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Western Blot metoda datira iz 1979. godine, zasniva se na vezanju antitijela za protein, a
podrazumijeva imunodetekciju specificnog proteina u uzroku. Kompleksni uzorak
prethodno se razdvaja u mrezi poliakrilamidnog gela, nakon ¢ega slijedi prijenos proteina
s gela na membranu, vezanje primarnog antitijela, vezanje sekundarnog antitijela i
detekcija. Kao signal za detekciju sluzi kemijska reakcija cijepanja luminola enzimom
peroksidazom koji je vezan na sekundarno antitijelo. Metoda se koristi u istrazivanjima
molekularne biologije, stani¢ne biologije, biokemije te u bliskim poljima znanosti (Najahov
i Hoxhaj, 2017). Ovom metodom ispitivana je proteinska ekspresija gena exoscl0,
potvrdena istrazivanjem na razini transkripta, u embrionalnim razvojnim stadijima ribe
zebrice. Riba zebrica (Danio rerio) slatkovodna je, tropska riba koja se svrstava u razred
pravih kostunjaca (Misi¢, 2021). Karakteristike kao Sto su vanjska oplodnja i razvoj,
jednostavna grada stabilnog genoma, odvijanje jednakih osnovnih stani¢nih funkcija kao 1
kod kompleksnijih organizama c¢ine ga modelnim organizmom u toksikoloskim i
genetickim istrazivanjima (Ribas 1 Piferrer, 2014). EXOSCI10 ribonukleaza svrstava se u
skupinu egzonukleaznih RNaza D (DEDD). Njezina uloga je procesiranje i degradacija
RNA molekule, kontrola odrzavanja telomera, regulacija ekspresije gena, kao 1
sudjelovanje u popravku dvostrukog prekida. S obzirom da je dio polimernog nuklearnog
RNA egzosoma, sudjeluje u interakciji s brojnim proteinima, prisutna je u stani¢noj diobi 1
diferencijaciji stanica, a vazna je i za autoimune poremecaje 1 onkologiju (Stuparevic i sur.,
2021).

Ekspresija proteina najizraZenija je od 1 do 6 sati nakon oplodnje (Oreski, 2019).
Ocekivano je da ¢e prilikom detekcije, protein biti vidljiv u obliku vrpce na membrani, u

svim uzetim fazama embrionalnog razvoja (24, 48, 72, 96 1 120 sati nakon oplodnje).



2.

TEORIJSKI DIO

2.1. RIBA ZEBRICA (Danio rerio)

Ribe su zivotinje koje pripadaju skupini kraljeznjaka te su zahvaljujuci svojoj filogenetskoj
raznolikosti modelni organizmi u istrazivanjima procesa evolucije, bolesti i razvojnih
stadija. Riba zebrica je slatkovodna tropska riba, podrijetlom iz Juzne Azije, koja je
svrstana u razred pravih kosStunjaca iz porodice Cyprinidae ($arani). Ime joj dolazi iz
benglaske rijeci ,,dhani* $to znaci ,,od rizinih polja“ jer je zbog obitavanja u rijekama juzne
1 jugoistocne Azije Cesto videna uz polja rize (Misi¢, 2021). Prosjecna veli€ina zebrice je 5
cm, mase oko 0,5- 0,9 g. Ribe zebrice imaju kraéi zivotni ciklus u usporedbi s drugim
ribama, u prosjeku zive do 36 mjeseci, a jedinke su spolno zrele ve¢ u tre¢em mjesecu
zivota. Zahvaljujué¢i maloj veli¢ini odrasle jedinke, lakom uzgoju, vanjskoj oplodnji i
razvoju, ribe zebrice se koriste u toksikoloskim i genetickim istrazivanjima jer su
promatranje i kontrola embrija, a kasnije manipulacija uzoraka, olaksani (Oreski, 2019).
Karakteristike koje zivotinjski organizam treba posjedovati da bi sluzio kao modelni
organizam u istrazivanju su: jednostavna struktura, posjedovanje osnovnih stani¢nih
procesa koji se odvijaju u sloZenijim organizmima, jednostavno rukovanje i ekonomicnost,
moguénost uzgoja u laboratoriju te mali i stabilan genom podloZan geneti¢kom inZenjerstvu
(Ribas i Piferrer, 2014).

Sposobnost prilagodbe zebricama omoguéava obitavanje u stanistima razli¢itih fizikalno-
kemijskih svojstava. Optimalni uvjeti okoline za zebricu su: temperatura u rasponu od 26
°C do 29 °C, tvrdo¢a vode 72 - 200 mg/L, pH 7-8 i vodljivost od 700 — 1000 uS (Ribas 1
Piferrer, 2014).

Razmnozavanje u laboratoriju, za razliku od razmnoZzavanja u prirodnom stanistu, vrlo je
osjetljivo na promjenu temperature i pH vrijednosti vode. Optimalna temperatura vode
iznosi 28 °C, na temperaturi od 27 °C dolazi do smanjenja, dok na 26 °C nema rasploda.
Pozeljan pH iznosi od 7,6 do 7,7. Pri pH 7 i 8,4 ne dolazi do rasploda s time da je broj
embrija veci pri pH 8 nego pri pH 8,2 ili 8,3. Vodljivost je takoder bitan parametar u
rasplodu te optimalna vrijednost iznosi 1100 uS/cm. Preporuceni raspon vodljivosti vode
je 1000-1200 pS/cm. Pri vrijednostima nizim od 500 uS/cm ne dolazi do razmnozavanja.
PoZeljan omjer broja muzjaka i Zenki prilikom parenja je 3 muzjaka naprema 2 Zenke.
Zebrice se mrijeste tokom cijele godine, a generacijsko vrijeme traje od 3 do 5 mjeseci.

Zenka zebrice moze izle¢i 200 do 300 jaja svakih 5 do 7 dana.



Muzjak 1 zenka razlikuju se oblikom, bojom i veli¢inom tijela: tijelo muzjaka vitko je, u
obliku torpeda po kojem se protezu uzduzne tamne linije, a trbuSna strana zlatne je boje §to
nije toliko zamjetno kod Zenki koje su i vece i deblje.

