 11 @Si @2 23ft2A120AK KARN
2 0 Y 2 6d25ddo 8. Glede kinetike vezave lektinov in ogljidcdtnih ligandov je na voljonalo
informacij[29].

1.5.3.3.1. Lektini iz poprhnjene livke (Clitocybe nebulariy

wktiT A&a120fO0OA a2 OS S0l wmdptry & LIRY2622livlekiAyAidSih)
& LIS OA T A Gagedilgal@gk®ea®if3pld ¢ dzZRA Yyl Ly adAddzidz nw20S8S¥ {48
lektine iz gob. Ziporabo sladkornih afinitetnihkromatogrf A 2 a2 Al 2f AN} A £ STOAYS
na galaktozo (CnGallLs), glukozo (CnGlcL)p2ak{CNL), saharozo (CnSucL}keflarozo (CnSeplLs).
¢21aA12t201A ( HddophilaimelahdgssigohdkayalizOd j©lektindCnSucL, izoliran

iz gobeClitocybe nebulari$, St 2 Y26 YV sobh FAE DT HDOMBAK [ b

bl 6f235S01S SNAGNROAASISONBY SESy | tzaktisn £yiSud tnim& & NE | N,
izrazil S F 3t dziAyl OA2a1S 1GAQ@y2aiGAd hR 2ailFtAK £S04
LR RSy20 Ay GAaziAr ANRSES]TINRG6YA (261A O6LIL YIR P
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Tabelal: Biokemijske lastnosti lektinov iz poprhnjene {38

Lektin velikost @St AaAl12ai ~0SOAT 2 AT 2SSt S GN]
R2f 268 masno
analizo NaDS | spektrometrijo (ESI
PAGE [kDa] MS) [Da]
CnSeplL 17 16.454 2 4,3
1
CnSeplL 15 15.602 2 4,3
2
CNL 19 15.903 2 4,3
CnGalL| 19;17,5;15,5 / 2 4.8
s
CnGlcL 31 29.648 2 5
CnSucL 21 20.293 1 >9,3

1.6. Ogljikovi hidrati
oy @I NR]l TF TFLXSGSY2 T 3INrRo2 2NHIYalAK alLlRa2Ay
med seboj za namen opravljargaojih@t 2 33 (i 2 ajoLdfihove razdike Strukturd3).

h3at2A|120A KARNIGA a2 Syl AANMBSRBAYIcpR{ESaAli OK 8RB S:
Nastanejo kot produkt fotosinteze, endotermne redukcijske kondenzacije ogljikovega dioksida, za
katero stag med drugimg potrebna svetlobna energija in barvilo klord84].

Mnogi agljikovi hidrati imajoS Y LIA NR& 6 y 2(H®)R[BBK Niha¥a tdpnostv vodi je posledica
KARNRBlaAf YAK &aldzZAy @ 23f2A120AK KARNIGAK GSNJ 1
ogljikovih hidratov obsega tudi redirane in oksidirane molekule tdiste, ki vsebujejo druge vrste
FG2Y203 LEP@BRad2 RdzO0A |

lzraz2 At 2A 1290 KARNIGZ A1 KFNAR Ay &fFR12N) oa Llayvyz2y
trisaharidi[36]) pogosto lahko upabimopri poimenovanju iste vrste snojd3]. Sinonim za ogljikove
hidrate so glikani35].

Ogljikove hidrate razdelimo na enostavne in sestavljene. Enostavni so moridgatestavljeni pa
paSodzzS22 R@S ltA @S6 Y2y2al KIFNARYAK Sy2G3x LR@SI
Al GNBK R2 RS&aSGzX LRfAA&AlIKFNARA LI AT @S6 120G F
sestavljene ogljikove hidrate lahko &liolizo razcepimo na monosaharif&3].

h3ft2aAa128S KARNIGS f1 K12 21TyF6AY2 120 12YLX S14ayS
podenot. Polimer celuloza, zgrajen iz samih monosaharidov glukoze, je primer preprostega ogljikovega
hidrata, medtem ko je polisaharid galaktomanan kompleksdisabarid, ki je zgrajen iz enot galaktoze

AY YLy21 Sod 2SILINI @ a2 LRfAAFIKFENARAZ 120 adl OSt d
in trodimenzionalng35].
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1.6.1. Struktura monosaharidov

wktT Aa120FyaS &iNXzZl (§dzNB Y2y2al KINAR2g &aS 2S5 11 6¢
Fischerja. Do sedaj je znano, da so vsi monosaharidi zgrajeni iz kiralnih hidroksimetilnih enot, ki se na
SySYy 12y0Odz {2yé6l 22 a KARNR1AYO&IAf i REKEBYZ2 64X
hidroksiketonsko skupino (ketozg35].

Df AOSNI} f RSKAR 2SS yI2LINBLINRaGS20l | fR&ikda®. RAKAR
Gliceraldehidssebuje en kiralen ogljikov atom, medtem ko ga dihidroksiaceton nima. Vsi monosaharidi

razen dihidroksiacetonasebujejo vsajen kiraled 3t 2A 120 +F12YX OGS@Af 2 (SK
CHOH skupin (teh je @ 2 pri aldozah in g 3 pri ketozah, n jOG S@Af 2 23t 2A120AK
Y2y2al KIENARdz2O® ~GSOAt2 A0SNB2RBAYERR P VEYDHAK Bl NE
atomov v molekulf35].

