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ABSTRAKT

Na epidermis kazdodenné pusobi mnoho negativnich vlivi, proto je chranéna rtznymi
mechanismy. Dulezité jsou zejména procesy, které kontroluji bunény cyklus, zabranuji
abnormalni proliferaci, pfenosu poskozené DNA, podili se na opravach poskozené DNA
a podporuji apoptosu. Mezi klicové regulatory téchto procesi patii cykliny,
cyklin-dependentni proteinkinasy (Cdk) a nadorove supresory.

Kazda burika prochazi béhem svého Zivota tzv. bunéénym cyklem, ktery je kontrolovan
ve dvou bodech, tzv. ,,check pointech*. Na sprdvné funkci obou ,,check pointt“ se podili
proteiny rodiny p53 — p53, p63 a p73, diky nimz nedochazi k replikaci mutované DNA

a k neregulovanému mnozeni poskozenych bunék.

Z hlediska negativnich vlivli, které na kuzi pusobi, je nejvyznamnéj$im ¢initelem
ultrafialové zafeni, jehoz ucinky jsou genotoxické. Diky slune¢nim paprskim, které UV
zateni obsahuji, mtize dojit az k rozvoji zhoubnych nédora kuze.

Z vysledkd dosazenych vtéto studii vyplyva, ze UVB =zafeni je zjevné Skodlivé
a ze proteiny rodiny p53 jsou k nému rtzné citlivé. Nejvetsi citlivost vykazuje protein p63,

jehoz isoformy na ozatreni UVB reaguji odlisn¢.

Cilem této prace bylo vyhodnotit zmény v odebranych explantatech epidermis po ozareni
UVB, zhotovit snimky vzorkd po imunohistochemické reakci a zpracovat ziskana pilotni

data.

Dalsim ukolem bylo seznamit se se zakladnimi postupy imunohistochemie a optimalizovat

protokol pro detekci p53, p63 a p73 v ozatené lidské epidermis.

Tato prace se v teoretické Casti vénuje proteinliim p53, p63 a p73, zejména funkci jejich

isoforem v lidské kuzi a vlivu UV zafeni na lidskou pokozku.

V experimentalni ¢asti je popsan postup imunohistochemické reakce pro detekci p53 a p63

Vv ozafené lidské epidermis.
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ABSTRACT

Epidermis is exposed every day to many negative influences that is why it is protected
by different mechanisms. The processes of a great importance are these which controll cell
cycle, prevent abnormal proliferation, prevent transcribtion of damaged DNA, participate
in the repairing damaged DNA and support apoptosis. Cyclin, cyclin-dependent

proteinkinases and tumor supressors are the key regulators of these processes.

During its life each cell goes through the cell cycle which is checked in two points - ,,check
points“. Proteins of a p53 family participate in correct function of this check points and
prevent transcription of damaged DNA and unregulated proliferation of cells.

One of the most important influences acting on the human skin is an ultraviolet radiation

which is genotoxic. Sun rays including the UV radiation can cause a skin cancer.

The UVB radiation is manifestly harmful and the proteins of the p53 family react to the
UV radiation in different ways. The most sensitive is p63, its isoforms react variously.

The main goal of the work was to analyse changes in the irradiated explantates, make

photos of the samples and to compile the acquired pilot data.

The next goal was to get insight to basic processes of imunohistochemistry and to optimise
the protocol of the p53, the p63 and the p73 detection in the irradiated skin.

The theoretic part of the work contains essay about the p53, the p63 and the the p73,
especially the function of its isoforms in the human skin and the influence of the UV

radiation on the human epidermis.

The experimental part describes the process of imunohistochemistry for the p53 and the

p63 detection in the irradiated human epidermis.
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UvoD

Lidska ktuze je kazdodenné vystavena Cetnym negativnim vlivim. Proti témto vliviim
je chranéna riznymi mechanismy, zejména pak procesy, které kontroluji bunéény cyklus
tim, ze zabranuji abnormalni proliferaci, pfenosu posSkozené DNA do dcefinych bungk,
podili se na opravach poskozené DNA a podporuji apoptosu. Tyto procesy jsou regulovany
klicovymi proteiny, zejména cykliny, cyklin-dependentnimi proteinkinasami (Cdk),

ale také nadorovymi supresory (viz Tab. 1).

Béhem bunééného cyklu bunky prochdzi dvéma dilezitymi kontrolnimi fazemi,
tzv. ,,check pointy“ a to v G1 a G2 fazi. V téchto mistech dochazi ke kontrole vhodného

prostiedi, spravne velikosti bunky, celistvosti replikace a poskozeni DNA.

Mezi klicové proteiny aktivné se podilejici na spravné funkci obou ,,check pointi* patii

rodina proteind p53.

Od doby, kdy byl protein p53 objeven, je velmi intenzivné¢ zkouman. Také jeho ptibuzni,
protein p63 a p73, se t¢si velkému zdjmu. Pokusy se provadéeji na mySich i na lidské kazi.
Ze vsech pokust vyplyva, ze rovnovaha mezi expresi p53, p63 a p73 arovnovdha mezi
riznymi isoformami TA a AN pravdépodobné ovliviiuje konecnou signalizaci vedouci

k apoptose ¢i preziti (Watson and Irwin, 2006).

Tab. 1 - Nejdalezitéjsi nadorové supresory

Nazev Lokace Defekty
p53 chromozom 17 nadory
pRb chromozom 13 retinoblastom
NF-1 chromozom 17 neurofibromat6za typu 1
NF-2 chromozom 22 neuriom akustiku, gliomy,
meningiomy
APC chromozom 5 familiarni adenomatozni polyp6za
traCniku
WT-1 chromozom 11 Wilmstv nador ledvin
PTEN chromozom 10 glioblastomy, melanoblastomy
BRCA1 chromozom 17 karcinomy mlé¢né zlazy, ovarii,
prostaty, tlustého stieva
BRCA 2 chromozom 13 viz BRCA 1, karcinom pankreatu
a hrtanu
p16™~ chromozom 9 maligni melanom; karcinom pankreatu,
jicnu, zaludku; glioblastom




vvvvv

genotoxickeé — pusobi Skodlivé na DNA, ve které zpusobuje genové mutace, nebo muze
zpusobit apoptosu (bunéénou smrt). Pokud selZou ochranné mechanismy, muze diky
slune¢nim paprskim dojit az k oslabeni imunitniho systému, o¢nim chorobam a rozvoji
zhoubnych nédori kuze. Nejvyznamnéjsi pfi¢inou zafeni v souasnosti je ztenCovani
kuazi chrani.

Tato diplomova prace vznikla ve spolupraci s projektem — Molekularni nasledky akutni
a chronické expozice kize UVA, UVB a slune¢nimu zafeni: Dynamika zmén a pronikani
mezi UVA a UVB vinovymi délkami (Molecular consequences of acute and subchronic
exposure to UVA, UVB and solar radiation in skin: Dynamics of changes and crosstalk
between UVA and UVB waveband) — navrzenym Ustavem lékatské chemie a biochemie

Univerzity Palackého v Olomouci.

Tato diplomova prace je zamétena spise na metodiku nez na interpretaci vysledki, protoze

se jedna o pilotni data k tomuto projektu.
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1 RODINAPS53

Rodina p53 sav¢iho genomu obsahuje tii ¢leny, coz naznacuje, Ze proteiny savéi rodiny

p53 jsou odvozeny triplikaci jednoho ptivodniho genu (Murray-Zmijewski et al., 2006).

Do této skupiny patfi tfi proteiny: p53, p63 a p73. Kazdy z téchto proteint plni dilezitou
funkci v bunééném cyklu, i pii vzniku nadoru a mize se vyskytovat v n¢kolika isoformach.

Jednotlivé isoformy diky odlisné struktuie plni i jinou biologickou funkci.

1.1 p53

Protein o relativni molekulové hmotnosti 53 000 (53 kd) neboli p53 byl vyhlasen
molekulou roku 1993 (Science 262: 1953, 1958; 1993, 23. prosince). Tento protein je také
nazyvan ,,Guardian of Genome* (,,Strazce genomu®), chrani pted vznikem zhoubného
bujeni, je pfitomen v kazdé lidské tkani a zaména jen jedné aminokyseliny v jeho struktufe

vede ke vzniku nédoru.

Mezi vyznamné Ceské védce, ktefi se timto proteinem zabyvaji, patii Jifi Bartek, Jifina
Bartkova a Bofivoj VojtiSek.

p53 byl objeven roku 1970 profesorem Davidem Lanem (z webové stranky p53-The
Guardian of Our Genome), ktery byl roku 2008 nominovan na Nobelovu cenu.

1.1.1 Gen p53

Lidsky gen p53 se sklada z 19 200 bp, ma 11 exonu a nachazi se na chromozomu 17p13.1.
Transkripce genu p53 mize byt iniciovana dvéma odliSnymi stranami - v protisméru
exonu 1 a od interniho promotoru lokalizovaného na intronu 4. Alternativni promotor vede
Kk expresi proteinu p53, ktery je zkracen na konci o nékteré AMK, zahajené kodonem 133
(D133p53). Intron 9 mize byt sestfizen tfemi zplsoby a vzniknou tak ti isoformy p53,
p53PB, p53y, kde isoformy p53p a p53y postradaji oligomeriza¢ni doménu. Lidsky gen p53
muze kddovat nejméné devét riznych p53 proteinovych isoforem, které se nazyvaji podle
p63/p73 nomenklatury p53, p53B, p53y, D133p53, DI133p53B a D133p53y zpisobené
alternativnim sestfihem intronu 9 a uZzivajicimi alternativni promotor v intronu 4 a také
D40p53, D40p53B, D40p5S3y zpusobené alternativnim sestfihem intronu 9 a alternativni

iniciaci translace nebo alternativnim sestfihem intronu 2 (Murray-Zmijewski et al., 2006).

11



Gen p53 se oznacuje jako ,,master gen®, protoze protein p53 interaguje s vysokym poctem

proteint a reguluje expresi velkého pocétu gend a bunécnych procest.

N-terminal Central core C-terminal
I ] A ]
NLS NES
: :
1-42 63-97 98-292 300-323| 324-355 363-393
Transactivation SH3 DNA-binding domain Tetramerization C-terminal
domain domain regulatory

domain

Obr. 1 - Funk¢ni domény proteinu p53 (ptevzato z Bode, 2004)
1.1.2 Protein p53

p53 byl objeven roku 1979 jako protein, ktery interaguje s onkogennim T antigenem
z SV40 viru (Lane and Crawford, 1979).

Obsahuje 393 aminokyselin, které tvoii nékolik funk¢énich domén (Hupp, 1999; Jayaraman
and Prives, 1999). N-koncova doména (AMK 1 az ~100) zahrnuje transaktivaéni oblast
(AMK 1-42) aoblast bohatou na prolin s péti kopiemi sekvence PXXP (AMK 61-92).
Vyvojové vysoce zachovand centrdlni doména (AMK ~100-300) se ucastni
sekvencné-specifické vazby na promotory gent regulujicich p53 (El-Deiry et al., 1992).
Bodové mutace v této doméné jsou nejfrekventovangjsi zmény v p53, které zpusobuji
rakovinu (Hainaut et al., 1998). C-koncova oblast proteinu obsahuje pruzné spojeni (AMK
~300 az ~325), tetramerni doménu (AMK ~325-356) a zékladni C-koncovou
DNA-vazebnou doménu (AMK 363-382). Schopnost C-konce vazat se na jednofetézcové
mezery v dsDNA (Zotchev et al., 2000), y-ozafenou DNA in vitro (Reed et al., 1995)
akonce ssDNA a katalyzovat DNA fetézcovy posun (Bakalkin et al.,, 1994)
pravdépodobné hraje roli proteinu p53 v opravé arekombinaci DNA (Brazdova etal.,

2002). Na C-konci se nachazi oligomerizaéni a regulaéni doména (Uldrijan et al., 2002).

