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在這轟常的前二少，心中宮是交囂，一方宙趕著車常 s 但是另一

說才

方苗，又弓守主主想:全實驗曳的人、亭、物;在這論文的說謝中 s 想寫

皇之什麼，但是又不知從河處7筆。回憶起初進實轍翠的呀說，對實

驗室的一切相當陌生，但是經過老師的細，也指導後，二「兔除了一些

其名的還是處，只帶一步步的跟著學習。看著實驗室從無到臂，跟著

老師、元彷臥在各位學弟妹一起會門，由(主主簡單的儀器賠始，到

現在小智主見攘，市研究方宙亦臂一生長初步的成縮，這揖無一不是實

J驗章中，每一位成員的功勞 O 在這兩年宮中，我學到了許多以誰在

太學的教賞中所學不到的東宙，我想這就是研究所帶聽之處吧!官

五1~'童 9t!P甜苦文授，在我簣，驗土總是不厭其煩的帶先越是甜的是處師

領，其細心的程度，我想在這研究所當中接該是無人能弓之口已!至於

在生活方宙的照顱，就毋頭在這兒多言，我想只要是實驗室乏的成員

的能夠是J5I身畏。

另外嬰是謝的人實在太多了:是謝非本蜻繽老師、發秀蔚老師、

忍之所長李釋放授，還智森智學長、文清文學長、志強學長、澄太學

弟在膏，驗忍之生活上的照雇員弓之幫!惜，實驗宜的各T立學弟妹們:雅梅、

恰如、取玲』瑋琪、訴L婆、意諱言、 3告粵、老租、又鍾..... .弓之研究夥



律::7已衍，無論在實驗或生活上學方宙的幫助，另我是激萬兮，除

此之外堯嬰是謝我的女弓之 II~童玲，在兩年的研究其耳聞，不厭其煩的聽

我發牢騷，忍不帶給予我紋勵，謝謝你們!若沒智你們的幫助 s 我

想是不可能智這些成果的。車將這一切獻給我的父母，謝謝你們的

文撈，將提罐車帶於土主，主主祝福莓T盟人。

最後晃感謝我的口試委員:贊嵩立老師、徐世聽老師 s 撥冗參

與本論文的審查弓之口言式的工作，謝謝你們!謝謝!
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蠱、中文錦賽

台灣地區肺撞死t率在女性k.l巫見 1隘，合別T占3畜症歹己f了第一位在

第二位，然前在台灣，肺癌形成的介于機制出未明白素，因此我研究與

肺癌發生智闊的 p53 抑茹基因，來若是否可以發琨參與菇症形成的命

子機制?我們研究 60 í固肺瘖病是其p53 抑癌基圓的 exon 4~exon 11 突

變合析，前且我們色針對 154 í固正常人以弓之 152 í盟旦的高猜是其 p53

codon 72 基因多型性向合析· J51 B旁色合析p53 抑措基因的民變· l..:.l弓之

其 codon 72 !害虫'1生與頭1~'情形的相關'I~ 。

研究發現 s 在 60 í固肺措病是中 • p53 基因突變的機率僅為 18%

(1 1160) ·像是 • p53 又變的種類與國外所發表的研管不同，參考觀外

所發表的論文顯未: p53 基因主要的突變室正是為 missense mutations 

但是，在台灣所發現的大部分l..:.l nonsense mutations 趴在 deletions 為

主。智 64% (7/11) 的突變為 1…12 í盟鹼巷的 deletions ·太多發生在 G:C

頭己對成一些重的瓷'1主 (tandem repeat) 的序列主;另外· ;i是智 18% (2/11) 

是 nonsense mutations 0 值得注意的是，這且p53 基因智突變的病是太

多數為鱗狀上丘之 (Squamous， SQ) 細肥通病人，前立以自兔期的病是居

多，因此推論在台灣，可能臂一拉特妹的璟境芳染物成選擇因子

(genetic factors) 會引發，卜卉紋的 deletion • J51 B幸也參與了台灣地區 SQ



肺癌形成的過程。

另一方宙，根接p53 codon72 基因多型恆的分析結果顯示· Pro 

allele 會增加台灣地區女性在 adenocarcinoma (AD) 的權是卒，基因裂

是 Prol Pro 的女性 AD Jf市箔病是與正常女性其基因型相比較，若顯著

性的不同 OR 2.87 (CI , 1.87-4 .41 ; P=O.Ol) 。前且 • Prol Pro 基因章是隨

著病人的年齡增加甫智減少的趨勢，年輕的肺癌病是其基因彗星是

Pro/Pro 的比別比起其他年齡的肺癌猜是智較肅的趨勢 (OR 2.53 ; CI, 

1. 64臨3.91 P=0.03) ·莫進{步發現 • Prol Pro 基因型的猜是比起基

因主正是 Arg/Pro 的病題，崑容易在關刀殼的初期就死--c ·罪Ij月 Logrank

test 命析得到自勾結果 OR 5.78 (CI , 1.30-25.71 ; p=0.02). 而且合別在年

齡 60 到 69 蹺· SQ' 9又另 11生肺癌病趕上特別顯著· P 1.直介別為 0.0詣，

0.0的，以弓之 0.0位。另外兮析早期的肺嘉措見，基因室主是 Prol Pro .I-:.l 

弓之基因主且是 Arg/Arg 比基因型是 Arg/Pro 的病是智較差的精稜情形

(P=0.057) 。因此我們的研究結果顯示 p53 codon72 的基因茅草正值可

能在癌接發生的敏是可挂在預稜方宙妨演了一咱還嬰的角色。

在分析 p53 基因突變與基因多室主1出去?頁可泉路1軍方宙，兮析 60 í屆

肺癌摘題的 p刃 · cytochrome p450 lAl (CYP lAl) • 弓之 glut，αthion S-

transJ急rase Ml (GSTM1) 基函，發現p53 、 CYP1Al 、 GSTMl 三種基

圓型合備情形與病人 p53 基因突變與否具迫害顯著的不同之處;可是

2 



p53 基因智裂變的猜是其p53 基因多型性大多為Arg/ Arg 的基因型;

另(方宙頁合折 134 1回正常人恥 601固肺癌病人的 p53 、 CYPIAl 、

GSTMl 基因多型性的命前情形，結果色且已無三皇島 (P > 0.05) 。莫進一

步研究 p53 抑癌基因史變與預龍的獨碟'ii!.三支管發現者T苦河的相關

性，故綜合這挂基因多豆豆恆的研究結果顯示:台灣堵軍肺措猜是其p53

君主因失變通該與p53 、 CYPIAl 、 GSTMl 三三由基因之基因多型性敢于頁

議結無相獻。

此外，我還利月了 51自 microsatellite markers (D9S126 • D9S162 • 

D17釘· D13S170.恥 D3S1215) 來頂到 531圈肺挖檢麓的1*~衛星DNA

不穩定t.t. (microsatellite instability，孔位) .初步的命析結果顯示，智 35

嗨，請鹿 (66.0%， 35/53) 智孔位現象· marker D13S17。在 531圈猜是中的

分析結果顯示智 4 1.5% (22/53)的 MI ·前 marker D9S 162 其 MI 機率為

34.0% (18/53); MI 的命前與病人的性別、年齡這智相崩11玄，但是顯

示 MI 的病是其癌症種類以 SQ 居多，另外 MI 的猜是多 j..~~先期的病人

為主;在 111盟 p53 基因突變的猜是智 8 1. 80/0 (9111) 顯示 MI ·前立智

4 1:立猜是 (36.4%， 4111) 在南T圍以上的 markers 顯示 MI • í真得注意的

是t1:立會p刃，卜井段缺叉的病是全部都顯未 MI 白色情形。因此，顯示

這些主肺擅猜是基因本穩定的情形可能是造成台灣地處肺癌猜是p53 基

因缺失突變的輝、自之一。
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我的研究論文的編排方式，第一部命是中文指嬰，第二吾吾命是文

獻絕言侖，第三部命為方法總言侖，有市第四部兮，則分別在己會了自T聞部份

的研究論文之結果與討論，第五部命是參考文獻，第六部分別是所臂

的圈泉，第吋了部分是英文摘要。
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戚、文獻總量會

一、苦 l言

尾隨腹擋在台灣地盔，自 1982 年龍一竄是站十太死因之首位，

其中肺癌的死甘寧亦智逐年捉弄的現象;從 1954 年五三 1995 年肺搗死

亡率另 11生也 3.88 人/官萬人捉弄玄 32.4 1 人/百萬人;女11:生由 2.07 人/官

萬人提昇至 14.35 人/宙萬人 (Table 1) ·除此之外，在台灣地區肺搖死

亡在女性以弓之另 1佳，分別T占第一位名之第二位(行政院衛生署，1996) 。前

Yu et al. (1996) 弓之 Ger et a1. (1993) 對中國太隨弓之台灣地民的流行病單

調查顯示:抽菸是這兩咽地處肺站發生的主要原因。但是，在台灣，

另性恥女性抽菸人口的比例分別為 60%恥 4% (Koo and Ho , 1990) 。故

顯示在台灣地區肺箔形成的原因，揖該管其T色的鼓搗因手參與 '1頁的口:

二手土豆、炒菜油燒、香燭、工作場所致環境污染物都智可能是導故肺

適形成的因子 (Chen et a1., 1995 Gao et al., 1996 Koo and Ho, 

1996 Shields et 此， 1995 Wen et al., 1994) 。像是，真正的命子故搭

機制迄今出未明白槳，所以研究台灣地區肺癌發生的原因，實為一頃刻

不容緩的工作。

合析與癌症形成看闊的墓園， 成許可以從其中了解可能的致癌囡
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乎與癌症之潤的關憬。在許多種類的晃性腫瘤丸，都可以發現p53 抑

癌基因的突變。 p53 抑癌基因最早也 Lane and Cranford (1 979) 與

Linzer and Levine (1 979) 所發琨'之嚨· Malkin et a1. (1 990) 研究在

Li-Fraumeni syndrome 中，發現者p53 抑癌基因的 germline mutation 0 

所以，本研究是針對台灣地區肺癌病還具p53 抑描基圓的突變命析，

l..~弓之肺搭病是與正常族群其p53 抑癌基因 codon 72 至多裂恨之差異，其

莫能找出具肺措智闊的分子機轉。

二、 p53 抑癌基茵的結構與功能

人類p53 抑癌基因命為 111圓 exons， exon 2 至 exon 11 轉譯出 393

7屆胺基酸的 p53 費白，在前人的研究中發現 • p53 抑范基因最常發生

突變的位置在 exon 5 至 exon 8 (codon 126 至 codon 306) (Nigro et al叮

1989) ·用帶 p53 管自在會了三誼功能區 (domains)' transactivation 

domain • DNA binding domain ·拭去 oligomerization domain (Fig.. 1) 前

且 • p53 費自在細胞迫期 (cell cycle) 與細胞滴亡 (apoptosis) 扮演了

相當重要的角色。

會細胞受到損傷峙 • p53 費由表現豈是會大量之增加，戶!啼誘發p53

6 



T游的 p21WAFICIP 1 基因表現，因為p21WAFICIP 1 基因上游的 promoterí立最

智商旭 p53 費由可以認知的序列· -1盟在-2225 ·另一窩在-1330 (E1 圓

Deiry et al., 1994 and 1995) ·前 p21WAFICIPl 胥白是屬於一種 cyc1in

dependent kinase (CDK) 凶übit仗 'p訂閱FlCIPl 管自表現主增加的結果

會造成 cyclin祖CDK complex 對於 retinoblastoma protein (RB 管自)的

磷酸ít.功能喪失，能得 RB 費由不會釋放出 transcription factor • í:苦的口

E訝，讓 cell cyc1e 本能自 G1 崎期進入 S 8寺期。恥此一未能細胞迪斯

停滯在 G1 日旁期，以科帶稍酵素對細跑進行千多複 (Kastan et 泣， 1991 

Lane et al., 1992) 。

細跑混!亡 (apoptosis) 是指細胞進行程序1隘的死亡，當細腿在生長

分化期潤，細跑己本被帶嬰試受到外來的嚴重損傷雨無法帶復就會進

行 apoptosis 。根噱最近的研究結果顯示 • p53 智商線路程來調控

apoptosis ·一是 Transcription-dependent apoptosis 路程: p53 晉自會誘

發 bω 基因的表現前提龍細跑主義行 apoptosis 另外一咱是

Transcription-independent apoptosis 路程 • P 53 protein 會與(揖

Transcription repair coupled factor 結合，會的口:TFIIH(XPB 、 XPD) 前

導致 apoptosis (Selvakumaran et al., 1994; Wang et al., 1996) 。
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五、 p53 抑癌基因在肺癌檢體的突變頻譜分析

歐美地民 p53 基因突變機車在小細胞肘臆?J當 (small cell lung 

cancer, SCLC) 上者 70% ·在非小細胞肺臆瘤 (non-small cell lung 

cancer, NSCLC) 上民Ij智 47%的機卒，前鱗狀上底細胞適 (squamous)

管 65% 的突變機卒 large cell carcinoma 智 60% ·服癌

( adenocarcinomas )貝IJ 只管 33% (reviewed in Greenblatt et 泣， 1994 

註arris et al., 1996 Velculescu et al., 1996 )。我將前人在各類肺癌上所

研究的p53 基因央變頻率整現於 Table 2 0 月峙，綜合一些主研究結果

指出，在 SCLC 上 • p53 抑癌基因突變的形式多以 A:T一步G:C 為主，

約7占 60% ;在 NSCLC 上，發現在 large cell carcinoma 、 squamous

carcmoma 上的央變類型相類似為 G:C帽子T:A transversion 約 T占

43%~49% ·但是在 adenocarcinoma 則較不常見此種類型的突變;有何且

在 NSCLC 丸，只智 4%的突變為缺失 (deletion) ·在插入 (insertion)

份'Amico et 泣， 1992; Kishimoto et al叮 1992; Lohmann et al.,' 1993; 

Miller et al., 1992; Sameshima et al., 1992; Suzuki et al., 1992; Takahashi 

etal., 1991) 。然前，最近 Takagi et al. (1 995) 針對 351盟居能在香港地

盔的女性肺癌造者的研究中發現 • p53 抑癌基圓的突變機率只智 20%

(7 of35) ;能是，值得注造的是在 7 宿舍p53 抑癌基因突變的檢體中脊
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43% (3 of7) 為 single-base deletion ·所以，推到可能管一些主特殊的環

境污染因子 (environmental factors) 成遺傳因素 (genetic factors) 與中

國人的肺措形成過程管相蔚1怯。

四、 P53 codon 72 基因多製'1:幸與肺痞形成的相顯性研究

研究與適症形成智闊的基因其基因茅草之'I'.:t (genetic 

polymorphism) ·可鈍可以用來探討癌症形成的原因。 p53墓園之 codon

72 的基因多豆豆性，曾被報導與肺措形成莘宇間(Jin et al., 1995 Kawajiri 

et al., 1993 Weston et al., 1992) 0 Wild句pep53 基因在 codon 72 存

在莘莘 CGC ~CCC 雨種 genotypes 一T回轉譯為 A屯， CGC ，屬於扭

住 (polar) 妝基酸;另一咽轉譯為 Pro (CCC) ·屬非棍'I::t (nonpolar) 胺

基酸 (Matlashewski et 扎， 1987) 0 Matlashewski et al. (1 987) 利用

polymerase chain reaction (PCR) 將p53 基因放大 (amplification) 再籍

也 BstU1 digestion 即可進行基因多史性命析。這雨種基函虫所轉譯出

的 p訂費白，在 electrophoretic mobi1ity 管所不同 (Maltlashewski et 泣，

1987) ·脊研究發現在大部分的細胞中兩種 p53 管自半哀期起汶智差

異;只宰亨在 Daudi 細胞中 Pro 基自裂的 p53 胥白的半哀期增長 (Zhang

et 泣， 1992) ;于且是，這雨種基因裂五斤草草譯出的 p訂費由功龍之不同處

9 



尚未見Fl ê索。

在不同的種族的正常人其p53 基因 codon 72 的基因多型11';1:. t!:.有所

差異· Beckman et al. (1 994) 報導隨著緯度的增加出現 Pro allele 的頻

率隨之返城，由非如i黑人的 0.63 至位叫H瑞典的 0.17 0 Weston et al. 

