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SaaHWDN

CD63 je membranski glikoprotein koji pripada superobitelji tetraspanina.

Molekularna masa CD63 iznosi 25 N'D DOL PRaH GRVHEkDRa tboG R
UD]J]OLpPpLWLK VWXSQMHYD JOLNR]JLODFLMH RYRJ SURWHLQD
VWDQLFDPD WH LPD PQRJR SRW&H yOI) LKRW YNUR & QLK IXQN
CD63 se u stanici nalazi u endosomalnom sustavu, egzosomima i na

SRYUELQL VWDQLFH 8NOMXpHQ MH X VLIQDOQX WUDQVGXN
DNWLYDFLMX UDVW L SRNUHWOMLYRVW VWDQLFH 3URPI
reorganizac LMX FLWRVNHOHWD DGKH]LMX PLJUDFLMX WH MH
proteina. Jako je eksprimiran u ranim fazama raznih tumora, a u kasnijim

ID]DPD JD JRWRYR XRSUH QHPD ,PD XORJX L X QHNLP GU.
VWDQMLPD WH EL PRJDR LPDWL LJ]Y XQUSHERYXQ RE/MADNXR \
WHUDSLMVNX YULMHGQRVW L VOXaLWL NDR PDUNHU ]D VWD
Cilj ovog rada je optimizacija imunofluorescencije i karakterizacija

novoproizvedenog anti  -CD63 protutijela (hCD63.01).

SURYHGHQR MH YL&H SRNXVD LPXQRIOXRUWGREOVIRMCE FLMH QD
VWDQLpQLP OLQLMDPD OLMHQMDQH VX NRQFHQWUD
permeabilizaciju i sredstva za blokiranje, te i samo sredstvo za
SHUPHDELOL]DFLMX =D XVSRUHGEX -BbB amNiRCDEBWHQR O
protutijelo. Kako bi odredili je li novoproizvedeno protut LMHOR SURAOR NU]I
SURPMHQH WLMHNRP SURpLaAUDYDQMD SURYHGHQD MH L
QHSURpPLEAUHQLP VXSHUQDWDQWRP K& WH VX UH]XOW
RQLPD SURpLAUHQRJ SURWXWLMHOD K&'

WYUYHQR MH GD K&' SURWXWLMHOR QLM HeK@DpDMQR
SURpLAUDYDQMD S3SUHGOR&AHQ MH RSWLPL]JLUDQL SURWRNR
Tween-om 20 kao sredstvom permeabilizacije. hCD63.01 je u svim

SRNXVLPD GDOR MDpL V259@dnercialBo Gdgiupnog protutijela

]D &' WH MH PRJXUH GD K&'R]QDMH¥LAH IRUPL RYRJ SUR)
'RGDWQD LVWUDALYDQMD VX SRWUHEQD ]D SRWSXQX

razumijevanje potencijala hCD63.01 novoproizvedenog protutijela.

.OMXpQH ULMBEBL imunofluorescencija, protutijelo, hCD63.0 1



Summar vy

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 hCD63.0lan WLERG\YfV SRWHQWLDO



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

PDOH L]YDQVWDQLpPpQH SHWOMH (& L (& WHa@nim NUDWND
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 HWUDVSDQLQH &' bLQL SRV
SRGRELWHOM |]DWR &WR MH HYROXFLMVNL VWDULML RG
+RPROR]L & VX QDYHQL NRG VSXAaYL A4WR XSXUXMH QD WR
GUXJDpLMH L VWDULMH SRULMHNORLBE GUXJLK WHWUDVSD(

1.2. CD63

&' MH SUYL RNDUDNWHUL]JLUDQL WHWUDVSDQLQ 3UYF
stanicama ranog stadija melanoma (1984. godine), pa je hazvan antigen
melanoma 491 (ME491). Nekoliko godina kasnije (1989. godin e) otkriven
je na aktiviranimt  rombocitima, te se n aziva eng. platelet glycoprotein 40

30WJS 1DJLYD VH MR&a L PHPEUDQVNLP JOLNRSURWHL
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
12g13. CD63 je eksprimiran u svim stanicama, te se sastoji od 237
DPLQRNLVHOLQD L LPD 0U N'D NRML PR&H GRVHUL L

tome koliko je protein glikoziliran [ 1,45 1]
1.2.1. * U Dy D olstti@nslacijske modifikacije i CD63

Tetraspanini se sintetiziraju u endoplazmatskom retikulumu (ER), te

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

YHAK®WD FLVWHLQVNH RVWDWNH X EOL]JLQL PHPEUDQH &aWR
WHWUDVSDQLQRP RERJDUOHQLKeng.L Ndtr&&smRi® HQithed



micrdomains ; 7(0V QD SRYU&4LQL VWDQLFH 1DNRQ SDOPLWRLO
tvore homodimeri koji se transport LUDMX QD SRYUaALQX VWDQLFH JcC
TEMs. TEMs su funkcionalne membranske mikrodomene koje se sastoje od
QHNROLNR UD]OLpLWLK WHWUDVSDQLQD L GUXJLK PROHN
gangliozidi, integrini i kolesterol, te VX VSHFLILpQH ]D WLS VWDQLFD
senalaze 9HOLPLQD 7(0V YDULUD RYLVQR R WLSHze&/ WD QLFH Q
nm +400 nm?[1,6,7 ].

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

JOLNDQD QD IDWRFK WGWEALND DV SDUD J)LRydpostadja SeDda

&' VDGUAL \astalzaPRséranje glikana (Slik  a 3). Sva poznata mjesta
JOLNR]JLODFLMH QDOD]H VH QD YHOLNRM L]YDQVWDQLpPQRI
LIPHYX WUHUH L pHWYUWH W U D Q \BJHRaEstamicardaNiindraH J L M H

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

oligosaharil transferaze, odgovoran za glikozilaciju CD63 [9]. CD63 je
glikoziliran ovisno o stanici u kojoj se nalazi pa njegova molekularna masa
PRaH LPDWL UDV S5k QDR (%].

(0]

Y 0
N J‘J\/\/\/\/\/\/\/\
I\SH + CoA-S

Palmitat

CD63

CoA-SH
Palmitat
acetiltransferaza

CD63 Palmitoilirani CD63

Slika 1. Prikaz palmitoilacije CD63 (CoA R]QDpDYD NRHY]JLP $

1 60LND MH QDSUDYOMHQD SRPRiUX SURJUDPD OLFURVRIW 2IILFH 3RZHU3RLQW (
Redmond, Washington, SAD) , Paint (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, SAD) i
ODUYLQ6NHWFK &KHP$[RQ %XGLWBRSHAWD O0DyDUV
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Slika 2. Prikaz N -glikozilacije

&' VDGUAL NRQJHUYLUDQLK HNVWUDFHOXODUQLK FLV\
polarne ostatke unutar transmembranskih domena. C -terminalna regija

&' MH NOMXpQD ]D s@tivaHjd RpORuU stanici kroz intera kciju sa

nekoliko podjedinica kompleksa VNODSDMXuULK DGDSWRU&NYLK SUR\
Assembly polypeptide ; AP) [6,10].

