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1. UVOD
1.1. Obitelj gena/proteina NME/Nm23

Obitelj gena Nme/Nm23 dobila je ime po prvom otkrivenom ¢lanu, Nmel, bududi da je
on supresor metastaziranja, pa od tuda i ime Nm23 - Nonmetastatic clone 23 (Steeg i sur.,
1988.). Cine ju nukleozid-difosfatske kinaze (NDPK/Nm23/NME, od eng. Nucleoside
diphosphate kinase), enzimi koji kataliziraju prijenos fosfatne skupine y s adenozin trifosfata
na (deoksi)nukleozid difosfate i na taj na¢in odrzavaju ravnotezu nukleotida u stanici (Boissan
i Lacombe 2011.). Ping-pong mehanizam kinazne reakcije NDP ukljucuje o¢uvani histidinski
ostatak kao intermedijer, kojemu su imidazolni bo¢ni lanci autokataliticki fosforilirani. y-
fosforilna skupina se prenosi s imidazolne skupine na (deoksi)nukleozid difosfat (Lascu i sur.,
1996.).

ATP + NDPK-His > ADP + P-His-NDPK™
NDP + P-His-NDPK* - NTP + NDPK-His

NDPK je house-keeping enzim koji se sastoji od podjedinica NME1 (NDPK A) i NME2
(NDPK B), koje se slazu u homo- ili heteroheksamer, aktivnhu formu, u svim mogucim
kombinacijama podjedinica (A6, A5B,....B6) (Cetkovié i sur., 2015.).

1.1.1. Podjela obitelji gena/proteina NME/Nm23

Do sada je otkriveno 10 ¢lanova obitelji gena/proteina NME, koji su podijeljeni u dvije
skupine na osnovu filogeneticke analize, prisutnosti proteinskih domena i struktura egzona i
introna (Cetkovié i sur., 2015.). Proteini prve skupine medusobno su homologni u slijedu
aminokiselina 58-88% (NME1 do NME4) te svi posjeduju aktivnost kinaze NDP. Druga
skupina proteina je znatno divergentnija i njeni ¢lanovi pokazuju znatno manju homologiju u
slijedu aminokiselina (NME5-NME9) (Lacombe i sur., 2000.). Kinazna aktivnost ustanovljena
je samo za protein NMEG (Tsuiki i sur., 1999.), dok je za NMES8 i NME9 ustanovljeno da sadrze
strukturne elemente koji bi mogli omogucavati kinaznu aktivnost, no ona nije eksperimentalno
dokazana (Desvignes i sur., 2009.). NME10 imao je potpuno drugaciji evolucijski put jer je
njegova kinazna domena umetnuta naknadno. Stoga se vode rasprave pripada li ovaj protein u

drugu skupinu ili se promatra zasebno, neovisno o prvoj i drugoj skupini proteina NME.



1.1.2. Evolucija obitelji gena/proteina NME/Nm23

Sve tri domene Zivota, bakterije, arheje 1 eukarioti, posjeduju kinaze NDP, a oCuvanost
aminokiselinskog slijeda proteina ukazuje na vaznost ovih proteina u svakoj stanici (Cetkovi¢
i sur., 2015.). Prva skupina proteina NME nastala je puno kasnije tijekom evolucije u odnosu
na drugu skupinu (Perina i sur. 2011.). Takoder, geni Nme druge skupine nisu prosli velike
evolucijske promjene u kraljeznjaka, dok se u genima prve skupine dogodilo nekoliko
neovisnih duplikacija u istoj liniji. Kao primjer, geni Nmel-Nme4 u sisavaca su ortolozi gena
Awd vinske musice i to je jedini gen Nme iz skupine I naden u tom organizmu (Desvignes i sur.,
2011.). S druge strane, ortolozi gena Nme5- Nme8 mogu Se naci u veéini vrsta metazoa, osim u

onima ¢iji su geni jako divergirali ili se izgubili tijekom evolucije (Desvignes i sur., 2011.).

1.1.3. Struktura i kineticka aktivnost proteina NME/Nm23

Sva Cetiri proteina prve skupine (NME1-NME4) posjeduju motiv aktivnog mjesta za
kinaznu aktivnost (NXXHG/ASD), kataliticki su aktivni sa sli¢nim kineti¢kim parametrima,
stvaraju heksamere i posjeduju 9 aminokiselinskih ostataka potrebnih za katalizu i stabilnost
kinaze NDP (Lacombe i sur., 2000.). Takoder, posjeduju jednu domenu NDK (Cetkovi¢ i sur.,
2015.). Proteine druge skupine karakteriziraju tri umetnute aminokiseline u tzv. Kpn-petlji (X-
A-R/K) i dodatne promjene (umetanje ili izrezivanje) blizu 21. aminokiselinskog ostatka NME1
(Lacombe i sur., 2000.). Za razliku od prve skupine proteina, duljina krajeva -N i -C im varira
(Lacombe i sur., 2000.) i samo NME6 i C-kraj NME8 i NME9 imaju aminokiseline potrebne
za vezanje nukleotida i katalizu (Desvignes i sur., 2009.). Proteini druge skupine mogu
posjedovati jednu ili vise domena NDK razli¢itih tipova (Cetkovi¢ i sur., 2015.). Svi proteini
NME posjeduju o¢uvani serin na mjestu 120 te su Georgescauld i sur. (Georgescauld i sur.,
2011.) ustanovili da njegova mutacija u glicin znacajno smanjuje stabilnost pri kemijskoj i
termalnoj denaturaciji proteina NME1. Pretpostavili su da mutacija ne mijenja svojstva
sekundarnih struktura, ali da daje prednost konformacijskim promjenama iz aff konfiguracije u
B-ploce, obzirom da Ser120 sudjeluje u vodikovim vezama s a4 zavojnicom i f1 lancem. I
mutirani i divlji tip NME1 formiraju heksamere, ali je utvrdeno da je heksamerni kompleks
divljeg tipa stabilniji te da se u mutantu konformacijske promjene odvijaju ve¢ na 45-50° C,

dok se u divljem tipu odvijaju na 55-60° C.



1.1.4. lIzrazaj i lokalizacija proteina NME/Nm23

NMEI i NME2 su izraZeni u svim tkivima, a najzastupljeniji su u mozgu, bubrezima,
jetri, gusteraci i srcu (Bilitou i sur., 2009.). Po nekim autorima NMEZ1 primarno je lokaliziran
u citosolu, a NME2 u jezgri (Postel i sur. 1993.), a po drugim autorima su lokalizirani i na
plazma membrani i u jezgri (Mitchel i sur., 2004.; Lutz i sur., 2003.). Bosnar i sur. su utvrdili
da NME1 i NME2 uvijek kolokaliziraju te su analizama imunofluorescencije uocili da
kolokaliziraju i s endoplazmatskim retikulumom (ER od engl. Endoplasmic reticulum), unato¢
tome $to ne posjeduje signalni slijed za ER niti su posttranslacijski modificirani (Bosnar i sur.,
2004.). Za NME] je utvrdeno i da je sekretorni protein (Okabe-Kado i sur., 2005.). NME3 je
takoder izrazen u svim tkivima, a najvise u regijama centralnog ziv€anog sustava, poput malog
mozga i hipofize (Bilitou i sur., 2009.) te je smjesten u citoplazmi (Barraud i sur. 2002.). NME4
je visoko izrazen u sréanom tkivu, prostati i jetri (Bilitou i sur., 2009.) te je vezan za unutras$nju
membranu mitohondrija, a posjeduje dvojnu orijentaciju prema medumembranskom prostoru i
matriksu mitohondrija (Tokarska-Schlattner i sur., 2008.). NME4 nije pronaden u topljivim
frakcijama (Milon i sur., 2000.). NMES5 je u vrlo velikim koli¢inama izrazen u testisima, dok je
u mozgu i bubrezima izrazaj vrlo nizak (Munier i sur. 1998.), a lokalizira uzduz bazalne
membrane spermatogonija i ranih spermatocita (Lacombe i sur., 2000.). NMES6 je izrazen u
ve€ini ispitanith ljudskih tkiva s najviSom zastupljenosti u skeletnim misi¢ima, bubregu,
je smjesten u mitohondrijima i u citosolu (Tsuiki i sur., 1999.). NME7 i NMES su najvise
izrazeni u testisima, ali i u jetri, srcu, mozgu, jajniku, tankom crijevu i slezeni te su lokalizirani
na aksonemama spermija (Padma i sur., 2001.), a povezani su i s poremecajima pokretanja
bicevai cilija (Duriez i sur., 2007.). NMED9 je takoder visoko izrazen u testisima, ali i u plu¢ima
i drugima tkivima koja sadrze cilijarne stanice (Boissan i sur., 2009.) te kolokalizira s
mikrotubularnim strukturama cilija i aksonemama spermatida (Sadek i sur., 2003.). Posljednji
otkriveni ¢lan obitelji proteina NME/Nm23, NME10, izraZen je u vecini do sada ispitanih tkiva
(Schwahn i sur., 1998.) te je uglavnom smjesten u citoplazmi, ali se moze premjestiti u jezgru
prilikom tretiranja stanica reagensima koji oste¢uju DNA i induciraju oksidativni stres (Yoon i
sur., 2006.).

1.1.5. Uloge proteina NME/Nm23
Obitelj proteina NME karakterizira multifunkcionalna priroda te su proliferacija,

diferencijacija, razvoj embrija, kretanje cilija i pojava metastaza neke od bioloskih uloga (Hsu



2011.). Takoder, posjeduju i druge biokemijske uloge, uz ve¢ opisanu funkciju nukleozid
difosfatske kinaze. Smatra se da posjeduju aktivnost proteinske kinaze, vezu DNA i djeluju kao
DNaze, u procesu apoptoze koja je neovisna o kaspazama djeluju kao nukleaze, imaju 3'-
egzonukleaznu aktivnost, a sluze i kao transkripcijski faktori i kao sekretorni faktor rasta (Hsu
2011.). Uloge obitelji gena u fiziologiji i razvoju uvelike ovise o razini izrazaja. Bilo kakav
prekomjerni izrazaj ili gubitak izrazaja NME mogu dovesti do abnormalnog stani¢nog fenotipa

(Hsu 2011.).

1.2. Clan NME6/Nm23-H6 iz obitelji gena/proteina NME/Nm23
1.2.1. Gen NME6/Nm23-H6

Gen NMEG6 smjesten je na kracem kraku 3. kromosoma, izmedu gena za a-1 kolagen
tipa VII i gena za glutation peroksidazu-1, koji su smjesteni na 3p21.3 (Mehus i sur., 1999.;
Tsuiki i sur., 1999.). U mnogim zlo¢udnim tumorima pronadene su somatske promjene 3p21
lokusa, $to upucuje da ova regija sadrzi gene koji su u uskoj vezi s nastankom tumora (Fearon,
1997.).

1.2.2. Struktura proteina NME6/Nm23-H6

cDNA slijed gena NMEG6 su 1999., neovisno jedna o drugoj, otkrile dvije istrazivacke
skupine (Mehus i sur., 1999.; Tsuiki i sur., 1999.). Protein NMEG6 ima 194 aminokiselina, u
neutralnom obliku je pri pI=8,5, a molekularna masa mu je 21,142 Da (Mehus i sur., 1999.). U
usporedbi s NMEL1 i NME2, ima 7 dodatnih aminokiselina na -N kraju, 22 dodatne
aminokiseline na -C kraju, kojima prethodi skup negativno nabijenih aminokiselina (YEEEEP)
te ne posjeduje terminalne aminokiselinske ostatke Tyr-Gly tipi¢ne za stabilnost heksamernih
proteina NME. Posjeduje dodatnu aminokiselinu blizu 21. aminokiselinskog ostatka NMEL1 i
tri dodatne aminokiseline u tzv. Kpn petlji. Posjeduje svih 9 aminokiselina neophodnih za
enzimsku aktivnost (Lys20, Tyr61, Phe69, Arg97, Thr103, Argll7, Asnl27, His130, Glul41)
i karakteristi¢ni motiv oko histidina u aktivnom mjestu, koji je ukljucen u prijenos fosforilne
skupine u kinaznoj reakciji NDP. Takoder, utvrdeno je da protein NME6 ne posjeduje signalni

slijed za unos u organele ili za prijenos vezikulama (Mehus i sur., 1999.; Tsuiki i sur., 1999.).

