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Souhrn: Metoda FASAY je jednoduchy test pro stanoveni disledku mutaci na funkci p53. FASAY byla vyu¥ita pti analyze
mutaci p53 v bun&nych liniich, v somatickych buiikach n4dordi i v krevnich buiikéch pfi vyhled4vani mutaci z4rodeénych.
Tato metoda nafla rovnéZ své uplatnéni pti studiu afinity mutovanych proteindi p53 k promotoriim jednotlivych cilovych gend.
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Abstract: The aim of the FASAY is to determine the effects of p53 mutations on the function and activity of the p53 protein.
The method was successfully used for mutation analysis of p53 in various cell lines, somatic tumor cells and in blood cells for
analysis of germ-line mutations. In addition, the method was also found effective in tests measuring affinity of mutant p53

proteins to promoters of target genes.
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Uvod

Molekula nddorového supresoru p53 patfi k ,,evergreenim*
molekuldrni onkologie. Tento protein, poprvé detekovany
v roce 1979 (1,2), vyhlaSeny molekulou roku 1993, je uZ po
nékolik let intenzivné studovan celou fadou své&tovych labo-
ratofi. Zajem o p53 mé nejméné dvé& pfiCiny: tou prvni je fakt,
Ze vice neZ 50% liskych nidorth ma mutaci v genu pro p53
(3,4,5); druhym diivodem je skutednost, Z¢ p53 hraje vyznam-
nou roli v regulaci tak zékladnich procesi buiiky jako jsou
bunéfny cyklus, apoptéza a genomova stabilita (6,7).

V roce 1997 jsme v tomto Easopise publikovali kratky pfe-
hledny ¢lanek (8), ktery mél &tenafe seznamit s pom&m& novou
metodou nazyvanou FASAY, vytvofenou pro vyhled4vani
mutaci v genu pro p53 v klinickém materidlu. Timto p¥ehle-
dem chceme na pfedchozi ¢lanek navazat, shrnout vysledky,
kterych bylo pomoci metody FASAY dosaZeno pfi studiu kli-
nického materidlu, a ukazat, jak se metoda, uréend piivodng
pfedeviim pro onkologickou praxi a aplikovany vyzkum, sta-
la skv€lym néstrojem z4kladniho vyzkumu a pfinesla origi-
nélni poznatky o proteinu p53.

FASAY

FASAY (,.functional analysis of separated alleles in yeast*) je
funkeni test pro analyzu genu pro p53. Timto testem se m&fi
transkrip¢né aktiva¢ni schopnosti proteinu p53, ktery je expri-
movén v kvasinkédch z genu, jehoZ centrélni &ast (kod6ny 67
aZ 374) byla ziskéna z vySetfovaného materidlu (nadorova tkam,

krevni buiiky,...) technikou RT-PCR. Vznikly protein p53.

potom aktivuje (nebo neaktivuje) transkripci reportérského
genu, kterym je bud ADE?2 nebo HIS3. Ve verzi vyuZivajici
ADE2 maji kolonie kvasinek vyrostlé na selek&nim médiu bez
adeninu bud bil€é (obsahuji-li funk&ni p53) nebo Eervené zbar-
veni (maji-li nefunk&ni p53) (9). Pti vyuZiti HIS3 se porovna-
vé pocet kolonii kvasinek vyrostlych na plotnéch s histidinem
nebo bez histidinu (10).

Klinické studie vyuzivajici FASAY
Metoda FASAY m4 n€kolik vyhod: je schopna zachytit muta-

cip53 i v nddorové tkani kontaminované znaénym mnoZstvim
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zdravé tkan€, m&H odd€leng obg alely genu, je schopna stano-
vit s mutanty (,,femperature senzitive“ - mutanty citlivé na
zvy3eni inkubaCni teploty) (9). To v3e ji pfeduruje k tomu,
aby byla pouZita k méfeni somatickych mutaci genu pro p53
v nédorech, zarodednych mutaci ve vzorcich krve a také muta-
ci v modelovych bun&nych liniich. Pro viechny tyto ptipady
byla FASAY skutedn& pouZita, ¢asto v kombinaci s dal$imi
metodami. Uvadime zde pfehled t&chto praci; zv1a%t& se zamg-
fime na srovnéni s jinymi technikami a viechna vylepSeni vlast-
ni metody nebo jeji interpretace.

