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Wykaz najczęściej używanych skrótów:  

 
APAAP  fosfataza zasadowa-antyfosfataza (alkaline phosphatase-antialkaline 

phosphatase) 

CCND1 gen kodujący cyklinę D1 (cyclin D1 gene) 

DKRP drobnokomórkowy rak płuca (SCLC - small cell lung cancer) 

DNA kwas dezoksyrybonukleinowy (deoxyrybonucleic acid) 

MDM2 gen kodujący białko mdm2 (mouse double minute 2 gene)  

NDKRP  niedrobnokomórkowy rak płuca (NSCLC - non-small cell lung cancer) 

P53 gen kodujący białko p53 (P53 gene) 

PAP  peroksydaza-antyperoksydaza (peroxidase-antiperoxidase)  

PCNA jądrowy antygen proliferacji komórkowej (proliferating cell nuclear 
antigen) 

RB gen kodujący białko pRb (Retinoblastoma gene) 

RNA kwas rybonukleinowy (rybonucleic acid) 

mRNA informacyjny kwas rybonukleinowy (messenger rybonucleic acid) 

TdT  nukleotydylotransferaza DNA (terminal deoxynucleotidyltransferase)  

TUNEL metoda wykrywania apoptozy (TdT-mediated deoxyuridine triphos-
phate-digoxygenin nick end-labeling) 

WA wskaźnik apoptotyczny (AI – apoptotic index) 

WAF1/CIP1 gen kodujący białko p21WAF1/CIP1 (WAF1/CIP1 gene, WAF1 – wild-type 
p53-activated fragment 1; CIP1 – cdk interacting protein 1) 

W PCNA wskaźnik ekspresji białka PCNA (PCNA LI – PCNA labeling index) 

wt p53 „dzikie” białko p53 (wild-type p53) 

mt p53 zmutowane białko p53 (mutant-type p53) 
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1. WSTĘP 

1.1. Rak płuca  
Rak płuca, z uwagi na wysoką i stale rosnącą liczbę zachorowań oraz nieza-

dowalające wyniki leczenia, stanowi istotny problem medyczny i społeczny. 
Rokowanie w tym nowotworze praktycznie nie uległo zmianie w ostatnich dzie-
sięcioleciach. Guz ten w większości rozwiniętych krajów świata jest przyczyną 
najwyższej liczby zgonów spowodowanych nowotworami złośliwymi [145]. 
W ostatnich dziesięcioleciach notuje się prawdziwą epidemię zachorowań na 
raka płuca. Dzieje się tak zarówno w Polsce, jak i w większości rozwiniętych 
państw świata. Przyczyną tak dramatycznego wzrostu zachorowań jest obser-
wowana w ostatnich dekadach rosnąca liczba wypalanych papierosów, szczegól-
nie przez ludzi młodych a zwłaszcza kobiety [144].  

Podział wszystkich raków płuca na dwie duże grupy: raki drobno - i niedro-
bnokomórkowe, pozwala wyodrębnić chorych o istotnie różnym przebiegu kli-
nicznym, rokowaniu i sposobach leczenia. Raki niedrobnokomórkowe (NDKRP) 
stanowią 75-80% wszystkich raków płuca i cechują się wolniejszym niż rak 
drobnokomórkowy (DKRP) wzrostem oraz niższą skłonnością do tworzenia 
przerzutów odległych. W efekcie, wyniki leczenia w tej grupie są nieco lepsze 
niż u chorych na DKRP - nowotworu o uogólnionym charakterze już od począt-
ku swojego rozwoju [65-67, 164].  

Grupę NDKRP tworzą raki płaskonabłonkowe, gruczolakoraki, raki wielko-
komórkowe oraz guzy mieszane. Rak płaskonabłonkowy silniej niż rak gruczo-
łowy związany jest z nałogiem palenia papierosów. Rak gruczołowy, klinicznie 
jest nieco bardziej agresywny niż rak płaskonabłonkowy. Cechami charaktery-
stycznymi gruczolakoraka jest skłonność do naciekania naczyń oraz tworzenia 
odległych przerzutów. Pomimo wspomnianych różnic biologicznych pomiędzy 
poszczególnymi podtypami NDKRP, nowotwory te nie różnią się zasadniczo 
rokowaniem i są na ogół rozpatrywane łącznie [137, 170]. Z powodu różnorod-
ności NDKRP przebieg kliniczny choroby u konkretnego chorego jest często 
trudny do przewidzenia [9]. Klasyczne czynniki rokownicze obejmują stopień 
zaawansowania klinicznego nowotworu (oparty na skali TNM), stan kliniczny 
chorego w momencie rozpoznania oraz utratę masy ciała. Podstawą leczenia 
NDKRP pozostaje resekcja miąższu płucnego, jednak kwalifikuje się do niego 
jedynie 15-25% spośród ogółu chorych. Wskazaniem do radykalnego zabiegu 
jest nowotwór o zaawansowaniu, który nie przekracza stopnia III A [144].  

Pomimo postępów w terapii raka płuca, wyniki leczenia tego nowotworu  
poprawiają się względnie wolno. Wiele danych wskazuje, że lepsze poznanie 
cech biologicznych tej grupy nowotworów mogłoby stanowić element pomocny 
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w opracowaniu nowych strategii leczniczych [60, 107, 112, 156]. Wydaje się, że 
wyodrębnienie nowych czynników rokowniczych oraz predykcyjnych, określa-
jących wrażliwość nowotworu na poszczególne leki cytostatyczne lub napromie-
nianie, pozwoliłoby wyodrębnić grupy chorych, u których metody te mogłoby 
przynieść najwyższą korzyść kliniczną. Do markerów biologicznych stwarzają-
cych największe nadzieje w tym zakresie należą zaburzenia molekularne genów, 
które kodują białka uczestniczące w regulacji cyklu komórkowego [12, 77, 164].  

1.2. Cykl komórkowy  
Podstawowym warunkiem wzrostu tkanki jest zdolność komórek do dziele-

nia się. Cykl komórkowy komórki somatycznej składa się z kolejno następują-
cych po sobie faz: M, G0/G1, S oraz G2. Podczas fazy M – mitozy (mitosis), do-
chodzi do podziału i powstania dwóch komórek potomnych. Po podziale komór-
ki macierzystej, nowo powstałe komórki przechodzą w fazę G0 bądź G1. Wejście 
komórki w fazę G1 umożliwia jej dalsze podziały związane z biosyntezą DNA. 
Komórki nie zaangażowane w biosyntezę DNA znajdują się w fazie G0 [97]. 
Podczas fazy przerwy pomitotycznej G1 (gap) komórka przygotowuje się do 
replikacji DNA, natomiast podczas fazy S (syntesis), dochodzi do syntezy DNA 
oraz podwojenia się jego ilości. Faza G2 bezpośrednio poprzedza podział komór-
ki. W przypadku uszkodzenia nici DNA faza G1 cyklu komórkowego ulega wy-
dłużeniu, stwarzając w przypadku niewielkiego defektu możliwość naprawy 
uszkodzonych fragmentów. Gdy uszkodzenie materiału genetycznego jest zbyt 
duże, dochodzi do aktywacji procesu programowanej śmierci komórki [158].  

1.3. Apoptoza  
Apoptoza jest fizjologiczną formą śmierci komórek, podczas której elimino-

wane są komórki zużyte lub uszkodzone. Proces ten, regulując liczbę komórek, 
jest niezwykle istotny w utrzymaniu homeostazy tkankowej oraz poprzez usu-
wanie komórek potencjalnie niebezpiecznych (w tym nowotworowych czy zaka-
żonych przez wirusy) w zwalczaniu wielu chorób [51]. Apoptoza nazywana jest 
również programowaną śmiercią komórki, ponieważ jej wystąpienie jest ściśle 
uwarunkowane genetycznie.  

W regulację apoptozy zaangażowanych jest wiele genów, szczególnie gen 
P53, BCL2 oraz BAX. Białko p53 wraz z zależnym od niego białkiem bax akty-
wuje apoptozę, natomiast białko bcl-2 hamuje proces samobójczej śmierci ko-
mórki [51]. Aktywacja genów kontrolujących apoptozę może następować pod 
wpływem czynników wewnątrz- i zewnątrzkomórkowych (m.in. hormonów, 
czynników wzrostu czy jonów) (rycina 1). Prawidłowa regulacja umożliwia 
utrzymanie równowagi pomiędzy namnażaniem się komórek oraz ich obumiera-
niem. Zaburzenia procesu apoptozy występują w wielu schorzeniach m.in. 
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w chorobie Alzheimera, Parkinsona, w zakażeniu wirusem HIV, chorobach auto-
immunologicznych czy rozrostowych [8, 51].  

Proces apoptozy składa się z trzech kolejno następujących po sobie faz 
obejmujących inicjację, fazę efektorową oraz degradację. Podczas inicjacji ko-
mórka otrzymuje sygnał zaczynający proces programowanej śmierci komórki. 
W fazie efektorowej dochodzi m.in. do depolaryzacji błony mitochondrialnej 
a proces jest jeszcze odwracalny. W fazie degradacji, po osiągnięciu punktu bez 
odwrotu, komórka ulega zniszczeniu [95, 96] (ryc. 1).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Ryc. 1.  Apoptoza. 
Fig. 1.  Apoptosis.  

 

Drugą obok apoptozy formą śmierci komórki jest martwica - proces patolo-
giczny i różniący się zasadniczo od apoptozy. Podstawowe rozbieżności dotyczą 
etiologii martwicy, ponieważ jest ona zawsze związana z poważnym chemicz-
nym lub fizycznym uszkodzeniem komórek przez czynniki zewnętrzne takie, jak 
urazy, niedotlenienie czy zatrucia. Czynnikami wywołującymi proces apoptozy 
są natomiast cytokiny, bądź zaburzenia hormonalne (np. niedobór hormonu 
wzrostu). Martwica dotyczy większej liczby komórek oraz wywołuje odczyn 
zapalny w otaczających tkankach. Apoptoza dotyczy pojedynczych komórek, 
które nie tracą integralności błon komórkowych, a co za tym idzie, nie powodują 
odczynu zapalnego [80, 195].  

Podczas procesu apoptozy dochodzi do obkurczania się jądra komórkowego, 
zagęszczenia chromatyny jądrowej oraz powstania ciałek apoptotycznych,  
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zawierających zagęszczoną chromatynę oraz niezmienione organella komórko-
we. Ciałka te są fagocytowane przez sąsiednie komórki tej samej tkanki lub 
przez komórki żerne. Charakterystyczne zmiany morfologiczne podczas apopto-
zy są wynikiem fragmentacji chromatyny w wyniku aktywacji endonukleaz. 
Enzymy te degradują nić DNA na fragmenty, początkowo o wielkości od 300 do 
50 000 par zasad (które prawdopodobnie odpowiadają domenom chromatyny), 
a następnie na mniejsze fragmenty od 180 do 200 par zasad [195]. 

Morfologiczne cechy apoptozy (zmniejszenie objętości komórki, kondensa-
cję chromatyny jądrowej, fragmentację jądra, a nawet całej komórki na mniejsze 
ciałka apoptotyczne) można rozpoznać w mikroskopie elektronowym. Większe 
fragmenty DNA (od 300 do 50 000 par zasad) można uwidocznić stosując elek-
troforezę pulsacyjną, natomiast mniejsze (od 180 do 200 par zasad) - za pomocą 
elektroforezy DNA na żelu agarozowym. Dodatkowo, mniejsze fragmenty DNA 
mają wolne końce 3’-OH, które można wykryć za pomocą technik immunocyto-
chemicznych (in situ nick end-labeling). Najczęściej stosuje się metodę polega-
jącą na przyłączeniu znakowanych nukleotydów do końców 3’-OH fragmentów 
DNA (reakcja TUNEL - TdT-mediated deoxyuridine triphosphate-digoxygenin 
nick end-labeling) [80, 195].  

Komórki nowotworowe mogą ulegać apoptozie – zarówno spontanicznej, jak 
i indukowanej. Apoptoza komórek nowotworowych ma duże znaczenie terapeu-
tyczne, bowiem wiele stosowanych leków przeciwnowotworowych ją aktywuje. 
Z drugiej strony zaburzenia procesu apoptozy mogą w niektórych przypadkach 
powodować oporność komórek nowotworowych na stosowane leczenie [51]. 
Rokownicze i predykcyjne znaczenie odsetka komórek nowotworowych w gu-
zie, które uległy apoptozie, pozostaje w NDKRP zagadnieniem nierozstrzygnię-
tym [29, 100, 110, 120, 150, 179].  

1.4. Zaburzenia genetyczne w komórkach  
nowotworowych  

W dotychczasowych badaniach wykazano, że w komórkach nowotworo-
wych występuje szereg zaburzeń molekularnych i cytogenetycznych [58]. Zabu-
rzenia genetyczne prowadzące do powstania nowotworu dotyczą zasadniczo 
trzech podstawowych grup genów: protoonkogenów, genów supresorowych oraz 
genów mutatorowych. Protoonkogeny, zwane inaczej genami proliferacyjnymi, 
kodują białka uczestniczące w inicjowaniu i pobudzaniu podziału komórkowego. 
W prawidłowych komórkach kontrolują one procesy wzrostu i różnicowania. 
Geny supresorowe uczestniczą w regulacji cyklu komórkowego. Ich rola polega 
przede wszystkim na zapobieganiu przekazywania zaburzeń genetycznych ko-
mórkom potomnym. Geny mutatorowe kodują białka zdolne do rozpoznawania, 
naprawy lub wycięcia uszkodzonego fragmentu nici DNA [97]. 
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1.5. Białko p53 
Jednym z najlepiej poznanych zaburzeń genetycznych w raku płuca są zabu-

rzenia funkcji genu supresorowego P53. Gen ten, zlokalizowany na chromoso-
mie 17p13.1, odpowiedzialny jest za utrzymanie integralności genomu i stąd 
nazywany jest jego „strażnikiem”. Zasadnicza funkcja P53 wiąże się z zapobie-
ganiem przekazywania zaburzeń genetycznych komórkom potomnym poprzez 
wydłużenie fazy G1 cyklu komórkowego, co umożliwia naprawę uszkodzonych 
fragmentów nici DNA (rycina 2). Jeżeli uszkodzenie materiału genetycznego jest 
zbyt duże, gen ten uruchamia proces apoptozy [165]. Mutacje genu P53  
mogą umożliwiać z jednej strony przekazywanie komórkom potomnym  
uszkodzonych fragmentów DNA oraz z drugiej - powstanie komórki „nieśmier-
telnej” [117].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ryc. 2.  Funkcja genu P53. 
Fig. 2.  P53 gene function. 

 

Produktem genu P53 jest białko p53 o masie cząsteczkowej 53 kDa. Uczest-
niczy ono w regulacji transkrypcji genów oraz cyklu komórkowego, syntezie 
i naprawie nici DNA, procesie różnicowania się komórek, apoptozie a także 
angiogenezie [52, 54, 56, 120]. Ilość białka p53 zwiększa się w jądrze komór-
kowym w sytuacji szeroko rozumianego „stresu” komórkowego, spowodowane-
go m.in. uszkodzeniem nici DNA, szokiem termicznym, niedotlenieniem,  
uszkodzeniem oksydacyjnym, zmianami metabolicznymi lub aktywacją onkoge-
nów [149].  
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Istnieją dwie formy białka p53. Pierwszą z nich jest białko prawidłowe, 
określane najczęściej jako „dzikie” (wild-type p53), a drugą – produkt zmutowa-
nego genu P53 (mutant-type p53), pozbawione swojej funkcji supresorowej. 
Poza mutacjami genu P53, przyczyną unieczynnienia białka p53 może być także 
tworzenie nieaktywnych kompleksów z innymi białkami np. z białkiem mdm2 
(rycina 3) [110, 126-129, 147]. Do utraty funkcji supresorowej może dojść rów-
nież w wyniku przeniesienia białka p53 z jądra komórkowego do cytoplazmy 
oraz wskutek jego degradacji pod wpływem niektórych wirusów [58, 128, 149].  

 
Ryc. 3.  Pętla sprzężenia zwrotnego pomiędzy białkiem mdm2 i p53.  
Fig. 3.   Auto-regulatory feedback loop between mdm2 and p53 protein.  

 

Mutacje genu P53 typu „missense” powodują stabilizację białka p53 i jego 
nagromadzenie się w jądrze komórkowym [57, 59]. „Dzikie” białko p53 (wt p53) 
charakteryzuje się bardzo krótkim okresem półtrwania i z tego powodu w bada-
niach immunohistochemicznych nie stwierdza się jego obecności. Z kolei białko 
zmutowane (mt p53), w związku z wydłużonym okresem półtrwania, jest wy-
krywane za pomocą tej metody [59]. 

Pomimo bogatego piśmiennictwa, rokownicze znaczenie obecności białka 
p53 w komórkach NDKRP nadal pozostaje przedmiotem kontrowersji [125, 
164]. W poszczególnych badaniach zaburzenie to wiązało się z gorszym [19, 37, 
40, 65] lub lepszym rokowaniem [102, 183], albo nie miało wpływu na czas 
przeżycia [7, 46, 53, 146, 189]. 
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1.6. Białko PCNA 
Znaczący udział białka p53 w regulacji cyklu komórkowego, spowodował 

rozpoczęcie poszukiwań innych białek zaangażowanych w proliferację komór-
kową, których funkcja wiązałaby się z białkiem p53. Jednym z nich jest białko 
PCNA (proliferating cell nuclear antygen) [37, 40, 42]. Cząsteczka ta, nazywana 
również cykliną lub białkiem pomocniczym dla DNA polimerazy δ [14] oraz 
DNA polimerazy ε [44, 131], jest proteiną o masie cząsteczkowej 36 kDa, ściśle 
związaną z replikacją DNA oraz proliferacją komórkową [14, 44]. Stężenie biał-
ka PCNA rośnie w końcowym okresie fazy G1 cyklu komórkowego, osiąga swo-
ją maksymalną wartość w fazie S, a następnie obniża się podczas fazy G2, cał-
kowicie zanikając podczas mitozy lub w komórkach, które znajdują się w fazie 
G0 [9, 14, 44, 158]. Jądrową ekspresję białka PCNA stwierdzono w wielu guzach 
nowotworowych, w tym w NDKRP [44, 178]. Odkąd białko PCNA zostało 
uznane za wskaźnik proliferacji komórkowej, jego obecność wiązana jest 
z większą agresywnością guza nowotworowego [44, 140, 178]. W niektórych 
badaniach obejmujących różne typy nowotworów złośliwych, wykazano nieko-
rzystny wpływ występowania białka PCNA w komórkach nowotworu na czas 
przeżycia chorych [9, 40, 44, 49, 140]. Sugeruje się, że „dzikie” białko p53 po-
siada zdolność wybiórczego obniżania stężenia mRNA dla PCNA oraz w konse-
kwencji białka PCNA, podczas gdy zmutowane białko p53 aktywuje bezpośred-
nio powstawanie PCNA [131]. Pomimo licznych doniesień dotyczących nagro-
madzenia białka PCNA w komórkach NDKRP, niektóre aspekty klinicznego 
znaczenia tego zjawiska nie zostały rozstrzygnięte. Dyskusyjny pozostaje zwią-
zek pomiędzy ekspresją białka PCNA oraz p53, jak również znaczenie rokowni-
cze obu białek, zwłaszcza analizowanych łącznie.  

1.7. Białko pRb 
Gen RB (Retinoblastoma) jest genem supresorowym, który pierwotnie został 

zidentyfikowany jako uczestniczący w rozwoju genetycznie uwarunkowanego 
nowotworu złośliwego – siatkówczaka. Knudson w teorii „dwóch uderzeń” (two 
hits) twierdził, że do rozwoju dziedzicznej formy siatkówczaka potrzebne są 
dwie, następujące po sobie mutacje („uderzenia”), unieczynniające oba allele 
genu predysponującego do rozwoju tego nowotworu. Pierwsza mutacja genu RB 
następuje w komórkach rozrodczych (mutacja germinalna), druga natomiast 
dokonuje się w komórkach siatkówki podczas życia osobniczego (mutacja soma-
tyczna) [88].  

Najczęstszymi rodzajami mutacji genu RB są delecje lub mutacje typu mis-
sense, skutkujące powstaniem, bądź skróconego i niefunkcjonalnego białka pRb, 
bądź całkowitym jego brakiem [74]. Najbardziej czułą metodą oceniającą unie-
czynnienie genu RB pozostaje immunohistochemiczne oznaczenie obecności 
białka pRb [189].  
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Białko pRb występuje w komórce w dwóch postaciach. W fazie G0 oraz na 
początku fazy G1 białko pRb pozostaje nieufosforylowane. Na granicy faz G1 i S 
białko pRb ulega fosforylacji i pozostaje w takiej postaci poprzez fazę S aż  
do końca fazy G2 i początku mitozy, aby pod jej koniec ulec defosforylacji (ryci-
na 4) [159]. W sytuacji uszkodzenia materiału genetycznego, nieufosforylowane 
białko pRb powoduje zatrzymanie komórki w fazie G1, umożliwiając naprawę 
uszkodzonych fragmentów nici DNA przed wejściem komórki w fazę S oraz 
zatrzymując replikację uszkodzonego fragmentu DNA [149]. Fosforylacja białka 
pRb odbywa się przy udziale zależnych od cyklin kinaz (cdk4/6). Ufosforylowa-
na postać białka pRb nie posiada już zdolności zatrzymania cyklu komórkowego 
w fazie G1, pozwala natomiast naprawionej komórce na przejście w kolejną fazę 
cyklu [23].  

 
Ryc. 4.  Fosforylacja białka pRb podczas cyklu komórkowego. 
Fig. 4.   pRb protein phosphorylation during cell cycle.  

 

Istnieje ścisły związek pomiędzy funkcją genów RB i P53. W wyniku 
uszkodzenia nici DNA, białko p53 ulega stabilizacji i inicjuje transkrypcję genu 
WAF1/CIP1 oraz translację białka p21WAF1/CIP1 [104]. Jedną z konsekwencji ak-
tywacji białka p21WAF1/CIP1 jest zahamowanie kompleksu cdk4/6, inaktywacja 
fosforylacji białka pRb oraz nagromadzenie się jego nieufosforylowanej postaci. 
Modulacja genu RB przez gen P53, może odgrywać kluczową rolę w podejmo-
waniu przez komórkę wyboru pomiędzy kontynuacją lub zatrzymaniem cyklu 
komórkowego [134].  
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Utrata funkcji przez zmutowany gen RB może indukować samobójczą 
śmierć komórki [161]. Według niektórych autorów, indukcja apoptozy przez 
uszkodzony gen RB odbywa się niezależnie od tego, czy gen P53 jest czynny, 
czy uszkodzony [161]. Jakkolwiek, w komórkach siatkówki transgenicznych 
myszy, które utraciły funkcjonalny gen RB, apoptoza była aktywowana, nato-
miast w tych samych komórkach przy równoczesnej inaktywacji genu P53 do-
chodziło do zahamowania apoptozy i rozwoju siatkówczaka [75, 142].  

Kliniczne znaczenie zaburzeń funkcji genu RB w NDKRP pozostaje nieroz-
strzygnięte [4, 83, 154, 157, 164]. Dodatkowo, nie ustalono jednoznacznie kore-
lacji pomiędzy współwystępowaniem białek pRb i p53 w komórkach NDKRP 
[52, 72, 94, 102, 111, 125, 130, 189, 191], natomiast związek pomiędzy ekspre-
sją p53/pRb a apoptozą nie był dotychczas badany w NDKRP. 

1.8. Białko mdm2 
Gen MDM2 (MDM2- mouse double minute; HMD2 – human double minute) 

zlokalizowany u człowieka na chromosomie 12q13-14 jest protoonkogenem. 
Jego pronowotworowy wpływ realizowany jest głównie poprzez zwiększone 
wytwarzanie kodowanego przez niego białka. Do nagromadzenia się białka 
mdm2 może dojść na drodze trzech zasadniczych mechanizmów: amplifikacji 
genu MDM2, jego zwiększonej transkrypcji (wzrostu MDM2mRNA) oraz 
zwiększonej translacji [185].  

Amplifikację genu MDM2 i zwiększoną ilość jego białkowego produktu 
stwierdzono w wielu nowotworach, m. in. w mięsakach tkanek miękkich [139], 
mięsakach kości [99], glejakach wielopostaciowych [153] i raku piersi [113]. 
W przypadku NDKRP doniesienia oceniające częstość amplifikacji genu MDM2 
są nieliczne [33, 70, 114]. Dotychczasowy stan wiedzy nie pozwala na jedno-
znaczne określenie wartości rokowniczej tego zjawiska u chorych na NDKRP. 
Wydaje się jednak, że amplifikacja genu MDM2 może wiązać się z gorszym 
rokowaniem w tej grupie chorych [33].  

Mdm2 jest onkoproteiną o masie cząsteczkowej 90 kDa, odgrywającą zasad-
niczą rolę w procesie regulacji białka p53. W „zdrowych” komórkach białko 
mdm2 związane jest z białkiem p53, tworząc z nim „nieczynny” kompleks [104]. 
Oba białka w warunkach fizjologicznych występują w bardzo małych ilościach, 
i nie wpływają zasadniczo na przebieg cyklu komórkowego [147, 196]. W przy-
padku „braku zapotrzebowania” na białko p53 kompleks mdm2-p53 ulega de-
gradacji. W sytuacji „stresu komórkowego” kompleks mdm2-p53 ulega rozpa-
dowi, uwalniając aktywne białko p53, które uczestniczy w regulacji cyklu ko-
mórkowego [47].  

