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Teoretický ú vod
p53 je antionkogen kódující jaderný fosfoprotein o relativní
molekulové hmotnosti 53 kDa, který byl poprvé identifikován
díky jeho schopnosti interagovat s velkým T antigenem viru
SV40 (simian virus 40; 1, 2). Dvacet let po objevení se pro-
tein p53 stal jednou z nejintenzivněji studovaných molekul
v oblasti onkologického výzkumu. Bylo prokázáno, že
fosfoprotein p53 je inaktivován ve více než 50 % lidských
nádorů  (3), a že inaktivace genu pro p53 homologní
rekombinací vede u myší ke zvýšené tvorbě nádorů  (4).

Dů ležitým bylo rovněž zjištění, že pacienti s Li-Fraumeni
syndromem, který se vyznačuje vysokým výskytem nádorových
onemocnění, nesou mutaci genu p53 (5). 
Protein p53 je účinný inhibitor buněčného rů stu, který zastavuje
buněčný cyklus v několika bodech a za určitých podmínek
aktivuje mechanismy vedoucí k programované smrti buněk (tzv.
apoptóze) (6). Tato schopnost proteinu p53 kontrolovat buněčný
rů st je velmi dů ležitá pro jeho antionkogenní účinek. Ztráta
exprese nebo inaktivace proteinu p53 podstatně zvyšuje riziko
vzniku nádorů  jak u myší tak i u člověka (7, 8). Velmi dů ležité
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Souhrn: Ú vod: Antionkogen p53 je transkripční faktor jehož aktivita je vyžadována pro regulaci buněčné odpovědi na stres
a poškození DNA. U většiny sporadických lidských nádorů  je protein p53 inaktivován bodovými mutacemi, čímž dochází
k narušení jeho schopnosti zastavit buněčný cyklus nebo navodit apoptózu v závislosti na vyvolaném poškození DNA. Existuje
skupina nádorů  exprimujících nemutovanou formu proteinu p53, které však přesto nejsou schopny zastavení buněčného cyklu
ani navození apoptózy po vyvolání poškození DNA. Do této skupiny patří melanomy, které jsou zpravidla radiorezistentní
a málo odpovídají na terapii s využitím rů zných druhů  cytostatik. Předmět studia: Současné terapeutické přístupy pro léčbu
pacientů  s vysoce rizikovými maligními melanomy zů stávají stále neefektivní, stejně jako hledání nových účinnějších látek
pro terapii. Jedním z problémů  vývoje a testování takových látek je sledování jejich účinku. Cílem naší práce bylo zavedení
metodiky krátkodobých kultivací melanomových fragmentů  pro sledování pů sobení látek s potenciálními protinádorovými
vlastnostmi. Jako ukazatel možného protinádorového účinku studovaných látek byla zvolena indukce proteinů  p53 a MDM2.
Materiá l a metody: Výše jmenované proteiny byly analyzovány pomocí imunohistochemických a imunochemických metod
na 6 vzorcích maligního melanomu. Výsledky: Inhibitor cyklin-dependentních kináz roscovitin indukuje funkční protein p53
u většiny krátkodobě kultivovaných melanomových fragmentů , zatímco poškození DNA cis- platinou není v daném systému
schopno indukci p53 vyvolat. Zá věr: Krátkodobá kultivace nádorových fragmentů  s následným kvantitativním hodnocením
biochemických parametrů  se jeví být vhodným nástrojem pro hlubší studium účinků  cytostatik, případně i pro predikci odpovědi
konkrétního nádoru na terapii. 
Klíčová slova: Melanom, p53, MDM2, cytotoxický stres, poškození DNA 