Riba zebrica ima dva seta kromosoma u jezgri tjelesnih stanica s§to bitno olakSava
provedena istrazivanja s obzirom da je vecina riba triploidna, odnosno tetraploidna. U
usporedbi s ljudskim organizmom koji je diploidan, genom riba zebrica (veli¢ine 1700
Mbp) mnogo je sloZeniji jer sadrzi 25 kromosomskih parova. Tijekom evolucije pravih
kostunjaca doslo je do razlike prilikom duplikacije cijelog genoma. Duplikacijom gena,
neki od njih dobili su novu funkciju, neki zadrzali ishodnu, a neki se eksprimiraju u drugim
tkivima s obzirom na gen iz kojeg su nastali (Hill i sur., 2005). Prilikom diobe stanica kod
embrija sisavca, mutacija uzrokuje smrt embrija, $to kod zebrica ne mora biti slucaj. Upravo
zbog duplikacije genoma i veéeg broja paraloga koji medusobno mogu preuzimati funkciju,
nakon mutacije iz embrija ¢e se razviti jedinka pomocu koje se moze definirati funkcija
odredenog gena (Oreski, 2019).

Zebrice se koriste u humanim istrazivanjima zbog toga Sto im je zajedni¢ka velina
razvojnih puteva, organskih sustava i fizioloskih mehanizama, a stupanj konzerviranosti

genoma iznosi otprilike 70 % (Visi¢, 2017).

2.2. EXOSC10 RIBONUKLEAZA

EXOSC10 ribonukleaza je protein molekulske mase 100 kDa, koji se nalazi u jezgri stanica
kvasca (pod nazivom Rrp6 kod kvasca Saccharomyces cerevisiae) te u jezgri, nukleoplazmi
i citoplazmi u stanicama Covjeka. Pripada obitelji egzonukleaznih RNaza D (DEDD) za
koje je specifi¢tno da u aktivnom mjestu kataliticke domene sadrze 4 aminokiselinska
ostatka (tri aspartatna ostatka i jedan glutamatni ostatak), koji uz pomo¢ dva dvovalentna
metalna iona, ¢ija je uloga aktivacija vode, dovode do hidrolitickog cijepanja
fosfodiesterske veze nukleinskih kiselina u 3'-5' smjeru (Steitz i Steitz, 1993).

RNaze mogu sadrzavati i dodatni tirozinski ili histidinski ostatak te se prema tome
svrstavaju u obitelji DEDD-Y i DEDD-H, primjer je EXOSC10 ribonukleaza kod ljudi i
kvasaca, koja pripada DEDD-Y obitelji. Osim §to je dio kataliticke podjedinice polimernog
egzosoma, moze se i sam vezati na RNA molekulu, zahvaljujué¢i svojoj C terminalnoj
domeni (CDT). EXOSC10 ribonukleaza posjeduje vise specificnih domena u svom sastavu:
N- terminalnu PMC2NT domenu, HRDC domenu i HRDC 2 domenu uz spomenute DEDD
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I CDT domene. PMC2NT domena sudjeluje u medudjelovanju proteina EXOSC10 s
kofaktorom C1d (Rrp47 kod kvasaca). HRDC domena klju¢na je u odvijanju procesa izvan
proteina. Protein EXOSC10 vezZe se u blizini kape egzosoma i hidroliti¢ki cijepa molekulu
RNA u smjeru 3' prema 5' pri ¢emu je struktura supstrata pogodna za hidrolizu u
jednolan¢anom podru¢ju. EXOSC10 ribonukleaza kod ljudi mozZe pocijepati supstrate
kompliciranije strukture od nukleaze kvasca (Oreski, 2021).

2.3. WESTERN BLOT METODA

2.3.1. Povijest
Prvotna izvedba Western blot metode opisana je 1979. godine u laboratorijima instituta
Friedrich Miescher u Baselu (Svicarska) i sveu¢ilista Stanford u Kaliforniji (SAD). Harry
Towbin i kolege zadetnici su metode u Svicarskoj, a George Stark u SAD-u. Naziv “Wes-
tern blotting” uveo je znanstvenik W. Neal Burnette, 1981. godine, kad je doslo do una-
prjedenja same metode. Metoda je dobila naziv po lokaciji laboratorija Fred Hutchinson
Cancer Research Center (Washington, SAD), koji se nalazi na zapadnoj obali Amerike, po
uzoru na prethodno razvijene metode: Southern blotting metoda za detekciju DNA (1975.)
i Northern blotting metoda za detekciju RNA (1977.). Prema podacima Google Scholara,
radovi Harrya Towbina o Westernskoj metodi navodena su kao pravac u istraZzivanjima

oko 54 000 puta, u posljednjih 38 godina.

2.3.2. O metodi
Western Blot metoda (Immunoblotting) koristi se za odredivanje ciljanog proteina u
kompleksnom uzorku, pomocu specifiénog vezanja antitijela, na temelju kojeg se moze
odrediti koli¢ina proteina, molekulska masa i posttranslacijske modifikacije proteina.
Metoda se najcesce koristi u biokemiji, molekularnoj biologiji, u poljima stani¢ne biologije,
a svoju primjenu moze pronaci i U srodnim granama znanosti. Princip metode lezi u
interakciji antitijela s proteinom na temelju afiniteta epitopa za antitijelo. S obzirom na
epitop antigena, antitijela mogu biti monoklonska i poliklonska. Monoklonska antitijela su
specificnija, odnosno vezu se na pojedinacni epitop pojedinacnog antitijela, dok se
poliklonska antitijela vezu na razlicite epitope antigena ili razli¢ite antigene (Mil¢i¢, 2016).
Western blot metoda moze biti kvantitativna ili semikvantitativna ovisno o vrsti reagensa
koji se koristi te mogucnosti pojacavanja signala pri ¢emu se mogu detektirati koli¢ine

proteina u pikogramima. Metoda se sastoji od nekoliko koraka: pripreme uzoraka, gel



elektroforeze, transfera proteina s gela na membranu, inkubiranju primarnim antitijelom,
inkubiranju sekundarnim antitijelom i detekcije.

Uzorci se mogu pripremiti koristenjem razli¢itih pufera u svrhu denaturacije proteina uz
prisutne proteazne i fosfatazne inhibitore kako bi se sprijecila razgradnja proteina, odnosno
defosforilacija ako je ciljani protein u fosforiliranom obliku. Pozeljna koli¢ina proteina koja
se nanosi na gel obi¢no iznosi 10-50 ug te je vazno da su svi uzorci jednakog volumena pri
nano$enju u jazice gela jer volumen utjece na kretanje proteina kroz gel te ¢e uzorak veceg
volumena interferirati uzorku manjeg volumena. Proteine je prije gel elektroforeze
potrebno denaturirati pomoc¢u SDS anionskog deterdzenta. Vezanjem jedne molekule SDS-
a na dva aminokiselinska ostatka u proteinu, protein prelazi u linearnu strukturu te ima
jednoli¢an negativan naboj. Gel elektroforeza omogucava razdvajanje proteina razlicite
molekulske mase, prolaskom uzorka kroz pore akrilamidnog gela primjenom elektri¢nog
polja.

