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Abstrakt

Mutace v C-koncové ¢asti genu pro nukleofosmin (NPM) patfi mezi ¢asté genetické
aberace u nemocnych s akutni myeloidni leukémii (AML). Ve své praci jsem se zaméfila na
charakterizaci C-termindlnich mutaci typu A, B a E u onemocnéni AML. Za ucelem sledovani
lokalizace a chovani tohoto proteinu byly zkonstruovany tfi vektory nesouci gen pro NPM
s jednotlivymi mutacemi a jeden vektor s intaktnim genem pro NPM. K produkci
rekombinantnich proteind byly zvoleny tfi sav¢i expresni systémy bunécénych linii HEK293T,
Hela a NIH 3T3. Fluorescencni mikroskopii a nepfimou imunodetekci byla popsana
vnitrobunécna lokalizace mutovanych forem NPM (mutNPM). MutNPM typu A a B
vykazovaly témér identickou, prevazné cytoplazmatickou lokalizaci, zatimco mutNPM typu E
byl pfitomny v jadérku i cytoplazmé soucasné. Lokalizace jednotlivych mutovanych forem
vsak byla vyrazné ovlivnéna pouzitou bunécnou linii. Bylo prokdzano, Ze exogenni a
endogenni NPM spolu interaguji a skrze oligomerizaci vzajemné ovliviuji svoji
vnitrobunécnou lokalizaci.

Studium genetickych aberaci ma vyznam nejen pro klasifikaci nemocnych do
jednotlivych  prognostickych skupin, ale také v objasnéni patogeneze ndadorovych
onemocnéni. Analyza vztahu mezi typem mutace a lokalizaci mutovaného NPM pomaha
porozumét vlivu konkrétni mutace NPM na vznik a progresi AML a specifikovat jeji
prognosticky vyznam. Nové poznatky z vyzkumu mutaci NPM mohou byt pfinosem pro vyvoj

novych |éCiv, zvlasté pak v oblasti cilené terapie.

Klicova slova: mutovany nukleofosmin, leukémie, vnitrobunécéna lokalizace, oligomerizace,
jadérko, exprese nukleofosminu



Abstract

C-terminal mutations of the phosphoprotein nucleophosmin (NPM) are the most
frequent genetic aberration detected in adult acute myeloid leukemia (AML). | focused on
characterization of type A, B and E of AML-related C-terminal mutations. The plasmids
bearing fluorescently labeled wild type or mutated NPM have been constructed to
characterize mutation-induced changes in the localization of NPM. Mammalian cell lines
HEK293T, Hela and NIH 3T3 were used for production of the chimeric proteins. The
intracellular localization of the mutated forms of NPM was analyzed by immunofluorescence
staining and fluorescence microscopy of the living cells. The localization of the mutNPM type
A and B was almost identical and predominantly cytoplasmic, while mutNPM type E was
detected in nucleolus and cytoplasm simultaneously. However localization of the mutated
forms was greatly influenced by the used cell line. It has been demonstrated that the
exogenous NPM interacts with the endogenous NPM and that they mutually affect their
intracellular localization due to heterooligomer formation.

Detailed analysis of the relationship between the C-terminal mutations and the
localization of the mutated NPM improves understanding of specific mutation effect on the
formation and progression of AML and also specifies its prognostic meaning. Further
investigation of NPM mutations might uncover new possibilities of drug development

especially in case of targeted therapy.

Key words: mutated nucleophosmin, leukemia, intracellular localization, oligomerization,
nucleolus, nucleophosmin expression



I 0. ) 11
2 PREHLED LITERATURY ..ot sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassassassassassaness 12
780 R 10T Yy o TN 12
8 00t R BV o VA = TU 1 2T o 1 PSPPI 12
2.1.11 Akutni myeloidni [@UKEMIE (AML) ......uviiiiiieee ittt e e e e e sbrae e e e e e e esasraees 13
0 00t 0t N = o[ T~ {1 PU I 13
2.1.1.1.2  KHNICKE PFZNAKY...cii ittt e e e e e e st ba e e e e e e s esasbbaeaeeeas 14
0 O B D T - Vo 7.2 PSPPI
2.1.1.1.4 Klasifikace
2.1.1.1.5 Lécba...........
2.1.1.2 AML s mutovanym nukleofosminem
787 || 1V N 19
2,21 NPIMIL ettt ettt ettt e ettt e e bttt e e a bt e e e e bbe e e e e b bt e e e aa bt e e e e bbe e e e eabbeeeeaabbeeeeabbeeeeeanee 20
2.2.11 LIASKY INPIVIL ...ttt ettt ettt e ettt e sttt e e sttt e e e s bt e e e e abb e e e eabaeaesaneeas 21
2.2.1.2 NPMT @ FaKOVING «eeiiniiiiieiiiiee ettt ettt e ettt e e ettt e e st e e e sbbe e e e sabbeeeseabaeeesnneeas 22
2.2.13 SEIUKEUIA NPIMIL ...ttt ettt ettt e ettt e sttt e e sttt e e sttt e e seabaeeesbaeeeeaanee 23
2.2.1.4 FUNKCE NPIMIL ...ttt ettt e e sttt e e s bt e e e st e e e eabb e e e eabaeeesnneeas 25
2.2.1.5 INterakeni PArtNEFi NPIML .....ooiiiiiiiiee ettt ettt e e e e st e e e e e s st ba e e e e e e e esasbbaeeaaaeeenans 26
2.2.1.5.1  NPIMIL @ P53 ittt ettt ettt ettt ettt e e ettt e e ettt e e e a bt e e e e abe e e e e bb e e e e e bbeeesaabeeeesbbeeeeaanee 26
2.2.1.5.2 NPIMI @ ARF .ttt ettt e ettt e ettt e e e abt e e e sbbe e e s e bt e e e sabeeeesbbeeeeaanee 27
2.2.1.6 Posttranslaéni modifikace NPIML.........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt et 28
2.2.1.7 BT 1] o Lo o S PP PP UUPPPPPION 29
2.2.1.8 IMIUTACE NPIMIL ...ttt ettt e ettt e e e a b bt e e sbbe e e e sabbeeeeeabbeeesabeeaesnreeas 30
2.2.1.9 (0] 11=0e] 3411 42 Lol TP UPPR I 34
K R 01 { 9 DTN 36
4 MATERIAL A METODY....ooicuuieusseesseesssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssassssssssssassans 37
R R 1/ =T - 1 37
O R o TU A} < I oL 1 e[ SUTR PP 37
A @ =T o o 11 | [T O OO OO OO PR PRURU PPN 38
4.1.2.1 CREMIKEIIE. ...ttt ettt e sttt e e e bt e e s bt e e e s bbe e e e eabaeeesaeeeas 38
4.1.2.2 ROZEOKY . eitttttee ettt e ettt e e e e e e et e e e e e e e eaaa b bae e e e e e e eannbbraeeaeeeeaaatbaaaeaaaeeaanas 40
R T V1 o T VTSP 43
414 BUNBCENE HINIE ..ttt ettt e et e e e ettt e e s bttt e e e bt e e e s eabbeeesabeeeeeabbeeesaabeeeeans 45
4.1.5  BaKteridlni KMENY c...eeiiiiiiei ettt e e e e e e s s bbb e e e e e e e e e st b b r e e e aeeeeaarbaaeeaaens 46
L (1 Y OO U TP ST PPROPPPPON 46
4.1.7  Primery Pro PCR FEAKCE.....c.iiceiiiiiiiee ettt ettt e e e e et e e e e e s st b e e e e e e e s esabbbaeeeaeesennssaaeeaaens 46
41.7.1 Primery pro mutagenni PCR..........uiiiiiiiiiiiiiiiiie e ettt e e e e e esaar e e e e e s s sabaaeeeeeesssasbaaeeeaaesennes 46
4.1.7.2 Primery pro SEKVENACNT PCR........uuiiiiieiiiiiiiiiieie e ettt e e e e e serar e e e e e s s ssibaaeeeeeesesnaabaaeeeaaesennns 47
A.1.8  ANTIDIOTIKA . ..eiiieiei et ettt e et e e e e e 47

e T o o | F- 14 QY2 TSP 47



4.1.9.1 PEIMAINT PrOtHATKY ... e aa e e e aaas 47

4.1.9.2 SEKUNAAINT PrOTIATKY...ciiiieiiiiiiiee e e e e e e e e e e e sabbbaeaeeeeessnernnes 48
4.1.10 Markery MoleKUlOVYCH Vah........ciiii i e brreeee s 48
4.1.10.1  DNA marker molekulovyCh Vah .........ccooiiiiiiiiiiiie e e e e 48
4.1.10.2  SDS-PAGE marker molekulovych Vah...........ccccciiiiiiiiiiiiec it ee e 48
.2 IMETOAY ...ooeeeeeeiiiiiiiineeeiieieeessssnneessessssssssnssesssssssssssnnsesssssssssssnnsesssssssssssnnssessssssssssnnseensssssssssnnnsesesssssssnnns 48
O R (=Y o1 172 1ol I OO O OO PRUUUPPROPPPON 48
4.2.2  Prace s bakteridInimi KUUIamMIi..........ooiiiiiiiiiie ettt 48
4221 KUIIVACE DAKEEITT .ottt et e et e s e e s 48
4.2.2.2 Trasformace plazmidové DNA do kompetentnich bakterii E. €Oli ........cccouvvvveeiiiiicciiiiiieeennn, 49
4.2.2.3 PFiprava Konzerv z DaKEEril E. €Ol ......cciiiieiuuiieiieiiieeiiietee ettt et e e e e sbrae e e e e e e 49
A.2.3  PracE S DNA ettt e et e e e ea et e e s b bt e e e e bttt e e ea b bt e e e eabeeeeebbeeeeaabreeeeas 50
4.2.3.1 PFiprava gent obsahujicich MULACE .......cccviiiiiiee e e e 50
4.2.3.2 Stépeni DNA restrikENIMI @NZYMY ...c.ooviviieeieiieeeieecee sttt sttt sttt saane e 51
4.2.3.3 Agardzova gelova elektroforéza a izolace DNA Z ZElU.....c.uvuviiiieiiiiiciiiiiieee e 52
4.2.3.4 Klonovani mutovanych genl do prislusnych plazmidi.........ccccvviiiieiiiiiiiiiieiee e 52
4.2.3.5 Transformace kompetentnich bunék E. coli teplotnim SOKeM.......cccovvveiiiiiiieeiiiiiiiiieeeee e 53
4.2.3.6 Izolace plazmidové DNA pomoci ,,Boiling Miniprep”.......ccoeveeciiieeieiiieciiiieeee e eeiiieeee e 53
4.2.3.7 Izolace plazmidu ve vysoké Cistoté pomoci kitu Promega ........ccceeeeeiiiicciiiieieeeeecciiieceee e 54
4.2.3.8 SpektrofotomMetrické MELOAY ......ciii i e e e e s e e saaraees 55
4.2.3.9 SEKVENACE ...ttt ettt e et e e sttt e e s bt e e e eabe e e e e bbeeeeaanee 55
4.2.4  Prdace s thkaNovymi KULUramIi.......ooeiiiiiiiiiiiiiiee et e e e e e e s s abbaaeeaee s 55
4241 Prace s kulturou bunééné linie HEK293T......cooiiiiiiiiiiee ettt 55
A.2.4.0.1  PASAZOVANT w.ttiiiiiiieeeiite ettt ettt ettt e e sttt e e sttt e e st e e s ea bt e e e s ea bt e e e ebbe e e e ebbeeeeaabaeeeeas 55
4.2.4.1.2  POCHANTDUNGK «...eeiiiiiie ettt et e e st e e e sbbe e e e eabaeeeea 56
4.2.4.1.3 Transfekce rekombinantnim plazmidem ..........ccceeeeiiiiiiiiiiiie e 56
4.2.4.1.4 Neplfima iMUNOUETEKCE . ....uuiiiiiiiieiiiiiiee et ee e et e e e e e srrr e e e e e e s eseabrbreeeaesssnnnnrenes 57
4.2.4.2 Prace s kulturou bun@ené liNie HELa......coouuiiiiiiiiiiiiee et 57
A.2.4.2. 1 PASAZOVANT w.tttiiiiiiieeeittee ettt ettt ettt et e ettt e e ettt e e s bt e e et e e e s ea bt e e e sbbe e e e e bbeeeeeabaeeeeas
4.2.4.2.2 Pocitani bunék
4.2.4.2.3 Transfekce rekombinantnim plazmidem ..........cccceeeiiiiiiiiiiiie e 58
A - [ of N 58
4.2.4.3 Prace s kulturou bunééné linie NIH 3T3 . ..eiiiiiiiiiiiiee et 58
A.2.4.3. 1 PASAZOVANT .ttt ettt ettt e ettt e ettt e et e et e e s ea bt e e sbbe e e e ebbeeeeeabaeeeeas 58
4.2.4.3.2  POCHANTDUNGK «...eeiiiiiiieeee ettt ettt e e st e e e s bbe e e e eabaee e 58
4.2.4.3.3 Transfekce rekombinantnim plazmidem ..........ccceeeeiiiiiiiiiiiii e 58
R o & To N o T o1 =1 |V UUT PP 58
4.2.5.1 Priprava bunécnych lyzatl pro SDS-PAGE.......cccciiiiiiiiiiiiiee e ieeiiteeee e e e e eevraeeea e e 58
4.2.5.2 SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)........ccceiiiiiiiiiiieeeeeeiniiiieeeeeeeseciinnns 59
4.2.5.3 WESTEIN DIOT ...ttt ettt e e sttt e e sttt e e s sabe e e e sbaeeeeeanee 59
4.2.5.4 Imunodetekce proteinl imobilizovanych na PVDF membrané .........ccocccvvvvveeeiiiicciiieeeeee e, 60
4.2.5.5 PrUTOKOVA CYTOMETIIE ..uviiiiiie i ittt e e e e e e e s st b a e e e e e e esatbbaeeeaeeeenaes 60
N ) ¥ 1§ Y 4[] T 10 F= 1172 T SUTRSPP 61
5 VYSLEDKY ..oocuuieeuuecessseesssessssssssssessssssssssessssssssssassssasssssassssssssssassssssssssassssssssssassssssssasassssnss 62
5.1 Konstrukce plazmidii nesoucich gen pro wtNPM a jeho mutované formy..........ccceeeceriecerinsennisnncsennnes 62

5.2 Exprese mutovanych forem NPIM @ WENPIM ........ccciiiiiiiiiinereiiiiiiicsnnnseessssssssssnnsesssssssssssssssssssssssssnsssanes 65



5.3 Sledovani lokalizace kotransfekovanych proteint..........cccceeccceerrirreerccssernecseesscsseessesseesseesssessessneessenns 70

5.4 Nepifima iMUNOUELEKCE. ......uueeiiiiiiiicrreeeetiiniiccseeeeeserssssssneseesesssssssnnsesssssssssssnnssessssssssssnnssansssssssssnnnnnnes 75
5.5 U&innost transfekce a hladina exprese vNaseného plazmidu...........ceceeeereeeeeineensnesnssesesnssessssessssssssnesens 77
D5 L FACS ittt e e e e e e ——e e e et —ee e e t——eeaat—aeeaattateeabataeaabtaaeaatbaeeeataeeeaanbaeeeantraaeeare 77
5.5.2  WeStErN DIOt @NAIYZA .....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiitiiiitttttatttataatetaeeeaeaaaaaesaeaassasasasssssssssssssssssssssssnnnnsssnnnsnnes 78
5.5.2.1 [ L1 - SRR 78
5.5.2.2 N1 T 3 TP ST 79
5.5.2.3 [ | 021 ISR 80

5.5.3  INteNZita flUOrESCENCE EGFP.....ciiiiiiiiiiiieeeee ettt e e e e e e e e e e e e st br e e e e e e e esasbbaeeaaeesennes 82

6 DISKUZE......eeetiiiietiiissssessssssssssssssssssessssss s essssssssesssssssesssssssessssnsssesssnss sesssnnssessssnssnssssnnssensnns 83
7 Y0 10 5 3 PSRN 87

8  SEZNAM LITERATURY...ccconinmmmmmmmmnmsmnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 88



Seznam pouzitych zkratek

ALK anaplastickd lymfomova kindza (z ang. Anaplastic lymphoma kinase)
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CBF6 gen kédujici beta podjednotku transkripéniho faktoru z PEBP2/CBF
rodiny (z ang. Core-binding factor subunit beta)

CD34 antigen hematopoetickych kmenovych bunék

CDK1 cyklin-dependentni kindza 1 (z ang. Cyclin-dependent kinase 1)

CDK2 cyklin-dependentni kindza 2 (z ang. Cyclin-dependent kinase 2)

CEBPa gen kédujici transkripcni faktor CEBPa (z ang. CCAAT/enhancer
binding protein alpha)
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EtBr ethidium bromid

EVI1 gen kodujici transkripcni faktor EVI1 (z ang. Ecotropic viral integration
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FACS pritokova cytometrie (z. ang. Fluorescence-activated cell sorting)

FLT3 gen kodujici receptorovou tyrosinovou kinazu (z ang. Fms-like tyrosine
kinase 3)

FLT3-ITD vnitfni tandemova duplikace genu FLT3 (z ang. Internal tandem
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GFP zeleny fluorescencni protein (z ang. green fluorescent protein)

HAUS1 z ang. HAUS augmin-like complex, subunit 1

HIF-1a transkripcni faktor (z ang. Hypoxia-inducible factor 1-alpha)

HIV-1 z ang. Human immunodeficiency virus type 1

HREs z ang. HIF-1- responsive elements
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1 UVOD

Ve vyspélych statech patfi nadorovd onemocnéni spolu s nemocemi srdce a cév k
nejvyznamnéjsim pri¢inam uUmrti, pracovni neschopnosti a invalidity. Nadorové bujeni je
mnohastupriovy proces vznikly jako dUsledek poSkozeni genl. Tyto genetické aberace
zpUsobuji deregulaci bunécné proliferace, po niz nasleduje klondlni expanze

transformovanych bunék.

Akutni myeloidni leukémie (AML) patfi mezi hematologické malignity. Nej¢asté;jsi
geneticky podminénou aberaci, vyskytujici se zhruba u 1/3 pacientl s AML, je mutace v C-
koncové casti nukleofosminu (NPM), fosfoproteinu podilejicim se mimo jiné na ribogenezi,
kontrole bunééného cyklu a apoptdze. Vlivem mutaci dochdzi u NPM ke ztraté jadérkového
lokalizaCniho signalu, pfipadné také ke tvorbé jaderného exportniho signdlu, coz ma ve
vétsSiné prfipadl za nasledek prfesun mutované formy NPM zbunécného jadérka do
cytoplazmy. Vyskyt mutace NPM bez pritomnosti dalSich aberaci je pozitivnhim
prognostickym ukazatelem pro lé¢bu AML. Pfizniva odpovéd na terapii pravdépodobné
souvisi s nekorektni cytoplazmatickou lokalizaci mutovaného NPM. Dosud bylo popsano
priblizné 60 C-koncovych mutaci, z nichZ nejcastéji se u pacientl vyskytuje mutace typu A.
Kromé posunovych mutaci vgenu pro NPM byly u AML popsany také chromozomalni
translokace zahrnujici tento gen. VétSina vyslednych fuznich proteind vykazuje

taktéz aberantni vnitrobunécnou lokalizaci.

Tato prace analyzuje vztah mezi typem mutace a lokalizaci mutovaného NPM.
Prostfednictvim pfipravenych konstruktd nesoucich mutace A, B a E byla definovdna
a charakterizovana vnitrobunécénd lokalizace mutovaného NPM a stanovena hladina jeho
exprese v rlznych bunécénych liniich. Aberantni lokalizace NPM spole¢né s jeho schopnosti
interagovat s fadou regulacnich protein(i a tumor supresor(i ma duleZitou roli v leukemické
transformaci, a proto je detailni analyza mutaci v genu pro NPM predpokladem jak pro

pochopeni patogeneze AML, tak pro vyvoj novych terapeutik a ispésnou lécbu.
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2 PREHLED LITERATURY

2.1 Leukémie

Leukémie predstavuje heterogenni skupinu onkologickych onemocnéni kostni difené
s riznou progndzou a odpovédi na terapii (DING et al. 2015). Kostni dfen je orgdnem
krvetvorby — zajistuje vznik vSech typQ krevnich bunék z bunék kmenovych. Vlivem riznych
faktor( (viz kapitola Etiologie) muZe v priibéhu vyvoje krevni buriky dojit ke vzniku genovych
mutaci vedoucich ke ztraté kontroly proliferace a leukemické transformaci (BUCKOVA et al.
2013, s. 11-12). Abnormalni zmnozeni leukemickych bunék vede obvykle k utlumeni
krvetvorby a tedy k poklesu poctu erytrocytl, trombocytd, pfileZitostné i leukocytd, jejichz
hladina viak ve vé&t§iné pfipad(l byva zvysena (BUCKOVA et al. 2013, s. 11, VYDRA et al. 2015,
s. 269).

2.1.1 Typy leukémii

Existuje mnoho druhl leukémii, v praxi se vSak vyuziva rozdéleni na 4 zakladni typy
(tab. 1) podle projevl a rychlosti pribéhu této nemoci a dle typu postizené zarodecné
buriky. Rychle probihajici leukémie, které mohou byt bez l1é¢by fatadlni béhem nékolika malo
tydn(l, jsou oznacovany jako akutni. Vtomto pfipadé jsou zmnoZenymi leukemickymi
bunkami nezralé zarodecné buriky kostni dfené, tzv. blasty. Chronické leukémie naopak
postupuji pomaleji, pacienti prezivaji bez [écby i nékolik let a jejich leukemické bunky
vypadaji jako zralé krevni bunky, ovSsem jejich funkce je poSkozena. DalSim kritériem pro
déleni leukemii je jejich plivod, respektive rfada, ve které dochazi k maligni transformaci.
V pfipadé myeloidni leukémie je zasazena myeloidni fada - monocyty, granulocyty,
erytrocyty a megakaryocyty. Naopak lymfocytarni leukémie se vyviji na zakladé maligni
transformace lymfoidni kmenové buriky (pfehledné v POKHAREL 2012 a ve VORLICEK et al.
2012, s. 380-381).