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 mutations in the p53 gene, leading to disruption of its ability to function at DNA damage checkpoint. Asubset
of tumours expressing wild-type p53 protein exists that are not able to induce G1-cell cycle arrest allowing DNA reparation or
apoptosis in response to 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
patients with high-risk melanoma remain ineffective. Similarly, the search for new more potentagents has not been successful.
The goal of our study was to employ the short term cultivation of melanoma fragments and evaluate this system for testing the
response to different potential anticancer drugs. Material and methods: We analyzed the p53 and MDM2 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 roscovitine is able to induce functional p53 protein in
studied melanoma fragments in comparison with the cisplatin acting viaDNA damage that is unable to induce the p53 protein.
Conclusions: Short term cultivation of tumour fragments and evaluation of biochemical parameters show usability of this tool
for studying effect of cytotoxic drugs as well as for prediction of particular tumour response to therapy.
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jsou také mechanismy kontrolující aktivitu antionkogenu p53
během normálního buněčného rů stu. Je známo, že funkce
proteinu p53 není nezbytně nutná pro normální rů st, diferenciaci
a embryonální vývoj, který mů že úspěšně proběhnout
i v nepřítomnosti proteinu p53 (9). Naproti tomu však má
nekontrolovaná aktivace proteinu p53 fatální následky pro
vyvíjející se embryo, což ilustruje význam mechanismů
kontrolujících aktivitu proteinu p53. 
Základním mechanismem, kterým je řízena aktivita proteinu
p53, je kontrola jeho stability. Vnormálních buňkách je protein
p53 přítomen v malém množství, protože nově syntetizovaný
protein je rychle degradován v proteosomech (10). Stejně jako
v případě jiných regulačních proteinů  degradovaných
v proteosomech, dochází i u proteinu p53 k modifikaci lyzinů
vazbou ubiquitinových řetězců  (11). Polyubiqitinovaný protein
je následně rozlišen aparátem proteosomu. 
Jednou z nejdů ležitějších složek degradační dráhy proteinu p53
je protein MDM2, který je produktem genu, jehož transkripce je
regulována samotným proteinem p53 (12). Stejně jako u jiných
cílových genů  proteinu p53 se exprese MDM2 zvyšuje po aktivaci
p53 rů znými druhy buněčného stresu. Na rozdíl od produktů
jiných genů  kontrolovaných p53 však vpřípadě proteinu MDM2
nebylo prokázáno, že by tento protein zprostředkovával jakýkoli
přímý efekt proteinu p53 (zastavení buněčného cyklu nebo
programovanou smrt buňky) (13, 14). Hlavní úlohou proteinu
MDM2 je přímá interakce s proteinem p53 a inhibice jeho
aktivity. Protein MDM2 se váže kN-terminální části p53, na které
se nachází trans-aktivační oblast, jejíž prostřednictvím protein
p53 interaguje se základními komponentami transkripčního
aparátu (15). Samotná vazba MDM2 inhibuje normální funkci
této oblasti p53 a tím redukuje schopnost proteinu p53 aktivovat
genovou expresi (16, 17). Výše popisovaný mechanismus však
není jediným, kterým MDM2 kontroluje funkci p53. Bylo
prokázáno, že pro-tein MDM2 participuje na procesu degradace
p53 (10). Kontrolní mechanismus, jímž MDM2 reguluje protein
p53, je nezbytný pro normální vývoj embryí. Tuto skutečnost
potvrzuje fakt, že se umyší sgenem mdm2 vyřazeným homologní
rekombinací projevuje velmi časná embryonální letalita (18, 19),
zatímco myši se současně vyřazenými geny mdm2 a p53 tuto
časnou letalitu nevykazují (20, 21). Význam MDM2/p53 regulační
smyčky potvrzují nádorové buňky exprimující transkripčně
inaktivní mutované formy proteinu p53. Tyto mutované formy
ztratily antionkogenní funkci a tím i schopnost aktivovat expresi
MDM2, což vede k akumulaci vysoké hladiny nefunkční formy
proteinu p53 (10, 20, 21). 
U velké většiny sporadických lidských nádorů  je protein p53
inaktivován bodovými mutacemi, které naruší jeho schopnost
zastavit buněčný cyklus nebo navodit apoptózu po poškození
DNA. Existuje však skupina nádorů , které exprimují
nemutovanou formu proteinu p53, ale přesto u nich nedochází
k zastavení buněčného cyklu ani k indukci apoptózy po
vyvolání poškození DNA. Do této skupiny patří melanomy,
které jsou zpravidla radiorezistentní a špatně odpovídají na
terapii rů znými druhy cytostatik. Tato skutečnost potvrzuje
názor, že protein p53 mů že být udržován v nádorových
buňkách v neaktivní formě prostřednictvím mutací, které
postihují geny signální dráhy regulující odpověď  buňky na
poškození DNA. Jedním z takových genů , který signalizuje
proteinu p53 přítomnost poškozené DNA, je „checkpoint“
kináza Chk2 (22). V nedávné době byla rovněž popsána dráha
aktivace nemutované formy proteinu p53 nezávislá na Chk2,
která způ sobuje defosforylaci Ser-376 na C-konci proteinu p53
a zvýšení jeho funkční aktivity. U většiny melanomových
buněčných linií je však tato dráha porušena a defosforylace
Ser-376 není vyvolaným poškozením DNA spuštěna (23).
V roce 1994 byly popsány nové syntetické deriváty purinu
olomoucin (2-hydroxyethylamino-6-benzylamino-9-methyl
pu-rin) a roscovitin (analog olomoucinu s několikanásobně
vyšší účinností než olomoucin) (24), které fungují jako vysoce

