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Lidsk˘ nádorov˘ supresor p53 zastavuje rÛst a indukuje 
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Úvod
Nádorov˘ supresor p53 dokáÏe ovlivit osud potenciálnû maligních bunûk tím, Ïe buì navodí jejich smrt apoptózou, aktivuje

jejich diferenciaãní potenciál nebo zastaví jejich proliferaci [1]. Bûhem tvorby nádoru proto ãasto dochází k ztrátû nebo mutaci

p53. I kdyÏ k inaktivaci p53 dochází u hematopoietick˘ch malignancí ménû ãasto neÏ u solidních nádorÛ [2], cílená exprese p53

stimuluje diferenciaci fiady leukemick˘ch bunûk – napfi. L12-pre-B bunûk, erytroleukemick˘ch bunûk K562, promyelocytikÛ HL-

60, monoblastÛ U937 i myeloblastÛ M1/2 [3-8]. V této práci jsme navodili ektopickou expresi cDNA kódující lidsk˘ protein p53

v ptaãích monoblastech transformovan˘ch onkogenem v-myb (BM2) a vyhodnotili jeho úãinek na proliferaci, diferenciaci a pro-

gramovanou bunûãnou smrt.

V˘sledky
Inducibilní exprese cDNA kódující lidsk˘ p53 v ptaãích buÀkách

Kufiecí monoblasty transformované onkogenem v-myb (BM2) jsme transfekovali plazmidem pMT-p53-CD4. Tento plazmid

obsahuje cDNA lidského genu p53 zaãlenûnou pod kontrolou metalothioneinového promotoru. V transfekovan˘ch buÀkách lze

proto navodit expresi p53 pfiidáním tûÏk˘ch kovÛ, napfi. ZnCl2. Izolovali jsme 16 nezávisl˘ch klonÛ bunûk BM2p53, které ci-

zorodou cDNA stabilnû zaãlenily do svého genomu. Inducibilní expresi p53 jsme v tûchto buÀkách stimulovan˘ch ionty zinku

ovûfiili SDS-polyakrylamidovou gelovou elektroforézou následovanou westernov˘m pfienosem (obr. 1). Jako negativní kontrolu

jsme pouÏili derivát bunûk BM2, které byly stabilnû transfekovány vektorem pMT-IRES-CD4 postrádajícím sekvenci p53

(BM2CD4) [9].

Obr. 1: 
Anal˘za exprese p53 v buÀkách BM2p53 

SDS-polyakrylamidovou gelovou elektroforézou 

a westernov˘m pfienosem

Obr. 2: Lidsk˘ p53 transaktivuje expresi reportérského genu z promotoru genu mdm-2, ale ne genu bax v buÀkách BM2p53.

BuÀky byly pfiechodnû transfekovány luciferázov˘mi reportérsk˘mi plazmidy elektroporací. Relativní luciferázová aktivita nale-

zená v bunûãn˘ch extraktech byla normalizována podle úãinnosti transfekce. Hladina proteinu p53 v transekovan˘ch buÀkách

byla kontrolována SDS-polyakrylamidovou elektroforézou a westernov˘m pfienosem.

Lidsk˘ protein p53 aktivuje transkripci z promotoru genu mdm-2 v ptaãích buÀkách
Abychom ovûfiili, Ïe lidsk˘ p53 funguje v ptaãích buÀkách, otestovali jsme jeho transkripãnû aktivaãní schopnost v pfiechod-

nû transfekovan˘ch buÀkách BM2p53 s vyuÏitím reportérsk˘ch systémÛ pmdmluc a baxluc [10,11]. Míra aktivity luciferázy

v extraktech bunûk BM2p53 transfekovan˘ch plazmidem pmdmluc byla v˘znamnû vy‰‰í neÏ v extraktech kontrolních bunûk

BM2CD4 a bunûk BM2p53 transfekovan˘ch plazmidem baxluc (obr. 2). Tyto v˘sledky naznaãují, Ïe lidsk˘ p53 transaktivuje

expresi genu mdm-2, ale ne bax v ptaãích buÀkách BM2p53.

