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Souhrn: Ovod: Antionkogen p53 je transkripeni faktor jehoz aktivita je vyzadovana pro regulaci bunééné odpovédi na stres
a poskozeni DNA. U vétsiny sporadickych lidskych nadori je protein p53 inaktivovan bodovymi mutacemi, ¢imz dochazi
k naruseni jeho schopnosti zastavit bunécny cyklus nebo navodit apoptozu v zavisl osti navyvolaném poskozeni DNA. Existuje
skupinanadort exprimujicich nemutovanou formu proteinu p53, které viak presto nejsou schopny zastaveni bunééného cyklu
ani navozeni apoptozy po vyvolani poskozeni DNA. Do této skupiny patii melanomy, které jsou zpravidla radiorezistentni
amalo odpovidaji naterapii s vyuzitim rtiznych druht cytostatik. Piredmét studia: Soucasné terapeutické pristupy pro 1éébu
pacientt s vysoce rizikovymi malignimi melanomy ziistavaji stale neefektivni, stejné jako hledani novych Gcinngjsich latek
pro terapii. Jednim z problémua vyvoje a testovani takovych latek je sledovani jejich ucinku. Cilem nasi prace bylo zavedeni
metodiky kratkodobych kultivaci melanomovych fragmentt pro sledovani pisobeni latek s potencialnimi protinadorovymi
vlastnostmi. Jako ukazatel mozného protinadorového ucinku studovanych latek byla zvolenaindukce proteini p53 aMDM2.
Materidl a metody: Vyse jmenované proteiny byly analyzovany pomoci imunohistochemickych a imunochemickych metod
na 6 vzorcich maligniho melanomu. Vysledky: Inhibitor cyklin-dependentnich kinaz roscovitin indukuje funkéni protein p53
u vétsiny kratkodobe kultivovanych melanomovych fragment, zatimco poskozeni DNA cis- platinou neni v daném systému
schopno indukci p53 vyvolat. Zaveér: Kratkodoba kultivace nadorovych fragmenti s naslednym kvantitativnim hodnocenim
biochemickych parametri sejevi byt vhodnym nastrojem pro hlubsi studiumuéinka cytostatik, pripadné i pro predikci odpovedi
konkrétniho nadoru naterapii.
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Abstract: Summary: The tumour suppressor protein p53 is a stress-activated transcription factor the activity of which is
required for regulating cellular response to stress and DNA damage. This protein is inactivated in many sporadic human
tumours by point mutationsin the p53 gene, leading to disruption of itsability to function at DNA damage checkpoint. A subset
of tumours expressing wild-type p53 protein exists that are not able to induce G;-cell cycle arrest allowing DNA reparation or
apoptosisin responseto DNA damage. Melanoma cells are highly radioresistant, in spite of expressing wild-type p53 protein
and they also do not respond to cytotoxic treatment. Subject: The current therapeutic protocols available for the treatment of
patientswith high-risk melanomaremain ineffective. Similarly, the search for new more potent agents has not been successful.
The goa of our study wasto employ the short term cultivation of melanomafragments and evaluate this system for testing the
response to different potential anticancer drugs. Material and methods: We analyzed the p53 and MDM?2 proteins using
immunohistochemistry and immunochemistry in melanoma fragments cultured in media with addition of roscovitine and
cisplatin. Results: The inhibitor of cyclin-dependent protein kinases roscovitineis able to induce functional p53 protein in
studied melanoma fragmentsin comparison with the cisplatin acting viaDNA damage that is unable to induce the p53 protein.
Conclusions: Short term cultivation of tumour fragments and eval uation of biochemical parameters show usability of thistool
for studying effect of cytotoxic drugs aswell asfor prediction of particular tumour response to therapy.
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Teoreticky uvod

p53 je antionkogen kodujici jaderny fosfoprotein o relativni
molekulové hmotnosti 53 kDa, ktery byl poprvé identifikovan
diky jeho schopnosti interagovat s velkym T antigenem viru
SV40 (simian virus 40; 1, 2). Dvacet let po objeveni se pro-
tein p53 stal jednou z nejintenzivngji studovanych molekul
v oblasti onkologického vyzkumu. Bylo prokazano, ze
fosfoprotein p53 je inaktivovan ve vice nez 50% lidskych
nadort (3), a ze inaktivace genu pro p53 homologni
rekombinaci vede u mysi ke zvysené tvorbé nadora (4).