aktivní inhibitory cyklin-dependentní kinázy CDK1 (cdc2)
a příbuzných kináz (CDK2, CDK5, erk1 a erk2) (25) tím, že
kompetují o ATP vazebné místo těchto kináz (24, 26, 27). CDK
a cykliny se stejně jako p53 podílejí na regulaci dů ležitých drah
řídících buněčnou proliferaci a apoptózu. Nejnovější studie
prokázaly inhibiční účinek olomoucinu a roscovitinu na
buněčnou proliferaci u celé řady nádorových buněčných linií
(28, 29, 30). Většina těchto buněčných linií rovněž vykazovala
známky apoptózy po účinku obou látek. Tyto látky jsou
schopny indukovat nemutovanou formu p53 (31) bez
současného vyvolání poškození DNA a zdají se proto být
vhodnými nástroji terapie. 
Současné terapeutické přístupy pro léčbu pacientů  s vysoce
rizikovými maligními melanomy zů stávají stále neefektivní, stejně
jako metody hledání nových účinnějších látek, které by mohly být
využity pro terapii (32). Jedním z problémů  při vývoji a testování
takových látek je sledování jejich účinku. Doposud prováděné
studie využívají buněčných linií ustavených z melanomů , které
však vprů běhu kultivace mění své vlastnosti. Určitou alternativou
pro sledování účinku látek s potenciálními protinádorovými
vlastnostmi je krátkodobá kultivace melanomových fragmentů
v mediu obohaceném o testované látky. 
V předkládané práci jsme zavedli metodu krátkodobé kultivace
melanomových fragmentů  pro testování odpovědi na terapii.
Jako ukazatel možného protinádorového účinku jsme zvolili
indukci proteinů  p53 a MDM2. Zaměřili jsme se na látky
s rozdílným mechanismem aktivace p53 – jednak cestou
poškození DNA, jednak cestou inaktivace cyklin-
dependentních kináz. 

Materiál a metody
Použité  protilá tky
(a) DO-1 je monoklonální protilátka rozlišující cílový epitop

na proteinu p53 (20SDLWKL25; 33, 34)
(b) SMP-14 je monoklonální protilátka rozlišující protein

MDM2 (15)
(c) MIB1 je monoklonální protilátka rozlišující protein Ki67

(Immunotech)
(d) PC10 je monoklonální protilátka rozlišující protein PCNA

(Proliferating Cell Nuclear Antigen) (35)

Melanomové  fragmenty a jejich krá tkodobé  kultivace
Melanomová tkáň byla získána z diagnostických excizí
a zpracována do 15 minut přenesením malých fragmentů  (2mm
x 2mm x 2mm) do média (Nutrient mix F-10 with L-glutamine,
GIBCO BRL), do kterého byly přidány sledované látky (cis-
platina (40 µM) a roscovitin (20 µM), DMSO jako kontrola,
případně olomoucin (40 µM). Kultivace probíhala po dobu 6 hodin
při teplotě 37°C a pětiprocentní koncentraci CO2 v atmosféře.