Gdy „zdrowa” komórka znajduje się w sytuacji „stresu”, a jej uszkodzenie 
nie jest duże i jest odwracalne, zwiększona ilość białka p53 powoduje z jednej 
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strony pobudzenie aktywności białek uczestniczących w ujemnej regulacji cyklu 
komórkowego (np. p21WAF1/CIP1), z drugiej - aktywację genu MDM2 i powstawanie 
zwiększonej ilości białka mdm2. Białka regulatorowe powodują zatrzymanie 
cyklu komórkowego, co umożliwia naprawę nici DNA [63, 147]. Równocześnie, 
białko mdm2 w pętli sprzężenia zwrotnego hamuje czynność i reguluje ilość 
białka p53, prowadząc do powrotu komórki do cyklu podziałowego (ryc. 3) [47, 
63, 128, 129, 147, 196]. Gdy uszkodzenie komórki jest nieodwracalne, gen P53, 
przy udziale białka bax kieruje ją na drogę samobójczej śmierci – apoptozy.  
W tej sytuacji komórka wymyka się z pętli sprzężenia zwrotnego p53-mdm2  
i nawet wysoki wzrost stężenia białka mdm2 nie jest w stanie utrzymać jej  
w cyklu komórkowym [63, 196]. 

Zmutowane białko p53 nie posiada zdolności aktywacji białka p21WAF1/CIP1, 
przez co traci funkcję białka supresorowego. Według niektórych autorów mt p53 
traci również możliwość aktywacji genu MDM2, według innych natomiast nadal 
pobudza powstawanie białka mdm2, co powoduje przekazywanie uszkodzeń 
komórkom potomnym i może przyczyniać się do powstawania komórek nowo-
tworowych [196]. Dodatkowo, zmutowane białko p53 może pobudzać prolifera-
cję komórkową poprzez aktywację transkrypcji białka PCNA [131]. Zjawisko to 
stanowi kolejną możliwość uczestniczenia mt p53 w procesie onkogenezy. 
Z drugiej strony, białko mdm2 posiada zdolność wiązania zarówno „dzikiej”, jak 
i zmutowanej formy białka p53 [110, 128, 129].  

Wielu autorów wysuwa hipotezą o „współgrze” fenotypów (the gain of func-
tion) pomiędzy białkami mdm2 i p53. Identyfikacja interakcji pomiędzy biał-
kiem mdm2 a pRb, ustaliła ścisły związek pomiędzy dwoma najlepiej poznany-
mi genami supresorowymi RB oraz P53 [187]. Badania potrójnego kompleksu 
białkowego pRb-mdm2-p53 potwierdziły, że oba geny supresorowe uczestniczą 
w regulacji apoptozy, indukowanej przez gen P53 [194]. Białko pRb hamując 
białko mdm2, powoduje zwiększenie ilości białka p53 w komórce i przez to 
może powodować indukcję apoptozy [76, 194]. 

Niewiele wiadomo na temat oceny współwystępowania białka mdm2, p53 
oraz pRb w komórkach NDKRP. W piśmiennictwie światowym prace na temat 
łącznej analizy apoptozy oraz białek p53, mdm2 i pRb w komórkach nowotwo-
rowych są nieliczne [35]. Rokownicze znaczenie występowania białka mdm2 
w komórkach NDKRP, rozpatrywanego pojedynczo lub łącznie z białkiem p53 
i pRb, pozostaje kwestią nierozstrzygniętą.  

1.9. Białko p21WAF1/CIP1 
Gen WAF1/CIP1 (WAF1 – wild-type p53-activated fragment 1; CIP1 – cdk 

interacting protein 1) zlokalizowany na chromosomie 6p21.2, koduje białko o 
masie cząsteczkowej 21 kDa. p21WAF1/CIP1 indukowane jest przez „dziką” formę 
białka p53 i uczestniczy w zahamowaniu cyklu komórkowego pomiędzy fazami 
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G1/S (rycina 5) [39]. p21WAF1/CIP1 inaktywując kinazy zależne od cyklin (cdk), 
powoduje zatrzymanie fosforylacji białka pRb [27]. Białko p21WAF1/CIP1 zaanga-
żowane jest w regulację naprawy DNA, natomiast poprzez wpływ na białko 
PCNA, blokuje replikację DNA [105]. p21WAF1/CIP1 uczestniczy dodatkowo w 
procesie regulacji różnicowania komórek [109] oraz w zahamowaniu apoptozy 
[148, 155]. Ze względu na zaangażowanie w zahamowanie apoptozy gen 
WAF1/CIP1 może prawdopodobnie odgrywać rolę, zarówno genu supresorowe-
go, jak i protoonkogenu [143, 155].  

 
 
Ryc. 5.  Rola białka p21WAF1/CIP1 oraz cykliny D1 w regulacji cyklu komórkowego. 
Fig. 5.  p21WAF1/CIP1 and cyclin D1 role in cell cycle regulation.  

 

Po uszkodzeniu DNA, p53-zależna indukcja białka p21WAF1/CIP1 powoduje 
zatrzymanie cyklu komórkowego [39]. W komórkach, które utraciły „dziką” 
formę białka p53 lub zawierają jego zmutowaną postać, ilość białka p21WAF1/CIP1 
jest bardzo niska albo jest ono całkowicie nieobecne. Brak białka p21WAF1/CIP1, 
przy równoczesnym braku funkcjonalnego białka p53 może spowodować przej-
ście komórki do fazy S, bez zatrzymania w fazie G1, pomimo uszkodzenia nici 
DNA. W konsekwencji może dojść do niestabilności genetycznej komórki oraz 
indukcji onkogenezy [118]. Z drugiej strony, białko p21WAF1/CIP1 może w różnych 
sytuacjach działać niezależnie od p53 [123], np. podczas fizjologicznego rozwo-
ju tkanek czy różnicowania komórek [109]. 
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Kliniczne znaczenie występowania białka p21WAF1/CIP1 w komórkach  
NDKRP pozostaje tematem kontrowersji [91, 157, 163, 164]. Dodatkowo, nie-
wiele jest prac dotyczących oceny współwystępowania białka p21WAF1/CIP1 z po-
zostałymi białkami zaangażowanymi w regulację cyklu komórkowego (m.in. 
p53, pRb, mdm2, PCNA) oraz na temat łącznej analizy występowania białka 
p21WAF1/CIP1 i procesu apoptozy.  

1.10. Cyklina D1 
Gen CCND1 (cyclin D1) zlokalizowany na chromosomie 11q13, jest proto-

onkogenem kodującym cyklinę D1, białko o masie cząsteczkowej 45 kD. Cykli-
na D1 należy do rodziny cyklin G1 zaangażowanych w regulację fazy G1/S cyklu 
komórkowego (ryc. 5) [3]. Cyklina D1 pobudza proliferację komórkową poprzez 
tworzenie kompleksów z zależnymi od cyklin kinazami cdk4 i cdk6 oraz fosfo-
rylację białka pRb [160]. W badaniach in vivo oraz in vitro wykazano, że cyklina 
D1 wiąże się z białkiem pRb [159]. Jej nagromadzenie występujące w komór-
kach z obecnością białka pRb, może gwałtownie pobudzać jego fosforylację oraz 
powodować skrócenie fazy G1 cyklu komórkowego. Z drugiej strony, brak cy-
kliny D1 prowadzi do wydłużenia fazy G1 poprzez ograniczenie fosforylacji 
białka pRb. Można zatem uznać, że rola cykliny D1 w regulacji cyklu komórko-
wego ściśle zależy od białka pRb [159].  

Niektórzy autorzy uważają, że ocena występowania cykliny D1 w komórce 
może być pomocna w odróżnieniu czy znajduje się ona w fazie G0 czy G1 cyklu 
komórkowego [158]. Cyklina ta jest zaangażowana w regulację prawidłowo 
przebiegającego cyklu komórkowego, natomiast poprzez amplifikację genu 
CCND1 i/lub nadekspresję cykliny D1, może ona uczestniczyć w transformacji 
nowotworowej [25].  

Zwiększona ekspresja cykliny D1, obserwowana w wielu typach nowotwo-
rów, może wynikać z amplifikacji genu CCND1 kodującego to białko [87] oraz 
ze zwiększenia jej stabilności (wynikającej z klonalnej rearanżacji genu CCND1) 
[197]. Zwiększoną ekspresję cykliny D1 i/lub amplifikację genu CCND1 stwier-
dzono m.in. w nowotworach przełyku, nowotworach okolicy głowy i szyi, raku 
piersi oraz pierwotnym raku wątroby [3, 87, 133, 136]. W NDKRP stwierdzono 
zależność pomiędzy amplifikacją genu kodującego cyklinę D1, a jej nagroma-
dzeniem się w komórkach nowotworowych [116]. Dodatkowo, amplifikacja 
genu CCND1 wiązała się z gorszym rokowaniem w grupie chorych z NDKRP 
[116]. Wydaje się, że nadekspresja cykliny D1 może również mieć udział w pa-
togenezie NDKRP [11, 17, 98, 119]. 

Kliniczne znaczenie zaburzeń ekspresji cykliny D1 w komórkach NDKRP 
pozostaje nierozstrzygnięte. W części badań nadekspresja cykliny D1 wiązała się 
z gorszym [136], w innych - z lepszym rokowaniem [11] lub nie miała znaczenia 
rokowniczego [13, 116, 157]. Ponadto brak jest prac na temat łącznej oceny  
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ekspresji cykliny D1 oraz innych białek uczestniczących w regulacji cyklu ko-
mórkowego i apoptozy w komórkach NDKRP.  

1.11. Podsumowanie  
Zaburzenia funkcji genów supresorowych (P53, RB, WAF1/CIP1) oraz ak-

tywacja protoonkogenów (MDM2, CCND1), poprzez deregulację cyklu komór-
kowego oraz procesu apoptozy, może prowadzić do rozwoju nowotworu złośli-
wego [85, 167]. Białko p53 aktywuje apoptozę w odpowiedzi na uszkodzenie 
komórki [104]. Aktywność proapoptotyczna białka p53 może zostać inaktywo-
wana przez białko mdm2 [127, 147, 149]. Interakcja białek mdm2-pRb (białko 
pRb hamuje białko mdm2) wskazuje na ścisłą zależność pomiędzy dwoma ge-
nami supresorowymi P53 i RB w regulacji apoptozy indukowanej przez białko 
p53 [76, 194]. Część autorów sugeruje, że gen RB (poza rolą proapoptotyczną) 
może pełnić również funkcję genu antyapoptotycznego [161]. Z drugiej strony 
p53-zależne pobudzenie białka p21WAF1/CIP1 powoduje zatrzymanie cyklu komór-
kowego w fazie G1 [39, 105], natomiast nie pobudza apoptozy [39]. W bada-
niach in vitro wykazano, że białko p21WAF1/CIP1 hamuje apoptozę [155]. Zaburze-
nia dotyczące każdego z powyższych białek wpływają niezależnie na proces 
apoptozy, upośledzając w ten sposób naturalne mechanizmy ochronne organi-
zmu.  

W dostępnym piśmiennictwie światowym brak jest badań oceniających 
kompleksowo zaburzenia regulacji cyklu komórkowego oraz procesu apoptozy 
w komórkach NDKRP. Większość prac dotyczy oceny jedynie fragmentu złożo-
nego procesu i obejmuje nieliczny materiał kliniczny. W konsekwencji wyniki 
tych prac są trudne do porównania. Z tego względu podjęcie badań komplekso-
wo obejmujących problem zaburzeń ekspresji białek zaangażowanych w regula-
cję cyklu komórkowego oraz procesu apoptozy w licznej i jednorodnej grupie 
chorych z NDKRP wydaje się uzasadnione. Według wiedzy autorki rozprawy, 
jest to jedna z pierwszych analiz obejmujących to zagadnienie kompleksowo na 
stosunkowo dużym materiale klinicznym. Praca ta stanowi uzupełnienie i lo-
giczną kontynuację wcześniejszych badań autorki [30-35], stwarzając szansę 
poszerzenia wiedzy na temat biologii NDKRP oraz rozstrzygnięcia istotnego 
zagadnienia naukowego.  
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2. CELE PODJĘTYCH BADAŃ 
Celem podjętych badań była: 

1. ocena wskaźnika apoptotycznego, wskaźnika ekspresji PCNA oraz 
występowania białek p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 i cykliny D1 
w komórkach niedrobnokomórkowego raka płuca, 

2. ocena zależności pomiędzy wskaźnikiem apoptotycznym, wskaźni-
kiem ekspresji PCNA oraz obecnością białek p53, pRb, mdm2, 
p21WAF1/CIP1 i cykliny D1 w komórkach niedrobnokomórkowego raka 
płuca, 

3. określenie zależności pomiędzy analizowanymi parametrami (wskaź-
nikiem apoptotycznym, wskaźnikiem ekspresji PCNA, obecnością 
białek p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 i cykliny D1) a cechami klinicz-
nymi i demograficznymi badanej grupy chorych, 

4. określenie wartości rokowniczej wskaźnika apoptotycznego, wskaźni-
ka ekspresji PCNA oraz obecności białek p53, pRb, mdm2, 
p21WAF1/CIP1 i cykliny D1 (analizowanych pojedynczo oraz łącznie) 
u chorych na niedrobnokomórkowego raka płuca.  
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3. MATERIAŁ 
Materiał do badań stanowiły próbki tkanek NDKRP uzyskane podczas re-

sekcji miąższu płucnego od 203 chorych, operowanych w Klinice Chirurgii 
Klatki Piersiowej, Akademii Medycznej w Gdańsku w latach 1996-2005. W gru-
pie tej w 170 przypadkach oceniono wskaźnik apoptotyczny, w 203 obecność 
białka p53 i pRb, w 125 obecność białka PCNA, w 197 białka mdm2, natomiast 
w 194 przypadkach obecność białka p21WAF1/CIP1 oraz cykliny D1. Z uwagi na 
fakt, że niniejsza rozprawa stanowi kontynuację kilku badań oraz ze względu na 
ograniczoną dostępność materiału biologicznego, wymienione grupy w części 
przypadków stanowiły odrębne populacje chorych. W 115 przypadkach dokona-
no łącznej oceny wszystkich badanych parametrów. Na przeprowadzenie badań 
uzyskano zgodę Niezależnej Komisji Bioetycznej do Spraw Badań Naukowych 
przy AMG.  

Ocenę wyżej wymienionych parametrów przeprowadzono w tkankach nowo-
tworowych utrwalonych w formalinie, przechowywanych w postaci bloczków 
parafinowych. Żaden z operowanych chorych nie otrzymał leczenia przeciwno-
wotworowego przed zabiegiem operacyjnym. Po operacji 53 chorych (26%) 
leczonych było radioterapią, w tym 23 (11%) otrzymało radioterapię uzupełnia-
jącą, natomiast 30 chorych (15%) leczonych było z powodu nawrotu choroby. 
Baza danych obejmowała następujące informacje: imię i nazwisko chorego, datę 
urodzenia, płeć, wiek w chwili leczenia operacyjnego, obecność lub brak nałogu 
palenia papierosów, rozpoznanie histopatologiczne nowotworu, stopień jego 
zróżnicowania, ocenę stopnia zaawansowania klinicznego (w skali pTNM), datę 
i doszczętność zabiegu operacyjnego, czas do nawrotu choroby oraz rodzaj 
wznowy, datę ostatniej obserwacji lub datę zgonu, wartość wskaźnika apopto-
tycznego, wskaźnika ekspresji PCNA oraz ocenę występowania białek p53, pRb, 
mdm2, p21WAF1/CIP1 oraz cykliny D1.  

Badana grupa obejmowała 203 chorych, 155 mężczyzn (76%) oraz 48 kobiet 
(24%). Średni wiek chorych w momencie zabiegu operacyjnego wynosił 60 lat 
(zakres od 39 do 78 lat). U 20 chorych po zabiegu operacyjnym stwierdzono 
cechę T1, u 128 cechę T2, u 48 cechę T3, zaś u 7 cechę T4. U 112 chorych 
stwierdzono cechę N0, u 36 cechę N1, u 55 zaś cechę N2. W chwili zabiegu 
u dwóch chorych obecne były przerzuty odległe (cecha M1). Po badaniu mikro-
skopowym guza pierwotnego oraz okolicznych węzłów chłonnych, stopień za-
awansowania klinicznego (pTNM) określono na podstawie obecnych kryteriów 
UICC (Union Internationale Contre le Cancer – International Union Against 
Cancer) [166, 168], stwierdzając stopień I, II, IIIA i IIIB/IV odpowiednio u 89, 
23, 82 i 9 badanych chorych z NDKRP. Doszczętność mikroskopową (R0) 
stwierdzono u 180 chorych, niedoszczętność mikroskopową (R1) u 15 chorych 
i niedoszczętność makroskopową (R2) u 8 chorych (tabela 1). 
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Badanie histopatologiczne skrawków barwionych hematoksyliną-eozyną 
przeprowadziło czterech niezależnych patologów (dr med. Grażyna Kobierska 
oraz dr med. Andrzej Karmoliński – Katedra i Zakład Patomorfologii Akademii 
Medycznej w Gdańsku, dr med. Klaus Wiedorn – Institut für Pathologie, Katha-
rinenhospital, Stuttgart, Niemcy, dr med. Carsten Boltze – Institut für Pathologie, 
Otto-von-Guericke Universität, Magdeburg, Niemcy). W przypadku rozbieżno-
ści, ostateczne rozpoznanie ustalane było podczas konsultacji pomiędzy patolo-
gami.  

Rozpoznano 119 przypadków raka płaskonabłonkowego, 52 przypadki gru-
czolakoraka, 16 przypadków raka wielkokomórkowego oraz 16 przypadków 
raka o mieszanym utkaniu gruczołowo-płaskonabłonkowym. Cechę G1 stwier-
dzono u 31 chorych, G2 u 115 chorych oraz G3 u 57 chorych.  

W odniesieniu do wszystkich 203 chorych (100%) udało się ustalić informa-
cje na temat nałogu palenia papierosów. W grupie tej 114 osób paliło papierosy 
w momencie zabiegu operacyjnego, spośród których 37 zaprzestało palenia w o-
kresie dalszej obserwacji; 80 chorych zaprzestało palenia wcześniej (co najmniej 
pół roku przed zabiegiem operacyjnym), a 9 osób nigdy nie paliło papierosów 
(tabela 1). 

U 203 chorych (100%) oceniono przebieg kliniczny nowotworu. Do chwili 
zamknięcia bazy danych 78 pacjentów żyło bez cech nawrotu choroby, u 119 
wystąpił nawrót nowotworu, w tym u 29 pod postacią wznowy miejscowej, 
a u 82 przerzutów odległych, natomiast u 8 chorych wystąpiły równocześnie 
obie postaci nawrotu. 6 chorych zginęło w okresie krótszym niż miesiąc po za-
biegu operacyjnym.  

Podczas ostatniej analizy (czerwiec-lipiec 2005 roku) spośród ogółu 203 
chorych, u których prześledzono przebieg choroby nowotworowej, u 59 żyjących 
osób nie stwierdzono nawrotu choroby nowotworowej (29%). Mediana okresu 
wolnego od nawrotu choroby dla całej grupy wynosiła 24 miesiące, a prawdopo-
dobieństwo rocznego i pięcioletniego przeżycia bez nawrotu - odpowiednio 60% 
i 32%. W czerwcu 2005 roku, spośród ogółu 203 chorych żyło 65 pacjentów 
(32%). Mediana okresu przeżycia dla całej grupy wynosiła 33 miesiące, a praw-
dopodobieństwo rocznego i pięcioletniego przeżycia - odpowiednio 65% i 38%. 
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Tab. 1. Charakterystyka kliniczna badanej grupy 203 chorych na NDKRP. 
Tab. 1. Clinical characteristics of 203 NSCLC patients.  

Cecha  
Characteristics  

Liczba chorych (%) 
No of patients (%) 

Wiek / Age         
           ≤ 60 lat 

       >60 lat 

 
92 (45%) 

111 (55%) 
Płeć / Sex  
  mężczyźni / men            
  kobiety /women               

 
155 (76%) 
48 (24%) 

T 
   1 
   2 
   3 
   4 

 
20 (10%) 

128 (63%) 
48 (24%) 

7 (3%) 
N 

0 
1 
2 

 
112 (55%) 
36 (18%) 
55 (27%) 

Stopień zaawansowania klinicznego / Staging 
I 
II 
IIIA 
IIIB + IV 

 
89 (44%) 
23 (11%) 
82 (41%) 

9 (4%) 
Doszczętność zabiegu operacyjnego 
Operation completeness  

R0 
R1 
R2 

 
 

180 (89%) 
15 (7%) 
8 (4%) 

Postać histologiczna guza / Histology 
Rak płaskonabłonkowy / Squamous 

    Gruczolakorak / Adenous  
Rak wielkokomórkowy  / Large cell  
Rak gruczołowo-płaskonabłonkowy / Adeno-squamous 

 
119 (58%) 
52 (26%) 
16 (8%) 
16 (8%) 

Stopień zróżnicowania guza / Grading  
G1 
G2 
G3 

 
31 (15%) 

115 (57%) 
57 (28%) 

Nałóg palenia papierosów / Smoking  
Niepalący / Never smokers  
Palacze / Smokers 
Byli palacze / Previous smokers 

 
9 (5%) 

114 (56%) 
80 (39%) 
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4. METODY 

4.1. Ocena apoptozy 
Oznaczenie apoptozy autorka pracy wykonała osobiście podczas stażu na-

ukowego w Instytucie Biologii Molekularnej Uniwersytetu w Kuopio, Finlandia 
(kierownik Instytutu Prof. Seppo Ylä-Herttuala), za pomocą reakcji TUNEL 
(TdT-mediated deoxyuridine triphosphate-digoxygenin nick end-labeling). Reak-
cja ta pozwala na wykrycie małych fragmentów DNA, które mają wolne końce 
3’-OH, poprzez przyłączenie do nich znakowanych nukleotydów. Reakcja kata-
lizowana jest przez enzym nukleotydylotransferazę DNA (TdT- terminal deoxy-
nucleotidyl transferase), a nukleotydy znakowane są za pomocą digoxygeniny. 
Zasadę wykrywania apoptozy metodą TUNEL przedstawiono na rycinie 6. Pro-
cedura obejmuje inkubację skrawka tkanki nowotworowej z roztworem enzymu 
w buforze zawierającym znakowane digoksygeniną nukleotydy. W następnym 
etapie stosuje się przeciwciało znakowane peroksydazą skierowane przeciw di-
goksygeninie. Przeciwciało to jest wykrywane za pomocą substratu (DAB - 3,3’-
diaminobenzydyna). Ostatnim etapem reakcji jest kontrastowanie preparatu zie-
lenią metylową. Jądra komórek apoptotycznych z powodu dużej liczby wolnych 
końców 3’-OH DNA barwią się na brązowo, natomiast jądra komórek niezmie-
nionych barwią się na kolor zielony.  

 
Ryc. 6.  Reakcja TUNEL. 
Fig. 6.  TUNEL staining.  
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Do oznaczenia komórek apoptotycznych użyto komercyjnie dostępnego ze-
stawu ApopTag®Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Nr kata-
logowy S 7101, firmy Intergen Company, Oxford, Anglia). Oznaczenie zostało 
wykonane ściśle według protokołu zalecanego przez producenta (rycina 7 A, B).  

 
  

 
 
 
 
  
 
 
 

Ryc. 7.  Niedrobnokomórkowy rak płuca. A, B – dodatnie barwienie za pomocą reakcji 
TUNEL 

Fig. 7.  Non-small cell lung cancer. A, B – positive TUNEL staining. 
 

Fragmenty guzów dostarczono do laboratorium w postaci bloczków parafi-
nowych. Materiał skrajany był na preparaty o grubości od 3 do 5 µm, umiesz-
czany na szkiełkach podstawowych pokrytych 2% APTS (3-aminopro-
pyltriethoxy-silane), a następnie suszony przez całą noc w temperaturze 50 °C. 
Preparaty zostały odparafinowane podczas 3-krotnego zanurzenia w ksylenie, 
nawodnione w kolejnych stężeniach alkoholu etylowego oraz wypłukane w roz-
tworze PBS (roztwór soli fizjologicznej buforowanej fosforanami). Następnie na 
skrawki nałożono proteinazę K (stężenie 20 µg/ml) i inkubowano preparaty 
w temperaturze pokojowej przez 20 minut. Po 4-krotnym płukaniu w roztworze 
PBS (4 x 2 minuty) zablokowano endogenną peroksydazę poprzez zanurzenie 
preparatów na 5 minut w 2% H2O2 w temperaturze pokojowej. Kolejno po  
2-krotnym płukaniu w roztworze PBS (2 x 5 minut) nałożono bufor preinkuba-
cyjny na 15 – 30 sek. Następnie na skrawki nałożono płyn inkubacyjny zawiera-
jący nukleotydylotransferazę DNA i roztwór nukleotydów (w proporcji: TdT  
32 µl oraz 76 µl buforu ze znakowanymi nukleotydami) i inkubowano w komo-
rze wilgotnej w temperaturze 37 ºC przez 60 minut. Po inkubacji, skrawki zanu-
rzano w roztworze buforu płuczącego (rozcieńczonego wodą destylowaną w 
stosunku 1:35) i inkubowano przez kolejne 30 minut w temperaturze pokojowej. 
Preparaty płukano 3-krotnie w roztworze PBS (3 x 5 minut). Następnie na 
skrawki nakropiono przeciwciała przeciwko digoxygeninie znakowane peroksy-
dazą i inkubowano w komorze wilgotnej w temperaturze pokojowej przez 30 
minut. Po inkubacji, preparaty płukano 3-krotnie w roztworze PBS (3 x 5 minut). 

