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Souhrn: Vychodisko: Nadorovy supresorovy protein p53 je latentni transkrip&ni faktor s kratkym polo¢asem rozpadu. K jeho
stabilizaci a funk¢ni aktivaci dochdzi v reakci na poSkozeni DNA a to komplexnim mechanismem, ktery zahrnuje fosforylaci
proteinu na N- a C-termindlnich aminokyselinovych zbytcich a zadrzeni oligomerizovaného proteinu v jadie. Pfes vSechny
dosaZené poznatky v oblasti studia antionkogenu p53 je tloha fosforylaci p53 a buné¢nd lokalizace mutantniho proteinu p53
stale nejasna. Soubor nemocnych a metodika: Analyzovali jsme hladinu proteinu p53 a jeho fosforylovanych forem u karci-
nomu prsu (23), endometria (3), ovaria (6), dé€loZniho ¢ipku (2) a vulvy (1) s pouZitim monoklondlnich a polyklonalnich pro-
tilatek rozeznévajicich jednak nefosforylovany a jednak fosforylovany cilovy epitop specificky pro fosforylovany serin 15
a serin 392 proteinu p53. Funkéni status pS3 byl u stejnych vzorkt hodnocen s pouZzitim metody FASAY. Vysledky: Funk¢ni
analyzou FASAY byla prokdzana mutace p53 u 16 analyzovanych nadorti. U 11 ze 16 nddord s mutaci p53 jsme detekovali
vysoké hladiny celkového proteinu p53. V 10 z téchto ptipadii se vyskytovala také vysoka hladina fosforylace serinu 392. Ve
vSech pfipadech s vysokou hladinou proteinu p53 byl protein fosforylovén také na serinu 15. U 13 z 19 nador@ s nemutovanym
proteinem p53 a nizkou nebo stfedni hladinou p53 byla fosforylace serinu 15 naopak imunohistologicky neprokazatelna. Zdvér:
Analyza exprese proteinu p53 a jeho fosforylované formy na serinu 15 a serinu 392 odhalila vysokou hladinu obou fosforylo-
vanych forem jako fenomén typicky pro p53 mutanty s vysokou hladinou exprese.
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Abstract: Background: The tumour suppressor protein p53 is a latent, short-lived transcription factor. Its stabilisation and
functional activation occurs in response to DNA damage via a complex mechanism that includes protein phosphorylation at
N- and C-terminal amino acid residues and nuclear retention of the oligomerised protein. However, very little is known about
phosphorylation and localisation of mutant p53. Patients and methods: We analysed expression of p53 and its phosphorylated
form in breast carcinoma (23), carcinoma of endometrium (3), ovary (6), uterine cervix (2) and vulva (1) using monoclonal and
polyclonal p53 specific antibodies recognising target non-phosphorylated epitope or target phosphorylated epitope with
phosphorylated serine 15 and serine 392. Functional status of p5S3 was evaluated using FASAY. Results: FASAY detected p53
mutation in 16 analysed cases. 11 of 16 tumours with p53 mutation expressed high level of total p53. In 10 of these cases there
was also high level of serine 392 phosphorylation. In all cases with high p53 level, the protein was also phosphorylated at serine
15. In 13 of 19 tumours with wild-type p53 and low or intermediate level of p53, the immunostaining for serine 15
phosphorylation was negative. Conclusion: Analysis of expression of p53 and phosphorylated form of p53 at serine 15 and
serine 392 revealed high level of both phosphorylated forms as a typical phenomena for p53 mutants with high level of
expression.
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Teoreticky uvod

P1i vyvoji lidskych nadorti se velmi Casto setkdvame s gene-
tickymi zménami typu mutaci nebo deleci genu, ktery koduje
protein p53 (1). P53 je oligomerni fosfoprotein, ktery se vaZe
na specifické sekvence DNA a aktivuje transkripci cilovych
gent jak in vivo tak in vitro (2). Nemutovany protein p53 se
v buiice nachdzi v latentni formé s velmi kratkym polo¢asem
rozpadu a k jeho stabilizaci a funk¢ni aktivaci dochdzi teprve
pfi vystaveni buiiky nejriiznéj$im stresovym podminkdm. Tyto
stresové signdly maji za nasledek aktivaci komplexnich mecha-
nismil v buiice, které jsou zodpovédné za fosforylaci N- a C-
koncovych oblasti pS3, coZ vede i k zadrZeni proteinovych oli-
gomert v jadfe. Takto stabilizovany protein p53 aktivuje tran-
skripci gend, které koduji proteiny podilejici se na regulaci
bunécného cyklu, reparace DNA a/nebo apoptézy (3).Ruzné
funkce proteinu p53 jsou tedy regulovény sérii jeho posttrans-