1. Bunééné linie

Buné&lné linie byly pouZity jako zdroj p53 uZ v jedné z ptivod-
nich praci (9), a to k ovéfeni spolehlivosti metody. Vysledky
mé&feni 11 bun&¢nych linii pfesné odpovidaly jiz dfive zna-
mym udajim o pfitomnosti mutace v genu pro p53. U dal§ich
dvou linii autofi zjistili E4ste€nou aktivitu p53 (rdiZové zbar-
veni kolonii kvasinek vyrostlych na plotnich bez adeninu)
andsledng prokdzali pfitomnost ts mutace v genu pro p53. Zaji-
mavé vysledky poskytlo také méfeni buné¢né linie LN428,
kterd mé&la nakaZdé alele jinou mutaci: v jedné alele byla muta-
ce 173M, ve druhé 282W (9). Na plotnich bez adeninu vyrost-
ly nejenom Cervené kolonie (obsahujici nefunk&ni p53), ale
také 15% bilych kolonii. Naslednou analyzou bylo prokaza-
no, Ze v kvasinkéich doglo k intragenové rekombinaci.

Dalgi price vyuZivajici FASAY sledovala 3 riizné bun&&né
linie odvozené z kolorektilniho karcinomu: SNU-C1, SNU-
C4aSNU-C5(11). Zatimco SNU-C1 a SNU-C4 mé&ly ob& ale-
ly genu pro p53 funkéni, linie SNU-C5 méla obg& alely mutant-
ni. Jedna alela nesla mutaci 248trp a druhé 218leu. Celkové se
buiiky této linie chovaly odpovidajicim zpisobem: nebyly
schopny reagovat na poSkozeni DNA indukci p53, waf-1
a mdm-2, i zastavenim bun&ného cyklu v G1/S fazi. Zaji-
mavy byl ale vysledek FASAY:: ten uk4zal, Ze klony s mutaci
218leu maji schopnost transaktivovat promotor specificky pro
p53. Autofi interpretovali tento vysledek tak, Ze bud m4 alela
248trp silnou dominantn& negativni aktivitu nebo m4 alela
218leu zatim nezndmou abnormdlni funkci.

V jiné préci byla FASAY pouZita ke stanoveni stavu genu pro
P53 u dvaceti nov€ ustavenych lidskych bun&&nych linii (12).




U 11 linii byly ob€ alely mutované, u 8 funkéni. Jedna linie
byla heterozygotni a méla jednu alelu funk&ni a druhou muto-
vanou. Nasledné sekvenovéni genu p53 tento heterozygotni
stav potvrdilo.

FASAY se stala sou¢asti také dal3i rozsahlé studie, v niZ bylo
58 lidskych bun&nych linii podrobeno peélivému zkoumani
stavu genu pro p53 (13). V této préci byl protein p53 studovan
nejen metodou FASAY, ale také western blottingem, byla
sekvenovéna cDNA p53 a navic byly pouZity dalsi testy funk¢-
nosti: schopnost indukovat zastaveni buné¢ného cyklu v G1
fazi a expresi cipl/wafl, GADD45 a mdm? 6-zafenim. Z 54
bunéénych linii, které byly testovany metodou FASAY, mélo
36 linii nefunk¢ni alely p53. Ve viech byla sekvenovanim zji3-
t€na mutace. 17 linii m&lo funkéni alely, z toho u 15 nebyla
mutace sekvenovénim odhalena, ve dvou pfipadech ano. Jed-
na linie - ve shod€ s vysledky sekvenovéni - méla jednu alelu
funkéni a druhou nefunkéni. Celkov& usp&¥nost metody
FASAY v odhalovani mutaci p53 dosahla 96% (porovnano se
sekvenovéanim), coZ bylo ze v3ech pouZitych metod nejvice.
FASAY byla pouZita také v n€kolika studiich, které hledaly
souvislost mezi stavem genu pro pS3 a rezistenci ¢i citlivosti
buné&Zné linie &i sublinie k chemoterapeutikiim (14, 15) a TNF-o
(16). Ke sledovani stavu genu pro p53 byly vyuZity vedle meto-
dy FASAY také sekvenovani genu p53 (14, 16), SSCP (16)
a imunocytochemické metody (15).

