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Ve dnech 30. 6 az 3. 7.2003 se konala v Lyonu ve Francii
mezinarodni konference nazvana ,,Functional consequen-
ces of TP53 mutations: Characterization of common and
rare pS3 mutants and relevance to human cancer®. Kon-
ferenci organizovaly spole¢né francouzskd IARC (Interna-
tional Agency for Research on Cancer) a americky NIEMS
(National Institute of Environmental Health Sciences). Lyon
nebyl hostitelskym méstem ndhodou. Praveé zde IARC spra-
vuje pravdépodobné nejvétsi databazi mutaci nddorového
supresoru pS3 (http://www.iarc.fr/pS53). Lidé zabyvajici se
vedenim databéze a také analyzou v ni ukladanych dat (Pier-
re Hainaut, Magali Olivier) vyvolali diskusi o budouci podo-
bé a vyuziti této databdze. Nadorovy supresor p53 byl obje-
ven v roce 1979 a od té doby se t&si intenzivnimu zdjmu
badatell a je také spojovan s velkymi nadéjemi klinickych
onkologtli. A pravé neuvéfitelny rozpor mezi stale bohat§imi
a detailn€j$imi znalostmi o struktufe a funkci tohoto nevel-
kého proteinu a predevsim jeho klicové roli v kancerogene-
zi na strané jedné a zatim minimélniho praktického dopadu
téchto znalosti v klinické praxi na strané druhé jsou jiZ dlou-
ho zdrojem urcitého napéti mezi badateli a praktickymi onko-
logy. Konference v Lyonu shrnula nékteré zajimavé poznat-
ky o p53, znichZ mnohé jasn€ ukazuji, v ¢em je pficina tohoto
roZporu.

Natvod stru¢né: protein p53 je nadorovym supresorem. Zajis-
tuje adekvatni odpovéd buriky na bunécny stres a zamezuje
déleni, pripadné preZiti poskozenych bunék. Vyfazeni této
funkce pfedstavuje vyznamny krok v progresi kancerogene-
ze. p53 je transkripéni faktor, ktery po indukci nékterymi
bunéCnymi stresy (napf. hypoxie, nedostatek nukleotid,
poskozeni mitotického vieténka, aktivace onkogent a prede-
v§im posSkozeni DNA) spousti transkripci svych cilovych gent,
a to prostiednictvim vazby na specifické sekvence DNA
v jejich promotorech. Cilovych gent bylo popsdno vice nez
60, vcetné takovych, jejichZ produkty navozuji blok bunécné-
ho cyklu (p21, 14-3-30, GADDA45,..), apoptézu (Bax, Apaf-1,
CD95/Fas/APO1, PIGs,..), opravy DNA (p48, R2) a dalsi pro-
cesy (TSP1, cyklin G,..). Vedle vysokého poctu proteint,
s nimiZ p53 interaguje formou meziproteinovych interakci,
pravé obrovsky pocet gentl, jejichZ expresi protein pS3 regu-
luje, amnoZstvi bunéénych procest, které tak pS3 miZe ovliv-
nit, vynesl genu p53 oznaceni ,,a master gene* (Michael Res-
nick), tedy gen, ktery vlddne ostatnim a rozhoduje o nich.
MiuZeme mu pro jednoduchost fikat ¢esky ne zcela presné
vid¢i gen.

Mutace p53 jsou Castou udalosti pfi vyvoji fady riznych nado-
ri. Na rozdil od nékterych jinych nddorovych supresort, kte-
ré jsou v buiikach inaktivovany vétSinou formou zkraceni
vysledného proteinu, ktery potom postrada nékteré své struk-
turni sloZky a tim zcela svou funkci (napi. APC, BRCAL,..),
gen p53 je postiZen zdaleka nejcastéji bodovymi mutacemi,
tedy zdmé&nami jednoho nukleotidu za jiny. K dne$nimu dni
bylo v databizi IARC zaznamenano celkem 18 500 mutaci
p53, z toho vice nez 1 300 riznych bodovych (,,missense*)
mutaci, coZ pfi délce kddujici sekvence odpovidajici vysled-
nym 393 aminokyselindm v proteinu p53 je poCet mimorad-
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ny. Samotny pocet odliSnych mutaci by nebyl az tak zajima-
vy, nebyt toho, Ze v§echny mutace p53 nejsou stejné ve svych
dasledcich pro funkci p53.

