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Souhrn

Nadorovy supresor p53 patii k ,evergreeniim” molekularni onkologie. Byl objeven v roce
1979 a od té doby je intenzivné zkouman. Protein p53 ma ,pouhych” 393 aminokyselinovych
zbytk( a funkce témér kazdého jednoho z nich je peclivé prozkoumana a znama. Somatické
mutace se vyskytuji v témér vSech kodonech p53, jsou extrémné casté a vyskytuji se témér ve
vsech typech nadoru. Vrozené mutace p53 jsou vzacné, ale vyrazné penetrantni a jsou typicky
spojeny s rozvojem Sirokého spektra nddoru. V roce 2001 vsak v oblasti vyzkumu p53 doslo
k necekanému objevu: v jizni Brazilii byla objevena alela R337H, kterd byla zcela netypicky spo-
jena s jedinym typem nadoru - détskym adrenokortikalnim karcinomem - a vyznacovala se
nizkou penetranci. Nastala doslova honba za dalsimi informacemi o fungovani a disledcich
mutace R337H. Ta béhem nékolika malo let pfinesla nejenom spoustu poznatkd o viastnostech
této konkrétni varianty p53, ale i o obecnéjsich principech fungovani mutovanych variant p53.
Také se ukazalo, ze viechny alely R337H, které jsou v jizni Brazilii masivné roziifené, pochézeji
z jediného zdroje, tj. maji spolec¢ného predka.
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Summary

The p53 tumor suppressor is an evergreen of molecular oncology. Since its discovery in
1979, it has been subjected to intensive investigation. The p53 protein is composed of ,only”
393 amino acid residues, and function of almost each of them has been addressed in detail.
Somatic mutations are extremely frequent, they can be found almost in each of the p53 codons
and in all types of tumors. Inherited p53 mutations are rare but very penetrant, and they are
typically associated with development of a broad spectrum of tumors. However, in 2001, the
p53 research provided an unexpected discovery: the R337H allele was found in southern Brazil.
This allele was atypically associated with only one type of tumor - childhood adrenocortical
carcinoma and it exhibited low penetrance. Therefore, new data on functioning and impact
of the R337H mutation were highly desired. The results obtained during a few following years
helped to elucidate not only this specific p53 variant but also provided insight into general
principles of mutant p53 variants function. It also turned out that all R337H alleles that are very
frequent in southern Brazil originate from one common ancestor.
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Uvod

Nadorovy supresor p53 patfi k ,ever-
greendm” molekularni onkologie. Byl ob-
jeven v roce 1979 [1,2] a v roce 2003 se
stal molekulou roku. p53 je transkripcni
faktor, ktery prostfednictvim svych cilo-
vych gen(l zprostiedkovéva adekvatni
reakci bunky na nejriiznéjsi typy stresu.
Pti poskozeni DNA, hladovéni, nedo-
statku kysliku, kritickém zkracenitelomer
¢i vlivem nefyziologicky vysoké exprese
nékterych onkogent je p53 v burice sta-
bilizovan a aktivuje transkripci svych ci-
lovych genl. Mlze zastavit bunécny
cyklus, indukovat mechanizmy opravu-
jici DNA, vyvolat senescenci nebo apo-
ptozu. Proto je p53 klicovym néadoro-
vym supresorem, ktery velmi komplexné
chrani bunku pred neoplastickou trans-
formaci. Svéd¢i o tom i vysoka frekvence,
s jakou se u lidskych nddort vyskytuji so-
matické mutace p53. Lze je detekovat asi
u 40 % vsech nadoru a vyskytuji se téméf
u viech nadorovych typu.

Vrozené mutace nadorového supre-
soru p53 jsou spojené s Li-Fraumeniho
syndromem (LFS). Tento vzacny autozo-
malné dominantni syndrom predispo-
nuje k vyvoji irokého spektra nadord
v mladém véku a u 60-80 % postizenych
je zplsoben mutaci p53 v zarodecné
linii. Specifické kumulativni riziko vyvoje
nadord je u nositell vrozené mutace
p53 18 % pro Zeny ve véku 20 let, 49 %
pro zeny ve véku 30 let, 77 % pro zeny
ve véku 40 let a 93 % pro Zeny ve véku
50 let. Pro muze ve stejnych vékovych
kategoriich riziko dosahuje 10 %, 21 %,
33 % a 68 % [3,4]. Mezi typické a nej-
Castéjsi nadory v ramci LFS patii nadory
prsu (27,8 %), sarkomy mékkych tkani
(13,8 %), nadory mozku (12,9 %), adre-
nokortikaIni karcinomy (10,9 %), osteo-
sarkomy (8,7 %), leukemie (3,8 %) a dal3i
(graf 1). Vedle ,klasického” LFS byl defi-
novan také Li-Fraumeniho-like syndrom
(LFLS), ktery ma ve srovnani s LFS méné
striktni kritéria, a to jak z hlediska spek-
tra nadord, tak z hlediska véku pacienta,
pfi kterém se nddory objevuji. Také podil
detekovanych vrozenych mutaci p53 je
u rodin s LFLS niZsi nez u rodin s LFS [4].