2, Nadory .

Opét jiZ v jedné z puvodnich praci o metod€ FASAY se obje-
vuji prvni vysledky vyhledavani mutaci v genu pro p53 v nado-
rové tkéani (9). Autofi tato m&feni provadéli u 10 nadort hla-
vy a krku a zjistili, Ze dva nddory obsahovaly pouze funkéni
alely p53 a v osmi nadorech zachytili mutaci. Ve dvou pfipa-
dech pfitomnost mutace dodate¢né ovéfili sekvenovanim. Na
tyto prvotni vysledky navézala dal¥i rozs4hla studie, v niZ auto-
fi stanovovali metodou FASAY stav genu pro p53 u celkem
53 pacientd s nddory hlavy a krku (nadory hornich cest dycha-
cich a horni &4sti traviciho traktu) (17). Smyslem této studie
bylo zjistit, zda existuje souvislost mezi mutaci v genu pro p53
a pravdépodobnosti vyskytu nasobnych primérnich nadori.
Autofi méfili p53 pfimo v nddorech viech pacienti a také vidy
alespoi ve tfech nezévislych biopsiich histologicky normalni
okolni tk4n&. Porovnanim vysledka ziskanych u pacientd
s jedinym nadorem a pacienti s vice nadory dosli k zavéru, Ze
mutace v genu pro p53 v histologicky normélini tkani zvy3uje
vyznamné& pravdépodobnost vzniku nasobnych primarnich
nadorll. Autofi v této praci pouZili metodu FASAY ve zdoko-
nalené formé - tzv ,,split assay“. Tato varianta metody mé&fi
oddélen€ dve &4sti genu pro p53 a umoZiiuje tak odlisit klo-
nalni (tedy redlné) a neklonalni (vzniklé sekundarné b&hem
provadéni vlastni metody) mutace tohoto genu.

Autofi dal¥ich dvou praci (18, 19) analyzovali gen pro p53 v 54
malignich astrocytomech, nej¢ast&j§ich nadorech centralniho
nervového systému u dospé&lych. Mutace byla zji§téna u 26
nédord. Ve tfech pfipadech podet ervenych kolonii dosaho-
val 10 aZ 20%, a proto u nich byla provedena analyza techni-
kou ,,split assay*. Ve viech tfech pfipadech byla potvrzena pfi-
tomnost klon4lni mutace.Ve 26 pfipadech, u nichZ byla nale-
zena mutace, bylo provedeno klonovani genu pro p53. Ve
v3ech pfipadech byla mutace potvrzena, ve dvou pfipadech
byla na kaZdé¢ alele odli$n4 mutace (heterozygotni dvojnisob-
ni mutanti). Celkem byly mutace nalezeny u 48% pfipadi, coZ
je mnohem vice neZ dfive uvadénych 29%. Autofi tento vysle-
dek pfipisuji pfedevsim citlivosti metody FASAY.

Metoda FASAY byla vyuZita k analyze mutaci v genu pro p53
u epitelidlnich dysplasii a karcinomii dutiny Gstni japonskych
pacientd a pacientl ze Sri Lanky (20). Celkem bylo vy3etfeno
33 japonskych pacientt s primarnim n4ddorem, 14 pacientd
s dysplasii a 6 pacienti s hyperplasii. Mutace v genu pro p53
byla nalezena ve 26 primarnich nadorech (79%) a 5 dysplasi-
ich (36%), u hyperplasii mutace nalezena nebyla. Primarni
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nadory pacientl ze Sri Lanky byly analyzoviny metodou
FASAY a déle metodou SSCP. Zatimco FASAY zachytila 9
pozitivnich nddoril (53%), SSCP pouze 6 (35%). Mutace byly
potvrzeny sekvenovanim. Autofi déle v této praci podrobné
méfili citlivost metody FASAY a pfesnost interpretace jejich
vysledki. Zjistili, Ze touto metodou lze zachytit pfitomnost
nejméné 6% DNA s mutaci v genu pro p53. Srovnanim vysled-
kit FASAY a sekvenovani zjistili, Ze klonalni mutace byly
potvrzeny u t&ch pfipadi, které metodou FASAY vykazovaly
alespoit 17% &ervenych kolonii. V ptipadech, kdy pocet Cer-
venych kolonii byl niZ§i neZ 13%, klonalni mutace potvrzeny
nebyly. Autofi proto navrhuji, aby po&et Eervenych kolonii nad
20% byl povaZovén za bezpecnou klinickou hranici stanove-
ni mutace v genu pro p53 bez sekvenéni analyzy.

