
Wprowadzenie

Pomimo znacznego rozwoju metod terapeutycznych, ro-

kowanie w niedrobnokomórkowym raku p∏uca (NDKRP)

pozostaje niezadowalajàce [1]. Uwa˝a si´, ˝e lepsze zrozu-

mienie biologii raka p∏uca, a w szczególnoÊci zaburzeƒ

molekularnych wyst´pujàcych w tym nowotworze, mo˝e

w przysz∏oÊci zwi´kszyç skutecznoÊç leczenia.

Jednà z najdok∏adniej zbadanych zmian genetycz-

nych w NDKRP sà zaburzenia genu P53. Gen ten, okre-

Êlany jako „stra˝nik genomu”, jest zlokalizowany w re-

gionie 17p13 i koduje fosfoprotein´ jàdrowà o masie 53

kDa (393 aminokwasy). Gen P53 uczestniczy w kontroli

cyklu komórkowego, naprawie nici DNA, ró˝nicowaniu

komórek, starzeniu si´, angiogenezie, a w szczególnoÊci

w apoptozie. Produkt bia∏kowy genu P53 powoduje zatrzy-

manie cyklu komórkowego w odpowiedzi na uszkodzenie

DNA poprzez indukowanie ekspresji GADD45,

p21WAF1/CIP1, PCNA i mdm2 [2]. Poza mutacjami czyn-

noÊç tego genu mogà zaburzaç inne mechanizmy, m.in.

zmiany lokalizacji subkomórkowej p53, ∏àczenie bia∏ka

p53 z bia∏kami wirusowymi lub wiàzanie bia∏ka p53 z on-

koproteinà komórkowà mdm2 [2, 3].

Gen MDM2/HDM2 (mouse/human double minute)

to zachowany w procesie ewolucji onkogen zlokalizowany

w regionie 12q13-14. Po raz pierwszy zosta∏ on ziden-

tyfikowany w nowotworowej linii komórek mysich

Balb/c okreÊlanej jako 3T3DM, w której MDM2 ulega∏o

amplifikacji i nadmiernej ekspresji [4]. AktywnoÊç on-

kogenetyczna MDM2 wynika z nadmiernej ekspresji

bia∏ka mdm2, która mo˝e zachodziç w trzech mechani-

zmach: amplifikacji genu MDM2, nasilonej transkrypcji

MDM2mRNA lub nasilonej translacji bia∏ka mdm2.

Obecnie niewiele wiadomo na temat fizjologicznej roli

MDM2 [5].
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Produkt bia∏kowy MDM2 jest onkoproteinà o ma-

sie 90 kDa, fizycznie zwiàzanà z p53 i hamujàcà czyn-

noÊç wtp53. W fibroblastach mysich wykazano, ˝e nad-

mierna ekspresja bia∏ka mdm2 mo˝e si´ wiàzaç z transfor-

macjà nowotworowà [3]. Bia∏ka mdm2 i p53 tworzà

autoregulacyjnà p´tl´ sprz´˝enia zwrotnego, w której p53

zwi´ksza st´˝enie mdm2, natomiast mdm2 hamuje eks-

presj´ i aktywnoÊç p53 [3, 6, 7]. Mdm2 odgrywa istotnà ro-

l´ nie tylko w jàdrze (tworzàc kompleks z wt lub mtp53)

[3, 5], lecz tak˝e poprzez dzia∏ania mi´dzykomórkowe

[8].

Rokownicze znaczenie ekspresji bia∏ka mdm2 u cho-

rych na NDKRP leczonych operacyjnie pozostaje nieja-

sne, zw∏aszcza w powiàzaniu z wyst´powaniem bia∏ka p53.

Higashiyama i wsp. [9] sugerowali, ˝e nadmierna ekspre-

sja bia∏ka mdm2 skojarzona z brakiem ekspresji bia∏ka

p53 – paradoksalnie wiàza∏a si´ z lepszym rokowaniem.

Jednak w innych badaniach obecnoÊç bia∏ka mdm2 zwià-

zana by∏a z przerzutami do w´z∏ów ch∏onnych [10] lub

nie mia∏a wp∏ywu na prze˝ycie [11]. Ze wzgl´du na to,

˝e wartoÊç rokownicza ekspresji bia∏ka mdm2 stanowi

wcià˝ przedmiot kontrowersji, postanowiliÊmy oceniç t´

kwesti´ u chorych na NDKRP poddanych resekcji mià˝-

szu p∏ucnego.