(1 994) 同時也發現 Pro allele 隨著種族的不同前弓守所差異。另外，雨

?聞自本的研究晃指出 Pro allele 的機車從 0.35 到 0.40 (Kaw吋iri et 泣，

1993 Murata et al., 1996) 。但是，在台灣正常族群p53 codon 72 基

因多豆豆t~出未智人做過研究。

Weston et al. (1 992) 發現在美題· AD 型的肺癌病人· Pro allele 

與正常族群相比智較富的趨勢，但是，在後來的膏，驗中卻汶有辦法證

贊比相闢 '1注。另外· Kawajiri et al. (1 993) 發現在日本 Pro allele 與 SQ

的肺痞形成智相騏t:t ·與 AD 則否;隨守主管另一群人重稜同樣的實

驗，發現府搞猜是與正常人 Pro allele 出現的機車其汶智差異 llj;，

(Birgander et al., 1995) 。

在考是抽菸的思索議· Kaw貝jiri et al. (1 993) 發現抽菸的族群其

暴自型是 Pro/Pro 的，病人，比起其他基因虫害較富的機車得到肺癌，

尤其是 SQ 型的肺搭; 1.且是，色害人指出抽菸與肺癌病人 p53 基因多
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君主tl:.無聞 (Murata et al., 1996) 。

在台灣 • p53 基因茅草且也與肺癌之闊的歸探出末了解。所以，本

實驗針對皇灣地區的肺痞病是與p53 基因多型性做研究，尤其是女\1:車

跟混混者。在台灣地底，肺癌死亡在女性位男性分別T占第一位弓之第二

1立。能是，根噱 Chen et al. (1 990) 針對台灣地區肺揖病人所作的研究，

男性與女性的抽菸比平合別是 59.40/0 與 3.8% ;顯著不同於其他國家

的 35% 與 35% (Koo and Ho , 1990) 。前且，板子處在中國大控以弓之台灣

所作的一些研究結果顯示:抽菸是導致肺適發生的主要因子;然前，

AD 卻被發現與抽菸且無相聞 (Chen et al叮 1990 Ger et al., 1993)。可

是，台灣地區不抽菸的肺癌女性病是弓穿白主主增加的趨勢 (Health and 

vital statistics, 1996) ·因此，我出其他導致女也肺線搭發生的自子是接

其重要的。

五、 p53 抑癌基因其突變與基因多型性矛口已!藍症預議的頗深

一級肺搖病是，經手術治療後，這挂人的預龍 (prognosis) \r費3f~

且不甚相同，即7真是間-1閔琦期 (stage) 的肺緝捕題，其預議情形色

各若不同。因此，很難去估計這些病是在經同樣的手苦fl.J;台療殼，呀F揖
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人智較值的預于去?除了一絨臨床上月來診斷措症吟其J:O.:l弓之手稿治療的

TNM system 之外 s 且無其他見過月的于其故指標。

莘亨常人研究指出! NSCLC 的病是，其 p53 ~忘盟者突變者智較義

的預龍 (Fukuyama et al., 1997; Fujino et al., 1995; Isobe et al., 1994) ; 1.且

是另外一些研究顯示道之聞主立法者相閻 t:Ë. (Passlick et 泣， 1995; 

Visscher et al., 1997) ·這挂不同的研究結果可能是因為檢賤的種類，拉

拉期數的不同所導致;前在台灣地區尚未智研究合析p53 基因突變用

於肺癌病遷的頭守主指標的可能tt 0 p53 基因多梨1且也是一咱可能的預

議指標，舉(控制子來說· Okada et al. (1 994) 證實 SQ 肺措猜是，其

cytochrome P450 lAl (CYP lAl) 基因若是屬於 homozygous genotype C 

的 MspI基因多室主1隘，通常會發生淋巴結成較遠端的轉移。 Goto et al. 

(1996) tt.報導肺癌病還是~J51 8幸存在智不穩定的 CYP1 A 1 genotype 以a

glutathione S-tran彷rαse Ml gene 為 Null 的基因曳，則存活率較低。前

在台灣'的未害人研究過p53 基因茅草之悅恥于頁龍之間的黯憬。自此，

本研究是利用跟肺描發生智瀾的p53 基因其突變與 codon 72 的基因多

封!萃，來研究與肺癌病人的預議情形之蹋的顯龍為何?軍民許可以令許

TNMsystem 一起用於臨床診斷。
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六、微衛星 DNA 不穩定性與肺癌形成的崩探

做衛星 (microsatellite) DNA 是命前在 genome 的一些小井段莫

稜悅的序列，通常不轉譯出話向皆由。 microsatellite DNA 的不穩定

性 (microsatellite instability, MI) 最早發現於多數的 hereditary non

polyposis colorectal cancer (HNPCC) ·前往 sporadic colorectal cancers J:.. 

太約弓于 17%的發生亭。(Ionov et al., 1993 Thibodeau et al., 1993) 。

前在肺癌的研究方苗· SCLC 的檢體中發現約智 45%的 MI ·要

為 dinucleotide repeat 的缺失 (Merlo et al., 1994) 。然前在 NSCLC 上

則智若不用形式的扎在1 • Peltomaki et al. (1 993) 研究在的調 NSCLC

檢體中只發現臂一llmí立畏的微梅星 DNA 智 2% (2/ 87) 的 MI;市 Fong

et al. (1 995) 研究在 108 lrm NSCLC 的檢體中只發現一幅位置的做衛星

DNA 智 6.5% (7/ 108) 的 MI ·另外一群人則在 38 í圓 NSCLC 的檢體

研究發現，智多旭位置的微衛星 DNA 智 34%MI 的情形 (Johans80n et 

al., 1991 Shridhar et al., 1994) 。同時 Shridhar et al. (1 994) 發現在

NSCLC 的檢體中，智 23% (3/ 13) 者 MI 的1情形。 Fong et al. (1 995) 也

指出 MI 與基因突變者哥哥切的相闖11草· 1:列車口 :K自ras 墓園、 p53 基因，

致詞、甸、 9p 、 IIp ~ 17p 的染色體基因真實性喪失 (L08S of 

heterozygosity) 。所以孔位可能在搭化過程中亦扮演了相當重嬰的角
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色，且 MI 的發生t會影響一些 mismatch repair 的墓園，如:hMSH2 、

hMLHl 無法慘精稜製峙的錯誤，導故描化的形成 (Bronner et 泣，

1994 Wooster et al., 1994) 。

在我的研究中，發現 p53 基因突變類型文芸為小丹段的缺失

(64%) ·提到是否色是因為基盟的不穩定所導紋的?自此，我的論文研

究色剎月一控 Microsatel1ite markers 來研究肺箔病人基阻不種定性的

情形，或許可以從這些研究會中發現台灣地且肺癌商機車的 small

intragenic deletion mutations 形成的原因。
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學、方3牽線量會

一、搶購來源忍之 DNA 萃取

l. p53 抑癌基因突變命析

60 1固肺癌檢聽來自台中榮總胸腔外科，其中 59 1因病人屬於

NSCLC [241間是 SQ • 31 1臨走 AD • 31臨走 adenosquamous carcinoma 

(AS) ·還智-1間是 large cell carcinoma] ·另外-1間病人是 SCLC ﹒肺

癌種類以去期數合類方法皆根接 World health organization 白色分類。

外科手術取T肺癌檢體後，隨即覽於冰上，之稅放置;最起豆豆T品干旱。

肺癌搶購的 Genomic DNA 萃耳丸，剎月傳統的 phenol-chloroform 方

法，用 proteinase K ·以在獨精沈獄的主任驟純化出 DNA 0 

2.p53 墓園丟盡是也分析

154 1頭肺癌檢費豈是由台中提總胸服外科所提供，其中 1471園是

NSCLC 的肺癌病人 (631自 SQ • 71 1屆 AD • 51回 AS • 61固 large cell 

carcinomas • 1 1臣是 large cell carcinoma 與 SCLC 的稜會曳· 1 1間是

AD 弓之 large cel1 carcinoma 的稜令室主) .還管 71回是 SCLC ﹒肺癌種類

拭去期數分類方法皆根噱 Wor1d heaIth organization 的命錯。其中 p53
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基因三喜形II~與癌症敏感II~部份智 128 1園，與予其改關T菜都1分智 1141固

病人弦外科手術之守主退追蹤調查其予其後的情形，主官(年每三7國月追

蹤言間至豎一次，第二年每凹7閏月調賢一次 s 之于去每六祖月調查一次，

合別追蹤玄 1998 年 3 月 15 日，以是 1 月 15 日。另外蒐算了 1521恩

來自中山臀院正常人的血液檢體，前這些正常族群的年齡命前別挑

選與猜是較為接近者，其 Genomic DNA 同樣菲Ij月標講的 Phenol

chloroform 萃取自血液的淋巴錄。

、 PCRlSSCP 分析方法

利月 PCR/SSCP (single-strand conformational polymorphism) 

以頂到可能的p53 抑箔基因的突變 s 參考 Lehman et al. (1 991) 的實

驗方法設計出 oligodeoxynucleotide primer ~ PCR 之嗨件(見 Table

3) ·將p53 乏基因之 exon 4~exon 11 的卉段經 PCR放太，且在 PCR泉

是中加入α32p_dCTP • 11立大梭的鹿物以 95 0C 還有退出naturation ·隨

即遭於冰上，將 sample loading 入可保拇其 DNA 構形的 non

denaturing po1yacrylamide gel 中，電泳膠拭去 runnmg梅件兮別為:6%

的 non-denaturing polyacrylamide gel 外加 5%甘池，在艾混剎月電Æ.
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品吹拂，以維拇 DNA 構形的情況T' 月 30W ·跑 4行，卜峙。

三、定J芋分析

罪Ij月 PCRJSSCP 的分析方法發現 running pattern 者不正常的

情況後，再利月 dideoxy chain termination 方法， α_S35-labeled 

dATP • PCR 是惡的 pnmers ·蚓、在 (United States Biochemical 合司)

的 sequenase II kit 進行 DNA 的定序合析，本文中發現的p53 又變

皆經霆稜立獨立的 PCR 以弓之足序分析實驗確認。另外為了確定比實

驗之 PCRJ SSCP 的講確'1笠，還直接定序分析了所管檢髓的 exon 4 • 

exons 弘日，在 24 í聞檢蟬的 exon 7 、 exon 8 。智 8 í自檢體豆制R

microdissection 方法，取自怠埋在 formalin 的 5μm 肺措組織切井，

將肺癌細胞在顯微鏡?經病涅盤足于妥挑出· )..~ xylene i!兒蠟後再以傳

統的方法萃取 genomic DNA ·接著進行 PCRJSSCP 以-&DNA 的定

序合析。

四、 p53 至寄自表現兮析

將色埋在蠟塊的檢體切成 5μm 的切井，經去蠟弓之于夏朮的步，聽
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守主 s 剎月豆豆株抗體 DO-7 (1:“0; DAKO, Glostrup, Kenmark) ·頂到

wild句pe 毛主 mutant句tpe 的 p53 管自表現，其詔餅的位置在 p53 唾手自

N 端的第 211聞名之第 251函服基酸序列之間，此為 primary antibody 

菲菲Ij jff biotinylated secondary antibody (DAKO LSAB Kit K675) 來認

~D primary antibody 。經 p53 兔技染色的結果，若發現智 25%以上的

細炮其細胞核智 p53 哥哥白的表現，則表示智 p53 督白的適度表現。

五、 fJî!:立衛星 DNA 不穩定性分析

分別從肺措組織忍其鄰近的正常組織中抬出 genomic DNA ·菲Ij

月前人所設計出之 oligodeoxynuc1eotide primer -6t PCR 之祿件克

(Table 4) ·將欲研究的微衛星 DNA 序列，菲Ij月 PCR放式，且在 PCR

次聽中加入 α32 P-dCTP • j古文文議的產物經 95 Oc denaturation 頁將

samples loading 入 6%的 denaturing polyacrylamide gel ·根噱正常組

織與肺癌組織做衛冕 DNA 序列其 running patten 的差異，來釗師是

否智 microsatellite instibili紗，闊的情形。

六、 P53 基因多型性命析
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將純f匕出之 Genomic DNA 參考 Leman et al. (1 991)的實驗方法

