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ANOTACE

Tato prace se zabyva charakterizaci péti teplotné dependentnich mutaci nadorového
supresoru p53 zachycenych v klinickych vzorcich. Stanoveni funkénich vlastnosti zahrnuje
urCeni teplotni zavislosti a diskriminativniho charakteru v kvasinkovych bunkach; dale je
studovana reaktivace mutovanych proteini pomoci amifostinu.
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ABSTRACT

The aim of this thesis was to analyze five temperature-dependent mutants of the p53
tumor suppressor — to determine their temperature-dependent and discriminative cha-
racter in yeast cells. In addition, reactivation of the mutant proteins in yeast cells was
studied.
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UVOD

Nadorova onemocnéni lidstvo provézi jiz od dob pravéku, coz dokazuji mnohé arche-
ologické nalezy. Antické Recko zminuje prvni pokusy o jejich chirurgickou i medika-
mentozni 1écbu, znacnou pozornost jim vénovali zejména Hippokrates a Galén. Se
jich 1é¢bu se setkavame az v 19. stoleti. V prvopocétcich se jednalo pouze o 1é¢bu
chirurgickou, jejiz moznosti byly vSak zna¢né omezeny; obrat ptinesly az pozdéjsi vé-
decké objevy. Nejdulezitéjsi byl pravdépodobné objev 1é¢ebnych tcinkt radia a rent-
genovych paprski, ktery polozil zaklady radioterapie. Zjisténi, ze cis-platina blokuje
bunééné déleni, pak vedlo k vyvoji prvnich cytostatik. V poslednich letech je zajem
sméfovan také k tzv. biologické neboli cilené 16¢bé (target therapy). V soucasnosti
probihé terapie onkologickych onemocnéni na specializovanych pracovistich, idealné
v ramci multioborovych tymi, a to z divodu nutnosti komplexni 1écby [1].

Trvale stoupajici incidence onkologickych onemocnéni v ¢ase je zévaznym celo-
svétovym problémem [I]. V soucasné dobé onemocni zhoubnym nédorem kazdy 3.
¢lovék, kazdy 4. ¢lovék na jeho nasledky umira. Soucasna uroven mediciny dokaze
vylécit az 70 % déti a adolescent a asi polovinu onkologicky nemocnych dospé-
Iych [2]. T pres neustéle se rozsifujici moznosti 16¢by chirurgické, systémové 1écby
cytostatiky, hormonalni manipulaci ¢i ozafovanim zustava mortalita malignich one-
mocnéni vysoka (5. nej¢astéjsi pri¢ina amrti [3]). Je tedy dulezité se i nadale vénovat
vyzkumu téchto onemocnéni, hledani pricin jejich vzniku a novych moznosti cilené
lécby. Na nadory je v soucasnosti pohlizeno jako na onemocnéni genetické, pricemz
prislusné mutace mohou byt bud vrozené, nebo somatické, vyvolané jak vnitinimi,
tak vnéjsimi faktory. K nejvice studovanym patii mutace nadorového supresoru p53,
které se vyskytuji az u 50 % pacientii postizenych nadorovym onemocnénim [IJ.

Protein p53 hraje klicovou roli v regula¢nich drahach organismu a jeho mutaci
bylo do soucasnosti popsano témér 30 000 [4]. Jednotlivé mutace jsou vysoce speci-
fické, a tak kazdy takovy geneticky defekt unikédtnim zptsobem narusuje norméalni
fungovani bunky. Systematicky vyzkum dusledkt chovani jednotlivych mutovanych
proteini vytvari zakladni stavebni kameny pro vyvoj cilené, a tedy i efektivnéjsi
protinadorové terapie.

V lékarské praxi se setkdvame se situacemi, kde jsou moznosti konvenéni lécby
cytostatiky a/nebo zaFenim omezené pro nedostateénou lééebnou odpovéd ¢i nad-
mérnou toxicitu. éasty je téz problém vzniku primérni ¢i sekundérni rezistence na
tuto lécbu. Snaha o obnoveni norméalnich autoregulacnich funkci maligné transfor-
mované bunky se v téchto pripadech jevi logickou cestou dalsiho vyvoje 1é¢ebnych
moznosti, ktery by ve svém kone¢ném dusledku mohl znamenat tstup od standard-
nich metod soucasné onkologické 1é¢by. Z tohoto divodu je v takovém zptisobu 1é¢by

do budoucna spatfovan vyznamny potenciél.
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CILE PRACE

Cilem prace byla analyza transaktivacnich schopnosti péti teplotné dependentnich
(td) mutaci proteinu p53 detekovanych v klinickych vzorcich pomoci metody FA-
SAY: P152L, T1551, R158H, E171G a T211N. Ukoly byly nasledujici:
e analyza teplotni zavislosti td mutantt p53 vzhledem k responzivnimu elementu
RGC;
e analyza diskriminativniho charakteru td mutant p53, tj. zména transaktivac-
nich schopnosti vzhledem k responzivnim elementim p21 a bax v teplotéch
25 °C, 30 °C a 35 °C;
e reaktivace mutovanych proteini pomoci amifostinu.



1 TEORIE

1.1 Kancerogeneze

Néadorové onemocnéni je mozné charakterizovat jako nekontrolovany nérist bunék
(neoplazie) s poruchami regulacnich mechanismii a bunééné diferenciace. Takovy néa-
rist ,,nefunkénich® bunék vede ke zbytnéni postizené tkdné a k utlaku ¢ k invazi
do okolnich struktur s moznosti metastazovani do vzdéalenéjsich lokalit. Kanceroge-
neze je proces ovlivnény jak vnitinimi, tak vnéjsimi faktory, ktery vede pfes sérii
premalignich zmén az ke vzniku invazivniho tumoru. Kancerogenetické faktory mo-
hou byt rizné povahy: fyzikalni (ionizujici a UV zafeni, elektromagnetické pole),
chemické (tézké kovy, aromatické aminy, alkyla¢ni latky, steroidni hormony) a bi-
ologické (bakterie, RNA a DNA viry). Pusobenim kancerogentu vznikaji genetické
zmény (Mohou v8ak byt i vrozené.), které vedou k aktivaci a inaktivaci

madorovych supresort| [I, 5]. Jedind mutace vSak k maligni transformaci bunky

zpravidla nestaci; vysledky epidemiologickych studii odhaduji, Zze k plnému rozvoji
maligniho fenotypu je nezbytna akumulace 4 az 8 riznych genetickych a epigenetic-

kych zmén [6].

[Nadorové supresory| hraji dulezitou roli v obrané proti prenosu poskozeni DNA

pii replikaci. V piipadé postizeni bunky néjakou formou stresu dojde k aktivaci
téchto proteinti a k naslednym zésahtim do zivota buiky. V zavislosti na aktuélnim
fyziologickém stavu buniky pak dochazi k zastaveni bunécného cyklu nasledovanému
opravou poskozené DNA | nebo k indukci apoptozy, tedy fizené bunécéné smrti [7, [§].

Pokud jsou tyto procesy néjakym zpusobem defektni, dochézi ke ztraté kontroly
nad bunkou a ke vzniku néddorového bujeni. Dusledkem toho ziskava maligni tkan
vlastnosti rozdilné od tkané zdravé. Nadorova bunka si sama generuje ristové sig-
naly a naopak je insenzitivni vii¢i rustovym inhibitortim; ziskdva také neomezeny
replika¢ni potencial. Dilezitym krokem ve vyvoji nadoru je indukce [angiogenezd’}
ktera ve zdravé tkani podléha piisné regulaci. U vétsiny malignit diive nebo pozdéji
dochézi k invazi do okolnich tkani a k metastazovani. Timto procesem se nadorové
bunky 8if{ krevnim tec¢istém do blizkych i vzdélenych tkani, kde je prostor ¢i vy-
Ziva zpocatku nelimituji v dalsim ristu. Metastazy jsou pric¢inou az 90 % tmrti
na malignity. V neposledni fadé pak nadorova bunika ztrici schopnost diferenciace

a apoptozy |5, [9].

lOnkogen je gen, ktery zpisobuje transformaci zdravé buiiky v nadorovou. Vzniké patologickou
zménou normalnich genu fidicich bunéény rist a diferenciaci.

2Nadorovy supresor je gen, ktery omezuje bunéénou transformaci (Potla¢uje vznik nadoru.)
3 Angiogeneze je proces rozvoje nové krevni sité ve tkani (také neovaskularizace).
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1.1.1 Apoptoza

Indukce apoptozy je zéakladni funkei madorového supresorul p53 a nejkrajnéjsim pii-

v

padem bunécéné odpoveédi na vnéjsi i vnitini stres. Jedna se o evolucné konstantni
proces, kterym organismus odstranuje poskozené nebo nezéddouci bunky. Nejdilezi-
t&j8imi cilovymi geny p5H3 v souvislosti s apoptozou jsou geny bax a PUMA [10, [11].

Apoptotické signily mohou byt vedeny po dvou drahéch. Vnéjsi apoptoticka
dréha je spousténa aktivaci receptori bunééné membréany (tzv. receptort smrti),
aktivaci vnitini apoptotické drahy indukuji stresové signaly. Protein p53 je dile-
zitym tucastnikem obou téchto signalnich drah, dominantné vsak ovliviiuje vnitini
apoptotickou drahu. Aktivace této drahy vede ke zméné potencialu na vnitini mem-
brané mitochondrii zpisobujici uvolnéni cytochromu ¢ do cytoplasmy, které spousti

kaskadu procesti vedoucich k bunééné smrti [10, 12].

1.2 NAdorovy supresor p53

Gen TP53, lokalizovany na kratkém raménku 17. chromozomu, slozeny z 11 fexontd]

je v soucasné dobé nejvice studovanym nadorovym supresorem| Mutace tohoto genu

kodujiciho protein p53 se vyskytuji u 50 % pacientt postizenych onkologickym one-
mocnénim; dosud bylo popsano vice nez 29 500 riznych mutaci genu TP53 [4].
Castecna nebo uplna dysfunkce proteinu pb3 vsak muze byt ovlivnéna i poruchou
nékteré z jeho signalnich drah. Inaktivace proteinu p53 je Casto zptisobena nad-
mérnou degradaci zprostfedkovanou proteinem MDM2 nebo jeho vazbou s rtuznymi
proteiny, které mohou byt i virového pavodu [I3].

Spravna funkce tohoto proteinu je pro bunku dilezita zejména z duvodu Siroké

oblasti jeho piisobeni. Jedna se o dileZity [transkripéni faktorP| indukujici expresi

nékolika desitek svych cilovych genti (Do soucasné doby jich bylo popsdno témér
100.), se kterymi tvoii vysoce komplexni sit. Jeho aktivita se tedy promita do fady
bunéénych pochodu |11, 14].

Pii poskozeni DNA se zvySuje hladina tohoto proteinu, dusledkem ¢ehoz dojde
k zastaveni bunécného cyklu ve fazi Poté dochézi k reparaci poskozené cCésti
DNA nebo k indukci fizené bunécné smrti v zavislosti na fyziologickém stavu, ve
kterém se bunka nachézi. Diky tomu udrzuje protein p53 genetickou stabilitu, a je
tak nékdy oznacovany jako ,strazce genomu* [13].

Protein p53 se ve formé tetrameru vaze na specifické sekvence DNA v promoto-

rovych oblastech svych cilovych gent [11]. Produkty téchto genii zasahuji do mnoha

4Exon je kodujici oblast genu.
STranskripéni faktor je protein se schopnosti iniciovat transkripei specifickych geni.