Poliakrilamidni gel kemijski je inertan, termostabilan i pogodan za oblikovanje pora
razli¢itih veli¢ina. Gel moze biti izlijevan u obliku koncentracijskog gradijenta, $to
omogucava bolje razdvajanje proteina razli¢itih molekulskih veli¢ina. Veli¢ina pora gela
ovisi 0 udjelu akrilamida te se odreduje ovisno o molekulskoj masi ciljanog proteina
(Tablica 1.).

Tablica 1. Preporucena koncentracija gela za razlicite raspone veli¢ine proteina

(Najahov 1 Hoxhaj, 2017).

% gel (akrilamid:bis = 29:1) Preporuceni raspon veli¢ina
6 60-250 kDa
8 50-200 kDa
10 25-100 kDa
12 15-80 kDa
15 14-60 kDa

Osim pripremljenih uzorka, na gel se nanose i marker proteini koji sluze kao skala veli¢ina
molekulskih masa od 10 do 250 kDa. Postoje dvije vrste marker proteina, tzv. prethodno

obojeni markeri pomocu kojih je moguce pratiti rezoluciju proteina u stvarnom vremenu te
5



neobojeni markeri koji daju bolju procjenu molekulskih veli¢ina od obojenih, ali potrebno
ih je prethodno obojati s Ponceau S i oznaditi olovkom na membrani.

Nakon razdvajanja u gelu, proteini se, pomocu elektri¢nog polja, prenose na membranu.
Prijenos na membranu se Kkoristi zbog veée &vrstoce membrane s obzirom na gel,
jednostavnosti daljnje izvedbe metode te bolje izlozenosti epitopa za specifi¢no vezanje s
antitijelom. Koriste se dvije vrste membrana: PVDF (polivinilidenflourid) i nitrocelulozna.
Prednost PVDF membrane je pojacavanje signala ukoliko je vezanje antitijela slabo ili je
koli¢ina proteina mala. Transfer proteina moze se odvijati u polusuhim ili vlaznim
uvjetima. Polusuhi transfer zahtijeva manje koli¢ine transfernog pufera i u pravilu je brzi,
no vlazni transfer ima bolju uéinkovitost. U slu¢aju vlaznog transfera, transfer sendvic slaze
se redom spuzva-filter papir-gel-membrana-filter papir-spuzva. Transfer se odvija od
negative katode prema pozitivnoj anodi kao i kod elektroforeze.

U svrhu sprjeavanja nespecifi¢nog vezanja primarnog i sekundarnog antitijela, membrana
se blokira proteinima obranog mlijeka ili albuminima govedeg seruma. Primarna antitijela,
odnosno imunoglobulini, specifiéni su tjelesni odgovor imunosnog sustava na unos
antigena u organizam. Primarna antitijela u Western blot metodi dobivena su reakcijom na
ubrizgavanje antigena u tijelo zeca, miSa, koze, ovce te mogu, osim ciljanog proteina,
prepoznati i proteinsku modifikaciju kao $to je fosforilacija. Na primarno antitijelo veze se
sekundarno antitijelo uz prisutni enzim peroksidazu ili alkalnu fosfatazu. Sekundarno
antitijelo razvija 1 pojacava signal koji ¢e biti detektiran pomocu uredaja povezanog sa
softwareom.

Enzim peroksidaza razvija kemiluminiscentni signal oksidacijom luminola pri ¢emu se
oslobada energija u obliku elektromagnetskog zracenja. Koli¢ina svjetlosti koja nastaje
reakcijom s ECL reagensom direktno je proporcionalna broju epitopa na membrani s
obzirom da je sekundarno antitijelo s enzimom vezano na primarno antitijelo, a primarno
antitijelo je specificno vezano na ciljani protein. Svjetlo se moze detektirati izlaganjem
rendgenskom filmu sto predstavlja dobiveni signal. Takoder membranu je vazno isprati
TBST puferom u svrhu uklanjanja viska primarnog antitijela prije inkubiranja sekundarnim
te uklanjanje viska sekundarnog antitijela prije dodavanja kemiluminiscentnog reagensa
(ECL) (Najahov i Hoxhaj, 2017).



3.  EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1.Kemikalije
KoriStene kemikalije prilikom provodenja eksperimenta su:
30 % otopina akrilamid/bis-akrilamid: Sigma (Njemacka)
Izopropanol: Gram Mol (Hrvatska)
Temed: Alfa Aesar (Njemacka)
Tween 20: Alfa Aesar (Njemacka)
Etanol: Kemika (Hrvatska)
Metanol: Gram Mol (Hrvatska)
NaCl: Kemika (Hrvatska)
Glicin: Thermoscientific (Njemacka)
SDS: Roth (Njemacka)
HCI: Kemika (Hrvatska)
APS: Sigma (Njemacka)
TRIS: Kemika (Hrvatska)
Luminol: Biorad (SAD)
Glicerol: Kemika (Hrvatska)
Bromfenol plavo: Biorad (SAD)

3.1.2. Puferi
Pufer za razdvajanje: 1,5 M TRIS, 0,4 % SDS, milli Q voda (mQ)-voda proc¢is¢ena uloskom
za izmjenu iona, HCI (za podeSavanje pH vrijednosti), pH 8,8
Pufer za sabijanje: 0,5 M TRIS, 0,40 % SDS, milli Q voda (mQ), HCI (za podeSavanje pH
vrijednosti), pH 6,8
Loading pufer: 2 % SDS, 10 % glicerol, 0,05 % bromfenol plavo, 50 mM TRIS-HCI, pH
6,8
Running pufer: 0,025 M TRIS/GLICIN, 0,10 % SDS, deionizirana voda (dH,O)
Transfer pufer: 20 % metanol, 0,025 M TRIS/GLICIN, 0,10 % SDS, deionizirana voda
(dH20)
1XTBST: 10 X TBS, 0,10 % Tween 20, DH>O
10X TBS: TRIS, NaCl, HCI (za podeSavanje pH vrijednosti), pH 7,6



Pufer za pripremu lizata embrija: RIPA pufer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 % NP-40,
0,5 % Na-deoxycholate, 0,5 % SDS; pH 8) s dodatkom fosfataznih i proteinaznih

inhibitora.

