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1. Uvod

Béhem vice nez dvaceti let, kterd ubéhla od objeveni p53
v roce 1979, se protein p53 stal nejintenzivnéji studovanym
objektem vyzkumu v oblasti molekuldrni onkologie. Vyznam-
né k tomu pfispéla jeho schopnost plisobit proti nddorové
transformaci buriky a také zjisténi, Ze u vice neZ poloviny
lidskych nadord dochdzi k deleci nebo mutaci genu p53.
Lidsky protein p53, fungujici jako jaderny transkripéni faktor,
je tvofen 393 aminokyselinami a obsahuje 4 hlavni funkéni
domény. Mutace p53 v nddorovych buiikdch nejcastéji posti-
huji centrdlni oblast proteinu, kterd je nutnd pro sekvencné
specifickou vazbu na cilové sekvence DNA. N-konec proteinu
obsahuje doménu aktivujici transkripci cilovych genl a na
C-konci se nachdzi oligomerizacni a regula¢ni doména.

vvvvvv

guldtorG odpovédi na nejriznéjsi formy bunécného stresu
(obr. 1). Podili se na fizeni fady buné¢nych procesd, pocinaje
zdstavou bunécného cyklu, pies inhibici replikace DNA, fizen{
diferenciace, regulaci transkripce a reparace DNA, udrzZovani{
stability genomu az po indukci programované buné¢né smrti,
tzv. apoptdzy. Pro supresi nddorového ristu je zvlasté vy-
znamnd jeho schopnost fidit reakci builky na poskozeni dé-
di¢né informace ulozené v DNA. Po poskozeni DNA vyvold
protein p53 zdstavu bunécného cyklu v G1 nebo G2 fazi, ¢imz
je umoznéna oprava poskozené DNA. V piipadé rozsdhlého
poskozeni, které nelze opravit, indukuje protein p53 apoptézu,
a tim zabrani pfenosu poskozené genetické informace do
dcefinych bunék.

Vétsina bunénych procest fizenych p53 zédvisi na jeho
schopnosti aktivovat transkripci cilovych gend. Pro ti¢innou
aktivaci transkripce je nutné, aby vznikl tetramer p53, ktery se
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v promotorech cilovych %enﬁ vaze na dvé po sobé nasledujici
sekvence 5 ’PuPuPuCA/T /,GPyPyPy 3’ (Pu — purinova bdze,
Py — pyrimidinova baze), které mohou byt oddéleny az 13 pary

onkogeny ionizujici zdteni, UV zafeni
chemoterapeutika
p14ARF kinasy acetylasy
@ degradace
aktivace
MDM?2 transkripce
WAF
p21 bax
14-3-30 CD95/Fas
gadd45
zdstava cyklu
reparace DNA
v
dokonceni
buné¢ného apoptoza
cyklu

Obr. 1. V normdlni buiice indukuje protein p53 expresi proteinu
MDM2, ktery blokuje jeho transkripéni aktivitu a zdrovef stimuluje
jeho degradaci. Vznikad tak zpétnovazebna regulacni smycka, ktera je
v nestresované bunce schopna udrzovat velmi nizkou hladinu neak-
tivniho proteinu p53. Ke stabilizaci a aktivaci p53 dochdzi plisobenim
riznych stresovych faktorti, napt. poskozenim DNA (dcinkem UV
nebo ionizujiciho zafeni, chemoterapeutik apod.) nebo aktivaci onko-
genti. Aktivni p53 indukuje transkripci cilovych gent, jejichZ produk-
ty bud zastavi bunéény cyklus, aby mohlo dojit k opravé poskozené
DNA, nebo spusti, v pfipadé rozsahlého poskozeni dédicné informace,
programovanou bunécnou smrt (apoptézu)
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Tabulka I

Referaty

Reguldtory bunécného cyklu a apoptézy indukované proteinem p53

Transkripce Funkce produktu Vysledek indukce

aktivovdna p53

p21 VAR inhibitor CDK zastava b. cyklu (G1, G2/M)
MDM2 vazba na p53, ubikvitin ligasa inhibice aktivity a degradace p53
EGF-R receptor EGF zastava b. cyklu

gadd45 interakce s CDK1, reparace DNA, vazba na PCNA zéstava b. cyklu

14-3-3¢ regulacni protein, vdze se na p53, CDC25C zdstava b. cyklu (G2/M)