月其說計出之 oligodeoxynucleotide primer 以 PCR 方法將 p53 基因

之 exon4 放大自來。 P53 codon 72 基區要型恆的位置，菲Ij月 BustU1 

限制酵素切割(認知的位置在于-CGCG-3' ， New England Biolabs, 

Beve旬， MA).在 600C T~之處約 4品，卜嚕。其中Arg allele 會被 BstU

I 限制酵素所認知;前 Pro allele 貝Ij杏. ~還可妥經由 agarose 電沫· l-~ 

ethidium bromide 染色即可頂到出 p53 基因多型性。

世、 CYP1Al 基因多室主性命析

CYP1Al 基因多型性位置在 polyadenylation signal 的T~結算 264

7自鹼器之處，參考 Hayashi et al. (1 991) 的實驗方法，將此井成以PCR

15:文文後，以占Isp 1 限制酵索切割。 Wild type 的 m1 allele 且不包合

λIspI 可詔恥的依置，古文經 agarose 電泳殼，則可得到 340 bp 的井段;

另外 m2/m2 基因多製'1:主則帶管一幅 T今C 鹼慧的置鵝，古文可被 Msp

f 限制酵索詔缸，經 agarose 電泳稜貝Ij可得 140 bp -& 200 bp 雨筒卉

手立。

19 



八、 GSTMl 基因多孟之'1生命析

GSTMl 基因茅草之愧是剎月 Groppi et al. (1 991) 的實驗方法· L主人

存在成缺乏 PCR 的處物來剃完其為 GSTMl (M1) 試 GSTMl (nul1) 

的基因型。

九、統言十分析

針對 p53 基因突變介析方宙，利月 Pearson x 2 test 成 Fisher's

exact test ·命析六十咽肺癌病人其p53 基自突變忍之各種病琨命類願

1萃的統言十分析。玄於在 p53 基因茅草是'1:生命析方茁 s 民'J利用 Pearson

x 2test 來比較肺搭病是弓之正常族群 allele 合前1情形;前邏輯式回歸

(logistic regression) 貝Ij月以計算病是與正常族群之 Pro/Pro • Arg/ Arg • 

Arg/Pro 三種基因型的 odds ratio (OR) 臥在 95% 危賴旦(confidence 

interval, CI) ;另外，稜令式邏輯回歸 (multivariate logistic regression) J't'J 

JfI.l.:.l控制年齡與'1:是別因素。玄j1全 p53 墓園民蠻、基因多梨'1在與于其íit命析

方宙，利用 Kaplan-Meier 方法，以帶眉弄口存活率分別為纜、縱車由市計算

出 median survival time (Kaplan and Meier, 1958); Log rank test 則鼎以計

算雨群體眉宇字芳草的差異'1:;1;. (The life test proced肘e， 1988) 。
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輯、結果與討論

譚一費事會: High frequency of deletio盟 mutations in p53 gene 

from squamous celllu盟g cancer patients in 

Taiwan 

ABSTRACT 

Lung cancer is the leading an吐 second-leading cause of cancer deaths among 

women and men in Taiwan, respectively. However, the molecular mechanisms 

involved in lung tumorigenesis in Taiwan remain poor1y defined. A study that 

analyzed mutation spectrum of p53 tumor suppressor gene in 35 female lung cancer 

patients in Hong Kong showed that a high proportion of the mutations observed were 

deletions, suggesting possible involvement of distinct mutagenic factor(s) in Chinese 

female lung cancer patients [Taka函，玄， Koo , L. 仁， Osada, H. , Ueda，氏， Kyaw，瓦，

扎鈕， C.-仁， Suyama, M. , S掙，丘， Takahas祉， T., Tominaga，缸， and Takahashi, T. (1995) 

Cancer Res. 55: 5354-5357]. Therefore, to gain insight into the role of the p53 

tumor suppressor gene 副ld possible etiologica1 factors in lung tumorigenesis in 

Taiwan, we investigated the mutation spectra of exons 4 to 11 in p53 tumor suþpressor 

gene of 60 lung cancer patients in Taiwan. These data were also correlated with 

c1inical pathological characteristics of patients. Lung tumors were surgically 

resected and genomic DNA was isolated and their mutation spectra were examined 

using polymerase chain reactionl single吟trand conformation polymorphism analysis 

and direct sequencing. The frequency of p53 gene mutation was 18% (11/60). 

However, distinct pattems of p53 gene mutation were observed. Seven out of the 

eleven mutations detected (64%) were de1etions of 1-12 bp 剖 G:C base pairs, or at 
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base pairs in the irnmediate vicinity of repetitive sequences andJor tandem repeat 

sequences. In addition, two patients (2/日， 18%) exhibited nonsense mutations. In 

contrast to the 企equent occurrence of missense mutations in p53 gene reported in the 

literature, the m吋ority (82%) ofthe mutations in lung cancer patients in Taiwan were 

non-missense mutations, i.e. , deletions and nonsense mutations. 

Irnmunohistochemical staining indicated that p53 ml泌的ions inc1uding non-inflame 

deletions and nonsense mutations all resulted in no expression of p53 protein. 

Notably, mutations occurred more 企equently in patients suffering 企om squamous回cell

carcinoma (SQ). Nine of 31 SQ patients (29%) exhibited deletions or nonsense 

mutations, suggesting that deletions and nonsense mutations in p53 gene are involved 

in formation of SQ in Taiwan. In addition, mutations occurred more frequently i旦

patients with stage III or IV of lung cancer. However, mutations were not correlated 

with patients' smoking habits. Our data suggest th前 p53 gene mutation involved in 

forτnation of squamous-cell carcinoma and distinct environmental factor(s) andJor 

genetic factor(s) that specific induced short de1etions in repeat sequences may be 

involved in lung tumorigenesis in Taiwan. 
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研究囂的:研究台灣地區肺癌3騎車崑其 p53 基因突變情形
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結果

一、 P53 基因突變頻譜

剎月 PCRJSSCP l-:人拉克序 DNA 命活命析六十旭肺癌病題之p53

基因 exons 4-11 突變情形。 PCRJSSCP結果之代表圈兒Fig.2 • DNA 

定序分析見 Fig.3 弓之 Fig.4 .在六十祖肺搖槍體中發現 P53 墓園突變

機率為 18% (1 1160) ·這些結果列於 Table 5 ·我F府支現的突變主要

發生於 exon 7 (36%, 4/11) • 以弓之 exon 4 (27%, 3111) 。值得注意的是，

智 64% (7/11) 為 small intragenic deletion 突變，另外 18 %為 nonsense

突變，綜合止述結果，其中智 82%屬於 nonmlssense 央變;在參考國

外學者所研究的結果顯示:只脊 8.2% (441538) 為 small intragenic 

deletion 突變· 6.5% (56/538) 為 nonsense 突變 (Hollstein et 祉，

1994)。因此在台灣地區所發現的p53 基因，其 small intragenic deletion 

突變類型顯著與其他國家所發表的智所不同 (P<O.O肘， Fisher's exact 

probability test) ·前且我所發現的突變形式皆為 1-12 坤的小井段突

變，文瑟發生在 G:Cbp 或其附近臂一些重稜1怯 (repetitive sequences 

or tandem repe前s) 的序列(見 Table 5) 。至於雨由 nonsense 突變命別

發生在 codon 107 -& codon 298 的 G:C今C:G 恥 G:C今T:A

transversion 另外兩詞為 mlssense 突變，分別發生在 codon 249 弓之
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codon 276 之 G:C今T:A transversion 。這些突變的結果都經過兩次j..~

A會別獨立的 PCR &DNA 足序分析的葉稜確認， 立分析附近的正

常肺組織，確定這挂突變革非 germ-line 突變或基因多型性。

二、 P53 基因突變與各項病現合類的分析

P53 基因突變與3萬題之不同 tt別、抽菸習慣、以弓之各種肺癌病理

合類詳見 Table 6 .經研究發現p53 基因突變瑟發生於 SQ 肺癌病是

(P<O.的， X2test) ，另外色發現p53 基因突變多發生在晚期的肺挖猜

是上 (P=O.08， x 2 test) ;前且幾乎所發現的p53 基因突變皆是男性

肺癌猜是，其中只臂一?因為女性病題，然前p53 基因突變與病麗的

性別，年齡，球拍菸習 '1賞泣鬼無統計土的義異'1:車。

三、 P53 唾手白的表現情形

罪IJ周先技染色己去研究 p53 基因突變的病是其 p53 胥白的表現情

況，結果見 Table 5 '而兔技染色法的代表盟見 Fig.5 。在六十咽肺

瘖撤艘中 ， p53 基因智 non-in-f泊me deletion 哭變以弓之 nonsense 突

變的擒艘，經克拉支染色議且這莘亨見到 p53 胥串的表現，符合敵人的

研究結果顯示:移碼(全ameshift) 突變試 nonsense 突變皆會導或p53

胥白的不表現 (Casey et al.,1996; Chen et al., 1994) 。但是智趣的是，
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p53 基因 codon 251-254 存在 12 bp in-仕ame small inraεenic deletion 

突變的撿髓，至于P弓亨見到 p叮嚀手白的表現 (Fig. 5的 s 另外· codon 249 

弓之 codon 276 之 mlssense 突變的檢蟬，經兔技染色的結果色可見到

p53 警白的表現，亦符合 Oren et al. (1996) 恥 Zambetti et al. (1 993) 發

現 p53 基因存在智 mlssense 突變峙，會能 p53 管自半哀期增長市經

兔技染色的結果可見到 p53 胥白的表現。
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言寸言侖

本篇文章最棄嬰的發現是台灣地區 SQ 肺拖搞麗的 p53 抑牆基

因突變的種類，在發現的 111固 p53 暴因突變宮中智 71盟 (64%) 屬

於 1-12 坤的 small intragenic deletion 突變，這些主 small intragenic 

deletion 突變瑟發生在 G:C bp 豆又是一挂霆稜性的序列主;另外智商

旭猜是 (18%) 管 nonsense 突變(見 Table 5). 前這些 smal1 intragenic 

deletion 與 nonsense 突變在前人的研究會中較不常見 (Gottlieb and 

Oren, 1996; Greenblatt et al., 1994; Harr站， 1996; Oren and Prives, 1996; 

Velculescu and E1-Deiry, 1996) 。值得注遠的是 s 存在智缺失裂變弓之

nonsense 突變的猜是皆為 SQ carcinoma (見 Table 5) ·在我分析的 31

7囝 SQ 肺箔病是當中的 91固 (29%) 存在智 small intragenic deletion 

恥 nonsense 突變(見 Table 5).所以推到這些主 small intragenic deletion 

以在 nonsense 突變可能與台灣地區 SQ 型的肺箔形成者路。在我豆豆

捧到的 2 1由 SQ 女'I';t病退中就有一咽 p53 巷囡智 small intragenic 

deletion 突變;布其他圈家所報導的 SQ 肺癌猜是其p53 基因突變的

種類多為 G:C國多士:A transversion (Gottlieb and Oren, 1996; Greenblatt 

et al., 1994; Hollstein et al., 1994) ·前我所發現的 SQ 肺癌病見其p53

基因商機萃的 small intragenic deletion 與 nonsense 突變是相當特殊
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之處;能是在 AD 肺瘖猜是中則汶見到此類的突變(見 Table 5) • 所

以攏到引起 small intragenic deletion 與 nonsense 突變的特蘇囡子且

不參與台灣地區 AD 虫肺擋的形成。而且值得注，童的是 Takagi et al. 

(1 995) 針對香港地區女性肺癌病是所作的研究發現，其 p53 基囡智

43% (317) 為單一鹼基自句話喪失突變，布達1圈發琨正好興致的研究相符

合。在他們發現的 small intragenic deletion 中就智 2 洒走 SQ 的肺挖

5騎車· 1 11盟是 AD 曳的肺蘊病題，但是他們且這智發現此類的缺失

突變在男性肺瘖猜是中出現 .it且主未發現宰亨 nonsense 突變成 1 1盟 bp

以上的缺失失變，這挂與我的發現弓守所不同。

仔細的研究這些主 p53 基因缺失突變發生的位置于矣，發現這是缺

失突變大部發先在連續的 G:C bp ·或Í.l工程研協還稜性序列的中間

(見 Table 5). 舉1到來說，第二旭弓之第t1因病是 small intragenic deletion 

突變發生在連續的 G:C bp 序列上的單-1間 G 市第一7圈弓之第三祖

猜是其 small intragenic deletion 突變的左右雨制智 2個51盟 G:Cbp

而第三祖肺接病鹿其 codons 156 、的7 的 G:C rich 區域的 small

intragenic deletion 突變 s 見智前人研究發現為p53 基因最常發生缺失

成插入 (insertion) 央變的序列 (Greenblatt et al., 1996) ;第五號猜是

其 8 bp small intragenic deletion 突變的位置在南í~ATG 聾稜序列之

聞;第六號猜是之 12 坤的 small intragenic deletion 突變則發生在三三
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T盟 ATC 車接序列之崩(見 Table 5) 。前五懂得注麓的是 s 這些急會智話吳

