
Defekty genowe w raku p´cherza moczowego – pro-
gnostyczne znaczenie mutacji i zaburzeƒ ekspresji
genu p53

Nowotwory z∏oÊliwe stanowià, po schorzeniach uk∏adu
krà˝enia, najcz´stszà przyczyn´ zgonów w Polsce. Jed-
nym z powa˝nych problemów spo∏ecznych sà nowotwory
p´cherza moczowego. Niezale˝nie od sposobu leczenia
tego nowotworu wyniki nie sà zadawalajàce, a Êmiertel-
noÊç wysoka, pomimo nowoczesnych, zintegrowanych me-
tod terapii. W 1996 roku w Polsce zarejestrowano 3070

przypadków raka p´cherza moczowego wÊród m´˝czyzn,
co stanowi 5,4% wszystkich zachorowaƒ na nowotwory
[1]. Przyczyny powstawania tego nowotworu nie zosta∏y
w pe∏ni wyjaÊnione. Do najwa˝niejszych czynników ryzyka
nale˝y wiek, p∏eç, palenie papierosów, dieta, przewlek∏y
stan zapalny oraz kontakt z aminami aromatycznymi
w niektórych grupach zawodowych, zw∏aszcza osób
o zwi´kszonej podatnoÊci osobniczej, tj. osób z powol-
nym fenotypem acetylacji ksenobiotyków [2].

Nowotwory p´cherza moczowego to raki powierz-
chowne, zbudowane z nab∏onka przejÊciowego (90%),
5-10% to raki p∏askonab∏onkowe i 2-3% to raki o utkaniu
gruczo∏owym. Wi´kszoÊç nowotworów ma poczàtkowo
charakter brodawczakowaty i nie wykazuje naciekania
g∏´bszych warstw p´cherza. Guzy naciekajàce mi´Êniówk´
wyst´pujà u 30% pacjentów i sà zwiàzane ze znacznie
gorszym rokowaniem [3]. Dobrze rokujà raki powierz-
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Rak p´cherza moczowego jest jednym z najcz´Êciej spotykanych nowotworów uk∏adu moczowego w Polsce. Ustalenie roko-
wania w raku przejÊciowokomórkowym p´cherza moczowego jest trudne ze wzgl´du na jego heterogennoÊç. Nowotwór
o jednakowych parametrach klinicznych mo˝e wykazywaç odmienny sposób progresji. Sk∏ania to do poszukiwania markerów
biologicznych, które u∏atwià ocen´ z∏oÊliwoÊci danego nowotworu i tym samym rokowanie. SpoÊród wielu defektów genowych,
zwiàzanych z progresjà nowotworu, analiza genu p53 i jego produktu bia∏kowego wydaje si´ byç niezwykle istotna. Mutacje
w genie p53 obserwuje si´ u 50% pacjentów. Celem niniejszego opracowania jest analiza opublikowanych danych dotyczàcych
prognostycznego znaczenia genu p53 w raku p´cherza moczowego. Z danych tych wynika, ˝e istnienie korelacji pomi´dzy utra-
tà funkcji przez bia∏ko p53, a zaawansowanym stadium choroby nowotworowej umo˝liwia wykorzystanie genu p53 jako mar-
kera nowotworowego w raku p´cherza moczowego.

Gene defects in bladder carcinoma – prognostic implications of the p53 gene mutations
and alterations in the p53 gene product expression

Bladder cancer is one of the most common cancers of the urinary tract in Poland. Transitional cell carcinoma of the bladder
is heterogenous and its clinical behavior is difficult to predict. Tumors with similar clinicopathological parameters display dif-
ferent progression patterns. There is a need for biological markers that will help characterize the malignant potential of a gi-
ven tumor and, thus, determine its prognosis. Among numerous types of gene defects associated with tumor progression, ana-
lysis of p53 gene and/or p53 gene product appeares to be very important. p53 mutations are observed in 50% of patients. The
objective of the present analysis was to review published literature on the association of p53 alterations and prognosis of pa-
tients with bladder cancer. Presence of the correlation between loss of p53 function and tumor progression implicates that p53
gene may be used as a clinically relevent tumor marker for bladder cancer.
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chowne, bez naciekania mi´Ênia p´cherza moczowego,
jakkolwiek ryzyko nawrotu po zastosowanej elektrore-
sekcji przezcewkowej si´ga 70%, a 10-45% guzów nawro-
towych ulega progresji [4, 5]. U cz´Êci pacjentów (15-30%)
nowotwór w chwili rozpoznania jest guzem inwazyjnym
i je˝eli nie zostanie zastosowane leczenie radykalne, to
u ponad po∏owy z nich rozwinà si´ przerzuty w ciàgu 2 lat.
Przy obecnym stanie wiedzy medycznej tylko wczesne roz-
poznanie nowotworu p´cherza moczowego mo˝e przy-
czyniç si´ do poprawy ostatecznych wyników leczenia.
Bezobjawowy poczàtek i skryty przebieg choroby nowo-
tworowej sprawiajà, ˝e zadanie to jest bardzo trudne.