CHO 5 CHO CH,OH
H'(:?-OH { HO-C-H C=0
CH,OH : CH,OH CH,OH
D-Gliceraldehid * [-Gliceraldehid Dihidroksiaceton
(aldotrioza) (aldotrioza) (ketotrioza)
CHO E OHC

&" OH HO yk
H : H

CH,0H ¢ HOH,C
D-Gliceraldehid L-Gliceraldehid

Slikab: Strukturi dvelstereoizomerov gliceraldehida in struktura dihidroksiacetona

Ali je konfiguracija sladkorja D ali L, je odvisno od absolutne konfiguracije stereogenega centra, ki je
najdlje od karbonilne skupine. Konfiguracijo monosaRari y' I 2f I 028 R2jp&rokiuré2 & LIN.
@ CAaAaOKSNEBSOA LINR2S{OA2AZ 6S 2S5 nli Al dzLAA Yl ol £ A
CAAOKSNEBSOA LINRP2S{OA2AZ 2S5 12yFAIAdz2NI OA2l 5@ 2S 2
strani v Fischerjevi projekcijicS 1 2y FA3Idz2NF OA2l [ xS6AYylF GONBGSy
konfiguracijo, izjema sta fukoza in iduronska kislina, ki imata konfigurg@if. L

Dva sladkorja, ki se razlikujeta le v konfiguraciji eneganiéga ogljikovega atoma, se imenujeta
epimera[33]. D-glukoza, Bmanozain BBl f | 1 21T &2 vyl 2L32324G8520S I f R:
D-manoza je € epimer DBglukoze, BEgalaktoza pa je €@ epimer Dglukoze. Epimeri so vrsta
diastereomero\{35].

+ @PONBGISYy6FNAR]TAK 3JIftAl212yedaAliAK @S6AYy2YlL yI 2R
Y2y2al KFENAR2@ &2 @ 3JItAllyAK f1K12 OS ylLNB2 aLd
Dt dZl 2NRBYASYl 1Aa&aft Ayl 28aGhatdny, Aandshae idundiska&isNhESLIA Y S NR |

1611. #EEI EéT A OOOOEOOOA 1111 OAEAOQOEAIT O

DIt dzl 21T+ 206adGlaFr @ GNBK NITEASYAK 20f A1 I-BDd [} K
3t dz]l 2-Dylukdzg. Dokaz zaobstojrd A 6 YA K 20f A1 a2 NITEAGVIE FAT AL
NI TtAldz2SaF a8 @ GFtAO6dz A[E3lALISOATASGYA NRUGEFOAZA
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| AltAB6YyS 20tA1S FER2T ylLaidlySaz -bhidioksindldkypadd, S dzf & |
LINR 1 FGSNR ylLadalyS oSabtatBy&tin ROSPHI KEXAYDOSA6T A
ogljikov atom karbonilne skupine monosaharida nov center kiralnosti v hemia¢agjlu

¢ 1TANIEfYA OSYGSNI AYSydz2SY2 | y2YSNydkirangeng&i {29 | U
se imenujeta anomerfB5]. Anomeri so, tako kot epimeri, vrsta diastereomef38].

+ NITO2LAYIK Y2y248FKIFENAR2G 20aiGl a2l NI @gy2i5028 I ¢
YSR OA1tAG6YAYA Ay OA1tAG6YAYA 2 sladkdija Wraztopihahy 2 & | K| |
LINB @f | Rdz2S22 OA 1t A Bk &b Aelh@jBen kel molelddbstd & AbWkk | £ A
2RLINIGS OSNRAIS O6LINAOGE AOY2 nsnab3af:ded? i+S NaD@ykaza S Ol2aldi 2
(36 %).¢ 2 ND I S£BEK 6t &¥al08a kpé GlyishsdbdSralativne stabilnosti aldoze.
~Sait6tSyaliA 20NRG6A aflR12NBSO 4B AYSydzzS22 LIANI Y

1.6.2. Povezovanje monosaharidov

l'Y2YSNYA 23t2A120 FG2Y KSYAFOSGEFEF f1F K12 NBFIAN
acetal. Acetalu sladkorjevrgvimo glikozid, vezi med anomernim ogljikovim atomom in kisikovim
atomom, ki je bil prej del alkohola, pa glikozidna {&2]. Podobno kot hemiacetali tudi acetal ali

I3t A1 21 ARyl @S1T 2o6adGtalil @3BRISK NIT tAS6YAK 20t A1

2 S v I &etdl a/r&kclio med hemiacetalno skupino enega monosaharida in hidroksilno skupino
drugega monosaharida, se nastali glikozid imenuje disaff@didb | G {1 OSYy ylI 6Ay &S LI
monosaharidi voligosahari@ [35] in polisaharide~ { N2 6 Ay Oéhddtle? kgkajend izl LJ2
Jfdl 2185 1A 48 NITtAl1desSdl ¢ -TAlLld2 IHANES TASYIMK @5 ¢
3t A12T ARYS @STA® +aAr aikoridndvezi, Ainvajo Bevsi énvirfieizatiidrolizé K A R

i -glikozidnihdST A T FNIRA 6SalNJ a2 @ai alLBHR20YyA LINBol @S
163. /| Cl EEEI OE EEAOAOE T A AAI EéT1 EE bi OOHET AE

t 2ONDOAYS Yy23aAK OStAO0 @aSodzzS22 {NIXG1S LIRtAAFKIEFN
anomernega ogljikovega atomajci A 6y S3I &f I R1{2NBIF & KARNRlaAfy?
t 2t A&FKENARA Y LRONDAYEFK OStA0 RSt deS$d®m]. GdRA 1 2

ay232 TYlFYAK FYGA0A20A120 @aS06dz2eS ' YAy24f | R] 2NES
celice. Glikany' I L2 GNDOAYA OStAO &d2RStdz2S22 (G(dzZRA LINR Yy |
AfA12LINRGSAY 20 2L TyYyS LINKR YIFEAIYAK GNIF yatF2N¥Yl OAc
INDy2 aldz2adAiy23 @al 12 1 NBy2 ajal#diohast nazniidsyukigre NI 1 f
23f2A120AK KARNIYi2@ yI LR2ONDAYA {NBYAK OStAO Lk
OSt A0S AYdzya1S3alF aradsSyYl LRGSY dzyaAéir22d YNR (AL
tipikrvipp ©aSo6dz2S22 3t AllyalS &0G§NHA GdzNB GALPBIAZ 1 NI