Posledni verze R17 databaze mu-
taci p53 IARC (International Agency
for Research on Cancer) z listopadu
2013 (http://www-p53.iarc.fr) [5,6] za-
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Graf 1. Zastoupeni jednotlivych typl nadort mezi pacienty postizenymi LFS.

Pfevzato a upraveno dle databdze http://www-p53.iarc.fr, verze R17 z listopadu 2013 [5].

hrnuje 1 360 vrozenych a 27 721 soma-
tickych mutaci p53 a umoznuje srov-
nani spektra a distribuce zdrodec¢nych
(graf 2) a somatickych (graf 3) mutaci
genu p53. Podobné jako u somatickych,
také u vrozenych mutaci pfevladaji bo-
dové mutace zaménujici v mutovaném
proteinu p53 jednu aminokyselinu za
jinou (73,2 vs 73,5 %). Nejcastéji se zéaro-
dec¢né i somatické mutace vyskytuji v té
¢asti genu p53, kterd kéduje centralni
DNA vazebnou doménu, a také vétsina
tzv.,,hot-spot” kodon(, tedy kodon( nej-
Castéji postizenych mutaci, je spole¢nd
pro somatické a zarode¢né mutace. Jsou
to kodony 175, 245, 248,273 a 282. U so-
matickych mutaci je to navic kodon 249,

zatimco u zédrodecnych mutaci je viibec
nejcastéji mutovanym - vedle kodonu
248 — kodon 337, ktery ovliviuje oligo-
meriza¢ni doménu proteinu p53.

Vrozené mutace p53 - existuje
vztah mezi genotypem

a fenotypem LFS?

Jednou z prvnich praci, kterd pouka-
zala na moznou souvislost mezi typem
zarodecné mutace v genu p53 a fenoty-
pem LFS - tj. spektrem nador( a vékem
pacient(l, ve kterém se nadory objevuji,
byla prace Varleye et al (1998). Autofi
zde popsali mélo obvyklou tichou mu-
taci v kodonu 125, ktera vedla k aberant-
nimu sestfihu exonu 4 a expresi tii abnor-
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malnich transkriptl. Spektrum nadort
u postizené rodiny bylo neobvyklé —
zadny sarkom, zadny nador v détském
véku a pro LFS neobvykly vyskyt adreno-
kortikalniho karcinomu v dospélém véku
45 let [7]. Autofi tehdy z literarnich udajl
dohledali dalsi rodinu se stejnou mutaci
apovsimlisizarazejici podobyfenotypu -
ackoliv v této rodiné byly nalezeny na-
dory v détském véku (mozku a adreno-
kortikalni), nevyskytl se Zddny sarkom
a vyskytl se opét adrenokortikalni nddor
u dospélé Zeny staré 33 let [8].

S ohledem na ,brazilsky pfibéh” mu-
tace R337H je velice zajimava i dalsi
prace stejného tymu. Ten v ni publiko-
val vysledky analyzy genu p53 u 14 ne-
pfibuznych détskych pacientll s adre-
nokortikdlnim karcinomem. U 11 z nich
(78,6 %) prekvapivé detekovali zarode¢-
nou mutaci v genu p53. Jesté prekvapi-
véjsi bylo zjiSténi, ze spektrum mutaci
p53 bylo velmi uzké, dvé mutace, P152L
aR158H, byly nalezeny u deviti déti.V ro-
dindch nemocnych déti se dalsi nddory
mezi nositeli stejnych zarodecnych mu-
taci vyskytovaly pomérné vzacné, coz
naznacovalo, Ze se jedna o mutace s re-
lativné nizkou penetranci [9].

Dalsi pfispévek k otézce vztahu typu
zarodec¢né mutace p53 a fenotypu LFS
pfinesli Olivier et al (2003). Analyzo-
vali data z databaze IARC tykajici se
265 rodin a 226 mutaci p53. Zjistili, ze
nadory mozku se ¢astéji vyskytuji v ro-
dinach, které maji mutaci zpUsobu-
jici zaménu aminokyseliny v DNA va-
zebné oblasti p53 zajistujici kontakt
s malym zlabkem DNA, zatimco adre-
nokortikdlni naddory vyznamné cas-
t&ji souviseji se zménami aminokyselin
umisténych na protilehlé strané pro-
teinu p53 mimo pfimy kontakt s DNA.
Mutace p53, které zpusobuji Uplnou
ztrdtu proteinu a funkce 53, jsou vy-
znamné spojeny s casnym vyskytem na-
dor mozku [10].

Jiny pfistup k feSeni stejné polozené
otazky zvolili Monti et al (2007). Tito au-
tofi rozdélili mutace p53 podle miry za-
chovani transkrip¢né aktivacnich vlast-
nosti vysledného proteinu p53. Zjistili,
Ze mira transaktiva¢ni aktivity pro-
teinu p53 ovliviiuje miru rizika, tedy pe-
netranci, spektrum nador0 i vék, ve kte-
rém se vyvijeji [11].
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Graf 2. Spektrum zarode¢nych mutaci genu p53.

Prevzato a upraveno dle databéze http://www-p53.iarc.fr, verze R17 z listopadu 2013 [5].
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Graf 3. Spektrum somatickych mutaci genu p53.