Uz ve¢ opisane promjene u tzv. Kpn petlji i duljini -C kraja, NME6 na 105 mjestu ima

jos§ 1 supstituciju prolina u valin (Mehus i sur., 1999.). Ove strukturne razlike zapravo



sprjeCavaju stvaranje heksamera, budu¢i da su one neophodne za kontakte monomernih
podjedinica i stabilizaciju heksamerne strukture (Mehus i sur., 1999.). Heksamerna struktura je
nuzna za katalitiCku aktivnost kinaza NDP i unato¢ tome Sto postoje eksperimenti koji
potvrduju kataliticku aktivnost proteina NME6, iako znatno nizu, mozda se radi o lazno

pozitivnoj reakciji izazvanoj oneé¢is¢enjem bakterijskom NDPK.

Nme6 u bazalnih Metazoa (ili ne-bilateralnih Zivotinja) posjeduje signalnu sekvencu za
mitohondrij. Perina i sur. unijeli su cDNA gena Nme6 u ljudske stanice, no nisu potvrdili
kolokalizaciju proteina s mitohondrijima. Moguce je da spuzvin enzim zaista ne lokalizira u
mitohondriju. Drugi moguc¢i razlog lezi u Cinjenici da se radi o eksperimentu u heterolognom
sustavu te je stoga moguce da ljudska stanica ne prepoznaje protein iz spuzve kao svoj te ga
degradira (protein je lokalizirao s ranim, kasnim i recikliraju¢im endosomima) (Perina i sur.
2011.). Takoder, nisu utvrdili kataliticku aktivnost NDP proteina Nme6 niti proteina Nme6A3 1
kojem su uklonili signalni slijed za mitohondrije, budu¢i da je NME4 kataliticki aktivan tek
nakon uklanjanja signalnog slijeda (Perina i sur. 2011.).

Utvrdeno je takoder da negativno nabijeni klasteri, kao $to je to YEEEEP u NMES,
koordiniraju kalcijeve, magnezijeve i cinkove ione te da stabiliziraju kvartarnu strukturu u

nekim proteinima (Zhu i Karlin, 1996.).

1.2.3. Uloge proteina NME6/Nm23-H6

Protein NME®G jedini je ¢lan druge skupine za koji je pokazano da katalizira kinaznu
reakciju NDP (Cetkovié i sur., 2015.), no aktivnost autofosforilacije je mnogo niza u odnosu na
NMEL (Tsuiki i sur., 1999.). Tsuiki i sur. utvrdili su da prekomjerni izrazaj NME6 u SAOS2
stanicama rezultira smanjenjem rasta i nastankom stanica s viSe jezgara, zbog ¢ega se smatra
da ovaj protein ima ulogu u stani¢nom rastu i progresiji stani¢nog ciklusa, no konkretan

mehanizam djelovanja jos$ je nepoznat (Tsuiki i sur., 1999.).

Wang i sur. (Wang i sur., 2012.) su utvrdili da knockdown proteina NMEG6 potice izrazaj
diferencijacijskin markera i da smanjuje stvaranje embrioidnih tijela i teratoma te da su
neophodni za izrazaj Oct4, Nanog, Klf4, MYC, telomerazu, Dnmt3B, Sox2 i ERas, klju¢nih

regulatora obnavljanja mati¢nih stanica, no konkretan mehanizam djelovanja jos nije objasnjen.



1.2.4. lzrazaj i lokalizacija proteina NME6/Nm23-H6

Polukvantitativnom analizom RT-PCR utvrdena je niska razina izrazaja proteina MNEG
slezeni, gdje je povecana obzirom na kontrolni protein (Mehus i sur., 1999.). Unato¢ tome Sto
ne posjeduje signalni slijed za organele, Tsuiki i sur. su 1999. imunocitokemijskom analizom
utvrdili da je NMEG6 smjesten u mitohondrijima, dok su Mehus i sur. iste godine dosli do
zakljucka da je protein izraZen u cijeloj stanici. Nakon njihovog otkri¢a, do danas nije utvrdena

to¢na lokalizacija proteina NMES6.

1.3.Stanice raka vrata maternice (HeLa)
Stanice HeLa pripremljene su iz raka vrata maternice i prve su ljudske stanice uspje$no
uzgojene u kulturi 1951. godine, a uzete su od pacijentice Henriette Lacks po kojoj su i dobile
ime (Gey i sur., 1952.).

Potjecu od epitelnih stanica vrata maternica, ¢ija infekcija humanim papiloma virusom-
18 (HPV od engl. Human papilloma virus) dovodi do integracije dijela genoma virusa u fragilno
mjesto na kromosomu 8g24.21 epitelnih stanica vrata maternice i inicira tumorigenezu.
Integrirani genom ukljucuje cjelovite kopije E6 1 E7 onkogena potrebnih za aktivnost
telomeraze i nema kopije E2, koji inhibira E6 i E7. Virusna integracija djeluje i kao snazni
aktivator izrazaja onkogena MYC, §to uzrokuje snazan rast stanica (Adey i sur., 2013.). Stanice
HelLa karakteriziraju i aneuploidija i gubitak heterozigotnosti (LOH od engl. Loss of
heterozygosity), koji su i inace obiljeZja tumora (Adey i sur., 2013.) te kromotripsija, koja je

povezana sa 2-3% svih tipova tumora (Landrey i sur., 2013.).

Danas su stanice HeLa jedan od najc¢esce koristenih modelnih sustava te su omogucile
karakterizaciju vaznih bioloskih procesa u vise od 70 000 publikacija (Landry i sur., 2013.).
Jedna od najranijih primjena stanica HelL.a svakako je razvoj cjepiva protiv polio virusa (Scherer
I sur., 1953.), a skeniranje interferiraju¢e RNA (RNAIi od engl. Interference ribonucleic acid)
dovelo je do otkri¢a 1 funkcionalne raspodjele gena uklju€enih u mitozu/citokinezu, endocitozu
i druge stani¢ne procese (Landrey i sur., 2013.). SnaZan rast, neograni¢ena dioba te vrijeme
diobe manje od 24h omogucavaju im jednostavnu adaptaciju i koristenje u brojnim pokusima,
ali zbog istih svojstva mogu i lako kontaminirati druge pokuse (Adey i sur., 2013.). Jedan od

klju¢nih faktora za upotrebu je svakako i ¢injenica da se vrlo jednostavno transfeciraju.



1.4.Cilj rada

Nasa hipoteza bila je da je protein NME6 smjeSten u mitohondrijima te da se
komercijalna antitijela anti-NME6 (HPA) i anti-NME6 (SAB) mogu Kkoristiti za analize
imunocitokemije i Western blot. Takoder, pretpostavljali smo da ée izrazaj NMEG u stanicama
biti relativno slabo detektibilan. Kako bismo testirali nasu hipotezu, cilj diplomskog rada bio je
odrediti lokalizaciju proteina NME6 u humanim tumorskim stanicama HelLa uz pomo¢
fluorescentnog reporterskog sustava, testirati antitijela anti-NME6 (HPA) i anti-NME6 (SAB)
te optimizirati metodu Western blot. U tu svrhu, potrebno je bilo umnoziti komercijalne
konstrukte pCMV6-NME6-MYC-FLAG i pCMV6-NME6-GFP u bakterijama, transfecirati
stanice HelLa s umnozenim konstruktima te imunocitokemijski ili u Zivim stanicama odrediti
lokalizaciju fuzijskih proteina NME6-MYC-FLAG i NME6-GFP pomoc¢u konfokalne
mikroskopije. lzrazaj proteina NMEG6, antitijela anti-NME6 (HPA) i anti-NME6 (SAB)

potrebno je bilo testirati analizama imunocitokemije i Western blotom.



2. MATERIJALI 1| METODE
2.1.Materijali

2.1.1. Kemikalije
2-propanol (Kemika, Hrvatska)
Agar (Merck, SAD)
Agaroza MP (Roche, SAD)
Akrilamid (Sigma Aldrich, SAD)
Amonijev persulfat (APS od engl. Amonium persulfate) (Sigma Aldrich, SAD)
Ampicilin (Pliva, Hrvatska), ¢ = 100 mg/mL
Bisakrilamid (Sigma Aldrich, SAD)
Bromfenol plavo (Sigma Aldrich, SAD)
Destilirana voda (deH:0)
Dimetil-sulfoksid (DMSQO) (Kemika, Hrvatska)
Etanol (Kemika, Hrvatska)
Etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA) (Kemika, Hrvatska)
Formaldehid, 36% (Kemika, Hrvatska)
Glicin (Kemika, Hrvatska)
Kanamicin (Pliva, Hrvatska), ¢ = 50 mg/mL
KCI (Kemika, Hrvatska)
KH2PO4 (Kemika, Hrvatska)
L-glutamin (Sigma Aldrich, SAD)
Metanol (Kemika, Hrvatska)
Na,HPO4 (Kemika, Hrvatska)
NaCl (Kemika, Hrvatska)
Naftol modrilo (Kemika, Hrvatska)
Natrij dodecil sulfat (SDS) (Sigma Aldrich, SAD), pH =7,2
Natrijev piruvat (Gibco™, SAD)
N, N, N, N-tetrametiletildiamin (TEMED) (Sigma Aldrich, SAD)
Obrano mlijeko u prahu (Dukat, Hrvatska)
Octena kiselina (Kemika, Hrvatska)
Penicilin (Gibco™, SAD)
qH20
Restrikcijski enzimi EcoRI i Xho (Thermo Fischer Scientific, SAD)



Serum fetusa goveda (Gibco™, SAD)
Streptomicin (Gibco™, SAD)

Tripsin (Sigma Aldrich, SAD)
Tris-baza (Sigma Aldrich, SAD)
Tween 20 (Sigma Aldrich, SAD)

2.1.2. Stani¢na linija, bakterijski soj i vektori

e Stani¢na linija Hela (stanice karcinoma grlica maternice) (ATCC, Ujedinjeno
Kraljevstvo)

e Bakterijski soj Machl Escherichia coli (elektrokompetentne bakterije)

e pCMVG6-Entry s ugradenom cDNA gena za NMEG6-MY C-FLAG fuzijski protein

e pCMV6-Entry s ugradenom cDNA gena za NMEG6-GFP fuzijski protein

e pCMV6-GFP s ugradenom cDNA gena za zeleni fluorescentni protein (GFP od engl.
Green fluorescent protein)

e pEGFPN1COX s ugradenom cDNA gena za GFP-COX fuzijski protein

e pCFP-myto s ugradenom cDNA gena za modrozeleni fluorescentni protein (CFP od
engl. Cyan fluorescent protein) koji posjeduje signalni slijed za mitohondrij

e pcDNAS3-FLAG-NMEL s ugradenom cDNA gena za FLAG-NMEL fuzijski protein

e pcDNA3-MYC-NME?2 s ugradenom cDNA gena za MY C-NME2 fuzijski protein

2.1.3. Hranjive podloge za uzgoj stanica

Tekuca hranjiva podloga Luria-Bertani (LB) za uzgoj transformiranih bakterija, y (LB)=
20 g/L (10 g/L triptona, 5 g/L kvascevog ekstrakta, 5 g/L NaCl) (Sigma Aldrich, SAD); y
(ampicilin) = 100 pg/mL (Pliva, Hrvatska), y (kanamicin) = 100 pg/mL (Pliva, Hrvatska)

Cvrsta hranjiva podloga Luria-Bertani (LB) za odabir transformiranih bakterija, v
(LB)=20 g/L (10 g/L triptona, 5 g/L kvascevog ekstrakta, 5 g/L NaCl) (Sigma Aldrich, SAD);
v (agar) = 13 g/L (Merck, SAD); y (ampicilin) = 100 pg/mL (Pliva, Hrvatska), y (kanamicin) =
100 png/mL (Pliva, Hrvatska)

Tekuéa hranjiva podloga DMEM (od engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium, Life

Technologies, SAD) za uzgoj animalnih stanica, 10% seruma teleceg fetusa (Sigma Aldrich,




SAD), 2 mM L-glutamin (Sigma Aldrich, SAD), 100 mM natrijev piruvat (Gibco™, SAD),
100 U/mL penicilina (Gibco™, SAD), 100 pg/mL streptomicina (Gibco™, SAD)
Tekuéa hranjiva podloga DMEM (od engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium, Life

Technologies, SAD) za transfekciju animalnih stanica, 10% seruma teleceg fetusa (Sigma
Aldrich, SAD), 2 mM L-glutamin (Sigma Aldrich, SAD), 100 mM natrijev piruvat (Gibco™,
SAD)