6Faze G, bunééného cyklu je faze, béhem které builka roste a kontroluje svij stav pred replikaci
DNA.
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bunéénych funkei souvisejicich s nadorovou transformaci. Vzhledem k tomu se da
inaktivace proteinu pb3 povazovat za témér univerzalni soucast vyvoje nadorovych
onemocnéni [15]. U zdravych bunék je jeho hladina udrzovéna na nizké trovni diky
jeho rychlé degradaci [16].

Obr. 1.1: Vizualizace tetrameru centralnich domén proteinu p53. Struktura prevzata
z Kitayner et al. [17].

1.3 Struktura proteinu p53

Monomerni jednotka proteinu p53 je tvorena 393 aminokyselinami. Zaklad jeji struk-
tury tvoii 3 domény: N-koncova, centralni a C-koncova doména. N-koncova doména
zprostredkovava interakce s proteiny, které ovliviiuji funkci p53 (tzv. transaktiva¢ni
doména).

Centralni doména zajistuje specifickou vazbu proteinu p53 na DNA na
sensus'| sekvenci RRRCWWGYYY (R = purinova béaze, Y = pyrimidinova baze,

"Konsensus sekvence je obecné sekvence, na kterou je p53 schopen se navazat (dvé sekvence
deseti nukleotidi oddélenych spacerem 0-13 bazi, nejastéji 0-3 [18]).

12



W = adenin/thymin)ﬁ [19, 20]. Na sekvenci bazi také nejspiSe zavisi afinita p53
k rtiznym responzivnim elementﬁmﬂ; az 95 % prirozenych responzivnich elementi
se v8ak s touto sekvenci neshoduje plné [I8].

C-koncové oblast se pak sklada z negativné autoregulaéni domény a tetrame-
rizaéni domény, ktera zprostredkovava oligomerizaci proteinu p53. Autoregulacni
doména nespecificky vaze DNA, ¢mz protein allostericky inhibuje [21]. Z toho vy-
plyvé, Ze mutace na této doméné jsou casto tzv. superaktivni, na rozdil od mutaci
na DNA-vazebné doméné, zvysuji transaktivac¢ni schopnosti a celkovou stabilitu pro-
teinu.

C- a N-koncové oblasti zaujimaji prirozené neslozenou strukturu, coz umoziuje
interakci s mnoha p53-regulujicimi proteiny. Centréalni oblast vykazuje statickou kon-
formaci, udrzovanou rfadou vnitinich interakei. Tato oblast je tvofena ze dvou B-listt
slozenych do [-sendvice, ktery zprostfedkovava vazbu na DNA. Dilezitou soucasti
centralni domény je atom zinku, jehoz odstranéni by mélo na protein destabiliza¢ni
uc¢inky a znemoznilo by vazbu na DNA.

Protein p53 se na DNA vaze v podobé tetrameru slozeného ze dvou identickych
dimerii provazanych protein-proteinovymi vazbami [22]. Stabilita téchto interakei
je udrzovana vodikovymi miistky, poldrnimi vazbami a hydrofobnimi interakcemi.
Celkova stabilita proteinu p53 zavisi zejména na stabilité centralni domény, kteréa
je pri 37 °C nizka, doména tak muze svoji konformaci rozvolnit. V dusledku této

nestability je citliva vac¢i mutacim [23].

1.4 Biologicka funkce proteinu p53

Aktivace proteinu p53 nastava jako odpovéd na vnitini a vnéjsi stresové signaly; v
buiice se nenachazi zadné alternativni draha, kterd by zastoupila signalni drahu p53
v ptipadé jejiho vytazeni z funkce. Toto opét dokladé klicovy vyznam proteinu p53
vV organismu.

Signély vedouci k aktivaci pb3 jsou rozmanité. Jedna se napiiklad o piimé po-
Skozeni DNA, hypoxii, kritické zkraceni telomer nebo nadmérnou aktivaci nékterych
lonkogent] Jako odpovéd na tyto signaly dochazi k rozsahlym modifikacim proteinu
pH3, jejichz plny vyznam zatim nebyl zcela objasnén. Jednim z vysvétleni je, Ze cha-
rakter téchto modifikaci urc¢uje indukei transkripce specifickych gent v zavislosti na
povaze stresové situace v bunce [10].

Za standardnich podminek je protein p53 neustale degradovén, a neni proto

v tkanich vétsinou detekovatelny. Polo¢as jeho rozpadu (6-20 minut) se miuze vSak

8Bylo zjisténo, 7e kombinace AT na misté v sekvenci oznaceném ,WW* je asociovana s vyssi
aktivitou p53, AA a TT vedou ke snizeni aktivity a TA aktivitu p53 zcela inhibuje.

9INejsilnéjsi afinita byla sledovana u sekvence CATG na misté étyf prostiednich nukleotidii.
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Obr. 1.2: Role p53 pii vybéru bunééné odpovédi (modré ramecky) na rizné typy
bunééného stresu (Cervené ramecky). (Pfevzato a upraveno z Vousden — Lane [10].)

prodlouzit v piipadé, Ze je bunika néjakym zptisobem vyklonéna z rovnovahy. Protein
pH3 pak zasahuje a jeho akumulace muze byt detekovana i ve zdravé tkani [24].
Degradace p53 je zprostiedkovana predevsim proteinem MDM2, ktery s proteinem
pd3 tvori zpétnovazebnou klicku: p53 reguluje transkripci genu MDM2 a protein
MDM2 zajistuje degradaci p53, a tedy blokuje jeho aktivitu. Mutované formy p53
se Casto vyznacuji delSim polo¢asem rozpadu a jejich akumulaci v bunkach, ktera

N

je nejcastéji zapri¢inéna neschopnosti mutovanych forem proteinu p53 indukovat
transkripci genu MDM?2 [25].

Po aktivaci se protein p53 vaze na tzv. p53 responzivni elementy a indukuje tran-
skripci nékolika desitek cilovych gent, z nichz vétsina ovliviiuje bunééné pochody.
Jsou to napf. geny opravy DNA (p48), regulace bunécéného cyklu (p21), apoptozy
(baz, PUMA) nebo prevence vzniku poskozeni DNA kyslikovymi radikaly (sestrin).
Byla popsana rada dalsich cilovych gent. Jedna se napf. o geny ovliviwjici regu-
laci glykolyzy, remodelaci kosti nebo bunéénou diferenciaci a Kromé
indukénich vlastnosti je protein p53 schopen také inhibice nékterych svych cilovych
genu. Tyto procesy vSak zatim nebyly detailné popsany [26], 27].

Charakter bunééné odpovédi zavisi na priubéhu celé signalni drahy proteinu p53,
odviji se od aktualniho fyziologického stavu buiiky a zavisi na radé faktorta (bunéény
typ, povaha stresové situace v buiice, fyziologicky stav buiiky, stav proteinu p53 aj.).
Podle charakteru bunééného stresu dochézi ke specifické modifikaci proteinu p53, coz
ovlivﬁuje vybér cﬂovjrch genﬁ (obr

verlvivs

cyklu. Volba mezi témito dvéma mechanismy zavisi na rozsahu poskozeni. Pokud

10Bun&&na senescence je proces biologického starnuti buiiky.
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je poskozeni vétsiho rozsahu, je zahajena programovana bunécné smrt. Pokud se
jedné o postizeni mirnéjsi, bunéény cyklus je zastaven, a vznikd tak prostor pro
mechanismy reparace (obr. . Zvysena hladina proteinu p53 vyvoland akutnim
stresem vSak muze zpusobit fadu vedlejsich u¢inku jako predcasné starnuti ¢i toxicitu

onkologické 1écby.
‘lmérné ohrozujici/akutni str' ky/dlouhodoby st

Nlading ps;

Zastava bunécného cyklu

apoptoza Oprava DNA VAV
Eliminace poskozenych bunék Oprava poskozenych bunék
- suprese vzinku malignity - suprese vzniku malignity
- starnuti - prevence
- stresové podminéna toxicita - rast a vyvoj buriky
(reakce na radioterapii apod.) - prodlouzeni délky Zivota

bun&éna smrt Feziti buiik

Obr. 1.3: Volba mezi smrti a prezitim. (Pfevzato a upraveno z Vousden — Lane [10].)

Nekteré studie (Soussi [28]) polemizuji o charakteru proteinu p53. Standardni

protein pH3 plni funkci padorového supresorul zatimco velka ¢ast jeho mutaci vyka-
zuje chovani Byla popsana kooperace p53 s homolognimi proteinyl | p63
a p73, které jsou schopny tvorit rizné izoformy, z nichz nékteré maji funkci analo-

gickou k p53 (schopnost indukovat apoptézu a zastavu bunééného cyklu), a dalsi
maji tcinek zcela opacny [28, 29]. Pfedpoklada se, Ze tyto proteiny tvoii dohromady
komplexni sit, ktera reguluje pochody v celém organismu [28]. Nékteré mutované
formy p53 (narozdil od jeho standardni formy) jsou schopny silné vazby k témto
proteintim (tvoii heterooligomery) a vyfazuji je tak z funkce. I tato skute¢nost pii-
spiva ke kontroverzim kolem proteinu p53 a jeho role v maligni transformaci [29].
Nedavno bylo navic zjisténo, ze i p53 se miize vyskytovat v riznych izoforméch, coz

miuze byt zajimavym predmétem budoucich studii [30].

"UHomologni proteiny jsou proteiny majici vysoky stupeil homologie na trovni sekvence nukle-
otidii nebo aminokyselin. Casto tvofi tzv. proteinové rodiny, nékteré funkce maji podobné.
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1.5 Mutace genu TP53

Vétsina [nadorovych supresorul je inaktivovana takovou mutaci, ktera zapricinuje

uplnou ztratu proteinu, nebo jeho syntézu v nekompletni podobé. Mutace TP53
maji ale ponékud jiny charakter. K inaktivaci pb3 dochazi v pfevazné vétsiné pripadi
(87,2 %) bodovou mutaci v kodujici sekvenci. Jejim nasledkem dojde k zaméné
,pouhého® jednoho nukleotidu a nasledné jedné aminokyseliny, ale tim k ¢astecné
nebo uplné ztraté funkce vysledného proteinu. Mutace mohou ménit aminokyselinu
piimo zprostiedovavajici vazbu na DNA, ale také konformaci celého proteinu. Az
90 % mutaci se nachazi v centralni doméné pro vazbu DNA a jejich dusledkem je
neschopnost proteinu p53 véazat se na cilové sekvence [20, 22], 29].

Frekvence vyskytu somatickych mutaci genu T'P53 se lisi zejména v zavislosti na
typu nadoru. Naptiklad u karcinomu plic a tlustého stfeva je to 60-65 %, u nadort
zaludku 40-45 %, u leukémii pouze 10-15 % [16]; nékteré konkrétni mutace p53
jsou navic tkanove specifické [3T]. Mezi jednotlivymi mutacemi p53 byla pozorovana
znacna strukturni, biologické i biochemicka variabilita, proto se TP53 ¢asto oznacuje
jako ,master gene of diversity* [20], 27]. Existuji mutace, které se vyskytuji s vyssi
frekvenci nez jiné (Hovoiime o nich jako o tzv. hot-spot mutacich.); takovou mutaci
jsou napftiklad substituce argininu na pozicich 175, 243, 273 a 282, které tvoii az
20 % vSech mutaci [15].