Opakovanou analyzou mutaci p53 v rznych typech nadori
byla postupné sestavovana mutacni spektra p53, byly naléza-
ny ,.hot spot* oblasti, a tak se tvofila pfedstava o povaze muta-
ci. Mutace postihuji ty ¢asti molekuly p53, které bud bezpro-
sttedné ovliviiuji kontakt proteinu p53 s DNA nebo méni
konformaci molekuly p53 takovym zptisobem, ktery vazbu na
DNA znemoZni. Tato historicky ptivodni pfedstava mutaci p53
je tedy spojena s tplnou ztratou schopnosti pS3 vazat se na
cilové sekvence a tedy se ztradtou schopnosti regulovat tran-
skripci cilovych gentl — tzv. mutace ,loss-of-function®. Jed-
nim z dasledku této ztraty funkce je neschopnost transaktivo-
vat gen mdm?2, ktery pfedstavuje zpétnovazebni regulacni
smycCku p53 a zprostiedkovava jeho degradaci. Neschopnost
mutantniho p53 aktivovat expresi mdm2 ma za nésledek aku-
mulaci p53 v buiice.

Béhem nékolika minulych let se ale hromadily informace
0 tom, Ze to zfejmé s povahou mutaci p53 neni tak jednodu-
ché nebo jednoznacné. Jednim z cilti konference v Lyonu bylo
tyto informace shromdZdit, vyhodnotit a zohlednit je v planech
na dalsi rozvoj databize mutaci p53. Pokusim se ted kratce
charakterizovat n€které typy mutaci p53, které byly v Lyonu
diskutovany a které se odliSuji od zminénych ,klasickych*
mutaci spojenych s tplnou ztratou funkce p53.

JestliZe klasickd predstava mutace p53 je spojena se ztratou
transaktivacni schopnosti postiZzeného proteinu, potom miZe-
me na prvnim misté mezi ,,neklasickymi® mutacemi jmenovat
tzv. superaktivni mutace. To jsou mutace, které ve srovnani
se standardnim proteinem zvysuji specifickou i nespecifickou
vazbu p53 na DNA a tim jeho schopnost transaktivovat cilo-
vé geny (Carol Prives).

Vyraznou skupinu mutant p53 pfedstavuji tzv. mutace ,,gain-
-of-function®, tj. takové, které struktuie proteinu p53 pfind-
Seji néjakou novou funkci (Moshe Oren, Varda Rotter, Gio-
vanni Blandino, Kent Soe, Guillermina Lozano, Arnold J. Levi-
ne). Zda se, 7e pro ,,gain-of-function* je nezbytna N-koncova
¢astproteinu p53 (Moshe Oren) nebo je zprostfedkovand DNA
vazebnou doménou. Ta neni u mutanti schopnd vazat DNA
azlstavatak ,,volnd* pro jiné funkce. VSichni se shodli na tom,
Ze ,,gain-of-function® nesouvisi s transaktivaci, mozna spiSe
s represi transkripce nékterych genii (napt. CD95/Fas), ale
obecné je pfijimana ptfedstava, Ze ,,gain-of-function* je reali-
zovana mechanismem protein-proteinovych interakci. V téch-
to interakcich mohou byt partnerem p53 dalsi Clenové téze
rodiny — p63, p73 (Moshe Oren, Giovanni Blandino, Arnold
J. Levine) nebo proteiny se zcela odliSnou funkci jako napf.
topoizomerdza I (Kent Soe).

