ABSTRAKT

Nukleofosmin 1 (NPM1; nucleophosmin 1) se v burice vyskytuje pfevazné v jadérku, ve formé
oligomer( tvorenych skrze N-koncovou doménu (NTD; N-terminal domain), a jako molekularni
chaperon a transportni protein ma Siroké spektrum interakénich partnerl véetné p53 i
pl4Arf. Mutace v C-koncové oblasti NPM1 je prokazovdna asi u 30 % pacientd s akutni
myeloidni leukémii (AML; acute myeloid leukemia) a projevuje se aberantni expresi
mutovaného (mut; mutated) NPM1 v cytoplazmé. V dlsledku toho dochazi v leukemickych
bunkach s mutNPM1 k pfesunu mnoha proteind s nim interagujicich, véetné jeho ptirozené
formy (wt; wild-type), do cytoplazmy. Pro detekci interakci a oligomernich komplexti NPM1
jsme zavedl|i a optimalizovali jak in vitro techniky — nativni a seminativni gelovou elektroforézu
a imunoprecipitaci, tak testovani in vivo — konfokdalni mikroskopii a metody ¢asové rozlisené
fluorescence. Témito metodami jsme prokazali, Ze v disledku C-termindlni mutace NPM1
dochdzi k naruseni jeho interakce s jadérkovym proteinem nukleolinem (NCL; nucleolin), ktera
se tvofi mimo NTD, a Ze komplex mutNPM1-NCL nevznika ani po oSetfeni bunék cytotoxickymi
|é¢ivy navozujicimi relokalizaci obou partner( do stejného bunééného kompartmentu. V nasi
studii dale ukazujeme, Ze oligomery mutNPM1 jsou méné stabilni nez oligomery wtNPM1, coz
je poznatek dulezZity pro vyvoj IéCiv cilenych na oligomerizaci NPM1. Interakcni vlastnosti
NPM1 totiz Uzce souviseji s jeho oligomerizaénim stavem a zasah do NTD NPM1 muze zajistit
zeslabeni interakce mutNPM1 s interakénimi partnery a v disledku toho i obnoveni jejich
spravné lokalizace a funkce. Zkonstruovali jsme proto nékolik forem NPM1 s pozménénou ¢i
zkracenou NTD a popsali jsme vliv téchto zasah( na schopnost takto mutovanych molekul
oligomerizovat nebo interagovat s wtNPM1. Zjistili jsme, Ze zatimco bodové mutace
oligomerizaci ovlivni jen malo, zkraceni NTD tvorbé komplex( ucdinné zabranuje. VSechny
mutované formy ale byly do jisté miry schopny koprecipitovat wtNPM1. Nakonec
prezentujeme nové poznatky o vlastnostech léciva NSC348884, které je deklarovano jako
inhibitor oligomerizace NPM1. V doporucenych koncentracich toto |é¢ivo vyvolavalo u vSech
leukemickych bunéénych linii apoptdzu, zaroven jsme vSak prokazali pfitomnost
neporusenych NPM1 oligomerl. Nase experimenty dale odhalily schopnost NSC348884
zabranit prirozené adhezi bunék. Celkové tedy tato prace predklada zplsoby detekce
oligomerlli NPM1 a analyzuje vliv mutaci v N- i C-koncové doméné NPM1 na jeho
oligomerizac¢ni a interak¢éni potencial.
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