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Sa �å�H�W�D�N 

CD63 je  membranski glikoprotein koji pripada superobitelji tetraspanina. 

Molekularna masa CD63 iznosi 25  �N�'�D���� �D�O�L�� �P�R�å�H�� �G�R�V�H�ü�L�� �L�� �G�R�� ���� kDa zbog 

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���V�W�X�S�Q�M�H�Y�D���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H���R�Y�R�J���S�U�R�W�H�L�Q�D�����3�U�L�V�X�W�D�Q���M�H���X���V�Y�L�P���O�M�X�G�V�N�L�P��

�V�W�D�Q�L�F�D�P�D���� �W�H�� �L�P�D�� �P�Q�R�J�R�� �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�L�K�� �L�� �M�R�ã�� �Y�L�ã�H�� �Q�H�� �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�L�K�� �I�X�Q�N�F�L�M�D����

CD63 se u stanici nalazi u endosomalnom sustavu, egzosomima i na 

�S�R�Y�U�ã�L�Q�L���V�W�D�Q�L�F�H�����8�N�O�M�X�þ�H�Q���M�H���X���V�L�J�Q�D�O�Q�X���W�U�D�Q�V�G�X�N�F�L�M�X���N�R�M�D���U�H�J�X�O�L�U�D���U�D�]�Y�L�W�D�N����

�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X���� �U�D�V�W�� �L�� �S�R�N�U�H�W�O�M�L�Y�R�V�W�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �3�U�R�P�R�Y�L�U�D�� �S�U�H�å�L�Y�O�M�H�Q�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�H����

reorganizac �L�M�X�� �F�L�W�R�V�N�H�O�H�W�D���� �D�G�K�H�]�L�M�X���� �P�L�J�U�D�F�L�M�X���� �W�H�� �M�H�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�� �X�� �W�U�D�Q�V�S�Rrt 

proteina. Jako je eksprimiran  u ranim fazama raznih tumora, a u kasnijim 

�I�D�]�D�P�D�� �J�D�� �J�R�W�R�Y�R�� �X�R�S�ü�H�� �Q�H�P�D���� �,�P�D�� �X�O�R�J�X�� �L�� �X�� �Q�H�N�L�P�� �G�U�X�J�L�P�� �S�D�W�R�O�R�ã�N�L�P��

�V�W�D�Q�M�L�P�D���� �W�H�� �E�L�� �P�R�J�D�R�� �L�P�D�W�L�� �L�]�Y�D�Q�U�H�G�Q�X�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X���� �S�U�R�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X�� �L��

�W�H�U�D�S�L�M�V�N�X���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���L���V�O�X�å�L�W�L���N�D�R���P�D�U�N�H�U���]�D���V�W�D�G�L�M�H���W�X�P�R�U�D�� 

Cilj ovog rada je optimizacija imunofluorescencije i karakterizacija 

novoproizvedenog anti -CD63 protutijela (hCD63.01).  

�3�U�R�Y�H�G�H�Q�R�� �M�H�� �Y�L�ã�H�� �S�R�N�X�V�D�� �L�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �Q�D�� �+�H�/�D���� �6�:620 i MCF -7 

�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P�� �O�L�Q�L�M�D�P�D���� �0�L�M�H�Q�M�D�Q�H�� �V�X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �V�U�H�G�V�W�Y�D�� �]�D��

permeabilizaciju i sredstva za blokiranje, te i samo sredstvo za 

�S�H�U�P�H�D�E�L�O�L�]�D�F�L�M�X���� �=�D�� �X�V�S�R�U�H�G�E�X�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�R�� �0�(�0-259 anti -CD63 

protutijelo. Kako bi odredili je li novoproizvedeno protut �L�M�H�O�R�� �S�U�R�ã�O�R�� �N�U�R�]��

�S�U�R�P�M�H�Q�H�� �W�L�M�H�N�R�P�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�D�� �M�H�� �L�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�D�� �V�D��

�Q�H�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�P�� �V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�R�P�� �K�&�'�������������� �W�H�� �V�X�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �X�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�L�� �V�D��

�R�Q�L�P�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���K�&�'������������ 

�8�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �K�&�'������������ �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R�� �Q�L�M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �S�U�R�P�L�M�H�Q�M�H�Q�R tijekom 

�S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���� �3�U�H�G�O�R�å�H�Q�� �M�H�� �R�S�W�L�P�L�]�L�U�D�Q�L�� �S�U�R�W�R�N�R�O�� �L�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �V�D��

Tween -om  20 kao sredstvom permeabilizacije. hCD63.01 je u svim 

�S�R�N�X�V�L�P�D���G�D�O�R���M�D�þ�L�� �V�L�J�Q�D�O���R�G���0�(�0-259 komercijalno dostupnog protutijela 

�]�D���&�'�����������W�H���M�H���P�R�J�X�ü�H���G�D���K�&�'�������������S�U�H�S�R�]�Q�D�M�H���Y�L�ã�H���I�R�U�P�L���R�Y�R�J���S�U�R�W�H�L�Q�D����

�'�R�G�D�W�Q�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �V�X�� �S�R�W�U�H�E�Q�D�� �]�D�� �S�R�W�S�X�Q�X�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�D�F�L�M�X�� �L��

razumijevanje potencijala hCD63.01 novoproizvedenog protutijela.  

 

�.�O�M�X�þ�Q�H�� �U�L�M�H�þ�L�� CD63, imunofluorescencija, protutijelo, hCD63.0 1



 
 

Summar y  

CD63 is a membrane glycoprotein which belongs to a superfamily of 

tetraspanins. Its molecular weight is 25  kDa but can reach up to 60  kDa 

depending on the level of glycosylation the protein went through. It is  

present in all human cell types and has lots  of different functions some of 

which are known and some of which have yet to be proven. CD63 can be 

found in the cell endosomal system,  egzosomes and on the cell surface.  It 

is involved in  signal transduction which regulates cell development, 

activation, growth and motility. It promotes cell survival, reorganization of 

actin cytoskeleton, adhesion, cell migration and is included in protein 

transport. It is highly expressed in early stages but almost nonexistent in 

the later stages of most tumors and has a role in some other pathological 

states.  CD63 could have an excellent diagnostic, prognostic  and 

therapeutical value for different pathological conditions and be used as a 

stage marker for  various tumors.  

Aim of this paper is the o ptimization of immunofluor escence and 

characterization of a novel anti -CD63 antibody  (hCD63.01) .  

Several i mmunofluorescence  experiments  were conducted on  HeLa, 

SW620 and MCF -7 cell lines. Changes in the protocol were made regarding 

concentration of the permeabilization reagent and  the blocking buffer. 

Different permeabilization reagents were used. Apart from the hCD63.01 

antibody, a  commercial  anti -CD63 antibody (MEM -259)was used for 

comparison. Supernatant of nonpurified  hCD63.01 was also used in order 

to  establish possible change s which may have occurred in the antibody 

purification process.  

It was established that hCD63.01 did not went through significant changes 

during purification. Optimized immunofluorescence protocol was proposed  

with Tween 20 as the permeabilization reagent . In every experiment 

hCD63.01 had a stronger signal than MEM -259 commercially available 

CD63 antibody. It is possible that hCD63.01 recognizes more forms of 

CD63. Further studies are needed for the complete  characterization and 

understanding of hCD63.01 an �W�L�E�R�G�\�¶�V���S�R�W�H�Q�W�L�D�O. 



 
 

Key wo rds:  CD63, immunofluorescence, antibody, hCD63.01  
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1.  Uvod  

1.1.  Tetraspanini  

Obitelj tetraspanina prvi put se spominje 1990 godine. Tetraspanini  se 

sastoje od 4 hidrofobne transmembranske domene (TM1 -TM4), velike i 

�P�D�O�H���L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�H���S�H�W�O�M�H�����(�&�����L���(�&���������W�H���G�Y�D���N�U�D�W�N�D���X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Qa amino 

i karboksi repa (Slika 3 .) Superobitelj tetraspanina se dijeli na 4 

podobitelji: CD  (eng. cluster of differentiation ) , CD63, uroplakin i RSD, a u 

ljudskom genomu postoji 33 gena za t �H�W�U�D�V�S�D�Q�L�Q�H���� �&�'������ �þ�L�Q�L�� �S�R�V�H�E�Q�X��

�S�R�G�R�E�L�W�H�O�M�� �]�D�W�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �H�Y�R�O�X�F�L�M�V�N�L�� �V�W�D�U�L�M�L�� �R�G�� �R�V�W�D�O�L�K�� �&�'�� �W�H�W�U�D�V�S�D�Q�L�Q�D����

�+�R�P�R�O�R�]�L���&�'�������V�X���Q�D�ÿ�H�Q�L���N�R�G���V�S�X�å�Y�L���ã�W�R���X�S�X�ü�X�M�H���Q�D���W�R���G�D���&�'�������L�P�D���Y�U�O�R��

�G�U�X�J�D�þ�L�M�H���L���V�W�D�U�L�M�H���S�R�U�L�M�H�N�O�R���R�G���G�U�X�J�L�K���W�H�W�U�D�V�S�D�Q�L�Q�D��[ 1�±3] .  

1.2.  CD63  

�&�'������ �M�H�� �S�U�Y�L�� �R�N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�L�U�D�Q�L�� �W�H�W�U�D�V�S�D�Q�L�Q���� �3�U�Y�R�W�Q�R�� �M�H�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�� �X��

stanicama ranog stadija melanoma (1984. godine), pa je nazvan antigen 

melanoma 491 (ME491). Nekoliko godina kasnije (1989. godin e) otkriven 

je na aktiviranim t rombocitima, te se n aziva eng. platelet glycoprotein 40 

���3�O�W�J�S���������� �1�D�]�L�Y�D�� �V�H�� �M�R�ã�� �L�� �P�H�P�E�U�D�Q�V�N�L�P�� �J�O�L�N�R�S�U�R�W�H�L�Q�R�P�� �S�R�Y�H�]�D�Q�L�P�� �V��

lizosomima ( eng. lysosome associated membrane protein ; LAMP -3), te 

integralni lizosomalni membranski protein 1 ( eng. Lysosomal integral 

membrane protein 1 ; LIMP -1). Gen za CD63 se nalazi na kromosomu 

12q13. CD63 je eksprimiran u svim stanicama, te se sastoji od 237 

�D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �L�� �L�P�D�� �0�U� �������������� �N�'�D���� �N�R�M�L�� �P�R�å�H�� �G�R�V�H�ü�L�� �L�� ������ �N�'�D�� �R�Y�L�V�Q�R�� �R��

tome koliko je protein glikoziliran [ 1,4,5 ].  

1.2.1.  �*�U�D�ÿ�D���L���Sosttranslacijske modifikacije  i CD63  

Tetraspanini se sintetiziraju u endoplazmatskom retikulumu (ER), te 

prolaze kroz palmitoilaciju u Golgiju. Palmitat  (Slika 1 .)  se kovalentno 

�Y�H�å�H �Q�D�� �F�L�V�W�H�L�Q�V�N�H�� �R�V�W�D�W�N�H�� �X�� �E�O�L�]�L�Q�L�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �ã�W�R�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H��

�W�H�W�U�D�V�S�D�Q�L�Q�R�P�� �R�E�R�J�D�ü�H�Q�L�K�� �P�L�N�U�R�G�R�P�H�Q�D�� ��eng. Tetraspanin enriched 
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micrdomains ; �7�(�0�V���� �Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �1�D�N�R�Q���S�D�O�P�L�W�R�L�O�D�F�L�M�H���V�H�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H��

tvore homodimeri koji se transport �L�U�D�M�X�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�X�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �J�G�M�H�� �J�U�D�G�H��

TEMs. TEMs  su funkcionalne membranske mikrodomene koje  se sastoje od 

�Q�H�N�R�O�L�N�R�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �W�H�W�U�D�V�S�D�Q�L�Q�D�� �L�� �G�U�X�J�L�K�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �U�H�F�H�S�W�R�U�L����

gangliozidi, integrini i kolesterol, te �V�X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �]�D�� �W�L�S�� �V�W�D�Q�L�F�D���Q�D���N�R�M�L�Pa 

se nalaze �����9�H�O�L�þ�L�Q�D���7�(�0�V���Y�D�U�L�U�D���R�Y�L�V�Q�R���R���W�L�S�X���V�W�D�Q�L�F�H���Q�D���N�R�M�R�M���V�H���Q�Dlaze:  16 

nm �± 400  nm 2 [ 1,6,7 ] .  

CD63 prolazi i kroz N -glikozilaciju, proces vezanja oligosaharida (tzv. 

�J�O�L�N�D�Q�D���� �Q�D���þ�H�W�Y�U�W�L �D�W�R�P���G�X�ã�L�N�D�� �D�V�S�D�U�D�J�L�Q�D�����6�O�L�N�D�� ����). Pretpostavlja se da 

�&�'������ �V�D�G�U�å�L�� �W�U�L�� �P�Mesta za vezanje glikana (Slik a 3 ). Sva poznata mjesta 

�J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H�� �Q�D�O�D�]�H�� �V�H�� �Q�D�� �Y�H�O�L�N�R�M�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �S�H�W�O�M�L�� ���K�L�G�U�R�I�L�O�Q�D�� �G�R�P�H�Q�D��

�L�]�P�H�ÿ�X���W�U�H�ü�H���L���þ�H�W�Y�U�W�H���W�U�D�Q�V�P�H�P�E�U�D�Q�V�N�H���U�H�J�L�M�H����[ 8] . Na stanicama tumora 

dojke dokazano je da je riboforin II (RPN2), koji je dio kompleksa N -

oli gosaharil transferaze, odgovoran za glikozilaciju CD63 [ 9] . CD63 je 

glikoziliran ovisno o stanici u kojoj se nalazi pa njegova molekularna  masa 

�P�R�å�H���L�P�D�W�L���U�D�V�S�R�Q���R�G������-60  kDa [ 5] . 

 

 
Slika 1 .  Prikaz palmitoilacije CD63  (CoA �R�]�Q�D�þ�D�Y�D���N�R�H�Q�]�L�P���$��1 

                                    
1 �6�O�L�N�D���M�H���Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D���S�R�P�R�ü�X���S�U�R�J�U�D�P�D���0�L�F�U�R�V�R�I�W���2�I�I�L�F�H���3�R�Z�H�U�3�R�L�Q�W�����0�L�F�U�R�V�R�I�W���&�R�U�S�R�U�D�W�L�R�Q����
Redmond, Washington, SAD) , Paint (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, SAD)  i 
�0�D�U�Y�L�Q�6�N�H�W�F�K�����&�K�H�P�$�[�R�Q�����%�X�G�L�P�S�H�ã�W�D�����0�D�ÿ�D�U�Vka)  
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Slika 2 . Prikaz N -glikozilacije 2 

 

�&�'������ �V�D�G�U�å�L�� ���� �N�R�Q�]�H�U�Y�L�U�D�Q�L�K�� �H�N�V�W�U�D�F�H�O�X�O�D�U�Q�L�K�� �F�L�V�W�H�L�Q�V�N�L�K�� �R�V�W�D�W�D�N�D���� �W�H��

polarne ostatke unutar transmembranskih domena. C - terminalna regija 

�&�'������ �M�H�� �N�O�M�X�þ�Q�D�� �]�D�� �Q�M�H�J�R�Y�R��sortiranje i put u stanici kroz intera kciju sa 

nekoliko podjedinica  kompleksa  �V�N�O�D�S�D�M�X�ü�L�K�� ���D�G�D�S�W�R�U�V�N�L�K���� �S�U�R�W�H�L�Q�D (eng.  

Assembly polypeptide ; AP)  [ 6,10 ] .  

