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UPORABLIENE METODE / USED METHODS

Voldepq’ujet_nmaéenopoglavje.vkaferem}émetédanavederu

" # afinitetno &BCenje serumov sfosfouptd'vpomemdmm

specifitnih profiteles (6)
#ovtoradogdicmgehloéeuﬁpephdovspredmodwoobdelcvogelam
ojacitev signalov (3)

#mmmm:fmuﬁemhetm
obajanjem @)

#denatuocﬁcapoﬁdaiaﬂmoge&caeleidroformmhvedmh_

prilagoditve 2.3)

£ dialimo EBGenje fralcij (6)

#ernckmm\ckntedcopkshuhmntogroﬁav&okebwm&(& ;

# encimsko imunsid test na frdnem noslicu s fosfolipidi (BLISA): osnovna izvedbain
priagoditve (4.5.6)

#ernldeoqcoeicﬂoéevavecﬂmbzneh]edewraz}edje«uﬂe}d}

¥ getska fitracka ()

#tmwmmamﬂep-zceﬁcdnzmﬁamiﬁmciﬁdmpodophw

# imunska detekcija spaohdmohzradohdopdmonwéamprote&mnh
(132 Gunnoblotiing) (2.3)

# imunsko obarjanje mutantov s polnim afi z afinlfeino preZ&Sentm serumom nNa
proten-A agaroznih zmih (3)

# imunsko pwedmobmaﬁerodototopﬁcoomoeene@%mmwe
kisline (RNA) in avtoradiografija denaturacijskega RNA gela (2)

# in vifro preps komplementame kopije deoksirbonuideinske kisine (CDNA)
(osnovnega - diviega fipa in mutantov ) v informacijsko ribonuideinsko Kisiino
(MRNA) @)

#hw#optevodwanncgd(etbaudend(ehsﬁnevmdomtop&oomobene
proteine - $39 metionin (3)

# izdelava mutaninih cDNA z restrikcliskinnl encimi: odpxdje (Enearizaciia) veldorja
in cepitev (digestija) z zbranimi restrikcijskdmi encimi (3)

# koogulaciki in  fibdnolnl festi:.  profrombinski  &as,  oklivikanl delni
frombopiastinsdd Cas. frombinsid €as. koagulacia fibrinogena, aktivnost
anfifrombina #ll, proteina C. plazminogena, tkivnega piczminogenskega
aklivatoja in njegovega inhibitorja, &as ze euglobulinskega strdka in
fibrinofitinl odgovor na vensk zazem (4.5)

# priprava raziEnih celitnih vieZkov: celofn, cltoplazemsid, jedrsid (2.3) :

#profendcohunskoobajaﬂetoeﬁfnegctﬂedcu.oma&negazhotopan
S35, v fziotodkin In nefizioloSikdh pogojin (2)

# profitoZna imunska elekiroforeza (3)

¥ statistitne andlize: artmetitne srednje vrednosti s standardnimi odmild ali rangi
z medianami. ¥2. Studentov t test, Man-Whitney U test, Speamanov fest
korelocy, Wicoxonov neparametricnl test korelaci (3.4.5.6)

# elektroprenas proteinov z gela na nitrocelulomi list (westem blotting) (2.3)
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POGLAVJE 1 f CHAPTER 1

SPECIFICNOST AVIOPROTITELES IN NJIHOVA POVEDNOST
SPECIFICITY OF AUTOANTIBODIES AND THEIR INFORMATIVENESS

Borut BOAS

KiniZnl center v Ljubljanl, Intema kinlka Boln. dr.Petra DriZgja
Laboratord za imunologijo revinatizma. Ljubfiana. Slovenija

Objaviieno v: / Published In:

fomacevisd vesink 1993;44:1 19126
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Pogiavie 1 / Chapter 1

SPECIHCNOST AVTOPROTITELES IN NJIHOVA POVEDNOST

-IVIECEK -
,Vaaimptedﬂovﬁmpqnenpomiqpoddnea)edﬁénosﬁm
profiteles v diagnosiitnem delu in v Studiju osnovnih mehanizmov delovanja.
Kot mode! smo uporablii dve dauZinl avioprofiteles in ustreznih antigenov, K

se paroma razdikujejo: rhonuideoproteinsd deld Ro predstavicjo proteinske

motrgjceline anfigene, fosfolipidi pa neproteinske anfigene ceiénth povidin
(memban).

protitefes.