2 60LND MH QDSUDYOMHQD SRPRiUX SURJUDPD OLFURVRIW 2IILFH 3RZHU3RLQW (
Redmond, Washington, SAD) , Paint (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, SAD) i
ODUYLQ6NHWFK &KHP$[RQ %XGLPSH&aAWD ODYyDUVND



lzvanstanicni prostor NL 150 IN

7183
Unutarstanicna petlja

NH,

Slka 3. *UDYD &' VD R]QDpHQLP GX&aLNRYLP DWRaRje®@jBtnig D bRl L P D
do glikozilacije .3

1.2.2. Lokalizacija CD63 u stanici

CD63 se nalazi u endosomalnom sustavu stanice u: intralumenalnim

YH]LNXODPD 19V HQGRVRPLPD PXOWLYH]JLNXODUQLP WNM
OL]RVRPLPD 9LVRND NRQFHQWUDFLMD WHWUDVSDQLQD X
da su relativno otporni na lizosomalnu proteolizu. L izosomalna proteoliza

MH SURFHYVY UD]JUDGQMH SURWHLQD X OL]RVRPLPD NRML V
HQJLPD 7HWUDVSDQLQL VX SULVXWQL L X W]Y VHNUHWRU
su: Weibel -3 DODGHRYD WMHOH&FD X HQGRWHOQigPanMI8WDQLFDP
trombocita, mela QRVRPL X PHODQRFLWLPD FLWRWRNVLpPpQH
stanicama i odjeljci glavhog kompleksa histokompatibilnosti Il (eng. Major
Histocompatibility Complex Il 0+&,, X GHQGULWLpPNLP VWDQLFDPD
VWLPXODFLMH RYL RUJDQHOL PRJX VH VSRMLWLI VD VWI
ispustiti  svoje ILVs koje se nazivaju egzosomima. Egzosomi su
LIYDQVWDQLPQH YH]JLNXOH (9 HQGVRPDOQR-IOSRGULMHWO!
koje nose proteine, lipide, mMRNA, te regulatorne mikroRNA iz stanica,

VOXAaH NDR JODVQLFL LQWUDFHOXODUQHBH]PVMHAN RWARINXIPQ
NRPSRQHQWL L]JPHYX VWDQLFD 3UHQR&HQMH QDYHGHQI

3 3ULODJRYHQD VO L NDz&lujipHsttpi\6211/2019)
https://graduateway.com/investigating -the -structure -and -function -of-tetraspanin -cd63/



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

FLNOXVD UHFLNOLUDQMD D RWSXaWDMX LK UD]OLpLWH
prezentirati antigene, nositi imunosupresivne molekule, glavni kompleks

histokompatibilnosti ( eng. Major histocompability complex ; MHC) i

direk tho provoditi interakciju sa T -VWDQLFDPD WH WDNR SURX]JURpPL!
VSHFLILPpQH LPXQH RGJRYRUH &' VH QDOD]JL L X YH]I

egzosomima Kkoje nastaju pupanjem plazma membrane. U manjim

NROLpLQDPD & VH QDOD]L L QD SRYUALQL DgWMaQLFH 3L
SRYU&GLQL VWDQLFH QLMH SR]QDWD PRJXUH MH GD &' VDF
VWDQLFH QD SXWX GR NDVQLK HQGRVRPD L OL]RVRPD DOL
funkcija[ 1,6,11,12 1].

S ———
O,
@ 11 RNA O \

/ NS

\ proteini /
N'JPN, Egzosomi

‘ 'i ONA RNA (50-150 nm)

proteini 0@
O g »

Mlkrovenkule &
(100 -500nm) Apoptotska tijela

(800 - 5000 nm)

Slika 4 Shematski prikaz nastajanja i RWSXaww.dMD

* BULODJRYHQD VO LN Dz&lujipMstth\a1 1,2D19)
https://www.intechopen.com/books/erythrocyte/the -biology -and -therapeutic -applications -of-red -
blood -cell -extracellular -vesicles



Put CD63 kr oz stanicu je reguliran adaptorskim proteinskim kompleksima
AP-2 i AP- NRML VH YHaX QD WLUR]LQV-etmin&MWLY QD

FLWRSOD]PDWVNRM GRPHQL &' 1D LVWR PMHpAWER YHAaH V
QDJDYD GD RQ IXQNFLRQLU fivniNrhiRitol\ RePBddisthlerava
CDG63 na alternativne puteve u stanici [13].

(NVSUHVLMD &' QD SRYU&LQL VWDQLFH MH 8hWUIRJR UHJXO
SRYHUDYD QMHJRYXQD RORYPUHXQL VWDQLFH L VWYDUD DO\
endocitoze. Preekspresija sintenina -1 smanjuje internalizaciju CD63 tako

AWR WHAN QDW&UPLQDOQX UHJLMX SURWHLQD ERKA-ELUDMXI
Ag antigen koiji je visoko eksprimiran na epitelnim tumorskim stanicama

QHIJDWLYQR UHJXOLUD HNVSUHVLMX &' QD SRYUaLQL VWL
HNVSULPLUDQ QD VWDQLFDPD PHW® VAW XJQXW M X ¥ MKD QLY PR
distribucija L6-Ag se gotovo potpuno podudara sa onom CD63 [1,13].

'LR &' VD SRYUaLQH VWDQLFH VH HQGRFLWDUD- NUR]
podjedinicom AP -2 Kkoja prepoznaje Tyr-Xaa-Xaa-‘ JGMH ‘' R]QDpDYD
aminokiselinu sa velikim hidrofobnim repom) motiv, te XJUDy>XJD638 u
NODWULQRP REORAH@HTYHILNVNOHHW PRWLY XSXUXMH &' >
NDVQH HQGRVRPDOQH OL]JRVRPDOQH RGMHOMNH YHaxuaL VH
3.  Nakon fuzije endocitnih vezikula sa ranim endosomom, CD63 se ili

YUDUD QD SRYU&ALQX VWDQLFH LOL VH WdihDepdb&tRAdWLUD X (
OYLVQH R NODWULQX &' PRAH SUROD]LWL L NUR] HQGRFLW
u NDOYHRODPD .DOYHROH VX LQYDJLQDFLMH SODPPD PHPE
nm. 7UDQVSRUW L] UDQLK X NDVQH HQGRVRPH L OL]JRVRPH
UD]OLPLWD SXWD LQNR WSBILDE kadikuleX (A puD) i AP-3

put koji je odgovoran i za transport CD63 u Weibel -3DODGHRYD WMHOHAF

endotelnim stanicama  [1,10].

1.2.3. Funkcija CD63

CD63 r egulira signalnu transdukciju koja igra ulogu u regulaciji stani pQRJ
razvoja, akti vacije, rasta i pokretljivosti, te i ma centralnu ulogu u
VRUWLUDQMX WHUHWD L]Y D.(BudjeDj® b rapspdrtty H ] WNAKED@L p Q L K

proteina, degranulaciji neutrofila, sazrijevanju pigmentnih granula,



pozitivnoj regulaciji internalizacij e receptora, transport u iz endosoma u

melanosome , regulaciji transmembranskog transporta kalija, te u

pozitivhoj regulaciji endocitoze.

UNOMXjeHR DNWLYDFLMX VWDQLPpQLK VLIJQDOQrdgriNDVNDGD
beta 1 prekursora  (eng. Integrin beta - 1 precursor ; ITGB1) i pozitivhu

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

kinaza p RWLpH SUHALYOMHQMH VWDQLFH UHRUJDQL]DFLMX
adhezij X 4aLUHQMH L PLJUDFLMX VWDQLFD

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 WH SRWLpH SUROLIHUDFLMX VWDQLFI
LPD L DQWLDSRSWRWLPWMH-ODSQNTRYHHIDYD LQYD]JLYQRVW
PHWDVWD]LUDQMH WXPRUD D &' -WHUPIHQQOQLYRWDM &aWF
njegovoj endocitozi i degradaciji u lizosomima. TIMP -1 inhibira aktivnost

MT1-003 PpLPH VPDQMrKdvdd 1 reorganizaciju ekstracelul  arnog

matriksa (EC M), uz to provodi LQWHUDNFLMX V A LQWHJULQLPD C
VWDQLFH WH LK RGU&DYD X DNWLYQRM NRQIRUPDFLML
PHPEUDQVNL UHFHSWRU NRMLHYSIRWLDIB3QMHIRYX LQWHUDN
integrinima koja dovodi do pokretanja signalizacije z D SUHALYOMHQMH VWD
i inhibiciju apoptoze. TIMP - NUR] LQWHUDNFLMX VD &' QD SRYUaL
VPDQMXMH UDVW PH]JHQKLPDOQLK PDWLPQLK VWDQLFD
diferencijaciju. Razne stanice VUHGL&AQMHJ ALYPDQRJ VXOMXEBBYD 6
velike koncentracie TIMP- NDGD VX RaAWHUHQH WM X VWDQMX XS
ili malignog glioma. Vezanje TIMP - ]D &' QD VWDQLpPQRM PHPEUL
OMXGVNLK QHXUDOQLK HRé&nd bimiah Kewahsiz@Q cdl® ; hNSC )

aktivira signalnu transdukciju koja XJURNXMH &aLUHQ Mtdvib skihiddJ DFLM
SUHPD SDWROR&AGNLP QHSUDY L-Q.Q Rogtey Lgrdipostavka 1da

interakcija TIMP -1 i CD63 inducira granulopoezu na mijeloidnim



progenitorima [14,15 ].