Du˝e nadzieje wià˝e si´ z badaniami nad molekular-
nymi podstawami chorób nowotworowych, które wska-
zujà, ˝e sà one wynikiem akumulacji mutacji w genach,
istotnych z punktu widzenia prawid∏owego funkcjonowa-
nia komórki. Geny te zaliczane sà do klasy onkogenów
i genów supresorów transformacji nowotworowej. Ak-
tywnoÊç proliferacyjna komórek normalnych jest wyni-
kiem równowagi pomi´dzy protoonkogenami promujà-
cymi wzrost, a supresorami transformacji nowotworowej,
hamujàcymi podzia∏y komórkowe. Zaburzenie tego stanu,
najcz´Êciej wynik mutacji punktowych, delecji genu, fuzji
genowej, powstajàcej jako rezultat translokacji chromoso-
mowej oraz amplifikacji genu, prowadzàcej do zwielo-
krotnienia liczby kopii genu, sprzyja transformacji nowo-
tworowej. Konsekwencjà mutacji, które aktywujà komór-
kowe protoonkogeny, jest niekontrolowany wzrost,
charakterystyczny dla komórek rakowych, podczas gdy
w przypadku supresorów transformacji nowotworowej,
uszkodzenia genetyczne prowadzà do ich inaktywacji, eli-
minujàc tym samym czynniki negatywnie regulujàce pro-
liferacj´ komórek. Nale˝y tak˝e zwróciç uwag´ na geny
bioràce udzia∏ w rozpoznawaniu i naprawie uszkodzeƒ
DNA, albowiem ich inaktywacja w wyniku mutacji wp∏ywa
na wzrost cz´stoÊci mutacji w onkogenach i supresorach
transformacji nowotworowej.

Badania dotyczàce anomalii genetycznych i/lub mo-
lekularnych majà na celu opracowanie klasyfikacji mole-
kularnej, która w przysz∏oÊci mog∏aby uzupe∏niç istniejà-
cà klasyfikacj´ anatomopatologicznà. W chwili obecnej
analiza cytologiczna, uzupe∏niona cystoskopià, jest g∏ów-
nym narz´dziem diagnostycznym raka p´cherza moczowe-
go, zaÊ stopieƒ zaawansowania oraz z∏oÊliwoÊci sà naj-
bardziej wiarygodnymi wskaênikami, jakkolwiek wydaje
si´, ˝e proangiogenny czynnik wzrostu Êródb∏onka na-
czyƒ (VEGF – ang. Vascular Endothelial Growth Factor)
mo˝e byç wykorzystany jako wskaênik nawrotu w przy-
padku formy powierzchownej tego nowotworu [6]. Wyso-
ka czu∏oÊç markerów molekularnych, zw∏aszcza w przy-
padku nowotworów o ni˝szym stopniu zaawansowania
i z∏oÊliwoÊci, umo˝liwia wykorzystanie ich w testach uzu-
pe∏niajàcych badania cytologiczne lub histopatologiczne,
czyniàc je tym samym narz´dziem pomocnym w ustaleniu
rozpoznania [7-9]. Obecnie trwajà intensywne poszuki-
wania markerów prognostycznych i predykcyjnych, które
mog∏yby a priori oceniç skutecznoÊç terapii. Zrozumie-
nie zaÊ mechanizmów kancerogenezy umo˝liwia opraco-
wanie nowych, skutecznych metod leczenia.

Defekty genowe w raku p´cherza moczowego

Defekty genowe sà zjawiskiem powszechnie obserwowa-
nym w przypadku raka p´cherza moczowego. Analizy ka-
riotypowe wykaza∏y aberracje, dotyczàce liczby chromoso-
mów 7, 8, 9 oraz aberracje strukturalne w chromosomach
3, 5, 8, 9, 11, 17, 18, zlokalizowane g∏ównie w regionach
kodujàcych onkogeny lub supresory transformacji nowo-
tworowej [10]. Geny ulegajàce amplifikacji, delecji lub
mutacjom w raku p´cherza moczowego zosta∏y przedsta-
wione w Tabeli nr 1. Ca∏kowita utrata chromosomu 9 ob-
serwowana jest w 50% przypadków raka p´cherza mo-
czowego, zaÊ delecje obserwowane w tym chromosomie,
prowadzàce do utraty heterozygotycznoÊci (ang. loss of
heterozygosity, LOH), stanowià najcz´Êciej wyst´pujàcà
aberracj´ w przypadku powierzchownego raka przejÊcio-
wokomórkowego (TCC), niezale˝nie od jego stopnia za-
awansowania i z∏oÊliwoÊci [11]. Zmiany genowe pojawia-
jà si´ ju˝ w poczàtkowych stadiach choroby nowotworowej
i sà g∏ównie zwiàzane z delecjami locus 9p21 chromosomu
9, spotykanymi w pierwotnych guzach p´cherza moczowe-
go w 70% przypadków [11]. Ich obecnoÊç zaobserwowano
tak˝e w przypadku formy brodawczakowatej oraz raka in
situ. Delecje te inaktywujà gen p16 (CDKN2/INK4A), jak
równie˝ dwa inne geny, le˝àce w tym samym regionie,
kodujàce bia∏ka p14ARF oraz p15. Wymienione powy-
˝ej bia∏ka pe∏nià funkcj´ supresorów transformacji no-
wotworowej i mogà byç inaktywowane równoczeÊnie na
skutek delecji homozygotycznych [12]. Równie˝ w ramie-
niu d∏ugim chromosomu 9 (9q) w locus 9q13-9q33 wy-
st´pujà delecje, które przypuszczalnie inaktywujà szereg
innych genów supresorowych [13]. Utrata fragmentów
ramienia krótkiego chromosomu 11 (11p) towarzyszy pro-
gresji nowotworu ze stadium Ta do T1, a chromosomu
17p zwiàzana jest ze stadium naciekania b∏ony mi´Êniowej
p´cherza moczowego [14]. W niektórych przypadkach
zmiany genowe chromosomu 9q sà zjawiskiem wtórnym
w stosunku do pojawiajàcych si´ wczeÊniej mutacji w ko-
lejnym genie supresorowym, tj. genie kodujàcym bia∏ko
p53. Zjawisko to jest obserwowane w zmianach dyspla-
stycznych oraz raku in situ [15]. Sekwencja zmian geno-
wych, towarzyszàcych progresji raka p´cherza moczowego,
zosta∏a przedstawiona na rycinie 1.