la¢nich modifikaci typu fosforylace nebo acetylace (4). Jednim
znejdalezitéjSich mist fosforylace proteinu p53 je serin 15, kte-
ry je fosforylovan jak in vivo tak in vitro celou fadou kinaz.
Dulezitou roli pii modifikaci serinu 15 hraji pfedevsim kindzy
DNA-PK (DNA-dependentni protein kindza), ATM (ataxia
telangiectasia mutated) a ATR (ataxia telangiectasia related),
které patii do rodiny PI-3K (phosphatidyl-inositol-3’-kinase)
(5-7) a dile pak MAP kindzy (mitogen-activated protein) p38
a ERK1/2 (8, 9). Fosforylace serinu 15 je nezbytnou podmin-
kou pro koordinaci komplexni fosforylace proteinu p53 a je
rovnéZ zakladni pficinou poruSeni interakce mezi proteiny p53
aMDM2. Modifikace serinu 15 a tim rozruSeni vazby mezi p53
aMDM2 ma za nasledek (i) stabilizaci nemutované formy pro-
teinu p53 (10, 11), (ii) porusSeni jeho transportu z jadra a (iii)
stimulaci jeho transkrip¢né aktiva¢ni schopnosti spojené se zvy-
Senou asociaci s koaktivatorem p300. Druhou kritickou modi-
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fikaci proteinu p53 je fosforylace serinu 392 na C-konci, za niZ
je zodpovédna CK2 (casein kinase 2). Fosforylace serinu 392
pozitivné ovliviiuje tvorbu tetrameru i zvySeni vazby p53 na
DNA (10, 12, 13). Dilezitost posttranslacnich modifikaci pro-
teinu p53 na serinech 15 a 392 potvrzuji studie, které dokazu-
ji, Ze soucasnd modifikace serinu 15 a serinu 392 je nezbytna
pro ucinnou transaktiva¢ni funkci p53 po poSkozeni DNA vyvo-
lané UV zéfenim (10). Zda existuje souvislost mezi statutem
posttranslacni modifikace proteinu p53 na obou vySe zmitio-
vanych mistech a rezistenci nadoru k pouZivané terapii, zatim
nebylo prokadzéno.

Bodové mutace v genu p53 inaktivuji funkci proteinu a zpi-
sobuji tak zvySené riziko vzniku nddord. Gen p53 je ¢astym
cilem mutaci vyvolanych riznymi karcinogeny u vice nez 50 %
lidskych nadort (14). Nékteré typy mutaci pfinaseji proteinu
pS3 nové onkogenni vlastnosti, které jsou zavislé na zméné
struktury proteinu. Jedné se o mutace v centrlni ¢4sti protei-
nu p53, které jsou Casté u lidskych nadort. Tyto bodové muta-
ce byly rozdéleny do dvou funkénich tfid: (i) mutace v mis-
tech, kterd pfimo ovliviiuji kontakt s DNA, a (ii) mutace
podilejici se na stabilizaci strukturdlni integrity této domény
(15). Nejnovéjsi studie rovnéZz prokazaly, Ze rizné typy muta-
ci v centrdlni ¢asti proteinu p53 maji za nasledek i rizné bio-
logické vlastnosti lidskych nador (16, 17). Pfes vSechny dosa-
Zené poznatky, které potvrdily, Ze fosforylace proteinu p53
probihé za riznych stresovych podminek na riznych mistech
tohoto proteinu, celkovy vyznam téchto modifikaci pro funk-
ci proteinu p53 nebyl dosud objasnén. PrestoZe tyto fosfory-
lace mohou ovlivnit konformac¢ni zmény nemutovaného
i mutovaného proteinu p53 a tim rovnéZ zménit jeho DNA
vazebnou aktivitu, skute¢ny dopad fosforylace pS3 na serinech
15 a 392 u lidskych nadort exprimujicich mutované formy
proteinu p53 je stale nejasny.