Bax dimerizace s Bcl-2 podporuje apoptézu

BCL-xL kompetuje s Bax ve vazbé na Bcl-2 inhibice apoptozy
CD95/APO1/Fas membradnovy receptor pro CD95L indukce apoptézy po vazbé CDISL
IGF-BP3 vaze IGF (insulin-like growth factor) apoptdza nebo zdstava b. cyklu
PIG3 regulace odpovédi na oxidativn{ stres apoptoza nebo zdstava b. cyklu
pS3R2 podjednotka ribonukleotid reduktasy zastava cyklu (G2/M), reparace DNA

bdzi. V tab. I je uveden vybér reguldtor buné¢ného cyklu
a apoptozy, jejichz exprese je transkripcné aktivovdna protei-
nem p53 (cit'™). Kromé aktivace transkripce se p53 podili také
na negativni regulaci transkripce mnoha gent, jejichZ pro-
dukty se mohou ucastnit vzniku a progrese nadorovych one-
mocnéni. Pfikladem muiZe byt protein MRP (multidrug resis-
tance — associated protein) (cit®), ktery zpusobuje odolnost
nddorovych bunék k nékterym cytostatiktim, nebo protein
VEGF (Vascular endothelial growth factor) (cit.”), jehoz ptiso-
benim je indukovana tvorba novych cév nutnych pro vyZzivo-
vani rostouciho nddoru.

2. Regulace stability p53

V normdlnich bunikdch je hladina proteinu p53 velmi
nizkd, protoZe nové syntetizovany protein je velmi rychle de-
gradovén proteasomem 26S (cit.%). Degradace proteasomem
je obecny mechanismus, kterym je regulovdno mnoZstvi celé fa-
dy bunécnych proteinti. Aby mohly byt proteiny urcené k de-
gradaci rozezndny apardtem proteasomu, je nezbytnd jejich
ubikvitinace, tj. kovalentni pfipojeni ubikvitinu k lyzintim ci-
lového proteinu. Ubikvitin (angl. ubiquitin) je maly protein slo-
Zeny z 76 aminokyselin, jehoz sekvence je evolu¢né konzer-
vovdna. Byl nalezen prakticky ve vSech eukaryotickych bui-
kdch, a to bud volné v cytoplazmé, nebo vdzany na proteiny.
Pro pfipojeni ubikvitinu k cilovym proteintim je nutnd aktivita
tif riznych enzymi oznaCovanych jako El (enzym aktivujici
ubikvitin), E2 (enzym piendSejici ubikvitin) a E3 (ubikvitin
ligasa). Ubikvitin ligasy tvoii velkou heterogenni skupinu
proteint a jsou zodpovédné za substratovou specifitu ubikvi-
tinace. Ubikvitin ligasovou aktivitu, ddlezitou pro degradaci
p53, vykazuje protein MDM2 (mouse double minute 2). Ex-
prese proteinu MDM2 je transkripéné indukovéana proteinem
p53 (cit.’), a protoze se MDM2 zdroveii podili na jeho degra-
daci, vznikd tak zpétnovazebnd regulacni smycka, kterd omez{
plisobeni proteinu p53 v buiice pouze na dobu nutnou pro
iniciaci transkripce cilovych gent (viz obr. 1). Dlouhodobé
plsobent aktivniho proteinu p53 v burice totiz mtize indukovat
apoptozu, kterd je vSak nezdadouci v pfipadé mensiho posko-
zeni zptsobeného stresovym faktorem, které 1ze odstranit.
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Samotnd vazba proteinu MDM2 na p53 pouze blokuje jeho
transkripéni aktivitu a ke spusténi procesu degradace je nutny
transport komplexu p53 — MDM2 z jddra buinky do cyto-
plazmyg’lo. Tento transport umoZziiuje signdlni sekvence pro
export z jddra (NES — nuclear export sequence) proteinu
MDM2 (cit.?). Mutace v sekvenci NES proteinu MDM2 vede
ke zvygené stabilité proteinu p53 a jeho akumulaci v jadie'.

Pokusy na mysich, u nichz byly obé alely genu MDM?2
vyrazeny homologni rekombinaci, prokdzaly zdsadni vyznam
regulace aktivity a stability p53 proteinem MDM?2 pro nor-
malni pribéh embryogeneze. Tyto mysi umiraji kvili nekon-
trolované aktivité p53 ve velmi ¢asném stadiu embryondlniho
vyvoje' "2 Piicinou pozorované embryondlni letality je akti-
vace pS3 — zdvislé apoptdzy v nepiitomnosti MDM?2 (cit.").
Naproti tomu mysi, u nichzZ byly homologni rekombinaci
vyfazeny oba geny, MDM2 i p53, se vyvijeji normdlné.