Materia∏ i metody

Badana grupa sk∏ada∏a si´ ze 123 chorych na NDKRP, u których
w latach 1994-1998 wykonywano doszcz´tnà resekcj´ mià˝szu
p∏ucnego w Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej Akademii Me-
dycznej w Gdaƒsku. Próbki guzów utrwalane by∏y w formalinie
a nast´pnie zatapiane w parafinie. Trzech niezale˝nych patolo-
gów (A.K., K.H.W. i C.B.), na podstawie wycinków barwionych
hematoksylinà-eozynà, ocenia∏o typ i stopieƒ zró˝nicowania no-
wotworu. Stopieƒ zaawansowania choroby (pTNM) okreÊlano po
badaniu patologicznym guza pierwotnego i regionalnych w´-
z∏ów ch∏onnych.

Ekspresj´ bia∏ek mdm2 [12] i p53 [13] oceniano immunohi-
stochemicznie przy u˝yciu metod opisanych w poprzednich pra-
cach naszego zespo∏u. Stosowano przeciwcia∏a monoklonalne:
klon IF2 – przeciwko mdm2 i Pab 1801 – przeciwko p53 firmy
Oncogene Science. Preparaty wybarwione metodami immunohi-
stochemicznymi oceniane by∏y przez dwóch niezale˝nych obser-
watorów (K.H.W. i C.B.). ObecnoÊç bia∏ka mdm2 w jàdrach ko-
mórkowych, niezale˝nie od jej nasilenia, uznawana by∏a za wynik
dodatni (≥1%). Baza danych obejmowa∏a nast´pujàce cechy:
wiek i p∏eç chorych, palenie tytoniu, typ histologiczny i stopieƒ
zró˝nicowania guza, stopieƒ zaawansowania nowotworu w skali
pTNM, dat´ zabiegu operacyjnego, leczenie uzupe∏niajàce, dat´
i lokalizacj´ nawrotu choroby, informacj´ o prze˝yciu obejmujà-
cà ostatnià obserwacj´ lub dat´ zgonu, a tak˝e ekspresj´ bia∏ek
mdm2 i p53.

S t a t y s t y k a

Zwiàzek pomi´dzy ekspresjà mdm2 i p53 a cechami klinicznymi
oceniono za pomocà testów chi2 i Fishera. Czas prze˝ycia do
nawrotu choroby (disease-free survival – DFS) obliczano od dnia
zabiegu operacyjnego do dnia stwierdzenia nawrotu lub do dnia
zgonu, w zale˝noÊci od tego, które z tych zdarzeƒ wystàpi∏o
wczeÊniej. Ca∏kowity czas prze˝ycia (overall survival – OS) obli-
czano od dnia zabiegu operacyjnego do dnia ostatniej obserwa-
cji lub dnia zgonu. Analizà prze˝ycia obj´to wszystkich zmar-
∏ych chorych, niezale˝nie od przyczyny zgonu. Krzywe prze˝ycia

sporzàdzano przy u˝yciu metody Kaplana–Meiera i porówny-
wano za pomocà testu log-rank. Analiz´ wieloczynnikowà prze-
prowadzono przy u˝yciu modelu regresji Coxa, przy czym za
znamienne uwa˝ane by∏y wartoÊci p poni˝ej 0,05.

Wyniki

Ekspresj´ bia∏ka mdm2 w jàdrze wykryto w 40 próbkach

(33%). Wspó∏wyst´powanie bia∏ek mdm2 i p53 wykryto

w 19 przypadkach (15%). Nie zaobserwowano zale˝noÊci

pomi´dzy ekspresjà bia∏ek mdm2 i p53, niezale˝nie od

przyj´tego punktu odci´cia.

W analizie chi2 nie stwierdzono zale˝noÊci pomi´-

dzy ekspresjà bia∏ka mdm2 (analizowanà pojedynczo lub

∏àcznie z p53) a cechami klinicznymi obejmujàcymi wiek

i p∏eç chorych, stopieƒ zaawansowania klinicznego no-

wotworu, typ histologiczny oraz stopieƒ zró˝nicowania

guza (Tab. I). Poniewa˝ tylko 6 chorych (5%) w bada-

nej grupie nigdy nie pali∏o papierosów, nie oceniono za-

le˝noÊci pomi´dzy ekspresjà bia∏ka mdm2 i na∏ogiem pa-

lenia tytoniu.