Tabulka &. 1. Hlavni rozdéleni leukémii (inspirovano BUCKOVA et al. 2013, s. 13)

akutni chronické
akutni lymfoblasticka leukémie (ALL) | chronicka lymfocytarni leukémie (CLL)
akutni myeloidni leukémie (AML) chronicka myeloidni leukémie (CML)
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2.1.1.1 Akutni myeloidni leukémie (AML)

AML je jednim ze Ctyf zakladnich typ( leukémii. Jedna se o klondlni onemocnéni
krvetvorby, které je charakterizovano maligni transformaci kmenové hematopoetické buriky
myeloidni fady a zastavou diferenciace na urovni blastl. Nasledkem toho se
nediferencované patologické blasty akumuluji v kostni dreni, utlaCuji fyziologickou
krvetvorbu a postupné se vyplavuji do krve. Typickymi rysy bunék akutni leukémie jsou
autonomni proliferace, porucha reparace DNA a porucha apoptézy (ADAM et al. 2001, s. 37;
VYDRA et al. 2015, s. 267-268). AML je nejcastéjSim nddorovym myeloidnim onemocnénim
dospélych, u nichz tvori 80% vSech leukémii (LIU et al. 2014). V détské populaci predstavuje
asi 15-20% leukémii, jedna se tedy o pomérné vzacné onemocnéni (HALL 2001). Incidence
v Ceské Republice je 4/100 000 obyvatel, aviak s pFibyvajicim vékem zietelné roste (VYDRA
et al. 2015, s. 268). Pocet nové zjisténych pripadl ve vékové kategorii nad 65 let dosahuje
hodnot 15-17/100 000 obyvatel (ADAM et al. 2008, s. 29). Primérny vék pacient( v dobé
stanoveni diagndzy se pohybuje okolo 66 let, pficemzZ toto onemocnéni Castéji postihuje

muze (http://seer.cancer.gov/statfacts/html/leuks.html).

2.1.1.1.1 Etiologie

Pficina vzniku AML neni zcela objasnéna, ackoli byly identifikovany nékteré faktory,
které prokazatelné zvysuiji riziko vzniku AML. Patfi mezi né nékteré chemické latky, ionizujici
zareni, genetické predpoklady, predchozi IéCba cytostatiky nebo jiné myeloproliferativni
onemocnéni. Ke karcinogennim chemikaliim patfi pfedevsim benzen, toluen ¢i insekticidy.
Rozvoj AML po predchozi terapii nastava v dusledku radia¢niho zareni, cytostatické 1écby
(inhibitory topoizomerazy Il, alkylaéni cytostatika) nebo radioterapie (pfehledné v VYDRA et
al. 2015, s. 268). Pokud je AML vyvoland primou expozici kancerogen(im, rozviji se obvykle
skrze myelodysplasticky syndrom (MDS) (ADAM et al. 2001, s. 37). U ¢asti pacientld je AML
asociovana s chromozomalnimi aberacemi. Jedna se zpravidla o nebalancované translokace,
inverze na chromozomu 16 a delece postihujici zejména chromozomy 5 a 7.V dusledku
genetické nestability byla detekovadna zvysend incidence AML u pacientd s onemocnénimi
jako jsou Bloomuiv syndrom, Fanconiho anémie, ¢i Kostmandv syndrom. Zvysené riziko

vzniku AML bylo popsdno i u nékterych vrozenych chromozomalnich anomalii, napf. Downuiv
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syndrom, Klinefelterlv syndrom a Pataulv syndrom (prfehledné v ADAM et al. 2001, s. 37;

ADAM et al. 2008, s. 29; VYDRA et al. 2015, s. 268).

2.1.1.1.2 Klinické priznaky

Vétsina pacientl vykazuje Sirokou Skdlu nespecifickych klinickych symptom, které
jsou zplsobené utlakem normadlni krvetvorby (LOWENBERG et al. 1999, HASSAN a SMITH
2014). Nedostatek erytrocytll (anémie) se projevuje Unavou a dusnosti. Pokles poctu
neutrofilnich granulocyt(l (neutropenie) zplsobuje snizenou odolnost v{¢i infekcim. Ubytek
trombocytU (trombocytopenie) je pficinou krvaceni ze sliznic, napt. z dasni nebo nosni dutiny
a krvaceni do klZe v podobé petechii i rozsahlejSich hematom( (HASSAN a SMITH 2014,
ADAM et al. 2001, s. 38). V pfipadé, Ze pocet leukocytll/blastd v krvi presahuje 50 az 100 x
10° v litru krve (hyperleukocytdza), maze dojit k manifestaci syndromu leukostazy, ktery se
projevuje respiracnimi a neurologickymi poruchami (PORCU et al. 2000). V dusledku
infiltrace leukemickymi burikami se u nékterych pacientd muzZe objevit i postiZenijinych
orgdnu nez krve a kostni dfené. Nejcastéji byvaji infiltrovany extrameduldrni tkdné jako jsou
jatra, slezina ¢i lymfatické uzliny. Ddle pak centrdlni nervova soustava, kize a vzacné i dasné

(PIPPARD et al. 1979, STEFANIDAKIS et al. 2009).

2.1.1.1.3 Diagnéza

Diagndéza AML je stanovena na zakladé vysetreni krevniho obrazu a vzorku kostni
difené (LOWENBERG et al. 1999). AML je potvrzena v pfipadé, Ze je detekovdano vice nez 20%
nezralych blastl v periferni krvi ¢i v kostni dfeni. Vyjimku z tohoto pravidla pfedstavuji AML
s konkrétnimi typy chromozomadlnich prestaveb, konkrétné AML s 1(8;21)(q22;922),
inv(16)(p13.1922), t(16;16)(p13.1;922), t(15;17)(q22;912) a nékteré typy erytroleukémii.
V téchto pripadech je pro diagndzu dostacujici pfitomnost fuzniho genu bez ohledu na pocet

blastl v kostni dfeni nebo periferni krvi (VARDIMAN et al. 2009).

2.1.1.1.4 Klasifikace

Rozélenéni heterogenni skupiny AML do jednotlivych podskupin ma vyznam pro

volbu léCebné strategie a zhodnoceni progndzy. Jednim ze dvou celosvétové uzivanych
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klasifikanich systémU rozdélujicich AML do podskupin je FAB klasifikace navriena

v sedmdesatych letech minulého stoleti skupinou francouzskych, americkych a britskych

odbornikl. Podle ni bylo na zakladé morfologického a cytologického vysetfeni definovano

8 podskupin leukemii s oznacenim MO0O-M7 (tab. 2) (BENNETT et al. 1976, 1985). Pozdéji,

s rozvojem cytogenetiky a molekularni biologie, stanovila svétova zdravotnicka organizace

(WHO; The World Health Organization) novy systém pro klasifikaci AML (tab. 3) zohlednujici

vedle morfologie a cytochemie také imunofenotyp, geneticky profil a klinické rysy

leukemickych blast(i. DalSim klicovym kritériem souvisejicim s diagnézou AML bylo snizeni

hranice zastoupeni blastl v kostni dieni ze 30 % na 20 % (BENNETT et al. 1985, VARDIMAN

et al. 2009).

Tabulka €. 2. FAB klasifikace AML (prevzato z BENNETT et al. 1985, ADAM et al. 2008, s. 32-33)

FAB . A
. nazev leukémie
podskupina
MO akutni myeloblasticka nediferenciovana leukémie
M1 akutni myeloblasticka leukémie s minimalnim vyzravanim
blastl
M2 akutni myeloblastickd leukémie s vyzravanim blast(
M3 akutni promyelocytarni leukémie
M4 akutni myelomonocytarni leukémie
M4eo akutni myelomonocytarni leukémie s eozinofilii
M5 akutni monocytarni leukémie
M6 akutni erytrocytarni leukémie
M7 akutni megakaryoblasticka leukémie
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Tabulka €. 3. WHO klasifikace AML (prevzato z VARDIMAN et al. 2009)

t = translokace; g = dlouhé raménko chromozomu; RUNX1 = Runt-related transcription factor 1; RUNX1T1
= Runt-related transcription factor 1, translocated to, 1; inv = inverze; p = kratké raménko chromozomu; CBF8
= Core-binding factor subunit beta; MYH11 = gen kdédujici myosinovy tézky fetézec 11 (Myosin heavy chain 11);
PML = gen kdédujici tumor supresorovy protein promyelocytarni leukémie (Promyelocytic leukemia); RARa
= gen kéduijici receptor alfa kyseliny retinové (retinoic acid receptor a); MLLT3 = gen kédujici protein AF-9
(Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia; translocated to, 3); MLL = gen kddujici histon 3 lysin
4 specifickou methyltransferazu (Mixed-lineage leukemia); DEK = protoonkogen kédujici protein DEK; NUP214
= gen kédujici nukleoporin 214 (Nucleoporin 214 kDa); RPN1 = gen kdédujici riboforin | (Ribophorin 1); EVI1
= Ecotropic viral integration site-1; RBM15 = RNA Binding Motif Protein 15; MKL1 = Megakaryoblastic leukemia
(translocation) 1; NPM1 = gen kodujici nukleofosmin (Nucleophosmin); CEBPa = CCAAT/enhancer
binding protein alpha

AML s rekurentni genetickou abnormalitou
t(8;21)(q22;022), fizni gen RUNX1 s RUNX1T1
inv(16)(p13.1922) nebo t(16;16)(p13.1;g22), fuzni gen CBFB s MYH11
t(15;17)(922;912), fuzni gen PML s RARa
t(9;11)(p22;923), fuzni gen MLLT3 s MLL
t(6;9)(p23;934), fuzni gen DEK s NUP214
inv(3)(g21q26.2) nebo t(3;3)(g21;926.2), fuzni gen RPN1s EVI1

t(1;22)(p13;913), fuzni gen RBM15 s MKL1

AML s mutaci v NPM1 genu

AML s mutaci v CEBPa genu

AML spojena s myelodysplazii

AML souvisejici s Iécbou

AML blize nespecifikovana

AML s minimalni diferenciaci

AML bez vyzravani

AML s vyzravanim

akutni myelomonocytarni leukémie

akutni monoblasticka a monocytarni leukémie

akutni erytrocytarni leukémie

akutni megakaryoblasticka leukémie

akutni bazofilni leukémie

akutni panmyeléza s myelofibrézou

myeloidni sarkom

myeloidni proliferace spojené s Downovym syndromem

neoplazie z blastickych plazmocytoidnich dendritickych bunék

AML s multilinearni dysplazii
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2.1.1.1.5 Lécba

Pro uréeni optimdlniho |é¢ebného postupu je potfeba zohlednit nékolik faktor(,
vprvni fadé vék a karyotyp pacienta. Dalsi dualeZité markery vychazeji
z vysledkl molekuldrné genetického vysetfeni na pritomnost fuznich genl (napf. PML
s RARa, CBFB8 s MYH11) a mutaci vgenech NPM1, CEBPa, DNMT3A (DNA (cytosine-5-)-
methyltransferase 3 alpha) ¢i FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3). Stanoveni |é¢ebného rezimu
zavisi také na poctu leukocytl, performance statutu (Karnofského skére) a zda je AML
sekundarni, tedy vznikla na zakladé predchozi protinadorové terapie ¢i rozvinutd z jiného
hematologického onemocnéni jako je MDS (LOWENBERG et al. 1999, VILLELA a BOLANOS-

MEADE 2011). Princip protinddorové Iécby mlze byt kurativni ¢i paliativni.

Kurativni léc¢ba je rozdélena do dvou fazi - indukcni faze, jejimz cilem je dosazeni
kompletni remise, a konsolidacni faze, kterd ma zabrdanit navratu onemocnéni. Zakladnimi
cytostatiky poddvanymi pfi indukcni terapii jsou cytosinarabinosid (Ara-C) a lék ze skupiny
antracyklind (napf. idarubicin, mitoxantron ¢i nejhojnéji pouzivany daunorubicin) (ELLISON
et al. 1968, LOWENBERG et al. 1999, KIMBY et al. 2001). Protoze se antracyklin podava
v ramci cyklu 3 dny a Ara-C po dobu 7 dn(, nazyva se tento terapeuticky rezim 3+7 (ESTEY
2000). Pro konsolidacni terapii se pouZziva intenzivni chemoterapie, bud samotna (nejcastéji
Ara-C ve vysokych nebo stfednich davkach) nebo s ndslednou alogenni ¢i autologni
transplantaci kostni drené. Volba vhodného typu konsolidacni terapie zavisi zejména na véku
pacienta, dostupnosti darce kostni dfené a zarazeni do rizikové skupiny AML podle
cytogenetickych a molekularné genetickych charakteristik (tab. 4) (LOWENBERG et al. 1999,
KIMBY et al. 2001).

Paliativni 1écba ma zajistit co nejvyssi kvalitu Zivota pacienta, pro néhoz neni
dostupnd vhodna kurativni [éCba. Zmirfiuje bolesti, ovliviiuje symptomy a pomaha vyresit
i psychické problémy (European Association for Palliative Care, 1989 citovdno podle FOLEY et
al. 1990, s. 11). Paliativni terapie sestava z nizkych ddvek Ara-C, ktery se podava formou
podkoZnich injekci, ¢i z jinych cytotoxickych latek uzivanych oralné (napf. hydroxyurea, 6-

merkaptopurin) (KIMBY et al. 2001, LATAGLIATA et al. 2006, FREDLY et al. 2013).
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Tabulka €. 4. Rizikové skupiny AML podle cytogenetickych a molekuldrné genetickych charakteristik (prevzato
z MROZEK et al. 2012)
FLT3-ITD = vnitini tandemova duplikace genu FLT3; ostatni zkratky vysvétleny jiz v tabulce €. 3.

riziko cytogeneticka charakteristika molekularné geneticka charakteristika
t(8;21)(922;922) fuzni gen RUNX1 s RUNX1T1
nizké inv(16)(p13.1922) nebo t(16;16)(p13.1;922) | fuznigen CBFB s MYH11
normalni karyotyp NPM1 mutovany bez pfitomnosti FLT3-ITD
normalni karyotyp CEBPa mutovany
stredni normalni karyotyp NPM1 mutovany s pfitomnosti FLT3-ITD
| normalni karyotyp NPM1 nemutovany s pfitomnosti FLT3-ITD
normalni karyotyp NPM1 nemutovany bez pfitomnosti FLT3-ITD
stfedni | t(9;11)(p22;923) faznigen MLLT3 s MLL
Il jiné cytogenetické zmény
inv(3)(g21qg26.2) nebo t(3;3)(g21;926.2) fuzni gen RPN1 s EVI1
t(6;9)(p23;934) fuzni gen DEK s NUP214
translokace zahrnujici lokus 1123 fuzni gen zahrnujici MLL
vysoké |-5 nebo del(5q)
-7
abnormality 17p
komplexni zmény karyotypu

2.1.1.2 AML s mutovanym nukleofosminem

Klondlni chromozomalni abnormality detekované zhruba u 55% dospélych s AML jsou
vyznamnym prognostickym faktorem pro celkové preziti pacientd a pro jejich odpovéd na
|écbu chemoterapii (GRIMWADE 2001, MROZEK et al. 2004). Na zakladé vysledka
cytogenetickych a molekuldrné genetickych vySetfeni jsou pacienti rozdéleni do tfi
prognostickych skupin — pfizniva, stfedné rizikovd a nepfiznivd (GRIMWADE et al. 1998,
SLOVAK et al. 2000, BYRD et al. 2002) (tab. 4). Nejcastéjsi genetickou mutaci u pacient(
s AML s normalnim karyotypem je mutace genu pro nukleofosmin (NPM; Nucleophosmin),
jejiz vyskyt bez pritomnosti dalSich mutaci je spojen s pfedpokladem pfiznivé odpovédi na
|é¢bu (FALINI et al. 2005). Lidsky NPM je multifunkéni fosfoprotein lokalizovany prevaziné
v bunécném jadérku, ackoli neustdle prechdzi mezi cytoplazmou a jadrem (BORER et al.
1989, CORDELL et al. 1999, COLOMBO et al. 2002, OKUDA 2002). U vétSiny pacientl s mutaci
NPM (pfiblizné 1/3 dospélych nemocnych s AML) je ale mutovany NPM (mutNPM)

aberantné lokalizovan v cytoplazmé (odtud oznaceni NPMc+) (FALINI et al. 2005) a stava se

18




tak vhodnym nastrojem pro diagndzu (FALINI et al. 2005, FALINI et al. 2006b, KONOPLEV et
al. 2009).

2.2 NPM

NPM patfi mezi jaderné chaperony nukleofosmin/nukleoplasmin proteinové rodiny
(EIRIN-LOPEZ et al. 2006). Jeho pfitomnost byla potvrzena u savcu, ryb, ptdk{i a much, avsak
u bakterii a kvasinek nebyl nalezen (LINDSTROM 2011). Existuji tfi hlavni funkéni typy
proteind nuklefosmin/nukleoplasminové rodiny odvozené na zakladé jejich sekvenéni
homologie - NPM1, NPM2, NPM3 (obr. 1) (SHACKLEFORD et al. 2001, EIRIN-LOPEZ et al.
2006). Ackoli maji rozdilnou genovou predlohu, expresi, funkci i lokalizaci, sdileji velmi
konzervovanou N-termindlni oligomerizacni doménu (FREHLICK et al. 2007). Stfedni ¢ast této
domény je zodpovédnd za vazbu sdalSimi molekulami a diky ni se NPM vyskytuje
v oligomerech, nejcastéji ve formé pentameru. Interakci dvou pentamerli mohou NPM
proteiny vytvaret dekamery (CHAN a CHAN 1995, DUTTA et al. 2001, NAMBOODIRI et al.
2003, NAMBOODIRI et al. 2004, LEE et al. 2007).

Nejvétsi (u lidi 32575 Da, http://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=NPM1) a nejrozsifenéjsi funkéni typ nukleofosminu, NPM1, je typ,

jehoz mutace je spojena svyskytem AML. Jeho exprese a lokalizace je studovana
v experimentalni Casti této prace a proto je podrobnéji charakterizovan v nasledujicich

kapitolach.

NPM2, u obojzivelnik(i nazyvany nukleoplasmin (EARNSHAW et al. 1980), byl poprvé
izolovan v roce 1978 z oocytl Xenopus laevis (LASKEY et al. 1978), v jejichZ jadre je jednim
z nejrozsitenéjsich proteint (MILLS et al. 1980). Dosud byla jeho exprese detekovana pouze
v tomto bunécném typu (FREHLICK et al. 2007). Nukleoplasmin, ktery se vaZze na histony,
muze zprostredkovat sestavovani nukleozom( a podilet se tedy na remodelaci chromatinu
(LASKEY et al. 1978, EARNSHAW et al. 1980, DINGWALL et al. 1987). Po oplozeni usnadiiuje
dekondenzaci chromatinu ve spermiich, a to skrze vyménu specifickych spermatickych

jadernych proteinu za histony (OHSUMI a KATAGIRI 1991, PHILPOTT et al. 1991).
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Savci NPM2 (u lidi 24152 Da, http://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=NPM2) je stejné jako nukleoplasmin exprimovany v oocytech

a u mysSiho embrya jeho exprese pretrvava do stadia 8 bunék. Na rozdil od nukleoplasminu
jeho nepfitomnost nema na remodelaci paternalniho chromatinu zadny vliv. Je vSak zasadni
pro spravnou regulaci struktury chromatinu v oocytech a béhem ¢&asné embryogeneze

(BURNS et al. 2003).

NPM3, u obojzivelnikl oznacovany jako NO29, je nejmensi (u lidi 19344 Da,

http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=NPM3) a nejkyselejsi ze zminénych

¢lend nukleofosmin/nukleoplasminové rodiny (ZIRWES et al. 1997). Nachazi se zejména
v jadérku interfaznich bunék (HUANG et al. 2005) a jeho exprese byla potvrzena v mnoha
rdznych tkdnich. U ¢lovéka byla nejvyssi hladina NPM3 detekovana v burikdch pankreatu
a testes (MACARTHUR a SHACKLEFORD 1997, SHACKLEFORD et al. 2001). Represe jeho
exprese v savéich oocytech vede po oplozeni k inhibici dekondenzace chromatinu ve
spermiich. To naznacuje, Zze by mohl mit podobnou funkci jako nukleoplasmin u Xenopus
laevis, se kterym vykazuje shodu ve 42 % (MCLAY a CLARKE 2003). Interaguje s NPM1

a ovliviiuje jeho funkci v syntéze ribozomU (HUANG et al. 2005).

NPM1 NETH corE i | |1 el
1 294
NPM2 NL CORE [ N | e
1 214
NPM3 NN C
1 178

Obrazek ¢. 1. Funkcni typy lidského NPM (inspirovano FREHLICK et al. 2007, LINDSTROM 2011, ARREGI et al.
2015)

NPM1-3 = funkéni typy NPM; N = N konec proteinu; ¢ervené = kyseld doména; CORE = stfedni ¢ast proteinu;
Zluté = jaderny exportni signal (NES; nuclear export signal); zelené = jaderny lokaliza¢ni signdl (NLS; nuclear
localization signal); Sedé = DNA vazajici doména; rGZové = jadérkovy lokalizacni signdl (NolS; nucleolar
localization signal); C = C konec proteinu; ¢isla vpravo odpovidaji po¢tu aminokyselin (AMK)

2.2.1 NPM1

NPM1, nejlépe prostudovany ¢len nukleofosmin/nukleplasminové rodiny, znamy téz
jako NO38 (SCHMIDT-ZACHMANN et al. 1987), numatrin (FEUERSTEIN a MOND 1987) ¢i B23
(YUNG et al. 1985), je hojné se vyskytujici, konzervovany fosfoprotein o udavané velikosti

mezi 35 a 40 kilodalton( (kDa) (LIM a WANG 2006). Poprvé byl identifikovan v roce 1973
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v jadérku krysich jaternich bunék a bunék Novikoff hepatomu (ORRICK et al. 1973). Jeho
zvySena hladina byva detekovdna v rakovinnych a proliferujicich burikdch (CHAN et al. 1989,
GRISENDI et al. 2006). U mysiho modelu se vyskytuje ve dvou izoformach (B23.1 a B23.2)
(CHANG a OLSON 1989), zatimco u clovéka ve trech (FREHLICK et al. 2007). U obou
organizmu izoformy vznikaji alternativnim sestfihem jediného genu (CHANG a OLSON 1989,

DALENC et al. 2002, LIM a WANG 2006).