1.6.4. Vezava lektinov s sladkorji

t NEGSAYSS 1A Oirasyyz2 RStdeSez2 yl &flR12NEBSs t26
bS1FGSNRA LINBylOF22 &aflR]12NBS L2 O StgipteygblikujefoS Yo NI y
AFKFENARS @ YSGlo2t yAK LINEOSAAK FEA LI &8 120+t Sy
visokega spektradokaer Rl @2RA1 23S OGST A LINRALISGlI 22 @St Al RS
pri vezavi proteina oziroma lektina in ogljikovega hidratageadnoy A 021 2R GA&GSZ 1A VY|
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proteina s proteinom. Nizka afiniteta lektinov do ogljikohidratse do neke mere nadomesti s
OG Syeraise2 @ST + @5 VeraW32 3S61 | FAYAGSG2

1.7. 3DAAEAEéT 1 OO OAUAOA 1 AEOETT O O Ol AAET Ol
t NA GST @A fS{TUAY20 yI 3FtA1lYyS GS&EAYAWGHE AYBRS {ddzey
meri tudi preproste kisline ter aromatske kisline. Galeky H AT 6t 23S01S ONI yA
kompleks z laktozo, pri katerem so stranske verige treh aminokislin (asparagina, arginina in histidina)

z vodikovimi vezmi povezane sOH nha galaktozi Tudi vsebovan triptofan[38](hidrofobna
aminokislina[39) f SOA 206 af |-G p N#Stako 2 \ddikBvimizdezme povezana z
galekinom 2, medtem k&®-OH in 30Hnista povezanaKer lahko da@2 NI T f A6y S @NRGS
Syt 12 Y20y2ai oS1+0S 1 @2RA1202 @Siec2 FtA Syl |2
TaINFa2aSyAaA AT NITEASYAK TFLR2NBRAZ YAy2lAatAyT @SC
1.71. 3 DPAAEEEEeT A OAUAOA OAET I AET AT O1 ACA OAEAOIT UEI 1
Sladkorji saharoza, -§lukoza, Efruktoza in Dmanoza z vezavo na izolektin rCnSLB2 inhibirajo
sposobnostd-tega za aglutinacijo krvnih celic. Inhibicija je odvisna od koncentracije sladkorja (Tabela

2) [40].

Tabela2Y bl 2YlFy20S AYKAOAGZ2NYS 12y OSy (NI OA 2&CrSyBs slatlkomido] A Y KA O A OA

saharoza D-glukoza D-fruktoza D-manoza
blF2Ylyaol Ay 0,11 M 0,22 M 0,22 M 0,43 M
koncentracija sladkorja
Titer inhibicije 9,3 mt 4,6M1 4,6M1 2,3Mm1
hemaglutinacije

1.8. Kromatografija

YNRYIFG2aANF FA2F a8 dz2a2N¥otal T+ t26S0Fyafir R2t 26!
Je separacijska metoda, pri kateri se sestavine selektivno porazdelijo med mobilno in stacionarno fazo
[42]0 t NB12 yeSsS LRddz2S FyFrtAas 1A[M4BS NI T iG2L)X 2Sy &

a20y2ait 2608 NITftASGYAK aSail @Ay @ YRBYGYOAOSNAR
posameznih spojin v mobilni fazi na stacionarno fazo. Pri organski kemiji sta najpogosteje uporabljeni

LI Ayall oD/ 0 Ay GST71[22TA yLaANRI vy NBSWI (ReSE Ndk FaAYe2l  dalP2/ Ni- 6
kromatografije, in sicer afinitetno kromatografijo.

1.8.1. Afinitetna kromatografija

it Al 2t O0OA22 LINRBGSAY20 206aidlal @S6 YSGi2R® t NRA 3IS
YeAK2@S @StAalz2aidAid tNRA A2yaliA ATYSyeSgrtyA | NRBY
materialom trdne faze. Vse tradicionalne metode 8 G S@F 22 NI T G2LX 2Sy S Y2t S|
podlagi fizikalnekemijskih lastnost{44]. Afinitetna kromatografijaslika 6)temelji na sposobnosti
ALISOATAGBYS @ST1@3S LINRGSAY20 Ay LREALSLIWAR2G ylI
stacionarna fazgys].
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t NEGSAYS (A 3L OStAYZ2 AT2ftANFGA AT 12YLX S1ayS YS
LREAYSNI FEA ISt yIF {FGSNBIAL 28 (1saw@vdbifkigelay 2 SST Iy
G@2NRA 2KfFLly23 LINRT 2NYy2 YNBO23X (A 2Y2326F Syl 12Y
T1TG2 28 LINALERZ2NRGS6SY 23 [R6] Vs gotdhiSDieDdkiniteleSa vezadyehal S St A
fAIFYRIF 02R2 LINBOftA &121T AAIBYR YRRWBYyLrt22282RE RNXR
FFAYAGSG2 TlLyead ! aLISOy Il Al g®ydndas prdtehib)lS 1 | KGiSGI @i

bl @ST I @2 G NBYSRE2Y LINRKIIS2A yBLITA AIAYR T NITfASBYAYA
soli, pH in dodajanje ligandov v raztopid®].

@ Tarcni protein

Nespecificni
proteini Spiranje 1 Spiranje 2

Pe

o
)
L]

Imobiliziran ligand na /

nosilcu stacionarne faze

iRt e ala)

Slika6: Shema poteka afinitetne kromatografije

1.9. Elektroforeza

9f STOUNRF2NBI I 28 YSi2RIT a {1IGSNR t26dz22SY2 YI | NP
Mal] NEY2f S1dzA S ylIySasSyz2 yI (12yOSyiaNrOacalir 3ISt Ay
t26SOKtySY 3Stdz 1T NITEABYAYA KAGNRA[E7AZ (N 2SS 2R

1.9.1. NaDSPAGE

NaDSPAGE (pliakrilamidro gelslo elektroforeod v prisotnosti NaDSzvajamo v poliakrilamidnem

gelu, ki nastane s polimerizaciio]l NAf F YARF Ay o0A&F {NAfFYARFI® t NBR
RSGSNBSyG bls5{s 1A &S @SOS yI LINRGSAYS Ay 2AK Y
razmerju na aminokislinske skupine denaturiranih proteinov. Vsi proteini pridobijo enal§ nabo