3. Zarodené mutace

Metoda FASAY byla piivodné vyvinuta pfedeviim pro vyhle-
dévani zédrode¢nych mutaci pS53, tedy pro stanovovani hetero-
zygotniho stavu p53. Proto také byla k tomuto i¢elu hned v prv-
ni préci pouZita (10). Byly vy$etfeny lymfocyty 6 pacientii s Li-
Fraumeniho syndromem, kde riziko vyskytu zirodedné muta-
ce p53 dosahuje 50 aZ 70% (21, 22, 23, 24). U tfi pacienti byla
metodou FASAY nalezena mutace v jedné alele genu pro p53,
drub4 alela byla funk¢ni. Nasledné sekvenovani tento vysle-
dek potvrdilo. Takeé pfi zavedeni dal%i verze metody FASAY
(9) byla sekvenovanim ovéfena jeji schopnost zachytit hete-
rozygotni stav genu pro p53 u jednoho pacienta.

V dal3i préci se metodou FASAY podafilo vyfe§it n&kolik let
stary neobjasn&ny pfipad. Jednalo se o pfipad pacientky, kte-
rd odpovidala kritériim Li-Fraumeniho syndromu, s mani-
festnim nadorem prsu. V nidoru i ve zdravé tkani pacientky
(a také jeji stejn€ postiZené matky) byla naméfena zvySen4
hladina proteinu p53. Ani sekvenovéanim genu p53, ani spe-
cifickou imunoprecipitaci, nebyla prokdzana mutace v genu
pro p53 (25). O né&kolik let pozdgji se autofi k tomuto nedo-
feSenému piipadu vratili a ke stanoveni p53 pouZili FASAY
a také dal3i funk¢&ni metodu - test schopnosti vyvolat apopt6-
zu jako nasledek y-zafeni (26). Vysledky FASAY byly pfe-
kvapivé. Jedna alela genu p53 byla jednozna¢né funk<ni, ale
kolonie kvasinek, které obsahovaly druhou alelu, byly riiZo-
vé - barvou ani velikosti neodpovidaly ani funk&nimu ani
nefunkénimu p53. Pritomnost ts mutace, ktera dava také riZo-
vé zbarveni kolonii (9), byla vylou¢ena. Podobné vysledek
testu na apopt6zu poskytoval hodnoty, které byly mezi hod-
notami jednozna¢né funk¢niho a jednozna¢né nefunk&niho
p53. AZ sekvenovani genu p53 odhalilo neobvyklou mutaci
kodé6nu 337 v oligomeriza&ni doméné. Tato mutace byla dile
studovana a bylo potvrzeno, Ze skutedné& zpiisobuje nedosta-
tegnou oligomerizaci. Protein p53 majici tuto neobvyklou
mutaci v kodénu 337 tvofi funkéni tetramery s méné neZ 50%
udinnosti (27, 28).

Dalsi studif (29), které se pokusila vyuZit metodu FASAY, byla
préce podrobné charakterizujici zdrode¢nou mutaci p53 urodi-
ny, ktera nespliiovala pfesna kriteria Li-Fraumeniho syndro-
mu, ale méla tzv. Li-Fraumeniho-like syndrom. Mutace, kte-
ra se u postiZenych ¢lend rodiny vyskytovala, byla velmi neob-
vykla: mutovany byl nukleotid na tfeti pozici kodénu 125, coZ
je ticha zamé&na neménici smysl kod6énu. Proto cht&li autofi
jednozna¢né prokazat souvislost mezi touto mutaci a predis-
pozici ke vzniku nadori u jejich nositeli. Autofi prokazali, Ze
popsand mutace v kod6énu 125 je sice ticha na Grovni amino-
Kyselin, ale postihuje donorové misto pro sestfih a zpiisobuje
tak vznik neobvyklych transkripth. Autofi pouZili n&kolik
funk&nich metod ke zji$téni, zda aberantni transkripce vede
k tvorb& nefunkénich proteini p53, mezi nimi také FASAY.
V tomto pfipadé viak FASAY (podobné jako napf. apoptotic-
ky test, mira radiorezistence,...) selhala, metoda zachytila pou-
ze funk<ni p53. Aberantni transkripty - a¢ teoreticky metodou
zachytitelné - se nepodafilo naklonovat. Tento vysledek se
zatim nepodafilo vysvétlit.
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FASAY ve sluzbach zakladniho vyzkumu