2.2.1.1 Lidsky NPM1

Lidsky NPM1 je lokalizovany na dlouhém raménku chromozomu 5 (5g35) a je tvoren

12ti exony (http://www.omim.org/entry/164040?search=NPM1&highlight=npm1). Mdize

byt transkribovany ve tfech variantach (obr. 2) - NPM1.1, NPM1.2, NPM1.3, které se odlisuji
délkou, funkci a expresi (LINDSTROM 2011). NPM1.1 je prevazujici izoforma a kéduje nejdelsi
produkt o délce 294 AMK (FREHLICK et al. 2007, CHAN et al. 1989,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_002520). VyuZitim 3’"terminalniho

alternativniho exonu vznika kratsi protein NPM1.2 dlouhy 259 AMK (DALENC et al. 2002,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001037738. Na rozdil od NPM1.1, ktery je

lokalizovany predevsim v jadérku (SPECTOR et al. 1984, CORDELL et al. 1999), byl NPM1.2
detekovan vzhledem kodlisSnému C konci i v nukleoplazmé (OKUWAKI et al. 2002).
V dlsledku uddlosti nazyvané exon skipping (pfeskoceni exonu - vtomto pfipadé exonu 8)
vznika NPM1.3. Jedna se o transkripCni variantu, jejiz produkt je tvofen 265 AMK, jeho
funkce a exprese neni znama (LIM a WANG 2006,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_199185). V dalSim textu bude pod oznacenim

NPM1 rozumén protein kddovany prevazujici transkripéni variantou NPM1.1.
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Obrazek €. 2. Izoformy lidského NPM 1 (pfevzato z LIM a WANG 2006)
Zluté oblasti = netranslatované sekvence; modré oblasti = kédujici sekvence; varianta 1 je tvofena 11 exony;
varianta 2 je tvofena 10 exony; varianta 3 je tvofena 10 exony

2.2.1.2 NPM1 a rakovina

Funkce NPM1 v tumorigenezi je stale kontroverzni, nebot se mulze chovat jako
nadorovy supresor i jako protoonkogen. Zvysend exprese genu NPM1 byva spojena
s onkogenezi a mlZe byt pouZita jako jeden z marker(i u solidnich nddorl napf. Zaludku
(TANAKA et al. 1992), tlustého stfeva a konecniku (NOZAWA et al. 1996), ovarii (SHIELDS et
al. 1997) a prostaty (SUBONG et al. 1999). NPM1 v rakovinnych bunkach stimuluje jejich
proliferaci a rlist a zdroven inhibuje jejich apoptézu a diferenciaci (GRISENDI et al. 2006).
U hematopoetickych malignit se vyskytuji chromozomalni translokace zahrnujici gen NPM1
(RAIMONDI et al. 1989, MORRIS et al. 1994, REDNER et al. 1996, YONEDA-KATO et al. 1996)
nebo jeho mutace (FALINI et al. 2005). Vysledkem je bud onkogenni fuzni protein, napft.
NPM1 s anaplastickou lymfomovou kinazou (ALK; Anaplastic lymphoma kinase) (MORRIS et
al. 1994), NPM1 s RARa (REDNER et al. 1996), NPM1 s myeloidnim leukemickym faktorem 1
(MLF1; Myelodysplasia/myeloid leukaemia factor 1) (YONEDA-KATO et al. 1996), NPM1
s HAUS1 (HAUS augmin-like complex, subunit 1) (CAMPREGHER et al. 2016) nebo mutovana
forma NPM1 (FALINI et al. 2005).

Déle se onkogenni potencidl NPM1 muze projevovat u hypoxickych bunék, v nichz
inhibuje apoptézu (LI et al. 2004). Vzhledem kautonomni bunééné proliferaci byvaji
nadorové tkané hypoxické (HARRIS 2002). Za hypoxickych podminek je stabilizovan
transkripcni faktor HIF-1a (Hypoxia-inducible factor 1-alpha) a dochazi k jeho translokaci do

jadra. Prostfednictvim jeho vazby k HIF resposivnim oblastem v promotorech (HREs; HIF-1-
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responsive elements) spousti expresi cilovych gen(, které umozni bunce prezit v prostredi
s deficitem kysliku (SEMENZA a WANG 1992, SEMENZA 2003). HRE sekvenci obsahuje
i promotor genu NPM1 a skrze vazbu HIF-1a tedy muze inhibovat apoptdézu rakovinnych
bunék.

Na druhou stranu se NPM1 podili na udrZeni stability genomu (LIM a WANG 2006,
GRISENDI et al. 2005) a skrze interakci s adenosindifosfat ribosylacnim faktorem (ARF;
Alternate reading frame) aktivuje v bunkach drahu tumor supresorového proteinu p53
(ITAHANA et al. 2003, BERTWISTLE et al. 2004). Detaily jsou popsany nize v kapitole

Interakeni partnefi.

2.2.1.3 Struktura NPM1

NPM1 je slozen ze tfi zakladnich domén, které maji rdzné biochemické, strukturni
a funkéni vlastnosti. Nepolarni N-termindlni doména obsahuje pomérné vysoké mnozstvi
hydrofobnich AMK a v jejim sekundarnim usporadani pfevazuje beta-skladany list. Ve stfedni
Casti proteinu se vyskytuji dvé kyselé oblasti. Pro C-terminalni doménu, sloZenou ze tfi alfa-
helix(i, je charakteristickd pfitomnost bazickych a aromatickych AMK (CHAN et al. 1989,
HINGORANI et al. 2000).

Za konkrétni aktivity proteinu zodpovidaji jednotlivé polypeptidové segmenty (obr.
3). N-termindlni doména se uplatfiuje pfi vazbé ARF (ENOMOTO et al. 2006) a pfi tvorbé
oligomer( (HERRERA et al. 1996), pficemz byla prokazana korelace mezi oligomernim stavem
NPM1 a jeho chaperonovou aktivitou (HINGORANI et al. 2000). Nepoldrni ¢ast N-termindini
domény a 2 kyselé oblasti ve stfedni ¢asti umoziuji NPM1 pisobit jako chaperon. Useky
mezi témito kyselymi oblastmi za pfispéni C-termindlni domény udéluji proteinu
ribonukledzovou aktivitu (HINGORANI et al. 2000). Kyselé oblasti mohou interagovat
s bazickymi ribozomalnimi proteiny (CHAN a CHAN 1995) a prvni z kyselych segmentl ve
stfedni oblasti obsahuje hlavni misto fosforylace - serin 125 (S125) (CHAN et al. 1986).
Aromatické a bazické AMK na C konci zajistuji vazebnou aktivitu k nukleovym kyselindm (NK)
(HINGORANI et al. 2000). V C-termindlni doméné se nachazeji 4 threoninové zbytky, T199,
T219, T234 a T237, které funguji jako dalsi cilovd mista fosforylace pomoci cyklin
dependentni kindzy 1 (CDK1; cyclin-dependent kinase 1) (NEGI a OLSON 2006).
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Obr. ¢. 3. NPM1 obsahujici 12 exonti - sekvencéni motivy a aktivity proteinu (pievzato z GRISENDI et al. 2006,
FALINI et al. 2007)

jednotlivé exony a AMK pozice sekvenénich motivl jsou ocislovany; Zluté znaceny uUsek exonu 10 = Usek
v 3"termindinim alternativnim exonu u izoformy NPM1.2; svétle modie znacené useky exonll 1, 10 a 12
= netranslatované oblasti; tmavé modre znacené Useky exonl 11 a 12 = alternativni konec proteinu u izoformy
NPM1.1 a NPM1.3; tyrkysové NES = jaderny exportni signdl; cervené AC = kyseld oblast; oranZové NL = jaderny
lokaliza¢ni signdl; zelené NoLS = jadérkovy lokalizacni signal

NPM1 obsahuje také nékolik sekvencnich motivl, které ovliviiuji jeho subceluldrni
lokalizaci. Na jeho N konci se vyskytuji dva exportni signdly (NES; nuclear export signal)
(WANG et al. 2005), treti fyziologicky NES byl nedavno detekovan v C-terminalni oblasti
(ARREGI et al. 2015). Jednd se o kratkou sekvenci hydrofobnich AMK, jeZ zajistuje export
proteinl z jadra skrze jaderny poér (viz kapitola Transport). Prvni NES (L-x-L-xx-V-x-L, kde

= leucin, x = jakdkoli AMK, V = valin) je situovany mezi zbytky 42-49 (YU et al. 2006), druhy
NES (I-xx-P-xx-L-x-L, kde | = izoleucin, x = jakakoli AMK, P = prolin, L = leucin) se nachazi mezi
velmi konzervovanymi zbytky 94-102 (WANG et al. 2005). Treti NES, nejméné probadany, je
lokalizovany mezi zbytky 268-278 (ARREGI et al. 2015). Prvni dva fyziologické NES jsou ale
slabé a posledni je neaktivni (BOLLI et al. 2007, ARREGI et al. 2015). Soucasna pfitomnost
bipartitniho jaderného lokaliza¢niho signalu (NLS; nuclear localization signal) v centralni ¢asti
proteinu (HINGORANI et al. 2000) a jadérkového lokaliza¢niho signalu (NoLS; Nucleolar
localization signal) na jeho C konci (NISHIMURA et al. 2002) zajistuje prevazné jadérkovou
lokalizaci NPM1. NolLS je obsazen ve tretim helixu C-termindlni domény (obr. 4 a obr. 5)
(GRUMMITT et al. 2008) a jeho duleZitou soucasti jsou dva tryptofanové zbytky W288
a W290 (NISHIMURA et al. 2002, FALINI et al. 2005), jak bude podrobnéji popsano v kapitole
Mutace NPM1.
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Obrazek ¢. 4. Schéma 3 helixii C-termindlni domény NPM1 (prevzato z GRUMMITT et al. 2008)
H1-H3 = helixy C-terminalni domény; W288 a W290 = tryptofanové zbytky (soucast NoLS)

H1 H2 H3
—EEE—————{ — S
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Obrazek ¢. 5. Aminokyselinovd sekvence 3 helixii C-termindIni domény (prevzato z GRUMMITT et al. 2008)
H1-H3 = helixy C-terminalni domény; c¢isla znamenaji potradi AMK, jimZ odpovidaji jednopismenné
symboly; intenzita modrého pozadi AMK symbolu odpovida stupni konzervace AMK u NPM1 mezi
riznymi organismy

2.2.1.4 Funkce NPM1

NPM1 je multifunkéni protein, ktery hraje dllezitou ulohu pti dozravani
preribozomalnich castic (SCHMIDT-ZACHMANN et al. 1987) a jejich transportu z jadra do
cytoplazmy (BORER et al. 1989) a také v jaderném importu nékterych protein(, nebot ma
schopnost vazat peptidy jaderného lokaliza¢niho signalu (SZEBENI et al. 1995). Mimo to se
ucastni reparace DNA (WU et al. 2002, POLETTO et al. 2014) a jako jeden ze substratu
komplexu cyklin-dependentni kindza 2 (CDK2; Cyclin-dependent kinase 2)/cyklin E se podili
na duplikaci centrozomu (OKUDA et al. 2000). Obé vyse uvedené funkce jsou klicové pro
udrzeni stability genomu. Diky své chaperonové aktivité predchazi agregaci jadérkovych
protein(i, zprostiredkovava sestavovani histoni do nukleozomu, ovliviiuje strukturu
chromatinu a zvySuje transkripéni aktivitu dané oblasti v zavislosti na acetylaci (SZEBENI
a OLSON 1999, OKUWAKI et al. 2001, SWAMINATHAN et al. 2005). S vysokou afinitou vaze
NK, zejména pak ty v jednovldknové podobé (DUMBAR et al. 1989, WANG et al. 1994). Tato

interakce hraje spolu s vlastni ribonukledzovou aktivitou klicovou roli pfi sestfihu
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preribozomalni RNA (pre-rRNA) (HERRERA et al. 1995), coz potvrzuje nezbytnou ulohu NPM1
v biosyntéze ribozomd. Mimo to ma tento protein destabilizacni efekt na Sroubovici RNA
(DUMBAR et al. 1989). Byly u néj pozorovany antiapoptické ucinky, nebot inhibuje aktivitu
specifickych DN&z aktivovanych enzymy ze skupiny kaspaz (AHN et al. 2005). V neposledni
fadé pfispiva k regulaci stability a aktivity proteinu p53 (COLOMBO et al. 2002).

2.2.1.5 Interak¢ni partneri NPM1

Vzhledem k Sirokému spektru svych funkénich domén NPM1 interaguje s mnoha
jinymi proteiny. Mezi jeho nejvyznamnéjsi interakcni partnery z hlediska tumorigeneze patfi
tumor supresory ARF (ITAHANA et al. 2003) a p53 (COLOMBO et al. 2002) véetné jejich
vazebnych partnerd (viz ndsledujici dvé podkapitoly) a protoonkogen c-MYC (V-myc avian
myelocytomatosis viral oncogene homolog) (LI et al. 2008). Déle interaguje s ribozomalnimi
proteiny jako jsou RPL5 (Ribosomal protein L5) (YU et al. 2006), RPL23 (Ribosomal protein
L23) (WANZEL et al. 2008) a RPS9 (Ribosomal protein S9) (LINDSTROM a ZHANG 2008). Vaze
také komponenty chromatinu, napt. histony H3, H4, H2A, H2B (OKUWAKI et al. 2001),
proteiny déliciho vieténka, napf. CRM1 (Chromosomal maintenance 1) (viz kapitola
Transport) (WANG et al. 2005) a proteiny regulujici apoptézu, napf. BAX (BCL2 associated X
protein) (KERR et al. 2007). Kromé toho interaguje s jadérkovym proteinem nukleolinem
(C23) (LI et al. 1996), proliferaci ovliviiujicim jadérkovym proteinem p120 (Catenin delta 1)
(VALDEZ et al. 1994), ribonukleoproteinem HIV-1 Rev (Human immunodeficiency virus type
1; Regulator of expression of virion proteins) (FANKHAUSER et al. 1991) a radou dalSich

proteind.

2.2.1.5.1 NPM1 a p53

p53, proteinovy produkt tumor supresorového genu TP53

(http://www.omim.org/entry/191170), je jadernym transkripénim faktorem regulujicim

expresi gen(, které se podileji na kontrole bunécného cyklu (EL-DEIRY et al. 1993, HARPER et
al. 1993, XIONG et al. 1993), replikaci DNA (DUTTA et al. 1993, COX et al. 1995, MILLER et al.
1995) a apoptoze (LOWE et al. 1993, YONISH-ROUACH et al. 1993). p53 skrze indukci
apoptézy (YONISH-ROUACH et al. 1991, SHAW et al. 1992, MIYASHITA a REED 1995) ¢i
zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi (MERCER et al. 1990) brani maligni transformaci bunék
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(MAIGUEL et al. 2004). Za fyziologickych podminek se v burice nachazi v latentni formé
a k jeho stabilizaci a aktivaci dochazi plsobenim stresovych faktord (BERNAL a HERNANDEZ
2007).

Jednim ze zplsobl regulace p53 je fosforylace (MEEK 1994). Pro aktivaci p53 je
zasadnim fosforylaénim mistem serin 15 (S15) (SHIEH et al. 1997, SILICIANO et al. 1997),
ktery je mimo jiné citlivy na ultrafialové zareni (UV) (SILICIANO et al. 1997). Hladina NPM1
urcéuje mezni hodnotu UV pro indukci fosforylace S15 a naslednou aktivaci p53 (MAIGUEL et
al. 2004). NPM1 také brani fosforylaci S15 vyvolané hypoxii (LI et al. 2004).

Dale NPM1 snizuje transkripCni aktivitu p53 pfimou interakci sjeho N koncem

(COLOMBO et al. 2002).

Na druhou stranu NPM1 muiZe mit na p53 i stabiliza¢ni efekt. BEhem genotoxického
stresu vyvolaného napf. UV zarenim, aktinomycinem D ¢i expresi virového cyklinu-K dochazi
k redistribuci NPM1 do nukleoplazmy. Tim je umoZnéna jeho asociace se specifickou
ubiquitin ligdzou MDM2 (Mouse double minute 2 homolog), ktera funguje jako negativni
reguldtor p53. Tato interakce zpUsobuje uvolnéni proteinu p53 z komplexu MDM2/p53, ¢imz

dochazi k jeho stabilizaci (HAUPT et al. 1997, KURKI et al. 2004).

2.2.1.5.2 NPM1 a ARF

ARF je vysoce bazicky jadérkovy protein regulujici aktivitu p53 v reakci na onkogenni
podnét (WEBER et al. 1999, SHERR 2001, BERTWISTLE et al. 2004). Transientni pfechod ARF
mezi jadérkem a nukleoplazmou a jeho schopnost vazat MDM2 umoziuje presun této ligazy
z jadra do jadérka (WEBER et al. 1999). Tim je znemoZnéna interakce MDM2 s p53. Vedle
toho ARF inhibuje ubiquitin ligazovou aktivitu MDM2, kterd by jinak vedla k degradaci p53
(HONDA a YASUDA 1999). Vysledkem je stabilizace a aktivace p53 a tedy zastaveni
bunécného cyklu ¢i navozeni apoptédzy (BATES a VOUSDEN 1999, SIONOV a HAUPT 1999,
SHERR 2001). Mimoto ma ARF tumor supresorovou funkci nezdvislou na p53. Mduze
inhibovat syntézu ribozomdalni RNA, ¢imZ omezuje tvorbu ribozomu a potlacuje tak bunéénou

proliferaci (SUGIMOTO et al. 2003).
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NPM1 asociuje s ARF v jadérku za vzniku komplexu s molekulovou hmotnosti od 2 do
5 megadaltoni (MDa) (ITAHANA et al. 2003, BERTWISTLE et al. 2004). Tato interakce
umozniuje ARF indukovat ubiquitinaci a ndslednou degradaci NPM1 v proteazomu (ITAHANA
et al. 2003). Jak jiz bylo zminéno dfive, NPM1 vyuZiva svoji endoribonukledzovou aktivitu pro
sesttih pre-rRNA (HERRERA et al. 1995). SniZeni koncentrace NPM1 prostfednictvim jeho
ubiquitinace tudiz vede k utlumeni biogeneze ribozomU (ITAHANA et al. 2003). Kromé toho
ARF muZe branit NPM1 v syntéze ribozomU skrze inhibici jeho nukleocytoplazmatického
transportu, a to vduUsledku jejich vzajemné interakce vjadérku (BRADY et al. 2004).
V burikach s vyssi hladinou NPM1 dochazi ke stabilizaci a tedy akumulaci ARF, naopak
inhibice syntézy NPM1 ma na ARF destabiliza¢ni efekt (KUO et al. 2004).

Oligomerizacni schopnost NPM1, zajisténa doménou na N konci, zUstava zachovdna
iu forem NPM1 se zménénou C-terminalni sekvenci. Dlsledkem interakce ARF a NPM1
s mutaci v C-terminalni doméné dochazi k presunu ARF do cytoplazmy. Tim je znemoznéna
regulace stability a aktivace p53, coz ma zfejmé vyznam v procesu leukemogeneze

(COLOMBO et al. 2006).

2.2.1.6 Posttranslac¢ni modifikace NPM1

Mezi nejbéinéjsi posttranslacni modifikace NPM1 patfi fosforylace, acetylace,
ubiquitylace a sumoylace (LINDSTROM 2011). Vzhledem k velkému poctu fosforylacnich mist
NPM1 (okolo 40), je vSak jeho nejvyznamnéjsi modifikaci fosforylace (LIM a WANG 2006,
MITREA a KRIWACKI 2012, RAMOS-ECHAZABAL et al. 2012).

Béhem interfaze byva S125, hlavni misto fosforylace nachazejici se ve stfedni Casti
proteinu, fosforylovan kaseinovou kindzou Il (CK2; casein kinase Il) (CHAN et al. 1986), coz
zvysuje pohyblivost NPM1 v jadérku (NEGI a OLSON 2006). V ¢asné fazi mitdzy protein kindzy
CDK1 a CDK2 zavislé na cyklinech B a E fosforyluji zbytky T199, T234 a T237 (SHINMURA et al.
2005, NEGI a OLSON 2006, citovano podle PETER et al. 1990). Tato fosforylace ma za
nasledek zmény ve struktufe NPM1 a narUst negativniho naboje zejména v C-termindlni
doméné. To vede ke snizeni afinity proteinu k NK. Béhem jednotlivych fazi mitdzy se méni

subceluldrni umisténi NPM1 (OCHS et al. 1983, DUNDR et al. 1997) (viz dale) a pravé
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fosforylace mlze byt faktorem regulujicim tyto lokalizacni zmény v pribéhu bunééného

cyklu (NEGI a OLSON 2006)

Jak jiz bylo poznamenano, fosforylace NPM1 pomoci CDK2 je dalezitym déjem, ktery
podminuje zahajeni duplikace centrozomu. Béhem mitdzy, ve fazi, kdy se rozpada jaderna
membrana, je NPM1 prfemistén do blizkosti centrozomu a specificky s nim asociuje. V pozdni
G1 fazi bunécéného cyklu fosforyluje komplex CDK2/cyklin E NPM1 na pozici T199.
Fosforylovany NPM1 disociuje od centrozomu a je zahdjena duplikace centrioly. V prabéhu
telofaze dochazi k opétné reasociaci NPM1 sobéma centriolami, ¢imz je zajisténo, Ze
nedojde k aberantni duplikaci (OKUDA 2002, SHINMURA et al. 2005). Serin-threoninova
polo-like kindza 1 je dalSi kindzou, ktera béhem mitézy fosforyluje NPM1, a to na pozici S4.
Podili se nejen na duplikaci centrozomu, ale také nasledné na segregaci chromozomu a

cytokinezi (ZHANG et al. 2004).