3.1.3. Uredaji
BIORAD Thermal Cycler - zagrijavanje uzoraka (Berkeley, Kalifornija)
BIORAD Gel Holder kazeta- transfer proteina s gela na membranu (Berkeley, Kalifornija)
BIORAD Mini-Protean Tetra System - uredaj za elektroforezu (Berkeley, Kalifornija)
BIORAD ChemiDoc XRS+ with Image lab software — detekcija (Berkeley, Kalifornija)
Biomedical devision, Angelantoni Industrie — ledomat (Milano, Italija)
Sartorius, PB-11 - elektroda za mjerenje pH (Gottingen, Njemacka)
Variomag Electronicrithrer Multipoint HP Labortechnik - magnetna mijesalica
(Wasserburg, Njemacka)
KERN AND SOHN EMB 200-2 — vaga (Balingen, Njemacka)
BIORAD PowerPac 200 - izvor struje (Berkeley, Kalifornija)
Tecnomara, Rockomat - muckanje uzoraka (Cavernago, Italija)
Corning Mini centrifuge - centrifugiranje uzoraka (New York, SAD)
Mikroskop Motic SMZ-171-sakupljanje embrija (Kowloon, Hong Kong)
Mrijestilica Tecniplast (Varese, Italija)

3.1.4. Zebrice
Za mrijest su koriStene odrasle zebrice AB soja, stare godinu dana. Zebrice su uzgojene u

Laboratoriju za molekularnu ekotoksikologiju Instituta Ruder Boskovi¢.



3.2. METODA

3.2.1. Mrijest i prikupljanje embrija
Vecer prije mrijesta su dvije zenke i tri muzjaka prebaceni u mrijestilicu u kojoj su
razdvojeni plasticnom pregradom. Ujutro je pregrada uklonjena, a mrijest je poceo
paljenjem svjetla. Oplodena jaja su prikupljena nakon mrijesta, isprana i prebacena u
Petrijeve zdjelice gdje su se u E3 mediju nastavila razvijati na 28 °C uz izmjenu ciklusa
svjetla (14 sati) i tame (10 sati) (Slika 1.). Svakih 24 sata (do 120. sata) izdvojeno je 25-30

embrija koji su pohranjeni na suho u tubicama od 1,5 mL u frizideru na -80 °C.

Slika 1. Mikroskopska slika embrija prilikom prikupljanja

3.2.2. Priprema lizata embrija i odredivanje koncentracije
U tubice od 1,5 mL u kojima su pohranjeni embriji razli¢itih razvojnih stadija dodano je
100 uL RIPA pufera (60 pL minimalno) uz proteazne i fosfatazne inhibitore. Svi uzorci su,
kako bi se pospjesila liza, inkubirani pola sata na ledu uz muckanje na orbitalnoj muckalici.
Uzorak embrija starith 120 sati od 24.01.2022. je prije inkubacije na ledu dodatno
homogeniziran jednu minutu tuckom. Svi uzorci su centrifugirani 20 minuta pri 4 °C na 10
000 g. Izdvojeni su supernatanti kojima je, prije pohrane na -80 °C odredena koncentracija

proteina.

Za odredivanje koncentracije proteina potrebno je odrediti bazdarnu krivulju pomocu
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pripremljenog standarda BSA poznate koncentracije 10 mg/ml otopljenom u puferu u
kojem je otopljen i uzorak. Potrebno je napraviti seriju razrjedenja standarda od 5, 2.5,
0.625, 0.313, 0.156, 0.078, 0.039, 0.019 i 0 mg/ml te se pomocu spektrofotometra mjeri
apsorbancija. Ukoliko je uzorak razrijeden 20 puta vazno je da se pufer u koji se stavljaju
pripremljena razrjedenja razrijedi 20 puta. Iz izmjerene apsorbancije i1 poznate
koncentracije standarda konstruira se kalibracijska krivulja, koeficijenti iz jednadzbe
pravca racunaju se iz ovisnosti kvocijenta 595/540 1 koncentracije BSA. Prije mjerenja
koncentracije proteina potrebno je uzorak razrijediti 20 puta s mQ vodom (2 pL uzorka +
38 uL mQ) te Bradford reagens zagrijati na sobnu temperaturu. 20 pL uzorka pomijesa se
s 200 pL reagensa u prozirnoj plocici s 96 jamica te se inkubira tri minute na sobnoj
temperaturi. Apsorbancija se mjeri na valnim duljinama od 595 i1 450 nm te se pomocu

kalibracijske krivulje iz dobivene apsorbancije ocita vrijednost koncentracije.

3.2.3. Priprema gelova za SDS elektroforezu
Prije sastavljanja gel kaseta potrebno je ocistiti sve dijelove sa 70 %-tnim etanolom, kako
bi se uklonile sve necistoce, jer prisutni interferenti ometaju polimerizaciju gela. Tanka
staklena plocica prisloni se na vanjsku odstojnu plocicu te se zajedno postavljaju u okvir
za lijevanje na nacin da se tanja plocica nalazi ispred odstojne. PloCice se postavljaju na
gumu, koja sprjecava da gel iscuri prije nego Sto polimerizira, u stalku za lijevanje te se
ucvrste s bocnih strana vrataScima i opruznom polugom na vrhu. Pripremljeni su gelovi za
razdvajanje u koncentracijama od 5 % 1 18 % te su izlijevani na nacin da se postigne
gradijent gelova §to nam omogucava razdvajanje proteina razlicitih veli¢ina. Reagensi koji
se koriste u pripremi moraju biti na sobnoj temperaturi. Prilikom pripreme uvijek se prvo
dodaje demineralizirana voda zato $to su ostale tvari koncentriranije. Priprema gela radi se
u digestoru zbog otrovnih para. Za dobivanje poliakrilamidnog gela od 5 % koriSteno je
6.93 ml vode, 2 ml akrilamida, 3 ml pufera za razdvajanje, 60 pl 10 % APS-a 1 8 pl Temed-
a, dok smo za koncentraciju od 18 % koristili 1.73 ml vode, 7.2 ml akrilamida, 3 ml pufera
za razdvajanje, 8 pl Temed-a i 60 pl 10 % APS-a. Za pripremu gela za sabijanje dodano je
5.14 ml vode, 0.8 ml akrilamida, 2 ml pufera za sabijanje, 16 pl Temed-a i 40 pl 10 %
APSA-a. S koli¢inom pripremljenih gelova za razdvajanje i1 sabijanje mogu se izliti 4 gela.
APS zapocinje polimerizaciju gela 1 dodaje se posljednji prije izlijevanja zbog Cega je
vazno da je svjeze pripremljen kako bi polimerizacija bila uspjeSna. Nakon pripreme gela,