12



b Putative p53 protein isoforms
Proline domain NLS
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Obr. 2 - Isoformy proteinu p53 (ptevzato z Murray-Zmijewski et al., 2006)

Protein p53 hraje vyznamnou roli v bunécném cyklu (G1 nebo G2 fazi). Pokud
je nadorovy supresor inaktivovan, dochazi ke ztrat¢ jeho kontrolniho mechanismu.
Vzhledem k tomu, Ze nadorové supresory maji recesivni charakter, k jejich inaktivaci

je zapotiebi defekt obou alel.

Pokud je DNA poskozena, bunécny cyklus se zastavi a nedochézi tak k replikaci DNA.
Poskozeni DNA indukuje zvySeni koncentrace a aktivity nddorového supresoru p53. Pokud
je p53 aktivovan, stimuluje transkripci genu kdédujiciho Cdk-inhibi¢ni protein p21, ktery
se vaze na komplex cyklinu S faze s Cdk, ktery je zodpovédny za piechod do S faze
a blokuje tak jeho funkci. Zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi poskytuje bunce cas
na opravu DNA jesté diiv, nez se zreplikuje (Alberts et. al., 1998), dale zajist'uje adekvatni
odpovéd’ bunky na bunécny stres, podili se na fizeni diferenciace bunék, regulaci
transkripce a reparace DNA, udrZzovani stability genomu a zamezuje déleni, pfipadné
pieziti poSkozenych bunék (programovana bunétna smrt - apoptosa). Vyiazeni funkce
piedstavuje vyznamny krok v progresi kancerogeneze. Protein p53 je transkripéni faktor,
ktery po indukci nékterymi bunécnymi stresy (napi. hypoxie, nedostatek nukleotidd,
poskozeni mitotického vieténka, aktivace onkogenti a predevsim poskozeni DNA) spousti
transkripci svych cilovych genu ato prostrednictvim vazby na specifické sekvence DNA

V jejich promotorech (Smardova, 2003).
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1.1.3 Regulace p53

Aktivita pS3 muze byt inhibovana nebo stimulovana fadou riiznych mechanismi. Diky

nékterym mutacim dochazi k naruseni funk¢nich domén. Dal$im faktorem ovliviiujicim

aktivitu p53 je MDM2, ktery zabrafiuje kontaktu N-koncové domény s bazalnim

transkripénim aparatem. Zda se, ze pouze tetramernim spojenim p53 s cilovymi

sekvencemi DNA je protein pln¢ aktivni jako transkripéni aktivator ¢i represor (Uldrijan

et al., 2002; Bode and Dong, 2004).

onkogeny ionizujici zhfeni, UV zdfeni
chemoterapeutika
AR )
pl4 kinasy acetylasy

L Jo

— — -

3

O

\/ degradace

aktivace

MDM2 transkripce

éf_

P2l bax
14-3-3g CDY9%Fas
eadd43

riistava cyklu
reparace DNA

|

v
dokonéeni
bunéénéhio Apoptiza
cyklu

Obr. 3 - Regulace proteinu p53 (pievzato z Uldrijan et al., 2002)
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Aktivita p53 je znacné regulovana posttranslaénimi uUpravami, protein-proteinovou
interakci a proteinovou stabilizaci (Watson and Irwin, 2006). Posttransla¢ni Gpravy p53
zahrnuji kovalentni pfipojeni funk¢nich skupin k proteinu p53 po jeho translaci. Nejbézné;ji
zminéné posttranslacni modifikace p53 zahrnuji fosforylaci serinli, zejména serinu 315
kinasami CDK1 a CDK2, serinu 378 kinasou C a serinu 392 kasein kinasou Il a/nebo
threonin® a acetylaci lysinii 320 a 382 acetyltransferasou p300 (Bode and Dong, 2004;
Uldrijan et al., 2002), ubiquitinaci a sumoylaci lysinovych zbytkd. Ackoli je fosforylace
proteinit spojena s piezitim bun¢k a proliferace je bézné regulovana tyrosin kyndsami,
doted’ neni znamo, ze by jeden z deviti tyrosini v p53 podléhal fosforylaci. Jiné zname
modifikace p53 zahrnuji glykosylaci a ribosylaci, ale vyznam téchto modifikaci

v kancerogenezi je nejasny (Bode and Dong, 2004).

V normélnich sav¢ich buiikach je hladina proteinu p53 velmi nizka diky stalé degradaci
proteasomem 26S (Bode and Dong, 2004). K tomu je nezbytna ubikvitinace, tj. kovalentni
ptipojeni ubikvitinu k lyzinim cilového proteinu. Pro pfipojeni ubikvitinu k cilovym
proteiniim je nutnd aktivita tii riznych enzymii oznaCovanych jako E1 (enzym aktivujici
ubikvitin), E2 (enzym pienasejici ubikvitin) a E3 (ubikvitin ligasa). Ubikvitin ligasovou
aktivitu, dualezitou pro degradaci p53, vykazuje protein MDM2 (mouse double minute 2).
Exprese proteinu MDM2 je transkripéné indukovéna proteinem p53 (Barak et al., 1993)
a protoze se MDMZ2 zaroven podili na jeho degradaci, vznika tak zpétnovazebna regulacni
smycka, kterd omezi pusobeni proteinu p53 v buiice pouze na dobu nutnou pro iniciaci
transkripce cilovych genu (viz Obr. 3). Dlouhodobé pusobeni aktivniho proteinu p53
v bunce totiz muze indukovat apoptosu, kterd je vsak nezadouci v ptipadé mensiho
poskozeni zptisobeného stresovym faktorem, ktery Ize odstranit. Samotna vazba proteinu
MDM2 na p53 pouze blokuje jeho transkripeni aktivitu a ke spusténi procesu degradace je
nutny transport komplexu p53-MDM2 z jadra buiiky do cytoplazmy. Neschopnost
nékterych mutantnich forem proteinu p53 aktivovat expresi MDM2 vede k jejich
akumulaci v nadorovych bunkach ve velkém mnozstvi (Uldrijan et al., 2002).

Sival se vaZze na HDM2 a zvySuje degradaci proteinu p53 zprostfedkovanou proteinem
HDM2. Sival vyznamné inhibuje genovou expresi, apoptosu a inhibici bunééného ristu
zpusobené proteinem p53. Sival se také vaze na Bcl-XL a inhibuje apoptosu, kterou
dalsi E3 ubiquitinové ligasy, k tém patii Pirh2 a COPI, které se podili na negativni
autoregulaci zpétnovazebné smyc¢ky analogicky jako MDM2. U rakoviny byly popsany
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zmény v p53 specifickych E3 ligasach. Amplifikace MDM2 byla pozorovana u 7 %
lidskych nadorti, nadmérnd exprese COP1 u nadort prsu a vajecniki a Pirh2 u plicnich

nadort (Watson and Irwin, 2006).

Funkce p53 je regulovana nejméné dvéma UBL (ubiquitin-like) proteiny - SUMO-1
aNEDD8. SUMO-1 se kovalentné vaze na p53 na C-konci (K386) a zvySuje
tak transkripéni aktivitu p53. Také NEDDS8 se kovalentné vaze na p53 a reguluje
tak aktivitu p53 (Watson and Irwin, 2006). NEDD8 muze byt kovalentn¢ vazan na Lys370,
Lys372 a/nebo Lys373 proteinu p53 (Bode and Dong, 2004).

C-terminal

NLS TET NES REG

A o St et et 4

®

Lys305

(®)—

/ f \

Obr. 4 - Acetylace p53 (pfevzato z Bode and Dong, 2004)
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Obr. 5 - Fosforylace p53 (pfevzato z Bode and Dong, 2004)
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Tab. 2 — Regulatory p53 (upr. Bode & Dong, 2004; Bénard et al., 2003; Du et al., 2009; Uldrijan et al., 2002)
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1.1.4 Mutace p53

p53 jeu karcinomi nejfrekventovanéji mutovanym genem (50%) (Murray-Zmijewski
et al., 2006) aje inaktivovan ve vice nez 20 % (Watson and Irwin, 2006). Protein p53
podléha tfadé mutaci, které postihuji specifickd mista, kterymi se protein vaze na DNA,
nebo celkové pozméni jeho konformaci a tim znemozni vazbu proteinu s DNA
(tzv. mutace ,,loss-of-function®). Protein p53 tak ztraci nadorové-supresorovou funkci.
Stejn¢ jako u jinych nadorovych supresori dochazi k inaktivaci p53 velmi Casto diky
deleci v jeho koncovych Gastech. Nejéastéjsi pii¢inou ztraty jeho nadorove-supresorove
funkce jsou bodové mutace, pii kterych dochédzi k zaméné jednoho nukleotidu za jiny
avdasledku ke kodovani jiné aminokyseliny. Superaktivni mutace zvySuji nejen
specifickou, ale inespecifickou vazbu na DNA, diky tomu p53 snadnéji transaktivuje
cilové geny (Smardova, 2003). K jedné z bodovych mutaci patfi i mutace lokalizovana
na tetramerni domén¢ vznikla vyménou argininu na kodonu 337 za cystein (R337C). Takto

mutovany C-konec proteinu se vaze k DNA aktivnéji nez wt p53 (Malcikova et al., 2010).

Mutacemi ,,gain-of-function* ziskava protein p53 onkogenni funkci. Zda se, ze pro ,,gain-
of-function® je nezbytna N-koncova ¢ast proteinu p53 nebo je zprostiedkovana DNA
vazebnou doménou. Ta neni u mutantti schopna vazat DNA a zGstava tak ,,volna“ pro jiné
funkce. ,,Gain-of-function” nesouvisi s transaktivaci, mozna spiSe s represi transkripce
nékterych gent, ale obecné je piijimana ptedstava, ze ,,gain-of-function® je realizovana
mechanismem protein-proteinovych interakci. V téchto interakcich mohou byt partnerem
p53 dalsi ¢lenové téze rodiny — p63, p73 nebo proteiny se zcela odliSnou funkci jako napf.
topoizomerasa |. Dal§i mutace jsou podmine¢né, patii mezi né teplotné senzitivni
a chladové senzitivni mutace. Nékteré z nich nevratné naruSuji strukturu proteinu, jsou
tedy zcela inaktivujici, zatimco jiné nechavaji jeho strukturu flexibilni a molekula
je schopna se za urcitych podminek vratit do ptuvodni struktury, jde o mutace Castecné
inaktivujici. Teplotné senzitivni mutace se jevi jako diskriminujici, coz se projevuje
odlisnou funkénosti proteinu na jeho responzivnich elementech. Supresorové mutace
dokazi navratit diive zmutovanou molekulu do c¢aste¢né nebo zcela funkéniho stavu

(Smardova, 2003).
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1.1.5 Vazba proteinu p53 se superhelikalni DNA

Topologiec DNA je dulezita pro rozsahlé biologickeé procesy zahrnujici transkripci DNA,
replikaci, rekombinaci, kontrolu genové exprese a usporadani genomu (Palecek, 1991).
Interakce DNA-protein je Casto siln¢ ovlivnéna superhelicitou. Pfebytek energie obsazené
v superhelikalni DNA (scDNA) muze byt snizen navazanim proteinu. Jakykoli vazebny
proces, ktery vyzaduje nebo vyuziva zkrouceni scDNA, je podporovan superhelicitou

(Bates and Maxwell, 1993).

