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1. UVOD

Eukariotske stanice sadrze bioloske membrane koje okruzuju zive stanice i organele (Hedin i sur.
2011). Bioloske membrane sadrze fosfolipide koji su njihova osnovna jedinica, ali sadrze i velik
broj proteina rasprSenih unutar fosfolipida ili vezanih za njih te upravo ti proteini ugradeni u lipide
mogu ¢initi i polovicu mase membrane (slika 1). Membranski proteini se nalaze unutar lipidnog
odnosno hidrofobnog dvosloja i mogu se podijeliti na periferne i integralne proteine. Periferni
proteini nalaze se pri¢vr§éeni na membrani bilo labavim elektrostatskim ili Van der Waalsovim
vezama s glavnim grupama proteina membrane ili pomocu kovalentnih veza. Integralni proteini
ugradeni su u cijeli fosfolipidni dvosloj i dijele se na a-zavojnicu i - barrel. Integralni proteini
imaju vaznu ulogu u prenosenju iona, metabolita i ve¢ih molekula kao $to su proteini i RNA kroz
membranu. Membranski proteini takoder su odgovorni za slanje i primanje kemijskih signala,
Sirenje elektricnih impulsa, medusobno pricvrséivanje stanica i pri¢vrs¢ivanje drugih proteina na
odredena mjesta u stanici. Ostale funkcije ukljucuju regulaciju unutarstani¢nog vezikularnog
transporta, kontrolu sastava membranskih lipida te organiziranje i odrzavanje oblika organela i

same stanice (Hedin i sur. 2011).

VANJSKA STRANA
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Slika 1. Grada stanicne membrane, 1. lipidni dvosloj, 2. periferni protein, 3. oligosaharid, 4.
integralni (transmembranski) protein, 5. kolesterol (Preuzeto i prilagodeno sa web stranice:

https://www.enciklopedija.hr/lHustracije/HOL 3946.jpq ).



https://www.enciklopedija.hr/Ilustracije/HOL_3946.jpg

1.1. Uloga i zna¢aj membranskog proteina Na'/K*-ATPaze

Tijekom evolucije zivota, vecina stanica zadrzala je sliCan ionski sastav svoje citoplazme, a to je
niska koncentracija kalcija i natrija, a visoka kalija te neutralni pH. Kada su izvanstani¢ne
koncentracije iona znacajno razliCite, potrebna je stalna aktivnost ionske pumpe kako bi se odrzale
unutarstani¢ne koncentracije koje su vazne za brojne enzimske funkcije stanice (Clausen 1 sur.
2017). Na'/K*-ATPaza, takoder poznata kao natrijeva pumpa, kljuéni je protein za odrzavanje
stanicne homeostaze. Natrijeva pumpa se sastoji od dvije funkcionalno potrebne podjedinice, a 1
B, koje su prisutne u ekvimolarnim koli¢inama. Pretpostavlja se da postoji i tre¢a podjedinica,
nazvana vy, iako se ¢ini da nije bitna za aktivnost Na*/K*-ATPaze. Prenosec¢i natrijeve i kalijeve
ione, natrijeva pumpa uspostavlja i odrzava elektrokemijske gradijente koji su osnova elektri¢ne
podrazljivosti zivaca i miSica te transporta brojnih otopljenih tvari i vode kroz epitelne povrsine
(Blasiole i sur. 2006). Mnogo energije pohranjuje se u ionskim gradijentima preko plazmatske
membrane, a strmi gradijent natrija 1 kalija u Zivotinjskim stanicama ima funkciju da olaksa
sekundarni transport molekula (Secera, neurotransmitera, aminokiselina, metabolita) i drugih iona
(H*, Ca 2", Cl ~) (Clausen i sur. 2017). Ionski gradijenti takoder se koriste za brzu signalizaciju
otvaranjem natrijevih ili kalijevih selektivnih kanala u plazmatskoj membrani kao odgovor na
izvanstani¢ne signale ili membranski potencijal (Clausen i sur. 2017). Gradijent natrija i kalija ima
posebnu funkciju u svakom organu. U bubrezima je Na*/K*-ATPaza jako izrazena, pa ¢ak postoji
1 do 50 milijuna pumpi po stanici u distalnim zavijenim kanali¢ima bubrega (El Mernissi i Doucet,
1984) jer gradijent natrija sudjeluje u glavnim funkcijama bubrega: za filtriranje krvi od otpadnih
tvari, za reapsorpciju glukoze i aminokiselina, za regulaciju elektrolita i odrZzavanje pH vrijednosti.
U spermijima, regulacija iona 1 membranskog potencijala klju¢na je za pokretljivost i
kromosomsku reakciju, a spermiji izrazavaju jedinstvenu izoformu Na*/K'-ATPaze, koja je
neophodna za musku plodnost (Clausen 1 sur. 2017). Takoder, mozak ima veliku potraznju za
aktivno$¢u Na*/K*-ATPaze buduéi da se neuroni oslanjaju na pumpu da preokrenu postsinapticki
tok natrija kako bi ponovno uspostavili gradijente natrija i kalija koji se koristi za pokretanje
akcijskih potencijala, a u astrocitima gradijent natrija pokre¢e ponovno preuzimanje
neurotransmitera. U sivoj tvari procjenjuje se da sinteza proteina i drugih molekula koristi samo

Cetvrtinu energije, dok ostatak troSe Na'/K*-ATPaze (Clausen i sur. 2017).



1.2. Uloga i zna¢aj membranskog proteina neurolin/alcam

Neurolin je naziv za protein molekulske mase 86 kDa kloniran iz zlatne ribice (Carassius auratus)
detektiran pomo¢u monoklonskog protutijela E21 (Mann i sur. 2006). Molekula IgSF
Neurolin/ALCAM pripada skupini bjelancevina nazvanih imunoglobulini (protutijela) koji
pripadaju imunosnom sustavu. Sastoji se od pet izvanstanicnih domena, jednostruke
transmembranske zavojnice i jedne citoplazmatske domene (Diekmann i Stuermer 2008, Dress
2008). Takoder gen za neurolin u zebricama je ortolog ljudskom genu neurolinu (Diekmann i
Stuermer 2008). Glavne uloge neurolina i slicnih molekula su u aktivaciji T- i B-stanica limfocita,
metastazama tumora i aksonskim projekcijama i fascikulaciji za koju se ¢ini da su posrednici ili u
homofilnim adhezijama te heterofilnim interakcijama s ligandima CD6 ili NGCAM (Mann i sur.
2006). Jedno od prvih istrazivanja neurolina napravili su Paschke i sur. (1992) koji su istrazivali
ekspresiju neurolina tijekom regeneracije aksona mreznice i dokazali da se eksprimira u
ganglijskim stanicama mreznice tijekom njihovog razvoja, ali i njihove regeneracije. Koristili su
metodu krioseciranja i protutijelo za neurolin mAb E21 koji je pokazao obojenje na povrsini
glikoproteina stanice koji je selektivno povezan s aksonima ganglijskih stanica mreznice zlatne
ribice u fazi rasta. DoduSe svi retinalni aksoni i ganglijske stanice u embrijima zlatne ribice
pokazali su vezanje mAb E21 za neurolin. U odraslih riba, medutim, imunoreaktivnost E 21
pokazala je strukturiranu distribuciju u ganglijskim stanicama u marginalnoj zoni rasta mreZnice
ribe koja se kontinuirano povecava i nove aksone koji izlaze iz tih stanica u mreznici, optiCkom
Ziveu 1 optickom traktu. Antigen E21 nije detektiran u starijim aksonima, osim u terminalnom sloju
u tektumu, stratum fibrosum et griseum superficiale gdje je bio ravnomjerno rasporeden (Paschke
i sur. 1992).

1.3.  Uloga i zna¢aj membranskog proteina Octl

Prijenosnici organskih kationa (engl. organic cation transporters; OCT) ¢lanovi su obitelji SLC22

(engl. Solute Carrier 22) koji su odgovorni za unos brojnih organskih kationa kroz plazmatsku



membranu. Vaznost navedenih prijenosnika se ocituje ¢injenicom da su geni istih proteina visoko
oCuvani unutar razli¢itih vrsta kraljeznjaka, Cije se podrijetlo proteze sve do morskih pasa i
kruznousnih (Zhu i sur. 2015). Zastupljeni su s tri koortologa kod gmazova, ptica i covjeka, dok
kod riba koStunjaca i vodozemaca imaju dva odnosno jedan ortolog (Mihaljevi¢ i sur. 2016).
OCT1-3 kod sisavaca eksprimirani su u brojnim toksikoloski vaznim tkivima koji sudjeluju u
metabolizmu 1/ili izlu¢ivanju endo- i ksenobiotika, posebno u jetri i bubrezima. Kada se usporeduje
tkivna ekspresija ljudskih OCT-a, OCT1 je visoko eksprimiran u jetri, u sinusoidnim membranama
hepatocita (Gorboulev i sur. 1997), a takoder se nalazi u epitelnim stanicama i neuronima. Ljudski
OCT-i su visoko polispecifi¢ni i prenose organske katione s jednim ili dva pozitivna naboja ili

slabe baze s pozitivnim nabojem pri fizioloSkom pH (Mihaljevi¢ i sur. 2017).

1.4. Zebrica u znanstvenim istraZivanjima i karakteristike zebrice kao

modela

Zebrica se u znanstvenim istrazivanjima pocela koristiti 60 tih godina 20-og stolje¢a. Nakon §to su
je Streisinger i njegovi kolege poc¢etkom 1980-ih poceli koristiti za istrazivanje mutageneze N-etil-
N-nitrozouree koristi se sve ¢eS¢e kao modelni organizam. Danas se Siroko koristi u raznim
molekularno-bioloskim istrazivanjima. Odli¢an je organizam zbog visoke homologije genoma sa
ljudskim. Primjerice ~70% ljudskih gena ima barem jedan ociti ortolog zebrice, u usporedbi s 80%
ljudskih gena s ortolozima misa (Choi i sur. 2021). U toksikoloskim istrazivanjima najéesce se
proucavaju embriji zebrice u stadiju blastule (ne stariji od 3 dana nakon oplodnje) koji su izloZeni
rastu¢im koncentracijama istraZivane kemikalije 1 kontrolnoj otopini tijekom 96 h. Svakih 24h
biljeze se toksi¢ni ucinci kao §to su: koagulacija tkiva, poremecaj u nastanku somita, poremecaj u
odvajanju repa od Zumanjcane vreéice i prestanak otkucaja srca. Na kraju izlaganja (96 h),
procjenjuje se LCsp (engl. Lethal Concentrationsp (mg/L)) Sto oznacava koncentraciju pri kojoj
smrtno strada 50 % izlozenih embrija u odredenom vremenu (npr. 96 h). Takoder se biljezi
ucestalost (%) odredenih negativnih ucinaka, zajedno s fizikalno-kemijskim svojstvima medija za
izlaganje (Pereira i sur. 2019). Test embrioloske toksi¢nosti zebrice (engl. Zebrafish

embryotoxicity test —ZET) moze posluziti kao odli¢na alternativa drugim testovima toksi¢nosti. U
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ovom testu se koriste embriji koji jo§ nisu razvili receptore boli, te im se razvoj moze pratiti pod
mikroskopom i ne podlijeze EU legislative 3 R (zamjena, smanjenje i poboljSanje upotrebe
Zivotinja, eng. replacement, reduction and refinement of animal use). Dakle, ovaj in vivo model
ima jedinstvenu prednost otkrivanja ucinaka spojeva tijekom cijelog razdoblja organogeneze, a
kako su embriji male veli¢ine nije potrebno koristiti velike koli¢ine testnih spojeva (Woudenberg

i sur. 2013, Pereira i sur. 2019, Lammer i sur. 2009).

Kao modelni organizam ima mnoge prednosti u odnosu na druge vrste kraljeznjaka u pogledu
veli¢ine, uzgoja i rane morfologije (Hill i sur. 2005). Zebrica ima malu veli¢inu, ali veliku
vrijednost za toksikoloska istrazivanja. Za razliku od drugih vrsta riba poput pastrve, odrasle
jedinke zebrice duge su samo oko 3-4 cm. To uvelike smanjuje uzgojni prostor i troskove uzgoja.
Zebrica se takoder ve¢ neko vrijeme koristi kao laboratorijska vrsta pa su dobro utvrdeni optimalni
uvjeti za uzgoj 1 odrzavanje (Hill i sur. 2005). Za razliku od vecih vrsta, mala veli¢ina li¢inke 1
odrasle zebrice minimizira troSkove kroz male koli¢ine testnih spojeva. Osim veli¢ine, ova vrsta
ima velik broj potomstva i prozirne embrije Sto omogucuje direktno pracenje razvoja (uzivo), ali 1
provedbi velikog broja istrazivanja u kratkom roku (Hill i sur. 2005, Ali i sur. 2011). Zbog Zakona
0 zastiti Zivotinja, zebrice su puno bolji modelni organizmi od sisavca jer imaju manje restrikcija,
posebno ako se koriste u embrionalnoj ili li¢inackoj fazi koje ne potpadaju pod legislativu (EU
Parliament i Council 2010,Woudenberg i sur. 2013).

Zebrica kao modelni organizam ima i neke nedostatke. Evolucijska divergencija zebrica i sisavaca
je bila prije 445 milijuna godina, pa prema tome ne mozemo biti sigurni da ¢e nuzno imati istu
osjetljivost na otrovne tvari kao i sisavci te stoga postoji potreba za validacijom modela. Fiziologija
i anatomija zebrice drugacija je od ljudi (poikilotermne su zivotinje dok su ljudi homeotermni,
drugadija je grada srca, nedostaju sinovijalni zglobovi, spuzvaste kosti, udovi i plu¢a). Problem je
1 duplicirani genom zbog ¢ega su mnogi geni prisutni kao kopija ¢ime je potrebno dvostruko vise
vremena kako bi se detektirala funkcija. Takoder, kod opSirnijih istraZzivanja mali organizam vise
nije prednost jer ima ogranic¢enu koli¢inu tkiva. U imunohistokemijskim istraZzivanjima problem je
1 mali broj dostupnih komercijalnih protutijela u odnosu na ces¢e koriStene modelne organizme

glodavaca poput miSeva i Stakora (Ferguson i Shive 2019).



1.4.1. Embrionalni razvojni stadiji zebrice

U literaturi je opisano sedam ranih razvojnih stadija zebrice tijekom embriogeneze odnosno razvoja
embrija koji se odvijaju tijekom prva 3 dana nakon oplodnje:

1) zigota- pri ¢emu nastaje novo oplodeno jajasce sve dok ne dode do prve diobe, oko 40 minuta
nakon oplodnje; zigota je u trenutku oplodnje promjera oko 0,7 mm,

2) dioba- gdje se stanice ubrzano dijele svakih 15 min,

3) blastula- pojam blastula koristimo za razdoblje kada blastodisk pocinje izgledati kao lopta, u
stadiju od 128 stanica, odnosno osmom zigotnom stanicnom ciklusu, i do trenutka pocetka
gastrulacije, oko 14-tog ciklusa; dogadaju se vazni procesi; embrij ulazi u prijelaz srednje blastule,
formira se sincicijski sloj Zumanjka i pocinje epibolija (stanjivanje i Sirenje sincicijalnog sloja
zumanjka 1 blastodiska preko Zumanj€ane stanice),

4) gastrula- morfogenetski pokreti involucije, konvergencije i ekstenzija od epiblasta, hipoblasta i
embrionalne osi; do kraja epibolije,

5) segmentacija- razvijaju se somiti, primordija faringealnog luka i neuromeri; dolazi do primarne
organogeneze, pojavljuju se najraniji pokreti i rep,

6) faringula- embriji su filotipski; os tijela se uspravlja od svoje rane zakrivljenosti oko zumanjcane
vrecice; pojavljuje se cirkulacija, pigmentacija i poCinju se razvijati peraje,

7) razdoblje izlijeganja- zavrsetak brze morfogeneze primarnih organskih sustava; razvoj hrskavice
u glavi i prsnoj peraji te dolazi do asinkronog izlijeganja (Kimmel i sur. 1995).

Period izlijeganja je 48-72h. Organizme u tom vremenskom periodu nazivamo embriji do kraja
tre¢eg dana, a nakon toga licinke, bez obzira jesu li se izlegle ili ne.