Dulezitym bylo rovnéz zjisténi, ze pacienti s Li-Fraumeni
syndromem, ktery sevyznacujevysokym vyskytem nadorovych
onemocnéni, nesou mutaci genu p53 (5).

Protein p53jeucinny inhibitor bunééného rastu, ktery zastavuje
bunéeny cyklus v nékolika bodech a za urcitych podminek
aktivujemechanismy vedouci k programované smrti bunék (tzv.
apoptoze) (6). Tato schopnost proteinu p53 kontrolovat bunécny
rast je velmi dalezita pro jeho antionkogenni ucinek. Ztrata
exprese nebo inaktivace proteinu p53 podstatre zvysuje riziko
vzniku nadora jak umysi tak i u ¢lovéka (7, 8). Velmi dilezité
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jsou také mechanismy kontrolujici aktivitu antionkogenu p53
béhem normalniho bunééného rastu. Je znamo, ze funkce
proteinu p53 neni nezbytné nutna pro normalni rist, diferenciaci
a embryonalni vyvoj, ktery muaze uspésné probshnout
i v nepritomnosti proteinu p53 (9). Naproti tomu Wwak ma
nekontrolovana aktivace proteinu p53 fatalni nasledky pro
vyvijgjici se embryo, coz ilustruje vyznam mechanisma
kontrolujicich aktivitu proteinu p53.

Zakladnim mechanismem, kterym je tizena aktivita proteinu
p53, jekontrolajeho stability. V normalnich buitkach jeprotein
p53 piitomen v malém mnozstvi, protoze nové syntetizovany
proteinjerychledegradovanv proteosomech (10). Stejné jako
v piipadé jinych regulacnich proteind degradovanych
v proteosomech, dochazi i u proteinu p53 k modifikaci lyzina
vazbou ubiquitinovychietézci (11). Polyubigitinovany protein
jenasledng rozlisen aparatem proteosomu.

Jednou z nejdulezitéjsich dozek degradacni drahy proteinu p53
jeprotein MDM2, ktery je produktem genu, jehoz transkripceje
regulovana samotnym proteinem p53 (12). Stejné jako u jinych
cilovychgent proteinup53 seexpreseMDM 2 zvysujepo aktivaci
p53 riiznymi druhy bunééného stresu. Narozdil od produkti
jinych gend kontrolovanych p53 vsak v pripadé proteinu MDM2
nebylo prokazano, zeby tento protein zprostiedkovaval jakykoli
piimy efekt proteinu p53 (zastaveni bunééného cyklu nebo
programovanou smrt buriky) (13, 14). Hlavni alohou proteinu
MDM?2 je piima interakce s proteinem p53 a inhibice jeho
aktivity. ProteinM DM 2 sevazek N-terminal ni ¢asti p53, nakteré
se nachazi trans-aktivatni oblast, jgjiz prostiednictvim protein
p53 interaguje se zakladnimi komponentami transkripéniho
aparatu (15). Samotna vazba MDM?2 inhibuje normalni funkci
této oblasti p53 atim redukuje schopnost proteinu p53 aktivovat
genovou expresi (16, 17). Vy$e popisovany mechanismus viak
neni jedingm, kterym MDM?2 kontroluje funkci p53. Bylo
prokazano, ze pro-tein MDM 2 participuje naprocesu degradace
p53 (10). Kontrolni mechanismus, jimz MDM2 regulujeprotein
p53, je nezbytny pro normalni vyvoj embryi. Tuto skutenost
potvrzujefakt, zeseumysi sgenem mdm2 vyiazenym homol ogni
rekombinaci projevuje velmi ¢asna embryonalni letalita (8. 19),
zatimco mysi se soucasné vyrazenymi geny mdm2 a p53 tuto
¢asnoul etalitu nevykazuji 2021, \/yznam M DM 2/p53regul acni
smy¢ky potvrzuji nadorové buiky exprimujici transkripéné
inaktivni mutované formy proteinu p53. Tyto mutovaré formy
Ztratily antionkogenni funkci atim i schopnost aktivovat expresi
MDM2, coz vede k akumulaci vysoké hladiny nefunkéni formy
proteinu p53 (10. 20, 21),

