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P53 HOMOLOGNI PROTEINY: JEDNA GENOVA RODINA - ROZDILNE
FUNKCE? JEJICH EXPRESE JE ALTEROVANA PRI PRECHODU
Z PREKANCEROZY DO INVAZIVNIHO SPINOCELULARNIHO KARCINOMU
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Souhrn: Vychodisko: Geny TP73 a TP63 kéduji proteiny, jeZ jsou strukturni a funk¢ni homology proteinu p53, aktivuji podob-
né jako protein p53 rozdilné cilové promotory a mohou indukovat apopt6zu nadorovych bunék. K prokazani vyznamu téchto
proteint pfi cervikalni karcinogenezi je nutno provést imunohistochemickou analyzu exprese proteinti p73 a p63 a jejich izo-
forem. Soubor nemocnych a metodika: Imunohistochemicka analyza exprese studovanych proteinti byla provedena na sou-
boru 35 dysplazii, 10 karcinomu a 45 normélnich tkani. K dané analyze bylo pouZito monoklonalnich a polyklondlnich proti-
latek rozliSujicich jak nékteré cilové epitopy jednotlivych izoforem tak epitopy sdilené vice izofomami. Vysledky: Vysledky
dosazené v dané studii prokazaly, Ze exprese C-termindlni izoformy p73c je v normdlni tkani siln€ omezena a pouze vyjimecné
(mala ¢ast CIN III a sporadické spinoceluldrni karcinomy) se nachdzi mimo buiiky, které jsou v kontaktu s bazalni membra-
nou, zatimco ostatni p73 izoformy jsou exprimovany velmi silné, pravdépodobné v souvislosti s proliferacni aktivitou léze.
Vysledky ziskané s protildtkou detekujici vSechny p63 izoformy ukazuji vysokou expresi tohoto proteinu v souvislosti s pro-
lifera¢ni aktivitou, bez jednoznacné souvislosti s morfologii 1éze. Zdveér: Z nami ziskanych vysledkd vyplyva nutnost analyzy
exprese jednotlivych izoforem proteinit p73 a p63, kterd je nezbytnd k analyze jejich biologickych funkci a pochopenti jejich
tlohy na regulaci buné¢ného cyklu a pfedevsim pfi regulaci bunécné diferenciace a vztahu k bazalni membrané u dlazdicové-
ho epitelu.
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Abstract: Background: The TP73 and TP63 genes, a structural and functional homologues of p53, activate various p53-res-
ponsive promoters and induce tumour cell apoptosis. To clarify the role of these proteins in cervical carcinogenesis, it is neces-
sary to analyse p73 and p63 protein expression using immunohistochemistry. Patients and methods: We analysed expression
of studied proteins on 35 dysplasia, 10 carcinoma and 45 normal tissues using monoclonal and polyclonal antibodies recogni-
sing either target epitope specific to one isoform or target epitope sheared with many isoforms. Results: Our results showed
that expression of C-terminal isoform p73atis very limited in normal tissue and only sporadically (small proportion of CIN IIT
and random spinocellular carcinomas) can be found outside of cells that are in contact with basal membrane while the other
p73 isoforms are expressed strongly in relation with proliferating activity of the tumour. Results obtained with the antibody
recognising the p63 isoforms showed their aberrant expression in connection with proliferation but without any relation to the
morphology of the lesion. Conclusion: Analysis of expression of different isoforms of p73 and p63 is necessary for under-
standing of their biological functions, their role in cell cycle and predominantly in the process of cell differentiation and lin-
kage relation to basal membrane of squamous epithelium.
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Teoreticky tvod