V nasi studii jsme vyuZili fosfo-specifické protilatky rozliSu-
jici fosforylované formy proteinu p53 na serinu 392 a serinu
15 s cilem analyzovat stuperi posttranslacnich modifikaci toho-
to proteinu na danych aminokyselindch v riznych lidskych
nadorech. Tyto vysledky byly korelovany s vysledky imuno-
histochemické analyzy proteinu pS3 pomoci protilatky DO1
a s vysledky funk¢ni analyzy p53 v jednotlivych nddorovych
vzorcich metodou FASAY.

Material a metody

Soubor pacientek

Do studie bylo zafazeno 35 pacientek s karcinomem prsu
(23), endometria (3), ovéria (6), ¢ipku (2) nebo vulvy (1).
Vzorky byly ziskany z diagnostickych resekatt, které poskyt-
ly dostate¢ny objem nadorové tk4dné pro pfipravu formol-
parafinovych blocki, paralelni odbér a uchovéni hluboce
zmrazeného nativniho vzorku. Tkafiovy materidl pro imu-
nohistochemickou analyzu byl fixovan v neutrdlnim 4% for-
maldehydu a zalit do parafinu. Tkafiové fezy o tloustce 4 um
byly fixovény na elektrostaticky nabitd skla (Superfrost Plus).
Nativni materidl pro analyzu RNA, DNA a protein byl zmra-
Zen do 10 minut po odbéru v tekutém dusiku.

Imunohistochemickd detekce proteinu p53 a jeho fosforylova-
nych forem

Tkanové fezy byly odparafinovany v xylenu arehydratovény.
Endogenni peroxiddzova aktivita byla blokovana po dobu 15
minut 3% roztokem H,0, v PBS (fyziologicky roztok pufro-
vany fosfatem na pH 7,5). Odmaskovani antigennich epitopi
bylo provedeno nasledovné: (i) pro detekci pS3 proteinu (pro-
tilitkou DO1) povafenim fezli po dobu 30 minut pfi
93 °C v roztoku ImM EDTA-NaOH, pH 8,0; (ii) pro detekci
p53 fosforylovanych forem [Phospho-53(serl5); FPS392] pro-
teinu zahi'atim na teplotu 93°C po dobu 10 minut [pro Phosp-
ho-53(ser15)] resp. 30 minut (pro FPS392) v roztoku 1mM
EDTA-NaOH, pH 8,0. Po promyti v PBS (3x5 minut) byly
z diivodu zablokovani nespecifické vazebné aktivity fezy pre-
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vrstveny na dobu 15 minut roztokem 1% nizkotuéného mléka
v TBS (fyziologicky roztok pufrovany Tris na pH 7,6). Pri-
méarni monoklondlni protilatky a polyklondlni protilatka byly
aplikovéany na fezy pfi teploté 4°C pres noc. Po trojim promy-
ti v PBS byla nanesena anti-mysi resp. anti-kréli¢i sekundér-
ni protilatka znacend biotinem a ABC reagencie (Vector Eli-
te ABC kit, Vector) piesné dle ndvodu a doporuceni vyrobce.
Peroxiddzov4 aktivita byla vizualizovana kitem DAB+ (Dako,
Denmark). Po promyti v destilované vodé byly fezy dobarve-
ny Gillovym hematoxylinem, dehydratovany, projasnény
a zamontovany pro mikroskopické zhodnoceni. Hladina ana-
lyzovaného proteinu byla vyhodnocena semikvantitativng.
Bylo vyhodnoceno minimalng 100 jader ve dvou reprezenta-
tivnich zornych polich. Jadra byla hodnocena jako negativni,
slabé pozitivni nebo silné pozitivni. Vysledny index pozitivi-
ty byl pak stanoven podle vzorce:
index pozitivity = odmocnina z % slabé
pozitivity + % silné pozitivity

PouZité protildtky

DO1 - mysi monoklonélni protilatka specificka pro N-koncovou
oblast proteinu p53 (sekvenci aminokyselin Z-SDLWKL-2)
(18).

FPS392 — mysi monoklonalni protilatka specificka pro fosfo-
rylovanou formu proteinu p53 na serinu 392 (19).

SER15 — krali¢i polyklondlni protilatka rozliSujici fosforylo-
vanou formu proteinu p53 na serinu 15 [Phospho-53(serl5),
(Cell Signaling Technology)].