CD63 i gra ulogu u signalizaciji vaskularnog endotelnog faktora rasta (eng.
vascular 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). &' MH QXabQ ]D
formaciju VEGFR2 -A LQWHJULQ NRPSOHNVD 3UL QHGRVWDWNX &
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 GHQGULWLPNLP VWDQLF DterBkcigu' sa LMHBCIL molekulama u
QMLKRYLP RGMHOMFLPD L QD SRYU&GLQL VWDQLFH 3UHWSI
NDR &@&DSHURQ 0+&,, PROHNXODPD NUR] HQGRVRPDOQL V
molekule mogu putovati i ne ovisno o CD63.

U parijetalnim stanicam D AaHOXFD XN O MXHBL M® D aATP+pumpe

LPHyX SOD]PD PHPEUDQH L LQWUDFHOXODUQLK RGMHOMDNI
U T-limfocitima suprimira ekspresiju C -X-C kemokinog receptora tipa 4

(eng. C-X-C chemokine receptor type 4 ; CXCR4) QD SRYUALQL. VWDQLF
Provod i interakciju sa CXCR4 svojim N -povezanim glikanima te ga
XVPMHUDYD X HQGRVRPH OL]RVRPH D QH JWURQRYMWALMQHN VW
ukompleksusaT -VWDQLpPpQLP UHFHISWRURP

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

RW S XheWyinula . Visoko e HNVSULPLUDQ QD DSRSWRWLpPNLP QI
[5,15].

&' MH NOMXpQL HIHNWRU PHKDQL]PD QDN MDQMD
endosoma (eng. m ultivesicular endosomes ; MVE) neovishog o
HQGRVRPDOQRP VRUWLUDMXUHP NRPSOHNVX RGIRYRUQRP
endosomal sorting complex required for t ransport; ESCRT). Ovaj

mehanizam QXabQ M H ]D S R O L P tubib3Ibilr L Mi¥mena

predmelanosomnog proteina (eng. premelanosome protein luminal



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 -QHRYLVQRM IRUPDFLML ,/9 &' MH
PRGXODWRU UDYQRWHA&H L]PHYyX GYD PHKDQL]PD VRUWLUDC
idu li proteini na degradaciju ili u organele povezane s lizosomima ( eng.

Lysosimrela ted organels; /52 3UHWSRVWDYOMD VH GD MH NOMXpCQ
]bawLwb WHUHWD RG (6&57 RYLVQH UD]JJUDGQMH ,/9 RY
PHODQRVRPH GRN VH (6&57 RYLVQH ,/9 UD]JJUDYXMX ,/9 IRl
PMEL i biogeneza melanosoma su jako smanjene u nedostat ku ekspresije

CD63 [ 18].

BNOMXpHQ M HijuXeukdtikakhy endotelne stanice putem regulacije P -

selektin distribucije. CD63 koklasterira sa P -selektno P WH JD RGUADYD QD
plazma membrani aktiviranih endotelnih stanica. Nedostatak CD63 ima isti

XpLQDN NDR L QHGRVWDWHDN NWPRD 3Q Hi dvRpékietddijR U

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

P~-VHOHNWLQ L &' VODAaX X IXQNFRQDOQH VWUXNWXUH &'
NDVNDGL LQIODPDWRUQH DGKH]LMH WH XWMHpH QD RY
UD]OLpLWLP 1©J]DPD >

Pretpostavlja se da igra ulogu u degranulaciji mastocita preko stimulacije

Ms4a2 ( eng. membrane spanning 4 -domains A2). CD63 provodi
LQWHUDNFLMX VD ,J( UHFHSWRURP JFOS5, X PDVWRFL\
granulocitima. Jedan je od aktivacijskih markera trombocita, te igra

NOMXpQX XORJIJX X QMLKRYRM DJUHJDFLML DGKH]LML ]D
regulaciji angiogeneze [ 1,17 ].

&' L QHNL GUXJL WHWUDVSDQLQL NDR &aWR MH &’ LQKL
SWDQLFD VD VWDQLFDPD J]DUrDshi Q [#®].+G@n za CD63 je
SRYH]DQ VD SURJUHVLMRP WXPRUD MDNR MH LJUDAHQ X S|
u kasniji m fazama se ekspresija smanjuje. Smanjena ekspresija CD63

NRUHOLUD VD SRMDpDQRP SRNUHWOMLILYRauX L PHWDVWD]L!

1.2.4. SRUHPHUDML HNVSUHVLMH &'



Nedostatak ekspresije CD63 promatran je u trombocitima osoba oboljel ih

od Hermansky -Pudlak sindroma. Hermansky -Pudlak sindrom je

heterogeni, rijetki , autosomalni , UHFHVLYQL SRUHPHUDM NDUDN\
okulokutanim albinizmom, krvarenjem zbog deficijencije trombocita i

GHIHNWD X VNODGLaAaWHQMX OL]J]RVRPD

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

WXPRULPD GRMNH &' LPD SRIJLWLY D@ iMati@estNkaQj SRMDpD
kolokaliziran sa MDR1 (  eng. Multidrug Resistance Protein 1 ) [ 9,21 ]. Visoko

MH HNVSULPLUDQ QD SRYU&ALQL VWDQLFD X UDQRM ID]L PH¢
i otkriven. Tijekom daljnje progresije melano ma ekspresija CD63 se

smanjuje proporcionalno sa stupnjem invazivnosti stanice. Ovaj fenomen
SULPMHUHQ MH L X GUXJLP WXPRULPD NDR aWR MH WXPRU
HNVSUHVLMD &' NRUHOLUD \% SRYHUDQRP aDQVRP
Preekspresija CD63 u stanicama ljudskog melanoma smanjuje njihovu
SRNUHWOMLYRVW L LQYD]JLYQRVW pDN L ND@ziwidh VWDQLF!
faktorima. CD63  inhibira tranziciju iz epitelnog u mezenhimalni fenotip

stanica melanoma|[ 1,22].

8 DGHQRNDUFLQRPX SOXUDNVEDOWIHD &' XWMHpH QD SR
UDVW WXPRUD L LQGLNDWRU MH OR&H SURJQR]H ]D Sl
1HIJDWLYQD NRUHODFLMD L]JPHYX &° L LQYD]JLYQRVWL WXF
tumorima dojke i debelog crijeva 8 OHUNHORYRP VWDQLPpQRP NDUF
&' LPD SRMDpDQX HNVSUHVLMX X UIPBQREOMX UHPLVLMH
Tetraspanini  reguliraju  invazivnost stanica kroz interakcije sa

peptidazama, disintegrinima i metaloproteinazama ( eng. a disintegrin and
metalloproteinase ; ADAMs), metaloproteinazama matriksa ( eng. Matrix
metalloproteinases; MMPs L XURNLQD]RP WLS SRYUALQVNRJ
aktivatora plazminogena) [ 22].