Do 3. dana ciklusa embrio je zavr$io vecinu svoje morfogeneze i nastavlja brzo rasti te ulazi u rani
period li¢inke. Izrazene promjene tijekom ovog stadija ukljuuju napuhavanje plivajuc¢eg mjehura
1 nastavak prednje dorzalne protruzije usta. U isto vrijeme reflektirajuce trake iridofora posvjetljuju
se 1 produzuju, a ventralna traka Zumanjka se proteze u oba smjera. Cijev crijeva pomice se
ventralnije, gdje se moze lakSe vidjeti, a z7umanj¢ana vrecica se gotovo prazni. Tijekom razdoblja
razvoja do 3. dana embrij obi¢no miruje, a nakon toga rana li¢inka postupno pocinje aktivno plivati
i pomice svoje eljusti, operkulm, prsne peraje i o¢i. U tom stadiju stvaraju se brze reakcije bijega

i pocinje disanje, a kasnije i trazenje plijena i hranjenje (Kimmel i sur. 1995).



1.4.2. Anatomske i histoloSke znacajke zebrice

Kako bi u potpunosti shvatili potencijal zebrice kao alternativnog Zivotinjskog modela za
razumijevanje ljudskog razvoja, bolesti i toksikologije, prvo je potrebno unaprijediti znanje o
normalnoj fiziologiji, anatomiji i histologiji zebrice (Menke i sur. 2011). U nastavku su opisani

neki od organa zebrice kao i njihova pripadajuca funkcija.

Mozak

Zivéani sustav proteZe se cijelim tijelom kao sustav medusobnog povezivanja integracijskih
centara 1 komunikacijskih puteva: neurona i njihovih aksonalnih i dendritickih procesa. Najveci
udio ziv€anog tkiva nalazi se u mozgu i njegovom straznjem produzetku, lednoj mozdini, a oni
zajedno ¢&ine sredi$nji zivéani sustav (CZS). Periferni zivéani sustav (PZS) sastoji se od Zivaca koji
izlaze iz CZS-a i njihovih Zivéanih zavrsetaka ili organa posebnog osjetila (Roberts i Ellis 2012).

Zebrice imaju sliénu gradu mozga kao i evolucijski razvijenije zivotinje (Slika 2.). Grada mozga
zebrice se dijeli na pet regija: telencefalon, diencefalon, mesencefalon, metencefalon i
mijelencefalon (Speare i Frasca 2006). Za njuh, paméenje, reproduktivno ponasanje, ponasanje pri
hranjenju 1 razlikovanje boja zasluZzan je telencefalon (Roberts 1 Ellis 2001). Slijedeca regija
diencefalon se sastoji od tri komponente: epitalamus, talamus i hipotalamus. Prva komponenta
epitalamus sadrzi epifizu (lu¢enje hormona, kontrola dnevnih 1 sezonskih ritmova ukljucujuci
regulaciju reprodukcije, rasta i sezonske migracije) i saccus dorsalia. Talamus i hipotalamus su
korelacijski centri za senzorne podrazaje koji obuhvacaju trudno¢u i miris (Menke i sur. 2011).
Mezencefalon je relativno velik 1 anatomski se dijeli na opticki tektum (vizualna percepcija i
pokreti) 1 tegmentum (Roberts 1 Ellis 2012). Metencefalon ili cerebellum opcenito su povezani s
primanjem i koordinacijom proprioceptivnih i ravnoteznih podrazaja. U vecini telosta ima dvije
komponente, vestibulolateralis (bazalni) rezanj i corpus cerebelli (Roberts i Ellis 2012).
Mijelencefalon (Medulla oblongata—produzena mozdina) se spaja s lednom mozdinom bez jasnih
granica. Sastoji se uglavnom od Cetiri stupca ziv¢anih vlakana, visceralnog senzornog i motornog

te somatskog senzornog i motori¢kog trakta.
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Slika 2. Prikaz grade mozga zebrice (Preuzeto i prilagodeno iz Roberts i Ellis 2012).

Unutarnje uho

Uho odrasle jedinke zebrice (slika 3.) sastoji se od tri ortogonalno rasporedena polukruzna kanala
("prednji", "straznji" i "horizontalni/lateralni") 1 tri otoliticka organa, utrikule, sakule i lagena, od
kojih svaki sadrzi senzorni sloj ili makulu (Abbas 1 Whitfield 2010). Polukruzni kanali 1 utrikul,
zajedno s endolimfati¢nim kanalom, tvore pars superior, evolucijski stariji vestibularni sustav uha,
koji je zaduZen za ravnoteZu, ubrzanje 1 senzornu gravitaciju. Svaki polukruzni kanal zavrSava
ampulom, prosirenjem kanala koje sadrzi senzornu kristu okomitu na os kanala; neampularni
krajevi prednjeg i straznjeg polukruznog kanala spajaju se medijalno i tvore crus commune. Macula
neglecta, par malih osjetnih slojeva bez otolita, nalazi se medijalno u bazi crus commune unutar
pars superior (Abbas i Whitfield 2010). Cijeli labirint je kontinuiran i ispunjen endolimfom,
specijaliziranom izvanstaniénom teku¢inom oboga¢enom K™ ionima. Sakula je kontinuirana s
popre¢nim kanalom koji spaja lijevo i desno uho, a ¢iji je straznji kraj slijepo zatvoren u Sinus
impar, glavni perilimfati¢ki prostor uha. Ribe sadrze posebne organe otolite ili "u$ne kamencice "
koji se sastoje od kalcijevog karbonata (0,2-10% kod razli¢itih vrsta riba) i malog postotka
organske tvari u obliku vlaknastih proteina sli¢nih kolagenu kao §to je otolin. Smicanje otolita koji

tako pomicu apikalne snopove dlacica ispod kojih se nalaze osjetne stanice pokrece skup iona koje

stimuliraju slusni zivac (Slika 3.) (Abbas i Whitfield 2010).
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Slika 3. Prikaz grade unutarnjeg uha zebrice (preuzeto i prilagodeno iz Whitfield 2002).

Srce i krvozilni sustav

Srce zebrice (slika 4.) je smjesteno ispred glavne tjelesne Supljine i ventralno u odnosu na jednjak
(Poppe i Ferguson 2006, Roberts i Ellis 2001). Deoksigenirana venska krv ulazi u sinus venosus.
Stjenka venoznog sinusa je tanka i uglavnom se sastoji od kolagenog vezivnog tkiva. Krv nakon
toga prolazi kroz sino-atrijalni zalistak u atrij. Atrij ima tanak, miSic¢av zid, a tanke trabekule tvore
labavu mrezu u lumenu. Kontrakcija atrija 1 proSirenje ventrikula tjera krv u klijetku preko
atrioventrikularnog ventila. Ventrikula ima mnogo deblju stijenku od atrija. Postoji kompaktan
vanjski sloj miSi¢a i spuzvasti unutarnji sloj s brojnim trabekulama (Menke i sur. 2011).
Kontrakcija ventrikula stvara relativno visoki tlak, a krv se pumpa u bulbus arteriosus (atrijsku
lukovicu) u obliku luka preko ventrikularno-bulbarnog ventila. Bulbus arteriosus ima debelu
stijenku koja se sastoji od fibroelasticnog tkiva i nekih glatkih miSi¢nih vlakana. Zbog svoje
elasticnosti moZe se znatno rastegnuti, ¢ime se prigusuje ventrikularni pulsni tlak (Hu i sur. 2001).

Iz srca, ventralna aorta distribuira krv do $krga preko aferentnih grancica (Menke i sur. 2011).
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Slika 4. Prikaz grade unutarnjeg uha zebrice (preuzeo i prilagodeno iz Crowcombe i sur. 2016)
Skrge

Vaznost $krgi je u oksigenaciji krvi (Roberts i Ellis 2001, Speare i Ferguson 2006). Voda ulazi
kroz usta, preko Skrga i izlazi kroz operculum. Protok vode pokrece naizmjeni¢na ekspanzija i
kontrakcija bukalne i operkularne komore. Krv tece preko aferentnih filamentnih arterija primarnih
lamela u krvne prostore sekundarnih lamela, gdje se ugljikov dioksid (CO2 ) oslobada u vodu, a
Kisik (O2 ) preuzima (Menke i sur. 2011). Sekundarne lamele sastoje se od jednog sloja epitelnih
stanica, poduprtih i odvojenih, stanicama stupova. Krv obogacena kisikom napusta sekundarne
lamele putem eferentnih lamelarnih arterija kako bi obogatila kisikom dorzalnu aortu, odakle se
distribuira u sva tkiva. Osim uloge u oksigenaciji krvi, Skrge takoder imaju izrazito vaznu ulogu u

acido-baznoj ravnotezi, osmoregulaciji i izlu¢ivanju otpadnih tvari (Slika 5.) (Menke i sur. 2011).

Slika 5. Prikaz grade Skrga (a. lamelarna arterija, b. primarna lamela, c. sekundarna lamela)

(preuzeto i prilagodeno iz Menke i sur. 2011).
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Probavni sustav

Osnovna funkcija crijeva podrazumijeva probavu i apsorpciju hranjivih tvari te eliminaciju
otpadnih tvari. Ekspresija gena i1 regulacija transkripcije u stanicama crijevnog epitela sli¢na je duz
segmentnih regija crijeva sisavaca i zebrice (Lickwar i sur. 2017), a sli¢ne su i mnoge metabolicke
funkcije. Gastrointestinalni trakt zebrice i sisavaca prekriven je zastitnim slojem sluzi koji se
pretezno sastoji od mucina koji tvori gel Muc2 kao njegove strukturne komponente (Flores i sur.
2020). Mucin prvenstveno luce vrcaste stanice, koje su kod odraslih zebrica rasporedene po cijelom
crijevu sa veéim brojem u srednjem i straznjem crijevu (Wallace 1 sur. 2005). Crijevo zebrice
podijeljeno je na tri histoloski definirana segmenta, ukljucujuéi (1) prednju crijevnu lukovicu, (2)
srednje crijevo i1 (3) straznje crijevo. Ova podjela crijeva zebrice obi¢no se odrzava od stadija
li¢inke do odraslih. Razlicite regije crijeva odrasle zebrice imaju razli¢ite funkcije analogne tankom
i debelom crijevu sisavaca. Funkcionalno, prednji dio crijeva ima ulogu u obnavljanju zu¢ne soli
(Lickwar i sur. 2017), dok prednji i srednji dio mogu pomoci u apsorpciji lipida i proteina (Ng i
sur. 2005, Brugman 2016.). Poput debelog crijeva sisavaca, straznja regija crijeva zebrice

odgovorna je za apsorpciju iona i vode (slika 6.) (Wallace i sur. 2005).

PLIVACI MJEHUR
POSTERIOR
CRIJEVNI BULBUS GASTROINTESTINALNI

Slika 6.Grada i smjestaj crijeva zebrice (preuzeto i prilagodeno iz Hess 2007).
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Bubreg

Bubreg zebrice (slika 7.) nalazi se na retroperitonealnom podru¢ju abdomena, ventralno od
kraljeznice. Ima razliCite regije glave 1 trupa. Slicno bubrezima sisavaca, ima nefrone s
glomerulom, proksimalne tubule, distalne tubule i sabirne kanale. Bubrezni intersticij sadrzi
hematopoetske stanice. Endokrine stanice (medububrezne i kromafinske stanice) mogu se naci duz
glavnih krvnih zila u prednjem dijelu bubrega (Menke i sur. 2011). Bubrezi imaju dvije glavne
funkcije: uklanjanje nepotrebnih tvari iz krvi i odrzavanje koncentracije iona i metabolita u krvi
unutar fizioloskih raspona koji podrzavaju pravilno funkcioniranje svih ostalih stanica (Drummond
i Davidson 2016).

Funkcionalne jedinice bubrega, nefroni se sastoje od filtracijskog dijela za krv - glomerul koji je
pricvrS¢en na tubularni epitel (Drummond i Davidson 2016). Tijekom evolucije kraljeznjaka
nastale su tri vrste bubrega (poredana po slozenosti): pronefros, mezonefros i metanefros (Saxen,
1987). Pronefros je prvi bubreg koji se formira tijekom embriogeneze. Kod kraljeznjaka ¢iji
razvojni stadij ukljucuje li¢inke koje slobodno plivaju, a to su vodozemci i teleostne ribe, pronefros
je funkcionalni bubreg tijekom liinackog Zivota i potreban je za pravilnu osmoregulaciju
(Howland 1921). Kasnije, u juvenilnim fazama razvoja riba 1 Zaba, oko i uzduz cijele duljine
pronefrosa formira se mezonefros koji kasnije sluzi kao bubreg odraslih jedinki. Metanefricki
bubreg nastaje isklju¢ivo u odraslim amniotima (sisavci, ptice i gmazovi), a kod sisavaca je

prilagoden za zadrzavanje vode i proizvodnju koncentriranog urina (Drummond i Davidson 2016).

AW
-

Erseamea

Slika 7. Prikaz grade i smjestaja bubrega u zebrici (A. glomerulus, B. proksimalni kanali¢ C.

sabirni kanali¢, D. hematopoetsko tkivo) (preuzeto iz Menke i sur. 2011).
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1.5. Histokemija i istrazivanja ekspresije membranskih proteina u zebrici

Ekspresija proteina moze pruziti informacije o stani¢noj funkciji, posebno prilikom istrazivanja
ekspresija vise proteina istovremeno unutar stanice (kolokalizacija). Promatranje medustani¢nih
interakcija bitan je element u mnogim studijama i moze pruziti klju¢ne uvide u molekularne
mehanizme koji se odvijaju na stani¢noj razini, a koji posljedicno definiraju fenotip organizma
(Ferguson i Shive 2019). Imunocitokemija i imunohistopatologija su se pojavile kao nova podrucja
imunologije 1941. godine kada su Albert Coons i njegovi suradnici prvi opisali mogucéu upotrebu
fluorescentno obiljezenih protutijela za detekciju protutijela in situ (Choe i Cho 1994). Jos§ jedna
prekretnica u imunocitokemiji bilo je uvodenje imunologije u istrazivanja s elektronskim
mikroskopom (Choe i Cho 1994). Ekspresija i povrSinska lokalizacija proteina mogu se proucavati
metodom protocne citometrije, povrSinskim oznacavanjem biotinom i Western blot metodom
(Hanna i sur. 2006), a siroko se koriste i metode poput imunofluorescencije (IF) i fuzije ekspresije

fluorescentnih proteina koje mogu dati uvid u distribuciju proteina (Stadler i sur 2013).

1.5.1. Lokalizacija i ekspresija membranskog proteina Na+/K+-ATPaze u embrijima i
licinkama zebrice

Kod zebrice je slozen sustav Na'/K*-ATPaze s identificiranim genima za 9 o podjedinica i 6 B
podjedinica. Dakle, zebrica ima potencijal za 54 moguce kombinacije o/p podjedinica (Blasiole 1
sur. 2006). Najupecatljivije otkri¢e je da svaki od 14 gena Na*/K*-ATPaze prisutnih tijekom
embrionalnog razvoja zebrice pokazuje poseban profil ekspresije. Svi geni o i p podjedinice
izrazeni su u Ziv€anom sustavu, iako obrazac ekspresije u razli€itim regijama dramati¢no varira
(Canfield i sur. 2002). U perifernim tkivima, tri od pet al-slicnih gena izrazeno je u pronefrosu i
mukoznim stanicama, jedan je izrazen u srcu, a jedan prevladava u skeletnim misi¢ima. Gen za o2
izrazen je u mozgu i srcu, te je najizrazeniji u skeletnim misi¢ima, dok su dva gena a3 ogranic¢ena
na ziv€ani sustav. Od Sest gena B podjedinice, Bla je izrazen u najvecoj koli¢ini u le¢i, pronefrosu
1 srcu, dok su B1b transkripti prisutni u stanicama sluznice. Dva B2 sli¢na gena razliCito su izraZzena
u ziv€anom sustavu. Jedan B3 gen izraZen je iskljucivo u mozgu, dok je drugi izrazen u skeletnim

mi$i¢ima. Prema ovim rezultatima ekspresije razli¢itih podjedinica Na'/K*-ATPaze, moZe se
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zakljuciti da ¢e se najmanje 14 parova podjedinica o/p vjerojatno formirati u razli¢itim tkivima

(Canfield i sur. 2002).

1.5.2. Lokalizacija i ekspresija membranskog proteina neurolina/alcama u embrijima i
licinkama zebrice

Detaljna ekspresija mRNA neurolina u embrionalnom razvoju zebrice nedostaje unato¢ izvrsnom
opisu lokalizacije u nekim fazama. Istrazivanje neurolina u zebrici se uglavnom temelji na
istrazivanju pomocu protutijela Zn5/Zn8 koji su duplikati izolata istog hibridoma (Mann i sur.
2006). Tijekom razvoja zebrice, neurolin je izraZzen u podskupinama somitskih i miSi¢nih stanica,
srca 1 brojnim mjestima sazrijevanja neurona. Takoder i prva miSi¢na vlakna imaju ekspresiju
neurolina (Mann i sur. 2006). Unutar mreznice tijekom razvoja zebrice, pocetak i progresija
ekspresije neurolina paralelna je s obrascem diferencijacije ganglijskih stanica mreznice. Dokazano
je da je neurolin neophodan za kljucni korak u diferencijaciji ganglijskih stanica mreznice te bez
njega veliki dio ganglijskih stanica mreznice se ne razvija, a njihovi aksoni su odsutni ili su u
smanjenom broju. Takoder, neurolin je potreban za odrzavanje ganglijskih stanica mreznice i za

diferencijaciju svih ostalih neurona mreznice (Diekmann i Stuermer 2008).