Pavodné bylo na mutace proteinu p53 nahlizeno jako na ,klasické” zcela inak-
tivujici mutace. V dne$ni dobé se ale vyzkumem rozmanitych funkénich dusledku
mutaci tohoto proteinu snazime pochopit jeho tlohu v lidském organismu. Takto byl
popsan napi. dominantné negativni efekt, kdy mutantni proteiny tvoii ¢aste¢né nebo
zcela inaktivni heterotetramery s funkénimi proteiny (produkty standardni alely),
a vyrazuji tak zdravou alelu z funkce. Dalsi skupinou jsou tzv. ,gain-of-function®
mutace ph3, tedy proteiny se ziskem dalsi funkce (schopnost ptisobit na dalsi geny,
proteiny nebo procesy v buiice), které prispivaji k maligni transformaci (u takto
mutovanych proteini byla navic zjisténa spojitost s predcasnym starnutim orga-
nismu) [19] 24]. Zvlastnosti jsou vySe zminéné superaktivni mutace. Samostatnou
skupinu pak predstavuji teplotné dependentni (td) mutace [16].

Na diisledky mutaci 1ze tedy pohliZet ve dvou rovindch. Mutace muze ovliviovat
jednak pfimo funkci p53 (dominantni/recesivni mutace, projev dominantné negativ-
niho efektu), a také jeho transaktiva¢ni schopnosti (inaktivace, schopnost indukovat
apoptozu a zastavu bunééného cyklu, zména diskriminativity, teplotni zéavislosti).
Podle struktury lze mutace rozdélit na kontaktni, kdy je zaménéna aminokyselina
primo interagujici s DNA, a strukturni, kdy zaména aminokyseliny méni celkovou

konformaci proteinu |26, [32].
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Oddélenou skupinu malignit s narusenim funkce p53 pak tvori tumory, které
neobsahuji mutaci v genu TP53, ale maji vysokou hladinu proteinu MDM?2, ktery
zpusobuje neumérné rychlou degradaci p53, a tim jeho inaktivaci |25, 27]. Stejny
efekt pak muZze mit vazba standardniho proteinu p53 s virovymi proteiny (napf.
virovy protein E6 lidského papilomaviru zpusobujiciho karcinom délozniho ¢ipku).

pH3 deficientni buiky jsou odolnéjsi vici napt. radiaci, nadmérné aktivaci
nebo hypoxii, coz jsou ¢asté vlastnosti nadorovych tkani [11]. Rada studii
zkoumala prognosticky vyznam piitomnosti mutace proteinu p53. O jejich vysledcich
se dlouho spekulovalo, rozsédhlé vyzkumy vsak prognostickou hodnotu pb3 potvrdily.
Mutace p53 jsou asociovany s nedostatec¢nou odpovédi na chemoterapii, kratsim pte-

zivanim pacientt a metastazovanim [33-35].

1.6 Teplotné dependentni mutace p53

Teplotné dependentni (td) mutace proteinu p53 patii do skupiny ¢asteéné inaktivu-
jicich a tvoii az 10 % v8ech mutaci. Takto mutované proteiny nejsou schopny vazby
na DNA za fyziologickych podminek, za podminek subfyziologickych (v tomto pii-
padé se jedna o zménu teploty) v8ak dochézi k obnové schopnosti vazby k DNA.
Vétsina td mutaci proteinu p53 se nachazi v centralnim B-sendvici a jednd se pre-
devsim o zadménu hydrofobnich aminokyselin. Tyto aminokyseliny jsou dulezité pro
spravné sbalovani proteinu, a tedy pro jeho stabilitu.

Rada teplotné dependentnich mutaci vykazuje také tzv. diskriminativni charak-
ter. To znamena, Ze jejich aktivita k nékterym cilovym gentim je zachovana, zatimco
aktivita k jinym je ¢astecné nebo zcela ztracena [36, B7]. V fadé piipadu lze vsak
proteinu postizenému teplotné dependentni mutaci nastolit podminky vhodné pro
znovuobnoveni jeho funkce. Tyto podminky se vSak mohou znac¢né lisit v zavislosti
na zéavaznosti funkéniho postizeni mutovaného proteinu [38] [39)].

Teplotné dependentni mutace mohou byt bud teplotné, nebo chladové senzitivni.
V piipadé teplotné senzitivnich (ts) mutaci aktivita p53 s rostouci teplotou klesa,

v pripadé chladové senzitivnich (cs) je tomu naopak.

1.7 Terapeutické vyuziti obnovy funkce p53

Lécba konvencéni chemoterapii a radioterapii spousti v bunikdch procesy vedouci
k apoptoze, ¢imz dochazi k odstranéni malignich bunék. Nadory obsahujici nefunkéni
protein p53 jsou vSak casto k témto procesim rezistentni. Proto se protein pH3 stal
predmeétem tady studii, které si kladou za cil najit prostfedky ke znovuobnoveni

jeho funkce.
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Obnova funkce proteinu pb3 aktivuje totiz i jeho nasledné drahy u riznych typi
malignit. Predpoklada se, ze v malignich bunkach jsou neustéle pfitomny signaly
vedouci k aktivaci p53. Vétsina typu nadori ma sice nefunkéni protein pb3, jeho
nasledné signalni drahy vsak ziistavaji nezménény. Reaktivace proteinu p53 se proto
jevi jako budoucnost v protinadorové terapii, jelikoz moznosti cytostatik jsou vy-
Cerpatelné a mnoho nadoru je v soucasné dobé chemo- ¢i radio-rezistentni. Navic
bylo zjisténo, ze strukturni zmény véts§iny mutantnich forem proteinu pb3 jsou re-
verzibilni, je tedy néjakym zptusobem mozné je uvést do spravného konformacniho
stavu [15].

Cilem vsech strategif je selektivné obnovit standardni funkci p53 v maligné trans-
formovanych bunkéch, zatimco jeho funkce v buiikdch nenadorovych ztistane nezmé-
néna. Pfi terapii cilené na obnovu funkce proteinu p53 je dulezité védét, jakym
zpusobem k inaktivaci doslo: zda se jedna o poskozeni piimo proteinu p53, ¢i je

naruSena néktera z jeho signalnich drah [40H42].

1.7.1 Genova terapie

Prvni snahy o vneseni funkéniho genu TP53 do maligné transformovanych bunék
se objevily kolem roku 1990. Cilem genové terapie je zastaveni bunééného ristu
a vyvolani apoptozy v disledku pfitomnosti funkéniho proteinu p53. Odpoveéd lid-
skych malignich bunék na genem T'P53 je rtizna a lisi se v zavislosti na
typu malignity. V roce 2003 doslo k oficidlnimu schvaleni pripravku Gendicin, ktery
obsahuje adenovirovy vektor se sekvenci TP53 [43, 44]. Problémem této terapie je
vSak snizovani jeji u¢innosti pfirozenou reakei imunitniho systému na pfitomnost
adenovirovych fragmenti. Proto se vyvoj této strategie nyni soustfedi na hledani
stabilnéjsich vektori pouzitelnych pro genovou terapii [44H46]. V druhé fazi prekli-

nickych testt se v souc¢asné dobé nachéazi piipravek Advexin [47].

1.7.2 Terapie pomoci vird

Virus, ktery by byl schopen rychlého selektivniho mnoZzeni pouze v malignich bui-
kéch, je revolu¢ni myslenkou a predstavuje zpisob prekonéni fady problémt genové
terapie. Jednim takto upravenym virem je adenovirus ONYX-015 s deletovanou ob-
lasti E1B. Protein E1B-55kDa kédovany timto genem se véze na pb3, a zabranuje
tak jeho spravné funkci. Dalsi virovy protein E1A pak bunku donuti prejit do S faze

bunééného cyklu a umozni tak replikaci viru [48]. V piipadé delece této oblasti neni

12 ransfekcee je proces prenosu genetického materialu do eukaryotni buiiky.
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virus schopen replikace ve zdravych buiikich s funkénim proteinem p53. Bunky s mu-
taci genu TP53 jsou na pritomnost tohoto viru naopak citlivé. Virus ONYX-015 je
v téchto bunkach schopen rychlé replikace s nasledkem bunééné lyze [26].

Terapie zalozené na bézi kombinace tohoto viru, cis-platiny a dalsich cytosta-
tik jsou v soucasnosti ve druhé a tieti fazi klinickych testii a vykazuji pomérné
dobré vysledky [49]. V Cins byla po ukonceni klinickych testii v roce 2005 schvalena
kombinace adenoviru H101 (podobny ONYXu-015, taktéz s deleci oblasti E1B),
cis-platiny a 5-fluorouracilu jako terapie pro nadory hlavy a krku [48] 50]. Je vsak
nutno dodat, Zze Gspésnost terapii zalozenych na ONYXu-015 nedosahuji o¢ekavani
z preklinickych testii na zvifecich modelech a stale narazi na prekazky, které je nutno
prekonat. Procestum, kterymi ONYX-015 selektuje maligni bunky, aby se v nich mohl
reprodukovat, nebylo dosud zcela porozuméno a nékteré studie (Edwards et al. [51])

prohlasuji, Zze stav p53 v buiikdch neni urcujicim faktorem [52].

1.7.3 Terapie pomoci siRNA

V pripadé heterozygotni mutace je slibnym pfistupem vyuziti molekuly ,
ktera cilené snizi nebo zcela eliminuje expresi mutantni alely, zatimco expresi zdravé
alely nijak neovlivni. Tato metoda je vysoce selektivni a zatim pomérné tspé&sna [53].
Aplikaci je mozné pouzit i v piipadé inaktivity p53 zplisobené zvysSenou
expresi pbH3-negativné regulujicich proteini, kdy je exprese jejich genii regulovana
RNA interferenci. Pti tomto jevu se kratké dvouretézcové tseky RNA (siRNA)) tvorii

komplementarné k mRNA, na kterou se navazi a inhibuji tak transkripci genu.

1.7.4 Terapie malymi molekulami

Protein p53 inaktivovany v disledku bodové mutace v kédujici sekvenci je vhodny
pro terapii tzv. malymi molekulami (amifostin, CDB3, PRIMA), které jsou schopny
jej uvést do spravného konformacniho stavu, a obnovit tak jeho standardni funkci
(obr. . Tato terapie je vysoce specificka. Je cilené zamérena na proteiny s pozmeé-
nénou priméarni strukturou, proteiny v nenddorovych buiikich tedy nijak neovlivni.
Navic, hladina proteinu p53 je v maligné transformovanych bunkach silné zvysena
oproti buiikdm zdravym [15] 26].

WR-1065 je oznacent aktivni formy amifostinu (obr. [1.4]), ktery byl objeven jako
vysoce radioprotektivni latka s nizkou toxicitou. Prostrednictvim své —SH skupiny

je schopen vychytavat volné radikily vznikajici ptisobenim chemoterapeutik. Volné

I35iRNA (small interfering RNA) jsou molekuly RNA o délce 20-25 nukleotidi, které se uplatiiuji
pii RNA interferenci (Jev, kdy RNA ovliviiuje miru transkripce urcitého genu.)
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amifostin WR-1065

Obr. 1.4: Hydrolyza amifostinu ve zdravé buiice na aktivni cytoprotektivni metabolit
(prevzato a upraveno z databaze PubChem [54] 55]).