Protein p53 je antionkogen nejcastéji podléhajici genetickym
zméndm nalézanym v lidskych nadorech (1, 2). Tento protein
je zndm jako transkrip¢ni faktor, ktery kontroluje silnou stre-
sovou odpovéd bunék integraci ,,upstream* signalii vyvolanych
riznymi typy poSkozeni DNA a nevhodnych onkogenich sti-
muld. Protein p53 miZe byt indukovan a stabilizovan posko-
zenim DNA (3), hypoxii (4), defekty mitotického vieténka (5)
poptipadé aktivaci onkogenti nebo viri (6, 7). Aktivovany pro-
tein p53 vyvolava apoptdzu, zastavu bunécného cyklu a v nékte-
rych pfipadech dokonce senescenci (pro prehled (8, 9)). Cilem
vSech téchto aktivit proteinu p53 je ochrana organismu proti
tvorbé nadorovych onemocnéni. Ztrita funkce proteinu p53 je
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sledovana u vétSiny typu lidskych nadort, coZ miZe byt zpa-
sobeno pifimo vznikem mutaci v genu pro p53, to je nejcastéj-
proteinu p53 (11, 12), ztratou aktivatoru p14ARF (13) nebo
amplifikaci proteinu MDM?2, ktery je antagonistou proteinu p53
(14). DileZitost zachovéni funk¢ni aktivity proteinu pS3 jako
transkripcniho faktoru, a tim schopnosti jeho vazby na DNA,
je podporovéna skutecnosti, Ze pfevazna vétSina mutaci nale-
zenych v genu pro p53 urozli§nych lidskych malignit bud ¢4s-
te¢né nebo zcela inaktivuje jeho DNA vazebnou aktivitu (15,
16). Tak jako vSechny ostatni transkripcni faktory, je protein
p53 standardni molekula s konzervativni transkripéné aktivac-
ni doménou (TAD), DNA-vazebnou doménou (DVD) a oligo-



Obr. 1: Schematické srovnani struktury proteinid p53, p63 a p73.

Na obrazku jsou schematicky zobrazeny proteiny pS3, p73 a p63 ve své proporcionalni velikosti. Jsou vyznaceny jednotlivé strukturni domény protei-
ni a procenta strukturni identity mezi proteinem p53 a homology p73 a p63, je naznacen rozdil mezi transkripéné aktivnimi a inaktivnimi isoformami.

TA 215 D80 ... 85 %

pi N

oD . 35% AN

TAptln [

ANpEE: = i
TARTI
AMpTE: =

Dl
()
A ——
—
-

meriza¢ni doménou (OD). Clovék i my3 nesouci zdrode¢né
mutace se vyvijeji normalné, ale vykazuji vySSi nachylnost ke
vzniku celé fady typl nddorovych onemocnéni (17, 18). Ztéch-
to poznatkt lze konstatovat, Ze protein p53 neni nezbytny pro
normalni vyvoj organizmu, ale ma diileZitou tlohu pfi kontro-
le genetické informace s cilem zabranit pfenosu poSkozené
DNA na nové se tvofici buriky (19).

Vzhledem k tomu, Ze protein pS3 mé centralni tlohu v proce-
su karcinogeneze, byly provadény rozsahlé studie hledajici
homology tohoto proteinu, ale po dobu celych 20 let se nepo-
dafilo tyto homology objevit. Teprve v roce 1997, byl nalezen
gen TP73 kodujici protein p73 (20) a v roce 1998 gen TP63
kodujici protein p63 (21). Gen TP63 byl nalezen nékolika sku-
pinami, coZ vedlo k jeho rozliSnému znaceni (KET, p5S1A,
p51B, p40, p73L a NBP). Z diivodu velké strukturdlni podob-
nosti s proteinem p53 oba geny vyvolaly stabilni zajem mno-
ha laboratofi a to umoZznilo ziskani velkého mnoZstvi informa-
ci ojejich biologickych funkcich. Za necelych pét let se podafilo
pochopit jak podobnosti mezi p53 a jeho homology tak rovnéz
pfekvapivé rozdily v jejich funkcich. Oba geny homologni
s genem pro p53 kéduji proteiny, které maji jak zcela nové funk-
ce, odli$né od p53, tak funkce shodné s p53. KdyzZ byly tyto
homology poprvé objeveny, byly povazovény za antionkoge-
ny kracejici ve stopich proteinu p53 a podilejici se na inhibici
nadorové premény bunék a na kontrole bunécného cyklu. Tyto
poznatky vychdzely ze sekvenc¢ni homologie téchto proteint
s pS3 a predevsim ze shodnosti a zachovani funkénich domén
urdznych organizmil. Proteiny p73 a p63 se shoduji s 60% ami-
nokyselinovych zbytkd nalézanych v DNA vazebné oblasti
(DVD) proteinu p53 vcetné zachovani v§ech DNA kontaktnich
astrukturdlnich sekvenci, které jsou nejcastéjSim mistem muta-
ci p53 unédort. Prikladem je dokonce zachovani teplotné sen-
zitivniho zbytku Ala'*3 ze sekvence p53 v sekvencich protei-
nl p63 a p73. Protein p73 navic vykazuje 38% homologii
s proteinem p53 v oblasti oligomeriza¢ni domény (OD) a 29%
homologii v oblasti transaktivacni domény (TA) (Obrdzek 1.).
Nezkracena o forma obou proteinll se vyznacuje piitomnosti
SAM domény, kterd je diileZitd pro interakce s jinymi protei-
ny aje o ni zndmo, Ze se vyskytuje u Sirokého spektra protein
participujicich na vyvoji (22, 23).