Prevzato a upraveno dle databéze http://www-p53.iarc.fr, verze R17 z listopadu 2013 [5].

Adrenokortikalni karcinomy

Adrenokortikalni karcinomy (adrenal
cortical carcinoma — ACC) jsou maligni
nadory, které vychézeji z bunék kdry
nadledvin. Vyskytuji se v kazdém véku
s prevahou v détstvi a poté v dospélosti
ve 4.-5. dekadé. Jsou casto (az v 50 %
pfipadd) hormonalné aktivni. Jejich in-
cidence v CR dosahuje pfiblizné 1-2 pi-

padl na 1 mil. obyvatel a rok [12], coz
odpovida celosvétové incidenci ACC
u dospélych 1,7-2,0 na 1 mil. obyvatel
arok [13].

Détské ACC se typicky objevuji do pa-
tého roku zZivota, pficemz castéjsi jsou
u divek. Pacienti s malymi operabilnimi
nadory maji celkové preziti (overall sur-
vival — OS) asi 80 %, pacienti s neopera-
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Obr. 1. Mapa Brazilie s vyznacenou historickou oblasti ,Tropeiro route”.

bilnim nadorem maji Sanci na preziti jen
malou, pacienti s velkymi operabilnimi
nadory maji stfedni vyhled. Asi 2/3 pa-
cientd maji operabilni nador. Détské
ACC byvaji velmi ¢asto spojeny s muta-
cemi naddorového supresoru p53[14,15],
zatimco u dospélych s ACC je vyskyt mu-
taci p53 méné Casty [16-18].

Détské adrenokortikalni karcinomy
jsou velmi vzacné, incidence se v USA
uvadi asi 0,3 pfipadu na 1 mil. déti
do 20 let [19]. V naddorovém regis-
tru déti v Manchesteru bylo mezi lety
1954-1986 zachyceno 12 détskych pii-
padl ACC, incidence byla stanovena na
0,38 pfipadli na 1 mil. déti do 15 let [20].
Odhad incidence ACC ve Francii je
0,2 pfipadu na mil. déti [21]. Naproti
tomu se odhadovalo, ze v jizni Brazilii (ve
statech Sao Paulo, Parana a Minas Gerais;
obr. 1) je vyskyt détskych ACC podstatné
vyssi, dosahuje 3,4-4,2 ptipadu na 1 mil.
déti. Pfesnégjsi stanoveni incidence bylo
provedeno v roce 2006, a to pro stat

Parand na zakladé umrti na ACC hla-
Senych ve statni nemocnici v Curitibé
v letech 1998-2003. Mortalita byla ur-
¢ena na 1,6 pfipadu na 1 mil. déti do
véku 15 let a na zékladé podilu prezi-
vajicich (0,542) byla incidence odhad-
nuta na 3,5 pfipadu na 1 mil. déti do
15 let [22], tedy prevysujici incidenci v ji-
nych oblastech svéta vice nez 10krat!
Populace v jizni Brazilii je velmi hetero-
genni se silnym evropskym (portugal-
skym, italskym, Spanélskym, némeckym)
zastoupenim, spolu s brazilskymi in-
didny a africkymi vlivy. Nemoc se vysky-
tuje u viech etnik. Pfic¢ina tak ¢astého vy-
skytu détskych pripadt ACC byla dlouho
nejasnd a ani obecnéjsi rodinnd gene-
ticka predispozice k vyvoji nadorli ne-
byla dlouho zaznamenana.

Brazilsky pfibéh mutace R337H
Zacatek pribéhu - 2001

Pfibéh mutace R337H zacal v roce 2001.
Kolektiv autord [23] tehdy shromazdil

dostupné informace o 92 détech s ACC
lé¢enych v nemocnici v Curitibé mezi
roky 1966 a 1999. Na zékladé ziskanych
dat autofi oslovili 55 rodin a vyzvali je,
aby se zucastnily genetického testovani.
Nasledné bylo vysetieno 36 probandl
s ACC, z toho 29 divek a 7 chlapcd, a cel-
kem 186 ¢lentd rodin vcetné 21 rodicl
a 29 sourozencu. Vysledky analyzy byly
doslova Sokujici. Stejnou zdrodecnou
mutaci p53: R337H mélo 35 ze 36 pro-
bandl (97 %!). Tato mutace byla nale-
zena také u rodicd, sourozenct a dalsich
pfibuznych, oviem bez vyskytu jinych
nadord v rodinné anamnéze. Nador byl
diagnostikovan pouze u jediného pfi-
buzného prvniho stupné. Pouze jedna
rodina (z 25) splfiovala kritéria LFS, zby-
lych 24 rodin nemélo znamky zvysené
predispozice k nddordm. Nasobny vy-
skyt ACC byl zaznamendn ve ¢tyfech ro-
dinach. Zdalo se, ze celkové je potencial
mutace R337H vyvoldvat nadory nizky,
ma nizkou penetranci a je vyrazné or-
ganové specificky, coz je jev v oblasti
p53 zcela vyjimecny. Velké rozmanitosti
a,nespecifi¢nosti” mutaci p53 se vymyka
snad jen somaticka mutace v kodonu
R249S spojend s hepatocelularnim kar-
cinomem a expozici aflatoxinim a he-
patitidé B. V tomto pfipadé se ale jedna
o mutaci somatickou a navic spojenou
s konkrétnim kancerogenem. Mutace
R337H byla u déti s ACC zdédéna a au-
tofi nezaznamenali v postizené oblasti
vyskyt zadného zndmého mutagenu.