—SH skupiny modifikuji na molekule p53 zbytky cysteinu, coz vede ke zvyseni schop-
nosti phH3 k vazbé na DNA, do promotorovych oblasti nékterych cilovych genti. Ami-
fostin ptisobi kromé standardnfho proteinu p53 i na jeho mutované formy, z nichz
Gast tvorf pravé teplotné dependentni mutace. V praci Grochové — Smardové [56]
byla sledovana reaktivace proteinu p53 po expozici amifostinem u souboru 23 tep-
lotné dependentnich mutaci [14] [56].

X /
rozvolnéna spravna
konformace konformace

mala molekula

e poptoza

Obr. 1.5: Pfedpokladany mechanismus obnovy funkce mutovaného proteinu p53 po-
moci malych molekul. Po navazdni malé molekuly se mutovany protein slozi do
spravné konformace a obnovi svou funkci, ¢imz indukuje masivni apoptozu a od-
stranéni néddorové bunky. Podobné mohou malé molekuly také prerusit vazbu mu-

tantniho proteinu p53 s jeho p73, a vratit tak funkci i proteinu p73.
(Pfevzato a upraveno ze Selivanova et. al 2007 [15].)

Dalsi nadéji je svédsky pripravek PRIMA, ktery je v soucasnosti ve druhé fazi
preklinickych testi [47].

1.8 Metody analyzy stavu p53

K urceni statutu proteinu p53 v biologickém materialu slouzi fada metod. K nejdo-
stupnéjsim patii metody imunohistochemické, kdy je protein p53 detekovin pomoci
specifické protilatky. ZvySena hladina proteinu p53 v maligné transformovanych bun-

kach oproti buiikkdm zdravym byla poprvé zjisténa v roce 1982. V dnesni dobé jiz
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vime, ze mutantni protein p53 podléha pomalejsi degradaci z divodu chyby ve zpét-
novazebné klicce pb3-MDM2, a dochézi tak k jeho akumulaci ve tkanich. Vyskyt
mutace vSak ne vzdy musi znamenat akumulaci, a tedy zvySenou hladinu p53. Na-
priklad mutace vedouci k uplné ztraté proteinu pb3 nebo mutace ménici vazebné
misto pro danou protilatku nelze imunohistochemicky detekovat [16].

Dalsi moznosti je vyuziti molekulédrnich analyz, pomoci kterych se detekuji zmény
v sekvenci DNA genu TP53. Nejvyznamnéjsi metodou je zde sekvenovani DNA, které
umoziuje presné detekovat mutaci v genu TP53, jeji nevyhodou je vSak nizka citli-

vost a naopak vysoka technickd narocnost. Zmeénu struktury DNA mohou zptisobit

takeé [tiché mutacd?], které aktivitu proteinu p53 neméni, a mohou tak vést k falesné

pozitivnim vysledkim.

Dalsi skupinu metod predstavuji funkéni analyzy. Ty umoznuji piimo stanovit
biologickou funkci proteinu p53, zejména jeho schopnost indukovat apoptdzu a bloko-
vat rust transformovanych bunék. Nejcastéji se vSak vyuziva stanoveni miry trans-

aktiva¢nich schopnosti p53. Klasické transaktivaéni testy zahrnuji klonovani genu

TP53 do vektoru a [transformaci'®l bunék tento gen neobsahujicich (p53~/~). Zaro-
ven je do bunék vpraven s reportérskym genem. Funkénost proteinu p53

je pak stanovena na zakladé miry exprese reportérského genu. Nevyhodou téchto

metod je pracnost a ¢asova naroc¢nost. Metoda FASAY vsak tyto nedostatky odstra-
nuje [13] 26].

1.8.1 Metoda FASAY

Jednim z funkénich testi je metoda FASAY (Functional Analysis of Separated Alleles
in Yeast). Tato metoda umoziuje uréeni miry transaktivacnich schopnosti proteinu
p53 prostrednictvim specialné upraveného kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae
(yIG397). FASAY je jednoduché, citliva a vysoce specifickd metoda. Navic ma tato
metoda velky potenciél, nebot muze byt dale zdokonalovana a obménovana dle po-
tfeb sledovat dalsi parametry mutaci p53. Jako jedina z metod je také schopna piimo

rozlisit typy mutaci proteinu p53 dle funkce [16], 57, 58]

1.8.2 Puvodni varianta FASAY

Prvnim krokem je izolace RNA ze vzorku tkané nebo krve, nacez je reverzni tran-
skripei ziskana cDNA (komplementarni DNA obsahujici pouze daného genu).
Poté je centralni ¢ast genu TP53 amplifikovana metodou PCR (polymerase chain

reaction). Nésledné probiha transformace kvasinkového kmene yIG397 produktem

l4jcha mutace je substituce bazi v tripletu, ktera neméni aminokyselinu ve vysledném proteinu.
15Bun&éna transformace je proces umélého vneseni cizorodé DNA do buiiky. U eukaryotnich

organismt se tento proces éastéji nazyvé
16Plazmid je kruhova DNA.
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Obr. 1.6: Transformace kvasinkové bunky plazmidovou DNA. Z bakteridlniho
plazmidu je vysttizena sekvence tak, aby konce vzniklého otevieného vektoru byly
homologni k sekvenci genu T'P53. Takto pripraveny otevieny vektor je spolu s am-
plifikovanou sekvenci genu T'P53 vnesen do kvasinkové buniky, ktera svymi enzymy
provede [homologni rekombinaci], a véleni tak TP53 do Pokud byla trans-
formace tuspésna, je zahajena transkripce TP53, a tedy exprese proteinu pb3.

PCR a otevienym vektorem, jenz nese konce genu TP53 a gen LEU2 pro syntézu
leucinu, ktery zde plni funkci selekéniho markeru. Kmen yIG397 obsahuje mutace
genu pro syntézu histidinu (HIS3) a leucinu (LEU2) a reportérsky gen HIS3 s va-
zebnym mistem pro pbH3. Kvasinky zaradi produkt PCR do vektoru, ktery se tak
uzavie a muze byt v kvasince replikovan a jeho geny exprimovany. Tim je zajisténa
exprese lidského genu TP53 a genu LEU2. Tento postup ilustruje obrazek [I.6] Kva-
sinky jsou poté vysety na selekéni médium bez obsahu leucinu. Bunky, u kterych
nedoslo k transformaci, nejsou schopny si samy leucin syntetizovat a nevyrostou.
Na selekénim médiu tedy vyrostou pouze bunky, které obsahuji vektor s vlozenym
genem TP53. V dalsim kroku jsou tito pozitivni transformanti vyseti na selekéni mé-
dium s miniméalnim obsahem histidinu, kde je testovana jejich schopnost syntetizovat
histidin [16].
22



1.8.3 Gen ADE2 ve FASAY

Efektivni obménou, kterda metodu zrychlila a spojila selekci do jednoho kroku, je
nahrazeni genu HIS3 genem ADFE2, opét s vazebnym mistem pro p53. Buiiky obsa-
hujici mutaci v tomto genu v prostiedi s malym obsahem adeninu akumuluji ¢erveny
pigment, ktery je meziproduktem syntézy adeninu. Na selekénim médiu bez leucinu
a s minimalnim obsahem adeninu tvoii pozitivni transformanti s funkénim protei-
nem pb3 bilé kolonie, protoze syntetizuji jak leucin, tak adenin (jehoZ transkripci
indukuje pravé p53). Buiiky s mutantnim proteinem p53 tvoii kolonie ¢ervené, pro-
toze nefunkéni protein pb3 neni schopen zahajit transkripci genu ADFE2. 1 vzorek
s funkénim proteinem pb3 vSak bude obsahovat malé procento Cervenych kolonii,
které predstavuji pozadi této metody (background). Pozadi vznikd predevsim ne-
spravnym sestavenim nukleotidové sekvence pii PCR amplifikaci a nemélo by tvorit
vice nez 10 % [16].

Takto upravena FASAY je navic schopna rozlisit mutace plné a ¢asteéné inak-
tivni, tedy naptiklad mutace teplotné dependentni. Mutace s teplotné dependent-
nim charakterem tvoii na selekénim médiu rizové kolonie riznych odstint a vzorti,
v zavislosti na funkénich vlastnostech mutantniho proteinu p53 [14]. Pro detekei td
mutaci byl k FASAY pridan dalsi krok. Po transformaci jsou kolonie vysety na se-
lekéni médium a 2-3 dny inkubovany pii teploté 35 °C, poté 2-3 dny ponechény pfi
pokojové teploté. Vzhled kvasinkovych kolonii pak odrazi aktivitu pb3 pfi riznych
teplotach. V pripadé teplotné senzitivnich mutaci maji kolonie ¢erveny stied, protoze
protein ph3 je pii teploté 35 °C inaktivni, zatimco okraje kolonie jsou bilé v disledku
reaktivace ph3 pii nizsi teploté. U chladové senzitivnich mutaci je tomu naopak [26].
V préaci Grochova — Smardova [56] byla vytvorena barevna stupnice kolonii, ktera

umoznuje porovnat miru transaktiva¢nich schopnosti mutovanych proteini p53.

1.8.4 Sekvencné specifickA FASAY

Teplotné dependentni mutace casto vykazuji diskriminativni charakter, tedy jejich
transaktivacni schopnosti jsou odlisné vzhledem k riznym cilovym promotorim.
7 toho duvodu byla vyvinuta sekven¢né specificki FASAY, ktera umoznuje pres-
néji popsat chovéni proteinu pb3 vici riznym responzivnim elementiim. Diive byl
obecné prijiman nazor, ze pro ureni miry transkaktiva¢nich schopnosti pb3 staci
urc¢it jeho schopnost vazat se na regulacni sekvenci RGC. Po objevu diskriminativ-
niho charakteru pb3 byla FASAY upravena tak, aby byla schopna rozlisit schopnost
proteinu phH3 vazat se na promotory ruznych gent. Pred reportérsky gen ADE2 byly
prediazeny sekvence, které se vyskytuji v promotorech gentu kodujicich proteiny p21,
bax, MDM2 a dalsi. Diky tomu je metoda schopna rozlisit transaktiva¢ni schopnosti

p53 vzhledem k riznym reportérskym gentim. Bylo zaznamenéno, ze p53 mé vyssi
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afinitu ke genim ovliviijicich bunéény cyklus (p21) nez ke gentim spojenym s apo-

ptozou (bax). Mira exprese jednotlivych reportérskych geni vSak pfimo zavisi na

pritomné mutaci a, v pripadé teplotné dependentnich mutaci, i na teploté, ve které

jsou buiiky inkubovany [14, [16].
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Obr. 1.7: Usporadani experimentt pro FASAY pfi stanoveni funkénich vlastnosti td
mutaci pb3: a) zachyceni standardni formy p53, b) zachyceni zcela inaktivni formy
p53, ¢) zachyceni p53 s td mutaci, nasledné provedeni sekvenéné specifické FASAY

pro podrobnou charakterizaci mutace.
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2 MATERIAL A METODY

2.1 Seznam chemikalii

Amifostin

aminokyseliny

APS

Bromfenol Blue

Coomasie Brilliant Blue
dextroza

EDTA

Inh. Phosphatase Coctail 1
Inh. Protease Coctail I
kvasinkovy extrakt

LiAc

NP-40 (nondiet=ethylfenyl PEG)
otevieny vektor pSS16
PBS

Pepton

PMSF

Roztok Bradfordové

SDS

sklenéné kulicky

Sonicated salmon sperm DNA
TEMED

Tris-Base

Tris-HC1

Yeast-nitrogen base

B-merkaptoethanol

MedImmune Pharma, USA
Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA
Lachema, Ceska republika
Bio-Rad laboratories, UK
Oxoid, UK

Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, Izrael
Sigma Aldrich, EU

Oxoid, UK

Sigma Aldrich, USA
Fluka, Biochemika, Switzerland
UPA FN Brno, Jana Smardové
Q-bio-gene, North America
Oxoid, UK

Sigma Aldrich, UK

Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, UK

Sigma Aldrich, China
Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA
Oxoid, UK

Sigma Aldrich, USA

2.2 Biologicky material a média

K analyze transaktivacnich schopnosti teplotné dependentnich mutantt byl vyu-
zit kvasinkovy expresni systém Saccharomyces cerevisiae, konkrétné kmeny yIG397,
YPH-p21 a YPH-bax. Dle charakteru experimentu byly kvasinky kultivovany na
kompletnim YPDA™* (pevné nebo tekuté) nebo selektivnim SC~~
nebo tekuté).

médiu (pevné
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YPDA 't médium (500 ml):

SC~~ médium (500 ml):

kvasinkovy extrakt ............. .. ... g
pepton ... 10 g
dextroza ........... ... ... 10g
adenin ............ ... ool 100 mg

doplnit vodou, sterilizace v autoklavu

pro pevné médium pied sterilizaci pridat

agar 10 g

yeast-nitrogen base ............... 3,35 g
glukoza ... 10 g
roztok aminokyselin ............. 37,5 ml

doplnit vodou, sterilizace v autoklavu
pro pevné médium pred sterilizaci pridat

agar 12,5 g

roztok aminokyselin (500 ml): L-alanin, L-glycin, L-prolin, L-arginin, L-histidin,

L-serin, L-asparagin, myo-inositol, L-threonin, L-kyselina asparagova, L-isoleucin,

L-tryptofan, L-cystein, L-lysin, L-tyrosin, L-glutamin, L-methionin, uracil, L-kyse-

lina glutamova, L-fenylalanin, L-valin

kazda aminokyselina .................. 05g
kyselina p-aminobenzoova ........... 0,05 g
adenin .......... ... oo 0,025 g

doplnit vodou, sterilizace v autoklavu

oznaCeni mutace DNA sekvence zdroj

P152L.  substituce prolinu v pozici CCG—CTG
152 za leucin

T1551 substituce threoninu v po- ACC—ATC chronickd  lymfoidni
zici 155 za isoleucin leukémie (CLL)

R158H  substituce argininu v pozici CGC—CAC chronickda  lymfoidni
158 za histidin leukémie

E171G  substituce kyseliny gluta- GAG—GGG |aden0karcin0m|2| plic
mové v pozici 171 za glycin

T211IN  substituce threoninu v po- ACT—AAT

zici 211 za asparagin

Tab. 2.1: Seznam studovanych mutaci genu 7P53.

lGlioblastom je maligni nador mozku.
2 Adenokarcinom je maligni nador vznikly ze Zlazového epitelu.
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2.3 Stanoveni miry teplotni zavislosti a diskrimina-

tivniho charakteru p53

e Transformace bunék yIG397, YPH-p21 a YPH-bax linearizovanym vektorem

pSS16 a ¢cDNA p53

e Odecitani fenotypu kvasinkovych kolonif

2.3.1 Transformace kvasinkovych bunék

1.

[\

AR AN

Inokulacd’| kvasinkovych bunék do 5 ml YPDAT™+ média, kultivace pres noc
ve tiepacce, 30 °C/200 rpm

: 50 ml YPDA ™" média, nastaveni|O.D.g9"| na hodnotu 0,2; kultivace

ve 30 °C do O.D.gy 0,8

Centrifugace 5000 rpm /20 °C/5 min

Resuspendovéni sedimentu v 50 ml HyO, centrifugace 5000 rpm/20 °C/5 min
Resuspendovéni sedimentu v 10 ml HyO, centrifugace 5000 rpm/20 °C/5 min
Resuspendovani sedimentu v 5 ml roztoku LiAc/TE, centrifugace
5000 rpm/20 °C/5 min

Resuspendovéni sedimentu v 250 ul LiAc/TE, ptreneseni do mikrozkumavek,
centrifugace 14000 rpm/20 °C/10 s

8. Resuspendovani sedimentu v 250 pl LiAc/TE

Smichani 50 pl suspenze bunék s transformacéni smési v mikrozkumavkach

10. Pfidani 300 pl roztoku PEG/LiAc/TE, promichéani, inkubace ve tiepacce
200 rpm/30 °C/30 min
11. Zahtati 42 °C/15 min
12. Centrifugace 14000 rpm/10 s, resuspendovani sedimentu ve 200 pl HyO
13. Rozetfeni suspenze transformovanych bunék na Petriho misky se selekénim
médiem SC™~ v objemech 180 nl, 20 pl a 5 nl, kultivace 2-3 dny ve 35 °C,
poté 2 dny pfi laboratorni teploté
14. Vyhodnoceni tispésnosti transformace a charakterizace fenotypu kvasinkovych
kolonif
LiAc/TE (na 50 ml kultury): 10x LiAc .................. . ... 0,6 ml
10X TE oo 0,6 ml
HoO oo 4,8 ml

3Inokulace je vpraveni malého mnozstvi kvasinek.
40.D.4qp je opticka densita (absorbance) pfi vlnové délce 600 nm.
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PEG/LiAc/TE (na 50 ml: 10x LiAc ..., 0,3 ml

kultury) 10X TE ..o 0,3 ml
50% PEG ... 2,4 ml

10x TE (600 ml): IMTris oo 500 ml
00MEDTA ..., 100 ml

Transformacéni 10 mg/ml sonicated salmon sperm DNA: 5 min/100 °C

smeés: a nésledné rychlé ochlazeni, centrifugace

na ledu: 50 ng otevieného vektoru pSS16 (1-2 pl)

5-10 ul PCR produktu (amplifikované cDNA TP53)
5 pl 10mg/ml sonicated salmon sperm DNA

2.3.2 ZamrazZeni kvasinkovych kolonii

1. Zaockovéani kvasinkovych bunék do 2,5 ml SC~~ média, kultivace na tfepacce

pfes noc, 35 °C/200 pm

2. Zamrazeni kultury v 25% glycerolu, -80 °C

2.3.3 Priprava proteinového lyzatu z kvasinek

© 0N o oW

Lyzac¢ni roztok:

Zaockovani kvasinkovych bun¢k do 50 ml YPDA ™' média

Kultivace ve tfepacce, 35 °C/200 rpm, do hodnoty O.D.go9 0,8
Centrifugace 5000 rpm/20 °C/5 min

Resuspendovani sedimentu v 1 ml H,O, ochlazeni

Centrifugace 14000 rpm/4 °C/30 s

Pridani 200 pl lyza¢niho roztoku a 50 pl sklenénych kulicek

1 min intenzivni promichani a 10 min inkubace na ledu — 3x opakovani
Centrifugace 14000 rpm/4 °C/30 min

Preneseni supernatantu®| do mikrozkumavek, uchovéani p¥i -80 °C

Inh. Phosphatase coctail I ............ 10 nl
Inh. Protease coctail I ................ 10 pl
roztok PMSF ... ... ... . 10 pl
lyzaéni pufr ........... ... ... ..., 1 ml

5Supernatant je tekutina nad sedimentem po rozdéleni smési centrifugaci.
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Lyzaéni pufr (500 ml): NaCl ... 438 g
I%NP-40 ..o 5 ml
IM Tris (pH 8,0) «oovvviiii . 25 ml
0,5M EDTA (pH 8,0) ...ovovveeeenn. 5 ml

HoO ..o doplnit do 500 ml
Roztok PMSF (5 ml): PMSF .. 87,1 mg
isopropanol ................. doplnit do 5 ml
2.3.4 Meéreni koncentrace proteinti podle Bradfordové

1. Smichani 1 pnl proteinového lyzatu, 99 nl HoO a 1 ml roztoku Bradfordové

2. Intenzivni promichani a inkubace 20 min pii laboratorni teploté

3. Méreni optické density pii vinové délce 595 nm

4. Vypocet koncentrace proteintu v lyzatu — podil O.D.595 a koeficientu roztoku

Bradfordové uvadéného dodavatelem nebo dle kalibra¢ni kiivky zéavislosti se-

strojené mérenim O.D.595 roztoku proteinu BSA v rozsahu koncentraci
0,5-10 g/l

2.3.5 Elektroforetickd separace proteinti pomoci SDS-PAGE

Priprava 10% separa¢niho gelu, polymerace
Priprava 4% zaostfovaciho gelu, naneseni na zpolymerovany separacni gel

Smichani vzorku s 2x CSB pufrem

- W e

Elektroforéza: 30 min v zaostfovacim gelu (80 V), 40-60 min v separa¢nim
gelu (120 V)

5. Vizualizace proteini po dokonceni separace

Elektroforeticky pufr (1000 ml):

HoO oo 900 ml
20% SDS ... 5 ml
10x transferovy pufr ........ 100 ml

10% separac¢ni gel:

HyO oo 2,92 ml
30% akrylamid ............... 3,2 ml
IM Tris (pH 88) ............ 3,75 ml
20% SDS ...\ 50 pl
10% APS © oo 75 ql
TEMED .. ..o 7.5 ql

10x transferovy pufr (1000 ml):

Tris-base ..................... 30,3 g
glycin ........ ... oL 144 g
redestilovand HoO .......... 1000 ml
4% zaostiovaci gel:

HoO oo 5,49 ml
30% akrylamid .............. 1,05 ml
IM Tris (pH 6,8) ............ 0,94 ml
20% SDS ... 37,6 ul
10% APS oo 30 pl
TEMED ...................... 10 pl
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30% akrylamid: 0,2% Bromfenol Blue:

akrylamid ............. ... .. ... 30 g Bromfenol Blue ................ 02¢g
bis-akrylamid .................. 0,8 g Tris-HCl (pH 6,8) ........... 100 ml
redestilovand HoO ........... 100 ml

akrylamid nejprve rozpustit v malém

mnozstvi HyO

20% SDS: 10% APS:

SDS .. 20g APS ... 0,1g

redestilovand HoO ........... 100 ml redestilovanad HoO ............. 1 ml

2x CSB pufr: redestilovana HoO ........ ... ... ... ... ..., 6,9 ml
glycerol ... .. . 2 ml
IM Tris-sHCL (pH 6,8) oo 1,2 ml
20% SDS o 2 ml
0,2% Bromfenol Blue ............................. 0,4 ml

rozdéleni do mikrozkumavek po 900 pl, uchovani pii -20 °C
pfed pouzitim pfidani 100 pl [S-merkaptoethanolu,
5 min/95 °C

2.3.6 Vizualizace separovanych proteint

Nespecifické barveni pomoci Coomasie Brilliant Blue
1. Trepani gelu v barvicim roztoku, 20-30 min

2. Proplachnuti odbarvovacim roztokem a vodou

Odbarvovaci roztok (1000 ml): methanol .................... 50 ml
kys. octova .................. 75 ml
doplnit H,O do 1000 ml