Lidsk˘ p53 zastavuje rÛst ptaãích bunûk ve fázi G2 bunûãného cyklu
PrÛbûh rÛstov˘ch kfiivek zfietelnû ukázal, Ïe proliferace bunûk BM2p53 je zpomalena ve srovnání s buÀkami BM2CD4 (obr. 3).

Tento protirÛstov˘ úãinek p53 jsme ovûfiili anal˘zou bunûãného cyklu. BuÀky BM2CD4 a BM2p53 jsme vystavili 48-hodinové-

mu pÛsobení iontÛ zinku. Následnû byly buÀky fixovány, obarveny propidium jodidem a stanoven obsah jejich DNA prÛtokovou

cytometrií. Frekvence bunûk v S-fázi se sníÏila z 22.3% u neovlivnûn˘ch bunûk BM2p53 a 29.7% u bunûk BM2CD4 ovlivnû-

n˘ch ZnCl2 na 6.7% u zinkem ovlivnûn˘ch bunûk BM2p53 cells. Deficit bunûk BM2p53 v S-fázi byl kompenzován nárÛstem

poãtu bunûk ve fázi G2/M (obr. 4). Anal˘zou frekvence mitóz v jednotliv˘ch vzorcích jsme neprokázali vliv p53 na M-fázi. Z tûch-

to v˘sledkÛ vyvozujeme, Ïe lidsk˘ p53 zastavuje rÛst bunûk BM2p53 ve fázi G2 bunûãného cyklu.
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Lidsk˘ protein p53 neovlivÀuje programovanou bunûãnou smrt ptaãích bunûk BM2p53 
Abychom zjistili, zda exogenní p53 dokáÏe vyvolat apoptózu bunûk BM2p53, vystavili jsme je pÛsobení iontÛ zinku po dobu

6 hodin. Následnû jsme mûfiili míru pfiítomnosti fosfatidylserinu (PS) na bunûãném povrchu prÛtokovou cytometrií s vyuÏitím

anexinu V. Frekvence anexin-pozitivních bunûk BM2p53 ovlivnûn˘ch zinkem byla stejná jako frekvence anexin-pozitivních

bunûk BM2CD4 cells ovlivnûn˘ch zinkem (1.3%) a Ïádnou v˘znamnou odli‰nost jsme nezaznamenali rovnûÏ u kontrolních bunûk

BM2CD4 (2.3%) a BM2p53 (0.9%) kultivovan˘ch za nepfiítomnosti zinku. Pouze u pozitivní kontroly, tj. bunûk BM2CD4 ovliv-

nûn˘ch induktorem apoptózy se frekvence anexin-pozitivních bunûk v˘znamnû zv˘‰ila (10.6%). Ani dal‰ími testy se nám v nich

nepodafiilo prokázat znaky apoptózy, jako tvorbu apoptotick˘ch tûlísek nebo fragmentaci DNA v buÀkách BM2p53. Tyto v˘sled-

ky ukazují, Ïe exprese p53 nepostaãuje pro iniciaci apoptózy bunûk BM2p53, coÏ koreluje s nedostateãnou schopností lidského

p53 aktivovat transkripci z promotoru pro-apoptotického genu bax v buÀkách BM2p53 (obr. 2).

Lidsk˘ p53 indukuje diferenciaci ptaãích monoblastÛ BM2 
Vliv lidského p53 na fiízení diferenciace monoblastÛ BM2 jsme zloumali nûkolika pfiístupy: anal˘zou morfologie bunûk svû-

telnou mikroskopií, mûfiením aktivity nespecifick˘ch esteráz a myeloperoxidáz, sledováním fagocytické aktivity, stanovením rela-

tivní exprese diferenciaãního markeru CD11b a mûfiením nitrobunûãného pH. V‰echny tyto parametry prokázaly, Ïe exogenní

p53 indukuje monocytickou diferenciaci ptaãích monoblastÛ.