Histologický materiá l
Nádorové vzorky byly po ukončení kultivace fixovány 4%
pufrovaným formaldehydem po dobu přibližně 24 hodin
a běžně zpracovány zalitím do parafínu. Byly z nich připraveny
kontrolní řezy barvené hematoxylin-eosinem a dále řezy pro
imunohistologii. 

Imunohistochemická  detekce sledovaných proteinů
Rutinně připravené vzorky vparafinových blocích byly nakrájeny
a přeneseny na silanizovaná skla, řezy odparafinovány
a rehydratovány. Odmaskování antigenních epitopů  bylo
provedeno povařením vzorků  po dobu 40 minut při
97°C v předehřátém 0.01M citrátovém pufru pH 6,0 ve vodní
lázni. Po promytí v destilované vodě byly z dů vodu zablokování
endogenní peroxidázy řezy přeneseny na dobu 20 minut do 3%
roztoku H2O2 v PBS (fyziologický roztok, pufrovaný fosfátem
na pH 7,4). Nespecifická vazebná aktivita byla zablokována
převrstvením řezů  roztokem 5% nízkotučného mléka s 0.01%
Tween 20 v TBS (fyziologický roztok pufrovaný Tris na pH 7,6).
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Takto zablokované řezy byly osušeny, a byly na ně na jednu
hodinu při pokojové teplotě aplikovány monoklonální protilátky
(DO-1, 0,5 µg/ml, SMP14 1 µg/ml, MIB1 1 µµg/ml) ředěné
v TBS s 1% obsahem BSA (bovinního sérového albuminu). Po
trojím promytí roztokem 0.01% Tween 20 v PBS byla na 30
minut nanesena anti-myší sekundární protilátka značená biotinem
(Amersham) ředěná 1:200 v roztoku 1% BSA v TBS. Po
opakovaném trojím promytí roztokem 0.01% Tween 20 v PBS
byl na dobu 30 minut aplikován avidin-peroxidázový komplex
(Vector-Elite). Peroxidáza byla pak následně detekována pomocí
DAB (diaminobenzidin) – použit kit DAB+ (DAKO) podle
návodu výrobce.. Ř ezy byly dobarveny hematoxylinem,
dehydratovány, projasněny a zamontovány pro mikroskopické
zhodnocení. Všechny vzorky byly zpracovány pro sledovanou
protilátku vždy v jednom běhu barvení, s jednotnými časy
a ředěním chemikálií. Procenta pozitivních buněk byla počítána
vždy v 10 zorných polích při 40násobném zvětšení, počínaje
zorným polem s nejvyšší pozitivitou nalezenou v řezu.

