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Souhrn: Protein p53 hraje kli¢ovou roli v inhibici bun&né proliferace v z4vislosti na vlivu riznych stresovych podminek. Stre-
sem indukovany p53 spousti, podle miry poskozeni DNA, bud mechanismy vedouci k programované bun&¢né smrti (apoptéze)
nebo indukuje zastaveni bun&&ného cyklu. Funkce tohoto proteinu je ovlivnéna fadou mechanismu, k nimZ patfi zejména muta-
ce ainterakce s bun&nymi a virovymi onkoproteiny. Vyvoj lidskych nadort byvé provézen inaktivaci biochemickych drah regu-
lovanych proteinem p53, nejéast€ji mutacemi genu p53. Tyto skutenosti vedly k navrZeni moZnych terapeutickych pfistupi,
vyuZivajicich metod molekularni biologie, které by byly schopny obnovit piivodni funkci proteinu p53 v nadorové buiice. Tyto
pFistupy mohou v budoucnu znaénou mérou pfispét ke zvy3eni efektivity konvenéni 16¢by nddorovych onemocnéni.
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Summary: Protein p53 plays a key role in inhibiton of the cell proliferation in response to various types of stress. The induced
p53 protein triggers either growth arrest or apoptosis. p53 function is modulated by mechanisms including mutations as well
as interactions with cellular and viral oncoproteins. The development of human cancers is frequently associated with the
inactivation of p53-mediated biochemical pathways. Mutations are the most common mechanism of p53 inactivation in most
human cancers. These findings led to designing of potential therapeutical approaches that using molecular biology methods
reactivate p53 function in tumour cells lacking functional p53. These strategies could enhance the effectiveness of commonly
used cancer therapies.
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Bun&&n4 proliferace je velmi komplexni proces, ktery je regu-
lovén celou Fadou specifickych geni. NaruSeni funkce téchto
genti miiZe mit fatdini nasledky a zplisobit neoplastickou trans-
formaci buiiky. Mezi nejast&jsi pficiny inaktivace regulad-
nich genti u nadort patii mutace. Postupné byly objeveny stov-
ky mutaci té&chto gend majici vztah k rdznym typam
nadorovych onemocnéni. Mezi tyto geny prokazatelné patfi
také nadorovy supresorovy gen p53.

Lidsky gen p53 je lokalizovan na kratkém raménku chromo-
zomu 17 (17p13). Celkové délka genu je pfiblizné 20kb a je
sloZen z 11 exontl, z nichZ prvni je nekédujici, a 10 introni (5,
20). Vyskyt a sekvenéni homologie dosud prozkoumanych
gent p53 uriiznych druhii Zivo€icht, od bezobratlych po obrat-
lovce, dokazuje jeho vysokou evolu¢ni konzervativnost.

Fosfoprotein p53, kédovany timto genem, se skldd4 z 393 ami-
nokyselin a obsahuje 4 hiavni funk¢ni domény (Obr.1). Na N-
konci proteinu je transkripéné-aktivacni doména, v centralni
&asti je DNA-vazebna doména a na C-konci se nachazi oligo-
merizadni a reguladni doména (19). p53 je jaderny transkrip¢-
ni faktor, regulujici odpovéd buiiky na nejrizngjsi formy stre-
su (Obr. 2). Aktivuje transkripci genil podilejicich se na fizeni
tady bun&nych procesil, jako jsou: zastava buné¢ného cykiu
v G1 f4zi, S fazi nebo na pfechodu z G2 do M féze, inhibice
amplifikace genil, apopt6za, inhibice replikace DNA, dife-
renciace, transkripce, reparace DNA a udrZovani stability
genomu (3, 25, 28). Pro zabran&ni vzniku nidortl je zvIaste
vyznamna jeho schopnost fidit odpovéd buiiky na poskozeni
dé&di¢né informace uloZené v DNA. Po poskozeni DNA zasta-
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Obrdzek 1. Struktura proteinu p53 s hlavnimi funkénimi doménami. Cerné jsou vyznaceny oblasti, které jsou u lidskych nddori nejcastéji postihovd

ny mutacemi. Cisla vyjadfuji pofadi mutovanych aminokyselin.
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Obrdzek 2. Protein p53 je v normdlni burice udriovdn na velmi nizké hla-
diné'v latentni neaktivni formé a je aktivovdn pisobenim riznych Jorem
stresu. Timto stresem miiZe byt nap¥. poskozeni DNA (UV nebo ionizujici
2dFent, syntetickd chemoterapeutika atd.) nebo aktivace onkogenii. Aktiv-
ni p53 indukuje transkripci specifickych cilovych geni, jejich produkty
bud zastavi bunécny cyklus (22) nebo spusti programovanou bunécnou
smrt (apoptozu). Naopak miZe byt p53 inaktivovdn interakcemi s Fadou
virovych a bunécnych onkoproteinit (29), které inhibuji jeho transkripéni
aktivitu nebo stimuluji jeho degradaci. Vyznamnym mechanismem inak-
tivace p53 sou také rizné mutace, které méni jeho konformaci a negativ-
né ovliviiuji jeho transkripéni aktivitu. Cerné body ve schématu zndzor-
riuji mista potencidlniho terapeutického zdsahu.