Reducirana tekuca hranjiva podloga DMEM (od engl. Dulbecco's Modified Eagle

Medium, Life Technologies, SAD) za transfekciju animalnih stanica, 5% L-glutamina i 5%-
natrijevog piruvata

Krioprotektivna hranjiva podloga za zamrzavanje animalnih stanica, 45% serum, 45%
DMEM, 10% DMSO

Medij za uklapanje stanica za mikroskopiranje (Dako, SAD), fluorescentna boja,

reagens protiv izbljedivanja, 0,015 mol/L natrijev azid

2.1.4. Primarna antitijela i sekundarna antitijela

e Primarno poliklonsko antitijelo iz zeca anti-NME6 (HPA) (Sigma-Aldrich, SAD)

e Primarno poliklonsko antitijelo iz misa anti-NME6 (SAB) (Sigma-Aldrich, Tajvan)

e Primarno poliklonsko antitijelo iz kuni¢a anti-NME1/NMEZ2, afinitetno procisc¢eno,
proizvedeno u suradnji I. Lascu, M. Herak Bosnar i S. Volarevi¢)

e Primarno monoklonsko antitijelo iz misa anti-FLAG (Sigma-Aldrich, SAD)

e Primarno monoklonsko antitijelo iz misa anti-MY C (Santa Cruz Biotechnology, SAD)

e Sekundarno poliklonsko antitijelo anti-misje Alexa Fluor® 594 iz koze, ¢ = 2 mg/mL
(Invitrogen, SAD)

e Sekundarno poliklonsko antitijelo anti-misje FITC iz zeca, ¢ = 2 mg/mL (Abcam,
Austrija)

e Sekundarno antitijelo ECL™ anti-misje iz ovce s vezanom peroksidazom iz hrena (GE
Healthcare, Ujedinjeno Kraljevstvo)

e Sekundarno antitijelo anti-ze¢je iz koze s vezanom peroksidazom iz hrena (Cell

Signaling Technology, Njemacka)

2.1.5. Otopine i puferi
e Mati¢na otopina akrilamid/bisakrilamida: 30% akrilamid, 7% bisakrilamid
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Pufer za donji gel poliakrilamida/gel za razdvajanje, pH = 8,8: 1,5 M Tris, deH.O
Pufer za gornji gel poliakrilamida/gel za sabijanje, pH = 6,8: 1 M Tris, deH.O

10x pufer za elektroforezu: 0,025 M Tris-baza, 0,192 M glicin, 0,1% SDS, deH20

10x pufer za prijenos (TB od engl. Transfer buffer): 184 mM Tris-baza, 140 mM glicin,
deH20

Pufer za prijenos: 10% 10x TB, 20% metanol, 70% deH.O

Otopina za bojanje membrane: y (Naphtol blue) = 1 g/L, 10% metanola, 2% octene
kiseline, deH.0O

Otopina za odbojavanje membrane: 40% metanol, 7% octena kiselina, deH>0O

10x pufer TBST (od engl. Tris buffer saline Tween): 150 mM NaCl, 50 mM Tris, 0,5%
Tween-20, deH20

Otopina za blokiranje membrane: 5% obrano mlijeko u prahu u puferu TBST
Blokirajuca otopina Protein Block Serum Free (Dako, Danska)

4x pufer za nanosenje uzorka (LB od engl. Laemmli buffer) (Sigma-Aldrich, SAD)
Fosfatni pufer (PBS od engl. Phosphate buffer solution), pH = 7,4: y (NaCl) =8 g/L, y
(KC1)=0,2 g/L, y (Na2HPOs) = 1,44 g/L, y (KH2PO.) = 0,24 g/L, deH20

Fosfatni pufer (DPBS od engl. Dulbecco's phosphate buffered saline) za izolaciju
proteina (Sigma-Aldrich, Ujedinjeno Kraljevstvo)

Pufer TE (od engl. Tris-EDTA buffer solution), pH=8,0: 10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, deH20

Pufer TAE, pH 8,6: 40 mM Tris, 20 mM octena kiselina, 1 mM EDTA, deH20

2.1.1. Komercijalni kompleti

Komercijalni komplet za odredivanje koncentracije proteina: Pierce™ BCA Protein

Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, SAD)

Komercijalni komplet za pro¢i§éavanje plazmidne DNA: QIAprep® Spin Miniprep Kit

(50) (Qiagen, Njemacka)

Komercijalni _komplet za restrikcijsku razgradnju: Fast Digest (Thermo Fischer

Scientific, SAD)

Komercijalni komplet za detekciju proteina kemiluminiscencijom: Wester Lightning®

Plus-ECL (PerkinElmer, Nizozemska)
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2.1.2. Biljezi za odredivanje veli¢ine i boje

Standard za odredivanje molekularne mase proteina, Precision Plus Protein Standards
Dual Color, raspona 10-250 kDa (BioRad, SAD)

Standard za odredivanje molekularne mase dvolan¢ane DNA, 1 Kb Plus DNA Ladder,
raspona 0,1-12 kb (Thermo Fisher Scientific, SAD)

0,03% tripansko modrilo: 1 mol/mL fenilmetilsulfonil fluorida (PMSF), 1 mg/mL BSA,
sterilna qH20

Midori Green Advance (NIPPON Genetics EUROPE, Njemacka)

Orange G (Sigma-Aldrich, SAD), 1 mg/mL

DAPI (Sigma-Aldrich, SAD), 300 nM

Selektivna proba za mitohondrij Mitotracker Deep Red FM (Thermo Fischer Scientific,
2008), ¢ (Stok) = 1 mM

2.1.3. Ostali materijali

Reagens za transfekciju: Lipofectamine® 2000 (Thermo Fischer Scientific, SAD)
Inhibitor proteaza: Complete Mini EDTA-free, Protease Inhibitor Cocktail Tablets
Standardi za odredivanje koncentracije proteina: otopine proteina albumina iz govedeg
seruma, BSA (od engl. bovine serum albumine) u koncentracijama 125, 250, 500, 750,
1000, 1500 pg/mL

Nitrocelulozna membrana za prijenos proteina, promjera 0,22 um (Millipore, SAD)

2.1.4. Uredaji

Uredaj za oslikavanje Alliance 4.7 (UVltec, Velika Britanija)
Centrifuga, Harrier 18/80 (MSE, Velika Britanija)

Centrifuga Sorvall Lynx 4000 (Thermo Fisher Scientific, SAD)
Centrifuge, tip 51445 R i 5403 (Eppendorf, Njemacka)

Citac plo¢ica ELISA (Multiscan MS Labsystems, Finska)
Inkubator za uzgoj stanica (Kambic, Slovenija)

Invertni mikroskop Wilovert S (Hund Wetzlar, Njemacka)
Kabinet za rad u sterilnim uvjetima (Iskra, Slovenija)

Kruzna mijesalica

Magnetska mijeSalica MSH Basic (Ika, Njemacka)
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e Sustav za elektroforezu Mini-Protean Il (BioRad, SAD)

e Termoblok, Thermomixer Comfort (Eppendorf, Njemacka)

e Tresilica za bakterije Unimax 1010 (Heidolph, Njemacka)

e Tresilica za mikrotitarske plocice, tip 715 (Asal, Italija)

e Ultrazvuc¢na sonda, Labsonic® M, veli¢ine 1 mm (B. Brown Biotech International,
Sartorious Group, SAD

e Uredaj za napajanje Power Pac Basic Power Supply i PowerPac 300 (BioRad, SAD)

e UV spektrofotometar NanoPhotometer® N60 (Implen, Njemacka)

e Vaga, tip PM 4000 (Mettler Toledo, SAD)

e Vodena kupelj za mikrotitarske plocice, tip 1083 (GFL, Njemacka)

e Zibalica PMR-30 Rocking Shaker (Grant Instruments, Ujedinjeno Kraljevstvo)

e Laserski pretrazni konfokalni mikroskop Leica TCS SP2 AOBS (Leica, Njemacka)

2.2.Metode

2.2.1. Transformacija elektrokompetentnih bakterija E.coli

Transformacija bakterija je unoSenje plazmidne DNA u kompetentne bakterijske
stanice, gdje se kompetencija odnosi na privremeno stanje bakterije u kojem je mogu¢ unos
egzogene DNA (Johnston i sur. 2014.), a koristi se radi umnozavanja zeljene DNA za daljnje
pokuse. Koristili smo elektrokompetentne bakterije Machl E.coli i metodu elektroporacije,
kojom se reverzibilno povecava propusnost membrane stanice pod utjecajem elektricnog polja,

S$to omoguéava unos egzogene DNA, lijekova ili drugih molekula (Neumann i sur. 1982.).

Transformirali smo elektrokompetentne bakterije Machl E. coli s pPCMV6-NMEG6-
MY C-FLAG, odnosno pCMV6-NMEG6-GFP. U staklene hladne kivete od 2 mm dodali smo 50
nL elektrokompetentnih bakterija i 50 ng plazmida. Lupkanjem kivete o radnu povrsinu sadrzaj
smo spustili na dno i stavili kivetu u uredaj za elektroporaciju (Gene Pulser Xcell, BioRad,
SAD). Transformacijsku smjesu s pPCMV6-NMEG6-MY C-FLAG smo elektroporirali 5,0 ms, a
smjesu s pPCMV6-NME6-GFP 5,2 ms, pod uvjetima od 2500 V, 25 uF i 20 Q.

Nakon elektroporacije u kivete smo dodali 1 mL tekuée hranjive podloge LB bez
antibiotika, sadrzaj smo resuspendirali i prebacili u sterilnu epruvetu Eppendorf od 1,5 mL i
inkubirali jedan sat pri 37° C na tresilici Thermomixer Comfort (Eppendorf, Njemacka) kako

bi se stanice oporavile.
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2.2.2. Nasadivanje transformacijske smjese na selektivnu podlogu

pCMV6-NMEG6-MYC-FLAG sadrzi gen za rezistenciju na kanamicin, a pCMV6-
NME6-GFP na ampicilin, stoga smo napravili selektivne krute hranjive podloge Lauria-Bertani
(LB) s kanamicinom (u omjeru 1:1000), odnosno s ampicilinom (u omjeru 1:1000). Kanamicin
stupa u interakciju s velikom i malom podjedinicom bakterijskog ribosoma te inhibira
translokaciju tijekom sinteze proteina, zbog Cega nastaju nefunkcionalni polipeptidni lanci
(Misumi i Tanaka 1980.). Bakterije koje su primile pPCMV6-NME6-MY C-FLAG sintetiziraju
aminoglikozid acetiltransferazu koja inhibira kanamicin (Nakano i sur. 1983.) pa ¢e one rasti
na selektivnoj podlozi, dok netransformirane bakterije nece. Ampicilin inhibira enzim
transpeptidazu, a time i sintezu stani¢ne stijenke bakterija. Bakterije koje su primile pCMV6-
NMEG6-GFP sintetiziraju B-laktamazu koja hidrolizira B-laktamski prsten i inaktivira ampicilin

(Brinas i sur. 2002.) pa ¢e one rasti na selektivnoj podlozi, dok netransformirane bakterije nece.

Selektivne podloge smo pripremili uz plamenik, kako ne bi doslo do zagadenja te smo
na njih nasadili 50 pL i 150 uL transformacijske smjese. Selektivne podloge s nasadenim
bakterijama inkubirane su preko no¢i pri 37° C u inkubatoru za uzgoj bakterija (Memmert,

Njemacka).

2.2.3. UmnaZanje, izolacija i odredivanje koncentracije plazmidne DNA

Inokulirali smo po tri kolonije koje sadrze pPCMV6-NMEG-MYC-FLAG i tri kolonije
koje sadrze pCMV6-NMEG-GFP i prebacili u staklene epruvete u 3 mL tekuce hranjive podloge
LB s kanamicinom (1:1000), odnosno s ampicilinom (1:1000). Tekuc¢e stani¢ne suspenzije
uzgajali smo osam sati pri 37° C u inkubatoru Unimax1010 (Heidolph, Njemacka) uz
protresanje. Rast bakterija smo zaustavili u eksponencijalnoj fazi, a hranjiva podloga bila je

zamucena.

Zaizolaciju plazmidne DNA koristili smo komplet za izolaciju plazmida QIAprep® Spin
Miniprep Kit (50) (Qiagen, Njemacka), prema uputama proizvodaca. Koncentraciju izoliranih
plazmidnih DNA odredili smo UV spektrofotometrom NanoPhotometer® N60 (Implen,
Njemacka) pri valnoj duljini od 260 nm. Nanosili smo 1 pL uzorka, a kao slijepu probu koristili

smo qH20.
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2.2.4. Restrikcijska razgradnja plazmidne DNA
Koristili smo komplet za restrikcijsku razgradnju Fast Digest (Thermo Fischer

Scientific, Svicarska), prema uputama proizvodaca.

