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Uvod

Nadorovy supresor p53 dokdZe ovlivit osud potencidlné malignich bunék tim, Ze bud navodi jejich smrt apoptdzou, aktivuje
jejich diferenciacni potencidl nebo zastavi jejich proliferaci [1]. Béhem tvorby nddoru proto ¢asto dochézi k ztrat€ nebo mutaci
p53. I kdyZ k inaktivaci pS3 dochézi u hematopoietickych malignanci méné Casto neZ u solidnich nadort [2], cilend exprese p53
stimuluje diferenciaci fady leukemickych bunék — napf. L12-pre-B bunék, erytroleukemickych bunék K562, promyelocytikit HL-
60, monoblastl U937 i myeloblastit M1/2 [3-8]. V této praci jsme navodili ektopickou expresi cDNA koédujici lidsky protein p53
v ptacich monoblastech transformovanych onkogenem v-myb (BM2) a vyhodnotili jeho d¢inek na proliferaci, diferenciaci a pro-
gramovanou bunéénou smrt.

Vysledky

Inducibilni exprese cDNA kédujici lidsky p53 v ptacich butikach

Kufeci monoblasty transformované onkogenem v-myb (BM2) jsme transfekovali plazmidem pMT-p53-CD4. Tento plazmid
obsahuje cDNA lidského genu p53 zaclenénou pod kontrolou metalothioneinového promotoru. V transfekovanych buiikéch Ize
proto navodit expresi pS3 pfidanim téZkych kovil, napt. ZnCl,. Izolovali jsme 16 nezavislych klont bunék BM2p53, které ci-
zorodou cDNA stabilné zaclenily do svého genomu. Inducibilni expresi pS3 jsme v téchto buiikdch stimulovanych ionty zinku
ovéfili SDS-polyakrylamidovou gelovou elektroforézou nasledovanou westernovym pifenosem (obr. 1). Jako negativni kontrolu
jsme pouZzili derivat bunék BM2, které byly stabilné transfekovany vektorem pMT-IRES-CD4 postrddajicim sekvenci p53
(BM2CD#4) [9].
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Obr. 2: Lidsky p53 transaktivuje expresi reportérského genu z promotoru genu mdm-2, ale ne genu bax v buitkdch BM2p53.
Buriky byly pfechodné transfekovany luciferazovymi reportérskymi plazmidy elektroporaci. Relativni luciferazova aktivita nale-
zend v buné¢nych extraktech byla normalizovana podle G¢innosti transfekce. Hladina proteinu p53 v transekovanych buiikdch
byla kontrolovdna SDS-polyakrylamidovou elektroforézou a westernovym pfenosem.

Lidsky protein p53 aktivuje transkripci z promotoru genu mdm-2 v ptacich buiikach

Abychom ovéfili, Ze lidsky p53 funguje v ptacich butikich, otestovali jsme jeho transkripcné aktivaéni schopnost v piechod-
né transfekovanych buitkidch BM2p53 s vyuZitim reportérskych systémt pmdmluc a baxluc [10,11]. Mira aktivity luciferazy
v extraktech bunék BM2p53 transfekovanych plazmidem pmdmluc byla vyznamné vy$si nez v extraktech kontrolnich bunék
BM2CD4 a bunék BM2p53 transfekovanych plazmidem baxluc (obr. 2). Tyto vysledky naznacuji, Ze lidsky p53 transaktivuje
expresi genu mdm-2, ale ne bax v ptacich burikich BM2p53.

Lidsky p53 zastavuje rist ptacich bunék ve fazi G2 bunécného cyklu

Pribéh riistovych kiivek zfeteln€ ukézal, Ze proliferace bunék BM2p53 je zpomalena ve srovndni s butikami BM2CD4 (obr. 3).
Tento protiristovy tcinek p53 jsme ovéfili analyzou bunééného cyklu. Buiiky BM2CD4 a BM2p53 jsme vystavili 48-hodinové-
mu pusobeni iontl zinku. Nasledné byly buiiky fixovany, obarveny propidium jodidem a stanoven obsah jejich DNA pritokovou
cytometrii. Frekvence bunék v S-fazi se sniZila z 22.3% u neovlivnénych bunék BM2p53 a 29.7% u bunék BM2CD4 ovlivné-
nych ZnCl, na 6.7% u zinkem ovlivnénych bunék BM2p53 cells. Deficit bunék BM2p53 v S-fazi byl kompenzovéan naristem
poctu bunék ve fazi G2/M (obr. 4). Analyzou frekvence mit6z v jednotlivych vzorcich jsme neprokazali vliv p53 na M-fazi. Z téch-
to vysledkll vyvozujeme, Ze lidsky p53 zastavuje rist bunék BM2p53 ve fazi G2 bunééného cyklu.
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Lidsky protein p53 neovliviiuje programovanou bunéénou smrt ptacich bunék BM2p53