UV-zéfeni, ionizujici zafeni,
aktivace onkogenu,
chemoterapsutika

P53 u LFS rodin byly v heterozygotni form& nalezeny u nen-
dorovych bunék. Nemaji vliv na v§voj jedince, ale pravd&po-
dobné zplisobuji predispozici jejich nositeld k tumorigenezi.
Vétiina mutaci u t&chto syndromi je v DNA-vazebné domé-
né. Byly v3ak zji$t&ny i mutace v oligomerizadni doméng
v kodonech 337 (18) a 344 (30).

Dalsi vyznamné mechanismy inaktivace p53 vztahujici se
k neoplasiim jsou uvedeny v nisledujicim tabulkovém pfe-
hledu.

Tabulka 1. Prehled nejdiileZitéjsich mechanismé inaktivujici funkci
p53 a s nim spojend nadorova onemocnéni [upraveno podle Vogelste-
in a spol. (32)].
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vi p53 buné&&ny cyklus v n&kterém z kontrolnich bodii a umoz-
ni tak reparaci poSkozené DNA. Pokud je DNA po$kozena ve
velkém rozsahu a nelze ji opravit, podili se p53 na indukci pro-
gramované bun&¢né smrti (apoptézy) a tim zabrani pfenosu
tohoto poSkozeni do dcefinych bungk.

V dnesni dobé existuje dostatek experimentélnich aklinickych
ditkazii o tom, Ze zm&ny v genu p53 a jeho produktu Gzce sou-
visi se vznikem sporadickych i d&di¢nych forem lidskych
malignit. Mutace p53 se vyskytuji u mnoha riiznych typii nado-
ri. Charakter a vyskyt mutaci zavisi ¢asto na typu tkang, ze
které nador vznik4, a &asten& také na endogennich a exogen-
nich faktorech zodpov&dnych za mutagenezi. Prvni zminku
o pravd€podobné korelaci mezi konkrétnim nddorovym one-
mocnénim a mutaci p53 podali Harris a Ozturk (8, 14), ktefi
zjistili vysokou frekvenci pfitomnosti transverze G>T v kodo-
nu 249 u jaterniho karcinomu populaci jiZni Afriky a vychod-
ni Asie. Postupné byla prokazana celd fada bodovych mutaci
zodpovédnych za expresi konforma&n& zmé&n&ného proteinu
P53, a posunovych mutaci zpisobujici, spolu s nesmyslnymi,
zkriceni tohoto proteinu. Pfiblizn& 80-90% viech mutaci,
zejména bodovych, je soustfedéna do centralni &4sti p53
apostihuji DNA-vazebnou doménu. Jedna se o tzv. "hot spot”
mutace v kodonech 175, 249, 273 a 282. Frekvence a distri-
buce t&chto mutaci je rizn4 u riznych typt nadori. Mutacemi
v DNA-vazebné domén& vznika protein, ktery neni schopen
sekvenCné specifické vazby na DNA a nasledné aktivace cilo-
vych gend. Tyto mutace se vyskytuji pfedevsim u nadoru plic,
tlustého stfeva, mozku, prsu, slinivky a jicnu. Casty vyskyt
mutaci v genu p53 byl také nalezen u dédi¢n& podminénych
forem n4dori (jde o zarode&né bodové mutace v kodonech 175,
245, 248 a 273), jako je Li-Fraumeni syndrom (LFS). Jedn4 se
o zfidka se vyskytujici autosomaln&-dominantni syndrom, kte-
ry poprvé popsali Li a Fraumeni (16). Typicka diagn6za je cha-

rakterizovéna tvorbou sarkomi kostni a mé&kkych tkéni jiz

v détském v&ku. Vedle tohoto klasického fenotypu existuje
jest€ tzv. Li-Fraumeni syndrom-like (LFS-L), ktery se lii od
LFS tim, Ze u postiZenych rodin doch4zi k tvorb& Zetnych
malignit rizného histologického typu. Zd&d&né mutace v genu