1.5.3. Lokalizacija i ekspresija membranskog proteina Octl u embrijima i li¢inkama
zebrice

Strukturna i funkcionalna svojstva Oct proteina u ribama i njihova toksikoloska vaznost, jo$ uvijek
su nedovoljno istrazeni. Filogenetska i konzervirana analiza genetike otkrila je ortologne odnose
izmedu gena zebrice — octl na kromosomu 20 i oct2 na kromosomu 17 — i klastera ljudskog OCT
gena na kromosomu 6. Octl gen zebrice izrazen je u velikom broju u bubrezima oba spola, kao i u
jetri muzjaka (Mihaljevi¢ 1 sur. 2016). Profil ekspresije Octl sliCan je njegovim ljudskim
ortolozima koji su izrazeni u bazolateralnoj membrani jetre i bubrega. Stoga Octl proteini kod
zebrica takoder imaju ulogu u apsorpciji u stanici, distribucijskim procesima metabolizma i

izlu€ivanju ksenobiotika koja je slicna ljudskim ortolozima (Mihaljevi¢ i sur. 2017).
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1.6. Protokoli za pripremu histoloskih preparata i imunofluorescencijsku

analizu proteina zebrice

Imunohistokemija je tijekom posljednjih desetljeca napredovala te je danas vrlo specificna i
osjetljiva dijagnosticka metoda koja je posebno korisna za proucavanje ranog razvoja, koji se
sastoji od mnogo razli¢itih stani¢nih procesa odvojenih u vremenu i prostoru (Santos i Lurdes Pinto
2018). Zebrica je izvrstan model kraljeZznjaka koji se intenzivno koristi u podruéju razvojne
biologije i medicinskih znanosti, ukljucujuéi teratologiju. Kroz tehniku imunohistokemije,
oznacavanje specifi¢énih molekula povezanih sa specificnim morfogenetskim dogadajima moze se
vizualizirati i u cjelovitim uzorcima embrija i licinaka zebrice ili u njihovim tankim histoloskim
presjecima (Santos i Lurdes Pinto 2018). Svjetlosna i fluorescencijska mikroskopija koriste tri vrste
preparata: parafinski, smrznuti i polutanki. lako je izrada kriopreparata uobi¢ajen nacin za zastitu
antigenosti tkiva, a priprema uzorka je jednostavna, morfologija zadrzanog tkiva je nerijetko losija
i ponekad neprikladna za tanke rezove (Qin i sur. 2018). Kod koristenja cjelovitog organizma,

najcesce embrija, postoji ogranic¢enje veli¢ine uzorka (https://www.leica-

microsystems.com/science-lab/how-to-prepare-your-specimen-for-immunofluorescence-

microscopy/). Razli¢iti nafini proucavanja histoloskih preparata omoguéuju promatracu bolje
razumijevanje funkcije pojedinih stanica u odnosu na njihovo anatomsko i histolosko okruzenje, a
to je kljuéni ¢imbenik u razumijevanju procesa ranog razvoja organizma (Santos i Lurdes Pinto
2018).

1.6.1. Priprema parafinskih preparata

Parafinski preparati su najceS¢e koristeni za promatranje morfologije tkiva. Budu¢i da su uzorci
potpuno dehidrirani 1 ugradeni u vosak, parafinski blokovi se mogu ¢uvati neograniceno. Osim
toga, seciranjem parafinskih preparata se dobiju tanki presjeci tkiva koji poboljSavaju pristup
razli¢itim protutijelima i probama u daljnjim eksperimentima te smanjuju debljinu stani¢nog sloja
(Qin i sur. 2018).
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Medutim, uobicajeno parafinsko seciranje je dugotrajno i zahtijeva iskustvo i vjestinu (Qin 1 sur.
2018). Protokol zapoc€inje najprije fiksacijom (Adams 2013). Nakon $to je tkivo fiksirano, mora se
obraditi tako da se u konacnici moze izrezati na tanke dijelove prikladne za mikroskopiju. U
pocetku se uzorci dehidriraju kako bi se uklonila voda (naj¢esce s etanolom), a zatim se Ciste pri
¢emu se otopina koriStena za dehidraciju tkiva zamjenjuje novom otopinom koja se moze mijesati
s parafinom (najcesc¢e ksilen), buduci da u tkiva bogata vodom parafin ne moze izravno prodrijeti
(Adams 2013). Nakon toga se ugraduju u parafinski vosak. Preparati se rezu na debljinu izmedu 4-
5 um 1 stavljaju u vodenu kupelj te se zatim suse na oko 65°C dok se parafin ne pocne rastapati.
Obojani uzorci se mogu cuvati na sobnoj temperaturi (Adams 2013). Kako bi se poboljsala
kvaliteta presjeka, preporucuje se vlazenje izloZzene povrSine tkiva prolaze¢i izmedu oStrica
mikrotoma, hladenjem blokova voska uranjanjem u ledenu vodu ili podizanjem vlaznosti
ovlaziva¢em zraka u blizini mikrotoma. Novije metode za poboljSanje pripreme parafinskih
preparata ukljucuju hibridno ugradivanje parafina, krioseciranje. Iako ove metode djelomicno
poboljsavaju brzinu i kvalitetu sekcije parafina, one ¢ine sekciju mnogo vecom, a komercijalni

sustavi prijenosa sekcija su skupi (slika 8.) (Qin i sur. 2018).

3dpf 20dpf A

Slika 8. Poprecni presjek repa zebrice koristenjem parafinskog voska s bojanjem hematoksilinom
i eozinom A. 3 dana nakon oplodnje i B. 20 dana nakon oplodnje (bv= krvna zila; my= miosepta;
m= miomer; no = notokord; sp= ledna mozdina, dpf=,days post fertilization“- dana nakon

oplodnje). Dorzalna strana je na vrhu (preuzeto i prilagodeno iz Saud i sur. 2009).
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1.6.2. Priprema kriopreparata zebrice

Prilikom izrade kriopreparata tkivo se prvo fiksira odredenim fiksativom, uklopi u medij za
uklapanje uzoraka, zamrzne i nakon toga izreze na debljinu izmedu 3-20 pm pomocu
kriomikrotoma pri temperaturi od -15 °C do -30 °C (Ferguson i Shive 2019, Brock 2014, Wong
1993). Tokuyasu je uveo metodu koriStenja infiltracije saharoze kako bi se smanjila koli¢ina vode
u tkivu koje je potrebno prerezati. Dodatak saharoze omogucio je glatki blok za rezanje, a takoder
je smanjio Stetu tijekom smrzavanja koju uzrokuju kristali leda te je dobiven prerez debljine od
samo 3um (Barthel i Raymond 1990, Tokuyasu 1973). lako se za imunohistokemiju i
imunofluorescenciju uglavnom koriste cijeloviti uzorci za analizu ekspresije proteina u embrijima
zebrice, takvi uzorci mogu biti problemati¢ni za dobivanje preciznih podataka o kolokalizaciji
proteina zbog toga jer je koriStenjem svjetlosne/fluorescencijske mikroskopije tesko razlikovati
slojeve tkiva i vizualizirati ekspresiju proteina na razini jedne stanice u uzorcima (Ferguson i Shive
2019). Softverski programi za obradu slika opcenito mozda nece moci razlikovati povrSinsko
obojenje u dubljim dijelovima uzorka. Ekspresija proteina koji se ne nalaze na ili pri povrSini
uzorka moze biti prikrivena jaCe izraZenom ekspresijom istih proteina ili nespecifi¢énih obojenja
drugih proteina 1 artefakata na povrsini, a $to dovodi do neto¢nosti u analizi uzoraka. Takoder,
tkiva zebrice su vrlo osjetljiva i podloZzna lomljenju zbog ¢ega su kriopreparati bolji od parafinskih
uzoraka za testove temeljene na fluorescenciji (Ferguson i Shive 2019). Iako su kriopreparati fizicki
manje stabilni od presjeka uzoraka uklopljenih u parafin ili smolu, opéenito su bolji u ouvanju
antigenosti, a time i u detekciji antigena pomoc¢u imunofluorescencijske analize (Fischer 1 sur.
2006). Priprema kriopreparata ne ukljucuje korake dehidracije tipi¢ne za druge metode pripreme
uzoraka, te se seciranje, obrada i promatranje uzoraka obi¢no mogu izvesti u jednom danu (slika

9.) (Fischer i sur. 2006).
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Slika 9. Mikrodisekcija gonada zebrice 5 dana nakon oplodnje A) Kriopreparat u kojemu su
vidljive gonade (strelica) obojene NBT BCIP prije mikrodisekcije. B) Kriopreparati nakon

mikrodisekcije gonada (preuzeto iz Jorgensen i sur. 2009).

1.6.3. Priprema cjelokupnih preparata zebrice

Cjelokupni preparati podrazumijevaju bojenje malih komadi¢a tkiva, kao §to su cijeli embriji
zebrice, zabe roda Xenopus, misa ili kokosi, bez da se uzorci presijeku. Ova se tehnika pojavila kao
mocan istrazivacki alat koji moze pruziti dodatne informacije rutinskoj morfoloskoj procjeni tkiva
kada je teSko presjeci embrije ili li¢inke (Santos i sur. 2018). U usporedbi s konvencionalnim
metodama pripreme tkiva koje zahtijevaju ugradnju parafina, odsijecanje i vadenje antigena, ova
metodologija je korisna za ispitivanje prostorno-vremenske ekspresije molekula budu¢i da je
morfologija tkiva i dinamika ekspresije znatno ocuvana uz minimalnu dehidraciju tkiva i fizicko
ostecenje (Kogata i Howard 2013). Prednosti ove tehnike su $to: odrzava integritet tkiva, kao 1
strukturu 1 lokalizaciju stanica, pruza dobre trodimenzionalne informacije visoke razlucivosti o
mjestu lokalizacije proteina ili stanica, osobito je korisna za rijetke stanice ¢iju je lokalizaciju tesko
otkriti unutar najdubljih, centralno smjestenih tkiva i organa, kao $to su stanice u koStanoj srzi, nije
potreban presjek zbog ¢ega ima manje oSteCenja strukture tkiva i bolje je ocuvanje morfologije
tkiva te usteda vremena pripreme u usporedbi sa serijskim presjecima tkiva/organizama (Zhong
2020). No ovakvi preparati imaju i neke nedostatke, a to su: skupa konfokalna mikroskopija koja

je potrebna za dobivanje slike uzorka i prisutnost ograni¢enja dubine za penetraciju protutijela
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(<150 pm) koje iznosi 300 um za imunobojenje (Zhong 2020). Priprema uzoraka za
imunofluorescenciju ukljucuje tri glavna koraka: fiksaciju, koja se koristi za stabilizaciju strukture
stanica; permeabilizaciju stani¢énih membrana koja omogucava protutijelima da dodu do
antigenskih mjesta i bojenje koje ukljucuje inkubaciju s primarnim protutijelom, a zatim njegovo
vezanje sa sekundarnim protutijelom koje ima vezanu molekulu za fluorescencijsku detekciju
fluorofor/fluorokrom (slika 10.). U procesu bojenja mogucée je istovremeno otkriti dva antigena u
jednom preparatu, tehnikom koja se naziva dvostruka imunohistokemija, a koja je korisna, za
primjerice identifikaciju 1 lokalizaciju razli¢itih vrsta stanica 1/ili lokaliziranje u istom uzorku tkiva
(Santos i sur. 2018).
€
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EMBRLIE \INKUBIRATI EMBRIJE U
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Slika 10. Shematski prikaz protokola za cjeloviti uzorak (engl. whole-mount) (preuzeto i
prilagodeno iz Santos i sur. 2018).

1.7. Protutijela

Postoje dvije glavne podjele primarnih protutijela. Poliklonska protutijela opCenito se sintetiziraju
uz pomo¢ specifi¢nih peptida ili velikih regija proteina i mogu prepoznati brojne epitope. To znaci
da je vjerojatnije da ¢e protutijelo unakrsno reagirati izmedu vrsta i da ¢e uspjesSno oznacavanje biti

relativno neosjetljivo na fiksaciju (Macdonals 1999). Medutim, nespecifi¢nost vezanja se takoder
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moze povecati. Monoklonska protutijela, sintetizirana koriStenjem misjih hibridoma, prepoznaju
pojedinacne epitope i stoga opéenito imaju nizu razinu nespecifi¢nih vezanja. To takoder znaci da
je manje vjerojatno da ¢e protutijelo prepoznati epitop kod drugih vrsta, osim ako je protein visoko
konzerviran. Takoder, protutijelo moze biti osjetljivo na fiksaciju (Macdonals 1999). Protutijela se
sastoje od dvije vrste lanaca (teskih i lakih), od kojih svaki sadrzi vrlo raznoliku domenu koja veze
antigen (varijablu). Segmenti gena V, D i J varijabilnih gena teskog lanca protutijela prolaze kroz
niz rekombinacija kako bi se stvorio novi gen teskog lanca. Protutijela nastaju mjeSavinom
rekombinacije genskih segmenata, diverzifikacijom sekvenci na spojevima tih segmenata i
tockastim mutacijama unutar gena. Procjene imunoloske raznolikosti za protutijela ili srodne T-
stanine receptore mogu ekstrapolirati iz malih uzoraka na cijele sustave ili biti ograni¢ene grubom
rezolucijom gena imunoloskih receptora (Weinstein i sur. 2009).

,Labome* baza protutijela navodi oko 954119 protutijela nasuprot 88487 gena, ukljucujuéi 19044
ljudskih, 15677 misjih i 14548 Stakorskih gena. Za zebrice u Labome bazi podataka postoji 387
monoklonskih protutijela, 5433 poliklonskih antitijela i 37 rekombinantnih protutijela ribe zebrice

(https://www.labome.com/summary/zebrafish-genes.html,). Metode koje se koriste za analizu

gena i protutijela su injektiranje, imunolosko bojenje, oznacavanje in situ, knock-down ekspresija
gena, ciljana mutageneza, transgenetski alati, mozai¢ni eksperimenti, imunohistokemija i in Situ

hibridizacija (https://www.labome.com/summary/zebrafish-genes.html,, Macdonald 1999). Kod

zebrica, imunohistokemija se koristi za odredivanje lokalizacije i ekspresije proteina. Dvostruko
oznacavanje s protutijelom specifinim za vrstu stanice i novim protutijelom za drugi protein od
interesa identificiraju vrste stanica ili njihove unutarstani¢ne strukture koje ga sadrze. Neka
protutijela koriste se u kombinaciji s metodom in situ hibridizacije RNA za identifikaciju struktura
1 stanica koje izraZavaju odredenu glasni¢ku RNA. Imunohistokemija je takoder korisna tehnika za
pregled linija zebrica koje sadrze nasumi¢ne mutacije zbog mogucnosti vizualizacije suptilnih
promjena u razvoju specifi¢nih struktura ili vrsta stanica (npr. neurona i aksona) (Macdonald 1999).
Iako postoje brojna dostupna protutijela koja su odgovarajuce kvalitete, pronalaZzenje onih koja
specificno djeluju kod zebrica je izazovnije 1 Cesto zahtijeva testiranje 1 rjeSavanje problema s
protutijelima za antigena sisavaca. Medutim, na trZi§tu postoji sve veci broj validiranih protutijela
za ribe zebrice, a pojava tehnologije CRISPR/Cas9 omogucila je oznacavanje epitopa endogenih
proteina putem genomskog inZenjeringa. Medutim, ti su procesi dugotrajni 1 izazovni te zahtijevaju

temeljitu provjeru funkcije proteina (Hammond-Weinberger i ZeRuth 2020). Neka od cesto
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koristenih protutijela u modelu zebrice su specifi¢na za proteine poput neurolina/alcama (Zn8) i
Na*/K*-ATPaze (https://zfin.org/action/antibody/search.