Elektroforé za v polyakrylamidové m gelu a imunobloting 
Melanomové biopsie byly lyzovány vNP40 lyzačním roztoku (150
mM NaCl, 50 mM Tris, pH8.0, 5 mM EDTA, 1% NP40, 1 mM
polymethanesulphonyl fluoride) 30 minut na ledu. Proteinová
koncentrace byla stanovena metodou BioRad (Bio Rad, USA).
Vzorky lyzovaných melanomů  byly ředěny v Laemmli roztoku
pro elektroforetickou analýzu s následným imunoblotingem.
Proteiny byly separovány SDS-polyakrylamidovou gelovou
elektroforézou (SDS-PAGE) v 10% gelu a přeneseny na
nitrocelulózovou membránu s využitím Bio-Rad Mini Trans-
Blot Electrophoretic Transfer Cell po dobu dvou hodin při 4 oC
a 150 mA v blotovacím roztoku (25 mM Tris, 190 mM glycin
a 20% metanol).
Nitrocelulózová membrána s přenesenými proteiny byla
blokována po dobu dvou hodin v blokovacím roztoku 5%
mléka a 0.1% Tween 20 v PBS. Primární protilátky byly
naneseny na tuto membránu v koncentraci 1 µg na 1 ml
blokovacího roztoku a inkubovány při 4 oC přes noc.
Membrána byla po inkubaci s primární protilátkou promyta
třikrát v roztoku PBS obsahujícím 0.1% Tween 20. Po promytí
následovala inkubace se sekundární protilátkou (králíčí
protilátka proti myším imunoglobulinů m konjugovaná
s křenovou peroxidázou, DAKO, Denmark), ředěnou 1:1000
v blokovacím roztoku, při pokojové teplotě po dobu dvou
hodin. Peroxidázová aktivita byla vizualizována pomocí ECL
kitu (Amersham, UK).

byla sledována pouze v kontrolních vzorcích, kultivovaných
v médiu. Proliferace měřená Ki67 kolísala od 25 do 70 %,
exprese p53 byla obecně nižší (0-20%), s náznakem inverzní
korelace s proliferační aktivitou. Exprese MDM2 převážně
korelovala s expresí p53, v případě melanomu M6,
neexprimujícího p53, nebyla prokázána ani exprese MDM2.
V případě M13 však byla evidentní vysoká exprese MDM2 při
nízké hladině p53. 
Exprese p53 a MDM2 byla analyzována i u vzorků
kultivovaných s přidáním 40 µM cis-platiny a 20 µM
roscovitinu. Z hodnot je zřejmá indukce p53 po roscovitinu ve
čtyřech ze šesti případů , u fragmentů  kultivovaných s cis-
platinou zů stává exprese p53 na úrovni srovnatelné
s kontrolním vzorkem nebo nižší kromě jednoho případu.
Barvení MDM2 opět převážně koreluje s hladinou p53 a je
rovněž zřejmá indukce. U případu M6 (s neprokazatelnou
expresí p53 a MDM2 v kontrole) k žádné indukci nedošlo,
rovněž tak nebyla indukce prokázána u případu M13 s vysokou
hladinou MDM2 v kontrole. Obrázek 1 ukazuje případ M9
s výraznou indukcí p53 a MDM2 po roscovitinu, vždy kontrolu
(1a, 1d), kultivaci s cis-platinou (1b, 1e) a roscovitinem (1c,
1f) (a, b,c – p53; d, e, f – MDM2). Obrázek 2 ukazuje případ
M13 s nízkou hladinou p53 a zvýšenou hladinou MDM2
v kontrole (2a, 2d) a dále kultivaci s cis-platinou (2b, 2e)
a roscovitinem (2c, 2f) bez zřejmé změny v expresi obou
proteinů  (a, b, c – p53; d, e, f MDM2).

Imunobloting
Pomocí imunohistochemické analýzy jsme schopni určit
aberantní expresi sledovaných proteinů  na úrovni jednotlivých
buněk. Tato metoda nám však neumožňuje kvantifikaci změny
detekovaných proteinů  ani studium jejich vzájemných interakcí
popřípade interakcí s jinymi proteiny. Krátkodobě kultivované
melanomové fragmenty však poskytují dostatek buněčného
materiálu i pro western blotting, imunoprecipitační metody
a ELISA testy. Na obrázku 3 je demonstrována analýza
proteinu p53 u melanomu M10. Exprese p53 je detekována na
všech analyzovaných vzorcích s mírnou indukcí ve vzorku
kultivovaném s roscovitinem. Mírná indukce (o 15 %) byla
detekována i imunohistochemicky. Jako vnitřní kontrola
nasazení stejného množství jednotlivých vzorků  byla použita
protilátka detekující PCNA. 

