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SOUHRN

Cil préce: Zhodnotit pfitomnost exprese geni PAX5 a Shb ve tkéni povrchovych urotelidinich
karcinomii mocového meéchyfe, posoudit jeji korelaci s patologii genu p53 a uvazit prognosticky
vyznam jednotlivych faktord.

Pacienti a metodika: Do studie bylo zahrnuto 61 pacientd s histologicky prokazanym povr-
chovym urotelidlnim karcinomem mocového méchyre. Exprese mRNA genti PAX5 a Shb ve tkani
nddoru byla detekovdna pomoci reverzni polymerazové tfetézové reakce (RT-PCR) a vysledek byl
vyjadren semikvantitativné. Pfitomnost mutaci p53 byla zachycena pomoci SSCP (single strand
conformation polymorphism) a potvrzena sekvenovanim. K imunohistochemickému vysetreni
p53 byla pouzita protildtka DO1, k vyjadreni vysledku bylo pouzito semikvantitativni hodnocent
pomoci HSCORE (HS). Kontrolni skupinu pro posouzeni PAX5 a Shb exprese tvorilo 8 muzd,
u kterych byl vzorek urotelu odebran béhem operace pro benigni hyperplazif prostaty.

Vysledky: Pritomnost exprese PAX5 a Shb byla prokdzana u 50, respektive 52 pacientil
s urotelidinim nadorem, ale u zddného z kontrolni skupiny. Mutace p53 byla zachycena u jediného
pacienta s tumorem pTaG2 a byla lokalizovdna v exonu 5 (delece prolinu 128). Jadernd imunore-
aktivita p53 byla pfitomna u vetsiny pacientd, pti pouziti prahove hodnoty HS 200 mélo 56,9 %
nemocnych pozitivni ndlez. Kvantita imunohistochemické pozitivity p53 nekorelovala s kvantitou
exprese PAX5. Pti pouziti prahovych hodnot HS 200 pro p53 a 0,2 pro PAX5 mélo z 8 progredu-
jicich pacienti 7 nadprahovou hodnotu HS a 4 nadprahovou hodnotu PAX5.

Zavér: Exprese genu PAX5 je Castym ndlezem u povrchovych urotelidlnich karcinomii
mocového mechyre.

SUMMARY

PAX'5 AND SHB EXPRESSION, P53 MUTATION ANALYSIS AND P53 EXPRESSION
IN SUPERFICIAL BLADDER CANCER

The objective of the work: To evaluate the presence of the PAX5 and Shb genes expression in
the tissue of superficial urotelial urinary bladder cancers, to judge its correlation with the p53
gene pathology and to consider the prognostic value of individual factors.

Patients and Method: 61 patients with histologically proven superficial urotelial bladder can-
cer were included into the study. The mRNA expression of PAX5 and Shb genes in the cancer tis-
sue was detected by the reverse polymerase chain reaction (RT- PCR) and the result was expressed
semiquantitatively. The presence of p53 mutations was recorded by SSCP (single strand confor-
mation polymorphism) and confirmed by sequening.

The immunohistological examination of p53 was made by using DO1 antibody and the result
was expressed using semiquantitative evaluation by HSCORE (HS). 8 men created the control
group for PAX5 and Shb expression evaluation. Their urotel sample was withdrawn during the
operation of benign prostate hyperplasia.

Results: The presence of PAX5 and Shb expression was proven in 50, let us say in 52 patients
with urotelial cancer, but it was not proven in anybody of the control group. p53 mutation was
recorded in one patient with pTaG2 tumour and it was localised in 5 exon (proline 128 deletion).
Nuclear immunoreactivity of p53 was present in the majority of patients, 56,9% of patients had
positive finding using the threshold value HS 200.

The quantity of p53 immunohistochemical positivity did not correlate with the quantity of
PAX5 expression. Using the threshold values of HS 200 for p53 and 0,2 for PAX5 the 7 of 8 pro-
gressing patients had supra-threshold HS value and 4 of them had supra-threshold PAX5 value.