pipetorom se uvlaci u pipetu 2,4 ml otopine 5 % gela 12,5 ml 18 % gela te se pipeta nagne
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pod kutom i uvlace se dva mjehuri¢a zraka kako bi doslo do mijeSanja gelova u pipeti.
Nakon toga pipeta se prisloni na plocice u gel kaseti i laganim pomicanjem lijevo i desno
izlijeva se gradijent gel do 1,5 cm od vrha plocice. Na gel se dodaje 150 ul izopropanola
koji ¢e stvoriti ravnu crtu na povrSini gela, ukloniti prisutne mjehuri¢e zraka 1 sprijeciti
kontakt sa zrakom (kisik inhibira polimerizaciju). Slijedi polimerizacija koja traje 45
minuta. Nakon polimerizacije, gel se ispire s vodom tri do cetiri puta kako bi se uklonio
izopropanol s povrsine te se kapljice vode pokupe s papirom. Izopropanol ometa
polimerizaciju gela za sabijanje pa ga je potrebno ukloniti prije izlijevanja gela za sabijanje
u koji se na kraju umetne ¢eslji¢. Za polimerizaciju gela za sabijanje takoder je potrebno

45 minuta.

3.2.4. Priprema uzoraka
Ukupni volumen uzoraka iznosi 15 pl. Uzeti su lizati embrija ribe zebrice starosti od 24
sata, 48 sati, 72 sata, 96 sati i 120 sati pripremljeni 14.1.2022. te uzorak embrija od 96 sati
pripremljen 17.1.2022. 1 od 120 sati pripremljen 24.1.2022. Za pozitivnu kontrolu koristili
smo homogenate jetre, testisa te humanu bubreznu embrionalnu stani¢nu liniju

(FlpIn/Mock) (Tablica 2.). Oznaka hpf je skra¢eno od hours post fertilization.

Tablica 2. Podaci o pripremljenim uzorcima

Uzorci ¢ (mg/ml) V uzorka V TBS (uL)
(L)

24 hpf 03.01.2022. 6,6 3 8,25 Za 20 pg
48h hpf 14.01.2022. 8,7 2,3 8,95 Za20 ng
72 hpf 14.01.2022. 9,2 2,2 9,05 Za20 ng
96 hpf 14.01.2022. 7,1 2,8 8,45 Za 20 pg
120 hpf 24.01.2022. 3,0 6,7 4,55 Za20 ng
Jetra 04.04.2022. 2,0 5 6,25 Zal0pug
Testis 04.04.2022. 1,1 9,1 2,15 Za 10 ug
FlpIn/ Mock | 27.01.2022. 7,3 0,7 10,5 Za5 g
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U tubicu od 1,5 ml dodan je odredeni volumen uzorka, 3 pl loading pufera, 0,75 ul -
merkaptoetanola te volumen TBS-a potreban da volumen uzorka iznosi 15 pl. Tubica se
blago protresa udarcima prsta kako bi uzorak bio homogeniziran. Pripremljeni uzorci

centrifugiraju se 1 inkubiraju 5 minuta na 95 °C.

3.2.5. Slaganje modula za elektroforezu
Nakon polimerizacije gela, gel kaseta se izdvoji iz okvira za lijevanje i postavlja se na
elektrodu na nacin da je manja ploCica okrenuta prema unutarnjoj strani. Gel kaseta s
elektrodom smjesta se u clamping frame uz pritisak prema dolje i zatvaranje vrataSca na
okviru. Sastavljena gel kaseta stavlja se u kadicu koja se nadopuni do oznacene razine
running puferom (Slika 2.). Pomocu pipete, pripremljeni uzorci unose se u jazice koje je
oblikovao ¢eslji¢ prilikom polimerizacije gela. Vazno je da se kadica ne mice prije nego $to
se spoji na struju jer uzorci mogu izlaziti van iz jazica. Uredaj za elektroforezu prikljuci se
na struju 20 minuta, 80 V kako bi uzorci u tom vremenu prosli gel za sabijanje i poslozili
se u jednu ravnu liniju (Slika 3.). Pojava mjehuri¢a ukazuje na protok struje. Nakon §to su
proteini u jednoj horizontalnoj crti, struja se pojaca na 100 do 120 V u vremenu od sat i pol
kako bi uzorci prosli u gel za razdvajanje i tamo se razdvojili. Ukoliko sredi$nja crta
zaostaje, struju je potrebno ubrzati, a ukoliko je sredina brza struja se smanji da bi se svi
proteini razdvajali jednako. Nakon zavrSetka elektroforeze struja se iskljuci i uredaj se
rastavlja. Gel za sabijanje se odstrani, a gel za razdvajanje je vaZzno oznaciti kako bi odredili

orijentaciju. Rez je nacinjen u gornjem kutu gdje se nalazi marker.
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Slika 2. Postavljanje gel kasete na elektrodu

Slika 3. Sastavljeni modul za elektroforezu prikljucen na struju
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3.2.6. Transfer proteina s gela na membranu
Potrebno je odrezati 4 filter papira u veli¢ini gela i jednu membranu. Prilikom ovog
istrazivanja koristena je PVDF membrana. Membranu je potrebno aktivirati na nacin da je
stavljena u metanol 1 do 2 minute. Transfer kaseta stavlja se u posudu s transfer puferom
pri ¢emu je crna strana orijentirana prema dolje, a bijela prema gore. Izmedu crne i bijele
plohe stavljeno je redom: spuzvica, 2 filter papira, membrana, gel, ponovno 2 filter papira
nakon Cega je pomocu valjka potrebno ukloniti prisutne mjehuri¢e. Na kraju dolazi
ponovno spuzvica te se kaseta stisne i stavlja u kadicu s transfer puferom. Potrebno je
pothladiti transfer pufer kako bi transfer s gela na membranu bio uspjeSan. Transfer sendvic¢
prikljuci se na struju od 100 V u vremenu od sat vremena i 15 minuta. Nakon zavrSenog
transfera gel koji je koriSten stavlja se u posudicu s Coomassie bojom te se stavlja na
muckalicu u trajanju od sat vremena. Ovo nam sluzi kao provjera koliko je transfer bio
uspjesan jer ¢e zaostali proteini na gelu biti obojani u plavo. Membrana se nakon transfera
reze na dva dijela, na mjestu izmedu 25 1 37 kDa, kako bi bila izloZzena dvama primarnim
antitijelima. Prvi dio membrane izloZen je vezanju antitijela za protein EXOSC10/RRP6
egzonukleazu koja sudjeluje u kontroli kvalitete RNA u fazi transkripcije, molekulske mase
100 kDa. Vezanje antitijela dokazuje prisutnost proteina u zebrici i u kojim razvojnim
stadijima embrija se javlja. Drugo antitijelo kojem se izlaze membrana je Histon 2B,
molekulske mase oko 15 kDa i to je tzv. kontrola punjenja koja pokazuje jesu li razli€iti
uzorci jednako naneseni na membranu. Ako je uzorak dobar, histoni su prisutni u svim
stanicama 1 dobar su pokazatelj koli¢ine uzorka. Ako se uzorak u nekom slucaju raspao on