U velké vétsiny sporadickych lidskych nadori je protein p53
inaktivovan bodovymi mutacemi, které narusi jeho schopnost
zastavit bunéény cyklus nebo navodit apoptézu po poskozeni
DNA. Existuje vsak skupina nadort, které exprimuji
nemutovanou formu proteinu p53, al e piesto u nich nedochazi
k zastaveni bun&cného cyklu ani k indukci apoptézy po
vyvolani poskozeni DNA. Do této skupiny patii melanomy,
které jsou zpravidla radiorezistentni a §patné odpovidaji na
terapii raznymi druhy cytostatik. Tato skute¢nost potvrzuje
nazor, ze protein p53 muze byt udrzovan v nadorovych
burikach v neaktivni formé prostrednictvim mutaci, které
postihuji geny signalni drahy regulujici odpovéd’ buiky na
poskozeni DNA. Jednim z takovych genu, ktery signaizuje
proteinu p53 pritomnost poskozené DNA, je ,,checkpoint*
kinazaChk2 (22). V nedavné dobé bylarovnéz popsanadraha
aktivace nemutované formy proteinu p53 nezavisla na Chk2,
ktera zpuisobujedefosforylaci Ser-376 naC-konci proteinu p53
a zvyseni jeho funkéni aktivity. U vétsiny melanomovych
bunéenych linii je vsak tato draha porusena a defosforylace
Ser-376 neni vyvolanym poskozenim DNA spusténa (23).

V roce 1994 byly popsany nové syntetické derivaty purinu
olomoucin (2-hydroxyethylamino-6-benzylamino-9-methyl
pu-rin) a roscovitin (analog olomoucinu s nékolikanasobné
vys$§i ucinnosti nez olomoucin) (24), které fungujijako vysoce
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aktivni inhibitory cyklin-dependentni kinazy CDK1 (cdc2)
aptibuznych kinaz (CDK2, CDKS5, erk1 a erk2) (25) tim, ze
kompetuji o ATPvazebné mistotéchtokinaz (24, 26, 27). CDK
acykliny sestejné jako p53 podil € i naregulaci dilezitych drah
fidicich buné¢nou proliferaci a apoptézu. Nejnovéjsi studie
prokazaly inhibi¢ni u¢inek olomoucinu a roscovitinu na
bunéénou proliferaci u celé fady nadorovych bunéenych linii
(28, 29, 30). Vétsinatéchto bunéenychlinii rovnéz vykazovala
znamky apoptozy po Gcinku obou latek. Tyto latky jsou
schopny indukovat nemutovanou formu p53 (31) bez
souc¢asného vyvolani poskozeni DNA a zdgji se proto byt
vhodnymi nastroji terapie.

Soucasné terapeutické pristupy pro Ié¢bu pacienti s vysoce
rizikovymi malignimi melanomy zistavaji stalenesfektivni, teiné
jakometody hledani novychuginngjsichlatek, které by mohly byt
vyuzity proterapii (32). Jednim z problému pii vyvoji atestovani
takovych latek je sledovani jgjich ucinku. Doposud provadéné
studie vyuzivgi bunénych linii ustavenych z melanomd, které
vsak v prabéhukultivacemeéni své vlastnosti. Ur¢itou aternativou
pro sledovani u¢inku latek s potencialnimi protinadorovymi
vlastnostmi je kratkodoba kultivace melanomovych fragmenta
v mediu obohaceném o testované latky.

V predkladané praci jsmezavedli metodu kratkodobé kultivace
melanomovych fragmentd pro testovani odpovédi naterapii.
Jako ukazatel mozného protinadorového acinku jsme zvolili
indukci proteini p53 a MDM2. Zaméfili jsme se na latky
s rozdilnym mechanismem aktivace p53 — jednak cestou
poskozeni DNA, jednak cestou inaktivace cyklin-
dependentnich kinaz.