Conclusion: The PAX5 gene expression is an often finding in superficial urotelial urinary blad-
der cancers.
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UvoD

Zhruba 70 — 80 % urotelidlnich karcinom@ mocového méchyre
je tvoreno tzv. povrchovymi nadory, mezi které zatazujeme tumory
klasifikované jako Ta, T1 a Tis dle TNM Klasifikace. Jejich typickym
znakem jsou Casté recidivy, které pozorujeme az u 80 % nemocnych
[1]. V pfipadé recidivy se mizeme setkat dokonce i s progresi, kdy
opakované vznikly nador infiltruje svalovinu detruzoru. Toto riziko
kolisd mezi 2 % a 50 % dle typu primdrniho nddoru [shrnuti viz 2].

Mimotddny vyznam pro volbu dalstho postupu je prisuzovan
prognostickym faktorim schopnym predpovédét budouci chovani
malignity [3]. Rutinné jsou vyuzivany informace, které ziskdme
peclivou endoskopii a histologickym vysetrenim odstranéné tkané.
Patti sem hlavné rozliseni nddori na Ta a T1, urceni histologické
diferenciace, plosné velikosti a cetnosti nddoru, respektive stano-
ven{ predchoz{ frekvence recidiv. Na zdkladé zminénych prognos-
tickych faktor( lze definovat skupiny s riiznym rizikem recidivy,
respektive progrese onemocnéni, individudini a presnd predpoved
budouciho chovdni malignity vSak moznd neni.

V poslednim desetileti je vénovana velkd pozornost moleku-
larnim prognostickym faktorlim vychazejicim z nejnovéjsich
poznatki o genetické podstaté nadorového ristu.

V nasi{ préci jsme se zaméfili na potencidlni onkogenni aktivitu
genu PAX3, ktery je za fyziologickych okolnosti vyznamnym regu-
latorem vyvoje centralntho nervového systému a B-lymfocyti
[4,5] a jehoz zvysena exprese byla prokdzéna u nékterych lidskych
malignit, jako jsou astrocytomy, meduloblastomy, non-Hodgkinské
lymfomy a také urotelidIni karcinomy [6-8]. Soucasné jsme stu-
dovali i moznou onkogenni aktivitu genu Shb, ktery jsme zvolili
pro lokalizaci jeho lokusu v tésné blizkosti lokusu genu PAX5 [9].

Cilem nasi préce je posoudit Cetnost a intenzitu exprese gentl
PAX5 a Shb ve tkdni povrchovych nddorli mocového méchyre.
Nalezy jsme korelovali s patologil genu p53, TNM i histologickou
klasifikaci nddoru i dalsim Klinickym priibéhem onemocnéni.

PACIENTI A METODIKA

Do studie bylo prospektivné zatazeno 61 pacientli (13 Zen,
48 muzil) ve véku 36 — 89 let (prlimérny vék 69,1 roku), u kterych
byla v obdobi od ledna 2000 do ledna 2002 provedena trans-ure-
trdln{ resekce (TUR) pro primdrn{ [31] nebo recidivujici [30] povr-
chovy urotelidlni karcinom mocového meéchyre. Jako kontrolni
skupinu pro posouzeni PAX5 a Shb exprese jsme pouzili 8 muzii ve
véku 56 — 78 let (primérny vék 70,1 roku), u kterych byl vzorek
urotelu méchyre ziskdn biopsii béhem transuretrdlni resekce pros-
taty pro benigni hyperplazii. Ve vSech téchto vzorcich byla stan-
dardnim histologickym vysetfenim potvrzena ptitomnost nenddo-
rového urotelu. Studie byla schvdlena etickou komisi nast nemocnice.

Transuretrdlni resekce nadoru byla provedena obvyklym zpQ-
sobem, kdy byla odstranéna veskera viditelna nddorova tkan.
Vzorky byly okamzité po odebrani zamrazeny v tekutém dusiku
a uchovdvdny pti -70 °C az do extrakce DNA a RNA, kterd probéh-
la dle standardnich protokold jak v pfipadé nadorovych, tak kon-
trolnich vzorkd. Zbytek tkdné byl fixovan ve formalinu a odesldn na
rutinni histologické a imunohistochemické vysetreni. Histologické
vysetieni bylo provedeno jednim zkusenym patologem (JD).