Diskuse
Terapie pacientů  s maligním melanomem postrádá existenci
účinných látek, které by byly schopny přinést pozitivní
výsledky při léčbě generalizovaného stadia tohoto
onemocnění. Byla hodnocena celá řada rozdílných
terapeutických přístupů , které byly založeny jak na
nespecifické stimulaci imunitního systému nemocného tak na
využití kombinované chemoterapie (36). Získané výsledky
neprokázaly velké rozdíly vúčinnosti použitých terapeutických
přístupů  a jasně naznačují nutnost hledání nových látek
a především metod studia jejich účinku. 
V předkládané práci popisujeme nově zavedenou metodu
krátkodobé kultivace melanomových fragmentů  pro testování
látek spotencionálním protinádorovým účinkem, která poskytuje
dostatek materiálu nejen pro imunohistochemickou, ale především
pro biochemickou analýzu signálních drah odpovědných za
rezistenci maligního melanomu k rů zným typů m terapie. 
Počet analyzovaných případů  je malý pro skutečně efektivní
statistické srovnání, které však nebylo cílem této práce.
Rozdíly v indukci p53 a MDM2 po cis-platině a roscovitinu
jsou nicméně evidentní a naznačují, že u většiny krátkodobě
kultivovaných melanomových fragmentů  lze zřejmě
indukovat přinejmenším částečně funkční p53 pomocí
inhibitorů  cyklin- dependentních kináz. Naproti tomu se nám
ve studované skupině melanomů  nepodařilo prokázat indukci
proteinu p53 pomocí cis-platiny vyvolávající poškození DNA.
Získané výsledky podporují názor, že u maligního melanomu

Tabulka I: Imunohistochemická analýza proteinů Ki67, p53 a MDM2
v melanomových fragmentech (% pozitivních buněk)

kontrola – kultivace kultivace kultivace
v médiu s cis-platinou s roscovitinem

Případ 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

Výsledky
Imunohistologie
Jednou z možných metod sledování účinku látek
s potenciálními protinádorovými vlastnostmi je
imunohistochemická detekce proteinů  jejichž exprese v buňce
mů že být těmito látkami ovlivněna. Výsledky naší práce
získané imunohistochemickou analýzou krátkodobě
kultivovaných melanomových fragmentů  jsou shrnuty v Tab.
I. Proliferačníaktivita (Ki67) spolu s expresí p53 a MDM2
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s nemutovanou formu proteinu p53 pravděpodobně dochází
k mutacím, které inaktivují signální dráhy spojené
s poškozením DNA a zodpovědné za aktivaci proteinu p53
(22). Tento předpoklad potvrzuje i radiorezistence některých
buněčných linií ustavených z maligních melanomů  (23).
Zvýšení hladiny proteinu p53 po pů sobení radiace a látek
vyvolávajících poškození DNA nevedlo k zastavení
buněčného cyklu ani nebyla vyvolána buněčná smrt. Je tedy
zřejmé, že u těchto linií nedochází po poškození DNA
k aktivaci proteinu p53, ale pouze ke zvýšení hladiny
nefunkční formy tohoto proteinu. 
Nalezení látek schopných aktivace nefunkční nemutované
formy proteinu p53 exprimované maligními melanomy
nezávisle na poškození DNA, je jedním z cílů  onkologického
výzkumu. Mezi látky nevyvolávající poškození DNA, přesto
ale indukující zvýšenou expresi funkčního proteinu p53, patří