Sekvenéné specifickd vazba (SSDB)

Centralni doména proteinu p53 je zodpovédna za sekvencné-specifickou vazbu DNA
(SSDB - sequence specific DNA binding) s konsensni sekvenci (CON — consensus
sequence), kterd obsahuje dvé kopie sekvence 5'-RRRC(A/T)(T/A)GYYY-3" oddélené
0-13 bp (el-Deiry et al., 1992). Protein p53 se optimalné¢ vaze na tuto sekvenci jako
tetramer, s kazdou polovinou p53-vazebné ¢asti interagujici se dvéma monomery p53

(Arrowsmith and Morin, 1996).

DNA vazba s proteinem p53 je silné zavisla na strukturadlnich rysech cilové DNA
(Nagaich, 1997). Ukazalo se, Ze protein p53 je schopny vazat se sekvencné-specificky
na cilové oligonukleotidy obsahujici smyc¢ky (Kim et al., 1997). Tato vazba probiha
I v nepfitomnosti protilatky PAb421, ktera aktivuje p53. p53f se piednostné vaze
na promotor p21 a Bax nez na MDMZ2, zatimco p53 se piednostnéji vaze na MDM2 a p21

nez na promotor Bax (Murray-Zmijewski et al., 2006).

Ukézalo se, ze fosforylace p53 zvySuje jeho SSDB. Fosforylace/defosforylace byla
detekovéna v lidskych bunkach, ve kterych doslo k poni¢eni DNA diky ionizujicimu zafeni
nebo UV zafeni (Bode and Dong, 2004).

Superhelikalné-selektivni DNA vazba (SCS)

Silna vazba p53 na scDNA, ktera neobsahuje CON, byla nazvana superhelikalné-selektivni
vazba (supercoil-selective DNA binding - SCS). SCS/p53 vazba je inhibovana nékterymi

ionty kovil a oxidaci proteinu (Palecek et al., 1999).
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Obr. 6 - Model interakce C-konce p53 s dvouvlaknovou scDNA (ptevzato z Brazdova et al., 2002)

Podle Palecka et al., 1997 se ptedpokladalo, Ze preference vazby k scDNA je spojena
s lokalni superhelikalni strukturou. Ukézalo se, Ze urujici faktor provazbu SSDB
je konformacni stav cilové sekvence. Dale se ukazalo, ze charakteristicky rys kiizové
formy zahrnujici cilovou sekvenci, stejné jako kiizova forma samotnd, predstavuje znama
p53-vazebnd mista. Usuzuje se, Ze pritomnost kiiZové formy v scDNA cilové sekvenci
zlepSuje SSDB. KiiZové forma vSak neni jedinym faktorem, ktery zvySuje silu této vazby.
Ktizové formy, které obsahuji dvé zaménéné baze v kazdé své vétvi, maji lepsi vliv

na vazbu nez dokonala kiizova forma (pfehledny ¢lanek Palecek et al., 2004).

Centralni doména rozeznava p53CON sekvence, zatimco C-konec upeviiuje SSDB vazbu
tim, Ze interaguje s lokalni superhelikdlni strukturou. C-konec také miize pozitivné
regulovat sekvencéné-nespecifickou vazbu s scDNA. Protein p53 se vaze prostfednictvim
centralni domény i C-konce. Struktury, které vytvari superhelikalni DNA (dvoufetézcové
cilové sekvence a jednofetézcové iseky), mizou byt velmi blizko sebe, a proto je mozné,

ze vazba C-konce a centralni domény probiha soucasné.

Podle Brazdové et al., 2002 je ziejmé, Ze p53b(1-393) vykazuje vysokou selektivitu
pro scDNA v kompetici s linDNA. Na druhou stranu p53(1-363), postradajici C-koncovou
DNA vazebnou doménu (AMK 363-382), vytvaiel jak komplex p53-scDNA,
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tak i p53-1inDNA s nizkou preferenci k scDNA. Nizka preference k scDNA byla zjisténa
i U fragmentd proteinu p53(45-349) a p53(94-312), které obsahovaly centralni doménu.

Z vysledki plyne, ze C-koncovd oblast se vyznamné uplatfiuje pii SCS vazbé.
K podrobnéjsi analyze byly pouzity fragmenty p53(44-393) a p53(320-393) zbavené
N-koncové oblasti. Oba proteiny vykazovaly vysokou selektivitu k vazbé s SCODNA
Vv kompetici s linDNA. Z toho vyplyva, Ze poslednich 70 aminokyselinovych zbytka
(320-393) C-koncové casti postacuje k SCS vazbé. Fragment p53(319-382), ktery postrada
poslednich 11 AMK C-konce, se také selektivné vazal k scDNA, z ¢ehoz lze usuzovat,
ze extrémné koncové AMK C-konce nejsou nezbytné pro SCS vazbu, na vazb¢ se podili

AMK 375-378.

Na SCS vazbu ma takeé vliv oligomerni stav proteinu p53. Nejen tetramery, ale také dimery
vykazuji SCS vazebnost. Z toho vyplyvd, Ze tetramerni doména muize byt nahrazena

doménou dimerni. Monomerni proteiny vSak nevykazuji zddnou preferenci k scDNA.

Nez se prislo na sekvenéné-nespecifickou vazbu (SCS), byly vazebné interakce zkouméany
na kratkych oligonukleotidech. Vzhledem k tomu, Ze superhelicita ma vliv na vazbu

p53-DNA, bylo zapotiebi vazebné interakce zkoumat na superhelikalni DNA.

1.2 p63

Homologem proteinu p53 je protein patfici do téze rodiny, p63. Je velmi dulezity pro vyvoj

kuze a jeji proliferaci.

1.2.1 Gen p63

Lidsky gen p63 se skldd4 z 15 exonu, zahrnuje vice nez 270 000 bp na chromozomu 3g27.
Lidsky gen p63 exprimuje nejméné tii alternativné sttizené isoformy C-konce (a, B, v)
amuze byt transkribovan od alternativniho promotoru lokalizovaného v intronu 3.
Transaktivacni isoformy (TAp63) jsou vytvoieny aktivitou promotoru po sméru exonu 1,
zatimco alternativni promotor v intronu 3 vede k expresi isoforem zkracenych o koncove
AMK (ANp63) postradajici transaktiva¢ni doménu (Murray-Zmijewski et al., 2006). Gen
p63 koduje nejméné Sest otevienych Ctecich ramcl: wuwzitim dvou odliSnych
promotort/ATG v kombinaci se tfemi alternativnimi sestiihy C-konce (TA-a, TA-B, TA-y,
AN-a, AN-B, AN-y) (Levrero et al., 1999).
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1.2.2 Protein p63

Proteiny p53, p63 a p73 maji nékolik stejnych funkcénich domén: transaktivacni,
DNA-vazebna a oligomeriza¢ni doména (Morgunkova, 2005). Tyto proteiny jsou identické
s doménami p53 piiblizné ve 25 %, 60 % a 35 % aminokyselin (Watson and Irwin, 2006).
Oligomeriza¢ni doména vaze protein do tetrameru, DNA-vazebnd doména vaze tetramer
scilovym genem a transaktivacni doména (pokud existuje) se podili na zahajeni
transkripce. VSechny a-isoformy p63 a p73 také obsahuji SAM-doménu (sterile alpha
motiv) (Morgunkova, 2005), ktera vétsinou funguje jako protein-proteinovy vazebny motiv
(Watson and Irwin, 2006) a nejspis je dulezita i pro vyvoj saveu (Ying et al., 2005). p63

nema funkci nadorového supresoru, ale onkogenu (Westfall et al., 2005).

Rozdily mezi p53 a p63 se staly ziejmé po analyze p63'/' mysi. Zatimco p53‘/ " mysi jsou
vyvojové normalni, ale nachylné na neoplastické choroby, p63” mysi maji nékolik
vyvojovych abnormalit. p63” mysi se narodi, ale kratce poté uhynou a maji odlisnosti
ve vyvoji konCetin a rtznych epitelovych tkanich jako je kiZe, prostata, prsni zlazy
a urothel (Westfall et al., 2005). Také podle vysledka Candi et al., 2006 se u p63™" mysi
nevyvinula epidermis ani ostatni derivaty ektodermu (ktze, srst, zuby, mlé¢né, slzné
aslinné zlazy), velmi narusen byl také vyvoj koncetin a opét kratce po narozeni mysi
uhynuly. Exprese ANp63a zajistila alesponn vyvin bazalni vrstvy epidermis, zatimco
vysledkem exprese TAp63a byly pouze tidké skupinky velmi mélo diferencovanych

keratinocytti.

Vysledky Kai-Hong et al., 2007 ukazuji, Ze u mysi starych ¢tyfi tydny (kdy epidermis
zadina zrat — jsou piitomny keratinocyty) je p63 hojné exprimovan v jadrech bazalni vrstvy
keratinocytti a mizi se stratifikaci. p63” buniky sidli hlavné v jadrech bun&k ve vrstvé
stratum germinativum, ktera je zodpovédna za stdlé obnovovani epidermis. Nékteré p63”
bunky byly nalezeny také kolem sekre¢ni ¢asti potnich Zlaz v retikularni vrstvé epidermis.
V normalni lidské kuzi byla pozorovéna exprese p63 v myoepitelialnich burikach sekreéni
¢asti potnich zlaz. Keratinocyty majici vlastnosti kmenovych bunék jsou pfitomny nejen
ve specifickych oblastech vnéjSiho epitelidlniho plasté, ale také ve vlasovych cibulkach
a potnich zlazach, coz indikuje izky vztah mezi p63 a epidermdlnimi kmenovymi bunikami

(So-Young et al., 2009).
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1.2.3 Isoformy p63

Kazda z isoforem p63 vykazuje specifickou biologickou a biochemickou aktivitu (Murray-

Zmijewski et al., 2006)

Isoformy p63 AN zkracené o N-konec postrddaji TA doménu, vieobecné maji
antiapoptotické vlastnosti (Watson and Irwin, 2006) ajsou dominantné negativnimi
inhibitory TA isoforem (Petitjean et al., 2007). Ob¢ isoformy TA a AN p63 a p73 se
mohou véazat nap53 DNA-vazebnd mista, jen TA isoformy mohou transaktivovat
promotory cilovych genti p53 aindukovat apoptosu. Nekteré AN p63 a p73 isoformy
mohou transaktivovat cilové geny a v ur¢itych piipadech i potlacovat rist (Watson and
Irwin, 2006). I Guo et al., 2009 se zminuje o tom, Ze isoformy AN a TA maji odlisné,
dokonce opaéné vlastnosti. ANp63 isoformy zvysSuji proliferaci a inhibuji apoptosu,

zatimco TAp63 isoformy apoptosu indukuji.

Exprese p63 byla zaznamenéna v jadrech bunék v bazalni a suprabazalni vrstvé epidermis

a p63a byly v epidermis roztrouseny (So-Young et al., 2009).

a Human p63 gene structure

b p63 protein isoforms

s TA Lo DNA-Binding domain Oligo C-terminal domains
il — | I I T N N
TAp63 p | | | HEN IR B
TR I N [®]wo] v
Mepas | | T T P 0 T
AN p&3 B | | | HER RN B
AN p63y | | | HECH I -

Obr. 7 — Lidsky p63 (ptevzato z Murray-Zmijewski et al., 2006)
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Prevladajicim typem p63 v epitelidlnich buiikach a v rakovinnych builkéch jsou isoformy
AN, které postradaji TA doménu na N-konci, zatimco hladina isoforem TA je hluboko
pod fyziologickymi podminkami. TAp63a je degradovan v proteasomu. Specificka DNA
vazba a transaktivacni aktivity TAp63a jsou nezbytné pro jeho proteinovou degradaci.
TAp630 ma silnou DNA-vazebnou aktivitu a je lokalizovan v jadie. Pro degradaci proteinu
p53 fizenou MDM2 jsou rozhodujici tfi hydrofobni AMK uvniti N-konce p53, F19 W23
L26, které jsou ukryty na rozhrani p53 a MDM2. Navzdory malé shodnosti (25%)
N-koncové transaktivacni domény mezi ¢leny rodiny p53, je motiv FWL dobie zachovan.
Motiv FWL je rozhodujici i pro degradaci proteinu p63 (Ying et al., 2005). p53 méa
I nepatrny efekt na hladinu TAp63y mRNA, ale je schopen zprostiedkovat proteolytickou
destabilizaci TAp63. Tato destabilizace vyzaduje TA doménu p53 (Li et al., 2006).