先突變的病是太多是第三說第四期的肺癌病是(見 Table 5 弓之 Table

6) ~囡此拾到這些 smal1 intragenic deletion 突變可能是癌症形成過程

的一些肉生'1生因子所導說 s 諸如 DNA polymerase 稜製峙的錯誤

(Kunkel, 1992)說是 DNA mismatch repair 的功能喪失F斤獄(Ionov et 

al.,1993) 0 -tt.智學者研究指出 mismatch repair 基因，倒妒:

hMSH2 、 hMSHl 智異常峙，常會在一些愛稜'1萃的微常是序列上發

現智缺失或插入突變 (Leu， et al., 1995) ·能是在 NSCLC 的病是做衛

星序列不穩定 (microsate1lite instability, MI) 的情形卻管著不鼎的研

究結果。舉制說明· Takagi et al. (1995) 發現香港地處的女性肺癌病

昆主主沒智 MI 的情形;智趣的是· Shridhar et al. (1994) 卻發現在他

們所研究的 381間 NSCLC 猜是中，卻智若寓 L宜的發生卒，用日旁邊

發生在不同泣麗的染色費豈止。造成這些不用研究結果的原因可能是

他們所研究的 MI markers 1:立於不同的第色釋，扎位的情形色者所差

異，克 -1困原因可能是由於地雄性的差異，軍又是遺傳因素所導殼。

因此為了要研究造成台灣地處肺挖猜是其 p53 基因智若寓比割的缺

失突變的原因，目前我們正針對一揖 microsatellite 序列的缺失突變

(見第二部分 MI 的分析)以弓之 mismatch repair 基因突變的情形進行

研究。

29 



這主主主玄機車的 small intragenic deletion 突變或許是台灣地區一些

特妹的環境污染物成肉生1隘的思乎所造成的結果，然前拙菸與否與

p53 基因突變谷P3交臂拍攝tt (見 Table 6) ·除了抽菸以外的菌素，參

與台灣地區肺癌其 small intragenic deletion 的影戚，進一步推到可能

是受到環境子染物或是中式食物烹調中鹿生智我站 '1:主化令物的影

響。此外，參與藥物代謝相闊的暴自色可以說明每一í~í團體路 1種是

癌症敏是1隘的斗之間，會智報導指出 • CYP1Al 與 GSTMl 喜毛主主義因多

型性會增加肺癌的權是本 (Kw貝Jlfl et 泣， 1996; Nakachi et 泣，

1993)。囡比我們色命析了 CYP1Al 、 GSTMl 暴自多室主t主與p53 基因

突變的病是之潤的關碟，但是這兩種基因之墓園藝型性與 p53 基因

突變與否且無相蹋性(見第四部份 • p53 基因突變與基因多單'l::t之

崩慌) .然前p53 基因央變是否與其他基因多裂'1生智願呢? p53 基因

codon 72 之基因茅草追隨色是我的一咽研究方舟，在後來的研究中會

詳加介紹(見第三部命之 p53 基因多室主1能與指症敏J酬，主弓之預守主之崩

1家)。

台灣地民肺癌病是之 p53 基盟突變機率較低(18%) ·社許是因

為在我所豆豆羊毛的肺癌槍爐中大多是癌症早期的病是，前 p53 巷因突

變發生在現斯是者居多所致(見 Table 6) ·成是因為 PCRlSSCP t頁測

突變的敏是世太氓，于且是這一點起非是合理的解釋，因為 PCRlSSCP
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是最常用來研究突變的方法之一 g 市立宿制的 DNA .J:令段在 100-200

bp -ð:.括自幸者非常富的準確性，另外我研究所鼎的 pnmer 則是參考前

人所設計，其常用在美頁恥的突變合析;除此之外，我還利用 DNA 定

序的方法，直接命析六十咽肺癌檢體的 exon 4 • exons 9-11 • kÁ."& 

24 í固檢體的 exons 4-8 ·其汶智1頁刮到話向裂變，崑進一主任針對檢體

中少於 50%的腹瘤組織進行 microdissection • 1耳刮月 PCRI SSCP 對

exons 4-8 作命析，結果且沒者發現新的突變 s 所以這些結果顯示p53

基自突變機率較T息，其非是 PCRlSSCP 的準確性者誤。 1萬得注意的

是· Takagi et a1. (1995) 發現香港地鹿肺揖猜是 • p53 巷因突變的機

車色只管 20% (7/35) • Lung et al. (1 996) 研究另外一群香港地嵐的

肺瘖猜是，發現也只智 16% (8/50) 的突變機卒，這挂對於p53 基因

突變機車的研究與我自勾結果非常相泣，因此，台灣堆區 p53 基因突

變機車確贊備1忌。

另外在本研究會中 • p53 墓園管 non-m圓企ame deletion 、 splice

裂變、.l-:J....& nonsense 突變的肺癌檢體在經兔技染色後，且汶智發琨

智 p53 管自由勾表現(見 Table 5 弓之 Fig. 5) .己管常人研究指出，這生長

突變會導至立 p53 費由不表現豆又會成缺乏功能區的 p53 胥自 (Caseyet

al., 1996; Chen et al., 1994) ;若趣的是，一唱會智恤金ame 12 bp 

deletion 的檢蟬，經克或染色竣卻可以見到 p53 晉白的表現，拾到可
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能是表現出缺乏四旭胺基酸的 p53 費白，豆又是 wi1d句抖的 p53 有寄自

適度表現所致。別月兔技染色法研究 52 1固肺癌檢體議，發現智 20

T聞 (38.5%) 弓r p53 至寄自的道度表現，這挂研究結果與 Lung et al. 

(1 996) 報導在肺癌撿艘中智 46% (23/50) p53 毛寄自的適度表現，但是

p53 器因突變機車卻只智 16% (8/50) 自勾結果相符合，可純是亞洲地

處或中盛人族群臂一些環境因素或遺傳因子，導章文 p53 基因突變機

率較15.市 p53 費由適度表現情形窩自勾結果。

綜合這挂研究結果，我認為 p53 基因突變可能與台灣地崑晚期

的 SQ 肺癌形成智崩﹒一蛙遺傳因子，色括 DNA 1學稍家統的異常，

車又是基因不穩定現象，皆智可能誘發一些與癌謊形成智鏽的基因造

成 small intragenic deletion 突變;另外，可能是完氣5于染物或是中式

食物烹調過程中所鹿生的環境敢措物質，導我 small intragenic 

deletion 央變的庭生;一些肉生划生的氧化性傷客也是可能的原因之

-。
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重暫且師會: Genetic instability of 臨icrosatellite sequences in 

lung cancer patients i盟 Taiwan.

研究囂的:研究台灣地區肺瘖猜是，其微情是 DNA 不種

定性的情形是否是造成台灣地區肺癌病題，其

商機車的 small intragenic deletion 突變發生的

原因 o
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閉
一
…

一、肺癌猜是之?說衛星 DNA 不穩定性

我初步命析了 5 1園?瓶梅豆豆 DNA 在 53 1固肺癌檢體中，其微衛星

DNA 不穩定性的機卒，這些?紅衛星 DNA 分別泣於染色體 3 、 9 、

13 、1-:)，.& 17 ·合別為 D3S12時· D9S126 • D9S162 • D13S170 

J扎在 D17鈞。初步的合析結果顯示，智 351圈猜是 (66.0%， 35/53) 智

微衛星 DNA 不種定現象 (microsatellite instability, MI) ·這學 MI 現

象要以增加或減少-1田成數旭f*i衛星 DNA 重稜序列(dinucleotide 

repeats)兒 (Fig.6) 0 Table 7 列出所管顯未做衛星本穩定現象的病人

其病理兮類背料· marker D13S17。在 531盟病退中的分析結果顯示智

41.5%, (22/53) 的 MI 市 marker D9S 162 其 MI 機率為 34.0%

(18/53).其餘 31圓 markers 之MI 機車貝Ij"f.攝恕。其中智 5位病是 (9.4%，

5/53) 在所兮析的 5 1屆 markers 中智三咽顯示 MI. 另外智 9 1.立病是

(1 7.0%, 9/53) 在南旭 markers 中顯示 MI 。

MI 的命前與病人的性別、年齡3支智棺願'\:車，但是顯示孔啞的猜

是其挖接種類以 SQ 居多· 73% (1 9/26) 的 SQ 病是顯示在至少一摺
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l主人斗的微f蔚晃 DNA 序列弓fMI 的現象 (Table 7) ;另外 MI 的病是多

i划免闊的病人馮主 (750/0，的/20) ;可是這些結果其汶智統計上的顯著

差異 (P>0.05) (Table 8) 。

二、 1~立衛星 DNA 不穩定性與p53 基因突變的願謊

耘我先前合析的 60 位肺措病是中，智 111國病人會智 p53 暴自

突變，所以我進(合ffi析 p53 基因哭變與 MI 之相顯性，發現在這

111盟猜是智91立 (8 1. 8%) 顯示 MI ·前且寶4位病是 (36.4%， 4111) 在

南T回以上的 markers 顯示 MI .1真得注意的是t1立會p刃，卜卉段缺失

的病還全部都顯示智 MI 的情形 (Table 7) 。
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言寸言侖

在我所介析的肺搭檢體中· MI 發生的機率為 66% (35/53) 。而

在其能學者的肺癌研究方宙· SCLC 的檢體中發現約宰亨 45%的

MI ·要為 dinucleotide repeat 的缺失 (Merlo et al., 1994) 。然前在

NSCLC J:.則智著不同形式的 MI • Peltomaki et al. (1993) 研究在 87

7屆 NSCLC 檢艘中只發現臂一油位置的微衛星 DNA智 2% (2/87) 的

MI 前 Fong et al. (1995) 研究在 1081盟 NSCLC 的檢體中只發現(

7由于立聾的微衛星 DNA 脊 6.5% (711 08) 的 MI ·另外一群人則在 38

7盟 NSCLC 的檢聽研究發現 s 奢華 T自1立置的微衛星 DNA智 34% 孔位

的情形(Johansson et 泣， 1991 Shridhar et al., 1994) 。周恩寺 Shridhar

et al. (1994) 發現在NSCLC 的檢體中，智23% (3/13) 智 MI 的情形。

這挂關機辜的差異性可能是由於這些主研究所子采用的 markers 本還

相同，前每-1屆 marker 底生 MI 的機車色不相同;另外…種原因可

能是 MI 在肺癌形成的重要性在每一T回到試族群中是不相間的，或

許台灣地區肺癌形成的原因為基因不穩定性所致，所以在我所命析

的檢艘中智商達 66%的肺癌檢體顯示 MI ·其中智 5 位病是 (9.4%，

5/53) 在所合析的 51固 markers 中管三咽顯;r-:孔位，另外智 91立病是

(17.0%， 9/53) 在南1~ markers 中顯示 MI
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在我先前分析的 60 位肺挖病是中，智 111圓病人會智 p53 基因

突變，在這 111固病屋脊 91立 (8 1. 8%) 顯示 MI (Table 7) ·市立智 4

位病是 (36.4%)在南筒以上的 markers 顯未 MI • íi露得注意的是t

t會 p刃，卜井段缺叉的猜是全部 (100%， 717) 都顯示 MI 的情形

(Table 7) 0 Fong et a1. (1995) 也指出 MI 與基因央警告宰亨聽功的相願

恨· í~tl tJ.c: K-ras 墓園、 p53 墓園，或肉、甸、甸、 11p -3t 1布的

染色體基因其實性喪失 (Loss of heterozygosity) 。已知 MI 形成的原

因可能是一挂莖寂的鹼基序列 (repetitive sequences or tandem repeats) 

發生稜製錯誤，成是一些主 mismatch repair 的基函，金口 : hMSH2 、

的位的無法申訴品援製日旁的錯誤 (Bronner et 泣， 1994 Wooster et a1., 

1994) 。我所7頁刮到的商機車的孔位可能是在藍細胞的基因不穩定性，

這些主基因本穩定性可能導致(主主義困的，卜井段缺失，達1固結果可以

解釋我之前所兮析的肺癌槍體中 • p53 器因突變類豈是太多為，卜井段

的鹼基缺失 (64%， 7/11) ·所以 MI 可能在台灣地區肺癌形成過程中

亦扮演了重要的主角色。
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事實主主彈背: p53 codon 72 polymorphism i姐 a Taiwanese lu時

cancer poplation : Correlatio盟 with lung ca盟cer

susceptibility and prognosis 

ABSTRACT 

An association between the BstU 1 (Pro lPro) gen。可pe of the p53 codon 72 

polymorphism and lung cancer has been previously reported. However, the allelic 

distribution ofp53 codon 72 polymorphism as well as the etiologic association ofthis 

polymorphism with lung cancer risk and prognosis remain undefined in the Taiwanese 

population. Therefore, we investigated the genotype distribution of p53 codon 72 

polymorphism in 154 lung cancer patients and 152 non-cancer control subjects. The 

allele frequencies in Taiwanese non-cancer control subjects were 0.56 (Arg) and 0.44 

(Pro). Chi-square analysis indicated significant differences in genotype distribution 

ofp53 企om other reports in Swedish (P<10勻， Spanish (P<10-3
), Caucasians in USA 

(P=0.002), and African-America (P=O.027). In addition, our da阻 suggest that the 

Pro allele of the p53 codon 72 polymorphism increased the risk of adenocarcinoma 

(AD) among female Taiwanese. The female patients with genotype ProlPro showed 

a significantly increased OR (2.87; CI, 1.87-4 .41; P=O.Ol) ofhaving AD lung cancer, 

compared to normal controls with the other genotypes. A gradual increase in the 

ProlPro gen。可pe was also observed as patients' age decreased. Patients with the 

Pro/Pro genotype had an OR of 2.53 (CI, 1.64-3.91; P=O.03) higher than those with 

the other genotypes to be diagnosed with lung cancer 前 the ear1y ages. Furthermore, 

patients with the ProlPro genotype had an OR of 5.78 (CI, 1.30-25.71; P=O.02) to die 

at early postoperatíon stages than those with the Arg!Pro genotype. Our data 

suggested that p53 codon 72 polymorphism may play a role in cancer susceptibilíty in 
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lung tumorigenesis in Taiwan. On the other hand a potential molecular marker 

associated with cancer susceptibility and prognosis is the genotype of genes involved 

in tumorigenesis. Therefore, we investigated the association of p53 codon 72 

polymorphism with prognoses in 114 lung cancer patients. The estimated median 

survival times for patients wi也 Pro (proline) I恤， Arginine (Arg) I Arg, and ArgIPro 

genotypes were 25，詣， and 36 months, respectively. The e:ffects of p53 codon 72 

polymorphism on post-operative survival were also analyzed in stratifying patients 

into more precise categories. We found th前 patients with Pro/Pro genotype had 

worse prognoses compared to those with Argl Pro genotypes, especially in three 

patient groups, i.e. , squamous lung canceζage among 60 to 69, and male patients. 