Abychom zjistili, zda exogenni p53 dokéZe vyvolat apoptézu bunék BM2p53, vystavili jsme je plisobeni iontll zinku po dobu
6 hodin. Nasledné jsme méfili miru pfitomnosti fosfatidylserinu (PS) na bunééném povrchu pritokovou cytometrii s vyuZitim
anexinu V. Frekvence anexin-pozitivnich bunék BM2p53 ovlivnénych zinkem byla stejnd jako frekvence anexin-pozitivnich
bunék BM2CD4 cells ovlivnénych zinkem (1.3%) a Zddnou vyznamnou odliSnost jsme nezaznamenali rovnéZ u kontrolnich bunék
BM2CD4 (2.3%) a BM2p53 (0.9%) kultivovanych za nepfitomnosti zinku. Pouze u pozitivni kontroly, tj. bunék BM2CD4 ovliv-
nénych induktorem apoptézy se frekvence anexin-pozitivnich bunék vyznamné zvysila (10.6%). Ani dal§imi testy se nim v nich
nepodafilo prokazat znaky apoptdzy, jako tvorbu apoptotickych télisek nebo fragmentaci DNA v butikich BM2p53. Tyto vysled-
ky ukazuji, Ze exprese pS3 nepostacuje pro iniciaci apoptézy bunék BM2p53, coz koreluje s nedostate¢nou schopnosti lidského
p53 aktivovat transkripci z promotoru pro-apoptotického genu bax v buiikich BM2p53 (obr. 2).
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Obr. 3: p53 zastavuje proliferaci bunék BM2. Buiiky byly Obr. 4: p53 zastavuje proliferaci bunék BM2 ve fazi G2

kultivovany za pfitomnosti (+) nebo nepfitomnosti ZnCl, bunécného cyklu. Po dvoudenni kultivaci byly buriky fixo-
(-) 4 dny. Pocet Zivych bunék byl stanoven denné pomoci vany, obarveny propidium jodidem a analyzovany prito-
hemocytometru a barveni eosinem. kovou cytometrii. Frekvence bunék v M fazi byla vyhod-

nocena mikroskopickou analyzou alespori 400 cytocentri-
fugovanych a obarvenych bunék.

Lidsky p53 indukuje diferenciaci ptac¢ich monoblasti BM2

Vliv lidského p53 na fizeni diferenciace monoblasti BM?2 jsme zloumali nékolika pfistupy: analyzou morfologie bun€k své-
telnou mikroskopii, métenim aktivity nespecifickych esterdz a myeloperoxidéz, sledovanim fagocytické aktivity, stanovenim rela-
tivni exprese diferenciacniho markeru CD11b a méfenim nitrobunééného pH. VSechny tyto parametry prokazaly, Ze exogenni
p53 indukuje monocytickou diferenciaci pta¢ich monoblasti.

Zavér

Nadorovy supresor p53 dokdze ovliviiovat bunécny cyklus, programovanou bunécnou smrt a diferenciacni stav mnoha bhu-
nécnych typua. Ektopickd exprese p53 tispé$né obnovila schopnost bunék zpomalit bunéény cyklus, diferencovat se nebo odumfit
apoptézou u mnoha leukemickych bunéénych linii. V této prici jsme exprimovali lidsky protein p53 v kufecich monoblastech
transformovanych onkogenem v-myb. Zjistili jsme, Ze i tento protein, jehoZ sekvence aminokyselin je pouze z 53% homologni
se svym ptacim protéjSkem, miZe podstatn€ zménit morfologii a fyziologii téchto bunék. Lidsky p53 zastavil proliferaci ptacich
monoblastil ve fazi G2 bunécného cyklu a indukoval jejich monocytickou diferenciaci. NaSe vysledky proto dokazuji, Ze mezi-
druhové rozdily ve struktuie molekul p53, promotorti/enhancert a kofaktord v ptacich a lidskych buiitkdch jsou kompatibilni
s funkcemi p53, které fidi bunécny cyklus a diferenciacni procesy. Nadorovy supresor p53 aspésné zajistil tyto své funkce i za
pritomnosti aktivniho onkoproteinu v-Myb. Dalsi z funkci p53, tj. schopnost navodit apoptdzu, jsme vSak v monoblastech BM?2
neprokdzali. Z toho vyplyva, Ze signdlni drahy fizené p53, které ovliviiuji programovanou bunécnou smrt a procesy diferencia-
ce/proliferace jsou vzajemné nezavislé.
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