inhibitor cyklin dependentních kináz roscovitin (31). Naše
výsledky potvrzují jeho schopnost indukovat protein p53
v melanomových fragmentech kultivovaných v médiu
s obsahem 20 µM roscovitinu. Na rozdíl od 40 µM cis-platiny,
roscovitin indukuje zvýšenou expresi proteinů  p53a MDM2,
jak bylo prokázano imunohistochemickými metodami. 
V případě melanomu M6 nebyla detekována exprese p53 ani
MDM2. Lze předpokládat, že gen pro p53 je deletován nebo
není přepisován (obě možnosti jsou v současné době
studovány), a proto není tvořen funkční protein p53, který je
podmínkou exprese MDM2. Naproti tomu nedochází k indukci
proteinu p53 v případě M14 s vysokou hladinou MDM2,
zřejmě z dů vodu poškození autoregulační smyčky a nadbytku
MDM2, který je schopen udržet nízkou hladinu p53. Zvýšená
hladina MDM2 mů že být způ sobena amplifikací genu mdm2
(37, 38). V tomto případě nemů že být dosaženo zvýšené

Obr. 1: Melanom s výraznou indukcí p53 a MDM2 po roscovitinu (případ M9). 
Kontrola vykazuje nízkou expresi p53 (1a) i MDM2 (1d). Exprese p53 (1b) i MDM2 (1e) je srovnatelná s kontrolou po kultivaci s cis-platinou. Exprese
p53 (1c) i MDM2 (1f) je zvýšená po kultivaci s roscovitinem.
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exprese funkčního p53 proteinu ani s využitím roscovitinu.
Oba výše popisované případy budou dále studovány, protože
nám skýtají možnost nalezení nových drah regulace p53
v závislosti na poškození DNA. 
Výsledky získané imunoblotingem naznačují, že je nutné využít
citlivějších metod pro detekci aberantní exprese p53, s jejichž
pomocí bychom měli být schopni analyzovat posttranslační
modifikace a vzájemné proteinové interakce. V následujících
studiích využijeme metodu ELISA, která nám navíc umožní
přesnější kvantifikaci sledovaných změn proteinu p53.
Využití kultivace melanomových fragmentů  pro testování
účinku látek, které mohou být vhodné pro nové terapeutické
přístupy, se jeví být velkým přínosem. Tyto fragmenty mohou
být rovněž využity pro studium vzájemných interakcí proteinu
p53 a MDM2, případně vlivu posttranslačně modifikovaných
forem proteinu p53 na odpověď  pacientů  na zvolený způ sob
terapie. Pokud se podaří prokázat, že stupeň fosforylace

Obr. 2: Melanom s nadměrnou expresí proteinu MDM2 (případ M13). 
V kontrole je minimální exprese p53 (1a), zatímco exprese MDM2 je vysoká (1d). Po kultivaci s cis-platinou se nemění exprese p53 (1b) ani exprese
MDM2 (1e). Stejně tak po kultivaci s roscovitinem zů stává hladina p53 stále nízká (1c) a hladina MDM2  vysoká (1f).

Obr. 3: Analýza exprese proteinu p53 u melanomu M10.
Z obrázku je patrná mírná indukce proteinu p53 po kultivaci s roscovitinem.
Kultivace s cis-platinou nevede k detekovatelné změně exprese proteinu
p53. Protilátka detekující protein PCNA byla použita pro kontrolu nasazení
stejného množství jednotlivých vzorků .
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proteinu p53, popřípadě vzájemná interakce p53 a MDM2,
mají vztah k rezistenci melanomů  na rů zné typy terapie, bude
možno využít kombinace látek vyvolávajících rozdílnou
indukci funkčních forem p53 pro účinnější terapii (39).    
Krátkodobá kultivace nádorových fragmentů , s následným
kvantitativním hodnocením biochemických parametrů
(indukce, posttranslační modifikace vybraných proteinů ,

vzájemné proteinové interakce, ubiquitinace p53 atd.), se nám
jeví být vhodným nástrojem pro hlubší studium účinků  terapie
cytostatiky, případně i k predikci odpovědi konkrétního nádoru
na danou terapii. Na rozdíl od buněčných linií nebo primokultur
ustavených z maligních nádorů , není tato metoda doprovázena
problémy spojenými se změnami vlastností těchto buněčných
kultur v prů běhu kultivace.
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