Struktura gend TP73 a TP63 je mnohem komplexnéjsi vzhle-
dem k jednodussi struktufe genu p53. Lidsky gen p5S3 mé pou-
ze jeden promotor kédujici jeden protein tvoreny 393 amino-
kyselinami. Tim se 1i§i od gentt TP63 a TP73, které vyuZivaji
prepisu z alternativnich promotorti a davaji tak vznik riznym
form4m proteinti. Geny TP63 a TP73 maji dva promotory (P1,
P2), které davaji vznik dvéma funk¢né diametralné odliSnym
proteinim oznacovanym TAp63, TAp73 (obsahujici TA
doménu; prepis z P1) a ANp63, ANp73 (TA doména je dele-
tovand; prepis z P2). TA proteiny mohou napodobovat trans-
aktivacni funkci proteinu p53 in vitro v buné¢nych liniich vcet-
né transaktivace mnoha p53 cilovych genti jako jsou p21WAFL
Bax, Mdm?2, Gadd45 a 14-3-36 (13, 20, 21, 24, 25). Tyto tran-
skrip¢né aktivni varianty hraji diileZitou tlohu rovnéZ pii kon-
trole buné¢ného ristu (indukuji zastavu ristu) a/nebo piiinduk-
ci programované bunécné smrti. ANp63 a ANp73 formy se
nachazeji jak u ¢lovéka tak u mysi a vykazuji negativni domi-
nanci vici svym TA variantdm a vici p53 jak in vivo (v mySim

