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Mutacje dziedziczne genu p53 s3 rzad-
kie. Na catym Swiecie stwierdzono ok.
250 takich mutacji. Sg one silnie zwia-
zane z zespotem Li-Fraumeni oraz Li-
-Fraumeni-podobnym. Wystepuja réw-
niez w tzw. zespole wielonowotworo-
wym. Celem pracy byto stwierdzenie
czestosci wystepowania mutacji genu
p53 u 0s6b z rodzinng historig wielono-
wotworowa w populacji polskiej. DNA
do badan izolowano z krwi pacjentow.
Gen analizowano za pomocg metody
PCR-SSCP. Uzyto 7 par starteréw, ktére
obejmowaty eksony 2-11. Préby o od-
miennej migracji poddawano sekwen-
cjonowaniu. W jednym preparacie zna-
leziono mutacje w eksonie 11 genu p53.
Mutacja zostata zidentyfikowana, jako
insercja adenozyny w kodonie 385. Po-
woduje ona zmiane ramki odczytu, co
skutkuje  zmiana aminokwaséw
385-389 w biatku, a takze pojawieniem
sie kodonu STOP w kodonie 390. W wy-
niku takiej zmiany biatko p53 sktada sie
z 389 aminokwaséw i jest krotsze od
formy prawidtowej o 3 aminokwasy.
Mutacja zidentyfikowana u jednej oso-
by w badanej grupie 38 oséb, okresla
czestos¢ wystepowania mutacji na 2,6
proc. Stwierdzona mutacja nie figuruje
w bazie mutacji p53 IARC. Dotychczas
nie znaleziono zadnej mutacji w 11.
eksonie genu. Na podstawie historii cho-
roby probantki i jej historii rodzinnej,
mozemy stwierdzi¢, iz mutacja ta nie
przejawia fenotypu o zwiekszonej cze-
stosci wystepowania nowotworow.

Stowa kluczowe: p53, zespét wielono-
wotworowy, mutacje.
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Ludzki gen p53 jest umiejscowiony na krétkim ramieniu chromosomu 17.
Zawiera 11 eksondw, z ktérych pierwszy nie koduje sekwencji biatka. Biatko
p53 zbudowane jest z 393 aminokwasoéw. 98 proc. z dotychczas wykrytych
mutacji znajduje sie pomiedzy eksonami 5. a 8. i sg one zlokalizowane w czte-
rech ewolucyjnie konserwatywnych domenach p53 [1]. Somatyczne mutacje
w tym genie sa czesto wykrywane w nowotworach sporadycznych, czestos¢
tych zmian waha sie od 10 do 60 proc. przypadkéw i zalezy od typu nowo-
tworu oraz badanej populacji. W genie p53 stwierdzono réwniez mutacje
o charakterze dziedzicznym, z ktérych wiekszos¢ jest zwigzana z zespotem
Li-Fraumeni (LFS) lub z zespotem Li-Fraumeni-podobnym (LFS-L). Do 2003 r.
[2] stwierdzono niezaleznie prawie 250 mutacji, ktore zostaty zebrane w ba-
zie mutacji IARC (International Agency for Research on Cancer). W czerwcu
2005 r. baza ta zostata uaktualniona o kolejne 33 mutacje. Najwyzsze sprze-
zenie pomiedzy mutacjami linii zarodkowej TP53 wystepuje w przypadkach
nowotworu kory nadnerczy u dzieci (adrenocortical carcinoma ADCC). Spo-
Sréd osob, u ktérych stwierdzono ADCC ponad 80 proc. miato mutacje zarod-
kowa genu p53.

W 1969 r. Frederick Li i Joseph Fraumeni podczas badan przesiewowych zi-
dentyfikowali 4 rodziny, u ktérych stwierdzono uderzajgco podobna historie
raka piersi oraz innych rodzajéw nowotworéw [3]. Dalsze badania potwier-
dzity wysokie ryzyko zachorowania na nowotwory cztonkéw rodzin, w kto-
rych wystepuja typy nowotwordw spetniajace kryteria LFS [4]. Badania ré6z-
nych populacji potwierdzity istnienie nowego zespotu [5, 6]. Przekréj nowo-
tworéw obejmowat miesaka miesni poprzecznie prazkowanych, raka piersi,
nowotwory tkanek miekkich, nowotwory mézgu i kosci, biataczke oraz raka
kory nadnerczy. Aby mozna byto zdiagnozowac LFS, muszg by¢ spetnione
3 podstawowe kryteria:

» nowotwar rozpoznany ponizej 45. roku zycia,

* krewny | stopnia z nowotworem zdiagnozowanym ponizej 45. roku zycia,

* kolejny krewny | lub Il stopnia z jakimkolwiek guzem rozpoznanym ponizej
45. roku zycia lub nowotworem zdiagnozowanym w dowolnym wieku.