KjuZne besede: avioprotitelesa, specifitnost, aﬁosfo&:imaproﬁte!m antiRo

pmﬁteleea

UVoD

Obrambni sistem wretenZarev je zelo zapleten In vidutuje tudi Imunskd sistem, K
rmvm.ieprgdhfehcimi.&edisehoiamc_ﬂum&n:

Profitelesni odziv obsega proizvodnjo befjakovin - protiteles Grmunogiobulinov). Ta
kroZijo v krvinem obtoku in drugh telesnih teko&inah. ljer se specificno veZejo na
antigene (anfbody generator). Anfigen je vsaka snov, ki je sposobna lzvafi
imunsld odzv. Imunsd sistem lofuje anfigene celo, &e se raziiagejo v optitni
kzomex dli otrgj vezavnega mesta (epitopa) v eni sami  molekull na primer
aminokisine. Vezava protiteles inakfivita viruse in bakierijske folksine tako, da
bloldira nfhovo vezavo na receptore tardne cefice. Miaoorganiami, “oznalent” s

mﬂeleasomodcv&edtazqadrizmﬁpofogodtcddswm
proteinov. imenovanim komplement. -

Celiino postedovan oddv Viduiule razmnaievanje specidizkanh celic, K
reagigjo z antigenom na povisinl gostitefjeve celice. imunsko reagirgjoa celica
lahko okuZeno celico unid, tore] jo odstranl, 3e preden se virus razmnoZ afi pa
ioSa kemitne signdle (cltoline) z razicnim delovanjem. vidiutno z altivacio

AVTC!’ROTITE.BA

Edengavnthlzzvovvhunoloﬁ]emmevaﬂespedﬁcneganepomavaruah
delovanja proti mnoZid tujkov (fufih anfigenov). ne da bl bll prd tem po¥kodovan
lasten organizem, sestavjien & prav fako mnoZice makromolekl,. potenciainih
anfigenov, ozkmurmmmﬂennhﬂmﬁokwmmpdtem
prepomavariy, ldprivede]odocvlo&nmskn\bolem{.

19
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POGLAVIE2 / CHAPTER 2

REANED DEFINMMION OF THE 56K AND OTHER AUTOANTIGENS IN
THE 50-60 kDa REGION

GJIM.PRUUN', 8. BOBC2, F.SCHOUI‘E‘ LAROKEACHS

W.J. van VENROOU

IDepartment of Biochemistry, University of Nimegen. Nimegen, The Nethedands,
2pepariment of Rheumatology, University Medicd Center, Ljubjjana, Siovenia,
3pépartement de Biochimie, Université de Moniréal, Montréal, Canada

Objaviieno v: / Published in:
Molecutar Biology Reports 1992; 16: 267-276.
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Pogiavje 2 / Chapter2

PRECISCENA OPREDELITEV 56K IN DRUGIH AVTOANHGENOV vV 0BMOCIU
50-60 kDa

VIECK

Sprememba v razmerju clrilamida in bisalaiamida v denaturaciskem
gelu, uporabljenem za elelkiroprenos proteinov  na

nifrocelulomi st (Westem blotting), mo&no kbolga nedvoumno dologitev
profiteles &z seruma bolnikov z avioimunsidimi motnjami” proti onfigenom v
obmoZju 50-60kDa. Refativna hitrost gibanja Ro52. 56K avtoantigena in
kolretkulina se poveda z mEanjem razmedja med ckrilamidom in bisalalamidom .
v primerjav s hifrosfjo Rob0, La in Jo-1. Andiize so pokazale, da omenjenh 3est
onfigenov ustreza Sestim razliCnim polipeptidom. ’
% Nodd}n]ea‘dzezmomborekarbwuﬂnegakdreﬂaﬁtcsopoﬁde da.
(1.) 56K avtoantigen ni ne identi€en ne soroden kaketikufnu in (2). da kalretiasdin
nl Ro avtoantigen.

VstopodamvmboﬁepoumieﬁbKuﬂomﬂgmieraﬂaia.da(U
tega ontigena ni moZno doloditi v fiksranth ceficah. vegjetno zaradi zakivanja
epitopov; (2) pibiEno enaka koliCina® antigena je najdena v jedskd in i
citoplazemsld frakcl po enuldeaci (razjedidevanju) celic: (3.) 56K avtoantigen ni
stabiino povezan ne z RNK ne z drugimi proteini.

Kjutne besede: 56K antigen, avioimunost, kalretikulin, imunski blofing.

REFINED DEFINMON OF THE 56K AND OTHER AUTOANTIGENS IN THE 50-60 kDa
REGION

ABSIRACT

Alteration of the acrylamide:bisacrytamide rafio in the SDSpolyacrylamide
gel used for Westem blotfing strongly improved the unombiguous detection of
anfibodies against S0-60 kDa autoantigens present in autoimmune patient sera.
The relative migrafion of Ro52, the 56K autoantigen and cakreticuin increased
with reduced acrylamide: bisacrylamide ratios in contrast to that of Roé0. La and
Jo-1. These analyses indicated that these six anfigens comespond to six distinct
polypeptides.

Further andlyses using recombinant cdlreticulin showed that @ the 56K
aﬁomhgenkneﬂherldenhcdmtretatedtoodrehaiha\dOccketuﬁ\B
not a Ro autoantigen.

A series of experiments designed to better characterize the 56K
autoantigen showed that @) the anfigen k not detectable in fixed cels.
presumably due to masking of the epitopes; (i) about-equal amounts of the
antigen were recovered in nuclear and cytoplasmic cell fractions after
enudieation of the cells: ) the 56K autoantigen k not stably associated with
either RNA or other proteins.

Key words: 56K autoantigen, Autoimmunity, Calreficutin. mmunobilotti .
Sj-bgrenssynctome Systemic kupus erythematosus -2
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