FASAY

Vzorky naddorovych tkani uchovavané v kapalném dusiku byly
pred piipravou RNA homogenizovéany v lyza¢nim pufru RLT
(Qiagen Inc.) a uchovavany v —80 °C nebo okamZité pouZity
pro ptipravu RNA. Metoda FASAY byla provedena dle proto-
kolu Flamana et al. (20) s n¢kolika modifikacemi (21). Celko-
va RNA byla izolovana s vyuzitim RNeasy Mini Kit (Qiagen
Inc.). cDNA byla syntetizovana pomoci enzymu SuperScript
II (Life Technologies Inc.), jako primer byl pouZit oligo(dT)5.
PCR byla provedena s primery P3 (5’-CCT-TGC-CGT-CCC-
AAG-CAA-TGG-ATG-AT-3") a P4 (5-ACC-CTT-TTT-
GGA-CTT-CAG-GTG-GCT-GGA-GT-3’) a Pfu DNA poly-
merdzou (Stratagene). Kvasinky byly transformovéany produkty
PCR, linearizovanym vektorem pSS16 a nosi¢ovou DNA (sal-
mon sperm DNA - GibcoBRL) metodou teplotniho Soku s pou-
Zitim acetétu litného (22). Transformované kvasinky byly vyse-
ty na minimalni medium bez leucinu a s nizkym obsahem
adeninu (5 mg/ml) a kultivovdny po dobu 2-3 dnl pfi
35°C s naslednou 2-3 denni inkubaci pii pokojové teploté.
Naésledovalo odecteni barvy nejméné 100 kvasinkovych kolo-
nii a uréeni poméru Cervenych a bilych kolonii.

Vysledky

Analyzovali jsme expresi proteinu p53 ajeho fosforylovanych
forem na serinu 15 a serinu 392 u 35 lidskych n4dorti. Funk¢-
ni analyzou FASAY byla v tomto souboru prokizina mutace
p53 u 16 nadori a absence mutace u 19 naddort. Tabulka 1 shr-
nuje vysledky imunohistochemické i funk¢ni analyzy p53.

Tabulka 1: Pocet nadoru dle vysledku FASAY a indexu pozitivity.

Status p53 Index pozitivity (%)
Parametr P
dle FASAY [0 | 0,1-1 | 1.1-10 |10avice
Celkovy p53 | Wild-type 0 2 17 0
Mutace 2 0 3 11
Fosforylace Wild-type 6 9 4 0
na Ser392 Mutace 5 0 1 10
Fosforylace Wild-type 13 3 3 0
na SerlS Mutace 3 1 7 5




Obrdzek 1: Vztah fosforylace na serinu 392 k celkové
hladiné proteinu p53. Analyza exprese mutované for-
my proteinu p53 (m) a wild-type formy proteinu p53
(w). V riiZovém poli jsou pfipady s vyraznou fosfory-
laci serinu 392. V zeleném poli jsou pfipady s nedete-
kovatelnou nebo nizkou fosforylaci serinu 392.
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Obrdzek 2: Vztah fosforylace na serinu 15 k celkové
hladiné proteinu p53. Analyza exprese mutované for-
my proteinu p53 (m) a wild-type formy proteinu p53
(w). V riZovém poli jsou pfipady s vyraznou fosfory-
laci serinu 15. V zeleném poli jsou piipady s nedete-
kovatelnou nebo nizkou fosforylaci serinu 15.