2. Cilj istrazivanja

Imunohistokemijske metode predstavljaju svestran alat koji se moze koristiti za karakterizaciju
prostorno-vremenske ekspresije gotovo bilo kojeg proteina od interesa u organizmu. Pretezno su
se koristile na razli¢itim modelnim organizmima, ali uglavnom na glodavcima i ostalim sisavcima
zbog Cega nedostaje informacija o njihovom koriStenju na drugim organizmima. Primjena
imunohistokemijskih metoda na razli¢itim modelnim organizmima moze zahtijevati razlicite
tehnike fiksacije, otopine za blokiranje, razli¢ito vrijeme inkubacije zbog debljine i sastava tkiva.
Zebrica kao modelni organizam ima mnogo prednosti i zbog toga se sve viSe koristi U
istrazivanjima, ali jo§ uvijek nedostaju informacije o razli¢itim uvjetima i ve¢em broju protutijela
koji se mogu vezati za epitop od interesa u tkivu zebrica. Prednost metode cjelovitih uzoraka (whole
mount) je Sto se tijekom mikroskopiranja uzorka ima pregled cijelog organizma bez da se tkivo
mora rezati, te je bolja preglednost i lak$e se moze odrediti mjesto gdje je protein izrazen. Koriste¢i
metodu cjelovitih uzoraka zebrice, testirati ¢u ucinke dvije vrste fiksacijskih otopina (4% PFA i
Dentov fiksativ) na ocuvanje tkiva i vezanje protutijela za tri razli¢ita membranska proteina
(Na*/K*-ATPaza, neurolin i Octl). Uzorke ¢u dodatno podvrgnuti razli¢itim temperaturama (37
°C, 70 °C 195 °C ) kako bi utvrdila u¢inak temperature na vezanje protutijela za navedena tri
membranska proteina. Pretpostavka je da ¢u na taj nacin uspjeti odrediti optimalni protokol za
daljnje koristenje navedenih protutijela koji omogucuje djelotvorno otkrivanje epitopa i u¢inkovitu

lokalizaciju i analizu signala istrazivanih proteina na cjelovitim uzorcima embrija zebrice.

Dakle, specifi¢ni ciljevi ovog diplomskog rada su:

1) odrediti optimalan postupak fiksacije embrija/licinki zebrice za upotrebu u
imunofluorescencijskoj analizi cjelovitog uzorka zebrice,

2) odrediti optimalne uvjete otkrivanja epitopa za provodenje imunofluorescencijske analize na
cjelovitom uzorku embrija/licinke zebrice sa monoklonskim protutijelima a6F za membranski
protein al-podjedinicu Na*/K*-ATPaze i ZN-8 za membranski protein neurolin, te sa dizajniranim

poliklonskim protutijelima za prijenosnik organskih kationa 1 (Oct1),
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3) otkriti lokalizaciju proteina Octl u cjelovitom uzorku embrija/li¢inke zebrice,
4) utvrditi prednosti/nedostatke koristenog pristupa za otkrivanje epitopa ciljanih proteina (Na*/K*
ATPazu, neurolin i Octl).
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3. Materijali i metode

3.1. Materijali

3.1.1. Opis pokusnih zivetinja i medija za razvoj embrija

o Ribe vrste Danio rerio (Hamilton, 1822) (Institut Ruder Boskovi¢, Zagreb, Hrvatska).

U ovom istrazivanju koristila sam animalni model zebrice (Danio rerio), slatkovodne ribe
porijeklom iz juzne Azije koja pripada porodici Cyprinidae i redu Cypriniformes (Ge 2018). Prema
IUCN (engl. The International Union for Conservation of Nature) crvenoj listi zebrice pripadaju
najmanjem  stupnju zabrinutosti 1 trenutno ne pripadaju ugrozenim  vrstama

(https://www.iucnredlist.org/). Razmnozavaju se ovisno o sezoni i klimatskim uvjetima od travnja

do kolovoza (Perry i sur 2010). Kao svejed se hrani zooplanktonom, malim kukcima, algama i

drugim biljnim materijalom (slika 11.) (Ge 2018).

Slika 11. Razlika izmedu muzjaka i Zenke vrste zebrica (Danio rerio) (Preuzeto i prilagodeno sa

web stranice: https://www.agquariumnexus.com/wp-content/uploads/2020/01/zebra-danio-fish-

male-vs-female.jpg ).

o 50 x otopina E3 medija za razvoj embrija cuvana pri temperaturi + 4 °C (pH 7,8) sastoji se
od:

o 7,305 g NaCl, 250 mM (Kemika, Hrvatska)
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o 0,317 g KClI, 8,5 mM (Kemika, Hrvatska)

o 0,916 g CaCly, g 16,5 mM (Kemika, Hrvatska)
o 0,993 g MgSOs4, 16,5 mM (Kemika, Hrvatska)
o 500 mL deH20

3.1.2. Puferi, otopine i kemikalije za obradu uzoraka zebrice

3.1.2.1. Otopine za fiksaciju uzoraka embrija

Otopina 4% paraformaldehida pripremljena u 1x fizioloskoj otopini puferiranoj fosfatnim
puferom (1x PBS ili engl. Phosphate Buffered Saline; pH 7,4) sastoji se od:

o 20 g PFA (Sigma, SAD)

o 500 mL 1x PBS

Otopina Dentovog fiksativa sastoji se od: 80% Metanol : 20% Dimetil sulfoksid =4 : 1

3.1.2.2. Otopine za histokemijsku i imunofluorescencijsku analiza uzoraka

Otopina 1x PBS (engl. Phosphate Buffered Saline; pH 7,4) sastoji se od:
o 7,95 g NaCl, 140 mM (Kemika, Hrvatska)
o 200 mg KCl, 2,7 mM (Kemika, Hrvatska)
o 1,14 g Na2HPO4 8 mM (Kemika, Hrvatska)
o 272 mg KH2PO4 2 mM (Kemika, Hrvatska)
o 1L deH20

Otopina PBSt (pH 7,4) sastoji se od:
o 1L 1xPBS
o 1 mL neionskog surfaktanta Tween 20 (Calbiochem, SAD)
20 % otopina natrijeva azida (NaNz3) sastoji se od:
o 20 g NaNz (Fisher Scientific, SAD)
o 100 mL deH20

25 % otopina za ocuvanje fluorescencije sastoji se od:

o 300 uL otopine za o¢uvanje fluorescencije Vectashield (Vector Laboratories, SAD)
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o 900 pL pufera za pripremu 10 % gela za razdvajanje proteina sastoji se od:
o 18,17 g Tris (Sigma, SAD)
o 100 mL deH20
o 10 % HCI za prilagodavanje pH vrijednosti (Kemika, Hrvatska)
Otopina Tris-HCI, (pH 9)
Otopina 1% BSA (engl. Bovine Serum Albumin) sastoji se od:
o1 g BSA (Sigma, SAD)
0100 mL 1x PBS
Aceton

Destilirana voda

3.1.2.3. Protutijela koristena za imunofluorescencijske analize

Primarna protutijela:

Protutijelo za protein ol podjedinicu Na*/K*-ATPaze (Na*/K*-Ab) — monoklonsko protutijelo
proizvedeno u stanicama misa upotrebom imuniziraju¢eg peptida N-terminalnog kraja proteina
Na*/K*-ATPaza (slijed aminokiselina izmedu 27-55); 43 pug/mL (a6F, Developmental Studies
Hybridoma Bank, Sveudiliste lowa, SAD).

Protutijelo za neurolinfalcam (CD166 antigen homolog A) — monoklonsko protutijelo
proizvedeno u stanicama hibridoma miSa (mijeloma linije SP 2/0) upotrebom cjelovitog
proteina; 43 pug/mL (ZN-8, Developmental Studies Hybridoma Bank, Sveuciliste lowa, SAD)
protutijelo za Octl protein zebrice (zbOctl) — dizajnirano poliklonsko protutijelo proizvedeno
U zecu upotrebom imunizirajueg peptida‘haptena sa slijedom aminokiselina
TPEHWCRDPGVSEIRERC koji se topoloSki nalazi na izvanstani¢noj petlji (45-60
aminokiselinski slijed) Octl proteina zebrice; 47 pg/mL (Genosphere Biotechnologies,
Francuska).

Protutijelo za Octl protein zebrice (zbOctl) — dizajnirano poliklonsko protutijelo proizvedeno
u zecu upotrebom imunizirajuéeg peptida/haptena sa slijedom aminokiselina
CEHPNRNKENPQQSQQ koji se topoloski nalazi na karboksilnom terminalnom kraju (530-
544 aminokiselinski slijed) Octl proteina zebrice; 65 pg/mL (Genosphere Biotechnologies,
Francuska).
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o Sekundarna protutijela:

- DAM-CY3 (engl. Donkey Anti-Mouse-CY3) — magarece protutijelo protiv imunoglobulina
klase G (IgG) obiljeZeno fluorescencijskom bojom CY3; 1,2 pg/mL (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, SAD).

- GAR- CY3 (engl. Goat Anti-Rabbit-CY3) — kozje protutijelo protiv imunoglobulina klase G
(IgG) obiljezeno fluorescencijskom bojom CY3; 1,7 ug/mL (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, SAD).

3.1.3. Laboratorijska oprema i potrosni materijal

o Fluorescencijski mikroskop: OPTON III RS (Opton Feintechnik, Njemacka)

o Digitalna kamera za fluorescencijski mikroskop: Spot RT (Diagnostic Instruments Inc.,
SAD)

o Hladnjaci (4°C) i zamrzivaci (-20°C i -80°C)

. Racunalo: Asus MSGW

o Tehnicka vaga
o Analiticka vaga
o Vibracijska mijeSalica: Genie 2 Vortex (Fisher Scientific, SAD)

o Orbitalna mjesalica: Thermolyne BIG Bill Oribital Shaker (Thermolyne, SAD)

o Automatske pipete s promjenjivim volumenom (0,1-2,5 pL; 0,5-10 pL; 2-20 pL; 20-200
puL 1 100-1000 pL) (Eppendorf, Njemacka)

. Nastavci za pipete (10, 20, 100, 200, 1000 uL) (Eppendorf, Njemacka)

o Pokrovna stakalca Menzel-Glaser (Thermo Scientific: Menzel-Glaser, SAD)
o Predmetna stakalca Superfrost/Plus (Thermo Scientific: Menzel-Glaser, SAD)
o Kutije za mikroskopska stakalca (Heathrow Scientific, SAD)

3.1.4. Racunalni programi

o SPOT RT v3.4 (Diagnostic Instruments Inc., SAD)
o Adobe Photoshop 6.0 (http://www.adobe.com )

o ImageJ/F1J1 1.53c (http://imagej.nih.gov/ij/)
o Statistica 14.0.0.15 (http://tibco.com)
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3.2. Metode

3.2.1. Uzgoj i uzorkovanje modelnog organizma

Za ovo istrazivanje koristila sam spolno nezrele embrije (5. dana nakon oplodnje) ribe vrste Danio
rerio koje su uzgojene u Laboratoriju za ekotoksikologiju mora Instituta Ruder Boskovi¢ (IRB) u
Zagrebu. Uzorkovala sam 30 jedinki starosti 5 dana nakon oplodnje. Akvarijski sustav u kojem su
sve jedinke uzgojene bio je PP-Module (AquaSchwarz, Njemacka) (slika 12.). Temperatura vode
u kontroliranom akvarijskom sustavu odrZavana je konstantnom izmedu 27 °C do 29 °C, pH
vrijednost vode od 7 do 8,2, provodljivost 1000-12000 uS, a uvjeti svjetla i tame su odrzavani u
odnosu 14h:10h. Akvarijski sustav je sadrzavao vodu dobivenu reverznom osmozom vodovodne
vode sa dodatkom smyjese soli za akvarije. KoriStena voda prije ponovnog uvodenja u sustav prolazi
kroz filtere sa porama veli¢ina 120 i 50 pum, bioloski filter (Siporax) koji razgraduje organske
dusikove spojeve (npr. amonijak), apsorpcijski filter s aktivnim ugljenom koji uklanja neuklonjene
organske spojeve i Cestice te se jo§ dodatno dezinficira ultraljubicastim filterom odnosno UV

vodenom svjetiljkom koja uklanja mogucu mikrobiolosku kontaminaciju poput bakterija.
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Slika 12, Sustav za uzgoj zebrice (Preuzeto sa: https://www.plexx.eu/wp-

content/uploads/2020/06/labreedzebsystem.png).
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Ribe je bilo potrebno hraniti jednom dnevno sa standardnom ribljom hranom odgovarajuce veli¢ine
(Gemma Micro, Skretting France). Za dobivanje embrija u ovom istrazivanju mrijeStene su odrasle
muske 1 zenske jedinke starosti 1-1,5 godine u mrijestilicama u omjeru muski vs. zenski spol 3:1
(Slika 13.). Kako bi se ribe potaknulo na mrijest svijetla su upaljena u jutarnjim satima izmedu 8-
Oh. Isti dan popodne izmedu 16-17h oplodeni mrijest je prenijet u petrijevu zdjelicu sa E3 medijem
te su odlozeni u inkubator na 28 °C do uzorkovanja koje se provodilo 5 dana nakon oplodnje (slika
14.). Uzgoj i mrijest riba proveli su djelatnici Laboratorija za molekularnu ekotoksikologiju na
Institutu Ruder Boskovi¢. Sva istrazivanja na zivotinjama su odobrena od Etickog povjerenstva
IRB, Nacionalnog povjerenstva za dobrobit zZivotinja i Ministarstva poljoprivrede Republike
Hrvatske (525-10/124120-9) prilikom odobravanja znanstveno-istrazivackog projekta
DANIOTRANS (HRZZ-1P-2019-04-1147, voditelj: dr. sc. Tvrtko Smital) financiranog sredstvima

Hrvatske zaklade za znanost.

Slika 13. Mrijestilica za zebrice (preuzeto sa:
https://www.scanbur.com/Admin/Public/Getlmage.ashx?Image=/Files/Images/A1226575.jpa&F
ormat=jpg&Height=450&Crop=0&DoNotUpscale=true).
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Slika 14. Inkubator (preuzeto sa: https://www.nv-lab.ru/images/upload/editor3612.jpqg).

3.2.2. Fiksacija embrija

Za potrebe imunofluorescencijske analize uzoraka cjelovitin embrija zebrice koristila sam
modificirani protokol za imunofluorescenciju cjelovitih uzoraka embrija ribe zebrice (Inoue i
Wittbrodt 2011). Prije svega embrije starosti 5 dana sam podijelila u dvije skupine. Jednu skupinu
sam fiksirala sa fiksativom 4% PFA, a drugu sa Dentovim fiksativom koje sam direktno dodavala
u epruvete sa embrijima. U svakoj od dvije skupine (N=90 embrija po skupini) je bilo 30 jedinki
za svaki od 3 uvjeta zagrijavanja. Embriji su se inkubirali preko noé¢i u navedenim otopinama za

fiksaciju. Slijede¢i dan embrije sam isprala 3 puta po 10 min sa 1xPBSt na orbitalnu mijesalicu.

3.2.3. Obrada uzoraka embrija zebrice pri predodredenim temperaturama

Nakon ispiranja 180 embrija inkubirala sam ih u 150 mM Tris-HCI (pH 9,0) 5 min nakon Cega je
slijedilo zagrijavanje uzoraka (N=10 embrija/epruveti) pri 3 razlicite temperature. Temperature na
kojima sam zagrijavala uzorke su 37°C / 30 min, 70 °C / 15 min i 95 °C /5 min. Nakon zagrijavanja,
uzorke sam odlozila 5 min na led nakon ¢ega sam isprala uzorke 2 puta po 10 min sa 1x PBSt te
potom 2 puta po 5 min sa dH20. Nakon toga, kako bih poboljsala permeabilizaciju tkiva, a za
optimalnu penetraciju i vezanje protutijela za protein od interesa u cjelovitom uzorku sve embrije

sam tretirala sa acetonom i stavila na 20 minuta pri — 20 °C.
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3.2.4. Imunofluorescencijska analiza cjelovitog uzorka embrija zebrice

Nakon $to su embriji inkubirani u acetonu, isprala sam ih 2 puta po 5 min sa dH-O i 2 puta po 10
min sa 1x PBSt. Potom sam uzorke inkubirala u 1% BSA tijekom 1 h u frizideru na 4 °C, a potom
u primarnom protutijelu za jedan od ciljanih proteina (Na*/K* ATPaza, Octl, neurolin u razrjedenju
od 1 : 10) tijekom no¢i pri 4 °C. Uzorke obradene na taj nacin isprala sam po 2 puta 5 min sa 1x
PBSt i inkubirala u sekundarnom protutijelu. Ovisno o tome koje sam primarno protutijelo koristila
inkubirala sam uzorke u GAR-CY3 protutijelu (razrjedenje 1 : 800) nakon $to su uzorci prethodno
inkubirani u primarnim protutijelima za protein Na*/K* ATPazu i Octl, a u DAM-CY3 protutijelu
(razrjedenje 1 : 400) nakon Sto su uzorci inkubirani sa protutijelom za neurolin tijekom no¢i pri 4
°C. Razrjedenja primarnih i sekundarnih protutijela su pripremana u 1x PBS + 0,02 % NaNz. Tako
pripremljene i obradene uzorke sam prenijela na predmetno stakalce (dva / stakalce) pomocu pipete
i okruzila vazelinom u obliku kvadrata te potom dodala ~10 uLL medija za oCuvanje fluorescencije

Vectashield i poklopila lagano sa pokrovnim stakalcem.