modelu) tak v transfekovanych lidskych butikdch a mohou tak
inhibovat jejich antionkogenni funkci . Celad problematika
homologi proteinu p53 je komplikovédna skuteCnosti, Ze
dochdzi ke vzniku C-koncovych sestfihovych variant protei-
nl p73 ap63 (nedochazi k prepisu jednoho nebo nékolika exo-
nd, ptipadné dochazi k alternativnimu pfepisu). U proteinu p73
byly detekovéany C-koncové isoformy p73a (nezkricena iso-
forma), p73p, p73Y, p739, p73¢, p73E, p73K a p73n, u protei-
nu p63 to byly tii C-koncové isoformy p63o. (nezkracend iso-
forma), p63p a p63y (20, 21, 26, 27). Rozdilny sestiih
v C-koncové oblasti dava tedy vznik celé fadé variant protei-
nl p63 a p73, ¢imZ dochazi k dal§im regulacim funkci TA
a AN forem proteintl. Rizné C-koncové izoformy proteinu p73
se 1i8i v transaktivacni aktivité. Obecné se predpoklida a bylo
ukazéno, Ze C-koncové dele¢ni mutantni proteiny p73o vyka-
zuji vyrazn€ vySS§i transaktivacni schopnost neZ samotné
p73a (28). Existuji rovnéZz funkéni rozdily u obou forem
TAp63ocaTAp73a. Zatimco TAp73aje velmi ucinny v trans-
aktivacnich a apoptotickych testech, TAp63a velmi slaby (21).
Rozdily ve funkcich vySe uvadénych homologl nelze vysvét-
lit strukturni rozdilnosti a je nutno provést dalsi strukturng-
funk¢ni analyzy, které by objasnily jakym zplisobem zmény
C-koncové oblasti mohou ovlivnit funkci. Obecné lze ¥ici, Ze
kazda zisoforem proteind p73 a p63 kombinujici rizny N-kon-
covy a C-koncovy sestiih vykazuje rozdilné transaktivacni
a protein-protein interak¢ni schopnosti, a tak spolecné s pro-
teinem p53 vytvaii regulacni sit, kterd miZe velice jemné rea-
govat na aktudlni stav butiky. Gen TP73 se nachézi na chro-
mozomu 1p36.33, ktery podléha Casté ztrat€ heterozygozity
(LOH) u nédori prsu, neuroblastomil a celé fady jinych lid-
skych nadori (20). VySe uvadéna skutecnost spolu s funkéni
podobnosti p73 a p53 vedla k plivodnimu oznaceni p73 jako
antionkogenu (20). Vysledky genetickych studii ukazaly, Ze
p73 neni klasicky nadorovy supresor Knudsonova typu coz
podle definice znamen4, Ze u néj nedochazi ke ztraté jeho funk-
ce béhem maligni pfemény butiky. Analyzou 909 primarnich
nadorl bylo detekovano pouze 5 bodovych mutaci (29, 30)
z ¢ehoZ dvé bodové mutace byly nalezeny u neuroblastomil
(31) a po jedné bodové mutaci u karcinomu prsu (32), karci-
nomu plic (33) a CNS-nadort (34). Tim bylo potvrzeno, Ze ke
ztraté funkce p73 nedochézi vznikem mutaci. Za epigenetic-
ké vysvétleni, které mélo naplnit dvoustuptiovou hypotézu
(v pribéhu maligni pfemény bylo nutno jednim zasahem inak-
tivovat pomoci LOH pouze piepisovanou alelu) byl ptivodné
povaZovén imprinting lokusu genu TP73. Ten je ale spiSe neob-
vykly, a pokud je pfitomen, tak se jeho vyskyt 1i§i v riznych
tkéanich, u rznych jednotlivct, a v Zddném piipadé nekorelu-
je s hladinou proteinu p73 (27, 35-37). Je rovnéZ zndmo, Ze
v piipadech karcinomu plic, jicnu a ledvin je specificky akti-
vovéna druhd alela genu TP73 (ztrata imprintingu) (38-40).
vovan virovymi proteiny, které se béZné podileji na inaktiva-
ci proteinu p53 (SV40 T antigen, Ad E1B 55 kDa) (41, 42).
Rozporny nézor existuje u HPV E6, kde je ziejmé, Ze protein
E6 neni zodpovédny za degradaci proteinu p73 (43, 44), ale
neni uz tak jasné, zda protein E6 jak vysoce rizikovych tak niz-
ko rizikovych HPV kmenl mutZe inaktivovat transkripné
aktivni funkci proteinu p73 (45, 46). Zajimavé vysledky byly
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ziskany z celé fady laboratofi analyzujicich expresi proteinu
p73 u Sirokého spektra nadorti (nadory prsu, plic, jicnu, Zalud-
ku, tlustého stfeva, vajecniku, mocového méchyte atd.). Ty
potvrzuji skuteCnost, Ze nejcasteji identifikovatelna zména spo-
jend s nddorem je zvySend exprese proteinu p73 a nikoliv ztra-
ta exprese. Tyto vysledky jasn€ podporuji nizor, Ze protein
p73 hraje diileZitou roli v procesu maligni pfemény buriky.
Lidsky gen TP63 se nachdzi na chromozomu 3p v oblasti, kte-
ré je Casto amplifikovana u dlazdicobunécného karcinomu.
Limitované vysledky, analyzujici vyskyt inaktivujicich muta-
teinu p63, ale Ze mnohem diileZit€jsi je zvySend regulace domi-
nantn€ negativnich forem ANp63. Pfi analyze 47 karcinomu
mocového méchyte nebyla nalezena bodova mutace v genu
TP63 (47). Pouze jedind bodovd mutace (Ala148Pro) byla nale-
zena pfi analyze 66 riiznych typi karcinoma, dvé bodové muta-
ce byly nalezeny v genu TP63 pfi analyze 35 nadorovych
bunécnych linii (48). Nékteré piipady karcinomu plic a dlaz-
dicobuné¢ného karcinomu v oblasti hlavy a krku, vykazuji zvy-
Senou expresi proteinu p63 spojenou s mirnou amplifikaci genu
TP63 (49).

V predkladané préci jsme shrnuli dosavadni poznatky o rodi-
né strukturdlné podobnych proteint p63, p73 a p53 a proved-
li jsme pilotni studii exprese proteint p73 a p63 u spinocelu-
larnich karcinomt a dysplazii d€loZniho ¢ipku.