Fosforylace N-termindlni domény ma klicovou roli v jeho oligomerizaci (viz kapitola

Oligomerizace) (MITREA et al. 2014).

2.2.1.7 Transport

Nuklearni export mnoha proteini véetné NPM1 je zprostfedkovan exportnim
proteinem CRM1, zndmym také jako exportin 1 (STADE et al. 1997, WANG et al. 2005, YU et
al. 2006). Gen CRM1 byl poprvé identifikovan u kvasinek Schizosaccharomyces pombe,
unichZz jeho mutace zplsobovala deformace vchromozomovych strukturach (ADACHI
a YANAGIDA 1989). CRM1 zajistuje obecné export protein( prostfednictvim specifické
interakce s jejich NES motivem bohatym na leucin (FORNEROD et al. 1997, FUKUDA et al.
1997, STADE et al. 1997). Nezbytnou soucasti funkéniho exportniho komplexu je také
RanGTP (Ras-related guanosine triphosphate binding nuclear protein) (FORNEROD et al.
1997, RICHARDS et al. 1997).

Jak bylo uvedeno dfive, fyziologické NES NPM1 jsou slabé, coZ je jednim z dlvodd,
proc je schopnost exportu nemutovaného NPM1 do cytoplazmy omezena (BOLLI et al. 2007,
ARREGI et al. 2015). V rdmci sekundarni struktury proteinu je pfevazujicim typem usporadani
NES motiv( v N-termindlni doméné beta-skladany list (obr. 6) (LEE et al. 2007). Vzhledem

k tomu, Ze CRM1 rozpoznava a vaze NES v oblasti hydrofobniho Zlabku mezi dvéma helixy
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(DONG et al. 2009), mohla by byt sekundarni beta-struktura fyziologickych NES dlivodem
jejich slabé interakce s CRM1 (ARREGI et al. 2015). Nedavné in vivo experimenty potvrdily
nulovou exportni aktivitu tfetiho NES (ARREGI et al. 2015). Naopak NES vznikly mutaci v C-

terminalni doméné vykazuje silnou afinitu pro CRM1 (FALINI et al. 2006a).
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Obrazek C. 6. Sekunddrni struktura a aminokyselinovd sekvence N-termindlni domény (ptrevzato z LEE et al
2007)

Cervené Sipky B1-8 = sekundarni beta-struktura; pozice NES jsou 42-49, 94-102; zelené oznacené AMK
jsou mezi jednotlivymi variantami NPM konzervované

2.2.1.8 Mutace NPM1

Mutace NPM1 se vyskytuji vidy v heterozygotni formé (FALINI et al. 2005, FALINI et
al. 2007), v homozygotni jsou letalni (GRISENDI et al. 2005). Objevuji se s vyssi frekvenci
u Zen nez u muz(i (DOHNER et al. 2005, SCHNITTGER et al. 2005, THIEDE et al. 2006). Dosud
bylo identifikovano pfiblizné 60 rdznych typd mutaci NPM1, a to témér vyhradné v exonu 12
(velmi vzacné mUze dojit k mutaci v exonu 9 nebo 11) (MARIANO et al. 2006, ALBIERO et al.
2007, PITIOT et al. 2007, RAU a BROWN 2009, JEON et al. 2013). Molekularni podstatou
téchto mutaci jsou inzerce Ci delece malého mnoiZstvi bazi, jejichz pocCet neni nasobkem
3 (FALINI et al. 2005, FALINI et al. 2007). To ma za nasledek posun ¢teciho ramce a vznik
aberantniho proteinu s odliSnou AMK sekvenci (FALINI et al. 2005). U naprosté vétsiny
mutovanych forem NPM1 dochdzi ke ztraté AMK zbytkd W288 a W290, pfipadné pouze ke
ztraté W290, které jsou charakteristické pro NoLS. Dalsim ¢astym dUsledkem mutace je vznik
nového NES motivu v C-terminalni doméné, ktery interakci s CRM1 zvySuje ucinnost
transportu mutovaného proteinu do cytoplazmy (FUKUDA et al. 1997, FALINI et al. 2006a,
FALINI et al. 2007).

Delece tryptofanovych zbytkl ma za nasledek nespravné skladani (folding) C-

termindlni domény (GRUMMITT et al. 2008). To vede ke ztraté jeji afinity pro sekvence
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s G kvadruplexovou strukturou nachazejici se napfr. v ribozomalni DNA, superoxid dismutaze
¢i v promotoru genu MYC (FEDERICI et al. 2010, CHIARELLA et al. 2013). Vysledkem je
relokalizace NPM1 z jadérka do nukleoplazmy (NISHIMURA et al. 2002, WANG et al. 2005).
Bylo shledano, Ze delece W288 a/nebo pouze W290 koreluje s charakterem NES vzniklym na
zakladé mutace (BOLLI et al. 2007). Z toho vyplyva, Ze pro zajisténi ucinného jaderného
exportu mutantl je pfipadnd pritomnost W288 vyvazena nejsilnéjsim typem nové vzniklého
NES (BOLLI et al. 2007). Nejvice frekventovany NES u mutovanych forem NPM1 je tvoren
motivem L-xxx-V-xx-V-x-L a obvykle byva pfitomny u mutantl s obéma deletovanymi
tryptofany (FALINI et al. 2005, FALINI et al. 2007, RAU a BROWN 2009). Naopak zachovani
W288 byva asociovdno s obménami motivu L-xxx-V-xx-V-x-L, pficemz se typicky vyskytuje na
2. pozici misto V napf. L, fenylalanin, cystein ¢i methionin (FALINI et al. 2006a). Je zajimavé,
Ze pro cytoplazmatickou lokalizaci NPM1 je zasadni nejen NES vytvoreny mutaci, ale také

fyziologické NES na jeho N konci (FALINI et al. 2006a).

Nejdllezitéjsim faktorem pfi vybéru mutaci, jimiz se ve své diplomové praci zabyvam,
byla frekvence jejich vyskytu u pacientll s AML a predpokladand vnitrobunécna lokalizace
mutovanych forem. ProtoZze doposud nebylo objasnéno, zda pfi vzniku AML a pfi jeji 1écbé
hraje dllezitéjsi roli nefunkéni protein jako dlsledek mutace NPM1 ¢i zména lokalizace
interakénich partnerll NPM1 vyvoland aberantni lokalizaci mutNPM1, mlzZe byt vyznam
mutace pfimo umérny mire delokalizace mutNPM1.

Mutace A se u dospélych pacientli s mutNPM1 objevuje zhruba v 75-80 % ptipadu
(DOHNER et al. 2005, SCHNITTGER et al. 2005, VERHAAK et al. 2005, THIEDE et al. 2006),
u déti vsak tvofi pouze 11-50 % vSech mutaci NPM1 (CAZZANIGA et al. 2005, BROWN et al.
2007, MULLIGHAN et al. 2007, THIEDE et al. 2007, HOLLINK et al. 2009). Vznika jako
dlsledek duplikace tetranukleotidu TCTG v pozici 956-959 (obr. 6) (FALINI et al. 2005). V C-
terminalni doméné dochazi k deleci W288 i W290 a vytvorenym NES je jiz zminény
nejbéznéjsi motiv L-xxx-V-xx-V-x-L. U pacientll s touto mutaci je mutovany protein
lokalizovany v cytoplazmé (FALINI et al. 2005, FALINI et al. 2006a). Z klinického hlediska je
zajimavym typem mutace D zplsobena inzerci tetranukleotidu CCTG téZ v pozici 956-959.
Kdéduje protein o stejné primarni strukture jako mutace A, a proto maji podobny klinicky

dopad (FALINI et al. 2005, KOH et al. 2009)
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Mutace B je u dospélych s mutNPM1 druhym nejrozsifenéjSim typem mutace
s frekvenci vyskytu 4-11 % (DOHNER et al. 2005, SCHNITTGER et al. 2005, SUZUKI et al. 2005,
VERHAAK et al. 2005, FALINI et al. 2006b, THIEDE et al. 2006). V détské populaci vSak ¢etnost
vyskytu dosahuje az 67 % (THIEDE et al. 2007). U této mutace je v pozici 956-959 inzerovdn
usek 4 bazi CATG (obr. 6) (FALINI et al. 2005). | u této varianty, stejné jako u mutace A, chybi
oba tryptofanové zbytky a export zprostfedkovavd motiv L-xxx-V-xx-V-x-L (FALINI et al. 2005,
FALINI et al. 2006a). Ve ¢lanku (KOH et al. 2009) se spekuluje 0 moznosti zavislosti progndzy
onemocnéni na typu mutace. Dle této studie ma mutace typu B, na rozdil od mutace A,
nepfiznivou progndézu. Objasnéni lokalizace NPM1 nesouci mutaci B by tudiz mohlo vysvétlit
pfipadny vztah mezi prognézou a typem mutace.
ve stejném useku (obr. 6) (FALINI et al. 2005). NPM1 s touto mutaci se od predchozich
uvedenych mutant( lisSi predevsim nejednoznacnou vnitrobunécnou lokalizaci, kterd je
pravdépodobné zpUsobena zachovanim W288 (BOLLI et al. 2007). Ten udéluje proteinu
afinitu k jadérku a pro uUcinny transport mutovaného proteinu do cytoplazmy tedy musi
vzniknout C-termindlni NES s vysokou exportni aktivitou (BOLLI et al. 2007). Tim je u mutace
E motiv L-xxx-L-xx-V-x-L (FALINI et al. 2006a). Mutovany protein byl detekovan v cytoplazmé,
nukleoplazmé iv jadérku (BOLLI et al. 2007).
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2.2.1.9 Oligomerizace

Na zdkladé schopnosti mnoha chaperon( vytvaret oligomery se predpoklada, ze
oligomerizac¢ni vlastnosti NPM1 Uzce souviseji s jeho chaperonovou aktivitou (EHRNSPERGER
1998, s. 553-575, citovano podle HINGORANI et al. 2000, BRAIG et al. 1994, citovdno podle
HINGORANI et al. 2000). Jak jiz bylo uvedeno v kapitole Struktura NPM1, mezi oligomernim
stavem NPM1 a jeho chaperonovou aktivitou byla prokdzana korelace (HINGORANI et al.
2000). Pro tvorbu oligomerd NPM1 je nezbytna N-terminalni doména a v ni zejména dva
cysteinové zbytky C21 a C104 (PRINOS et al. 2011, HUANG et al. 2013). Mezi dvéma
extrémnimi strukturnimi stavy NPM1, tj. vysoce usporadanym stabilnim oligomerem
a neusporadanym monomerem, byl v N-koncové doméné zjistén polymorfismus. Rovnovaha
mezi pentametrem a monomerem je regulovana jak posttranslaénimi modifikacemi
(fosforylaci), tak intermolekularnimi interakcemi (MITREA et al. 2014). Fosforylace serinu,
tyrosinu a threoninu zvySuje negativni naboj proteinu a omezuje tak stabiliza¢ni efekt
kovovych kationtl na pentamer. Vysledkem této reakce je destabilizace oligomer( a jejich

rozpad na monomery (MITREA et al. 2014).

U NPM1 nesouciho mutaci v C-terminalni doméné z(istdva schopnost tvofit oligomery
zachovdna (HUANG et al. 2013). Podle studie Falini et al. 2006 mize mutNPM1 asociovat
s divokym typem (wt; wild type) NPM1 za vzniku heterodimer( (FALINI et al. 2006a). Funkce
wtNPM1 je u pacientld spadajicich do podskupiny AML s cytoplazmaticky lokalizovanym
NPM1 (NPMc+ AML) vyrazné utlumena, nebot nasledkem oligomerizace s mutovanou
formou dochdazi k relokalizaci ¢asti wtNPM1 do nukleoplazmy a cytoplazmy (obr. 8) (FALINI
et al. 2009). Je pravdépodobné, Ze stejnym mechanismem, tedy diky tvorbé
heterooligomer( obsahujicich wild type a mutovanou formu, se naopak ¢ast mutovaného

proteinu dostava do jadérka (BRODSKA et al. 2016).
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Obrazek ¢. 8. Mechanismus oligomerizace wtNPM a mutNPM a export heterodimerti do cytoplazmy
(prevzato z FALINI et al. 2009)

NPMm = mutovany NPM; NPMwt = wild type NPM; CRM1 = exportni protein; rizovy ctverec
= nemutovany W; Cerny Ctverec = mutovany W; modry obdélnik = NLS; oranZové kolecko = NES
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3 CILE

Hlavnim cilem této prace bylo popsat pomoci fluorescenéni mikroskopie
vnitrobunécnou lokalizaci NPM v zdvislosti na pfitomnosti mutaci charakteristickych pro

AML. Dil¢i cile byly uskute¢nény v téchto krocich:

1) Konstrukce vektoru s intaktnim genem pro NPM a 3 varianty rekombinantniho

proteinu NPM nesouciho mutace typu A, B a E.

2) Analyza lokalizace a chovani rekombinantnich proteind v rlznych expresnich

systémech pomoci konfokdlniho mikroskopu.

3) Analyza lokalizace rekombinantnich proteini pomoci imunofluorescenéniho

znaceni fixovanych bunék.

4) Porovnani hladiny exprese NPM v lyzatech pouzitych bunécnych linii.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material

4.1.1 Pouzité pristroje

Analytické vahy AE200 Comesa (Mettler)

Aparatura pro horizontalni agarézovou DNA elektroforézu EQ738 (Sigma)
Aparatura pro SDS-PAGE (SDS polyakrylamidovou gelovou elektroforézu) (Bio-Rad)
Bunsenuv kahan Fireboy plus (Integra Biosciences)

Centrifuga MiniSpin, rotor F45-12-11 (Eppendorf)

Centrifuga Biofuge pico (Heraeus)

Centrifuga T 62,1 (MLW)

CO, termostat MCO-19AIC (UV) (Sanyo)

Hybridizaéni inkubator ICP50 (Memmert)

Hybridiza¢ni pec ProBlot12 (Labnet)

Konfokalni mikroskop Olympus FV 1000 (Olympus)

Laboratorni predvazky Scout (Ohaus)

Laminarni box SafeFast 212D (Faster)

Laminarni box Faster Two 30 (Faster)

Michacka magnetickd s ohfevem (RCT basic)

Nanodrop ND-1000 Spectophotometer (Thermo Scientific)

PCR cykler MiniOpticon (Bio-Rad)

pH metr GMH 3530 (Greisiner)

Pritokovy cytometr LSRFortessa Analyzer (BD Biosciences)

Pfistroj pro detekci fluorescence a chemiluminiscence G:box Chemi XT4 (Syngene)
Rovnoramenné vahy (Chirana)

Semi-dry blotter (Sigma)

Susarna laboratorni mikrovinna (ETA)

Svarecka folii (ETA)

Svételny mikroskop (Biolar)

37



Systém dokumentacniho Bio-imaging (Syngene)

Systém pro zpracovani gel Processor Plus (GE Healthcare Life Sciences)
Transiluminator UV TFX-20M (Vilber lourmat)

Trepacka s inkubatorem KS 4000i control (IKA)

Trepacka Rotamax 120 (Heidolph)

Trepacka laboratorni LT2 (Kavalier)

Ultracentrifuga Sorvall WX90", rotor 42.2TI (Thermo Scientific)
Vafic elektricky (ETA)

Vortex V-1 plus (Biosan)

Vortex-Genie 2(Scientific Industries)

Vodni lazen (Lauda)

Zdroj elektrického napéti (Biorad)

Zdroj elektrického napéti VWR (Power Source)

Zdroj elektrického napéti PS4001-2 (Sigma-Aldrich)

4.1.2 Chemikalie

4.1.2.1 Chemikalie

Agardza (Sigma)

Akrylamid (Sigma)

Amonium persulfat (Sigma)

BamHI (Thermo Scientific)
Bisakrylamid (Serva)

Bromfenolovd modri (BFM) (Sigma)
dNTP (Qiagen)

Disodna sul kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA - Na,) (Sigma)
Dithiotreitol (DTT) (Sigma)

6x DNA Loading (Thermo Scientific)
Ethanol (Penta)

Ethidium bromid (EtBr)

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Fluka)



Fetdlni bovinni sérum (Biochrom)

Formaldehyd (Sigma)

Gel Red (Biotium)

Glukdéza (Penta)

Glycerin (Penta)

Glycerol (Dr. Kulich Pharma, s.r.o.)

Glycin (Penta)

Hindlll (Fermentas)

Hoechst 33342 (Invitrogen)

Hydroxid sodny (Penta)

Chlorid draselny (Sigma)

Chlorid horecnaty (Dr. Kulich Pharma, s.r.o.)

Chlorid sodny (Lach-Ner, s.r.0.)

Chlorid vdpenaty (Lachema)

Izopropanol (Dr. Kulich Pharma, s.r.o.)

Jet Prime - transfekéni Cinidlo (Polyplus transfection)
Jet Prime pufr (Polyplus transfection)

Kvasnic¢ny autolyzat (Dr. Kulich Pharma, s.r.o.)
Kyselina chlorovodikova (Penta)

Kyselina octovd 99% (Penta)

Kyselina fosfore¢na (Lachema)

LB broth (Sigma)

Methanol (Lach-Ner, s.r.0.)

Octan sodny (Penta)

Polymerdaza Pfu (Promega), EmeraldAmpGT PCR Master Mix (Takara)
Pufry pro restrikéni enzym: TANGO (Fermentas), BamHI (Thermo Scientific), Hindlll
(Fermentas); pro liga¢ni smés (New England BioLabs); pro Pfu polymerazu (soucasti kitu
Promega)

Sacharéza (Lach-Ner, s.r.0.)

Signal Enhancer (Invitrogen)

Siran horecnaty (Sigma)

Dodecylsulfat sodny (SDS) (Serva)



Substrat pro chemiluminescenci ECL™ (GE Healthcare)
T4 DNA ligdza (New England Biolabs)
N,N,N‘,N‘-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) (Sigma)
Triton X-100 (Serva)

0,4% Trypanova modfr (Sigma)

0,25% Trypsin-EDTA (Sigma)

Trypton (Sigma-Aldrich)

Tween (Sigma)

Xhol (Thermo Scientific)

Zivny agar (Dr. Kulich Pharma, s.r.o.)

4.1.2.2 Roztoky

PBS (Phosphate Buffered Saline): 40 g NaCl
1g KCl
14,5 g Na;HPO4-12H,0
1 g KH,PO,
pH bylo upraveno na 7,4 (H3PO4) a objem byl doplnén
dH,0do 51
2x Vzorkovy pufr redukujici: 0,12 g Tris, pH = 6,8 (upraveno HCI)
8 ml dH,0
0,4 g SDS
0,31 g DTT
2 ml glycerol
50 pl 1% BFM
STET: 2 g 8% sachardza
1,25 g 5% Triton X-100
2,5m| 500 mM EDTA — NaOH
1,25 mlI 500 mM Tris —HCI, pH =8
objem byl dopInén dH,0 do 25 ml
TE pufr (Tris/EDTA pufr): 10 mM Tris



Tekuté LB médium:

Agarové plotny:

1 mM EDTA

pH bylo upraveno na 7,4 (5M KOH)
10gLB
400 ml dH,0
20 mg Kan

rozdélit zhruba po 30 ml do Erlenmeyerovych banék

7,5gLB

5,8 g agar
320 ml dH,0
15 mg Kan

rozdélit zhruba na 12 misek

LB médium pro pripravu kompetentnich bunék: 10 g bacto-trypton

5 g kvasni¢ny autolyzat
5 g NaCl
50 mg Kan

objem byl doplnén dH,O0 do 1|

EDTA — NaOH (pH = 8): 14,6 g 500 mM EDTA, pH =8

TAE:

pH bylo upraveno na 8 (5M NaOH) a objem byl dopIlnén dH,0 do 100 ml

121 g TRIS

29 ml kyselina octova 99%

50 ml 0,5M EDTA, pH =38

objem byl dopInén dH,0 do 500 ml

SDS pufr pro horizontalni elektroforézu:  4,5g TRIS

Blotovaci pufr:

21,6 g glycin
1,5 g SDS
1,51dH,0
5,68 g glycin
11,62 g TRIS

400 ml methanol
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Akrylamid 30%:

Persiran amonny:

Pufr pro délici gel:

1500 ml dH,0
pH bylo upraveno na 9,2 (10M NaOH) a objem byl doplnén dH,0 do 2 |

29,2 g akrylamid

0,8 g bisakrylamid

25 ml glycerin

50 ml dH,0

roztok byl prefiltrovan pres filtracni papir a objem byl doplnén dH,0

do 100 ml

0,4 g persiran amonny ((NH4),S,0s)

18,1 g TRIS
0,4 g SDS

pH bylo upraveno na 8,8 (HCl) a objem byl dopIinén dH,0 do 100 ml

- dale se pouZiva v predpisu pro separaéni gel pod nazvem TRIS/SDS, pH = 8,8

Pufr pro zaostrovaci gel: 6,04 g TRIS

0,4 g SDS

80 ml dH,0

pH bylo upraveno na 6,8 (HCl) a objem byl dopInén dH,0 do
100 ml

- dale se pouZiva v predpisu pro zaostfovaci gel pod ndzvem TRIS/SDS, pH = 6,8

Separacni gel:

Pfevrstvovaci pufr:

5 ml dH,0

3,75 mI TRIS/SDS, pH = 8,8
6,25 ml 30% akrylamid

10 pl TEMED

20 pl persiran amonny

3,75 ml dH,0
1,25 ml TRIS/SDS, pH = 8,8
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Zaostrovaci gel: 6,2 ml dH,0
2,5 ml TRIS/SDS, pH = 6,8
1,3 ml 30% akrylamid
10 pl TEMED

20 pl persiran amonny

DMEM médium se sérem: 510 m| DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
obsahujiciho glutamin (Sigma)
5 ml smés antibiotik (penicilin + streptomycin)
50 ml fetalni teleci sérum (FCS)

RPMI médium se sérem: 500 ml RPMI 1640 medium (Roswell Park Memorial Institute)
(Sigma)
10 ml 200 mM glutamin
5 ml smés antibiotik (penicilin + streptomycin)

50 ml fetalni teleci sérum (FCS)

SOC médium: 0,029 g 10 mM NacCl
0,0093 g 2,5 mM KCl
0,102 g 10 mM MgCl,
0,123 g 10 mM MgSO,
0,198 g 20 mM glukdza
0,25 g 0,5% kvasniény lyzat
1g 2% trypton
pH bylo upraveno na 7,0 (NaOH) a objem byl doplnén dH,0 do 50 ml

4.1.3 Vektory

peGFP_C2: plazmid pro expresi proteind znacenych fluorescenénimi proteiny, ktery
obsahuje SV40 promotor, gen pro zeleny fluorescencni protein (eGFP;
Green fluorescent protein) a geny pro rezistenci ke Kan nebo neomycinu.
Pro vloZeni genu pro nukleofosmin a nasledné i jeho mutované formy A, B,

E byla vyuzZita restrikéni mista BamHI a Xhol. Selekce byla provedena
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pomoci kan'. Mapa plazmidu je na obr. 9. (poskytnut Doc. D. Stafikem, PhD;
Ustav molekularni genetiky, Akademie véd AV CR)
peGFP_C23: plazmid peGFP_C2 se zaklonovanym nukleolinem pouzity jako zdroj
sekvence vektoru pro zaklonovani inzertu, tj. rdznych forem NPM,
zdlvodu jasné odlisitelnosti pavodniho a cilového plazmidu (poskytnut
RNDr. A. Holoubkem PhD., Oddéleni proteomiky, Ustav hematologie
a krevni transfuze UHKT)
pmRFP1_C2: viz peGFP_C2, ale znaceny cervenym fluorescenénim proteinem mRFP1
(RFP; red fluorescent protein)
pmRFP1_C23: viz peGFP_C23, ale znaCeny ¢ervenym fluorescenénim proteinem mRFP1
pPmMRFP1_wtNPM: viz peGFP_C2, ale znaceny RFP a obsahujici zaklonovany gen pro NPM
(zcDNA  knihovny Jurkat Library (Origene), poskytnut RNDr.
A. Holoubkem PhD., Oddé&leni proteomiky, Ustav hematologie a krevni

transfuze UHKT)
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Obrazek €. 9. Mapa vektoru eGFP-C2 (ptevzato z
http://www.snapgene.com/resources/plasmid_files/fluorescent protein_genes and plasmids/pEGFP-C2/)

4.1.4 Bunécné linie

Bunécna linie Hela:

Bunécna linie HEK293T:

Bunecna linie NIH 3T3:

lidska bunécnd linie odvozena od nadorovych bunék pacientky
s rakovinou déloZniho Cipku (poskytnuto doc. RNDr. J. Malinskym,

PhD.; Ustav experimentélni mediciny AV CR)

lidska bunécna linie odvozena zembryonadlnich bunék ledvin
s pfidanym genem pro velky T antigen polyomaviru SV40, jenz
umoznuje replikaci plazmidl obsahujicich replikaéni po¢atek SV40
(poskytnuto RNDr. S. Némeckovou, DrSc.; Oddéleni imunologie,

Ustav hematologie a krevni transfuze UHKT)

stabilni bunécna linie mysich fibroblastl (poskytnuto PhDr. M.