 

                                    
2 �6�O�L�N�D���M�H���Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D���S�R�P�R�ü�X���S�U�R�J�U�D�P�D���0�L�F�U�R�V�R�I�W���2�I�I�L�F�H���3�R�Z�H�U�3�R�L�Q�W�����0�L�F�U�R�V�R�I�W���&�R�U�S�R�U�D�W�L�R�Q����
Redmond, Washington, SAD) , Paint (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, SAD)  i 
�0�D�U�Y�L�Q�6�N�H�W�F�K�����&�K�H�P�$�[�R�Q�����%�X�G�L�P�S�H�ã�W�D�����0�D�ÿ�D�U�V�N�D�� 
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Slika 3 . �*�U�D�ÿ�D�� �&�'������ �V�D�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�L�P�� �G�X�ã�L�N�R�Y�L�P�� �D�W�R�P�L�P�D�� �Q�D�� �N�R�M�L�P�D najvjerojatnije  dolazi 
do glikozilacije . 3  

1.2.2.  Lokalizacija CD63 u stanici  

CD63 se nalazi u endosomalnom sustavu stanice u: intralumenalnim 

�Y�H�]�L�N�X�O�D�P�D�� ���,�/�9�V������ �H�Q�G�R�V�R�P�L�P�D���P�X�O�W�L�Y�H�]�L�N�X�O�D�U�Q�L�P�� �W�M�H�O�H�ã�F�L�P�D�� ���0�9�%�V���� �L��

�O�L�]�R�V�R�P�L�P�D���� �9�L�V�R�N�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �W�H�W�U�D�V�S�D�Q�L�Q�D�� �X�� �R�Y�L�P�� �R�U�J�D�Q�H�O�L�P�D�� �Q�D�O�D�å�H��

da su relativno otporni na lizosomalnu proteolizu. L izosomalna proteoliza 

�M�H�� �S�U�R�F�H�V�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�� �O�L�]�R�V�R�P�L�P�D�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�H�� �Q�L�]�� �U�D�]�J�U�D�ÿ�X�M�X�ü�L�K��

�H�Q�]�L�P�D���� �7�H�W�U�D�V�S�D�Q�L�Q�L�� �V�X�� �S�U�L�V�X�W�Q�L�� �L�� �X�� �W�]�Y���� �V�H�N�U�H�W�R�U�Q�L�P�� �O�L�]�R�V�R�P�L�P�D�� �N�D�R�� �ã�W�R��

su: Weibel - �3�D�O�D�G�H�R�Y�D�� �W�M�H�O�H�ã�F�D�� �X�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D���� �J�X�V�W�H�� �L�� �.-granule 

trombocita, mela �Q�R�V�R�P�L�� �X�� �P�H�O�D�Q�R�F�L�W�L�P�D���� �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�H�� �J�U�D�Q�X�O�H�� �X�� �7-

stanicama i odjeljci glavnog kompleksa histokompatibilnosti II (eng. Major 

Histocompatibility Complex II ���� �0�+�&�,�,���� �X�� �G�H�Q�G�U�L�W�L�þ�N�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D���� �1�D�N�R�Q��

�V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H�� �R�Y�L�� �R�U�J�D�Q�H�O�L�� �P�R�J�X�� �V�H�� �V�S�R�M�L�W�L�� �V�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P�� �P�H�P�E�U�D�Q�R�P i 

ispustiti svoje ILVs koje se nazivaju egzosomima. Egzosomi su 

�L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�H���Y�H�]�L�N�X�O�H�����(�9���� �H�Q�G�V�R�P�D�O�Q�R�J���S�R�G�U�L�M�H�W�O�D���S�U�R�P�M�H�U�D������-100 nm, 

koje nose proteine, lipide, mRNA, te regulatorne mikroRNA iz stanica, 

�V�O�X�å�H�� �N�D�R�� �J�O�D�V�Q�L�F�L�� �L�Q�W�U�D�F�H�O�X�O�D�U�Q�H�� �P�U�H�å�H�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�X�ü�L�� �U�D�]�P�M�H�Q�X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K��

�N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�L�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �3�U�H�Q�R�ã�H�Q�M�H�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �P�R�å�H��
                                    
3 �3�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�D���V�O�L�N�D���S�U�H�X�]�H�W�D���Va (zadnji pristup: 16.11.2019) : 
https://graduateway.com/investigating - the -structure -and - function -of - tetraspanin -cd63/  
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regulirati ekspresiju gena i promijeniti sudbinu ciljanih stanica, tj. 

potaknuti ih na diferencijaciju, aktivaciju ili dediferencijaciju. Egzosomi 

nastaju kada se MVB spoje sa plazma membranom na kraju endocitotskog 

�F�L�N�O�X�V�D�� �U�H�F�L�N�O�L�U�D�Q�M�D���� �D�� �R�W�S�X�ã�W�D�M�X�� �L�K�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �Y�U�V�W�H�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �(�9�� �P�R�J�X��

prezentirati antigene, nositi imunosupresivne molekule, glavni kompleks 

histokompatibilnosti ( eng. Major histocompability complex ; MHC) i 

direk tno provoditi interakciju sa T - �V�W�D�Q�L�F�D�P�D���� �W�H�� �W�D�N�R�� �S�U�R�X�]�U�R�þ�L�W�L�� �D�Q�W�L�J�H�Q��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �L�P�X�Q�H�� �R�G�J�R�Y�R�U�H���� �&�'������ �V�H�� �Q�D�O�D�]�L�� �L�� �X�� �Y�H�]�L�N�X�O�D�P�D�� �V�O�L�þ�Q�L�P��

egzosomima koje nastaju pupanjem plazma membrane. U manjim 

�N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D�� �&�'������ �V�H�� �Q�D�O�D�]�L�� �L�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �3�U�D�Y�D�� �X�O�R�J�D�� �&D63 na 

�S�R�Y�U�ã�L�Q�L���V�W�D�Q�L�F�H���Q�L�M�H���S�R�]�Q�D�W�D�����P�R�J�X�ü�H���M�H���G�D���&�'�������V�D�P�R���S�U�R�O�D�]�L���S�R�Y�U�ã�L�Q�R�P��

�V�W�D�Q�L�F�H���Q�D���S�X�W�X���G�R���N�D�V�Q�L�K���H�Q�G�R�V�R�P�D���L���O�L�]�R�V�R�P�D�����D�O�L���M�H���P�R�J�X�ü�D���L���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D��

funkcija [ 1,6,11,12 ].  

 

 

 
Slika 4  Shematski prikaz nastajanja i �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D EV.4 

                                    
4 �3�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�D���V�O�L�N�D���S�U�H�X�]�H�W�D���V�D (zadnji pristup:16.11.2019) : 
https://www.intechopen.com/books/erythrocyte/the -biology -and - therapeutic -applications -of - red -
blood -cell -extracellular -vesicles  
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Put CD63 kr oz stanicu je reguliran adaptorskim proteinskim kompleksima 

AP-2 i AP - ���� �N�R�M�L�� �V�H�� �Y�H�å�X�� �Q�D�� �W�L�U�R�]�L�Q�V�N�L�� �P�R�W�L�Y�� �Q�D�� �&- terminalnoj 

�F�L�W�R�S�O�D�]�P�D�W�V�N�R�M�� �G�R�P�H�Q�L�� �&�'�������� �1�D�� �L�V�W�R�� �P�M�H�V�W�R�� �Y�H�å�H�� �V�H�� �L�� �V�L�Q�W�H�Q�L�Q-1 pa se 

�Q�D�J�D�ÿ�D�� �G�D�� �R�Q�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�L�U�D�� �N�D�R�� �N�R�P�S�H�W�Ltivni inhibitor, te preusmjerava 

CD63 na alternativne puteve u stanici  [ 13 ] . 

�(�N�V�S�U�H�V�L�M�D���&�'�������Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L���V�W�D�Q�L�F�H���M�H���V�W�U�R�J�R���U�H�J�X�O�L�U�D�Q�D���V�L�Q�W�H�Q�L�Qom -1 koji 

�S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �Q�M�H�J�R�Y�X�� �N�R�O�L�þ�L�Q�X �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�� �V�W�Y�D�U�D�� �D�O�W�H�U�Q�D�W�L�Y�Q�L�� �S�X�W��

endocitoze. Preekspresija sintenina -1 smanjuje internalizaciju CD63 tako 

�ã�W�R���V�H���Y�H�å�H���Q�D���&- �W�H�U�P�L�Q�D�O�Q�X���U�H�J�L�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���L�Q�K�L�E�L�U�D�M�X�ü�L���Y�H�]�D�Q�M�H���$�3-2. L6 -

Ag antigen koji je visoko eksprimiran na epitelnim tumorskim stanicama 

�Q�H�J�D�W�L�Y�Q�R�� �U�H�J�X�O�L�U�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �&�'������ �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �S�D�� �M�H�� �&�'������ �V�O�D�E�R��

�H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �P�H�W�D�V�W�D�]�L�U�D�M�X�ü�L�K�� �W�X�P�R�Ua, a  �X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�D��

distribucija  L6-Ag se gotovo potpuno podudara sa onom CD63  [ 1,13 ] . 

�'�L�R�� �&�'������ �V�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V�H�� �H�Q�G�R�F�L�W�L�U�D�� �N�U�R�]�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X���V�D�� �—����

podjedinicom AP -2 koja prepoznaje  Tyr -Xaa-Xaa- �‘�� ���J�G�M�H�� �‘�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D��

aminokiselinu sa velikim hidrofobnim repom) motiv, te �X�J�U�D�ÿ�X�M�H��CD63 u 

�N�O�D�W�U�L�Q�R�P�� �R�E�O�R�å�H�Q�H�� �Y�H�]�L�N�X�O�H. Gly -Tyr -Glu -Val - �0�H�W�� �P�R�W�L�Y�� �X�S�X�ü�X�M�H�� �&�'������ �X��

�N�D�V�Q�H���H�Q�G�R�V�R�P�D�O�Q�H���O�L�]�R�V�R�P�D�O�Q�H���R�G�M�H�O�M�N�H���Y�H�å�X�ü�L���V�H���Q�D���—���$���S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�X���$�3-

3.  Nakon fuzije endocitnih vezikula sa ranim endosomom, CD63 se ili 

�Y�U�D�ü�D�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�X�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�O�L�� �V�H�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�L�U�D�� �X�� �O�L�]�R�V�R�P�H�� Osim endocitoze 

o�Y�L�V�Q�H���R���N�O�D�W�U�L�Q�X�����&�'�������P�R�å�H���S�U�R�O�D�]�L�W�L���L���N�U�R�]���H�Q�G�R�F�L�W�R�]�X���R�Y�L�V�Q�X���R���G�L�Q�D�P�L�Q�X��

u �N�D�O�Y�H�R�O�D�P�D�����.�D�O�Y�H�R�O�H���V�X���L�Q�Y�D�J�L�Q�D�F�L�M�H���S�O�D�]�P�D���P�H�P�E�U�D�Q�H���Y�H�O�L�þ�L�Q�H������-100 

nm . �7�U�D�Q�V�S�R�U�W�� �L�]�� �U�D�Q�L�K�� �X�� �N�D�V�Q�H�� �H�Q�G�R�V�R�P�H�� �L�� �O�L�]�R�V�R�P�H�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �E�D�U�H�P�� ����

�U�D�]�O�L�þ�L�W�D�� �S�X�W�D���� �L�Q�N�R�U�S�R�U�D�F�L�M�X�� �X�� �L�Q�W�U�Dlumen alne vezikule  (AP-2 put)  i AP-3 

put koji je odgovoran i za transport CD63 u Weibel - �3�D�O�D�G�H�R�Y�D�� �W�M�H�O�H�ã�F�D�� �X��

endotelnim stanicama  [ 1,10 ] . 

1.2.3.  Funkcija  CD63  

CD63 r egulira signalnu transdukciju koja igra ulogu u regulaciji stani �þ�Q�R�J��

razvoja, akti vacije, rasta i pokretljivosti, te i ma centralnu ulogu u 

�V�R�U�W�L�U�D�Q�M�X�� �W�H�U�H�W�D�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �Y�H�]�L�N�X�O�D. Sudjeluje u transportu  �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K��

proteina, degranulaciji neutrofila, sazrijevanju pigmentnih granula, 



7 
 

pozitivnoj regulaciji internalizacij e receptora, transport u iz endosoma u 

melanosome , regulaciji transmembranskog transporta kalija, te u 

pozitivnoj regulaciji endocitoze.  

U�N�O�M�X�þ�H�Q��je �X�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �V�L�J�Q�D�O�Q�L�K�� �N�D�V�N�D�G�D���� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X��integrin 

beta 1 prekursora (eng.  Integrin beta -  1 precursor ;  ITGB1 ) i pozitivnu 

regulaciju signa lizacije  integrina koja dovodi do aktivacije  protein kinaze B  

(eng. protein kinase B ;  AKT) , kinaze fokalne adhezije (eng.  focal adhesion 

kinase / protein tyrosine kinase 2 ;  FAK/PTK2 )  i �P�L�W�R�J�H�Q���D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�ü�H���N�L�Q�D�]�H 

(eng.  Mitogen -activated protein kinase ;  MAP) . Putem aktivacije ovih 

kinaza p �R�W�L�þ�H�� �S�U�H�å�L�Y�O�M�H�Q�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �U�H�R�U�J�D�Q�L�]�D�F�L�M�X�� �D�N�W�L�Q�V�N�R�J�� �F�L�W�R�V�N�H�O�H�W�D����

adhezij �X�����ã�L�U�H�Q�M�H���L���P�L�J�U�D�F�L�M�X���V�W�D�Q�L�F�D���� 

CD63 je receptor  za  tkivni inhibitor metalopeptidaze 1 ( eng.  tissue 

inhi bitor of metallopeptidase 1 ; TIMP1 ) koji je inhibitor metaloproteaza 

tipa 1 povezanih s membranom ( eng.  Membrane -associated type -1 matrix 

metalloprotease ;  MT1-MMP������ �W�H�� �S�R�W�L�þ�H�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�X�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �D�� �Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R��

�L�P�D�� �L�� �D�Q�W�L�D�S�R�S�W�R�W�L�þ�N�H�� �I�X�Q�N�F�L�M�H����MT1- �0�0�3�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �L�Q�Y�D�]�L�Y�Q�R�V�W�� �L��

�P�H�W�D�V�W�D�]�L�U�D�Q�M�H���W�X�P�R�U�D�����D���&�'�������J�D���Y�H�å�H���Q�D���V�Y�R�M���1- �W�H�U�P�L�Q�D�O�Q�L���N�U�D�M�����ã�W�R���Y�R�G�L��

njegovoj endocitozi i degradaciji u lizosomima. TIMP -1 inhibira aktivnost 

MT1- �0�0�3�� �þ�L�P�H�� �V�P�D�Q�M�X�M�H��turnover  i reorganizaciju ekstracelul arnog 

matriksa (EC M), uz to provodi  �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X�� �V�� �Ã���� �L�Q�W�H�J�U�L�Q�L�P�D�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L��

�V�W�D�Q�L�F�H���� �W�H�� �L�K�� �R�G�U�å�D�Y�D�� �X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�M�� �N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�L���� �&�'������ �M�H�� �M�H�G�L�Q�L�� �S�R�]�Q�D�W�L��

�P�H�P�E�U�D�Q�V�N�L���U�H�F�H�S�W�R�U���N�R�M�L���Y�H�å�H���7�,�0�3- �������W�H���S�R�W�L�þ�H���Q�M�H�J�R�Y�X���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X���V���Ã����

integrinima koja dovodi do pokretanja signalizacije z �D���S�U�H�å�L�Y�O�M�H�Q�M�H���V�W�D�Q�L�F�H��

i inhibiciju apoptoze. TIMP- �������N�U�R�]���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X���V�D���&�'�������Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L���V�W�D�Q�L�F�H����

�V�P�D�Q�M�X�M�H�� �U�D�V�W�� �P�H�]�H�Q�K�L�P�D�O�Q�L�K�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�� �Q�M�L�K�R�Y�X�� �R�V�W�H�R�J�H�Q�X��

diferencijaciju.  Razne stanice �V�U�H�G�L�ã�Q�M�H�J�� �å�L�Y�þ�D�Q�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D�� ���6�ä�6�� �O�X�þ�H��

velike koncentracije TIMP- ���� �N�D�G�D���V�X�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�H���� �W�M���� �X�� �V�W�D�Q�M�X�� �X�S�D�O�H���� �R�]�O�L�M�H�G�H��

ili malignog glioma.  Vezanje TIMP - ���� �]�D�� �&�'������ �Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �P�H�P�E�U�D�Q�L��

�O�M�X�G�V�N�L�K���Q�H�X�U�D�O�Q�L�K���P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D��(eng. human neural stem cells ; hNSC ) 

aktivira signalnu transdukciju koja  �X�]�U�R�N�X�M�H���ã�L�U�H�Q�M�H���L���P�L�J�U�D�F�L�Mu ovih stanica 

�S�U�H�P�D�� �S�D�W�R�O�R�ã�N�L�P�� �Q�H�S�U�D�Y�L�O�Q�R�V�W�L�P�D�� �X�� �&�1�6-u.  Postoji pretpostavka da 

interakcija TIMP -1 i CD63 inducira granulopoezu na mijeloidnim 
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progenitorima  [ 14,15 ] . 