Material a metody

Pouzité protilatky

(a) DO-1 je monoklonalni protilatka rozlisujici cilovy epitop
na proteinu p53 (°SDLWKL23; 33, 34)

(b) SMP-14 je monoklonalni protilatka rozlisujici protein
MDM2 (15)

(c) MIBL1 je monoklonalni protilatka rozlisujici protein Ki67
(Immunotech)

(d) PC10jemonoklonalni protilatkarozlisujici protein PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) (35)

Melanomové fragmenty a jgjich krdtkodobé kultivace

Melanomova tkan byla ziskana z diagnostickych excizi
azpracovanado 15 minut prenesenim malych fragment (2mm
X 2mm x 2mm) do média (Nutrient mix F-10 with L-glutamine,
GIBCO BRL), do kterého byly pridany sledované latky (cis-
platina (40 uM) a roscovitin (20 uM), DM SO jako kontrola,
pripadné olomoucin (40 uM). K ultivace probiha apodobu 6hodin
pii teplote 37°C a pétiprocentni koncentraci CO, v atmosfére.

Histologicky materidl

Nadorové vzorky byly po ukon¢eni kultivace fixovany 4%
pufrovanym formaldehydem po dobu pftiblizné 24 hodin
abézng zpracovany zalitim do parafinu. Byly z nich piipraveny
kontrolni fezy barvené hematoxylin-eosinem a dale fezy pro
imunochistologii.

Imunohistochemickd detekce sledovanych proteinii

Rutinng pripravené vzorky v parafinovychblocichbyly nakrajeny
a preneseny na silanizovana skla, fezy odparafinovany
a rehydratovany. Odmaskovani antigennich epitopi bylo
provedeno povaienim vzorki po dobu 40 minut pri
97°C v predehiratém 0.01M citratovém pufru pH 6,0 ve vodni
lazni. Po promyti v destilované vodg byly z ditvodu zablokovani
endogenni peroxidazy fezy preneseny na dobu 20 minut do 3%
roztoku H,O,, v PBS (fyziologicky roztok, pufrovany fosfatem
na pH 7,43. Klespecifickzi vazebna aktivita byla zablokovana
prevrstvenim fezi roztokem 5% nizkotuéného miéka s 0.01%
Tween 20v TBS(fyziologicky roztok pufrovany TrisnapH 7,6).
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Takto zablokované fezy byly osuseny, abyly nané najednu
hodinu pri pokojové teplote aplikovany monoklonalni protilatky
(DO-1, 0,5 pg/ml, SMP14 1 ug/ml, MIB1 1 upg/ml) fedéné
v TBS s 1% obsahem BSA (bovinniho sérového abuminu). Po
trojim promyti roztokem 0.01% Tween 20 v PBS byla na 30
minut nanesenaanti-mysi sekundarni protilatkaznatena biotinem
(Amersham) fedéna 1:200 v roztoku 1% BSA v TBS. Po
opakovaném trojim promyti roztokem 0.01% Tween 20 v PBS
byl na dobu 30 minut aplikovan avidin-peroxidazovy komplex
(Vector-Elite). Peroxidazabylapak nad edné detekovanapomoci
DAB (diaminobenzidin) — pouzit kit DAB+ (DAKO) podie
navodu vyrobce. Rezy byly dobarveny hematoxylinem,
dehydratovany, projasnény a zamontovany pro mikroskopické
zhodnoceni. Vsechny vzorky byly zpracovany pro dedovanou
protilatku vzdy v jednom béhu barveni, s jednotnymi casy
aredénim chemikalii. Procenta pozitivnich bunék bylapogitana
vzdy v 10 zornych polich pti 40nasobném zvétseni, pocinaje
zornym polem s ngjvyssi pozitivitou nalezenou v fezu.

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu a imunobloting
Melanomové biopsiebyly lyzovany v NP40lyzatnimroztoku (150
mM NaCl, 50 mM Tris, pH8.0, 5mM EDTA, 1% NP40, 1 mM
polymethanesulphony! fluoride) 30 minut na ledu. Proteinova
koncentrace byla stanovena metodou BioRad (Bio Rad, USA).
Vzorky lyzovanych melanomi byly fedény v Laemmli roztoku
pro e ektroforetickou and yzu s nad ednym imunoblotingem.
Proteiny byly separovany SDS-polyakrylamidovou gelovou
elektroforézou (SDS-PAGE) v 10% gelu a preneseny na
nitrocelul6zovou membranu s vyuzitim Bio-Rad Mini Trans-
Blot Electrophoretic Transfer Cell po dobu dvou hodin pti 4°C
a150 mA v blotovacim roztoku (25 mM Tris, 190 mM glycin
a20% metanal).