Nddory byly klasifikovdny dle TNM klasifikace [10] jako pTa ve
40 a pT1 ve 21 pripadech. Histologickd diferenciace nddoru byla
stanovena dle WHO, piicemz u 21 pacientd se jednalo o nador G,
u35o0Gllau b5 onddor Gl

Ndéslednd adjuvantni intravezikalni terapie byla indikovédna dle
obvyklych kritérii. Intravezikdlni imunoterapie BCG vakcinou byla
pouzita u nemocnych s nddory GlII, ptipadné mnohocetnymi nebo
recidivujicimi nddory Gl a intravezikdlni chemoterapie mito-
mycinem C (MMC) u pacientli s recidivujicimi a mnohocetnymi
nadory Gl. Celkem byla BCG podana u 11 a MMC u 5 nemocnych.

Vsichni pacienti s nadory méchyre byli déle sledovani pomoci
pravidelnych cystoskopickych a cytologickych kontrol, z nichz prvni
probéhla 3 mésice po TUR. Jejich dals{ frekvence zdvisela na TNM
Klasifikaci a histologické diferenciaci primdrniho tumoru. V pfri-
padé podeztelého nalezu pti cystoskopii ndsledovala biopsie a his-
tologické vysetreni suspektniho loziska. Recidiva, ptipadné pro-
grese nadoru do invazivni formy byly vzdy potvrzeny histologicky.

Izolace RNA a semikvantitativni analyza PAX5 a Shb pomoci
reverzni polymerdzové retézové reakce (RT-PCR)

K izolaci mRNA byla pouzita souprava Oligotex Direct mRNA
Midi Kit firmy Qiagen dle navodu vyrobce. U kazdého vzorku bylo
analyzovano 100 pg mRNA pomoci soupravy Qiagen OneStep RT-
PCR Kit. Kromé toho byly vsechny vzorky nddorové tkané vysetre-
ny tymz postupem polymerdzové retézové reakce (PCR), avsak bez
kroku s reverzni transkriptdzou k ziskdni negativné slepych pokusa.
Pfi analyze gend PAX5, SHB a GAPDH se protokol PCR skladal
z reverzn{ transkripce po dobu 30 minut pfi 50 °C, z aktivacniho
startovactho kroku PCR po dobu 15 minut pti 95 °C, z 35 cykll
denaturace 1 minutu pri 94 °C, z hybridizace primer( 1 minutu pfi
65 °C a extenze 1 minutu pri 72 °C a z findlni extenze po dobu
10 minut pti 72 °C. Pouzité primery a velikosti produktd byly nésle-
dujici: PAX5 (500 bp), 5 -CCCTGGAGGAAGAGAGGAAG-3’
a 5'- GACGACATGAAGGCCAATCT-3", SHB (200 bp), 5 '-GAGA-
CATGCAGTGGTGTGCT-3" a 5 -CAAGAGCAAAGCAGGAAAGG-3”
a GAPDH (300 bp), 5 - TGTGGTCATGAGTCCTTCCA-3 " a 5'-CGA-
GATCCCTCCAAAATCAA-3 . K ovéreni, Ze bylo pouzito stejné
mnozstvi RNA, byly vsechny vzorky testovany na pritomnost
provozniho genu glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogendzy (GAPDH).
Produkty PCR byly ndsledné elektroforeticky rozdéleny na 2% aga-
rézovém gelu. Gely byly obarveny pomoci etidiumbromidu
a mnozstvi produktu bylo kvantifikovdno pomoci programu Kodak
Digital Science ID.

Analyza mutacf genu p53

Genomové DNA byla izolovdna ze zamrazenych tkanovych
vzorkll pomoci soupravy QIAamp DNA Mini Kit firmy Qiagen. Ve
vsech 61 zkoumanych vzorcich byly analyzovdny exony 5-8 genu
p53 pomoci metody SSCP (single strand conformation polymor-
phism). Ndhodné nebo na zakladé vysledki metody SSCP vybrané
vzorky byly sekvenovdny ptistrojem ABI 310 Prism; primery a pod-
minky PCR k amplifikaci DNA byly popsdny jiz dfive [11]. K analyze
SSCP byly sekvence jednotlivych exonl amplifikovdny s primery
uvedenymi vyse v kombinaci s dalSimi primery: e5B 5 -TCAGTGAG-
GAATCAGAGGCCTG-3 ", e6F 5 '-CCTCTGATTCCTCACTGATIGC-3 "
a e8B 5 -TAACTGCACCCTTGGTCTCCTC-3 . Alikvoty produktli PCR
se denaturovaly po pridani nanasectho pufru obsahujictho for-
mamid a separovaly se pomoci soupravy GeneGel Excel 12,5/24
Kit a elektroforetického zatizeni GenePhor za podminek
doporucenych dodavatelem (AP Biotech). Gely se barvily pomoci
soupravy PlusOne DNA Silver Staining Kit (AP Biotech).