CD63 i gra ulogu u signalizaciji  vaskularnog endotelnog faktora rasta (eng. 

vascu lar endothelial growth factor ; VEGFA ) putem regula cije 

internalizacije receptor a za vaskularni endotelni faktor rasta  2 (eng. 

vascu lar endothelial growth factor  receptor 2 ; VEGFR2) . �&�'�������M�H���Q�X�å�D�Q���]�D��

formaciju VEGFR2 - �Ã�����L�Q�W�H�J�U�L�Q���N�R�P�S�O�H�N�V�D�����3�U�L���Q�H�G�R�V�W�D�W�N�X���&�'�������Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L��

stanice smanjena je aktivacija i signalizacija VEGFR2, a pretpostavlja se 

da do toga dolazi zbog smanjenja stupnja internalizacije VEGF R2. CD63 

deficijente endotelne stanice ne mogu sudjelovati u pupanju angiogeneze 

niti se organizirati u tubularne strukture  [ 16 ] .  

�8�� �G�H�Q�G�U�L�W�L�þ�N�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �&�'������ �L�P�D�� �Lnterakciju sa MHCII  molekulama u 

�Q�M�L�K�R�Y�L�P�� �R�G�M�H�O�M�F�L�P�D�� �L�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �3�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�O�M�D�� �V�H�� �G�D�� �&�'������ �V�O�X�å�L��

�N�D�R�� �ã�D�S�H�U�R�Q�� �0�+�&�,�,�� �P�R�O�H�N�X�O�D�P�D�� �N�U�R�]�� �H�Q�G�R�V�R�P�D�O�Q�L�� �V�X�V�W�D�Y���� �D�O�L�� �0�+�&�,�,��

molekule mogu putovati i ne ovisno o CD63.  

U p arijetalnim stanicam �D�� �å�H�O�X�F�D�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�� �M�H �X�� �U�H�F�L�N�O�D�å�X�� �+���� �.-ATP pumpe 

�L�P�H�ÿ�X���S�O�D�]�P�D���P�H�P�E�U�D�Q�H���L���L�Q�W�U�D�F�H�O�X�O�D�U�Q�L�K���R�G�M�H�O�M�D�N�D���]�D���V�N�O�D�G�L�ã�W�H�Q�M�H���� 

U T- limfocitima  suprimira ekspresiju C -X-C kemokinog receptora tipa 4 

(eng.  C-X-C chemokine receptor type 4 ;  CXCR4)  �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �V�W�D�Q�L�F�H. 

Provod i interakciju sa CXCR4 svojim N -povezanim glikanima te ga 

�X�V�P�M�H�U�D�Y�D���X���H�Q�G�R�V�R�P�H���O�L�]�R�V�R�P�H�����D���Q�H���Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�X���V�W�D�Q�L�F�H�����3�U�R�Q�D�ÿ�H�Q���M�H�� �L��

u kompleksu sa T - �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P���U�H�F�H�S�W�R�U�R�P [ 9,17 ] . 

U neutrofilima CD63 ima ulogu u transportu neutrofil elastaze u primarne 

granule.  Prisutan je u mijeloperoksidaznim  i azurofilnim  granulama 

neutrofi la, regulira aktivaciju i adheziju zrelih neutrofila na endotel,  te  

�R�W�S�X�ã�W�Dnje granula . Visoko je �H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q�� �Q�D�� �D�S�R�S�W�R�W�L�þ�N�L�P�� �Q�H�X�W�U�R�I�L�O�L�P�D��

[ 5,15 ] . 

�&�'������ �M�H�� �N�O�M�X�þ�Q�L�� �H�I�H�N�W�R�U�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�D�� �Q�D�V�W�D�M�D�Q�M�D�� �P�X�O�W�L�Y�H�]�L�N�X�Oarnih 

endosoma (eng. m ultivesicular endosomes ; MVE) neovisnog o 

�H�Q�G�R�V�R�P�D�O�Q�R�P�� �V�R�U�W�L�U�D�M�X�ü�H�P�� �N�R�P�S�O�H�N�V�X�� �R�G�J�R�Y�R�U�Q�R�P�� �]�D�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�� ��eng. 

endosomal sorting complex required for t ransport;  ESCRT). Ovaj 

mehanizam �Q�X�å�D�Q�� �M�H�� �]�D�� �S�R�O�L�P�H�U�L�]�D�F�L�M�X luminalnih domena 

predmelanosomnog proteina (eng. premelanosome protein luminal 
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domains; PMEL) u funkcionalne amiloidne fibrile. PMEL luminalna domena 

je esencijalna za razvoj i maturaciju melanocita. Interakcija PMEL C -

terminalnog fragmenta i CD63 stabil izira PMEL unutar endosomalnih 

domena koje sudjeluju u ESCRT - �Q�H�R�Y�L�V�Q�R�M�� �I�R�U�P�D�F�L�M�L�� �,�/�9���� �&�'������ �M�H�� �Y�D�å�D�Q��

�P�R�G�X�O�D�W�R�U���U�D�Y�Q�R�W�H�å�H���L�]�P�H�ÿ�X���G�Y�D���P�H�K�D�Q�L�]�P�D���V�R�U�W�L�U�D�Q�M�D���0�9�(���N�R�M�L���R�G�U�H�ÿ�X�M�X��

idu li proteini na degradaciju ili u organele povezane s lizosomima ( eng. 

Lysosim rela ted organels;  �/�5�2�������3�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�O�M�D���V�H���G�D���M�H���N�O�M�X�þ�Q�D���X�O�R�J�D���&�'������

�]�D�ã�W�L�W�D�� �W�H�U�H�W�D�� �R�G�� �(�6�&�5�7�� �R�Y�L�V�Q�H�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�H���� �,�/�9�� �R�Y�L�V�Q�H�� �R�� �&�'������ �L�G�X�� �X��

�P�H�O�D�Q�R�V�R�P�H���G�R�N���V�H���(�6�&�5�7���R�Y�L�V�Q�H���,�/�9���U�D�]�J�U�D�ÿ�X�M�X�����,�/�9���I�R�U�P�D�F�L�M�D�����L�]�R�O�D�F�L�M�D��

PMEL i biogeneza melanosoma su jako smanjene u nedostat ku ekspresije 

CD63 [ 18 ].   

�8�N�O�M�X�þ�H�Q���M�H���X���D�G�K�H�]iju leukocita na endotelne stanice  putem regulacije P -

selektin  distribucije. CD63 koklasterira sa P -selektino �P���� �W�H���J�D�� �R�G�U�å�D�Y�D���Q�D��

plazma membrani aktiviranih endotelnih stanica. Nedostatak CD63 ima isti 

�X�þ�L�Q�D�N�� �N�D�R�� �L�� �Q�H�G�R�V�W�D�W�D�N�� �V�D�P�R�J�� �3- �V�H�O�H�N�W�L�Q�D���� �Q�H�� �P�R�å�H�� �G�R�üi do pokretanja 

inflamacije pa niti do efektivne regrutacije leukocita. Nije poznato gdje se 

P- �V�H�O�H�N�W�L�Q���L���&�'�������V�O�D�å�X���X���I�X�Q�N�F�R�Q�D�O�Q�H���V�W�U�X�N�W�X�U�H�����&�'�������L�P�D���Y�D�å�Q�X���X�O�R�J�X���X��

�N�D�V�N�D�G�L�� �L�Q�I�O�D�P�D�W�R�U�Q�H�� �D�G�K�H�]�L�M�H���� �W�H�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �R�Y�D�M�� �S�U�R�F�H�V�� �X�� �Q�M�H�J�R�Y�L�P��

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���I�D�]�D�P�D���>19 ].  

Pretpostavlja se da igra ulogu u degranulaciji mastocita preko stimulacije 

Ms4a2 ( eng.  membrane spanning 4 -domains  A2). CD63 provodi 

�L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X�� �V�D�� �,�J�(�� �U�H�F�H�S�W�R�U�R�P�� ���)�F�0�5�,���� �X�� �P�D�V�W�R�F�L�W�L�P�D�� �L�� �E�D�]�R�I�L�O�Q�L�P��

granulocitima. Jedan je od aktivacijskih markera trombocita, te igra 

�N�O�M�X�þ�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �Q�M�L�K�R�Y�R�M�� �D�J�U�H�J�D�F�L�M�L���� �D�G�K�H�]�L�M�L�� �]�D�� �N�R�O�D�J�H�Q���� �G�H�J�U�D�Q�X�O�D�F�L�M�L�� �L��

regulaciji angiogeneze [ 1,17 ].  

�&�'������ �L�� �Q�H�N�L�� �G�U�X�J�L�� �W�H�W�U�D�V�S�D�Q�L�Q�L���� �N�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �&�'������ �L�Q�K�L�E�L�U�D�M�X�� �I�X�]�L�M�X�� �]�G�U�D�Y�L�K��

s�W�D�Q�L�F�D�� �V�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �]�D�U�D�å�H�Q�L�P�� �+�,�9-1 virusom [ 20 ] . Gen za CD63 je 

�S�R�Y�H�]�D�Q���V�D���S�U�R�J�U�H�V�L�M�R�P���W�X�P�R�U�D�����M�D�N�R���M�H���L�]�U�D�å�H�Q���X���S�R�þ�H�W�Q�R�M���I�D�]�L���W�X�P�R�U�D�����D��

u kasniji m fazama se ekspresija smanjuje. Smanjena ekspresija CD63 

�N�R�U�H�O�L�U�D���V�D���S�R�M�D�þ�D�Q�R�P���S�R�N�U�H�W�O�M�L�Y�R�ã�ü�X���L���P�H�W�D�V�W�D�]�L�U�D�Q�M�H�P [ 1] .  

1.2.4.  �3�R�U�H�P�H�ü�D�M�L���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���&�'���� 
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Nedostatak ekspresije CD63 promatran je u trombocitima osoba oboljel ih 

od Hermansky -Pudlak sindroma. Hermansky -Pudlak sindrom je 

heterogeni, rijetki ,  autosomalni , �U�H�F�H�V�L�Y�Q�L�� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�L�U�D�Q��

okulokutanim albinizmom, krvarenjem zbog deficijencije trombocita i 

�G�H�I�H�N�W�D���X���V�N�O�D�G�L�ã�W�H�Q�M�X���O�L�]�R�V�R�P�D��  

CD63 je preeksprimiran u stanicama koje nose BRAF mutaciju. U nekim 

�W�X�P�R�U�L�P�D���G�R�M�N�H���&�'�������L�P�D���S�R�]�L�W�L�Y�D�Q���X�þ�L�Q�D�N���Q�D���S�R�M�D�þ�Dnu invazivnost kad je 

kolokaliziran sa MDR1 ( eng. Multidrug Resistance Protein 1 ) [ 9,21 ]. Visoko 

�M�H���H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q���Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L���V�W�D�Q�L�F�D���X���U�D�Q�R�M���I�D�]�L���P�H�O�D�Q�R�P�D���J�G�M�H���M�H���S�U�L�P�D�U�Q�R��

i otkriven. Tijekom daljnje progresije melano ma ekspresija CD63 se 

smanjuje proporcionalno sa stupnjem invazivnosti stanice. Ovaj fenomen 

�S�U�L�P�M�H�ü�H�Q���M�H���L���X���G�U�X�J�L�P���W�X�P�R�U�L�P�D���N�D�R���ã�W�R���M�H���W�X�P�R�U���M�D�M�Q�L�N�D���J�G�M�H���V�P�D�Q�M�H�Q�D��

�H�N�V�S�U�H�V�L�M�D�� �&�'������ �N�R�U�H�O�L�U�D�� �V�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�P�� �ã�D�Q�V�R�P�� �P�H�W�D�V�W�D�]�L�U�D�Q�M�D����

Preekspresija CD63 u stanicama ljudskog melanoma smanjuje njihovu 

�S�R�N�U�H�W�O�M�L�Y�R�V�W�� �L�� �L�Q�Y�D�]�L�Y�Q�R�V�W�� �þ�D�N�� �L�� �N�D�G�� �V�X�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�O�R�å�H�Q�H�� �S�U�R- invazivnim 

faktorima. CD63 inhibira tranziciju iz epitelnog u mezenhimalni fenotip 

stanica melanoma [ 1,22 ].  

�8�� �D�G�H�Q�R�N�D�U�F�L�Q�R�P�X�� �S�O�X�ü�D�� �V�P�D�Q�M�H�Qa �H�N�V�S�U�H�V�L�M�D�� �&�'������ �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �S�R�M�D�þ�D�Q�L��

�U�D�V�W�� �W�X�P�R�U�D�� �L�� �L�Q�G�L�N�D�W�R�U�� �M�H�� �O�R�ã�H�� �S�U�R�J�Q�R�]�H�� �]�D�� �S�U�H�å�L�Y�O�M�H�Q�M�H�� �S�D�F�L�M�H�Q�W�D����

�1�H�J�D�W�L�Y�Q�D�� �N�R�U�H�O�D�F�L�M�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �&�'������ �L�� �L�Q�Y�D�]�L�Y�Q�R�V�W�L�� �W�X�P�R�U�D�� �G�R�N�D�]�D�Q�D�� �M�H�� �L�� �X��

tumorima dojke i debelog  crijeva ���� �8�� �0�H�U�N�H�O�R�Y�R�P�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P�� �N�D�U�F�L�Q�R�P�X��

�&�'�������L�P�D���S�R�M�D�þ�D�Q�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X���X���U�D�]�G�R�E�O�M�X���U�H�P�L�V�L�M�H [ 1,23 ] .  

Tetraspanini reguliraju invazivnost stanica kroz interakcije sa 

peptidazama, disintegrinima i metaloproteinazama ( eng. a disintegrin and 

metalloproteinase ; ADAMs), metaloproteinazama matriksa ( eng. Matrix 

metalloproteinases; MMPs���� �L�� �X�U�R�N�L�Q�D�]�R�P�� ���W�L�S�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�V�N�R�J�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D��

aktivatora plazminogena) [ 22 ].  