These di:fferences were examined by the log rank test and were statistical1y significant 

(P=O.013 , P=0.028 , and P=O.052, respectively). In the patients of early s個ge oflung 

cancer, in whom identifying unfavorable prognostic factors is important, patients with 

Pro/Pro and Argl Arg genotypes had a tendency of worse prognoses than those with 

Arg/Pro genotype (P=0.057). Our data suggested th剖 p53 co吐on 72 polymorphism 

is a potential prognostic factor in lung tumorigenesis in Taiwan. 
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研究囂的:合析台灣地區肺挖病是其 p53 基因多型性與

肺癌發生的敏是世以&預後的崩探

40 



結果

(、台灣主忠民以弓之世界各族群 p53 墓園藝製性命前

我研究了 154 咽肺癌猜是以弓之 152 1困正常人，發現台灣地區正

常人p53 基因 codon 72 的三種基因裂 Arg/A嗨· Ar皂/Pro • Pro/Pro 

兮別是 30.9%' 49.3% ，.1-:人名之 19.7% ·且符合 Hardy-Weinberg

epuilibrium (x 2=0.02; df=2; P=0.99).其 al1ele f全equencles 分別是 0.56

(Arg) ?;t 0.44 (Pro) 。正常族群中男女基因型的命前非會抽泣。 Table

9 顯示台灣地區與區外所發表的各種正常族群其 p53 基因製合怖的

情形，罪IjJFI Chi咀square 合析台灣他且正常族群與瑞典，宙班牙，在

美齒的白種人之p53 codon 72 基因裂的合楠，發現智顯著的差異'1生

(P íi底分別是<10-3
• <1肘· 0.002)' 且發現道主主族群其 Pro allele 的

出現頻率較台灣人1l3. ;另外發現美洲的黑人其 Pro allele 的頭率較台

灣人窟 (P=0.027) ;然沛，台灣地區正常人的p53 基因裂分偷情形與

日本人名之中國人且無明顯差異。所以 Pro/Pro 基因裂的類本與種族智

犀昌﹒
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立，、正常人在肺癌病是之p53 基因多室主性與各種病王盟會類的

持自闖世

利用肺癌猜是與正常人之 genomic DNA 來分析 p53 codon 72 

墓園藝形1隘的命前情形。肺痞病麗的平均年齡是 64 蹺，前正常族群

的平均年齡為 62 歲，比較正常人以弓之肺瘖搞題的性別介楠，發現正

常族群中女性較肺癌是者之女性命前為多(正常人中于占 46.7%， 71/ 

152 ;肺拉是者T占 27.3%， 42/ 154) 0 Table 10 介紹肺箔病鹿是正常人

之 p53 基因多型性與各種?J禹王里會類的顯慌。就整體前言，肺癌病是

與正常人之p53 基因三婆豆豆恆的分T沛其法智顯著的差異t.:l:. (P>0.05 , X 2 

test) ·然前根嫁肺措3商題的1性別，措症類型，期數，拍菸習 '1賞，拭去

年齡來分類瓏，呈現出一些智趣的結果(見 Tables 10 and 11) 。

在考處了年齡忍之'1主5日因素可矣，女'1::1:.試 AD 肺癌病是其 Pro/Pro 基

因型機卒，似乎較正常人來的齒，不過去主法智統計上的差異性(見

Table 10) ;但是，進一步將 AD 猜是根噱其性別分類之故發現 Pro

allele 在台灣地區女性肺癌出現的頻率較正常人來得肅 (P=0.04，

df=2, X 2 =6.43) ·將女性 AD Jl市挖病是與正常人比較強，女1能 AD

肺措病是其 Pro/ Pro 基因裂比其他兩種基因型智較富的勝算比， odds
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ratio, (OR) 2.87, confidence interv泣， (CI) 1.87-4 .41 ; P=O.Ol ·菲進一

步考處年齡的因素殼，仍具智統計斗的差異性(見 Table 10). 所以，

根鑄p53 codon 72 基因多皇之恆的分析結果顯末· Pro allele 在台灣

地區的女性 AD 肺癌病是智增加的趨勢。

當我將肺癌猜是根噱抽菸狀況分類後，發現沒智抽菸的肺癌病

是其 ProlPro 基因虫比起正常人其他的基因型智稍微增加的趨勢，但

是其三支智統計的顯著是真(見 Table 10) 。另外將肺瘖病是根嫁年齡

命類以後，發現隨著病是年齡的降低其 ProlPro 基因裂智增加的趨勢

(見 Table 11) ·年輕的肺挖病是其基因室正是 ProlPro 的比例，比起其

他年齡的肺癌猜是智較富的趨勢 (OR 2.53; CI, 1.64個3.91; P=0.03) 。

三、 p53 基因~史性與預梭的頗深

合析 114 í圈肺癌猜是其預守主情形與 p53 暴因多型性之蹋的路

憬，其結果到於 Fig. 7 0 ProlPro • Arg/Arg • ArgIPro 墓園單之半

存活的日寺廟 (estimated survival times, MST) 合別為 25 ·詣· 36 í圈

月。 ArglPro 基因型比其他基因孟之之肺癌病題的 MST 增長十福月，

Arg/Arg 豆豆 ProlPro 基因曳的肺癌病題的存芳草都比ArglPro 基因裂
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來的恕，愧是利用 log rank test 且立法智統計土的差異性 (P í:麗命別為

0.063 JIi忌。.08 Fig.7) 。

算多分析了 14 í聞肺癌猜是(總數為 128 í麗)其 p53 基因多型II~且

與預龍的關暉，其中在追蹤翻螢的 48 í屆月中· Arg/Pro 基因型的預

稜情形最好;另外我還合析了在外科手術稜六旭FI~就死亡軍民迄今

遲浩著的猜是與 p53 基因多史性命怖的情形(見 Table 12) 。在乎術

稜六T閏月肉就死亡的肺癌猜是其 Pro/Pro 基因型的頻率，比起迄今仍

存活的病還智增加的趨勢 (P=0.049) .此外，經邏輯回歸分析議，

Pro/Pro 基因虫比 Arg/Pro 基因室主9!容易在鼎刀後的六唱月肉就死

亡 (OR 5.78; CI, 1.30-25.71) 。

四、在各種病王軍分類上p53 基因多型性與存活2耘的崩1茶

合析 114 í自肺癌病還在各種病現兮類丸，其基因多形恨與預龍

的崩憬，這生長育科詳述於 Table 13 弓之 Fig.8 、 Fig. 9 0 發現 Pro/Pro

基因型的 SQ肺挖病題的比 Arg/Pro 基因型的 SQ 肺癌病題的于畏強來

得較差 (P=0.013 ;.& Fig. 8A) ;在男性肺癌病趕上 • Pro/Pro 基因虫
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的 MST 為 20 í由月，比 ArglPro 基因型的 36 í屆月來得短 (p=0.052 ; 

在 Fig. 8B) ·同樣雄，剎月 log rank test 所得到的結果 s 發現 ProlPro

基因缸瓦年齡在 60-69 歲的肺癌猜是，比起 ArglPro 基因裂在 MST

i智較差的預1~1情形 (P=0.028 見 Fiε.8C) 。

另外我將肺拉斯曼立自于加進基囡盟與于頁殼的合析中(見 Table 13 

-6t Fig. 9) ·發現晚期的肺癌病是p53 codon 72 基因多形\I::t與預龍之

間的顧1竄去色汶智統計上的顯著差異性 (P=0.187) ·然前 • ProlPro 基

因裂的肺癌病還具 MST í乃比 Arg/Arg 基因室主來得矩，具邊綠怯顯

著性 (P=0.052 在 Fig. 8B) ;而在早期的肺癌猜是中 s 這三三種基因

室主與預龍之潤的差異性則在臨界7萬之聞 (P=0.063 ; -6t Table 13) ·煞

有信發現Arg/Arg 與 ProlPro 基因型的預龍情形還是智比 ArglPro 基因

室主來的義，且智邊緣性的顯著性 (P=0.057 見 Fig.9A) 。

Table 12 是則用車變項命析己去 (univariate analysis) 根嫁肺搖病是

其性別、年齡、抽菸習慣、箔症種類、其貝敏、與淋巴結的轉移，來分

析 p53 基因茅草之'I';t與預淺的獻?蕉。其中智淋巴結轉移之痛遷，其 p53

基因多型\1:是可能是影響預龍的一項因子，但是此法管統計上的顯著

性 ProlPro 與Arg/Arg 的府接病鹿的敢死率比ArgIPro 基因裂分別商

出 2.28 名之1.796 Í'告(P í直分別為 0.045 與 0.092 見 Table 14) 。
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言寸言侖

本研究可以月來評姑肺拉發展武預種與p53 codon 72 基因多室主

隨之賄的顯憬。結乎其顯于民台灣人的 p53 基因多起1往台前情形與瑞典

人，古Jj，王持人，美洲的白種人，致美洲的黑人智顯著的不同 Pro

allele 在台灣安l在 AD 肺搗猜是智增加的趨勢，基因型是 ProlPro 的

肺拖猜是比起基因室正是 ArglPro 的病是則智較差的預守矣。

由我的研究算次確定種族會影響 p53 基因型的合怖(見 Table

9) ·前且符合 Beckmen et al. (1 994) 報導 Pro allele 的頻率與緯度智

相崩﹒已智研究指出· Pro/Pro 基因裂較多的族群，若較富的肺癌釋

是車(Jin et al. 1995) ;然前與其它國家比較起來，台灣人商 Pro allele 

的頻率，卻仍然無法解釋台灣地恩師竭的認發生率 (23.7/100，000) 。

在 Table 10 中可以見到 ProlPro 基因虫在女性AD 肺適病題上智

較肅的頭卒，比較女性 AD 肺箔病還與正常人的基因裂，發現女t:t:.

AD 肺癌猜是其 ProlPro 基因虫比起其他雨種基因虫害較富的勝算比

(OR 2.87; CI, 1.87-4.41 ; P=0.01). 因此推到 p53 基因多室主恨之 Pro

allele ·會增加台灣地盔女'1:車 1龍是 AD 裂R制高的機車。一直色調查結果

顯示，台灣地區的男性與女性肺癌搞農人數為 2 1 (Chen et 祉，
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1990) ;然前另性與女性抽菸的比的命別為 59.4%弓之 3.8% (Koo et 泣，

1990) ·因此報設計o/Pro 的基因皇之對肺癌的發生智敏是'I~ • 1:匕許可

以幫合解釋台灣女性者較富機車的 AD 裂肺癌權是車。

在本研究中，病是與正常人的平均年齡相近，煞有育基因型是

Pro/Pro 的肺搭病是比起其他基因型智較肅的機車在年輕的啼慢就罹

患肺癌(見 Table 11) ;這7固發現與 Jin et al. (1995) 所報導的相似，在

CYPIAl 基盟多 3千多恨與肺站發生的敏是世色智類似的情形(Nakachi

et al. 1993) 。綜合這些結果顯示 • p53 基因多形'1生與肺描形成的敏聽

他可能智尉，因此 Pro/Pro 基因豈是會降岱肺揖發生的年齡。

抬菸習慣可能是一7盟與肺癌形成智瀾的因子，煞有的出菸習慣與

p53 基因裂之間的朋慌眾說紡結 (Murata et al.,1996; Jin et al., 

1995) ·布我的結果與 Jin et al. (1 995) 較為類似，我發現 Pro/Pro 基

因虫在不抽菸的肺控病追著手耳辜的趨勢(見 Table 10) ·可能在不抽

菸的肺癌猜是中成暴露在低劑量的故挖物中，例如您對童的抽菸'

?真得基因型的蠶豆嬰性容易突顯出來。

由本研究結果推測 • p53 基因 codon 72 基因多製'1:車，可能可以

月來研究台灣地區所癌，病是其獨梭的情形。主虞我所知本研究是第一
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第研究p53 codon 72 墓園茅草刮到辱肺癌病是預稜鸝涼的研究;另外

一篇分析香海地且 34 í題 NSCLC 的肺癌病是 s 其p53 intron 2 義思多

形1隘的報導指出· AlIA1 基因玄之比 A1/ A2 弓之 A2/ A2 基因裂的預稜

較差 (Ge et al., 1996) 0 Buller et al. (1997) 指出在轉移的卵鼻息措病是

其Arg/Arg 與 Pro/Pro 基思裂出現的頻率比 Arg/Pro 基因室主來得窩，

故拖到Arg/Arg .J..:À.'& Pro厚的兩種基函型與卵巢擋的轉移智獻。在我

的研究中發現 Pro/Pro 基因型的肺箔病是，比起其他基因室主容易在顯

刀後的初期就死-è(見 Table 12). 我挖到 p53 codon 72 基因多型性可

能是一í~影響台灣地區特定類別肺措猜是預殼的自子。 Pro/Pro 基

因裂的肺菇病是比起其他墓園型智較差的預後，前且在 60-69 歲，

SQ ·或另 '1:í.f1制高病是土特別顯著。由於早期 Pro/Pro 基因曳的肺描

捕鹿其獨稜情形較 Arg/Arg .& Arg/Pro 基因型是，所以對於這類基

因型的病患，令許多項治療是位策的。

了解為何p53 基因型為 Pro/Pro 者與肺措形成的教是性弓之較差的

預強管顱，可能是一商管趣的方舟。的3 codon 72 倍於 p53 胥自第

6。“92 í盟疏3怔住的胺基酸之間的 proline目rich 昆主建 s 但是 P53 codon 72 

墓園藝型性與 p53 至寄自功能的獻探出未明白棄﹒各種基自製 encode 出

的 p53 費由其功能不同之處，己管學者在一些細跑株上作過研究，
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Pro 基因豈是轉譯出的 p53 費品其結構與Arg 基因型的 p刃有學自不用 s

所以智若不同的電己永遠本;另外 s 將 H-ras 命別與不同基因曳的 p53

替自禧入老鼠的細胞瓏，發現兩種基因裂的p53 皆由在洋菜膠上都

汶弓亨見到轉型的細肥 (transformed foci) 出現 (Matlashewski et 泣，

1987) ;色脊學者發現在大部兮的組跑中，這兩種基因型的 p53 胥串

串表其月2色汶智差異，但是在 Daudi 細胞中· Pro 基盟章是比Arg 基因

型的 p53 胥自半哀期長兩倍左右 (Zhang et al., 1992) 。可能這兩種基

因製鹿生的 p53 晉白，在外來傷害所引發的細胞迪斯停止成細胞法!