Mechanismus : : s oké na
inaktivace p53 Diisledek inaktivace Typické nadory
Delece C-koncové Neschopnost tvorby  ]Sporadické karcinomy!
oblasti tetrameri p53 na riznych mistech
Nadmérmn4 exprese ., Sarkomy a nadory
genu mdm?2 Zvy3ena degradace p53 mozku
Inaktivace p53 interakcemi
s virovymi onkoproteiny,
které inhibuji jeho Karcinom d&loZniho
Virovi infekce transkrip&ni aktivitu &ipku, jater a Setné
(E1B-55kDa protein lymfomy
adenoviru) nebo stimuluji
jeho degradaci (E6 protein
lidkého papilomaviru)
Neschopnost inhibice’ .
ARF MDM?2 proteinu s nd- | Karcinom prsu, nidory
Delece genu p14 slednou ztritou regulace mozku a plic
degradace p53
Mimojaderna lokalizace | Absence funkce p53 (p53 Neurobl:
proteinu p53 v cytoplazmé | je funké&ni pouze v jadfe) curoblastom
p53 a terapie nadoru

Vétina nadorovych onemocn&ni je-tizce spjata s aberantni
expresi proteinu p53, proto se vyzkum zaméfil také na vypra-
covani potencidlnich terapeutickych piistupii, které by byly
schopny in vivo v nadorové tkani obnovit funkei tohoto pro-
teinu p53. JelikoZ mutace patii mezi nejvyznamnéj¥i mecha-
nismy, které inaktivuji funkci p53, bude znalost statusu p53
(zda je mutantni nebo tzv. wild-rype) dile¥ita pro budouci
vybér spravné terapie. Tato domnénka vychazi ze studii, kte-
ré ukazaly, Ze v&tina nidor exprimujicich mutantni p53 je
rezistentni k chemoterapii a radioterapii (1, 4, 26, 31). Ani tato
strategie vSak nemusi byt pro vysledny terapeuticky efekt roz-
hodujict, protoZe n€které nadory s mutantnim p53 jsou citlivé
na Jatky podkozujici DNA (33). Vyb&r spravné terapie bude
zéleZet nejen natom, zda je p53 inaktivovan mutaci nebo inter-
akei s endogennimi virovymi a bun&nymi onkoproteiny, ale
inacelkovém charakteru nidorové tkang, pfedeviim na mnoz-
stvi a typu genetickych abnormalit.

V nasledujicich odstavcich je uvéden prehled mo#nych tera-
peutickych pfistupd, které jsou schopny obnovit funkci prote-
inu p53 v nddorové buiice popfipadé v butikéch s nefunk&nim
p53 indukovat proces programované bun&&né smrti. N&které
z nich jsou jiZ ve stadiu klinickych testt.

Vneseni genu pro wild-type p53 do nadorové buiiky pomo-
ci virovych a nevirovych nosi¢a

Pro tento tcel se vyuZiva virovych vektorti (retroviry, adeno-
viry), ale i nevirovych, jako napf. liposomé modifikovanych
transferinem. (23, 35). Gen pro p53 byl vni¥en pomoci retro-
virl a adenovir neschopnych replikace v cilové buice. Tim-
to postupem bylo dosaZeno inhibice bun&né proliferace
unekterych nddord, konkrétné€ u karcinom prsu, d&lozniho &ip-
ku aplic (23). BohuZel tato ,,virova terapie" narai na tfi zasad-
ni probiémy: I) lze ji aplikovat pouze na urtité typy nadoro-
vych tkéni, IT) adenoviry jsou imunogenni, coZ komplikuje
opakovany terapeuticky zésah, IIT) adenoviry maji slabou
schopnost penetrace do hlubSich vrstev nadorové tkang.
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Obnoveni funkce proteinu p53 blokovanim jeho interakei
s inhibi¢nimi proteiny

Obnova funkce p53 je zfejmé& obtiZn&jsi u nadort exprimu-
jici virové onkoproteiny (E6-karcinomy déloZniho ipku)
nebo endogenni bun&étné onkoproteiny (MDM2-sarkomy).
E6 a MDM2 stimuluji degradaci proteinu p53, proto miZe
jejich zablokovéni vyrazn€ zvySit hladinu funkéniho p53.
Pro zeslabeni inhibi¢niho efektu téchto proteind byly pou-
Zity tyto postupy: I) regulace genové exprese s naslednou
redukci hladiny proteint vnesenim "antisense” RNA proti
ob&ma gentim (E6 a mdm?2) do buiiky pomoci adenoviru (10,
15), IT) blokov4ni interakce proteinti E6 nebo MDM?2 s p53
prostfednictvim protilatek proti vazebnym mistim, nebo
prostfednictvim peptidi schopnych rozrusit jejich vzdjem-
nou vazbu a uvolnit tak funk&ni p53 (6, 7), III) pouZiti
mutantni formy p53, kterd neni schopna interakce s inhibi¢-
nimi proteiny, ale inhibuje proliferaci buné&k (17). Pro tera-
peutické vyuZiti dvou posledn& jmenovanych pfistupt bude
nutné najit specificky a Gfinny zplsob pfenosu proteini
a peptidii do naddorové butiky.