Nitrocelulozova membrana s prenesenymi proteiny byla
blokovana po dobu dvou hodin v blokovacim roztoku 5%
miéka a 0.1% Tween 20 v PBS. Primarni protilatky byly
naneseny na tuto membranu v koncentraci 1 pg na 1 ml
blokovaciho roztoku a inkubovany pii 4°C pies noc.
Membrana byla po inkubaci s primarni protilatkou promyta
tiikrat v roztoku PB S obsahujicim 0.1% Tween 20. Po promyti
nasledovala inkubace se sekundarni protilatkou (kralici
protilatka proti mysim imunoglobulinim konjugovana
s kirenovou peroxidazou, DAKO, Denmark), fedénou 1:1000
v blokovacim roztoku, pii pokojové teploté po dobu dvou
hodin. Peroxidazova aktivitabylavizualizovanapomoci ECL
kitu (Amersham, UK).

Tabulkal: Imunohistochemicka analyzaproteini Ki67,p53aM DM 2
v melanomovych fragmentech (% pozitivnich bunék)

kontrola— kultivace kultivace kultivace
v médiu scis-platinou  sroscovitinem
Prpad Ki67 p53 MDM2 p53 MDM2 p53 MDM2

M6 50 0 0 0 0 0 0
M9 30 15 8 10 5 40 15
M10 25 20 5 10 10 35 15
M11 70 5 1 1 1 10 1
M13 60 1 20 1 20 1 30
M14 40 5 1 10 5 50 5

Vysledky

Imunohistologie

Jednou z moznych metod dledovani ucinku  latek

s potencialnimi  protinadorovymi  vlastnostmi  je
imunohi stochemicka detekce proteint jgjichz expresev bunce
muaze byt témito latkami ovlivnéna. Vysledky nasi prace
ziskané  imunohistochemickou analyzou kratkodobé
kultivovanych melanomovych fragmentt jsou shrnuty v Tab.
I. Prolifera¢ni aktivita (Ki67) spolu s expresi p53 a MDM2

byla sledovana pouze v kontrolnich vzorcich, kultivovanych
v médiu. Proliferace métena Ki67 kolisala od 25 do 70 %,
exprese p53 byla obecné nizsi (0-20%), s naznakem inverzni
korelace s prolifera¢ni aktivitou. Exprese MDM2 pievazné
korelovala s expresi p53, v piipadé melanomu M6,
neexprimujiciho p53, nebyla prokazana ani exprese MDM2.
V pripadé M13vsak bylaevidentni vysoka expreseMDM2 pii
nizké hlading p53.

Exprese p53 a MDM2 byla analyzovana i u vzorka
kultivovanych s piidanim 40 uM cis-platiny a 20 uM
roscovitinu. Z hodnot je ziejma indukce p53 po roscovitinu ve
Styiech ze sesti pripada, u fragmentt kultivovanych s cis-
platinou zistava exprese p53 na arovni  srovnatelné
s kontrolnim vzorkem nebo nizsi kromé jednoho piipadu.
Barveni MDM?2 opét prevazné koreluje s hladinou p53 a je
rovnéz zigjma indukce. U piipadu M6 (s neprokazatelnou
expresi p53 a MDM2 v kontrole) k zadné indukci nedoslo,
rovnéztak nebylaindukce prokazanau pripadu M 13 svysokou
hladinou MDM2 v kontrole. Obrazek 1 ukazuje ptipad M9
svyraznouindukci p53aM DM 2 po roscovitinu, vzdy kontrolu
(1a, 1d), kultivaci s cis-platinou (1b, 1€) a roscovitinem (1c,
1f) (a, b,c— p53; d, e, f — MDM2). Obrazek 2 ukazuje piipad
M13 s nizkou hladinou p53 a zvysenou hladinou MDM2
v kontrole (2a, 2d) a dale kultivaci s cis-platinou (2b, 2€)
a roscovitinem (2c, 2f) bez ziejmé zmény v expresi obou
proteini (a, b, c— p53; d, e, f MDM2).