Neschopnost nékterych mutantnich forem proteinu p53
aktivovat expresi MDM?2 vede k jejich akumulaci v nddoro-
vych burikdch ve velkém mnozstvi. Pokud je v téchto bunkdch
exprese MDM2 uméle navozena, dochdzi k degradaci mutant-
niho p53 stejné velkou rychlosti jako v pfipadé nemutovaného
p53 (cit.”’l%

Dalsi vyznamnou ubikvitin ligasou zptsobujici dc¢innou
degradaci p53 je komplex bunécného proteinu E6-AP (E6-as-
sociated protein) s onkoproteinem E6 nékterych lidskych papi-
lomaviré (cit.'®'. v nepiitomnosti E6 se bunécny protein
E6-AP na degradaci p53 nepodili'®, ale interakce s E6 pravdg-
podobné méni jeho substratovou specifitu a umozni tak ubi-
kvitinaci p53. Predpoklddd se, Ze tento mechanismus degra-
dace p53 je jednim z kritickych faktord pro vznik karcinomu
délozniho ¢ipku.

Stabilizace p53 zablokovanim jeho degradace je odpovedi
buriky na rizné druhy stresu, napi. poskozeni DNA, aktivaci
onkogent, zmény pH nebo teploty, hypoxii nebo nedostatek
zivin. Jednou z cest vedoucich ke stabilizaci p53 je fosforylace
p53 na N-konci v oblasti, na kterou se vize MDM?2. Mezi
nejlépe prozkoumand fosforyla¢ni mista na N-konci proteinu
p53 patii serin 15, fosforylovany in vivo kinasami ATM (ata-
xia telangiectasia-mutated) a ATR (ATM-related), které hraji
dilezitou roli pfi stabilizaci p53 indukované ionizujicim nebo
UV zéfenim'®. Vyznamnou roli pfi stabilizaci a ndsledné akti-
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Referaty

Reguldtory p53 Mechanismus psobeni na p53 Efekt na urovni p53

Pozitivni

ATM fosforylace (Ser 15) stabilizace, aktivace SST

DNA-PK fosforylace (Ser 15,37) stabilizace, aktivace SST

ATR fosforylace (Ser 15) stabilizace, aktivace SST

JNK fosforylace (Ser 33) stabilizace (ve stresovanych burikdch)
CDK7/CycH/p36 fosforylace (Ser 33) aktivace SST

CDKs fosforylace (Ser 315) aktivace SST

p38 fosforylace (Ser 392) aktivace SST

Casein kinase I1 fosforylace (Ser 392) aktivace SST

Protein kinase C

fosforylace (Ser 371,376,378)

aktivace SST

p300 acetylace (Lys 382) stabilizace, aktivace SST

PCAF acetylace (Lys 320) aktivace SST

c-Abl vazba na p53, pisobeni proti MDM?2 stabilizace, aktivace SST

p14~RF plisobent proti MDM?2 stabilizace, aktivace SST

E2F-1 indukce p14*** stabilizace, aktivace SST

c-Myc indukce p14°RF stabilizace, aktivace SST

Rb ¢astecné pasobeni proti MDM2 stabilizace

HIF-1o vazba na p53 stabilizace

Ref-1 regulace redoxniho stavu aktivace SST

WTI1 vazba na p53 stabilizace, aktivace SST

PARP vazba na p53 stabilizace, aktivace SST

BRCA1 vazba na p53 aktivace SST

p33INGl vazba na p53 aktivace SST

Negativni

MDM?2 vazba na p53, export z jadra, ubikvitinace inhibice SST, destabilizace

JNK ubikvitinace destabilizace (v nestresovanych bunkdch)
Bcl-2 blokovdni importu p53 do jadra inhibice SST