Ryc. 1. Schemat przedstawiajàcy zmiany genowe w progresji formy
brodawczakowatej oraz raka in situ (wg Spruck i wsp., 1994 – zmodyf.)
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Integralnà cz´Êcià transformacji nowotworowej sà
zaburzenia mikrosatelitarnego DNA. Mikrosatelity sà
wysoce polimorficznymi regionami DNA, sk∏adajàcymi
si´ z tandemowych powtórzeƒ sekwencji 1-5 nukleotydo-
wej, równomiernie rozproszonymi w genomie [16]. Zmia-
ny w liczbie powtórzeƒ na skutek insercji lub delecji mo-
tywów powtórzeƒ, cz´stokroç wynik mutacji w genach
mutatorowych, obserwowane sà w wielu chorobach nowo-
tworowych, w tym, w raku p´cherza moczowego [16]. Wy-
korzystujàc polimorficzne markery mikrosatelitarne, nie-
stabilnoÊç mikrosatelitarnà (ang. microsatellite instabili-
ty, MSI) i/lub utrat´ heterozygotycznoÊci wykazano w 96%
przypadków raka p´cherza moczowego [8]. Ponadto, Sar-
di i wsp. na podstawie analizy mikrosatelitarnej raka p´-
cherza moczowego, z wykorzystaniem zestawu 12 mikro-
satelitów, wykazali, ˝e czu∏oÊç tej metody w przypadku
stopnia z∏oÊliwoÊci G1, G2 i G3 wynosi odpowiednio 50,
50 i 81,8%, a w przypadku nowotworów Ta-T1 i T2-T4
wynosi 60 i 72,7% [17]. Bardzo obiecujàce jest równie˝
wykorzystanie analizy sekwencji mikrosatelitarnych do
badaƒ DNA nowotworowego, wyst´pujàcego w p∏ynach
ustrojowych, takich jak mocz, surowica, plazma [18]. O za-
stosowaniu tego rodzaju analizy w diagnostyce i progno-
styce nowotworów zadecydujà dalsze badania, majàce na
celu wytypowanie specyficznych markerów mikrosateli-
tarnych o du˝ej czu∏oÊci.

Potencjalnym markerem progresji nowotworu jest
gen Rb, zlokalizowany w chromosomie 13 [19]. Utrata
funkcji tego genu w wyniku LOH lub mutacji zwiàzana
jest z rozwojem siatkówczaka, kostniakomiesaka, mi´saka
tkanek mi´kkich, raka p∏uc oraz prostaty. Gen ten, nale-
˝àcy do supresorów transformacji nowotworowej, odgry-
wa istotnà rol´ w regulacji cyklu komórkowego, a jego
inaktywacja obserwowana jest u 1/3 chorych na raka p´-
cherza moczowego [20]. Cairns i wsp. wykazali, ˝e nowo-
twory z nieaktywnym genem Rb charakteryzowa∏y si´
wi´kszà agresywnoÊcià oraz progresjà w raka inwazyjnego
[19]. Ponadto wykazano, ˝e pi´cioletnie prze˝ycie jest
znacznie krótsze w grupie pacjentów nie ujawniajàcych
ekspresji genu Rb, w porównaniu z grupà wykazujàcà nor-
malny poziom ekspresji (p<0,001) [20]. WartoÊç progno-
stycznà ma tak˝e bia∏ko p21 – inhibitor kinaz zale˝nych od
cyklin. Bia∏ko p21 znajduje si´ pod kontrolà supresora
transformacji nowotworowej – genu p53, aczkolwiek p21
mo˝e tak˝e funkcjonowaç niezale˝nie od p53 [21,22]. In-

aktywacja genu p53 prowadzi do zahamowania ekspresji
p21 i w konsekwencji do niekontrolowanego wzrostu ko-
mórek. Stein i wsp. wykazali, ˝e w raku p´cherza moczo-
wego ekspresja genu p21 jest czynnikiem prognostycz-
nym, niezale˝nym od stopnia zaawansowania i z∏oÊliwoÊci
oraz zaanga˝owania w´z∏ów ch∏onnych [22]. W Êwietle
tych badaƒ inaktywacja genu p53 oraz brak bia∏ka p21
zwiàzane sà z wi´kszym prawdopodobieƒstwem wystà-
pienia wznowy oraz skróceniem czasu prze˝ycia w po-
równaniu z przypadkami, w których obserwuje si´ nor-
malnà ekspresj´ genu p21 oraz brak aktywnoÊci bia∏ka
p53 [22].

Z∏a prognoza w raku p´cherza moczowego zwiàzana
jest z nadekspresjà receptora naskórkowego czynnika
wzrostu (ang. Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR),
kodowanego przez gen c-erbB-1 [23]. Nowotwór, w któ-
rym stwierdza si´ nadmiernà ekspresj´ EGFR, przebiega
agresywniej. Wyrazem tego jest skrócenie okresu wolnego
od wznowy i ca∏kowitego prze˝ycia [24]. Wykazano rów-
nie˝, ˝e nadekspresja EGFR zwiàzana jest z wysokim
stopniem zaawansowania i z∏oÊliwoÊci, i jest niezale˝nym
czynnikiem prognostycznym [25], jakkolwiek badania
Nguyen i wsp. nie potwierdzajà tego zwiàzku [26]. Po-
nadto wydaje si´, ˝e EGFR jest dobrym czynnikiem pre-
dykcyjnym, gdy˝ jego wysoki poziom zwiàzany jest z lepszà
odpowiedzià na chemioterapi´.