SBRYHIDQRVW HNVSUHVLMH &' VD SRNUHWOMLYR&UX VWDC
njegovom interakcijom s integrinima koja dovodi do vezanja stanice na
HNVWUDFHOXODUQL PDWULNY 3UHWSRVWDYOMD VH GD &'
stabilnost integrina kroz svoje interakcije sa drugim tetraspaninima u

7(0V ORJXuUH MH L GD &' VXGMHOXMH X HQGRFLWRI]L LQW
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LPD XORJX X UHJXODFLML WUDQVSRUWD GUXJLK SURWHL
tumora. Jedan od takvih proteina je MT1-MMP koja ima funkciju u

WXUQRYHUX HNVWUDFHOXODUQRJ PDWULNVD WH ]DWR PR

metastaziranje tumora [1].
CD63 ima ulogu i u infekciji herpes simplex virusom 1 (HSV -1). Virusna
replikacija stimulira proizvodnju ekstracelularnih vezikula ( EV) NRMH VDGUaH

YHOLNX NROLPLQX &'H WDDQLBFHK L]JEDFXMX &' NRML X]
drugih molekula u EV, aktivira antiviralne odgovore [24].

SRUHPHUDM HNVSUHVLMH &' LPD XORJX X SDWRILJLRORJLN
sudjeluje u inhibiciji apoptoze, angiogenezi i proliferaciji stanica, dovodi do

JXELWND VWDQLpQH KRPHVWD]H X HNWRSLpQRP HQGRP]|
LPSODWDFLML L SUHALYOMHQMX VWDQL[RDP].X HNVWUDXWHUL
&' NQRFNRXW PLaAHYL UD]JYLMDMX QDNXSOMDQWH ODP!
stanicama sakuplla M XUHJ N DQWegd (Belinijeva cijev) . CD63° PLaHYL
gubepunov LAH YRGH NUR] EXEUHJjddibke , divipgiti)d [17].

1.2.5. 0 R J X (térapijska primjena EV i CD63

(9 VX SUHGPHW PQRJLK LVWUDALYDQMD JERJ PRIXUQRVWL (
QHLQYD]JLYQLK ELRPDUNHUD X ELRLQALQMHULQJIX L NOLQLF
L 51$ L] VWDQLFH NRMD LK RWSXawbD W Hu@M ktdkrigg\vu VDVWDY
kojem se stanica ili stanice u njezinoj blizini nalaze.

&' EL X EXGXUQRVWL PRJDR VXalz#/ IR GIDRY IPYODUJQNMK VWDG |
UD]QLK WXPRUD NDR awR V X PHODQRP WXPRU M
DGHQRNDUFLQRP SOXUD OHUNHORY VWDQLp@L NDUFLQR
RE]JLURP GD VX SURPMHQH X HNVSUHVLML &' ]DPMHUHQH X
VWDQMLPD RYDM SURWHLQ PRJDR EL LPDWL L]YUVQX GLMD
terapijsku vrijednost [1,6,11 ].

1.3. Imunofl uorescencija

,PXQRIOXRUHVFHQFLMD MH WHKQLND NRMD NRULVWL I¢
SURWXWLMHOD ]D GHWHN F geMaX Pdsiof Bitekinp @ indirekir@ W L
LPXQRIOXRUHVFHQFLMD 'LUHNWQD NRULVWL SURWXWLMH
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fluorescentnom bojom. Indirektna fluorescencija  koristi  primarno,
QHR]QDpHQR SURWXWHMHOERY NBMWPHWX 1DNRQ YH]DQMD S
protutijela , wuvodi se sekundarno protutijelo koje na sebi nosi
IOXRUHVFHQWQX ERMX D YHaH VH ]D )F IUDJPHQW SUL
Postupak pripreme uzo rka za imunofluorescenciju se sastoji od fiksacije i
SHUPHDELOL]DFLMH VWDQLFD EORNLUDQMD QHVSHFLILpPQ
protutijela 6WDQLFH VH QDM pH &saH100%Nrivetaddloh Xili 4%
paraformaldehidomuPBS -X =D EORNLUDQMH QHVSHFIQDMPRAUMH]D
VH NRULVWL JRYHYVL VHUXRy Bavine GdtuxPaligmin ; BSA).
6WDQLFD VH PRA&H SHU brghbkin®@tapalich® W IND R & W Retani,

metanol, aceton, te detergenti ma NDR &aW:RTweé&n 20 , Triton X -100 i

saponin.

Saponin je glikozid  dobiven iz biljaka koji selektivno uklanja kolesterol iz

membrana o0 VWDYOMDMXUuUL SRUH YPeOrephil@ddijaasapaninom

MH UHYHU]JLELOQD L RGUADYD LQWHJULWitd WX SIROY jdLQV NLK
GHULYDW SROLRNVLHWLOHQD L V DGdoupl RROnNdbidzitdQLOQX KL
VYH OLSLGQH GYRVORMH XNOMXpXMXuL L MH]JJULQX RYI
PRQRPHU GHWHUJHQWD PHYyX PHPEUDQVNH OLSLGH 1DM
GHWHUJHQW |D SHUHPDELOL]DFLMX VWDQLFD DOL QHGR
VHOHNWLYDQ SD X] Olstkhiati i priatginre kbji se nalaze u

PHPEUDQL 8 YHOLNLP NRQFHQWUDFLMDPD LOL X VOXpDN
PRAaH OL]JLUDWLTWE¥N2Q L je Xpolisorbatski neionski surfaktant sa
KLGURILOQLP UHSRP QD NRML MH YH]DQR SRQDYOMDM X1
giNROD )XQNFLRQLUD QOrmubQ1000LHOQ MH PQRJR QMHAQL
QH XWMHpPH QD SURWHL[QVEBHN.DNWLYQRVW

1.4. Protutijela

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

VOXaH ]D SRNUHWDQMH LPXQRJ RGJRYRUD QD FLOMDQL DQ
ODND L WH&a&ND ODQ HiBulfBIRn MdZaQ) a sastoji se od Fab

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

5) $QWLJHQ VH YH&H QD YDULMDELOQH UHJLMH )DE I1UDJ
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prepoznaju stanice, imuno proteini, te druga protutijela [29].

\Y/
1
1

Slka 5. 6KHPDWVNL SULND] JUDYH SURWXWLMHOD

1.5. Proizvodnja monoklonalnih protutijela

Monoklonalna protutijela se proizvode tako da se stanice mijeloma

S R P R ipHlietilen glikol a (PEG), fuziraju VD % VWDQLFDPD QDMpH&UH L]
VOH]JHQH LOL OLPIQLK pYRURYD NRMH SURL]JYRGH &aHOM
IX]LUDQH VWDQLFH VH QDJLYDMX KLEULGRPL EHVPUWC
sposobnost proizvodnje protutijela. Hibridomi se stavljaju u hipoksantin -

aminopte rin-WLPLGLQ +$7 PHGLM X NRMHP SUHALYOMDYDMX
VWDQLFH ]JDWR &@&WR VWDQLFDPD PLMHORPD QHGRVWDMX
hipoksantin -gvanin -fosforibozil transferaza (HGPRT). Fuzionirane stanice

VX GRELOH RYH HQ]JLPH L] % VWDQLHRD VWBQULHFH SRR AW D MH

® Nacrtano u Microsoft Office PowerPoint -u (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, SAD)
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+$7 PHGLMX % VWDQLFH VH QH GLMHOH EHVNRQDpPQR &
vrijemena umrijeti). Klonovi hibridoma prolaze kroz skrining (gleda se

VSHFLILPQRVW DQWLJHQD L NODVH LPXQRJOXEXOLQD Wi
kojeg raste nova linija s WDQLFD NRMH SURL]JYRGH &HOMHQR
PRQRNORQDOQR |DWR a8WR MH GROD]L RG NORQRYD MHGQF