零的作月上管所不同;另外的原因可能是p53 codon 72 墓園藝室主性

會影響p53 基茵的表現，南韓譯出之 p53 管白是一種草草錄因子，進

市影響到與細胞週期智闋的基因 (Ha討is， 1996; Gottlieb and Oren, 

1996) ·目前正根噱這項推到，研究p53 基因多室主11::t與 p53 胥自表現

的情形;在我之前的研究中發琨p53 抑癌基因突變可能參與台灣地

區 SQ jj市撞的進展 (Wang et 祉， 1998a) ·前且在先前p53 基因多盟恆

的研究中色發現 • p53 基區的突變與否 s 年口 p53 基因多製11::t且無相

顧;另外一T由原因可能是p53 基因多形11:主只是一項指標，前另害其

ítt.基自直接影響肺癌病庭的預議情形，這挂基因可能與p53 基因智

崩;既是 Pro/Pro 基因型的肺癌病是其p53 基因較為敏是 s 容易影響

其他墓園的改變，前能肺菇，病是智較差的預守主情形，研究其他參與
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癌症形成智閥的墓園.tt..許可以得到答幕。

我色研究過台灣地區肺箔病是其p53 基因突變的情3倍(見 Wang

et 泣， 1998a) 以在p53 基因突變與杏，與p53 codon 72 基因多形隨之

蹋的路慌 (Wang et al., 1998b) ·但推到 p53 基因突變與p53 基因多形

1民主主汶者招闖世。另外，目前正著手研究其他的基因多形tt與肺搖

形成的腐嘿· f歹的曰 L-m)芯 • H-ras • p21waf (Birgander et 泣， 1995; 

Själander et al., 1995) 。
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事實盟曹事會:扭扭扭e誼ce polymorphis臨 of the p53, CYPIAl, and 

GSTMl loci on p53 臨別ation and association of 

p53 mutation with prognosis 

ABSTRACT 

We have previously analyzed the mutation spectra of the p53 tumor suppressor 

gene of 60 lung cancer patients in Taiwan and found 也叫 the m吋ority (9月 1 ， 82%) of 

the mutations were deletions and nonsense mutations. To gain insights into the 

possible etiological factors involved in mutation of the p53 gene and the prognostic 

significance of this gene in lung cancer in Taiwan, we investigated the in:fluence of 

polymorphism at the p53, cytochrome p450 lAl (CYP lAl), and glutathion S-

transferase M1 (GSTMl) loci onp53 gene mutation, as well as the association ofp53 

gene mutation with prognosis in these lung cancer patients. There was no significant 

difference with the respect to the genotype distribution of p刃， CYP lAl , and GSTMl 

between patients with and without p53 mutations, though a tendency toward 

increasing frequency of the wild甸type homozygote genotype of p53 polymorphism was 

noted in lung cancer patients containing p53 mutation. In addition, we studied 134 

non-cancer control subjects and 60 lung cancer patients for the distribution of p刃，

CYP lAl , and GSTMl polymorphisms. There was no di宜erence in gen。可pe
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distributions between controls and cancer patients (P>O.05). We further analyzed the 

association ofp53 mutation with prognoses in lung cancer patients for whom the post-

operative survival data was available. The estimated median survival times for 

patients with and without p53 mutation were 25 and 28 months, respectively. There 

was no significant correlation between p53 mutation and survival. Our data suggest 

that p53 gene mutation was not associated with polymorphism of p刃， CYP lAl , and 

GSTMl genes, and it has no significant effect on the prognosis of lung cancer patients 

in Taiwan. 

Key words: p53 genc, CYP lAl gene, GSTMl gene, prognosis， αnd lung cαncer. 
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研究目的:研究正常人與肺癌猜是其 p53 、 CYP1Al 、

GSTMl 基因多形性與p53 基因突變的潤探;以

忍p53 基因突變與肺癌預龍的顯慌
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結果

一、正常人與肺癌病是其 p53 、 CYP1Al 、 GSTMl 基因多

形\1::1:.與 p53 基函突變的頭探

研究 1341屆正常人-& 601自肺痞猜是之p53 、 CYP1Al 、 GSTMl

基因多形!隘的分惋惜形· Table 15 顯未正常人與肺措猜是其三稜基

因型的合惋惜3倍。但是色許是因為所介析的肺挖病是太少，所以聲

聽來看，肺措弓之正常人的基因型合怖主主沒智差異 (P>0.05) ;另外，

我色研究了肺措病是其 p53 基因突變，是否與 p53 、 CYP1Al 、

GSTMl 基因豈是智崩? Table 16 記錄先前發琨的 111固具智p53 基因

突變的病還與p53 、 CYP1Al 、 GSTMl 基因曳的路涼。發現肺菇猜

是 p53 、 CYP1Al 、 GSTMl 基因裂與 p53 基因突變與否且這智差

異吋且是智p53 基因突變的財痞猜是，其p53 乏基因茅草;Lll~多為 Arg/Arg

基因型(見 Table 15) 。

二、 P53 基因突變與于真可妥崩1茶

11 唱會者 p53 基因央蠻的肺癌病是忍其預龍的情形到於 Table
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16 o ;f lj鼎 Kaplan-Meier 兮析法，分析 48 í國智預稜資料的肺癌?J萬題，

其 p53 基因突變與預殼的情形 s 發現 p53 基因突變與否具存活本主主

汶智差異(見 Fig 10) ·而肺癌猜是的 median survival time (MST) 在

者無p53 基因突變的族群，合別為 25 弓之 28 í閏月，利月 log rank test 得

如此沒智顯著的差異 (P=O.3) 。
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言寸言侖

本研究謊言平咕台灣地區肺適猜是之 p53 基因突變合別具 p53 、

CYP1Al 、 GSTMl 墓園藝形1龍去予其殼的闖憬。結果顯示 p53 基因突

變與p53 、 CYP1Al 、 GSTMl 基因多 3千多佳品沒弓宰相聞 11萃'J51 B寺 • p53 

基因突變色與台灣地區肺措病鹿的頭守主無瀾。

GSTMl ~ CYP lAl 酵素已經被詮費為一種智廢泛交質特異性的

酵素，且色含了多種基因虫，單獨成合1并朱若峙.tt，.許可以拔出暴

露的敏是族群 (Kawajiri et al., 1996; McGlynn et al., 1995) ·然前我們

自勾結果品汶管辦法證實 αTP1Al 以去 GSTMl 酵索與台灣主社區肺癌猜

是，其p53 基因 small intragenic deletion 智尉，也許是自為造成p53

基因突變的琨境財致箔物豆豆其代謝的過程，考宇選擇性的籍由另外一

些代謝軍孝索解奇故活化，舉例說明 • CYP2日基因多形性被發現與

p53 基困苦尉且且是肺適的-1圈子豈非票 (Oyama et al., 1997) ·另外在膀

脫癌病是中發現 CYP3A 酵素的芳性較低與 p53 基因突變智聞

(Romkes et al., 1996) 。

至於p53 基因多君是1值與肺摳，病是p53 基因突變之崗的闢嘿，我

發現智p53 基因突變的肺癌猜是，其Ar皂/Arg 基因虫害增加的趨勢。
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但是 • p53 codon 72 基因多豆豆tt與p53 基因央變 s 軍文 p53 蛋白的功

能之昂的廟1萃的未明白棄，雖然各種基因型轉譯出的 p53 替自其功能

不同之處，已弓穹學者在(挂細胞株上作過研究! Pro 基因虫草寡言慧出

的 p53 管由其結構與Arg 暴自型的 p53 胥白不同，所以智若不同的

電己永遠車;世己有學者發現在大部兮的細且缸中，這兩種基因曳的 p53

督自半哀其JL;:ì:G.汶智差異，但是在 Daudi 細跑中· Pro 義思皇之比Arg

基因型的 p訂費由半哀期長兩惜在右。hang et al., 1992) 0 Bul1er et 

al. (1 997) 指出在轉移的那主義癌病是其 Arg/Arg 與 Pro/Pro 基因裂出

現的頻率比 Arg/Pro 基因亞來得寓，故攏到 ArglArg 1-:人~ Pro/Pro 兩

種基因室主與即具癌的轉移智聞。我也研究過 1521固正常人與 1541固

肺癌病是其p53 基因多型性的合惋惜3千多，發現將女性 AD 肺描病是

與正常人比較可矣，女性 AD 肺癌='肅處其 Pro/Pro 基因室主比其他兩種基

因型智較富的勝算比， odds ratio, (OR) 2.87, confidence interval, (CI) 

1. 87-4.4 1 手0.01 。然兩根接本研究的結果 s 主主三支弓才發現p53 基因

央變與p53 基因多製1隘的相路'1草，致許是因為 AD 肺癌猜是其p53

基因央變機車氓，所蚓、無器發現之昂的牛且是真性 (4%， 1124) (玖姐呵成此，

1998a) 0 

用啥不民主豪本研究結果發現 • p53 暴自突變革汶智辦法當成台灣
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地區肺癌病是預後的判斷因子，但是凶多頁菲將病麗的分析歡自增

加，以進~步磁語。另外· p53 管自由勻適度表現與預梭的崩諜，也

是1露得研究的-1聞方晶。值得注麓的是，我所研究的各項會影響台

灣堆且肺措摘邊的預守主因予中，發現 K-rω 基因突變可能影響肺癌

的于頁可泉 (P=O.08) 。

綜合上述研究結果發現 • p53 基因突變與 p53 、 CYP1Al 、

GSTMl 基因多形性主主汶智相願 '1玄，用峙 • p53 基忠民變色與台灣地

區肺擅病題的損于去無潮。進一部合析其他參與藥物代謝，成與拉拉

形成智闋的基因其基因茅草之:且是未來唱得研究的方舟。
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醒龍、圖表

Table 1. Secular trend of a阱-adjusted lung cancer 咽。rtality rates per 

100,000 population from 1954 to 1995 in Taiwan by sexes. 

Year Azed adjusted Male-to-female 

Male Female ratìo 

1954 ~ 1958 3.88 2.07 1.87 

1959 ~ 1963 6.49 3.53 1.84 

1964 ~ 1968 10.35 5.84 1.77 

1969 ~ 1973 13.97 6.68 2.09 

1974 ~ 1978 16.65 8.29 2.01 

1979 ~ 1983 21.79 10.42 2.09 

1984 ~ 1988 24.91 12.22 2.04 

1989 ~ 1992 27 .24 11.19 2.43 

1993 ~ 1995 32 .41 14.35 2.26 

Lung cancer is the leading and second-Ieading cause of cancer deaths 
in women and men, respectively, in Taiwan. (行兢醜畸重尪串串，1996)
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Table 2 

Prevalence of p53 mutaito路的 h自ma路 lung cancer 
reported previous ly 

Tumor typea p53 mutation Reference 

一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

Exon Percentage (%, nb) 

一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

AH types 

NSCLC 唔- 8 23.0 (13) 

SCLC 4 - 8 70.0 (27) Miller (1992) 

NSCLC 2 - 11 52.0 (115) 

SQ 2 - 11 67.6 (37) 

AD 2 - 11 41.4 (58) 

LC 2 - 11 57.1 (14) Kishimoto(1992) 

NSCLC 5 - 8 是9.0 (71) Horio (1993) 

All types 5 - 8 35.0 (26) 

SQ 5 - 8 80.0 (5) 

AD 5 - 8 33.3 (9) 
SCLC 5 - 8 22.2 (9) Reichel (1994) 

NSCLC 5 - 8 32.0 (108) Ryberg (1994) 
AD (primary) 5 - 8 24.4 (41) Li (1994) 
AD (stage 1) 5 - 9 37.0 (30) Isobe (1994) 
NSCLC 5 - 9 26.5 (19) Casson (1994) 
NSCLC 5 - 8 42.0 (36) Lee (1994) 
All types 5 - 8 31.0 (32) Law (1995) 
NSCLC 5 - 8 20.0 (35) Takagi (1995) 
NCSLC 5 - 8 38.0 (24) Shipman (1996) 

a AD adenocarcinoma; SQ squamous-cell carcinoma 
LC large cell carcinoma; NSCLC non-small-cell lung 

cancer; SCLC small-cell lung cancer. 

b The number of tumors evaluated for p53 mutation 
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Table 3 053 exon 牛exon 11 orimers 
于今 3'

Exon 4 Sense 

Exon 5 

Exon 6 

Exon 7 

Exon8 

Exon9 

Exon 10 

Exon 11 

PCR 梅件:

TGCTCTTTTCCCCATCTAC 
Anti-sense 
ATACGGCCAGGCATTGAAGT 
Sense 
TTCAACTCTGTCTCCTTCCT 
Anti-sense 
CAGCCCTGTCGTCTCTCCAG 
Sense 
GCCTCTGATTCCTCACTGAT 
Anti-sense 
TTAACCCCTCCTCCCAGAGA 
Sense 
AGGCGCACTGGCCTCATCTT 
AntÌ-sense 
TGTGCAGGGTGGCAAGTGGC 
K自豆

TTCCTTACTGCCTCTTGCTT 
Anti-sense 
AGGCATAACTGCACCCTTGG 
Sense 
CCAAGGGTGCAGTTATGCCT 
AntÌ-sense 
ACTTGATAAGAGGTCCCAAG 
鈺血豆

CAATTGTAACTTGAACCATC 
Anti-sense 
CTTTCCAACCTAGGAAGGCA 
Sense 
ATCTCTCCTTCCCTGCTTCTG 
Anti-sense 
AGGCTGTCAGTGGGGAACAA 

950C 5 min 1 cycle 

T翻

500C 

550C 

550C 

550C 

550C 

550C 

580C 

500C 

950C 1 min 、 Tm 1 min 45 sec 、 720C 1 min 45 sec 35 cycle 
720C 10 min 1 cycle 
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Table 4 MicrosatelIite se謹uences primers 
5'今 3' Tm 

D9S162 Sense 550C 
GCAATGACCAGTTAAGGTTC 
Anti-sense 
AATTCCCACAACAAATCTCC 

D13S170 Sense 550C 
TTGCACTGTGGAGAτAAACACATAG 

Anti-sense 
TCACATTGTCTTTTAAGGCAGGAG 

D9S126 Sense 550C 
ATTGAAACTCTGATTTTTCTG 
Anti-sense 
CAACTCCTCTTGGGAACTGC 

D17S5 Sense 550C 
GCCTACCTTCCACAAATCTTTC 
Anti-sense 
TTGCTGGAGGGATACCTGTGTAC 

D3S1215 Sense 550C 
ATATTTCAGCGTGTGAGATACACA 
Anti-sense 
CATCTCACTCTGGAAGAGAAAATG 

PCR 輝件:

950C 5 min 1 cycIe 
950C 1 min 、 Tm 1 min 45 sec 、 720C 1 min 45 sec 35 cycIe 
720C 10 min 1 cycIe 
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Table 5. Alterations ofthe p53 gene in lung cancer patients, along with clinicopathological parameters. 