Wyniki, ktére opublikowano w 1994 r, oparto na analizie 5 rodzin z LFS [7].
Ryzyko wystgpienia jakiegokolwiek nowotworu w wieku od 0 do 16 lat wy-
nosito 42 proc., w wieku od 17 do 45 lat wynosito 38 proc., natomiast po 45.
roku zycia 63 proc. Prawdopodobiefistwo zachorowania na nowotwor przez
cate zycia pacjenta wyliczono na 85 proc. Mutacje TP53 w LFS sg w wiekszo-
$ci mutacjami zmiany sensu (ok. 75 proc.). Rozrzucone sg one w obrebie se-
kwencji kodujacej genu, w tym 30 proc. mutacji obejmuje 8 kodonéw hot-
spot: 175,176, 220, 245, 248, 249, 273 i 282.

Celem badan byta analiza mutacji genu p53 u 0séb z wielonowotworowa
historia rodzinna.
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Germline mutations of p53 gene are ra-
re, worldwide there are reported about
283 of such changes. They are strongly
connected with Li-Fraumeni and Li-Frau-
meni Like syndromes. They also may ap-
pear in multicancer syndrome. The aim
of this study was to establish frequency
of p53 mutations in multicancer families
in polish population. DNA was extracted
from patient’s peripheral blood samples.
Mutations were analyzed employing the
PCR-SSCP method with 7 pairs of radio-
active primers, which covered exons 2-
11. DNA fragments showing a different
migration pattern were sequenced. In
one case we found a change in exon 11
of p53 gene. A mutation was identified
as adenosine insertion in codon 385
which caused an alteration of amino
acids from 385 to 389. The STOP codon
appeared in position 390 causing shor-
ter p53 protein. This mutation was fo-
und in one of 38 cases and frequency
of this mutation was establish on 2.6%.
Insertion A in codon 385 did not appe-
ar in p53 mutational database IARC. Mo-
reover, no mutations in exon 11 were re-
ported in this database. Based on the
family interview with the carrier we
concluded that insertion A in exon 11
was not involved in cancer phenotype.

Key words: p53, multicancer syndrom,
mutation.

Materiat i metody

38 pacjentéw do badan kwalifikowano na podstawie wywiadu rodzinne-
go. Na podstawie analizowanych ankiet badane osoby podzielono na odpo-
wiednie grupy:

* BR-OV — dziedziczny zespdt nowotwordw piersi i jajnikow — 10 oséb,

* HNPCC — dziedziczny zespét niepolipowych nowotwordw jelita grubego —
1 osoba,

o LFL — zespot Li-Fraumeni-podobny — 1 osoba,

 FAC — zesp6t wielonowotworowy — 21 0séb.

Piecioro pacjentéw nie kwalifikowato sie do zadnej z ww. grup.

DNA izolowano z krwi obwodowej badanych z uzyciem rutynowo stosowa-
nych w Zaktadzie Diagnostyki i Immunologii Nowotworéw zestawoéw do izo-
lacji DNA. Do analizy genu wykorzystano metode PCR-SSCP z zastosowaniem
7 par radioaktywnie znakowanych na 5" koncu starteréw, ktére obejmowaty
caty odcinek kodujacy (eksony od 2—11). Powstate produkty reakcji poddawa-
ne byty elektroforezie w 6-proc. zelu poliakryloamidowym z dodatkiem 10 proc.
glicerolu w warunkach niedenaturujgcych. Elektroforeze prowadzono przez
noc w polu elektrycznym o napieciu 0,25 mV. Nastepnie zel przenoszono na
bibute typu Whatman 3MM, suszono i poddawano autoradiografii. Pasma wy-
kazujace inng w stosunku do pozostatych migracje w zelu zostaty wyekstra-
howane, poddane reamplifikacji i sekwencjonowane z radioaktywnie znako-
wanym starterem. Produkty sekwencjonowania analizowano w 6-proc. Zelu
poliakryloamidowym, zawierajacym 7,5M mocznik. Elektroforeze prowadzo-
no przy natezeniu pradu 42 mA przez 2 godz. Po zakonczeniu elektroforezy
zel przenoszono na bibute, suszono i poddawano autoradiografii. Po 24 godz.
wywotywano klisze i odczytywano sekwencje nukleotydéw.

Wyniki

W 4 preparatach genomowego DNA zaobserwowano zmiany w szybkosci
migracji fragmentéw. Zmiany wystapity we fragmentach A, F oraz G, obejmu-
jacych eksony 2, 3,10 11. Sekwencjonowanie, ktére przeprowadzono dla frag-
mentéw A i F nie wykazato zmiany sekwencji w poréwnaniu do sekwencji
typu dzikiego.