Sy2iG2 YraSs 1T1+G2 aS @ StS{4INAG6YySY LlRfadz f 26dz2S522

t 2t AF T NREFYARYS 3StS yI@FrRy2 LRAYSydz2SY2 3If SRS y
gaSoyzatiez2 dzlRNlotel T t26S8FyeasS ydAtSAyalik {7
LI T+ f26S3FyePAGENMaiDZ\WSA D9 bli2sH2a02 dzLl2NI o6t 21 Y
Y2fSldzZ 41S YIFIaAS LINRBGSAYy20s 1 &aLINBYtaryasS 6Aradz2
12YLX S1ayAK7L.YSOFyAOl K

¢F12 LINRPGSAYA ©@S62S YIasS LRiGdzeSe22 LR6FraysSasSs LI
+Al dzr t ATANI Y2 2AK 1 0O NDAE A  03DSINBE VsebdeY 6z8kd A S Y
koncentracijskigelzm&anO2 @aSoy2aiear 12 GSINENA LINEABRAY A LJ2 ( dz2 §
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48 20 R28S83dz £26S8S0ItyS3al ISiAaV2ElyRS MLIINBAYR 2RIz
L2 S61 yI t26targ2ali AR Ll2y20targ2ai St STGNRTF2NBI

1.10. Spektrofotome trija

Spektrofotometrija je metoda, s katero kvantitativno merimo interakcijodvetiobe, IRsvetlobe ter

vidne svetlobe s snovjo, kar je uporabno za velik del znanosti in tehnologije. Ta interakcija je odvisna

2R TFTATAGYAK flFadyz2aiin lafyi2 oxZiy|2a800 24231 LIRR R ANy 2+ €
12yilFrYAYyLFOACEHY Ay FfA 2SS ay2@ @ GFyl1SY FtfA RSoSt
YEOGSNRFEFY 120 a2 2Ro22yzal agSitz2o0Sz aGNIryavYadl
fluorescencd48].

SS1UNRTF202YSGSNI aSadl gtala2 GNR2S 2ay2@0yA RSEAY
ALISTONRBF202YSUONR AYF22 NITEASYlF 20Y2621 RSt 20 ye
28 L2 yI gIFIRA ORBg ONRG @ SyA VyI LINI OA

1.10.1. Beer-Lambertov zakon
Y2 a@gSitz2ol QLI RIF ylI YSRA2X asS 2SS ylI@FrRy2 ySilea
skozisnove NI YAYA Gl yOl 6¢0 28 RSFAYANI VI 126 QRNIAIGY A
a@Sat 20 3) Wwplngerutiakin koncentracij ramin velja Beef I YOSNIi2@ 112y 68
[48]. Ta pravi, da je absorbanca YAINR Rdz] & Y2 I Ny S3l S &ilmblgiteOAr 241 S
12y O0SyidNI OA2S 0600 AoyS yR BiblratyjeSabsrbainda deg&tivniLlidyaritem 6 R 0
transmitance Ekstinkcijski koeficig je lasthost sno48].

Oy AW FLT NFT TF ATNFG6dzy GNFyaviaidlyoOo$s

w 9
D

9 y I @@eerLambertovzakon

6 -zarQ 11"¢

1.11.Termoforeza

Termoforezaje pojav, pri katerem zaradi temperaturnega gradienta na suspendiran delec v plinu

deluje silg49, 50] Termoforezi pravimo tudi Soretov efekt ali termodifuf§ja]. ¢ SNY 2 F2 NBGA Sy |
YI @FRy2 LRaLIS0dz2S RS OBLISNT AdARIS I S ANG RASYFI &
LR I NP6 22 GNJA YSR RSt OA ylI G2LIDS2@OR (ki NG 3/t 330
AYlFL22 @S622 3AAo0lLty2 (12ftA6AYy2 dilfelezuRabith Dhadidv Kf | Ry !
smer negativnega temperaturnega gradiefgéika 3 [50,51]t 2 Sy 2a il @f 2Sy 2 I K1 2 NI
L2 ONOAYlF 2Ro0A2F RSt SOJ49Kt I Ry LR GNOAYLlF LI I LINR

CSNY2F2NBGASY L &aAafl tFK12 RSftdz2S GdzZRA @ aYSNR (S
@ LINBRStAK T @Ad22 GSYLISNIGdNRB® ¢SN¥2F2NBT A LN
temperaturned 3INI RASY Gl T FEA ySALGAGYl T 6S RSt dz2S aAaftl
[51]. bl GSN¥Y2F2NBGal2 3IAo6lye2S RStOlF QLY AGE yeS3az2gd
flrady2aidgA RSEOFIT 120G a2 Ylals LRINOAYLF AB2L. ALINBYS
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Soretov koeficient kvantitativno opisuje lokalno spremembo koncentracij molekul zaradi
temperatuy AK NI T f AafyDasiSl1a86AyA

Delci na toplejsi strani Delci na hladnejsi strani

Doloéen delec

Rezultanta sil na dolocéen delec

Slika7: Potek termoforeze

IY I BBF9Y Il 6061 t21FtyAK ALINBYSYOs @ 1 2yOSyidNIOA2A Y2t S8{dzA 12
1S126AYA

- Qwnyz Y Y

8.

1.11.1. Mikrotermoforeza

aAINRGSNNY2T2WNBIYSEBXORIVIRZ2tyBEF yal o0A2Y2f S dzZ I NYAK
Y20Afy2aiGA Y2tS{dzdZ @ GSYLISNI GdzNYySY 3INI RASyGdz
KARNI G OAca1S3alr 2@2elk (GSK Y2tSidAg d® t2YSYoyS LINB
meritev v okolju, ki je podobno naravnemu, ker molekule niso imobilizirane, in nizka poraba vzorcev

[53].