Material a metody

Soubor pacientek

Do studie byl zafazen histopatologicky parafinovy material od
45 pacientek s CIN II/III a/nebo s invasivnim karcinomem dlaz-
dicovych bunék délozniho ¢ipku. Studované vzorky byly zis-
kany z diagnostickych excizi, konizétl, eventuelné z hyste-
rektomii. Tkafiovy materidl byl volen tak, aby obsahoval
rovnéZ normdlni ektocervikalni sliznici, kterd slouZila jako
vnitini kontrola. Histopatologickd diagn6za zahrnovala CIN
1(5), CINII (5), CIN III (25), dlazdicobunécny karcinom (9)
a nediferencovany karcinom (1). Tkafiovy material byl fixo-
van v neutrdlnim 4% formaldehydu a zalit do parafinu. Tka-
fové fezy byly pfipraveny o tlouStce 4pum a fixovéany na elek-
trostaticky nabita skla (Superfrost Plus)

Imunohistochemickd detekce proteinii p730ca p63 o
Rutinné pfipravené vzorky v parafinovych blocich byly
nakrdjeny a pfeneseny na silanizovana skla, fezy odparafi-
novany v xylenu a rehydratovany. Endogenni peroxiddzova
aktivita byla blokovéna po dobu 15 minut 3% roztokem H,O,
v PBS (fyziologicky roztok pufrovany fosfatem na pH 7,5).
Odmaskovani antigennich epitopti bylo provedeno ndsledo-
vné: (i) pro detekci p73a. proteinu povarenim fezil po dobu
40 minut pti 97 °C v roztoku ImM EDTA-NaOH, pH 8,0; (ii)
pro detekci p63a proteinu zahiatim na teplotu 97 °C po dobu
40 minut v citratovém pufru pH 6,0. Po promyti v PBS (3x5
minut) byly z diivodu zablokovani nespecifické vazebné akti-
vity fezy pievrstveny na dobu 15 minut roztokem 5% nizko-
tu¢ného mléka v TBS (fyziologicky roztok pufrovany Tris
na pH 7,6). Primarni monoklonélni protildtky a polyklonal-
ni protilitky byly aplikoviny na fezy pfi teploté 4 °C pfes
noc. Po trojim promyti v PBS byla nanesena anti-mysi resp.
anti-krali¢i sekunddrni protildtka znaCend biotinem a ABC
reagencie (Vector Elite ABC kit, Vector) pfesné dle ndvodu
a doporuceni dodavatelem. Peroxiddzova aktivita byla vizu-
alizovand kitem DAB+ (Dako, Denmark). Po promyti v desti-
lované vodé byly fezy dobarveny Gillovym hematoxylinem,
dehydratovany, projasnény a zamontoviny pro mikrosko-
pické zhodnoceni.

Monoclonal antibodies

p73a -1.1 — monoklondlni protildtka rozliSujici C-koncovou
oblast proteinu p73a (sekvenci aminokyselin QDLKQGH-
DYSTAQQ) (50).
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p73-1.1 - monoklonalni protildtka rozliujici v§echny izofor-
my proteinu p73 (50)

p63 - KN-o krdli¢i polyklondlni protilatka pfipravena proti
sekvenci aminokyselin DENFDMDARRNKQQRIKEEGE
(1

Vysledky

Na souboru 45 pacientek se stanovenou diagnézou dlazdico-
bunécny karcinom (9), nediferencovany karcinom (1) a CIN
I - CIN III (35), jsme provedli pilotni imunohistochemickou
analyzu exprese proteini p73a. a p63 pomoci ndmi pfiprave-
nych specifickych protilitek Normdlni ektocervikalni epitel
exprimuje protein p63 bazalné a suprabazalné az do 2/3 tloust-
ky, exprese je jadernd, pfitomna rovnéZ ve stromatu (fibrob-
lasty, endotel) - Obr. 2A. Exprese p730.je rovnéZ jadernd, ome-