Tab. 1. Zale˝noÊç pomi´dzy wyst´powaniem bia∏ka mdm2 
a cechami klinicznymi chorych (test chi2)

Cecha mdm2 (-) mdm2 (+) p

Wiek

>60 lat 41 15 0.29

≤60 lat 42 25

P∏eç

kobiety 20 11 0.85

m´˝czyêni 63 29

Stopieƒ zaawansowania 

klinicznego

I 39 17 0.77

II 6 5

IIIA 35 16

IIIB + IV 3 2

Postaç histologiczna raka

p∏askonab∏onkowy 41 23 0.48

gruczolakorak 24 3

wielkokomórkowy 10 2

gruczo∏owo-p∏askonab∏onkowy 8 2

Stopieƒ zró˝nicowania raka

G1 13 7 0.86

G2 50 22

G3 20 11

p53

(-) 39 21 0.70

(+) 44 19

Do chwili przeprowadzenia niniejszej analizy (czer-

wiec 2005 r.) u 29 chorych (24%) nie stwierdzono na-

wrotu choroby. Mediana DFS dla ca∏ej grupy wynosi∏a

28 miesi´cy, a prawdopodobieƒstwo rocznego i pi´ciolet-

niego DFS – odpowiednio 61% i 31%. Mediana DFS

wÊród pacjentów z ekspresjà i bez ekspresji bia∏ka mdm2

wynosi∏a odpowiednio 12 i 31 miesi´cy, a prawdopo-

dobieƒstwo pi´cioletniego DFS – odpowiednio 25%

i 35% (p=0,22). Nie zaobserwowano ró˝nic pod wzgl´-

dem DFS pomi´dzy czterema mo˝liwymi fenotypami

316



mdm2/p53 (mdm2-/p53-, mdm2-/p53+, mdm2+/p53-,

mdm2+/p53+) (Tab. II).

W chwili wykonywania analizy, przy medianie czasu

obserwacji wynoszàcej 71 miesi´cy (zakres od 52 do 113),

˝y∏o 31 chorych (25%). Mediana OS dla ca∏ej grupy wy-

nosi∏a 34 miesiàce, a prawdopodobieƒstwo prze˝ycia jed-

nego roku i pi´ciu lat – odpowiednio 70% i 35%. Me-

diana OS w grupie chorych z ekspresjà i bez ekspresji

mdm2 wynosi∏a odpowiednio 16 i 38 miesi´cy, a prawdo-

podobieƒstwo prze˝ycia pi´ciu lat – odpowiednio 24%

i 40% (p=0,17).

Nie zaobserwowano istotnych ró˝nic w czasie ca∏ko-

witego prze˝ycia pomi´dzy poszczególnymi grupami pa-

cjentów o czterech mo˝liwych fenotypach mdm2/p53

(Tab. II). Ca∏kowite prze˝ycie oraz czas do nawrotu cho-

roby by∏y jednak nieznamiennie d∏u˝sze w grupie cho-

rych z fenotypem mdm2-/p53+ (rysunki 1A. i 1B.).

W analizie jedno- i wieloczynnikowej stopieƒ za-

awansowania klinicznego nowotworu oraz stopieƒ jego

zró˝nicowania by∏y niezale˝nymi czynnikami rokowniczy-

mi dla DFS i OS (Tab. III).
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Tab. II. Wp∏yw obecnoÊci bia∏ka mdm2 i p53 na czas do nawrotu choroby oraz na ca∏kowity czas prze˝ycia

Podgrupy chorych Liczba (%) Czas do nawrotu choroby Ca∏kowity czas prze˝ycia

p WR p WR

(95% ZU) (95% ZU)

mdm2-/p53- 39 (32%)

vs pozostali 0,72 1,08 (0,64-1,52) 0,67 1,10 (0,66-1,54)

mdm2-/p53+ 44 (36%)

vs pozostali 0,14 0,72 (0,29-1,15) 0,09 0,69 (0,24-1,12)

mdm2+/p53- 21 (17%)

vs pozostali 0,37 1,27 (0,75-1,79) 0,28 1,34 (0,83-1,86)

mdm2+/p53+ 19 (15%)

vs pozostali 0,52 1,20 (0,66-1,76) 0,51 1,20 (0,65-1,76)

WR – wspó∏czynnik ryzyka, 95% ZU – zakres ufnoÊci

Tab. III. Analiza wieloczynnikowa obejmujàca wp∏yw analizowanych cech
na czas do nawrotu oraz na ca∏kowity czas prze˝ycia

Cecha Czas do nawrotu choroby Ca∏kowity czas prze˝ycia

p WR (95% ZU) p WR (95% ZU)

P∏eç 0,77 0,94 (0,53-1,35) 0,93 0,98 (0,57-1,39)

Wiek 0,07 1,40 (1,03-1,76) 0,06 1,50 (1,12-1,87)