Jirouskovou, PhD.; Ustav molekularni genetiky AV CR)
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4.1.5 Bakterialni kmeny

Escherichia coli Top10 Chemically Competent: (Invitrogen)

4.1.6 Kity

PureYield™

Plasmid Miniprep System (Promega): kit pro izolaci plazmidové DNA z malého
mnozstvi bakterialni kultury
protokol -

https://www.promega.com/~/media/files/resources/protcards/pureyield%20plasmid%20

miniprep%20system%20quick%20protocol.pdf

PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen): kit pro izolaci DNA z agarézového gelu
protokol -

https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/purelink quick gel extraction kit

qrc.pdf

4.1.7 Primery pro PCR reakce

Primery byly navrzeny pomoci verejné dostupného nastroje Primer Blast databaze

Pubmed. Nasledné byly doplnény o pfislusna restrikcni mista a sekvence s mutacemi.

4.1.7.1 Primery pro mutagenni PCR

NPM_wt_F: 5  AAA AAACTCGAG CAT GGAAGATTICGATGGACATG 3

Cervené je vyznacéeno restrikéni misto pro Xhol, zelené iniciaéni kodon, podtrzena ¢ast
odpovida vlastnimu primeru pro PCR reakci

NPM_mutA_R: 5'AAT TAA GGA TCCACT ATTTTC TTA AAG AGA CTT CCT CCA CTG CCA
GAC AGA GAT CTT GAATAG CCTCTT GGT CAG 3

Cervené je vyznacéeno restrikéni misto pro BamHI, modFe stop kodon, fialové baze uvadéné
u mutace A, podtrzena ¢ast odpovida vlastnimu primeru pro PCR reakci
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NPM_mutB_R: 5°AAT TAA GGA TCCACT ATTTTC TTA AAG AGA CTT CCT CCA CTG CCA
TGC AGA GAT CTT GAATAG CCT CTT GGT CAG 3

Cervené je vyznaéeno restrikéni misto pro BamHI, modFe stop kodon, fialové baze uvadéné
u mutace B, podtrzena ¢ast odpovida vlastnimu primeru pro PCR reakci

NPM_mutE_R: 5" AAT TAA GGA TCC ACT ATT TTC TTA AAG AGA CTT GGG CAA GAG
ACT GCC AGA GAT CTT GAA TAG CCT CTT GGT CAG 3

Cervené je vyznaéeno restrikéni misto pro BamHI, modFe stop kodon, fialové baze uvadéné
u mutace E, podtrZzena ¢ast odpovida vlastnimu primeru pro PCR reakci

4.1.7.2 Primery pro sekvenacni PCR

sekvenacni reverse primer (5 uM) (IDT): ATGTTTCAGGTTCAGGGGGA
sekvenacni forward primer (5 uM) (IDT): ACTACCTGAGCACCCAGT

4.1.8 Antibiotika

Kanamycin (Kan): pouzivana konecéna koncentrace 50 pg/ml (Gibco)
Penicilin streptomycin (Sigma)
4.1.9 Protilatky

4.1.9.1 Primarni protilatky

GFP (B-2): mySi monoklonalni protilatka proti eGFP, pro western blot fedéno 1:1000,
pro imunofluorescenci fedéno 1:50 v 0,2% roztoku Tween20 v PBS(PBS-TW)
(Santa Cruz Biotechnology)

B23 (E-3): mySi monoklonalni protilatka pro epitop mezi AMK 253-294 NPM1, pro
western blot fedéno 1:500 (Santa Cruz Biotechnology)

B23 (3F291): mysi monoklonalni protilatka proti N konci NPM1, pro western blot fedéno
1:1000, pro imunofluorescenci fedéno 1:50 v PBS-TW (Santa Cruz
Biotechnology)

B23 (7H10B9): mysi monoklonalni protilatka proti rekombinantnimu lidskému NPM1, pro
imunofluorescenci fedéno 1:50 v PBS-TW (Santa Cruz Biotechnology)

B-actin (C4): mysi monoklonalni protilatka proti B-aktinu, pro western blot fedéno 1:1000
(Santa Cruz Biotechnology)
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4.1.9.2 Sekundarni protilatky

Kozi imunoglobuliny namifené proti mysim imunoglobulinim konjugované s peroxidazou,
pro western blot fedéno 1:50000 (ThermoFischer)

Kozi sekundarni protilatka konjugovana s Alexa Fluor 647 namifena proti mysim
imunoglubuliniim, pro fixaci fedéno 1:200 v PBS-TW (Invitrogen)

4.1.10 Markery molekulovych vah

4.1.10.1 DNA marker molekulovych vah

GeneRuler™ DNA ladder Mix (Fermentas): 100 - 10000 bp
Easy ladder Il (Bioline): 500 - 5000 bp (kazdy band odpovida 50 ng DNA)

4.1.10.2 SDS-PAGE marker molekulovych vah

Pink protein Ladder (Biosystems): asi 10— 175 kDa

4.2 Metody

4.2.1 Sterilizace

Roztoky byly sterilizovany ve sterilizatoru Tuttnaver 2540EL (20 min, 121 °C). Spicky
k mikropipetam, mikrozkumavky a paratka byly sterilizovany v autoklavu STERIVAP 636 1ED
(20 min, 105 kPa, 121 °C). Sklenéné pipety a chemické sklo uzaviené pomoci aluminiového
obalu byly sterilizovany ve sterilizatoru Stericell (2 hod, 180 °C). Mikrobiologické klicky byly

sterilizovany plamenem.

4.2.2 Prace s bakterialnimi kulturami

4.2.2.1 Kultivace bakterii

Kultivace bakterii probihala pfes noc na agarovych plotnach s LB médiem (viz kapitola
Material) v termostatu pfi 37 °C nebo v tekutém LB médiu (viz kapitola Material)

v temperované orbitdlni tfrepacce pfi 37 °C.
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Bakterie Escherichia coli Top1l0 z konzervy byly zaockovany do 20 ml LB média.
Suspenze byla inkubovana za intenzivniho tfepani (230 rpm) ptes noc pfi 37 °C. Nasledujici
den byl zaockovan 1 ml ziskaného inokula do 100 ml LB média v barice o objemu
11a suspenze byla nasledné kultivovana opét za intenzivniho tfepani pfi 37 °C, aby vysledna

opticka denzita kultury byla pfi 590 nm zhruba 0.D.>%°

~ 0,375. Poté byla barika s kulturou
inkubovana 10 min vledové tfisti. Nasledné byla suspenze rozdélena do dvou 50 ml
centrifugacnich zkumavek a centrifugovana 10 min pfi 10000 g a 4 °C. Pelet v kaidé
centrifugacni zkumavce byl resuspendovan ve 25 ml vychlazeného sterilniho roztoku CaCl,
(100 mM CaCly, pH = 8) a suspenze asepticky prevedena do jedné 50 ml centrifugacni
zkumavky. V ni byla suspenze nasledné inkubovana 20 min na ledu. Pak byla centrifugovana
10 min pfi 10000 g a 4 °C a pelet byl resuspendovan ve smési 1,75 ml ledového roztoku CaCl,
a 0,75 ml glycerolu. Suspenze byla rozdélena po 100 pl do vychlazenych sterilnich 1,5 ml

mikrozkumavek, inkubovana 30 min na ledu a poté uchovana v -80 °C. Kompetence bakterii

byla ovéfena zkusebni transformaci plazmidové DNA.

4.2.2.2 Trasformace plazmidové DNA do kompetentnich bakterii E. coli

Mikrozkumavka se 100 pl chemicky kompetentnich bunék zamrazenych v -80 °C se
nechala mirné roztat na ledu po dobu asi 2 min. Poté bylo k témto burikam za opatrného
michani Spickou mikropipety pfiddno 5-10 pl ligacni smési. Nasledné byla smés inkubovana
20-40 min na ledu. Umisténim mikrozkumavky s burikami na 50 s do 42 °C byl proveden
teplotni Sok (heat shock), po némz nasledovalo okamzité zchlazeni mikrozkumavky na ledu
po dobu nékolika min. K bufikdm pak bylo opatrné pfiddno 450 pl SOC média (viz kapitola
Material) a takto byly inkubovany 1 hod na tfepacce pfi 37 °C. 80 pl, 160 pl a zbytek bunécné
suspenze byl vyset sterilni mikrobiologickou klickou na 3 agarové plotny s Kan (viz kapitola

Material). Tyto misky byly inkubovany pres noc v termostatu pti 37 °C.

4.2.2.3 Priprava konzerv z bakterii E. coli

Bakterie byly pfes noc inkubovdny v tekutém LB médiu s antibiotikem (viz kapitola
Material) pfi 37 °C za stalého tfepani (230 rpm). Z takto kultivované bakterialni kultury bylo

nasledné podle potfeby odebrano po 850 ul do pfipravenych sterilnich plastovych
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mikrozkumavek a ke kazdé alikvoté bylo pridano 200 pl glycerolu. Po jemném promichani

byly konzervy uloZzeny do -80 °C.

4.2.3 Prace s DNA

4.2.3.1 Priprava gena obsahujicich mutace

Pro pfipravu genll nesoucich mutace A, B a E byla pouzita PCR. Forward primery byly

navrzeny tak, aby specificky hybridizovaly s N koncem NPM. Reverse primery byly

konstruovany tak, aby obsahovaly danou mutagenni sekvenci. Oba primery ddle obsahovaly

restrikéni mista, pro Xhol ve forward primeru a pro BamHI v reverse primeru (viz kapitola

Material). Vychozi templat pro PCR - mRFP1_wtNPM - jsem méla k dispozici (viz kapitola

Material). Prvni PCR reakce vyuZivajici Tag DNA polymerdzu byla provedena pro ovéreni

specifity a funkénosti navrzenych primerU. Teplotni protokoly jsou uvedeny v Tabulce ¢. 5

ac. 6.

PCR reakéni smés 1.: 0,5 pl 100x fedény templat (mRFP1_wtNPM; c = 351,8 ng/ul)

PCR reakcni smés 2.:

1 pl forward primer (c =5 uM), zdsobni roztok ¢ = 100uM 20x fedény
1 pl reverse primer (c = 5 uM), zasobni roztok ¢ = 100uM 20x fedény
10 ul demiH,0

12,5 pl Master mix EmeraldAmpGT (Takara, obsahuje Tag DNA
polymerazu)

2 pl 100x redény templat (mRFP1_wtNPM; ¢ = 351,8 ng/ul)

2 ul forward primer (c =5 uM), zasobni roztok ¢ = 100uM 20x fedény
2 pl reverse primer (c = 5 uM), zdsobni roztok ¢ = 100uM 20x fedény
38 ul demiH,0

1 pl ANTP

5 ul 10X pufr pro Pfu polymerazu (Promega)

0,8 ul Pfu polymeraza (Promega)

Rozvarenim 0,5 g agardzy v 50 ml TAE pufru byl pfipraven 1% gel, na ktery bylo

naneseno 5 pl vzorku v pfipadé amplifikace Taq polymerazou v EmeraldAmpGT Master mixu

s pfidanou barvickou nebo 2 pl vzorku s 1 pl nandSeci barvy (6X Loading Dye, Thermo

Scientific), 5 pl markeru GeneRuler™ DNA ladder Mix a p¥ipadné 5 pl markeru Easy ladder I
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pro kvantifikaci. Elektroforéza probihala pfi napéti 95 V po dobu 1 hod 30 min a nasledné byl
gel vlozen na 60 min do lazné s EtBr. Koncentrace produktu byla odhadnuta pomoci
agardzové gelové elektroforézy za pouziti dokumentacniho systému Bio-imaging a programu

Aida Image Analyzer pro analyzu ziskaného obrazu.

Tabulka €. 5. PCR program pro ovéreni specifity navrZenych primera

Teplota Cas Pocet cyklh
95°C 5 min
95 °C 1 min
58 °C 0,45 min 35x
72°C 1 min
72 °C 10 min

Tabulka €. 6. PCR program pro amplifikaci sekvence NPM s rliznymi mutacemi

Teplota Cas Pocet cyklh
95°C 2 min
95°C 1 min
58 °C 0,5 min 35x
72°C 2 min
72 °C 10 min

4.2.3.2 Stépeni DNA restrikénimi enzymy

Restrikéni endonukleazy rozpoznavaji specifické, kratké useky na DNA a jsou schopny

rozstépit dsDNA v téchto mistech. Kazda reakce obsahovala 2 pul BamHI, 1 pl Xhol, 8 pl 10X
Yellow Buffer a pokud to koncentrace PCR produktu umoznila, 2 pug DNA. Celkovy objem
reakce byl pokazdé doplnén dH,0 na 42 pl. Restrikéni smés byla inkubovana 3-3,5 hod pfi 37
°C.
Restrikéni smés:

wt NPM + vektor_mRFP1 8,5 ul plazmid mRFP1_wtNPM (c = 242,6 ng/ pl)

vektor_GFP 1 ul plazmid peGFP_C23 (c = 2 pg/ul)

vektor_RFP 1,4 pl plazmid mRFP1_C23 (c = 1,5 pg/ul)

pro pfipravu mut A: 25 pl mutNPM_A (c = 107,5 ng/pl)
pro pfipravu mut B: 22 pl mutNPM_B (c = 111,5 ng/ul)
pro pfipravu mut E: 25 pl mutNPM_E (c = 53 ng/ul)
4 ul plazmid peGFP_mutNPM_E (c = 494,8 ng/ul)
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4.2.3.3 Agarézova gelova elektroforéza a izolace DNA z gelu

DNA fragmenty byly separovany na zakladé velikosti pomoci agarézové gelové
elektroforézy. Rozvarenim 0,5 g agardozy v 70 ml TAE pufru byl pfipraven 0,7% gel. Kazdy
vzorek byl smichan s 8 ul 6X Loading Dye a nanesen do dvou jamek ztuhlého gelu.
Elektroforéza probihala pfi napéti 95V po dobu 1 hod 15 min. Nasledné byl gel vloZzen na
40-50 min do lazné sEtBr. Pozadované DNA fragmenty byly detegovany na UV
transluminatoru, vyfiznuty zgelu a izolovdny a precidtény kitem Purelink™ Quick Gel

Extraction Kit (viz kapitola Material) dle pokyn(i vyrobce.

Izolované a precisténé DNA fragmenty byly separovany na zakladé velikosti pomoci
agardzové gelové elektroforézy. Rozvarenim 0,5 g agardzy v 50 ml TAE pufru byl pfipraven
1% gel. 2 pl vzorku byly smichany s 1ul 6X Loading Dye a 4 ul H,0, ddle bylo naneseno 5 pl
markeru Easy ladder Il a 5 pl markeru GeneRuler™ DNA ladder Mix. Elektroforéza probihala
pfi napéti 95V po dobu 1 hod 15 min. Nasledné byl gel vlozen na 55 min do lazné s EtBr.
Pozadované DNA fragmenty byly detegovany systémem dokumentacniho Bio-imaging
a vysledné obrazové soubory nasledné kvantifikovany na pocitaci programem Aida Image

Analyzer srovnanim s kvantifikanim markerem Easy ladder II.

4.2.3.4 Klonovani mutovanych genti do piislusnych plazmidi

Integrace inzertu do vektoru se provadi tzv. ligaci pomoci enzymu T4 DNA ligdza. Na
zakladé vysledkd kvantifikace DNA a pomér( molekuldrnich hmotnosti vektoru a inzertu byla
nastavena koncentrace slozek ligacni reakce tak, aby jejich vysledny pomér byl inzert:vektor
= 3:1. Kazda ligacni smés obsahovala 4 pl pufru pro T4 DNA ligazu a 1 ul T4 DNA ligazy.
Objem reakce byl pokazdé doplnén dH,0 na 41 pl. Ligace probihala 6 hod pfi 16 °C. Poté byla
T4 DNA ligadza inaktivovana 10 min pfi 65 °C a do smési byly pfidany 4 ul NaAc a 100 pl
ethanolu pro vysrazeni DNA. Ligacni smés byla mirné protfepana a ponechana v -20 °C do
nasledujiciho dne.

Pokud byl néjaky konstrukt pouzit jako vychozi pro dalsi Stépeni a ligaci, jeho
sekvence byla vidy pred dalSim klonovanim ovérena sekvenovanim.

LigaCni smés: eGFP_wtNPM 22 ulinzert (c = 16,6 ng/ul)
14 pl vektor (c = 74 ng/pl)
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e GFP_mut A 5 ulinzert (ca = 107,5 ng/pl)
14 pl vektor (c = 74, ng/ul)
eGFP_mut B 4,5 plinzert (c = 111,5 ng/ul)
13,5 ul vektor (c = 74 ng/ul)
MRFP1_mutA 5 ulinzert (ca = 107,5 ng/pl)
15 pl vektor (c = 69,7 ng/ul)
MRFP1_mutB 5 ulinzert (c=111,5 ng/ul)
15 pl vektor (c = 69,7 ng/ul)
e GFP_mutE 10 pl inzert (c = 50,5 ng/ul)
22 ul vektor (c = 29,3 ng/ul)
MRFP1_mutE 22 ulinzert (c = 14,8 ng/ul)
11 pl vektor (c = 50,7 ng/ul)

4.2.3.5 Transformace kompetentnich bunék E. coli teplotnim Sokem

Nasledujici den byla ligaCni smés centrifugovana 30 min pfi 10000 g a 4 °C.
Supernatant byl odebran a pelet se nechal susit pfi laboratorni teploté asi 30-50 min.
V pfipadé mutanta typu E byla pro linearizaci nezddoucich plazmidl namichana restrikéni
smés s enzymem Hindlll. Ta byla s ligani smési inkubovana 2 hod pfi 37 °C. Pro inaktivaci
enzymu Hindlll byla mikrozkumavka inkubovana 20 min v 80 °C. Smés pak byla protfepana
a kratce zcentrifugovana. Dale viz kapitola Trasformace plazmidové DNA do chemicky
kompetentnich bakterii E. coli.

Restrikéni smés: ligacni smés — vysuseny pelet
18 ul H,0
2 ul Red Buffer (vysledna koncentrace 1X)
0,5 pl Hindlll

4.2.3.6 Izolace plazmidové DNA pomoci ,Boiling miniprep“

Pro orientacni testovani pozitivnich transformantld E.coli byla plazmidovd DNA

izolovdna metodou ,,Boiling miniprep” (modifikovdno podle SAMBROOK et al. 1989).

53



Z agarovych ploten byly nahodné vybrany kolonie a sterilné paratkem preneseny na
dalsi agarové plotny s Kan. Ty byly inkubovany pfes noc pfi 37 °C a nasledné ulozeny
v lednici. Pro dalsi analyzu byly jednotlivé klony opét sterilné preneseny na agarové plotny
s Kan a inkubovany pres noc pfi 37 °C. Nasledujici den byly narostlé bakterie paratkem
odebrany a resuspendovany v200 pl STET (viz kapitola Materidl) v nesterilnich
mikrozkumavkach. Vzorky byly dlikladné promichany a pak byly inkubovadny 50 s ve vrouci
vodeé. Po vychladnuti byly centrifugovany 8 min pri 10000 g. Paratkem byl odstranén pelet a
k supernatantu byl pfidan pfiblizné stejny objem izopropanolu. Mikrozkumavky byly kratce
prudce promichdny a na 1,5 hod inkubovany v -20 °C. Po uplynulé dobé byly centrifugovany
8 min pfi 10000 g a 4 °C, pipetou byl odstranén supernatant a pelet se nechal susit pfi
laboratorni teploté asi 40 min. Na zavér bylo k sedimentu ptidano 20-25 pl TE pufru (viz
kapitola Materidl) a vzorky byly separovany a analyzovany podle velikosti pomoci agarézové

gelové elektroforézy.