2.3.7 Odecitani fenotypu kvasinkovych kolonii

1. Resuspendovani kvasinkovych bunék v 50 pl SC™~ média, doplnéni SC™~ mé-
diem do 1000 nl

2. Rozetteni 10 pl smési na Petriho misky s SC™~ médiem, kultivace 3-4 dny pfi
teplotach 25 °C, 30 °C a 35 °C

3. Charakterizace fenotypu kvasinkovych kolonii
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2.4 Reaktivace mutovanych forem proteinu p53 po-

moci amifostinu

1. Ptiprava zasobniho roztoku amifostinu o koncentraci 980 mM -— sterilni am-
pule s 500 mg amifostinu + 2,38 ml sterilni vody

2. Aplikace amifostinu na misky s SC™~ médiem — rozetieni 36,7 pl roztoku
amifostinu na misky s 5 ml SC™~ média, 10 min pred nanesenim kvasinkovych
bunék

3. Paralelni kultivace kolonii na miskéach s amifostinem (8 mM) a bez amifostinu,
3—4 dny pri teplotach 25 °C, 30 °C a 35 °C

4. Vyhodnoceni tispésnosti reaktivace — porovnani fenotypu kvasinkovych kolo-

nif na miskach s amifostinem a bez amifostinu
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3 VYSLEDKY

V laboratofi molekularni patologie UPA FN Brno je FASAY rutinni metodou ana-
lyzy stavu nadorového supresoru pbH3. Pomoci téchto analyz je kontinualné vytvaren
soubor ¢astecné inaktivujicich mutaci pb3. Teplotné dependentni charakter byl pro-
kédzan i u mutaci: P152L, T1551, R158H, E171G a T211N. V ramci této prace byla
blize charakterizovana jejich teplotni zavislost a diskriminativni charakter. Byla také

hodnocena mira reaktivace mutovanych proteini amifostinem.

3.1 Stanoveni funkc¢nich vlastnosti td mutaci p53

Blizsi charakterizace funkénich vlastnosti mutovanych proteinti p53 byla provadéna
v kvasinkovych expresnich systémech Sacharomyces cerevisiae ylG397, YPH-bax
a YPH-p21 exprimujicich analyzované mutantni varianty p53. Kmen yIG397 obsa-
huje pred reportérskym genem ADFE2 responzivni element RGC (ribosomal gene
cluster), ktery sice neni piimo spojovan s konkrétnim genem, ale jedna se o sek-
venci, na kterou je standardni forma p53 schopna nasednout. Tyto bunky byly
ziskdny béhem rutinniho vysetfeni klinickych vzorkt metodou FASAY. Déle byly
pripraveny bunky kment YPH-p21 a YPH-bax obsahujici reportérsky gen ADE2
s responzivnimi elementy odvozenymi z promotori genu p21 a baz. Tyto bunky
byly transformovany vSemi sledovanymi variantami 7'P53. Mira teplotni zavislosti
byla sledovana kultivaci vSech zminénych variant pti teplotach 35 °C, 30 °C a 25 °C.
Stejné kmeny byly pouzity pii studiu reaktivace mutovanych proteini p53 pomoci
amifostinu. Soubor byl doplnén o pozitivni a negativni kontrolu (standardni, , wt*,

protein p53 a zcela inaktivni mutace R248W).

3.1.1 Stanoveni miry teplotni zavislosti mutaci p53

Pro stanoveni charakteru teplotni zavislosti sledovanych mutaci pb3 byly vyuzity
kvasinkové bunky yIG397 s reportérskym genem ADE2 pro syntézu adeninu ob-
sahujicim responzivni element RGC. Miru transaktivacnich schopnosti p53 je tedy
mozné posoudit dle miry exprese ADFE2, kterou lze vyhodnotit na zékladé zbarveni
kvasinkovych kolonii. V pfitomnosti standardniho (plné funkéniho) proteinu p53
je ADE2 exprimovéan, dochazi k syntéze adeninu a kolonie vykazuji bilé zbarveni.
V pritomnosti plné inaktivni formy p53 dochézi k hromadéni meziproduktu syntézy
adeninu a kolonie se zbarvuji do ¢ervena. Pokud buniky obsahuji ¢astecné inaktivujici
mutaci pb3, barva kolonii se nachazi na skale mezi ¢ervenou a bilou.

Kvasinkové buiky byly transformovany kazdou ze sledovanych variant TP53

a inkuboviny 2-3 dny na SC™~ médiu s miniméalnim obsahem adeninu pfi teplo-
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tach 25 °C, 30 °C a 35 °C v nékolika opakovanich. Poté bylo vyhodnoceno zbarveni
kvasinkovych kolonii pomoci barevné skaly sestavené v praci Grochova et al. [56],
(obr. . Hrani¢ni odstiny této skaly jsou tvoreny bilou barvou kolonii se standard-

nim pb53 (stupen 1, wt — ,wild type*) a ¢ervenou barvou kolonii s plné inaktivujici

mutaci (stupeil 7).

Obr. 3.1: Sedmistupnova skala barevnych odstinii kvasinkovych kolonii znézoriujici
miru transaktivacnich schopnosti td mutaci p53. (Pfevzato a upraveno z Grochova

et al. [56]).

Fenotypové projevy kvasinkovych kolonii umoznily rozdéleni sledovanych mu-
taci na zakladé miry exprese ADFE2, tedy transaktivacni aktivity pb3. Tii z péti
mutaci vykazovaly teplotné senzitivni (ts) charakter, pro ktery je typické snizovani
transaktivacnich schopnosti s rostouci teplotou. Jako teplotné senzitivni byly vyhod-
noceny mutace T1551, E171G a T211N. U v8ech téchto mutaci bylo zaznamenano
snizeni inaktivace az za teploty blizici se fyziologické teploté lidského organismu,
tedy 35 °C, za teplot nizsich byla aktivita téchto proteinii srovnatelné se standardni

formou. Nejméné aktivni z této skupiny byla mutace T211N.

mutace 25°C 30°C 35 °C

P52l [ 2 3
T1551 1 1 2
R158H SN 1 2,5
E171G 1 1 2
T211N 1 1 2,5

Tab. 3.1: Vyhodnoceni teplotné dependentniho charakteru studovanych mutaci.

U mutaci P152L a R158H byl zaznamenén zcela netypicky charakter. Pti 25 °C
vykazovaly obé mutace vysoky stupen inaktivace, ktery se pii inkubaci ve 30 °C sni-
zil, ve 35 °C vsak opét doslo ke snizeni transaktivac¢nich schopnosti. Mutace R158H
vykazovala ve 30 °C transaktiva¢ni schopnosti témér srovnatelné se standardni for-
mou proteinu, zatimco po inkubaci ve 35 °C a 25 °C byl protein do zna¢né miry
inaktivovan.
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mutace 25 °C 30 °C

Obr. 3.2: Ukazka fenotypového projevu teplotné senzitivni a netypické mutace pbH3
v kvasinkovych bunkéch.

E171G
teplotné
senzitivni

P152L
netypicka
mutace

3.1.2 Stanoveni diskriminativniho charakteru td mutaci

Pro stanoveni diskriminativniho charakteru studovanych mutaci byly vyuzity kvasin-
kové kmeny Sacharomyces cerevisiae, konkrétné YPH-bax a YPH-p21. Kvasinkové
bunky téchto kment byly transformovany sledovanymi variantami pb3. K trans-
formaci byla vyuzita cDNA izolovana z puvodné transformovanych bunék kmene
yIG397. Transformované bunky YPH-bax a YPH-p21 byly pro kazdou sledovanou
variantu p53 inkubovany pii teplotach 25 °C, 30 °C a 35 °C po dobu 2-3 dnii spolecné
s pozitivni a negativni kontrolou. U v8ech experimentti probéhlo nékolik opakovéni,
nasledné byl charakterizovan fenotyp jednotlivych variant, a tedy jejich transakti-
vacni schopnosti.

Diskriminativni charakter byl potvrzen u vSech péti mutaci, transaktivacni schop-

nosti jednotlivych variant pb3 se vzajemné znacné lisily jak v zéavislosti na respon-
wt 25°C 30°C 35 °C R248W 25°C 30°C 35 °C

RGC

Obr. 3.3: Pozitivni a negativni kontrola: standardni forma p53 (wt) a plné inaktivni
mutace R248W.
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P152L 25°C 30 °C 35 °C T1551 25°C 30 °C

R158H 25°C 30 °C 35 °C E171G 25°C 30 °C

p21 | p21 s

T211IN 25°C 30 °C 35 °C

RGC

Obr. 3.4: Stanoveni diskriminativniho charakteru studovanych mutaci.

zivnim elementu, tak na inkubad¢ni teploté. Obecné vykazovaly vSechny studované
varianty nizsi afinitu k promotoru odvozeného z genu bax v porovnani s promotorem
odvozenym z genu p21, a to ve vSech inkubacnich teplotach. U dvou studovanych
mutaci, T211IN a E171G, se zmény transaktivacnich schopnosti vii¢i responzivnim
elementim p21 a bax projevily az pii teploté 35 °C, pii teplotach nizsich byly jejich
transaktivacni schopnosti k obéma responzivnim elementiim srovnatelné se stan-

dardni formou p53. Zajimavé bylo, ze aktivita obou téchto mutaci byla navzajem
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Tab. 3.2: Vyhodnoceni diskriminativniho charakteru studovanych mutaci vzhledem
k responzivnim elementiim RGC, p21 a bax.

stejnd v pripadé obou responzivnich elementii, vzhledem k elementu bax byly obé
mutace zcela inaktivni, vzhledem k p21 se pak jednalo o stfedni stupen inaktivace.

U mutaci P152L, T1551 a R158H se diskriminativni charakter projevil pii inku-
baci ve vSech tfech teplotach, pricemz jejich aktivita byla ve vSech piipadech vyssi
vzhledem k responzivnimu elementu p21. Nejvice inaktivni vii¢i tomuto responziv-
nimu elementu byla mutace T1551, mutace P152L a R158H vykazovaly pouze mirnou
inaktivaci, pfi teplotach 25 °C a 30 °C vykazovaly vSechny sledované varianty trans-
aktivacni schopnosti srovnatelné se standardni variantou p53 (mutace R158H ale
vykazovala mirné snizenou aktivitu jiz ve 30 °C). Vzhledem k responzivnimu ele-
mentu bax byla inaktivace vSech téchto t¥f mutaci znacna, zejména pii 35 °C, kdy
se mutace T1551 jevila jako témér zcela inaktivni. I pfi teplotach nizsich byla mira
jejich inaktivace nezanedbatelna.

Celkové byly transaktiva¢ni schopnosti vSech sledovanych variant p53 vzhledem
k promotoru p21 srovnatelné s variantou standardni pfi teplotach 25 °C a 30 °C, pii
teploté 35 °C se jako nejvice inaktivovana jevila mutace T1551. Tato mutace byla
také z celého souboru celkové nejvice inaktivni vzhledem k responzivnimu elementu

bax.
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3.2 Studium reaktivace mutovanych proteinti pomoci

amifostinu

Ke studiu reaktivace souboru teplotné dependentnich mutaci p53 pomoci amifostinu
byly vyuzity kmeny yIG397, YPH-p21 a YPH-bax transformované vSemi sledova-
nymi variantami p53. Bunky byly péstovany na selekénim SC~~ médiu, na které byl
10 minut pred vysetim bunék aplikovin amifostin v koncentraci 8 mM. Pro srovnani
vlivu amifostinu na transaktivacni schopnosti sledovanych proteinii byly soubé&zné in-
kubovany buiiky bez amifostinu. Inkubace probihala opét pfi teplotach 25 °C, 30 °C
a 35 °C. Jako pozitivni a negativni kontrola slouzila standardni forma p53, resp.
zcela inaktivni mutace R248W, vSechny experimenty byly nékolikrat opakovany.