Patient Smoking Tumor p53 gene mutation p53 protein 
No. Ag巴 Sex habit Type' Stage Exon Location Types Surrounding sequenc巴Sb overexpress lOn 

64 M Yes SQ IIIa 4 Codon 88 1 bp del 豆豆A [G1CC CCC 一> CCACCCCC 
87 88 89 

2 72 扎f Yes SQ IIIa 4 Codon 117 1 bp del TC工也坦白企CA …> TCTGGACA 
116 117 118 

3 77 M No SQ 5 Codons 156 & 157 4 bp del 主CCç且已立日豆豆豆C 一> ACCCCCGC 
155 156 157 158 

4 69 扎f Yes SQ IIIa 6 Codons 213 and 214 4 bp del TTIÇ鷗在巴拉工企GT …> TTTCTAGT 
212 213 214 215 

5 37 F No SQ 7 Codons 243-246 8 bp deI 在工[Q GGC 豆豆çA:[到一> ATTG 
243 244 245 246 

6 69 扎在 Yes SQ 7 Codons 25 卜254 12 bp del CCC 胎工ÇCTCACι且已1且已一> CCC ATC 十

250 251 252 253 254 255 

7 77 恥f Yes SQ IIIa 7 Codon 261 1 bp del TCC 企值] gtca …> TCC A gtca 
2602紅j 1---, 

Exon 7 intron 7 

8 68 M Yes SQ II 4 Codon 107 G:C --> C:G TAC --> TAG 
Tyr 一> Stop 

9 63 扎4 Yes SQ IIIa 8 Codon 298 G:C …>T:A GAG --> TAG 
Glu --> Stop 

10 68 M Yes AD IIIa 7 Codon 249 G:C …>T:A AGG --> AGT + 
Arg …> Ser 

11 66 M No AS IIIa 8 Codon 276 G:C -->T:A GCC 一> GAC + 
Ala …> Asp 

• SQ: Squamous-cell carcinomas, AD: adenocarcinomas, AS: adenosquamous carcinomas. 
b Mutated bases(s) is (are) shown along with the surrounding sequenc~s. Bas巴s encoded by same amino acid are underlined. Deletion mutation base(s) in parentheses of deletion was (were) 

deleted and point mutation bases underlined were substituted. 
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Table 6. Relationships between p的 gene 珊的ations and clinicopathological 

parameters in 60 lung cancer patients. 

No. (~倍 with p53 mutations 

Clinical parameters Patients no. n (%) P valuea 

輛輛
--帽.._--國--闡岫酬嘲--四.._--_ .. 闕-----------輛輛輛輛闡圓圓圓圈，闡帽-帽-------耐酬-剛個-------國鷗闢--四--團圓圓圓圓醋--輛輛輛輛，帽繭，前輔臨曲--酬祖訓曲--圓圓祖祖輔

Patient no. 60 11 18 

Age range (M土SD) 37刁7 (65 土 8 ) 37-77 (66 土 11) 0.910 

Sex Male 48 10 21 0.340 

Female 12 8 

Smokers 43 8 19 0.934 

Nonsmokers 17 3 18 

Tumor 句rpesb

SQ 31 9 29 0.028C 

Non-SQ 29 2 7 

AD 24 

AS 3 

LC 。
SCLC 。

Tumor stages 

I+II 36 4 11 0.081 

III+IV 24 7 29 

a These results were analyzed by Pearson X2 test except that age range between patients with and 

without p53 gene mutation were analyzed by 2-sample t test. 

b SQ: Squamous-cell carcinomas, AD: adenocarcinomas, AS: adenosquamous carcinomas, LC: 1缸ge﹒

cell carcinomas, and SCLC: small-celllung carcinoma. 

C This result was based on test comparing the frequency ofp53 mutation between SQ patients and all 

other non-SQ patients. 
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Table 7. Microsatellite instabili句T in lung tumors 

MI markers 

Case sex typea age stage p53 mut D9S162 D17S5 Dl3S170 D9S126 D3S1215 

15 M SQ 72 IIIa + 十 + + 
11 孔f SQ 68 + + + 
19 M SQ 57 + + + 
43 弘4 SQ 70 II 十 ...1- 十

88 M SQ 75 十 + + 
7 F AD 68 十 + 
9 M AS 68 IIIa + + 
26 M SQ 73 IIIa 十 + 
27 M SQ 66 E 十 + 
28 孔f SQ 72 II + 十 十

29 恥f AD 72 IIIa + + + 
49 M AD 68 十 + 
91 孔f SQ 68 H 十 + 
109 M SQ 68 IIIa * + + + 

F SQ 40 +* + 
3 M SQ 69 IIIa + 
4 恥f AS 67 II 十

5 M AD 51 IIIa + 
10 h在 AD 70 II 十

22 F AD 64 IIIa + 
23 孔f SQ 73 * 十+ 
30 h在 SQ 73 IIIa * 十 十

33 M SQ 70 IIIa + 
35 孔f AD 86 + 
39 F AD 76 + 
40 M AS 61 IIIa 十

48 M sma1l65 IV + 
90 M AD 68 III 十

95 孔f AD 67 + 
98 孔4 AD 69 十

100 M 75 + 
106 孔f SQ 67 + 
108 弘f SQ 62 IV ÷ 
110 孔f SQ 82 +* + 
111 M SQ 75 IIIa * 十 + 

a SQ: squamous carcinoma; AD: adenocarcinoma; small: small耐lllung cancer; AS: “enosquamous 
carcmoma.. 

b 十申: small intragenic deletion; +: other types of mutation. 
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Table 8. Clinical features of microsatellite instability-positive and -negative patients 

MI-positive MI-negative P valuea 

Sex 

孔1ale 31 16 0.972 

Female 4 2 

Age 

<60 32 17 0.694 

> 60 3 

Stage 

I+II 20 13 0.283 

III+IV 15 5 

Type 

SQ 19 7 0.257 

AD 11 10 

Others 4 

P53 mut(+) 9 2 0.214 

(一) 26 16 

a P values were calculated using the x2 test. 
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Table 9. Frequency of codon 72 aUeles of p53 in different populations. 

Population Geno虹辜的 Pro alle1e P valuea Reference 

洶洶約)峙徊。所1) ProIPro~例~ frequency 

Taiwanese 47(30.的 75(49.3) 30(19.η 0.44 This stu吐y

Sw吋晶晶部1lS 111 (72.5) 33 (21.白 9σm 0.17 <10-3 Beckman et 祉， 1994 

Spanish 92(62.6) 47φ2.0) 8 (5.4) 0.21 <10-3 To偏Figueras et al., 1996 

Caucasians 31 (57.4) 15(27.的 8(14.8) 0.29 0.002 Weston et al., 1994 

Chinese 44(37均 58(49.白 15 (12紛 0.38 0.251 Beckman et 泣， 1994

Japanese 53 (34.9) 76(50.0) 23 (15.1) 0.40 0.524 Murata et al., 1996 

A起明1必nerican 11 (14.9) 48(64為 15 (20.3) 0.52 0.027 Jin et al., 1995 

a P values were ca1culated using the X2 test. 
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T犯ble 10. Distribution of p53 polymorphism by case/contI前 status and clincopatholo~cal parameters of lun草 cancer patients 
Characteristics Geno虹pes Total 

hghg(%) 內俏。(%) Pro/Pro(%) Crude ORa(95% CI) Adjusted ORb(95% CI) 

Non-cancer control 47 (30.9) 75 (49.3) 30 (19.7) 152 1.00 1.00 

Lung cancer 52 (33.8) 62 (40.3) 40 (26.0) 154 1.42 (1 .08-1.88) 1.37 (1.02- 1.85) 

Sex 恥1ale 40 (35.7) 46 (41.1) 26 (23勾 112 1.23 (0.68-2 .22) 1.23 (0.89- 1.70t 
Female 12 (28.6) 16(38.1) 14 (33.3) 42 2.03 (1 .38-2.99) l.61 (1.05-2 .47t 

Tumor 可pe

AD 20 (28 .2) 31 (43.7) 20 (28 .2) 71 1.60 (1. 14-2.23) 1.48 (1.03-2.12) 
SQ 25 (39.7) 27 (42.9) 11 (17.5) 63 0.86 (0.40- 1.84) 0.74 (0.31- 1.73) 
AD (female) 7 (24.1) 10 (34.5) 12 (41.4) 29 2.87 (1.87-4.41) 2.45 (1 .54-3.89t 

Tumor stage 
1 + II 22 (28 .2) 32 (4 l.0) 24 (30.8) 78 1.81 (1.31-2 .49) 1.77 (1.25-2.50) 
III + IV 26 (41.3) 24 (38.1) 13 (20.6) 63 1.06 (0.73輛1. 53) 0.98 (0.66- 1.46) 

Smoking habit 
Yes 31 (35.6) 38 (43.7) 18 (20.7) 87 1.06 (0 .49-2.04) 1.14 (0.77- 1.70) 
No 18 (32.7) 20 (36.4) 17 (30.9) 55 l.92 (1.34-2.75) 1.70 (1. 16-2.48) 

~Odds 削ios were calculated by logistic regression method to measure the association of the ProlPro genotype and lung cancer 的k.
U a吐justed by age and sex status. 
C a建justed by age status. 

82 



Table 11. Characteristics of lung cancer patients by p53 genotype and agea 

Ages Geno虹pes Total 
Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro 

> 70 13 (29.5) 21 (47.7) 10 (22.7) 44 

60~69 31 (40.8) 30 (39.5) 15 (1 9.7) 76 

< 59 9 (30.0) 9 (30.0) 12 (40.0) 30 

apatients wÎth the Pro/Pro genotype had an OR of2.53 (CI, 1.64-3.91) to be diagnosed as 
lung cancer at early ages (::::59) than those with the other genotypes. 
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Table 12. Distribution of p53 polymorphism in patients who died within 6 months and in patieIlts_'\'Vho~!!n alive_at the end of studya 

Risk estimates associated with ProlPr()g也Q!YQ立一

Characteristics Genotypes distribution, n (%) Arg/A~ ArgIPro 

ArgIArg Arg恆。 的。肘。 .r P value OR CI OR CI 

Died within 6 months 8 (42.1) 3 (1 5.8) 8 (42.1) 6.03 0.049 1.58 0.47-5 .35 5.78 1.30-25.71 

Alive at the end of studyb 19 (33 .3) 26 (45.6) 12 (21.1) 

a The Pearson X2 test was used to comp訂e allelic distributions between the two groups. The mathematical modeling using logistic regression 

was used to calculate the relative risk of Argl Arg or ProlPro genotype to ArgIPro genotype. 

b Patients who were followed less than 6 months of postoperation were exc1uded in the analysis. 
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Table 13.-median survival of lung cancer patients stratified by various clinicopathological 

parameters in relation to p53p01ymorphis臨

Characteristics p53 geno稽es Cases MSTa(mo) P valuesb 

λAPrrrogg/ // rg 31 25 
Males Prõ 38 36 0.074 

Pro 22 20 

AAPrrrogg/ // 
Arg 8 c 

Females Prõ 7 -- 0.969 
Prõl Pro 8 28 

PAArrrogg/ // 
Arg 6 14 

Age < 59 Prõ 5 21 0.756 
Pro 10 26 

APArrrogg/ / 
/Arg 25 25 

60 ~ 69 Prõ 24 0.075 
Pro 12 20 

AAPrrrod d 
/ 

Arg 9 10 
>70 Prõ 15 21 0.482 

Pro 7 33 

Tumor typesd AAPrrroga/ // Arg 
22 28 

SQ Prõ 22 0.046 
Pro 9 15 

AAPrrrogg///PPArrro o g 
12 25 

AD 22 36 0.604 
15 28 

AAPrrrogg/ //APrro g 
16 14 

Tumor stages I+II 26 -- 0.063 
Pro 21 28 

MPArrod g / Arg 
23 27 

III+IV Prõ 18 19 0.l87 
Pro 8 15 

PAArrro玄d/ /Arg 
23 14 

N factorse N-間 Prõ 32 -闢 0.117 
Pro 23 28 

APArrrodg/ / Arg 
14 25 

N+ Prõ 10 19 0.138 
Prõl Pro 7 15 

AAPrrrozg/ // Arg 
27 25 

Smokers Prõ 32 36 0.085 
Pro 15 17 

AAPrrrogg/ // Arg 
12 

nonsmokers Prõ 13 24 0.778 
Pro 14 28 

aNMEP 鈍弋「vEm，aTlsn吋-iqzomeuism叩mewdeestO血aurIselrs阻vs-qwcSuaelIdlMcvito vdnCa叫Eol扭ytGtmrd mmepbaoh e cy mhnteahod s e a :logra此t叫

d sÖ~.säûämõus'-ê'eïî ëãÌ'êiñömãs: AD. adenocarcino 
s eAsD;N.弋 metastasismto alsy-mph nodes. 
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Table 14. Univariate analysis of prognostic factors in 114 patients 

with lung cancers. 

Variable Risk ratio P value 

Sex 1.732 (male vs. female) 0.154 

Age 1.189 (三59 vs. 60~69) 0.634 

1.052 (三70 vs. 60~69) 0.880 

Smoking 1.373 (nonsmoker vs. smoker) 0.304 

Tumor types 1. 117 (AD vs. SQ) 0.722 

Tumor stage 1.427 (III+IV vs. I+II) 0.210 

N factors 1.723 (N+ vs. N-) 0.068 

p53 genotypes 2.280 (Pro/Pro vs. Argl Pro) 0.045 

1.796 (Arg/Arg vs Arg/Pro) 0.092 

Abbreviαtions: SQ, squamous國cel1 carcinomas; AD, adenocarcinomas; N-, no metastasis to lymph 

nodes; N弋 metastasis to lymph nodes. 
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Table 15. Distribution of polymorphism in CYP1A1 and GS'L且1/1 genes by case/control status. 