3.2.5. Prikupljanje i obrada mikroskopskih slika

Kako bih odredila kvalitetu dobivenih cjelovitih uzoraka pri razli¢itim uvjetima te lokalizaciju i
ekspresiju proteina Na*/K*-ATPaze, neurolin i Octl koristila sam fluorescencijski mikroskop
OPTON III RS pri povecanjima od 100 puta. Digitalnu kameru SPOT RT sa pridruzenim SPOT
RT v3.4 programom upotrijebila sam za za prikupljanje mikroskopskih slika na fluorescencijskom
mikroskopu (Slika 15.).
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Slika 15. Prikaz fluorescencijskog mikroskopa (Preuzeto sa:
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/d/dd/Olympus-BX61-

fluorescence microscope.jpa/660px-Olympus-BX61-fluorescence microscope.jpq).

Mikroskopske slike koje sam prikupila obradila sam i analizirala racunalnim programom
ImageJ/FI1JI 1.53c. Za analizu obojenja veceg broja mikroskopskih slika dijelova tijela zebrice
koristila sam Macro algoritam. Kod Macro algoritma prvo sam prebacila slike u 8 bit-ne slike i
onda pomocu alata Threshold segmentirala bojanja od interesa. Takvim postupkom sam mogla
dobiti to¢na mjerenja intenziteta fluorescencijskog obojenja koje sam koristila za daljnju statisticku

analizu ekspresije.

3.2.6. Prikaz i statisticka obrada rezultata

Za bolji prikaz rezultata napravila sam slikovne panele pomoc¢u ra¢unalnog programa ImageJ/FIJI
1.53¢ koriste¢i njegov umetak (engl. Plugin) ScientiFig. Takoder, neki slikovni paneli su
minimalno obradeni ra¢unalnim programom Adobe Photoshop 6.0. Za statisti¢ku analizu mjerenja
intenziteta obojenja (N=30 uzoraka / tretmanu ili skupini) koristila sam Faktorijalnu ANOVA
analizu (uz faktore: vrsta otopine fiksativa i vrsta tretmana uzoraka) i Duncan posthoc test koji su
dio raCunalnog programa Statistica 14 (TIBCO, SAD) uz razinu statisticke znacajnosti p < 0,05.
Vrijednosti prikazane na grafickim prikazima predstavljaju srednju vrijednost mjerenja intenziteta

obojenja fluorescencijske boje cijanin 3 (CY3) + standardnu gresku.
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4. Rezultati

Kako bi utvrdili optimalne uvjete za upotrebu Getiri razli¢ita protutijela namijenjenih za vezanje i
detekciju 3 razli¢ita membranska proteina (komercijalna protutijela za Na*/K*-ATPazu i neurolin
te dva dizajnirana protutijela za Octl), provedene su imunohistokemijske/imunofluorescencijske
analize koriStenjem 6 razli¢itih uvjeta koji su ukljucivali upotrebu razli¢itih fiksativa (4% PFA i
Dentov fiksativ) i pristupa obrade uzoraka pri tri razlicite temperature / vremena inkubacije (37 °C
/30 min, 70 °C / 15 min i 95 °C / 5 min). Za utvrdivanje potencijalno nespecifi¢nog vezanja /
obojenja sekundarnih protutijela (DAM-CY3 i GAR-CY3) u cjelovitim uzorcima zebrice prvo je
provedena imunohistokemijska/imunofluorescencijska analiza pri svih Sest uvjeta koristeci
navedena sekundarna protutijela (Slika 16. i slika 17.). Nakon utvrdivanja mogucih nespecifi¢nih
vezanja / obojenja sekundarnih protutijela u cjelovitim uzorcima zebrice pristupilo se provedbi
eksperimenata indirektne imunofluorescencije koji su ukljuc¢ivali upotrebu navedenih primarnih i
odgovarajucih sekundarnih protutijela (Slike 18-21). Nadalje, nakon utvrdenih optimalnih uvjeta
za upotrebu pojedinog primarnog protutijela provedena je analiza intenziteta obojenja kod onih
protutijela ¢iji su rezultati lokalizacije upucivali na specificno vezanje protutijela za protein od
interesa (Slika 18-23).

4.1. Nespecificno vezanje sekundarnog protutijela DAM-CY3 u cjelovitim

uzorcima embrija zebrice

Za potrebe koristenja sekundarnog protutijela DAM-CY3 na cjelovitim uzorcima embrija zebrice
razvojnog stadija 120 dana nakon oplodnje, tj. 120 hpf (engl. hours post fertilization) u svrhu
imunohistokemijske / imunofluorescencijske analize u kombinaciji sa monoklonskim protutijelima
za Na'/K*-ATPazu i neurolin, provedena je imunofluorescencijska analiza obojenja samog
sekundarnog protutijela pri Sest razli¢itih uvjeta. Rezultati mikroskopske analize pokazali su
postojanje nespecificnog obojenja u predjelu Zumanjcane vrece kod uzoraka fiksiranih 4% PFA 1
obradenih / inkubiranih pri temperaturi 70 °C / 15 min i 95 °C / 5 min (slika 16). Takoder, kod istih
uzoraka bilo je vidljivo nespecificno obojenje leCe oka embrija zebrice blazeg intenziteta koje je
ovisilo o uvjetu inkubacije (37 °C / 30 min < 70 °C / 15 min < 95 °C / 5 min). U odnosu na njih,

uzorci fiksirani Dentovim fiksativom imali su nespecifi¢no obojenje lece oka jakog intenziteta
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neovisno o uvjetima inkubacije (slika 16.). Osim navedenih nespecifi¢nih obojenja, nisu opazena

druga obojenja koja bi se mogla okarakterizirati kao nespecificna obojenja sekundarnog protutijela.

37 °C /30 min 70 °C / 15 min 95°C /5 min

Slika 16. Imunofluorescencijska mikroskopska analiza specificnog vezanja sekundarnog
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protutijela DAM-CY3 u cjelovitim uzorcima embrija zebrice (120 hpf) fiksiranim 4% PFA i
Dentovim fiksativom te inkubiranim na razli¢itim temperaturama kroz razlicito vrijeme (37 °C /
30 min, 70 °C / 15 min 1 95 °C / 5 min). Emisija fluorescencijske boje CY3 promatrana je pod

filterom svjetlosti koji propusta svjetlost valne duljine 566-646 nm. Veli¢ina mjerila je 150 pm.

4.2. Nespecifitno vezanje sekundarnog protutijela GAR-CY3 u cjelovitim

uzorcima embrija zebrice

Za potrebe koristenja sekundarnog protutijela GAR-CY3 na cjelovitim uzorcima embrija zebrice
(120 hpf) u svrhu imunohistokemijske / imunofluorescencijske analize u kombinaciji sa
dizajniranim poliklonskim protutijelima za Octl (epitop 45-60 aa i epitop 530-544 aa), provedena
je imunofluorescencijska analiza obojenja samog sekundarnog protutijela pri Sest razli¢itih uvjeta.
Rezultati mikroskopske analize pokazali su postojanje blagog nespecificnog obojenja zumanjcane
vrece embrija zebrice fiksiranim 4% PFA u uvjetima inkubacije pri 30 min, 70 °C/ 15 min 95 °C
/'5 min te uzorcima fiksiranim Dentovim fiksativom u uvjetima inkubacije pri 95 °C / 5 min (slika
17). Osim toga opaZeno je nespecificno bojanje lee oka embrija zebrice jakog intenziteta neovisno

0 vrsti upotrjebljenog fiksativa i uvjetu inkubacije (37 °C / 30 min =70 °C/ 15 min=95°C /5
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min) (slika 17). Osim navedenih opazena su pojedinac¢na nespecifi¢na obojenja mikroskopskih
artefakata koji nisu pripadali uzorku ve¢ oneciséenju samih uzoraka stranim materijalom (npr.

komadi¢i stani¢evine) (slika 17.).

37 °C /30 min 70 °C / 15 min 95 °C /S5 min
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Slika 17. Imunofluorescencijska mikroskopska analiza nespecifiénog vezanja sekundarnog
protutijela GAR-CY3u cjelovitim uzorcima embrija zebrice (120 hpf) fiksiranim 4% PFA i
Dentovim fiksativom te inkubiranim na razli¢itim temperaturama kroz razli¢ito vrijeme (37 °C /
30 min, 70 °C / 15 min i 95 °C / 5 min). Emisija fluorescencijske boje CY3 promatrana je pod

filterom svjetlosti koji propusta svjetlost valne duljine 566-646 nm. Veli¢ina mjerila je 150 pm.

4.3. Ucinak razlicitih fiksativa i inkubacijskih temperatura na vezanje

protutijela za Na*/K*™-ATPazu u cjelovitim uzorcima embrija zebrice

Kako bi utvrdili optimalnu metodu otkrivanja antigena za uspjesno vezanje protutijela za al
podjedinicu Na'/K*-ATPaze i detekciju istoimenog proteina u cjelovitim uzorcima embrija
zebrice, istrazeno je 6 razli¢itih uvjeta koji su ukljucivali dva razli¢ita fiksativa (4% PFA i Dentov
fiksativ) i inkubaciju pri 3 razli¢ite temperature. Rezultati mikroskopske analize pokazali su da je
lokalizacija Na'/K*-ATPaze u cjelovitim embrijima zebrice bila uspjesna i vidljiva kod uzoraka
koji su bili fiksirani Dentovim fiksativom neovisno o temperaturi inkubacije (slika 18.). Tako je
Na*/K*-ATPaza lokalizirana u bazolateralnim membranama unutarnjeg uha (slika 18. a),
pronefrosa (slika 18. b), srednjeg i straznjeg crijeva (slika 18. c) i plazmatske membrane ionocita
bogatih proteinom Na*/K*-ATPazom (slika 18. d). Kod cjelovitih uzoraka embrija zebrice koji su

bili inkubirani u 4% PFA nije bila vidljiva karakteristi¢na lokalizacija navedenog proteina ve¢ su
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nespecifi¢na obojenja bila u podrucju glave, oka (slika 18; 37 °C / 30 min), Zzumanj¢ane vreée (slika
18; 70 °C / 15 min) i ruba repa samog embrija (slika 18; 95 °C / 5 min).

Analiza intenziteta obojenja na mikroskopskim slikama uzoraka cjelovitih embrija iz svih ispitanih
uvjeta potvrdila je znacajno razli¢it u¢inak vrste fiksativa na intenzitet obojenja za Na*/K*-ATPazu
(prilog 1) (Faktorijalna ANOVA/Duncan analiza, p < 0.05). Takoder, utvrdila je postojanje
znacajnih razlika u intenzitetu obojenja izmedu uzoraka fiksiranih 4% PFA i obradenih pri 37 °C /
30mini 70 °C/ 15 minte 70 °C/ 15 min i 95 °C/ 5 min (** p < 0.01, *** p < 0.001) (slika 19.).
Kod uzoraka fiksiranih Dentovim fiksativom nije bilo znacajnih razlika u intenzitetu obojenja

izmedu ispitivanih skupina (Slika 19.).

37 °C /30 min 70 °C / 15 min 95 °C /5 min
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Slika 18. Imunofluorescencijska analiza vezanja primarnog protutijela a1 podjedinice proteina
Na*/K*-ATPaze (sekundarno protutijelo DAM-CY?3) u cjelovitim uzorcima embrija zebrice (120
hpf) fiksiranim 4% PFA i Dentovim fiksativom te inkubiranim na razli¢itim temperaturama kroz
razli¢ito vrijeme (37 °C / 30 min, 70 °C / 15 min i 95 °C / 5 min).U uzorcima fiksiranim Dentovim
fiksativom i inkubiranim pri 37 °C / 30 min, 70 °C / 15 min i 95 °C / 5 min vidljivo je specificno
vezanje primarnog protutijela u (strelice): a. bazolateralnim membranama epitela unutarnjeg uha,
b. bazolateralnim membranama epitela pronefrosa, c. bazolateralnim membranama srednjeg i
straznjeg crijeva i d. membranama ionocita bogatih proteinom Na*K*-ATPaza. Slova a-d
predstavljaju obiljezena mjesta lokalizacije proteina Na'/K*-ATPaza u cjelovitim uzorcima

zebrice. Veli¢ina mjerila je 150 pm.
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Slika 19. Analiza relativnog intenziteta fluorescentnog obojenja CY3 sekundarnog protutijela
(DAM-CY 3) vezanog za primarno protutijelo koje se specifi¢no vezalo za a1l podjedinicu proteina
Na+/K+-ATPaze u cjelovitim uzorcima embrija zebrice fiksiranih 4% PFA i Dentovim fiksativom
24 h (N = 30). Faktorijalna ANOVA/Duncan posthoc analiza pokazala je zna¢ajno razli¢it ué¢inak
fiksativa na intenzitet obojenja uzorka embrija zebrice (p < 0.05). Takoder pokazala je statisticki
znacajnu razliku izmedu uzoraka fiksiranih 4% PFA fiksativom i obradenih pri 37 °C /30 min i 70
°C/15minte 70 °C /15 min i 95 °C / 5 min (** p < 0.01, *** p < 0.001). Izmedu ostalih skupina
nije zabiljezena statisticki znacajna razlika. Vrijednosti na grafickom prikazu predstavljaju srednju

vrijednost mjerenja intenziteta fluorescentnog obojenja CY3 + standardnu gresku.
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4.4. Ucinak razli¢itih fiksativa i inkubacijskih temperatura na vezanje

protutijela za neurolin u cjelovitim uzorcima embrija zebrice

Kako bi utvrdili optimalnu metodu otkrivanja antigena za uspjeSno vezanje protutijela za neurolin
i detekciju istoimenog proteina u cjelovitim uzorcima embrija zebrice, istrazeno je 6 razli¢itih
uvjeta koji su ukljucivali dva razlicita fiksativa (4% PFA i Dentov fiksativ) i inkubaciju pri 3
razli¢ite temperature. Rezultati mikroskopske analize pokazali su da je lokalizacija neurolina u
cjelovitim embrijima zebrice bila uspjesna i vidljiva kod uzoraka koji su bili fiksirani 4% PFA i
inkubirani pri temperaturi od 37 °C / 30 min, 70 °C / 15 min i djelomi¢no uspjesna pri 95 °C /5
min. Najuspjesnija lokalizacija neurolina je bila u uzorcima fiksiranim Dentovim fiksativom i
inkubiranim pri temperaturi od 37 °C / 30 min (slika 20.). Naime, iz rezultata mikroskopske analize
je vidljivo da je Dentov fiksativ i 37 °C / 30 min pridonio vezanju na neurolin u membrani aksona
ganglijskih stanica mreznice, membrani aksona neurona u srediSnjem dijelu mozga, membrani
stanica sr€anog misi¢a i membrani somitskih misica trupa i repa embrija zebrice (slika 20.). Kod
uzoraka obradenim drugim uvjetima nisu pronadena karakteristicna mjesta vezanja protutijela za

protein neurolin.
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Slika 20. Imunofluorescencijska analiza vezanja primarnog protutijela za protein neurolin (alcam
| ZN-8; sekundarno protutijelo DAM-CY3) u cjelovitim uzorcima embrija zebrice (120 hpf)
fiksiranim 4% PFA i Dentovim fiksativom te inkubiranim na razliitim temperaturama kroz
razli¢ito vrijeme (37 °C / 30 min, 70 °C / 15 min i 95 °C / 5 min). U uzorcima fiksiranim 4% PFA
ovisno o uvjetima inkubacije vidljivo je specifi¢no vezanje primarnog protutijela u (strelice): a.
membrani aksona ganglijskih stanica mreznice, b. u membrani aksona neurona u sredisnjem dijelu
mozga, C. membrani stanica sr¢anog misi¢a i d. membrani somitskih miSi¢a trupa i repa embrija
zebrice. Slova a-d predstavljaju obiljezena mjesta lokalizacije proteina neurolin u cjelovitim

uzorcima zebrice. Veli¢ina mjerila je 150 um.