B A
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Celem uzyskania reakcji barwnej na skrawki nałożono świeżo przygotowany 
substrat (DAB - 3,3’-diaminobenzydyna) i inkubowano w temperaturze pokojo-
wej. Długość czasu inkubacji z substratem uzależniona była od intensywności 
barwienia w mikroskopie świetlnym, którą oceniano każdorazowo podczas wy-
konywania badań. Średni czas inkubacji, przy którym uzyskiwano zadawalające 
barwienia wynosił 3 - 6 minut. Kolejno skrawki płukano 3-krotnie w wodzie 
destylowanej (3 x 1 minuta) a podczas ostatniego płukania skrawki pozostawio-
no w wodzie destylowanej na 5 minut. Barwienie kontrastowe podłoża uzyskano 
poprzez nałożenie na skrawki 0,5% roztworu zieleni metylowej na 10 minut 
w temperaturze pokojowej. Następnie preparaty płukano kolejno w wodzie de-
stylowanej (3 x 30 sekund) oraz 100% butanolu (3 x 30 sekund). Na koniec pre-
paraty odwodniono poprzez 3-krotne zanurzenie w ksylenie (3 x 2 minuty), za-
krapiano preparatem Aquatex (firmy Merck, Sp. z o.o) i przykrywano szkiełkiem 
nakrywkowym. Po osuszeniu preparatów barwienie oceniano w mikroskopie 
świetlnym. Jako dodatniej kontroli używano skrawków dołączonych przez pro-
ducenta zestawu do oznaczenia apoptozy, w których stwierdzono dodatnią reak-
cję TUNEL. Dla ujemnej kontroli używano skrawków, które poddano powyższej 
procedurze z ominięciem dodania TdT do reakcji. Kontrole ujemne i dodatnie 
wykonywano przy każdej partii kolejno oznaczanych preparatów. Wyniki kon-
troli były zadowalające.  

Występowanie komórek apoptotyczych oceniało trzech niezależnych obser-
watorów – dr med. Andrzej Karmoliński z Katedry i Zakładu Patomorfologii 
AMG, dr med. Thomas Wirth z Instytutu Virtanena z Kuopio oraz autorka ni-
niejszej rozprawy. W przypadku każdego chorego, analizie poddano skrawek 
guza wybarwiony za pomocą reakcji TUNEL oraz skrawek wybarwiony hema-
toksyliną-eozyną. Łączna analiza obu skrawków tego samego fragmentu guza 
umożliwiła wykluczenie miejsc objętych martwicą. Ilość komórek apoptotycz-
nych oceniano w 10 polach obejmujących łącznie około 1000 komórek nowo-
tworowych. Liczbę komórek apoptotycznych z każdego z 10 pól widzenia su-
mowano, uzyskując w ten sposób wartość wskaźnika apoptotycznego – WA (AI 
– Apoptotic Index). W przypadku rozbieżności w wartości wskaźnika apopto-
tycznego pomiędzy obserwatorami, wyliczano średnią wartość uzyskanych wy-
ników.  

4.2. Ocena występowania białek p53, PCNA, pRb, 
mdm2, p21WAF1/CIP1 oraz cykliny D1 

Oznaczenia występowania białek p53, PCNA, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 oraz 
cykliny D1 autorka rozprawy wykonała osobiście w Instytucie Patomorfologii 
w Katharinenhospital w Stuttgarcie, Niemcy (białko p53, pRb, mdm2) oraz w In-
stytucie Patomorfologii Uniwersytetu Otto-von-Guericke w Magdeburgu, Niem-
cy (białko p21WAF1/CIP1, cyklina D1 oraz białko PCNA), początkowo w ramach 
Stypendium Zagranicznego dla Młodych Naukowców im. Stefana Batorego,  



Metody 33

a następnie w ramach kontynuacji współpracy. Występowanie wszystkich anali-
zowanych białek oceniano immunohistochemicznie.  

Reakcja ta polega na wykrywaniu i lokalizacji składników komórek (na za-
sadzie antygen-przeciwciało) oraz wizualizacji zachodzącej reakcji (reakcja 
z kompleksem enzym-antyenzym). W reakcji immunohistochemicznej antygeny 
wykrywane są za pomocą nieznakowanych, swoistych przeciwciał monoklonal-
nych, które wiążą się z określonym fragmentem antygenu. Następnie dodaje się 
nieznakowaną antyglobulinę oraz kompleks enzym znacznikowy-przeciwciało 
przeciwko temu enzymowi (antyenzym). Antyglobulina mająca dwa wiążące 
fragmenty Fab spełnia rolę mostka łączącego przeciwciało pierwotne z komplek-
sem enzym-antyenzym. Zasadę tej techniki przedstawia rycina 8.  

 
 
Ryc. 8.  Barwienie immonohistochemiczne. 
Fig. 8.  Immunohistochemistry. 
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Ryc. 9.  Niedrobnokomórkowy rak płuca. A – dodatnie barwienie dla p53, B – dodatnie 

barwienie dla PCNA, C – dodatnie barwienie dla pRb, D – dodatnie barwienie 
dla mdm2, E – dodatnie barwienie dla p21WAF1/CIP1, F – dodatnie barwienie dla 
cykliny D1. 

Fig. 9.  Non-small cell lung cancer. A – positive p53 protein staining, B – positive 
PCNA protein staining, C – positive pRb protein staining, D – positive mdm2 
protein staining, E – positive p21WAF1/CIP1 protein staining, F – positive cyclin 
D1 staining.  

E 

DC

A B 

F 
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Obecność białek p53, PCNA, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 oraz cykliny D1 ba-
dano przy użyciu odpowiednich przeciwciał monoklonalnych PAb1801, PC 10, 
LM 95.1, IF2, SX 118 oraz DCS-6 (rycina 9). Przeciwciała przeciwko białku 
p53, mdm2, pRb zakupiono w firmie Oncogene Science, Merck Sp. z o. o., War-
szawa, natomiast przeciwko PCNA, p21WAF1/CIP1 oraz cyklinie D1 w firmie Da-
koCytomation Sp.z o.o., Gdynia. Rozcieńczenie przeciwciała monoklonalnego 
użytego podczas reakcji, przy których uzyskano najlepsze barwienia wynosiły 
dla białka p53 i PCNA 1:100, dla białka pRb 1:300, natomiast dla białka mdm2, 
p21WAF1/CIP1 oraz cykliny D1 1:50. Wszystkie skrawki poddawane były tej samej 
procedurze. Podczas każdego barwienia wykonywano odpowiednią dodatnią 
i ujemną kontrolę. Jednorazowo oznaczano 20 preparatów – 2 kontrole oraz 18 
kolejnych guzów płuca. Kontrolę dodatnią stanowiły skrawki raka piersi, które 
w poprzednich barwieniach wykazywały dodatnią, jądrową ekspresję badanych 
białek. Kontrolę ujemną stanowił fragment tego samego guza, który był używa-
ny jako kontrola dodatnia, natomiast podczas procedury barwienia omijano do-
dawanie przeciwciała monoklonalnego skierowanego przeciwko odpowiedniemu 
białku. Barwienia w preparatach kontrolnych podczas wszystkich oznaczeń były 
zadowalające. Jako kompleksu enzym-antyenzym stosowano kompleks fosfataza 
zasadowa-antyfosfataza (APAAP - alkaline phosphatase-antialkaline phospha-
tase). Aktywność fosfatazy zasadowej została uwidoczniona poprzez sprzężenie 
z pochodnymi naftolu. Barwienie kontrastowe podłoża uzyskano za pomocą 
hematoksyliny. Jądra komórkowe zawierające poszukiwany antygen barwiły się 
na czerwono, natomiast pozostałe jądra oraz podłoże na niebiesko.  

Fragmenty guzów dostarczono do laboratoriów w postaci bloczków parafi-
nowych. Materiał skrajany był na preparaty o grubości od 3 do 5 µm, umiesz-
czany na szkiełkach podstawowych pokrytych 2% APTS (3-aminopropyl-
triethoxy-silane), a następnie suszony przez całą noc w temperaturze 50°C. Pre-
paraty pozbawiano parafiny poprzez kolejne zanurzanie w ksylenie (3 x 5 min) 
oraz ponownie nawadniano poprzez zanurzanie w kolejnych rozcieńczeniach 
alkoholu etylowego. Następnie szkiełka przepłukiwano w wodzie destylowanej 
i umieszczano na 5 minut w roztworze PBS. Kolejnym etapem było umieszcze-
nie preparatów w łaźni wodnej z buforem cytrynianowym podgrzanym do tem-
peratury 95°C, gdzie gotowano je przez 40 minut. Następnie wyjmowano z na-
czynia i studzono przez 20 minut w temperaturze pokojowej po czym umiesz-
czano kolejno w wodzie destylowanej i roztworze PBS. Po takim przygotowaniu 
preparaty zakraplano na 10 minut roztworem antyglobuliny Power Block (firmy 
DakoCytomation, Sp. z o.o., Gdynia) w rozcieńczeniu 1:10. W tym czasie od-
powiednio rozcieńczano przeciwciała przeciwko białkom p53, PCNA, pRb, 
mdm2, p21WAF1/CIP1 oraz cyklinie D1. Po 10 minutach, rozcieńczone przeciwciała 
nakrapiano na skrawki guza i inkubowano przez całą noc w lodówce w tempera-
turze 4°C. Następnego dnia preparaty przemywano roztworem PBS (przez 5 minut), 
nakrapiano przeciwmysie, królicze przeciwciało - rabbit-anti-mouse-antibody 
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(firmy DakoCytomation, Sp. z o.o., Gdynia) w rozcieńczeniu 1:50 i inkubowano 
preparaty przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Po inkubacji, preparaty 
ponownie przepłukiwano roztworem PBS przez 5 minut, zakraplano komplek-
sem APAAP w rozcieńczeniu 1:300 na 30 minut w temperaturze pokojowej, po 
czym przemywano wodą destylowaną. Reakcję barwną uzyskiwano za pomocą 
roztworu chromogenu - substratów fosfatazy zasadowej (alkaline phosphatase 
substrate), zawierających: naphthol AS-BI Phosphat Na-Salz (firmy Sigma-
Aldrich, Sp. z o.o., Poznań), N-N Dimethylformamid (Merck, Sp. z o.o., War-
szawa) i Levamisol (Sigma-Aldrich, Sp. z o.o., Poznań). W roztworach tych in-
kubowano preparaty przez 30 minut w temperaturze pokojowej, pod wyciągiem. 
Po wyjęciu z roztworu, szkiełka starannie płukano bieżącą wodą, a następnie 
wodą destylowaną z dodatkiem amoniaku. Celem uzyskania kontrastu 
w barwieniu, w kolejnym etapie zanurzano preparaty w roztworze hematoksyli-
ny. Na koniec preparat zakraplano preparatem Aquatex (Merck, Sp. z o.o., War-
szawa) i przykrywano szkiełkiem nakrywkowym. 

Ocenę obecności wszystkich badanych białek przeprowadziło trzech nieza-
leżnych patomorfologów (dr med. Andrzej Karmoliński – Katedra i Zakład Pa-
tomorfologii Akademii Medycznej w Gdańsku, dr med. Klaus Hermann Wiedorn 
– Instytut Patomorfologii, Katharinenhospital, Stuttgart, Niemcy oraz dr med. 
Carsten Boltze – Instytut Patomorfologii, Uniwersytetu Otto-von-Guericke, 
Magdeburg, Niemcy). Ekspresja i intensywność barwienia w odniesieniu do 
każdego analizowanego białka, w każdej serii 18 preparatów guzów płuca, była 
porównywana z wykonaną równocześnie dodatnią i ujemną kontrolą. 

Obecność białka PCNA wyrażono pod postacią wskaźnika ekspresji PCNA –  
W PCNA (PCNA labeling index – PCNA LI). Wskaźnik ten wyrażał średnią 
liczbę komórek nowotworowych wykazujących jądrową ekspresję białka PCNA, 
ocenianą w 10 polach widzenia, obejmujących łącznie co najmniej 1000 komó-
rek nowotworowych. W przypadku rozbieżności pomiędzy obserwatorami do 
ostatecznej analizy wyliczano średnią wartość W PCNA. 

Obecność białek p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 oraz cykliny D1 wyrażano 
pod postacią odsetka (%) dodatnich komórek nowotworowych w danym prepa-
racie. Ostatecznie wynik barwienia uznano za dodatni, jeżeli jakakolwiek z ko-
mórek nowotworowych wykazywała dodatnie barwienie (≥1%), zaś ujemny, gdy 
żadna z badanych komórek nie wykazywała ekspresji badanego białka.  

4.3. Analiza statystyczna  
Analiza statystyczna została wykonana przy użyciu programu komputerowe-

go STATISTICA 6.0. Baza danych zawierała następujące informacje: wiek i płeć 
chorych, obecność lub brak nałogu palenia tytoniu, postać histologiczną guza 
i stopień jego zróżnicowania, stopień zaawansowania klinicznego choroby (z u-
względnieniem skali pTNM), datę i doszczętność zabiegu operacyjnego, datę 
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i rodzaj nawrotu choroby, datę ostatniej obserwacji chorego lub datę zgonu, oce-
nę wskaźnika apoptotycznego, wskaźnika ekspresji białka PCNA oraz obecności 
białek p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 i cykliny D1.   

Analizę jednoczynnikową przeprowadzono przy użyciu testu chi-kwadrat 
(chi2). Podczas tej analizy określono zależność pomiędzy wskaźnikiem apopto-
tycznym, wskaźnikiem ekspresji PCNA oraz występowaniem białek p53, pRb, 
mdm2, p21WAF1/CIP1 i cykliny D1. Test ten został użyty również do oceny zależ-
ności pomiędzy wszystkimi ocenionymi parametrami a cechami klinicznymi 
chorych. Nałóg palenia papierosów nie został włączony do analizy, ponieważ 
w badanej grupie jedynie 9 chorych (4%) nigdy nie paliło papierosów.  

Czas przeżycia chorych liczono od daty zabiegu operacyjnego do daty ostat-
niej obserwacji lub daty zgonu. Czas do nawrotu choroby liczono od daty zabie-
gu operacyjnego do chwili, w której pojawił się nawrót choroby, bądź do daty 
ostatniej obserwacji, gdy nie doszło do wznowy. Zarówno czas przeżycia jak 
i czas do nawrotu choroby wyrażano w miesiącach. Krzywe przeżycia sporzą-
dzono metodą Kaplana-Meyera i porównano za pomocą testu log-rank. Dodat-
kowo wykonano analizę wieloczynnikową z zastosowaniem modelu regresji 
Cox'a. Próg znamienności statystycznej ustalono na poziomie 0.05. 



Dorota Dworakowska 38

5. WYNIKI 

5.1. Wskaźnik apoptotyczny  
Wskaźnik apoptotyczny (WA) został określony w 170 przypadkach NDKRP. 

Brak jakiejkolwiek komórki apoptotycznej stwierdzono zaledwie w 2 przypad-
kach (1%). Średnia wartość WA dla pozostałych 168 guzów wynosiła 12±10. 
Wartość WA nie miała rozkładu normalnego. Mediana WA wynosiła 8, nato-
miast dolny i górny kwartyl WA wynosił odpowiednio 5 i 14. W zależności od 
wartości mediany oraz dolnego i górnego kwartyla badana grupa została podzie-
lona na cztery podgrupy: A - z bardzo niskim WA (WA<5), B – z niskim WA 
(5≤WA<8), C – z wysokim WA (8≤WA<14) oraz D – z bardzo wysokim WA 
(WA≥14). Bardzo niski, niski, wysoki oraz bardzo wysoki WA stwierdzono 
odpowiednio w 40 (23%), 35 (21%), 52 (31%) oraz 43 przypadkach (25%). Ana-
lizę statystyczną wykonano dla różnych punktów odcięcia obejmujących wartość 
średnią, medianę, dolny i górny kwartyl, jakkolwiek różne punkty odcięcia nie 
miały wpływu na uzyskanie wyników znamiennych statystycznie.  

W badanej grupie chorych w analizie chi2 nie stwierdzono zależności pomię-
dzy WA a cechami klinicznymi i demograficznymi obejmującymi wiek i płeć 
chorych, stopień zaawansowania klinicznego choroby (z uwzględnieniem skali 
pTNM), postać histologiczną guza oraz stopień jego zróżnicowania (tabela 2).  

Mediana czasu przeżycia do nawrotu choroby dla chorych z bardzo niskim, 
niskim, wysokim oraz bardzo wysokim WA wynosiła odpowiednio 30, 35, 30 
i 19 miesięcy, a prawdopodobieństwo pięcioletniego przeżycia bez nawrotu cho-
roby - odpowiednio 45%, 30%, 36% i 21% (p=0.69, rycina 10). 
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Tab. 2. Wskaźnik apoptotyczny (WA) w odniesieniu do cech klinicznych chorych 
(N=170, test chi2). 

Tab. 2.  Apoptotic Index (AI) according to patients clinical characteristics (N=170, chi2 
analysis). 

 
  

bardzo niski 
WA  

very low AI 

niski  
WA  

low AI 

wysoki  
WA 

high AI 

bardzo  
wysoki WA  
very high AI 

p 

Wiek / Age 
     ≤60 lat 
     >60 lat 

 
17 
23 

 
19 
16 

 
22 
30 

 
21 
22 

 
0.84 

Płeć / Sex 
      Kobiety / Female 
      Mężczyźni /  Male 

 
7 

33 

 
6 

29 

 
11 
41 

 
11 
32 

0.32 

Stopień zaawansowania  
nowotworu / Stage 
     I 
     II 
     IIIA 
     IIIB + IV 

 

 
16 
7 

15 
2 

 

 
21 
0 

13 
1 

 

 
22 
5 

23 
2 

 

 
18 
8 

15 
2 

0.99 

Typ histologiczny  
Histology 

Rak płaskonabłonkowy 
Squamous 
Gruczolakorak 
Adenous  
Rak wielkokomórkowy 
Large cell  
Rak gruczołowo-
płaskonabłonkowy  
Adeno-squamous 

 
 
 

29 
 

9 
 

1 
 

1 

 
 
 

20 
 

8 
 

3 
 

4 

 
 
 

29 
 

15 
 

4 
 

4 

 
 
 

23 
 

11 
 

6 
 

3 
 

0.11 

Stopień zróżnicowania  
nowotworu / Grade 
     G1 
     G2 
     G3 

 

 
9 

21 
10 

 

 
7 

19 
9 

 

 
6 

33 
13 

 

 
5 

24 
14 

0.16 
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Ryc.10. Krzywa przeżycia do nawrotu Kaplana-Meyer’a u chorych z bardzo niskim 

(grupa A, N=40), niskim (grupa B, N=35), wysokim (grupa C, N=52) oraz bar-
dzo wysokim wskaźnikiem apoptotycznym (grupa D, N=43) (p=0.69). 

Fig.10.  Kaplan-Meyer disease-free survival curve for patients with very low (group A, 
N=40), low (group B, N=35), high (group C, N=52) and very high apoptotic 
index (group D, N=43) (p=0.69). 

 

Mediana czasu przeżycia dla chorych z bardzo niskim, niskim, wysokim 
oraz bardzo wysokim WA wynosiła odpowiednio 33, 42, 36 i 24 miesiące, 
a prawdopodobieństwo pięcioletniego przeżycia – odpowiednio 45%, 37%, 40% 
i 29% (p=0.71, rycina 11). 

Nie stwierdzono różnicy w czasie przeżycia do nawrotu choroby oraz cał-
kowitym czasie przeżycia pomiędzy poszczególnymi czterema podgrupami cho-
rych. Nie stwierdzono również różnic, gdy przy podziale chorych na podgrupy 
zastosowano inne punkty odcięcia.  
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Ryc.11. Krzywa przeżycia całkowitego Kaplana-Meyer’a u chorych z bardzo niskim 

(grupa A, N=40), niskim (grupa B, N=35), wysokim (grupa C, N=52) oraz bar-
dzo wysokim wskaźnikiem apoptotycznym (grupa D, N=43) (p=0.71). 

Fig.11.  Kaplan-Meyer overall survival curve for patients with very low (group A, 
N=40), low (group B, N=35), high (group C, N=52) and very high apoptotic 
index (group D, 43) (p=0.71). 

 
W analizie wieloczynnikowej, spośród wszystkich analizowanych cech  

(z oceną WA włącznie), jedynie stopień zaawansowania klinicznego choroby 
oraz stopień zróżnicowania guza nowotworowego miały znaczenie rokownicze 
w odniesieniu do czasu do nawrotu choroby jak i całkowitego czasu przeżycia 
(tabela 3).  
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Tab. 3.  Analiza wieloczynnikowa oparta na modelu Cox’a obejmująca wpływ cech 
klinicznych chorych oraz WA na czas przeżycia wolny od nawrotu choroby 
oraz na całkowity czas przeżycia (N=170). 

Tab. 3. Multivariate Cox proportional hazard model analysis concerning the impact of 
all patients characteristics and AI on disease-free and overall survival (N=170). 

 
Przeżycie wolne od nawrotu  

Disease-free survival  
Ogólne przeżycie 
Overall survival 

  

p WR*(95% ZU**) 
HR* (95% CI**) p WR*(95% ZU**) 

HR* (95% CI**) 
Płeć 
Sex 0.96 0.99 (0.52-1.45) 0.75 1.07 (0.60-1.55) 

Wiek 
Age 0.15 1.32 (0.93-1.70) 0.11 1.37 (0.97-1.77) 

Typ histologiczny  
nowotworu 
Histology 

0.49 1.05 (0.89-1.22) 0.59 1.05 (0.87-1.21) 

Stopień zaawansowania 
klinicznego  
Stage of disease 

<0.001 1.55 (1.38-1.73) <0.001 1.62 (1.43-1.80) 

Stopień zróżnicowania  
nowotworu 
Grade 

0.04 1.44 (1.03-1.65) 0.02 1.46 (1.13-1.78) 

Wskaźnik apoptotyczny 
Apoptotic index  0.36 1.07 (0.91-1.24) 0.65 1.04 (0.87-1.22) 

WR*– współczynnik ryzyka, 95% ZU** - 95% zakres ufności  
HR* – hazard ratio, 95% CI** - 95% confidence interval  
 

5.2. Wskaźnik ekspresji białka PCNA 
Wskaźnik ekspresji PCNA (W PCNA) został określony w 125 przypadkach 

NDKRP. Brak jakiejkolwiek obecności białka PCNA stwierdzono zaledwie w 4 
guzach (3%). Średnia wartość W PCNA dla wszystkich pozostałych 121 chorych 
wynosiła 34±24. Wartość W PCNA nie miała rozkładu normalnego. Mediana 
W PCNA wynosiła 35, natomiast dolny i górny kwartyl W PCNA wynosił od-
powiednio 20 i 50. W zależności od wartości mediany oraz dolnego i górnego 
kwartyla badana grupa chorych została podzielona na cztery podgrupy: A – 
z bardzo niskim W PCNA (W PCNA<20), B – z niskim W PCNA (20≤W PC-
NA<35), C – z wysokim W PCNA (35≤W PCNA<50) oraz D – z bardzo wyso-
kim W PCNA (W PCNA≥50). Bardzo niski, niski, wysoki oraz bardzo wysoki 
wskaźnik ekspresji PCNA stwierdzono odpowiednio w 23 (18%), 36 (29%),  
34 (27%) oraz 32 przypadkach (26%). Analiza statystyczna została wykonana 
dla różnych punktów odcięcia obejmujących wartość średnią, medianę, dolny 
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i górny kwartyl, jakkolwiek różne punkty odcięcia nie miały wpływu na uzyska-
nie wyników znamiennych statystycznie.  

W badanej grupie w analizie chi2 nie stwierdzono zależności pomiędzy 
W PCNA a cechami klinicznymi i demograficznymi obejmującymi wiek i płeć 
chorych, stopień zaawansowania klinicznego choroby (z uwzględnieniem skali 
pTNM) oraz postacią histologiczną guza. Stwierdzono natomiast dodatnią kore-
lację pomiędzy W PCNA a stopniem zróżnicowania guza nowotworowego 
(p=0.03) (tabela 4).  

Mediana czasu przeżycia do nawrotu choroby dla chorych z bardzo niskim, 
niskim, wysokim oraz bardzo wysokim W PCNA wynosiła odpowiednio 52, 30, 
19 i 18 miesięcy, a prawdopodobieństwo pięcioletniego przeżycia bez nawrotu 
choroby - odpowiednio 42%, 31%, 30% i 29% (p=0.42, rycina 12). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ryc.12. Krzywa przeżycia do nawrotu Kaplana-Meyer’a u chorych z bardzo niskim 

(grupa A, N=23), niskim (grupa B, N=36), wysokim (grupa C, N=34) oraz bar-
dzo wysokim wskaźnikiem ekspresji PCNA (grupa D, N=32) (p=0.42). 

Fig.12.  Kaplan-Meyer disease-free survival curve for patients with very low (group A, 
N=23), low (group B, N=36), high (group C, N=34) and very high PCNA label-
ing index (group D, N=32) (p=0.42). 
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Tab. 4. Wskaźnik ekspresji PCNA w odniesieniu do cech klinicznych chorych (N=125, 
test chi2). 