Hladina ANp63 je béhem epidermalni diferenciace snizovdna pomoci miR-203
(microRNA) a ubiquitin E3 ligasa piispiva také k jeji redukci. miR-203 je molekularni
ptepinad, ktery ptispiva ke snizeni aktivity ANp63 (Lena et al., 2008; Boominathan, 2010).

Isoformy ANp63

ANp63 jako primarni varianta p63 je exprimovan v dlazdicovych epitelialnich buiikach
(Westfall et al., 2005), v ptivodni bunééné vrstvé kiize (So-Young et al., 2009), ma pro-
prolifera¢ni funkci, reguluje starnuti (Guo et al., 2009) a muze pusobit jako antagonista
proti p53 (Westfall et al., 2005). Zatimco TAp63 jsou detekovany v pivodni bunééné
vrstvé kize jen ziidka. To ukazuje na zmény exprese isoforem p63 b&hem normalni

diferenciace bunék (So-Young et al., 2009).

ANp63a. je pievazné exprimovan V fadé nadorovych bunék hlavy a krku (Westfall et al.,
2005) a indukuje cilové geny zodpovédné za adhezi, proliferaci, konecnou diferenciaci
keratinocyti a zdklady formace membrany. Indukce cilovych genl exprimovanych
proteinem ANp63a. vyzaduje spolupraci s transkripénimi Kkoaktivatory, které jsou
exprimovany specificky v odpovidajicich ¢asovych bodech vyvoje. Ackoli nékteré
koaktivatory isoforem TAp63 byly identifikovany, koaktivatory, ktere spolupracuji
s ANp63a béhem epidermalniho vyvoje jesté zjistény nejsou (Kim et al., 2009).
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Obr. 8 — Zpétnovazebny model degradace TAp63a (pievzato z Ying et al., 2005)
Isoformy TAp63

Isoformy TAp63 jsou prvni, které se exprimuji béhem embryogenese, jsou nezbytné
pro iniciaci epitelialni stratifikace (Murray-Zmijewski et al., 2006) a mohou pfispét
Kk pozdéjsi diferenciaci kiize (So-Young et al., 2009). Navic brani kone¢né diferenciaci, coz
zna¢i, ze jsou vyvazené isoformami ANp63, které poskytnou odpovéd na signaly
vyzadované pro zrani a diferenciaci embryonalni kize. Isoformy TAp63a a ANp63a jsou
nezbytné pro normalni ektodermalni vyvoj specifickych organti (Murray-Zmijewski et al.,
2006).

Pfi vyvoji nervové soustavy jsou exprimovany pouze isoformy TAp63a a TAp63y.
Ukazalo se, ze TAp63 je nepostradatelny proaptoticky protein v neuronech jak samostatné,
tak i v kombinaci s p53 (Watson and Irwin, 2006).

TAp63a je regulovan stejnym zpétnovazebnym mechanismem jako je p53-MDM2
zpétnovazebnd smycka (Ying et al., 2005), vykazuje vysokou transkripéni aktivitu a tidi
expresi proteinti specifickych pro vrchni vrstvu epidermis, jako je Ets-1, K1, K10,
profilaggrin, involucrin a TG typ 3 a 5. Naopak ANp63a indukuje, ve velké mite, expresi
gend pritomnych v bazalni vrstve, jako je K14 (Candi et al., 2006).

Podle Guo et al., 2009 jsou isoformy TAp63 uéinnymi induktory starnuti. Na rozdil
od p53, ktery indukuje starnuti jako odpovéd’ na onkogenni podnéty, TAp63 miize vyvolat
starnuti jako odpoveéd’ na fyziologické podnéty. Isoformy TAp63 vyvolavaji starnuti ve wt
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buiikach stejné tak i v bunikach, které ztratily uzlové nadorové-supresivni prvky jako pl6,

pl9 a p53. TA isoformy hraji nepostradatelnou roli v regulaci starnuti.

1.2.4 Regulace p63

Isoformy ANp63 piimo aktivuji specifické cilové geny, které nejsou indukovany
isoformami TA. Expresi isoforem TAp63 a ANp63 ma p63 schopnost regulovat spoustu
gent, které maji rizné funkce a opacné regulacni efekty v zavislosti na zptsobu uplatnéni

(Murray-Zmijewski et al., 2006).

Nekteré geny jsou regulovany pomoci TAp63a a ANp63a. TAp63a zvySuji aktivitu
celkem u 171 gend, znichz 163 je jedineénych pro TAp63a a osm je spoleénych
S ANp63a.. TAp63a snizuji aktivitu 60 genti, z nichz 55 je jedinecnych a pét je spole€nych
S ANp63a. Na rozdil od ANp63a, ktery zvySuje aktivitu menSiho poctu genl (52),
pravdépodobné pomoci druhé TA domény, z nichz 44 je jedine¢nych pro ANp63a a osm je
spole¢nych s TAp63a. ANp63a snizuje aktivitu 30 gend, 25 z nich je jedinecnych a dalSich
pét je spolecnych s TAp63a (Candi et al., 2006).

ANp63 TAp63
Total Total

52 171

Up-regulated

Obr. 9 — Diagram genti regulovanych TAp63a nebo ANp63a isoforem v Tet-indukovatelnych Saos-2
bunikach (pfevzato z Candi et al., 2006)

NejstarS$i znamy gen indukovany isoformami ANp63a béhem morfogenese epidermis je
PERP (p53 effector related to PMP-22) desmosomalni soucast, ktera je rozhodujici
pro adhezi bunék v epidermis. ANp63a dale indukuje Alox12, ktery kdduje LOX zahrnuty
do formace epidermalni bariéry. Béhem vyvoje epidermis ANp63a interaguje piimo
s oblasti promotoru Alox12 a tato interakce je zodpovédna za indukci Alox12. Jak koneéna
diferenciace epidermis, tak i formace epidermalni bariéry je proces zavisly

na extracelularnich kationech Ca®*. V epidermis je nejvyssi koncentrace t&chto kationt

27



v granularni vrstvé, kde jsou jednotlivé prvky epidermdlni bariéry produkovany (Kim
et al., 2009).

1.2.5 Mutace p63

Mutace p63 zptisobuji Sest vzacnych autosomalné dominantnich vyvojovych vad:

Ectrodactyly Ectodermal dysplasia—Clefting syndrome (EEC). EEC syndrom ma tfi
hlavni rysy: Ectrodactyly — chybéni prsti (znamou také jako anomalii rukou
anohou, kdy vypadaji jako klepeto humra), ektodermalni dysplasie (vyvojové
defekty ektodermalné odvozenych struktur, coz zahrnuje vlasy, zuby, nehty a potni

Zlazy) a rozstépy (rozstép rtu s nebo bez rozstépu patra).

Acro-Dermato-Ungual-Lacrimal-Tooth malformations (ADULT) - neobvyklé
malformace kiize, nehtt, slznych Z1az a zubi. ADULT syndrom se lisi od EEC tim,

ze se nevyskytuji rozstépy obliceje.

Limb—Mammary Syndrome (LMS). LMS pacienti trpi malformacemi rukou/nohou,
hypoplasii prsnich Zlaz a bradavek a isolovanym roz$tépem patra, ale netrpi

ektodermalni dysplasii.

Hay—Wells syndrome, také zvany AEC syndrom ankyloblefaronie (¢aste¢ny nebo
celkovy srlst o¢nich vicek) a ektodermalni dysplasie - rozs§tép. AEC pacienti maji

zakrslé koncetiny nebo je nemaji viibec, na rozdil od pacientl trpicich EEC.

Split-Hand/Foot Malformations (SHFM) — malformace rukou/nohou. Pacienti maji
sttedovy roz$tép rukou a nohou, ale zZadné dalsi rysy syndromu EEC. SHFM je

pravdépodobné zptisoben zarodecnymi mutacemi p63 z vice nez 10 %.

Rapp—Hodgkin Syndrome. Pacienti trpi ektodermalni dysplasii, rozstépem rtu
a patra, deformaci usi a abnormalitami urogenitalniho systému (Murray-Zmijewski
et al., 2006).

U syndromu EEC a SHFM jsou casto zarodecné linie mutaci v p63 lokalizovany

v centralni DNA-vazebné doméné. Tzv. ,missense” mutace velmi dobie koresponduji

se somatickymi mutantnimi hot spots v genu p53, ktery inaktivuje p53-DNA vazbu a rist

p53 supresorové funkce. Ying et al., 2005 zaznamenal téi bodové mutace v DNA-vazebné
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doméné TAp63a, TAp630(R204W), TAp63a(R304W) a TAp63a(C306R). Tyto mutace
byly nalezeny u EEC syndromu a jsou pieduréeny k z&niku DNA-vazebné aktivity
proteinu p63. VSechny tii mutatntni proteiny nevykazuji Zadnou DNA-vazebnou aktivitu

a zadnou detekovatelnou transkripéni aktivitu (Ying et al., 2005).

Urcité mutace ovliviiuji pouze specifické isoformy (napi. u AEC jsou mutace v exonu 13,
ktery obsahuje SAM doménu, ktera je pfitomna pouze v a isoformach). Nékteré z téchto
mutaci puasobi na AMK zbytek tak, ze podléhaji posttranslacnim tupravam, jako je
sumoylace a ubiquitinace. Na rozdil od p53 je regulace stability p63 a p73 ubiquitin-
proteasomalni cestou popsdna mén¢. Na degradaci isoforem ANp63 se podili stratifin,
RACK1 a NEDD4. p63a je sumoylovan na lysinu 637. Sekundarni sumoylaéni strana je
na lysinu 549. NEDD4 se vaze na C-koncovy Py motiv p63 (Watson, Irwin, 2006).

1.2.6 Vazba p63

Proteiny p63 se mohou vazat na DNA pomoci p63RE (responsive elements), které
propujcuji p63 citlivost na rozdil od pS3RE, které tuto vlastnost nemaji. Isoformy ANp63
se mohou na DNA vazat pomoci p53RE a mohou uplatnit dominantné negativni efekt
na p53, p73 ap63 aktivitu pomoci bud kompetice DNA-vazebnych mist nebo piimo
pomoci proteinové vazby (Murray-Zmijewski et al., 2006).

p63 se na DNA vaze jako homotetramer. Isoformy a a vy interaguji s HIPK2. Interakce
s SSRP1 vede ke stimulaci koaktivatorové aktivity. Isoformy AN a TA interaguji s WWP1
a PDS5A. p63 vstupuje do vazebné interakce s FUS, HNRNPAB, HNRNPK, SMAD2,
SYNCRIP a p53 (z webové stranky Tumor protein p63 — Homo sapiens [Human]).

1.3 p73

Posledni protein patfici do rodiny p53 je p73, jehoZ isoformy maji vliv na vyvoj neuront

a mohou se také podilet na apoptose.