U v8ech studovanych mutaci byl potvrzen reaktivujici vliv amifostinu alespon
pii jedné teploté a alespon u jednoho responzivniho elementu. Souhrnné je mozno
konstatovat, ze acinky amifostinu byly nejvétsi vzhledem k responzivnimu elementu
RGC, u dvou mutaci (E171G a T155I) se u tohoto responzivniho elementu podafilo
navratit transaktivacni schopnosti tak, ze odpovidaly standardni formé p53.

Mutaci, u které se reaktiva¢ni u¢inky amifostinu projevily nejvice, byla mutace
T1551, kterd na amifostin reagovala vzhledem ke vSem tfem responzivnim elemen-
tum. Aktivitu proteinu se podafilo zvysit o 1,5 stupné vzhledem k responzivnimu
elementu p21 pii teploté 35 °C, o 1 stupen vzhledem k RGC v téze teploté, a vzhle-
dem k responzivnimu elementu bax o 2 stupné pii teploté 30 °C a o 1 stupen pfi

25 °C 30 °C 35 °C
mutace promotor

RGC
P152L  p21
bax
RGC
T1551 p21
bax
RGC
R158H p21
bax
RGC
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1
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Tab. 3.3: Vyhodnoceni reaktivace studovanych mutaci pomoci amifostinu.
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P152L/RGC/25 °C (5—4) T155I/bax/30 °C (5—3)

pred po pred po

T1551/p21 /35 °C (4,5—3) R158H/baz /35 °C (4—3)

pred po

pred po

E171G/baxz /35 °C (7—6)  T211N/p21/35 °C (3—2)

pred po pred po

Obr. 3.5: Reaktivace mutovanych proteini amifostinem.

teploté 25 °C. V ptipadé responzivniho elementu RGC byly transaktivacni schopnosti
mutantniho proteinu po expozici amifostinem srovnatelné se standardni formou p53.

Dalsi mutaci, u které se reaktivace projevila vzhledem ke vSem studovanym re-
sponzivnim elementtiim, byla mutace R158H. U mutace P152L sice doslo k reaktivaci
pouze u responzivniho elementu RGC, zvySeni transaktivacnich schopnosti bylo v8ak
pozorovano pii vSech teplotéch.

Mutace E171G reagovala na amifostin pouze vzhledem k responzivnim elemen-
tim RGC a baz. Vzhledem k responzivnimu elementu RGC byly transaktivacéni
schopnosti mutantniho proteinu po expozici amifostinem srovnatelné se standardni
formou proteinu. U této mutace v8ak bylo mozné vliv amifostinu studovat pouze ve
35 °C, za teplot nizsich totiz transaktivacni schopnosti mutantniho proteinu odpovi-
daly formé standardni.

Mutaci, ktera na amifostin reagovala nejméné, byla mutace T211N, u které doslo

k reaktivaci pouze vzhledem k responzivnim elementum p21 a RGC.
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4 DISKUZE

Vzhledem k velkému mnozstvi a vzajemné odlisnosti jednotlivych mutaci p53 mezi
sebou je pomérné tézké hledat spoleéné charakteristiky a fadit mutace do urcitych
skupin. Mutace p53 lze délit napiiklad podle jejich pozice v peptidovém fetézci. Ta-
kovéto strukturni déleni ndm vsak piilis nefekne o vlastnostech a dusledcich dané
které velmi tzce souvisi s charakterem aminokyselinové substituce. I bodova substi-
tuce aminokyseliny v proteinovém fetézci miize zpusobit naruseni konformace, ktera
je klicova pro spravnou funkci proteinu.

Aminokyselinova substituce muze narusit nejen terciarni strukturu proteinu jako
takovou, ale také jeji stabilitu jak za standardnich, tak za pozménénych podminek
(jakymi muze byt napiiklad zména teploty). Pomoci charakteru aminokyselinové
substituce lze v mnoha ptipadech vysvétlit chovani mutovaného proteinu, zejména
jeho afinitu k responzivnim elementiim.

Variabilita mutaci p53 je znacna, da se tict, ze kazd4d mutace je svym zptisobem
unikatni jak ve vysledné konformaci proteinu, tak v jeho vlastnostech. Také z tohoto
divodu je zadouci systematicky vyzkum jednotlivych mutaci, ktery by ndm pomohl
najit souvislosti mezi charakterem substituce a vlastnostmi vysledného proteinu,
a tedy i presné dusledky jednotlivych mutaci v signalnich drahach p53. Na zékladé
téchto znalosti bude v budoucnu mozny vyvoj cilené terapie k obnoveni funkce p53,

tedy terapie zaméfené na konkrétni mutace.

4.1 Teplotné dependentni charakter

Teplotné dependentni mutace tvoif asi 10 % mutaci p53 [39]. Transaktivaéni schop-
nosti proteind s td mutaci jsou proménné v zavislosti na teploté okoli, coz doklada,
ze konkrétni aminokyselinové substituce zptisobuji termodynamickou nestabilitu pro-
teinu, ktery je tak nachylny ke zménam konformace. Fyziologické teplota 37 °C vsak
vytvari podminky, za kterych je DNA-vazebna doména malo stabilni i u standardni
formy p53 a prechazi mezi sloZenou a rozvolnénou konformaci. Z tohoto divodu je
p53 citlivy k destabilizujicim mutacim [59].

Diky td mutacim bylo zjisténo, ze inaktivace proteinu je v mnozstvi pripadi
reverzibilni, coz otevird Siroké moznosti k aplikaci téchto poznatki do onkologické
terapie, jelikozZ obnovenim funkce p53 je mozné navratit postizenym buikim nor-
malni fyziologickou funkci. Az 25 % td mutaci je lokalizovano v oblasti -sendvice,
ktery zprostfedkovava spravné sbalovani proteinu. Mutace v této oblasti maji tedy
vliv na konformaci proteinu, ktera ve zna¢né mife muze ovlivnit jeho vlastnosti. Sub-

stituce aminokyseliny muze konformaci proteinu ovlivnit zejména zménou interakci
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sousednich aminokyselin, problémem muze byt také zména orientace aminokyseliny
v dané poloze (dovniti/ven ze struktury) [60].

V této praci byl charakterizovin soubor péti mutaci, u vSech z nich byl potvr-
zen teplotné dependentni charakter. Podle charakteru teplotni zavislosti bylo studo-
vané mutace mozno rozdélit do dvou skupin: na teplotné senzitivni mutace (E171G,
T211N a T1551) a mutace s netypickym charakterem (R158H a P152L). Byly pozo-
rovany znacné rozdily jak mezi obéma skupinami, tak mezi mutacemi v ramci jedné
skupiny.

Vsechny studované mutace se nachazeji v DNA-vazebné doméné p53 [61], vétsina
z lokaci navic za normélnich podminek spojuje dohromady jednotlivé subdomény;
znac¢ny vliv na transaktivac¢ni schopnosti proteinu se tedy dal predpokladat.

Ve skupiné ts mutaci se transaktivacni schopnosti jednotlivych mutovanych pro-
teint vzhledem k responzivnimu elementu RGC vyznamnéji nelisily. Za teplot 25 °C
a 30 °C byla jejich aktivita srovnatelna se standardni formou p53, za teploty blizké
teploté fyziologické (35 °C) se jejich aktivita mirné snizila. Zajimavéjsi vsak bylo
zménou teploty indukované chovani téchto mutaci vzhledem k responzivnimu ele-
mentu baz. Zde byl mezi jednotlivymi ts mutacemi pozorovan vyznamny rozdil. Od
druhych dvou mutaci vyrazné odlisovala mutace T1551, ktera vykazovala znacny
stupen inaktivace ve vSech tfech teplotéch.

Aktivita mutaci P152L a R158H byla vzhledem k responzivnimu elementu RGC
za vSech teplot srovnatelna, oproti standardni varianté pb3 vSak znacné sniZzend.
Vzhledem k responzivnim elementtim p21 a bax byl vSak charakter teplotni zavislosti
obou mutaci zcela odlisny nez v piipadé responzivniho elementu RGC. Vzhledem
k témto promotorim se obé mutace chovaly jako teplotné senzitivni, vykazujici
pomérné mirné snizeni aktivity vzhledem k p21, v ptipadé responzivniho elementu
bax byla aktivita téchto mutaci riznad. Mutace P152L vykazovala aktivitu znacné

snizenou, zatimco R158H byla inaktivovana mirnéji.

4.2 Diskriminativni charakter

vvvvvv

vita mutovanych proteint se lisi vzhledem k rtznym responzivnim elementtim, viici
nékterym miize byt castecné nebo zcela zachovana, zatimco viéi jinym muze byt
protein zcela inaktivni. Celkové je afinita proteinu p53 nizsi vzhledem k responziv-
nimu elementu baz v porovnani s p21, a to jak u varianty standardni, tak u varianty
mutované. V konsensus sekvenci promotoru genu baz se totiz nachazi 3 nukleotidové
zameény oproti , klasické” konsensus sekvenci, zatimco promotor genu p21 ma tyto
zdmeény pouze dvé. Byl popsan vliv tfeti nukleotidové zamény promotoru baz na

vazbu pb3 s DNA, dalsi pri¢inou rozdilné afinity muze byt také pritomnost nukleo-
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Obr. 4.1: Topologicky diagram sekundérni struktury centralni DNA-vazebné domény
proteinu p53. Pfevzato a upraveno z Cho et al. [61].

tidi AA v centralni ¢asti konsensus sekvence na rozdil od dvojice AT u genu p21
(pfitomnost dvojice AA v centru konsensus sekvence je obecné spojovana s nizsi afi-
nitou proteinu viéi responzivnimu elementu). Vzdalenost dvou dekameri konsensus
sekvence je také u genu bax vétsi nez v pripadé p21 [19, 26 [62].

Klasicky diskriminativni charakter byl potvrzen u vSsech mutaci studovaného
souboru. Aktivita vzhledem k responzivnimu elementu p21 se u vSech kromé jedné
mutace zménila az za teploty 35 °C, za teplot nizsich byla srovnatelna se standardnim
p53. Pouze u mutace R158H bylo zaznamenano mirné snizeni aktivity jiz pii teploté
30 °C. Dle aktivity vzhledem k responzivnimu elementu bax lze studované mutace
rozdélit do dvou skupin.

U mutaci T211N a E171G byla inaktivace p53 zaznamenéna az pii teploté 35 °C,

tato inaktivace v8ak byla kompletni. Kyselina glutamova na pozici 171 pomoci

mého mistku'|s argininem na pozici 249 stabilizuje oblast smycek L2 a L3 [60]. Pti

jeho substituci za glycin je tato vazba ztracena. Kyselina glutamova v této poloze

1Solny miistek je interakce mezi zaporné nabitou karboxylovou skupinou a kladné nabitou ami-
noskupinou zptusobenou elektrostatickou silou a tvorbou vodikovych vazeb.
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se navic ucastni tetramerizace proteinu [60], coz miZze byt dalsim divodem nizké
aktivity této mutace vii¢i responzivnimu elementu bazx, ktery mé netypickou roz-
poznévaci sekvenci. Aktivita dimerni i monomerni jednotky p53 je obecné spojena
s vyrazné nizsi transaktivacni schopnosti (20% aktivita oproti tetrameru) [63]. Tato
aminokyselina ovem neni jedinym prvkem tcastnicim se tetramerizace, a za nizsich
teplot tak miize byt rovnovaha stale posunuta smérem ke spravné konformaci pb3.
Mutace T211N se nachézi na smycce mezi B-vlakny S6 a S7 (viz obr. [4.1).