Tab. 4. PCNA labeling index according to patients clinical characteristics (N=125, chi2 
analysis). 

 
 bardzo  

niski 
W PCNA  
very low 
PCNA LI 

niski  
W PCNA 

 
low  

PCNA LI 

wysoki 
W PCNA 

 
high 

PCNA LI 

bardzo  
wysoki  

W PCNA 
very high 
PCNA LI 

p 

Wiek / Age 
     ≤60 lat 
     >60 lat 

 
10 
13 

 
14 
22 

 
20 
14 

 
13 
19 

 
0.89 

 
Płeć / Sex 
      Kobiety / Female 
      Mężczyźni / Male 

 
18 
5 

 
28 
8 

 
26 
8 

 
22 
10 

 

0.23 

Stopień zaawansowania  
nowotworu / Stage 
     I 
     II 
     IIIA 
     IIIB + IV 

 
 

9 
3 

10 
1 

 
 

18 
3 

15 
0 

 
 

17 
2 

13 
2 

 
 

13 
4 

14 
1 

0.88 

Typ histologiczny  
Histology 

Rak płaskonabłonkowy 
Squamous 
Gruczolakorak 
Adenous  
Rak wielkokomórkowy 
Large cell  
Rak gruczołowo-
płaskonabłonkowy  
Adeno-squamous 

 
 

12 
 

8 
 

1 
 

2 

 
 

18 
 

11 
 

3 
 

4 

 
 

16 
 

11 
 

5 
 

2 

 
 

19 
 

7 
 

3 
 

3 
 

0.97 

Stopień zróżnicowania  
nowotworu / Grade 
     G1 
     G2 
     G3 

 
 

5 
17 
1 

 
 

6 
23 
7 

 
 

6 
15 
13 

 
 

4 
19 
9 

 
 
0.03 

 

Mediana całkowitego czasu przeżycia dla chorych z bardzo niskim, niskim, 
wysokim oraz bardzo wysokim W PCNA wynosiła odpowiednio 54, 36, 19 i 20 
miesięcy, a prawdopodobieństwo pięcioletniego przeżycia - odpowiednio 42%, 
36%, 32% i 31% (p=0.23, rycina 13). 

 

 
 



Wyniki 45

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ryc.13. Krzywa przeżycia całkowitego Kaplana-Meyer’a u chorych z bardzo niskim 

(grupa A, N=23), niskim (grupa B, N=36), wysokim (grupa C, N=34) oraz bar-
dzo wysokim wskaźnikiem ekspresji PCNA (grupa D, N=32) (p=0.23). 

Fig.13.  Kaplan-Meyer overall survival curve for patients with very low (group A, 
N=23), low (group B, N=36), high (group C, N=34) and very high PCNA label-
ing index (group D, N=32) (p=0.23). 

 

Pomiędzy poszczególnymi czterema podgrupami chorych z NDKRP nie 
stwierdzono różnic w czasie przeżycia do nawrotu choroby. Stwierdzono nato-
miast statystycznie znamienną różnicę w czasie przeżycia całkowitego pomiędzy 
podgrupą o bardzo niskim (A) w stosunku do podgrupy o bardzo wysokim 
W PCNA (D). Mediana całkowitego czasu przeżycia dla chorych z bardzo ni-
skim W PCNA (A) oraz bardzo wysokim W PCNA (D) wynosiła odpowiednio 
58 i 20 miesięcy, a prawdopodobieństwo pięcioletniego przeżycia - odpowiednio 
42% i 31% (p=0.04, rycina 14). 

W analizie wieloczynnikowej, spośród wszystkich analizowanych cech 
(z oceną W PCNA włącznie), jedynie stopień zaawansowania klinicznego cho-
roby oraz stopień zróżnicowania guza nowotworowego miały znaczenie rokow-
nicze w odniesieniu do czasu przeżycia wolnego od nawrotu choroby, jak i do 
całkowitego czasu przeżycia (tabela 5). 
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Ryc.14. Krzywa przeżycia całkowitego Kaplana-Meyer’a u chorych z bardzo niskim 

(grupa A, N=23) w stosunku do chorych z bardzo wysokim wskaźnikiem eks-
presji PCNA (grupa D, N=32) (p=0.04). 

Fig. 14. Kaplan-Meyer overall survival curve for patients with very low (group A, N=23) 
vs very high PCNA labeling index (group D, N=32) (p=0.04). 

 

Tab. 5.  Analiza wieloczynnikowa oparta na modelu Cox’a obejmująca wpływ cech 
klinicznych chorych oraz W PCNA na czas przeżycia wolny od nawrotu choro-
by oraz na całkowity czas przeżycia (N=125). 

Tab. 5.  Multivariate Cox proportional hazard model analysis concerning the impact of 
all patients characteristics and PCNA LI on disease-free and overall survival 
(N=125). 

Przeżycie wolne od nawrotu 
Disease-free survival 

Ogólne przeżycie 
Overall survival 

  

p WR*(95% ZU**) 
HR* (95% CI**) 

p WR*(95% ZU**) 
HR* (95% CI**) 

Płeć 
Sex 0.48 1.20 (0.68-1.72) 0.34 1.28 (0.76-1.81) 

Wiek 
Age 0.34 1.24 (0.79-1.69) 0.28 1.28 (0.82-1.74) 

Typ histologiczny nowotworu 
Histology 0.85 1.01 (0.83-1.20) 0.80 1.02 (0.83-1.21) 

Stopień zaawansowania  
klinicznego / Stage of disease <0.001 1.62 (1.43-1.82) <0.001 1.69 (1.48-1.90) 

Stopień zróżnicowania  
nowotworu / Grade 0.03 1.50 (1.12-1.88) 0.01 1.63 (1.24-2.02) 

Wskaźnik ekspresji PCNA / 
PCNA labeling index  0.19 1.13 (0.94-1.34) 0.11 1.18 (0.97-1.37) 

WR*- współczynnik ryzyka, 95% ZU** - 95% zakres ufności  
HR* – hazard ratio, 95% CI** - 95% confidence interval  
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5.3. Białko p53  
Obecność białka p53 stwierdzono w 96 spośród 203 badanych guzów (47%). 

Średni odsetek wybarwionych jąder komórkowych w dodatnich preparatach 
wynosił 54±36%. Całkowity brak barwienia stwierdzono w 107 przypadkach 
(53%). Analiza statystyczna została wykonana dla różnych punktów odcięcia, ale 
żaden z nich nie wpłynął na uzyskanie wyników znamiennych statystycznie. 
Ostatecznie za wynik dodatni barwienia przyjęto jakąkolwiek jądrową ekspresję 
białka p53 (≥1%).  

W badanej grupie chorych w analizie chi2 nie stwierdzono zależności pomię-
dzy obecnością białka p53 a cechami klinicznymi i demograficznymi obejmują-
cymi wiek i płeć chorych, stopień zaawansowania klinicznego choroby 
(z uwzględnieniem skali pTNM), postać histologiczną guza oraz stopień jego 
zróżnicowania (tabela 6).  
 
Tab. 6.  Ekspresja białka p53 w odniesieniu do cech klinicznych chorych (N=203, test 

chi2). 
Tab. 6. p53 protein expression according to patients clinical characteristics (N=203, 

chi2 analysis). 
 p53 (-) p53 (+) p 
Wiek / Age 
     ≤60 lat 
     >60 lat 

 
48 
59 

 
44 
52 

 
0.89 

 
Płeć / Sex 
      Mężczyźni / Male  
      Kobiety / Female 

 
83 
24 

 
72 
24 

0.67 

Stopień zaawansowania nowotworu / Stage 
     I 
     II 
     IIIA 
     IIIB + IV 

 
47 
12 
45 
3 

 
42 
11 
37 
6 

0.70 

Typ histologiczny / Histology 
Rak płaskonabłonkowy / Squamous 

    Gruczolakorak / Adenous  
Rak wielokomórkowy / Large cell  
Rak gruczołowo-płaskonabłonkowy / 

    Adeno-squamous  

59 
27 
9 

12 

 
60 
25 
7 
4 
 

 
0.07 

 

Stopień zróżnicowania nowotworu / Grade 
     G1 
     G2 
     G3 

 
15 
64 
28 

 
16 
51 
29 

0.88 

Mediana czasu przeżycia do nawrotu choroby dla chorych z ujemną 
i dodatnią ekspresją białka p53 wynosiła odpowiednio 19 i 23 miesiące, a praw-
dopodobieństwo pięcioletniego przeżycia bez nawrotu choroby - odpowiednio 
35% i 30% (p=0.59, rycina 15). 
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Ryc.15. Krzywa przeżycia do nawrotu Kaplana-Meyer’a u chorych z ujemną ekspresją 
białka p53 (N=107) w stosunku do chorych z dodatnią ekspresją białka p53 
(N=96). 

Fig. 15. Kaplan-Meyer disease-free survival curve for patients without p53 protein ex-
pression (N=107) vs patients with positive p53 protein expression (N=96). 

Mediana całkowitego czasu przeżycia dla chorych z ujemną i dodatnią eks-
presją białka p53 wynosiła odpowiednio 28 i 34 miesiące, a prawdopodobień-
stwo pięcioletniego przeżycia – odpowiednio 40% i 34% (p=0.60, rycina 16). 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
Ryc.16. Krzywa przeżycia całkowitego Kaplana-Meyer’a u chorych z ujemną ekspresją 

białka p53 (N=107) w stosunku do chorych z dodatnią ekspresją białka p53 
(N=96). 

Fig. 16.  Kaplan-Meyer overall survival curve for patients without p53 protein expres-
sion (N=107) vs patients with positive p53 protein expression (N=96). 
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W analizie wieloczynnikowej, spośród wszystkich analizowanych cech (z obec-
nością białka p53 włącznie), jedynie stopień zaawansowania klinicznego choroby 
oraz stopień zróżnicowania guza miały znaczenie rokownicze w odniesieniu do cza-
su przeżycia wolnego od nawrotu choroby, jak i do całkowitego czasu przeżycia 
(tabela 7).  

 

Tab. 7.  Analiza wieloczynnikowa oparta na modelu Cox’a obejmująca wpływ cech 
klinicznych chorych oraz ekspresję białka p53 na czas przeżycia wolny od na-
wrotu choroby oraz na całkowity czas przeżycia (N=203). 

Tab. 7.  Multivariate Cox proportional hazard model analysis concerning the impact of 
all patients characteristics and p53 protein expression on disease-free and 
overall survival (N=203). 

 

Przeżycie wolne od nawrotu  
Disease-free survival  

Ogólne przeżycie 
Overall survival 

  

p WR*(95% ZU**) 
HR* (95% CI**) 

p WR*(95% ZU**) 
HR* (95% CI**) 

Płeć 
Sex 0.70 0.92 (0.52-1.32) 0.97 0.99 (0.59-1.39) 

Wiek 
Age 0.23 1.24 (0.88-1.59) 0.18 1.27 (0.91-1.63) 

Typ histologiczny nowotworu 
Histology 0.25 1.08 (0.94-1.21) 0.33 1.07 (0.93-1.21) 

Stopień zaawansowania klinicznego 
Stage of disease <0.001 1.51 (1.35-1.67) <0.001 1.57 (1.40-1.73) 

Stopień zróżnicowania nowotworu
Grade 0.02 1.38 (1.10-1.67) 0.01 1.50 (1.21-1.80) 

Ekspresja białka p53 
p53 protein expression  0.89 0.97 (0.64-1.31) 0.91 0.98 (0.64-1.32) 

WR*- współczynnik ryzyka, 95% ZU** - 95% zakres ufności  
HR* – hazard ratio, 95% CI** - 95% confidence interval  

5.4. Białko pRb  
Obecność białka pRb stwierdzono w 144 spośród 203 badanych  guzów (71%). 

Średni odsetek wybarwionych jąder komórkowych w dodatnich preparatach wynosił 
56±34%. Brak jakiegokolwiek barwienia stwierdzono w 59 przypadkach (29%). 
Analiza statystyczna została wykonana dla różnych punktów odcięcia, jakkolwiek 
różne punkty odcięcia nie wpłynęły na uzyskanie wyników znamiennych statystycz-
nie. Ostatecznie za wynik dodatni barwienia przyjęto jakąkolwiek jądrową ekspresję 
białka pRb (≥1%), natomiast za ujemny całkowity brak obecności białka pRb.  

W badanej grupie chorych w analizie chi2 nie stwierdzono zależności pomiędzy 
obecnością białka pRb a cechami klinicznymi i demograficznymi obejmującymi 
wiek i płeć chorych, stopień zaawansowania klinicznego choroby (z uwzględnie-
niem skali pTNM), postać histologiczną guza oraz stopień jego zróżnicowania (tabe-
la 8).  
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Tab. 8.  Ekspresja białka pRb w odniesieniu do cech klinicznych chorych (N=203, test 
 chi2). 
Tab. 8. pRb protein expression according to patients clinical characteristics (N=203, 

chi2 analysis). 
 

 pRb (-) pRb (+) p 
Wiek / Age 
     ≤60 lat 
     >60 lat 

 
26 
33 

 
66 
78 

 
0.82 

 

Płeć / Sex 
      Mężczyźni / Male  
      Kobiety / Female 

 
42 
17 

 
113 
31 

0.27 

Stopień zaawansowania nowotworu / Stage 
     I 
     II 
     IIIA 
     IIIB + IV 

 
26 
6 

24 
3 
 

 
63 
17 
58 
6 
 

 
0.93 

 

Typ histologiczny / Histology 
Rak płaskonabłonkowy / Squamous 

    Gruczolakorak / Adenous  
Rak wielokomórkowy / Large cell  
Rak gruczołowo-płaskonabłonkowy / 

    Adeno-squamous  

 
32 
17 
7 
3 
 

 
87 
35 
9 

13 
 

 
0.99 

 

Stopień zróżnicowania nowotworu / Grade 
     G1 
     G2 
     G3 

 
4 

36 
19 

 
27 
79 
38 

 
0.08 

 

 

Mediana czasu przeżycia do nawrotu choroby dla chorych z ujemną 
i dodatnią ekspresją białka pRb wynosiła odpowiednio 22 i 20 miesięcy, a praw-
dopodobieństwo pięcioletniego przeżycia bez nawrotu choroby - odpowiednio 
36% i 32% (p=0.84, rycina 17). 

Mediana całkowitego czasu przeżycia dla chorych z ujemną i dodatnią eks-
presją białka pRb wynosiła odpowiednio 26 i 32 miesiące, a prawdopodobień-
stwo pięcioletniego przeżycia – odpowiednio 40% i 36% (p=0.89, rycina 18). 
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Ryc. 17. Krzywa przeżycia do nawrotu Kaplana-Meyer’a u chorych z ujemną ekspresją 

białka pRb (N=59) w stosunku do chorych z dodatnią ekspresją białka pRb 
(N=144). 

Fig. 17. Kaplan-Meyer disease-free survival curve for patients without pRb protein 
expression (N=59) vs patients with positive pRb protein expression (N=144). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ryc. 18. Krzywa przeżycia całkowitego Kaplana-Meyer’a u chorych z ujemną ekspresją 

białka pRb (N=59) w stosunku do chorych z dodatnią ekspresją białka pRb (N=144). 
Fig. 18.  Kaplan-Meyer overall survival curve for patients without pRb protein expres-

sion (N=59) vs patients with positive pRb protein expression (N=144). 
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W analizie wieloczynnikowej, spośród wszystkich analizowanych cech 
(z obecnością białka pRb włącznie), jedynie stopień zaawansowania klinicznego 
nowotworu oraz stopień jego zróżnicowania miały znaczenie rokownicze w od-
niesieniu do czasu przeżycia wolnego od nawrotu choroby i do całkowitego cza-
su przeżycia (tabela 9).  
 

Tab. 9.  Analiza wieloczynnikowa oparta na modelu Cox’a obejmująca wpływ cech 
klinicznych chorych oraz ekspresji białka pRb na czas przeżycia wolny od na-
wrotu choroby oraz na całkowity czas przeżycia (N=203). 

Tab. 9 .  Multivariate Cox proportional hazard model analysis concerning the impact of 
all patients characteristics and pRb protein expression on disease-free and 
overall survival (N=203). 

 
Przeżycie wolne od nawrotu

Disease-free survival 
Ogólne przeżycie 
Overall survival 

 

p WR*(95% ZU**) 
HR* (95% CI**) 

p WR*(95% ZU**) 
HR* (95% CI**) 

Płeć 
Sex 0.74 0.93 (0.53-1.33) 0.99 0.99 (0.59-1.40) 

Wiek 
Age 0.23 1.23 (0.89-1.59) 0.18 1.27 (0.91-1.63) 

Typ histologiczny nowotworu 
Histology 0.24 1.08 (0.94-1.21) 0.32 1.07 (0.93-1.21) 

Stopień zaawansowania klinicznego 
Stage of disease <0.001 1.51 (1.35-1.67) <0.001 1.56 (1.40-1.73) 

Stopień zróżnicowania nowotworu 
Grade 0.02 1.39 (1.11-1.68) 0.01 1.50 (1.21-1.78) 

Ekspresja białka pRb 
pRb protein expression  0.42 1.16 (0.79-1.54) 0.67 1.08 (0.71-1.46) 

WR*- współczynnik ryzyka, 95% ZU** - 95% zakres ufności  
HR* – hazard ratio, 95% CI** - 95% confidence interval  

5.5. Białko mdm2  
Obecność białka mdm2 stwierdzono w 72 spośród 197 badanych  guzów 

(37%). Średni odsetek wybarwionych jąder komórkowych w dodatnich prepara-
tach wynosił 48±44%. Całkowity brak barwienia stwierdzono w 125 przypad-
kach (63%). Analiza statystyczna została wykonana dla różnych punktów odcię-
cia, ale żaden z nich nie wpłynął na uzyskanie wyników znamiennych staty-
stycznie. Ostatecznie za wynik dodatni barwienia przyjęto jakąkolwiek jądrową 
ekspresję białka mdm2 (≥1%).  

W badanej grupie chorych w analizie chi2 nie stwierdzono zależności pomię-
dzy obecnością białka mdm2 a cechami klinicznymi i demograficznymi obejmu-
jącymi wiek i płeć chorych, stopień zaawansowania klinicznego choroby 
(z uwzględnieniem skali pTNM), rodzaj histopatologiczny guza oraz stopień 
jego zróżnicowania (tabela 10).  
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Tab. 10. Ekspresja białka mdm2 w odniesieniu do cech klinicznych chorych (N=197, test 
chi2). 

Tab. 10.  mdm2 protein expression according to patients clinical characteristics (N=197, 
chi2 analysis). 

 
 mdm2 (-) mdm2 (+) p 
Wiek / Age 
     ≤60 lat 
     >60 lat 

 
60 
65 

 
30 
42 

 
0.39 

 
Płeć / Sex 
      Mężczyźni / Male  
      Kobiety / Female 

 
98 
27 

 
51 
21 

0.24 

Stopień zaawansowania nowotworu / Stage 
     I 
     II 
     IIIA 
     IIIB + IV 

54 
10 
57 
4 

 
33 
12 
23 
4 
 

0.50 

Typ histologiczny / Histology 
Rak płaskonabłonkowy / Squamous 
Gruczolakorak / Adenous  
Rak wielokomórkowy / Large cell  
Rak gruczołowo-płaskonabłonkowy / 
Adeno-squamous  

66 
35 
12 
12 

 
48 
17 
4 
3 
 

0.08 

Stopień zróżnicowania nowotworu / Grade 
     G1 
     G2 
     G3 

 
21 
68 
36 

 
8 

44 
20 

0.63 

 

Mediana czasu przeżycia do nawrotu choroby dla chorych z ujemną 
i dodatnią ekspresją białka mdm2 wynosiła odpowiednio 20 i 24 miesiące, 
a prawdopodobieństwo pięcioletniego przeżycia bez nawrotu choroby - odpo-
wiednio 30% i 36% (p=0.69, rycina 19). 

Mediana całkowitego czasu przeżycia dla chorych z ujemną i dodatnią eks-
presją białka mdm2 wynosiła odpowiednio 27 i 33 miesiące, a prawdopodobień-
stwo pięcioletniego przeżycia – odpowiednio 36% i 37% (p=0.79, rycina 20). 
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Ryc. 19. Krzywa przeżycia do nawrotu Kaplana-Meyer’a u chorych z ujemną ekspresją 

białka mdm2 (N=125) w stosunku do chorych z dodatnią ekspresją białka 
mdm2 (N=72). 

Fig. 19. Kaplan-Meyer disease-free survival curve for patients without mdm2 protein 
expression (N=125) vs patients with positive mdm2 protein expression (N=72). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ryc. 20. Krzywa przeżycia całkowitego Kaplana-Meyer’a u chorych z ujemną ekspresją 

białka mdm2 (N=125) w stosunku do chorych z dodatnią ekspresją białka 
mdm2 (N=72). 

Fig. 20. Kaplan-Meyer overall survival curve for patients without mdm2 protein expres-
sion (N=125) vs patients with positive mdm2 protein expression (N=72). 
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W analizie wieloczynnikowej, spośród wszystkich analizowanych cech 
(z obecnością białka mdm2 włącznie), jedynie stopień zaawansowania klinicz-
nego choroby oraz stopień zróżnicowania guza miały znaczenie rokownicze 
w odniesieniu do czasu przeżycia wolnego od nawrotu choroby, jak i do całko-
witego czasu przeżycia (tabela 11). 
 
Tab. 11. Analiza wieloczynnikowa oparta na modelu Cox’a obejmująca wpływ cech 

klinicznych chorych oraz ekspresji białka mdm2 na czas przeżycia wolny od 
nawrotu choroby oraz na całkowity czas przeżycia (N=197). 

Tab.11. Multivariate Cox proportional hazard model analysis concerning the impact of 
all patients characteristics and mdm2 protein expression on disease-free and 
overall survival (N=197). 

 

Przeżycie wolne od nawrotu
Disease-free survival 

Ogólne przeżycie 
Overall survival 

 

p WR*(95% ZU**) 
HR* (95% CI**) 

p WR*(95% ZU**) 
HR* (95% CI**) 

Płeć 
Sex 0.64 0.91 (0.51-1.31) 0.85 0.96(0.54-1.37) 

Wiek 
Age 0.19 1.26 (0.92-1.62) 0.14 1.31 (0.94-1.68) 

Typ histologiczny nowotworu 
Histology 0.29 1.08 (0.93-1.22) 0.33 1.07 (0.92-1.22) 

Stopień zaawansowania klinicznego 
Stage of disease <0.001 1.51 (1.36-1.68) <0.001 1.56 (1.40-1.73) 

Stopień zróżnicowania nowotworu 
Grade 0.03 1.37 (1.08-1.66) 0.009 1.48 (1.19-1.78) 

Ekspresja białka mdm2 
mdm2 protein expression  0.77 0.94 (0.57-1.31) 0.90 0.98 (0.60-1.35) 

 

5.6. Białko p21WAF1/CIP1 
Występowanie białka p21WAF1/CIP1 zostało określone w 194 przypadkach 

NDKRP. Jądrową ekspresję białka p21WAF1/CIP1 stwierdzono w 126 guzach 
(65%). Średni odsetek ekspresji białka p21WAF1/CIP1 w dodatnich przypadkach 
wynosił 22%±21%. Analiza statystyczna została wykonana dla różnych punktów 
odcięcia, ale żaden z nich nie wpłynął na uzyskanie wyników znamiennych sta-
tystycznie. Ostatecznie za dodatni wynik barwienia przyjęto jakąkolwiek jądro-
wą ekspresję białka p21WAF1/CIP1 (≥1%). 

W badanej grupie chorych w analizie chi2 nie stwierdzono zależności pomię-
dzy obecnością białka p21WAF1/CIP1 a cechami klinicznymi i demograficznymi 
obejmującymi wiek i płeć chorych, stopień zaawansowania klinicznego choroby 
(z uwzględnieniem skali pTNM), postać histologiczną guza oraz stopień jego 
zróżnicowania (tabela 12).  
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Tab. 12. Ekspresja białka p21WAF1/CIP1 w odniesieniu do cech klinicznych chorych 
(N=194, test chi2). 

Tab. 12. p21WAF1/CIP1 protein expression according to patients clinical characteristics 
(N=194, chi2 analysis). 

 
 p21WAF1/CIP1 (-) p21WAF1/CIP1 (+) p 
Wiek / Age 
     ≤60 lat 
     >60 lat 

 
38 
30 

 
51 
75 

0.08 

Płeć /Sex 
      Mężczyźni / Male  
      Kobiety / Female 

 
54 
14 

 
96 
30 

0.61 

Stopień zaawansowania nowotworu / Stage 
     I 
     II 
     IIIA 
     IIIB + IV 

 
28 
4 

32 
4 

 
57 
17 
48 
4 

0.15 

Typ histologiczny / Histology 
Rak płaskonabłonkowy / Squamous 
Gruczolakorak / Adenous  
Rak wielokomórkowy / Large cell  
Rak gruczołowo-płaskonabłonkowy / 
Adeno-squamous  

 
36 
20 
7 
5 
 

 
80 
28 
8 

10 
 

0.46 

Stopień zróżnicowania nowotworu / Grade 
     G1 
     G2 
     G3 

 
10 
38 
20 

 
20 
73 
33 

0.65 

Mediana czasu przeżycia do nawrotu choroby dla chorych z ujemną i dodat-
nią ekspresją białka p21WAF1/CIP1 wynosiła odpowiednio 30 i 20 miesięcy, 
a prawdopodobieństwo pięcioletniego przeżycia bez nawrotu choroby - odpo-
wiednio 29% i 36% (p=0.87, rycina 21). 

Mediana całkowitego czasu przeżycia dla chorych z ujemną i dodatnią  
ekspresją białka p21WAF1/CIP1 wynosiła odpowiednio 32 i 28 miesiące, a prawdo-
podobieństwo pięcioletniego przeżycia – odpowiednio 32% i 40% (p=0.81, ryci-
na 22).  

Nie stwierdzono różnicy w czasie przeżycia do nawrotu choroby oraz cał-
kowitym czasie przeżycia pomiędzy analizowanymi podgrupami chorych.  
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Ryc. 21. Krzywa przeżycia do nawrotu Kaplana-Meyer’a u chorych z ujemną ekspresją 

białka p21WAF1/CIP1 (N=68) w stosunku do chorych z dodatnią ekspresją białka 
p21WAF1/CIP1 (N=126). 

Fig. 21. Kaplan-Meyer disease-free survival curve for patients without p21WAF1/CIP1 
protein expression (N=68) vs patients with positive p21WAF1/CIP1 protein expres-
sion (N=126). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ryc. 22. Krzywa przeżycia całkowitego Kaplana-Meyer’a u chorych z ujemną ekspresją 
białka p21WAF1/CIP1 (N=68) w stosunku do chorych z dodatnią ekspresją białka 
p21WAF1/CIP1 (N=126). 