Restrikcijsku smjesu izoliranih i originalnih plazmida pPCMV6-NME6-MYC-FLAG i
pCMV6-NMEG-GFP pripremili smo u Eppendorf epruvetama od 1,5 mL, u koje smo stavili
13,5 uL Q vode, 2 uL pufera, 1 uL enzima EcoRI, 1 uL enzima Xho i 1 ug plazmida. Smjese
smo inkubirali 30 minuta pri 37° C na grijac¢u Thermomixer Comfort (Eppendorf, Njemacka),

a nakon toga smo odsjecke razdvojili elektroforezom DNA u gelu agaroze.

2.2.5. Elektroforeza DNA u gelu agaroze

Elektroforeza u gelu agaroze je metoda koja omoguéuje razdvajanje molekula DNA
ovisno o njihovoj veli¢ini. Elektri¢no polje pomice negativno nabijene molekule DNA kroz gel
prema pozitivnoj elektrodi, anodi. Buduci da je gel ispunjen porama, manje molekule putuju
brze jer manje zapinju za polimere od velikih molekula. Takoder, mogu se razdvojiti i razlicite
konformacije DNA buduci da je superuvijena DNA kompaktnija pa putuje brZe od linearne ili

kruzne DNA (Lee i sur.2012.).

Koristili smo gel s 1% agaroze u puferu 1XTAE. Kako bi se agaroza otopila u puferu,
otopinu smo zagrijavali u mikrovalnoj do vrenja, a potom hladili na, otprilike, 40° C. Dodali
smo 5 pL fluorescentne boje Midori Green Advance (NIPPON Genetics EUROPE, Njemacka),
dobro promijesali, izlili u kadicu za elektroforezu i stavili ¢eslji¢ za 15 bunari¢a. Midori Green
Advance je alternativna otopina tradicionalnom etidijevom bromidu za detekciju DNA i RNA.
Buduc¢i da je manje mutagena te nije toksi¢na niti kancerogena, Smatra se mnogo sigurnijom

otopinom od navedenog etidijevog bromida (NIPPON Genetics EUROPE, online 2017.).

Nakon polimerizacije, gel smo uronili u sustav za elektroforezu Mini-Protean Il
(BioRad, SAD), koji smo napunili puferom TAE. Na gel smo nanijeli 2 pL biljega DNA,
nerazgradene plazmide 1 restrikcijski razgradene plazmide. Nerazgradene plazmide smo
nanijeli na sljede¢i nacin: na parafilm smo nanijeli 4 pL pufera TE, 100 ng plazmida i 1 pL
Orange G koji nam sluzi za pra¢enje uzorka. U postupku restrikcijske razgradnje, pufer sadrzi
boju pa smo na gel nanijeli ukupnu smjesu iz restrikcijske razgradnje (20 uL). Elektroforeza se
odvijala 40 minuta pri konstantnom naponu od 60 V na sobnoj temperaturi, a gel smo

fotografirali u sustavu za fotografiranje (UVltec, Ujedinjeno Kraljevstvo).
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2.2.6. Otapanje pocetnica i priprema otopina za sekvenciranje

Kako bismo sekvencirali cDNA gena NMEG6 u vektorima pCMV6-NMEG6-MY C-FLAG
i pPCMV6-NMEG6-GFP prvo smo liofilizirane pocetnice stavili u centrifugu (MiniSpin Plus,
Eppendorf, Njemacka) 2 min na 13000xg. Dodali smo 10 pL gH20 i inkubirali 30 minuta pri
37° C na vibracijskoj mijesalici Thermomixer Confort (Eppendorf, Njemacka). U epruvetu
Eppendorf od 0,2 mL stavili smo 13,5 uL. Q vode, 0,5 puL 5" pocetnice, 0dnosno 3' pocetnice (c
= 10 nM) i 1 pg plazmida (pCMV6-NME6-MYC-FLAG, odnosno pCMV6-NMEG6-GFP).
Slijed nukleotida u uzorcima odreden je Sangerovom dideoksi metodom u Laboratoriju za
molekularnu genetiku, Zavod za molekularnu biologija Instituta Ruder Boskovi¢ (zahvaljujemo

dr.sc. Heleni Cetkovié).

2.2.7. Odmrzavanje i uzgoj stanica HelLa

. Stanice HeLa (ATCC, Ujedinjeno Kraljevstvo) bile su smrznute na -80° C u krio-
tubici, u krioprotektivnom mediju (45% serum, 45% DMEM, 10% DMSO). Buduéi da je
DMSO u teku¢em stanju toksi¢an za stanice, U kabinetu za rad u sterilnim uvjetima (Iskra,
Slovenija) smo pustili da se stanice malo odmrznu kako bi ih mogli prenijeti u staklenu epruvetu
s 5 mL tekuée hranjive podloge DMEM. Stanice smo centrifugirali 5 minuta na 1500xg, pri 4°
C (Sanyo MSE Harrier 18 80 Refrigerated Centrifuge Digital, Ujedinjeno Kraljevstvo).
Supernatant smo bacili, kako bismo uklonili DMSO, a dodali smo 10 mL tekuce hranjive

podloge DMEM, resuspendirali i prebacili u Petrijevu zdjelicu promjera 200 mm.

Stani¢nu liniju HeLa uzgajali smo u sterilnim uvjetima u Petrijevim zdjelicama
promjera 100 mm, u tekucoj hranjivoj podlozi DMEM (engl. Dulbecco's Modified Eagle
Medium, Life Technologies, SAD), u inkubatoru za uzgoj stanica (Kambi¢, Slovenija) pri 37°
C, u atmosferi zasi¢enoj vlagom i pri 5% CO-. S kulturom stanica smo radili u kabinetu za rad
u sterilnim uvjetima (Iskra, Slovenija). Sav laboratorijski pribor, otopine i puferi koje smo

koristili u radu su bili sterilni.

Stanice su rasle u jednom sloju, a presadivali smo ih pri 90% popunjenosti. Hranjivu
podlogu DMEM odsisali smo iz Petrijeve zdjelice koju smo potom isprali s 10 mL fosfatnog
pufera (PBS od engl. Phosphate buffered saline). Dodali smo 1 mL tripsina i inkubirali stanice
oko tri minute pri 37° C. Tripsin je serinska proteaza, koja hidrolizira proteine cijepajuci
peptidne lance na karboksilnoj strani lizina ili arginina (Nelson i Cox, 2013.). Kada se stanice

inkubiraju s tripsinom, on cijepa medustani¢ne i adhezijske veze, §to omogucava odvajanje
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stanica od podloge. Tripsin smo inaktivirali dodavanjem 5 mL svjeze tekuce hranjive podloge
DMEM, jer serum iz podloge sadrzi inhibitore proteaza. Sadrzaj smo dobro resuspendiralii 0,5
mL stani¢ne suspenzije smo vratili u Petrijevu zdjelicu u koju smo dodali 10 mL tekuce hranjive
podloge DMEM.

2.2.8. Brojanje stanica

Dvadeset mikrolitara stani¢ne suspenzije pomijesali smo s 80 pL 0,03%-tnog tripanskog
modrila i dobro resuspendirali. Tripansko modrilo boji mrtve stanice jer ga stani¢ne pumpe ne
izbacuju van iz stanice pa se pri brojanju stanica koristi za eliminaciju mrtvih. Smjesu smo
nanijeli na Neubauerovu komoricu i na invertnom mikroskopu Wilovert S (Hund Wetzlar,

Njemacka) pod povecanjem 100x izbrojali stanice u 64 polja.
Broj stanica u 1 mL izracunat je prema formuli:

broj izbrojanih stanica * faktor razrjedenja * 10000 st/mL

broj stani L=
roj stanica / m broj izbrojanih kvadratita

broj izbrojanih kvadranata (16 kvadrati¢a) = 4

Faktor razrjedenja =5

2.2.9. Transfekcija stanica HelLa

Transfekcija je proces unosenja strane DNA u eukariotsku stanicu (Alberts i sur.2008.;
Cooper 2000.). Ako se DNA unesena transfekcijom ne ugradi u genom domacina, radi se o
prolaznoj transfekciji buduci da se unesena DNA svakom mitozom stanice razrjeduje i da ju
stani¢ne nukleaze razgraduju. Pri stabilnoj transfekciji, unesena DNA se ugraduje u genom
domacina (Guide to Eucariotic Transfection with Cationic Lipid Reagens, 2002.). Stanice HelLa
prolazno smo transfecirali metodom lipofekcije. U ovoj metodi, pozitivno nabijeni lipidi
stvaraju agregate s negativno nabijenom molekulom DNA i stvaraju liposomske vezikule koje
se lako spajaju sa stanicnom membranom. Pri spajanju vezikula sa stanicnom membranom

omogucen je unos strane DNA u stanicu (Felgner i sur. 1994.).

Dan prije transfekcije nasadili smo 47000 stanica u bunari¢e, na predmetnom stakalcu sa
silikonskim pregradama, povrsine 0,93 cm? (za transfekciju HeLa s pCMV6-NMEG-MY C-
FLAG, pcDNA3-FLAG-NME1, pcDNA3-MYC-NME2 ili pCMV6-GFP), odnosno 100000
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stanica u svaku cCetvrtinu Petrijeve zdjelice promjera 35 mm podijeljene na cetiri dijela (za
transfekciju HeLa s pCMV6-NMEG6-GFP, pEGFPN1COX ili s pCFP-myto), a za analizu
Western blot smo nasadili 1,6x10° stanica u Petrijeve zdjelice promjera 60 mm, kako bi u

vrijeme transfekcije popunjenost stanica bila oko 90%.

Za transfekciju stanica u bunari¢ima povrsine 0,93 cm? smo u jednu epruvetu Eppendorf
od 1,5 mL stavili 70 pL tekuce hranjive podloge DMEM bez serumai 1,5 ug pDNA, a u drugu
70 uL tekucée hranjive podloge DMEM bez seruma i 2,27 uL Lipofektamina 2000. Svaku
epruvetu smo njezno resuspendirali i ostavili 5 minuta na sobnoj temperaturi. SadrZaj iz jedne
epruvete smo prebacili u drugu i njezno resuspendirali te ostavili 30 minuta pri sobnoj
temperaturi. U meduvremenu, sa stanica smo uklonili hranjivu podlogu te na njih dodali 350
pL svjeze tekuce hranjive podloge DMEM. Nakon zavrSene inkubacije, sadrzaj iz epruvete Smo
pazljivo nakapali na cijelu povrsinu stanica, lagano resuspendirali i pohranili u inkubator pri
37°, 5% COg, 24 sata.

U pokusima gdje smo transfekciju izvodili u drugacijem posudu, koli¢inu

upotrijebljenih materijala smo prilagodili (Tablica 1).

Tablica 1. Koli¢ine materijala koriStenih tijekom transfekcije.

Materijali Petrijeva zdjelica Y, Petrijeve zdjelice Bunari¢ (povrsine
(promijer 60 mm) (promjer 35 mm) 0,93 cm?)

Broj stanica 1,6x10° 100000 47000

pDNA (ng) 8 1,25 1,5

Lipofektamin 2000 (uL) 20 1,9 2,27

Reducirana podloga DMEM 500 62 70

za transfekciju (uL)

Podloga DMEM za 5000 400 350

transfekciju (uL)

2.2.10.Fiksiranje, permeabilizacija i imunocitokemijska analiza stanica

Hel a
Dvadesetcetiri sata nakon transfekcije s pCMV6-NME6-MYC-FLAG, pcDNA3-
FLAG-NMEL, pcDNA3-MYC-NME?2 ili pPCMV6-GFP, stanice smo isprali tri puta s PBS-om,
a potom dodali 400 uL 2%-tnog formaldehida (no isprobali smo i 1%-tni i 4%-tni formaldehid)
za fiksaciju stanica i inkubirali 10 minuta na sobnoj temperaturi. Stanice smo ponovno isprali
tri puta s PBS-om te smo dodali 400 uL metanola za permeabilizaciju membrane i inkubirali

10 minuta na sobnoj temperaturi. Ukoliko se prouc¢ava neki unutarstani¢ni antigen, stanice je
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potrebno permeabilizirati, pogotovo nakon fiksacije s reagensom koji stvara krizne veze.
Moguce je koristiti organska otapala, poput metanola ili acetona te deterdzente, poput Triton
X-100 i Tween-20. Organska otapala otapaju lipide u stani¢noj membrani i omogucavaju ulazak
antitijela u stanicu, no za razliku od deterdzenta ne uklanjaju proteine (Jamur i Constance
2010.).