We fragmencie G stwierdzono mutacje w eksonie 11. genu. Mutacja zosta-
ta zidentyfikowana jako insercja adenozyny w kodonie 385. Powoduje ona
zmiane ramki odczytu, co skutkuje zmiang aminokwaséw 385-389 w biatku,
a takze pojawieniem sie kodonu STOP w kodonie 390. W wyniku takiej zmia-
ny biatko p53 sktada sie z 389 aminokwasdw i jest krétsze od formy prawi-
dtowej 0 3 aminokwasy. Zmiany w sekwencji mRNA i biatka przedstawiono
naryc. L

Sekwencja po wprowadzeniu insercji A

382 383 384 385 386 387 388 389 390
CTC  ATG TTC AAA GAC AGA AGG GCC TGA
L M F K D R R A STOP

Prawidtowa sekwencja

382 383 384 385 386 387 388 389 390 391 392 393
CTC ATG TTC AAG ACA GAA GGG CCT GAC TCA GAC TGA
L M F K T E G p D S D STOP

Ryc. 1. Poréwnanie sekwencji z insercja A z sekwencja typu dzikiego
Fig. 1. A comparison between mutated and wild type sequence
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Omoéwienie wynikéw

Badania genu p53 przeprowadzone w Zaktadzie Diagno-
styki i Immunologii Nowotworéw Wielkopolskiego Centrum
Onkologii objety grupe 38 oséb. Probantéw wybrano ze
wzgledu na historie rodzinng. Wséréd badanych znalazto sie
13 0s6b chorych i 25 zdrowych. Po analizie ok. 3 tys. dostep-
nych wywiadéw rodzinnych, jedynie 21 0séb spetniato kry-
teria zespotu LFS-L. Nie znaleziono rodzin spetniajacych kla-
syczne kryteria zespotu Li-Fraumeni. Wszystkie badane oso-
by mozna zaliczy¢ do grupy sredniego ryzyka wystapienia
mutacji genu p53. Mutacja zidentyfikowana u 1 osoby w ba-
danej grupie okresla czestos¢ wystepowania mutacji na 2,6
proc. Podobny wynik uzyskali Evans i wsp. [9], ktorzy row-
niez badali osoby ze srednim ryzykiem wystgpienia muta-
gji p53 i wykryli mutacje genu u jednej z 274 badanych oséb,

co stanowi czestos¢ wystgpienia mutacji 0,36 proc.

W badaniach przeprowadzonych w grupach wysokiego
ryzyka mutacji p53 w populacji polskiej, nie stwierdzono mu-
tacji dziedzicznych [10]. Badanie obejmowato 237 0séb (189
dzieci, 48 0s6b dorostych) z rodzinng historig wielonowo-
tworowg. Badania przeprowadzone w Wielkopolskim Cen-
trum Onkologii wykazaty czestos¢ takich zmian na pozio-
mie 2,6 proc. dla grupy 0séb o srednim ryzyku mutacji. Wy-
niki te sugeruja niska czestosé wystepowania mutacji
o charakterze dziedzicznym w populacji polskiej.

Zidentyfikowana insercja nie figuruje w bazie mutacji
p53 IARC [11], nie ma tam réwniez innych mutacji znajduja-
cych sie w eksonie 11. genu. Wiekszos¢ znanych mutacji p53
to mutacje zmiany sensu (72 proc.), oraz delecje (10 proc.),
insercje to tylko 2,7 proc. wszystkich mutacji. Podczas ba-
dan stwierdzono, Ze osoby z mutacjami w genie p53 s3 pre-
dysponowane do guzéw mozgu i cewy nerwowej [12] oraz
w mtodszym wieku, w stosunku do sredniej w populacji,
wystepuja u nich nowotwory. Stwierdzona mutacja wysta-
pita u zdrowej kobiety w wieku 46 lat. W rodzinie pacjent-
ki jest tylko 1 przypadek nowotworu: matka badanej miata
raka piersi w 63. roku zycia. Nie mozna stwierdzi¢ czy zna-
leziona insercja A ma wptyw na prawidtowe funkcjonowa-
nie biatka p53, czy ma charakter patogenny.

Podsumowujac, z duzym prawdopodobiefistwem moz-
na stwierdzi¢, iz czestos¢ wystepowania okreslonej w na-
szych badaniach mutacji (insercja A w eksonie 11.) w genie
p53 jest poréwnywalna wynikami analiz przeprowadzony-
mi dla oséb ze srednim ryzykiem wystapienia mutacji. In-
sercja A w eksonie 11. jest nowg mutacja, nienotowana
wczesniej w bazie mutacji p53 komérek linii zarodkowej
IARC. Na podstawie historii osoby z mutacja i jej wywiadu
rodzinnego, mozna wnioskowac, iz mutacja ta nie przeja-
wia fenotypu patogennego. Dopiero dalsze badania mogty-
by pozwoli¢ na okreslenie wptywu wykrytej mutacji na me-
tabolizm i funkcje biatka p53.
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