14



2. Ciljrada

Cilj rada je optimizacija metode imunofluorescencije i karakterizacija

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

IDNXOWHW 6Y H X LiDaréiwhimandsg LD 6BFproteina . Optimizacija
PHWRGH LPXQRIOXRUHVFHQFLMH ]D K& WHVWLUDQM|
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

imunoffl ou UHVFHQFLMH QD QHNROLNR VWDQLpPpQLK OLQLMD +
SW620 (tum or kolona) i MCF -7 (tumor d ojke). Testiranje utjecaja metod e
SURpLAUDYDQMD SURWXWLMHOD QD QMHJRYX XpLQNRYLWR
VXSHUQDWDQWD QHSURpPLAUHQRJ SURWXWLMHOD L SURpLAU
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3. Materijali i metode

3.1. Materijali:

3.1.1. Stanice

ATCC (eng. American Type Culture Collection) ljudska linija stanica HelLa
UDN JUuOLUD PDWHUQLFH
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 -%LRWHFK 1MHPDpND
DMEM medij (engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium), PAN - Biotech,
IMHPDpPpND

FBS (eng. Fetal bovine serum), PAN -Biotech, 1MHPDpPpND

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

Paraformaldehid (PFA), Sigma Aldrich, Missouri, SAD

6DSRQLQ &DUO 5RWK 1MHPDpPND

Tripansko modrilo, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD

Tripsin, Gibco, SAD

Triton X-100, Rohmé&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 20: 1g PFA, Sigma -

Aldrich, 0,4 76g NaH 2PO4 x2H22 OHUFN J 1D2+ 7 7 7 =DSUHAL
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0,135g D -(+) -glukoza, bezvodna, Kemika)
PBS (eng. Phosphate -buffered saline ) (140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 6,5 mM
Na2HPO4 x 2H 20, 1,5 mM KH 2P0O4, 0,7 mM CaCl 2 i 0,7 mM MgCl 2 x
6H20),
Saponin: 0,1% saponi nv/vuPBS -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 uPBS-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 1gG, life

technologies , SAD

6XSHUQDWDQW QHSURpPLAUHQRJ S UHCPEBWD Rapp&® YBW XWLMHO|
lot001 (18.5.2018.) , &HQWDU ]D 3URWHRPLNX OHGLFLQVNL IDNXC
u Rijeci, Hrvatska

Primarno protutijelo hCD63.01 Kappa I1gG1 lot001 (18.5.2018.) , Centar za
SURWHRPLNX OHGLFLQVNL IDNXOWHW 6YHXpLOL&A&WD X 5LMF

3.1.5. /I DERUDWRULMYVNoRreBI&V Xy H

Adhezivna stakalca pohranjena u 70% -tnom etanolu, &DUO 5RWK 1MHPDpPNL
&EHQWULIXJD OHJDIXJH 5 +HUDHXV 1MHPDpPpND
Epruvete s poklopcem 1,5 mL, Eppendorf IMHPDpND

Fluorescentni mikroskop 20\PSXV 83/)1 ; IMHPDpND
HERA cell inkubator, Heraeus , 1MHPDpND

.RPRULFD |D EURMDQMH VWDQLFD ODULHQIHOG 1MHPDpND
SODVWLpPQH HSUXXelstaH Greihér bio  -one, Austrija
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SORpPLFH V dhp.24 well ), Cellstar, Gr einer bio -one, Austrija
6YMHWORVQL PLNURVNRS &+ 20\PSXV 1MHPDpND
3.2. 8]JRM L SULSUH P DlinMjavzB ihurofubrgscenciju

HelLa, SW620 i MCF -5 stanice VX LQNXELUDQH QD f2&u YYMEM& 2
PHGLMX RERJDUHQRP VD )%6 OHGLM MH XNORQMHQ WH
tripsin kako bi se stanice odlijepile s podloge, nakon nekoliko minuta
dodan je medij kak o0 bi se zaustavilo djelovanje tripsina. Stanice su
SUHEDPHQH XX WSHWRLWWLPpQX HSUXY,HaAeEntrRUG giraRe na
1200 rpm, 5 PLQ QD . $upernatant je odpipetiran, te je dodano 5mL
DM(0 X] UHVXVSHQGLUDQMH BIKdW® i bbHjan 6-sa 100 -+
tripanskog modrila , te su stanice pre brojane u komorici pod svjetlosnim
mikroskopom . Stanice su, zaje GQR VD PHGLMHP SUHED@HRH X SUI
SULSUHPOMHQX S O\NRD &daKtdkalcima za adheziju stanica i to tako
GD X VYDNRM MDALFL E*dBaHica StBnicd su inkubirane tokom
K QD f& V £2&LMHOL SRVWXSDN RGUDYHQ MH X NRPR

rad.
3.3. Imunofluorescencija

Za provedbu imunofluorescencije primjenjen je protokol prikazan na s lici
7 6YH VWDQLFH ILNVLUD Q #2% MixogV PFA u PBS-u uz inkubaciju

PLQXWD QD VREQRM WHPSHUDWXUL 8 SRNXVLPD VX NI
sredstva za permeabilizaciju: Tween -20, Triton X -100 i Saponin, te je

mijenjana njihova koncentracija.
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O
\—\ o Tween20

OH TritonX-100
o)
O\/\O/\/ \/\o
O\)
HO/\/

Slika 6. Molekularne strukture Saponina, Tween 20 i Triton X -100°

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

WH VD LOL EH] VUHGVWYD |]D SHUPHDELOL]DFLMX 3URWXW

RWRSLQL NRMD MH NRUL&AWHQD $Dolofare NuoteBc@ihéim -H]IJUH

ERMRP '$3, NRMD MH SXWD UDJULMHYHQD X GHVWLOLUDC

® 3ULODJRYHQH VOLNH S UnHp(tistdpv18.12.2019)D G
https://lwww.lookchem.com/casno9005 -64-5.html ;

https://phytotechlab.com/triton -Xx-100.html;
https://www.fishersci.co.uk/shop/products/saponin

-from -quillaja -saponaria -molina -
pract -acros -organics -3/10157800
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Ispiranje PBS-om 1x/1min
Fiksacija
(4% PFA u PBS-u/15min/RT)

Ispiranje PBS-om 3x/1min

!

Permeabilizacija
(detergent u PBS-u)

!

Ispiranje PBS-om 3x/1min

!

Blokiranje

(30min/RT)

l

1° protutijelo
(1:200 komercijalno 1h/RT; 1:500 hCD63.01 Kappa lgG1 i supernatant, 1h/RT)

Ispiranje PBS-om 3x/1mini dH,0 1x/1min

2° protutijelo
(1:500 2°ab, 30min/ RT /mrak)

DAPI
(5min/RT/mrak)

Slika 7. Shematski prikaz R S U Hprotokola imunofluorescencije . Crvenom bojom su
]OQDpHQL NRUDFL X NRMLPD MH PLMHQWUHIEG WRQFE HOQWWMD]JFLIMD WLHD LV N
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 nas lici 7 . HeLa

stanice su permeabilizirane GRGDWNRP 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 EORNLUDQH GRGDWNRP

3% BSA u PBS-X X] RGJRYDUIIM XL GHWHUJHQW 8 MDALFH
VWDQLFDPD SHUPHD E L @] deteRyentima,) Bddanopje 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) . 1D LVWL MH QD p lpGmadB G k@ecijalno

protutielo GLUHNWQR REL Q\dxd &le R88vfDorescentnom bojom

(2:200 MEM -259, Alexa Fluor 488 mouse anti -human CD63 ), kao

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

(Slika 8 ., A2, B2, C2) . 8 SUHRVWDOH MDAaLFH GRGDQR MH LVSLW
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 (Slika

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

MDALFH VD LVSLWLYDOQL#ik® 8 R W3X BBL @3 O Rdtlano 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 —/ RWRSLQHLA8M,u dH ,0), te su

