
Wstęp

Ludzki gen p53 jest umiejscowiony na krótkim ramieniu chromosomu 17.
Zawiera 11 eksonów, z których pierwszy nie koduje sekwencji białka. Białko
p53 zbudowane jest z 393 aminokwasów. 98 proc. z dotychczas wykrytych
mutacji znajduje się pomiędzy eksonami 5. a 8. i są one zlokalizowane w czte-
rech ewolucyjnie konserwatywnych domenach p53 [1]. Somatyczne mutacje
w tym genie są często wykrywane w nowotworach sporadycznych, częstość
tych zmian waha się od 10 do 60 proc. przypadków i zależy od typu nowo-
tworu oraz badanej populacji. W genie p53 stwierdzono również mutacje
o charakterze dziedzicznym, z których większość jest związana z zespołem
Li-Fraumeni (LFS) lub z zespołem Li-Fraumeni-podobnym (LFS-L). Do 2003 r.
[2] stwierdzono niezależnie prawie 250 mutacji, które zostały zebrane w ba-
zie mutacji IARC (International Agency for Research on Cancer). W czerwcu
2005 r. baza ta została uaktualniona o kolejne 33 mutacje. Najwyższe sprzę-
żenie pomiędzy mutacjami linii zarodkowej TP53 występuje w przypadkach
nowotworu kory nadnerczy u dzieci (adrenocortical carcinoma ADCC). Spo-
śród osób, u których stwierdzono ADCC ponad 80 proc. miało mutację zarod-
kową genu p53. 

W 1969 r. Frederick Li i Joseph Fraumeni podczas badań przesiewowych zi-
dentyfikowali 4 rodziny, u których stwierdzono uderzająco podobną historię
raka piersi oraz innych rodzajów nowotworów [3]. Dalsze badania potwier-
dziły wysokie ryzyko zachorowania na nowotwory członków rodzin, w któ-
rych występują typy nowotworów spełniające kryteria LFS [4]. Badania róż-
nych populacji potwierdziły istnienie nowego zespołu [5, 6]. Przekrój nowo-
tworów obejmował mięsaka mięśni poprzecznie prążkowanych, raka piersi,
nowotwory tkanek miękkich, nowotwory mózgu i kości, białaczkę oraz raka
kory nadnerczy. Aby można było zdiagnozować LFS, muszą być spełnione
3 podstawowe kryteria: 
• nowotwór rozpoznany poniżej 45. roku życia, 
• krewny I stopnia z nowotworem zdiagnozowanym poniżej 45. roku życia, 
• kolejny krewny I lub II stopnia z jakimkolwiek guzem rozpoznanym poniżej

45. roku życia lub nowotworem zdiagnozowanym w dowolnym wieku. 

Wyniki, które opublikowano w 1994 r., oparto na analizie 5 rodzin z LFS [7].
Ryzyko wystąpienia jakiegokolwiek nowotworu w wieku od 0 do 16 lat wy-
nosiło 42 proc., w wieku od 17 do 45 lat wynosiło 38 proc., natomiast po 45.
roku życia 63 proc. Prawdopodobieństwo zachorowania na nowotwór przez
całe życia pacjenta wyliczono na 85 proc. Mutacje TP53 w LFS są w większo-
ści mutacjami zmiany sensu (ok. 75 proc.). Rozrzucone są one w obrębie se-
kwencji kodującej genu, w tym 30 proc. mutacji obejmuje 8 kodonów hot-
spot: 175, 176, 220, 245, 248, 249, 273 i 282. 

Celem badań była analiza mutacji genu p53 u osób z wielonowotworową
historią rodzinną. 