V pfipadé mutantd typu A a B bylo provedeno kontrolni restrikéni Stépeni pozitivnich
klonli enzymy BamHI a Xhol. Klony, které se jevily po tomto $tépeni jako pozitivni, byly
nasledné pouzity pro izolaci kitem Promega. Restrikéni smés byla inkubovana 2 hod pfi 37 °C.
Restrikéni smés: 8 ul H,0

4 ul Yellow Buffer

4 ul testovaného plazmidu nesouciho NPM s mutaci typu A nebo B
1 pl Xhol

2 ul BamHI

4.2.3.7 Izolace plazmidu ve vysoké Cistoté pomoci kitu Promega

Klony vybrané pfi testovani byly preneseny za pouZiti kahanu, mikrobiologické klicky
a sterilniho pardtka na agarové plotny sKan (viz kapitola Materidl) a rozetfeny do
jednotlivych kolonii. Plotny pak byly inkubovany pfi 37 °C pres noc. Nasledujici den byla
vybrand monokolonie zaockovana do tekutého LB média s Kan (viz kapitola Materidl) a
inkubovana na trepacce pfi 37 °C pres noc. Dalsi den byly z narostlé kultury pfipraveny
konzervy pro dal$i uchovani jednotlivych klond v -80 °C a plazmidova DNA z narostlého

dTM

inokula byla izolovana pomoci kitu PureYiel Plasmid Miniprep System podle navodu (viz

kapitola Materidl) s jednou zménou - pred krok 10 byla zafazena centrifugace
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mikrozkumavek s kolonkami a odsatym supernatantem po dobu 1 min pfi 5500 g pro

dlkladné odstranéni promyvaciho roztoku.

4.2.3.8 Spektrofotometrické metody

Vysledna koncentrace a Cistota DNA byla vZdy zjisStovdna pomoci pfistroje ND-1000
Spectophotometer (NanoDrop). Spektrofotometr byl ocistén dH,0. Pro kalibraci pfistroje
bylo naneseno 5 pul dH,0 a jako blank 2ul dH,0. Nasledné byla zméfena koncentrace
izolované DNA, pricemz byly naneseny vzdy 2 ul vzorku. Koncentrace DNA vcetné jeji Cistoty

byla uréena pomoci softwaru NanoDrop 1000 V3.8.1.

4.2.3.9 Sekvenace

Sekvenacni analyza byla provedena Laboratofi sekvenace DNA (PfF UK), ktera

k sekvenovani vyuziva 3 analyzatory firmy Applied Biosystems - ¢tyrkapilarni 3130 Genetic
Analyzer, Sestnactikapilarni 3130xlI Genetic Analyzer a dvacetictyrkapilarni 3500 Genetic
Analyzer. Vzorky pro sekvenacni reakci byly pfipravovany do 0,2 ml tenkosténnych
zkumavek.
Reakéni smés: 1 ul plazmid o koncentraci = 300 ng/1 reakce

1 pl sekvenacni reverse primer (5 uM)

1 pl sekvenacni forward primer (5 pM)

6 ul demineralizované H,0 (demi H,0)
4.2.4 Prace s tkanovymi kulturami
Pozn.: Média, PBS, transfekéni Cinidlo a pufr je nutno pred pouzitim vytemperovat na
laboratorni teplotu; 0,25% trypsin-EDTA je nutno pfedehfat na 37 °C.

4.2.4.1 Prace s kulturou bunécné linie HEK293T

4.2.4.1.1 Pasazovani

Z konfluentné porostlé kultivaéni lahvitky o plode 25 cm” bylo odsato DMEM médium

se sérem (viz kapitola Materidl). Burniky byly rychle a kratce oplachnuty 2 ml 0,25% trypsin-
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EDTA a nasledné inkubovany v 0,5 ml 0,25% trypsin-EDTA pfi laboratorni teploté, dokud se
neuvolnily ode dna kultivaéni lahvicky (asi 20 s). K uvolnénym burikdm bylo pfidano 10 ml
DMEM média se sérem pro zablokovani trypsinu a buriky byly resuspendovany opakovanym
protazenim sklenénou pipetou. Suspenze byla prenesena do 50 ml centrifugacni zkumavky
a centrifugovana 5 min pfi 300 g. Médium bylo odsato, k peleté bylo pfidano 5 ml nového
DMEM média se sérem a bunky byly resuspendovany opakovanym protazenim sklenénou
pipetou. Ze vzniklé suspenze bylo odebrano 0,5 ml do nové sterilni kultivacni nadoby

a Setrné promichano s 10 ml DMEM média se sérem. Pasaz byla provadéna 3x do tydne.

4.2.4.1.2 Pocitani bunék

Ze suspenze bunék ziskané po resuspenzi pelety béhem pasazovani bylo odebrano
18 pl a smichano v mikrozkumavce s 18 pl 0,4% roztoku trypanové modfi. Tato smés pak byla
nanesena na obé strany Bilrkerovy komurky a pod svételnym mikroskopem byly spocitany
zivé bunky. Z toho byla uréena koncentrace bunék (viz vzorec nize) a stanoven pozadovany

pocet bunék na miskach.

Vzorec pro vypocet poc¢tu bunék (http://chel.lfl.cuni.cz/html/TK.pdf) >

P=(Nx D x 1000) / (H xS), kde:
P = je pocet bunék na 1 ml suspenze; N = je celkovy pocet bunék; D = 2 (fedéni suspenze);

H=0,1 (hloubka kom(rky v mm); S = je pocet ¢tvercl

Na misky o priméru 29 mm byly vysety 2 ml kultury o koncentraci 120000 bunék/ml.

4.2.4.1.3 Transfekce rekombinantnim plazmidem

Transfekce bunék plazmidovou DNA byla provedena chemicky za pouZiti
transfekéniho Cinidla jetPrime (Polyplus transfection) a prislusSného pufru jetPrime buffer. Ve
sterilni mikrozkumavce byla pfipravena transfekéni smés o slozeni 100 pl jetPrime pufru,
1 pg plazmidové DNA a 2 pl Cinidla jetPrime. Tato smés byla vortexovana po dobu asi
15 s a potom inkubovana 20 min pfi laboratorni teploté. Poté byla po kapkach pfidana do
2 ml kultury bunék o 60-80% konfluenci narostlé v miskach o priméru 29 mm se dnem

tvorenym krycim sklickem pro mikroskopii (In Vitro Scientific). Nasledovala inkubace 4 hod
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pfi 37 °C. Po uplynuti této doby bylo médium odsato, k bunkam bylo pfidano cerstvé

médium se sérem a misky byly inkubovany 24 hod a vice pfi 37 °C.

4.2.4.1.4 Neprima imunodetekce

Bunikdm transfekovanym plazmidovou DNA (peGFP_mutNPM_A) bylo druhy den po
transfekci odebrano médium, byly 2x oplachnuty PBS (viz kapitola Materidl) a fixovany
v 250 pl 4% formaldehydu v lednici prfes noc. Nasledujici den byly opét 2x oplachnuty PBS
a pro permeabilizaci byly na 10 min inkubovany s 200 ul 0,2% Tritonu X-100. Poté byly
promyvany 3x 5 min v PBS-TW. Pro omezeni nespecifit byly pfidany 3 kapky Signal
Enhanceru (soucast SFX Kitu obsahujiciho fluorescen¢né znacenou sekundarni protilatku). Po
30 min plsobeni tohoto Ccinidla byly buriky opét promyty 3x 5 min v PBS-TW. Pak byla
pridana primarni mysi protildtka v pfislusném tedéni (viz kapitola Material), buriky s ni byly
inkubovany 1 hod a po uplynulé dobé promyty 3x 5 min PBS-TW. Nasledovala inkubace se
sekundarni anti-mysi protildtkou Alexa Fluor 647 v pfislusném fedéni (viz kapitola Material) a
1ul ImM barviva Hoechst33342, pficemz inkubace probihala ve tmé a po dobu 1 hod. Na
zavér byly bunky promyvdny 2x 5 min v PBS-TW a zality PBS. Poté byly pozorovany

konfokalnim mikroskopem.
4.2.4.2 Prace s kulturou bunécné linie HeLa

4.2.4.2.1 Pasazovani

Z konfluentné narostlé kultivaéni nadoby o plose 25 cm? bylo odsato RPMI médium se
sérem (viz kapitola Material). Buriky byly 2x oplachnuty 10 ml PBS (viz kapitola Material)
a nasledné inkubovany 2,5 min v 0,5 ml 0,25% trypsin-EDTA pfi teploté 37 °C, dokud se
neuvolnily ode dna kultivaéni nadoby. K uvolnénym burikdm bylo pfidano 10 ml RPMI média
se sérem a bunky byly resuspendovany opakovanym protazenim sklenénou pipetou.
Suspenze byla pfenesena do 50 ml centrifugacni zkumavky a centrifugovana 5 min pfi 300 g.
Médium bylo odsato, k peleté bylo pfidano 10 ml nového RPMI média se sérem a buriky byly
resuspendovany opakovanym protazenim sklenénou pipetou. Ze vzniklé suspenze bylo
odebrano 1-1,5 ml do nové sterilni kultivacni nadoby a Setrné promichano s 10 ml RPMI

média se sérem. Pasaz byla provadéna 3x do tydne.
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4.2.4.2.2 Pocitani bunék

Pocitani HelLa probiha stejnym zpUsobem jako HEK293T s vyjimkou stanoveni

koncentrace bunék pro vyseti na misky na 100000 bunék/ml.

4.2.4.2.3 Transfekce rekombinantnim plazmidem

Transfekce Hela probihd stejnym zplsobem jako HEK293T.

4.2.4.2.4 Fixace

Fixace Hela probiha stejnym zplsobem jako HEK293T.

4.2.4.3 Prace s kulturou bunécné linie NIH 3T3

4.2.4.3.1 Pasazovani

Pasdzovani NIH 3T3 probiha stejnym zplisobem jako HEK293T s rozdilem v délce
pusobeni trypsinu, ktera trva zhruba 1 min.
4.2.4.3.2 Pocitani bunék

Pocitani NIH 3T3 probihd stejnym zplisobem jako HEK293T s vyjimkou stanoveni
koncentrace bunék pro vyseti na misky na 100000 bunék/ml.

4.2.4.3.3 Transfekce rekombinantnim plazmidem

Transfekce NIH 3T3 probihd stejnym zplsobem jako HEK293T s rozdilem mnoZstvi

pouzitého transfekéniho Cinidla jetPrime - 3pl.

4.2.5 Prace s proteiny

4.2.5.1 Prriprava bunécnych lyzati pro SDS-PAGE

Médium z Petriho misky (5 ml) s narostlou bunéénou kulturou bylo odsato. Burky

byly 2x oplachnuty 5 ml PBS (viz kapitola Materidl) a ndsledné inkubovany 2,5 min v 300 pl
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0,25% trypsin-EDTA pfi 37 °C, dokud se neuvolnily ode dna Petriho misky. K uvolnénym
bunkam bylo pfidano 5 ml pfislusného média se sérem a bunky byly resuspendovany.
Suspenze byla pfenesena do 15 ml centrifugacni zkumavky a centrifugovana 7 min pfi 300 g.
Supernatant byl slit a pelet resuspendovan v1 ml PBS. Suspenze byla pfepipetovana do
mikrozkumavek a centrifugovana 5 min pfi 134 g. PBS bylo odstranéno Pasteurovou pipetou
a k peletu bylo pfidano 150 pl vzorkového pufru (viz kapitola Materidl). Takto pfipraveny
vzorek byl 5 min inkubovan ve vodni Iazni o teploté 93 °C. Nasledné byl vzorek zchlazen
alespon 15 min v -20 °C a poté centrifugovan 4 hod pri 180000 g a 4 °C. Supernatant byl
odebran do nové mikrozkumavky, opét 5 min inkubovan ve vodni lazni o teploté 93 °C a po

stoceni rozdélen pomoci SDS-PAGE.

4.2.5.2 SDS-PAGE

Skla pro elektroforézu byla dUkladné omyta Cisticim prostfedkem a vodou
a odmasténa ethanolem. Sucha skla byla umisténa do nalévaci aparatury a fixem na nich byl
vyznacen spodek zubl hfebenu. Mezi skla byl nalit separacni gel (viz kapitola Material) do
vySky asi 3 mm pod okraj zubl hifebenu. Gel byl prevrstven prevrstvovacim pufrem (viz
kapitola Materidl) a polymeroval asi 60 min. Poté byl pfevrstvovaci pufr odstaty filtracnim
papirem, byl nalit zaostfovaci gel (viz kapitola Materidl) a do aparatury vsunut hieben. Gel
polymeroval asi 30 min. Nasledné byl hfeben vytahnut, skla byla prenesena do
elektroforetické vany a jamky byly naplnény SDS pufrem (viz kapitola Materidl). Do prvni
z jamek bylo pomoci Hamiltonovy injekéni stfikacky naneseno 2 pl markeru Pink protein
Ladder, do ostatnich jamek 8 pl kazdého vzorku. Do elektroforetické vany bylo nalito 400 ml
SDS pufru (viz kapitola Materidl) a do stfedu nalévaci aparatury bylo pfidano 20 ul 0,005%
roztoku BFM. Elektroforéza probihala pfi napéti 200 V asi 1 hod, dokud celo oznacené BFM

nedorazilo ke spodnimu okraji gelu.

4.2.5.3 Western blot

Nejprve bylo do 250 ml blotovaciho pufru (viz kapitola Materidl) odvazeno 0,1 g SDS.
Polyvinyliden difluoridova (PVDF) membrana byla oplachnuta methanolem a ndsledné
demineralizovanou H,0. Poté byla spolecné s filtracnimi papiry namacena v pfipraveném

blotovacim pufru po dobu 20 min. Filtra¢ni papiry a membrana musi mit stejné rozméry jako
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gel. Na desku blotteru byl poloZen jeden filtra¢ni papir o tloustce 0,4 mm nasyceny
blotovacim pufrem a byl uhlazen vale¢kem, aby byly odstranény vzduchové bubliny. Dale
byla prenesena navhl¢ena membrana a akrylamidovy gel. Na zavér byl pfenesen opét jeden
filtraCni papir nasyceny blotovacim pufrem a vrstvy byla opatrné uhlazeny valeckem. Na
takto pfipraveny blotovaci sendvic byla poloZzena vrchni deska blotteru, prebytek blotovaciho
pufru byl slit a aparatura byla pfipojena ke zdroji napéti. Blotovani probihalo po dobu

1,5 hod pfi proudu 140 mA.

4.2.5.4 Imunodetekce proteinti imobilizovanych na PVDF membrané

PVDF membrana byla zatavena do fodlie, ktera byla ze 3 stran uzaviena pomoci
svarecky. Do takto pripravené fdélie bylo napipetovano dle velikosti membrany nékolik ml 5%
roztoku odtuc¢néného suseného mléka v 0,5% roztoku Tween20 v PBS (PBS-T), svorkou byla
uzavrena posledni strana félie a membrana byla takto blokovana na tfepacce pfi pokojové
teploté po dobu 1 hod. Poté byla pfidana primarni mysi protildtka v pfisluSném fedéni (viz
kapitola Material) a membrana v ni byla inkubovdna na tfepacce pfi 4 °C pfes noc. Druhy den
byla membrana promyvana 6x 5 min v PBS-T. Nasledovala inkubace se sekunddarni kozi
protilatkou konjugovanou s peroxidazou (viz kapitola Material) po dobu 1 hod. Membrana
pak byla opét promyvana 6x 5 min v PBS-T. Podle navodu byl smichan roztok luminolu a
peroxidu v poméru 1:1 a kapanim nanesen na membranu. Inkubace probihala 5 min, poté
byla membrdna vloZena do félie tak, aby mezi membranou a félii nezlstaly vzduchové
bubliny. Signal z ozna¢ené membrany byl nasledné vyvolan prostfednictvim pristroje G:box

Chemi XT4 (ThermoScientific).

4.2.5.5 Priitokova cytometrie

Vzorky pro analyzu pomoci pritokové cytometrie(FACS; Fluorescence-activated cell
sorting) byly odebrdny béhem pfipravy bunéénych Ilyzatl pro SDS-PAGE v kroku
predchazejicim centrifugaci suspenze po dobu 5 min pfi 270 g. Fluorescencni signal byl
detekovan pomoci pritokového cytometru LSRFortessa Analyzer (BD Biosciences). U¢innost

transfekce byla stanovena jako procento bunék s pozitivnim signalem v kanale FITC (eGFP
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fluorescence) a/nebo PE (mRFP1 fluorescence). Pro zjisténi procenta mrtvych bunék byla

suspenze obarvena roztokem Hoechst33342.

4.2.6 Statisticka analyza

Hypotézy o shodé stfednich hodnot byly testovany za pouZiti Studentova t testu

s vyuZitim statistického software GraphPad InStat. Statisticka hodnota p mensi nez 0,05 je

povazovana za ukazatel statisticky vyznamného rozdilu mezi dvéma soubory hodnot (tab. 7).

Tabulka ¢. 7. Vysvétleni znaceni statistickych hladin vyznamnosti

hladina vyznamnosti

oznaceno v grafu

statisticka p hodnota

< 0,05 *
<0,01 *x
< 0,001 *xk
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5 VYSLEDKY

5.1 Konstrukce plazmidii nesoucich gen pro wtNPM a jeho
mutované formy

Jako zdroj sekvence wWtNPM pro klonovani byl pouZit plazmid pmRFP1_wtNPM
pfipraveny v nasi laboratofi. Sekvence wtNPM byla ztohoto plazmidu pfenesena do
plazmidu peGFP_C2 standardnimi metodami molekuldrniho klonovani. Funkénost a specifita
primerd navrzenych pro pfipravu mutovanych forem NPM byly ovéfeny pomoci standardni
PCR za poutziti Tag DNA polymerazy. Jako templat pro tuto reakci slouzil pdvodni plazmid
s nemutovanou sekvenci — pmRFP1_wtNPM. Po ovéfeni primer( byl usek DNA, ktery mél
poslouZit jako inzert, amplifikovan pomoci PCR s Pfu polymerazou. Ziskany produkt byl
rozdélen prostfednictvim agardzové elektroforézy a kvantifikovan softwarem Aida Image
Analyzer.

Jako zdroj sekvence vektoru peGFP_C2 a pmRFP1_C2 pro zaklonovani inzertu byly
vyuzity plazmidy peGFP_C23 a pmRFP1_C23 dostupné v nasi laboratofi. Sekvence DNA
kddujici protein C23 byla v téchto plazmidech vnesena mezi mista rozpoznavana restrikénimi
enzymy BamHI a Xhol. Tato restrikéni mista slouZila téZ pro klonovani rlznych forem NPM.
Plazmidy peGFP_C23 a pmRFP1_C23 byly pouzity za u¢elem odliseni plivodniho plazmidu od
plazmidu cilového pfi testovani klonl vybranych po transformaci liga¢ni smési do
kompetentnich bunék.

PCR produkt i vektor byly Stépeny restrikénimi endonukleazami BahmHI a Xhol
arozdéleny v 0,7% agarézovém gelu (obr. 10). Pro nasledné klonovani produktu do vektoru
byly obé slozky z gelu vyizolovany a pretistény kitem PureLink™ Quick Gel Extraction Kit
a opét kvantifikovany softwarem Aida Image Analyzer (obr. 11). Inzert byl nasledné ligovan
do vektoru za pouZiti T4 DNA ligazy. Ligacni smés byla transformovana metodou teplotniho
Soku do kompetentnich bunék E. coli Top10 Chemically Competent. Transformované buriky
byly vysety na agarové plotny s Kan a nasledné byla z dostate¢ného poctu narostlych kolonii
izolovdna plazmidovd DNA metodou ,Boiling miniprep” (obr. 12 a 13). Plazmidova DNA
izolovand z vybranych kolonii byla testovana pomoci agarézové gelové elektroforézy a

pozitivni klony byly predbézné identifikovany na zakladé velikosti. U mutaci typu A a B byly
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pfi znaceni eGFP takto identifikované klony dale ovérovany restrikénim sStépenim a byla
hledana pfitomnost inzertu o spravné velikosti (obr. 14). U mutace typu E byla Stépenim
Hindlll provedena linearizace nezddoucich produktl obsahujicich sekvenci pro C23.
Dodatecné ovérovani pozitivné identifikovanych kloni pomoci vystépeni inzertu tedy nebylo
potfeba provadét. Z pozitivnich klond byla izolovana plazmidovd DNA ve vysoké Cistoté
kitem Promega. Takto izolovana DNA byla transfekovdna do bunéénych linii. Nasledné byla
konfokalnim mikroskopem kontrolovana vnitrobunécna lokalizace znacenych produktd.
U pozitivné testovanych plazmidd byla UspéSnost klonovani vidy ovérena sekvenaci
vneseného uUseku DNA. Uvedenym postupem bylo pfipraveno 7 konstruktd - eGFP nebo
MRFP1-fuzni plazmidy s vlozenym NPM nesoucim typ mutace A, B, E a zelené znaceny
plazmid obsahujici wtNPM (eGFP_wtNPM).
Schéma pfipravy jednotlivych konstruktt a molekularniho klonovani:
1. mRFP1_wtNPM (k dispozici) - wWtNPM vystépen z mRFP1_wtNPM a zaklonovdn
do peGFP_C2 - peGFP_wtNPM
2. mutNPM typu A a typu B zaklonovan do peGFP_C2 - peGFP_mutNPM typu A,
peGFP_mutNPM typu B
3. mutNPM typu A a typu B zaklonovan do pmRFP1_C2 - pmRFP1_mutNPM typu
A, pmRFP1_mutNPM typu B
4. mutNPM typu E zaklonovan do peGFP_C2 - peGFP_mutNPM typu E
5. mutNPM typu E vystépen z peGFP_mutNPM typu E a zaklonovan do pmRFP1_C2
- pmRFP1_ mutNPM typu E.

