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Ustav hematologie a krevni transfuze: Oddéleni proteomiky

Interakce hematopoetickych bunék s proteiny extracelularni matrice

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

Byla jiz objasnéna fada mechanismi podilejicich se na fizeni adheznich interakci u adherentnich typl
bunék, studii zamérenych na hematopoetické buriky je vSak stale pomérné malo. Adhezi bunék k
proteinlim ECM sledujeme jak pomoci klasické metody (stanoveni frakce bunék prichycenych po
urcité dobé inkubace na povrchu pokrytém zvolenym proteinem), tak i originalnim postupem
umoznujicim sledovat interakci bunék s pokrytym povrchem v redlném ¢ase pomoci méreni
elektrické mikroimpedance. Bunéénou morfologii a adhezni struktury analyzujeme zejména pomoci
imunofluorescencnich technik na konfokalnim mikroskopu (Obr.1). Metoda méreni interference v
odrazeném svétle (IRM) umoznuje selektivné sledovat ¢asti bunék nachazejici se v bezprostredni
blizkosti (do 100 nm) pokrytého povrchu (Obr. 1 vpravo). Zmény v expresnich hladinach nebo
posttranslacnich modifikacich vybranych proteinli sledujeme pomoci gelové elektroforézy a

imunoblottingu nebo pritokové cytometrie.

Obr 1: Buriky linie MOLM-7 interagujici s povrchem pokrytym fibronektinem. Vlevo:
imunofluorescencni barveni, cervend - polymerni aktin (barveno phalloidinem), zelend - tubulin,
modrd - jadra. Vpravo: totéZ zorné pole zobrazené v reZimu interference v odrazeném svétle (IRM).
Meéfritko: 10 um.
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Pro znamé adhezni struktury adherentnich bunék (fokalni adheze, invadopodia) a nékterych zralych
forem hematopoietickych bunék (podozomy) byly jiz objeveny proteiny, které jsou pro danou
strukturu charakteristické a daji se pouZit pro jejich vizualizaci. Zadny z doposud testovanych markerti
(paxillin, vinkulin, Lyn, parvin alfa a gamma, HS-1) ovSem selektivné neznaci adhezni struktury
leukemickych bunék. Jedina protilatka vykazujici vimunofluorescenénim znaceni pomérné
specifickou lokalizaci v adheznich mistech je namitena proti fosforylovanému tyrosinu 397 kinaz
rodiny Src (v hematopoietickych burfikach prevdiné kindza Lyn) (1). Kindzy rodiny Src (SFK) fridi adhezi
a migraci adherentnich bunék a zakladajici ¢len rodiny (c-Src) patfi k vyznamnym onkogenim.
Zvysena aktivita c-Src je spojena s vyssi pohyblivosti nddorovych bunék a vétsi invazivitou pevnych
nadorl. Aktivace SFK v bunkach chronické myeloidni leukémie muzZe vést ke vzniku rezistence k
terapii imatinibem a u rezistentnich pacientl se k |écbé pouziva dudlni inhibitor BCR-ABL a SFK
(dasatinib). Podle nasich vysledkd ovsem v leukemickych burkach, jejichz adhezni struktury nejsou

propojeny s aktinovym cytoskeletem, nemaji SFK zadny vyrazny vliv na bunécnou adhezivitu (2).

Obr. 2: Schema zndzornujici vzdjemné
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K dilezitym reguldtordm bunécnych interakci s ECM patfi také kinazy rodiny PAK, které byly doposud
studovany prevazné v adherentnich burikach. Bylo ovsem zjisténo, Ze inhibice téchto kindz pomoci
interagujiciho peptidu snizuje schopnost kmenovych a progenitorovych bunék obnovit krvetvorbu
ozareného mysiho prijemce. Farmakologicka inhibice PAK také v hematopoetickych burikach vyvolava
apoptodzu, coZ naznacuje, Ze kindzy PAK se Ucastni i signalnich drah, které hematopoetickym burkam
zajistuji zakladni Zivotni funkce. Mozné vyuziti PAK jako cile |éCby je prozatim komplikovano
nedostatecnou charakterizaci jednotlivych protein( patficich do této kindzové rodiny. V ramci
grantového projektu GACR jsme blize popsali rozdily mezi funkcemi PAK1 a PAK2 a zjistili, e v

burnikach obvykle prevldda kratsi sestfihova varianta PAK1, ktera je v nékterych smérech podobna
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PAK2 (3). Ukazali jsme, Ze PAK1 a PAK2 spolu interaguji a pravdépodobné se vzajemné ovliviuji
(Obr. 2). Zjistili jsme také, Ze obé tyto kinazy reguluji bunéény metabolismus: PAK2 stimuluje aerobni
glykolyzu, zatimco aktivita PAK1 je spojena spiSe s preferenci oxidativni fosforylace (4). Podrobné
jsme studovali funkce PAK v leukemickych burikach (5) a ve spolupréci s univerzitamiv Lausanne a v
Zenevé jsme rovné? popsali funkéni nasledek mutace v PAK2, kterd zp@sobuje vznik tzv. Knoblochova
syndromu. Bodova zaména E435K vede k vyraznému omezeni kindzové aktivity PAK2, coZ se projevi

snizenim fosforylace na autofosforylaénim misté Ser141 (6).

Mezi nejduleZitéjsi adhezni receptory, které zprostiedkuji vazbu k proteindim extracelularni matrice,
patfi integriny. ZvySena exprese nékterych typl integrinli byla spojena s horsi progndzou pacientll s
akutni myeloidni leukémii (AML). Podle nasich vysledkl se kmenové leukemické burky
(charakterizované expresi znaku CD34) vyznacuji zvySenym povrchovym mnozstvim integrinu aVB3, a
to specificky u pacientl s mutaci v genu pro nukleofosmin 1 (7). Signalizace pres tento adhezni

receptor mlze prispivat k udrZzeni rezidualni nemoci u této skupiny AML pacientd.
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