Imunocitokemijska analiza temelji se na vezanju specificnog antitijela na antigen u
stanici. Nakon fiksiranja i permeabilizacije, stanice smo isprali tri puta s PBS-om i dodali 1 kap
blokirajuce otopine Protein block serum free (DAKO, Danska), kako bi sprijecili nespecifi¢no
vezanje antitijela. Nakon toga smo na stanice nanijeli 200 pL primarnog antitijela u
odgovaraju¢em razrjedenju (Tablica 2) i inkubirali pri 4° C preko no¢i. Iduéi dan smo isprali
primarno antitijelo tri puta s PBS-om, dodali 200 pL sekundarnog antitijela odgovarajuceg
razrjedenja (Tablicu 2) i inkubirali 45 minuta pri sobnoj temperaturi u mraku. Stanice smo
isprali tri puta s PBS-om, dodali selektivnu probu za mitohondrij Mitotracker (¢ =50 nM, ¢ =
100 nM, ¢ = 150 nM ili ¢ = 300 nM) i inkubirali 30 minuta. Potom smo ih opet isprali tri puta
s PBS-om i uklopili u medij za uklapanje koji sadrzi fluorescentnu boju DAPI (c=300 nM)
kojom smo obiljezili jezgre. Unutarstani¢nu lokalizaciju proteina NME6 promatrali smo
pomocu konfokalnog mikroskopa na Zavodu za molekularnu biologiju (zahvaljujemo mag.biol.
Luciji Horvat i Laboratoriju za biofiziku stanice), pri ¢emu smo proteine FLAG-NME1i MYC-
NME2 Koristili kao kontrole imunocitokemijske analize, a GFP kao kontrolu transfekcije

plazmida s ugradenim genom za protein GFP.

Tablica 2. Odgovarajuéa razrjedenja primarnih i sekundarnih antitijela pri

imunocitokemijskoj analizi stanica HeL a.

Primarno antitijelo

Razrjedenje primarnog
antitijela

Sekundarno antitijelo

Razrjedenje
sekundarnog antitijela

HPA anti-NME6

1:200
1:350
1:500

Alexa 594

1:500

SAB anti-NME6

1 pg/mL
3,2 ug/mL
5 ug/mL

FITC

1:50

Anti-MYC

1:200
1:500

Anti-FLAG

1:500
1:1000
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2.2.11. Odredivanje lokalizacije NMEG6 -GFP u Zivim stanicama

Nakon 24 sata transfekcije stanica HeLa s pCMV6-NMEG6-GFP, pEGFPN1COX ili s
pCFP-myto sa stanica smo uklonili medij s transfeciraju¢im reagensom te dodali svjezi sa
selektivnom probom za mitohondrij (¢ = 50 nM i ¢ = 150 nM) i inkubirali 30 minuta. Nakon
inkubacije, stanice smo isprali tri puta s PBS-om, a potom promatrali uz pomo¢ konfokalnog
mikroskopa na Zavodu za molekularnu biologiju (zahvaljujemo mag.biol. Luciji Horvat i
Laboratoriju za biofiziku stanice Instituta Ruder Boskovi¢), gdje su ham GFP-COX, CFP i

selektivna proba za mitohondrij oznacavali mitohondrije.

2.2.12. 1zolacija proteina iz stanica HelLa za analizu Western blot

Prethodno smo uzgojili stanice u pet Petrijevih zdjelica promjera 60 mm do
popunjenosti od oko 90%. Stanice u jednoj Petrijevoj zdjeli nismo transfecirali i koristili smo
ih kao kontrolu u analizi Western blot, a stanice u ostalim Petrijevim zdjelicama smo
transfecirali s jednim od plazmida: pCMV6-NME6-MYC-FLAG, pCMV6-NME6-GFP,
PNME2-MYC ili pNME1-FLAG.

Dvadesetcetiri sata nakon transfekcije, na ledu smo odsisali medij iz svih Petrijevih
zdjelica i dodali 5 mL PBS-a. Stanice smo sastrugali pomoc¢u sterilne strugalice, a sadrzaj iz
Petrijeve zdjelice prebacili u epruvetu Falcon od 15 mL. Postupak smo ponovili dva puta, nakon
Cega Smo sadrzaj u epruveti centrifugirali pet minuta na 1500xg pri 4° C u centrifugi (Sanyo
MSE Harrier 18 80 Refrigerated Centrifuge Digital, Ujedinjeno Kraljevstvo) kako bismo
stanice oslobodili medija. Supernatant smo bacili, a talog ili pohranili na -80° C ili

resuspendirali za izolaciju proteina.

Na talog iz epruvete dodali smo 60 uLL PBS-a (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline,
SIGMA, Ujedinjeno Kraljevstvo), koji ne sadrzi CaCl2 i MgCl2 u koji smo prethodno dodali
inhibitore proteaza (Complete Mini EDTA-free, Protease Inhibitor Cocktail Tablets). Sadrzaj

smo dobro resuspendirali i prebacili u epruvete od 1,5 mL.

Za izolaciju proteina koristili smo metodu sonifikacije kojom se pomocu ultrazvucnih
valova naru$ava integritet stanicnih membrana I otpusta stani¢ni sadrzaj. Ultrazvu¢nu sondu od
1 mm (LABSONIC® M.B. Braun Biotech International, Sartorius group, SAD) isprali smo sa
70% EtOH, a potom s deH>0. Stani¢nu suspenziju smo sonicirali 10 sekundi pri amplitudi 80,
a postupak smo ponovili dva puta s razmakom od 10 sekundi. Sve smo radili na ledu, kako

bismo dodatno smanjili moguénost degradacije proteina.
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2.2.13. Odredivanje ukupne koncentracije stani¢nih proteina

Koristili smo komplet za odredivanje koncentracije proteina ,,Pierce BCA Protein Assay
Kit“. Metoda se bazira na redukciji Cu?* u Cu* pomocu proteina u luznatim uvjetima s veoma
osjetljivom, selektivnom detekcijom Cu™ kationa pomocu reagensa BCA, koji apsorbira pri 570
nm. U drugoj reakciji stvara se ljubicasto obojenje kao rezultat formiranja helata izmedu iona
bakra i dvije molekule BCA (ThermoFischer Scientific, online 2017.).

Uzorke smo drzali na ledu zajedno s BSA (od engl. Bovine serum albumine, albumin iz
seruma goveda) standardima poznatih koncentracija koje smo Koristili za izradu standardne
krivulje. Uz pomo¢ standardne krivulje i jednadzbe pravca izracunali smo koncentracije

proteina.

U mikrotitarsku plo¢icu s 96 bunari¢a nanijeli smo po 20 pL standarda BSA u
koncentracijama 125, 250, 500, 750, 1000 i 1500 pg/mL, 20 uL reH20 i 2 uL uzorka kojeg smo
pomijesali s 18 plL reH.0O, a uzorke smo nanijeli u duplikatu. U svaki bunari¢ smo stavili smo
200 pL reagensa za odredivanje koncentracije BCA Protein Assay Kit, kojeg smo pripremili
mijeSanjem otopina A i B u omjeru 50:1. Plo¢icu smo stavili na tresilicu za mikrotitarske
plocice (tresilica za mikrotitarske plocice tip 715, Asal, Italija) na 1 minutu, a potom prekrili i
inkubirali 30 minuta na 37° C u vodenoj kupelji (vodena kupelj za mikrotitarske plocice tip
1083, GFL, Njemacka). Nakon inkubacije, plo€icu smo ohladili na sobnu temperaturu i o€itali
apsorbanciju pri 570 nm na &itadu mikrotitarskih plo¢ica (Cita¢ plo¢ica ELISA, Multiscan MS
Labsystems, Finska). 1z ocitanih apsorbancija otopina BSA izradili Smo bazdarnu krivulju,

pomocu koje smo izracunali ukupnu koncentraciju proteina u uzorcima.

2.2.14.SDS-poliakrilamidna gel elektroforeza (PAGE)

SDS-PAGE (od engl. Sodium dodecyl sulphate polyacryl gel electrophoresis) ili SDS
poliakrilamidna gel elektroforeza je metoda kojom se u elektricnom polju razdvajaju proteini
na osnovu razlike u masi. U poliakrilamidni gel dodaje se deterdzent SDS (od engl. Sodium
dodecyl sulphate) te se otprilike jedna molekula SDS-a veze na svaki aminokiselinski ostatak
proteina, Sto maskira naboj proteina i doprinosi ukupnom negativnom naboju molekule. Na taj
nacin, svi proteini u uzorku imaju jednak omjer mase i naboja. Takoder, vezanje SDS-a

djelomi¢no denaturira protein pa svi proteini imaju linearni oblik. Prema tome, u osnovi, SDS-
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PAGE razdvaja proteine na osnovu razlike u njihovim molekulskim masama, gdje maniji

proteini putuju brze (Nelson i Cox, 2013.).

Koristili smo diskontinuiranu SDS-poliakrilamidnu gel elektroforezu, za koju smo
pripremili dva gela, od kojih se svaki sastoji od gela za sabijanje i gela za razdvajanje. Gornji,
5%-tni gel za sabijanje i donji, 15%-tni gel za razdvajanje medusobno se razlikuju u sastavu i
pH (Tablica 3). Gel za sabijanje je rjedi i manjeg pH (pH=6,8) te sluZzi za poravnavanje uzoraka,
dok je gel za razdvajanje gusci i veéeg pH (pH=8,8) i sluzi za razdvajanje proteina na temelju

razlika u molekulskim masama.

Tablica 3. Sastav gelova za razdvajanje i sabijanje

GEL ZA RAZDVAJANJE GEL ZA RAZDVAJANJE
15% 5%
SASTOJAK Volumen / mL Volumen / mL
ReH20 2,3 2,7
30%-tna otopina AAS 5,0 0,67
1,5 M Tris (pH=8,8) 2,5 -
1 M Tris (pH=6,8) - 0,5
10%-tni SDS 0,1 0,4
10%-tni APS 0,1 0,4
TEMED 0,004 0,004

Napravili smo dva gela i koristili stakalca za gel elektroforezu s razmaknicom od 1,5
mm 1 pokrovno stakalce te ih postavili na nosace. Izmedu njih smo prvo ulili gel za razdvajanje

te nakon njegove polimerizacije dodali gel za sabijanje i postavili ¢eslji¢ za 15 bunarica.

Nanijeli smo 15 pg ukupnih stani¢nih proteina i pomijesali s puferom za nanosenje koji
u sebi sadrzi boju. Boja nam pomaze u pracenju uzoraka za vrijeme putovanja kroz gel tijekom
elektroforeze. Smjesu smo zagrijavali pet minuta pri 96° C u grijacu Thermomixer Comfort
(Eppendorf, Njemacka) kako bi se proteini potpuno denaturirali, a potom smo ih kratko
centrifugirali (Centrifuge 5415 R, Eppendorf, Njemacka). Nakon polimerizacije gela za
sabijanje, izvadili smo ceslji¢, a stakla s gelovima prenijeli u kadicu (Mini-Protean 11, BioRad,
SAD), koju smo do pola napunili s 1 x puferom za elektroforezu. U bunari¢e smo nanijeli 2 pL
biljega Precision Plus Protein Standards Dual Color i smjesu stani¢nih proteina te spojili
kadicu na uredaj za napajanje Power Pac Basic Power Supply ili PowerPac300 (BioRad,SAD).
Kroz gel za sabijanje uzorci su putovali pri konstantnom naponu od 90 V oko 30 minuta, a kroz
gel za razdvajanje pri konstantnom naponu od 110V oko 1,5 sat, odnosno, dok boja bromfenol

plavo ne izade iz gela.
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2.2.15. Analiza Western blot

Western blot je imunokemijska metoda u kojoj se proteini elektroforetski razdvojeni na
gelu prenose na nitroceluloznu membranu. Membrana se blokira, a potom tretira s primarnim
antitijelom, sekundarnim antitijelom s vezanim enzimom te se dodaje supstrat koji omoguc¢ava
vizualizaciju. Budu¢i da obojeni precipitat nastaje samo na mjestu gdje se nalazi protein od
interesa iz uzorka, Western blot omogucéuje detekciju proteina od interesa te odredivanje

njegove priblizne molekulske mase (Nelson 1 Cox, 2013.)