70
507 m
T 50
W A0
-Em-
g o . -
11 &
= fm W
&
R
P53 calam

Obrdzek 3: Vzajemny vztah fosforylaci na serinu 15
aserinu 392. Exprese mutované formy proteinu p53 (m)
a wild-type formy proteinu p53 (w). V riZovém poli
jsou piipady s vysokou fosforylaci serinu 15 i serinu
392. V zeleném poli jsou piipady s nizkou fosforylaci
serinu 392 a vyssi fosforylaci serinu 15. V modrém poli
jsou piipady s nizkou fosforylaci serinu 392 i serinu 15.
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Obrdzek 4: Imunoprofil naddoru s mutaci v TP53 a stabilizaci proteinu. Pozitivita (a)
celkového proteinu p53 detekovand DO-1, (b) fosforylovaného proteinu p53 na serinu
392 detekovand FPS392 a (c) fosforylovaného proteinu p53 na serinu 15 detekovand
Phospho-53(ser15).
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Obrdzek 5 : Imunoprofil nddoru s wild-type TP53. Celkova hladina proteinu (a) je nizka,
ale dobre detekovatelnd senzitivni metodou a protildtkou DO-1, (b) ¢ast proteinu p53 je
fosforylovana na serinu 392 (detekovand FPS392) a (c) fosforylace proteinu p53 na serinu
15 neni detekovatelnd Phospho-53(ser15) protilatkou.
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VyS$3i hladiny proteinu p53 byly obecné zjisté-
ny u niddort s mutaci p53, i kdyZ u ¢asti mutan-
ti byla nalezena nizka resp. nedetekovatelna hla-
dina p53. Nadory s funkénim (,,wild-type*) pS3
mély vZdy detekovatelnou, v priméru v§ak niz-
§i hladinu celkového p53. Fosforylace proteinu
p53 na serinu 392 prevazné odpovida hladiné
celkového proteinu p53 (obrazek 1). Pouze v 11
pfipadech nebyla hladina serinu 392 detekova-
na imunohistochemicky. Jednalo se pfevazné
o pripady, u nichZ byl metodou FASAY urcen
status p53 jako wild-type. V Sesti z t€chto 11 pii-
padi v§ak byla detekovatelna hladina fosforyla-
ce p53 na Serl5 (obrazek 2). Hladina p53 fos-
forylovaného na serinu 15 leZi u vétSiny nadort
s wild-type p53 pod urovni senzitivity detekce,
naopak mutanty p53 s vyssi celkovou hladinou
vykazuji zpravidla vySsi index pozitivity (obra-
zek 3). Typicky imunohistologicky profil nddo-
ru s mutaci p53 (obrdzek 4a, b, c) vykazuje
vysokou celkovou hladinu proteinu p53 fosfo-
rylovaného na serinu 392 a serinu 15. Naopak
nédory s wild-type p53 vykazuji nizkou hladinu
p53 s odpovidajici fosforylaci na serinu 392
a nedetekovatelnou fosforylaci na serinu 15
(obrazek 5a, b, c).

Diskuse

Je vSeobecné zndmo, Ze ztrata funkci proteinu
p53 vede k porucham procesi vyvoje a diferen-
ciace, apoptdzy a proliferace (23, 24). Je akcep-
tovana rovnéZ mySlenka, Ze urCité mutanty
mohou vykazovat kromé ztraty antionkogenni
funkce i nové onkogenni vlastnosti , které jesté
vice zvySuji maligni potencidl buiiky (25). Pres-
toZe vétSina mutantd p53 vyskytujicich se
v nadorech je obecné defektni ve vazbé na pro-
motory nesouci specifickd vazebnd mista pro
nemutovany p53, jsou nékteré z nich naopak
schopny vazby na nespecifické sekvence DNA
(3, 26). Onkogenni (,,gain of function*) fenotyp
mutovaného p53 je zavisly na zachovéni trans-
aktiva¢ni domény, sekvencné nespecifické DNA
vazebné domény a schopnosti mutované formy
p53 oligomerizovat. Pfes vSechny vyse uvadé-
né skutecnosti je malo informaci o tiloze fosfo-
rylaci mutované formy p53, které by analogic-
ky jako u wild-type p53 mohly ovliviiovat
stabilizaci mutovaného proteinu p53 a/nebo jeho
transaktivacni aktivitu.

Vhodnost proteinu p53 jako prognostického
indikatoru pro rtzné typy nadord byla rovnéz
diskutovdna v mnoha pracich jiz od doby, kdy
bylo prokdzano, Ze nadory s aberantni expresi
mutované formy proteinu p53 se chovaji mno-
hem agresivnéji neZ nadory s wild-type p53. Ptes
vSechny snahy zaméfené na objasnéni daného
chovani nadorl je mechanismus, kterym altera-
ce p53 mohou ovliviiovat pribéh onemocnéni
stile nejasny (27).

Tyto netplné poznatky nds vedly ke spekula-
ci, Ze mutované formy p53 mohou byt s riz-
nou intenzitou fosforylovany na N-konci nebo
C-konci, i pfipadné v zdvislosti na typu muta-
ce, a mohou byt spojeny s agresivitou one-
mocnéni.

