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Ustav hematologie a krevni transfuze: Oddéleni proteomiky

Interakce hematopoietickych bunék s proteiny extracelularni matrice

Interakce s extracelularni matrici (ECM) vyznamnym zpUsobem reguluji chovani bunék, jejich vyvoj a
reakci na vnéjsi podnéty. Ovliviiuji zejména bunécnou proliferaci, diferenciaci kmenovych a
progenitorovych bunék do zralych forem, odolnost vici indukci bunééné smrti a bunécnou migraci.
Leukemické transformace ¢asto zahrnuji zmény v adheznich interakcich nezralych hematopoietickych
bunék s mikroprostiedim kostni dfené i zralejSich forem téchto bunék s tkdnémi, ve kterych tyto
bunky pUsobi. Uchyceni leukemickych bunék v kostni dieni jim také poskytuje ochranu pred
plsobenim |éciv a prispiva k udrZeni rezidudlni nemoci.

Byla jiz objasnéna fada mechanismu podilejicich se na fizeni adhezivnich interakci u adherentnich
typl bunék, studii zamérenych na hematopoietické buriky je viak velmi malo. Adhezi bunék k
proteiniim ECM sledujeme jak pomoci klasické metody (stanoveni frakce bunék prichycenych po
urcité dobé inkubace na povrchu pokrytém zvolenym proteinem), tak i originalnim postupem
umoznujicim sledovat interakci bunék s pokrytym povrchem v redlném ¢ase pomoci méreni
elektrické mikroimpedance *. Buné¢nou morfologii a adhezni struktury analyzujeme zejména pomoci
imunofluorescencnich technik na konfokalnim mikroskopu (obr.1). Metoda méfeni interference v
odrazeném svétle (IRM) umoznuje selektivné sledovat ¢asti bunék nachazejicich se v bezprostredni
blizkosti (do 100 nm) pokrytého povrchu. Zmény v expresnich hladinach nebo posttranslacnich
modifikacich vybranych proteini sledujeme pomoci gelové elektroforézy a imunoblottingu nebo

priatokové cytometrie.

Obr 1: Buriky linie MOLM-7 interagujici s povrchem pokrytym fibronektinem. Vlevo:
imunofluorescencni barveni, Cervend - polymerni aktin (barveno phalloidinem), zelend - tubulin,
modrd - jadra. Vpravo: totéZ zorné pole zobrazené v reZimu interference v odraZzeném svétle (IRM).
Meéfritko: 10 um.
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Metodou IRM jsme studovali morfologii adheznich struktur u fady leukemickych linii a hledali mozny
marker téchto struktur pro mikroskopicka zobrazeni. Pro znamé adhezni struktury adherentnich
bunék (fokalni adheze, invadopodia) a nékterych zralych forem hematopoietickych bunék
(podozomy) byly jiz objeveny proteiny, které jsou pro danou strukturu charakteristické a daji se
pouZit pro jejich vizualizaci. Zadny z doposud testovanych markerd (paxillin, vinkulin, Lyn, parvin alfa
a gamma, HS-1) ovsem selektivné neznaci adhezni struktury nezralych hematopoietickych bunék.
Jedind protilatka vykazujici vimunofluorescenénim znaceni pomérné specifickou lokalizaci v
adheznich mistech je namifena proti fosforylovanému tyrosinu 397 kinaz rodiny Src (v
hematopoietickych burikach prevainé kinaza Lyn)>. Viyzkum role kinaz rodiny Src v regulaci adheznich

struktur hematopoietickych bunék je v soucasné dobé podporen grantem GAUK ¢. 498214.

K dllezitym regulatordm bunécnych interakci s ECM patfi kindzy rodiny PAK, které jsou rovnéz
studovany prevazné na adherentnich burikach. V nasi studii zamérené na buriky leukemickych linii a
normalni hematopoietické burky jsme zjistili, Ze inhibice kindz PAK1 a PAK2 pomoci latky IPA-3
vyrazné omezuje schopnost bunék vazat se k proteinim extracelularni matrice (fibronektin, laminin,
kolageny), cozZ je v souladu s nedavno publikovanym pozorovanim, Ze inhibice téchto kindz pomoci
interagujiciho peptidu snizuje schopnost kmenovych a progenitorovych bunék obnovit krvetvorbu
ozareného mysiho prijemce. IPA-3 také spousti ve vétsiné téchto bunék apoptdzu, coz naznacuje, ze
kindzy PAK se Ucastni i signdlnich drah, které hematopoietickym burikam zajistuji zakladni zivotni

funkce®.
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