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Ustav hematologie a krevni transfuze: Oddéleni proteomiky

Vyznam C-termindlnich mutaci nukleofosminu v akutni myeloidni leukémii

Priblizné tretina pacientl s akutni myeloidni leukémii (AML) ma mutovany gen pro nukleofosmin
(NPM), ktery hraje vyznamnou ulohu pfi tvorbé ribozomd, déleni buriky nebo opravach poskozené
DNA a ma velké mnoizstvi interakénich partnert. Nemutovany nukleofosmin je diky dynamické vazbé
s dalSimi nukleoldrnimi proteiny a ribozomalni RNA pfednostné lokalizovan v jadérku,
bezmembranovém komplexu bohatém na proteiny uvniti bunécného jaddra. Mutace v C-koncové
¢asti genu pro NPM vyvolava nekorektni cytoplazmatickou lokalizaci mutovaného proteinu.
Nejcastéjsim typem mutace (mutace A) je zdvojeni sekvence ¢ty nukleotidl v C-terminalni doméné
genu pro NPM (NPM1), ktera zplUsobi posunuti ¢teciho rémce a odliSnou koncovou sekvenci
aminokyselin ve vysledném proteinu. Tato mutace se vyskytuje asi u 80% vsech pacientll s
mutovanym NPM1. Do soucasnosti je zndmo jiz pfes 100 rliznych C-koncovych mutaci. Jejich
nasledky zatim nejsou dobfe prostudovany, spolecnym rysem vsech je ale pravé lokalizace
mutovaného proteinu v cytoplazmé. Pfitomnost genové predlohy pro mutovany NPM (NPMmut) je
jednim z pfiznivych prognostickych ukazateld AML. Nasim cilem je urdit, jaky je vyznam
cytoplazmatické lokalizace NPM v onemocnéni AML a jaky vliv na expresi a lokalizaci NPM ma v
bunkach leukemickych linii s rlznymi formami tohoto proteinu osetfeni protinddorovymi léCivy.
Lokalizaci a chovani tohoto i dalSich jadérkovych proteind, nukleolinu (NCL) a fibrillarinu (FBL),
sledujeme pomoci imunofluorescenéniho znaceni fixovanych suspenznich bunék nebo pomoci
fluorescencéné znacenych proteinl vnesenych do Zivych bunék [1]. Diky znaceni Zivych bunék
muZeme pozorovat i procesy probihajici po osetfeni [éCivy. Zjistili jsme, Ze cytoplazmatickd lokalizace
mutované formy NPM se vyskytuje u vétSiny bunék exprimujicich zna¢eny mutovany protein,

v zavislosti na linii mUZe byt ale ¢ast NPMmut pfitomna i v jadérku spolecné s pfirozenou (wild-type,
wt) formou (obr. 1) [2]. To pozorujeme zejména v bunécné linii Hela, ktera ma vysokou endogenni
expresi NPM a zaroven tvofi méné exogenniho proteinu nez linie HEK-293T. Diky tvorbé hetero-
oligomer( mutované a wt formy je pak urcita frakce NPMmut lokalizovana v jadérku.
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Obr. 1: Lokalizace mutované (eGFP_NPMmut, zelend) a prirozené (mRFP1_NPMwt, ¢ervend) formy
nukleofosminu v bunkdch transfekovanych plazmidy nesoucimi geny pro fluorescencné znacené
varianty NPM. Nahofe: linie Hela, dole: linie HEK-293T. Méfitko pfedstavuje 10um.
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Prokazali jsme, Ze pfitomnost mutace zabranuje tvorbé prirozenych komplextt NPM s ostatnimi
jadérkovymi proteiny [3]. Zjistili jsme také, Ze zatimco oligomerizaéni doména NPM je nezbytna pro
interakci s mnoha dalSimi proteiny, NPM zkraceny o oligomerizacni doménu nékteré jadérkové
proteiny vaze s vyssi afinitou [4]. NasSe neddvné vysledky ukdzaly, Ze interakce NPM s tumor
supresorem p53 neni ovlivnéna mutaci NPM a ma za nasledek delokalizaci p53 do cytoplazmy (obr.2)
[5]. Dlsledkem pritomnosti p53 v cytoplazmé je pravdépodobné sniZzend hladina p53 v bunkach
obsahujicich NPMmut, zaroven vsak mUze byt ovlivnéna mitochondridlni apoptoticka draha diky
snadnéjsi dostupnosti p53 pro navdzani na apoptotické proteiny v mitochondrialni membrané.

V soucasné dobé studujeme chovani proteinu Mdm2, ubikvitin ligdzy, ktera vyznamné reguluje
hladinu a aktivitu p53 a zarovert ma byt za urcitych podminek interakénim partnerem NPM.
Dosavadni experimenty naznacuji, Ze neobvykla cytoplazmaticka lokalizace Mdm?2 v burikach
exprimujicich NPMmut je zprostfedkovana praveé interakci obou proteind, Mdm2 i NPMmut, s p53.
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Obr. 2: Lokalizace mRFP1-znacené formy tumorsupresoru p53 (Cervend) v bunikdch linie HEK-293T
kotransfekovanych eGFP_NPMwt nebo eGFP_NPMmut (zelend). Méritko predstavuje 10um.
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Vyvinuli jsme metodu potencialné vhodnou pro sledovani stupné oligomerizace a interakce NPM

s dal$imi proteiny pfimo v Zivych burikdch [6]. Ve spolupraci s Fyzikdlnim ustavem MFF UK pouZivdme
konfokalni mikroskopii zobrazujici ¢asy dohasinani fluorescence uvnitf buriky (FLIM) k pozorovani
interakce proteind pomoci pfenosu fluorescence (FRET) mezi dvéma fluorofory, eGFP a mRFP1.

Dale jsme objevili unikatni vlastnost fluoroforu eGFP — zkraceni ¢asu dohasinani fluorescence po
definovaném ozareni excitacnim svétlem [7]. Tuto fotokonverzi pouzivame pro sledovani dynamiky
protein(l v bunkach osetfenych lécivy. V soucasné dobé jsme diky této metodé prokazali, Ze navrat
delokalizovanych molekul NPMmut a p53 do jadra vyvolany inhibici jejich exportu je oddéleny,
prestozZe by se vzhledem k jejich interakci ocekavalo, Ze presun bude probihat soucasné [5]. Nasi
nejnovéjsi aplikaci metody FRET je sledovani komplexu tfi rizné znacenych proteint a jejich soucasné
vzdjemné interakce. Diky tomuto pristupu jsme schopni sledovat napfiklad vliv inhibitort interakce
mezi p53 a Mdm2 (Nutlin-3a, RITA) na lokalizaci Mdm2 v bunkach obsahujicich NPMmut.

V kombinaci s vysledky ziskanymi z bunéénych lyzatl analyzujeme ulohu specifickych fosforylaci
NPM, zejména na Serinu 4 a Threoninu 199, v mechanismu ucinku téchto inhibitord.
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Zavedli jsme také imunofluorescenéni metodu pro zjisténi pritomnosti mutace NPM u pacientU s
AML, zaloZenou na detekci NPMmut v cytoplazmé (obr. 3), kterou korelujeme s vysledky genetické
analyzy.
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Obr. 3: Imunofluorescencni znaceni NPMwt (AlexaFluor555, ¢ervend) a NPMmut (AlexaFluor488,
zelend) v bunkdch izolovanych z periferni krve AML pacientt bez mutace (nahore) nebo s mutaci
(dole) v C-termindlni cdsti NPM. Modre (Hoechst 33342) jsou znacena jadra. Méritko predstavuje
10um.
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