Pokud neni uvedeno jinak, byl do vektoru klonovan vidy PCR produkt.

pmRFP1_C2 peGFP_C2

5000 bp Comdd Gl
4000 bp

1000 bp

Obrazek ¢. 10. Restrikéni stépeni konstruktl mRFP1_wtNPM a eGFP_C23 enzymy BahmHI a Xhol pfi pripravé
vektoru a inzertu pro ligacni reakci pri klonovdni konstruktu eGFP_wtNPM
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5000 bp
4000 bp

peGFP_C2

pmRFP1_C2
1000 bp

Obrazek €. 11. Kvantifikace inzertu mutNPM typu E a linearizovanych vektori mRFP1_C2 a eGFP_C2
vpravo kvantifikacni ladder Easy Ladder Il (Bioline) - kazdy band odpovida 50 ng DNA

1A 12A

Obrazek €. 12. Miniprep ,,Boling metoda” pri testovdni konstrukti eGFP_mutNPM typu A
Sipkami oznaceny klony vybrané pro dalsi analyzu

5B 8B 128 158

Obrazek €. 13. Miniprep ,,Boling metoda“ pfi testovdni konstrukti eGFP_mutNPM typu B
Sipkami oznaceny klony vybrané pro dalsi analyzu
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5000 bp
4000 bp

1000 bp

1A 12A 5B 8B 128 158

Obrazek ¢. 14. Kontrolni restrikcni Stépeni pozitivnich klonG pfi klonovdni konstrukti eGFP_mutNPM typu A a B
enzymy BamHI a Xhol

Sipkami oznaceny klony vybrané pro izolaci DNA kitem Promega

Dale byly vybrané klony ovérovany sledovanim lokalizace exprimovaného fuzniho NPM v burikdch konfokalnim
mikroskopem, v tomto pfipadé byly pozitivné otestovany klony 1A a 15B. Ndsledna sekvenace potvrdila
pfitomnost predpokladané mutace v sekvenci NPM.

5.2 Exprese mutovanych forem NPM a wtNPM

Pro studium exprese mutNPM bylo tfeba zvolit vhodnou bunécnou linii. Na zakladé
hladiny endogenniho NPM, schopnosti exprese exogenniho proteinu a dostupnosti
expresniho systému byly vybrany 3 bunécné linie - HEK293T, Hela a NIH 3T3. Bunécna linie
lidskych embryonalnich bunék ledvin, HEK293T, je béiné pouZivany savéi expresni systém
vyznacujici se vysokou rychlosti rdstu a vysokymi vytézky rekombinovanych proteint (BALDI
et al. 2007, BANDARANAYAKE a ALMO 2014). Dalsim pouzitym expresnim systémem byla
bunécna linie Hela odvozena z lidskych epitelovych bunék. Lokus pro NPM je lokalizovan
v oblasti dlouhého raménka chromozomu 5, ktery se v karyotypu Hela bunék vyskytuje ve
vice kopiich (MACVILLE et al. 1999). To je u této bunécéné linie didvodem zhruba dvojnasobné
exprese endogenniho NPM nez u linii s normalnim poctem kopii lokusu pro NPM. Jako treti
bunécnd linie byla vybrana NIH 3T3, kterd ma svlj plvod v mysich fibroblastech
a predstavuje vzhledem ke standardni expresi endogenniho NPM a obvyklé amplifikaci

plazmidové DNA kontrolni expresni systém.

Transfekce bunék rekombinantnim plazmidem byla provedena prostfednictvim
transfekéniho cinidla jetPrime. Vnitrobunécénd lokalizace wtNPM a jednotlivych vnesenych
mutantd NPM (A, B a E) byla v uvedenych bunécénych liniich sledovana pomoci konfokalniho
mikroskopu. Z vysledkd transfekce linie HEK293T (obr. 16) vyplyva, Ze lokalizace NPM

s mutaci typu A nebo B je prfevainé cytoplazmaticka a u obou téchto typu témér identicka.
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Naopak NPM s mutaci typu E z(stdva ve vysoké mire lokalizovany i v jadérku (obr. 16), cozZ je
pravdépodobné spjato se zachovanym W288 v C-terminalni doméné. Kromé typu mutace
vsak lokalizaci exogenniho NPM vyrazné ovliviiuje také pouzita bunécnd linie (obr. 16, 18,

20).

HEK293T

Jak jiz bylo zminéno, tato bunécnd linie je vhodna pro expresi rekombinantniho
proteinu. Obsahuje T antigen specificky pro SV40 (SV40 Large T-antigen), ktery umoznuje
vysokou amplifikaci vneseného plazmidu obsahujiciho SV40 replikacni pocatek (BALDI et al.
2007). Dasledkem toho je u typu mutace A a B vysoky podil bunék s mutNPM lokalizovanym
pouze v cytoplazmé (obr. 16 a 31). V pfipadé mutace E se jednd o mensi frakci bunék

s vyhradné cytoplazmaticky lokalizovanym mutNPM (obr. 16 a 31).

Obrazek €. 15. Transfekce bunécné linie HEK293T eGFP-znacenym konstruktem nesoucim wtNPM

vlevo: bunky v prochdzejicim svétle zobrazené pomoci diferencidlniho interferenéniho kontrastu (DIC;
differential interference contrast); vpravo: fluorescence eGFP

Méfitko predstavuje 10 pm

Obrazek €. 16. Transfekce bunécné linie HEK293T eGFP-znacenym konstruktem nesoucim mutNPM s typem
mutace A (vlevo), B (uprostred) a E (vpravo)
Méfitko predstavuje 10 pum

Hela

V bunécné linii Hela je podil bunék svyhradné cytoplazmaticky lokalizovanym
mutNPM velmi nizky, a to pravdépodobné z divodu vysoké koncentrace endogenniho NPM.
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Na nasledujicich obrazcich lze vidét, Ze je ¢ast mutovaného proteinu lokalizovana také

v jadérku (obr. 18).

Obrazek €. 17. Transfekce bunécné linie HeLa eGFP-znacenym konstruktem nesoucim wtNPM
vlevo: burky v prochazejicim svétle zobrazené pomoci DIC; vpravo: fluorescence eGFP
Méfitko predstavuje 10 pm

Obrazek ¢. 18. Transfekce bunécné linie HeLa eGFP-znacenym konstruktem nesoucim mutNPM s typem mutace
A (vlevo), B (uprostfed) a E (vpravo)
Méfitko predstavuje 10 pm

NIH 3T3

U tohoto expresniho systému bylo procento bunék s mutNPM lokalizovanym
i v jadérku podobné jako v Hela burikach, intenzita signalu mutGFP v cytoplazmé vsak byla

ve srovnani s intenzitou signalu z jadérka vyssi nez v burikach linie Hela (obr. 19 a 20).

Obrazek €. 19. Transfekce bunécné linie NIH 3T3 eGFP-znacenym konstruktem nesoucim wtNPM
vlevo: burky v prochazejicim svétle zobrazené pomoci DIC; vpravo: fluorescence eGFP
Méfitko predstavuje 10 pum
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Obrazek ¢. 20. Transfekce bunécné linie NIH 3T3 eGFP-znacenym konstruktem nesoucim mutNPM s typem
mutace A (vlevo), B (uprostred) a E (vpravo)
Méfitko predstavuje 10 pm

Znaceni mRFP1

Vsechny konstrukty s mutNPM byly pfipraveny v zelené (eGFP) i ¢ervené (mRFP1)
varianté. Porovnani znaceni jednotlivymi barevnymi variantami pfineslo vidy pro konkrétni
mutaci a bunécny typ velmi podobné vysledky. Obr. 21 ukazuje pfriklad transfekce Hela
bunék cervenou variantou jednotlivych mutantnich typl. Pro studium lokalizace
kotransfekovanych proteind (viz nasledujici kapitola) bylo tfeba zvolit barevnou variantu
plazmidu s mutNPM. Za timto ucelem bylo u linie Hela provedeno méreni kolokalizace
(vzdjemnda shoda bunécné lokalizace) mutNPM typu A nebo B sopacné znacenym wild
typem vjadérku vobou moinych barevnych variantdch (obr. 22 a 23). Vztah mezi
jednotlivymi intenzitami v porovndvanych kandlech charakterizuji dva koeficienty — Overlap
(prekryvovy) a Pearsonuv. Overlap koeficient porovndva pritomnost obou signdld v kazdém
bodé. Pearson(iv koeficient téZ porovnava pritomnost obou signdll v jednotlivych bodech,
ale na rozdil od Overlap koeficientu jesté rozliSuje, zda tyto signaly maji srovnatelnou
intenzitu. Z grafl (obr. 22 a 23) vyplyva, Ze mutant zna¢eny mRFP1 kolokalizuje v jadérku
s WtNPM h(ife nez mutant znaeny eGFP. Na zakladé méreni a statistického vyhodnoceni
kolokalizace bylo rozhodnuto, Ze pro transfekce mutNPM budou vnasené plazmidy

s mutanty znaceny eGFP.
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Obrazek ¢. 21. Transfekce bunécné linie HeLa mRFP1-znacenym konstruktem nesoucim mutNPM s typem
mutace A (vlevo), B (uprostred) a E (vpravo)
Méfitko predstavuje 10 pm

*kk
*kk I +* % % I
1009 ! ' J '
mutA_GFP
EEAmutA_RFP
B EmutB_GFP
MM mutB_RFP
0.50+
0.254
0.00

mutA_GFPmutA_RFPmutB_GFRnutB_RFP

Obrazek €. 22. Statistika kolokalizace mutantt s opacné znacenym wtNPM, Overlap
*** p<0,001; na ose y Overlap koeficient nabyvajici hodnot 0 az 1 - ¢im blize je 1, tim vy3si je kolokalizace

*
I L}
* %
d dekk
0.4+ * %k l |
 — —— EEmutA_GFP
- EEmutA_RFP
o E3mutB_GFP
CIDmutB_RFP
0.2+ E:
0.1 |-
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mutA_GFPmutA_RFPmutB_GFPmutB_RFP
Obrazek €. 23. Statistika kolokalizace mutanti s opacné znacenym wtNPM, Pearson

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; na ose y Pearsonuv koeicient nabyvajici hodnot -1 az 1 = ¢im blize je 1, tim
maji signaly srovnatelnou intenzitu

Pro mutNPM typu A bylo analyzovano okolo 150 bunék, pro mutNPM typu B asi 250 bunék.
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5.3 Sledovani lokalizace kotransfekovanych proteint

V pfipadé, Ze byly buriky kotransfekovany konstrukty s wtNPM a mutNPM, bylo
pozorovano, ze frakce bunék sexpresi mutNPM vjadérku vzrostla. Lokalizace
rekombinantnich proteind wtNPM a mutNPM typu A a E kotransfekovanych v poméru 1:1
byla pozorovana u tfi bunécnych linii - HEK293T, Hela a NIH 3T3. V porovnani s transfekci
téchto linii pouze konstruktem nesoucim mutNPM (viz pfedchozi kapitola, obr. 16, 18, 20) je
podil mutNPM lokalizovaného v jadérku mnohem vyssi (obr. 24-29). Mimo to muZeme

u nékterych kotransfekovanych bunék pozorovat signal wtNPM i z cytoplazmy (obr. 24).

HEK293T

Obrazek €. 24. Transfekce bunécné linie HEK293T eGFP-znacenym konstruktem nesoucim mutNPM s typem
mutace A (zelend) a mRFP1-znacenym konstruktem nesoucim wtNPM (Cervend) v poméru 1:1

panely zleva doprava ukazuji signaly eGFP+mRFP1, eGFP, mRFP1

Méfitko predstavuje 10 pm

Obrazek €. 25. Transfekce bunécné linie HEK293T eGFP-znacenym konstruktem nesoucim mutNPM s typem
mutace E (zelend) a mRFP1-znacenym konstruktem nesoucim wtNPM (Cervend) v poméru 1:1

panely zleva doprava ukazuji signaly eGFP+mRFP1, eGFP, mRFP1

Méfitko predstavuje 10 pum
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Hela

Obrazek €. 26. Transfekce bunécné linie HeLa eGFP-znacenym konstruktem nesoucim mutNPM s typem mutace
A (zelend) a mRFP1-znacenym konstruktem nesoucim wtNPM (Cervend) v poméru 1:1

panely zleva doprava ukazuji signadly eGFP+mRFP1, eGFP, mRFP1
Méfitko predstavuje 10 pm

Obrazek ¢. 27. Transfekce bunécné linie HeLa eGFP-znacenym konstruktem nesoucim mutNPM s typem mutace
E (zelend) a mRFP1-znacenym konstruktem nesoucim wtNPM (Cervend) v poméru 1:1

panely zleva doprava ukazuji signaly eGFP+mRFP1, eGFP, mRFP1
Méfitko predstavuje 10 pm

NIH 3T3

Obrazek ¢. 28. Transfekce bunécné linie NIH 3T3 eGFP-znacenym konstruktem nesoucim mutNPM s typem
mutace A (zelend) a mRFP1-znacenym konstruktem nesoucim wtNPM (Cervend) v poméru 1:1

panely zleva doprava ukazuji signaly eGFP+mRFP1, eGFP, mRFP1
Méfitko predstavuje 10 pm
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Obrazek ¢. 29. Transfekce bunécné linie NIH 3T3 eGFP-znacenym konstruktem nesoucim mutNPM s typem
mutace E (zelend) a mRFP1-znacenym konstruktem nesoucim wtNPM (Cervend) v poméru 1:1

panely zleva doprava ukazuji signadly eGFP+mRFP1, eGFP, mRFP1

Méfitko predstavuje 10 pm

Lokalizace rekombinantnich plazmidd u NIH 3T3 byla obdobna s lokalizaci téchto
konstruktl v HelLa bunécné linii, uc¢innost transfekce do NIH 3T3 byla ale nizsi (viz kapitola
Uinnost transfekce). Proto tyto buriky nebyly pro nasledujici statistické vyhodnocovani

pouzity.

Abychom objasnili, jaky ucinek ma mnoZstvi vnasenych konstruktl na
vnitrobunécnou lokalizaci rekombinantnich proteind, transfekovali jsme bunécné linie
HEK293T a Hela plazmidy s wtNPM a mutNPM typu A a E vpomérech 1:8, 1:1 a 8:1.
Nasledné byly pro jednotlivé poméry pocitany buriky s mutantem lokalizovanym pouze
v cytoplazmé, v cytoplazmé a zaroven v jadérku a jen vjadérku (tab. 8, obr. 30 a 31).
Zjistovan byl také pocet bunék s wild typem detekovanym i v cytoplazmé (tab. 8, obr. 32).
Podil bunék HEK293T s wtNPM lokalizovanym i v cytoplazmé je zietelné vysSi nez u linie
Hela, coz je pravdépodobné dusledek vyssi exprese endogenniho wtNPM v Hela expresnim

systému (obr. 24, 26, 27)
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Tabulka €. 8. Statistické vyhodnoceni vnitrobunécné lokalizace exogennich mutNPM a wtNPM kotransfekovanych v pomérech 1:8, 1:1 a 8:1

Vidy se jednalo o kotransfekci v konkrétnim poméru eGFP_mutNPM:mRFP1_wtNPM. Pocet bunék exprimujicich eGFP_mutNPM je v kazdém bunécném kompartmentu
(cytoplazma, cytoplazma a jadérko zaroven, jadérko) vyjadien procentudlné. Frakce bunék exprimujicich mRFP1_wtNPM kromé jadérka také v cytoplazmé je téz vyjadrena

procentualné. Pro tuto statistiku bylo analyzovano 260 — 400 bunék.

BUNECNA § MUT MUT MUT WT
LINIE KOMBINACE POMER | CYTOPLAZMA | CYTOPLAZMAA | JADERKO CYTOPLAZMA
(%) JADERKO (%) (%) (%)
Hela eGFP_mutA + mRFP1_wtNPM 1:8 0 39 61 0
eGFP_mutA + mRFP1_wtNPM 1:1 1 64 35 2
eGFP_mutA + mRFP1_wtNPM 8:1 4 75 21 12
eGFP_mutE + mRFP1_wtNPM 1:8 0 40 60 0
eGFP_mutE + mRFP1_wtNPM 1:1 0 63 37 1
eGFP_mutE + mRFP1_wtNPM 8:1 4 61 35 11
HEK293T | eGFP_mutA + mRFP1_wtNPM 1:8 1 65 34 8
eGFP_mutA + mRFP1_wtNPM 1:1 29 55 16 39
eGFP_mutA + mRFP1_wtNPM 8:1 67 25 9 69
eGFP_mutE + mRFP1_wtNPM 1:8 0 34 66 8
eGFP_mutE + mRFP1_wtNPM 1:1 4 69 27 21
eGFP_mutE + mRFP1_wtNPM 8:1 28 49 23 57
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Hela

pocet bunék (%)
N
o

mut:wt mut:wt mut:wt
1:8 1:1 8:1
eGFP_mutA + mRFP1_wtNPM

pocet bunék (%)
N
o

eGFP_mutE + mRFP1_wtNPM

Hela

mut:wt mut:wt mut:wt
1:8 1:1 8:1

bunky s mutNPM v
cytoplazmé

M buriky s mutNPM v
cytoplazmé i
jadérku

B buriky s mutNPM v
jadérku

Obrdazek ¢. 30. Riznd vnitrobunéind lokalizace mutNPM v zdvislosti na poméru vndsenych konstrukti
eGFP_mutNPM a mRFP1_wtNPM u bunécné linie HelLa

HEK293T

_. 80 _. 80
J J
X 60 £ 60
< <
2 40 2 40
220 . 320
- -
§ 0 § 0
o mut:wt mut:wt mut:wt o
1:8 1:1 8:1 I 1:8
eGFP_mutA + mRFP1_wtNPM
Obrazek ¢. 31. Rdznd vnitrobunéénd lokalizace mutNPM

HEK293T

mut:wt mut:wt mut:wt

1:1 8:1

eGFP_mutE + mRFP1_wtNPM

eGFP_mutNPM a mRFP1_wtNPM u bunécné linie HEK293T
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bunky s mutNPM v
cytoplazmé

H buriky s mutNPM v
cytoplazmé i
jadérku

H buriky s mutNPM v
jadérku

v zdvislosti na poméru vndsenych konstrukti

HEK293T
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mut:wt mut:wt mut:wt

1:8 1:1

lokalizace wtNPM v cytoplazmé

eGFP_mutNPM a mRFP1_wtNPM u bunécné linie HEK293T a Hela

32. Cytoplazmatickd lokalizace mRFP1_wtNPM v zavislosti na poméru vndSenych konstrukti
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5.4 Neprima imunodetekce

Nepfima imunodetekce je dvoustupnova metoda zaloZzena na poufziti specifickych
protilatek. Pro imunoznaceni byly pouzity bunécné linie HeLa a HEK293T transfekované
konstruktem se zelené znaéenym mutNPM typu A. Narostlé burnky byly fixovany 4%
formaldehydem a permeabilizovany 0,5% Tritonem X-100. Poté byly inkubovany v pfislusné
neznacené mysi primarni protildtce — anti-GFP (B-2), anti-NPM (klon 3F291) &i anti-NPM
(klon 7H10B9) a nasledné v kozi anti-mysi sekundarni protilatce Alexa Fluor 647. Jadra byla
obarvena barvivem Hoechst 33342. Tento postup byl pouZit pro ovéreni specifity

jednotlivych protilatek pro jejich nasledné pouziti pro western blot analyzu.

HEK293T NPM (3F291)

Obrazek €. 33. Nepfimd imunodetekce NPM v HEK293T bunécné lini
Cervené znaceny WtNPM i mutNPM (primdrni protilatka klon 3F291); modie znacend jadra (Hoechst 33342);

zeleny mutNPM (transfekovany konstrukt)
Méfitko predstavuje 10 pm

HEK293T NPM (7H10B9)

Obrazek €. 34. Nepfimd imunodetekce NPM v HEK293T bunécné linii
cervené znaceny WtNPM (primarni protilatka 7H10B9); modie znacena jadra (Hoechst 33342); zelené znaceny

mutNPM (transfekovany konstrukt)
Méfitko predstavuje 10 pm
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HEK293T GFP (B-2)

Obrazek €. 35. Nepfimd imunodetekce GFP v HEK bunécné linii

Cervené znaceny eGFP_mutNPM (primarni protildtka proti GFP); modie znaena jadra (Hoechst 33342); zelené
znaceny mutNPM (transfekovany konstrukt)

Méfitko predstavuje 10 pm

HELA (3F291)

Obrazek €. 36. Neprfimd imunodetekce NPM v HeLa bunécné linii

cervené znaceny wtNPM i mutNPM (primarni protildtka 3F291); modfe znacena jadra (Hoechst 33342); zelené
znaceny mutNPM (trasfekovany konstrukt)

Méfitko predstavuje 10 pm

HELA (7H10B9)

Obrazek €. 37. Neprimd imunodetekce NPM v HeLa bunécné linii

cervené znaceny WtNPM (primarni protilatka 7H10B9); modie znacena jadra (Hoechst 33342); zelené znaceny
mutNPM (trasfekovany konstrukt)

Méfitko predstavuje 10 pm
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5.5 Ué¢innost transfekce a hladina exprese vnaseného plazmidu

U¢innost transfekce a schopnost exprese exogenniho proteinu je pro kaZzdou
bunécnou linii individudlni. Pro kvantitativni vyhodnoceni celkové exprese genu pro NPM
byla provedena western blot analyza, pficemZz exprese NPM byla vztaZzena kexpresi
referencniho genu pro B-aktin. Pro western blot byly pfipraveny bunécné lyzaty, jez byly
nasledné separovany pomoci SDS-PAGE. Poté byly proteiny z gelu prfeneseny na PVDF
membrdnu a inkubovany v pfislusné primarni protilatce. Nasledovala inkubace v sekundarni
kozi protildtce konjugované s peroxiddzou a vystaveni membrany roztoku luminolu a
peroxidu. Imunodetekce proteini na PVDF membrané byla umozinéna pfistrojem G:box
Chemi XT4. Pocet pozitivné transfekovanych bunék v populaci a mira intenzity fluorescence
byla uréena FACS, pticemz vzorky pro tuto analyzu byly odebrany béhem pfipravy bunéénych

lyzat(i pro SDS-PAGE.