Mutacje dziedziczne genu p53 są rzad-
kie. Na całym świecie stwierdzono ok.
250 takich mutacji. Są one silnie zwią-
zane z zespołem Li-Fraumeni oraz Li-
-Fraumeni-podobnym. Występują rów-
nież w tzw. zespole wielonowotworo-
wym. Celem pracy było stwierdzenie
częstości występowania mutacji genu
p53 u osób z rodzinną historią wielono-
wotworową w populacji polskiej. DNA
do badań izolowano z krwi pacjentów.
Gen analizowano za pomocą metody
PCR-SSCP. Użyto 7 par starterów, które
obejmowały eksony 2–11. Próby o od-
miennej migracji poddawano sekwen-
cjonowaniu. W jednym preparacie zna-
leziono mutację w eksonie 11 genu p53.
Mutacja została zidentyfikowana, jako
insercja adenozyny w kodonie 385. Po-
woduje ona zmianę ramki odczytu, co
skutkuje zmianą aminokwasów 
385–389 w białku, a także pojawieniem
się kodonu STOP w kodonie 390. W wy-
niku takiej zmiany białko p53 składa się
z 389 aminokwasów i jest krótsze od
formy prawidłowej o 3 aminokwasy.
Mutacja zidentyfikowana u jednej oso-
by w badanej grupie 38 osób, określa
częstość występowania mutacji na 2,6
proc. Stwierdzona mutacja nie figuruje
w bazie mutacji p53 IARC. Dotychczas
nie znaleziono żadnej mutacji w 11. 
eksonie genu. Na podstawie historii cho-
roby probantki i jej historii rodzinnej,
możemy stwierdzić, iż mutacja ta nie
przejawia fenotypu o zwiększonej czę-
stości występowania nowotworów. 

SSłłoowwaa  kklluucczzoowwee:: p53, zespół wielono-
wotworowy, mutacje. 
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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. 

KKeeyy  wwoorrddss::  p53, multicancer syndrom,
mutation. 
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Materiał i metody

38 pacjentów do badań kwalifikowano na podstawie wywiadu rodzinne-
go. Na podstawie analizowanych ankiet badane osoby podzielono na odpo-
wiednie grupy: 
• BR-OV – dziedziczny zespół nowotworów piersi i jajników – 10 osób, 
• HNPCC – dziedziczny zespół niepolipowych nowotworów jelita grubego –

1 osoba, 
• LFL – zespół Li-Fraumeni-podobny – 1 osoba,
• FAC – zespół wielonowotworowy – 21 osób. 

Pięcioro pacjentów nie kwalifikowało się do żadnej z ww. grup. 

DNA izolowano z krwi obwodowej badanych z użyciem rutynowo stosowa-
nych w Zakładzie Diagnostyki i Immunologii Nowotworów zestawów do izo-
lacji DNA. Do analizy genu wykorzystano metodę PCR-SSCP z zastosowaniem
7 par radioaktywnie znakowanych na 5’ końcu starterów, które obejmowały
cały odcinek kodujący (eksony od 2–11). Powstałe produkty reakcji poddawa-
ne były elektroforezie w 6-proc. żelu poliakryloamidowym z dodatkiem 10 proc.
glicerolu w warunkach niedenaturujących. Elektroforezę prowadzono przez
noc w polu elektrycznym o napięciu 0,25 mV. Następnie żel przenoszono na
bibułę typu Whatman 3MM, suszono i poddawano autoradiografii. Pasma wy-
kazujące inną w stosunku do pozostałych migrację w żelu zostały wyekstra-
howane, poddane reamplifikacji i sekwencjonowane z radioaktywnie znako-
wanym starterem. Produkty sekwencjonowania analizowano w 6-proc. żelu
poliakryloamidowym, zawierającym 7,5M mocznik. Elektroforezę prowadzo-
no przy natężeniu prądu 42 mA przez 2 godz. Po zakończeniu elektroforezy
żel przenoszono na bibułę, suszono i poddawano autoradiografii. Po 24 godz.
wywoływano kliszę i odczytywano sekwencję nukleotydów. 

Wyniki

W 4 preparatach genomowego DNA zaobserwowano zmiany w szybkości
migracji fragmentów. Zmiany wystąpiły we fragmentach A, F oraz G, obejmu-
jących eksony 2, 3, 10 i 11. Sekwencjonowanie, które przeprowadzono dla frag-
mentów A i F nie wykazało zmiany sekwencji w porównaniu do sekwencji
typu dzikiego. 

We fragmencie G stwierdzono mutację w eksonie 11. genu. Mutacja zosta-
ła zidentyfikowana jako insercja adenozyny w kodonie 385. Powoduje ona
zmianę ramki odczytu, co skutkuje zmianą aminokwasów 385-389 w białku,
a także pojawieniem się kodonu STOP w kodonie 390. W wyniku takiej zmia-
ny białko p53 składa się z 389 aminokwasów i jest krótsze od formy prawi-
dłowej o 3 aminokwasy. Zmiany w sekwencji mRNA i białka przedstawiono
na ryc. 1. 