Fig. 22. Kaplan-Meyer overall survival curve for patients without p21WAF1/CIP1 protein 
expression (N=68) vs patients with positive p21WAF1/CIP1 protein expression 
(N=126). 
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W analizie wieloczynnikowej, obejmującej wszystkie analizowane cechy 
(z obecnością białka p21WAF1/CIP1 włącznie), jedynie stopień zaawansowania kli-
nicznego choroby oraz stopień zróżnicowania guza nowotworowego miały zna-
czenie rokownicze zarówno co do czasu przeżycia wolnego od nawrotu choroby 
jak i do całkowitego czasu przeżycia (tabela 13). 
 
Tab. 13. Analiza wieloczynnikowa oparta na modelu Cox’a obejmująca wpływ cech 

klinicznych chorych oraz ekspresji białka p21WAF1/CIP1 na czas przeżycia wolny 
od nawrotu choroby oraz na całkowity czas przeżycia (N=194). 

Tab.13. Multivariate Cox proportional hazard model analysis concerning the impact of 
all patients characteristics and p21WAF1/CIP1 protein expression on  disease-free 
and overall survival (N=194). 

 
Przeżycie wolne od nawrotu

Disease-free survival 
Ogólne przeżycie 
Overall survival 

 

p WR*(95% ZU**) 
HR* (95% CI**) 

p WR*(95% ZU**) 
HR* (95% CI**) 

Płeć 
Sex 0.76 0.94 (0.52-1.35) 0.99 1.00 (0.58-1.42) 

Wiek 
Age 0.42 1.16 (0.79-1.53) 0.33 1.19 (0.82-1.57) 

Typ histologiczny nowotworu 
Histology 0.15 1.10 (0.96-1.24) 0.15 1.11 (0.96-1.25) 

Stopień zaawansowania klinicznego 
Stage of disease 0.001 1.50 (1.25-1.75) <0.001 1.54 (1.29-1.80) 

Stopień zróżnicowania nowotworu 
Grade 0.007 1.47 (1.19-1.75) 0.001 1.59 (1.29-1.88) 

Ekspresja białka p21WAF1/CIP1 
p21WAF1/CIP1 protein expression 0.71 1.06 (0.71-1.42) 0.76 1.05 (0.69-1.42) 

WR*- współczynnik ryzyka, 95% ZU** - 95% zakres ufności  
HR* – hazard ratio, 95% CI** - 95% confidence interval  
 

5.7. Cyklina D1 
Występowanie cykliny D1 zostało określone w 194 przypadkach NDKRP. 

Jądrową ekspresję cykliny D1 stwierdzono w 77 guzach (40%). Średni odsetek 
ekspresji cykliny D1 w dodatnich przypadkach wynosił 18%±16%. Analiza sta-
tystyczna została wykonana dla różnych punktów odcięcia, ale żaden z nich nie 
wpłynął na uzyskanie wyników znamiennych statystycznie. Ostatecznie za do-
datni wynik barwienia przyjęto jakąkolwiek jadrową ekspresję cykliny D1 (≥1%). 

W badanej grupie chorych w analizie chi2 nie stwierdzono zależności pomię-
dzy obecnością cykliny D1 a cechami klinicznymi i demograficznymi obejmują-
cymi wiek i płeć chorych, stopień zaawansowania klinicznego choroby 
(z uwzględnieniem skali pTNM), postać histologiczną guza oraz stopień jego 
zróżnicowania (tabela 14).  
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Tab. 14. Ekspresja cykliny D1 w odniesieniu do cech klinicznych chorych (N=194, test 
chi2). 

Tab. 14. Cyclin D1 expression according to patients clinical characteristics (N=194, 
chi2 analysis). 

 
 Cyklina D1 (-) 

Cyclin D1 (-) 
Cyklina D1 (+) 
Cyclin D1 (+) p 

Wiek / Age 
     ≤60 lat 
     >60 lat 

 
60 
57 

 
29 
48 

0.06 

Płeć / Sex 
      Mężczyźni / Male  
      Kobiety / Female 

 
93 
24 

 
57 
20 

0.38 

Stopień zaawansowania nowotworu / Stage 
     I 
     II 
     IIIA 
     IIIB + IV 

 
54 
15 
42 
6 

 
32 
6 

37 
2 

0.45 

Typ histologiczny / Histology 
Rak płaskonabłonkowy / Squamous 
Gruczolakorak / Adenous  
Rak wielokomórkowy / Large cell  
Rak gruczołowo-płaskonabłonkowy / 
Adeno-squamous  

 
72 
28 
9 
8 

 
44 
20 
6 
7 

0.50 

Stopień zróżnicowania nowotworu / Grade 
     G1 
     G2 
     G3 

 
16 
70 
31 

 
15 
41 
21 

0.79 

 

Mediana czasu przeżycia do nawrotu choroby dla chorych z ujemną 
i dodatnią ekspresją cykliny D1 wynosiła odpowiednio 30 i 19 miesięcy, a praw-
dopodobieństwo pięcioletniego przeżycia bez nawrotu choroby - odpowiednio 
31% i 36% (p=0.85, rycina 23). 

Mediana całkowitego czasu przeżycia dla chorych z ujemną i dodatnią eks-
presją cykliny D1 wynosiła odpowiednio 32 i 28 miesiące, a prawdopodobień-
stwo pięcioletniego przeżycia – odpowiednio 32% i 40% (p=0.82, rycina 24). 

Nie stwierdzono różnicy w czasie przeżycia do nawrotu choroby oraz cał-
kowitym czasie przeżycia pomiędzy analizowanymi podgrupami chorych.  
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Ryc. 23. Krzywa przeżycia wolnego do nawrotu Kaplana-Meyer’a u chorych z ujemną 

ekspresją cykliny D1 (N=117) w stosunku do chorych z dodatnią ekspresją cy-
kliny D1 (N=77). 

Fig. 23. Kaplan-Meyer disease-free survival curve for patients without cyclin D1 ex-
pression (N=117) vs patients with positive cyclin D1 expression (N=77). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Ryc. 24. Krzywa przeżycia całkowitego Kaplana-Meyer’a u chorych z ujemną ekspresją 

cykliny D1 (N=117) w stosunku do chorych z dodatnią ekspresją cykliny D1 
(N=77). 

Fig. 24. Kaplan-Meyer overall survival curve for patients without cyclin D1 expression 
(N=117) vs patients with positive cyclin D1 expression (N=77). 



Wyniki 61

W analizie wieloczynnikowej, spośród wszystkich analizowanych cech 
(z obecnością cykliny D1 włącznie), jedynie stopień zaawansowania klinicznego 
choroby oraz stopień zróżnicowania guza nowotworowego miały znaczenie ro-
kownicze zarówno co do czasu przeżycia wolnego od nawrotu choroby jak i do 
całkowitego czasu przeżycia (tabela 15).  
 
Tab. 15. Analiza wieloczynnikowa oparta na modelu Cox’a obejmująca wpływ cech 

klinicznych chorych oraz ekspresji cykliny D1 na czas przeżycia wolny od na-
wrotu choroby oraz na całkowity czas przeżycia (N=194). 

Tab. 15. Multivariate Cox proportional hazard model analysis concerning the impact of 
all patients characteristics and cyclin D1 expression  on  disease-free and over-
all survival (N=194). 

 
Przeżycie wolne od nawrotu

Disease-free survival 
Ogólne przeżycie 
Overall survival 

 

p WR*(95% ZU**) 
HR* (95% CI**) 

p WR*(95% ZU**) 
HR* (95% CI**) 

Płeć 
Sex 0.72 0.92 (0.51-1.34) 0.97 1.00 (0.58-1.42) 

Wiek 
Age 0.32 1.21 (0.83-1.57) 9.23 1.25 (0.88-1.63) 

Typ histologiczny nowotworu 
Histology 0.30 1.07 (0.93-1.21) 0.36 1.06 (0.92-1.21) 

Stopień zaawansowania klinicznego 
Stage of disease <0.001 1.50 (1.33-1.66) <0.001 1.54 (1.37-1.72) 

Stopień zróżnicowania nowotworu 
Grade 0.03 1.37 (1.08-1.67) 0.01 1.48(1.18-1.79) 

Ekspresja cykliny D1 
Cyclin D1 expression   0.95 0.99 (0.63-1.43) 0.50 0.88 (0.51-1.25) 

 

5.8. Korelacje pomiędzy wskaźnikiem apoptotycznym, 
wskaźnikiem ekspresji PCNA a występowaniem 
białek p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 i cykliny D1  

WA a W PCNA 

W grupie 118 chorych z NDKRP określono łącznie wskaźnik apoptotyczny 
oraz wskaźnik ekspresji PCNA. Średnia wartość W PCNA w podgrupie chorych 
z bardzo niskim, niskim, wysokim oraz bardzo wysokim WA wynosiła odpo-
wiednio 39±30, 27±19, 30±18 oraz 38±23. Średnia wartość W PCNA była zna-
miennie wyższa w podgrupie chorych z bardzo niskim WA w porównaniu do 
podgrupy z niskim (p=0.04) lub wysokim WA (p<0.001). Nie stwierdzono róż-
nicy w średniej wartości wskaźnika ekspresji PCNA pomiędzy podgrupami cho-
rych z bardzo niskim i bardzo wysokim WA (p=0.16) (rycina 25). 

 



Dorota Dworakowska 62

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ryc. 25. Średnia wartość wskaźnika ekspresji PCNA w poszczególnych podgrupach 
chorych z bardzo niskim (grupa A, N=32), niskim (grupa B, N=21), wysokim 
(grupa C, N=36) oraz bardzo wysokim wskaźnikiem apoptotycznym (grupa D, 
N=29). 

Fig. 25. Mean value of PCNA labeling index in patients subgroup with very low (group 
A, N=32), low (group B, N=21), high (group C, N=36) and very high apoptotic 
index (group D, N=29).  

W teście chi2 nie stwierdzono zależności pomiędzy W PCNA oraz WA, gdy 
chorych w odniesieniu do obu parametrów podzielono w zależności od mediany, 
dolnego oraz górnego kwartyla na 4 podgrupy (p=0.54) (tabela 16).  

WA a obecność białka p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 oraz cykliny D1 

W grupie 170 chorych określono łącznie wskaźnik apoptotyczny oraz obec-
ność białka p53 i pRb. W teście chi2 nie stwierdzono zależności pomiędzy WA,  
a ekspresją białka p53 (p=0.83) lub ekspresją białka pRb (p=0.28) (tabela 16).  

W grupie 166 chorych określono łącznie wskaźnik apoptotyczny oraz obec-
ność białka mdm2, p21WAF1/CIP1 oraz cykliny D1. W teście chi2 nie stwierdzono 
zależności pomiędzy WA a ekspresją białka mdm2 (p=0.69), białka p21WAF1/CIP1 
(p=0.81) oraz cykliny D1 (p=0.53) (tabela 16).  
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Tab. 16. Korelacja pomiędzy WA a W PCNA, ekspresją białka p53, pRb, mdm2, 
p21WAF1/CIP1 oraz cykliną D1 (test chi2). 

Tab. 16. Correlation between AI and PCNA LI, p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 and cyclin 
D1 expression (chi2 analysis). 

 
 bardzo niski 

WA  
very low AI 

niski  
WA  

low AI 

wysoki  
WA  

high AI 

bardzo 
wysoki WA  
very high AI 

p 

Wskaźnik ekspresji PCNA 
PCNA labeling index 
N=118 
bardzo niski W PCNA 
very low PCNA LI 
niski W PCNA  
low PCNA LI 
wysoki W PCNA  
high PCNA LI 
bardzo wysoki W PCNA  
very high PCNA LI 

 
 

 
9 
 

5 
 

5 
 

13 

 
 
 

4 
 

9 
 

5 
 

3 

 
 
 

6 
 

12 
 

12 
 

6 

 
 
 

3 
 

7 
 

10 
 

9 

0.54 

Ekspresja białka p53 
p53 protein expression   
N=170 
p53 (-) 
p53 (+) 

 
 
 

23 
17 

 
 
 

16 
19 

 
 
 

27 
25 

 
 
 

25 
18 

0.83 

Ekspresja białka pRb 
pRb protein expression   
N=170 
pRb (-) 
pRb (+) 

 
 
 

13 
27 

 
 
 

8 
27 

 
 
 

13 
39 

 
 
 

9 
34 

0.28 

Ekspresja białka mdm2 
mdm2 protein expression   
N=166 
mdm2 (-) 
mdm2 (+) 

 
 
 

28 
12 

 
 
 

17 
17 

 
 
 

32 
17 

 
 
 

30 
13 

0.69 

Ekspresja białka p21WAF1/CIP1 
p21WAF1/CIP1protein expression  
N=166 
p21WAF1/CIP1 (-) 
p21WAF1/CIP1 (+) 

 
 
 

16 
20 

 
 
 

10 
25 

 
 
 

19 
33 

 
 
 

19 
24 

0.81 

Ekspresja cykliny D1 
cyklin D1 expression   
N=166 
cyklina D1 (-) 
cyklina D1 (+) 

 
 
 

22 
14 

 
 
 

19 
16 

 
 
 

33 
19 

 
 
 

28 
15 

0.53 

 

W PCNA a obecność białka p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 oraz cykliny D1 
W badanej grupie u 125 chorych oceniano łącznie W PCNA oraz występo-

wanie białka p53, pRb oraz białka mdm2. W teście chi2 nie stwierdzono zależno-
ści pomiędzy W PCNA a ekspresją białka p53 (p=0.17), białka pRb (p=0.37) 



Dorota Dworakowska 64

oraz białka mdm2 (p=0.11) (tabela 17). Natomiast u 118 chorych oceniono łącz-
nie W PCNA oraz ekspresję białka p21WAF1/CIP1 i cykliny D1. W teście chi2 nie 
stwierdzono zależności pomiędzy W PCNA a ekspresją białka p21WAF1/CIP1 
(p=0.19), stwierdzono natomiast dodatnią korelację pomiędzy W PCNA a obec-
nością cykliny D1 (p=0.017) (tabela 17).  
 
Tab. 17. Korelacja pomiędzy W PCNA a ekspresją białka p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 

oraz cykliną D1 (test chi2). 
Tab. 17. Correlation between PCNA LI and p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 and cyclin D1 

expression (chi2 analysis). 
 
 bardzo niski 

W PCNA  
very low  
PCNA LI 

niski  
W PCNA  

low  
PCNA LI 

wysoki  
W PCNA 

high 
PCNA LI 

bardzo wysoki  
W PCNA  
very high  
PCNA LI 

p 

Ekspresja białka p53 
p53 protein expression   
N=125 
p53 (-) 
p53 (+) 

 
 
 

10 
13 

 
 
 

18 
18 

 
 
 

21 
13 

 
 
 

19 
13 

0.17 

Ekspresja białka pRb 
pRb protein expression   
N=125 
pRb (-) 
pRb (+) 

 
 
 

8 
15 

 
 
 

8 
28 

 
 
 

8 
26 

 
 
 

7 
25 

0.37 

Ekspresja białka mdm2 
mdm2 protein expression   
N=125 
mdm2 (-) 
mdm2 (+) 

 
 

 
16 
7 

 
 

 
29 
7 

 
 

 
24 
10 

 
 

 
18 
14 

0.11 

Ekspresja białka 
p21WAF1/CIP1 
p21WAF1/CIP1 protein  
expression   
N=118 
p21WAF1/CIP1 (-) 
p21WAF1/CIP1 (+) 

 
 
 
 
 

14 
8 

 
 
 
 
 

15 
19 

 
 
 
 
 

20 
12 

 
 
 
 
 

11 
19 

0.19 

Ekspresja cykliny D1 
cyklin D1expression   
N=118 
cyklina D1 (-) 
cyklina D1 (+) 

 
 
 

20 
2 

 
 
 

23 
11 

 
 
 

22 
10 

 
 
 

17 
13 

0.017 

 

Współwystępowanie białka p53 oraz białka pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 i cykliny D1 
W badanej grupie u 203 chorych oceniano łącznie ekspresję białka p53 oraz 

pRb. W teście chi2 nie stwierdzono zależności pomiędzy ekspresją białka  
p53 a ekspresją białka pRb (p=0.37). U 197 chorych oceniono łącznie ekspresję 
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białka p53 oraz białka mdm2. W teście chi2 nie stwierdzono zależności pomiędzy 
ekspresjami białka p53 i białka mdm2 (p=0.19). Natomiast u 194 chorych oce-
niono łącznie ekspresję białka p53 oraz białka p21WAF1/CIP1 i cykliny D1. W te-
ście chi2 nie stwierdzono zależności pomiędzy ekspresją białka p53 a białka 
p21WAF1/CIP1 (p=0.41), stwierdzono natomiast ujemną korelację pomiędzy ekspre-
sją białka p53 oraz obecnością cykliny D1 (p=0.03) (tabela 18).  
 
Tab. 18. Korelacja pomiędzy ekspresją białka p53 a ekspresją białka pRb, mdm2, 

p21WAF1/CIP1 oraz cykliny D1 (test chi2). 
Tab. 18. Correlation between p53 protein expression and expression of  pRb, mdm2, 

p21WAF1/CIP1 and cyclin D1 (chi2 analysis). 
 

 p53 (-) p53 (+) p 
Ekspresja białka pRb 
pRb protein expression   
N=203 
pRb (-) 
pRb (+) 

 
 
 

34 
73 

 
 
 

25 
71 

0.37 

Ekspresja białka mdm2 
mdm2 protein expression   
N=197 
mdm2 (-) 
mdm2 (+) 

 
 
 

61 
42 

 
 
 

64 
30 

0.19 

Ekspresja białka p21WAF1/CIP1 
p21WAF1/CIP1 protein expression   
N=194 
p21WAF1/CIP1 (-) 
p21WAF1/CIP1 (+) 

 
 
 

33 
69 

 
 
 

35 
57 

0.41 

Ekspresja cykliny D1 
cyklin D expression   
N=194 
cyklina D1 (-) 
cyklina D1 (+) 

 
 
 

54 
48 

 
 
 

63 
29 

0.03 

 

Współwystępowanie białka pRb oraz białka mdm2, p21WAF1/CIP1 i cykliny D1 
W badanej grupie u 197 chorych oceniono łącznie ekspresję białka pRb oraz 

białka mdm2. W teście chi2 nie stwierdzono zależności pomiędzy ekspresją biał-
ka pRb a białka mdm2 (p=0.36). Natomiast u 194 chorych oceniono łącznie eks-
presję białka pRb oraz białka p21WAF1/CIP1 i cykliny D1. W teście chi2 nie stwier-
dzono zależności pomiędzy ekspresją białka pRb a białka p21WAF1/CIP1 (p=0.52), 
stwierdzono natomiast dodatnią korelację pomiędzy ekspresją białka pRb oraz 
obecnością cykliny D1 (p=0.01) (tabela 19).  
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Tab. 19. Korelacja pomiędzy ekspresją białka pRb a ekspresją białka mdm2, p21WAF1/CIP1 
oraz cykliny D1 (test chi2). 

Tab. 19. Correlation between pRb protein expression and expression of mdm2, 
p21WAF1/CIP1 and cyclin D1 (chi2analysis). 

 pRb (-) pRb (+) p 
Ekspresja białka mdm2 
mdm2 protein expression   
N=197 
mdm2 (-) 
mdm2 (+) 

 
 
 

39 
18 

 
 
 

86 
54 

0.36 

Ekspresja białka p21WAF1/CIP1 
p21WAF1/CIP1 protein expression   
N=194 
p21WAF1/CIP1 (-) 
p21WAF1/CIP1 (+) 

 
 
 

17 
37 

 
 
 

51 
89 

0.52 

Ekspresja cykliny D1 
cyklin D1expression   
N=194 
cyklina D1 (-) 
cyklina D1 (+) 

 
 
 

41 
13 

 
 
 

76 
64 

0.01 

 

 
Tab. 20. Korelacja pomiędzy ekspresją białka mdm2 a ekspresją białka p21WAF1/CIP1 oraz 

cykliny D1 (test chi2). 
Tab. 20. Correlation between mdm2 protein expression and expression of  p21WAF1/CIP1 

and cyclin D1 (chi2analysis). 
 

 mdm2 (-) mdm2 (+) p 
Ekspresja białka p21WAF1/CIP1 
p21WAF1/CIP1 protein expression   
N=188 
p21WAF1/CIP1 (-) 
p21WAF1/CIP1 (+) 

 
 
 

51 
67 

 
 
 

17 
53 

0.01 

Ekspresja cykliny D1 
cyklin D1expression   
N=188 
cyklina D1 (-) 
cyklina D1 (+) 

 
 
 

78 
40 

 
 
 

35 
35 

0.03 

 p21WAF1/CIP1 (-) p21WAF1/CIP1 (+) p 
Ekspresja cykliny D1 
cyklin D1expression   
N=194 
cyklina D1 (-) 
cyklina D1 (+) 

 
 
 

57 
11 

 
 
 

60 
66 

<0.001 
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Współwystępowanie białka mdm2 oraz białka p21WAF1/CIP1 i cykliny D1 

W grupie 188 chorych oceniono łącznie ekspresję białka mdm2 oraz białka 
p21WAF1/CIP1 i cykliny D1. W teście chi2 stwierdzono dodatnią korelację pomiędzy 
ekspresją białka mdm2 a ekspresją białka p21WAF1/CIP1 (p=0.01), oraz pomiędzy 
ekspresją białka mdm2 oraz obecnością cykliny D1 (p=0.03). W grupie 194 cho-
rych oceniono łącznie ekspresję białka p21WAF1/CIP1 i cykliny D1. W teście chi2 

stwierdzono dodatnią korelację pomiędzy ekspresją białka p21WAF1/CIP1 oraz 
obecnością cykliny D1 (p<0.001) (tabela 20).  

 

5.9. Ocena rokowniczego znaczenia wybranych  
fenotypów  

W analizie złożonych fenotypów oceniano łącznie dwa parametry. W jed-
nym przypadku (ze względu na najwyższą liczebność grupy, w której określono 
łącznie występowanie białka p53, pRb oraz mdm2, N=197), wykonano ocenę 
wartości rokowniczej trzech parametrów łącznie. Poza powyższą analizą, badano 
jednocześnie maksymalnie dwa parametry, aby uniknąć fałszywie dodatniego 
błędu typu alfa, wynikającego z wielokrotnego porównywania i złożoności ana-
lizy, a nie z prawdziwej korelacji pomiędzy parametrami.  

Wskaźnik apoptotyczny 

W analizie złożonych fenotypów składających się z kombinacji WA oraz  
W PCNA (analiza wybrany fenotyp vs inni), spośród wszystkich możliwych 
kombinacji jedyną znamienność statystyczną stwierdzono dla podgrupy o feno-
typie o bardzo wysokim WA oraz o bardzo wysokim W PCNA. Chorzy o tym 
fenotypie mieli znamiennie krótszy czas wolny do nawrotu choroby (p=0.003, 
współczynnik ryzyka (WR) 2.90, 95% zakres ufności (95% ZU) 2.18-3.62) oraz 
czas całkowitego przeżycia w stosunku do pozostałych chorych (p=0.001, WR 
3.27, 95% ZU 2.55-3.99) (rycina 26).  

W analizie złożonych fenotypów składających się z kombinacji WA oraz 
białka pRb (analiza wybrany fenotyp vs inni), spośród wszystkich możliwych 
kombinacji znamienność stwierdzono jedynie dla podgrupy o fenotypie o bardzo 
niskim WA oraz braku obecności białka pRb. Chorzy o tym fenotypie mieli 
znamiennie skrócony czas wolny do nawrotu choroby (p=0.04, WR 1.66, 95% 
ZU 0.99-2.29) oraz czas całkowitego przeżycia w stosunku do pozostałych cho-
rych (p=0.04, WR 1.96, 95% ZU 1.31-2.61) (rycina 27).  
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Ryc. 26. Krzywa przeżycia całkowitego Kaplana-Meyer’a u chorych z fenotypem 
o bardzo wysokim W PCNA oraz bardzo wysokim WA (N=9) w stosunku do 
pozostałych chorych (N=109). 

Fig. 26. Kaplan-Meyer overall survival curve for patients with very high PCNA LI and 
very high AI (N=9) vs other patients (N=109). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ryc. 27. Krzywa przeżycia całkowitego Kaplana-Meyer’a u chorych z fenotypem 
o bardzo niskim WA oraz ujemną ekspresją białka pRb (N=13) w stosunku do 
pozostałych chorych (N=157). 

Fig. 27. Kaplan-Meyer overall survival curve for patients with very low AI and negative 
pRb protein expression (N=13) vs other patients (N=157). 
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Podczas analizy innych złożonych fenotypów (analiza wybrany fenotyp vs 
inni), składających się ze WA oraz białek p53, mdm2, p21WAF1/CIP1 i cykliny D1, 
nie stwierdzono różnic w czasie wolnym do nawrotu choroby oraz w całkowitym 
czasie przeżycia. 

Wskaźnik ekspresji PCNA 

Spośród wszystkich możliwych kombinacji fenotypów W PCNA oraz eks-
presji białka p53 (analiza wybrany fenotyp vs inni), nie stwierdzono różnicy 
w czasie do nawrotu choroby ani w czasie całkowitego przeżycia. Natomiast 
w podgrupie chorych z obecnością białka p53 (p53+), chorzy z dodatkowo bar-
dzo wysokim W PCNA mieli znamiennie krótszy czas do nawrotu choroby 
(p=0.03, WR 1.36, 95% ZU 1.07-1.64) oraz krótszy całkowity czas przeżycia 
(p=0.026, WR 1.39, 95% ZU 1.10-1.67) w stosunku do chorych z fenotypem 
p53+/ bardzo niski W PCNA (rycina 28).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ryc. 28. Krzywa przeżycia całkowitego Kaplana-Meyer’a w podgrupie chorych z feno-

typem o dodatniej ekspresji białka p53, o bardzo niskim W PCNA (N=13)  
w stosunku do chorych o bardzo wysokim W PCNA (N=13). 