Funkéni a strukturni analyza

mutace R337H

Funkéni formou proteinu p53 je tetra-
mer, tj. dimer dimer(. Jak jiz bylo uve-
deno vyse, nejcastéji se zarodecné i so-
matické mutace p53 projevuji zaménami
aminokyselin v centralni DNA vazebné
doméné. Je ale zndmo i nékolik mu-
taci, které narusuji strukturu oligome-
riza¢ni domény (vymezenou kodony
310-360), znemoznuji vytvoreni tetra-
meru a tak narusuji funkci proteinu p53.
Mutace R337H spada do oligomeriza¢ni
domeény. Funkéni analyzou tohoto mu-
tanta se zabyvali jiz autofi plvodni prace
zroku 2001. Zjistili, Zze v transkripcné akti-
vacnich testech dosahuje mutant R337H
témér stejné aktivity jako standardni va-
rianta p53, zachovava si schopnost in-
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dukovat apoptozu a také schopnost
suprimovat rlst kolonii osteosarkomo-
vych bunék SAOS-2 [23]. Vysokou tran-
skripéné aktivacni schopnost mutanta
R337H potvrdili i dalsi autofi [24].

Podrobna strukturni analyza ukazala,
Ze tetrameriza¢ni doména s histidinem
v pozici 337 ma strukturu velice podob-
nou standardni varianté, ale je méné sta-
bilni, pfedevsim je velice citlivd k pH.
Mutant R337H ztraci aktivitu jiz pfi fy-
ziologickych hodnotach pH nad 7,7 [25].
Také se zjistilo, Ze protein p53 s histidi-
nem v pozici 337 ma oproti standard-
nimu proteinu vyrazné vyssi tendenci
tvofit fibrily podobné amyloidu [26].
Autofi téchto poznatk( spekulovali, Zze
moznd pravé extrémni citlivost mutanta
R337H k pH vysvétluje jeho vyrazné
spojeni s ACC. Nadledvinky prochazeji
béhem prenatdlniho i postnatalniho
vyvoje rozsahlou remodelaci, kterd vy-
Zaduje bezchybnou indukci apoptozy.
Béhem apoptézy v bunkach dochazi
k navyseni pH az na hodnoty kolem 7,9,
coz je hodnota, kterd mutanta R337H
destabilizuje. Ve vyvijejicich se nadled-
vinkach se tak mize vytvaret mikropro-
stiedi, které narusuje nadorové supre-
sorovou funkci p53 a muUze pfispivat
k vyvoji nadort [13,25].

Specificky funkéni dopad mutace
R337H byl pozdéji nalezen také ve
vztahu k rozvoji variability v poctu kopii.
Variabilita v poc¢tu kopii (copy number
variability - CNV) predstavuje jednu
z forem polymorfizmu sav¢iho genomu.
CNV jsou nerovnovahy - ztraty nebo
zisky — DNA, které méni diploidni stav
postizeného lokusu. Obvykle maji roz-
sah od 50 pb do asi 1 Mpb. Odhaduje se,
ze vyskytem CNV m{ze byt postizeno asi
15 % lidského genomu a ze v priiméru
kazdy ¢lovék ma ve svém genomu asi
12 CNV [27]. Navyseni poctu CNV v ge-
nomu (v zdrode¢né i somatické linii)
muze byt odrazem zvy3ené genetické
nestability a mlze lzce souviset s vy-
vojem nadorl [28,29]. Nositelé vrozené
mutace p53 maji zhruba 3ndsobné zvy-
Seny pocet CNV oproti zdravym kontro-
Idm, coz mUze zvySovat genetickou ne-
stabilitu a tim riziko vyvoje nador( a také
vysvétlovat anticipaci mutaci p53 [30].
Ackoliv v pozdéjsi studii nebylo proka-
zano zvyseni celkového poctu CNV u no-

siteld mutace p53 oproti kontroldm bez
mutace, bylo detekovano vyznamné
(vice nez 5nasobné) navyseni tzv. vzac-
nych CNV. Pfi porovnani spektra CNV
u zdravych kontrol a nositell rGznych
typl mutaci p53 se ukazalo, Ze spektrum
CNV nositeld mutace R337H se vyrazné
lisi od spektra nositel( ,hot-spot” mu-
taci v DNA vazebné doméné a podoba
se mnohem vice kontrolnim vzorkdm.
To by odpovidalo celkové mirnéjsimu
dopadu mutace R337H [31].