V nasi studii jsme provedli imunohistochemic-
kou analyzu exprese proteinu pS3 a jeho forem
fosforylovanych na serinu 392 a serinu 15 v in
vivo podminkéch na souboru 35 lidskych nado-



rd se zndmym statutem genu p53 stanovenym metodou
FASAY. Analyza fosforylované formy p53 na serinech 15
a 392 byla vybrana proto, Ze jednim z mechanism0 podileji-
cich se naregulaci funkce proteinu p53 in vivo jsou prave jeho
posttranslacni modifikace typu fosforylace (28, 29). Prokaza-
li jsme, Ze protein p53 stabilizovany v dasledku mutace je témér
vzdy vyrazné fosforylovan na serinu 392 a na serinu 15.
U néadort s wild-type p53 je i v ptipadech s ponékud vyssi cel-
kovou hladinou proteinu p53 fosforylace na serinu 15 Casto
nepfitomnd. Pokud se tyka vzajemné korelace fosforylaci seri-
nu 392 a serinu 15, byla zachycena skupina nddort vykazuji-
ci vyraznou fosforylaci na serinu 15 pfi nizké fosforylaci seri-
nu 392. Vysledky potvrzuji, Ze velmi vysokd hladina proteinu
p53 souvisi s piitomnosti mutace v genu p53. TotéZ plati pro
fosforylované formy proteinu p53, kdy jejich imunohistoche-
mickd detekce milZe byt pro stanoveni statusu pS3 (wild-type
versus mutant) ptinosnd. Z naSich vysledkl rovnéZ vyplyva,
Ze modifikace proteinu p53 na serinech 15 a 392 neni zdvisla
na typu nadoru, ale na statusu p53.

Nekteré studie ukazaly, Ze aktivace p38 MAPK vede k fos-
forylaci proteinu p53 na serinu 15 a naslednému navozeni apo-
ptozy. Piimd souvislost mezi fosforylaci serinu 392 a apo-
ptézou zatim nebyla piesvédcive prokazana (29, 30). Existuje
vSak celd fada praci, které jednoznacné ukézaly, Ze za fyzio-
logickych podminek je droveti hladiny p53 v burice dileZita
pro rozhodovéni mezi apopt6zou a zastavou bunéného déle-
ni, kdy exprese nizké hladiny wild-type p53 ma za nésledek

zastavu bunécného déleni, zatimco vysoka hladina tohoto pro-
teinu vede k navozeni apoptdzy (31, 32). Posttransla¢ni modi-
fikace v oblasti Serl5, Thr18 a Ser20 jsou zodpovédné jed-
nak za sniZeni vazby proteinu p53 s MDM?2 a jednak za
zvySeni vazby proteini transkripcniho aparatu (p300 a CBP).
Dusledkem fosforylaci v tomto misté€ je tedy jak zvySeni hla-
diny, tak zvySeni transaktivacni schopnosti p53 (33). Nejno-
v&jsi poznatky také ukazaly, Ze fosforylace proteinu p53 na
serinu 15 koreluje 1épe s apoptdzou neZ se stabilizaci protei-
nu p53 abude tedy nutné v naslednych pracich vénovat pozor-
nost analyze fosforylace proteinu p53 na serinu 15 (nezavis-
le na statusu p53) ve vztahu k apoptotickému indexu na
jednotlivych nidorech. Pro danou analyzu je zajimava naSe
skupina nadort vykazujici vyraznou fosforylaci na serinu 15
pfi nizké fosforylaci serinu 392 at v nemutované nebo muto-
vané form¢. V rdmci nasi analyzy vzorkid jsme vSak nalezli
rovnéZ ojedinélé atypické piipady (nedetekovatelnd hladina
pS3 pfi mutaci genu p53). Podrobna analyza takovych pfipa-
du spolu s analyzou vztahu fosforylace proteinu p53 na seri-
nu 15 a apoptotického indexu, které jsou v soucasné dobé pro-
vadény, mohou byt pfinosem z hlediska studia funk¢ni
inaktivace proteinu p53 i pro podrobnéjsi studium mechanis-
mu rozhodovani mezi zastavou proliferace a apoptézou zpro-
sttedkovanymi p53.

Podékovdni: Prdce byla podporovdna grantovym projektem
IGA MZ CR cislo 7131-3.
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