Aparatura za mikrotermoforezslika R 2t 26 A IA o0l y2S Ff d2NBaAaOSYySsyAK Y
podlagi meritev porazdelitve fluescence v kapilarslika 8levo). Temperaturni gradient v kapilari

L2 T NEESNEW]IA RSt NITG2LIAYS @ 1FLAEEFNR &aS3INBe2Ss
YIEALINRGYSY RSt dz NI T (laskda jeDobazdelield Roleld v razuydink Ka@lldre2 2 L w
K2Y23Syls ylLrad2 LI ALINBYSYol GSYLISNI G§dz2NB yI  R@I
fluorescence. Zaradi tega se lahko spremeni fluorescbaréla ki je vezana na molekule, in je lahko

odvisna @ temperature. Drugi odziv spremembe temperature je termoforefsemik molekul s

L2 RNR 6aav2022 (SYLISNI (0 dzZNB v | Spheiiembaikénéehtradije je/olivis@and (i S Y LJ
AL 20yAK ftlLaldyz2aidAr Y2tS1dAg Sz (120 Rz NaASAyAA RSRAiy=S
nakardz6 Ay 1S GSNX¥Y2F2NBIT S Al flikaBdesnB)BH.dzl A2 @ Yyl aLINRGy
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Spremljanje o
Fluorescence 5 o]
N g
LE Y
Vroce zrcalo = E § o % e % b
zacetno stanje termoforeza ravnotezno stanje difuzija nazaj
IR-Laser b
g "
w
LT r s L
v
3
5T ‘
P
40x Objektiv
© - AN
cm
m v
\ ~ C
\ 5y
/ o8 L
Eos
5 5 3
Kapilara Z T \“\/W‘r‘\/v-\—\,q\.w
l A L A l A J
IR-Laser 10 20 30 IR-Laser 40 50
vkljucen izkljucen

Cas [s]

Slika8: Spremljanje fluorescence v kapilarah

Slika9: Aparatura zanikrotermoforezo
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2. NAMEN DELA

2.1. Cilji
t NBRJ T16SG12Y STALSNARYSyYyGlFfySar RSt avz air 11 ai
1 Izokcijalektina CnSB2 iz poprhnjene livke
1 Priprava vzorcev, bogatih s tem lektinom za nadaljnje raziskave.
f S poliakrilamidnogelskdt ST GNR F2NB1T 2 R2t26AGA 6AadG2ad AT 2f
1 Iz poprhnjene livke pripraviti vzorce z visoko koncentracijo proteinov.
T {LINBYf2FIiA @ST @2 NITEASGYAK atl R1{2NBSO yI 8§87
f  Ugotoviti, ali je mikrotermoforezdz6 A y { 2 @A G+ YSG2RIF T+ R2ft26FyeSs
hidratov (sladkorjev) na lektine.
f '32G28A0A2 1F0SNA &t R12B2aS ylaoztasS @gS0S yl
2.2. Hipoteze

Zastavili smo si naslednje hipoteze:

1
1

)l

D20t LRLNKy2SYyl f A@drasa@aiodmd dz2S  S1 Ay 1A a$sS ¢«
aAINRPGSNY2F2NBI I 28 dz6Ay120AG LR&aG2LIST 11 ¢
preprostimi sladkorji.

Vezava saharozil izolektina rCn3yB LINBLINRP aAGS atl R1U2NBS 2S5 &LISO
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2.3. Shema dela

‘ GOBA POPRHNJENA LIVKA

oZemanje

SOK POPRHNIJENE LIVKE
—— [meca |

ultrafiltracija

KONCENTRIRAN SOK

POPRHNJENE LIVKE T ——— " | GELSKA ELEKTROFOREZA ‘
afinitetna kromatografija razbarvanje
merjenje absorbanc GEL

KROMATOGRAFSKE FRAKCIUE | 7T 77—
VzorciCdo F

analiza kromatograma

v

IZOLIRAN LEKTIN CnSLB2

mikrotermoforeza z razli¢nimi sladkoriji

v

GRAFI AFINITETNE VEZAVE MED
LEKTINOM IN SLADKORIEM

Slikal0: Shemadela
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3. MATERIALI

3.1. Laboratorijska oprema

= =4 =4 4 a4 A A - -

= =4 4 -4 -

= =4 A4 -4 -4 A - -8 -2 -5 -2 -2 -2 -

analitska tehtnica Gia52 Internal Calibration Analytical Balance (A&D Weighing, Avstralija)

F LI NF GdzNF T YA{INRBGSNNY2F2NBI 2 az2y2fA0K be¢d m
centrifuga Eppendorf Centrifuge 5424 (Eppendo8, X6 A 2 | 0

centrifuga Sorvall LYNX 4000 Superspeed Centrifuge (Thermo Fisher Scientific, ZDA)

grelec DB100/2/115 Dilock Heater (TechneRNHzOSy 2 )YNI f 254 (1 @2
KEFRAfEYA] .2a80K 6.2380KX bSY6A2lk o0

kapilare Monolith NT.118JINB YA dz¥ O2 | 4GSR o0bly2¢SYLISNE bSYG6AZ2
kapiare Monolith NT.115tandardo b | Yy 2 ¢ SYLISNE bSYG6A 2| 0

komora za gelsko elektroforezo MiBROTEAN Tetra System {Rax Laboratories, Inc.,

ZDA)

kromatografska kolona s polnilom saharozil safarozo

krpice Baby soft (Tosama, Slovenija)

laboratorijskasteklovina in osnovna laboratorijska oprema

LIALISGS 9LIISYR2NF wSaSINOK LX dz& 09 LIISYR2NF I b
2LINBYI T 21yl 6S0 yTPhteihldBeind KityRENEAS (AahgTanpari K b
bSY6A2I 0

pH meter Mettler Toledo FEXit FiveEasy Benchtop (Mettler Tale, Italija)