Zwi´kszona agresywnoÊç jest wynikiem zmniejsze-
nia si´ iloÊci czàsteczki adhezyjnej – kadheryny E [27].
Obni˝onà ekspresj´ tego bia∏ka zaobserwowano w 76%
nowotworów inwazyjnych p´cherza moczowego [27].Wy-
kazano, ˝e zmniejszona ekspresja kadheryny E zwiàzana
jest ze zwi´kszonà cz´stoÊcià wznowy w przypadku no-
wotworów Ta-T1 [28] oraz skróconym czasem prze˝ycia
[27]. Poniewa˝ nie wszystkie badania potwierdzajà istnie-
nie przedstawionych powy˝ej korelacji, wartoÊç progno-
styczna kadheryny E w raku p´cherza moczowego jest
kwestionowana [29]. W Êwietle badaƒ Otto i wsp. war-
toÊç prognostyczna zredukowanej ekspresji kadheryny
E wzrasta w po∏àczeniu z analizà wzrostu ekspresji re-
ceptora autokrynnego czynnika ruchliwoÊci, bia∏ka GP78
[30]. W odró˝nieniu od kadheryny E, której poziom ulega
zmniejszeniu, ekspresja transb∏onowej glikoproteiny
CD44 wzrasta w przypadku wielu chorób nowotworo-
wych [31]. CD44 jest bia∏kiem adhezyjnym, wyst´pujà-
cym w ró˝nych izoformach, b´dàcych wynikiem alterna-

Tab. I. Geny bioràce udzia∏ w procesie onkogenezy p´cherza moczowego oraz znaczenie kliniczne obserwowanych defektów genowych

Locus Geny bioràce udzia∏ w onkogenezie Defekty genowe Znaczenie kliniczne
p´cherza moczowego 

3p25 VHL LOH / amplifikacja Niski stopieƒ zaawansowania i z∏oÊliwoÊci
7p12 c-erbB-1 Amplifikacja Wysoki stopieƒ zaawansowania / progresja / wznowa
8q24 c-myc Amplifikacja Niski stopieƒ zaawansowania i z∏oÊliwoÊci
9p21 CDKN2 LOH Brak jednoznacznych korelacji
11p15.5 Ha-ras Mutacje punktowe Brak jednoznacznych korelacji
11q13 CCND1 Amplifikacja Wczesna wznowa / nowotwór agresywny
13q14 Rb Delecje / LOH Wysoki stopieƒ zaawansowania i z∏oÊliwoÊci / progresja
17p13.1 p53 Mutacje / delecje / LOH Wysoki stopieƒ z∏oÊliwoÊci / progresja
17q21 c-erbB-2 Amplifikacja Wysoki stopieƒ z∏oÊliwoÊci
18q21 DCC LOH / Mutacje Wysoki stopieƒ zaawansowania
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tywnego sk∏adania RNA [32]. ObecnoÊç izoform CD44
wykazano tak˝e w raku p´cherza moczowego [31]. Z naj-
nowszych badaƒ, opartych na analizie tkanki nowotworo-
wej oraz osadów komórkowych z moczu, wynika, ˝e
zwi´kszona ekspresja wariantów CD44, tj. CD44v8-10,
zwiàzana jest z progresjà nowotworu [33], zaÊ zredukowa-
na ekspresja wariantu CD44v6 obserwowana jest w ma∏o
zró˝nicowanych, inwazyjnych TCC [29].

Wskaênikiem niekorzystnego prognozowania w raku
p´cherza moczowego jest amplifikacja onkogenu c-erbB-
-2 (HER2/neu). Produkt tego genu, bia∏ko p185, trans-
-b∏onowa glikoproteina wykazujàca podobieƒstwo do
EGFR, posiada aktywnoÊç kinazy tyrozynowej [34] oraz
zdolnoÊç stymulowania wzrostu komórki [35]. W raku p´-
cherza moczowego zaobserwowano zwiàzek pomi´dzy
zwi´kszonà ekspresjà c-erbB-2, a wy˝szym stopniem za-
awansowania nowotworu [36], progresjà [37], zwi´kszonà
cz´stoÊcià wyst´powania przerzutów [38] oraz skróconym
czasem prze˝ycia [36]. Pomimo, ˝e wi´kszoÊç badaƒ po-
twierdza prognostyczne znaczenie c-erbB-2, istniejà prace,
z których wynika, ˝e ewaluacja tego onkogenu nie ma
znaczenia prognostycznego i tym samym stopieƒ zaawan-
sowania i z∏oÊliwoÊci sà najistotniejszymi czynnikami pro-
gnostycznymi [39]. Znaczenie prognostyczne ekspresji ge-
nu c-myc, wa˝nego regulatora proliferacji komórkowej,
wymaga równie˝ dalszej ewaluacji. Chromosomalne trans-
lokacje oraz amplifikacje genów nale˝àcych do rodziny
myc sà zjawiskiem powszechnie obserwowanym w cho-
robach nowotworowych, a ich zwi´kszona ekspresja pro-
muje proliferacj´ komórkowà [40]. W raku p´cherza mo-
czowego Kotake i wsp.[41] zaobserwowali korelacj´ po-
mi´dzy zwi´kszonà ekspresjà bia∏ka c-Myc i wy˝szym
stopniem zaawansowania nowotworu, z drugiej strony
Lipponen i wsp. [42] wykazali, ˝e amplifikacja onkoge-
nu c-myc, obserwowana w guzach ma∏o zró˝nicowanych,
nie wykazuje wspó∏zale˝noÊci z czasem prze˝ycia i progre-
sjà nowotworu.

Brak korelacji pomi´dzy mutacjami w genie Ha-ras,
spotykanymi u 20-50% pacjentów z rakiem p´cherza mo-
czowego, a stopniem zaawansowania i z∏oÊliwoÊci sprawia-
jà, ˝e mutacje tego onkogenu nie sà zaliczane do najistot-
niejszych zmian molekularnych, le˝àcych u podstaw pro-
cesu kancerogenezy [43]. Jakkolwiek bardzo obiecujàce
jest wykorzystanie osadów komórkowych z moczu do
identyfikacji mutacji w genie Ha-ras oraz nieinwazyjnego
i wczesnego wykrywania raka uk∏adu moczowego [44].