1.3.1 Gen p73

Lidsky gen p73 se sklada z patnacti exont, zahrnuje vice nez 80 000 bp na chromozomu
1p36.3. Tento gen exprimuje nejméné sedm alternativ sestfihu C-konce (a, B, v, 8, €, {, an)

anejméné Ctyfi moznosti sestiihu N-konce. p73 také mize byt transkribovan
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od alternativniho promotoru lokalizovaného v intronu 3. Transaktiva¢ni isoformy jsou
vytvoteny aktivitou promotoru ve sméru exonu 1, zatimco alternativni promotor
v intronu 3 vede Kk expresi isoforem zkracenych o koncové AMK (ANp73), které postradaji
transaktiva¢ni doménu. Gen p73 exprimuje nejméné 35 variant mRNA, které teoreticky
mohou kodovat 29 odlisnych isoforem proteinu p73. Bylo vSak zatim popséano 14 rliznych
isoforem p73. Na rozdil od p63 isoformy p73 mohou obsahovat jiné ¢asti N-koncové
domény, coz mize znamenat, ze podléhaji jinym proteinovym interakcim a maji jinou

specifickou aktivitu (Murray-Zmijewski et al., 2006).

1 59 142 321 353 397 641
p63c. | TAD PXXP DBD OD SAM Basic
22% 60% 37%
“—> < > —>
1 45 113 300 325 363 393
p53 TAD PXXP DBD NLS oD Basic
29% 63% 38%
+“—> < > +—>
54 131 310 345 390 636
p73c. | TAD PXXP DBD oD SAM Basic

Obr. 10 — Srovnani genové struktury a funkéni organizace ¢lend rodiny p53 (ptevzato z Bénard et al., 2003)

1.3.2 Protein p73

Caput et al. identifikoval p73 roku 1997. Stejné jako protein p63 ma i p73 shodné domény
s proteinem p53. Isoformy p73a, p73B, p73y, p73d a p73¢ maji transaktivacni doménu,
DNA-vazebnou doménu a oligomerizacni doménu, které jsou shodné se sekvencemi p53
229 %, 63 % a 38 % (Ichimiya, 2000). Uvnitt C-konce se nachdzi SAM doména, ktera se
u isoformy p73a sklada ze 487+554 AMK. Jde o kompaktni globularni doménu, ktera se
skladé z péti helixi, které jsou svazany ze &tyf a-helixti a malého 3'° helixu (Levrero et al.,
1999).

p73 ma stejnou strukturu jako p53, ale jeho odpovéd na genotoxické Cinitele, jako jsou
ultrafialové zéafeni a actinomycin D, je odliSna. p73 miZze indukovat p21 a zplsobit tak
apoptosu i v p53” bun&enych liniich. Z toho lze vygist, e mezi funkei p53 a p73 je jista
paralela (Ichimiya, 2000). Vysledky provadéné na mysich, které postradaly veskeré

isoformy p73, vykazovaly tézké defekty, které zahrnovaly dysgenezi hipokampu,
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hydrocefalus, chronické infekce a zanéty, abnormality ve feromonovych pochodech,

ale neukazaly vyssi ndchylnost k rakoviné (Yang et al., 2000).

1.3.3 Isoformy p73

Ve srovnani s pavodni tkani jsou isoformy p73 odlisné exprimovany u mnoha tumoru:
mocového méchyie, prsu, plic, neuroblastomu a hepatocelularniho karcinomu. Proteiny
p73 zkracené o N-konec — ANp73, ex2p73 a ex2/3p73, vSechny s antiapoptotickou funkci
— maji pfi rakovin€ zvySenou aktivitu. Navic je ex2p73 nadorové-specifickou formou,
Kter4 se v normalnich tkanich nenachazi (Fillippovich et al., 2001). Funkce ANp73 je
dalezita pro preziti tumoru, pravdépodobné diky inhibici apoptotické aktivity proteinti p53
a TAp73 (Casciano et al., 2002). Podle Pozniak et al., 2000 je pievladajici isoformou p73
pfi vyvoji mozku mysi isoforma ANp73 nikoli proteiny TA.

1.3.4 Regulace p73

Poskozeni DNA reguluje nejen aktivitu p53, ale i protein p73 a jeho funkci. Byly popsany
dva typy regulace p73: akumulace proteinu p73, nebo fosforylace tyrosinu proteinu p73.
Oba typy regulace jsou zavislé na aktivaci jaderné c-Abl tyrosin kinasy (Levrero et al.,
1999).

p73 aktivuje promotory nékterych p53-responsivnich genl, mezi které patii p21, Bax,
MDMZ2, cyklin-G, Gadd45, IGFBP3 (A) a IGFBP3 (B) (Levrero et al., 1999). MDM?2
se vaze na TA-doménu p73 adokaze tak potlacit jeho transkripéni aktivitu (Ichimiya,
2000).
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Obr. 11 — Schéma pochodu ¢lent rodiny p53 (pfevzato z Bénard et al., 2003)

p73 je regulovan také nékolika posttranslacnimi modifikacemi. TAp73a je fosforylovan
jako odpovéd’ na poni¢eni DNA, na Tyr-99, zbytku uchovaném v ANp63a, pomoci c-Abl
kinasy (Yuan et al., 1999; Agami et al., 1999). Fosforylace Tyr-99 stimuluje transaktivaci
a apoptosu fizenou p73. TAp73pB je fosforylovan na Thr-86 pomoci cyklin A-CDK1/2,
cyklin B-CDK1/2 a cyklin E-CDK2, coz zpisobuje inhibici TAp73 transaktvacni aktivity
(Westfall et al., 2005). Enzymy histon-acetyl-transferas p300 a CREB vazebny protein
(CBP) acetyluji TAp73a atim stimuluji jeho transaktivac¢ni aktivitu. Dva acetylované
zbytky na TAp73a, lys-321 a 327 jsou uchovany v ANp63o. p73, ktery neni schopen
acetylace, je chybou v transaktivaci proapoptotického genu p53AIP1, ale takovyto p73

si ponechava schopnost transaktivovat jiné cilové geny jako je p21 (Costanzo et al., 2002).

Isoformy TAp73a, ne vSak isoformy TAp73, mohou byt kovalentné¢ modifikovany diky
SUMO-1. Hlavni misto, které je pomoci SUMO-1 modifikovano, v p73a je lysin
na C-konci (Lys-627). Proteasom vice degraduje p73, ktery je modifikovany pomoci
SUMO-1 nez nemodifikovany p73, ackoli modifikace pomoci SUMO-1 neni k degradaci
p73 nutna (Minty et al., 2000).
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1.3.5 Vazba p73

DNA-vazebna doména proteinti p63 a p73 interaguje s p53-responsivnimi sekvencemi,
proto nejspi$ tyto dva proteiny reguluji p53-responsivni geny (Levrero et al., 1999). p63
ap73 existuji jako stabilni tetramery a efektivné interaguji za tvorby heterotetramerd.
Ani p63 ani p73 nemohou tvofit heterotetramery s p53, protoze p53 postrada dualezity
druhy helix v tetrameriza¢ni domén¢, kterd v p63 i p73 piitomna je (Coutandin et al., 2009;
Joerger et al., 2009)

Podle Murray-Zmijewski et al., 2006 se isoformy TAp73 dokazi specificky vazat na DNA
pomoci pS3RE a aktivovat transkripci cilovych gend. Tato aktivace mlze indukovat
zastaveni bunécného cyklu ¢i apoptosu. Isoformy AN se vazi na DNA pomoci p53RE
a mohou uplatnit dominantné-negativni efekty na aktivitu p53, p73 a p63. Isoformy ANp73
piimo aktivuji cilové geny, které nejsou indukovéany isoformami TAp73 (Liu et al., 2004).
Isoformy ANp73 se mohou ucastnit dominantné-negativnino chovani kompetici
0 DNA-vazebna mista nebo piimo proteinovou interakci, pak vykazuji antiapoptoticky

charakter (Murray-Zmijewski et al., 2006).
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a Human p73 gene structure
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Obr. 12 - a) Struktura lidského genu p73, b) Isoformy p73 (pfevzato z Murray-Zmijewski et al., 2006)
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2 LIDSKA KUZE

Kiize tvoii asi 16 % hmotnosti jedince a zaujiméa plochu 1,2 az 2,3 m?, proto je nejvétsim
organem lidského téla. Pro lidsky organismus je velmi dilezita, protoze plni mnoho funkei:
izolace, ochrana, zabranéni rozmnozovani mikroorganismu, termoregulace, smyslova

percepce, exkrece, absorpce.

Kuze se sklada z pokozky (epidermis) a skary (dermis). Dermis vybiha do epidermis
nepravidelnymi papilami a vybézky epidermis do dermis se nazyvaji dermalni ¢epy (listy).
Dalsi soucasti kiize jsou derivaty epidermis, mezi které fadime kozni zldzy (mazové
a potni), nehty, vlasy a chlupy. Ptipojeni ktize k ptilehlym tkanim je uskute¢néno pomoci
tidké vazivové tkané zvané podkozni vazivo (hypodermis). Tato vrstva se vSak nepovazuje

Za soucast kuze.

EPIDERMIS
Hrrotde DERMIS
Heriitid “J HYPODERMIS

Zila Tepna Potni
Zlaza

Obr. 13 — Lidska ktze (upraveno z webové stranky Bioderma)
2.1 Epidermis

Epidermis se sklddd ze dvou hlavnich vrstev — zarode¢na a rohova. Zarode¢na vrstva
se dale déli na pét vrstev (stratum basale, spinosum, granulosum, lucidum a corneum),
ve kterych se nachazeji buniky produkujici keratin (keratinocyty). Tyto buiiky se posunuji
od stratum basale, ktera naléha na dermis, az ke stratum corneum, ktera lezi pod rohovou

vrstvou epidermis.
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Keratinocyty v basalni vrstvé neudrzuji jen integritu kize, ale také reguluji chovani
melanocyti pies volné spojeni (gap junctions) a kadheriny. E-kadherin je hlavnim
kadherinem v lidské epidermis a hlavnim mediatorem adhese mezi epidermalnimi

melanocyty a keratinocyty tvoficich tzv. adherens junctions (Niessen, 2007).

E-kadherin je dilezity pro morfogenesi a polaritu tkané. Snizena aktivita nebo mutace
E-kadherinu se vyskytuje u mnoha rtiznych nadorii, jako je melanom. UVB zptsobuje
ztratu E-kadherinu melanocytd, coz béhem vyvoje melanomu vede k jejich uvolnéni
od vedlejsich keratinocytii. Po expozici UVB se exprese E-kadherinu vyznamné snizuje

(Gambichler et al., 2008).

V rohové vrstvé se dale bunky posouvaji smérem k povrchu, postupné se zplostuji
arohovati - organizovany proces bunééné smrti, buiky ztraceji cytoplasmatické organely
i jadro, hromadi se v nich Kkeratin - tento proces se nazyva kornifikace. Béhem diferenciace
keratinocytll je apoptosa blokovana, to zabrani ptredcasné bunééné smrti a umozni
spravnou kornifikaci (Lippens et al., 2009). Apoptosa i kornifikace vyzaduji aktivitu
nékterych proteas. Béhem epidermalni diferenciace je sniZzena aktivita anti-apoptotického
Bcl-2 a Bcl-X, diky pfimé vazbé s cytoplasmatickym p53 (Erster and Moll, 2005)
a Vv suprabasalni vrstvé jsou indukovany pro-apoptotické Bax a Bak (Lu et al., 1993) spolu
s PUMA, Bik/Nbk a Noxa, vSechny transaktivovany jadernym p53 (vice piehledny ¢lanek
o mechanismech branicich apoptose Lippens et al., 2009), ale vyzaduji také transaktivaci

isoforem p73 (Rocco et al., 2006)

V burikach epidermis, které se nazyvaji melanocyty, dochdzi k syntéze melaninu. Jedna
se 0 pigment, ktery chrani pfed UV zafenim a ktery je zodpovédny, spolu s karotenem,
za zbarveni kize. Melanocyty se nachazeji ve stratum basale a ve vlasovych folikulech.
UV zafeni urychluje syntézu melaninu a také napomaha exportu melaninu do keratinocytt,

coz zpusobi tmavnuti kiize.