Imunohistochemické vysetteni p53

K analyze jaderné exprese proteinu p53 byla pouzita monoklo-
nalni protildtka DO-1, pricemz prepardt byl zpracovén jiz drive
popsanou metodikou [12]. Vysledek byl vyjddren semikvantita-
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tivnim zplsobem pomoci tzv. HSCORE [13]. Tato metoda, jejiz
presny postup byl popsan v pilotni studii [12], bere v potaz kromé
poctu pozitivnich jader rovnéz intenzitu jejich zbarveni. Vysledna
hodnota se pohybuje mezi HS 100 pti uplné absenci jaderné pozi-
tivity a HS 400 u vzork( se silnou pozitivitou vsech jader.

Ke statistické analyze byl pouzit software SAS (Statistical Ana-
lysis System) pro Windows, verze 8.2 (SAS Inc., Cary, NC, USA).

VYSLEDKY

Exprese genii PAX5 a Shb

Analyzu exprese genu PAXS5, respektive Shb se podafilo provést
u 60 pacientd, u 1 nemocného s nadorem pTaG1 zabranilo vyset-
feni nedostatecné mnozstvi dostupné nadorové tkane.

Pitomnost exprese PAXS byla potvrzena u 50 pacientl s nado-
ry mocCového méchyre (83,3 %), v 10 pripadech (16,7 %) nebyla
exprese pritomna. VSechny PAX5 negativni vzorky se objevily
pouze u nadord Gl nebo Gl (tab. 1).

Pozitivita exprese genu Shb byla s 52 ptipady (86,7 %) dokonce
jesté castéjsi, v tomto pripadé se vSak negativni vysledky objevily
u nadort vsech stupnili diferenciace. U zddného z 8 pacientti z kon-
trolni skupiny nebyla prokdzana pritomnost exprese PAX5 ani Shb.

Analyza mutaci genu p53

Analyza mutaci p53 byla provedena u 60 pacientli. U 1 nemoc-
ného s nddorem pTaG1 se nepodatilo vysetfeni provést pro ne-
dostatecné mnozstvi dostupné nddorové tkané. Mutace p53 (exon 5,
delece prolinu 128) byla potvrzena u jediného pacienta (1,7 %) s tu-
morem Klasifikovanym jako pTaG2. Prokdzdna byla soucasné inten-
zivni exprese proteinu p53 (HS 325,25), ale i genu PAX5 (0,33),
respektive Shb (0,42). U pacienta doslo béhem 12 mésicii k progre-
si onemocnéni do nadoru infiltrujictho svalovinu detruzoru.

Imunohistochemické vysetteni p53

Hodnota HS byla spolehlivé posouzena u 58 pacientd. U 3 ne-
mocnych (Tkrdt pTaG1, 2krdt pTaG2) se objevily v prepardtu
mechanické artefakty zplisobuijici nespecifickou pozitivitu, pripad-
né byl k dispozici maly objem vzorku, ktery byl spotfebovdn na
rutinni histopatologické vySetten.

Pouze u 3 pacientll nebyla ptitomna zadnd jaderna imunore-
aktivita. U ostatnich 55 nemocnych se objevil pozitivni vysledek
v rozsahu od HS 102 do HS 344. Nebyla zaznamendna souvislost
mezi kvantitou exprese PAX5 a proteinu p53 (Spearman correla-
tion coefficient 0,065, p < 0,64).

Prognosticky vyznam PAX5, Shb a p53

Béhem priimérné doby sledovdni 21,2 mésicli (9 — 34 mésich)
doslo u 37 (60,7 %) pacientd k 1 nebo vice recidivim a 8 (13,1 %)
nadorl progredovalo do invazivn{ formy onemocnéni.

U pacientli s budouci recidivou byly priimérné hodnoty PAX5
a HS vyssi nez u pacientd, ktefi nerecidivovali, rozdil byl vsak sta-
tisticky vyznamny pouze v ptipadé HS. Obdobny rozdil jsme za-
znamenali rovnéz ve skupindch s progresi a bez progrese nadoru,
zde v3ak rozdily nedosahly statistické vyznamnosti (tab. 2).