Gen p53 a rak p´cherza moczowego

Na szczególnà uwag´ zas∏uguje gen p53, nazywany stra˝-
nikiem genomu, bioràcy udzia∏ w regulacji cyklu komór-
kowego. Gen ten, zlokalizowany w locus 17p13 chromoso-
mu 17, odgrywa istotnà rol´ w rozwoju raka p´cherza
moczowego [45]. Podstawowà funkcjà bia∏ka p53 jest re-
gulacja transkrypcji, swoista dla normalnej, a nie zmuto-
wanej formy bia∏ka p53 oraz regulacja cyklu komórko-
wego przy przejÊciu z fazy G1 do S [46, 47]. Aktywacja
bia∏ka p53 w wyniku uszkodzenia DNA mo˝e doprowa-
dziç do zatrzymania cyklu komórkowego, umo˝liwiajàc

tym samym napraw´ DNA [48] lub zainicjowaç zapro-
gramowanà Êmierç komórki, czyli apoptoz´ [49]. Do czyn-
ników aktywujàcych bia∏ko p53 nale˝à: cytokiny, niedotle-
nienie, uszkodzenia genetyczne, zmiany w metabolizmie
komórkowym oraz niektóre bia∏ka wirusowe [50, 51]. ZaÊ
funkcja p53 regulowana jest na poziomie transkryp-
cji, translacji poprzez czas pó∏trwania, lokalizacj´ we-
wnàtrzkomórkowà oraz oddzia∏ywanie z innymi bia∏ka-
mi. Istotnà rol´ w aktywnoÊci p53 odgrywa tak˝e fosfory-
lacja N- i C-koƒcowego fragmentu tego bia∏ka [52]. Utrata
regulatorowych funkcji przez bia∏ko p53 uniemo˝liwia,
mi´dzy innymi, indukcj´ genów regulujàcych wycinanie
b∏´dnie sparowanych zasad DNA, rekombinacj´ i segrega-
cj´ chromosomów, prowadzàc tym samym do utraty stabil-
noÊci genetycznej [53]. Powszechnie obserwowanym de-
fektem genowym w komórkach rakowych sà mutacje
w genie p53, które pozostajà w zwiàzku przyczynowym
z procesem kancerogenezy. W dwunastu najcz´stszych
nowotworach zidentyfikowano mutacje somatyczne w ge-
nie p53, wyst´pujàce ogó∏em u 40 do 45% pacjentów [54].
Mutacje w genie p53 nale˝à g∏ównie do mutacji punkto-
wych zmiany sensu, którym bardzo cz´sto towarzyszy utra-
ta heterozygotycznoÊçi (LOH) [54]. Konsekwencjà braku
prawid∏owo funkcjonujàcego bia∏ka p53 jest utrata kon-
troli nad podzia∏ami komórki i naprawà uszkodzeƒ DNA,
prowadzàca do gromadzenia aberracji chromosomowych,
i rozwoju transformacji nowotworowej.

Cz´stoÊç wyst´powania mutacji w genie p53 wzrasta
wraz ze stopniem zaawansowania nowotworu i tak np.
w przypadku raka jelita grubego iloÊç mutacji punkto-
wych roÊnie w miar´ przemiany guza niez∏oÊliwego (ade-
noma) w form´ z∏oÊliwà (carcinoma) [55]. Jakkolwiek
mutacje w genie p53 spotykane sà we wczesnych stadiach
transformacji nowotworowej [56], to jednak ich najwi´k-
sza cz´stoÊç obserwowana jest w przypadku nowotworów
o niskim stopniu zró˝nicowania, co pozwala na wykorzy-
stanie tej cechy w prognostyce [57]. W raku p´cherza mo-
czowego obserwuje si´ korelacj´ pomi´dzy mutacjami
w genie p53 (wyst´pujà u 50% pacjentów), a zró˝nico-
waniem nowotworu i stanem klinicznym pacjenta [58,
59]. Stosunkowo wysokà cz´stoÊç mutacji genu p53 ob-
serwuje si´ w stadium T2 -T4, w porównaniu z T1, co su-
geruje, ˝e mutacje te zwiàzane sà z progresjà nowotworu
[60]. Do analizy mutacji w genie p53 stosuje si´ najcz´Êciej
metod´ SSCP (polimorfizm konformacyjny jednonicio-
wego DNA, ang. Single Strand Conformation Polymor-
phism) oraz sekwencjonowanie DNA. Alternatywnà me-
todà, pozwalajàcà na analiz´ mutacji w genie p53 i cieszà-
cà si´ coraz wi´kszym zainteresowaniem, jest metoda
z wykorzystaniem mikrochipów DNA, inaczej p∏ytek ge-
nowych. Du˝a specyficznoÊç, szybkoÊç oraz niski koszt
tej analizy zosta∏y ostatnio potwierdzone badaniami Wik-
man'a i wsp., którzy wykonali analiz´ mutacji w genie p53
na bazie DNA, pochodzàcego od 140 pacjentów z rakiem
p´cherza moczowego [61]. W raku p´cherza moczowego,
tak jak w przypadku innych nowotworów litych, mutacje
w genie p53 wyst´pujà g∏ównie w egzonach od 5 do 8 [62].
Najcz´Êciej obserwuje si´ mutacje punktowe (tranzycje
lub transwersje) typu: G:C→ A:T 37%, G:C → T:A 4%,
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G:C→ C:G 21%, A:T→G:C 9%, A:T→T:A 3%,
A:T→C:G 2%, delecje/insercje 14%, tranzycje w dinu-
kleotydach CpG 16%, zaÊ kodonem najcz´Êciej ulegajà-
cym mutacjom, jest kodon 280 (Ryc. 2).