nece biti vidljiv u kontrolnoj zoni jer se primarno antitijelo nece vezati.

3.2.7. Blokiranje membrane i inkubacija s antitijelima
Blokiranje je primarno usmjereno na sprjeCavanje nespecificnog vezanja 1 primarnog 1
sekundarnog antitijela na membranu. Blokiranjem membrane prije vezanja antitijela, vezna
mjesta na membrani bit ¢e popunjena te ¢e se primarno antitijelo vezati samo na ciljani
protein Sto ¢e rezultirati isticanjem Zeljenih proteinskih vrpci (bandova) bez naglaSene
pozadine. Blokiranje se provodi proteinima obranog mlijeka ili albuminima govedeg
seruma. Membrana se umoci u obrano mlijeko 1 stavi na muckalicu u trajanju od minimalno
jednog sata. Nakon blokiranja potrebno je membranu isprati s TBST-om na pet minuta te
slijedi inkubacija s primarnim antitijelom. Membrana s primarnim antitijelom ostavljena je

preko no¢i u hladnoj sobi na 4 °C na muckalici. Nakon vezanja primarnog antitijela
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membrana je ponovno isprana s TBST-om 3 puta po 5 minuta. Slijedi vezanje sekundarnog
antitijela. Sekundarno antitijelo veze se specificno na primarno antitijelo te ga karakterizira
prisutni enzim, naj¢esce peroksidaza, koji sluzi za detekciju jer razvija luminiscentni signal.
Membrana se inkubira sa sekundarnim antitijelom u 5 ml 2,5 % BSA/TBST 45 minuta.
Nakon inkubacije membrana se 3 puta po 10 minuta ispire s TBST-om u svrhu uklanjanja
viSka sekundarnog antitijela jer je pozeljno da obojani bandovi na membrani budu §to uzi.
Nakon toga slijedi ispiranje TBS-om 5 minuta te ispiranje demineraliziranom vodom zbog

uklanjanja Tween-20 deterdzenta.

3.2.8. Detekcija
Potrebno je luminol zagrijati na sobnu temperaturu te ga pomijeSati s oksidirajuéim
sredstvom u omjeru 1:1, 1 ml tako dobivene smjese je dovoljan za jednu membranu.
Membrana se stavlja na sloj folije te se smjesa reagensa nanese na membranu i laganim
pokretima valjkom raspodjeli po membrani. Membranu se s reagensom inkubira 5 minuta
kako bi doslo do reakcije cijepanja luminola peroksidazom $to je signal za detekciju. Nakon
proteklog vremena uklanja se viSak reagensa pomocu papira te se uzima nova folija kojom
se membrana omota s obje strane kako ne bi doslo do otparivanja luminola ukoliko
snimanje traje sat vremena ili duze. Membrana je pripremljena za detekciju u uredaju koji
se naziva Chemidoc (Slika 4.), a koji snima kemiluminiscenciju. Uredaj ima software
Image lab koji omogucuje razli¢ita mjerenja. Moze se podesiti da snima odredeno vrijeme
membranu i da, ovisno o potrebi, u neko odredeno vrijeme daje novu sliku. Ukoliko se na
membrani nalazi malo proteina ili se primarno antitijelo slabo veze na njih, potrebno je
duZe vremena da instrument uhvati signal. Takoder, ako se snimanje membrane odvija
predugo, oni proteini koji u pocetku nisu bili naglaseni, kroz proteklo vrijeme postat ¢e
naglaseni te neée biti vidljiva razlika u signalu izmedu proteina, zbog toga je potrebno
odrediti optimalno vrijeme snimanja. U softwareu se odabere start page, nakon toga new,
gel imaging 1 na kraju blot. Prva slika koju uredaj daje poslikana je kolorimetrijski, kako bi
se zabiljezili markeri na membrani. Nakon prve slike membranu se ne smije pomicati jer
sljedece slike se preslikavaju na prvu sliku. Slijedi snimanje kemiluminiscencije. Prilikom
prvog snimanja potrebno je staviti snimanje 1 slike svakih 10 sekundi kako bi se procijenio

intenzitet signala.
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Slika 4. Uredaj za detekciju kemiluminiscentnog signala na membrani
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4.

REZULTATI | RASPRAVA

Istrazivanje je provedeno u svrhu ispitivanja ekspresije proteina EXOSC10 u razvojnim
stadijima embrija ribe zebrice: od 24 sata nakon oplodnje do 120 sati nakon oplodnje.
PrijaSnjim istrazivanjem, koje je 2019. provela Oreski, utvrdena je ekspresija EXOSC10
kod zebrice na razini transkripta i proteina u jetri, gonadama, mozgu i oku. U embrionalnim
razvojnim stadijima prac¢ena je samo ekspresija na razini transkripta. Pokazano je da je
ekspresija najjace izrazena u razdoblju od 1 do 6 sati nakon oplodnje nakon Cega slijedi
postupno smanjenje do 24 sata nakon oplodnje te konstantna razina ekspresija sve do 120
sati nakon oplodnje.

Temeljem ovih nalaza pretpostavili smo da ¢e signal za protein EXOSCI10 biti vidljiv 1
podjednako intenzivan u svim promatranim razvojnim stadijima (vremenski intervali
razvoja od 24, 48, 72, 96 1 120 sati nakon oplodnje).