�3�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �&�'������ �V�D�� �S�R�N�U�H�W�O�M�L�Y�R�ã�ü�X�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �P�R�å�H�� �V�H�� �R�E�M�D�V�Q�L�W�L��

njegovom interakcijom s integrinima koja dovodi do vezanja stanice na 

�H�N�V�W�U�D�F�H�O�X�O�D�U�Q�L�� �P�D�W�U�L�N�V���� �3�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�O�M�D�� �V�H�� �G�D�� �&�'������ �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �L��

stabilnost integrina kroz svoje  interakcije sa drugim tetraspaninima u 

�7�(�0�V���� �0�R�J�X�ü�H�� �M�H�� �L�� �G�D�� �&�'������ �V�X�G�M�H�O�X�M�H�� �X�� �H�Q�G�R�F�L�W�R�]�L�� �L�Q�W�H�J�U�L�Q�D���� �D�� �Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R��
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�L�P�D�� �X�O�R�J�X�� �X�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�L�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�D�� �G�U�X�J�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K�� �X�� �U�D�]�Y�R�M��

tumora. Jedan od takvih proteina je MT1-MMP koja  ima funkciju u 

�W�X�U�Q�R�Y�H�U�X�� �H�N�V�W�U�D�F�H�O�X�O�D�U�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D���� �W�H�� �]�D�W�R�� �P�R�å�H�� �S�R�Y�H�ü�D�W�L�� �L�Q�Y�D�]�L�Y�Q�R�V�W�� �L��

metastaziranje tumora  [ 1] .  

CD63 ima ulogu i u infekciji herpes simplex virusom 1 (HSV -1). Virusna 

replikacija stimulira proizvodnju ekstracelularnih vezikula ( EV)  �N�R�M�H���V�D�G�U�å�H��

�Y�H�O�L�N�X�� �N�R�O�L�þ�L�Q�X�� �&�'�������� �=�D�U�D�å�H�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�E�D�F�X�M�X�� �&�'������ �N�R�M�L���� �X�]�� �S�R�P�R�ü��

drugih molekula u EV, aktivira antiviralne odgovore [ 24 ] . 

�3�R�U�H�P�H�ü�D�M���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���&�'�������L�P�D���X�O�R�J�X���X���S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�J�L�M�L���H�Q�G�R�P�H�W�U�L�R�]�H�����.�D�N�R��

sudjeluje u inhibiciji apoptoze, angiogenezi i proliferaciji stanica, dovodi do 

�J�X�E�L�W�N�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �K�R�P�H�V�W�D�]�H�� �X�� �H�N�W�R�S�L�þ�Q�R�P�� �H�Q�G�R�P�H�W�U�L�M�X�� �ã�W�R�� �S�R�P�D�å�H 

�L�P�S�O�D�W�D�F�L�M�L���L���S�U�H�å�L�Y�O�M�H�Q�M�X���V�W�D�Q�L�F�D���X���H�N�V�W�U�D�X�W�H�U�L�Q�R�P���R�N�R�O�L�ã�X��[ 25 ] . 

�&�'������ �N�Q�R�F�N�R�X�W�� �P�L�ã�H�Y�L�� �U�D�]�Y�L�M�D�M�X�� �Q�D�N�X�S�O�M�D�Q�M�H�� �O�D�P�H�O�D�U�Q�L�K�� �L�Q�N�O�X�]�L�M�D��u 

stanicama sakuplja �M�X�ü�H�J�� �N�D�Q�D�O�D bubrega  (Belinijeva cijev) . CD63 - �P�L�ã�H�Y�L��

gube puno v �L�ã�H���Y�R�G�H���N�U�R�]���E�X�E�U�H�J�H���L���*�,�7���Q�H�J�R jedinke  divljeg tipa  [ 17 ] .  

1.2.5.  �0�R�J�X�ü�D��terapijska primjena EV i CD63  

�(�9���V�X���S�U�H�G�P�H�W���P�Q�R�J�L�K���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���]�E�R�J���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L���Q�M�L�K�R�Y�H���S�U�L�P�M�H�Q�H���N�D�R��

�Q�H�L�Q�Y�D�]�L�Y�Q�L�K���E�L�R�P�D�U�N�H�U�D���X���E�L�R�L�Q�å�L�Q�M�H�U�L�Q�J�X���L���N�O�L�Q�L�F�L�����(�9���Q�R�V�H���O�L�S�L�G�H�����S�U�R�W�H�L�Q�H��

�L���5�1�$���L�]���V�W�D�Q�L�F�H���N�R�M�D���L�K���R�W�S�X�ã�W�D�����W�H���Q�M�L�K�R�Y���V�D�V�W�D�Y���P�R�å�H���G�D�W�L��uvid u stanje u 

kojem se stanica ili stanice u njezinoj blizini nalaze.  

�&�'������ �E�L�� �X�� �E�X�G�X�ü�Q�R�V�W�L�� �P�R�J�D�R�� �V�X�å�L�W�L�� �N�D�R�� �P�D�U�N�H�U��za �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �V�W�D�G�L�M�D 

�U�D�]�Q�L�K�� �W�X�P�R�U�D���� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X���� �P�H�O�D�Q�R�P���� �W�X�P�R�U�� �M�D�M�Q�L�N�D���� �G�R�M�N�H����

�D�G�H�Q�R�N�D�U�F�L�Q�R�P�� �S�O�X�ü�D���� �0�H�U�N�H�O�R�Y�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �N�D�U�F�L�Q�R�P�� �L�� �P�Q�R�J�L�� �Grugi. S 

�R�E�]�L�U�R�P���G�D���V�X���S�U�R�P�M�H�Q�H���X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�L���&�'�������]�D�P�M�H�ü�H�Q�H���X���U�D�]�Q�L�P���S�D�W�R�O�R�ã�N�L�P��

�V�W�D�Q�M�L�P�D���R�Y�D�M���S�U�R�W�H�L�Q���P�R�J�D�R���E�L���L�P�D�W�L���L�]�Y�U�V�Q�X���G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X�����S�U�R�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X���L��

terapijsku vrijednost [ 1,6,11 ] . 

1.3.  Imunofl uore scencija  

�,�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�D�� �M�H�� �W�H�K�Q�L�N�D�� �N�R�M�D�� �N�R�U�L�V�W�L�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�D��

�S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �]�D�� �G�H�W�H�N�F�L�M�X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �D�Q�W�Lgena. Postoji direktna i indirektna 

�L�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�D���� �'�L�U�H�N�W�Q�D�� �N�R�U�L�V�W�L�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �N�R�M�D�� �V�X�� �Y�H�ü�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�D��
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fluorescentnom bojom. Indirektna  fluorescencija koristi primarno, 

�Q�H�R�]�Q�D�þ�H�Q�R���� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R�� �N�R�M�H�� �V�H�� �Y�H�å�H�� �]�D�� �P�H�W�X���� �1�D�N�R�Q�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �S�U�L�P�D�U�Q�R�J��

protutijela , uvodi se sekundarno protutijelo koje na sebi nosi 

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�X�� �E�R�M�X���� �D�� �Y�H�å�H�� �V�H�� �]�D�� �)�F�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�� �S�U�L�P�D�U�Q�R�J�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D. 

Postupak pripreme uzo rka za imunofluorescenciju  se sastoji od fiksacije i 

�S�H�U�P�H�D�E�L�O�L�]�D�F�L�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �E�O�R�N�L�U�D�Q�M�D�� �Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J�� �Y�H�]�D�Q�M�D���� �W�H�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H��

protutijela ���� �6�W�D�Q�L�F�H�� �V�H�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �I�L�N�V�L�U�D�M�X��sa 100% metanolom ili 4% 

paraformaldehidom u PBS - �X�����=�D���E�O�R�N�L�U�D�Q�M�H���Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J���Y�H�]�D�Q�M�D���Q�D�M�þ�H�ã�ü�H��

�V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�� �J�R�Y�H�ÿ�L�� �V�H�U�X�P�V�N�L�� �D�O�E�X�P�L�Q�� ��eng. Bovine serum albumin ; BSA). 

�6�W�D�Q�L�F�D���V�H�� �P�R�å�H�� �S�H�U�P�H�D�E�L�O�L�]�L�U�D�W�L��organskim otapalima  �N�D�R�� �ã�W�R���V�X�� etanol, 

metanol, aceton, te detergenti ma  �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X:  Tween 20 , Triton X -100  i 

saponin.  

Saponin je glikozid dobiven iz biljaka koji selektivno uklanja kolesterol iz  

membrana o �V�W�D�Y�O�M�D�M�X�ü�L�� �S�R�U�H�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �a�������c. Permeabilizacija saponinom 

�M�H�� �U�H�Y�H�U�]�L�E�L�O�Q�D�� �L�� �R�G�U�å�D�Y�D�� �L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�V�N�L�K�� �D�Q�W�L�J�H�Q�D. Triton X -100  je 

�G�H�U�L�Y�D�W�� �S�R�O�L�R�N�V�L�H�W�L�O�H�Q�D�� �L�� �V�D�G�U�å�L�� �D�O�N�L�O�I�H�Q�L�O�Q�X�� �K�L�G�U�I�R�Enu grupu. Permeabilizira 

�V�Y�H�� �O�L�S�L�G�Q�H�� �G�Y�R�V�O�R�M�H�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �L�� �M�H�]�J�U�L�Q�X�� �R�Y�R�M�Q�L�F�X�� �W�D�N�R�� �ã�W�R�� �X�P�H�ü�H��

�P�R�Q�R�P�H�U�� �G�H�W�H�U�J�H�Q�W�D�� �P�H�ÿ�X�� �P�H�P�E�U�D�Q�V�N�H�� �O�L�S�L�G�H���� �1�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q��

�G�H�W�H�U�J�H�Q�W�� �]�D�� �S�H�U�H�P�D�E�L�O�L�]�D�F�L�M�X�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �D�O�L�� �Q�H�G�R�V�W�D�W�D�N�� �P�X�� �M�H�� �ã�W�R�� �Q�L�M�H��

�V�H�O�H�N�W�L�Y�D�Q�� �S�D�� �X�]�� �O�L�S�L�G�H�� �P�R�å�H�� �Hstrahirati i proteine koji se nalaze u 

�P�H�P�E�U�D�Q�L���� �8�� �Y�H�O�L�N�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �L�O�L�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �S�U�H�G�X�J�H�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H��

�P�R�å�H�� �O�L�]�L�U�D�W�L�� �V�W�D�Q�L�F�X�� Tween 20  je polisorbatski neionski surfaktant sa 

�K�L�G�U�R�I�L�O�Q�L�P�� �U�H�S�R�P�� �Q�D�� �N�R�M�L�� �M�H�� �Y�H�]�D�Q�R�� ������ �S�R�Q�D�Y�O�M�D�M�X�ü�L�K�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �S�R�O�L�H�W�L�O�H�Q��

gli �N�R�O�D���� �)�X�Q�N�F�L�R�Q�L�U�D�� �Q�D���Q�D�þ�L�Q�� �V�O�L�þ�D�Q��Triton -u X-100 ���� �D�O�L�� �M�H�� �P�Q�R�J�R�� �Q�M�H�å�Q�L�M�L�� �L��

�Q�H���X�W�M�H�þ�H���Q�D���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W��[ 26 �±29 ] . 

1.4.  Protutijela  

Protutijela (imunoglobulini, Ig) su proteini koje proizvode B stanice, a 

�V�O�X�å�H�� �]�D�� �S�R�N�U�H�W�D�Q�M�H���L�P�X�Q�R�J�� �R�G�J�R�Y�R�U�D���Q�D���F�L�O�M�D�Q�L�� �D�Q�W�L�J�H�Q���� �3�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R���L�P�D�� ����

�O�D�N�D�� �L�� ���� �W�H�ã�N�D�� �O�D�Q�F�D�� �S�R�Y�H�]�D�Q�D��disulfidnim vezama, a sastoji se  od Fab 

fragmenta,  koji ima varijabilnu i konst antnu regiju,  i Fc fragmenta  (Slika 

5.) ���� �$�Q�W�L�J�H�Q�� �V�H�� �Y�H�å�H�� �Q�D�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�H�� �U�H�J�L�M�H�� �)�D�E�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�D���� �D�� �)�F�� �G�R�P�H�Q�X��
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prepoznaju stanice, imuno proteini, te druga protutijela [ 29 ] .  

 

 

 
Slika 5 . �6�K�H�P�D�W�V�N�L���S�U�L�N�D�]���J�U�D�ÿ�H���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D5 

1.5.  Proizvodnja monoklonalnih protutijela  

Monoklonalna protutijela se proizvode tako da se stanice mijeloma 

�S�R�P�R�ü�X��polietilen glikol a ( PEG), fuziraju  �V�D���%���V�W�D�Q�L�F�D�P�D�����Q�D�M�þ�H�ã�ü�H���L�]���P�L�ã�M�H��

�V�O�H�]�H�Q�H�� �L�O�L�� �O�L�P�I�Q�L�K�� �þ�Y�R�U�R�Y�D���� �N�R�M�H�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�H�� �å�H�O�M�H�Q�R�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R���� �7�D�N�Y�H����

�I�X�]�L�U�D�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �V�H�� �Q�D�]�L�Y�D�M�X�� �K�L�E�U�L�G�R�P�L���� �E�H�V�P�U�W�Q�H�� �V�X���� �D�O�L�� �]�D�G�U�å�D�D�M�X��

sposobnost proizvodnje protutijela. Hibridomi se stavljaju u hipoksantin -

aminopte rin - �W�L�P�L�G�L�Q�� ���+�$�7���� �P�H�G�L�M�� �X�� �N�R�M�H�P�� �S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�M�X�� �V�D�P�R�� �I�X�]�L�R�Q�L�U�D�Q�H��

�V�W�D�Q�L�F�H���� �]�D�W�R�� �ã�W�R�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �P�L�M�H�O�R�P�D�� �Q�H�G�R�V�W�D�M�X�� �H�Q�]�L�P�L�� �W�L�P�L�G�L�Q�� �N�L�Q�D�]�D�� �L��

hipoksantin -gvanin - fosforibozil transferaza (HGPRT). Fuzionirane stanice 

�V�X�� �G�R�E�L�O�H�� �R�Y�H�� �H�Q�]�L�P�H�� �L�]�� �%�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �W�H�� �ü�H�� �V�D�P�R�� �W�D�N�Y�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �S�U�H�å�L�Y�M�H�W�L�� �X��

                                    
5 Nacrtano u Microsoft Office PowerPoint -u (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, SAD)  
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�+�$�7�� �P�H�G�L�M�X�� ���%�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V�H�� �Q�H�� �G�L�M�H�O�H�� �E�H�V�N�R�Q�D�þ�Q�R�� �S�D�� �ü�H�� �Q�D�N�R�Q�� �Q�H�N�R�J��

vrijemena umrijeti). Klonovi hibridoma prolaze kroz skrining  (gleda se 

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�� �D�Q�W�L�J�H�Q�D�� �L�� �N�O�D�V�H�� �L�P�X�Q�R�J�O�X�E�X�O�L�Q�D������ �W�H�� �V�H�� �E�L�U�D�� �M�H�G�D�Q�� �N�O�R�Q�� �L�]��

kojeg raste nova linija s �W�D�Q�L�F�D�� �N�R�M�H�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�H�� �å�H�O�M�H�Q�R�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R��

���P�R�Q�R�N�O�R�Q�D�O�Q�R���]�D�W�R���ã�W�R���M�H���G�R�O�D�]�L���R�G���N�O�R�Q�R�Y�D���M�H�G�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H����  
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2.  Cilj rada  