LI LI LIA NI tbAl 30Saf I O KoSSNGEA 2 | 0

LIALISGE 9LIISYR2NF wo{9!w/ I T ylraidl@{iAx T LALSI
dzf G NI} FAE GNF OAc2all LRfLNBLHzadGylr YSYONIylFs T f
precizna tehtnica ViBRAJ (SHINKO DENSHI CO., LTD., Japonska)

NB 6y I & dpasirkalze kyorpD |

aAadSYy 11 R2@lF2ly2aS RdzOA|l o6@SyGAt ylail gt 28y
sistem za elektroforezo MHPROTEAN(r) Tetra System {Bawl Laboratories, Inc., ZDA)
spektrofotometer Lambda 25 UV/VE&pectrometer (PerkinElmer, ZDA)

spektrofotometer LAMBDA Bio+ (PerkinElmer, ZDA)

stresalnik Vibromix 31 (Tehtnica, Slovenija)

ultrafiltrator Amicon Stirred Cell Model 8400, 350 mL (EMD Millipore, ZDA)

vorteks Vibromix 10 (Tehtnica, Slovenija)

zamrzovalnk 280K 6. 2a0KX bSY6éAaal o0
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3.2. Kemikalije
Pri delu smo uporabili naslednje kemikalije:

1
1

= =4 = =4 -4 a4 A _a = -4 A - -2

=

= = =

=

= =4 4 -4 -

96 % etanol &40 (Carlo Erba Reagents, Italija)

akrilamid/bis (raztopina) (Sigrradrich, ZDA)

aminreaktivno barvilo RED fluorescent dy@-647¢cb | { T+ 120t Syily2 21yl
biomolekulp I Y2 ¢ SYLISNE bSY&A2I 0

amonijev persulit (APS) (NBESOs (SigmaAldrich, ZDA)

bromfenol modroGigHsBrsNaGS(Canalco, Nizozemska)

Coomassie Brilliant Blue GidisNsNaGS (SigmaAldrich, ZDA)

D-(+)Glukoza monohidratdEhOs T 2O (SigmaAldrich, ZDA)

D-fruktoza GHi20s (Biosynth Carbosynth, ZDA)

detergent Tween 2@ssHi14026 (Sigma Life Science, ZDA)

EDTA GH20160 { SN = bSYGA2I 0

etanojska kislina GBOOH (Carlo Erba Reagents, Italija)

glicerol GHgO:6 ! LILIE A/ KSYSX bSY6A2EDD

glicin GHsNG, (SigmaAldrich, ZDA)

kalijev hidrogenfosfat KIRQ 6 Cf dzl I . A2 OKSYA 1l = ~@AOL YV
kalijev klorid KCI (Sigr#ddrich, ZDA)

klorovodikova kislina HCI (Sigr&drich, ZDA)

magnezijev klorid, Mgg{lSigmaAldrich ZDA)

maltotrioza GgHs2Ou6(Biosynth Carbosynth, ZDA)

metil h -D-glukopiranozid @4.40s (Sigma Life Science, ZDA)

n-acetilglukozamin §1sNG; (Biosynth Carbosynth, ZDA)

natrijev dodecil sulfat, NaDS Nal&sSQ (Thermo Scientific, ZDA)

natrijev hidroksid NaOH (Sigr#ddrich, ZDA)

natrijev klorid NaCl (Sigradrich, ZDA)

natrijev tiosulfat NaS0:6 Ct dz] I OKSYA {1l X ~@A O 0

saharoza GH»:Ou1 (SigmaAldrich, ZDA)

standard za NaDS elektroforezo proteinov nizke molekulske maser6ham Pharnaa
CA2G80KE ~0SRAall

tetrametiletilendiamin (TEMED}ieN26 { Sw+! 9f SOGUGNRLIK2NBaAAATI bSY6
tris(hidroksimetil)aminometan (tris)s8:iNG; 0 { SN = bSYG6A 2 0
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3.3. Goba
I Goba poprhnjena livkaC{itocybe nebularjge bila v Sloveniji nabrana leta 2012, narezana in

globoko zamrznjena. Pred uporabo smo jo odtalili na ledu.

3.4. Gel
1 Predhodno smo dobili dva pripravljena 1,5 mm debela 1R&bSpoliakrilamidna gela za
elektroforezo, vsak z desetimi jamicami za vzorc@BipavF R2 @SY LINRB (G212t dz T+ N
3St 200 +2fdzySy NIT{G2BAyS T Sy 3asSt 1Tyl OF y=zIn

Tabela3: SestavdNaDSpoliakrilamidnega gela

Sestavine Koncentracijski gel (4 %) [26S@ltyA 23St
30 % Akrilamid/bis 1,98 mL 6,0 mL
0,5 M TrisHCI, pH 6,8 3,78ml /
1,5 M TrisHCI, pH 8,8 / 3,75 mL
10 % NaDS Mpn X[ Mpn X[
Deionizirana voda 9mL 5,93 mL
TEMED Mp K] TZp X]|
10 % APS Tp X[ Tp x|
Y2YG6YA @2f dz) 15 mL 15 mL

3.5. Lektin

Raztopina z barvilom RED fluorescent dyE6Kr-b | {

NI y{[.H Al LRLNKy2SyS ftA@1S=:

3.5.1. Sladkorji

21y

6 Sy Grilinega irBRtIBAY 0 A Y
YATNRBOSY (O NRTFdAAN]

V pufru MST (poglavje Pufgino pripravili500 mM raztopine sladkorjev. Pripravljenezt@pine smo
shranili v hladilniku do uporabe. Saharozil izolektin rCR8LE8 & LISOAFAS6SY 1T &l KI NRI1
yaS3az2@2 @S1 @2 yI &FKIENRT2d ST @2 avyz2 R2f26Af A
¢SAGANI T A &avz2 {dzRA-DdguRdgifamdrid) kier 8 {CdzidrdksilBa skufinh/Df b
glukopirmoze metilirand y 1T F NI} RA G S3aF 120G | OS{ INfaceffigluiogainhiil 2 LJ2 L
2S ' YARYA RSNA G (maftiicdz, 12 jb tBshhaiidiizaréhlerdiotiglukoxe2 OS
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CH,0H O
0] 0 O,
OH HO OH HO
OH o CHOH OH OH CH,OH
OH OH OH OH
SAHAROZA D-GLUKOZA FRUKTOZA
HO HO
O OH 0.0H CH o8 CH,0H CH,OH
OH 0 - 0 | o
HO OCH HO A\ o - - :
OH : HNY HE™ /o \OH /0 \m /o
0 OH OoH OH
a-D-GLUKOPIRANOZID N-ACETILGLUKOZAMIN MALTOTRIOZA
Slikally | I 62 NI K2 @3S T-Dolikaiz, SBuktézanktlhNEylukddiranbzida, Mcetilglukozamina in maltotrioze

