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Ustav hematologie a krevni transfuze: Oddéleni proteomiky

Studium vyznamu C-terminalnich mutaci nukleofosminu v akutni myeloidni leukémii

PFiblizné tfetina pacientd s akutni myeloidni leukémii m& mutovany gen pro
nukleofosmin (NPM), ktery hraje vyznamnou ulohu pfi tvorbé ribozomd, déleni bunky a
mnoha dalSich bunéénych procesech. Nemutovany nukleofosmin je, diky dynamické vazbé
s dalSimi nukleolarnimi proteiny, pfednostné lokalizovan v jadérku. Mutace v C-koncové Casti
genu pro NPM vyvolava nekorektni cytoplazmatickou lokalizaci mutovaného proteinu, ktery
je tak vzdalen od mista svého pusobeni. Nej¢astéjSim typem mutace (mutace A) je zdvojeni
sekvence Ctyf nukleotidd v C-terminalni doméné genu pro NPM, kterd zpusobi posunuti
¢teciho ramce a odliSnou koncovou sekvenci aminokyselin ve vysledném proteinu. Tato
mutace se vyskytuje asi u 80% vSech pacientd s mutovanym NPM. Do soucasnosti je ale
znamo jiz kolem 40 rGznych C-koncovych mutaci, jejichz mechanismus neni dobfe
prostudovan. PFitomnost genové predlohy pro mutovany NPM je jednim z pfiznivych
prognostickych ukazateld AML. NaSim cilem je urcit, jaky je vyznam jednotlivych typa C-
terminalnich mutaci v onemocnéni AML a jaky vliv na expresi a lokalizaci NPM ma v
burikach leukemickych linii s rdznymi formami tohoto proteinu oSetfeni protinddorovymi
leCivy.

Lokalizaci a chovani tohoto i dalSich jadérkovych proteind sledujeme pomoci
imunofluorescenéniho znaceni fixovanych suspenznich bunék nebo pomoci GFP-fuznich
proteind vnesenych do Zivych bunék. Diky znaceni Zivych bunék muZeme pozorovat i
procesy probihajici v Zivych burnikach po o3etfeni pfislusnymi l1éCivy. Monitorujeme vlastnosti
pfirozené (wild-type, wt) a mutované formy nukleofosminu v bunkach linie HelLa
transfekovanych plazmidy nesoucimi geny pro fluorescenéné znacené varianty NPM na
arovni nukleovych kyselin i proteinu. Zjistili jsme, Ze odliSn& lokalizace mutované formy NPM
se vyskytuje zhruba v 70% transfekovanych bunék, u vétSiny z téchto bunék je ale Cast
mutovaného NPM pfitomna i v jadérku spole¢né s wt formou (obr. 1), pravdépodobné diky
tvorbé hetero-pentamerd mutované a wt formy. Mistem vysoké koncentrace mutovaného
NPM v transfekovanych burikach je prekvapivé také jadernd membrana. Po oSetfeni
actinomycinem D (actD) dochazi ke kondenzaci jadérkovych struktur a vyplaveni Casti
pfirozeného NPM do nukleoplazmy. Mutovany NPM pfitomny po oSetfeni actD v jadie je
distribuovan stejné jako NPMwt, zatimco NPMmut pfitomny v cytoplazmé je lokalizovan u
okraji cytoplazmy. Vysledky studie vlivu actD na expresi a lokalizaci mutované formy NPM
jsou pfedmétem aktuélné pfipravované publikace.

Obr. 1: Lokalizace mutované (NPMmut_eGFP, zelend) a pfirozené (NPMwt_mRFP1,
cervena) formy nukleofosminu v HelLa burikach transfekovanych plazmidy nesoucimi geny
pro fluorescenéné znacené varianty NPM.
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K monitorovani molekularni  dynamiky jadérkovych proteind fazovanych
s fluorescenénimi proteiny vyuzivame fluorescenéni korelaéni spektroskopii (RICS), pfi které
sledujeme mistni korelaci fluorescencniho signalu ve dvou barevné odliSenych kanalech.
Vyvinuli jsme metodu potencialné vhodnou pro sledovani stupné oligomerizace jadérkovych
fosfoproteind pfimo v Zivych burikach. Sledovani oligomerizace nucleofosminu metodami
zalozenymi na fluorescenéni korelaéni spektroskopii kombinujeme ve spolupraci
s Fyzikalnim dstavem MFF UK s pouZitim konfokalni mikroskopie zobrazujici &asy
dohasinéani fluorescence uvnitf buriky (FLIM).

Testujeme také vlastnosti bunécné linie OCI-AML3, ktera nese NPM mutaci typu A a
je proto nejvhodné&jSim modelem pro studium AML s mutovanym NPM. Pomoci této linie
jsme zavedli imunofluorescenéni metodu pro zjisténi pfitomnosti mutace NPM u pacientd
s AML, zaloZzenou na detekci NPM v cytoplazmé (obr. 2), kterou korelujeme s vysledky
genetické analyzy.
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Obr. 2: Imunofluorescencni znaceni nukleofosminu (AlexaFluor555, cervend) v burikach
izolovanych z periferni krve AML pacientd bez mutace (vlevo) nebo s mutaci (vpravo) v C-
terminalni ¢asti NPM. Modre (Hoechst 33342) jsou znacena jadra.