Cilj rada je  optimizacija metode imunofluorescencije i  karakterizacija 

novoproizvedeno g protutijela  hCD63.01  (Centar za Proteomiku, Medicinski 

�I�D�N�X�O�W�H�W�� �6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�D�� �X�� �5�L�M�H�Fi) protiv humanog CD63 proteina . Optimizacija 

�P�H�W�R�G�H�� �L�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �]�D�� �K�&�'������������ �W�H�V�W�L�U�D�Q�M�H�P�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J��

sredstva za permeabilizaciju i njegove koncentracije, te vremena 

inkubacije, konce ntracije i sastava otopine za blokiranje. Usporedba 

ekspresije i lokalizacije CD63 primjenom  protutijela  u metodi  

imunofl ou �U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �Q�D�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �O�L�Q�L�M�D���� �+�H�/�D�� ���W�X�P�R�U�� �F�H�U�Y�L�N�V�D������

SW620 (tum or kolona) i MCF -7 (tumor d ojke). Testiranje utjecaja metod e 

�S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �Q�D�� �Q�M�H�J�R�Y�X�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �X�V�S�R�U�H�G�E�R�P�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D��

�V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�D���Q�H�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���L���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D��  
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3.  Materijali i metode  

3.1.  Materijali:  

3.1.1.  Stanice   

ATCC (eng. American Type Culture Collection) ljudska linija stanica HeLa 

���U�D�N���J�U�O�L�ü�D���P�D�W�H�U�Q�L�F�H�� 

ATCC (eng. American Type Culture Collection) ljudska linija stanica MCF -7 

(adenokarcinom epitela dojke, metastatski)  

ATCC (eng. American Type Culture Collection) ljudska linija stanica SW620 

(adenokarcinom debelog crijeva, metastats ki)  

3.1.2.  Kemikalije   

4',6 -diamidino -2- fenilindol (DAPI), Sigma Aldrich, St. Louis, SAD  

BSA (eng. Bovine serum albumin), PAN - �%�L�R�W�H�F�K�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

DMEM medij (engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium), PAN -Biotech, 

�1�M�H�P�D�þ�N�D 

FBS (eng. Fetal bovine serum), PAN -Biotech, �1�M�H�P�D�þ�N�D 

Mowiol 4 -88, Fluka DABCO (1,4 -Diazobiciklo [2.2.2.] oktan), Sigma 

Aldrich, St. Louis, SAD  

Paraformaldehid (PFA), Sigma Aldrich, Missouri, SAD  

�6�D�S�R�Q�L�Q�����&�D�U�O���5�R�W�K�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

Tripansko modrilo, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD  

Tripsin, Gibco, SAD  

Triton X-100,  Rohm&Haas , SAD  

Tween 20, Sigma -Aldrich, St. Louis, SAD  

3.1.3.   Mediji i puferi  

DMEM medij ( DMEM, 2 mM L -glutamin, 1x10 5 U/L penicilin, 0,1 g/L 

streptomicin -sulfat, 10 % (FCS) )  

Paraformaldehid (PFA), pH 7,4 (za 25mL 4% PFA u H 2O: 1g PFA, Sigma -

Aldrich, 0,4 76g NaH 2PO4 x 2H 2�2���� �0�H�U�F�N���� �����������J�� �1�D�2�+���� �7���7���7���� �=�D�S�U�H�ã�L�ü����
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0,135g D -(+) -glukoza, bezvodna, Kemika)  

PBS (eng. Phosphate -buffered saline ) (140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 6,5 mM 

Na2HPO4 x 2H 2O, 1,5 mM KH 2PO4, 0,7 mM CaCl 2 i 0,7 mM MgCl 2 x 

6H2O),  

Saponin: 0,1% saponi n v/v u PBS -u 

Triton X -100:  0,1% Triton X -100  u PBS-u 

      0,5% Triton X -100  u PBS-u 

Tween 20:  0,1% Tween 20  u PBS-u 

0,5% Tw een 20  u PBS-u 

Uklopno sredstvo : 2,4 g Mowiol, 6 mL glicerol, 0,2 M, 0,2 M Tris -

hidroskimetil -aminometan, 2,5% DABCO  

 

3.1.4.  Protutijela  

Komercijalno protutijelo MEM -259, Alexa Fluor 488 mouse anti -human 

CD63, Thermo Fisher , SAD  

Sekundarno protutijelo: Alexa Fluor 488 goat anti -mouse IgG, life 

technologies , SAD  

�6�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�� �Q�H�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J�� �S�U�L�P�D�U�Q�R�J�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D��hCD63.01 Kappa IgG1 

lot001 (18.5.2018.) , �&�H�Q�W�D�U���]�D���3�U�R�W�H�R�P�L�N�X�����0�H�G�L�F�L�Q�V�N�L���I�D�N�X�O�W�H�W���6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�D��

u Rijeci, Hrvatska  

Primarno protutijelo hCD63.01 Kappa IgG1 lot001 (18.5.2018.) , Centar za 

�3�U�R�W�H�R�P�L�N�X�����0�H�G�L�F�L�Q�V�N�L���I�D�N�X�O�W�H�W���6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�D���X���5�L�M�H�F�L�����+�U�Y�D�W�V�N�D 

3.1.5.  �/�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�R���S�R�V�X�ÿ�H i oprema  

Adhezivna stakalca pohranjena u 70% -tnom etanolu, �&�D�U�O���5�R�W�K�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

�&�H�Q�W�U�L�I�X�J�D�����0�H�J�D�I�X�J�H���������5���+�H�U�D�H�X�V�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

Epruvete s poklopcem  1,5 mL, Eppendorf �����1�M�H�P�D�þ�N�D 

Fluorescentni mikroskop �2�O�\�P�S�X�V���8�3�/�)�1�����;�������������1�M�H�P�D�þ�N�D 

HERA ce ll inkubator, Heraeus , �1�M�H�P�D�þ�N�D 

�.�R�P�R�U�L�F�D���]�D���E�U�R�M�D�Q�M�H���V�W�D�Q�L�F�D�����0�D�U�L�H�Q�I�H�O�G�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

�3�O�D�V�W�L�þ�Q�H���H�S�U�X�Y�H�W�H�������P�/����Cellstar, Greiner bio -one, Austrija  
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�3�O�R�þ�L�F�H���V���������M�D�å�L�F�H����eng. 24 well ) , Cellstar, Gr einer bio -one, Austrija  

�6�Y�M�H�W�O�R�V�Q�L���P�L�N�U�R�V�N�R�S���&�+�������2�O�\�P�S�X�V�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

3.2.  �8�]�J�R�M���L���S�U�L�S�U�H�P�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K��linija za imunofluorescenciju  

HeLa, SW620 i MCF -5 stanice  �V�X�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H�� �Q�D�� �����ƒ�&�� �V�� ������ �&�22 u DMEM 

�P�H�G�L�M�X���R�E�R�J�D�ü�H�Q�R�P���V�D�����������)�%�6�����0�H�G�L�M���M�H���X�N�O�R�Q�M�H�Q�����W�H���M�H���X���N�X�O�W�X�U�X���G�R�G�D�Q��

tripsin kako bi se stanice odlijepile s podloge, nakon nekoliko minuta 

dodan je medij kak o bi se zaustavilo djelovanje tripsina. Stanice su 

�S�U�H�E�D�þ�H�Q�H�� �X�� �V�W�H�U�L�O�Q�X���� �S�O�D�V�W�L�þ�Q�X�� �H�S�U�X�Y�H�W�X�� �R�G�� �����P�/, te centrifu girane na 

1200 rpm, 5  �P�L�Q�� �Q�D�� ���ƒ�&. Supernatant je odpipetiran, te je dodano 5mL 

DM�(�0�� �X�]�� �U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�Q�M�H���� �8�]�H�W�R�� �M�H�� ������ �—L kulture i obojan o sa 100  �—L 

tr ipanskog modrila , te su stanice pre brojane u komorici   pod svjetlosnim 

mikroskopom . Stanice su, zaje �G�Q�R�� �V�D�� �P�H�G�L�M�H�P���� �S�U�H�E�D�þ�H�Q�H�� �X�� �S�U�H�Whodno 

�S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�X���S�O�R�þ�L�F�X �V���������M�D�å�L�F�H sa stakalcima za adheziju stanica i to tako 

�G�D�� �X�� �V�Y�D�N�R�M�� �M�D�å�L�F�L�� �E�X�G�H�� �R�N�R�� ���[����4 stanica. Stanice su inkubirane tokom 

�����K�� �Q�D�� �����ƒ�&�� �V�� ������ �&�22���� �&�L�M�H�O�L�� �S�R�V�W�X�S�D�N�� �R�G�U�D�ÿ�H�Q�� �M�H�� �X�� �N�R�P�R�U�L�� �]�D�� �V�W�H�U�L�O�D�Q��

rad.  

3.3.  Imunofluorescencija  

Za provedbu imunofluorescencije primjenjen  je protokol prikazan na s lici 

7�����6�Y�H���V�W�D�Q�L�F�H���I�L�N�V�L�U�D�Q�H���V�X���V�D�����������—�/��4% - tnog  PFA u PBS-u uz inkubaciju 

������ �P�L�Q�X�W�D�� �Q�D�� �V�R�E�Q�R�M�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���� �8�� �S�R�N�X�V�L�P�D�� �V�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� ���� �U�D�]�O�L�þ�L�W�D��

sredstva za permeabilizaciju: Tween -20, Triton X -100  i Saponin, te je 

mijenjana njihova koncentracija.  
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Slika 6 . Molekularne strukture Saponina, Tween 20  i Triton X -100 6 
 

Blokiranje je provedeno sa BSA u PBS -u uz promjene koncentracije  BSA, 

�W�H���V�D���L�O�L���E�H�]���V�U�H�G�V�W�Y�D���]�D���S�H�U�P�H�D�E�L�O�L�]�D�F�L�M�X�����3�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���V�X���U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�D���X���L�V�W�R�M��

�R�W�R�S�L�Q�L�� �N�R�M�D�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �]�D�� �E�O�R�N�L�U�D�Q�M�H���� �-�H�]�J�U�H��su obojane fluorescentnom 

�E�R�M�R�P���'�$�3�,���N�R�M�D���M�H�������������S�X�W�D���U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�D���X���G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�R�M���Y�R�G�L�� 

 

                                    
6 �3�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�H���V�O�L�N�H���S�U�H�X�]�H�W�H���V�D�����]�D�Gnji pristup: 16.11.2019): 
https://www.lookchem.com/casno9005 -64 -5.html ;  
https://phytotechlab.com/triton -x-100.html;  
https://www.fishersci.co.uk/shop/products/saponin - from -quillaja -saponaria -molina -
pract -acros -organics -3/10157800  
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Slika 7 . Shematski prikaz �R�S�ü�H�J��protokola imunofluorescencije . Crvenom bojom su 
�]�Q�D�þ�H�Q�L�� �N�R�U�D�F�L�� �X�� �N�R�M�L�P�D�� �M�H�� �P�L�M�H�Q�M�D�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �L�O�L���V�U�H�G�V�W�Y�R�� �]�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �V�N�X�S�L�Q�H��
stanica.  

3.3.1.  Imunofluorescencija sa 0,1% sredstva za permeabilizaciju 

(Tween 20, Triton X -100  i Saponin) uz 3% BSA za 

blokiranje  

Imunofluorescencija  je obavljena  po  protokolu prikazanom na s lici 7 . HeLa 

stanice su permeabilizirane  �G�R�G�D�W�N�R�P�� �������� �—�/ detergenta u PBS -u: 0,1% 

Triton -a X-100  (Slika 8 ., A1 -A3) , 0,1% Tween -a 20  (Slika 8 ., B1 -B3) , te 

0,1 % saponin  (Slika 8 ., C1 -C3)  uz inkubaciju od 10 min uta na sobnoj 

temperaturi . Stanice su  isprane PBS -om, te  �E�O�R�N�L�U�D�Q�H�� �G�R�G�D�W�N�R�P�� �������� �—�/ 

3% BS A u PBS - �X�� �X�]�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L��0,1% -tni �G�H�W�H�U�J�H�Q�W���� �8�� �M�D�å�L�F�H�� �V�D��

�V�W�D�Q�L�F�D�P�D���� �S�H�U�P�H�D�E�L�O�L�]�L�U�D�Q�H�� �U�D�]�O�L�þitim detergentima, dodano je 200  �—�/��

sekundarnog protutijela (1:500 Alexa Fluor 488 goat anti -mouse IgG), kao 
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negativna kontrola, u otopini  za blokiranje sa 0,1% sre dstva za 

permeabilizaciju  uz inkubaciju 30  min uta  u mraku na sobnoj temperaturi  

(Slika 7 ., A1, B1, C1) . �1�D�� �L�V�W�L�� �M�H�� �Q�D�þ�L�Q�� �G�R�G�D�Q�R��primarno komercijalno 

protutijelo  �G�L�U�H�N�W�Q�R�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�R�� �V�D Alexa Flour 488 fluorescentnom bojom  

(1:200 MEM -259, Alexa Fluor 488 mouse anti -human CD63 ), kao 

pozitivna kontrola, te je inkubirano 1h u mraku na sobnoj temperaturi  

(Slika 8 ., A2, B2, C2) . �8�� �S�U�H�R�V�W�D�O�H�� �M�D�å�L�F�H�� �G�R�G�D�Q�R�� �M�H�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�R�� �S�U�L�P�D�U�Q�R��

protutijelo (1:200 hCD63.01 ) u otopini za blokiranje s 0,1% sredstva za 

permeabilizac iju , te je inkubirano 1h u mraku na sobnoj temperaturi  (S lika 

8., A3, B3, C3). Nakon inkubacije stanice su isprane PBS -om, te je u 

�M�D�å�L�F�H�� �V�D�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�P�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R�P (Slika 8 ., A3, B3, C3). dodano 200  �—�/��

sekundarnog protutijela u otopini za blokiranje s 0, 1% sredstva za 

permeabilizaciju  uz inkubaciju 30  min u mraku na sobnoj temperaturi. 

Svim stanicama je dodano 200  �—�/�� �R�W�R�S�L�Q�H�� �'�$�3�, (1:1000 u dH 2O), te su 

inkubirane 5  min na sobnoj temperaturi. Stanice s u ispirane PBS -om i 

destiliranom vodom. Stakalca sa sta �Q�L�F�D�P�D�� �V�X�� �L�]�Y�D�ÿ�H�Q�D�� �L�]�� �S�O�R�þ�L�F�H sa 24 

�M�D�å�L�F�H�����R�V�X�ã�H�Q�D�� �L�� �X�N�O�R�S�O�M�H�Q�D�� �Q�D�� �S�U�H�G�P�H�W�Q�D�� �V�W�D�N�D�O�F�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �0�R�Z�L�R�O�D. 

Protokol prikazan na slikama  7. i 8 . primjenjen je u svim daljnjim 

pokusima uz izmjene koncentracija detergenata, koncentracije BSA i 

sastava sredstva za  bokiranje.  
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Slika 8 . �6�K�H�P�D�W�V�N�L���S�U�L�N�D�]���S�O�R�þ�L�F�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���]�D���L�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�X 

3.3.2.  Imunofluorescencija sa 0,5% sredstva za permeabilizaciju 

(Tween 20  i Triton X -100 )  uz 3% BSA za blokiranje  

HeLa s tanice su do koraka permeabilizaci je �W�U�H�W�L�U�D�Q�H���Q�D���L�V�W�L���Q�D�þ�L�Q���N�D�R���S�R�G��

3.3.1 �����6�W�D�Q�L�F�H���V�X���S�H�U�P�H�D�E�L�O�L�]�L�U�D�Q�H���G�R�G�D�W�N�R�P�����������—L 0,5% Triton -a X-100 , 

te 0,5% Tween -a 20  u PBS-u uz inkubaciju od 7 min. Stanice su isprane 

PBS- �R�P���� �W�H�� �E�O�R�N�L�U�D�Q�H�� �G�R�G�D�W�N�R�P�� �������� �—L 3 % BSA u PBS -u uz 0, 1% 

�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J detergen ta. Ostatak pokusa proveden je isto kao pod 

3.3.1.  