Po dlouhou dobu se pfedpokladalo, Ze schopnost proteinu p53
indukovat zastaveni bun&&ného cyklu a schopnost indukovat
apopt6zu jsou neodd€litelné. Postupné se ale objevilo nékolik
studii, které tento ndzor zme&nily. Napf. se podafilo nalézt
mutantni varianty proteinu p53 neschopné indukovat zastave-
ni buné&ného cyklu, ale zcela kompetentni indukovat apopté-
zu alespotii v n€kterych bun&&nych typech (30). Na druhé stra-
n& bylo zjidt€no, Ze p53 nesouci mutaci v kodénu 175 vede ke
ztrat€ apoptotické funkce pii zachovani schopnosti vyvolat
zastaveni bun&fného cyklu v G1 fazi (31). Podobn& mutace
v kodénu 143 zachovévé proteinu p53 schopnost indukovat
zastaveni bun&&ného cyklu v G1 fazi (32). Také byly studo-
véany mutace v genu p53 bun&Cnych linif odvozenych z lym-
foblastii pacientti s Li-Fraumeniho syndromem, tedy hetero-
zygotni mutace p53. Bun&n4 linie s mutaci jedné alely p53
v kodénu 282 méla zcela normalni blok ve fazi G1 buné&né-
ho cyklu, ale vyrazné sniZenou indukci apoptézy, zatimco hete-
rozygotni mutace v kodénu 286 méla vedle sniZené apoptézy
také sniZenou schopnost zastavit buné&né déleni v G1 fzi (33).
Ze v3ech vy3e uvedenych studii plyne: 1. indukce apoptézy
a indukce bloku bun&¢ného cyklu v G1 fazi jsou separovatel-
né funkce p53; 2. riizné mutace p53 riizn& ovliviiuji tyto funk-
ce; 3. inaktivace pouze apoptotické funkce p53 miiZe sama
o sobé pfispivat ke zvy$ené dispozici ke vzniku nadori.
Funk&ni p53 mé schopnost regulovat jak apopt6zu, tak zasta-
veni buné&ného cyklu. Ob& funkce vykonava - alespoii do jisté
miry - mechanismem transaktivace svych cilovych genii: v pfi-
pade zastaveni bun&¢ného cyklu jednozna¢né regulaci expre-
se genu p21/waf1 (34), v pfipad€ apopt6zy napf. regulaci expre-
se genu bax (35). Z vy3e uvedenych analyz mutantnich p53
vyplynulo, Ze ob& tyto drihy pfedstavuji odli¥né funkce p53.
Jednim z moZnych mechanismi tohoto oddéleni funkci by byla
rlizn4 mira afinity p53 k regulanim oblastem v promotorech
gent p21 a bax. Ovéfeni této moZnosti bylo pfedmétem néko-
lika studii, z nichZ nékteré vyuZily metodu FASAY.

V prvni studii fesici tuto problematiku (36) vyuZili jeji autofi
»klasické* metody: schopnost p53 vazat DNA sledovali meto-
dou EMSA (,electrophoretic mobility shift assay*), transak-
tivatni schopnosti testy B-galaktozid4zové a luciferazové akti-
vity. Studiem schopnosti tfi riiznych mutantii p53 (173L, 175P,
181L) transaktivovat tfi ritzné promotory - promotor genu p21,
genu bax a genu IGF-BP3 - boxB - zjistili, Ze mutanti
175P a 181L aktivuji expresi genu p21 a maji tedy schopnost
indukovat zastaveni bunééného cyklu ve fazi G1, ale zaroveit
netransaktivuji bax a IGF-BP3 a maji proto vyrazn& sniZenou
schopnost indukovat apoptézu.