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

destiliranom vodom. Stakalca sa sta QLFDPD VX L]YDYHQDsapR4ASORpLFH
MDALRH/XAHQD L XNORSOMHQD QD SUHGPHWQD VWDNDOF
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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MEM-259, Alexa Fluor | 1° hCD63.01 Kappa IgG1
488 mouse anti-human | 2° Alexa Fluor 488 goat
CD63 anti-mouse IgG

2 3

2° Alexa Fluor 488
goat anti-mouse IgG

1

TritonX-100

Saponin

Slika 8. 6KHPDWVNL SULND] SORpLFH NRULAWHQH ]D LPXQRIOXRUHVFHQFL

3.3.2. Imunofluorescencija  sa 0,5% sredstva za permeabilizaciju

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

HelLa stanice su do koraka permeabilizaci e WUHWLUDQH QD LVWL QDpPpLQ
331 6 WDQLFH VX SHUPHDELOL]LUDQ®6{5% RTGtenWa\>RF00, —

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

PBS-RP WH EORNLUDQH GRGID®SMNBPA u PBS -u uz 0,1%
RGJRYDUD Métfarged 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

HelLa stanice su WUHWLUDQH QD LVWL QDpLQ NDR SRG VDP
za blokiranje bila 5% BSA u PBS  -ubez dodatka detergenata.
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334. ,PXQRIOXRUHVFHQFLMD QD VWDQLPpQLP7OLQLMDI

6WDQLpQH OLQLMH 6:7 sulL prétBodno opisanim postupkom
QDVDYHQH @R VPH M D,atk Bidpermeabilizi rane 0,5% Tween 20
detergentom. Ostatak postupka imunofluorescen cije proveden je isto kao

pod 3.3.3.

3.3.5. 8VSRUHGED GMHORYDQMD QHSURpPL&UHQRJ VXSH
SURWXWLMHOD L SURpLaAUHQRJ SURWXWLMHOD C
HelLa, SW620i MCF -7

Optimiziranim  protokolom  opisanim pod 3.3.3. p rovedena je
LPXQRIOXRUHVFHQFLMD ligi@naVielaQ LPBER® i MCF -7. Osim
SURpLAUHQRJ K&’ NRULAWHQ MH L QHSURpPLAUHQL VXSFH

Stance X NRMH MH GRGDQ VXSHUQDWDQW WUHWLUDQH VX QI
koje je dodano hCD63.01 protutijelo.

3.3.6. $QDOL]D MDpLQH VLIQDOD

Slike su anali WLPpNL REUDYHQH Xot®teRogk&dR X fiji (Laboratory

IRU 2SWLFDO DQG &RPSXWDWLRQDO ,QVWUXPHQWDWLRGQ
Wisconsin -Madison, Wisconsin, SAD) koji se koristi za kvantifikaciju

VWDQLFD L VLIQDOD LPXQRIOXRUHVFHQFLMprogaalR&DFL GRE
fii VWDWLVWLpPpNL VX REUDYHQL L JUDILpNL SMimdfftDQL SRP
Excel (Microsoft Corporation , Redmond, Washington, SAD ).
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4. Rezultati

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

100, saponin) uz 3% BSA za blokiranje

Provedena je imunofluorescencija za detekciju CD63 na HelLa stanicama

.DR SR]JLWLYQD NRQWU R @rBnarBR UdrétijéldQ RzaNCB63  direktno
NRQMXJLUDQR QD RELOWM-289 Blpxa HlG@J 488 mouse anti -
human CD63 ), a kao negativha 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
GRELYHQH SRKB63DX imaju signal koji nije lokaliziran samo uz
MH]JUX YIBLIMHQR U D V Sk tiiglidstanicu  (Slika 9. c).

Kod pozitivne kontrole stanica, koje su permeabilizirane 0,1% Triton -om
X-100, signal je vidljiv uz jezgru stanice (Slika 9. e). Signal na slikama
GRELYHQLP S@¥WRWX MH YLGOMLY NUR] FLMHOX VWDQLFX
QHVSHFLbOhGeQ® struktura koje su prisutne kroz cijelu stanicu (Slika

9.1).

Provedena je imunofluorescencija za detekciju CD63 uz 0,1% Saponin k ao
sredstvo za permeabilizaciju . Pozitivha kontrola ~ pokazuje intenzivan signal

u nakupini s jedne strane VWDQLPpQH (Blika] 9.U H) . Signal na slikama
GRELYHQLP SRKBE0X u obliku je zrakastih struktura VOLpQLP

izdancima plazma membrane (Slika 9. i).
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Negativna kontrola Pozitivna kontrola Ispitivano protutijelo

a) b) c)

Tween 20

Triton X-100

Saponin

Slika 9. Rezultati imunofluorescencije sa 0,1% sredstva za permeabilizaciju : Tween 20,
Triton X -100 i Saponin , te %6%$ ]D EORNLUDQMH SRYHUDQMH

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 VWDQLDpQH (BliKg 10 Ho) .

6LIJIQDO QD VOLNDPD GRELYHG.DP rfRIBIRlizXan samo uz

MH]JUX WH VH PRARMNRQ@EMWLNRR] FLMHOX VWDQLFX X] QHaA
VLIQDO PMHVWLPLpPQR X] SO(SliRIOPHPEUDQX

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

X-100, signal je wvrloslab, WH MH NDUD N \dabHjehje\u¥VjéZg@Q Rtanice

YUOR VODER (®IRpOML&R 6LIJIQDO QD VOLNDPD GRELYHQLP
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CD63.01 je vidliv kroz cijelu stanicu ,te se PRAH XRpPWHVWLPLpPQR MDp}p
WRpPpNDVWR RERMHQ#lika 20] MH]JU X

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

Negativna kontrola Pozitivna kontrola Ispitivano protutijelo

Tween 20

Triton X-100

Slika 10 . Imunofluorescencija  sa 0,5% sredstva za permeabilizaciju : Tween 20, Triton
X-100 uz 3% BSA za blokiranje, S RY H U DIQOX

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
VOLNDPD GRELYHQLCD6S.&P kelinkenzivan, te je lokaliziran kroz

FLMHOX VWDQLFX ORaH VH XRpLWL RERMHQMHaVWUXNW
izdanke plazma membrane WH WRpPpNDVWLKSIKANU X)W XUD

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).

6LIJIQDO QD VOLNDPD GRELYHG.DP & RBkakziiat kroz cijelu
VWDQLFX WH WYHRpRRAH RE RMRIPYQ D3tvkiuka , manji h od onih

dobivenih sa Tween -om 20 kao sredstvom permeabilizacije (Slika 11. f).
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Negativna kontrola Pozitivna kontrola Ispitivano protutijelo

Slika 11 . Imunofluorescencija  sa 0,5% sredstva za permeabilizaciju i 5% sredstva za
blokiranje : Tween 20, Triton X -100 uz %6% |1D EORNLUDQMH SRYHUDQMH

Tween 20

Triton X-100

44. $QDOL]D MDpL Qe Hélalstabicarba

BRPRUX SURJWP RIBbivena je srednja vrijednost zeleno obojanih

piksela na slikama dobivenim imunofluorescencijom provede nom po

protokolu prikazanom nas lici 7., nastani pQRM O L Q LN Isvakbij/slici su
DQDOL]LUDQH pHWLUL VWDQLFH D VYDNL VWXSLUO QD JUuDI
VUHGQMX YULMHGQRVW L RGJRYDUDMXuX VWDQGDUGQX G
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% 1DMMDpL VLIQDO GRELYHQ MH ]D VWDQLFH SHL
Tween -om 20 i tretirane CD63.01 novoproizvedenim protutijelom  (Slika