BRCA2 vazba na p53 inhibice SST

MDMX vazba na p53 inhibice SST

IGF-1 indukce exprese MDM?2 pusobeni prostfednictvim MDM?2
bFGF indukce exprese MDM?2 pasobeni prostiednictvim MDM?2
Receptor T3R indukce exprese MDM?2 pisobeni prostfednictvim MDM?2

vaci p53 po poskozeni DNA hraje také fosforylace serinu 20
kinasami Chk1 (Checkpoint kinase 1) a Chk2 (cit.202Y). By-
lo prokdzdno, Ze aktivita Chkl je regulovdna kinasou ATR
(cit.?®). Ke stabilizaci proteinu p53 dochdzi i v piipadé vyraz-
ného zrychleni proliferace buriky, casto disledkem aktivace
onkogenti. Na rozdil od stabilizace vyvolané poskozenim
DNA se v tomto piipadé, kromé fosforylace, navic vyrazné
uplatiluje protein pl4ARF, ktery se vaze na MDM2, inhibuje
jeho2 3ubikvitin ligasovou aktivitu, a tim brani degradaci p53
(cit.”).

3. Regulace aktivity p53

Neddvno publikované prace prokdzaly, Ze samotnd stabi-
lizace p53 nezarucuje odpovidajici reakci buniky na bunécny
stres, a Ze neexistuje pfimd zavislost mezi mnoZstvim p53
v buiice a jeho transkripéni aktivitou®*?>, Aktivita p53 je totiz
fizena mnoha rtiznymi mechanismy, které ji mohou inhibovat
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nebo stimulovat. Mimo mutaci, které narusi strukturu nékteré
z dilezitych funk&nich domén p53, je vyznamnym faktorem
inhibujicim aktivitu proteinu p53 jiZ zminénd interakce s pro-
teinem MDM2, kterd brani kontaktu N-koncové domény p53
s bazalnim transkrip&nim apardtem?®?’.

Jak jiz bylo zminéno, dileZitym pfedpokladem biologické
aktivity p53 je jeho oligomerizace. In vitro se p53 vdZe na
cilové sekvence DNA jiZ ve formé dimeru, tato vazba je vSak
pomérné slabd. Spojenim dvou dimerl do tetrameru afinita
p53 k cilovym sekvencim vyrazné roste, udava se, Ze prinej-
mensim padesaitinaisobnézg. In vivo vsak ani tyto tetramery
nemusi byt plné aktivni, a teprve zménou konformace jsou
aktivovdny k vazbé na cilové sekvence DNA. Tohoto fizeni
aktivity p53 se tcastni jeho C-koncovd regula¢ni doména. Jeji
odstran&ni nebo zdména nékterych aminokyselin®+°, piipadné
navazani protilaitekzg’31 nebo malych peptidii na tuto domé-
nu*?¥ vede k aktivaci vazby p53 na DNA.

Pro aktivaci jsou velmi vyznamné posttranslacni modifi-
kace p53, zejména fosforylace serinu 315 kinasami CDK1
(cyclin-dependent kinase 1) a CDK2 (cit.*), serinu 378 protein
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kinasou C (cit.*®) a serinu 392 kasein kinasou II a acetylace
lyzinG 320 a 382 acetyltransferasou p300 (cit.%).

Prehled nejdilezitéjsich pozitivnich a negativnich bunéc-
nych reguldtorti p53 je uveden v tab. II (upraveno podle cit.”).

4. Stabilizatory a aktivatory p53
v terapii nadorovych onemocnéni

VétSina chemoterapeutik pouZivanych pfi 1é¢bé nddoro-
vych onemocnéni narusuje replikaci a transkripci DNA, pfi-
padné segregaci chromosomd v mitéze (tj. brani rovnomeér-
nému rozdéleni chromosomi do dcefinych bunék pii déleni),
coz zpusobi nevratné poskozeni nddorové buiiky a jeji smrt.
Kucinku téchto latek jsou vsak citlivé vSechny délici se bunky,
nejen nadorové. Zvlaste citlivé jsou rychle se délici bunky
sliznic a vlasovych folikult, coz vede ke zndimym negativnim
vedlej$im ucinkiim 1écby cytostatiky. Navic je tieba poddvani
téchto 1ékt opakovat v nékolika vinach, protoze se v dobé
jejich aplikace nachdzi jen urcitd ¢dst nddorovych bunék ve
fazi bunéc¢ného cyklu, v nizZ jsou buiky k dané latce citlivé.
Tim se zvySuje riziko vzniku genetického poskozeni soma-
tickych i pohlavnich bunék, které mlzZe u pacienta vést ke
vzniku dal$ich nddorovych onemocnéni v pozdéjsim véku,
k neplodnosti, pfipadné k vyskytu genetického poskozeni u je-
ho potomki. Soucasny farmaceuticky vyzkum se proto in-
tenzivné vénuje vyvoji stdle icinnéjsich latek, které by vSak
zdroven vykazovaly co nejméné€ negativnich vedlejsich ucin-
ka.