V ptipadé genu Shb byly prlimérné hodnoty ve skupindch
s recidivou, respektive progresi onemocnéni dokonce nepatrné
niz$i nez u nemocnych, u kterych se recidiva, respektive progrese
neobjevily (tab. 2).

Pro praktické vyuziti exprese PAX5 a proteinu p53 k prognos-
tickym ucellim jsme se pokusili doporucit prahové hodnoty. Jako

optimalni se jevi prahovéd hodnota 0,2 pro PAX5, respektive HS 200
pro p53. Pri pouziti téchto hodnot mélo v ptipadé PAX5 16 nemoc-
nych (26,7 %) a v ptipadé p53 33 (56,9 %) nemocnych pozitivni
nalez. Vztah takto hodnoceného nélezu a dalsiho priibéhu malig-
nity vyplyva z tab. 3. Za pozornost stoji skutecnost, Ze z celkového
poctu 8 progreduijicich pacientd mélo 7 nadprahovou hodnotu HS
a 4 nadprahovou hodnotu PAX3. Statistické hodnocenf vsak nepro-
kdzalo signifikantni prognosticky vyznam ani v ptipadé PAX5 ani p53.

DISKUSE

Podstatou nadorového rlstu je bunécnd proliferace, kterd se
vymkla zakonitostem zdravych tkdni. Dle soucasnych predstav se
jednd o slozity a nékolikastupriovy proces, na kterém se ziejmé
vyznamnou mérou uplatiiuje porucha funkce genl regulujicich
pribéh bunécného cyklu.

Skupina PAX genl je tvofena 9 cleny kddujicimi jaderné tran-
skripcni faktory. Patii mezi tzv. vyvojové regulacni geny, které
ovliviiuji za fyziologickych okolnosti priibéh bunécného cyklu
v urcité fdzi embryondlniho vyvoje. Vzhledem k jejich expresi
v mitoticky vysoce aktivnich nediferencovanych burkdch jsou
povazovany za mozné kandidaty protoonkogent a jejich onkogen-
ni potencidl byl prokdzdn i v pokusech na mysich [14].
Predpoklddame, Ze patologicka exprese PAX genli v nadorové tkani
mUze podporovat dediferenciaci terminalné diferencovanych
bunék, coz by predstavovalo jakysi opak jejich fyziologické
embryondlni funkee.

Nami studovany gen PAX5 se uplatiiuje pri tvorbé CNS a je
vyjadien v Casnych stadiich vyvoje B-lymfocytli. Jeho exprese se
vSak prudce snizuje pfed dosazenim terminalni diferenciace [4,5].
Jeho patologicka exprese byla popsdna u malignit souvisejicich
s témito systémy, jako jsou astrocytomy, meduloblastomy nebo
non-Hodgkinské lymfomy:.

Zdjem o gen PAX5 u nadord méchyie je podporovan
skutecCnosti, Ze chromozom 9, na kterém je jeho lokus ulozen
(konkrétné 9p173), je nejcastéjsim mistem genetickych anomadlif
popisovanych v souvislosti s touto malignitou. Ztrdta heterozygo-
zity na chromozomu 9 byla pozorovdna u vice nez 70 % urotelidl-
nich karcinomti méchyre, pficemz se objevuje u nddori vsech
stadif i grad{i [15,16,17]. Na chromozomu 9 predpokladdme exis-
tenci nejméné dvou lokustl nesoucich nddorové supresorové geny,
z nichz jeden je lokalizovan na 9p21-22, tedy v blizkosti lokusu
genu PAX5 [15].

Pritomnost exprese RNA genu PAX5 byla jiz dtive prokdzana in
vitro u 3 urotelidlnich bunécnych linif (MGH-U1, HT-1376 a RT112)
a ve tkdni 79 % urotelidlnich nadord méchyre [8]. Nase vysledky
tato pozorovan{ potvrzuji, kdyz byla exprese mRNA PAX5 nalezena
u 83 % povrchovych nddorti mocového méchyre.

U nddord mozku byla popsdna ptimd signifikantni zavislost
exprese PAX5 na stoupajici agresivité malignity a podobny vztah
byl pozorovan i u nadordi méchyre, i kdyz zde nebyl tak vyrazny
[6,7,8]. V nasi studii jsme zaznamenali absenci negativnich vysled-
ki u nddord G3, jednoznacna zévislost na TNM, respektive histo-
logické klasifikaci vsak nalezena nebyla.