12.).
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12

10

M Triton X-100
MW Tween 20

Srednjavrijednost pikselaobojenihzelenom bojom
ol

Negativna kontrola Pozitivna kontrola CD63.01

Slka 12. .YDQWLILNDFLMD MDpLQH VLIQDOD LPXQRIOXRUHVFHQFLMH ]D
stanicama permeabiliziranim sa 0,5 % Tween 20 ili  Triton X -100 uz 5% BSA

4.5. Vizualizacija CD63.01 kod VWDQLpPpQLK OLQMEUHA376:

Provedena je imunofluorescencija u optimiziranim  uvjetima za detekciju

CD63 u SW620 i MCF-7 VWDQLPpQLP OLRRRMDP &' 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 (Slka 13 . b) 6LJQDO QD VOLNDPD GRELYHQLP
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 QLP SRPRUUX
CD63.01 je intenzivniji , ali lokaliziran jednako kao na pozitivhoj kontroli,

te VX PMHVWLPLpPQR YLG GtMKktofeH {S1iRep18 D V)W H
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Slka 13. ,PXQRIOXRUHVFHQFLMD QD VWDQLpPpQLP-70sa@Q,6% DImvBer6 20 L 0&)
sredstva z a permeabilizaciju uz 5% BSA za blokiranje SRYHUDQMH ;

46. 9L]XDOL]DFLMD &' VD &' L QHSURPLAUHQLP VXS
CD63.01

6OLNH +H/D VWDQLFD GRELYHQH ©RPRQ K SAXKSHADER.GIYR J
LPDMX LQWHQ]JLYDQ VLJQDO NRML MH ORNDOL]JLUDQ VOL
SURpPLAUHQLP SURWXWLMHORP 8 RED WRPOXYEKNER PRJX XR
strukture koje VH SURWHAaX NUR] pLWDY xalikyjw Digdaredha W H
plazma membra ne (Slika 14 . aid) . Slike SW620 i MCF -7 stanica dobivene

SRPRUX VXSHUQDWDQWD QHSURpPLEAUHQRJ &' LPDMX VI
signalu koji daje CD63.01 (Slikal4 . b,c, eif.).
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Slika 14 . Imunofluorescencija  sa 0,5% Tween 20 ka o0 sredstvo za permeabilizaciju uz
5% BSA ]D EORNLUDQMH QD VWDQLpQMEF-Q i QWe2D RrBtirani @D63.01
SURpPLAUHQLP SURWXWIDM&DHRPLP GHSHUQDWDQWRMHEDQMHS

$QDOL]D MD pL Qaptinditich@eDrubofluorescencije na HelLa,

SW620i MCF-7 stani pQLP OLQLMDPD
$QDOL]D MDpPLQH VLIJQDOD SURYHGH Q XvatiikdcjaWeddl NDR SR G
VWDQLpPpQLK OLQ L NaDispgittaNaDgritivijelo

20 za permeabilizaciju i 0,5% BSA za blokiranje,
VWDiQepQRGDWQR VWDQLPpQD OLQLMI

4.7.

HelLa, SW620 i MCF -
CD63.01 , uz 0,5% Tween

LPD QDM Nl X WYH
SRND]XMH QDMMDpPL VLIQDO RG VYLK WHVWLUDQLK OLQLI

CD63.01 (Slika 15 .).
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Slika 12. .YDQWLILNDFLMD MDpLQH VLIQDOD UIdé&tekQjrR CO3XE HMBHQFLMH 1D
MCF- L 6: VWDQLPpQLP Qz@I%vé€D 20 kao sredstvo za permeabilizaciju i
5% BSA za blokiranje

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

te WUHWLUDQH &' L VXSHUQDWDQWRP &' GDMX VO
RGVWXSDQMH X VWDOQLDPQRMMH QDb DAVRQ RnaM @ajeL. v
supernatant (Slika 16 ).
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Slika 13. Kvantfi NDFLMD MDpPLQH VLJQDOD LPXQRIORXUHVFHQFLMH ]D GHW
MCF- L 6: VWDQLPQLP OLQLMDPD SRPiX &' SURpPLAGHQRJ S
QHSURpPLEAGIHQRI VXSHUQDWDQWDO05%' Tween 20 i 5% BSA
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5. Rasprava

Provedena je optimizacija imunofluorescencije QD VW DbQihijp BeLa po

protokolu prikazanom na s lici 7. U imunofluorescenciji MH NRULAWHQR
novoproizvedeno protutijelo na transmembranski protein CD63, CD63.01.

,VSLWDQD VX UD]OLpLWD VUHGVWYD |D JkchPHDLRELOL]DFLN

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  ELOL]JLUDQH WU L Rdetetgénli@d. p (TWtarPX -

100, Saponin i Tween 20 ; 0,1 %), otopina za blokiranje je, uz 3% BSA,
VDGUADYDODRIGJRY DU D dkteigenia.

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

saponinom vidle se WRpPNDVWH L L]GXaHQH VWUXNWXUH NRMH QI
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 VWD Q ligz@é1 (Slika 9. b, e,
h).

Saponin je pogodan za detekciju transmembranskih proteina , selektivno

VH YHAH ]D NROHVWHURO L L]X]QFD QD WDRMHPBWDQ VWYDL
rupe u membrani . Tween 20 i Triton X -100 su organska otapala koja

RWDSDMX OLSLGH L] VWDQOLROHLPHPHIRPEDDDQAX SRE&PQRP 2
detergenta nisu selektivna, te uz lipide mogu otopiti i proteine koje treba

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

YUOR VOwde@RO i Triton X -100 VX QDMpHaUH NRULAWHQD VUHC
SHUPHDELOL]DFLMX WH VX dajR teEirahMOMXpHQL

.DNR EL VH GRELR LQWHQ]JLYQLML L pLA&GL VLIQDO SRY!
detergenta, stanice su permeabilizirane 0,5% Triton -om X-100 i Tween -

om 20 uz 3% BSA sa 0,5% RGJRYDUD Metdidédt 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 QHAWR LQWHQ]JLYQLMH REF
GLIX]QR UDVSRUHYHQR NUStKa YOND @L FStke dobivene

permea bilizacijom sa Tween-om 20 pokazuju vidlivo MDpL V ub@nbsd

na slike dobivene permeabilizacijom sa Triton -om X -100 (Slika 10. bic).

Na slici 10. b  slabo je vidljivo  karakteris WLpQR RERMHQMH RNR GLMHO
dok je na slici 10. ¢, gdje su stanice tretirane sa CD63.01, vidljivo

intenzivnije obojenje WRpPpNDVWR L PMWBLWRERQDOVSRUHYHQR NI
cijelu stanicu. 6YH VOLNH VX QHRYLVQR R GHWHUJHQWX L
SRIDGLQVNR RERMHQMH GR NRMHJ MH QDMYMHURMDWQLM
vezanja, tj. nedovoljne koncentracije BSA u puferu za blokiranje

Kako bi se izbjeglo pozadinsko obojenje p RYHUDQD MH NRQFHQWUDFLMI
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 LIEDpHQ odtdpine za blokiranje .  Protokoli
LPXQRIOXRUHVFHQFLMH YDULUDMX X UD]JOLpPLWLP LVWUDZa

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 ic) od onih permeabiliziranih Triton -om X-100 (Slka 11. e

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

dale su LQWHQ]LYDQen WignlISIMRML VH SURWHaH NUR] FLMHO
(Slika 11. c), dok su stanice permeabilizirane Triton -om X -100 imale
VODELML RVEPNBRWHYHQ VLJQy@nEH$likaD L

Provedena je kvantitativha usporedba imunofluorescencij e provedene na

HelLa stanicama permeabiliziranim s UD]LpLWLP GHWHUJHQWLPD 6
permeabilizirane Tween -om LPDOH VX MDpL VLIQDO RG VWDQLF
Triton -om X-100, osim u pozitivnoj kontroli gdje je signal stanica

peremeabiliziranih Triton -om X- ELR QHAWR MDpL RE@eR®QRJI GRE

SRPRUX 7ZHLHRQ. Signal stanica tretiranih s CD63.01 protutijelom
SRND]DR VH MDpLP RG VLIQDOD VWDZPP FHtutljelordi WLUD QLK
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(Slika 12 .).