3.3.3.  Imunofluorescencija sa 0,5% sredstva za permeabilizaciju 

(Tween 20  i Triton X -100 ) i 5% BSA  

HeLa s tanice su �W�U�H�W�L�U�D�Q�H���Q�D���L�V�W�L���Q�D�þ�L�Q���N�D�R���S�R�G�����������������V�D�P�R���ã�W�R���M�H���R�W�R�S�L�Q�D��

za blokiranje bila 5% BSA u PBS -u bez  dodatka detergenata.  
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3.3.4.  �,�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�D���Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P���O�L�Q�L�M�D�P�D���6�:���������L���0�&�)-7 

�6�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �O�L�Q�L�M�H�� �6�:�������� �L�� �0�&�)-7 su prethodno  opisanim postupkom 

�Q�D�V�D�ÿ�H�Q�H�� �Q�D �S�O�R�þ�L�F�H �V�D�� ������ �M�D�å�L�F�H, te su permeabilizi rane 0,5% Tween 20 

detergentom. Ostatak postupka imunofluorescen cije proveden je isto kao 

pod 3.3.3.  

3.3.5.  �8�V�S�R�U�H�G�E�D���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���Q�H�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J���V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�D��

�S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���L���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P���O�L�Q�L�M�D�P�D��

HeLa, SW620 i MCF -7 

Optimiziranim protokolom opisanim pod 3.3.3. p rovedena je 

�L�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�D�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P��linijama HeLa, SW620 i MCF -7. Osim 

�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J�� �K�&�'������������ �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �L�� �Q�H�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�� �K�&�'��������������

Stanice �X���N�R�M�H���M�H���G�R�G�D�Q���V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W���W�U�H�W�L�U�D�Q�H���V�X���Q�D���L�V�W�L���Q�D�þ�L�Q���N�D�R���L���R�Q�H���X��

koje je dodano hCD63.01 protutijelo.  

3.3.6.   �$�Q�D�O�L�]�D���M�D�þ�L�Q�H���V�L�J�Q�D�O�D 

 

Slike su anali �W�L�þ�N�L�� �R�E�U�D�ÿ�H�Q�H�� �X�� �S�U�R�J�U�D�P�X��otvorenog koda fiji  (Laboratory 

�I�R�U�� �2�S�W�L�F�D�O�� �D�Q�G�� �&�R�P�S�X�W�D�W�L�R�Q�D�O�� �,�Q�V�W�U�X�P�H�Q�W�D�W�L�R�Q�� ���/�2�&�,������ �� �6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�H��

Wisconsin -Madison, Wisconsin, SAD)  koji se koristi za kvantifikaciju 

�V�W�D�Q�L�F�D�� �L�� �V�L�J�Q�D�O�D�� �L�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H���� �3�R�G�D�F�L�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�� �S�R�P�R�ü�X��programa 

fiji  �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �V�X�� �R�E�U�D�ÿ�H�Q�L�� �L�� �J�U�D�I�L�þ�N�L�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �S�R�P�R�ü�X�� �S�U�R�J�U�D�P�D��Microsoft 

Excel  (Microsoft Corporation , Redmond, Washington, SAD ) .  
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4.  Rezultati  

4.1.  Djelovanje 0,1% k oncentracije detergenata (Tween  20, Triton X -

100,  saponin)  uz 3% BSA za blokiranje  

Provedena je imunofluorescencija za detekciju CD63 na HeLa stanicama . 

�.�D�R���S�R�]�L�W�L�Y�Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q�R���M�H��primarno  protutijelo za CD63  direktno 

�N�R�Q�M�X�J�L�U�D�Q�R�� �Q�D�� �R�E�L�O�M�H�å�L�Y�D�þ�� ���H�Q�J����MEM-259, Alexa Fluor 488 mouse anti -

human CD63 ) , a kao negativna kontrola sekun darno protutijelo  (eng. 

Alexa Fluor 488 goat anti -mouse IgG )  na CD63.01 ispitivano primarno 

protutijelo . Jezgre stanica obojane su fluorescentnom DAPI bojom, a slike 

su dobivene fluorescentnim  mikroskopom.  

Kod pozitivne kontrole stanica, koje  su permeabili zirane 0,1% - tnim Tween 

20  detergentom , signal je vidljiv uz jezgru stanice  (Slika 9 . b) . Slike 

�G�R�E�L�Y�H�Q�H�� �S�R�P�R�ü�X��CD63.01  imaju signal koji nije lokaliziran samo uz 

�M�H�]�J�U�X���Y�H�ü���M�H���G�L�I�X�]�Q�R���U�D�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q kroz cijelu stanicu  (Slika 9.  c) .  

Kod pozitivne kontrole stanica, koje su permeabilizirane 0,1% Triton -om  

X-100 , signal je vidljiv uz jezgru stanice  (Sli ka 9.  e) . Signal na slikama 

�G�R�E�L�Y�H�Q�L�P���S�R�P�R�ü�X��CD63.01  �M�H���Y�L�G�O�M�L�Y���N�U�R�]���F�L�M�H�O�X���V�W�D�Q�L�F�X�����W�H���V�H���P�R�å�H���X�R�þ�L�W�L��

�Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R��obojenje struktura  ko je  su prisutne kroz cijelu stanicu (Slika 

9. f) .  

Provedena je imunofluorescencija za detekciju CD63 uz 0,1% Saponin k ao 

sredstvo za permeabilizaciju . Pozitivna kontrola  pokazuje intenzivan signal  

u nakupini s jedne strane  �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �M�H�]�J�U�H (Slika 9.  h) . Signal na slikama 

�G�R�E�L�Y�H�Q�L�P�� �S�R�P�R�ü�X��CD63.01  u obliku je zrakastih struktura �V�O�L�þ�Q�L�P��

izdancima  plazma membrane  (Slika 9.  i) .   
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Slika 9 . Rezultati imunofluorescencije sa 0,1% sredstva za permeabilizaciju : Tween 20,  
Triton X -100  i Saponin , te  �������%�6�$���]�D���E�O�R�N�L�U�D�Q�M�H�����S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�����������; 

4.2.  Djelovanje 0,5% koncentracije detergenata (Tween 20, Triton X -

100)  uz 3% BSA za blokiranje  

Kod pozitivne kontrole stanica, koje su permeabilizirane 0,5% Tween -om  

20 , vidljiv je signal lokaliziran s jedne strane  �V�W�D�Q�L�þ�Q�H���M�H�]�J�U�H (Slika 10.  b) . 

�6�L�J�Q�D�O�� �Q�D�� �V�O�L�N�D�P�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�P�� �S�R�P�R�ü�X��CD63.01 nije lokaliziran samo uz 

�M�H�]�J�U�X�����W�H���V�H���P�R�å�H���X�R�þ�L�W�L���R�E�R�M�H�Q�M�H���N�U�R�]���F�L�M�H�O�X���V�W�D�Q�L�F�X���X�]���Q�H�ã�W�R���L�Q�W�H�Q�]�L�Y�Q�L�M�L��

�V�L�J�Q�D�O���P�M�H�V�W�L�P�L�þ�Q�R���X�]���S�O�D�]�P�D���P�H�P�E�U�D�Q�X (Slika 10.  c) .  

Kod pozitivne kontr ole stanica, koje su permeabilizirane  0,5% Triton -om  

X-100 , signal je vrlo slab,  �W�H���M�H���N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�R obojenje uz jezgru stanice 

�Y�U�O�R�� �V�O�D�E�R�� �X�R�þ�O�M�L�Y�R (Slika 10.  e) ���� �6�L�J�Q�D�O�� �Q�D�� �V�O�L�N�D�P�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�P�� �S�R�P�R�ü�X��
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CD63.01  je  vidljiv  kroz cijelu stanicu , te se �P�R�å�H�� �X�R�þ�L�W�L�� �P�M�H�V�W�L�P�L�þ�Q�R�� �M�D�þ�H��

�W�R�þ�N�D�V�W�R���R�E�R�M�H�Q�M�H���X�]���M�H�]�J�U�X (Slika 10.  f) .  

Na svim slikama vidljivo je i pozadinsko obojenje (eng. background ).  

 

 

Slika 10 . Imunofluorescencija  sa 0,5% sredstva za permeabilizaciju : Tween 20,  Triton 
X-100  uz 3% BSA za blokiranje, �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H��1000X  

4.3.  Djelovanje 0,5% koncentracije detergenata (Tween 20, Triton X -

100) uz  5% BSA  za blokiranje  

Kod pozitivne kontrole , permeabilizirane  Tween -om  20,  vidljiv je slab 

signal lokaliziran uz jedan dio jezgre  stanice  (Slika 11.  b) . Signal na 

�V�O�L�N�D�P�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�P�� �S�R�P�R�ü�X��CD63.01  je intenzivan, te je lokaliziran kroz 

�F�L�M�H�O�X�� �V�W�D�Q�L�F�X���� �0�R�å�H�� �V�H�� �X�R�þ�L�W�L�� �R�E�R�M�H�Q�M�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �N�R�M�H�� �S�R�G�V�M�H�üaju na 

izdanke plazma membrane �����W�H���W�R�þ�N�D�V�W�L�K���V�W�U�X�N�W�X�U�D (Slika 11.  c) .  

Kod pozitivne kontrole , per meabilizirane s Triton -om  X-100 , vidljiv je slab 

signal lokali ziran u nakupini s jedne strane jezgre  stanice  (Slika 11.  e) . 

�6�L�J�Q�D�O�� �Q�D�� �V�O�L�N�D�P�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�P�� �S�R�P�R�ü�X��CD63.01 je lokaliziran kroz cijelu 

�V�W�D�Q�L�F�X���� �W�H�� �V�H�� �P�R�å�H �X�R�þ�L�W�L�� �R�E�R�M�H�Q�M�H���W�R�þ�N�D�V�W�L�K��struktura , manji h od onih 

dobivenih sa Tween -om  20  kao sredstvom permeabilizacije (Slika 11.  f) .  
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Slika 11 . Imunofluorescencija  sa 0,5% sredstva za permeabilizaciju i 5% sredstva za 
blokiranje : Tween 20, Triton X -100  uz �������%�6�$���]�D���E�O�R�N�L�U�D�Q�M�H�����S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�����������; 
 

4.4.  �$�Q�D�O�L�]�D���M�D�þ�L�Q�H���V�L�J�Q�D�O�D na HeLa stanicama  

�3�R�P�R�ü�X�� �S�U�R�J�U�D�P�D��Fiji  dobivena je srednja vrijednost zeleno obojanih 

piksela na slikama dobivenim imunofluorescencijom provede nom po 

protokolu prikazanom na s lici 7., na stani �þ�Q�R�M���O�L�Q�L�M�L���+�H�/�D. Na svakoj slici su 

�D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�H�� �þ�H�W�L�U�L�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �D�� �V�Y�D�N�L�� �V�W�X�S�L�ü�� �Q�D�� �J�U�D�I�L�þ�N�R�P�� �S�U�L�N�D�]�X�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D��

�V�U�H�G�Q�M�X�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �L�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�X�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�X�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�X�� �]�H�O�H�Q�R�� �R�E�R�M�H�Q�L�K��

piksela na tri slike.  

Kvantificiran je signal optimiziranog protokola i munofluorescencije na 

stanicama permeabiliziranim 0,5% -tnim Triton -om  X-100 i Tween -om  20 

�X�]�� ������ �%�6�$���� �1�D�M�M�D�þ�L�� �V�L�J�Q�D�O�� �G�R�E�L�Y�H�Q�� �M�H�� �]�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �S�H�U�P�H�D�E�L�O�L�]�L�U�D�Q�H�� ����������

Tween -om  20 i tretirane CD63.01 novoproizvedenim protutijelom (Slika 

12 .).  
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Slika 12 . �.�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �M�D�þ�L�Q�H�� �V�L�J�Q�D�O�D�� �L�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �]�D�� �G�H�W�H�N�F�L�M�X�� �&�'������ �Q�D�� �+�H�/�D��
st anicama permeabiliziranim sa 0,5 % Tween 20 ili Triton X -100 uz 5% BSA  
 

4.5.  Vizualizacija CD63.01 kod  �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���O�L�Q�L�M�D���6�:������ i MCF-7 

Provedena je imunofluorescencija u optimiziranim uvjetima za detekciju 

CD63 u SW620  i MCF-7 �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P�� �O�L�Q�L�M�D�P�D �S�R�P�R�ü�X�� �&�'���������� i uz 0,5% 

Tween -om  20 kao sredstvo za permeabilizaciju, te 5% BSA kao sredstvo 

za blokiranje.  

Kod pozitivne kontrole , za SW620 stanice,  vidljiv je signal lokaliziran oko  

cijele  jezgre stanice  (Slika 13 . b) ���� �6�L�J�Q�D�O�� �Q�D�� �V�O�L�N�D�P�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�P�� �S�R�P�R�ü�X��

CD63.01  je in tenzivniji i nepravilnijeg oblika , ali  lokaliziran jednako ka o na 

pozitivnoj kontroli (Slika 13 . c).  