Analiza immunohistochemiczna bia∏ka p53 w raku
p´cherza moczowego

Wyd∏u˝enie si´ czasu pó∏trwania bia∏ka p53 z 5-20 minut
do kilku godzin, cz´stokroç wynik zmiany konformacji
pod wp∏ywem mutacji, umo˝liwia wykrycie stabilnego
bia∏ka w jàdrze komórkowym, przy zastosowaniu techni-
ki immunohistochemicznej. Zwiàzek pomi´dzy obecno-
Êcià mutacji, a podwy˝szonym poziomem bia∏ka p53 zosta∏
tak˝e odnotowany w przypadku raka p´cherza moczowe-
go [63]. Nale˝y jednak pami´taç, ˝e nie wszystkie mutacje
punktowe wywo∏ujà podwy˝szenie poziomu bia∏ka p53
[64], jak równie˝ nie sà one jedynym mechanizmem jego
stabilizacji, albowiem modyfikacje kowalencyjne bia∏ka
p53 oraz oddzia∏ywania z licznymi bia∏kami komórkowy-
mi i wirusowymi wp∏ywajà tak˝e na stabilnoÊç p53, regulu-
jàc tym samym jego funkcj´ transaktywacyjnà. Do bia∏ek
komórkowych, wp∏ywajàcych na stabilnoÊç p53, nale˝à:
Mdm2 [65], N-terminalna kinaza c-Jun (JNK) [66], pro-
dukt genu WT1 [67], p300/CBP [68], p19 ARF [69]. Klu-
czowym regulatorem jest bia∏ko Mdm2, które umo˝liwia
przy∏àczenie ubikwityny do niezmutowanego bia∏ka p53
„wyznaczajàc” p53 do degradacji [70]. Z badaƒ Fuchs
i wsp. wynika, ˝e kinaza JNK, poprzez oddzia∏ywanie
z p53, prowadzi tak˝e do ubikwitynacji i proteolitycznego
rozpadu bia∏ka p53 [66]. W odpowiedzi na stres i uszko-
dzenia DNA, fosforylacja bia∏ka p53 przez kinazy DNA-
-PK [71], ATM [72],Chk1 i Chk2 [73] zmienia konforma-
cj´ p53, uniemo˝liwiajàc asocjacj´ z Mdm2 lub JNK i tym
samym degradacj´ p53 [66]. Czynnikami stabilizujàcymi

p53 sà bia∏ka komórkowe p19ARF, WT1 i p300/CBP oraz
bia∏ka wirusowe czyli du˝y antygen T wirusa SV40 [74]
i bia∏ko E1B adenowirusa Ad5 [75].

Akumulacja bia∏ka p53 obserwowana jest zarówno
w raku powierzchownym (TCC) z naciekaniem mi´Êniów-
ki, jak równie˝ w przypadku zmian dysplastycznych i raku
in situ [76, 77]. Podwy˝szony poziom bia∏ka p53 obser-
wowany jest w przedziale od 20% [78] do 63% [79] w ra-
ku p´cherza moczowego. Ponadto w 25% przypadków
akumulacji bia∏ka p53 nie towarzyszy mutacja w kodujà-
cym je genie, zaÊ w 10% stwierdzono obecnoÊç mutacji,
lecz brak zwi´kszonej ekspresji w badaniu immunohisto-
chemicznym. Du˝e rozbie˝noÊci dotyczà tak˝e korelacji
pomi´dzy akumulacjà bia∏ka p53, a stopniem z∏oÊliwoÊci
i zaawansowania nowotworu. ImmunoreaktywnoÊç bia∏ka
p53 wed∏ug niektórych autorów mo˝e byç niezale˝nym
czynnikiem prognostycznym nawrotu choroby w przypad-
ku pacjentów, u których z powodu inwazyjnego raka p´-
cherza moczowego wykonano radykalnà cystektomi´ [80],
podczas gdy inni nie obserwujà korelacji pomi´dzy muta-
cjami w genie p53 i/lub akumulacjà bia∏ka p53, a prze-
biegiem choroby [81, 82]. Tym samym rokownicze zna-
czenie immunohistochemicznej ekspresji bia∏ka p53
w raku p´cherza moczowego jest zagadnieniem kontro-
wersyjnym. SpoÊród 138 artyku∏ów opublikowanych na
ten temat i dost´pnych w bazie Medline w latach 1991-
-1999, obejmujàcych populacj´ 3764 chorych, trudno jest
wyciàgnàç jednoznaczne wnioski dotyczàce prognostycz-
nego aspektu akumulacji bia∏ka p53 w raku p´cherza mo-
czowego [83]. Zgodnie jednak z wi´kszoÊcià badaƒ, immu-
noreaktywnoÊç bia∏ka p53 zwiàzana jest z agresywnym
stadium choroby nowotworowej. Ró˝nice te wynikajà naj-
prawdopodobniej z braku standaryzacji metody oraz ró˝-
nic w sposobach interpretacji obrazów immunohistoche-
micznych. PowtarzalnoÊç oraz dok∏adnoÊç metody w du-
˝ym stopniu zale˝y od sposobu przygotowania i utrwalenia
materia∏u, jak równie˝ zastosowanych przeciwcia∏ anty-
-p53 oraz metody detekcji kompleksu antygen – przeciw-
cia∏o. Ponadto nale˝y uwzgl´dniç fakt, ˝e negatywne wyni-
ki analizy immunohistochemicznej mogà byç rezultatem
obecnoÊci skróconej formy bia∏ka p53. Na podstawie ist-
niejàcych rozbie˝noÊci, dotyczàcych prognostycznego zna-
czenia akumulacji bia∏ka p53, wydaje si´, ˝e rozwiàza-
niem tego problemu mo˝e byç jedynie skompleksowana,
oÊrodkowa, prospektywna analiza korelacji pomi´dzy im-
munoreaktywnoÊcià bia∏ka p53, a przebiegiem raka p´-
cherza moczowego, z uwzgl´dnieniem stopnia zaawan-
sowania i z∏oÊliwoÊci.