2.2 Dermis

Jedna se o velmi dobie prokrvené vazivo, které se déli do dvou vrstev — vnitini sitované
vrstvy (pars reticularis) a zevni bradavkové vrstvy (pars papillaris). Mezi pars papillaris
a epidermis se nachazi bazalni lamina. V pars papillaris se nachazi fibroblasty, zirné
buiiky, makrofagy a leukocyty. Tato vrstva vybiha do rtizné vysokych papil. Dvé tady

papil pak tvoii papilarni listy, které pozorujeme na koneccich prsti, dlanich a chodidlech
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jako tzv. dermatoglyfy. V pars reticularis lze najit vice kolagennich vldken a méné bun¢k

nez v pars papillaris.

V dermis se dale nachazi krevni a lymfatické cevy, epidermalni derivaty (vlasové folikuly,

potni a mazové zlazy) a nervova vlakna.

2.3 Rakovina kuze

Rakovina kiize je Casto vyvolana UV zafenim (viz Kapitola ultrafialové zafeni). Nadory
kiize se déli na melanomové (maligni melanomy), které vznikaji z melanocytd. Jsou to
zhoubné nadory, které se Sifi do tkéni a orgdnl, které mohou poskodit a maji sklon
k metastazim. Nemelanomové nadory (NMSC), které vétSinou nemetastazuji, se dale déli
na bazocelularni karcinomy (BCC) a spinocelularni karcinomy (SCC) vznikajici

z keratinocytii. Mutace genu p53 je zédkladnim krokem ke vzniku rakoviny.

U velkého mnozstvi SCC mé& ANp63a zvySenou aktivitu. Isoformy ANp63a jsou
nejpocetnéj§i proteiny p63 v primarnich lidskych keratinocytech a u fady nadorovych
bun¢k hlavy a krku. Po pusobeni UV zafeni dochazi k redukci transkripce p63
a ke zménam ve fosforylaci ANp63a, ktery je také ubiquitinovan. Hladina proteinu

ANp63a je po vystaveni UV regulovana proteasomovou cestou (Westfall et al., 2005).

Zvysena exprese ANp63a je také v bunééné linii spinocelularnich karcinomt hlavy a krku
aVvtéchto bunkach je rozhodujicim faktorem pro pfeziti — tim, Ze dojde k potlaceni

apoptosy, kterou indukuje p73 (Forastiere et al., 2001).
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3 ULTRAFIALOVE ZARENI

Objevitelem ultrafialového zafeni je Johann Wilhelm Ritter (1776-1810), ktery byl
némeckym fyzikem, chemikem i filozofem. UV je neviditelné elektromagnetické zateni
ve spektralni oblasti 10 az 400 nm. Jednotlivé vinové délky maji odlisné vlastnosti, a proto

se UV déli do n€kolika oblasti:
daleké UV zaieni (10-200 nm) extrémni UV zafeni 10-200 nm
blizké UV zareni (200-400 nm) kratkovinné UV zéfeni 200-300 nm

dlouhovinné UV zafeni 300-400 nm

D¢li se zejména podle biologickych ucinkti (viz nize) - UVA (320-390 nm), UVB
(280-320 nm) a UVC (180-280 nm). UVA se dale déli na UVAT1 (340-400 nm) a UVA2
(320-340 nm) (Runger, 1999). Slune¢ni zatfeni dopadajici na zemsky povrch se sklada
290-99% z UVA a 1-10 % tvoifi UVB. Ozonova vrstva zachycuje velkou ¢ast UVB
a vSechny vlnové délky UVC (Matsui and DeLeo, 1991). Diky tomu, ze UVC je zcela

pohlceno atmosférou a stratosférou, nema vliv na lidsky organismus.

Ultrafialové zéafeni, po dlouhodobé, ¢i intenzivni kratkodobé expozici, mize poSkodit
DNA a zpusobit tak genové mutace, nebo bunénou smrt. Tento vliv na DNA muze vést
k dysplasii, imunosupresi, ve vysokych davkach k zanétu, ¢i rakoviné ktize. UVB dokaze
vyvolat rakovinu kuze, imunosupresi a genovou mutaci v mnohem mensich davkach
nez jsou davky potiebné k vyvolani zanétu. Zanét zvysSuje riziko vzniku maligniho nadoru,
ale nemusi byt zpusoben UV zafenim (Halliday and Lyons, 2008). UV zafeni ma
I pozitivni u¢inky nejen na lidsky organismus, mezi které patfi tvorba vitaminu D,
urychleni syntézy melaninu, také napomaha exportu melaninu do keratinocytt,
coz zpusobuje tmavnuti kize, zpracovani vapniku, ale vyuzivd se i kdalsim ucelim
(napf. ¢isténi vody).

Epidermis, jako pfirozeny cil UV zéfeni, ma vyjimecny molekularni UV obranny systém,
ktery je odlisny od UV systémi reagujicich v jinych tkanich. Reakce na tfi rizné vinové
délky UV jsou velmi piisné kontrolovany v keratinocytech. I kdyz vSechny vinové délky
zpiisobuji poskozeni DNA a uvolnéni cytokinti, bylo zjiSténo, Ze molekuldrni reakce

na UVA je zcela odlisna od reakce na UVB/UVC. Lidské epidermalni keratinocyty, které
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jsou piirozené vystaveny UV zafeni, sivypracovaly vysoce specifickou molekularni

odpovéd na UVB/UVC jak na tGrovni signalt, tak na Grovni genové exprese (Adachi et al.,

2003).

Studie Ibuki et al., 2007 ukazuji, Ze redukce poruch DNA zavisla na UVA je kriticky

dilezita pro fotokarcinogenezi. UVA mize v kiizi zvysit aktivitu oprav DNA.

UVA i UVB se mohou podilet na vzniku, propagaci a progresi nadoru jako kompletni
karcinogeny. UVB je 100-10 000 krat vice karcinogenni nez UVA (Sterenborg and van der
Leun, 1990). Asi 10-20 % z karcinogennich davek slune¢niho zafeni je zapii¢inéno UVA
(de Laat et al., 1997). UVB piimo excituje DNA, coz indukuje fotoprodukty jako jsou
dimery cyklobutan-pyrimidin, pyrimidin (6-4) pyrimidon (Matsunaga et al., 1991), cytosin
fotohydraty, zlomy DNA, vazby DNA a vazby DNA-protein. Zatimco karcinogenni
vlastnosti UVA se povazuji za nepiimy disledek oxida¢niho poSkozeni (Elmets, 1992).
Expozice UVA vyvolava velky podil mutaci, které¢ jsou disledkem oxidativni mutace
7,8-dihydro-8-oxoguaninu (8-oxo-G). Jedna se o transverzi G—T zpusobenou S$patnym
parovanim 8-oxo-G na templatu s adeninem, nebo transverzi A—C zpusobenou S$patnou
korporaci 8-0x0-G jako substratu, ktery je opa¢ny adeninu (Epe, 1991; Cheng et al., 1992).
Po expozici UVA zafeni byly v keratinocytech objeveny tii G—T transverze genu p53
(Persson et al., 2002).

Vysledky Kappes et al., 2006 ukazaly, ze ve 41 % a 52 % je u UVA i UVB spole¢na
C:G—T:A tranzice. Po expozici UVA a UVB bylo nalezeno 7 % a 4 % tandemovych
mutaci CC:GG—TT:AA. Pyrimidinové dimery (dimery cyklobutan-pyrimidinu
a fotoprodukty (6-4) pyrimidonu) zptsobuji mutace C:G—T:A a CC:GG—TT:AA. Dale
se ukazalo, ze dimery cyklobutan-pyrimidinu nepfispivaji jen k UVB mutagenesi, ale také
k mutagenesi UVA. C:G—T:A tranzice zpusobené zaienim UVA i UVB jsou utvafeny
stejnym mechanismem, konkrétn& pyrimidinovymi dimery. U p53 se vSak nachdzi odlisné
reakce na pyrimidinové dimery indukované UVA a UVB zafenim. UVB zajistuje funkci
p53 jako ,straZzce genomu®, ale UVA zvySuje Sanci, Ze pyrimidinovy dimer povede
k mutaci, ktera zptisobi pokles zastavy bunééného cyklu a nasledné se zvysi Sance, Ze se
poniceny templat replikuje, to vede k mensi indukci reparace DNA, ktera je fizena p53.
Tim, ze apoptosa je pomoci p53 méné indukovana, se zvySuje riziko, Ze bunky s poni¢enou

cey

nebo mutovanou DNA pteziji a dojde k rozvoji rakoviny ktze.
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Mnoho poskozeni DNA zptisobenych slunecnim zafenim je opraveno diky systému
vytiznuti nukleotidi (NER - nucleotide excision repair system), coz je hlavni linie obrany
proti genetickym zménam, které jsou zpusobeny pravé takovymto poSkozenim (Sancar,
1995). Pokud nedojde k opravé DNA, toto poskozeni se pienese do dcefiné linic a mize
zpusobit rozvoj rakoviny. Dulezitou ochrannou funkci proti zméndm DNA, které zptsobilo
UVB, mé p53, ktery aktivuje apoptosu, a jeho koaktivatory, jako je p300, CBP a PCAF
(Balint and Vousden, 2001). Nafizeni apoptosy se dale podileji proteiny p63 a p73.
ANp63a se vaze na promotory zavislé na p53 a ovliviiyje tak zastavu bunécného cyklu
I apoptosu. U keratinocytt vystavenych UVB je oddéleni ANp63a od promotort zavislych
na p53 aktivnim procesem, ktery vyzaduje piimou fosforylaci ANp63a pomoci p38 MAPK
(Papoutsaki et al., 2005).

Udaje podle Abdel-Naser et al., 2003 ukazuji, Ze jeden mechanismus mize p¥imo ovlivnit
morfologii, pocet, aktivaci melanocytii a syntézu melaninu. Dale 1ze odvodit, ze UVA
a UVB maji oddélené uc¢inky na normalni lidské melanocyty. Soucasné studie ukazuji,
ze UVA zafeni nema vliv na morfologii melanocytl, nema pfimy vliv na jejich proliferaci,
zatimco UVB indukuje vyznamné zmény. V zavislosti na ddvce UVB se sniZuje pocet
melanocytd. Studie in vivo vSak prokazaly, ze jak UVA tak i UVB pocet melanocytl
zvysuji. Pouze vysokéa davka UVA (7,2 J/cm?) indukuje mirné zvyseni aktivity aktivaéniho
markeru HMB-45 a snizeni aktivity proliferatniho markeru Ki-67, zatimco UVB indukuje
siln€jsi expresi aktivacniho markeru a v zdvislosti na ddvce sniZeni aktivity proliferacniho
markeru. Davka UVB 7,2 mJ/cm? indukuje vyrazné zvyseni produkce melaninu, vy3si
davky vSak syntézu melaninu neméni. ZvySenou melanogenesi indukuje 1 UVA ale pouze

za vysSich davek (Yanase et al., 2001).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a metodika

4.1.1 Protilatky

Pfi imunohistochemické reakci byly pouzity komeréné dostupné protilatky proti p53 (klon
DO7), p73 a p63 KNa, p63 KNA, p63 KNTA a sekundarni anti krali¢i protilatky (Dako).

Jako pozitivni kontrola byl u vSech protilatek pouzit vzorek karcinomu mlé¢né zlazy.

4.1.2 Pufry

Pii praci byly pouzity tyto pufry: citratovy pufr (citronan sodny, kyselina citronova
od firmy Lach-Ner, pH 6-6,2), TRIS (TRIS od firmy P-LAB, HCI od firmy Lachema,
pH 7,6), mléény pufr (nizkotuéné susené mléko od firmy Laktos, TRIS od firmy P-LAB,
5%).