Fig. 28. Kaplan-Meyer overall survival curve for subgroup of patients with p53 positive 
protein expression, with very low PCNA LI (N=13) vs patients with very high 
PCNA LI (N=13). 
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Spośród wszystkich możliwych kombinacji fenotypów W PCNA oraz eks-
presji białka pRb (analiza wybrany fenotyp vs inni), nie stwierdzono różnicy 
w czasie do nawrotu choroby ani w czasie całkowitego przeżycia. Natomiast 
w podgrupie chorych z brakiem ekspresji białka pRb (pRb-), chorzy z bardzo 
wysokim W PCNA mieli znamiennie krótszy czas do nawrotu choroby (p=0.04, 
WR 1.45, 95% ZU 1.09-1.81) oraz całkowity czas przeżycia (p=0.04, WR 1.47, 
95% ZU 1.09-1.82) w porównaniu do chorych z brakiem ekspresji białka pRb 
(pRb-) oraz z bardzo niskim W PCNA (rycina 29). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ryc. 29. Krzywa przeżycia całkowitego Kaplana-Meyer’a w podgrupie chorych z feno-

typem o ujemnej ekspresji białka pRb, o bardzo niskim W PCNA (N=8) w sto-
sunku do chorych o bardzo wysokim W PCNA (N=7). 

Fig. 29. Kaplan-Meyer overall survival curve for subgroup of patients without pRb pro-
tein expression, with very low PCNA LI (N=8) vs patients with very high PCNA 
LI (N=7). 

Spośród pozostałych fenotypów W PCNA oraz ekspresji białka mdm2, 
p21WAF1/CIP1 i cykliny D1 (analiza wybrany fenotyp vs inni), żaden nie wpływał 
na czas wolny od nawrotu oraz na czas całkowitego przeżycia.  

Białko p53, pRb, mdm2, p21 WAF1/CIP1, cyklina D1 
Pomiędzy wszystkimi możliwymi fenotypami p53/pRb, p53/mdm2, 

mdm2/pRb, p53/p21WAF1/CIP1, p53/cyklina D1, pRb/p21WAF1/CIP1, pRb/cyklina D1, 
mdm2/p21WAF1/CIP1, mdm2/cyklina D1, p21WAF1/CIP1/cyklina D1 nie stwierdzono 
statystycznie znamiennych różnic w czasie do nawrotu choroby oraz czasie  
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całkowitego przeżycia. W tabeli 21 przedstawiono przykładowe wyniki dotyczą-
ce kombinacji fenotypów białek p53, pRb oraz mdm2. Zawiera ona również 
wyniki dla fenotypu złożonego łącznie z trzech analizowanych parametrów.  
 
Tab. 21. Wpływ złożonych fenotypów p53/pRb/mdm2 na czas do nawrotu choroby oraz 

na czas całkowitego przeżycia (N=197, analiza jednoczynnikowa). 
Tab. 21. The impact of p53/pRb/mdm2 combined phenotypes on disease-free and overall 

survival (N=197, univariate analysis). 
 

Czas do nawrotu 
choroby 

Disease-free survival 

Całkowity czas  
przeżycia  

Overall survival Podgrupy chorych  
Patient subgroups No. (%) 

p WR*(95% ZU**)
HR* (95% CI**) p WR*(95% ZU**) 

HR* (95% CI**) 
mdm2+/p53+ vs inni (others) 30 (15%) 0.93 1.02 (0.55-1.49) 0.61 1.16 (0.59-1.73) 
mdm2+/p53- vs inni (others) 42 (21%) 0.60 0.89 (0.48-1.31) 0.69 0.92 (0.49-1.34) 
mdm2-/p53+ vs inni (others) 64 (33%) 0.85 1.03 (0.68-1.38) 0.72 1.09 (0.61-1.56) 
mdm2-/p53- vs inni (others) 61 (31%) 0.83 1.04 (0.68-1.39) 0.81 1.06 (0.57-1.54) 

 
mdm2+/pRb+ vs inni (others) 30 (15%) 0.97 0.99 (0.46-1.52) 0.74 1.09 (0.57-1.62) 
mdm2+/pRb- vs inni (others) 42 (21%) 0.64 0.89 (0.42-1.37) 0.81 0.94 (0.46-1.43) 
mdm2-/pRb+ vs inni (others) 64 (33%) 0.98 0.99 (0.58-1.40) 0.90 1.03 (0.61-1.45) 
mdm2-/pRb- vs inni (others) 61 (31%) 0.83 1.04 (0.68-1.39) 0.94 0.98 (0.62-1.35) 

 
mdm2+/p53+/pRb+vs inni (others) 24 (12%) 0.32 1.28 (0.78-1.78) 0.22 1.36 (0.87-1.85) 
mdm2+/p53+/pRb- vs inni (others) 6 (3%) 0.09 0.19 (-1.78-2.15) 0.12 0.21 (-1.76-2.20) 
mdm2+/p53-/pRb+ vs inni (others) 32 (16%) 0.98 0.99 (0.54-1.45) 0.94 1.01 (0.54-1.48) 
mdm2+/p53-/pRb- vs inni (others) 10 (5%) 0.29 0.61 (-0.28-1.51) 0.42 0.69 (-0.21-1.59) 
mdm2-/p53+/pRb+ vs inni (others) 46 (23%) 0.98 0.99 (0.55-1.43) 0.80 0.94 (0.49-1.39) 
mdm2-/p53+/pRb- vs inni (others) 18 (10%) 0.38 1.30 (0.70-1.90) 0.43 1.27 (0.68-1.87) 
mdm2-/p53-/pRb+ vs inni (others) 41 (21%) 0.64 1.11 (0.65-1.57) 0.92 1.02 (0.56-1.48) 
mdm2-/p53-/pRb- vs inni (others) 20 (10%) 0.98 0.99 (0.39-1.59) 0.85 0.94 (0.33-1.56) 

 
mdm2+/p53+/pRb- vs  
mdm2-/p53-/pRb+  

6 (13%)
41 (87%)

0.10 5.33 (3.34-7.33) 0.12 4.83 (2.83-6.83) 

WR*- współczynnik ryzyka, 95% ZU** - 95% zakres ufności  
HR* – hazard ratio, 95% CI** - 95% confidence interval  

 

5.10. Rokownicze znaczenie wszystkich określonych 
parametrów analizowanych łącznie 

W grupie 115 chorych dokonano oceny wpływu wszystkich analizowanych 
cech na czas do nawrotu choroby oraz na czas całkowitego przeżycia. W analizie 
wieloczynnikowej spośród wszystkich analizowanych cech klinicznych, demo-
graficznych i parametrów biologicznych obejmujących wiek i płeć chorych, sto-
pień zaawansowania klinicznego choroby, rodzaj histopatologiczny guza oraz 
stopień jego zróżnicowania, WA, W PCNA, ekspresję białka p53, pRb, mdm2, 
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p21WAF1/CIP1 oraz cykliny D1, jedynie stopień zaawansowania klinicznego choro-
by oraz stopień zróżnicowania guza nowotworowego miały wpływ na czas do 
nawrotu choroby oraz na całkowity czas przeżycia (tabela 22).  
 
Tab. 22. Analiza wieloczynnikowa oparta na modelu Cox’a obejmująca wpływ cech 

klinicznych chorych oraz wszystkich określonych parametrów na czas przeżycia 
wolny od nawrotu choroby oraz na całkowity czas przeżycia (N=115). 

Tab. 22. Multivariate Cox proportional hazard model analysis concerning the impact of 
all patients characteristics and all analyzed parameters on  disease-free and 
overall survival (N=115). 

 
Przeżycie wolne od nawrotu

Disease-free survival 
Ogólne przeżycie 
Overall survival 

 

p WR*(95% ZU**) 
HR* (95% CI**) p WR*(95% ZU**) 

HR* (95% CI**) 
Wskaźnik apoptotyczny  
Apoptotic index  0.61 1.05 (0.85-1.24) 0.98 1.00 (0.81-1.20) 

Ekspresja białka mdm2 
mdm2 protein expression 0.73 1.09 (0.55-1.64) 0.54 1.17 (0.65-1.70) 

Ekspresja białka pRb 
pRb protein expression 0.45 0.82 (0.31-1.33) 0.25 0.73 (0.22-1.25) 

Ekspresja białka p53 
p53 protein expression 0.84 0.95 (0.48-1.4) 0.65 0.89 (0.43-1.36) 

Wskaźnik ekspresji PCNA 
PCNA labeling index 0.35 1.11 (0.89-1.32) 0.20 1.15 (0.93-1.36) 

Ekspresja białka p21WAF1/CIP1 
p21WAF1/CIP1 protein expression  0.15 1.39 (0.93-1.86) 0.09 1.49 (1.02-1.96) 

Ekspresja cykliny D1 
cyclin D1 expression   0.98 0.99 (0.44-1.54) 0.45 0.82 (0.26-1.38) 

Płeć 
Sex 0.46 1.21 (0.69-1.74) 0.36 1.28 (0.74-1.82) 

Wiek 
Age 0.61 1.13 (0.63-1.64) 0.44 1.22 (0.71-1.75) 

Typ histologiczny nowotworu 
Histology 0.88 1.01 (0.81-1.21) 0.77 1.02 (0.82-1.22) 

Stopień zaawansowania klinicznego  
Stage of disease <0.001 1.67 (1.45-1.89) <0.001 1.81 (1.58-2.04) 

Stopień zróżnicowania nowotworu 
Grade 0.04 1.48 (1.07-1.89) 0.03 1.58 (1.16-2.01) 
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6. OMÓWIENIE 
W niniejszej rozprawie podjęto próbę oceny klinicznego znaczenia wskaźni-

ka apoptotycznego w powiązaniu z wybranymi parametrami uczestniczącymi 
w regulacji cyklu komórkowego u chorych na niedrobnokomórkowego raka 
płuca. Pośród wielu białek uczestniczących w tej regulacji oceniono ekspresję 
białka p53, PCNA, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 oraz cykliny D1 w komórkach 
NDKRP. Wszystkie analizowane parametry oceniono łącznie w dużej grupie 
chorych, określając zależność pomiędzy nimi a wybranymi cechami klinicznymi. 
Badano również wartość rokowniczą wszystkich analizowanych czynników, 
rozpatrywanych pojedynczo lub łącznie. Część aspektów poruszonych w niniej-
szej rozprawie nie była dotychczas badana w odniesieniu do NDKRP. Dlatego 
w dyskusji niektóre uzyskane wyniki odnoszono do prac dotyczących innych 
nowotworów złośliwych.  

6.1. Ocena zróżnicowania wskaźnika apoptotycznego, 
wskaźnika ekspresji PCNA oraz obecności białek 
p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 i cykliny D1  

Wskaźnik apoptotyczny 

W przedstawionej analizie, podobnie do innych autorów, apoptoza komórek 
nowotworowych zastała oznaczona przy użyciu techniki TUNEL [64, 100, 110, 
120, 150, 171, 174, 175, 179]. Metoda ta pozwala na wykrycie komórek z typo-
wymi cechami apoptozy, także tych we wczesnych stadiach samobójczej śmierci 
komórki, które nie wykazują jeszcze widocznych zmian morfologicznych [176]. 
Z uwagi na możliwość reakcji fałszywie dodatnich, związanych z obecnością 
komórek martwiczych, badanie apoptozy za pomocą techniki TUNEL nie jest 
pozbawione ograniczeń [151]. Aby wykluczyć martwicę, w niniejszej pracy 
(podobnie jak w pracach innych autorów) ocenę apoptozy przeprowadzono 
z równoczesnym badaniem tego samego skrawka guza barwionego hematoksyli-
ną-eozyną [64, 171, 174-176]. Z drugiej strony przedłużony okres utrwalania 
tkanek w formalinie może powodować fałszywie ujemny wynik reakcji TUNEL 
[24], dlatego też część autorów wykluczyła z analizy przypadki, w których nie 
stwierdzono ani jednej komórki apoptotycznej [150]. W niniejszej rozprawie 
całkowity brak obecności komórek apoptotycznych stwierdzono jedynie 
w 2 przypadkach (1%). Ze względu na małą liczebność, chorych tych nie wyklu-
czono z analizy. 

W większości opracowań (włączając niniejszą analizę), występowanie ko-
mórek apoptotycznych wyrażano pod postacią wskaźnika apoptotycznego (WA, 
Apoptotic Index - AI), określającego łączną liczbę komórek apoptotycznych  
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występujących wśród 1000 komórek nowotworowych [64, 100, 110, 120, 150, 
171, 174-176, 179]. W przedstawionej pracy średnia wartość WA dla całej grupy 
170 chorych wynosiła 12 (mediana 8), oba wyniki były porównywalne z wyni-
kami przedstawionymi przez innych autorów, w których średnia wartość WA w 
komórkach NDKRP kształtowała się w zakresie od 11 - 23 (mediana 8-15) [64, 
120, 150, 174-176, 179]. W poprzedniej pracy naszego zespołu [35], w niewiel-
kiej grupie 50 chorych z NDKRP średnia wartość oraz mediana WA były po-
dobne i wynosiły odpowiednio 14 i 9.  

Trudności w porównywaniu wyników WA w komórkach NDKRP prezento-
wanych przez różnych autorów wynikają z faktu różnego podziału chorych na 
podgrupy podczas analizy statystycznej. Część autorów (włączając niniejszą 
rozprawę) [150, 174, 176] posługiwała się podziałem opartym na medianie oraz 
dolnym i górnym kwartylu, inni natomiast dzielili badaną grupę na dwie podgru-
py, opierając podział jedynie na średniej wartości WA [64, 138]. W poprzedniej 
pracy naszej grupy [35] zastosowano podział na dwie podgrupy. Podział taki 
wynikał z faktu niskiej liczebności przedstawianych wówczas przypadków 
(N=50), podczas gdy obecna analiza dotyczy 170 chorych na NDKRP. Wydaje 
się, że podział chorych na cztery podgrupy (z uwzględnieniem mediany, dolnego 
i górnego kwartyla) jest lepszy, bowiem umożliwia dokładniejszą analizę, choć 
wymaga również większej liczebnie grupy.  

Wskaźnik ekspresji PCNA 
W przedstawionej analizie, jądrową ekspresję białka PCNA stwierdzono 

w przeważającej części przypadków (97%). Wyniki te potwierdzają poprzednie 
doniesienia o bardzo wysokiej częstości występowania białka PCNA w NDKRP 
[20, 37, 40, 44, 45, 49]. 

Aby ułatwić porównanie otrzymanych wyników z wynikami uzyskanymi 
przez innych autorów, ekspresję PCNA wyrażono w niniejszej rozprawie pod 
postacią wskaźnika ekspresji PCNA (W PCNA, PCNA labeling index - PCNA 
LI) [44, 50, 92, 101, 121, 140, 176, 178]. Część autorów, nagromadzenie PCNA 
prezentowała w postaci odsetka wybarwionych jąder w polu widzenia [9, 30, 37, 
40, 79, 173]. Procentowy sposób wyrażania nagromadzenia PCNA zastosowano 
również we wcześniejszej pracy naszego zespołu, dotyczącej chorych na  
NDKRP pochodzących z Pomorza Gdańskiego [30].  

Wskaźnik ekspresji PCNA (definiowany jako średni procent wybarwionych 
komórek na 1000 komórek nowotworowych) określa dokładniej odsetek wybar-
wionych jąder komórkowych. Wskaźnik PCNA wymaga przejrzenia większej 
liczby komórek nowotworowych, ponieważ do jego oceny konieczne jest obej-
rzenie średnio 10 pól widzenia. Ocena wielu pól widzenia jest szczególnie ważna 
w odniesieniu do guzów z nierównomiernym rozmieszczeniem dodatnio wybar-
wionych jąder komórkowych. Białko PCNA charakteryzuje się dużą różnorodnością 
pomiędzy różnymi fragmentami tego samego guza, sprawiając, że ostateczna ocena 
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odsetka wybarwionych jąder komórkowych ściśle zależy od wielkości oceniane-
go preparatu oraz od liczby obejrzanych pól widzenia [40, 178]. 

Z uwagi na wysoką częstość (ponad 90% przypadków) występowania białka 
PCNA w NDKRP, wielu autorów podobnie jak w niniejszej pracy, analizuje 
wyniki barwienia dla PCNA jako zmienną ciągłą a następnie kategoryzuje 
zmienną (dzieląc badaną grupę na podstawie mediany oraz dolnego i górnego 
kwartyla). Analiza taka daje lepszą możliwość oceny klinicznego znaczenia 
wskaźnika ekspresji PCNA niż podział badanej grupy jedynie na podgrupy 
o dodatnim lub ujemnym barwieniu [30, 37, 40, 79, 173].  

Dodatkowych trudności w porównywaniu wyników prac pomiędzy sobą 
przysparza fakt, że autorzy dzielący chorych jedynie na podgrupę dodatnią 
i ujemną, używali różnych punktów odcięcia obejmujących próg 0% [9, 37, 44], 
1% [40, 173], 5% [79] lub 10% [30, 140]. Z tego powodu, przykładowo w pracy 
Ebiny i wsp. [37], przy punkcie odcięcia 0% obecność białka PCNA stwierdzono 
w 98% guzów, natomiast tylko w 80%, gdy za dodatnie uznano guzy wykazują-
ce >10% dodatnich komórek w preparacie. Rozbieżności dotyczące techniki 
liczenia odsetka dodatnich komórek w guzie oraz sposobu podziału grupy jasno 
pokazują konieczność standaryzacji oceny występowania białka PCNA w przy-
szłych badaniach.  

Ekspresja białek p53, mdm2, pRb, p21WAF1/CIP1 oraz cykliny D1  

W przeprowadzonym badaniu obecność białka p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 
oraz cykliny D1 stwierdzono odpowiednio w 47%, 71%, 37%, 65% i 40% przy-
padków NDKRP.  

W odniesieniu do NDKRP istnieje bogate piśmiennictwo dotyczące oceny 
występowania białka p53. W pracach tych ekspresja białka p53 kształtuje się na 
poziomie od 42 do 72%, tak więc wynik uzyskany w niniejszej rozprawie (47%) 
znajduje się w dolnym przedziale wyników opublikowanych przez innych auto-
rów [7, 19, 37, 40, 46, 53, 54, 68, 102, 122, 146, 183, 189]. W przedstawionej 
pracy białko pRb występowało w 71%, w 29% przypadków stwierdzono całko-
wity brak obecności białka pRb. W pracach innych autorów nad występowaniem 
białka pRb w NDKRP, odsetek przypadków, u których w komórkach guza do-
szło do utraty funkcjonalnego białka pRb wahał się w przedziale od 6 do 32%  
[4, 11, 13, 26, 34, 72, 94, 102, 116, 136, 154, 187, 189, 191]. W niniejszej roz-
prawie, obecność białka mdm2 stwierdzono w 37% przypadków NDKRP. Odse-
tek ten znajduje się w szerokim zakresie wyników opublikowanych przez innych 
autorów, kształtującym się w przedziale od 6 do 78% [2, 43, 53, 57, 70, 89, 90, 
114, 192, 193]. W piśmiennictwie odsetek guzów z obecnością białka 
p21WAF1/CIP1 w komórkach NDKRP wahał się pomiędzy 27% a 80% [2, 5, 18, 31, 
42, 61, 91, 115, 163, 172, 184, 192, 193], natomiast w niniejszej analizie wynosił 
on 65%. W badanym materiale NDKRP, obecność cykliny D1 stwierdzono 
w 40% przypadków. W pracach innych autorów dotyczących tego nowotworu 
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cyklinę D1 obserwowano w 12 - 57% przypadków [6, 11, 13, 17, 32, 78, 83, 86, 
98, 116, 119, 124, 135, 136, 157, 182].  

Tak duża rozpiętość w występowaniu poszczególnych białek w NDKRP ob-
serwowana w piśmiennictwie, zwłaszcza białka mdm2, może wynikać z wielu 
przyczyn. Jedną z nich wydają się być różnice metodologiczne dotyczące użyte-
go przeciwciała pierwotnego, skierowanego przeciwko odpowiedniemu białku 
oraz czułość systemu detekcyjnego. Kolejnym czynnikiem utrudniającym po-
równywanie wyników różnych autorów jest fakt, że niektórzy z nich za ekspresję 
dodatnią uznają nagromadzenie produktu białkowego również w cytoplazmie [6, 
11]. W niniejszej pracy, podobnie jak w innych opracowaniach [13, 116, 136], 
barwienia znajdujące się poza jądrem komórkowym uznano za niespecyficzne 
[13, 32]. Następną istotną kwestią są niejednolite punkty odcięcia, przy których 
preparaty zostały zakwalifikowane jako dodatnie. Przykładowo dla białka p53 
stosowano progi odcięcia na poziomie 1% [102], 5% [189], 10% [72] lub nawet 
50% [113], dla białka pRb punkt odcięcia od 0% [72, 189, 191], przez 1% [102], 
5% [11] do 20% [154], dla białka mdm2 od 0% [54, 185], przez 5% [169] do 
10% [53, 70] a dla białka p21WAF1/CIP1 od 0% [10], przez 1% [5], 5% [91, 163] do 
10% [2, 192, 193].  

Wysokość progu odcięcia pozostaje kwestią nierozstrzygniętą. W odniesie-
niu do pRb, wydaje się, że utratę funkcji genu RB stwierdza się tylko w przypad-
ku guzów z całkowitym brakiem ekspresji tego białka [72, 189, 191]. Założenie 
to potwierdza fakt, że ilość białka pRb zależy od fazy cyklu komórkowego,  
w której znajduje się dana komórka [190]. Zatem niska ekspresja lub nawet jej 
brak w części guza, nie dowodzi jeszcze całkowitej utraty funkcji genu RB. Po-
wyższego toku rozumowania nie można jednak odnieść do pozostałych analizo-
wanych białek, w odniesieniu do których o zaburzeniu funkcji genu świadczy 
nagromadzenie się produktu białkowego, kodowanego przez dany gen.  

W przeprowadzonym badaniu, podobnie do innych autorów [10, 56, 72, 185, 
189], celem ujednolicenia analizy i ułatwienia interpretacji wyników, za dodatnie 
uznano tkanki nowotworowe, które wykazywały jakąkolwiek, jądrową ekspresję 
badanych białek (≥1%) (jakkolwiek analizę statystyczną przeprowadzono dla 
różnych punktów odcięcia). 

Pomimo wyżej wymienionych trudności w interpretacji wyników różnych 
autorów, należy podkreślić, że zarówno reakcja TUNEL jak i metoda immunohi-
stochemiczna charakteryzują się wysoką powtarzalnością oraz prostotą wykona-
nia. Cechuje je również, w porównaniu np. do badań molekularnych, relatywnie 
niski koszt analiz [195]. Dodatkowym atutem tego typu badań jest fakt, że mate-
riał biologiczny wykorzystywany do oznaczeń nie wymaga skomplikowanej 
obróbki, ponieważ skrawki utrwalone są w zbuforowanej formalinie i przecho-
wywane w postaci bloków parafinowych. Oznaczenie może zostać wykonane 
nawet po wielu latach od momentu pobrania tkanki guza. Do badania wystarczy 
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niewielka ilości materiału, co pozwala na wykonanie wielu oznaczeń u tego sa-
mego chorego. Podsumowując, metody użyte w niniejszej pracy stwarzają szan-
se zastosowania powyższych barwień w codziennej praktyce [195]. 

6.2. Ocena zależności pomiędzy wskaźnikiem  
apoptotycznym, wskaźnikiem ekspresji PCNA,  
białkiem p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 oraz  
cykliną D1 

Dzięki analizie wielu parametrów, biorących udział w regulacji cyklu ko-
mórkowego oraz apoptozy, można w kompleksowy sposób ocenić szereg zabu-
rzeń obserwowanych w komórkach NDKRP. Wspólne rozpatrywanie wszystkich 
analizowanych cech pozwala przybliżyć zrozumienie patomechanizmów prowa-
dzących do powstania i rozwoju komórek nowotworowych. Jak dotąd w odnie-
sieniu do wielu białek komercyjnie dostępne przeciwciała nie pozwalają w pełni 
ustalić typu zaburzeń, do których doszło podczas onkogenezy. Dotyczy to przede 
wszystkim białek p53 oraz pRb, kluczowych w regulacji cyklu komórkowego. 
Ocena współwystępowania czynników, których ekspresja podlega regulacji 
przez białka p53 i pRb, może w znacznym stopniu poszerzyć nasze rozumienie, 
jakie funkcje danego genu zostały zaburzone w komórce nowotworowej. I tak 
np. obecność białka p21WAF1/CIP1 w pełniejszy sposób ocenia stan funkcjonalny 
genu P53 niż sama ocena występowania białka p53. Dzieje się tak, ponieważ 
białko p21WAF1/CIP1 ulega akumulacji w przypadku pobudzenia genu P53 [39]. 
Jak już wspomniano wcześniej czas półtrwania niezmutowanego białka p53 jest 
na tyle krótki, że nie pozwala na wykrycie jego obecności za pomocą technik 
immunohistochemicznych [69]. Natomiast w komórkach nowotworowych, które 
utraciły zdrowe – „dzikie” białko p53 lub zawierają jego zmutowaną formę, 
praktycznie nie obserwuje się obecności białka p21WAF1/CIP1 lub jego ekspresja 
jest bardzo niska. Z tego względu ekspresja białka p21WAF1/CIP1 może dakładniej 
niż samo nagromadzenie białka p53, oceniać funkcję genu P53 [38]. 