5.5.1 FACS
eGFP_mutA:mRFP_wt
8:1 1:1 1:8
162 31,5 1 104 35,9
1,9 7 0

T

T T T
2 10 10

2

10° 10

Obrazek €. 38. FACS Dot plot pro HEK bunécnou linii transfekovanou konstruktem nesoucim mutNPM s typem
mutace A a mRFP1-znacenym konstruktem nesoucim wtNPM v poméru 8:1, 1:1a 1:8

osa y = mira intenzity fluorescence mRFP1; osa x = mira intenzity fluorescence eGFP; Q1 (rlizovd) = populace
bunék transfekovanych mRFP1_wtNPM; Q2 (oranZova) = populace bunék kotransfekovanych mRFP1_wtNPM
a eGFP_mutNPM typu A; Q3 (Cernd) = populace netransfekovanych bunék; Q4 (zelend) = populace bunék
transfekovanych eGFP_mutNPM typu A

Cisla v jednotlivych kvadrantech udévaji procentudlni zastoupeni jednotlivych populaci v celkovém poctu
bunék. Pro kazdy vzorek bylo analyzovano 50 000 bunék.
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Obrazek ¢. 39. FACS histogramy pro bunécnou linii HEK293T transfekovanou mRFP1-znacenym konstruktem
nesoucim wtNPM a eGFP-znacenym konstruktem nesoucim mutNPM s typem mutace A v poméru 1:8, 1:1 a 8:1
Na histogramech lze vidét posun populace bunék v intenzitdich eGFP (kandl FITC) a mRFP1 (kanal PE)
v zavislosti na koncentraci znacenych plazmidu.

5.5.2 Western blot analyza

5.5.2.1 Hela

Vysledky imunoblotu (obr. 40) potvrzuji vysokou hladinu endogenniho NPM a nizsi
expresi vnaseného konstruktu. Intenzita bandl naznacuje, Ze transfekované bunky exprimuji

ve vysSi mife eGFP—znaceny konstrukt s WtNPM nez s mutNPM.
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Obrazek €. 40. Hladina endogenniho a exogenniho NPM v bunécné linii HelLa

K = kontrola (netransfekované bunky); dale burky transfekované jednotlivymi konstrukty - wtG
= eGFP_wtNPM; wtR = mRFP1_wtNPM; mutA = eGFP_mutNPM typu A; mutB = eGFP_mutNPM typu B; mutE
= eGFP_mutNPM typu E; Aktin = referencni gen; GFP = primarni protilatka proti eGFP; E3 = primarni protilatka
proti wtNPM; 3F291 = primarni protilatka proti endogennimu i exogennimu NPM; pro detekci proteind byla
pouZzita peroxidazou znacena sekundarni kozi protilatka (ThermoFischer)

Tabulka ¢. 9. Ucinnost transfekce v bunééné linii Hela a intenzita fluorescence — zprimérované hodnoty ze
dvou méfeni

Uginnost transfekce se pohybovala okolo 17 + 4 %. Po obarveni jadérek barvivem Hoechst 33342 ¢inil pocet
mrtvych bunék zhruba 2%.

stfedni intenzita
% bunék neobarvené eGFP mRFP1 fluorescence
obarvené populace
kontrola 99,6 0 0,1 75
eGFP_wtNPM 79,5 20,5 0,1 17555
MRFP1_wtNPM 86 0,9 13,1 23846
eGFP_mut A 81,1 18,8 0 15799
eGFP_mut B 80,2 19,7 0,1 12171
eGFP_mut E 81,8 18,1 0,1 8010

5.5.2.2 NIH 3T3

U bunék NIH 3T3 byla uc¢innost transfekce velmi nizka (okolo 10%). Méfitelna exprese
byla pouze u primarni protilatky B-2(GFP) proti wtNPM i mutNPM znacenému eGFP
(obr.41). | zde je hladina exprese eGFP_wtNPM v transfekovanych burkach vyssi nezZ

v pfipadé bunék transfekovanych eGFP_mutNPM.
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Obrazek €. 41. Hladina exogenniho NPM znaceného eGFP v bunécné linii NIH 3T3
Zkratky vysvétleny jiz u obrazku ¢. 40.

5.5.2.3 HEK293T

Ackoli je tato bunécna linie uzplsobena pro amplifikaci vnesenych plazmidd (viz
kapitola Exprese mutovanych forem NPM a wtNPM), je intenzita band(i exogennich proteinu
vyrazné nizsi nez intenzita band(i endogenniho NPM (obr. 42). JelikoZz byl bunécny lyzat
vytvofen ze vSech bunék, véetné netransfekovanych, je informace na blotu tykajici se
exprese exogennich proteinl timto jevem zkreslena. Ve skutecnosti tedy maji transfekované

bunky vétsi podil exprese vneseného proteinu, nez naznacuji vysledky imunoblotu.

U imunoblotu na obr. 42 je na rozdil od predchozich dvou detekovatelnd exprese
exogenniho WtNPM protildtkou E3. To nasvédCuje zvySené expresi vnaseného NPM.
Vzhledem ke specifité protilatky byl ziskan signal pouze u bunék transfekovanych
wWtNPM u kotransfekovanych bunék v pomérech takovych, v nichz je wtNPM zastoupen
8x vice nez mutant. Pfi pouZiti dvakrat vyssi koncentrace primarni protilatky (na obrazku
s poznamkou ,,vyvoldno oddélené”) byl ziskan slaby signal i ze vzork(, v nichZ byly wtNPM

a mutNPM natransfekovany v poméru 1:1.

Pod signalem poskytnutym protilatkou 3F291 u bunék transfekovanych mRFP1-
zna¢enym konstruktem nesoucim wtNPM ¢&i mutNPM si Ize vSimnout nespecifit v podobé
Zebficku (obr. 42). Pravdépodobné se jedna o c¢dastecné degradovany fuzni protein

MRFP1_NPM.
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Obrazek €. 42. Hladina endogenniho a exogenniho NPM v bunécné linii HEK293T

Zkratky vysvétleny jiz uobrazku ¢ 40. Vopravé casti  obrazku vysledky exprese NPM
v burikdach kotransfekovanych eGFP-znacenym konstruktem nesoucim mutNPM s typem mutace A a mRFP1-
znacenym konstruktem nesoucim wtNPM v rliznych pomérech.

Tabulka ¢. 10. Udinnost trasfekce v bunécné linii HEK 293T a intenzita fluorescence — zprimérované hodnoty ze
dvou méreni
Ucinnost transfekce se pohybovala okolo 40 %, G¢innost kotransfekce okolo 55 %.

cGEP + stfedni intenzita
% bunék neobarvené| eGFP | mRFP1 MREP1 fluorescence obarvené
populace

kontrola 99,7 0,1 0,1 - 70

eGFP_wtNPM 54,3 45,5 0,2 - 37875

MRFP1_wtNPM 58,8 0,1 40,6 - 22888

eGFP_mut A 66,1 23,5 0,1 - 29635

eGFP_mut B 53,4 45,8 0,1 - 30457

eGFP_mut E 61,2 38,7 0,1 - 23242
eGFP_wtNPM:mRFP1_mutA 8:1 42,2 5,1 4,1 48,5 -
eGFP_wtNPM:mRFP1_mutA 1:1 50,3 0,6 12,9 36,3 -
eGFP_wtNPM:mRFP1_mutA 1:8 33,7 0 21,8 44,4 -
mRFP1_wtNPM:eGFP_mutA 8:1 50,5 0,1 13,2 36,3 -
mRFP1_wtNPM:eGFP_mutA 1:1 35,1 1,9 10,5 52,5 -
mRFP1_wtNPM:eGFP_mutA 1:8 56,2 5,4 6,4 32 -
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5.5.3 Intenzita fluorescence eGFP

Méreni intenzity fluorescence eGFP u bunék HEK293T transfekovanych eGFP-
znacenymi konstrukty (obr. 43) koreluje s vysledky zimunoblotl - transfekované buriky

exprimuji ve vyssi mire eGFP-znaceny konstrukt s wtNPM ve srovnani s mutNPM.
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Obrazek ¢. 43. Mira intenzity fluorescence u bunék HEK293T transfekovanych eGFP-znacenymi konstrukty
s wtNPM a mutNPM
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6 DISKUZE

Dosavadni vyzkum zaméreny na urceni vnitrobunécné lokalizace mutovaného NPM
ve vztahu kjeho mutaci pfinesl nejednoznacné vysledky. Zatimco néktefi autofi popsali
stoprocentni korelaci mezi cytoplazmatickou lokalizaci NPM a pfitomnosti mutace v jeho
exonu 12 (FALINI et al. 2005, FALINI et al. 2006b), vysledky Konopleva et al. tuto skute¢nost
zpochybnuji (KONOPLEV et al. 2009). Nejcastéji se vyskytujici, a proto také
nejprostudovanéjsi formou mutace NPM je majoritni mutace typu A charakterizovana
ztratou NolLS a vytvorenim NES. M3 se za to, Ze pravé zmény signalnich sekvenci
v mutovaném proteinu jsou pfi¢inou aberantni lokalizace mutovaného NPM, tj. jeho prfesunu
zjadérka do cytoplazmy. U nékterych minoritnich mutaci se cytoplazmaticka pritomnost
NPM predpoklada, ale experimentdlné ovérena nebyla. Cilem diplomové prace bylo popsat
vnitrobunécny vyskyt NPM v zdvislosti na pfitomnosti mutaci v C-terminalni doméné

charakteristickych pro pacienty s AML.

Distribuce NPM v burice byla studovana pomoci plazmidd, v nichz byly jednotlivé
geny pro r@izné formy lidského NPM fuzovany s geny pro fluorescenéni protein (eGFP nebo
mRFP1). Vedle wild-type formy NPM byly testovany mutace typu A, B a E. Cervené znadeny
konstrukt nesouci wtNPM byl dostupny, geny pro mutované varianty NPM jsme museli
v laboratofi pfipravit pomoci PCR. JelikoZ se mutace nachdazeji ve vzdalenosti 30 par( bazi,
v pfipadé mutace E 20 pard bazi, od 3’konce NPM, bylo mozné pro jejich vytvoreni pouZit
dlouhé reverse primery (o pramérné délce 75 nt) namisto nakladnéjsi a narocné;jsi metody

(napf. mutageneze pomoci mutagennich oligonukleotid).

Zkonstruované plazmidy byly nejprve transfekovany do bunék Siroce pouzivané linie
Hela s ucinnosti transfekce okolo 20%. Zatimco wild-type forma byla dle predpokladu
detekovana konfokalnim mikroskopem vyhradné v jadérku, vSechny mutované formy se
vyskytovaly jak v cytoplazmé, tak v jadérku. V pfipadé mutace typu A a B se u vétsSiny bunék
mutovany protein nachazel v cytoplazmé a jadérku zaroven, pficemz jeho frakce v téchto
kompartmentech byla u obou mutantd témér identickd. Mutant typu E byl téZ pozorovan
v cytoplazmé a jadérku soucasné, ale u nékterych bunék byl ve vysoké koncentraci

detekovan pouze v jadérku. V literature je popisovana lokalizace mutované formy typu A
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témér vyhradné v cytoplazmé, ostatni typy mutaci dosud experimentalné charakterizovany
nebyly. Pfedpoklada se ale, Ze mutace typu B pulsobi stejnou relokalizaci mutované formy
proteinu jako mutace typu A. U proteinu s mutaci typu E se predpoklada jak cytoplazmaticka,
tak jadérkova lokalizace, pficemz cytoplazmatickd pfitomnost je odlvodriovana wvyssi
exportni aktivitou nového NES signdlu, ktery by mél vykompenzovat zachovany W288 (BOLLI
et al. 2007). Pro ovéreni naSich vysledk( jsme zvolili dalSi dvé bunécné linie — HEK293T
a NIH3T3 — do nichzZ jsme vnaseli eGFP-znaceny plazmid nesouci mutNPM. Expresni systém
HEK2393T je charakteristicky vysokou expresi rekombinantniho proteinu, naopak NIH3T3
vykazuje standarni expresi plazmidové DNA a endogenniho NPM. Vysledky analyzy exprese
NPM v téchto alternativnich liniich, zejména v linii HEK293T, ukdazaly vyraznéjSi expresi
mutNPM typl A a B v cytoplazmé neZ u linie Hela. Zaroven potvrdily vyssi frakci bunék
s mutNPM lokalizovanym v jadérku u mutace typu E. Vyskyt tohoto mutanta zcela
v cytoplazmé byl pozorovan zfidka. Z naseho pozorovani exprese mutanta typu E v rdznych
bunécnych liniich tedy vyplyva, Ze vyvazeni pfitomnosti W288 silnym NES je jen castecné,
nebot vSechny linie exprimovaly mutovany protein typu E v jadérku ve vyssi mife neZ mutant

typu A.

Pro vysvétleni rozdilné lokalizace konkrétnich mutant( v rdznych bunécnych liniich
ndm bylo inspiraci pozorovani jinych autorl (BOLLI et al. 2009), ktefi popsali, Ze
fluorescenéné znacené formy wild-type a mutovaného proteinu spolu interaguji a v disledku
tvorby heterooligomerl premistuji uréitou frakci svého interakéniho partnera do mista své
lokalizace. Detekce proteini pomoci imunoblotu ukdzala, Ze z celkové exprese NPM
v lyzatech transfekovanych Hela bunék je vice nez 90 % proteinu endogenniho plvodu. Toto
zjisténi nas privedlo k domnénce, Ze heterooligomery NPM se tvori také mezi endogennim
a exogennim proteinem. Lze proto predpokladat, Ze mnoZstvi endogenniho wtNPM do
znacné miry ovliviiuje vnitrobunécnou lokalizaci exogenniho mutNPM. Z vysledk(
karyotypizace Hela bunék publikovanych v MACVILLE et al. 1999 jsme zjistili, Zze
chromozomalni lokus pfislusejici genu pro NPM se v této bunécné linii vykytuje ve zvySeném
poctu kopii. Toto zjisténi podporuje domnénku, Ze vysoka exprese endogenni formy proteinu
urCuje lokalizaci heterooligomerl endogenni a exogenni formy a Ze znaleny mutovany

protein je tedy detekovan v jadérku diky interakci s molekulami endogenni wild-type formy.
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Amplifikovany lokus pro NPM vyskytujici se u expresniho systému Hela se u nové
testovanych linii neobjevuje. Relativni hladina endogenniho NPM je tudiz v bunécnych liniich
HEK293T a NIH 3T3 nizsi, coZ snizuje pravdépodobnost tvorby heterooligomerd s pfevahou
molekul endogenni formy a tim také presunu mutNPM z cytoplazmy do jadérka. Nicméné
uspésnost transfekce bunék linie NIH 3T3 byla nizka (okolo 10 %), a proto naslednd western
blotovda analyza exprese NPM vlyzatu téchto bunék, prevainé netransfekovanych,
nepfinesla pfilis kvalitni data. Naopak u bunécné linie HEK293T transfekce dle ocekavani
dosahovala vysoké ucinnosti (okolo 40%) a western blotova analyza exprese NPM v lyzatu

téchto bunék prokdazala vysokou amplifikaci vneseného plazmidu.

Rozhodli jsme se tedy ovéfit i experimenty popisované Bolim et al. (BOLLI et al. 2009)
u bunécné kultury NIH 3T3. Autofi kotransfekovali buriky linie NIH 3T3 plazmidy nesoucimi
wWtNPM a mutNPM typu A v pomérech 1:8, 1:1 a 8:1. Vysledna lokalizace rekombinantnich
proteinli se v jejich experimentu vyrazné liSila v zdvislosti na pomérech konstruktl
v transfekéni smeési — v pfipadé prebytku mutanta byl témér veskery wtNPM relokalizovan do
nukleoplazmy a cytoplazmy, pokud se jednalo o transfekci s nadbytkem wtNPM, mutant se
vyskytoval prevainé v jadérku. Tento experiment, navic i pro mutNPM typu E, jsme
zopakovali v HelLa bunécéné linii. Riznd mira exprese obou forem v jednotlivych vzorcich byla
ovéfena pomoci pritokového cytometru a imunoblotu. Silny efekt relokalizace, jaky
popisoval Boli, jsme v naSem pokusu nepozorovali, Castecné vzajemné ovlivnéni jednotlivych
forem jsme v3ak zaznamenali. Proto jsme se rozhodli ovéfit moznost interakce mezi wt
a mutovanou formou proteinu u dalsi bunécné linie — HEK293T. Vtomto pripadé byly
vysledky srovnatelnéjsi s vysledky citované studie, ani tentokrat vSak nebyla detekovana
kompletni relokalizace wtNPM do cytoplazmy. Analyza dat z konfokalniho mikroskopu
nicméné prokazala souvislost mezi podilem wt formy a lokalizaci mutNPM v jadérku i mezi
podilem mutované formy a lokalizaci wtNPM v cytoplazmé transfekovanych bunék.
Namérené vysledky dokazuji, Ze exogenni a endogenni NPM spolu interaguji a skrze

oligomerizaci vzajemné ovliviuji svoji vnitrobunéénou lokalizaci.

Zajimavé informace pfineslo porovnani intenzit fluorescence transfekovanych bunék
linie HEK293T a ostatnich dvou linii. U expresniho systému HEK293T intenzita fluorescence
eGFP-znaCeného mutanta dosahovala zhruba 2x vysSich hodnot neZ intenzita pozorovana

u bunécné linie HelLa a NIH 3T3. Tato skutecnost pravdépodobné souvisi s vysokym poctem
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kopii plazmidu v jednotlivych bunkach expresniho sytému HEK293T, ktery amplifikaci
vnesené DNA podporuje. Odlisnd intenzita fluorescence navic koreluje s mirou exprese
exogenniho NPM uréenou imunoblotem. Dale analyza fluorescencni intenzity
transfekovanych bunék odkryla rozdily také v zavislosti na vnasené formé NPM. Bunky
transfekované wild typem mély asi o 25 % vysSi intenzitu fluorescence nez bunky
transfekované mutantni formou. Ztoho lze usuzovat, Ze hladina exprese mutNPM je

v burikach nizsi nez exprese nemutované formy.

Dal$i ndmét k diskuzi ptinaseji nestejné vysledky ziskané na zakladé pouZiti rdznych
variant fluorescencnich proteinli, kterymi byly znafeny plazmidy. U proteinu znaceného
mRFP1 byl konfokdlnim mikroskopem detekovan fluorescencni signdl o nizsi intenzité
a mensi specifité. Je viak tfeba vzit v ivahu nizsi vykon laseru budiciho fluorescenci mRFP1,
ktery zfejmé pfrispiva ke slabsi intenzité fluorescencniho signdlu. Na imunoblotu bunécné
linie HEK293T byla niZsi exprese cervené znaceného wtNPM a mutNPM doprovazena
vyskytem slabého nespecifického signdlu v poloze mezi bandy pro endogenni NPM a pro
NPM znaCeny mRFP1, naznacujiciho uréitou miru degradace fuzniho proteinu. Vzhledem
k tomu, Ze na zakladé méreni kolokalizace bylo rozhodnuto, Ze vnasené plazmidy s mutanty
budou znaceny eGFP (v pfipadé kotransfekce plazmidid v riznych pomérech vsak i mRFP1),
predpokladame, Ze analyza lokalizace konfokdlnim mikroskopem a vysledky imunoblotu

timto ndlezem nebyly ovlivnény.

V dostupné literature je popsana souvislost mezi pritomnosti C-terminalni mutace
NPM a pfiznivou prognézou odpovédi na I|écbu, neni vSak jasné, zda pfiznivym
prognostickym faktorem je samotnd pfitomnost mutace nebo spiSe aberantni lokalizace
mutované formy proteinu (FALINI et al. 2006b, KONOPLEV et al. 2009). Vysledky nedavné
studie KuZelova et al. 2015 naznacuji, Zze pravé cytoplazmaticka lokalizace mutovaného NPM
umoznuje ucinnou imunitni odpovéd proti nadorovym bunkam — peptidové fragmenty
odvozené od mutovaného proteinu jsou Iépe dosaZitelné HLA systémem pro zprostfedkovani
imunitni reakce (KUZELOVA et al. 2015). Nase vysledky ukazaly, Ze lokalizace mutované
formy NPM zdvisi na typu C-terminalni mutace. Domnivame se tedy, Ze specifikace typu
mutace mUZe prispét k upfesnéni progndzy. Statistické studie na toto téma nejsou ale zatim
k dispozici, pravdépodobné zejména proto, Ze mutace jiné nez mutace typu A jsou malo

Casté a je tedy obtizné ziskat dostateCny soubor dat pro statistické vyhodnoceni.
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7

SOUHRN

Byly zkonstruovany vektory, vnichZz jednotlivé geny pro wtNPM a NPM
nesouci mutace typu A, B a E byly fuzovany s geny pro fluorescencni protein eGFP
nebo mRFP1.

Rekombinantni proteiny byly pouzity ktransfekci bunécnych linii HelLa, NIH 3T3
a HEK293T a nasledné byla konfokalnim mikroskopem sledovana a charakterizovana
jejich vnitrobunééna lokalizace.

Lokalizace rekombinantniho proteinu byla ovéfena nepfimou imunodetekci.

Hladina exprese NPM v lyzatech pouzitych bunécénych linii byla ur¢ena pomoci
western blotu.

Uginnost transfekce a mira intenzity fluorescence eGFP u viech linii byla uréena
pomoci priitokové cytometrie.

Pozorované rozdily v intenzité fluorescence korelovaly s mirou exprese exogenniho
proteinu (s ohledem na ucinnost transfekce) a liSily se v zavislosti na vnasené formé
NPM.

Bylo prokdzano, Zze exogenni a endogenni NPM spolu interaguji a skrze oligomerizaci

vzajemné ovliviuji svoji vnitrobunécnou lokalizaci.
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