Postaç histologiczna raka 0,42 1,06 (0,92-1,21) 0,50 1,05 (0,90-1,20)

Stopieƒ zaawansowania

klinicznego <0,001 1,52 (1,36-1,69) <0,001 1,58 (1,40-1,74)

Stopieƒ zróznicowania raka 0,01 1,47 (1,17-1,77) 0,003 1,60 (1,30-1,92)

Ekspresja bia∏ka mdm2 0,56 0,84 (0,51-1,27) 0,75 0,94 (0,56-1,32)

Ekspresja bia∏ka p53 0,64 0,92 (0,58-1,27) 0,67 0,93 (0,58-1,28)

WR – wspó∏czynnik ryzyka, 95% ZU – 95% zakres ufnoÊci

Ryc. 1A. Krzywa prze˝ycia Kaplana-Meyera dla fenotypu

p53(+)/mdm2(–) w porównaniu do pozosta∏ych chorych 

– czas do nawrotu choroby

Ryc. 1B. Krzywa prze˝ycia Kaplana-Meyera dla fenotypu

p53(+)/mdm2(–) w porównaniu do pozosta∏ych chorych 

– ca∏kowity czas prze˝ycia



Dyskusja

W naszym badaniu ekspresj´ bia∏ka mdm2 stwierdzono

w 33% przypadków NDKRP. Cz´stoÊç wyst´powania eks-

presji mdm2 w innych badaniach dotyczàcych raka p∏uca

wykazywa∏a du˝e zró˝nicowanie w granicach od 6% do

78% [9–11, 14–16]. Tak znaczne rozbie˝noÊci mogà byç

spowodowane kilkoma czynnikami. Wydaje si´, ˝e jed-

nym z nich mo˝e byç rodzaj przeciwcia∏a pierwotnego

oraz systemu detekcyjnego. W przedstawionej pracy zasto-

sowano technik´ APAAP (alkaline phosphatase anti-al-

kaline phosphatase), podczas gdy inni autorzy stosowali

system kompleksów ABC (avidin-biotin-peroxidase) [9,

14] lub SAB (streptavidin-biotin-peroxidase) [11, 17]. Po-

dobnie jak w przypadku innych prac [9, 10, 14, 15, 17],

w niniejszym badaniu do wykrywania bia∏ka mdm2 stoso-

wano klon IF2. Przeciwcia∏o to rozpoznaje –NH2-koƒco-

wy region mdm2. Inni autorzy stosowali klon 1B10 rozpo-

znajàcy –COOH-koƒcowy region bia∏ka mdm2 [10, 15]

lub klon SMP14, rozpoznajàcy epitopy mdm2 zlokalizo-

wane pomi´dzy aminokwasami 154 i 167 mdm2 [11]. Po-

niewa˝ dost´pne przeciwcia∏a przeciwko bia∏ku p53 nie

rozró˝niajà rodzaju nagromadzonego bia∏ka p53 (typu

„dzikie” lub zmutowane), w badaniach dotyczàcych eks-

presji tego bia∏ka w NDKRP nie mo˝na okreÊliç mechani-

zmu jego gromadzenia. Podobnie nieznana pozostaje

przyczyna nadmiernej ekspresji mdm2, zw∏aszcza w kon-

tekÊcie autoregulacyjnej p´tli sprz´˝enia zwrotnego

z udzia∏em mdm2 i p53.

W przedstawionej pracy za dodatnie uznawaliÊmy

jedynie te próbki, w których ekspresja bia∏ka mdm2 doty-

czy∏a jàder komórkowych. Niektórzy autorzy do tej ka-

tegorii zaliczali tak˝e lokalizacj´ bia∏ka poza jàdrem, np.

w cytoplazmie [14]. Ró˝ne by∏y tak˝e punkty odci´cia.

Poszczególni autorzy za dodatnie uznawali próbki, w któ-

rych ekspresja wyst´powa∏a w >0% [14], >5% [18] lub

>10% komórek nowotworowych [9, 10, 15]. Marchetti

i wsp. [14] nie podali punktu odci´cia dla mdm2, nato-

miast dla bia∏ka p53 wartoÊç ta wynosi∏a >50%. Wszystkie

te czynniki uniemo˝liwiajà przeprowadzenie miarodaj-

nej, wspólnej analizy wyników uzyskanych w poszczegól-

nych badaniach.