4.1.3 Chemikalie

Byly pouzity tyto chemikalie: Eagleovo medium modifikované Dulbeccem (Sigma-
Aldrich), amphotericin B (Sigma-Aldrich), penicilin (Sigma-Aldrich), streptomycin
(Sigma-Aldrich), PBS (Sigma-Aldrich), Ham F12 (Sigma-Aldrich), fetalni bovinni sérum
(Sigma-Aldrich), adenin (Sigma-Aldrich), trijodothyronin (Sigma-Aldrich), apotransferin
(Sigma-Aldrich), hydrokortison (Sigma-Aldrich), inzulin (Sigma-Aldrich), epidermalni
rastovy faktor (Sigma-Aldrich), Bakertv roztok (chlorid vépenaty od firmy Sigma-
Aldrich, formol neutrélni od firmy Sigma-Aldrich), destilovand voda (Sigma-Aldrich),
parafin (TAMDA), H,0, (Penta), TRIS (P-LAB), ethanol (Lihovar Kojetin), xylen (Penta),
streptavidin peroxidasa (BioGenex), DAB (1 ml pufru pro DAB + 1 kapka DAB od firmy
Dako), hematoxylin certified (Sigma-Aldrich), TWEEN 20 (Dako), antibody Diluent
(Dako), aceton (Lachema), Entellan (Merck).
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4.1.4 Pristroje

Solarni simulator SOL-500 vybaveny filtrem H2 (Dr. Honle UV Technology, Némecko),
UVB metr (Dr.Honle UV Technology, Némecko), laminarni box CLF (Schoeller
Instruments, CR), CO; Inkubator Sanyo (Schoeller Instruments, CR), piistroj pro piipravu
trvalych preparati Bio-Optica PF 100, DP 500, UT 200 (ltalie), mikrotom HM 315
(Microm, Némecko), mikrovinny histoprocesor Histos Pro (Milestone, Italie), mikropipety
(Eppendorf, Némecko), orbitalni tfepacka OS-10 (BioSan, LotySsko), analytické vahy PS
2100/C/2 (RADWAG, CR), komiirka Magnetic Immuno Staining Tray (CellPath, UK),
systém OLYMPUS DP manager (Olympus, CR).

4.2 Priprava koznich explantati

Explantaty byly piipraveny z kuze odebrané deviti pacientim pii operacich, které byly
provedeny na oddéleni plastické a estetické chirurgie Fakultni nemocnice v Olomouci.
Lokalizace odebranych vzorkd vSak neni znama. Pouziti explantatd pro experimentalni
ucely bylo schvaleno Etickou komisi Fakultni nemocnice v Olomouci a Lékarské fakulty
Univerzity Palackeho. Pacient projevil sviij souhlas s vyuzitim jeho biologického materialu

pro vyzkumné ucely tim, Ze podepsal tistény informovany souhlas.

Kuze byla o¢isténa od podkozi a podkozniho tuku. Nasledné byla vlozena do transportniho
média - Eagleovo médium modifikované Dulbeccem (DMEM) s 1,25 ug/ml amphotericinu

B, 500 U penicilinu/ml a 0,5 mg/ml streptomycinu.

Vzorek byl 1 hod inkubovan v roztoku s antibiotiky pti 4 °C, poté byla kize vyjmuta
a docisténa. Déle byla kuze oplachnuta sterilnim PBS a nastiihana na étverecky o velikosti
cca 1 cm? Kousky kize byly vlozeny na dno kultivacni plastové misky a byly zality
kultiva¢nim médiem - 60 % DMEM, 20 % Ham F12, 10 % fetalni bovinni sérum,
26,4 pg/ml adeninu, 0,136 ug/ml trijodothyroninu, 5 pg/ml apotransferinu, 0,8 pg/ml
hydrokortisonu, 0,12 U/ml inzulinu, 0,25 pg/ml amphotericinu B, 100 U/ml penicilinu,

0,1 mg/ml streptomycinu a 1,0 ng/ml epidermalniho ristového faktoru.

Explantaty byly v médiu ponofeny tak, aby jejich povrch nebyl pod hladinou. Vzorky byly
kultivovany do druhého dne v inkubatoru v atmosféie s 5% CO, pii 37 °C. Z kultivacni

misky bylo poté médium odsato, povrch explantatu byl dvakrat oplachnut sterilnim PBS
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a kuze byla zalita novym sterilnim PBS. Aby byla tkan ozafena UVB zafenim a pro jeji
ochranu pted ptehratim byla kultivacni miska s explantatem vlozena na chlazenou desku

pod solarnim simulatorem.

4.3 Ozareni explantati

Na zaklad¢ piedchozich experimenti byly vzorky ozafovany zafenim UVB. K ozéieni
explantati byl pouzit solarni simulator s filtrem, ktery propousti vinové délky 295 nm -
315 nm. Intenzita UVB zafeni byla méfena UVB metrem. Doba ozafovani byla vypoétena

ze vztahu:
Dévka (J/cm?) = Intenzita (W/cm?) . Doba (s)

Jako negativni kontrola bez ozafovani byl pouzit vzorek ¢. 42. PBS bylo po ozafovani
odsato a na explantaty bylo aplikovano ¢erstvé kultivaéni médium. Po ureném ¢asovém
intervalu (30, 60 nebo 90 min — viz Tab. 4) byl explantat vyjmut, oplachnut v PBS a vloZen

do Bakerova roztoku k fixaci.

Déle byly tkané odvodnény dvojim propranim v 96% ethanolu. Poté byla tkan zalita
rozehfatym parafinem (cca 56°C), timto krokem byla tkan zpevnéna, aby mohla byt
pozd¢ji krajena na tenké fezy. Nasledné byly vzorky rychle chlazeny na chladici plotné,

krajeny na mikrotomu a napnuty na podloznim skle.

4.4 Imunohistochemie

Rezy byly odparafinovany dvojitou inkubaci v xylenu po dobu 5 min. Dvojim propranim
v 96% ethanolu byly preparaty pievedeny z hydrofébni faze do faze hydrofilni, v alkoholu
byly vZzdy ponechidny 5 min. Poté byly 5 min oplachovany tekouci vodou a tfikrat
oplachnuty destilovanou vodou (1 min). Nasledné byly fezy vafeny v 250 ml citratového
pufru (pH 6-6,2, 120 °C, zvyseny tlak, 14 min) a chlazeny 15 min pod tekouci vodou. Déle
byly inkubovany v 5% peroxidu vodiku, ktery byl fedén TRIS pufrem (30 min, 70 rpm).
Tento krok zajistuje lepsi pristup tkanovych antigennich determinant. Dale byly preparéaty
dvakrat oplachnuty v 10x ziedéném TRIS pufru (5 min), tieti oplach byl proveden
v roztoku TRIS + TWEEN 20 a inkubovany v 5% mlééném pufru (30 min, 70 rpm), timto
krokem lze ptedejit nespecifickému vychytavani specifické protilatky. Poté byly vzorky
dvakrat oplachnuty v 10x zifedéném TRIS pufru (5 min), téeti oplach byl proveden
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v roztoku TRIS + TWEEN 20. Bylo pfidano 40 ul primarni protilatky (p63 KNa, p63
KNA, p63 KNTA, fedéni 1:2000 antibody Diluent) a takto byly explantaty inkubovany
60 min pii pokojové teploté na tiepacce (70 rpm). Rezy byly dvakrat oplachnuty v 10x
ziedéném TRIS pufru (5 min), tfeti oplach byl proveden v roztoku TRIS + TWEEN 20
a byla pfidana sekundarni protilatka (anti rabbit). Se sekundarni protilatkou byly explantaty
inkubovany 60 min pfi pokojové teploté na tiepacce (70 rtm). Poté byly vzorky dvakrat
oplachnuty v 10x ziedéném TRIS pufru (5 min), téeti oplach byl proveden v roztoku TRIS
+ TWEEN 20. Rezy byly ponechany v DAB po uréenou dobu (viz Tab. 3) a poté 10 min
prany v tekouci vod¢. Nasledné byly barveny hematoxylinem (3 min), opét 10 min prany
Vv tekouci vodé, odvodnény ethnanolem, acetonem, ponechany 2x v xylenu (5 min),
montovany montovacim mediem Entellanem a piekryty krycim sklickem. Poté byly
pozorovany pod mikroskopem a hodnoceny. Jako negativni kontrola byl pouzit vzorek,

U né&jz nebyla aplikovéana primarni protilatka.

Tab. 3 — Doba inkubace v DAB

Protilatka doba inkubace
KNoa 10 min
KNA 1min30s

KNTA 3min10s

4.5 Priprava Bakerova roztoku
Do 225 ml pramenité vody byl ptidan 1 g chloridu vapenatého a 25 pl formolu neutrélniho.
4.6 Priprava citratového pufru

Byl ptipraven roztok A tak, Ze bylo navaZeno 21,01 g kyseliny citronové a toto mnoZstvi
bylo smichano s 1 | destilované vody. Roztok B byl ptipraven tak, ze do 1 | destilované
vody bylo pfidano 29,41 g dihydratu citronanu sodného. Pro piipravu pozadovaného

pH 6-6,2 bylo do 0,5 1 destilované vody piidano 9 ml roztoku A a 41 ml roztoku B.
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4.7 Priprava TRIS pufru

K61 g TRIS byl pfidan 1 1 destilované vody. Pouzitim koncentrované kyseliny

chlorovodikové bylo upraveno pH na hodnotu 7,6.

4.8 Hodnoceni

Hodnoceni exprese jednotlivych proteind, sledované v epidermis, bylo provedeno
semikvantitativné metodou kiizka, kdy jako pozitivita na + byla hodnocena exprese
v 5-30 % bun¢k, pozitivita na ++ hodnocena exprese v cca 30-60 % a pozitivita na +++
hodnocena exprese v cca 60-100 % bunck. Za nepfitomnost exprese (negativita) byly
povazovany hodnoty 0-5 %.

Vzhledem Kk nizkému poctu vzorku statistické hodnoceni nebylo provedeno (viz nize

diskuse).
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5 VYSLEDKY

5.1 p53

I pfes pouziti vysokych davek UV zafeni (viz metodika) nebyla proké&zana pozitivita

exprese tohoto proteinu ani v jednom z vySetfovanych vzorku.

5.2 p73

Podobné jako u proteinu p53 nebyla pozitivita exprese tohoto proteinu prokazana

ani v jednom z vysettovanych vzorku.

5.3 p63

Na rozdil od pfedchozich dvou proteint byla prokdzana exprese p63, kterou shrnujeme
v nasledujici tabulce (viz Tab. 4) a ilustrativnich fotografiich.

Tab. 4 — Vysledky exprese p63

vzorek Davka doba inkubace p63KNA | p63KNa | p63KNTA
n | o
28 rzncj(;cmz 30 min +++ + neg
1 rzncj(;cmz 30 min +++ neg +++
2 rzncj(;cmz 30 min +++ neg +++
3 rzncj(;cmz 60 min +++ neg +++
4 rzncj(;cmz 90 min +++ neg +++
5 rgnoj(;cmz 30 min +++ neg +++
6 rgnoj(;cmz 60 min +++ neg +++
7 rgnoj(;cmz 90 min +++ neg +++
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Na zéakladé¢ predchozi zkuSenosti laboratofe byl definovan typ zateni (UVB). Byly pouzity
protilatky: p63 KNa reagujici sisoformou TAp63a a polyklonalni p63 KNA reagujici

se vSemi isoformami ANp63 a p63 KNTA reagujici se v§emi isoformami TAp63.

Z vysledku lze vycist, Ze isoformy p63 vykazuji ve své expresi jistou uniformitu. Pouze
u vzorku €. 28 je exprese isoforem TAp63 odlisna od ostatnich vzorkii. Vsude jinde je siln¢
pozitivni na +++, jen v tomto ptipadé je negativni. Isoformy ANp63 vykazuji ve vsech
vzorcich silnou expresi (+++). Isoforma TAp63a vykazuje negativitu ve vsech vzorcich,

kromé vzorku ¢. 28 (slabé& pozitivni +).