Analiza intenziteta obojenja na mikroskopskim slikama uzoraka cjelovitih embrija iz svih
istrazenih skupina / uvjeta potvrdila je znacajno razli¢it u¢inak vrste fiksativa na intenzitet obojenja
za neurolin (prilog 2) (Faktorijalna ANOVA/Duncan analiza, p < 0.05). Nadalje, ista analiza je
utvrdila postojanje znacajnih razlika u intenzitetu obojenja izmedu uzoraka fiksiranih 4% PFA i
obradenih pri 37 °C /30 min i 95 °C/ 15 min te 70 °C / 15 min i 95 °C/ 5 min (*** p <0.001, * p
< 0.05) no ne i izmedu 37 °C / 30 min i 70 °C / 15 min (20). Takoder, ista analiza nije utvrdila

razlike u intenzitetu obojenja izmedu uzoraka fiksiranih Dentovim fiksativom (slika 21.).
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Slika 21. Analiza relativnog intenziteta fluorescentnog obojenja CY3 sekundarnog protutijela
(DAM-CY3) vezanog za primarno protutijelo koje se specificno vezalo za protein neurolin u
cjelovitim uzorcima embrija zebrice fiksiranih 4% PFA i Dentovim fiksativom 24 h (N = 30).
Faktorijalna ANOVA/Duncan posthoc analiza pokazala je znacajno razli¢it u¢inak fiksativa na
intenzitet obojenja uzorka embrija zebrice (p < 0.05). Takoder pokazala je na znaCajnu razliku u
intenzitetu obojenja izmedu uzoraka fiksiranih 4% PFA 1 obradenih pri 37 °C /30 min195 °C/ 5
mintei70°C/ 15 mini95°C/5 min (*** p <0.001, * p <0.05). dok izmedu ostalih skupina nije
zabiljeZena statisticki znacajna razlika. Vrijednosti na grafickom prikazu predstavljaju srednju

vrijednost mjerenja intenziteta fluorescentnog obojenja CY 3+ standardnu gresku.
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4.5. Ucinak razli¢itih fiksativa i inkubacijskih temperatura na vezanje

protutijela A za Octl u cjelovitim uzorcima embrija zebrice

Za potrebe otkrivanja optimalnog uvjeta za vezanje dizajniranog protutijela za protein zebrice Octl
(epitop 45-60 aa), istrazen je u¢inak obrade uzoraka 6 razli¢itih uvjeta kao i za prethodna dva
komercijalno dostupna protutijela. Rezultati mikroskopskih ispitivanja nisu otkrili specifi¢no
vezanje protutijela Octl. Naime, vezanje protutijela je bilo nespecifi¢no i lokalizirano je na
povrsinskom/rubnom dijelu uzorka u predjelu rubova glave, tijela i repa embrija zebrice (slika 22).
Uzorak obojenja embrija zebrice bio je slican neovisno o upotrebljenom fiksativu i ovisio je o
uvjetima inkubacije uzoraka pri odredenoj temperaturi. Stoga, iz mikroskopskih slika uzoraka
embrija zebrice bilo je vidljivo da je najmanje nespecificnog obojenja prisutno kod uzoraka
inkubiranih pri 37 °C / 30 min, nesto vise kod uzoraka inkubiranih pri 95 °C / 5 min, a najvise kod
uzoraka inkubiranih pri 70 °C / 15 min (slika 22.). Zbog postojanja iskljuc¢ivo nespecifi¢nog

obojenja u ovim uzorcima embrija zebrice analiza intenziteta obojenja nije provedena.

37 °C /30 min 70°C /15 min 95 °C /5 min

Slika 22. Imunofluorescencijska analiza vezanja primarnog protutijela za protein Octl (epitop 45-

VaAd %V

Anesyy
AOJUI(

60 aa; sekundarno protutijelo GAR-CY3) u cjelovitim uzorcima embrija zebrice (120 hpf)
fiksiranim 4% PFA 1 Dentovim fiksativom te inkubiranim na razli¢itim temperaturama kroz

razli¢ito vrijeme (37 °C /30 min, 70 °C /15 min 1 95 °C / 5 min). Veli¢ina mjerila je 150 um.
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4.6. Ucinak razli¢itih fiksativa i inkubacijskih temperatura na vezanje

protutijela B za Octl u cjelovitim uzorcima embrija zebrice

Za potrebe otkrivanja optimalnog uvjeta za vezanje drugog dizajniranog protutijela za protein
zebrice Octl (epitop 530-544 aa), takoder je ispitan u¢inak obrade uzoraka embrija zebrice pri 6
razli¢itih uvjeta kao $to je provedeno i za prethodno ispitana protutijela. Rezultati mikroskopskih
ispitivanja nisu otkrili specifiéno vezanje drugog protutijela za protein Octl. Naime, vezanje
protutijela, tj. vidljivo obojenje je bilo nespecifi¢no te je karakterizirano toCkastim uzorkom
obojenja povrsine tijela embrija zebrice (slika 23.). Uzorak obojenja embrija zebrice bio je opéenito
slican neovisno o upotrebljenom fiksativu i uvjetima inkubacije pri razli¢itim temperaturama. Kod
uzoraka embrija zebrice fiksiranih 4% PFA inkubiranih pri 37 °C / 30 min, 70 °C / 15 min i 95 °C
/'5 min te fiksiranim Dentovim fiksativom pri 95 °C / 5 min, nespecifi¢no obojenje je bilo vidljivo
najrasprostranjenije i najintenzivnije. Najmanje nespecifi¢nog obojenja je bilo prisutno u uzorcima
fiksiranim Dentovim fiksativom pri 37 °C / 30 min i 70 °C / 15 min (slika 23.). Zbog postojanja
iskljucivo nespecifi¢nog obojenja u ovim uzorcima embrija zebrice analiza intenziteta obojenja

nije provedena.

37 °C /30 min 70 °C /15 min 95 °C /S5 min

Slika 23. Imunofluorescencijska analiza vezanja primarnog protutijela za protein Octl (epitop 530

viad %¥

A esyIy
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- 544 aa; sekundarno protutijelo GAR-CY3) u cjelovitim uzorcima embrija zebrice (120 hpf)
fiksiranim 4% PFA i Dentovim fiksativom te inkubiranim na razli¢itim temperaturama kroz

razli¢ito vrijeme (37 °C /30 min, 70 °C /15 min 1 95 °C / 5 min). Veli¢ina mjerila je 150 um.
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5. Rasprava

Imunohistokemijsko otkrivanje lokalizacije proteina u tkivima organizama in situ sve se ¢eSc¢e
upotrebljava zbog svoje jednostavnosti i brze provedbe (Hammond-Weinberger i ZeRuth 2020).
No, uspjesnost otkrivanja antigena/epitopa pojedinog proteina medu ostalim odreduju ¢imbenici
poput pH, molariteta, prirode i koncentracije koriStenog pufera za otkrivanje antigena, klona
stanica koriStenih za proizvodnju protutijela i razrjedenje primarnog protutijela (D'Amico 1 sur.
2009). Stovise, za metode otkrivanja antigena koje ukljuéuju inkubaciju uzoraka pri odredenoj
temperaturi osim same temperature bitno je i trajanje inkubacije uzoraka (D'Amico i sur. 2009). U
kontekstu imunolokalizacije i posljedi¢nog definiranja fizioloSke uloge pojedinih proteina, zebrica
se pokazala kao vrijedan modelni organizam sa mnogim prednostima (Hill i sur. 2005). No za
upotrebu uzoraka tkiva/organa kao i cjelovitih uzoraka zebrice u imunofluorescencijskim
analizama do danas ne postoji sveobuhvatni i jedinstven protokol koji obuhvaéa veci broj uvjeta.
Trenutno postoji prostor, ali i potreba da se postojeci imunohistokemijski protokoli prilagode,
objedine i testiraju u svrhu bolje detekcije razli¢itih proteina zebrice u cjelovitim uzorcima ovog
organizma. Dosadasnja istrazivanja su pokazala da su jedni od najboljih 1 najceSée koriStenih
fiksativa za imunohistokemiju zebrice Dentov fiksativ i 4% PFA (Donoho i Hasty 2002, Ichimura
i sur. 2013). Stoga je u ovom radu ponajprije napravljena usporedba ucinaka ova dva fiksativa na
uspjesnost vezanja Getiri primarna protutijela za proteine Na*/K*-ATPaza, neurolin i Oct1.

Do danas razvijene i Cesto koriStene vrste protokola za otkrivanje antigena ukljucuju obradu
uzoraka razliitim organskim otapalima 1 kuhanje mikrovalovima u puferima odredene pH
vrijednosti (Brzica i sur. 2013, Hammond-Weinberger i ZeRuth 2020, Inoue i Wittbrodt 2011). Za
iste je pokazano da mogu pospjesiti vezanje protutijela za antigen od interesa u cjelovitim i/ili
drugim histolo§kim preparatima i time olaksati njegovu detekciju in situ (Brzica i sur. 2013,
Hammond-Weinberger i ZeRuth 2020, Inoue i Wittbrodt 2011). Stoga je osim uc¢inka prethodno
navedenih fiksativa testiran 1 u¢inak obrade cjelovitih uzoraka zebrice pri razli¢itim temperaturama
na uspjesnost vezanja primarnih protutijela za proteine Na*/K*-ATPaza, neurolin i Oct1.

U ovom istrazivanju rezultati imunohistokemijske analize vezanja protutijela za protein Na*/K*-
ATPazu pokazali su da je obrada uzoraka Dentovim fiksativom dala najbolje rezultate neovisno o
temperaturi pri kojoj su uzorci obradeni. Naime, u uzorcima fiksiranim Dentovim fiksativom
protein Na*/K*-ATPaza je lokalizirana u bazolateralnoj membrani unutarnjeg uha, pronefrosu,

srednjem 1 straznjem crijevu i plazmatskoj membrani ionocita bogatih istoimenim proteinom.
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Navedeni rezultati slijede nalaze prethodnih istrazivanja u cjelovitim preparatima i kriopreparatima
zebrice koji pokazuju lokalizaciju ovog proteina u istim organima i stanicama (Blasiole i sur. 2006,
Canfield i sur. 2002, Drummond 2000, Wallace i sur. 2005, Hwang i Chou 2013, Drummond i
sur.1998,Xu i sur. 2017, Zhu i sur. 2017, Zimmer i sur. 2018, Levic i sur., 2020, Grisham i sur.
2013, Abbas i Whitfield 2009). Istrazivanjem ekspresije gena a-podjedinice Na*/K*-ATP-aze
koriste¢i metodu in situ hibridizacije cjelovitih uzorka zebrice dodatno je otkrivena njegova
ekspresija u srcu, le¢i oka, lednoj mozdini, mozgu, mukoznim stanicama, olfaktornoj plakodi i
skeletnim miSi¢ima (Canfield i sur. 2002). To upucuje da lokalizacija proteina a-podjedinice
Na'/K*-ATPaze u zebrici jo§ nije u potpunosti istrazena te da se mozda mogu upotrijebiti i druga
protutijela za lokalizaciju ovog proteina u prethodno navedenim organima/tkivima zebrice.
Prethodna istrazivanja koja su koristila Dentov fiksativ, fiksirali su uzorke pri razli¢itim
temperaturama u rasponu od 4 °C do -20 °C i pri razli¢itom vremenu trajanja od 2h do 8h, odnosno
preko no¢i (Drummond i sur. 1998, Abbas i Whitfield 2009, Xu i sur. 2017). Neka od prethodnih
istrazivanja nisu koristila postupke dehidracije i hidratacije uzoraka prije inkubacije u protutijelu
za a-podjedinicu Na*/K*-ATPaze nego su ih odmah inkubirali s protutijelom i uklopili uzorke u
gel (Drummond i sur. 1998). Medutim, u jednom istrazivanju se provelo ispiranje i ponavljanje
dehidracije 1 hidratacije uzoraka sa otopinama metanola razli¢itog postotka dok se u drugom
koristio tripsin u otopini PBST-a za postizanje bolje permeabilizacije organizma zebrice (Abbas i
Whitfield 2009, Xu i sur. 2017). Za razliku od svih navedenih istrazivanja, u ovom radu uzorci su
nakon fiksacije Dentovim fiksativom i obrade razli¢itim temperaturama bili dodatno
inkubirani/permeabilizirani u acetonu pri -20 °C tijekom 20 min.

Osim toga, prethodno provedena istrazivanja detektirala su lokalizaciju/ekspresiju i funkciju
Na*’K*-ATPaze u samo pojedinaénim organima ne spominjuéi druga mjesta lokalizacije ovog
proteina u zebrici. Stoga, optimalan protokol koriSten u ovom radu koji je otkrio sva mjesta
lokalizacije ovog proteina opisana u literaturi, predstavlja optimalan pristup za koriStenje
protutijela za Na*/K*-ATPazu u zebrici.

Vecina istraZivanja koja su koristila 4% PFA fiksativ fiksirali su uzorke u trajanju od 2h do 8h ili
preko no¢i te nisu uopée obradivali cjelovite uzorke embrija zebrice ili su ih tretirali deterdzentom
(tritonom) prije same inkubacije u primarnom protutijelu (Blasiole i sur. 2016, Zhu i sur. 2016,
Levic i sur. 2020, Zimmer i sur. 2018, Clemens Grisham 2013, Walace i sur. 2005). Neka

istrazivanja su u otopini sa primarnim protutijelom dodatno koristila BSA, riblju Zelatinu 1 kozji
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serum za dodatnu blokadu nespecifi¢énog vezanja primarnog protutijela (Clemens Grisham 2013).
No, iako je u ovom radu primarno protutijelo za Na*/K*-ATPazu razrijedeno u 1xPBS + NaN3
uzorci su prije inkubacije s primarnim protutijelom inkubirani u otopini 1% BSA ¢ime je postignut
slican ucinak. U nekim istrazivanjima koriStena je kolagenaza za pospjeSivanje prodiranja
protutijela u postupku obrade kriopreparata zebrice no sli¢an postupak dosada nije koriSten na
cjelovitim uzorcima (Walace i sur. 2005). Stoga, postavlja se pitanje bi li ovaj brzi postupak obrade
uzoraka zebrice bio efikasan kao i postupak fiksacije (Dentovim fiksativom) i obrade uzoraka
(aceton pri -20 °C) koji je koristen u ovom radu. Neka od prethodnih istrazivanja Koristila su obradu
uzoraka u otopini metanola i PBST-a te ispiranje u 100% metanolu nakon ¢ega bi uzorci bili
pohranjeni pri -20 °C do daljnje obrade za potrebe imunofluorescencijske analize (Zimmer i sur.
2018). Za usporedbu u ovom radu koriSteni Dentov fiksativ koji sadrzi 80% metanola 1 20%
DMSO, a nakon toga i aceton pri -20 °C vjerojatno imaju sli¢no, ali ne isto djelovanje na cjelovite
uzorke zebrice. U prethodno navedenom istraZivanju nisu opisana sva prethodno poznata mjesta
lokalizacije a-podjedinice Na*/K*™-ATPaze u zebrici. To upucuje na ¢injenicu da je obrada uzoraka
zebrice u tom istrazivanju bila suboptimalna za uspjeSno vezanje primarnog protutijela. Takoder,
kao 1 u ovom radu, prethodno navedeno istrazivanje je koristilo toplinsku obradu uzoraka pri 65
°C (Zimmer i sur. 2018). No, prema rezultatima prikazanim u ovom radu mozemo vidjeti da
toplinska obrada uzoraka nije imala klju¢nu ulogu u vezanju primarnog protutijela jer je rezultat
bio neovisan o toplinskoj obradi uzoraka.

Dakle, na temelju svih dosadasnjih istrazivanja o lokalizaciji i ekspresiji proteina a-podjedinice
Na*/K*-ATPaze, a koja ukljucuju i rezultate naseg istrazivanja mozemo zakljuciti da su kljucni
¢imbenici za optimalno vezanje protutijela za istoimeni protein upotreba fiksativa i/ili obrada
uzoraka organskim otapalima poput metanola, acetona 1 deterdZenata, dok obrada uzoraka
temperaturom nema znac¢ajan u¢inak. No, iako je moguée da su ovi rezultati primjenjivi samo za
doti¢no protutijelo koriSteno u ovom istrazivanju, pristup fiksacije/obrade cjelovitih uzoraka
zebrice prikazan u ovom radu nudi mogucnost brZzeg i jednostavnijeg otkrivanja optimalnog/ih

uvjeta za druga protutijela koja se koriste za lokalizaciju proteina u cjelovitim uzorcima zebrice.