Imunobloting

Pomoci imunohistochemické analyzy jsme schopni uréit
aberantni expresi sledovanych proteini naarovni jednotlivych
bungk. Tato metodanam vsak neumoziujekvantifikaci zmeny
detekovanych proteini ani studiumjejich vzajemnychinterakci
poptipadeinterakci sjinymi proteiny. Kratkodobg kultivované
melanomové fragmenty vsak poskytuji dostatek buné&ného
materialu i pro western blotting, imunoprecipitaéni metody
a ELISA testy. Na obrazku 3 je demonstrovana analyza
proteinu p53 u melanomu M 10. Exprese p53 je detekovanana
vsech analyzovanych vzorcich s mirnou indukci ve vzorku
kultivovaném s roscovitinem. Mirna indukce (o 15%) byla
detekovana i imunohistochemicky. Jako vnitini kontrola
nasazeni stejného mnozstvi jednotlivych vzorka byla pouzita
protilatka detekujici PCNA.

Diskuse

Terapie pacientt s malignim melanomem postrada existenci
ucinnych latek, které by byly schopny pfinést pozitivni
vysledky pii 1é¢bé generalizovaného stadia tohoto
onemocnéni. Byla hodnocena cela tada rozdilnych
terapeutickych piistupti, které byly zalozeny jak na
nespecifické stimulaci imunitniho systému nemocného tak na
vyuziti kombinované chemoterapie (36). Ziskané vysledky
neprokazaly velké rozdily vaéinnosti pouzitych terapeutickych
piistuptt a jasné naznacuji nutnost hledani novych latek
apredevsim metod studia jejich ucinku.

V predkladané praci popisujeme nové zavedenou metodu
kratkodobé kultivace melanomovych fragmenti pro testovani
| atek spotencional nim protinadorovymucinkem, ktera poskytuje
dostatek materi alu ngjen proimunohistochemickou, depiedevsim
pro biochemickou analyzu signalnich drah odpovédnych za
rezistenci maigniho melanomu k raiznym typam terapie.

Pocet analyzovanych ptipadi je maly pro skute¢né efektivni
statistické srovnani, které vsak nebylo cilem této prace.
Rozdily v indukci p53 a MDM?2 po cis-platiné aroscovitinu
jsou nicméné evidentni a naznacuji, ze u vétsiny kratkodobé
kultivovanych melanomovych fragmentt |ze zigimé
indukovat pfingimensim c¢asteéné funkéni p53 pomoci
inhibitora cyklin- dependentnich kinaz. Naproti tomu senam
ve studované skupiné melanomu nepodatilo prokazat indukci
proteinu p53 pomoci cis-platiny vyvolavajici poskozeni DNA.
Ziskané vysledky podporuji nazor, ze u maligniho melanomu
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Obr. 1: Melanom svyraznou indukci p53 aMDM?2 po roscovitinu (pripad M9).
Kontrolavykazuje nizkou expresi p53 (1a) i MDM2 (1d). Exprese p53 (1b) i MDM2 (1e) je srovnatelm skontrolou po kultivaci scis-platinou. Exprese

p53 (1c) i MDM2 (1f) je zvysena po kultivaci sroscovitinem.

s nemutovanou formu proteinu p53 pravd épodobné dochazi
k mutacim, které inaktivuji signalni drahy spojené
s poskozenim DNA a zodpovédné za aktivaci proteinu p53
(22). Tento predpoklad potvrzujei radiorezistence nékterych
buné&énych linii ustavenych z malignich melanomi (23).
Zvyseni hladiny proteinu p53 po pisobeni radiace a latek
vyvolavajicich poskozeni DNA nevedlo k zastaveni
bunéeného cyklu ani nebyla vyvol ana bunééna smrt. Je tedy
ztgimé, ze u téchto linii nedochazi po poskozeni DNA
k aktivaci proteinu p53, ale pouze ke zvyseni hladiny
nefunkéni formy tohoto proteinu.