3.6. Raztopine
Raztopina NaOH za izpiranjgd mM natrijev hidroksid, do 2 L destilirane vode

10-odstotna raztopina za razbarvanje300 mL 96 % etanola, 100 mL ocetne kislin@) énL
deionizirane vode

30-odstotna raztopina za razbarvanjel00 mL 96 % etanola, 300 mL ocetne kisline, 600 mL
deionizirane vode

Raztopina Coomassie blub:tablet Coomassie blue, 600 mL 96 % etanola, 400 mL deionizirane vode
20-odstotna ocetna kislina200 mL ocetne kisline, 800 mL deionizirane vode

Zmes za obarvanje0-odstotna ocetna kislina : raztopina Coomassie blue=1:1

3.7. Pufri
10-kratni pufer NaDSPAGETris (75 g), glicin (360 g), NaDS (25 g) in do 2,5 L deionizirane vode

20-kratni pufer PBS10 mM natrijev hidrogensulfat,140 mM natrijev klorid, 3 mM kaliigorid, 2mM
kalijev hidrogensulfat, uravnano s klorovodikovo kislino na pH 7,4

Ekvilibracijskipufer: 400 mM natrijev klorid, 100 mM tris, destilirana voda, uravnano s klorovodikovo
kislino na pH 7,4

Nevtralizacijski pufer:1000 mM tris, 1000 mM natrijev klorid, deionizirana voda, uravnano s
klorovodikovo kislino na pH 7,0

MST pufer:1000 mM magnezijev klorid, 150 mM natrijev klorid, 50 mM tris, deionizinaoda,
uravnano s klorovodikovo kislino na pH 7,4

bl yl OF f:¢l109dzaz8pide NaDS, 2 mi glicerola, 1,5 ml deionizirane vode, 2,5 ml 0,5 M tris
HCI uravnan na pH 6,8, dodatek bromfenol modro (barvilo)

A
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4. METODE DELA

4.1. Ekstrakcija soka poprhnjene livke

t2a2R2 Al A0GANBLERNI avy2 ylLRtyAftA T fSR2Y Ay @
stiskalnico namestili baby soft krpico in jo napolnili z odtaljeno in narezano gobo poprhnjeno livko. 1z

yasS avyz2 AT dGAayAt A &2 Ponhid Sk B k83e sprasd SoYottahid, IsmoLd S 6
LINBOSRAfTA &12T A {NLAO2 Ay 3 LINBftAfA @ RNHA2I Yl
Hnn Y[ &az21l NRS6SNEBIFI@S o0 NBSo

4.2. Centrifugiranje soka

Pridobljenemu soku poprhnjene liviemo dodali 10 mL 2Rratnega pufra PB$®dglavjePufri) ter

piR26f 2Sy2 (S126Ay2 NITRStAfA @ RGOS OSY(dNRFdAAN] A
G2R2® 4SS OGANR OSYGNRTFIAAN] S ayvY2 LRradddgeit A O
LI N} YSGNBY LR&aLISOSY mnodnnn 3T 6Fa mMp YAydzi Ay
LINBOARY2 2RRS{FTYGANIEtA @ 61 020

4.3. Ultrafiltracija
hRRS{IYGANIy2 (S126AySfikadd 21 LINWBYSO4& S P2 dzizii ’NIF X & € &N
VSy At avz2 ylradl@atir ylL GtF1 p FNJ Ay L1 @S6dzNy

0
FALGNI G 1A 28 @aSo20lt S Y2t81dA S YIyads 2R o

i handl

.‘.~
[N SUN AN S

Slikal2: Ultrafiltrator Amicon 8400
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4.4, Afinitetna kromatografija

Pripravili smo 3 ekvilibracijskegaufra, 1 dL nevtralizacijskega pufra in 2 L raztopia®Hza izpiranje

(poglavij Pufri, Raztopine).

t NAot AOYy2 mpn Y[ yladltS3F dzf G§NIF FAL G NGKNELSKEiTl a2
kromatografsko kolono z ndsem saharozsefarozo, smo spustili 1 d@lkvilibracijskegaufra. Dolili

ayz2 &a21 Ay 1YSa R20NR LINBYSOItAO®
saharozilsefarozo.

Slikal3Y 2 A Eabafoyigefaroze

Medtem smo pripravili sistem za dovajargkvilibracijskegaufra (slika 14%

Y

tdzaldAf A &avz e

V2AY YILRfye:

smo namestili pol metra nad kromatografsko kolono in vanjo s cevko preusmerili tok pufra.

45 51 OAAA | EEOI OAOI 1T &£ OAUA UA AT11T éeAl EA «

izole ktin rCn SLB2

Slikal4: Sistem dovajanja pufra do aparature
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¢S126AYyLF 28 Al 12t2yS @ SLINUHSGS {lLxXaktl a KAGH
v epruvetah merili absorbanco pri 280 nm. Ko se je absorbhdsdh 6 f A OF f I ONB Ry 2& 0 A
LINBYSadGAf A @Na®H®igpiranje, Blkalerd anializyfalti vezane proteine. Nadaljevali smo

Z merjenjem absorbance v epruvetah, hitrost izpiranja pa nastavili na 2 do 3 kapljice na sekundo. V
vsako epruveto¥2 R2RFfA npn x[ yYSOGNItATIFOA241S3F LidzF N
RSY Il GdzN>y OA2S tSTOAYlF® + LINBDA ASNRAR2SA avY2 LINAR2OACT
serijo pridobili 130 frakcij.