Aktivace mutantniho p53 pomoci peptidi a protilatek
Specifickd DNA-vazebn4 aktivita p53 je negativng regulova-
na jeho C-koncovou doménou, ¢imZ je p53 udrZovén v latent-
ni neaktivni formé&. Konverze z neaktivni do aktivni formy se
dé&je napf. fosforylaci C-konce (28), aste¢nou deleci C-kon-
ce nebo vazbou protilitek PAb421 a série Bp53 na epitopy C-
konce (13, 21). Studie ukazaly, Ze i mutantni p53 miZe byt
aktivovan vazbou protilitky PAb421 (2). Tento jev potvrzuje
hypotézu, Ze mutantni p53 miZe byt v nddorové buiice reak-
tivovan a pinit tak svou ptivodni funkci. Podobn€ Selivanova
a spol. (24) obnovili funkci mutantniho p53 pomoci syntetic-
kého peptidu obsahujici sekvenci z C-konce p53. Tento zpi-
sob aktivace je velmi vyznamny v souvislosti s vysokou Cet-
nosti mutaci ménicich konformaci v DNA-vazebné doméné.
Pro praktické vyuZiti tohoto zptisobu aktivace p53 plati vySe
zminéna podminka ziskani i¢inného nastroje pro transport pro-
teinll do nddorové buiiky.

Eliminace nadorovych bunék s nefunkénim p53
prostiednictvim mutantniho adenoviru

Zajimavou moZnosti 1é¢by nadorti s nefunkEnim p53 je vyu-
Ziti mutantniho adenoviru s deletovanym genem pro virovy
protein E1B-55kDa, oznatovaného ONYX-015 (12). Ztrita
exprese proteinu E1B-55kDa zpisobi, Ze ONYX-015 je scho-
penreplikace pouze v buiikach s nefunk&nim p53, kdeZto v nor-
maélnich a nddorovych butikdch s wild-type p53 je jeho repli-
kace potlacena. ONYX-015 tedy selektivné ni¢i nddorové
butiky s nefunkénim p53 a v klinickych testech byl usp&3né
poufZit k terapii karcinomu prsu, tlustého stfeva, vaje€niku,
déloZniho ¢ipku a nddorii rezistentnich k nékterym cytostati-
ktim (12). Toxicita u normalnich bun€k nebyla zji¥téna. Hlav-
ni problém tohoto terapeutického pfistupu je, Ze ONYX-015
je imunogenni, a proto je $ifeni viru v organismu zna¢n€ ome-
zené. Tento problém mtZe v budoucnu vyfesit sou¢asna apli-
kace viru spolu s imunosupresivnimi ldtkami. Nov&jsi vyzku-
my hovofi spi$e ve prosp&ch efektivnéjsi kombinované terapie,
napf. kombinace ONYX-015 s n€kterymi cytostatiky (cispla-
tina, 5-fluorouracil), neZ pro aplikaci viru samotného.

Indukce p53-nezavislé apoptozy prostirednictvim
syntetickych chemoterapeutik

Hiavni pfekdZkou u¢inné 16€by nékterych nidorti je jejich zna¢-
nérezistence zplisobena Casto naruSenim reguladni drihy spou-
$t&jici p53-zdvislou apoptézu. Soucasné 1é&ebné postupy pro-
to vyuZivaji indukce apoptézy nezavislé na p53 pomoci
nékterych dostupnych chemoterapeutik, napf. etoposidu (9),
taxolu (34), vinkristinu a doxorubicinu (11).

Popsané strategie obnovy funkce p53 v nddorové buiice by
mohly pfispét ke zlepSeni kurability nddorli. Maximélniho
uc¢inku bude zfejmé& dosaZeno kombinaci téchto strategii s kon-
venénimi postupy v radio- a chemoterapii, spife neZ jejich
samostatnou aplikaci. Mnohé z nich se po pfekondani pocatec-
nich potiZi a nedostatkii mohou stit neocenitelnou soucasti
moderni 1é¢by nadori.

Prdce byla podporovdna grantovym projektem NC/7131-3.
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