Nalezeni latek schopnych aktivace nefunkéni nemutované
formy proteinu p53 exprimované malignimi melanomy
nezavisle naposkozeni DNA, jejednim z cilt onkologického
vyzkumu. Mezi latky nevyvolavajici poskozeni DNA, presto
aleindukujici zvysenou expresi funkeniho proteinu p53, patii

28 KLINICKA ONKOLOGIE 14 1/2001

inhibitor cyklin dependentnich kinaz roscovitin (31). Nase
vysledky potvrzuji jeho schopnost indukovat protein p53
v melanomovych fragmentech kultivovanych v médiu
sobsahem 20 1M roscovitinu. Narozdil od 40 uM cis-platiny,
roscovitin indukuje zvysenou expresi proteini p53a MDM2,
jak bylo prokazano imunohistochemickymi metodami.

V pripadé melanomu M6 nebyla detekovana exprese p53 ani
MDM2. L ze predpokladat, Ze gen pro p53 je deletovan nebo
neni prepisovan (ob& moznosti jsou v soucasné dobg
studovany), a proto neni tvoren funkéni protein p53, ktery je
podminkou exprese MDM 2. Naproti tomu nedochazi k indukci
proteinu p53 v pripadé M14 s vysokou hladinou MDM2,
zigime z divodu poskozeni autoregulacni smyc¢ky anadbytku
MDM 2, ktery je schopen udrzet nizkou hladinu p53. Zvysena
hladinaMDM2 muze byt zpasobena amplifikaci genu mdm2
(37, 38). V tomto pripadé nemize byt dosazeno zvysené
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Obr. 2: Melanom s nadmérnou expresi proteinu MDM2 (pripad M 13).
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V kontrole je minimalni exprese p53 (1a), zatimco exprese MDM2 je vysoka (1d). Po kultivaci s cis-platinou se nemeni exprese p53 (1b) ani exprese
MDM2 (1e). Stejné tak po kultivaci sroscovitinem zastava hladina p53 stale nizka (1c) ahladinaMDM2 vysoka (1f).
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Obr. 3: Anayzaexprese proteinu p53 u melanomu M 10.

Z obrazkuje patrna mirna indukce proteinu p53 po kultivaci sroscovitinem.

Kultivace s cis-platinou nevede k detekovatelné zmeéné exprese proteinu
p53. Protilatkadetekujici protein PCNA bylapowitapro kontrolu nasazeri
stejného mnozstvi jednotlivych vzorka.

exprese funkéniho p53 proteinu ani s vyuzitim roscovitinu.
Oba vyse popisované ptipady budou dale studovany, protoze
nam skytaji moznost nalezeni novych drah regulace p53
v zavisosti naposkozeni DNA.

Vydedky ziskané imunoblotingem naznatuji, Ze je nutné vyuzit
citlivéjsich metod pro detekci aberantni exprese p53, sjejichz
pomoci bychom méli byt schopni anadyzovat posttrandatni
modifikace a vzajemné proteinové interakce. V nasledujicich
studiich vyuzijeme metodu ELISA, ktera nam navic umozni
presnéjsi kvantifikaci dedovanych zmen proteinu p53.

Vyuziti kultivace melanomovych fragmenti pro testovani
ucéinku latek, které mohou byt vhodné pro nové terapeutické
pristupy, sejevi byt velkym piinosem. Tyto fragmenty mohou
byt rovnéz vyuzity pro studiumvzajemnychinterakci proteinu
p53aMDM2, piipadné vlivu posttranslacné modifikovanych
forem proteinu p53 na odpovéd’ pacientt na zvoleny zpisob
terapie. Pokud se podati prokazat, ze stupen fosforylace
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proteinu p53, popiipadé vzajemna interakce p53 a MDM2,
maji vztah k rezistenci melanomii nariizné typy terapie, bude
mozno vyuzit kombinace latek vyvolavajicich rozdilnou
indukci funkénich forem p53 pro ucinngjsi terapii (39).

Kratkodoba kultivace nadorovych fragmentu, s naslednym
kvantitativnim hodnocenim biochemickych parametra
(indukce, posttranslacni modifikace vybranych proteind,
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