Slikal5: Pridobljene frakcijez afinitetno kromatografip

4.6. Merjenje absorbance

Vzporedno z afinitetho kromatografijo smo frakcijam s spektrofotometrom Lambda (Blika 16)

YSNAEfA FT0&a2NDlFyO2 LINR Hyn YY® t NR §&enokigihegd 2 Oy A
QUANRTAYZ GNRLI2FFY Ay @ YIFEy2a2OA YSNR FSyAflfF yA
koncentracije proteinov v vzordg5]® %I Yy I AGF GAGSG 1 FfAONI OA2a1S YyAcd
bl TF6S01dz ayY2 1 NRY lehvlidadijskinBlizZE NP b2y 2 afnd&8bta {1 L
iz kromatografske kolone napolnila vsaka tretja epruveta, smo tok kapljanja peeiisrkiveto. Njeni
GASOAYA avY2 YSNRARfA 0ad2NDBlIyO2 Ay ylI LRRftlF3IA yeSAl
Ko so se vrednosti absorbanc ustalile, sekvilibracijskipufer nadomestili z raztopindNaOH za

izpiranjein analizirali vsako digo frakcijo. Po vsaki meritvi smo kiveto sprali z destilirano vodo.

Y% AT YSNEBSYAYA ONBRYy2a0GYA | 0a2NDBFyO aY2 yIFINRAITA
frakcije bomo uporabil za analizo z NaPSGE.
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Slikal6: Aparatur za spektofotometrijo, lrabda Bio+

4.7. NaDSPAGE
+ 2T yIF68YS YALNROSY (G NR T dz3 pulel(fglasjerRufridiRladRd sshemathl 2 N S

(slikil9, 20 @ t 2 FylFfAT A {NBYIG2IANF Yl &UVia8798eseriRin2z 6 Af A
frakcij 64, 83, 85, 99 in 110 druge serije afinitetne kromatografije.

aAINROSYGNRTFAAANL S avyz2 [ 3Ny Bbkyatki BevdEftigaciji sonbili Y A y dzi
vzorci pripravljeni za nanos.

Slikal7: DB100/2/115 DrBlock greleened segrevanjemzorcev

V sestavljeno aparaturo za gelsko elektroforezo (slBasino vstavili dva gela (poglavje Gel) in jo
YIELREYAEA & LIWZFNBY bl 5{ o6LRIAtIGeSS tdZFNAODP % YA N
vzorce, apar G dzZNB  LJ- T F 3yl A LINGF SIS YNGR 6 10Bari Ai12 Y TLd2 N
YSKAZNB {1 20d t2 pn YAydzit K 12 a2 @1 2NOA LINALR G20
aparaturo ugasnili.
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Slikal8: Aparatura zagelsko elektroforezo spredaj
STD sok nevezano fr. 49 fr. 66 fr. 80 fr. 87 prazna n. sok sok
[5+0 pi] [2+2 pL] [4+4 pL] [40+9 pL] [40+9 pL] [40+9 pL] [40+9 pL] [4+4 pL] [4+4 pL]

Slikal9: Shema razporeditve vzorcev prve serije na,gelikaterinSTIJ predstavlja standard (lestvico molske masgpiC
predstavljavzoreckoncentraa soka po ultrafiliracijinnevezang predstavljavzorecnevezae 6 1 I 6 Balkoje&finitetne
ITNRYFG23aANF FA2S3S n¥TNWZ LINBRaGH Gt 2 @1 2NBO LINAR206t 2SSy S FNI
poprhnjene livké2 y2SySY 20SYlya2dzd + 23ftRRAKI 21 26ABRBYK @562 NDI LINBE
YIEYyLEOFtyS3al LidzFNI @

STD sok nevezano fr. 64 fr. 83 fr. 85 fr.99 fr. 110 STD

prazna
[5+0 pl] [2+2 pL] [4+4 uL] [40+9 ulLl [40+9 pL] [40+9 pL] [40+9 uL] || [40+9 uL] || [5+0 pl]

Slika20: Shema razporeditrvzorcev druge serije na gelu. Za legendo glej sliko 19

t2 12y6FyA StSTUNRF2NBT A avyz2 ISt Lk hje@oglave @ LIS
Raztopine). Za enakomerno barvadje/ 1 I &y S 2 O$8no hdtrijevkd poddavily ra $otacijsko

YS Ol fi21, 20&Pb anjurbarvanjad Y2 AT y2S 2Rf Af A -odsbth@rdztopi® Ay 3IS
za razbarvanje (poglavje Raztopin® njej se je namakal 20 minut, nakar smo raztopino adlili
zamenjaliznovd t 2aG21LJS] avY2 @SEINIG LRY20AtAD

DSt @ WSINR2SO1 A ayYz2 fdstitm radtépino zf 2adbarvdiiel (pogldgdl £ A 1
Raztopine)

36 |
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Slika21: Pestopek barvanja gela

Slika22: Postopek razbarvanja gela

4.8. Termoforeza

481. /| UT A¢ AOGAT EA DOiT OAET A
Rekombimntni lektin rCnSLB#2 poprhnjene livkes koncentraciji®Ona 2SS o0Af LINBRK2 Ry 2
Ay 21 yF6Sy & ¥Fi NEMBNHSKgragy fludfeséehcd Bnkgrenljamo pri valovni

R2t OAYA ctn yY 1T @1 0dz2I|BghalSNBALINR{ CB & 2006/00S R/2Ht QANRAY |
1A a8 yrKratraz2 ylI tATAYyalAK 2a&GFy1AKnmNgRoidSAY I A
stabilne konjugatg56]. h T y I 6 S@l y2S LINRGSAYy2@ 11 dzLl2Nl 062 @ YA
LINRG212Ffdz T 21T yF6S@lya2aS 1 dzLl2NF 62 -NHRYLX Sl az2y?


















































