Uzorci embrija su prikupljani tokom pet dana, svakih 24 sata te je za svaki razvojni stadij
uzeto po 25 do 30 embrija. Prikupljeni embriji pohranjivani su na -80 °C do pripreme lizata
uzoraka.

Konstruirali smo bazdarnu krivulju (Slika 5.) ovisnosti apsorbancije i koncentracije
proteinskog standarda te metodom po Bradfordu pripremljenim lizatima izmjerili
koncentraciju proteina (Tablica 2.), nakon ¢ega smo lizate pohranili na -80 °C do

odredivanja ekspresije EXOSCI10 proteina Western blot metodom imunodetekcije.
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Apsorbancija pri 595 nm

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

Koncentracija albumina (mg/ml)

Slika 5. Graf ovisnosti apsorbancije pri valnoj duljini od 595 nm o koncentraciji

albumina (Bovine serum albumin)

Prvi eksperiment smo proveli 25. ozujka 2022. Uzorci su pripremljeni kako je opisano u
odjeljku 3.2.4. te naneseni na gel u koli¢ini od 20 pg, izuzev pozitivnih kontrola (humana
bubrezna stani¢na linija FlpIn/Mock i jetra) koji su naneseni u koli¢ini od 10 pg. Za
razdvajanje proteina koriSten je poliakrilamidni gradijent gel od 5-18 %. Elektroforeza se
prvo provodila 20 minuta pri 80 V te 120 V u trajanju od 60 minuta. Transfer proteina s

gela na PVDF membranu odvijao se 75 minuta pri 100V.
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Slika 6. Rezultati Western blot metode provedene 25.03.2022. Uzorci, mase 20 pg, i pozitivne
kontrole, mase 10 pg, prethodno su razdvajani u gradijent gelu 5-18%. Na podru¢ju membrane
od 10 do 25 kDa vezano je antitijelo za Histon 2B, a na podru¢ju membrane od 37 do 250 kDa
antitijelo za EXOSCI10. S lijeve strane membrane vidljivi su standardi prema kojima se
odreduje molekulska masa proteina. Na slici je nazna¢eno podrucje oc¢ekivanih vrpci od 100

kDa. Slika je snimljena uredajem Chemidoc, u trajanju od 30 minuta.
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Slika 7. Slika gela obojanog Coomassie bojom nakon transfera proteina, 25.03.2022.

Transfer proteina s gela na membranu nije bio uspjeSan, Sto se moze zakljuciti po tome §to
prilikom detekcije membrane nije vidljiv signal pozitivnih kontrola (bubrezna stani¢na
linija 1 jetra) kod kojih je poznata prisutnost trazenog proteina EXOSC10 (Slika 6.).
Takoder, na gelu obojanom Coomassie bojom je vidljivo dosta zaostalih proteina nakon
transfera (Slika 7.). Mogu¢i razlog neuspjelog transfera je pregrijavanje zbog nedovoljno
ohladenog transfer pufera. Na membrani se, jedino u uzorku embrija starih 24 sata, moze
uociti trazena vrpca molekulske mase 100 kDa $to je o¢ekivana molekulska masa proteina
EXOSC10, no signal nije vidljiv u ostalim uzorcima (Slika 6.). U rasponu od 10 do 25 kDa
(slika 6.) na membranu se veze antitijelo za Histon 2B koji sluZi kao kontrola punjenja,
odnosno pokazuje je li uzorak nanesen u jednakim koli¢inama. Kod uzorka 120 hpf
(24.01.2022.)1 120 hpf (14.01.2022.) nije vidljiv signal rasponu od 10 do 25 kDa, a moguci

razlog je raspad lizata uzorka.
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Slika 8. Rezultati Western blot metode provedene 31.03.2022 Uzorci, mase 20 pg, 1 pozitivne
kontrole, mase 10 pg, prethodno su razdvajani u gradijent gelu 5-18%. Na podru¢ju membrane
od 10 do 25 kDa vezano je antitijelo za Histon 2B, a na podru¢ju membrane od 37 do 250 kDa

antitijelo za EXOSCI10. Slika je snimljena uredajem Chemidoc, u trajanju od 60 minuta.

Slika 9. Slika gela obojanog Coomassie bojom nakon transfera proteina, 31.03.2022.
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Drugi eksperiment smo proveli 31. ozujka 2022. Razdvajanje proteina u gradijent gelu od
5-18 % odvijalo se 20 minuta pri 80 V te 80 minuta pri 100 V. Prilikom transfera proteina
(75 minuta, 100 V) s gela na membranu takoder je doslo do pregrijavanja. U podrucju
kontrole punjenja (Histon 2B protein, molekulske mase 18 kDa), u rasponu od 10 do 25
kDa vrpca koja bi trebala biti na oko 18 kDa se jedva nazire i to samo u uzorcima bubrezne
stani¢ne linije 1 jetre (Slika 8.). Mogu¢i razlog tome je Sto je antitijelo za Histon 2B
koriSteno viSe puta, pa je vjerojatno doslo do raspada. U rasponu od 37 do 250 kDa nije
dobiven trazeni signal za protein EXOSC10 u svim uzorcima. Na podrucju ispod 50 kDa
uoceno je dosta nespecifiénih vrpci koje upucuju na raspad proteina pri ¢emu dolazi do
stvaranja Sirokih vrpci pri manjim molekulskim masama od ocekivanih. Osim raspada
proteina, pregrijavanje prilikom transfera takoder je utjecalo na dobivene signale.

Tre¢i eksperiment je proveden 5.04.2022. Postupak je ponovljen s istim parametrima i
uvjetima kao i prethodni, jedino je umjesto uzorka jetre nanesen uzorak testisa. Transfer
proteina s gela na membranu proSao je bez zagrijavanja. Razrjedenje EXOSCI10 antitijela
svjeze je bilo pripremljeno. Na membrani je vidljivo da nema signala u podruc¢ju od 10 do
25 kDa kod uzoraka 24 hpf i 120 hpf (14.01.2022.) §to upucuje na moguénost raspada
navedenih uzoraka (Slika 10.) te mogucu losu homogenizaciju. EXOSC10 specifi¢ni signal
se naslucuje jedino u bubreznoj stani¢noj liniji. U svim ostalim uzorcima izostaje specifi¢na
vrpca. Postoji mogucénost da je doSlo do neravnomjernog rasporedivanja luminola po

membrani prije detekcije.
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Slika 10. Rezultati Western blot metode provedene 05.04.2022. Uzorci, mase 20 pg, i
pozitivne kontrole, mase 10 pg (testes) i 5 ug (mock), prethodno su razdvajani u gradijent gelu
5-18%. Na podruc¢ju membrane od 10 do 25 kDa vezano je antitijelo za Histon 2B, a na
podrucju membrane od 37 do 250 kDa antitijelo za EXOSC10. Slika je snimljena uredajem

Chemidoc, u trajanju od 50 minuta.