Vysoky pocet PAX5 pozitivnich nélezl u dobre diferencovanych
povrchovych nadord méchyie naznacuje, Ze se patologicka exprese
genu PAX5 uplatiiuje spiSe v pocdtecnich fézich vyvoje urotelidl-
nich tumord.

Mdlo je zndmo o konkrétnim mechanismu uplatnéni genu
PAX5 v procesu kancerogeneze, ptipadné o jeho vztahu k jinym
genlim. Jeho jiz zminéna lokalizace na kratkém raménku chromo-
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zomu 9 (9p) sice svadi k diskusim o mozném vztahu k nddorové-
mu supresorovému genu na 9p21-22, tyto uvahy vsak neprekroci-
ly rdmec spekulaci a blize studovany nebyly [8]. V pripadé astrocy-
tom( byla pozorovana koincidence PAX5 exprese s expresi recep-
toru pro epidermalni ristovy faktor (EGFR), u nadorli méchyre
vsak tato skutecnost rovnéz studovdna nebyla [6].

Zajimavd byla pozorovani nepiimé zavislosti mezi expresi PAXS
a expresi proteinu p53 u astrocytoml [18]. Nésledné in vitro
experimenty prokdzaly schopnost proteinu PAX5 vézat se na urci-
tou sekvenci v 5" regulacni oblasti lidského genu p53 s néslednym
snizenim jeho aktivity [18]. V naSem souboru jsme negativn{ zavis-
lost mezi kvantitou exprese PAX5 a proteinu p353 nepozorovali.
V této souvislosti je vsak nutno zdliraznit, Ze ani priikazy pfinesené
Stuartem nejsou jednoznacné [18]. Absence imunohistochemické
pozitivity p53 totiz nemuze rozlisit mezi situaci fyziologickou, spo-
jenou s pritomnosti normdlniho, tzv. wild-type p53, a situaci spo-
jenou s patologickym potlacenim p33 aktivity. Povazujeme-li navic
gen PAX5 za onkogen, nezdd se byt prima zavislost funkce téchto
gentl ani teoreticky prilis pravdépodobnd.

Lokus genu Shb je lokalizovdn na 9p v tésné blizkosti lokusu
genu PAX5. Jim kodovany protein Shb se uplatiiuje pri prenosu
signdlu do jadra buriky a gen tedy mlzeme zatadit mezi poten-
ciondlni onkogeny. Funkce a vyznam patologie Shb byl doposud
studovdn zvlasté v souvislosti s endokrinni aktivitou B-bunék
pankreatu, kde byla prokdzana jeho role pri bunécné diferenciaci
a indukci apoptézy [9]. Nase vysledky ukazuji pritomnost jeho
exprese ve tkdni vétsiny hodnocenych nddor(i, nepozorovali jsme
vsak zadnou souvislost mezi jeji kvantitou a klasifikaci nebo
progndzou malignity.

Nddorovy supresorovy gen p53 je kliCovym genem v kancero-
genezi zodpovédnym za kontrolu pribéhu bunécného cyklu
a ochranu integrity genomu [19]. Presto, Ze je v poslednim dese-

tileti nejCastéji studovanym genem u nddord mocového méchyre,
nepodatilo se presné a jednoznacné definovat jeho konkrétni roli
pri vzniku této malignity, ani prognosticky vyznam jeho patologie.