Na p ozitivnoj kontroli  za MCF-7 stanice signal je difuzno lokaliziran oko 

cijele jezgre stanice  (Slika 13 . e) . Signal na slikama dobive �Q�L�P�� �S�R�P�R�ü�X��

CD63.01 je intenzivniji , ali  lokaliziran jednako kao na pozitivnoj kontroli, 

te  �V�X���P�M�H�V�W�L�P�L�þ�Q�R���Y�L�G�O�M�L�Y�H���W�R�þ�N�D�V�W�H strukture (Slika 13 . f).  
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Slika 13 . �,�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�D���Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P���O�L�Q�L�M�D�P�D���6�:�������� �L�� �0�&�)-7 sa 0,5% Tween  20 
sredstva z a permeabilizaciju uz  5% BSA  za blokiranje �����S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�����������; 
 

4.6.  �9�L�]�X�D�O�L�]�D�F�L�M�D�� �&�'������ �V�D�� �&�'������������ �L�� �Q�H�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�P�� �V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�R�P��

CD63.01  

�6�O�L�N�H���+�H�/�D���V�W�D�Q�L�F�D���G�R�E�L�Y�H�Q�H���S�R�P�R�ü�X���V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�D���Q�H�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J��CD63.01  

�L�P�D�M�X�� �L�Q�W�H�Q�]�L�Y�D�Q�� �V�L�J�Q�D�O�� �N�R�M�L�� �M�H�� �O�R�N�D�O�L�]�L�U�D�Q�� �V�O�L�þ�Q�R�� �N�D�R�� �L�� �V�L�J�Q�D�O�� �G�R�E�L�Y�H�Q��

�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�P���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R�P�����8���R�E�D���V�H���V�O�X�þ�D�M�D���P�R�J�X���X�R�þ�L�W�L���W�R�þ�N�D�V�W�H���L��zrakaste 

strukture koje �V�H�� �S�U�R�W�H�å�X�� �N�U�R�]�� �þ�L�W�D�Y�X�� �V�W�D�Q�L�F�X���� �W�H��nalikuju  izdancima 

plazma membra ne (Slika 14 . a i d) . Slike SW620 i MCF -7 stanica dobivene 

�S�R�P�R�ü�X�� �V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�D�� �Q�H�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J�� �&�'������������ �L�P�D�M�X�� �V�L�J�Q�D�O�� �Y�U�O�R�� �V�O�L�þ�D�Q��

signalu koji daje CD63.01  (Slika 14 . b, c, e i f .) .  
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Slika 14 . Imunofluorescencija  sa 0,5% Tween 20 ka o sredstvo za permeabilizaciju uz  
5% BSA  �]�D�� �E�O�R�N�L�U�D�Q�M�H�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P�� �O�L�Q�L�M�D�P�D�� �+�H�/�D����MCF-7 i SW620 tretiranim CD63.01 
�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�P���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R�P���L���Q�H�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�P���V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�R�P���&�'���������������S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�����������; 
 

4.7.  �$�Q�D�O�L�]�D�� �M�D�þ�L�Q�H�� �V�L�J�Q�D�O�D optimizirane imunofluorescencije na HeLa, 

SW620 i MCF-7 stani �þ�Q�L�P���O�L�Q�L�M�D�P�D  

�$�Q�D�O�L�]�D�� �M�D�þ�L�Q�H�� �V�L�J�Q�D�O�D�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�D�� �M�H�� �L�V�W�R�� �N�D�R�� �S�R�G�� ����������Kvantifikacija kod 

HeLa, SW620 i MCF - ���� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �O�L�Q�L�M�D�� �S�R�N�D�]�X�M�H da ispitivano protutijelo 

CD63.01 , uz 0,5% Tween  20 za permeabilizaciju i 0,5% BSA za blokiranje,  

�L�P�D�� �Q�D�M�M�D�þ�L�� �Vignal �X�� �V�Y�H�� ���� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H��linije ���� �'�R�G�D�W�Q�R���� �V�W�D�Q�L�þ�Q�D�� �O�L�Q�L�M�D�� �0�&�)-7 

�S�R�N�D�]�X�M�H�� �Q�D�M�M�D�þ�L�� �V�L�J�Q�D�O�� �R�G�� �V�Y�L�K�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�L�K�� �O�L�Q�L�M�D�� �]�D�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�R�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R��

CD63.01  (Slika 15 .).  
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Slika 12 . �.�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �M�D�þ�L�Q�H�� �V�L�J�Q�D�O�D�� �L�P�X�Q�R�I�O�R�X�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �]�D��detekciju CD63 na HeLa, 
MCF- �����L���6�:���������V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P���O�L�Q�L�M�D�P�D uz 0,5% Tween  20 kao sredstvo za permeabilizaciju i 
5% BSA za blokiranje  
 

Stanice  peremeabilizirane sa 0,5% Tween -om  20  i blokirane sa 5% BSA , 

te  �W�U�H�W�L�U�D�Q�H�� �&�'������������ �L�� �V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�R�P�� �&�'������������ �G�D�M�X�� �V�O�L�þ�D�Q�� �V�L�J�Q�D�O�� �X�]��

�R�G�V�W�X�S�D�Q�M�H�� �X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �O�L�Q�L�M�L�� �0�&�)- ���� �J�G�M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �M�D�þ�L�� �Vignal daje 

supernatant (Slika 16 .).  
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Slika 13 . Kvantifi �N�D�F�L�M�D�� �M�D�þ�L�Q�H�� �V�L�J�Q�D�O�D�� �L�P�X�Q�R�I�O�R�X�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �]�D�� �G�H�W�H�N�F�L�M�X�� �&�'������ �Q�D�� �+�H�/�D����
MCF- ���� �L�� �6�:�������� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P�� �O�L�Q�L�M�D�P�D�� �S�R�P�ü�X�� �&�'������������ �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �L��
�Q�H�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J�� �V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�D�� �&�'���������� uz 0,5% Tween 20  i 5% BS A
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5.  Rasprava  

Provedena je optimizacija imunofluorescencije  �Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Qoj liniji HeLa po 

protokolu prikazanom na s lici 7 . U imunofluorescenciji �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�R 

novoproizvedeno protutijelo na transmembranski protein CD63, CD63.01. 

�,�V�S�L�W�D�Q�D�� �V�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�D�� �V�U�H�G�V�W�Y�D�� �]�D�� �S�H�U�P�H�D�E�L�O�L�]�D�F�L�M�X�� �V�W�D�Q�L�F�D����Triton X -100 , 

Saponin i Tween 20 , kako bi se odredilo koje sredstvo daje najbolje 

rezultate za detekciju CD63 , tj. koje sredstvo najbolje pogoduje vezanju 

CD63.01 protutijela na protein CD63 . Optimiziran  je sastav i koncentracija 

pufera za blokiranje kako bi se izbj eglo pozadinsko obojenje.  

Stanice su prvo permea �E�L�O�L�]�L�U�D�Q�H�� �W�U�L�P�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P detergentima (Triton X -

100 , Saponin i Tween 20 ; 0,1 %), otopina za blokiranje je,  uz 3% BSA , 

�V�D�G�U�å�D�Y�D�O�D���L�������������R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J��detergenta.  

Na stanicama tretiranim CD63 .01 i permeabiliziranim Triton -om  X-100 i 

saponinom vide  se �W�R�þ�N�D�V�W�H�� �L�� �L�]�G�X�å�H�Q�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �N�R�M�H�� �Q�D�O�L�N�X�M�X�� �L�]�G�D�Q�F�L�P�D��

plazma membrane  (Slika 9. f ) , dok se kod stanica permeabiliziranim 

Tween -om 20 vidi difuzni  signal u jasnim konturama stanice  (Slika 9. c) . 

Kod pozi tivne  kontrole (MEM -292) za sve ispitane detergente  signal je 

loka liziran u nakupini samo s jedne strane �V�W�D�Q�L�þ�Q�H��jezgre  (Slika 9. b, e, 

h).   

Saponin je pogodan za detekciju transmembranskih proteina , selektivno 

�V�H�� �Y�H�å�H�� �]�D�� �N�R�O�H�V�W�H�U�R�O�� �L�� �L�]�X�]�L�P�D�� �J�D�� �L�]�� �P�H�P�E�U�D�Q�H���� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L��

rupe u membrani . Tween 20 i Triton X -100 su organska otapala koja 

�R�W�D�S�D�M�X���O�L�S�L�G�H���L�]���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���P�H�P�E�U�D�Q�H���þ�L�Q�H�ü�L���P�H�P�E�U�D�Q�X���S�R�U�R�]�Q�R�P�����2va dva 

detergenta nisu selektivna, te uz lipide mogu otopiti i proteine koje treba 

detektirati  [ 27 ].  Rezultati imunofluorescencije za  sva su tri detergenta bili 

�Y�U�O�R�� �V�O�L�þ�Q�L����Tween 20 i Triton X -100  �V�X�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �V�U�H�G�V�W�Y�D�� �]�D��

�S�H�U�P�H�D�E�L�O�L�]�D�F�L�M�X�����W�H���V�X���V�W�R�J�D���X�N�O�M�X�þ�H�Q�L��u daljnja testiranja.  

�.�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �G�R�E�L�R�� �L�Q�W�H�Q�]�L�Y�Q�L�M�L�� �L�� �þ�L�ã�ü�L�� �V�L�J�Q�D�O���� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �M�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D��

detergenta, stanice su permeabilizirane 0,5% Triton -om  X-100  i Tween -

om  20  uz 3% BSA  sa 0,5% �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J��detergent a za blokiranje. 
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Rezultat imunofluorescencije  stanica permabiliziranih Triton -om  X-100  i 

tretiranih MEM -292 protutijelom  bio je slab signal  (Slika 10. e ) . Stanice 

tretirane CD63.01 protutijelom imale su  �Q�H�ã�W�R�� �L�Q�W�H�Q�]�L�Y�Q�L�M�H�� �R�E�R�M�H�Q�M�H, 

�G�L�I�X�]�Q�R�� �U�D�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�R�� �N�U�R�]�� �V�W�D�Q�L�F�X (Slika 10.  f). Slike dobivene 

permea bilizacijom sa Tween -om  20  pokazuju  vidljivo  �M�D�þ�L�� �V�L�J�Q�D�O u odnosu 

na slike dobivene permeabilizacijom sa Triton -om X -100  (Slika 10.  b i c).  

Na slici 10. b slabo je vidljivo  karakteris �W�L�þ�Q�R�� �R�E�R�M�H�Q�M�H�� �R�N�R�� �G�L�M�H�O�D�� �M�H�]�J�U�H, 

dok je na slici 10. c, gdje su stanice tretirane sa CD63.01, vidljivo 

intenzivnije obojenje  �W�R�þ�N�D�V�W�R�� �L�� �P�M�H�V�W�L�P�L�þ�Q�R �G�L�I�X�]�Q�R�� �U�D�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�R�� �N�U�R�]��

cijelu stanicu.  �6�Y�H�� �V�O�L�N�H�� �V�X���� �Q�H�R�Y�L�V�Q�R�� �R�� �G�H�W�H�U�J�H�Q�W�X���� �L�P�D�O�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R��

�S�R�]�D�G�L�Q�V�N�R���R�E�R�M�H�Q�M�H�����G�R���N�R�M�H�J���M�H���Q�D�M�Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�L�M�H���G�R�ã�O�R���]�E�R�J���Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J��

vezanja, tj. nedovoljne koncentracije BSA u puferu za blokiranje . 

Kako bi se izbjeglo pozadinsko obojenje p �R�Y�H�ü�D�Q�D���M�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���%�6�$���X��

puferu z a blokiranje sa 3% na 5% bez prisutnosti sredstva za 

permeabilizaciju.  Triton X -100  i Tween 20  trajno permeabiliziraju stan icu 

pa je  detergent  �L�]�E�D�þ�H�Q�� �L�] otopine  za blokiranje . Protokoli 

�L�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �Y�D�U�L�U�D�M�X�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D���� �W�H�� �V�H�� �G�H�W�H�U�J�H�Q�W��

ponekad koristi u otopini za blokiranje, a ponekad nije prisutan  [ 27 ] .  

Stanice su ponovno permeabilizirane 0,5% Triton -om  X-100  i Tween -om  

20 . Stanice permeabilizirane Tween -om  20  imale su intenzivniji signal 

(Slika 11.  b i c) od onih permeabiliziranih Triton -om  X-100  (Slika 11.  e i 

f).  Stanice tretirane CD63.01 protutijelom i permeabilizirane Tween -om 20 

dale su �L�Q�W�H�Q�]�L�Y�D�Q���� �U�D�V�S�U�ãen signal �N�R�M�L�� �V�H�� �S�U�R�W�H�å�H�� �N�U�R�]�� �F�L�M�H�O�X�� �V�W�D�Q�L�F�X��

(Slika 11. c), dok su stanice permeabilizirane Triton -om X -100 imale 

�V�O�D�E�L�M�L�����W�R�þ�N�D�V�W�R���U�D�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q���V�L�J�Q�D�O���E�H�]���M�D�V�Q�Lh granica (Slika 11. f).  

Provedena je kvantitativna usporedba imunofluorescencij e provedene na 

HeLa stanicama permeabiliziranim s  �U�D�]�L�þ�L�W�L�P�������������G�H�W�H�U�J�H�Q�W�L�P�D�����6�W�D�Q�L�F�H��

permeabilizirane Tween -om  ������ �L�P�D�O�H�� �V�X�� �M�D�þ�L�� �V�L�J�Q�D�O�� �R�G�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �W�U�H�W�L�U�D�Q�L�K��

Triton -om  X-100, osim u pozitivnoj kontroli gdje je signal stanica 

peremeabiliziranih Triton -om  X- �������� �E�L�R�� �Q�H�ã�W�R�� �M�D�þ�L�� �R�G�� �R�Q�R�J�� �G�R�Eivenog 

�S�R�P�R�ü�X�� �7�Z�H�H�Q-a 20 . Signal stanica tretiranih s CD63.01 protutijelom  

�S�R�N�D�]�D�R�� �V�H�� �M�D�þ�L�P�� �R�G�� �V�L�J�Q�D�O�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �W�U�H�W�L�U�D�Q�L�K�� �0�(�0-292 protutijelom   
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(Slika 12 .).  

�7�Z�H�H�Q�����������M�H���Q�M�H�å�Q�L�M�L���G�H�W�H�U�J�H�Q�W���R�G���7�U�L�W�R�Q-a X- �����������Q�H���X�W�M�H�þ�H���Q�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W��

proteina, te postoji pretpostavka da ima pozitivan efekt na vezanje 

protutijela i antigena [ 26,28 ]. Tween 20  je ���� �X���R�Y�R�P���V�O�X�þ�D�M�X�����R�G�D�E�U�D�Q���N�D�R��

najbolje sredstvo za permeabilizaciju stanice.  

�2�S�W�L�P�L�]�L�U�D�Q�D���L�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�D���S�U�R�Y�H�G�H�Q�D���M�H���Q�D���M�R�ã���G�Y�L�M�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���O�L�Q�L�M�H����

SW620 i MCF - ������ �2�E�M�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���O�L�Q�L�M�H���G�D�O�H���V�X �M�D�N���V�L�J�Q�D�O���ã�W�R���M�H���S�R�N�D�]�D�O�R���G�D��

je optimizacija imunofluorescenc ije ispravno provedena (Slika 13 .).  

�&�'������������ �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R�� �M�H�� �X�� �V�Y�L�P�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�L�P�D�� �L�P�D�O�R�� �L�Q�W�H�Q�]�L�Y�Q�L�M�L�� �L�� �ã�L�U�H��

rasprostranjeni signal  kroz stanicu  nego komercijalno protutijelo. CD63 

prolazi kroz p �R�V�W�W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�V�N�H���P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�H�����L�P�D���Y�L�ã�H���P�M�H�V�W�D���J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�H�����W�H��

�V�H�� �Q�D�O�D�]�L�� �Q�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���P�M�H�V�W�L�P�D�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�L�� �ã�W�R�� �G�D�M�H���P�R�J�X�ü�H �R�E�M�D�ã�Q�M�H�Q�M�H���]�D��

�R�Y�D�N�D�Y�� �U�H�]�X�O�W�D�W���� �0�R�J�X�ü�H�� �M�H�� �S�U�H�S�R�]�Q�D�Y�D�Q�M�H�� �Y�H�ü�H�J�� �E�U�R�M�D�� �I�R�U�P�L�� �&�'������ �R�G��

strane CD63.01 novoproizved eno g protutijela u odno su na  komercijalno 

dostupno protutijelo  (MEM-259 ) . �'�R�� �W�D�N�Y�H�� �V�L�W�X�D�F�L�M�H�� �P�R�å�H�� �G�R�ü�L�� �D�N�R�� �M�H��

�D�Q�W�L�J�H�Q�� �N�R�M�L�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R�� �S�U�H�S�R�]�Q�D�M�H�� �V�N�U�L�Y�H�Q�� �]�E�R�J�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�H�� �L�O�L��

�S�R�O�R�å�D�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�L���� �D�O�L�� �L�� �D�N�R�� �M�H�� �S�U�R�P�L�M�H�Q�M�H�Q�� �W�L�M�H�N�R�P��

posttranslacijskih modifikacij a [ 8] .  CD63.01  protutijelo  �Q�L�M�H�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�R��

fluorescentnom bojom, kao MEM-259  �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R���� �Y�H�ü�� �P�X�� �M�H�� �S�R�W�U�H�E�Q�R��

�V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�R�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R�� �]�D�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�� �V�L�J�Q�D�O�D���� �3�U�L�P�D�U�Q�R�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R�� �P�R�å�H��

�Y�H�]�D�W�L�� �Y�L�ã�H�� �R�G�� �M�H�G�Q�R�J�� �V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�R�J�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �ã�W�R�� �M�H�� �P�R�J�X�ü�H�� �R�E�M�D�ã�Q�Menje 

za intenzivniji signal stanica tretiranih sa CD63.01 od signala na 

stanicama tretiranim MEM-259  protutijelom  [ 29 ] . 