Autoprzeciwcia∏a anty – p53 w raku p´cherza moczo-
wego

Opracowanie nieinwazyjnych metod diagnostycznych ra-
ka p´cherza moczowego jest przedmiotem wielu prac na-
ukowych. Du˝e nadzieje wià˝e si´ z analizà defektów ge-
nowych w genie p53, wykorzystujàc do tego celu z∏usz-
czone komórki nab∏onka, wyst´pujàce w osadach moczu
u osób chorych [59]. Dogodnym materia∏em do badaƒ
jest tak˝e surowica ludzka i w tym miejscu nale˝y zwróciç

Ryc. 2. Rozk∏ad mutacji w genie p53 w raku p´cherza moczowego. OÊ
odci´tych reprezentuje 393 kodony genu p53. Liczby rzymskie (I-V)
oznaczajà po∏o˝enie konserwatywnych domen genu p53, natomiast
N ca∏kowità iloÊç mutacji
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uwag´ na analiz´ serologicznà, zwiàzanà z wyst´powa-
niem w surowicy pacjentów autoprzeciwci∏ anty-p53.
W 1982 roku Crawford i wsp. odnotowali humoralnà od-
powiedê immunologicznà, skierowanà przeciwko bia∏ku
p53 u 9% kobiet z rakiem piersi [84]. Póêniejsze badania
Caron de Fromentel i wsp. wykaza∏y obecnoÊç przeciwcia∏
anty-p53 w surowicy 12% dzieci z ró˝nymi rodzajami no-
wotworów i 20% w przypadku ch∏oniaka Burkitta [85].
Prace te zapoczàtkowa∏y nowy nurt badaƒ nad w∏aÊciwo-
Êciami bia∏ka p53 i doprowadzi∏y do analizy serologicznej
9489 pacjentów z ró˝nymi typami nowotworów, w okresie
od 1979 do sierpnia 1999 roku [86]. Pomimo wyst´powa-
nia mutacji w genie p53, w 50% nowotworów [54] cz´-
stoÊç wyst´powania autoprzeciwcia∏ anty-p53 obserwuje
si´ w granicach 15-20 procent [86]. Badania korelacji
pomi´dzy obecnoÊcià mutacji, akumulacjà bia∏ka p53,
a obecnoÊcià przeciwcia∏ skupiajà uwag´ wielu laborato-
riów. Jak dotàd nie zosta∏y wyjaÊnione nieliczne, aczkol-
wiek spotykane przypadki obecnoÊci przeciwcia∏ anty-
-p53, którym nie towarzyszy mutacja w genie p53, jak
i akumulacja bia∏ka p53 [87, 88]. Prawdopodobnym jest
jednak istnienie mutacji poza regionem, który zosta∏ u˝y-
ty do analizy molekularnej, ponadto czu∏oÊç zastosowanej
metody, jak równie˝ du˝a heterogennoÊç materia∏u mo˝e
uniemo˝liwiaç dok∏adnà analiz´ prób. Nie jest jednak wy-
kluczone, ˝e stan ten informuje o rozwoju drugiej choro-
by, w której akumulacja bia∏ka p53 zaindukowa∏a odpo-
wiedê immunologicznà.

Pomimo istnienia wielu kontrowersyjnych doniesieƒ
na ten temat autoprzeciwcia∏a anty-p53 sà specyficznym
markerem procesu nowotworowego (p<0,0001), jak rów-
nie˝ obserwuje si´ tendencj´ w kierunku istnienia korela-
cji pomi´dzy ich obecnoÊcià, a s∏abym zró˝nicowaniem
nowotworu i krótszym czasem prze˝ycia [86]. Z badaƒ
Sanchez-Carbayo i wsp. wynika, ˝e obecnoÊç przeciwcia∏
anty-p53 w raku p´cherza moczowego, si´gajàca 24%,
koreluje ze stopniem z∏oÊliwoÊci i zaawansowania nowo-
tworu oraz skróconym czasem prze˝ycia [89].

Wydaje si´, ˝e analiza serologiczna mo˝e stanowiç
baz´ dla efektywnych metod uzupe∏niajàcych obecnie sto-
sowane badania lekarskie oraz istniejàce ju˝ testy klinicz-
ne. Potwierdzajà to badania Volkmanna i wsp., które wy-
kaza∏y, ˝e analiza obecnoÊci przeciwcia∏ anty-p53 u cho-
rych na raka wàtroby mo˝e uzupe∏niaç konwencjonalnà
metod´, badajàcà st´˝enie markera onkop∏odowego, ja-
kim jest alfa-fetoproteina (AFP) [87]. Przeprowadzono
tak˝e analiz´ porównawczà pomi´dzy takimi markerami
ró˝nicowania, jak: CA-125 (antygen raka jajnika), CEA
(antygen karcinoembrionalny), a poziomem przeciwcia∏
anty-p53 [90]. Zmiany st´˝enia CA-125, obserwowane
w trakcie terapii pacjentów z rakiem jajnika, pokrywa∏y si´
ze zmianami st´˝enia przeciwcia∏ anty-p53. W przypadku
pacjentki chorej na raka piersi, u której poziom CEA
mieÊci∏ si´ w granicy wartoÊci prawid∏owych, obserwowa-
no ciàg∏y wzrost st´˝enia przeciwcia∏ anty-p53. Obserwa-
cje te potwierdzajà hipotez´, ˝e Êledzenie poziomu au-
toprzeciwcia∏ anty-p53 mo˝e okazaç si´ niezwykle cen-
nym w przypadkach, w których st´˝enia standardowo
u˝ywanych markerów mieszczà si´ w granicy wartoÊci pra-