Obr. 2: Exprese p63 a p73 v norméalnim dlazdicovém epitelu.
Barveni p63 je nejintenzivnéjsi v parabazalnich buiikdch dlazdicového
epitelu, je v8ak pozitivni i ¢ast bunék bazalnich a bufiky intermedidrni vrst-
vy. RovnéZ intenzivné se barvi stromdlni buiiky (2A). p73aizoforma (2B)
jeexprimovana pouze v bazalni vrstvé dlazdicového epitelu. Barveni pro-
tilatkou proti v8em izoformdm p73 (2C) je ve srovnani s p73a intenziv-
néjsi a vyskytuje se i v parabazalnich buiikach.
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zend na parabazdlni vrstvu dlazdicového epitelu (obr. 2B).
Exprese vSech izoforem p73 (obr. 2C) je §irsi, jadernd i cyto-
plasmaticka. V dysplastickych 1ézich a nddorech jsme pozo-
rovali konstantni vysokou expresi p63 (obr. 3A) a vysokou
imunopozitivitu p73 stanovenou pomoci protilatky proti v§em
izoformam. (obr. 3B). Zajimava je exprese p730.: imunopozi-
tivita v bazalni vrstvé dlazdicového epitelu je zachovana v CIN
I-IL, i v drtivé vét§in€ CIN III (32 z 35) - obr. 4A, 4B. Ve tiech
pfipadech CIN III bylo pozorovano roz§ifeni exprese do para-
bazilnich vrstev. V invazivnich karcinomech byla naopak
pozorovana Gplna ztrata exprese p73o. (5 z 10), ptipadné hete-
rogenni barveni s vymizenim v ¢4sti nddoru, a to zejména
v oblastech s vysoce infiltrativnim rastem (4 z 10) - obr. 4C.
Pouze v jednom pfipadé bylo u spinoceluldrniho karcinomu
pozorovano dispersni barveni jader na p730o. mimo oblasti pfi-
1éhajici ke stromatu, analogické expresi p63 nebo ostatnich
izoforem p73.

Obr. 3: Exprese vSech izoforem p73 a p63 v CIN.
Jak p63 (3A), tak p73 (3B)vykazuji v CIN i spinoceluldrnich karcinomech
silnou, prakticky difuzni expresi.
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Diskuse

Protein p53 byl stifedem zdjmu onkologického vyzkumu od
doby, kdy se podaftilo prokazat, Ze ztrata a inaktivace tohoto
proteinu pfispiva k vyvoji velkého mnoZstvi lidskych nadort.
Typickym mechanismem inaktivace proteinu p53 je vznik
bodovych mutaci, z nichZ vétSina se nachdzi v DNA vazebné
doméné, cytoplasmaticky vyskyt tohoto proteinu a zvySena
exprese virovych nebo bunécnych proteint, které mohou inter-
agovat s proteinem p53 a inhibovat jeho funkci. Mnoho funk-
ciproteinu p53 je zprostiedkovéno jeho transkripéni aktivitou,
kterd miZe byt indukovédna riznymi stresovymi podminkami,
kdy dochézi k akumulaci proteinu p53 predevsim jeho stabi-
lizaci nebo posttransla¢nimi modifikacemi C- a N-koncovych
domén tohoto proteinu. Otdzkou Casu bylo objeveni homolo-
gtli tohoto supresorového proteinu, které by se projevovaly stej-
nou nebo alespoti obdobnou funkci.

Obr. 4: Exprese p73a v CIN a spinocelularnim karcinomu.

Na prechodu normélniho epitelu (4A vlevo) do CIN III (4A vpravo) je
ziejmé, Ze topika exprese p73a je v CIN III prekvapivé zachovéna. Typic-
ky nélez v CIN III (4B) vynikne pfi srovnani s 3A, 3B. Invazivni spino-
celuldrni karcinomy jsou vét§inou bud p73a negativni, nebo vykazuji hete-
rogenni expresi: 4C vlevo negativni ¢ast nadoru, 4C vpravo pozitivni ¢4st
nédoru s typickou ,,bazalni* expresi.
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V této préci jsou uvedeny vysledky analyzy exprese proteinil
p73 ap63 homologtl proteinu pS3 na souboru 35 dysplazii, 10
karcinom a 45 normélnich tkéni ¢ipku déloZniho a provede-
na jejich vzajemna korelace vcetné analyzy vztahu k maligni
pfeméné dané normalni tkdn€ a analyze jednotlivych izofo-
rem.