Koristili smo tzv. tehniku mokrog prijenosa, pri kojoj proteini iz gela izlaze u pufer za
prijenos i vezu se na povr$inu membrane, gdje su lako dostupni za interakcije sa specificnim

monoklonskim ili poliklonskim antitijelima.

Nakon zavrsene elektroforeze, uklonili smo gel za sabijanje i slozili kazetu za prijenos
proteina na sljedeci nacin: na dio kazete blizi katodi postavili smo spuzvicu, dva filter papira,
gel za razdvajanje koji sadrzi proteine, nitroceluloznu membranu ( pore veli¢ine 0,2 pm), dva
filter papira i spuzvicu te smo zatvorili kazetu za prijenos paze¢i da nema mjehuri¢a ni u

jednom sloju.

U kadicu (Mini-Protean |1, BioRad, SAD) smo ulili hladni pufer za prijenos, slozenu
kazetu za prijenos proteina, led, magneti¢ te ju postavili na magnetsku mijesalicu MSH Basic
(Ika, Njemacka). Sustav za prijenos proteina spojili smo na izvor napajanja Power Pac Basic
Power Supply ili PowerPac 300 (BioRad, SAD) pod uvjetima stalne jakosti struje od 200 mA
na 2 sata ili pri konstantnom naponu od 14 V preko no¢i te su proteini preneseni na membranu
pomocu elektri¢ne struje. Led 1 mijeSanje su vazni za hladenje sustava, budu¢i da elektricna

struja zagrijava, Sto moze degradirati proteine.

Proteine na membrani potom smo isprali destiliranom vodom uz zibanje kako bi se
uklonio metanol iz pufera za prijenos. Obojali smo ih s Naphtol blue, kao potvrdu da su
elektroforeza i prijenos proteina na membranu uspjeli te odbojani otopinom za odbojavanje

membrane.

Membranu smo stavili u kadicu na zibalici i ispirali tri puta po 10 min s 1 x TBST, kako
bismo uklonili ostatke metanola i octene kiseline iz otopine za odbojavanje, nakon ¢ega smo ju
blokirali u 5%-tnom mlijeku (obrano mlijeko u prahu otopljeno u puferu 1 x TBST-u) na 30

minuta, kako ne bi doslo do nespecifiénog vezanja antitijela.
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Primarna i sekundarna antitijela smo razrijedili u 5%-tnom mlijeku na Zzeljenu
koncentraciju (Tablica 4) te smo nanijeli primarno antitijelo na membranu, tako da prekrije
povrsinu membrane. Inkubirali smo pri 4° C dva sata ili preko no¢i. Membranu smo isprali tri
puta po 10 minuta u 1 x TBST-u kako bismo uklonili nevezana primarna antitijela. Membrane
smo inkubirali u otopini sa sekundarnim antitijelom s vezanom peroksidazom iz hrena 45

minuta pri sobnoj temperaturi.

Tablica 4. Razrjedenja primarnih i sekundarnih antitijela za analizu Western blot.

Primarno antitijelo Razrjedenje Sekundarno antitijelo Razrjedenje
primarnog antitijela sekundarnog
antitijela
HPA anti-NME6 1:1000 R 1:3000
1:600
1:100
SAB anti-NME6 5 ng/mL M 1:3000
Anti-FLAG 1:500 M 1:3000
Anti-MYC 1:200 M 1:3000
Anti-NME1/NME2 1:3000 R 1:3000

Kao supstrat za vizualizaciju koristili smo komplet Western Lightning® Plus-ECL
(PerkinElmer, Nizozemska). u omjeru reagens A : reagens B =1:1. Membranu sa supstratom
inkubirali smo jednu minutu u mraku na sobnoj temperaturi, a onda stavili u sustav za

fotografiranje (UVltec, Ujedinjeno Kraljevstvo).
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3. REZULTATI

3.1.Potvrda slijeda gena NME6 u konstruktima pCMV6-NME6-MY C-
FLAG i pCMV6-NME6-GFP
Kako bismo potvrdili da komercijalni konstrukti pCMV6-NME6-MYC-FLAG i
pCMV6-NMEG6-GFP sadrze gen NMES6, nakon transformacije kompetentnih bakterija i
nasadivanja na selektivnu podlogu iz izraslih kolonija izolirali smo plazmide te njih i originalne
konstrukte restrikcijski razgradili enzimima EcoRI i Xho. Nakon restrikcije, plazmidi su bili
razgradeni na dva odsjeCka. Razgradnjom originalnih konstrukata pCMV6-NME6-MY C-
FLAG i pCMV6-NMEG-GFP dobiveni su veci odsjecci od oko 5000 pb i od oko 6000 pb, koji
odgovaraju praznom vektoru, i manji odsjecak od oko 550 pb, koji odgovara umetnutom genu
NMESG (Slika 1.). Razgradnjom umnozenih plazmida smo dobili pruge na jednakim pozicijama

kao kod razgradnje komercijalnih konstrukata (Slika2.).

Slika 1. Restrikcijska razgradnja originalnih konstrukata pCMV6-NMEG6-GFP i
pCMV6-NMEG6-MYC-FLAG.

Fragmenti oznageni strelicama predstavljaju gen NMES iz originalnih konstrukata pPCMV6-NME6-MYC-FLAG i
pCMV6-NMEG6-GFP razgradenih restrikcijskim enzimima EcoRI i Xho. orRCP — originalni komercijalni
konstrukt pCMV6-NMEG6-MYC-FLAG razgraden s EcoRI i Xho. orRGP — komercijalni konstrukt pCMV6-
NME6-GFP razgraden s EcoRI i Xho.

Komercijalne konstrukte pCMV6-NMEG6-MY C-FLAG i pPCMV6-NMEG6-GFP poslali
smo na sekvenciranje u Laboratorij za molekularnu genetiku Zavoda za molekularnu biologiju
Instituta Ruder Boskovi¢ (zahvaljujemo dr.sc. Heleni Cetkovi¢). Sekvenciranjem smo potvrdili

da komercijalni konstrukti sadrze gen NMEG6 i pripadajuce privjeske GFP, odnosno MYC-
FLAG.
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RGIN RG1P RG2N RG2P RG3N RG3P RCIN RC1P RC2N RC2P RC3N RC3P
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500 pb

Slika 2. Restrikcijska razgradnja umnoZenih konstrukata pCMV6-NMEG6-GFP i

pCMV6-NMEG-MYC-FLAG.

Fragmenti oznaceni strelicama predstavljaju gen NMEG iz umnozenih konstrukata pCMV6-NMEG-MY C-FLAG i
pCMV6-NMEG-GFP razgradenih s restrikcijskim enzimima EcoRI i Xho. B — DNA biljeg. RG1N, RG2N, RG3N
— nerazgradeni pCMV6-NMEG-GFP plazmidi izolirani iz tri razli¢ite kolonije transformiranih bakterija. RG1P,
RG2P, RG3P - pCMV6-NMEG6-GFP plazmidi izolirani iz tri razli¢ite kolonije transformiranih bakterija i
razgradeni s EcoRI i Xho. RC1N, RC2N, RC3N - nerazgradeni pPCMV6-NME6-MY C-FLAG plazmidi izolirani
iz tri razli¢ite kolonije transformiranih bakterija. RC1P, RC2P, RC3P - pCMV6-NMEG6-MYC-FLAG plazmidi

izolirani iz tri razli¢ite kolonije transformiranih bakterija i razgradeni s EcoRI i Xho.

3.2.Lokalizacija fuzijskih proteina NME6-GFP i NME6-MYC-FLAG u

stanicama HelLa

Stanice HelLa transfecirali Smo s umnozenim plazmidima pCMV6-NME6-MY C-FLAG
i pPCMV6-NMEG6-GFP, kako bismo lokalizirali protein NMEG6 te s pCMV6-GFP, pcDNA3-
FLAG-NMEL i pcDNA3-MYC-NME2 koji su nam sluzili kao kontrole. Stanice smo promatrali
pod konfokalnim mikroskopom 24 sata nakon =zavrSene transfekcije ili nakon

imunocitokemijske analize, tj. 48 h nakon zavrSene transfekcije.

Stanice transfecirane s pPCMV6-GFP smo 24 sata nakon zavrsene transfekcije fiksirali,
a potom promatrali uz pomo¢ konfokalnog mikroskopa. Pokazivale su zeleno fluorescentno
obojenje po cijeloj stanici, gdje je intenzitet obojenja nesto veci u citoplazmi nego u jezgri
(Slika 5.).
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Preklop

0 um €)

Slika 5. Lokalizacija zelenog fluorescentnog proteina (GFP).

Stanice Hela transfecirane su s pPCMV6-GFP i bojane bojom DAPI. a) Lokalizacija zelenog fluorescentnog
protein (GFP) u cijeloj stanici. b) Jezgre stanica HeLa obojane bojom DAPI. c) Preklop slika a) i b).

FLAG-NME1

Slika 6. Lokalizacija proteina NME1 pomocu antitijela anti-FLAG.

Stanice Hela transfecirane su s pcDNA3-FLAG-NMEL, tretirane primarnim antitijelom anti-FLAG (razrjedenje
1:1000), sekundarnim antitijelom Alexa 594 (razrjedenje 1:500) i bojane bojom DAPI. a) Lokalizacija proteina
FLAG-NMEL1 u cijeloj stanici. b) Jezgre stanica HeLa obojane bojom DAPI. c) Preklop slika a) i b).
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MYC-NME2 Preklop

Slika 7. Lokalizacija proteina NME2 pomoc¢u antitijela anti-MYC.

Stanice HeLa transfecirane s pcDNA3-MYC-NMEZ2, tretirane su s primarnim antitijelom anti-MYC (razrjedenje
1:200), sekundarnim antitijelom FITC (razrjedenje 1:50) i bojane bojom DAPI. a) Lokalizacija proteina MYC-
NME?2 u cijeloj stanici. b) Jezgre stanica HeLa obojane bojom DAPI. c) Preklop slika a) i b).

Stanice transfecirane s pCMV6-NME6-MYC-FLAG smo pod konfokalnim
mikroskopom promatrali 48 sati nakon transfekcije, a u meduvremenu smo ih fiksirali,
permeabilizirali te tretirali s primarnim i sekundarnim antitijelom. Stanice transfecirane s
pCMV6-NMEG-GFP smo fiksirali 24 sata nakon transfekcije i promatrali konfokalnim
mikroskopom. Za razliku od kontrola, transfeciranih stanica je bilo znatno manje te je bilo teSko
pronaci reprezentativnu sliku. Opazeno je da NME6-GFP i NME6-MY C-FLAG lokaliziraju u
citoplazmi ili u nekim citoplazmatskim strukturama (Slika 8., Slika 9. i Slika 10.), a nemoguce
je iskljuciti i lokalizaciju u jezgri (Slika 8. i Slika 9.). S obzirom da smo ocekivali lokalizaciju
NMES6 u mitohondrijima, koristili smo selektivnu probu za mitohondrij medutim ona nije bila
sasvim reprezentativna. Na slikama 8., 9. i 10. vidi se da je selektivna proba za mitohondrij
razmazana te da je prisutna i u jezgri. Na slici 8. i 10. mogu se uociti nakupine proteina NME6
u pojedinim dijelovima citoplazme, dok se na slici 9. nazire obojenje nalik na mrezastu

strukturu kakvu tvore mitohondriji, no to iz ovih slika ne mozemo tvrditi s velikom sigurnoscu.
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Proba za mitohondrij

Slika 8. Lokalizacija proteina NMEG6-GFP.
Stanice Hela transfecirane s pPCMV6-NMEG6-GFP, bojane bojom DAPI i selektivnom probom za mitohondrij (c

=150 nM). a) Lokalizacija NME6-GFP ne moze se precizno utvrditi. b) Selektivna proba za mitohondrij c) Jezgre

stanica HelLa obojane bojom DAPI. d) Preklop slika a), b) i c).

NMEG6-MYC-FLAG Proba za mitohondrij

Slika 9. Lokalizacija proteina NME6-MYC-FLAG pomo¢u antitijela anti-FLAG.

Stanice Hela transfecirane s pPCMV6-NME6-MYC-FLAG, tretirane su s primarnim antitijelom anti-FLAG
(razrjedenje 1:500), sekundarnim antitijelom Alexa 594 (razrjedenje 1:500) te su bojane bojom DAPI i
selektivnom probom za mitohondrij (¢ = 150 nM) a) Lokalizacija NME6-MYC-FLAG ne moze Se precizno
utvrditi. b) Selektivna proba za mitohondrij. ¢) Jezgre stanica HelLa obojane bojom DAPI. d) Preklop slika a), b)

iC).