Dalsim pfispévkem k potencialné spe-
cifickému Uc¢inku mutace R337H byla
prace Maceda et al (2012). Ti prokazali
v krvi nositeld mutace R337H vyssi hod-
noty indikatord oxidativniho stresu v po-
rovnani s kontrolami bez mutace p53.
To by naznacovalo, Ze pravé zvyseny oxi-
dativni stres by mohl byt pfi¢inou on-
kogennich vlastnosti této varianty p53.
Na druhou stranu neni zatim jasné, zda
je to specificky ucinek pravé této va-
rianty nebo zda podobné dlisledky maiji
i dal$i mutace p53[32].

Penetrance alely R337H poprvé

Jiz pGvodni prace o mutaci R337H
silné naznacovala, ze se pravdépo-
dobné jedna o alelu p53 s nizkou pene-
tranci [23]. Ve stejné dobé byla publiko-
véna prace jinych autor(, ktefi ve stejné
oblasti Brazilie (Sao Paulo) provadéli po-
dobnou analyzu. Vysetfili 55 pacientd,
37 dospélych a 18 déti s benignim nebo
malignim ACC bez dalsi rodinné histo-
rie nador(, 21 asymptomatickych bliz-
kych pfibuznych a 60 zdravych nepfi-
buznych kontrol. Mutaci R337H nalezli
u 19 pacientd, z toho u 14 déti (14/18 -
77,7 %) a 5 dospélych (5/37 - 13,5 %).
Mutaci zachytili i mezi zdravymi pfi-
buznymi prvniho stupné, nedetekovali
ji mezi kontrolami [16]. Podobné uspo-
fddand studie ze stejné oblasti tyto vy-
sledky podpofila [33].

Detailni analyza penetrance alely
R337 byla provedena na rozsahlejsim
souboru. Byly vysetteny rodiny 30 pro-
bandid s ACC, nositeld mutace R377H.
Celkem bylo vysetfeno 927 osob, z toho
695 ¢lendl rodin probandi. Zadna z vy-
Setfenych rodin nesplnila kritéria LFS,
sedm rodin bylo zafazeno mezi LFLS.
Z 695 jedincll z rodin probandi bylo
240 (34,5 %) nositeld mutace R337H.Tato

mutace vsak nebyla nalezena u Zzadné
kontrolni osoby. Mezi rodici a praro-
dici bylo 50 % nositeld mutace, nebyla
tedy detekovana jedind mutace R337H
de novo. Mezi pfibuznymi 1. a 2. stupné
bylo nalezeno 31 dalsich nadord. Cel-
kovd penetrance tak byla odhadnuta
na 9,9 %. Jinymi slovy, kazdy 10. nositel
mutace R337H onemocni nadorem, a to
s nejvétsi pravdépodobnosti pravé dét-
skym adrenokortikdlnim karcinomem,
protoze mezi nositeli mutace R377H
s nadorem predstavuji nemocni s ACC
57 %, zatimco u klasického LFS (jehoz
penetrance dosahuje celozivotné asi
80 %) ACC predstavuji vyrazné mensi —
10,9% podil vsech nador( (graf 1) [34].

Je mutace R337H spojena s LFS

a LFLS? Penetrance alely R337H
podruhé

K dosti odlisSnym vysledkim neZ au-
tofi predchozi studie dospéli Achatz et
al (2007), ktefi zvolili odlisnou strate-
gii. Studovali 45 brazilskych (Sao Paulo,
Porto Alegre, Rio de Janiero) nepfibuz-
nych jedincd z rodin, které splfovaly
kritéria LFS nebo LFL. Ve 13 pfipadech
(28,9 %) nalezli zarode¢nou mutaci p53,
z toho 3est pacientu (46,1 %) mélo mu-
taci R337H. Rodiny s mutaci R337H mély
Siroké spektrum nadord, véetné karci-
nomu prsu (30,4 %), mozku (10,7 %),
sarkom( (10,7 %) a ACC (8,9 %). Mezi
57 jedinci bez nddorové historie nebyla
nalezena ani jedna mutace p53. Zavér
autorl byl jasny a vici praci Figueireda
et al (2006) vyznamné se vymezujici —
mutace R337H predisponuje k vyvoji $i-
rokého spektra nador( a nelisi se tak od
jinych mutaci p53 [35].

Zavéry studie byly ovsem velmi rychle
napadeny a zpochybnény. Autofi prace
Ribeiro et al (2007) byli pfesvédéeni, ze
7zadna ze studovanych rodin [35] ne-
spliovala kritéria LFS, ale pouze LFLS.
Dale upozornili, Ze studie ma jiny design
a jinak definuje problém. V plvodni stu-
dii [34] by podle stejnych kritérii bylo za-
hrnuto pouze 7 probandu a jejich rodin
ze 30, ostatnich 23 déti/rodin nejevilo
Zzadné znaky zvysené dispozice k na-
dorim kromé ACC. Navic poukazali na
dalsi odlisnosti ve spektru nadorl no-
siteld mutace R337H a nositeld jinych
mutaci p53 nez jen odlisna frekvence
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ACC. V této souvislosti byla na misté
otazka, zda zménéna dispozice k nado-
riim neni ddna kombinaci R337H a néja-
kého dalsiho kooperujiciho genetického
faktoru [36].