Závûr
Nádorov˘ supresor p53 dokáÏe ovlivÀovat bunûãn˘ cyklus, programovanou bunûãnou smrt a diferenciaãní stav mnoha bhu-

nûãn˘ch typÛ. Ektopická exprese p53 úspû‰nû obnovila schopnost bunûk zpomalit bunûãn˘ cyklus, diferencovat se nebo odumfiít

apoptózou u mnoha leukemick˘ch bunûãn˘ch linií. V této práci jsme exprimovali lidsk˘ protein p53 v kufiecích monoblastech

transformovan˘ch onkogenem v-myb. Zjistili jsme, Ïe i tento protein, jehoÏ sekvence aminokyselin je pouze z 53% homologní

se sv˘m ptaãím protûj‰kem, mÛÏe podstatnû zmûnit morfologii a fyziologii tûchto bunûk. Lidsk˘ p53 zastavil proliferaci ptaãích

monoblastÛ ve fázi G2 bunûãného cyklu a indukoval jejich monocytickou diferenciaci. Na‰e v˘sledky proto dokazují, Ïe mezi-

druhové rozdíly ve struktufie molekul p53, promotorÛ/enhancerÛ a kofaktorÛ v ptaãích a lidsk˘ch buÀkách jsou kompatibilní

s funkcemi p53, které fiídí bunûãn˘ cyklus a diferenciaãní procesy. Nádorov˘ supresor p53 úspû‰nû zajistil tyto své funkce i za

pfiítomnosti aktivního onkoproteinu v-Myb. Dal‰í z funkcí p53, tj. schopnost navodit apoptózu, jsme v‰ak v monoblastech BM2

neprokázali. Z toho vypl˘vá, Ïe signální dráhy fiízené p53, které ovlivÀují programovanou bunûãnou smrt a procesy diferencia-

ce/proliferace jsou vzájemnû nezávislé.

Tato práce byla podporována grantem 301/06/0036 GAâR a v˘zkumn˘m zámûrem MSM 0021622415 M·MT.
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Obr. 4: p53 zastavuje proliferaci bunûk BM2 ve fázi G2

bunûãného cyklu. Po dvoudenní kultivaci byly buÀky fixo-

vány, obarveny propidium jodidem a analyzovány prÛto-
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Obr. 3: p53 zastavuje proliferaci bunûk BM2. BuÀky byly

kultivovány za pfiítomnosti (+) nebo nepfiítomnosti ZnCl2
(-) 4 dny. Poãet Ïiv˘ch bunûk byl stanoven dennû pomocí

hemocytometru a barvení eosinem.
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Úloha MAPK v regulaci exprese Mcl-1 a indukované monocytární diferenciace
u lidsk˘ch leukemick˘ch bunûk HL-60.
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Mitogeny aktivované proteinkinázy (MAPK) pfiedstavují uspofiádan˘ systém signálních drah, které zprostfiedkovávají bunûã-

nou odpovûì na ‰iroké spektrum podnûtÛ. MAPK se podílejí na regulaci mnoha dÛleÏit˘ch biologick˘ch procesÛ, jako jsou regu-

lace bunûãného rÛstu, diferenciace, apoptózy ãi zánûtlivé odpovûdi a jejich modulace mÛÏe pfiispût k inhibici karcinogeneze.

Experimentálním modelem pouÏit˘m v této práci byly lidské leukemické buÀky HL-60, které mají charakter promyelocytÛ.

aMonocytární diferenciace byla indukována 1,25-dihydroxyvitaminem D3 (VD3) a metabolismus kyseliny arachidonové byl

modulován prostfiednictvím specifick˘ch inhibitorÛ 5-lipoxygenázy (5-LPO) MK-886 a AA-861.

Hlavním cílem práce bylo zjistit, jakou úlohu pfiedstavují MAPK v procesu monocytární diferenciace indukované VD3 a posí-

lené inhibicí 5-LPO.