NMEG6-MYC-FLAG Proba za mitohondrij Preklop

Slika 10. Lokalizacija proteina NME6-MYC-FLAG pomo¢u antitijela anti-NMES®.
Stanice HeLa transfecirane s pPCMV6-NME6-MY C-FLAG, tretirane su s primarnim antitijelom anti-NME6

(HPA) (razrjedenje 1:500), sekundarnim antitijelom FITC (razrjedenje 1:50) te su bojane bojom DAPI i
selektivnom probom za mitohondrij (¢ = 150 nM). a) Lokalizacija NME6 ne mozZe se precizno utvrditi. b)

Selektivna proba za mitohondrij c) Jezgre stanica HeLa obojane bojom DAPI. d) Preklop slika a), b) i c).
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3.3.Lokalizacija fuzijskog proteina NME6-GFP u mitohondrijima zivih

stanica HelLa

Buduc¢i da imunocitokemijskom analizom nismo uspjeli dobiti reprezentativne rezultate,
usprkos nekoliko pokusaja optimiziranja eksperimenta, odlucili smo se za detekciju lokalizacije
NMES6 u zivim stanicama kako bismo izbjegli fiksaciju. Stanice HeLa smo transfecirali s
pEGFPN1COX kao kontrolu za selektivnu probu za mitohondrij, budu¢i da citokrom oksidaza
(COX od engl. cytochrome oxidase) lokalizira u mitohondrijima. Takoder, napravili smo i
kotransfekciju stanica HeLa s pCMV6-NME6-GFP i pCFP-myto kao dodatnu kontrolu,
obzirom da CFP takoder lokalizira u mitohondrijima. Na kraju, napravili smo 1 transfekciju
stanica HeLa samo s pPCMV6-NMEG6-GFP, nakon §to smo potvrdili da selektivna proba za
mitohondrij adekvatno obiljezava mitohondrij u intaktnoj-zivoj stanici. Uo¢ili smo da se protein
COX preklapa sa selektivnom probom za mitohondrij, kao i CFP (Slika 10. i Slika 11.). NMEG6-
GFP takoder lokalizira s mitohondrijima te se preklapa sa selektivnom probom za mitohondrij
i proteinom CFP (Slika 11. i Slika 12.).

COX-GFP Proba za mitohondrij Preklop
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Slika 10. Kolokalizacija proteina COX s mitohondrijima.
Stanice HeLa transfecirane su s pPEGFPN1COX i bojane selektivhom probom za mitohondrij (¢ = 150 nM) a)
Lokalizacija proteina GFP-COX. b) Selektivna proba za mitohondrij. c) Kolokalizacija proteina COX i selektivne

probe za mitohondrij.
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Slika 11. Kolokalizacija proteina NME6-GFP i CFP s mitohondrijima.

Stanice HelLa kotransfecirane su s pCMV6-NME6-GFP i pCFP-myto te bojane selektivnom probom za
mitohondrij (c = 150 nM) a) Lokalizacija proteina NMEG6-GFP. b) Selektivna proba za mitohondrije (¢ = 150 nm).
¢) Lokalizacija modrozelenog fluorescentnog proteina (CFP). d) Kolokalizacija proteina NME6-GFP, CFP i

selektivne probe za mitohondrij.

NME6-GFP " . Proba za mitohondrij Preklop

MITOHONDRIJ

Slika 12. Kolokalizacija proteina NME6 s mitohondrijima.

Stanice HeLa transfecirane su s pPCMV6-NMEG6-GFP i bojane selektivnom probom za mitohondrij (¢ = 150 nM)
a) Lokalizacija proteina NME6-GFP. b) Selektivna proba za mitohondrij (¢ = 150 nm). ¢) Kolokalizacija proteina
NMEB6-GFP i selektivne probe za mitohondrij.

3.4.Utvrdivanje izrazaja proteina NME6 u stanicama HelL.a
Western blot analizom htjeli smo potvrditi izrazaj proteina NME6 u stanicama,
specifi¢nost antitijela koja su koristena u imunocitokemijskim analizama, posebno specifi¢nost
antitijela anti-NMEG6 obzirom da ta antitijela jo$ nisu testirana. Za potrebe ovog pokusa, stanice
HeLa smo transfecirali s pcDNA3-FLAG-NME1, pcDNA3-MYC-NME2, pCMV6-NMEG6-
MYC-FLAG i pCMV6-NMEG6-GFP. Dvadesetcetiri sata nakon transfekcije, izolirali smo
proteine, izmjerili im koncentraciju te smo SDS elektroforezom u poliakrilamidnom gelu

razdvojili proteine po veliini i prenijeli ih na nitroceluloznu membranu. Proteine smo tretirali
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s primarnim antitijelima anti-FLAG, anti-MYC, anti-NME1/NME2 i anti-NME6 te
odgovaraju¢im sekundarnim antitijelom koje ima vezanu peroksidazu iz hrena. Proteine

izolirane iz netransfeciranih stanica HelLa koristili smo kao kontrolu.

Primarna antitijela anti-FLAG i anti-MY C specifi¢no su vezala proteine FLAG-NMEL,
odnosno MYC-NME2, i NME6-MYC-FLAG te su potvrdila izrazaj proteina NME6 u
stanicama HeL a (Slika 13. i Slika 14.). Protein FLAG-NMEZ1 i protein MY C-NME?2 detektirani
su izmedu 15 1 20 kDa, $to odgovara njihovim masama, a protein NME6-MY C-FLAG izmedu
20 1 25 kDa, sto takoder odgovara njegovoj masi. U kontrolnim uzorcima uz pomo¢ antitijela
anti-FLAG i anti-MYC nismo detektirali ni jedan ni drugi protein tj. nije bilo nespecifi¢nih
proteinskih linija.

FLAG-NME1 K NMEG6-MYC-FLAG K
25
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Slika 13. Analiza Western blot FLAG-NME1 i NME6-MYC-FLAG s antitijelom anti-
FLAG.

Crna strelica predstavlja protein FLAG-NMEL, a crvena protein NME6-MYC-FLAG. Razrjedenje primarnog
antitijela anti-FLAG je 1:500, a sekundarnog antitijela anti-misje 1:3000. FLAG-NMEZ1 — proteini iz stanica HeLa
transfeciranih s pcDNA3-FLAG-NME1. NME6-MY C-FLAG - proteini iz stanica HeLa transfeciranih s pCMV6-
NME6-MY C-FLAG. K — kontrolni endogeni proteini iz netransfeciranih HeLa stanica.
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Slika 14. Analiza Western blot MYC-NME2 i NME6-MY C-FLAG s antitijelom anti-MYC.

Crna strelica predstavlja protein MYC-NMEZ2, a crvena protein NME6-MY C-FLAG. Razrjedenje primarnog
antitijela anti-MYC je 1:200, a sekundarnog antitijela anti-misje 1:3000. MYC-NME2 — proteini iz stanica HeLa
transfeciranih s pcDNA3-MYC-NME2. NME6-MYC-FLAG — proteini iz stanica HeLa transfeciranih s pCMV6-
NME6-MY C-FLAG. K — kontrolni endogeni proteini iz netransfeciranih HeLa stanica.

Antitijelo anti-NME1/NME2 takoder je specifi¢no vezalo proteine NME1 i NME2.
Detektirane su tri pruge izmedu 15 i 20 kDa u transfeciranim FLAG-NME1 uzorcima. Najvisa
pruga oznaava protein FLAG-NME], srednja pruga oznacava endogeni NMEI, a najniza
pruga oznacava endogeni NME2. U transfeciranim MY C-NME2 uzorcima detektirane su dvije
pruge izmedu 15 1 20 kDa, od kojih gornja oznacava endogeni NME1 1 MYC-NME2 ¢iji se
signali preklapaju, a donja endogeni NME2. U kontrolnim uzorcima detektirane su takoder po
dvije pruge izmedu 15 i 20 kDa, od kojih gornja predstavlja endogeni NME1, a donja endogeni
NME?2 (Slika 15.).

FLAG-NME1 K MYC-NME2 K
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Slika 15. Analiza Western blot FLAG-NME1 i MYC-NME2 s antitijelom anti-

NME1/NME2.

Zelena strelica predstavlja protein FLAG-NMEL, crvena endogeni protein NMEL, crna endogeni protein NME2,
a plava protein MYC-NME2. Razrjedenje primarnog antitijela anti-NME1/NME?2 i sekundarnog antitijela anti-
zecje je 1:3000. FLAG-NMEL — proteini iz stanica Hela transfeciranih s pcDNA3-FLAG-NMEL1. MYC-NME?2
— proteini iz stanica Hela transfeciranih s pcDNA3-MYC-NME2. K — kontrolni endogeni proteini iz

netransfeciranih HelLa stanica.
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Antitijelo anti-NMES6 takoder je specificno vezalo protein NME6 i potvrdilo njegov
izrazaj u stanicama HelLa (Slika 16.). Detektirana je po jedna pruga ispod 20 kDa u
transfeciranim FLAG-NME1 i MYC-NME2 uzorcima te u svim kontrolnim uzorcima, koja
oznatava endogeni protein NME6. U transfeciranim NME6-MYC-FLAG i NMEG6-GFP
uzorcima detektirano je vise pruga, od kojih su najistaknutije pruge na pozicijama ispod 20
kDa, koja predstavlja ve¢ spomenuti endogeni protein NME6, izmedu 20 i 25 kDa, koja
odgovara prethodnim rezultatima s antitijelima anti-FLAG i anti-MYC te na 37 kDa, koja
odgovara proteinu NME6-GFP. Za preostale pruge u transfeciranim NME6-MYC-FLAG i

NMEG6-GFP uzorcima smatramo da predstavljaju razlicite oligomere nastalog proteina.

FLAG-NME1 K MYC-NME2 K NME6-MYC-FLAG K NME6-GFP K
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Slika 16. Analiza Western blot proteina NME s antitijelom anti-NME6 (HPA).

Crna strelica predstavlja endogeni protein NMES, crvena protein NME6-MYC-FLAG, a zelena protein NMEG6-
GFP. Razrjedenje primarnog antitijela anti-NME6 (HPA) je 1:1000, a sekundarnog antitijela anti-ze¢je 1:3000.
FLAG-NMEL1 - proteini iz stanica HelLa transfeciranih s pcDNA3-FLAG-NME1. MYC-NME2 — proteini iz
stanica HelLa transfeciranih s pcDNA3-MYC-NME2. NME6-MYC-FLAG - proteini iz stanica Hela
transfeciranih s pCMV6-NME6-MYC-FLAG. NME6-GFP — proteini iz stanica HeLa transfeciranih s pPCMV6-

NME6-GFP. K — kontrolni endogeni proteini iz netransfeciranih HeLa stanica.
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4. RASPRAVA

Unatoc tome $to je protein NMEG6 otkriven prije gotovo dva desetljeca vrlo se malo zna
0 ovom proteinu. Utvrdeno je da protein NMEG6 posjeduje kataliticku aktivnost kinaza NDP, da
ima ulogu u stani¢nom rastu i progresiji stani¢nog ciklusa (Tsuiki i sur., 1999.) te da je klju¢ni
regulator obnavljanja mati¢nih stanica (Wang i sur., 2012.). Tsuiki i sur. objavili su da ovaj
protein kolokalizira s mitohondrijima, medutim niti jedna neovisna studija nije potvrdila taj
nalaz. Lokalizacija proteina puno govori 0 njegovoj ulozi te je taj podatak od izuzetne vaznosti
za istrazivanje njegove funkcije. Buduéi da su istrazivanja pokazala da bi mogao imati ulogu u
stani¢nom rastu i progresiji stani¢nog ciklusa te da ima ulogu u obnavljanju mati¢nih stanica,
pretpostavlja se da naruSavanje njegove ravnoteze moze dovesti do pojave tumora. Gen NMEG
smjesten je na kromosomu 3 u regiji koja sadrzi gene za tumorske supresore te je utvrdeno da
prekomjerni izrazaj u SAOS2 stanicama rezultira smanjenjem rasta stanica §to podrzava
pretpostavku da je NMEG6 na neki nacin ukljuéen u nastanak i/ili progresiju tumora (Tsuiki i
sur., 1999.). Kako bismo mogli definirati mehanizme njegovog djelovanja potrebno je
odrediti/potvrditi njegovu to¢nu unutarstani¢nu lokalizaciju §to je bio jedan od ciljeva ovog
diplomskog rada. Drugi dio rada odnosi se na testiranje komercijalnih antitijela za NMEG6 te

njihovo testiranje u imunofluorescenciji i analizi Western blot.