Dalsi stile se rozriistajici skupinou mutaci p53 jsou mutace
podminecné, piedevsim teplotné senzitivni (zs), piipadné
chladové senzitivni (cs). Piivodné byly tyto vzacné deteko-
vané mutace povazovany za spiSe zajimavé, piipadné experi-
mentadlné vyuzitelné vyjimky mezi mutacemi p53. Se stile Cas-
téjSim pouZivanim funkénich testll na misto molekuldrnich
analyz struktury DNA pfi vySetfovani statutu p53 ale podil
téchto mutaci neustale nar@std. Status teplotni senzitivity je
sdm o sobé zajimavy, protoZze poukazuje na skutecnost, Ze
vSechny mutace nejsou stejné. Zatimco nékteré rozvraci struk-
turu proteinu p53 zcela a nevratné, znemoZiiuji bezvyhradné
jeho transaktivacni funkci a jsou tedy zcela inaktivujici, jiné
mutace sice rozvraci standardni strukturu p53, ale ponechavaji
ji ponékud flexibilni a za ur¢itych podminek (napf. zménou



teploty) umoziiuji jeji navrat do funk¢ni podoby, jsou tedy jen
¢astecné inaktivujici. Mnohem podstatné&jsi okolnosti teplot-
né senzitivnich mutaci p53 je ale fakt, Ze jsou asto doprova-
zeny dal§im fenotypovym znakem napliiujicim podstatu ¢4s-
te¢né inaktivace. Zatimco standardni protein umi rozpoznat
anasledné fungovat na vSech svych popsanych responzivnich
elementech (i kdyZ s odliSnou afinitou), s mutanti jsou ¢asto
diskriminujici, to znamena, Ze jsou vice nebo méné funk&ni
nanékterych responzivnich elementech p53, zatimco jsou zce-
lanefunk¢nina jinych (Michael Resnick). A samoziejmé feno-
typ buiiky, kterd nese zcela inaktivujici mutaci pS3 miZe byt
vyznamné odliSny od fenotypu buiiky, ve které jsou nékteré
funkce p53 zachovany.

Dal3i kategorii mutaci p53 jsou mutace supresorové. Ty po
svém vneseni do jiZ mutavaného genu p53 mohou ,,vyrusit*
ucinek prvni mutace a navratit tak molekulu p53 do ¢astecné
nebo zcela funkéniho stavu (Rainer K. Brachmann, Penka
Nikolova). Ze zminénych typt mutaci p53 jsou pravé supre-
sorové moznd na prvni pohled nejméné klinicky relevantni.
Jist€ se s nimi pfi analyze pS3 v nddorech nesetkdvame Casto
ataké cilené vnaseni dalSich mutaci do poSkozeného genu p53
nebude hlavni formou terapie ani v budoucnu. Jejich studium
nds ale pfibliZuje pochopeni na jedné strané podstaty fungo-
vani a struktury mutaci p53 a na strané druhé odhaleni moz-
nych mechanismil jejich reaktivace.

Reaktivace mutantl p53, to bylo dalsi velké téma, které se
prolinalo celou konferenci v Lyonu. Hned nékolik autori pred-
naselo své vysledky dokumentujici reaktivace nékterych
mutant p53, a to pomoci CDB3 (Assaf Friedler, Galina Seli-
vanova), pomoci nizkomolekuldrnich laitek PRIMA-1 a RITA
(Klas Wiman, Galina Selivanova), sloucenin ,,98 (Karen S.
Vousden) nebo dokonce prostfednictvim tzv. adaptorového
proteinu (vytvafenim chiméry mutantni p53 s dalSim protei-
nem — p73) (Matthias Dobbelstein). KliCové a opakujici se
bylo zjisténi vSech autort, ktefi se o reaktivaci mutantniho pro-
teinu p53 pokouseji, Ze rozdily mezi mutantami p53 jsou veli-
ké a 7Zadna forma reaktivace neni i¢innd beze zbytku na vSech-
ny kategorie mutantd, ale vZdy jen na urcity okruh mutantnich
forem p53.