SSeekkwweennccjjaa  ppoo  wwpprroowwaaddzzeenniiuu  iinnsseerrccjjii  AA

382 383 384 385 386 387 388 389 390

CTC ATG TTC AAAA GAC AGA AGG GCC TGA

L M F KK DD RR RR AA SSTTOOPP

PPrraawwiiddłłoowwaa  sseekkwweennccjjaa

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

RRyycc..  11.. Porównanie sekwencji z insercją A z sekwencją typu dzikiego 
FFiigg..  11.. A comparison between mutated and wild type sequence



Omówienie wyników

Badania genu p53 przeprowadzone w Zakładzie Diagno-
styki i Immunologii Nowotworów Wielkopolskiego Centrum
Onkologii objęły grupę 38 osób. Probantów wybrano ze
względu na historię rodzinną. Wśród badanych znalazło się
13 osób chorych i 25 zdrowych. Po analizie ok. 3 tys. dostęp-
nych wywiadów rodzinnych, jedynie 21 osób spełniało kry-
teria zespołu LFS-L. Nie znaleziono rodzin spełniających kla-
syczne kryteria zespołu Li-Fraumeni. Wszystkie badane oso-
by można zaliczyć do grupy średniego ryzyka wystąpienia
mutacji genu p53. Mutacja zidentyfikowana u 1 osoby w ba-
danej grupie określa częstość występowania mutacji na 2,6
proc. Podobny wynik uzyskali Evans i wsp. [9], którzy rów-
nież badali osoby ze średnim ryzykiem wystąpienia muta-
cji p53 i wykryli mutację genu u jednej z 274 badanych osób,
co stanowi częstość wystąpienia mutacji 0,36 proc. 

W badaniach przeprowadzonych w grupach wysokiego
ryzyka mutacji p53 w populacji polskiej, nie stwierdzono mu-
tacji dziedzicznych [10]. Badanie obejmowało 237 osób (189
dzieci, 48 osób dorosłych) z rodzinną historią wielonowo-
tworową. Badania przeprowadzone w Wielkopolskim Cen-
trum Onkologii wykazały częstość takich zmian na pozio-
mie 2,6 proc. dla grupy osób o średnim ryzyku mutacji. Wy-
niki te sugerują niską częstość występowania mutacji
o charakterze dziedzicznym w populacji polskiej. 

Zidentyfikowana insercja nie figuruje w bazie mutacji
p53 IARC [11], nie ma tam również innych mutacji znajdują-
cych się w eksonie 11. genu. Większość znanych mutacji p53
to mutacje zmiany sensu (72 proc.), oraz delecje (10 proc.),
insercje to tylko 2,7 proc. wszystkich mutacji. Podczas ba-
dań stwierdzono, że osoby z mutacjami w genie p53 są pre-
dysponowane do guzów mózgu i cewy nerwowej [12] oraz
w młodszym wieku, w stosunku do średniej w populacji,
występują u nich nowotwory. Stwierdzona mutacja wystą-
piła u zdrowej kobiety w wieku 46 lat. W rodzinie pacjent-
ki jest tylko 1 przypadek nowotworu: matka badanej miała
raka piersi w 63. roku życia. Nie można stwierdzić czy zna-
leziona insercja A ma wpływ na prawidłowe funkcjonowa-
nie białka p53, czy ma charakter patogenny. 

Podsumowując, z dużym prawdopodobieństwem moż-
na stwierdzić, iż częstość występowania określonej w na-
szych badaniach mutacji (insercja A w eksonie 11.) w genie
p53 jest porównywalna wynikami analiz przeprowadzony-
mi dla osób ze średnim ryzykiem wystąpienia mutacji. In-
sercja A w eksonie 11. jest nową mutacją, nienotowaną
wcześniej w bazie mutacji p53 komórek linii zarodkowej
IARC. Na podstawie historii osoby z mutacją i jej wywiadu
rodzinnego, można wnioskować, iż mutacja ta nie przeja-
wia fenotypu patogennego. Dopiero dalsze badania mogły-
by pozwolić na określenie wpływu wykrytej mutacji na me-
tabolizm i funkcję białka p53. 
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