Optimizirana imunofluorescencija proved �H�Q�D�� �M�H�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P�� �O�L�Q�L�M�D�P�D��

HeLa, SW620 i MCF - �������N�D�N�R���E�L���V�H���X�V�S�R�U�H�G�L�R���V�L�J�Q�D�O���Q�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P��

linijama.  �.�Y�D�Q�W�L�W�D�W�L�Y�Q�R�� �M�H�� �X�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W��signala �N�R�G�� �V�Y�H�� ���� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H��

linije, te su MCF - ���� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�P�D�O�H�� �Q�D�M�M�D�þ�L�� �V�L�J�Q�D�O na slikama dobivenim 

CD63.01 protutijelom  (Slika 15. ) . Poznato je da je CD63 visoko 

eksprimiran u stanicama tumora dojke [ 9,30 ]  kojima pripada i MCF -7 

�V�W�D�Q�L�þ�Q�D���O�L�Q�L�M�D�����ã�W�R���S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H���L���R�Y�D�M���U�H�]�X�O�W�D�W�� Tominaga i sur. su na MCF -7 

stnicama utvrdili  da je lokalizacija  CD63 �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D riboforin II  (RPN2)  

reguliranom  �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�R�P�� �Y�D�å�Q�D�� �]�D�� �P�D�O�L�J�Q�H�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�H�� �U�D�N�D�� �G�R�M�N�H, te 
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da RPN2- �U�H�J�X�O�L�U�D�Q�D�� �J�O�L�N�R�]�L�O�D�F�L�M�D�� �&�'������ �R�G�U�H�ÿ�X�M�H�� �O�R�N�D�O�L�]�D�F�L�M�X gena za 

�R�W�S�R�U�Q�R�V�W�� �Q�D�� �Y�L�ã�H�� �O�L�M�H�N�R�Y�D (eng. Multi drug resistance gene ;  MDR1) . 

Metodom imunofluorescencije je  na M CF- ���� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �O�L�Q�L�M�L�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�D 

ovisnost lokalizacije CD63 , te  kolokalizacije CD63 i MDR1 o ekspresiji 

�5�3�1�������=�D�N�O�M�X�þ�H�Q�R���M�H���G�D��visoka ekspresija CD63 u stanicama raka dojke, te 

njegova interakcija sa �0�'�5���� �X�W�M�H�þ�H��na  otpornost na lijekove i invazivnost 

stanica raka  dojke  [ 9] . 

Nakon op timizacije metode, provedena je  imunofluorescencija sa 

�V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�R�P�� �Q�H�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J�� �&�'������������ �X�� �F�L�O�M�X��usporedbe rezultata sa 

�R�Q�L�P�D�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�����6�Y�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �O�L�Q�L�M�H�� �S�R�G�Y�U�J�Q�X�W�H�� �V�X��

imunofluorescenciji sa novoproizvedenim protutijelom CD63.01, te 

�V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�R�P�� �Q�H�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J�� �&�'������������ �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H��ustanovilo 

prolazi li protutijelo  tijekom pr �R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D �N�U�R�]�� �Q�H�å�H�O�M�H�Q�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�H����

Provedena je kvantitativna usporedba imunofluorescencije uz primjenu 

supernatanta  n�H�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���� �W�H�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J�� �&�'������������

protutijela . Sve  �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �O�L�Q�L�M�H�� �L�P�D�O�H�� �V�X�� �Y�U�O�R�� �V�O�L�þ�D�Q�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�� �V�L�J�Q�D�O�D��

dobivenog upot �U�H�E�R�P�� �&�'������������ �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �X�� �X�V�S�R�U�H�G�E�L�� �V�D��

�V�L�J�Q�D�O�R�P�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�P�� �X�S�R�W�U�H�E�R�P�� �Q�H�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J�� �V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�D�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D����

MCF- ���� �O�L�Q�L�M�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �G�D�O�D�� �M�H�� �Q�H�ã�W�R�� �L�Q�W�H�Q�]�L�Y�Q�L�M�L�� �V�L�J�Q�D�O�� �X�� �N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�L�� �V�D��

supernatantom nep �U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� ���6�O�L�N�D�� ����.). Tehnike 

p�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �]�D�K�W�L�M�H�Y�D�M�X�� �Q�L�]�D�N�� �S�+�� �N�R�M�L�� �P�R�å�H�� �L�P�D�W�L�� �Q�H�J�D�W�L�Y�D�Q��

�X�þ�L�Q�D�N�� �Q�D�� �N�Y�D�O�L�W�H�W�X���� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�� �L�� �I�X�Q�N�F�L�M�X�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�K�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �>31 ]. 

�'�R�E�L�Y�H�Q�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �X�N�D�]�X�M�X�� �G�D�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R�� �Q�L�M�H�� �S�U�R�ã�O�R�� �N�U�R�]��relevantne 

�S�U�R�P�M�H�Q�H�� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���� �W�H�� �G�D�� �M�H�� �M�H�G�Q�D�N�R�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�� �N�D�R�� �L��

supernatant nep �U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�����6�O�L�N�D������.  i 1 6.).  

�1�D�� �V�O�L�N�D�P�D�� �R�E�R�M�H�Q�L�P�� �S�R�P�R�ü�X�� �&�'������������ �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �X�R�þ�O�M�L�Y�H�� �V�X�� �U�D�]�Q�H��

�V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �N�R�M�H�� �V�H�� �S�U�R�W�H�å�X�� �N�U�R�]�� �F�L�M�H�O�X�� �V�W�D�Q�L�F�X���� �R�Q�H�� �Q�H�� �P�R�J�X�� �E�L�W�L�� �W�R�þ�Q�R��

�L�P�H�Q�R�Y�D�Q�H�� �V�D�P�R�� �R�Y�L�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P���� �.�D�N�R�� �E�L�� �P�R�J�O�L�� �E�R�O�M�H�� �R�N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�L�U�D�W�L��

�Y�L�G�O�M�L�Y�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �S�R�W�U�H�E�D�Q�� �M�H�� �N�R�Q�I�R�N�D�O�Q�L�� �P�L�N�U�R�V�N�R�S�� �N�R�M�L�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H��

�V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�����'���V�O�L�N�H���S�U�R�P�D�W�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���ã�W�R���]�Q�D�þ�L���G�D���V�H���P�R�å�H���R�G�U�H�G�L�W�L���W�R�þ�D�Q��

�S�R�O�R�å�D�M�� �V�L�J�Q�D�O�D�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�L�� �>32 ]. Fluorescentni mikroskop prikazuje sve 

�V�O�R�M�H�Y�H���V�W�D�Q�L�F�H���M�H�G�D�Q���Q�D���G�U�X�J�R�P�H���S�D���V�H���Q�H���P�R�å�H���R�G�U�H�G�L�W�L���G�R�O�D�]�L���O�L���V�L�J�Q�D�O���V�D��
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�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �L�O�L�� �L�]�� �X�Q�X�W�U�D�ãnjosti stanice. Kako  �E�L�� �V�D�� �V�L�J�X�U�Q�R�ã�ü�X��

odredili lokacije antigena CD63.01 protutijela u stanici potrebno je 

�S�U�R�Y�H�V�W�L�� �N�R�O�R�N�D�O�L�]�D�F�L�M�X�� �V�D�� �P�D�U�N�H�U�L�P�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �R�U�J�D�Q�H�O�D���� �6�L�J�Q�D�O�� �G�R�E�L�Y�H�Q��

imunofluorescencijom nije garancija da novoproizvedeno protutijelo zaista 

�Y�H�å�H�� �&�'�������� �.�D�N�R�� �E�L���V�H�� �V�D�� �V�L�J�X�U�Q�R�ã�ü�X�� �P�R�J�O�R�� �R�G�U�H�G�L�W�L�� �ã�W�R�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R�� �Y�H�å�H��

potrebno je provesti imunoprecipitaciju i western blot.  

  



38 
 

6.  �=�D�N�O�M�X�þ�D�N 

Provedena je optimizacija metode imunofluorescencije za CD63.01 

�Q�R�Y�R�S�U�R�L�]�Y�H�G�H�Q�R�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P�� �O�L�Q�L�M�D�P�D�� �+�H�/�D���� �6�:�������� �,�� �0�&�)-7. 

�3�U�H�G�O�R�å�H�Q�� �M�H�� �R�S�W�L�P�L�]�L�U�D�Q�L�� �S�U�R�W�R�N�R�O�� �L�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �X�� �N�R�M�H�P�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L��

0,5 % Tween 20  kao sredstvo permeabil izacije, te pufer za blokiranje  bez 

detergenta sa 5% BSA. Optimizirana imunofluorescencija dala je dobre 

rezultate, te je CD63.01 protutijelo ima �O�R���ã�L�U�H���U�D�V�S�U�R�V�W�U�D�Q�M�H�Q���L���L�Q�W�H�Q�]�L�Y�Q�L�M�L��

si�J�Q�D�O�� �R�G�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�R�J�� �N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R�� �G�R�V�W�X�S�Q�R�J protutijela (MEM -259). 

�3�R�W�U�H�E�Q�R�� �M�H�� �S�U�R�Y�H�V�W�L�� �G�D�O�M�Q�M�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �X�W�Y�U�G�L�O�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W��

vezanja CD63.01 ���� �'�D�O�M�Q�M�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �&�'������������ �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �W�U�H�E�D�O�D�� �E�L��

�X�N�O�M�X�þ�Lvati imunoprecipitaciju, western blot, kolokalizaciju protutijela sa 

�S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�L�P�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P�� �]�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �R�U�J�D�Q�H�O�H���� �W�H�� �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�D��

podvrgnutih imunofluorescenciji kroz konfokalni mikroskop.  
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�2�G�M�H�O���]�D���E�L�R�W�H�K�Q�R�O�R�J�L�M�X���6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�D���X���5�L�M�H�F�L�����5�L�M�H�N�D�����+�U�Y�D�W�V�N�D���� 

Uz �]�D�Y�U�ã�Q�L���U�D�G�������0�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���N�D�R���L�]�Y�R�U���P�H�J�D�N�D�U�L�R�F�L�W�D���L���W�U�R�P�E�R�F�L�W�D�����S�R�G���P�H�Q�W�R�U�V�W�Y�R�P izv. prof.dr.sc. 
Antonija Jurak Begonja 

09/2010�±06/2014 �6�U�H�G�Q�M�D���V�W�U�X�þ�Q�D���V�S�U�H�P�D  

�3�U�Y�D���V�X�ã�D�þ�N�D���K�U�Y�D�W�V�N�D���J�L�P�Q�D�]�L�M�D�����5�L�M�H�N�D�����+�U�Y�D�W�V�N�D���� 

�2�6�2�%�1�(���9�-�(�â�7�,�1�( 
  

Materinski jezik Hrvatski 

  

Strani jezici RAZUMIJEVANJE GOVOR PISANJE 

�6�O�X�ã�D�Q�M�H �ý�L�W�D�Q�M�H Govorna interakcija Govorna produkcija  

Engleski C2 C2 C2 C2 C2 

Talijanski A2 A2 A1 A1 A1 

�1�M�H�P�D�þ�N�L A1 A1 A1 A1 A1 

 �6�W�X�S�Q�M�H�Y�L�����$�����L���$�������3�R�þ�H�W�Q�L�N��- B1 i B2: Samostalni korisnik - C1 i C2: Iskusni korisnik 
�=�D�M�H�G�Q�L�þ�N�L���H�X�U�R�S�V�N�L���U�H�I�H�U�H�Q�W�Q�L���R�N�Y�L�U���]�D���M�H�]�L�N�H  

�.�R�P�X�Q�L�N�D�F�L�M�V�N�H���Y�M�H�ã�W�L�Q�H Komunikativna, dobro funkcioniram u timskom radu 

�'�L�J�L�W�D�O�Q�H���Y�M�H�ã�W�L�Q�H SAMOPROCJENA 

Obrada 
informacija Komunikacija Stvaranje 

�V�D�G�U�å�D�M�D Sigurnost �5�M�H�ã�D�Y�D�Q�M�H��
problema 

 Samostalni korisnik Iskusni korisnik Samostalni korisnik Samostalni korisnik Samostalni korisnik 

 �'�L�J�L�W�D�O�Q�H���Y�M�H�ã�W�L�Q�H��- Tablica za samoprocjenu  

 

- �2�G�O�L�þ�Q�R���S�R�]�Q�D�Y�D�Q�M�H���0�L�F�U�R�V�R�I�W���2�I�I�L�F�H���S�U�R�J�U�D�P�D�����3�R�Z�H�U�3�R�L�Q�W�����:�R�U�G�����(�[�F�H�O�� 

- �2�V�Q�R�Y�Q�R���S�R�]�Q�D�Y�D�Q�M�H���N�H�P�R�L�Q�I�R�U�P�D�W�L�þ�N�L�K���S�U�R�J�U�D�P�D���3�\�0�R�O����Chimera, Avogadro, Marvin Sketch, 
Gamess i Tenua 

- Osnovno poznavanje programa Adobe Photoshop 

 

�9�R�]�D�þ�N�D���G�R�]�Y�R�O�D�� AM, B 

DODATNE INFORMACIJE 
  

�ý�O�D�Q�V�W�Y�D �ý�O�D�Q���V�W�X�G�H�Q�W�V�N�H���X�G�U�X�J�H���2�G�M�H�O�D���]�D���E�L�R�W�H�K�Q�R�O�R�J�L�M�X USBRi 2014. - danas 

Volontiranje Odjel za �E�L�R�W�H�K�Q�R�O�R�J�L�M�X���6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�D���X���5�L�M�H�F�L�����,�Q�I�R���S�X�O�W���Q�D���)�H�V�W�L�Y�D�O�X���]�Q�D�Q�R�V�W�L������������ 

�8�6�%�5�L�����+�X�P�D�Q�L�W�D�U�Q�D���D�N�F�L�M�D���5�L�M�H�N�D���G�R�E�U�L�K���å�H�O�M�D������������ 

USBRi: Dan otvorenih vrata, SOBRI i Festival znanosti 2017. 
 

Kongresi �3�U�L�K�Y�D�ü�H�Q���V�D�å�H�W�D�N���Q�D���L�Q�W�H�U�Q�D�F�L�R�Q�D�O�Q�L���V�W�X�G�H�Q�W�V�N�L���N�R�Q�J�U�H�V���X Grazu 
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Zahvale  

Zahvaljujem se svojoj mentorici  �L�]�Y�����S�U�R�I�����G�U�����V�F�����.�U�L�V�W�L�Q�L���*�U�D�E�X�ã�L�ü, te 

�N�R�P�H�Q�W�R�U�L�F�L���L�]�Y�����S�U�R�I�����G�U�����V�F�����0�O�D�G�H�Q�N�L���0�D�O�H�Q�L�F�L���Q�D���S�U�X�å�H�Q�R�P���]�Q�D�Q�M�X����

�V�W�U�S�O�M�H�Q�M�X���L���S�R�P�R�ü�L���N�R�G���S�L�V�D�Q�M�D���U�D�G�D�� 

�+�Y�D�O�D���P�R�M�R�M���R�E�L�W�H�O�M�L�����S�U�L�M�D�W�H�O�M�L�P�D���L���G�H�þ�N�X���Q�D���Q�H�L�]�P�M�H�U�Q�R�M���S�R�G�U�ã�F�L���L��

strpljenju.  

 
 