Wspó∏wyst´powanie bia∏ka mdm2 i p53 oceniano je-

dynie w kilku badaniach. W pi´ciu z nich [9, 10, 15, 16, 19]

nie stwierdzono zale˝noÊci pomi´dzy ekspresjà tych bia∏ek

natomiast w jednym obecnoÊç mdm2 by∏a zwiàzana z sil-

nà ekspresjà p53 [14]. W naszym badaniu wspó∏wyst´-

powanie mdm2 i p53 zaobserwowano w 15% przypad-

ków. Nie stwierdzono zale˝noÊci pomi´dzy ekspresjà obu

bia∏ek, nawet po uwzgl´dnieniu najsilniejszej ekspresji

p53 (>50%). Niektórzy autorzy sugerowali, ˝e funkcja

mdm2 wykracza poza regulacj´ p53 [10]. Istnieje prawdo-

podobieƒstwo, ˝e mdm2 mo˝e odgrywaç niezale˝nà od

p53 rol´ w powstawaniu nowotworu, oraz ˝e nadmierna

ekspresja tego protoonkogenu mo˝e prowadziç do prze-

kszta∏cenia nowotworowego, nawet jeÊli nie wyst´pujà in-

ne zaburzenia genetyczne [8].

W przedstawionej pracy, podobnie jak w materiale

Ko i wsp. [11], nie zaobserwowaliÊmy zale˝noÊci pomi´dzy

ekspresjà mdm2 i p53 a cechami klinicznymi chorych (za-

równo we wspólnej, jak i w pojedynczej analizie obu bia-

∏ek). Niektóre badania wykaza∏y silniejszà ekspresj´ bia∏-

ka mdm2 w gruczolakorakach p∏uca [9, 14], w innych na-

tomiast (w tym tak˝e w naszym) nie uda∏o si´ wykazaç

takiej zale˝noÊci [11, 16, 17]. Podobnie jak inni autorzy [9,

19], nie zaobserwowaliÊmy zale˝noÊci pomi´dzy mdm2

a stopniem zró˝nicowania guza lub stopniem zaawanso-

wania nowotworu. Cz´stsze wyst´powanie przerzutów do

w´z∏ów ch∏onnych towarzyszàce nadekspresji mdm2

(p<0,005), jak i fenotypowi mdm2+/p53+ (p<0,001)

opisali Gorgoulis i wsp. [10]. Akiawa i wsp. [16] wykazali

natomiast, ˝e obecnoÊç bia∏ka mdm2 wià˝e si´ z ekspre-

sjà bia∏ka p21WAF1/CIP1 i stopniem zaawansowania choroby,

lecz nie z obecnoÊcià bia∏ka p53.

W badanej grupie chorych nie zaobserwowaliÊmy

wp∏ywu ekspresji mdm2 na DFS oraz OS. Wed∏ug naszej

wiedzy opublikowano tylko pi´ç badaƒ oceniajàcych eks-

presj´ bia∏ka mdm2 w NDKRP, z których tylko trzy obej-

mowa∏y analiz´ wartoÊci rokowniczej tej cechy.

Wspólna analiza ekspresji mdm2 i p53 w naszym

materiale nie wykaza∏a wartoÊci rokowniczej któregokol-

wiek z badanych fenotypów. Obserwacj´ t´ nale˝y jed-

nak interpretowaç ostro˝nie ze wzgl´du na stosunkowo

niewielkà liczb´ chorych w poszczególnych podgrupach.

Akiawa i wsp. [16] nie zaobserwowali wartoÊci rokow-

niczej ekspresji mdm2/p53 u 112 chorych na NDKRP, po-

mimo cz´stszego wyst´powania nadmiernej ekspresji

mdm2 w chorobie zaawansowanej. Ko i wsp. [11] nie

wykazali wp∏ywu ekspresji bia∏ek mdm2 i p53 oraz muta-

cji genu P53 na czas prze˝ycia, jakkolwiek obecnoÊç

MDM2mRNA by∏a zwiàzana z lepszym rokowaniem. Hi-

gashiyama i wsp. [9] sugerowali, ˝e wy∏àczna ekspresja

mdm2 nie mia∏a wp∏ywu na czas prze˝ycia (p=0,62), jed-

nak fenotyp mdm2+/p53– by∏ zwiàzany z lepszym roko-

waniem (p=0,039). Gorgoulis i wsp. [10] wykazali gor-

sze rokowanie i cz´stsze przerzuty do w´z∏ów ch∏onnych

w przypadku fenotypu mdm2+/p53+, lecz badanie to nie

obejmowa∏o analizy prze˝ycia.

Podsumowujàc, wyniki naszego badania sugerujà, ˝e

kliniczne znaczenie ekspresji bia∏ka mdm2 pozostaje wàt-

pliwe, niezale˝nie od wyst´powania lub braku ekspresji

bia∏ka p53.
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