Obraz o penetranci alely R337H,
o jejim vztahu ke spektru naddord, ke kte-
rym predisponuje, a také o frekvenci je-
jiho vyskytu v jizni Brazilii rozsitily dalsi
tfi studie. V té prvni byla zdrode¢nd mu-
tace R337H hleddna mezi 123 Zenami
s nadorem prsu a 223 adekvatnimi zdra-
vymi kontrolami. Mutace byla nalezena
u tif Zen s nddorem (2,4 %), ale u zadné
kontroly. Anamnéza dvou z téchto tfi zen
odpovidala kritériim LFLS. Zavér autor(?
Alela R337H mUze vyznamné navysit ri-
ziko vyvoje nadoru prsu, tedy nejenom
ACC, i kdyZ pravdépodobné v souvis-
losti s néjakymi dalsimi genetickymi
vlivy [37]. Podobné uspofddana studie
v Rio de Janeiru nasla mezi 390 pacient-
kami s nadorem prsu dvé nositelky mu-
tace R337H (0,5 %), zatimco mutace se
nenasla ani u jedné z 324 zdravych Zen.
Obé nositelky mutace byly s nddorem
prsu diagnostikovédny v mladém véku
(pod 40 let) a uvadély dalsi pfipady na-
doru prsu mezi pfibuznymi [38]. Ve treti
studii bylo analyzovdno 750 zdravych
zen - dobrovolnic ve véku 40-69 let -
z Porto Alegre. Mutace R337H byla na-
lezena u dvou Zen (0,3 %), které byly
pfibuzné 4. stupné a udavaly historii vy-
skytu rGiznych nador( v rodiné. Rodiny
nespliovaly kritéria LFS ani LFLS. Dal-
$im testovanim v rodinach byli nalezeni
tfi dalsi nositelé mutace R337H, z toho
u jedné Zeny se vyvinul karcinom prsu
ve 36 letech. Byla tak opakované pro-
kdzana nizkd penetrance alely R337H.
Frekvence vyskytu této alely v jizni Bra-
zilii byla stanovena na 0,0013, tedy asi
10-20krat vy3si nez je vyskyt ostat-
nich mutaci p53 souvisejicich s vyvo-
jem LFS nebo LFLS [39]. Nékteré zdroje
uvadéji frekvenci vyskytu dokonce jesté
vyssi [40].

Do diskuze o penetranci alely R337H
a spektru nadord, s nimiz je spojena,
pak pfispéli i autofi, ktefi se primarné
ve své praci zabyvali jinym problémem
(viz nize). Analyzou 12 rodin s vrozenou
mutaci R337H dosli k zavéru, Ze spekt-
rum nadord, které se vyvijeji v souvis-
losti s touto mutaci, je Siroké a neome-

zuje se pouze na ACC a Ze celozivotni
mira penetrance alely R337H je srovna-
telnd s jinymi mutacemi p53. Upozor-
nili ale na specifickou dynamiku pene-
trance. Ta podle nich dosahuje asi 15 %
ve véku 10-15 let, pak nastava platé a te-
prve po 30. roku Zivota nastavé strmé na-
vyseni vyskytu nadord. Tito autofi tvrdi,
Ze celozivotni riziko vyvoje nadoru se
tedy zfejmé nelisi od ostatnich mutaci
p53 spojenych s LFS a LFLS, ale nddory
maji tendenci se objevovat az v relativné
vyssim véku [41].

Maji nositelé mutace spole¢ného
predka?

Diskuzi o mozném efektu zakladatele,
tedy o moznosti jednoho spole¢ného
zdroje alely R337H, zapocali jiz autofi pU-
vodni prace Ribeiro et al (2001). Do ana-
lyzy zahrnuli 17 nepfibuznych nositell
vrozené mutace R337H a 10 jejich pfi-
buznych. Vysetfili ¢tyfi polymorfni (inter-
genové a intragenové) markery a dosli
k zavéru, ze efekt zakladatele je neprav-
dépodobny, ze alespon nékteré vyset-
fené alely vznikly nezavisle [23].

Naproti tomu dalsi prace pfinesla
zcela opacny vysledek. Ve své praci Pinto
et al (2004) vysetfili dva vysoce poly-
morfni intragenové markery u 22 pa-
cientd - nepfibuznych nositeldl mutace
R337H, a 60 kontrol. A dosli k zavéru, ze
je velmi pravdépodobné, Ze existoval
jeden spolec¢ny predek viech nositeld
mutace R337H [42]. Jejich vysledek pak
vyznamné podpofila prace Garritana
et al (2010). Tito autofi provedli velmi
detailni haplotypovou analyzu 12 ne-
pfibuznych rodin (celkem 48 nositeld
alely R337H) s vyuzitim 29 polymorf-
nich marker(. Jedenact vysetfovanych
rodin pochézelo z jizni Brazilie, jedna
rodina s portugalskymi koreny byla za-
chycena ve Francii [24]. Zavér prace byl
zcela jednoznacny. Vsichni nositelé mu-
tace R337H maji stejny haplotyp (A3),
coz jednoznacné potvrdilo efekt zakla-
datele. Na zakladé svych vysledkd navic
autofi dosli k zavéru, Ze spole¢ny predek
velmi pravdépodobné pochazi z Evropy,
nejpravdépodobnéji je Portugalec [41].