7ZHHOQ MH QMHAQLML GHWAXNJHQWHREWMHWHR @D DNWLYQ
proteina, te postoji pretpostavka da ima pozitivan efekt na vezanje

protutijela i antigena|[ 26,28 ]. Tween20 je X RYRP VOXpDMX RGDEUDQ
najbolje sredstvo za permeabilizaciju stanice.

2SWLPLJLUDQD LPXQRIOXRUHVFHQFLMD SURYHGHQD MH QD

SW620i MCF - 2EMH VWDQLPpQH OLMDN H IGI®H \AXVR MH SRND]!
je optimizacija imunofluorescenc ije ispravno provedena (Slika 13 ..

&' SURWXWLMHOR MH X VYLP HNVSHULPHQWLPD LPDO|
rasprostranjeni signal kroz stanicu nego komercijalno protutijelo. CD63

prolazikrozp RVWWUDQVODFLMVNH PRGLILNDFLMH LPD YLaH P
VH QDOD]L QD UD]OLpLWLP PMHVWLPD X REMDE&OM A QYR HG D\
RYDNDY UH]XOWDW ORJXUH MH SUHSR]QDYDQMH YHUHJ E
strane CD63.01 novoproizved enog protutijela u odno  su na komercijalno

dostupno protutijelo (MEM-259). 'R WDNYH VLWXDFLMH PR&H GRIUL
DQWLJHQ NRML SURWXWLMHOR SUHSR]QDMH VNULYHQ ]JER.
SRORADMD SURWHLQD QD VWDQLFL DOL L DNR MH
posttranslacijskih modifikacij a [8]. CD63.01 protutijelo QLMH R]QDpHQR
fluorescentnom bojom, kao MEM-259 SURWXWLMHOR YHUO PX MH SF
VHNXQGDUQR SURWXWLMHOR ]D VWYDUDQMH VLIJQDOD 3l
YH]|DWL YL&A&H RG MHGQRJ VHNXQGDUQRJ SURWX®ieMHOD &aw
za intenzivniji signal stanica tretiranih sa CD63.01 od signala na

stanicama tretiranim  MEM-259 protutijelom [29].

Optimizirana imunofluorescencija proved HQD MH QD VWDQLPpQLP OLC
HelLa, SW620 i MCF - NDNR EL VH XVSRUHGLR VLJQDO QD UD]JOL
linjama. .YDQWLWDWLYQR MH XV SRsightfgH QO R@WMB]LWWWDQLpQF
linije, te su MCF - VWDQLFH LPDOH QDhMMikhrha Wdbi/éndnO

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

eksprimiran u stanicama tumora dojke [9,30] kojima pripada i MCF -7
VWDQLpQD GOMR ISMVYUYXMH L RToMiNags HspX U D&/ MCF-7

stnicama utvrdili da je lokalizacija CD63 R GUH Yy Hiodrin I (RPN2)
reguliranom JOLNR]JLODFLMRP YDAaQD ]D PDOLJQH NDWDNWHULYV
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da RPN2-UHJXOLUDQD JOLNR]JLODFLMD &' R @eéhHly2ZaMH ORN
RWSRUQRVW QD YL &Hg. Oul driNgR réesdstance gene ; MDR1).

Metodom imunofluorescencije je na MCF- VWDQLpPpQRM OLQLML LVW!
ovisnost lokalizacije CD63 , te kolokalizacije CD63 i MDR1 o ekspresiji

531 =DNOMXpH QiRokdl eks@€>ija CD63 u stanicama raka dojke, te

njegova interakcija sa 0'5 X W M Hhd ldtpornost na lijekove i invazivnost

stanica raka dojke [9].

Nakon op timizacije metode, provedena je imunofluorescencija sa
VXSHUQDWDQWRP QHSURpLAUHQR Jus@bredbe regulteth GM X

RQLPD SURPLEAUHQRJ SOERMWWXWWBMEDIQH OLQLMH SRGYUJ

imunofluorescenciji sa novoproizvedenim protutijelom CD63.01, te

VXSHUQDWDQWRP QHSURpPLAGIHQRJ &' S UitahswibL MHOD N
prolazi li protutijelo tjekom prRpLAUDYDNQMI] QHAHOMHQH SURPMI
Provedena je kvantitativna usporedba imunofluorescencije uz primjenu

supernatanta NHSURpPLAUHQRJ SURWXWLMHOD W H SURpPpLAL
protutiela . Sve VWDQLpPpQH OLQLMH LPDOH VX YUOR VOLpPDQ
dobivenog upot UHERP & SURPpLAUHQRJ SURWXWLMHOD X X
VLIQDORP GRELYHQLP XSRWUHERP QHSURpPLAUHQRJ VXSHI
MCF- OLQLMD VWDQLFD GDOD MH QHaAWR LQWHQ]JLYQLML
supernatantom nep URpPLAUHQRJ SURWXWLMHDD Teh6ikeL ND
pURpLAUDYDQMD SURWXWLMHOD |DKWLMHYDMX QL]DN S+ N
XpLQDN QD NYDOLWHWX VSHFLILPQRVW L IXQNELMX SUR|
'RELYHQL UH]XOWDWL XND]XMX GD SURWXrdlevantdeOR QLMH
SURPMHQH SULOLNRP SURpLauDYDQMD WH GD MH MHGC
supernatantnep URpPLAUHQRJ SURWXWLIMBLDD 6OLND

1D VOLNDPD RERMHQLP SRPRUOUX &' SURWXWLMHOD XI
VWUXNWXUH NRMH VH SURWHAaX NUR] FIRMXOKLWWDWRPFRR
LPHQRYDQH VDPR RYLP LVWUDALYDQMHP .DNR EL PRJOL E
YLGOMLYH VWUXNWXUH SRWUHEDQ MH NRQIRNDOQL PLN
VWYDUDQMH ' VOLNH SURPDWUDQH VWDQLFH aWR JQDpL GI
SRORAaDM VLJQDOD 3. MWwrBs@enthiL mikroskop prikazuje sve

VORMHYH VWDQLFH MHGDQ QD GUXJRPH SD VH QH PR&H RG
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VWDQLpPpQH PHPEUDQH Lrjpkti &thnieQ XWakoDZEL VD VLIXUQRAUX
odredili lokacije antigena CD63.01 protutijela u stanici potrebno je
SURYHVWL NRORNDOL]DFLMX VD PDUNHULPD VWDQLPpQLK F
imunofluorescencijom nije garancija da novoproizvedeno protutijelo zaista
YHaH &' .DNRVELVD VLIXUQR&UX PRJOR RGUHGLWL aWR S

potrebno je provesti imunoprecipitaciju i western blot.
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6. =DNOMXpDN

Provedena je optimizacija metode imunofluorescencie za CD63.01
QRYRSURL]YHGHQR SURWXWLMHOR QD VWDQLpQL-F.OLQLMD
SUHGORAHQ MH RSWLPL]JLUDQL SURWRNRO LPXQRIOXRUHVF
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 OR aLUH UDVSURVWUDQMHQ L L
siJQDO RG NRULAWHQRJ NRPHUF LpoutjelaR (MENR V-26%)S Q R J
SRWUHEQR MH SURYHVWL GDOMQMD LVWUDALYDQMD NDNR
vezanja CD63.01 'DOMQMD LVWUDaLYDQMD &' SURWXWLM
X' N O MeX frhunoprecipitaciju, western blot, kolokalizaciju protutijela sa
SURWXWLMHOLPD VSHFLILpQLP ]D VWDQLpQH RUJDQHOH

podvrgnutih imunofluorescenciji kroz konfokalni mikroskop.
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