1z prethodnih istraZivanja poznata je lokalizacija proteina neurolina u membrani aksona ganglijskih
stanica mreznice, u membrani aksona neurona u srediSnjem dijelu mozga, membrani stanica

sr¢anog misi¢a 1 membrani somitskih miSi¢a zebrice (Seritrakul 1 Gross 2017, Lee i sur. 2020,
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Trevarrow 2008, Weaver i sur. 2018, Inoue 1 Wittbrodt 2011). Rezultati ovog istrazivanja pokazuju
da su upotrebom komercijalno dostupnog protutijela za neurolin uspjesno potvrdena sva mjesta
lokalizacije istoimenog proteina u navedenim organima/tkivima zebrice. Ipak, samo je jedan uvjet
(Dentov fiksativ + 37 °C) uspio otkriti sva lokalizacijska mjesta u cjelovitom uzorku zebrice dok
su ostali otkrili vec¢inu (4% PFA + 37 °C, 70 °C 1 95 °C ) ili niti jedno mjesto lokalizacije (Dentov
fiksativ, + 70 °C i 95 °C). Istrazivanja sa protutijelom Zn-8 koja su koristila 4% PFA fiksirala su
uzorke u trajanju od 10 min do preko no¢i pri temperaturama u rasponu od +4 °C do 70 °C (Inoue
i Wittbrodt 2011, Seritrakul i Gross 2017, Lee i sur. 2020, Weaver i sur. 2018, Ott i sur 2001). U
jednom od navedenih istrazivanja protutijelo Zn-8 za protein neurolin je testirano na
kriopreparatima i cjelovitim uzorcima zebrice obradenim u 150 mM Tris-HCI (pH= 9) pri
temperaturi 70 °C / 15 min. No, obrada uzoraka zebrice nije znacajno utjecala na vezanje protutijela
Zn-8 i posljedi¢ni intenzitet obojenja (Inoue 1 Wittbrodt 2011). Uzorci obradeni na navedeni nacin
u ovom radu nisu pokazali optimalno vezanje protutijela Zn-8. Navedeno ukazuje na potrebu za
upotrebom Sireg spektra uvjeta za odredivanje onog optimalnog, a za upotrebu pojedinog
primarnog protutijela. Kako bi dodatno pospjesili permeabilizaciju protutijela u tkivo, u veéini
istrazivanja uzorci su prije inkubiranja s primarnim protutijelom tretirani acetonom pri — 20 °C u
trajanju od 2 min do 50 min (Inoue i Wittbrodt 2011, Lee i sur. 2020, Weaver i sur. 2018, Ott i sur
2001). U drugim radovima nakon inkubiranja acetonom koristena je dodatno i proteinaza K tijekom
10-30 min (Weaver i sur. 2018). Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je Dentov fiksativ i
toplinska obrada na niZoj temperaturi od 37 °C / 30 min bila optimalan uvjet za vezanje protutijela
Zn-8 i otkrivanje svih lokalizacijskih mjesta. lako su i kod uzoraka fiksiranih 4% PFA i obradenih
pri razliitim temperaturama bile vidljive lokalizacije u odredenim organima/tkivima, niti jedan
uvjet nije omogucio vezanje protutijela Zn-8 i detekciju lokalizacije neurolina u svim ranije
opisanim organima/tkivima. Stoga, iako je obrada uzoraka acetonom pozeljan permeabilizacijski
korak, obrada uzoraka prikladnim fiksativom (Dentov) i temperaturom (37 °C) pokazao se kao
kljuc¢an korak za dobivanje optimalnog vezanja i detektiranja lokalizacije proteina neurolin. U
ovom radu nije koriStena proteinaza K, medutim bilo bi poZeljno ispitati njezin u¢inak u okviru
protokola koriStenog u ovom radu, a U svrhu njegove daljnje optimizacije (npr. skracivanja).
Dodatno, vrijedno je spomenuti kako nema istrazivanja u kojem su navedena Sva mjesta
lokalizacije neurolina u zebrici kao $to je to sluc¢aj u ovom istrazivanju. Takoder bitno je istaknuti

da postoji nedostatak istrazivanja proteina neurolina u uzorcima obradenim Dentovim fiksativom
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koji se u ovom istrazivanju pokazao kao bolja fiksacijska otopina od 4% PFA. Upotreba ovdje
opisanog optimalnog uvjeta nudi moguénost za istrazivanje ekspresije neurolina u ostalim
organima/tkivima zebrice upotrebom snaznijih mikroskopskih tehnika poput konfokalnog

mikroskopa koji zbog svojih tehnickih moguénosti mogu detektirati nize razine ekspresije proteina.

U ovom je radu po prvi puta napravljena imunohistokemijska analiza lokalizacije proteina Octl
upotrebom protutijela dizajniranih za razli¢ite epitope (izvanstani¢nu petlju i unutarstani¢ni dio
karboksiterminalnog kraja) istoimenog proteina. Istrazivanja funkcije i lokalizacije Oct proteina u
zebrici su malobrojna. Jedino istrazivanje OCT proteina u zebrici definiralo je karakteristike
transporta Octl proteina in vitro (Mihaljevié i sur. 2017). Takoder otkrili su da je ekspresija gena
Octl prisutna u jetri i bubrezima zebrice koji imaju vaznu ekotoksikoloSku ulogu (Mihaljevi¢ i sur.
2017). U ovom istrazivanju nije otkrivena lokalizacija Octl proteina u navedenim organima vec su
dobivena nespecifi¢na obojenja na povrsini organizma zebrice. Inace, nespecifi¢no obojenje moze
se klasificirati u dvije kategorije: jedno je imunoloskog podrijetla, odnosno nastaje zbog unakrsne
reaktivnosti protutijela sa drugim proteinima, a drugo je metodoloskog podrijetla, odnosno
povezano je sa samim reagensom 1 uvjetima koji su koristeni za otkrivanje antigena (Choe i Cho
1994). Protutijela koja reagiraju s antigenskim determinantama nepovezanim S onima
imunizirajuéeg antigena dat ¢e nespecificno bojenje. Dva izvora unakrsne reaktivnosti za
poliklonska protutijela mogu biti sljedeca:

1. prisutnost zajednic¢kih antigenskih determinanata u proci§¢enom imunizirajuéem antigenu.
Odredeni proteini imaju jedinstvene (specifi¢ne) kao 1 zajednicke (nespecificne) determinante
svoje domene ili strukture podjedinice. Na primjer, IgM i IgG dijele identi¢ne L lance. Apsorpcija
takvih poliklonskih antiseruma s proteinom L lanca dat ¢e monospecificne antiserume;

2. Unakrsna reakcija poliklonskog antiseruma sa sastavom tkiva. Ako se sumnja na neéistocu
izvornog imunogena, antigen treba ispitati elektroforezom u SDS-poliakrilamidnom gelu i
postupkom imunoblotiranja (Western blot). Ukoliko je antiserum visokog titra i visoke avidnosti,
problem unakrsne reaktivnosti se moze rijeSiti visokim razrjedenjem. Pri visokom razrjedenju
(1:1000 1ili viSe) protutijela visokog afiniteta, obi¢no samo specificna protutijela inducirana
imunogenom mogu reagirati sa ciljanim antigenom u tkivu. Inace bi se antiserum trebao eliminirati
vezanjem za tkivo/komponente tkiva koje ne sadrzi ciljani antigen (Choe 1 Cho 1994). Primjerice,

BSA se moze koristiti za sprjeCavanje elektrostatskih 1 hidrofobnih interakcija imunokemijskih
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reagensa s fiksiranim tkivima. Na taj nain se postize zasi¢enje nespecificnih mjesta vezanja i
smanjenje nespecifénih obojenja (Choe i Cho 1994). Nespecifi¢na obojenja mogu nastati i zbog
nespecificnog vezanja sekundarnog protutijela. No, prethodno provedeno testiranje vezanja
sekundarnog protutijela GAR-CY3, koristeno u kombinaciji s poliklonskim Octl protutijelima,
pokazalo je bitno drugaciji uzorak obojenja. Dakle, rezultati ukazuju da nespecificno vezanje
primarnih protutijela na povrSini tijela zebrice ne moze biti posljedica vezanja sekundarnog
protutijela GAR-CY3. Ista su vjerojatno posljedica vezanja primarnih protutijela za neutvrdene

antigene prisutne na povrsini organizma zebrice.
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Zakljucak

Iz rezultata utvrdivanja mogucih nespecificnih vezanja / obojenja sekundarnih protutijela
koriStenih u ovom istrazivanju u cjelovitim uzorcima zebrice moze se zakljuciti da intenzitet
nespecificnog obojenja (DAM-CY3 i GAR-CY3) djelomi¢no ovisi o uvjetima inkubacije,
posebno pri koristenju fiksativa 4% PFA.

Vezanje protutijela za Na*/K*-ATPazu u cjelovitim uzorcima embrija zebrice u potpunosti je
uspjesno samo uz koriStenje Dentovog fiksativa §to znaci da vezanje ovog protutijela ovisi o
vrsti kori$tenog fiksativa. Lokalizacija Na'/K*-ATPaze je potvrdena pri tom uvjetu i
detektirana u bazolateralnim membranama unutarnjeg uha, pronefrosu, srednjem i straznjem
crijevu i plazmatskoj membrani ionocita bogatih proteinom Na*/K*-ATPaza.

Vezanje protutijela za neurolin u cjelovitim uzorcima embrija zebrice ovisno je 0 vrsti
fiksativa i temperaturi inkubacije. Najuspjesnija lokalizacija neurolina je bila u uzorcima
fiksiranim Dentovim fiksativom i inkubiranim pri temperaturi od 37 °C / 30 min. Lokalizacija
neurolina je ovim protokolom potvrdena, tj. detektirana u membrani aksona ganglijskih
stanica mreznice, membrani aksona neurona u srediSnjem dijelu mozga, membrani stanica
sr¢anog misi¢a i membrani somitskih miSica trupa i repa embrija zebrice.

Proucavanje ucinaka razlic¢itih fiksativa i inkubacijskih temperatura na vezanje protutijela za
Octl (epitop 45-60 aa i 530-544 aa) u cjelovitim uzorcima embrija zebrice nije bilo uspjesno
jer su sva obojenja bila nespecificna. Zbog navedenog potrebno je mijenjati/prilagoditi epitope

za izradu novih specificnih protutijela za imunolokalizaciju proteina Octl u zebrici.

48



/. Popis literature

Abbas L., Whitfield T. T. (2010): The zebrafish inner ear. Fish Physiology 29: 123-171.

Ali S., Champagne D. L., Spaink H. P., Richardson M. K. (2011): Zebrafish embryos and larvae:
A new generation of disease models and drug screens. Birth Defects Research Part C - Embryo
Today Review 93: 115-133.

Barthel L. K., Raymond P. A. (1990): Improved method for obtaining 3-micrometer cryosections
for immunocytochemistry. The Journal of Histothemistry and Cytochemistry 38: 1383-2388.

Blasiole B, Canfield A.V. Vollrath M. A. Huss D. Mohidee M. A. P. K. Dickman D. J. Cheng C.
K., Fekete D. M., Levenson R. (2006): Separate Na,K-ATPase genes are required for otolith
formationand semicircular canal development in zebrafish. Developmental Biology 294: 148—
160.

Brugman S. (2016) The zebrafish as a model to study intestinal inflammation. Developmental &
Comparative Immunology 64: 82-92.

Choi T.Y., Choi T. I, Lee Y. R., Choe S. K., Kim C. H. (2021): Zebrafish as an animal model for
biomedical research. Experimental & Molecular Medicine 53: 310-317.

Clausen M. V., Hilbers F., Poulsen H., (2017): The structure and function of the Na,K-ATPase
isoforms in health and disease. Frontiers in Physiology (8) 371: 1-16.

Clemens Grisham, R. Kindt, K. Finger-Baier, K. Schmid, B. Nicolson, T. (2013): Mutations in
aplbl cause mistargeting of the Na+/K+-ATPase pump in sensory hair cells. PLoS One 8 (4):
1-12.

Crowcombe J. Dhillon S. Hurst R. M. Egginton S. (2016): 3D finite element electrical model of
larval zebrafish ECG. Signals.Plos One 11 (11): 1-23

D'Amico F, Skarmoutsou E, Stivala F. (2009): State of the art in antigen retrieval for
immunohistochemistry. Journal of Immunological Methods 341: 1-18.

Diekmann H., Stuermen C. O. A. (2008): Zebrafish Neurolin-a and -b, Orthologs of ALCAM, are
involved in retinal ganglion cell differentiation and retinal axon pathfinding. The Journal of
Comparative Neurology 513:38-50.

Drummond, I. A., Majumdar, A., Hentschel, H., Elger, M., Solnica-Krezel, L., Schier, A. F.,
Neuhauss S. C. F., Stemple, D. L., Zwartkruis F., Rangini Z., Driever W., Fishman M. C.
(1998): Early development of the zebrafish pronephros and analysis of mutations affecting

pronephric function. Development 125: 4655-4667.

49



El Mernissi, G., Doucet, A. (1984). Quantitation of ouabain binding and turnover of Na-K-ATPase
along the rabbit nephron. American Journal of Physiology 247: 158-167.

EU Parliament, Council (2010): Directive 2010/63/eu of the european parliament and of the council
of 22 September 2010 on the protection of animals used for scientific purposes. Off. J. Eur.
Union 276: 33-79.

Ferguson J. L., Shive H. R. (2019): Sequential immunofluorescence and immunohistochemistry on
cryosectioned zebrafish embryos. Journal of Visual Experiments 14: 3-4.

Fischer A. H. Jacobson K. A. Rose J. Zeller R. (2008): CSH Protocols. Cold Spring Harbor
Laboratory Press 3(8): 1-2

Ge W. (2018): Encyclopedia of Reproduction. Elsevier Academic Press, Cambridge.

Gorboulev V., Shatskaya N., Volk C., Koepsell H., 2005. Subtype-specific affinity for
corticosterone of rat organic cation transporters rOCT1 and rOCT2 depends on three amino
acids within the substrate binding region. Molecular Pharmacology 67: 1612-1619.

Hammond W. R. D., ZeRuth T. G. (2020): Whole Mount Immunohistochemistry in Zebrafish
Embryos and Larvae. Journal of Visual Experiments 155: 2-9.

Hann C. R., Springett M. J., Johnson D. H., (2001): Antigen retrieval of basement membrane
proteins from archival eye tissues. Journal of Histochemistry and Cytochemistry 49 (4): 475-
482

Hedin L. E., lllergard K., Elofsson A. (2011): An Introduction to Membrane Proteins Journal of
Proteome Research 10: 3324-3331.

Hess S. L. (2007): A new functional zebrafish gastrointestinal motility assay. Biology. State
University of New York College at Brockport

Hill A.J., Teraoka H., Heideman W., Peterson R.E. (2005): Zebrafish as a model vertebrate for
investigating chemical toxicity. Toxicology Science 86: 6-19.

Hill A. J., Teraoka H., Heideman W., Peterson R. E. (2005): Zebrafish as a model vertebrate for
investigating chemical toxicity. Toxicology Science 86: 6-19.

Hoff F. How to Prepare Your Specimen for Immunofluorescence Microscopy (online) 2022

(pristupljeno 1.rujna 2022) dostupno na:URL https://www.leica-microsystems.com/science-

lab/how-to-prepare-your-specimen-for-immunofluorescence-microscopy/

Howland R. B. (1921). Experiments on the effect of the removal of the pronephros of Ambystoma
punctatum. Journal of Experimental Zoology, 32 (3): 355-396.

50


https://www.leica-microsystems.com/science-lab/how-to-prepare-your-specimen-for-immunofluorescence-microscopy/
https://www.leica-microsystems.com/science-lab/how-to-prepare-your-specimen-for-immunofluorescence-microscopy/

Hu N., Yost H. J., Clark E. B. (2001): Cardiac morphology and blood pressure in the adult
zebrafish. The Anatomical Record 264: 1-12.

Inoue D., Wittbrodt J. (2011): One for All—A Highly Efficient and Versatile Method for
Fluorescent Immunostaining in Fish Embryos. PLoS ONE 6(5): 1-7.

Kimmel C. B., Ballard W. W., Kimmel S. R., Ullmann B., Schilling T. F. (1995): Stages of
embryonic development of the zebrafish. Developmental Dynamics 203: 253-310.

Labome. anti-zebrafish antibodies (Pristupljeno 2. rujna 2022.) Dostupno na: URL
https://www.labome.com/summary/zebrafish-genes.html

Lammer E., Kamp H. G., Hisgen V., Koch M.,. Reinhard D., Salinas E. R., Wendler K., Zok S.,
Braunbeck T. (2009): Development of a flow-through system for the fish embryo toxicity test
(FET) with the zebrafish (Danio rerio). Toxicology in Vitro 23 (7): 1436-1442.

Lee S. H., Hadipour-Lakmehsari S., Murthy H. R., Gibb N., Miyake T., Teng A. C. T., Cosme J.,
Yu J.C., Moon M., Lim S., Wong V., Liu P., Billia F., Fernandez-Gonzalez R., Stagljar I.,
Sharma P., Kislinger T., Scott I. C., Gramolini A. O. (2020): REEP5 depletion causes sarco-

endoplasmic reticulum vacuolization and cardiac functional defects. Nature Communications.
11(1): 1-20.

Levic D. S., Ryan S., Marjoram L., Honeycutt J., Bagwell J., Bagnat M., (2020): Distinct roles for
luminal acidification in apical protein sorting and trafficking in zebrafish. Journal of Cell
Biology 219 (4): 1-22.