Mezi dalsi ndméty, kterym se na konferenci vénovala pozor-
nost, patfila napf. struktura proteinu p53, coZ ma t€snou ndvaz-
nost na pochopeni funkce a také dysfunkce a mozné reaktiva-
ce mutantnich p53 (Thanos D. Halazonetis, Assaf Friedler,
Penka Nikolova), posttranslacni tpravy p53 (Carl W. Ander-
son), vazba p53 na DNA (Wolfgang Deppert, Ella Kim,

Richard Iggo), polymorfismus p53 (Anne-Lise Borresen-Dale,
Kanaga Sabapathy) a polymorfismus MDM?2 (Arnold J. Levi-
ne) asamoziejmeé také novinky tykajici se dal§ich molekul bez-
prostfedné signalizujicich k p53 (Karen S. Vousden, Klas
Wiman, Kent Soe, Anne-Lise Borresen-Dale). Hlavnim smys-
lem konference ale bylo na zdklad€ soucasnych poznatki vyty-
¢it nové sméry a tendence ve vyvoji databidze mutant p53.
A z nékolikadenni debaty jasné vyplynulo: mutace p53 jsou
velmi rozmanité a mohou velmi odli§nym zpiisobem ovlivnit
vlastnosti vysledného proteinu. Proto se zd4, Ze bude nezbyt-
né do budoucna vytvéret ,,funkéni* databazi, tj. sbirat data
o presnéjSich funk¢nich dopadech jednotlivych mutaci na
vysledny protein p53. Do budoucna bude také nutné presné
popsat a pochopit, jak adekvétné jednotlivé funkéni testy
(v kvasinkach, v sav¢ich buiikach,..) vystihuji skute¢nou bio-
logicky a klinicky relevantni povahu jednotlivych mutantf
(Alberto Inga). JestliZe byl gen p53 nazvan vid¢im pro velky
pocetriznych gentl, jejichZ expresi ovliviiuje, a pro velky pocet
riznych proteint, s nimiZ interaguje, tak byl také nazvan vad-
¢im genem rozmanitosti (,,a master gene of diversity*) pro
obrovskou rozmanitost mutantti s riznymi funkénimi vlast-
nostmi, které mohou ze standardni molekuly p53 vznikat
v diisledku zdmén jednotlivych aminokyselin za jiné.

Na zavér bych si dovolila vyptjcit model Michaela Resnicka,
kterym se pokusil vystihnout sou¢asny pohled na funkci stan-
dardniho p53 a jeho mutantnich forem. Sviij model oznacil
jako ,,p(piano)53“. Standardni p53 je protein, ktery transakti-
vuje celou fadu genti, na pomyslném pianu tyto geny predsta-
vuji jednotlivé klavesy a p53 je schopen hrat urcity, harmo-
nicky akord. NaSe pivodni pfedstava o mutantech p53 byla
takovd, Ze ztraceji svou funkci a tim svou schopnost hrat
a vysledkem je ticho. Souc¢asna predstava je takova, Ze riizni
mutanti jsou ve své schopnosti hrit na piano poskozeni do riiz-
né miry a vysledkem jejich hry je spiSe neZ ticho zménény,
poskozeny, neharmonicky akord. To ma samoziejmé odliSné
dopady na buiiku a také to vyZaduje odli§né zptsoby népravy,
reaktivace. A pravé v této rozmanitosti je urcité vysvétleni
toho, pro¢ zjednoduSené piistupy k pochopeni mutaci p53
a vyvozeni jednoduchych klinickych souvislosti zatim selhé-
valo. Uvidime, co pfinese tento nové€jsi pohled na p53 a na
,.hudbu*, kterou hraji jednotlivé varianty tohoto iZasného pro-
teinu.

Ucvasg na konferenci i tato prdce byly podporeny grantem IGA
MZ CR ¢ MZ00020980501
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