Kako bismo ostvarili ciljeve rada koristili smo komercijalne konstrukte pCMV6-
NME6-MYC-FLAG i pCMV6-NME6-GFP za transfekciju stanica HeLa koje smo potom
analizirali imunocitokemijski i Western blotom. cDNA gena NME6 provjerili smo
restrikcijskom razgradnjom i odredivanjem slijeda nukleotida. Restrikcijskom razgradnjom
smo prema ocekivanjima detektirali jedan manji odsjecak nesto veci od 550 pb, koji odgovara
velic¢ini gena NMEG razgradenog restrikcijskim enzimima EcoRI i Xho, te ve¢i fragmenti od
oko 5000, odnosno, 6000 pb. Detekcija od oko 5000 pb veli¢inom odgovara praznom
konstruktu pCMV6-Entry od 4,9 kb, a od oko 6000 pb praznom konstruktu pCMV6-AC-GFP
od 6,6 kb (Slika 1. i 2.). U uzorcima koji nisu tretirani restrikcijskim enzimima detektirano je
vise pruga veli¢ina iznad 5000 pb, koje oznacavaju razli¢ite konformacije konstrukta, od kojih
cirkularnu konformaciju predstavlja najvisa pruga, linearnu srednja, a superuvijenu najniza
pruga (Slika 2.). To su prirodne konformacije plazmida koje se pojavljuju u bakterijama te je
njihova prisutnost takoder bila o¢ekivana. Sekvenciranjem konstrukata pPCMV6-NME6-MY C-
FLAG i pCMV6-NMEG6-GFP pomocu 5' i 3' pocetnica smo prema ocekivanjima potvrdili da
komercijalni konstrukti sadrze gen NMEG 1 pripadajuce privjeske GFP, odnosno MYC-FLAG.

Unato¢ tome $to proizvodac garantira ispravnost konstrukata, to ne mora uvijek biti to¢no. 1z
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tog razloga odlucili smo dodatno provjeriti konstrukte sekvenciranjem kako bismo 100% bili

sigurni da imaju ugradeni gen NMEG.

Kako bismo odredili lokalizaciju proteina NMES6, stanice HeLa smo transfecirali s
razli¢itim plazmidima, pri ¢emu smo transfekciju s pcDNA3-FLAG-NME1 i pcDNA3-MYC-
NME?2 koristili kao kontrole za imunocitokemijske reakcije, ispravnost primarnih antitijela za
biljege MYC i FLAG te ispravnost sekundarnih antitijela obiljeZenih fluorescentnim bojama,
budu¢i da su ovi konstrukti u prijasnjim eksperimentima dali reprezentativne rezultate 1 da je
lokalizacija proteina NME1 i NME2 poznata. Transfekciju s pPCMV6-GFP Koristili smo kao
kontrolu transfekcije i kao kontrolu da protein GFP ne uvjetuje lokalizaciju fuzijskog proteina
NMEG6-GFP.

Do danas, samo su Tsuiki i sur. 1999. odredivali unutarstani¢nu lokalizaciju proteina
NMES®6 te su imunocitokemijskom analizom uz prisutnost specificne probe za mitohondrij
utvrdili da je protein lokaliziran u mitohondrijima, a u pokusima bez specificne probe za
mitohondrij uodili su lokalizaciju NMEG6 i u citoplazmi (Tsuiki i1 sur., 1999.). Nasi pokusi
imunocitokemijske analize stanica HelLa s prekomjerno izrazenim proteinima NME6-GFP i
NMEG-MYC-FLAG dali su vrlo neuobi¢ajene rezultate. Na slikama 8. 1 9. vidi se da je proba
za mitohondrije manje specificna nego Sto smo ocekivali, te da je razmazana po stanici, a
pojavljuje se i u jezgri. Preporucene radne koncentracije probe za mitohondrij od strane
proizvodaca bile su 100-500 nM, a vrijeme inkubacije 15-30 min. Najmanja radna koncentracija
koju smo mi testirali bila je 50 nM, a vrijeme inkubacije 20 min. Relativna nespecifi¢nost probe
za mitohondrije moze biti uzrokovana prevelikom radnom koncentracijom probe za
mitohondrije. Prevelika koncentracija moZe dovesti do obiljezavanja drugih stani¢nih struktura
pored mitohondrija ¢ime proba gubi na specifi¢nosti. Nadalje, pokazano je da formaldehid
narusava strukturu mitohondrija i dovodi do njegove fragmentacije u 45% stanica u uzorku
(Margaron i sur., online 2017.) §to moze imati za posljedicu nespecifi¢nost probe koja ,,curi iz
degradiranih mitohondrija. Na slikama 8., 9. 1 10. pokusali smo odrediti lokalizaciju proteina
NMES6, no nismo bili zadovoljni rezultatom upravo zbog nespecifi¢ne lokalizacije probe za
mitohondrij prilikom imunocitokemijske analize. Na slici 10. uoCen je slab signal proteina
NMES6 uz koristenje antitijela anti-NME6 (HPA). Naime, formaldehid vrlo brzo reagira s
funkcionalnim skupinama bioloskih makromolekula i krizno ih povezuje (Fox i sur., 1985.).
Takoder, izuzetno snazno blokira antigene bogate s amino i amidnim skupinama te antitijelo
koje se veze na takve skupine ne omogucava adekvatnu imunodetekciju (Puchtler i Meloan

1984.). Antitijelo anti-NME6 (HPA) prepoznaje slijed aminokiselina koji obuhvaca
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aminokiseline s amino- i amidnim skupinama. Pretpostavljamo da je formaldehid krizno vezao
te skupine i da smo zbog toga dobili slabu detekciju proteina. Taj problem mogao bi se u
buduénosti rijesiti tako da se isproba neki drugi fiksativ iako je 4% formaldehid u mnogim

publikacijama metoda izbora pri vizualizaciji mitohondrija.

Buduéi da u imunocitokemijskoj analizi proba za mitohondrije nije kolokalizirala
specificno s mitohondrijima, njezinu specificnost za mitohondrije odlucili smo provjeriti
proteinima COX i CFP u zivim stanicama. Naime, protein COX (citokrom-oksidaza)
lokaliziran je u matriksu mitohondrija, gdje sudjeluje u reakciji prijenosa kisika u respiratornom
lancu (Seligman i sur., 1968.), a protein CFP nosi signalni slijed i konstruiran je na nacin da
kolokalizira s mitohondrijima. Ukoliko proba za mitohondrije oznaCava specificno i samo
mitohondrije signal bi se trebao preklapati sa signalom proteina COX i CFP. Naslici 10. prema
oc¢ekivanjima vidi se potpuna kolokalizacija probe za mitohondrij i proteina COX. Na slici 11.
gdje je prikazana kotransfekcija proteina CFP i NME6, takoder se vidi kolokalizacija probe za
mitohondrij i proteina CFP. Protein NME6 takoder kolokalizira s proteinom CFP i probom za
mitohondrije (Slika 11. 1 12.) Sto se poklapa sa literaturnim podatcima da NMEG6 kolokalizira s
mitohondrijima (Tsuiki i sur. 1999.).

NME4, ljudska kinaza NDP, lokalizira isklju¢ivo s mitohondrijima i nasa je
pretpostavka da protein NME6 u mitohondrijima nema istu ulogu kao mitohondrijski NMEA4.
Perina i sur. su Nme6 iz spuzve unijeli u ljudske stanice. Nme6 posjeduje signalnu sekvencu za
mitohondrije iako nisu napravljeni pokusi koji bi i potvrdili tu potencijalnu lokalizaciju. NMEG6
iz spuzve nije pokazao kataliticku aktivnost niti nakon uklanjanja signalne sekvence za
mitohondrije $to je potrebno ljudskom mitohondrijskom proteinu NME4 za kataliticku
aktivnost kinaze NDP (Perina i sur., 2011.). NMES6 iz spuzve nije lokalizirao s mitohondrijima
u ljudskim tumorskim stanicama. Nadalje, ameba Dictyiostelium discoideum posjeduje
mitohondrijsku kinazu NDP i ona sadrzi signalni slijed za mitohondrij te enzimatsku aktivnost
(Troll'i sur., 1993.). Mitohondrijska kinaza NDP iz D. discoideum homolog je ljudskog NMES,
dok je NME4 evolucijski znatno mladi gen koji nalazimo tek kod kraljesnjaka. Postoji
mogucnost da je NME6 kod beskraljeSnjaka obavlja funkciju NME4 dok je u kraljeSnjaka
NME6 zadobio neku drugu funkciju. Kolokalizaciju s mitohondrijem treba jo§ dodatno

potvrditi stani¢nim frakcioniranjem.

Analizom Western blot potvrdili smo specifi¢nost antitijela anti-NME6 (HPA) i njegovu
pouzdanu uporabu u ovoj metodi. Antitijelom anti-NME6 (SAB) nisu dobiveni uspjesni

rezultati unato¢ optimiziranju metode. Preporuceni raspon koncentracija antitijela od strane
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proizvodaca bio je 1-5 pg/mL te smo vrlo slabi signal dobili tek s najve¢om preporucenom
koncentracijom (rezultati nisu prikazani). Istovremeno, koristili smo najmanje preporuc¢eno
razrjedenje antitijela anti-NME6 (HPA) (1:100), no dobili smo znatno jaci signal (rezultati nisu
prikazani) te smo daljnje pokuse i optimiziranja odlucili izvrSiti s antitijelom anti-NME6
(HPA). Mogu¢nost je da bi antitijelo anti-NME6 (SAB) dao adekvatan signal u veéim
koncentracijama od preporucenih. Sigurni smo da manjak pouzdanog signala nije uzrokovan
neadekvatnim sekundarnim antitijelom buduci da smo isto sekundarno antitijelo koristili za
antitijela anti-MYC i anti-FLAG, ¢iji su signali vrlo jaki. Optimalno razrjedenje antitijela anti-
NMES6 (HPA) u analizi Western blot, prema nasim rezultatima je 1:1000, §to je puno vise od
preporuc¢enog razrijedena (1:100 — 1:250). Moguce da antitijelo anti-NME6 (HPA) ima jak
afinitet vezanja za protein NMEG6 pa je dovoljno i vece razrjedenje antitijela za adekvatnu
detekciju. Analizom Western blot, takoder smo potvrdili izrazaj proteina NME6. Mehus i sur.
su u vecini ispitanih tkiva utvrdili nisku razinu izraZaja proteina NME6 te je naSa pretpostavka
bila da ¢e izrazaj endogenog NMES6 biti slab. Na slici 16. uocen je znaCajan izrazaj proteina
NMES6 u stanicama HeLa, slican onome proteina NME1 i NME2 za koje se zna da su jako
izrazeni u stanici (Hudelist 1 sur., 2005.). Naime, Mehus i sur. nisu ispitivali tkivo vrata
maternice, no ova indikacija moze upucivati na specifi¢nu funkciju proteina NMEG6 u stanicama
vrata maternice ili na funkciju proteina koja je nuzna za tumorske stanice. Vrlo oskudna
literatura vezana uz gen/protein NME6 ne daje nam mogucnost diskusije o njegovoj ulozi
medutim lokalizacija ovog proteina uz mitohondrij upucuje na njegovu ulogu u stanicnoj
energetici iako se i druge funkcije vezane, primjerice, uz apoptozu ne mogu iskljuéiti. U tom
pravcu nastavit ¢e se istrazivanja koje ¢e nastojati rasvijetliti to¢nu lokalizaciju ovog proteina

unutar mitohondrija, te odrediti strukturu i funkciju ovog proteina u stanici.
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5. ZAKLJUCCI

1. Protein NMES® lokaliziran je u mitohondrijima, a u manjoj koli¢ini i u jezgri.

2. Antitijelaanti-NME6 (HPA) i (SAB) nisu pogodna ili nisu dovoljno optimizirana za
imunocitokemijsku analizu.

3. Antitijelo anti-NME6 (HPA) pogodno je za analizu Western blot, a optimalno ra-
zrjedenje je 1:1000.

4. Antitijelo anti-NMEG6 (SAB) daje vrlo slabi signal u analizi Western blot te u uvje-
tima u kojima smo ga mi koristili, nije pogodan za detekciju signala u analizi Wes-

tern blot.
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