Lickwar C. R, Camp J. G, Weiser M., Cocchiaro J. L., Kingsley D. M., Furey T. S., Sheikh A. Z.,
Rawls J. F. (2017): Genomic dissection of conserved transcriptional regulation in intestinal
epithelial cells. PIOs Biology: 1-40.

Macdonald R. (1999): Zebrafish Immunohistochemistry. Methods in Molecular Biology, 127:77-
88.

Mann C.J., Hinits Y., Hughes S. M.(2006): Comparison of neurolin (ALCAM) and neurolin-like
cell adhesion molecule (NLCAM) expression in zebrafsh. Gene Expression Patterns 6: 952—
963.

Menke A. L., Spitsbergen J. M., Wolterbeek A. P. M., Woutersen R. A. (2011): Normal anatomy
and histology of the adult zebrafish. Toxicologic Pathology 39: 759-775.

Mihaljevic, 1., Popovic, M., Zaja, R., Smital, T. (2016.): Phylogenetic, syntenic, and tissue
expression analysis of slc22 genes in zebrafish (Danio rerio). BMC Genomics. 17, 626-639.

51


https://www.labome.com/summary/zebrafish-genes.html

Mihaljevi¢ L., Popovi¢ M., Zaja R., Marakovi¢ N., Sinko G., Smital T. (2017): Interaction between
the zebrafish (Danio rerio) organic cation transporterl (Octl) and endo-and xenobiotics.
AquaticToxicology. 187: 18-28.

Ng A. N. Y., de Jong-Curtain T. A., Mawdsley D. J., White S. J., Shin J., Appel B., Duc Si Dong
P., (2005): Formation of the digestive system in zebrafish: Ill. Intestinal epithelium
morphogenesis. Developmental Biology 286: 114-135.

Paschke K. A., Lottspeich F., Stuermer C. A. O. (1992): Neurolin, a Cell Surface Glycoprotein on
Growing Retinal Axons in the Goldfish Visual System Is Reexpressed during Retinal Axonal
Regeneration. The Journal of Cell Biology, 117: 863- 875.

Pereira A. C., Gomes T., Ferreira Machado M.R., Rocha T. L. (2019): The zebrafish
embryotoxicity test (ZET) for nanotoxicity assessment: from morphological to molecular
approach. Environmental Pollution 252: 1841-1853.

Perry S. F., Ekker M., Farrell A. P., Brauner C. J. (2010) Fish Physiology: Zebrafish. Elsevier
Academic Press. London.

Poppe, T. T., Ferguson, H. W. (2006): Systemic Pathology of Fish. Scotian Press: 67-141

Roberts, R. J., Ellis, A. E. (2001): Fish Pathology. W. B. Saunders: 12-54.

Roberts R. J., Ellis A.E. (2012): The Anatomy and Physiology of Teleost. Wiley Online Library,
New Jersey.

Saud H., Alshami I., Cooper R. (2021): Localization, Distribution and Structure of Muscle Fibres
Using Specific Antibody Markers in the zebrafish, Danio rerio (Hamilton, 1822). Basrah
Journal of Agriculture Science 34 (1): 147-155.

Saxe 'n, L. (1987). Early organogenesis of the kidney. Pediatric Nephrology 1(3): 385-392.
Seritrakul, P., Gross, J.M. (2017): Tet-mediated DNA hydroxymethylation regulates retinal
neurogenesis by modulating cell-extrinsic signaling pathways. PLoS Genetics. 13(9): 1-32.

Speare, D. J., and Ferguson, H. W. (2006): Systemic Pathology of Fish. Scotian Press. London

Tokuyasu K.T. (1973): A technique for ultracryotomy ofcell suspensions and tissue. Journal of
Cell biology 57(2): 551-565.

Sinobiological. What is the specimen commonly used in immunofluorescence staining

experiments?  (online)  (pristupljeno  1l.rujna  2022)  dostupno na: URL

https://www.sinobiological.com/category/if-icc-fag-specimen

52


https://www.researchgate.net/profile/Ilham-Alshami-4
https://www.sinobiological.com/category/if-icc-faq-specimen

Stadler C., Rexhepaj E., Singan V.R., Murphy R.F., Pepperkok R., Uhlén M., Simpson J. C.,
Lundberg E. (2013): Immunofluorescence and fluorescent-protein tagging show high
correlation for protein localization in mammalian cells. Nat Methods. 10: 315-23.

Trevarrow, Bill (2008): Antibody Descriptions. ZFIN Direct Data Submission.

Vishwanath W. Danio rerio. The IUCN Red List of Threatened Species (online) 2010 (Pristupljeno

02. rujna  2022)  Dostupno  na: URL https://dx.doi.org/10.2305/IUCN.UK.2010-

4.RLTS.T166487A6219667.en.

Weinstein J. A.Jiang N.,White R. A.,Fisher D. S., Quake S. R., (2009): High-Throughput
Sequencing of the Zebrafish Antibody Repertoire. Sciencemag 324: 807-810.

Whitfield T.T., Riley B. B., Chiang M. Y., Phillips B. (2002): Development of the zebrafish inner
ear. Developmental Dynamic 223 (4): 427-458

Woudenberg B .A., Wolterbeek A., Brake L., Snel C., Menke A., Rubingh C., Groot D., Kroese
D. (2013): A category approach to predicting the developmental (neuro) toxicity of organotin

compounds: the value of the zebrafish (Danio rerio) embryotoxicity test (ZET). Reproductive
Toxicology 41: 35-44.

Xu, W., Jin, M., Hu, R., Wang, H., Zhang, F., Yuan, S., Cao, Y., (2017): The joubert syndrome
protein Inpp5e controls ciliogenesis by regulating phosphoinositides at the apical membrane.
Journal of American Society of Nephrology 28: 118-129.

Zhong L. Whole mount staining and confocal imaging (online) 2020 (pristupljeno 1.rujna
2022) dostupno na: URL https://www.med.upenn.edu/pcmd/assets/user-
content/documents/Histology/L earning%20Lunches/PCMD%20HC%?20L earning%20Lunch
%20-%20Whole%20Mount%20Staining%20and%20Confocal%20Imaging.pdf

Zhu, C., Nigam K. B., Date R. C., Bush K. T., Springer S. A., Saier J., M. H., Wu W., Nigam S.
K., (2015): Evolutionary analysis and classification of OATs, OCTs, OCTNSs, and other SLC22
transporters: Structure-function implications and analysis of sequence motifs. PLoOSONE
10(11): e0140569.

Zhu, P., Sieben, C.J., Xu, X., Harris, P.C., Lin, X., (2017): Autophagy activators suppress
cystogenesis in an autosomal dominant polycystic kidney disease model. Human Molecular
Genetics 26: 158-172.

Zimmer A. M., Dymowska A. K., Kumai Y., Goss G. G., Perry S. F., Kwong R. W. M., (2018):
Assessing the role of the acid-sensing ion channel ASIC4b in sodium uptake by larval

53


https://dx.doi.org/10.2305/IUCN.UK.2010-4.RLTS.T166487A6219667.en
https://dx.doi.org/10.2305/IUCN.UK.2010-4.RLTS.T166487A6219667.en
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Beker+van+Woudenberg+A&cauthor_id=23796951
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wolterbeek+A&cauthor_id=23796951
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Te+Brake+L&cauthor_id=23796951
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Snel+C&cauthor_id=23796951
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Menke+A&cauthor_id=23796951
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rubingh+C&cauthor_id=23796951
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=de+Groot+D&cauthor_id=23796951
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kroese+D&cauthor_id=23796951
https://www.med.upenn.edu/pcmd/assets/user-content/documents/Histology/Learning%20Lunches/PCMD%20HC%20Learning%20Lunch%20-%20Whole%20Mount%20Staining%20and%20Confocal%20Imaging.pdf
https://www.med.upenn.edu/pcmd/assets/user-content/documents/Histology/Learning%20Lunches/PCMD%20HC%20Learning%20Lunch%20-%20Whole%20Mount%20Staining%20and%20Confocal%20Imaging.pdf
https://www.med.upenn.edu/pcmd/assets/user-content/documents/Histology/Learning%20Lunches/PCMD%20HC%20Learning%20Lunch%20-%20Whole%20Mount%20Staining%20and%20Confocal%20Imaging.pdf

zebrafish. Comparatuve Biochemistry Physiology -Part A Molecular Integative Physiology
226: 1-10.

8. Zivotopis

Nora Loncari¢ osnovnu Skolu zavrsila je na Rabu u Osnovnoj $koli Ivana Rabljanina, a srednju
Skolu je zavrsila u Prirodoslovno grafickoj skoli u Rijeci. Sveucilis$ni preddiplomski studij zavrSila
je u Puli i stekla zvanje Sveucilisne prvostupnice Znanosti o0 moru. Diplomski studij upisala je
2020. godine na Bioloskom Odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta, smjer Ekologija i

zastita prirode, modul more.

54



9. Prilozi

Prilog 1. Mjerenja intenziteta obojenja dobivenog vezanjem primarnog protutijela specifi¢énog za
al-podjedinicu proteina Na*/K*-ATPaze

Tretman Fiksativ  Srednja Minimalna Maksimalna
vrijednost granica granica
mjerenja  mjerenja

1 37 °C/ 30 min PFA 30,24 22 255
2 37 °C/ 30 min PFA 38,49 22 255
3 37 °C /30 min PFA 33,39 22 255
4 37 °C/ 30 min PFA 30,29 22 255
5 37 °C /30 min PFA 47,65 22 255
6 37 °C /30 min PFA 59,11 22 255
7 37 °C/ 30 min PFA 32,83 22 255
8 37 °C /30 min PFA 24,29 22 255
9 37 °C /30 min PFA 25,26 22 255
10 37°C/30 min PFA 23,45 22 255
11 37°C/30 min PFA 30,98 22 255
12 37°C/30 min PFA 32,45 22 255
13 37°C/30 min PFA 30,98 22 255
14 37°C/30 min PFA 30,08 22 255
15 37°C/30 min PFA 30,49 22 255
16 37°C/30min PFA 30,47 22 255
17 37°C/30 min PFA 26,76 22 255
18  37°C/30 min PFA 24,79 22 255
19  37°C/30 min PFA 29,83 22 255
20 37°C/30 min PFA 31,06 22 255
21 37°C/30 min PFA 31,62 22 255
22 37°C/30 min PFA 31,72 22 255
23 37°C/30 min PFA 47,65 22 255
24 37°C/30 min PFA 59,11 22 255
25 37°C/30 min PFA 32,83 22 255
26 37°C/30 min PFA 24,29 22 255
27 37°C/30 min PFA 25,26 22 255
28 37°C/30 min PFA 23,45 22 255
29 37°C/30 min PFA 30,98 22 255
30 37°C/30min PFA 32,45 22 255
31 70°C/15min PFA 31,28 22 255



32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

70 °C /15 min
70 °C /15 min
70 °C /15 min
70 °C /15 min
70 °C / 15 min
70 °C /15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C /15 min
70 °C /15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95°C /5 min
95 °C /5 min
95°C /5 min

PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA

29,42
24,66
23,08
24,19
25,98
22,99
23,18
30,19
28,98
26
22,93
24,42
23,77
26,77
25,03
25,16
24,82
25,53
23,7
26,88
23,77
26
24,42
28,98
22,93
30
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45
30,19
45,79
38,26
31,54
28,63
27,53
27,29
27,08
43,6
46,41
37,31
30,2
32,53
30,58
26,97

22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
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22
22
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22
22
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255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
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76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
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104
105
106
107
108
109
110
111
112
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114
115
116
117

95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min

PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent

26,44
26,49
24,23
24,58
48
32,6
30,5
33,83
44

44
27,13
49,5
25,86
26,61
43

44
24,53
22,76
26,99
251
26,94
27,51
30,05
30,5
23,34
25,84
31,94
29,95
28,12
26,93
27,87
30,23
31,37
31,42
27,63
29,35
31,27
351
35,17
36,63
33,17
27,38
28,6

22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22

255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255



118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160

37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
70 °C /15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C /15 min
70 °C /15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C /15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95°C /5 min
95°C /5 min
95°C /5 min
95°C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min

Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent

33,91
31,79
29,49
31,28
29,42
24,66
23,08
24,19
25,98
22,99
23,18
30,19
28,98
26
22,93
24,42
23,77
26,77
25,03
25,16
24,82
25,53
23,7
26,88
26

30

46

45
30,19
28,98
23,77
22,93
24,42
27,92
24,18
24,73
26,04
29,62
32,81
24,88
25,51
26,11
39

22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22

255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255



161 95°C/5 min Dent 35,69 22 255

162 95°C/5 min Dent 29,92 22 255
163 95°C/5 min Dent 29,45 22 255
164 95°C/5 min Dent 251 22 255
165 95°C/5 min Dent 24,43 22 255
166 95°C/5 min Dent 27,92 22 255
167 95°C/5 min Dent 24,18 22 255
168 95°C/5 min Dent 24,73 22 255
169 95°C/5 min Dent 26,04 22 255
170 95°C/5 min Dent 29,62 22 255
171 95°C/5 min Dent 39,2 22 255
172 95°C/5 min Dent 32,81 22 255
173 95°C/5 min Dent 35,7 22 255
174 95°C/5 min Dent 24,88 22 255
175 95°C/5 min Dent 29,85 22 255
176 95°C/5 min Dent 25,51 22 255
177 95°C/5 min Dent 29,48 22 255
178 95°C/5 min Dent 26,11 22 255
179 95°C/5 min Dent 24,4 22 255
180 95°C/5 min Dent 25,12 22 255

Prilog 2. Mjerenja intenziteta obojenja dobivenog vezanjem primarnog protutijela specifi¢énog za
protein neurolin

Tretman Fiksativ  Srednja Minimalna Maksimalna
vrijednost granica granica
mjerenja  mjerenja

1 37 °C/ 30 min PFA 49,94 44 255
2 37 °C/ 30 min PFA 49,15 44 255
3 37 °C/ 30 min PFA 47,58 44 255
4 37 °C /30 min PFA 45,47 44 255
5 37 °C/ 30 min PFA 61,28 44 255
6 37 °C /30 min PFA 58,98 44 255
7 37 °C /30 min PFA 68,57 44 255
8 37 °C /30 min PFA 64 44 255
9 37 °C /30 min PFA 64,17 44 255
10 37°C/30 min PFA 61,75 44 255
11 37°C/30 min PFA 46,1 44 255
12 37°C/30 min PFA 48,06 44 255
13 37°C/30 min PFA 48,9 44 255
14 37°C/30 min PFA 46,4 44 255
15  37°C/30 min PFA 45,72 44 255
16 37°C/30 min PFA 47,55 44 255



17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C /15 min
70 °C /15 min
70 °C /15 min

PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA

45,8
45,96
57,24
58,14

52,2
47,61
47,24
46,17
46,19
45,58
46,71
47,53
46,73
47,57
49,51
52,74
59,79
53,52
51,93
50,67
49,56
48,42
52,06
53,55
54,03
48,04
57,89
56,58

63,3

66
62,78
66,67
63,11
50,67
49,56
48,42
52,06
53,55
54,03
48,04
63,11
50,67
49,56

44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44

255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255

VI



60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99

70 °C /15 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min

100 37°C/30 min
101 37 °C/30 min
102 37 °C/30 min

PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
PFA
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent

48,42
70,02
67,09
60,38
71,14
72
71,33
71,33
72
62,27
60,39
60,13
54,76
51,48
50,51
48,49
47,7
47,51
55,31
58,13
58,87
56,25
54,56
65,14
63,49
54,88
55,92
56,22
47,64
46,31
47,47
48,17
58,28
56,88
49,71
71,33
47,41
74
47,42
72,67
45,74
71,33
50,19

44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44

255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255

VIl



103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145

37°C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
37 °C /30 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70°C/ 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C / 15 min
70 °C /15 min
70 °C /15 min
70 °C /15 min

Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent

71,33
52,38
71
71,33
50,95
48,84
47,21
474
49,72
50,3
48,4
56,24
57,07
59,73
63,3
68,12
64,44
58,36
57,81
56,84
57,89
59,42
51,84
61,47
51,25
60,01
59,88
48,11
50,05
53,3
53,49
50,83
50,72
51,16
58,42
56,69
47,44
57,3
55,2
56,05
57,14
44,59
45,55

44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44

255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255

VI



146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180

70 °C /15 min
70 °C /15 min
70 °C /15 min
70 °C /15 min
70 °C /15 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min
95 °C /5 min

Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent
Dent

58,7
62,43
65,33

68
68,6
59
59,75
58,89
58,89
56,47
64,33
65,33
67,58
61,18
49,44
49,81
54,14
48,65
47,85

59,6
58,99
57,73
57,68
47,65
45,86

57,9
53,88
59,83
60,21
60,76

62
63,75
58,99
69,43

59,6

44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44
44

255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255
255