Zjevné lze vidét, Ze na expresi isoforem p63 nema vliv davka ozafeni ani délka inkubace
v PBS médiu. Ozaifeni UVB vyvolava reakci isoforem p63, ktera je isotypspecificka.
Isoformy ANp63 i TAp63 vykazuji silnou expresi. Reakce isoformy TAp63a je vsak
negativni. Proto Ize usuzovat, Zze pozitivni reakci vykazuje isoforma TAp63p, nebo

TAp63y, ¢i obé soucasné.

Je potieba dale provést vyzkum z expresniho profilu a zjistit, jak na UVB ozaieni reaguji
jednotlivé isoformy. Touto pilotni studii bylo prokézano, ze vysledky nejsou zatiZzeny
metodickou chybou, ale Ze na ozafeni UVB reaguji samotné isoformy p63 ato mirné

odliSnym zpiisobem.
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Fotografie byly potfizeny ze vzorkl ¢. 28 a €. 5 systémem Olympus DP manager, zvétSeni

400x.

Obr. 14 — Vzorek €. 5, p63 KNA

Fotografie vzorku &. 5, ktery byl ozafen UVB davkou 800 mJ/cm?. Doba inkubace v PBS
médiu byla 30 min. Reakce vSsech ANp63 isoforem je pozitivni, hodnocena na +++.

V epidermis Ize pozorovat expresi ANp63 isoforem po ozatfeni UVB v 60-100 % bun¢k.
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Obr. 15 - Vzorek ¢. 5, p63 KNTA

Fotografie vzorku &. 5, ktery byl ozafen UVB davkou 800 mJ/cm?. Doba inkubace v PBS
médiu byla 30 min. Reakce TAp63 isoforem je pozitivni, hodnocena na +++. V epidermis
Ize pozorovat expresi TAp63 isoforem po ozateni UVB v 60-100 % bunék. Vzhledem
k tomu, Ze reakce TAp63a na UVB byla negativni, Ize usuzovat, Ze za pozitivni reakci jsou
zodpoveédné isoformy TAp633 a TAp63y.
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Obr. 16 - Vzorek ¢. 28, p63 KNA

Fotografie vzorku &. 28, ktery byl ozaten UVB davkou 200 mJ/cm?. Doba inkubace v PBS
médiu byla 30 min. Reakce vSech ANp63 isoforem je pozitivni, hodnocena na +++.
V epidermis lze pozorovat expresi vSech ANp63 isoforem po ozareni UVB v 60-100 %

bune¢k.
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Obr. 17 — Vzorek ¢. 28, p63 KNTA

Fotografie vzorku &. 28, ktery byl ozaten UVB davkou 200 mJ/cm?. Doba inkubace v PBS
médiu byla 30 min. Reakce TAp63 isoforem je negativni. Skupina isoforem TAp63
reagovala negativné, ackoli isoforma TAp63a reagovala pozitivné (viz Obr. 18). Jen
uvzorku ¢. 28 lze pozorovat, ze skupina isoforem muze s polyklonalni protilatkou
reagovat negativné€, ackoli samotna izoforma s epitomem reaguje pozitivné. Pti reakci
s polyklonalni protilatkou mohlo dojit ke zkiiZzené reakci, i proto by v dal§im pozorovani

bylo vhodné pouzit epitopy a zaméfit se na reakce jednotlivych isoforem p63.
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Obr. 18 — Vzorek ¢. 28, p63 KNa

Fotografie vzorku ¢&. 28, ktery byl ozaten UVB davkou 200 mJ/cm?. Doba inkubace v PBS
médiu byla 30 min. Reakce isoformy TAp63a je pozitivni, hodnocena na +. V epidermis
Ize u vzorku ¢. 28 pozorovat expresi TAp63a. po ozaieni UVB v 5-30 % bunék, ackoli

skupina isoforem TA vykazovala negativni reakci.
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DISKUSE

Pro vyzkum regulace exprese nadorovych supresori v lidské epidermis bylo potieba ziskat
studijni material. VVzhledem Kk tomu, Ze se v nasem ptipadé jednalo o lidskou kuzi, bylo
nutné informovat etickou komisi i pacienty, kterym byla kize odebrana, o nasledném
zpracovani tohoto biologického materialu a o tom, Ze jsou explantaty pouzity k vyzkumné
¢innosti. Experimentalni ¢innost tykajici se projektu, na némz se tato diplomova prace
podili, byla schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice v Olomouci a Lékarské fakulty
Univerzity Palackého a pacienti, pokud se tohoto vyzkumu chtéli ucastnit, podepsali
informovany souhlas pro pacienty, ve kterém byl laicky vysvétlen prabéh vyzkumu.
Bez téchto krokll by vyzkum nemohl probihat, protoze by doslo k poruseni legislativy,
ve které jsou zapracovana pravidla GCP (Good Clinical Practice - spravné klinické praxe)
(World Health Organization, 1995).

Vzhledem k tomu, ze odebirani vzorki bylo zavislé na pacientech — kazdy se mohl
dobrovoln¢ rozhodnout, zda do studie vstoupi, ¢i ne — nepodaiilo se odebrat potiebné
mnozstvi vzorkll pro fadné statistické hodnoceni. Pro pilotni studii vSak toto mnozstvi bylo

dostateéné.

Metodickou ¢asti bylo ovéfeno, zda je postup vhodny pro vyzkum projektu. V prubéhu
samotného experimentu se v8ak mohou vyskytnout jista Uskali, na ktera je nutno davat
pozor. V prvni fazi je dulezité odhadnout vhodnou intenzitu a dobu UVB ozateni, aby kiize
nebyla spalena a aby poté nedoslo k faleSné pozitivnim vysledkiim. Musime vzit také
vuvahu, Ze vzorky kize byly odebrany bé&lochum, takze vysledky nemohou byt
interpretovany na vSechny rasy. KaZzdd rasa ma totiz odliSnou pigmentaci kiZe.
Samoziejmé i v ramci rasy bé€lochl je kiuze variabilni a u jednotlivel mize dochazet
k jistym odlisnostem. Také lokalizace odbéru kiize mize hrat vyznamnou roli (sluncem

ozafena a chranéna kuze) (Mills, 2007).

V dalsi fazi vyzkumu regulace exprese nadorovych supresori byla pouzita metoda
imunohistochemie. Jde o dobfe znamou a Iéty ovéfenou metodu (Dabbs, 2002).
Pro imunohistochemické reakce je dulezité zafadit i pozitivni a negativni kontroly

pro ovéteni spravnosti pribéhu a reakce vzorkl. I zde mize kiize reagovat odliSné.

Pti pokusech provadénych na vyskyt proteint p53 a p73 byly reakce negativni. KdyZ byly

pouzity pozitivni a negativni kontroly (explantaty byly ozaieny UVB o velké intenzité),
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reakce byly pozitivni. Bylo tedy zjisténo, ze protilatky funguji spravné. Jednd se asi
0 biologicky fenomén, kdy p53 a p73 mohou reagovat jinymi paralelnimi cestami (mohou
poskytovat jiné signaly). Protein p63 vSak reagoval pozitivné. Experimenty byly
provedeny na riizné isoformy proteinu p63 a reakce téchto isoforem byla mirn¢ odlisna
(srov. Westfall et al., 2005). Nelze ale obecné shrnout urcity model odli§nosti uvniti p63,
protoze bylo pfi vyzkumu k dispozici malé mnozstvi pacientd a tedy i malo vzorku.
Pro dalsi vyzkum by bylo vhodné se zaméfit na protein p63 a odliSnost reakci jeho

isoforem.

Hodnoceni probéhlo jen formou kiizki, nebylo pouzito H-score ani statistické hodnoceni.
V ptipadé této diplomové prace to nebylo ani relevantni vzhledem Kk poctu pacienti
a k jejimu Gcelu. Hodnoceni je vSak ¢asto velmi subjektivni, coz mize byt dal§im tskalim

vyzkumu.

Z vysledku vyplyva, ze UVB zafeni je zjevné skodlivé a ze proteiny rodiny p53 - p53, p63
a p73 jsou k nému razné citlivé. Nejvetsi citlivost vykazuje protein p63, jehoz isoformy
na ozafeni UVB reaguji odlisné. Touto diplomovou praci byla provedena pilotni studie
k projektu Molekularni nésledky akutni achronické expozice kize UVA, UVB
a sluneénimu zafeni: Dynamika zmén a pronikani mezi UVA a UVB vinovymi délkami

a byl ovéten model metodiky, ktery je pro grant realizovatelny.
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ZAVER
Touto diplomovou praci se podafilo provést pilotni studii k projektu Molekularni nasledky
akutni a chronické expozice kiize UVA, UVB a sluneénimu zafeni: Dynamika zmén

a pronikani mezi UVA a UVB vinovymi délkami. Byl ovéfen model metodiky a byla

diskutovana piipadna problematika spojena se zvolenymi metodami.

Tato prace nebyla pouze literarni reSersi, ale jednalo se i o praktickou ¢innost v laboratofi.
Seznémila jsem se proto se zakladnimi postupy imunohistochemie a prace s odebranou
tkani.

Byly vyhodnoceny zmény v odebranych explantatech epidermis po ozateni UVB a byly

zhotoveny snimky po imunohistochemickeé reakci.

Vzhledem Kk tomu, ze bylo k vyzkumu zapotiebi lidské epidermis, nebylo odebrano
dostatecné mnozstvi vzorkid pro statistické vyhodnoceni vysledkd a pro shrnuti obecné

platného modelu odlisnosti reakce isoforem p63 na ozéareni UVB.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU

A adenin

AMK aminokyselina

Bax Bcl-2-associated X protein

BCC bazocelularni karcinom (basal cell carcinoma)
bp part bazi

C cytosin

CBP creb binding protein

Cdk cyklin-dependentni proteinkinasy

CON konsensni sekvence (consensus sequence)
CREB  cAMP-response element-binding

D delta, A

DNA deoxyribonukleovéa kyselina

ds dvouretézcova (double stranded)
El enzym aktivujici ubikvitin

E2 enzym prenasejici ubikvitin

E3 ubikvitin ligasa

FWL isoforma TAp63

G guanin

G1/2 gap 1/2

HDM2  human double minute 2
kd kilodalton

[inDNA  linearni DNA

lys lysin

MAPK  mitogen-activated protein kinase



MDM?2
miR
NER
NMSC

0ocDNA

PERP
Pu
RNA
Py
RE

SAM
SCC
ScDNA
SCS
SSDB
SSDNA
SUMO
SV40
uv
UVA

UVvB

TA

mouse double minute 2

microRNA

nucleotide excision repair system

nemelanomové nadory (non-melanoma skin cancer)
oteviena kruznicova forma DNA

prolin

p53 effector related to PMP-22

purinova baze (A, G)

ribonukleovéa kyselina

pyrimidinova baze (T, C)

responsive elements

syntéza (synthesis)

sterile alpha motiv

spinocelularni karcinom (squamous cell carcinoma)

superhelikalni DNA (supercoiled)

superhelikalné-selektivni vazba DNA (supercoil-selective DNA binding)

sekvenéné specificka DNA vazba (sequence specific DNA binding)

jednofetézcova DNA (single stranded)
Small Ubiquitin-like Modifier

Simian vacuolating virus 40
ultrafialové (ultraviolet)

dlouhovinné ultrafialové zafeni
sttednévinné ultrafialové zareni
thymin

transaktivacéni
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Thr threonin
Tyr tyrosin
wit wild type

8-oxo-G 7,8-dihydro-8-oxoguaninu
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