Aberantni exprese proteintl p73 a p63 byla detekovana jiZ dii-
ve u 40% karcinomti mo¢ového méchyte (52), u karcinomil
prsu (27), adenokarcinomi a karcinomi kolorekta (53), (54)
a také u mnohocetného synchronniho karcinomu zaludku. (55).
PrestoZe bylo provedeno mnoho funk¢nich studii na rznych
bunécnych liniich i nddorech, mechanismus zodpovédny za
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tyto zmény v expresi obou proteinti doposud nebyl vysvétlen.
Situaci kolem analyzy homologt proteinu p53 komplikuje exi-
stence celé fady jak transkripcné aktivnich tak transkripéné
neaktivnich izoforem vznikajicich alternativnim sestfihem.
Tyto izoformy se vyznacuji riznymi funkcemi a je pfekvapu-
jici, Ze vétSina doposud provadénych studii zabyvajicich se
analyzou téchto homologii v normélni a nddorové tkani, at jiz
na trovni proteinové nebo mRNA, nerozliSuje mezi expresi
individudlnich izoforem. S vyuZitim nidmi pfipravenych
monoklonalnich a polyklondlnich protilatek, rozli§ujicich jak
jednotlivé izoformy proteinii p73 a p63 tak vice izoforem sou-
¢asné, jsme provedli analyzu exprese téchto proteind v neo-
plastickém epitelu ¢ipku. NaSe vysledky ukdzaly, Ze p73o.izo-
forma je exprimovand v normdlni tkdni a neni vétSinou
exprimovdna ve tkani nddorové zatimco zbyvajici izoformy
proteinu p73 jsou exprimovany jak v normalni tak nadorové
tkéni, kde jejich exprese mlZe byt zachovana nebo dokonce
zvySena. Exprese p73a je ziejmé striktné topicky regulovana
a omezena na epitelové burky piiléhajici k bazalni membra-
né. Tyto vysledky jsou v souladu s publikovanymi pracemi,
které z vyuZitim jak RT-PCR tak imunohistochemické detek-
ce u karcinomu prsu a naddorid orofacilni oblasti ukazaly, Ze
p73a izoforma se nachédzi prevazné v normdalni tkani a jeji
exprese se snizuje u nadorl. Zbyvajici izoformy lze pak dete-
kovati ve tkdnich nddorovych (56), (57). Exprese proteinu p63
jenarozdil od proteinu p73 topicky odliSnd a §ir§i - neni vaza-
na na epitelové buiiky ani na sousedstvi s bazalni membréanou.
RovnéZ exprese ostatnich izoforem p73 neni topicky vdzana
a v dysplastickych 1ézich, i nddorech se spiSe zvySuje.

Z nami dosazenych vysledku tedy vyplyva, Ze exprese C-ter-
mindlni izoformy p73a (ANp730) je za normdlnich okolnos-
ti siln€ topicky i tkanov€ omezena a pouze vyjimecné (mald
¢ast CIN III a sporadicky spinocelularni karcinomy) se ocité
mimo epitelové buiiky, které jsou v kontaktu s bazilni mem-
branou. Ostatni p73 izoformy jsou exprimovéany velmi silné,
moZnd v souvislosti s proliferacni aktivitou 1éze. Ztr4ta nebo
topicky aberantni exprese p73a zfejmé odrazi schopnost inva-
ze epitelidlnich bungk, pfipadné je zpisobena zménou jejich
vztahu k bazalni membrané. Vysledky ziskané s protilatkou
rozliSujici p63 ukazuji vysokou expresi tohoto proteinu v pre-
kancerdzach i nadorech, opét mozna v souvislosti s prolife-
ra¢ni aktivitou, bez jednoznacné souvislosti s morfologii 1éze.
Zde ovSem nebyla zatim provedena podrobnéjsi analyza pro
jednotlivé izoformy.

Prace jednoznacné€ potvrzuje nutnost vyvoje imunoreagencii
schopnych detekovat jednotlivé izoformy proteinil p73 a p63
a provedeni analyzy jejich proteinové exprese na panelu nor-
malnich a nddorovych tkani rizného pivodu. Ztrata korelace
mezi expresi proteind p73 a p63 ukazuje na skutecnost, Ze tyto
proteiny se nemohou vzdjemné nahradit, pokud jeden z nich
jeinaktivovan. Jejich biologické funkce jsou patrné velmi roz-
dilné a kromé podilu na regulaci bunécného cyklu patrné zahr-
nuji i regulaci bunécné diferenciace a vztahu k bazalni mem-
brané u dlazdicového epitelu.

Podékovani: .
Prace byla podporovana IGA MZ CR ¢islo 6404-3.
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