U ostatnich mutaci bylo snizeni aktivity pH3 vzhledem k responzivnimu elementu
bar pozorovano pii vSech studovanych teplotach. S rostouci teplotou se aktivita
proteinu snizovala. Nejvice inaktivni vzhledem k responzivnimu elementu baz byla
celkové mutace T1551. Celkové nejmensi miru inaktivace k responzivnimu elementu

bax ve vSech tfech teplotach vykazovala mutace R158H. Arginin na pozici 158 za

normélnich okolnosti stabilizuje S9 B-vlakno pomoci [solného mistku| s kyselinou

glutamovou na pozici 258 [64].

4.3 Reaktivace mutovanych proteinti pomoci ami-

fostinu

Zjisténi, ze inaktivace pb53 neni nezvratna, vyustilo v mnozstvi otazek o mozné reakti-
vaci mutovaného proteinu p53, ktera by umoznila navratit maligné transformovanym
bunkam jejich fyziologickou funkci. Jednou z kandidatnich terapif je vyuziti malych
molekul, které by vazbou k proteinu byly schopny jej uvést do spravné konformace
a vratit mu tak jeho fyziologickou funkci. Jelikoz kazda mutace p53 ma specificky
charakter, hledat néjakou univerzalni molekulu je obtizné. Ne vSechny mutace jsou
také vhodnymi uchazeéi k terapii malymi molekulami. Tato terapie mé sviij potenciél
zejména u mutaci nachazejicich se v centralnim p-sendvi¢i DNA-vazebné domény,
disledkem nichz dochézi ke vzniku ,,puklin® ve strukture p53. Malé molekuly by se
mohly navazat pravé do téchto pozménénych mist a slouzit jako ,,podpéra®, ktera
by mohla pomoci proteinu navrétit se do své standardni konformace a obnovit tak
svoji funkci v nadorovych tkédnich. Obtiznéjsi je reaktivovat mutaci, ktera rusi vazbu
se zinkem ¢i méni aminokyselinu pfimo interagujici s DNA [26].

V této praci byly studovany ucinky jedné z kandidatnich molekul, amifostinu, na
funkci mutovanych proteini p53. Amifostin byl piivodné objeven jako chemo- a ra-
dio-protektivni latka, jeho aktivovana forma je pomoci své -SH skupiny schopna vy-
chytavat volné radikély. Pozdéji byly zjistény jeho reaktivacni i¢inky na p53 nesouci
mutaci, pfesny mechanismus doposud neni zndm, predpoklada se, ze -SH skupina
aktivni formy amifostinu stimuluje molekuly cysteinu v DNA-vazebné doméné, ¢imz

zvySuje afinitu proteinu k DNA [56].
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Reaktivujici G¢inky amifostinu se podafilo potvrdit u vSech studovanych mutaci
alespon pri jedné inkubacni teploté a vzhledem k jednomu responzivnimu elementu.
Odpovédi jednotlivych mutaci se lisily jednak v zavislosti na responzivnim elementu,
a také na inkubac¢ni teploté. Nejvyraznéjsi reaktivace byla celkové pozorovana vzhle-
dem k responzivnimu elementu RGC. U nékterych mutaci vSak za nizsich teplot ne-
bylo mozné tici, zda amifostin né¢jaky tc¢inek ma, jelikoz mutantni protein v téchto
pripadech vykazoval standardni transaktiva¢ni schopnosti.

Mutaci, u které se reaktivujici u¢inky amifostinu projevily nejvice, byla mutace
T1551, kde se transaktivac¢ni schopnosti podafilo zvysit o 1,5 stupné vzhledem k re-
sponzivnimu elementu p21 priteploté 35 °C, o 1 stupen vzhledem k responzivnimu
elementu RGC, a vzhledem k responzivnimu elementu bax dokonce o 2 stupné pfi

teploté 30 °C a o 1 stupen pii teploté 25 °C.

4.3.1 Opravdu staci obnoveni funkce jednoho proteinu k od-

stranéni tumoru?

Funkce pb3 jako nadorového supresoru je pro buiiku v procesech branicim vzniku
tumoru nezbytna. Pri kancerogenezi je vSak jeho funkce ¢astecné nebo zcela inhi-
bovana za tucelem dalsi progrese nddorovych bunék. Je vSak pro nador zasadni,
aby byly dréhy p53 jednim krokem inaktivovany? Staci k regresi tumoru ,pouhé”
obnoveni standardni funkce p53 nasledované apoptézou? In vivo studie na mysich
prokézaly [65], Ze inaktivace signalnich drah p53 je pro rozvoj a ,preziti“ nadoru
nezbytna. Reaktivace drah p53 vsak vedla ke spontdnnimu obnoveni mechanismu
apoptozy a regresi tumortu. Toto naznacuje, ze i v maligné transformovanych bun-
kach jsou stale pritomny signaly vedouci k aktivaci drah pb3. Jak Martins et al.
[65] ukazuje, i po obnoveni funkce p53 vSak hrozi vznik rezistence na dalsi linie
pH3-reaktivujici 1é¢by. Tumory jsou v fadé pripadii schopné najit jinou cestu inakti-

9ARF

vace drah pb3, kterou miize byt napf. ztrata proteinu pl , ktery je mediatorem

tumor-supresorové bunééné odpovédi phH3.
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ZAVER

V této praci byly analyzovany funkéni vlastnosti souboru péti mutaci nadorového
supresoru pH3, stanovena jejich teplotni zavislost a diskriminativni charakter. Tep-
lotné dependentni charakter byl potvrzen u vSech studovanych mutaci, soubor byl
rozdélen na mutace teplotné senzitivni (T211N, E171G, a T1551) a mutace s netypic-
kym charakterem (P152L a R158H). VSechny teplotné senzitivni mutace vykazovaly
snizeni aktivity az pfi témeér fyziologické teploté 35 °C, za teplot nizsich byla je-
jich aktivita srovnatelna se standardni formou p53. Jako nejvice inaktivni se z této
skupiny ukézaly byt mutace E171G a T211N. Mutace s netypickym charakterem
vykazovaly nejvyssi aktivitu pii 30 °C, pfi vySsi i nizsi teploté byla aktivita nizsi.

U vSech studovanych mutaci byl také popsan diskriminativni charakter. Obecné
byla afinita vSech sledovanych variant p53 vyssi k promotoru odvozeného od genu
p21, nez k promotoru odvozeného od genu baz. U mutaci E171G a T211N se dis-
kriminativni charakter projevil az pii teploté 35 °C, zatimco u ostatnich mutaci jej
bylo mozné pozorovat za vSech studovanych teplot.

U celého souboru byla také studovana moznost reaktivace mutovanych proteinii
pomoci amifostinu, ¢astecné obnoveni funkci bylo pozorovano u vsech studovanych
mutaci. Nejvétsi reaktivacni ucinky byly v souhrnu pozorovany vzhledem k pro-
motoru RGC. Mutaci, u které se Gc¢inky amifostinu projevily nejvice, byla mutace
T1551.

Vzhledem ke stéle se zvySujici incidenci a vysoké mortalité malignich onemocnéni
je tfeba orientovat vyzkum na hledani pri¢in nadort na molekularni trovni a vyvoj
nové, cilenéjsi 1écby. Nadory s defektnimi signélnimi drahami p53 jsou ¢asto chemo-
i radio-rezistentni, terapie usilujici o obnovu funkce tohoto nadorového supresoru
jsou tedy nadéji do budoucna. K vyvoji takto cilené terapie je v8ak tfeba detailni

znalost uc¢inku jednotlivych mutaci a jejich principt.
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SLOVNICEK POJMU

adenokarcinom je maligni nador vznikly ze zlazového epitelu.
angiogeneze je proces rozvoje nové krevni sité ve tkani (také neovaskularizace).

bunécéna senescence je proces biologického starnuti bunky.
bunééna transformace je proces umélého vneseni cizorodé DNA do bunky. U

eukaryotnich organismi se tento proces Castéji nazyva [transtekce

exon je kodujici oblast genu.

faze G; bunééného cyklu je faze, béhem které bunka roste a kontroluje sviij stav
pred replikaci DNA.

glioblastom je maligni nddor mozku.

homologni proteiny jsou proteiny majici vysoky stupenn homologie na tirovni sek-
vence nukleotidii nebo aminokyselin. Casto tvo¥ tzv. proteinové rodiny, né-
které funkce maji podobné.

homologni rekombinace genetickd zaména dvou homolognich (identickych nebo
jen mélo odlisnych) sekvenci DNA [12].

inokulace je vpraveni malého mnozstvi kvasinek.

konsensus sekvence je obecné sekvence, na kterou je p53 schopen se navazat (dvé
sekvence deseti nukleotidii oddélenych spacerem 0-13 bazi, nejcastéji 0-3 [18]).

nadorovy supresor je gen, ktery omezuje bunéénou transformaci (Potlacuje vznik
nadoru.)

0.D.400 je opticka densita (absorbance) pii vinové délce 600 nm.
onkogen je gen, ktery zpusobuje transformaci zdravé bunky v nadorovou. Vzniki
patologickou zménou normélnich genu tidicich bunéény rust a diferenciaci.

plazmid je kruhova DNA.

siRNA (small interfering RNA) jsou molekuly RNA o délce 20-25 nukleotidi, které
se uplatnuji pii RNA interferenci (Jev, kdy RNA ovliviiuje miru transkripce
urcitého genu.)

solny mitstek je interakce mezi zaporné nabitou karboxylovou skupinou a kladné
nabitou aminoskupinou zptsobenou elektrostatickou silou a tvorbou vodiko-
vych vazeb.

supernatant je tekutina nad sedimentem po rozdéleni smési centrifugaci.

ticha mutace je substituce bazi v tripletu, ktera neméni aminokyselinu ve vysled-
ném proteinu.

transfekce je proces pfenosu genetického materialu do eukaryotni buiky.

transkrip¢ni faktor je protein se schopnosti iniciovat transkripci specifickych genii.
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SEZNAM ZKRATEK

AMF amifostin

APS Ammonium PerSulfate

bax Bcl-2-associated X protein
cDNA komplementarni DNA

cs chladové senzitivni

EDTA EthyleneDiamineTetraacetic Acid
FASAY Functional Analysis of Separated Alleles in Yeast
LiAc octan lithny

MDM2 Mouse Double Minute 2 homolog
NMR nuklearni magneticka rezonance
PBS Phosphate Buffered Saline

PCR Polymerase Chain Reaction
PEG PolyEthylenGlykol

PMSF PhenylMethaneSulfonylFluoride
RGC Ribosomal Gene Cluster

SC Synthetic Complete medium
SDS Sodium Dodecyl Sulfate

siRNA Small Interfering RNA

td teplotné dependentni

TEMED TEtraMethylEthyleneDiamine
Tris 2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol
ts teplotné senzitivni

YPDA yeast, peptone, dextrose, adenine
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