Mnoho mést a vesnic jizni Brazilie vzni-
kalo v 18. a 19. stoleti podél osy zndmé
jako ,tropeiro route”. Tropeiros byli ob-
chodnici, prevazné portugalského pu-

vodu, ktefi dlouhodobé cestovali mezi
Sao Paulem a Porto Alegre a vyznamné se
podileli na osidlovani této oblasti (obr. 1).
Jetedy mozné, Ze pravé tyto specifické his-
torické a demografické okolnosti prispély
k tak rozsdhlému rozsiteni alely R337H.
K dlouhodobé perzistenci alely R337H
v populaci pak mohla vyznamné prispét
také jeji nizkd penetrance, pfipadné spe-
cifickd dynamika penetrance [41].

Efekt zakladatele je také silné podpo-
fen opakovanym zjisténim, Zze vrozend
mutace R337H se zatim nikdy neobjevila
de novo, vzdy je detekovana u jednoho
z rodi¢l probanda [16,33,34]. V jedné
studii byl dokonce zachycen pfipad pro-
banda - homozygota, ktery mél v obou
aleldch genu p53 mutaci R337H, oba
jeho rodice byli heterozygoti [16].

Za hranici brazilského pFibéhu
R337H

Brazilsky pfibéh R337H je pfibéhem
o vztahu mutace R337H a détskych ACC
odehravajici se v jizni Brazilii. Na tento
sevieny, Uzce vymezeny a prekvapujici
pfibéh ale navazuji dalsi otazky, které ho
presahuji.

Je ACC jediny typ nadoru pevnéji
spjat s mutaci R337H?

Jednou z nich je otadzka, zda je ACC je-
diny typ nadoru, k némuz R337H predis-
ponuje, nebo zda existuji dalsi typy na-
dord pevnéji spjatych s touto konkrétni
mutaci. Kromé jiz zminéného vztahu
k vyvoji karcinomu prsu [37] byl nalezen
daldi typ nédoru, ktery je dokonce vy-
razné — srovnatelné s ACC — spojen s vro-
zenou mutaci R337H. Je to détsky karci-
nom choroidalniho plexu, ktery se také
vyskytuje v jizni Brazilii se zvy$enou inci-
denci a ktery je ve vice nez 60 % pfipadu
spojen pravé s touto mutaci [43,44].
A dale samoziejmé plati i vyse zminéné
nalezy Achatzové et al (2007) svédcici
o tom, Ze alela R337H je u mnoha rodin
(a pravdépodobné v souvislosti s néja-
kymi dal3imi genetickymi okolnostmi)
spojena s rozvojem Sirokého spektra na-
doru typického pro LFS a LFLS [35].

Je mutace R337H jedinou alelou

p53 vyraznéji predisponujici k ACC?
Hledani odpovédi na otazky, zda je mu-
tace nadorového supresoru p53 R337H
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jedina, kterd tak vyrazné predisponuje
k ACC, a pokud existuji dal$i mutace, co
maji spolecného, je slozitéjsi. V Uvodu je
zminéna prace Varleye et al (1999), ve
které byly detekovany vrozené mutace
P152L a R158H opakované se vyskytujici
u détskych ACC. Obé mutace jsou tep-
lotné zavislé, a tedy jen castecné inak-
tivujici [45] a maji nizkou penetranci [9].
Pozdéji byly publikovany dalsi ptipady
vrozenych mutaci p53, které mély niz-
kou penetranci, byly spojeny s détskymi
pfipady ACC, ale nikoliv s LFS ¢i LFLS.
Byly to mutace R175L [46] nebo sestfi-
hova mutace vedouci k expresi proteinu
p53 s pozménénym C-koncem [47]. Tyto
prace zapadaly do predstavy, Ze mozna
pravé jen ¢astecna ztrata funkce a nizka
penetrance mutaci p53 je to, co takové
mutace spojuje prednostné s predispo-
zici k vyvoji CCA v détstvi [48]. Na z&-
kladé hluboké znalosti do zna¢né miry
extrémniho pfibéhu mutace R337H
a dalsich literarnich Gdaj navrhl Zam-
betti model tzv. gradientového efektu
vrozenych mutaci p53. Podle tohoto
modelu Ize mutace p53 odstuprovat
podle miry zachované funkce, pficemz
mira zbytkové aktivity p53 koreluje s fe-
notypem, tj. s mirou susceptibility k na-
dorlm. Vysledny dopad typu vrozené
mutace p53 je ale vyrazné modifikovan
dal$imi genetickymi vlivy, predevsim
polymorfizmem MDM2 (SNP309) a né-
kolika intragenovymi polymorfizmy sa-
motného genu p53 (obr. 2) [48-51].

Recentné byl ustaven mezinarodni re-
gistr a tkdnova banka détskych pfipadu
ACC. V nadorové tkani 48 pripadu, které
jsou v bance ulozZeny, bylo detekovano
23 nezavislych vrozenych mutaci p53.
VétSina mutaci se vyskytovala v typic-
kych ,hot-spot” kodonech a pouze tfi
mutace se vyskytly opakované: R175H,
R273C a R337H. Celkové se tedy zd3, ze
mutované alely p53 s nizkou penetranci
vyrazné predisponuji k vyvoji détskych
ACC, ale zaroven se détské pripady ACC
Casto vyskytuji v rodinach s LFS ¢i LFLS,
které maji v zarodecné linii variantu
p53 s vysokou penetranci [52].