Stabilizace a aktivace endogenniho proteinu p53 bez in-
dukce poskozeni DNA je jednim z pfistupii, ktery by mohl
umoznit G¢inngjsi terapii nékterych typi nddorovych onemoc-
néni, kterd malo reaguji na Iécbu konvencnimi chemoterapeu-
tiky. Pfikladem je maligni melanom kiZe, ktery patii mezi
zhoubnd nddorovd onemocnéni, jejichZ vyskyt v nasi populaci
prudce naristd. Tento typ ndadoru se v rozvinutém stadiu
vyznacuje vysokou radiorezistenci a chemorezistenci, a proto
u né¢j klasicka 1écba casto selhava.

Neddvno byla publikovédna prace ukazujici, Ze syntetické
inhibitory cyklin — dependentnich kinas (CDK) 6-(benzyl-
amino)-2-[2-(hydroxyethyl)amino]-9-methylpurin (olomoucin)
a 6-(benzylamino)-2-[1-(hydroxyethyl)propylamino]-9-isopro-
pylpurin (roscovitin) velmi u¢inné stabilizuji nemutovany
protein p53 u bunécnych linii ve 40 uMm, respektive 20 um
koncentraci v kultivacnim médiu, aniZ by pfitom dochdzelo
k poskozeni DNA (cit.*®). Pfesny mechanismus jejich ptisobe-
ni neni zndm, piedpoklddd se ucast dosud nespecifikované
biochemické drahy regulované CDK, jejiz zablokovani vede
ke stabilizaci a aktivaci p53. NaSe vlastni vysledky dokazuji,
7e protein pS3 indukovany roscovitinem v butikdch maligniho
melanomu je transkripéné aktivni a zodpovédny za expresi
proteinu pZIWAFI, ktery je sdm o sobé také inhibitorem CDK.
Protoze je aktivita CDK nutnd pro normdlni pribéh bunéé¢ného
cyklu, piepoklddame, ze by indukovany p21™*F' mohl dile
zesilit inhibi¢n{ dcinek roscovitinu na déleni bunék. Dal§im
ucinnym stabilizdtorem proteinu p53 je 2-methoxy-estradiol,
ptirozeny produkt metabolismu estrogenu, ktery pisobi zatim
neobjasnénym mechanismem jiz v 1 uM koncentraci v kulti-
vaénim médiu®’. U této latky bylo navic prokdzano, 7e vyrazné
zesiluje ucinek radioterapie na urcity typ nddorového onemoc-
néni plic®’.
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Referdty

5. Zavér

Od objevu proteinu p53 uplynulo jiZ vice neZ dvacet let,
presto vSak mulzeme stéZi fici, Ze o jeho udloze v regulaci
bunécnych procesti vime vse. Intenzivni studium p53 prindsi
stdle nové informace, které formuji nas pohled na fizeni pro-
cesti vedoucich k nddorové transformaci buniky. Znalost me-
chanismu ovliviujicich degradaci proteinu p53 proteasomem
aregulujicich jeho transkripéni aktivitu ma vyznam pro vyvoj
novych uc¢innéjsich chemickych latek pro 1écbu nadorovych
onemocnéni, a proto jsme se v této praci pokusili o shrnuti
nejvyznamnéjsich z téchto mechanismu.

Tato prdce vznikla za podpory grantii IGA MZ CR ¢ NC
6404-3 a GA CR ¢. 312/ 99/ 1550.
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The p53 tumour suppressor protein plays a crucial role in
regulating cell growth and death in response to various types
of cellular stress. The loss of its function is the most common
event leading to the development of cancer. In normal cells,
pS53 is present at low levels because the protein is rapidly
degraded by the ubiquitin—-mediated proteasome pathway fol-
lowing the synthesis. Stress-induced signals inhibit p53 de-
gradation, leading to its rapid stabilization and accumulation
in the cell, and followed by its activation by mechanisms
including phosphorylation and acetylation. The complexity of
the pathways regulating p53 stabilization and activation as
well as possible p53 activation in response to small chemical
compounds used in certain experimental anti-cancer therapy
approaches are discussed in this review.