Równowaga pomiędzy proliferacją komórkową a apoptozą oceniana była  
w wielu nowotworach złośliwych [150, 176, 179]. Sugeruje się, że rozrost guza 
nowotworowego może wynikać ze zwiększonej proliferacji, zahamowania apop-
tozy lub z obu przyczyn łącznie [150]. W pracach dotyczących chłoniaków zło-
śliwych, nowotworów złośliwych jelita grubego czy piersi, stwierdzano silny 
związek pomiędzy nasileniem apoptozy a wzrostem różnych wskaźników proli-
feracji komórkowej [84, 177, 180]. W NDKRP stwierdzono również zależność 
pomiędzy WA a wskaźnikiem mitotycznym [120, 138] oraz ekspresją białka 
PCNA [120, 176].  

W jednej z najciekawszych prac oceniających łącznie WA oraz W PCNA  
w komórkach NDKRP (N=236) [174], podobnie jak w niniejszej rozprawie, 
chorych podzielono na cztery podgrupy (na podstawie mediany oraz dolnego 
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i górnego kwartyla) o bardzo niskim, niskim, wysokim i bardzo wysokim WA. 
Autorzy tej pracy sugerowali ścisły związek pomiędzy apoptozą a proliferacją 
komórek NDKRP, ponieważ wzrostowi WA towarzyszyło podwyższenie  
średniego wskaźnika proliferacji [174]. W kolejnej pracy tych samych autorów 
sugerowano, że zwiększony odsetek komórek apoptotycznych jest skutkiem 
aktywacji proliferacji komórkowej, ale tylko przy zachowanych prawidłowo 
działających mechanizmach pobudzających apoptozę tj. w przypadku obecności 
„dzikiego” białka p53 [176]. Przedstawiona analiza, podobnie do prac Puglisiego 
i wsp. [150] oraz Tormanena i wsp. [179], pozostaje w sprzeczności do obserwa-
cji Tanaki i wsp. [174] o zależności pomiędzy markerami proliferacji i apoptozy 
w komórkach NDKRP.  

W niniejszej rozprawie stwierdzono brak zależności pomiędzy wysokością 
WA a obecnością innych analizowanych białek uczestniczących w regulacji 
cyklu komórkowego (tj. p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 i cykliną D1). Brak za-
leżności pomiędzy WA a akumulacją białka p53 [138, 150, 174, 179] oraz WA  
a nagromadzeniem białka p21WAF1/CIP1 [163] w komórkach NDKRP potwierdzają 
także inni autorzy. W dostępnym piśmiennictwie nie ma prac oceniających zwią-
zek pomiędzy WA a cykliną D1 w przypadkach NDKRP, natomiast w nowotwo-
rach okolicy głowy i szyi podwyższona liczba komórek apoptotycznych wiązała 
się z nagromadzeniem cykliny D1 [93]. 

W poprzednim badaniu naszego zespołu obserwowano zależność pomiędzy 
niskim WA a obecnością białka mdm2 [35]. Obserwacja ta mogłaby mieć pod-
stawy teoretyczne, ponieważ białko mdm2 jest inhibitorem apoptozy [128, 147]. 
Przedstawione badanie wykonane na znacznie większej liczbie przypadków nie 
potwierdziło poprzedniej obserwacji. 

W przedstawionej pracy analizowano związek pomiędzy W PCNA a wystę-
powaniem innych białek zaangażowanych w regulację cyklu komórkowego. 
W badaniach na liniach komórkowych wykazano, że białko p21WAF1/CIP1 jako 
inhibitor PCNA, blokuje replikację DNA oraz proliferację komórkową [105, 
106]. W przedstawionej analizie, podobnie do innych autorów [61, 163], nie 
stwierdzono jednak zależności pomiędzy występowaniem białka p21WAF1/CIP1  
a W PCNA w komórkach NDKRP.  Stwierdzono natomiast silny związek po-
między zwiększoną proliferacją komórkową a nagromadzeniem cykliny D1. 
W raku pęcherza moczowego wyższy wskaźnik proliferacji komórek nowotwo-
rowych wiązał się również z obecnością cykliny D1 [106]. Przeciwnie inni auto-
rzy w grupie chorych na NDKRP [119] czy w nowotworach okolicy głowy i szyi 
[93] nie obserwowali związku pomiędzy podziałem komórkowym a obecnością 
cykliny D1.  

W dostępnym piśmiennictwie istnieje zaledwie kilka publikacji, w których 
analizowano łączne występowanie białek p53 i mdm2 w raku płuca. W obecnej 
analizie nie stwierdzono zależności pomiędzy występowaniem tych białek. Po-
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dobnie, w pracach innych autorów dotyczących raka płuca [53, 55, 70, 152] nie 
stwierdzano powyższej zależności, nawet w przypadku, gdy analizowano jedynie 
podgrupę guzów z bardzo silną ekspresją białka p53 [152]. Z tego powodu suge-
ruje się ostatnio, że funkcja mdm2 nie ogranicza się tylko do regulacji ilości 
białka p53 [53]. Obserwacje te mogą potwierdzać hipotezę, że mdm2 odgrywa 
również istotną rolę w procesie nowotworzenia, bez powiązania z p53 [185]. 
W przeciwieństwie do tej hipotezy pozostają wyniki Marchettiego i wsp. [114], 
gdzie dodatnia ekspresja białka mdm2 wiązała się z wysoką, dodatnią ekspresją 
białka p53 w komórkach NDKRP. 

W niniejszej analizie, podobnie jak w innych pracach nad NDKRP [163] 
oraz rakiem pęcherza moczowego [106], nie stwierdzono zależności pomiędzy 
występowaniem białka p53 oraz podlegającego jego kontroli białka p21WAF1/CIP1. 
Z kolei w nowotworach jelita grubego zaobserwowano, że nagromadzeniu białka 
p21WAF1/CIP1 towarzyszy brak ekspresji białka p53 [15].  

Interesującym spostrzeżeniem zawartym w niniejszej rozprawie była zależ-
ność pomiędzy akumulacją produktu białkowego protoonkogenu MDM2 oraz 
białka p21WAF1/CIP1. Podobny związek stwierdzano już w komórkach NDKRP [2]. 
W chwili obecnej trudno jest wyjaśnić bezpośredni związek pomiędzy funkcjo-
nowaniem białek mdm2 oraz p21WAF1/CIP1. Do zwiększenia produkcji białka 
mdm2 może dojść w wyniku amplifikacji genu MDM2, jego zwiększonej tran-
skrypcji lub translacji [185]. Białko p53 pobudza powstawanie białka mdm2, 
które w pętli sprzężenia zwrotnego, hamuje białko p53 [186]. Z drugiej strony do 
nagromadzenia się białka p21WAF1/CIP1 może dojść poprzez pobudzenie jego pro-
dukcji również przez zdrowe białko p53 [38, 39]. Być może wspólne nagroma-
dzenie się obu białek jest konsekwencją tego samego procesu – aktywacji genu 
P53. Możliwe jest także, że białka mdm2 i p21WAF1/CIP1 wiążą się ze sobą w spo-
sób niezależny od białka p53 [2, 115]. Ostatnia hipoteza znajduje potwierdzenie 
w niniejszej rozprawie oraz w pracy Aikawy i wsp., w której wykazano istnienie 
związku pomiędzy białkiem mdm2 i p21WAF1/CIP1, czemu nie towarzyszył zwią-
zek pomiędzy występowaniem białka p21WAF1/CIP1 a p53 oraz p53 a mdm2 [2]. 

W przedstawionym materiale najwięcej zależności stwierdzono w stosunku 
do cykliny D1. Obserwowano zależność pomiędzy nagromadzeniem cykliny D1 
a obecnością białka pRb, p21WAF1/CIP1 oraz białka mdm2. Ekspresja cykliny D1 
wiązała się również z brakiem obecności białka p53. Nagromadzenie białka pRb 
świadczy o tym, że komórka nowotworowa zachowała zdolność do wytwarzania 
zdrowego białka pRb. W badaniach in vivo wykazano, że nagromadzenie się 
cykliny D1 w komórkach z obecnością białka pRb może gwałtownie pobudzać 
fosforylację białka pRb oraz skracać fazę G1 cyklu komórkowego [159]. Metoda 
immunohistochemiczna z użyciem komercyjnie dostępnych przeciwciał nie po-
zwala na dokładne określenie, czy w danej komórce doszło do akumulacji czyn-
nej (nieufosforylowanej) czy też nieczynnej (ufosforylowanej) formy białka pRb. 
Korelację pomiędzy obecnością cykliny D1 oraz występowaniem białka pRb 
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stwierdzono w innych pracach dotyczących NDKRP [13, 116], jakkolwiek ist-
nieją doniesienia, które nie potwierdzają tej zależności [136]. Z uwagi na fakt, że 
cyklina D1 uczestniczy w procesie przemiany białka pRb z formy aktywnej w 
formę nieaktywną, poznanie tego zjawiska byłoby szczególnie cenne.  

Kolejne spostrzeżenie w przedstawionym materiale dotyczyło współwystę-
powania cykliny D1 oraz białka p21WAF1/CIP1. Taką zależność obserwowali rów-
nież inni autorzy w przypadkach NDKRP [13], raka pęcherza moczowego [106] 
oraz nowotworów jelita grubego [71]. Do tej pory podkreślano jedynie wspólne 
uczestnictwo cykliny D1 oraz białka p21WAF1/CIP1 w regulacji procesu fosforylacji 
białka pRb [38, 39]. Coraz więcej danych sugeruje jednak, że pomiędzy tymi 
białkami istnieje dodatkowo inny związek. Jego ustalenie wydaje się być szcze-
gólnie istotne, zwłaszcza, że oba białka uczestniczą w regulacji tej samej fazy 
cyklu komórkowego oraz z uwagi na postulowaną ostatnio rolę genu 
WAF1/CIP1 nie tylko jako genu supresorowego ale również jako protoonkogenu 
[155].  

Silny związek pomiędzy nagromadzeniem cykliny D1 a występowaniem 
białka mdm2, obserwowany w niniejszej pracy, może podkreślać rolę cyklin D1 
w procesie onkogenezy. Wydaje się, że oba protoonkogeny (CCND1 oraz 
MDM2) aktywowane są niezależnie od siebie, ale równoczesna ich aktywacja 
prawdopodobnie znacznie zwiększa możliwość rozwoju nowotworu.  

W przedstawionej analizie stwierdzono ujemną zależność pomiędzy nagro-
madzeniem cykliny D1 a występowaniem białka p53 w komórkach NDKRP. 
W badaniach in vitro, gen P53 zaangażowany był w podwyższenie stężenia cy-
kliny D1 [108, 132]. W niniejszej analizie nie można jednoznacznie określić 
potencjalnego związku pomiędzy występowaniem cykliny D1 oraz brakiem eks-
presji białka p53. Wynika to z faktu, że brak ekspresji białka p53 może być spo-
wodowany zarówno obecnością „dzikiego” białka p53 (które z powodu krótkie-
go czasu półtrwania nie jest wykrywalne za pomocą metody immunohistoche-
micznej), jak i brakiem produkcji białka p53. Z drugiej strony ekspresja białka 
p53 może wynikać z nagromadzenia się zmutowanego białka p53 (które posiada-
jąc dłuższy czas półtrwania jest wykrywane immunohistochemicznie), lub z fak-
tu stabilizacji białka p53 po połączeniu z innymi białkami. Komercyjnie dostęp-
ne przeciwciała przeciwko białku p53 nie pozwalają na odróżnienie tych form 
białek. Nie można więc jednoznacznie wypowiedzieć się na temat związku po-
między gromadzeniem produktu białkowego protoonkogenu CCND1 oraz bra-
kiem ekspresji białka p53.  

W badaniach na liniach komórkowych wykazano, że cyklina D1 uczestniczy 
w regulacji cyklu komórkowego poprzez interakcję z białkiem pRb [28], PCNA 
i p21WAF1/CIP1 [188]. Natomiast białko p53 poprzez białko p21WAF1/CIP1, powoduje 
wzrost ilości cykliny D1 [22]. W sytuacji gdy w komórce dochodzi do nagroma-
dzenia się białka p21WAF1/CIP1, dołącza się ono do kompleksu składającego się 
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cykliny D1 oraz zależnych od cyklin kinaz. Połączenie p21WAF1/CIP1 z powyższym 
kompleksem uniemożliwia fosforylację białka pRb oraz kontynuację cyklu ko-
mórkowego [22]. W jednej z prac nad NDKRP podobnie jak w przedstawionej 
rozprawie, obecność białek p21WAF1/CIP1, pRb oraz cykliny D1 były ze sobą ściśle 
powiązane [184]. Istnieją również prace, w których nie stwierdzono korelacji 
pomiędzy występowaniem białka p21WAF1/CIP1, cykliny D1 i pRb [157].  

Podsumowując, wydaje się, że wspólna ocena wielu parametrów uczestni-
czących w regulacji cyklu komórkowego i apoptozy pozwala w szerszy sposób 
uwidocznić złożoność mechanizmów zaangażowanych w proces onkogenezy 
oraz wskazać na nowe możliwości i kierunki ich badania.  

6.3. Ocena zależności pomiędzy wskaźnikiem  
apoptotycznym, wskaźnikiem ekspresji PCNA, 
ekspresją białek p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 oraz 
cykliny D1 a cechami klinicznymi i demograficznymi 

W przedstawionej analizie badano zależność pomiędzy WA, W PCNA, biał-
kiem p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 i cykliną D1 a cechami klinicznymi i demo-
graficznymi chorych z NDKRP. Obejmowały one płeć, wiek w momencie prze-
prowadzenia zabiegu operacyjnego, stopień zaawansowania klinicznego choro-
by, rodzaj histopatologiczny guza oraz stopień jego zróżnicowania.  

W badanej grupie chorych nie wykazano związku pomiędzy wysokością WA 
a poszczególnymi cechami klinicznymi. Inni autorzy wykazali natomiast, że  
w NDKRP wyższy wskaźnik apoptotyczny występował częściej w raku płasko-
nabłonkowym [64, 150], lub że wyższy WA wiązał się z podtypem gruczolako-
raka [179]. W jednej z prac komórki NDKRP o średnim lub niskim stopniu 
zróżnicowania charakteryzowały się wyższym WA [176]. Podobne obserwacje 
opisano w odniesieniu do raka pęcherza moczowego, chłoniaków, raków piersi, 
trzonu macicy, gruczołu krokowego czy tarczycy [103, 162, 167, 181].  

W przedstawionej analizie wykazano, że w guzach o niskim stopniu zróżni-
cowania nowotworu W PCNA był szczególnie wysoki. Podobną zależność po-
między stopniem zróżnicowania NDKRP a występowaniem białka PCNA zaob-
serwowano w pracy Tormanena i wsp. [179], gdzie wyższa ekspresja PCNA 
korelowała z gorszym zróżnicowaniem guza nowotworowego. 

W niniejszej pracy, nie stwierdzono zależności pomiędzy W PCNA, a wie-
kiem i płcią chorych, stopniem zaawansowania klinicznego choroby oraz ty- 
pem histopatologicznym guza. W pracach innych autorów wykazano związek 
pomiędzy W PCNA a typem histopatologicznym nowotworu oraz stopniem  
zaawansowania klinicznego choroby. W pracach tych wyższe wartości W PCNA 
występowały w rakach płaskonabłonkowych [174, 175, 179] oraz u chorych 
z wyższym stopniem zaawansowania klinicznego choroby [44, 140, 141, 173]. 
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W niniejszej rozprawie nie stwierdzono zależności pomiędzy obecnością 
białka p53, mdm2 oraz pRb a analizowanymi cechami klinicznymi chorych, nie 
potwierdzając obserwacji Marchettiego i wsp. [114] oraz Higashiyamy i wsp. 
[70] o częstszej ekspresji białka mdm2 w gruczolakorakach. Nie potwierdzono 
również opisywanej przez Rasidakisa i wsp. [152] oraz Higashiyamę i wsp. [70] 
zależności pomiędzy występowaniem białka mdm2 i/lub p53 a stopniem zróżni-
cowania komórek NDKRP. W pracy Aikawy i wsp. [2] obecność białka mdm2 
w komórkach NDKRP wiązała się z wyższym stopniem zaawansowania klinicz-
nego choroby, czego również nie potwierdziła niniejsza analiza.  

Dane na temat zależności pomiędzy białkiem p21WAF1/CIP1 a cechami klinicz-
nymi chorych na NDKRP są rozbieżne. W jednej z prac białko p21WAF1/CIP1 wy-
stępowało częściej u chorych z niższym stopniem zaawansowania klinicznego 
[91], natomiast w innej uzyskano przeciwne wyniki, ponieważ białko 
p21WAF1/CIP1 występowało częściej u chorych z wyższym stopniem zaawansowa-
nia klinicznego choroby [2]. W niektórych pracach białko p21WAF1/CIP1 występo-
wało częściej w gruczolakorakach niż raku płaskonabłonkowym [2, 192]. 
W przedstawionej analizie, podobnie do innych autorów [10, 18, 61, 163] nie 
stwierdzono zależności pomiędzy występowaniem białka p21WAF1/CIP1 a cechami 
klinicznymi chorych na NDKRP.  

W obecnej analizie podobnie do innych prac [135, 157] nie stwierdzono 
również związku pomiędzy występowaniem cykliny D1 a analizowanymi ce-
chami klinicznymi chorych. W niektórych badaniach raki płaskonabłonkowe 
płuc oraz guzy o niskim stopniu zróżnicowania histopatologicznego, częściej 
wykazywały obecność cykliny D1 niż gruczolakoraki lub guzy o wysokim 
i średnim stopniu zróżnicowania [11, 83].  

6.4. Określenie wartości rokowniczej analizowanych 
parametrów, ocenianych pojedynczo lub łącznie  

Wskaźnik apoptotyczny 
Rokownicze znaczenie WA u chorych na NDKRP pozostaje przedmiotem 

kontrowersji [29]. W części prac zwiększony odsetek komórek apoptotycznych 
korelował z gorszym [100, 179] lub lepszym rokowaniem [110, 120], podczas 
gdy w innych pracach nie obserwowano jego związku z przeżyciem [64, 150].  
W jednej z prac gorsze rokowanie obserwowano u chorych z pośrednim wskaź-
nikiem apoptotycznym w porównaniu do chorych z najwyższym i najniższym 
WA [174].  

We wcześniejszej pracy naszego zespołu wykazano gorsze rokowanie u cho-
rych z wysokim wskaźnikiem apoptotycznym w stosunku do grupy chorych  
z niskim WA [35]. Badanie to przeprowadzone było w grupie 50 chorych na 
NDKRP, których ze względu na niską liczebność grupy podzielono jedynie na 
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dwie podgrupy z wysokim i niskim WA. W niniejszej rozprawie obejmującej 
170 chorych, podzielonych na cztery podgrupy z bardzo niskim, niskim, wyso-
kim oraz bardzo wysokim WA, nie potwierdzono jednak poprzednio uzyskanych 
wyników [35]. Zwiększenie liczebności grupy z 50 do 170 przypadków NDKRP 
poprawia niewątpliwie wiarygodność uzyskanych wyników.  

Na podstawie obserwacji innych autorów [100, 174, 179], w poprzedniej 
analizie naszego zespołu [35] wysunięto hipotezę sugerującą, że wyższy WA 
korelował z gorszym rokowaniem, ponieważ mógł być konsekwencją zwiększo-
nej proliferacji komórek nowotworowych [150, 176]. Dlatego też w obecnej 
rozprawie ocenę wartości rokowniczej WA poszerzono o ocenę wskaźnika eks-
presji PCNA. Łączna analiza wartości rokowniczej WA i W PCNA pokazała, że 
najgorzej rokowali chorzy, u których stwierdzono fenotyp o najwyższym WA 
oraz najwyższym W PCNA. Obserwacja ta potwierdza hipotezę wysuniętą przez 
innych autorów, o znaczeniu proporcji pomiędzy namnażaniem się komórek, 
a ich obumieraniem oraz o konieczności łącznej analizy wartości rokowniczej 
WA oraz W PCNA [150, 176]. W odróżnieniu od przedstawionych wyników, 
w pracy Puglisiego i wsp. [150], chorzy z fenotypem o niskim WA oraz wyso-
kim wskaźniku proliferacji żyli krócej. 

Interesujące wyniki uzyskano w pracy Tanaki i wsp. [174], gdzie po podziale 
chorych na cztery podgrupy, grupa z najniższym oraz najwyższym WA rokowała 
lepiej, podczas gdy grupa z pośrednim WA rokowała gorzej. W pracy tej suge-
rowano, że lepsze rokowanie w podgrupie chorych z najniższym wskaźnikiem 
apoptotycznym wynikało z faktu niskiej aktywności proliferacyjnej u tych cho-
rych, natomiast w grupie z pośrednim WA gorsze rokowanie wiązało się ze 
zwiększoną proliferacją komórkową. Natomiast w grupie chorych z najwyższym 
WA (którzy również mieli dłuższe przeżycie), dobre rokowanie wynikało z fak-
tu, że apoptoza przewyższała namnażanie się komórek [174].  

W obecnym badaniu gorsze rokowanie stwierdzono u chorych o łącznym fe-
notypie z bardzo niskim WA oraz brakiem ekspresji białka pRb w porównaniu 
do pozostałych chorych (fenotyp bardzo niski WA/pRb- vs inni). W piśmiennic-
twie brak jest prac, do których można byłoby odnieść uzyskane wyniki. Gen RB 
traktowany jest przez część badaczy jako gen anty-apoptotyczny, jakkolwiek  
w komórkach, które utraciły jego funkcję, do aktywacji apoptozy może docho-
dzić poprzez aktywację zdrowego genu p53 [161]. Jednakże w niniejszym mate-
riale, wszyscy chorzy z fenotypem o najniższym wskaźniku apoptotycznym oraz 
brakiem ekspresji białka pRb, wykazywali również brak ekspresji białka p53. 
Gdyby brak ekspresji białka p53 wynikał z obecności zdrowego, „dzikiego” białka 
p53, apoptoza powinna być pobudzona. Być może więc w tych przypadkach 
brak ekspresji białka p53 wynikał z mutacji genu P53 typu null i całkowitej utra-
ty białka p53. Powyższa obserwacja podkreśla konieczność dalszych badań do-
tyczących oceny wartości rokowniczej WA rozpatrywanej łącznie z obecnością 
białka pRb oraz białka p53.  
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Wskaźnik ekspresji PCNA 

Rokownicze znaczenie wskaźnika ekspresji PCNA także pozostaje przed-
miotem kontrowersji. Wśród wielu prac dotyczących NDKRP, ekspresja białka 
PCNA wiązała się z gorszym rokowaniem [9, 44, 49, 50, 101, 140, 141, 182], 
bądź nie miała wpływu na przeżycie [30, 37, 45, 48, 92, 120, 179]. Brak wpływu 
ekspresji białka PCNA na przeżycie obserwowano również u chorych pochodzą-
cych z Pomorza Gdańskiego [30]. W obecnej analizie obejmującej nową oraz 
większą grupę chorych (poprzednia grupa liczyła 83, obecna zaś 125 chorych), 
stwierdzono różnicę w przeżyciu pomiędzy chorymi z bardzo niskim i z bardzo 
wysokim W PCNA. Warto podkreślić, że gdyby obecna analiza wykonana zosta-
ła tylko przy podziale chorych na 2 podgrupy (z dodatnią oraz ujemną ekspresję 
PCNA) różnica w przeżyciu pomiędzy przedstawionymi podgrupami zostałaby 
przeoczona. 

Ekspresja białek p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 oraz cykliny D1 
W niniejszej pracy, podobnie do naszych poprzednich wyników [30, 34] nie 

stwierdzono zależności pomiędzy obecnością białka p53 w komórkach NDKRP 
a czasem przeżycia. Rokownicze znaczenie występowania białka p53 w komór-
kach raka płuca pozostaje nierozstrzygnięte. W poszczególnych badaniach aku-
mulacja białka p53 wiązała się z gorszym [19, 37, 40, 67, 176, 179] lub lepszym 
rokowaniem [102, 183], albo nie miała wpływu na czas przeżycia [7, 30, 46, 53, 
122, 138, 146, 189]. Brak rokowniczego znaczenia występowania białka p53 
stwierdzony w niniejszej rozprawie potwierdza wcześniej prezentowane wyniki 
[30], pomimo faktu, że w obecnej analizie zwiększono badaną grupę chorych 
oraz użyto innego przeciwciała monoklonalnego przeciwko białku p53.  

Podobna sytuacja co do znaczenia rokowniczego występuje w odniesieniu do 
mutacji genu P53. Przykładowo niektórzy autorzy obserwowali krótszy czas 
przeżycia związany z obecnością mutacji genu P53 [73], podczas gdy inni nie 
wykazali takiej zależności [19]. Część badań wskazuje, że rokownicze znaczenie 
mutacji genu P53 może być zależne od ich typu i umiejscowienia. W materiale 
polskim niekorzystny wpływ na czas przeżycia stwierdzono w odniesieniu do 
mutacji typu null i transwersji, podczas gdy mutacje typu missense i tranzycje 
nie miały znaczenia rokowniczego [81]. Dane z ostatnich lat, w tym także prace 
z ośrodka gdańskiego wskazują, że niekorzystny wpływ mutacji genu P53 doty-
czy szczególnie chorych na gruczolakoraka płuca [82, 125]. 

W niniejszej rozprawie, podobnie do prac innych autorów [21, 26, 72, 83, 
94, 102, 136, 154, 189] nie stwierdzono rokowniczego znaczenia ekspresji białka 
pRb u chorych na NDKRP [34]. Xu i wsp. [191], początkowo zauważyli,  
że chorzy z brakiem ekspresji białka pRb żyli krócej, ale kolejna praca tych sa-
mych autorów nie potwierdziła już tej obserwacji [189]. W pracy Bettichera  
i wsp. [11] brak obecności białka pRb wiązał się z większym prawdopodobieństwem 
wystąpienia nawrotu choroby oraz skróceniem czasu wolnego do nawrotu.  
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W innych pracach utrata obecności pRb wiązała się z gorszym rokowaniem, ale 
tylko w odniesieniu do raka płaskonabłonkowego [4], bądź tylko do gruczolakoraka 
[13].  