Slika 11. Slika gela obojanog Coomassie bojom nakon transfera proteina, 05.04.2022.
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Cetvrti eksperiment je proveden 13. svibnja 2022. Kako bi provjerili potencijalni problem
s detekcijom, s membrane od 5. travnja 2022. je skinuto vezano primarno antitijelo te je
postupak ponovljen s novim vezanjem primarnog i sekundarnog antitijela. Na membrani
su vidljivi specifi¢ni signali kod 72 hpf, 96 hpf i pozitivnoj kontroli bubreznoj stani¢noj
liniji, no nisu vidljivi kod 24 hpf, 48 hpf, 120 hpf i testisu (Slika 12.). Moguéi razlog je

ponovno nedostatna koli¢ina luminola koji nije bio ravnomjerno rasporeden po membrani.
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Slika 12. Rezultati Western blot metode nakon skidanja i ponovnog vezanja antitijela za

EXOSC10 na membranu koristenu 05.04.2022., 13.05.2022. Slika je snimljena uredajem

Chemidoc, u trajanju od 30 minuta.

1z priloZenih rezultata mogu se i8¢itati trazene vrpce molekulske mase od 100 kDa u uzor-
cima embrionalnih razvojnih faza zebrice 24, 72 1 96 sati nakon oplodnje. Iako je prethodno
dokazana jednaka razina ekspresije transkripta exoscl(0 u embrijima zebrice 24, 48, 96, 72
1 120 sati nakon fertilizacije, proteinskom ekspresijom u ovom eksperimentu nije dokazana
prisutnost proteina u uzorcima 48 i 120 sati nakon fertilizacije.

S obzirom da je metoda Western Blot imunodetekcije vrlo osjetljiva, navedeni su parametri

koji su mogli utjecati na krajnji rezultat eksperimenta. Lizat proteina prethodno se razdvaja
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u mrezi poliakrilamidnog gela te razdvajanje ovisi o porama gela. Prije polimerizacije akri-
lamidnog gela potrebno je ukloniti interferente s povrSina kako ne bi doSlo do ometanja
polimerizacije. Izopropanol koji se dodaje zbog uklanjanja mjehuric¢a zraka, mora biti do-
bro ispran s gela za razdvajanje kako ne bi doSlo do ometanja polimerizacije gela za sabi-
janje. Polimerizacija i veli¢ina pora utjece na kvalitetu razdvajanja smjese proteina.
Nakon §to su proteini razdvojeni u gelu, slijedi transfer proteina s gela na membranu na
koji utjece temperatura pufera. Ukoliko pufer nije dovoljno hladan ne¢e do¢i do potpunog
transfera 1 neki ¢e proteini zaostajati na gelu. U tu svrhu, gel se nakon transfera boji Coo-
massie bojom, kako bi se ispitala efikasnosti transfera.

Prilikom vezanja primarnog antitijela na proteine membrane vazno je voditi rauna o svje-
Zini antitijela jer ukoliko je ono viSe puta reciklirano 1 staro, moze do¢i do njegovog ras-
pada. Na proteine, na koje nije vezano primarno antitijelo, nece se vezati sekundarno anti-
tijelo te nece biti vidljivi prilikom detekcije membrane. Osim raspada vezanog antitijela
moze doci i do raspada proteina u uzroku koji se mogu uociti kao nespecifi¢ne vrpce pri
manjoj molekulskoj masi od traZene.

Prije detekcije membrane vazno je ravnomjerno nanijeti dostatnu koli¢inu luminola. Uz
vezano sekundarno antitijelo nalazi se enzim peroksidaza koja stvara kemiluminiscentni
signal cijepanjem luminola. Ukoliko luminol nije nanesen ravnomjerno, na dijelu mem-
brane nece nastati signal i dio proteina nece biti detektiran pomocu uredaja.

Na membrani mozemo uociti dvije kontrole. Kontrola punjenja, u rasponu od 10 do 25
kDa, koja pokazuje da su razli¢iti uzorci naneseni u jednakoj koli¢ini, a izostajanje vrpce
kontrole punjenja moze ukazivati na nedostatak prilikom provodenja metode, u slucaju o-
vog eksperimenta: raspad antitijela ili uzorka, lo§ transfer. Za pozitivnu kontrolu poznato
je da sadrzi trazeni protein (bubreZna stani¢na linija i jetra). Pozitivna kontrola sluzi kao
potvrda da je to traZeni protein. Izostanak pozitivne kontrole upucivao je na lo§ transfer.
Nedostatak u nasem eksperimentu bio je izostanak negativne kontrole. Negativna kontrola
potvrduje da tog proteina nema, odnosno ako na membrani imamo protein odredene mole-
kulske mase i taj protein se javlja u negativnoj kontroli, onda to nije traZeni protein.

U svrhu dobivanja Sto to¢nijih rezultata, potrebno je tijekom provedbe eksperimenta uvesti
1 pozitivnu 1 negativnu kontrolu, kontrolirati svjezinu antitijela i uzoraka te biti precizan u

izvodenju.
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S.

ZAKLJUCAK

1. Metodom Western blot imunodetekcije pokazali smo pomocu poliklonalnog protuti-
jela prisutnost EXOSC10 proteina u uzorcima embrija ribe zebrice 24, 72 i 96 sati
nakon fertilizacije.

2. Nismo uspjeli pokazati prisutnost EXOSC10 proteina u uzorcima embrija ribe zebrice
starim 48 1 120 sati nakon fertilizacije iako je prethodno utvrdeno da je i u tim stadi-
jima ekspresija transkripta exosc/0 na podjednakoj razini kao i kod embrija starih 24,
72 196 sati.

3. Metoda Western Blot imunodetekcije osjetljiva je metoda u kojoj moze doci do po-
greske u svakom koraku (npr: visoka temperatura rashladnog pufera, nedovoljna koli-
¢ina luminola, starost antitijela, interferenti koji mogu utjecati na nepravilnu polimeri-

zaciju gela itd.) Sto utjece na krajnji rezultat.
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