wid∏owych. Obiecujàca jest równie˝ mo˝liwoÊç wykorzy-
stania autoprzeciwcia∏ anty-p53 w monitorowaniu sku-
tecznoÊci terapii, co zosta∏o wykazane w raku p∏uca [91],
prze∏yku [92] oraz okr´˝nicy [93]. Szybki spadek poziomu
autoprzeciwcia∏ anty-p53 w tych nowotworach zaobser-
wowano w przypadku zastosowania skutecznej terapii,
zaÊ wzrost ich poziomu Êwiadczy∏ o progresji choroby no-
wotworowej. Badania kliniczne wykaza∏y, ˝e przeciwcia∏a
te sà niezale˝nym czynnikiem prognostycznym krótkie-
go czasu prze˝ycia w raku piersi [94] oraz nowotworach
g∏owy i szyi [95]. Ponadto mo˝liwym jest wykorzystanie au-
toprzeciwcia∏ anty- p53 we wczesnej diagnostyce w przy-
padku osób nale˝àcych do grupy zwi´kszonego ryzyka
[96, 97].

Du˝a sk∏onnoÊç do nawrotów w przypadku powierz-
chownego raka p´cherza moczowego stwarza mo˝liwoÊç
wykorzystania analizy poziomu autoprzeciwcia∏ anty-p53
do wczesnego wykrycia wznowy, nie ma jednak na ten te-
mat ˝adnych informacji, jak równie˝ nie ma danych wska-
zujàcych na mo˝liwoÊç zastosowania tego typu skryningu
serologicznego u osób ze zwi´kszonym ryzykiem (np.
czynniki zawodowe) raka p´cherza moczowego. Na pod-
stawie ostatnich badaƒ, wykazujàcych u osób chorych na
raka wàtrobowokomórkowego obecnoÊç autoprzeciwcia∏,
skierowanych przeciwko wi´cej ni˝ jednemu antygenowi
nowotworowemu [98], interesujàcym jest opracowanie
metody polegajàcej na wzajemnie uzupe∏niajàcych si´ ba-
daniach poziomu kilku ró˝nych autoprzeciwcia∏ i tym sa-
mym zwi´kszenie czu∏oÊci oraz wartoÊci diagnostycznej
analizy serologicznej.

p53 a terapia genowa

Rozwój skutecznej terapii musi opieraç si´ na zrozumie-
niu pod∏o˝a molekularnego le˝àcego u podstaw transfor-
macji i progresji nowotworu, jak równie˝ na poznaniu
mechanizmów regulujàcych neoplastyczny wzrost. Muta-
cje w genie p53, prowadzàce do utraty przez bia∏ko p53
funkcji supresorowych, czynià je interesujàcym obiektem
badaƒ, umo˝liwiajàcym opracowanie nowych terapii anty-
nowotworowych. PodejÊç do tego zagadnienia jest wiele
i polegajà one mi´dzy innymi na wykorzystaniu wiedzy
dotyczàcej rodzaju mutacji w genie p53. Poznanie me-
chanizmu oddzia∏ywania bia∏ka p53 z DNA zapoczàtko-
wa∏o nowy nurt badaƒ, zmierzajàcy do opracowania zwiàz-
ków przywracajàcych mutantom p53 funkcj´ charaktery-
stycznà dla prawid∏owego bia∏ka [99]. Nale˝à do nich
mi´dzy innymi peptydy, przeciwcia∏a i zwiàzki syntetyczne,
reaktywujàce mutanty p53 [100].

Trwajà prace zmierzajàce do zahamowania transfor-
macji nowotworowej, polegajàce na wykorzystaniu wekto-
rów adenowirusowych (Ad5CMV-P53), umo˝liwiajàcych
transfer ludzkiego, niezmutowanego genu p53 do komó-
rek rakowych. Tego typu badania zosta∏y przeprowadzone
in vitro oraz in vivo, w tym tak˝e dla raka p´cherza moczo-
wego [101, 102]. Mechanizm zahamowania wzrostu nie
jest w tym przypadku do koƒca poznany. Przypuszcza si´,
˝e dop´cherzowo wprowadzony gen p53 hamuje cykl ko-
mórkowy i indukuje proces starzenia [103]. Ponadto zaob-
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serwowano wzrost wra˝liwoÊci na cisplatyn´ w komór-
kach TCC, co sugeruje, ˝e transfer genu p53 mo˝e promo-
waç apoptoz´ i dzia∏aç synergistycznie z zastosowanym
w tym przypadku lekiem. Po∏àczenie terapii genowej
z chemioterapià i/lub radioterapià stwarza nowe, obie-
cujàce perspektywy dla rozwoju skutecznej terapii w raku
p´cherza moczowego.

Uwagi koƒcowe

Wraz z post´pem w zrozumieniu mechanizmów le˝àcych
u podstaw nowotworzenia jednym z najwa˝niejszych kie-
runków dzia∏ania biologii molekularnej w onkologii jest
dok∏adna ewaluacja istniejàcych oraz poszukiwanie no-
wych markerów nowotworowych. Na szczególnà uwag´
zas∏ugujà badania prospektywne, które umo˝liwià identy-
fikacj´ markerów, u∏atwiajacych wczesne wykrycie raka
p´cherza moczowego w grupach zwi´kszonego ryzyka
oraz markerów pomocnych w wyborze i monitorowaniu
skutecznoÊci terapii. Wydaje si´, ˝e obok szczegó∏owych
analiz defektów genowych, w tym mutacji w onkogenach
lub supresorach transformacji nowotworowej, bardziej
ogólne markery zmian genomowych, takie jak utrata he-
terozygotycznoÊci, niestabilnoÊç mikrosatelitarna oraz
metylacja DNA b´dà bardzo u˝yteczne w badaniach zmie-
rzajàcych do opracowania efektywnych metod diagno-
stycznych i prognostycznych.
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