Úãinky VD3 na monocytární diferenciaci lidsk˘ch leukemick˘ch bunûk HL-60 mohou b˘t posíleny pÛsobením inhibitorÛ 5-

LPO (MK-886, AA-861). StupeÀ diferenciace odpovídá zv˘‰ené expresi antiapoptotického proteinu Mcl-1. Je známo, Ïe pfii

monocytární diferenciaci indukované VD3 dochází k aktivaci JNK a p44/p42 MAPK drah a k inhibici p38 MAPK dráhy. Zají-

malo nás tedy, jak mohou inhibitory 5-LPO dále modulovat úãast MAPK drah v procesu indukované monocytární diferenciace.

Zapojení jednotliv˘ch MAPK signálních drah bylo studováno nepfiímo za pouÏití specifick˘ch inhibitorÛ: p38 – SB202180, JNK

– SP600125 a p44/p42 – U0126. Zjistili jsme, Ïe nejen na úãincích VD3 ale i inhibitorÛ MK-886 a AA-861 na monocytární dife-

renciaci se podílí upregulace JNK a p44/p42 a inhibice p38 MAPK, coÏ se projevilo zmûnami v expresi antiapototického prote-

inu Mcl-1 i expresi monocytárních povrchov˘ch antigenÛ CD14 a CD11b.

V̆ sledky tedy ukazují, Ïe posílení diferenciace indukované vlivem kombinace VD3 s inhibitorem 5-LPO je dÛsledkem spo-

lupÛsobení v‰ech tfií sledovan˘ch MAPK drah.

Poruchy v intracelulární transdukci interferonov˘ch signálÛ 
u stabilizovan˘ch linií maligního melanomu a karcinomu mléãné Ïlázy.
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Úvod do problematiky
Abnormality na rÛzn˘ch úrovních intracelulární signalizace mohou b˘t u onkologick˘ch pacientÛ jednou z pfiíãin jejich pato-

logického imunitního stavu a sníÏené citlivosti na imunoterapeutickou léãbu. V̆ znamn˘ podíl na normálním prÛbûhu bunûãné

proliferace a diferenciace je v dne‰ní dobû pfiipisován aktivitû proteinÛ multigenové rodiny STAT (Signal Transducer and Acti-

vator of Transcription). Tyto proteiny zprostfiedkovávají pfienos signálu vyvolaného celou fiadou extracelulárních ligandÛ (inter-

ferony, rÛstové faktory) z bunûãného povrchu do jádra, kde po interakci s pfiíslu‰n˘mi promotorov˘mi sekvencemi modulují

expresi responzivních genÛ. Proteiny STAT se nachází v cytoplazmû v inaktivním stavu jako monomery. Po fosforylaci jejich

konzervovaného tyrozinového zbytku prostfiednictvím Janusov˘ch tyrozinkináz (sdruÏen˘ch s povrchov˘mi receptory) tvofií aktiv-

ní homo- nebo heterodimerní formy interakcí SH2 domény jednoho STAT proteinu s fosfotyrozinem svého partnera. Pro úspû‰-

n˘ pfienos signálu a následnou aktivaci genÛ prostfiednictvím STATÛ je v nûkter˘ch pfiípadech nezbytná nejen fosforylace na pfií-

slu‰n˘ch tyrozinov˘ch, ale i na konzervovan˘ch serinov˘ch zbytcích.

Funkce proteinu STAT1, kter˘ je v˘znamn˘m mediátorem interferonov˘ch signálÛ, zahrnuje antiproliferaãní a proapoptotic-

kou aktivitu. Jeho potenciální úloha v procesech do rÛzné míry souvisejících s maligní transformací byla podpofiena fiadou pra-

cí, které referují o nesprávné funkci STAT1 nebo pozmûnûné mífie exprese tohoto proteinu u malignit rÛzného histopatologické-

ho pÛvodu, jako je maligní melanom, karcinom mléãné Ïlázy, nádory hlavy a krku, lymfom a leukémie. 
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