W przedstawionej pracy wpływ obecności białka pRb na przeżycie u cho-
rych na NDKRP oceniano łącznie z ekspresją białka p53. Tak jak w poprzedniej 
pracy naszego zespołu, nie stwierdzono wpływu na przeżycie, gdy występowanie 
obu białek rozpatrywano łącznie [34]. W dostępnym piśmiennictwie opubliko-
wano zaledwie kilka prac dotyczących łącznej oceny białka pRb oraz p53  
w NDKRP [26, 72, 102, 136, 189, 191]. W niektórych z nich obecność białka 
pRb/p53 nie miała znaczenia rokowniczego [72, 102, 136]. Jakkolwiek w grupie 
chorych z wczesnym stopniem zaawansowania klinicznego NDKRP [191] oraz 
w grupie chorych z różnymi stopniami zaawansowania [189], obecność fenotypu 
pRb-/p53+ wiązała się z gorszym rokowaniem [189, 191]. W innym badaniu ten 
sam fenotyp wiązał się z gorszym rokowaniem w grupie chorych z gruczolako-
rakiem [26].  

Interesującą obserwacją przedstawioną w niniejszej rozprawie jest stwier-
dzenie różnic w przeżyciu w podgrupach chorych z obecnością białka p53 
(p53+) lub z brakiem funkcjonalnego białka pRb (pRb-). Różnice w powyższych 
podgrupach obserwowane były pomiędzy chorymi z bardzo niskim i bardzo wy-
sokim W PCNA. Chorzy z fenotypem p53+/bardzo wysoki W PCNA, żyli 
znacznie krócej w porównaniu z chorymi o fenotypie p53+/bardzo niski W PCNA. 
Podobnie chorzy z fenotypem pRb-/bardzo wysoki W PCNA, mieli gorsze ro-
kowanie, niż chorzy z fenotypem pRb-/bardzo niski W PCNA. Podobne wyniki 
uzyskano w pracy Tanaki i wsp. [176]. Wskazuje to, że w podgrupie chorych  
z nagromadzeniem białka p53 oraz wysokim W PCNA rokowanie jest znacznie 
gorsze. Jak dotychczas nie ma jednak prac dotyczących łącznej oceny rokowni-
czego znaczenia W PCNA oraz białka pRb. W badaniach in vitro wykazano, że 
utrata funkcjonalnego białka pRb wiąże się z aktywacją proliferacji jedynie przy 
równoczesnej inaktywacji białka p53 [159]. Na podstawie niniejszej analizy 
wydaje się jednak, że utrata funkcji obu białek może niezależnie wiązać się  
z aktywacją proliferacji i powodować szybszą progresję NDKRP.  

W przedstawionej pracy nie stwierdzono wpływu na przeżycie, gdy obec-
ność białka pRb rozpatrywano łącznie z białkiem p53 oraz mdm2. W dostępnym 
piśmiennictwie nie ma podobnego opracowania. Zaledwie w dwóch publikacjach 
oceniano łącznie występowanie białka pRb, p53 oraz mdm2, jednak w pracach 
tych wpływ każdego z parametrów na przeżycie chorych z NDKRP rozpatrywa-
no pojedynczo [54, 55]. Obecne wyniki sugerują, że pomimo ważnej roli,  
jaką pełni białko mdm2 w regulacji funkcji dwóch najbardziej znanych genów 
supresorowych [55, 76], kliniczne znaczenie łącznego występowania zaburzeń 
dotyczących p53/mdm2/pRb jest niewielkie.  
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Istnieje niewiele prac dotyczących rokowniczego znaczenia występowania 
białka mdm2 w komórkach NDKRP [2, 54, 55, 70, 89], a ich wyniki są sprzeczne. 
W obecnym badaniu, podobnie do innych prac [2, 54, 55, 89], nagromadzenie się 
białka mdm2 nie miało związku z czasem przeżycia w badanej grupie chorych, 
jakkolwiek w jednej z nich [2] obecność białka mdm2 była częstsza u chorych  
z zaawansowanym nowotworem. Z drugiej strony Higashiyama i wsp. [70] za-
obserwowali, że chorzy z obecnością białka mdm2 żyli dłużej. Natomiast w pra-
cy Ko i wsp. [89] lepsze rokowanie wiązało się z obecnością MDM2 mRNA. 

W obecnej pracy, podobnie do pracy Aikawy i wsp. nie stwierdzono również 
różnicy w przeżyciu pomiędzy złożonymi fenotypami mdm2/p53 [2]. Higashiy-
ama i wsp. sugerowali natomiast, że obecność białka mdm2 rozpatrywanego 
pojedynczo w całej grupie chorych, nie miała wpływu na rokowanie, natomiast 
w podgrupie chorych z dodatkowym brakiem ekspresji białka p53 (fenotypowo: 
mdm2+/p53-) wiązała się ze znamiennie lepszym rokowaniem [70]. Z drugiej 
strony Gorgoulis i wsp. [53] sugerowali gorsze rokowanie w grupie chorych  
z ekspresją mdm2 oraz w podgrupie o fenotypie mdm2+/p53+.  

Rozpatrując rokownicze znaczenie amplifikacji genu MDM2 wydaje się, że 
obecność zwiększonej liczby kopii tego genu może w NDKRP wiązać się z gor-
szym rokowaniem [33]. Kwestia, dlaczego amplifikacja genu MDM2, a nie wy-
stępowanie jego białkowego produktu, wiąże się z gorszym rokowaniem w ND-
KRP pozostaje nierozstrzygnięta. Jedną z możliwych hipotez jest brak zależności 
pomiędzy występowaniem białka mdm2 a amplifikacją genu MDM2 w komór-
kach NDKRP [36]. Hipotezę tą może także potwierdzać obserwacja, że zwięk-
szone występowanie białka mdm2, oprócz zwiększonej liczby kopii genu 
MDM2, ma także inne przyczyny [47].  

W dostępnym piśmiennictwie istnieje wiele prac dotyczących obecności 
białka p21WAF1/CIP1 w komórkach NDKRP [2, 5, 10, 18, 31, 42, 61, 91, 115, 163, 
172, 184, 192, 193]. Natomiast zaledwie kilka z nich omawia rokownicze zna-
czenie tego parametru [10, 18, 31, 42, 91, 163]. Wyniki tych prac są rozbieżne. 
W przedstawionej analizie, podobnie jak w poprzedniej pracy naszego zespołu 
[31], nie stwierdzono zależności pomiędzy obecnością białka p21WAF1/CIP1 a ro-
kowaniem u chorych na NDKRP. Uzyskany wynik był identyczny pomimo 
znacznego zwiększenia liczby analizowanych przypadków ze 117 do 194 cho-
rych [31]. Niektórzy autorzy obserwowali brak rokowniczego znaczenia ekspre-
sji białka p21WAF1/CIP1 w NDKRP [2, 10, 91], jakkolwiek inni sugerowali, że 
obecność p21WAF1/CIP1 wiązała się z lepszym rokowaniem w tym nowotworze [18, 
42, 163]. Lepsze rokowanie obserwowano także w podgrupie chorych z fenotypem 
p21WAF1/CIP1+/p53-, w porównaniu z fenotypem p21WAF1/CIP1-/p53+ [163]. W ni-
niejszej analizie, podobnie do innych prac [10, 18, 91] nie potwierdzono wpływu 
na przeżycie żadnego ze złożonych fenotypów p21WAF1/CIP1 /p53. Przeciwnie  
w nowotworach złośliwych jelita grubego [15] oraz prostaty [1] obecność białka 
p21WAF1/CIP1 wiązała się z gorszym rokowaniem. Ocena wartości rokowniczej 



Omówienie 87

występowania białka p21WAF1/CIP1 wymaga wyjaśnienia. Gen WAF1/CIP1 z jed-
nej strony uważany jest za gen supresorowy, jednak z uwagi na jego udział  
w hamowaniu apoptozy, część autorów sądzi, że może on również pełnić rolę 
protoonkogenu [155].  

W niniejszej rozprawie, podobnie do poprzedniej pracy naszego zespołu 
[32], nie stwierdzono wpływu obecności cykliny D1 na przeżycie nawet, gdy 
analizowano znacznie liczniejszą grupę chorych (111 vs 194 przypadki). Podob-
ne wyniki uzyskano również w innych pracach dotyczących NDKRP [6, 11, 13, 
116, 135, 157, 182]. W kilku z nich obecność cykliny D1 wiązała się paradok-
salnie z dłuższym całkowitym czasem przeżycia [124, 136], dłuższym czasem 
wolnym od nawrotu choroby [62] lub mniejszym ryzykiem nawrotu miejscowe-
go choroby [11]. W jednej z prac lepsze rokowanie dotyczyło zwłaszcza podgru-
py chorych z gruczolakorakiem [136], w innej raków płaskonabłonkowych [6]. 
W niektórych doniesieniach, obecność cykliny D1 w komórkach NDKRP wiąza-
ła się ze skróceniem czasu przeżycia, zarówno u chorych we wczesnym stopniu 
zaawansowania klinicznego [83], jak i w grupie chorych z różnymi stopniami 
zaawansowania choroby [17, 86].  

W przedstawionej analizie, żaden spośród wszystkich możliwych fenotypów 
(cyklina D1/p53, cyklina D1/pRb oraz cyklina D1/p53/pRb) nie wpływał na 
rokowanie u chorych na NDKRP. Jakkolwiek we wcześniejszej naszej publika-
cji, chorzy o fenotypie cyklina D1-/p53+ charakteryzowali się gorszym rokowa-
niem [32], obecna analiza oparta na większej liczbie badanych, nie potwierdziła 
tej obserwacji. Dodatkowo, podobnie do wyników Brambilli i wsp. [13], pomi-
mo stwierdzonego w niniejszej rozprawie związku pomiędzy występowaniem 
białka pRb i cykliny D1 w komórkach NDKRP, chorzy o mieszanym fenotypie 
(pRb+/cyklina D1+) nie różnili się czasem przeżycia od pozostałych chorych.  

Łączna ocena wartości rokowniczej wszystkich analizowanych parametrów  
W piśmiennictwie światowym brak jest pracy dotyczącej łącznej oceny 

wpływu wszystkich analizowanych w obecnym materiale parametrów (WA, 
W PCNA, występowania białka p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 oraz cykliny D1) 
na rokowanie u chorych na NDKRP. Dostępne jest natomiast dość bogate pi-
śmiennictwo dotyczące znaczenia każdego z tych parametrów rozpatrywanych 
oddzielnie lub w podwójnej, potrójnej czy poczwórnej kombinacji [41, 42, 164]. 
W niniejszej rozprawie, łączną ocenę wszystkich parametrów przeprowadzono  
w grupie chorych liczącej 115 chorych na NDKRP. W analizie wieloczynniko-
wej, jedynie stopień zaawansowania klinicznego nowotworu oraz stopień jego 
zróżnicowania wiązały się z krótszym okresem przeżycia oraz szybszym nawro-
tem choroby. Natomiast WA, W PCNA, występowanie białka p53, pRb, mdm2, 
p21WAF1/CIP1 oraz cykliny D1 analizowane łącznie nie dostarczyły istotnych kli-
nicznie informacji. Z drugiej strony, wiele złożonych fenotypów, składających 
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się z dwóch parametrów, miało istotny wpływ na czas wolny od nawrotu choro-
by oraz na całkowity czas przeżycia.  

Jak do tej pory nie znaleziono idealnego biologicznego wskaźnika rokowni-
czego w NDKRP [16, 42, 164]. Analiza powyższych parametrów w komórkach 
NDKRP stanowi ważny aspekt poznawczy. Jakkolwiek większość z analizowa-
nych parametrów nie wpływała na rokowanie w badanej grupie chorych, to jed-
nak wyniki tej pracy mogą być pomocne w zrozumieniu niektórych mechani-
zmów zachodzących w komórkach nowotworowych. Niewielkie rokownicze 
znaczenie ekspresji białek regulujących apoptozę oraz cykl komórkowy analizo-
wanych pojedynczo, nie jest zaskakujące. Prawie we wszystkich przypadkach 
NDKRP dochodzi do deregulacji fazy G1 cyklu komórkowego oraz apoptozy 
[42]. Nie jest zatem możliwe, aby pojedynczy marker mógł wskazać podgrupy 
chorych o gorszym rokowaniu. Więcej informacji na ten temat dostarcza w tej 
sytuacji łączna analiza wielu parametrów [16, 41, 164].  

Wyniki dotyczące złożonych fenotypów należy interpretować ostrożnie  
z uwagi na możliwość wystąpienia fałszywie dodatnich korelacji, będących wy-
nikiem wielokrotnego porównywania. W większości opracowań, złożone feno-
typy dotyczyły niewielkich podgrup chorych. Przykładowo, w pracy Puglisiego i 
wsp. [150], gorsze rokowanie u chorych z fenotypem „niski WA/wysoki wskaź-
nik proliferacji”, jakkolwiek wyraźny, to jednak odnosił się zalewie do 6 na 96 
przypadków z badanej grupy chorych. W takiej sytuacji stwierdzenie fałszywie 
dodatniej korelacji wynikającej z wielokrotnego porównywania znacznie wzra-
sta. Nie umniejsza to jednak wartości poznawczej stwierdzanych zaburzeń. W 
przyszłości być może informacje uzyskane z tego typu badań pomogą w wyod-
rębnieniu chorych o szczególnie złym rokowaniu oraz w wyborze odpowiedniej 
dla nich terapii.  
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7. WNIOSKI  
 

1. U chorych na niedrobnokomórkowego raka płuca obserwuje się dużą zmien-
ność wskaźnika apoptotycznego oraz wskaźnika ekspresji PCNA. W więk-
szości przypadków występują zaburzenia co najmniej jednego z analizowa-
nych parametrów: białka p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 i cykliny D1. 

2. W niedrobnokomórkowym raku płuca brak jest zależności pomiędzy wyso-
kością wskaźnika apoptotycznego a nasileniem rozplemu komórkowego oraz 
obecnością analizowanych regulatorów cyklu komórkowego. Istnieje nato-
miast szereg zależności pomiędzy występowaniem poszczególnych białek 
zaangażowanych w regulację fazy G1 cyklu komórkowego.  

3. W niedrobnokomórkowym raku płuca wskaźnik PCNA jest ściśle związany 
ze stopniem zróżnicowania nowotworu, natomiast wskaźnik apoptotyczny 
oraz obecność białek p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 i cykliny D1 są niezależ-
ne od cech klinicznych i demograficznych. 

4. Wartość kliniczna każdego z parametrów rozpatrywanego pojedynczo jest 
ograniczona, natomiast ich wspólna ocena może być przydatna jako dodat-
kowy czynnik rokowniczy.  
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8. Streszczenie 
Rozprawa obejmuje cykl prac dotyczących klinicznego znaczenia wskaźnika 

apoptotycznego w powiązaniu z wybranymi regulatorami cyklu komórkowego  
w grupie chorych operowanych z powodu niedrobnokomórkowego raka płuca 
(NDKRP). Badania przeprowadzono łącznie u 203 osób, spośród których u 170 
oceniono wskaźnik apoptotyczny (WA), u 125 wskaźnik ekspresji białka PCNA 
(W PCNA), u 203 obecność białka p53 i pRb, u 197 obecność białka mdm2, zaś 
u 194 – obecność białka p21WAF1/CIP1 i cykliny D1. U 115 chorych przeprowa-
dzono łączną analizę wszystkich powyższych parametrów.  

Baza danych zawierała informacje dotyczące wieku i płci chorych, palenia 
papierosów, datę i doszczętność zabiegu operacyjnego, postać histopatologiczną 
guza i stopień jego zróżnicowania, stopień zaawansowania klinicznego choroby 
(z uwzględnieniem pTNM), datę i rodzaj nawrotu choroby, datę ostatniej obser-
wacji chorego lub datę zgonu, ocenę WA, W PCNA oraz obecności białka p53, 
pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 i cykliny D1. Obecność komórek apoptotycznych  
w guzie nowotworowym oceniono przy użyciu metody TUNEL (TdT-mediated 
deoxyuridine triphosphate-digoxygenin nick end-labeling), natomiast ekspresję 
białka PCNA, p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 oraz cykliny D1 – immunohisto-
chemicznie, używając przeciwciał monoklonalnych (odpowiednio klonu PC 10, 
PAb1801, LM 95.1, IF2, SX 118 oraz DCS-6). Liczbę komórek apoptotycznych 
wyrażono pod postacią WA, zdefiniowanego jako liczbę komórek wybarwio-
nych za pomocą reakcji TUNEL pośród 1000 komórek nowotworowych. Obec-
ność białka PCNA wyrażono pod postacią W PCNA, oznaczającego średnią 
liczbę komórek z jądrową ekspresją białka PCNA pośród 1000 komórek ND-
KRP. W odniesieniu do białka p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 oraz cykliny D1 za 
dodatnie uznano te guzy, które wykazywały jakąkolwiek obecność białek 
w jądrach komórkowych nowotworu (≥1%).  

Średnia wartość WA wynosiła 12±10, natomiast mediana, dolny i górny 
kwartyl WA wynosiły odpowiednio 8, 5 i 14. Badana grupa chorych została po-
dzielona na cztery podgrupy o bardzo niskim WA (WA<5), niskim WA 
(5≤WA<8), wysokim WA (8≤WA<14) oraz bardzo wysokim WA (WA≥14). 
Bardzo niski, niski, wysoki oraz bardzo wysoki WA stwierdzono odpowiednio  
w 40 (23%), 35 (21%), 52 (31%) oraz 43 przypadkach (25%). 

Średnia wartość W PCNA wynosiła 34±24, natomiast mediana, dolny i gór-
ny kwartyl W PCNA wynosiły odpowiednio 35, 20 i 50. Badana grupa chorych 
została podzielona na cztery podgrupy o bardzo niskim W PCNA (W PC-
NA<20), niskim W PCNA (20≤W PCNA<35), wysokim W PCNA (35≤W PC-
NA<50) oraz bardzo wysokim W PCNA (W PCNA≥50). Bardzo niski, niski, 
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wysoki oraz bardzo wysoki wskaźnik ekspresji PCNA stwierdzono odpowiednio 
w 23 (18%), 36 (29%), 34 (27%) oraz 32 przypadkach (26%). 

Obecność białka p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 oraz cykliny D1 stwierdzono 
odpowiednio u 47%, 71%, 37%, 65% i 40% chorych.  

Nie wykazano zależności pomiędzy wysokością WA a stopniem nasilenia 
proliferacji komórkowej oraz obecnością białek p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1  
i cykliny D1. W analizie korelacji wskaźnika ekspresji PCNA z innymi parame-
trami biologicznymi, jedyny związek dotyczył cykliny D1 (p=0.017). Dodatko-
wo stwierdzono zależność pomiędzy ekspresją białka mdm2 oraz białka 
p21WAF1/CIP1 (p=0.01), natomiast nagromadzenie cykliny D1 wiązało się z obec-
nością białka mdm2 (p=0.03), pRb (p=0.01), p21WAF1/CIP1 (p<0.001) oraz z bra-
kiem ekspresji białka p53 (p=0.03).  

Wykazano zależność pomiędzy wysokością wskaźnika PCNA a stopniem 
zróżnicowania NDKRP. Nie stwierdzono natomiast zależności pomiędzy wyso-
kością WA, obecnością białek p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 i cykliny D1 a ce-
chami demograficznymi i klinicznymi chorych.  

W analizie jedno- i wieloczynnikowej nie stwierdzono zależności pomiędzy 
żadnym z badanych parametrów (WA, W PCNA, białkiem p53, pRb, mdm2, 
p21WAF1/CIP1, cykliną D1), analizowanych pojedynczo lub łącznie, a czasem do 
nawrotu choroby oraz całkowitym czasem przeżycia. Silne niekorzystne znacze-
nie rokownicze wykazywały jedynie stopień zaawansowania klinicznego nowo-
tworu oraz stopień jego zróżnicowania. Podczas analizy złożonych fenotypów, 
współistnienie bardzo wysokiego WA z bardzo wysokim W PCNA oraz bardzo 
niskiego WA z brakiem ekspresji pRb, wiązały się z gorszym rokowaniem (od-
powiednio p=0.001 i p=0.04). Dodatkowo obecność najwyższego wskaźnika 
proliferacji wiązała się ze skróceniem całkowitego czasu przeżycia w porówna-
niu do najniższego W PCNA (p=0.04), szczególnie przy równoczesnym nagro-
madzeniu się białka p53 (p=0.026) lub braku ekspresji białka pRb (p=0.04). 

Przedstawiona praca jest pierwszym tak obszernym opracowaniem dotyczą-
cym klinicznego znaczenia WA w powiązaniu z wybranymi regulatorami cyklu 
komórkowego u chorych na NDKRP. Wyniki badania wskazują na niewielkie 
kliniczne znaczenie każdego z parametrów rozpatrywanego pojedynczo, jakkol-
wiek podkreślają wartość wspólnej oceny wielu parametrów. Rokownicze zna-
czenie złożonych fenotypów powinno zostać ocenione ponownie na większym 
materiale ze względu na małą liczebność badanych podgrup.  
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9. Summary  
This thesis includes a series of studies addressing the clinical significance of 

apoptotic index in correlation with selected parameters involved in cell cycle 
regulation in non-small cell lung cancer (NSCLC). In total, the studies were per-
formed in the group of 203 NSCLC patients. Apoptotic index (AI) was assessed 
in 170 cases, PCNA labeling index (PCNA LI) in 125, p53 and pRb proteins in 
203, mdm2 protein in 197, and p21WAF1/CIP1 and cyclin D1 in 194. Joint analysis 
of all above parameters was performed in the group of 115 NSCLC patients.  

The data base included patients sex and age, smoking, the date of surgery 
and its completeness, tumor histology and grade, stage of disease (pTNM desti-
nation), time and site of recurrence, survival status, AI, PCNA LI, p53, pRb, 
mdm2, p21WAF1/CIP1 and cyclin D1 expression. Apoptosis of tumor cells was as-
sessed with the use of TUNEL technique (TdT-mediated deoxyuridine triphos-
phate-digoxygenin nick end-labeling), whereas expression of PCNA, p53, pRb, 
mdm2, p21WAF1/CIP1 and cyclin D1 - immunohistochemically, with the use of 
monoclonal antibodies (PC 10, PAb1801, LM 95.1, IF2, SX 118 and DCS-6 
clone, respectively). The amount of apoptotic cells was expressed as AI (the 
number of apoptotic cells between 1000 tumor cells). The presence of PCNA 
protein was expressed as PCNA LI (the mean amount of positive, nuclear stain-
ing of PCNA between 1000 tumor cells). According to p53, pRb, mdm2, 
p21WAF1/CIP1  and cyclin D1 expression, tumor showing any positive staining of 
above proteins was assessed positive (the cut-off value ≥1%). 

The mean AI was 12±10, whereas median, 25 and 75 percentile of AI was 8, 
5 and 14, respectively. The study group was divided into four groups with the 
lowest AI (AI<5), low AI (5≤AI<8), high AI (8≤AI<14) and the highest AI 
(AI≥14). The lowest, low, high and the highest AI was found in 40 (23%), 35 
(21%), 52 (31%) and 43 cases (25%), respectively. 

The mean PCNA LI was 34±24, whereas median, 25 and 75 percentile of  
PCNA LI was 35, 20 and 50, respectively. The study group was divided into four 
groups with the lowest PCNA LI (PCNA LI<20), low PCNA LI (20≤PCNA 
LI<35), high PCNA LI (35≤PCNA LI<50) and the highest PCNA LI (PCNA 
LI≥50). The lowest, low, high and the highest PCNA LI was found in 23 (18%), 
36 (29%), 34 (27%) and 32 cases (26%), respectively. 

Expression of p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 and cyclin D1 was found in 
47%, 71%, 37%, 65% and 40% cases, respectively.  

There was no correlation between AI and PCNA LI, p53, pRb, mdm2, 
p21WAF1/CIP1 or cyclin D1 expression. A strong correlation was found between 
PCNA LI and cyclin D1 expression (p=0.017). Additionally, a correlation  
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between the presence of mdm2 and p21WAF1/CIP1 was established (p=0.01), then 
between cyclin D1 and mdm2 (p=0.03), pRb (p=0.01), p21WAF1/CIP1 (p<0.001) 
and the lack of p53 protein expression (p=0.03). 

In NSCLC patients PCNA LI was positively correlated with tumor grade, 
whereas there was no correlation between AI, p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 or 
cyclin D1 expression and patients characteristics.  

In uni- and multivariate analysis there was no influence of AI, PCNA LI, 
p53, pRb, mdm2, p21WAF1/CIP1 and cyclin D1 (analyzed separately or jointly) on 
disease-free (DFS) and over-all survival (OS). The only variables related to 
prognosis were stage of disease and tumor grade. Analysis of combined pheno-
types showed that phenotypes with the highest AI accompaned by the highest 
PCNA LI and the lowest AI accompaned by negative pRb expression were cor-
related with impared OS (p=0.001 and p=0.04, respectively). Additionally, pa-
tients with the presence of the highest PCNA LI had shortened survival com-
pared to patients with the lowest PCNA LI (p=0.04), especially in the group with 
positive p53 protein expression (p=0.026) or the lack of pRb protein (p=0.04). 

This study for the first time presents the clinical significance of AI in corre-
lation to selected cell cycle regulators in NSCLC patients. Evaluation of single 
parameter has limited prognostic value; however joint analysis of several factors 
involved in apoptosis and cell cycle regulation seems to provide additional prog-
nostic information. The impact on survival of combined phenotypes should be 
verified due to limited number of patients included to this study. 
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