Zaveéry |

Odhaleni Gzkého spojeni mezi mutaci
R337H a vyvojem détskych adrenokorti-
kalnich karcinom( bylo na poli p53 zcela

mimoradnym objevem. A¢ je tento na-
dorovy supresor u lidskych nadorl tak
¢asto mutovan a ackoliv zndme tolik rdiz-
nych mutaci tohoto genu, tak specificky
vztah mezi jednim typem mutace a kon-
krétnim nadorem, jako je vztah R337H

a détskych ACC, je velmi neobvykly.

Hlavni zavéry tohoto pfibéhu Ize formu-

lovat v nékolika bodech:

1. Incidence détskych ACC je v jizni Brazi-
lii vice nez 10krat vyssi nez v jinych ob-
lastech svéta.

2.Vyskyt détskych ACC v jizni Brazi-
lii je extrémné casto spojen s vroze-
nou mutaci nadorového supresoru
p53 R337H.

3. Frekvence vyskytu alely R337H v jizni
Brazilii je 0,0013, tedy asi 10-20krat
vyssi, nez je vyskyt ostatnich mutaci
p53 souvisejicich s vyvojem LFS nebo
LFLS.

4. Varianta proteinu p53 nesouci v pozici
337 histidin namisto argininu (R337H)
si zachovavd vysokou transkripéné
aktivacni schopnost, ale je extrémné
senzitivni k pH.

5. Penetrance alely R337H je nizka.

6. Vsichni nositelé alely R337H maji spo-
le¢ného predka, vrozend mutace
R337H se neobjevuje de novo.

Zaveéry Il

Zavéry uvedené v pfedchozim odstavci
jsou vysledkem mnohaletého Usili néko-
lika skvélych védeckych tym. Jsou samy
o sobé strhujici. A presto Ize formulovat
jesté zavéry dalsi, prerlstajici hranice
jedné konkrétni badatelské oblasti a pfi-
nasejici hluboké pouceni.

Pti peclivém sbéru a studiu praci,
které byly postupné publikovany, je Cte-
nar na jedné strané vtazen do dramatic-
kého pribéhu odhalovani souvislosti, na
strané druhé chvilemi i zmaten a zne-
jistén, jak se véci vlastné maji a kde je
pravda. Aby posléze zjistil, Ze odhalovani
pravdy, nahlizeni toho ,jak to vlastné
doopravdy je’, platnost viech ziskanych
odpovédi je velmi ovlivnéna uz samot-
nou formulaci otazky, designem studie
a pfesnosti interpretace dat. To je jisté
pouceni uplatnitelné v kazdé oblasti lid-
ské cinnosti.

Neméné obecnou platnost ma i dalsi
zkuSenost souvisejici s timto konkrét-
nim pfibéhem. V roce 2007 se v Lyonu

zmény signalizaci
(ARF/ATM/ATR/CHK?2)

riziko nadoru
vysoké
\_ J

Obr. 2. Gradientovy efekt dopadu mutaci
p53.

Néktefi mutanti p53 jsou zcela inaktivni
(R175H), zatimco jini si ponechavaji ¢as-
te¢nou aktivitu, pfipadné se jejich akti-
vita blizi aktivité standardni varianty p53
(R337H). Stupen aktivity p53 koresponduje
s mirou susceptibility k nddortim. Vysledny
dopad mutace p53 je modifikovan dal$imi
genetickymi vlivy, pfedevsim polymor-
fizmy genu MDM?2 a p53. Pfevzato a upra-
veno dle [48].

konal mezinarodni workshop o mutan-
tech p53 a LFS, a v jeho ramci pfednaska
dvou brazilskych autorek, Marie-Isabely
Achatz a Patricie Ashton-Prolla, které
tehdy hovorily o nékterych aspektech
brazilského pfibéhu, mimo jiné o efektu
zakladatele. Nejenom trochu romantizu-
jici uvahy o tom, zda spolec¢nym pied-
kem viech soucasnych nositelll mutace
p53 byl Uspésny a okouzlujici tropeiro,
¢i chrabry, silny a neméné okouzlujici
(nebo nasilnicky?) konkvistador, ale pre-
devsim prilezitost dozvédét se podrob-
nosti pfimo z epicentra déni tehdy roz-
poutala jiskfivou a vasnivou diskuzi,
kterd nebrala konce. Pfednaska byla
nastésti posledni ve své sekci, ktera byla
zavérecnou sekci jednaciho dne, a tak
nekoncici pfival dotazll a ochota obou
Zen na né odpovidat vedly k tomu, Ze
ten den koncila konference s dvouho-
dinovym zpozdénim! A zazitek — stimu-
lujici, motivujici, okouzlujici — to byl ne-
pochybné pro vsechny ucastniky. A i ten
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patii do historie a ke vkladim brazil-
ského pfibéhu mutace p53 R337H.
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