P53 , n (%) CYPIAl , n (%) 

Nonna1 Tumor Pa伽血 Nonna1 Tumor Patients 

街昀假 ∞ntro1s臼~a W世lp53muta1Ìonb 
Gen。可防 ∞迎。h 臼~C 叫出p53mut插一ond Ger吶仰

Arg/Arg 35 (30.9) 21 (30.7) 7 (63.6) mllm1 51 (38 .1) 28 (47.5) 4 (36.4) 孔11

ArglPro 61 (53.5) 23 (38.3) 2 (18勾 mllm2 62 (46.3) 19 (32.2) 4 (36.4) Null 

ProlPro 18 (15.8) 16 (26.7) 2 (18.2) m2/m2 21 (1 5.7) 12 (20.3) 3 (27.3) 

a The difference between normal controls and lung tumor cases was X2=4.481; d• 2; P=0.106. 

b The difference between lung tumor cases and patients with p53 mutation was X2=3.269; df=2; P=0.195. 

C The difference between normal controls and lung tumor cases wasX2=3 .337; d• 2; P=0.189. 

d The difference between lung tumor cases and patients withp53 mutation wasX2=0.506; df=2; P=0.776. 

e The difference between normal controls and lung tumor cases was X 2=0.289; df=1; P=0.591. 

f The difference between lung tumor cases and patients with p53 mutation was X2=0.460; df= l; P=0.498. 
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GSTMl , n(%) 

N個nal Tumor PatÎ!位也

∞ntro1s臼~e 叫也p53m臨tionf

58 (43勾 28 (47.5) 4 (36.4) 

76 (56.7) 31 (52.5) 7 (63.6) 



Table 16. A!!~!~ti~ns o! t~eJJ53 gene in lung cancer patients along with polymorphism of 
CYP1Al and GSTMl genes. 

P~em D53 mutation PolvmomhismD 

No. Exon Loca泣。ila Type p53 CYP1Al GSTMl S叮viva1

1 4 ∞don 88 1 bp del ArgIPro m1/m1 NuIl lived 
CCA [GJCC CCC (36 mon) 
87 88 89 

4 

6 

7 

8 

9 

AV 
唔
，Z
A

11 

4 codon 117 
工C工 [G]GGACA
116 117 118 

5 codons 156 and 157 4 bp del 
在CC C[GCG耳CCGC
155 156 157 158 

2 

3 

1 bpdel 

6 ∞~~~_~13 '!lld214 4 bp del 
工rr C[GA凶IAGT
212 213 214 215 

7 co4ons243-246 8bpdel 
在耳GGGC且已峰已
243 244 245 246 

7 codons 251-254 12 bp del 
CCC[主主QCTCACC在TC] A工C
250 251 252 253 254- 255 

5 

7 

4 

8 

7 

8 

codon 261 1 bp del 
TCC A[G] gtca 
260j豆llL→
Exori 7 intion 7 

codon 107 
TAC->TAG 
Tyr-州>Stop

codon298 
GAG->TAG 
Glu-->Stop 

codon249 
AGG->AGT 
Arg-->Ser 

codon276 
GCC->GAC 
Ala-->Asp 

C-“ >G 

G-.>T 

G圓圓.>T

C姐姐>A

Argl Arg m2/m2 N叫i

ProlPro m2/m2 M1 

ArgI Arg m1/m2 NuIl 

Argl Arg m1/m1 M1 

ArglArg m1/m2 Null 

ArglArg m1/m1 NuIl 

ProlPro m1/m2 M1 

ArgIPro m2/m2 M1 

ArglArg m1/m2 NuIl 

ArglArg m1/m1 NuIl 

lived 
(26mon) 

died 
(33 mon) 

died 
(28mon) 

died 
(l4mon) 

lived 
(l4mon) 

died 
(28mon) 

died 
(7mon) 

died 
(9mon) 

died 
(25 mon) 

died 
(16mon) 

a Mutated bases(s) is (叫 showp. along with the surrounding sequences. Base(s) in parentheses was (were) 
b deleted and base underlined substituted. 

Forp53 gene: Arg!Arg, homozygous wild type alleles; ProlPro, homozygous mutant allele~; ArglPro, 
hetêrozygous alleles. ~ For CYP]Al gene: m1/m1 , homozygous wild 可pe alleles; m2/m2, homoZ)'g~us 
mutant -aIleles;p1 11m2 , heterozygous -alleles. For GSTMl gene: M1 , presence of GSTMl gene; Null, 
absence of GSTMl gene. 
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Fig. 1. Schematic representation of p53 molecule. The 
human p53 protein consists of 393 amino acids with 
functional domains, evolutionarily conserved do
mains , and regions designated as mutational hotspots 
[reviewed in (4)] 的 Mìssense or nonsense mutation. 
Functional domains include the transactivation region 
(diagonally striped block) , sequence-specific DNA 
binding region (amino acids 100也293) ， nuclear loca卜
ization sequence (amino acids 316個325 ， venically 
striped block) , and oligomerization region (amino 
acids 319-360, horizontally striped block). Evolu也
tionarily conserved dom卸的 (amino acids 17-29，例，
292 , and 324岳之 black areas) were detennined using 
the MACAW (如!ultiple Alignment Construction and 
Analysis Workbench) program. Seven mutational 
hotspot and evolutionally conserved regions within 
the large conserved domain are also identified (amino 
acids 130-142, 15 卜 164 ， 171-181 , 193-200, 213-223 , 
234-258 , and 270-286, checkered blocks). Venical 
lines above the schematic , missense mutations: lines 
below schemat此 nonmtssense mutations. The 
majority of missense mutations are in the conserved 
hydrophobic midregion of the protein that is require吐
for the sequence-specific binding to DN A. The non
missense (nonsense , frameshi缸， splicing , and silent 
mutations) are distributed throughout the protein , 
determined primaríly by sequence context. B) 
Protein-protein interactions: Cellular (e 丸， TBP'= 
TATA binding protein; hsp70 heat-shock 70 
protein; RPA = replicating protein antigen; MDM2 = 

A. Transactivation ←…一一一- Mutations and I Tetramerlzation. 
Domain _ Seq l,!ence Specific NuëlëärLõëä~iàtion 

350 

300 

250 

200 

N 

DNABinding'Domain ，mdÓNA~Damage 
Recognition Domain 

248 ,273 

175 

249 

C 

50 I Non-missense 1213 

B. 94!1293 
20[二:J 57 TBP SV40 LARGE T-Ag TBP 3181 1393 

13口凹陷P7o HBx 343 L二二三::J 393 
1 r 1123 日 B55K XPB 343L二三二三:::J 393 
11 1117 RPA RPA2861 1393 
13 亡:J 41 MDM2 

multiple double minute protein: XPB = xeroderma pigmentosum group B DNA helicase) , or viral oncoproteins (e.g.. EIB55K '" adenovirus protein EIB55K; SV40 
large T ag '" SV40 viral1arge T antigen; HBx = hepatitis B viral X protein) bind to specific areas of the p53 protein. Functional domains a~d prorein binding sites 
(white bars underneath) were compiled from references [reviewed in (4 )1. Taken from Harris (1996) 
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A I B 重 CI 

B 盟 鑽機醫學

自 教導鬱

2 3 E 重 2 3 4 5 6 7 E 2 

Fig. 2 Representative autoradiographs of PCRlSSCP analyses of patients exhibiting 

mutations in exons 5-8 of the p53 tumor suppressor gene. Each lane contains PCR 

products from different patients. Patients exhibiting mutations are shown along with 

patients having normal migration patterns. (A) Band shift in lane 2 is 4 bp deletion 

of exon 5 in patient No.3; 但) Band shift in lane 2 is 4 bp deletion of exon 6 in patient 

No .4; (C) Band shift in lanes 2, 4, and 6 are mutations of exon 7 in patients No.7, 10, 

and 6, respectively; (D) Band shift in lane 2 is mutation of exon 8 in patient NO.11. 
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CA 
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Fig. 4 Autoradiographs of sequencing analyses of patients exhibiting base substitutions of 

the p53 tumor suppressor gene. All sequences shown are of the sense strand. Some 

patients also exhibited wild句pe alleles, which are also shown inJhe figure. (A) and (B) 

缸e from patients No.8 and No.9, respectively, and contain nonsense mutations. (C) and (D) 

缸e f全om patients NO.IO and No.ll , respectively, and contain missense mutations. Base 

changes are indicated by arrows. The normal wild-type sequence and mutant sequence with 

encoded amino acids are also shown. 
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A. 

D9S162 

B. 

D17S5 

D13S170 

D. 

D9S126 

為6 R取閉關ve:fi，扭扭 ofmi，∞血tellite自由血tyof dinucleotide rer:捌maJ:kers (A) D9S 162，但，)D17S5，

(C) D13S170別開D9S126 innonnal (N) and tumor仰自轍。flung側仰伊凹的.
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Fig. 7 The Kaplan-Meier survival curves with respect to p53 codon 72 genotypes in 114 

lung cancer patients. P-values were calculated using the log r缸lk test. The estimated 

median survival times for patients with Pro/Pro, Arg/Arg, and ArglPro ger叮叮rpes were 25, 26, 

and 36 months, respectively. The patients with Arg/Arg and ProlPro genotypes had worse 

prognoses 也an those with ArglPro genotype (P=O.063 and P=O.088, respectively). 
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Fig.9 The Kaplan-Meier survival curves with respect to p53 codon 72 genotypes in relation to tumor stage of lung cancer patients. (A) In 
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difference in the survival rates between patients with and without the p53 gene rnutation was 

examined by the log rank test and was not statistically significant (P=O.3). 
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詩、書毒草之攝苦思

Lung cancer is the leading and second-leading cause of cancer deaths among 

women and men in Taiwan, respectively. However, the molecular mechanisms 

involved in lung tumorigenesis in Taiwan remain poorly defined. To gain insight into 

the role of the p53 tumor suppressor gene and possible etiological factors in lung 

tumorigenesis in Taiwan, 1 investigated the mutation spectra of exons 4 to 11 in p53 

tumor suppressor gene of 60 lung cancer patients and the allelic distribution of p53 

codon 72 polymorphism in 154 normal healthy subjects and 152 lung cancer patients. 

These data were also correlated with clinical pathological characteristics and 

postoperative survival rate of patients. 

The frequency of p53 gene mutation was only 18% (11/60). However, distinct 

patterns of p53 gene mutation were observed. In contrast to the frequent occurrence of 

missense mutations in p53 gene reported in the literature, the majority (82%) of the 

mutations in lung cancer patients in Taiwan was non副missense mutations, i.e. , deletions 

and nonsense mut;;üions. Seven out of the eleven mutations detected (64%) were 

deletions of 1-12 bp 泣 G:C base pairs, or at base pairs in the immediate vicinity of 

repetitive sequences and/or tandem repeat sequences. In addition, two patients (2/11 , 

18%) exhibited nonsense mutations. Notably, mutations occurred more frequently Îll-
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patients suffering from squamous-cel1 carcinoma (SQ) and in-patients with stage III or 

IV oflung cancer. My data suggest that p53 gene mutation involved in formation ofSQ 

carcinoma and distinct environmental factor(s) and/or genetic factor(s) that specific 

induced short deletions in repeat sequences may be involved in lung tumorigenesis in 

Taiwan. 

As regards the al1elic distribution of p53 codon 72 polymorphism, my data 

suggest that the proline (即0) allele of the p53 codon 72 polymorphism increased the 

risk of adenocarcinoma (AD) among female Taiwanese. The female patients with 

genotype Pro/Pro showe吐 a significantly increased OR (2.87; CI, 1.87-4 .41, P=O.Ol) of 

having AD lung cancer, compared to normal females with the other genotypes. A 

gradual increase in the ProlPro genotype was also observed as patients' age decreased. 

Patients with the Pro/Pro genotype had an OR of 2.53 (CI, 1.64-3.91; P=0.03) higher 

than those with the other genotypes to be diagnosed with lung cancer at the ear1y ages. 

1 also found that patients with Pro/Pro genotype had worse prognoses compared to 

those with ArglPro genotypes, especially in three patient groups, i.e., SQ lung cancer, 

age among 60 to 69, and male patients. These differences were examined by the log 

rank test and were statistically significant (P=O.013 , P=O.028, and P=0.052, 

respectively). In the patients of early stage of lung cancer, in whom identifying 

unfavorable prognostic factors is important, patients with ProlPro and Arg/Arg 
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genotypes had a ten吐ency of worse prognoses than those with ArglPro genotype 

(P=O.057). My data suggested that p53 codon 72 polymorphism may play a role in 

cancer susceptibility and prognosis in Taiwan. 

In addition, we investigated the influence of polymorphism at the p刃，

cytochrome p450 lAl (CYP lAl), and glutathion S-transferase Ml (GSTM1) loci on 

p53 gene mutation, as well as the association of p53 gene mutation with prognosis in 

these lung cancer patients. There was no significant difference with the respect to the 

gen。可rpe distribution of p53 , CYP lAl , and GSTMl between patients with and without 

p53 mutations, though a tendency toward increasing frequency of the wild-type 

homozygote genotype of p53 polymorphism was noted in lung cancer patients 

containing p53 mutation. There was also no significant correlation between p53 

mutation and survival. The estimated median survival times for patients with and 

without p53 mutation were 25 and 28 months, respectively. There was no significant 

correlation between p53 mutation and survival. My data suggest that p53 gene 

mutation was not associated with polymorphism ofp53, CYP lAl, GSTMl genes, and it 

has no significant effect on the prognosis of lung cancer patients in Taiwan. 

On the other hand, 1 analyze吐 the involvement of microsatellite instability (MI) in 

531ung cancer patients by using four microsatel1ite markers, D9S126, D9S 162, D17S5, 

D13S170, and D3S1215. 1 found that 66% (35/53) oftumors exhibited MI. Note that 
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in the 7 patients containinεintragenic deletion in p53 gene, they all showed MI in the 

markers tested. These results could confirm our prediction i.e. MI may play an 

important role in tumor progression in SQ cancer patients in Taiwan. 
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