Pro feSeni stejné otdzky byla pozd&ji upravena metoda
FASAY. Piivodni metoda vychizela z obecné pfijimaného
nézoru, Ze testovani schopnosti p53 vazat se do regulani
sekvence RGC je spolehlivym méfitkem transaktiva¢ni zpl-
sobilosti p53 (9,10). V nové verzi upravili autofi metodu tak,
Ze pfed reportérsky gen ADE2 pfedfadili regulaéni sekvenci,
ktera se nachazi v promotoru genu p21, a regula¢ni sekvenci

z promotoru genu bax. To jim umoZiiovalo m&fit zv14ast schop-
nost p53 transaktivovat gen p21 a gen bax (37).Touto meto-
dou potom analyzovali 51 mutaci p53. Vét§ina mutantd (cel-
kem 42) nebyla schopna transaktivovat ani jeden reportér.
Devét mutantil bylo schopno transaktivovat promotor p21, ale
ne promotor bax.

Dalsi studie mé&la podobnou strategii, ale §la jeSt& dale (38).
Jeji autofi testovali 19 riznych mutantt p53 klasifikovanych
jako transkripéné neaktivni v testu, ktery vyuZival reguladni
sekvenci RGC. Pfed reportérsky gen - v tomto ptipadé HIS3
- pfedfadili postupné€ regulacni sekvence geni: p21, mdm?2,
GADD45, Cyclin G, bax, IGF-BP3 - box A, IGF-BP3 - boxB,
RGC a SCS (uméle odvozené vazebné misto s vysokou afi-
nitou pro p53). FASAY byla navic provaddéna ve tfech riiz-
nych teplotich: 37 °C, coZ je fyziologick4 teplota lidskych
bungk, 30 °C, coZ je optimélni teplota pro rist kvasinek
a 24 °C. Ze v3ech testovanych mutant jen 3est bylo zcela
nefunkénich se viemi reportéry pfi viech teplotich. Dalgi
mutanti byli rozd€leni na skupiny podle selektivity a podle
zavislosti na teploté.

Obvykly biologicky efekt mutace p53 je inaktivace tohoto pro-
teinu jako transkripéniho faktoru. Vy$e uvedené prace ukaza-
ly, Ze mezi mutanty p53 mohou byt podstatné rozdily. Jejich
pfesnéjsi klasifikace miiZe mit vyznamné klinické disledky.
Napt. nadory obsahujici pS3 schopné aktivovat indukci p21
mohou reagovat na terapii jinak neZ nadory se zcela nefuk<-
nim p53 (39). Modifikovana verze FASAY (37) se nabizi jako
jeden z moZnych testit schopnych tohoto rozlifeni.

ZAVER

Timto kratkym pfehledem se snad podafilo ukizat, 7e metoda
FASAY zcela spinila ofekavani, které do ni jeji autofi vloZi-
li, a na$la uplatn&ni v onkologickém vyzkumu, a to jak pfi tes-
tovani mutaci p53 v nddorech, tak pfi testovani zdrode¢nych
mutaci p53. V n&kterych pfipadech bylo technikou FASAY
dosaZeno slibnych aZ skvélych vysledku (napt. 13, 17, 25),
spi8 vyjimeené selhala (29). FASAY byla navic vtipn& vyuZi-
tai ve studiich, které pfinesly zcela nové poznatky o pS53, kte-
1é se dfive &i pozdgji odrazi v klinickém onkologickém vyzku-
mu i v onkologické praxi. D4 se olekdvat, Ze FASAY bude
jejich ditleZitym néstrojem.

Pro tplnost je tfeba uvést, Ze tento kratky prehled neuvadi
viechny prace, které¢ metodu FASAY vyuZily, vétSina neuve-
denych je ale citovéna v pfede§lém ptehledu publikovaném
v tomto &asopise (8). Naopak chceme na zavér zdiraznit, Ze
metoda FASAY neni vyuZitelna pouze pro stanoveni p53, ale
s pfisludnymi dpravami ji 1ze vyuZit i ke stanoveni dal§ich genfi
pro faktory s transaktivatnimi vlastnostmi. Tak byla FASAY
vyuZita napf. pro testovani mutaci, které eliminuji funkci
NF1GRD (,,GTPase-activating protein related domain of the
human neurofibromatosis type 1 protein‘) (40) nebo pro lid-
sky estrogenovy receptor (41).

Price byla sponzorovina grantem IGA MZ CR & M/16-3
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