Mutace genu p33 jsou Castou anomdlil u mnoha malignit.
Mutace mohou stabilizovat protein p53 a zptisobovat tak jeho
jadernou akumulaci, coz umoziuje imunohistochemickou detekci
[20]. Prvni studie zabyvajici se touto problematikou sice zazname-
naly vysokou korelaci mezi imunohistochemickym vysetrenim
a prikazem mutaci [21,22], novéjsi prdce vsak ukazaly, Ze jaderni
imunoreaktivita nemus{ byt vzdy spojena s pritomnosti mutace
p53 [23]. Mutace p53 se uplatiuji ziejmé az v souvislosti s pro-
gresi nddoru mocového meéchyre, pro coz sveédci vyssi Cetnost
mutaci u nadorl invazivnich. Naopak u povrchovych nadorti je
jejich vyskyt pomérné vzdcny, pricemz byvd spojeny s agresivnim
pribéhem onemocnéni [24,25]. Nase vysledky to potvrzuji, kdyz
jsme zachytili mutaci pouze v jediném ptipadé z 60 nemocnych.
U tohoto pacienta doslo béhem nékolika mésicli k progresi malig-
nity. Velmi nizkd Cetnost mutaci p53 v nasSem souboru sice muize
byt vysvétlena limitovanou senzitivitou metody SSCP, jejiz celkova
efektivita je odhadovana na 70 — 95 %, je vsak nutno zddraznit, Ze
i jini autoti pozorovali podobné F{dky vyskyt i na vétsich souborech
pacient( [25,26]. Procento p53 pozitivnich nalez{ pti imunohisto-
chemickém vysetreni se pohybuje v literature mezi 3 a 78 %
[shrnuti viz 27]. Variabilita vysledki je jisté ovlivnéna fadou fak-
tor, jako jsou rozdily ve zpracovani vzorku, typu pouzité pro-
tildtky, interpretaci imunohistochemického ndlezu nebo ve slozeni
studovaného souboru.

V nasi studii jsme pracovali s protilatkou DO1, jejiz pouziti
v predeslych studiich ptineslo slibné vysledky [27]. K posouzeni
imunohistochemického ndlezu jsme pouzili semikvantitativni hod-
noceni, které bere v Uvahu rovnéz intenzitu pozitivity v jed-
notlivych jddrech. Podobné jako jini autofi se domnivdme, Ze tento

Exprese PAX5 a Shb Gl Gll Glll pTa pT1 Celkové
PAX5 pozitivni 17 (85 %) 28 (80 %) 5(100 %) 31 (79,5 %) 19 (90,5 %) 50 (83,3 %)
PAX5 negativni 3(15 %) 720 %) 0 (0%) 8 (20,5 %) 2 (95 %) 10 (16,7 %)
Shb pozitivni 18(90 %) 31 (88,6 %) 3 (60 %) 35 (89,7 %) 17 (81 %) 52 (86,7 %)
Shb negativni 2 (10%) 4 (114 %) 2 (40 %) 4 (10,3 %) 4 (19 %) 8 (13,3 %)
Tab. 1. Vztah TNM, respektive histologické klasifikace nddoru a pritomnosti exprese genu PAX5 a Shb.
Recidivy Progrese
Ano Ne Ano Ne

PAXS 01317 0,0933 NS 0,1436 01114 NS
Shb 0,2005 0,2030 NS 0,1838 0,2043 NS

p53 (HS) 226,27 194,40 P < 0,04 242,73 209,27 NS
Tab. 2. Vztah mezi dalsim pribéhem onemocnéni a primérnymi hodnotami exprese PAX5, Shb a proteinu p53 (HS).

Recidivy Progrese
Ano Ne Ano Ne

PAX5 < 0,2 24 (54,5 %) 20 (45,5 %) 4 (10 %) 40 (90 %)

PAX5 > 0,2 12(75 %) 425 %) 4(25 %) 12 (75 %)

HS <200 12(48 %) 13 (52 %) 1 (4 %) 24 (96 %)

HS > 200 24(72,7 %) 9 (273 %) 7 (21,2 %) 26 (78,8 %)

Tab. 3. Vztah exprese PAX5, respektive proteinu p53 a dalsiho pribéhu onemocnéni pri pouzitl

hrani¢ni hodnoty 0,2 pro PAX5, respektive HS 200 pro p53. Hodnoceno bylo 60 pacientti u PAXS

a 58 pacientu u p53.
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zplisob hodnoceni nédlezu umozni ptesnéjsi a objektivnéjsi
posouzeni ziskaného obrazu [28]. Pfi pouziti prahové hodnoty
HS 200 bylo 33 (56,9 %) vzorkl pozitivnich. Je tedy zfejmé, Ze
imunohistochemicka pozitivita p53 se objevuje i u pacientd, kde
nebyla mutace genu prokdzana. Vysvétlen{ tohoto jevu neni dopo-
sud zcela jasné. Pozitivni barveni je spojeno se stabilizaci nebo
poklesem degradace proteinu p53. Kromé mutace muize byt prici-
nou napriklad delece nebo hypermetylace genu, porucha post-
translacni modifikace nebo konformace, vazba virového onkogenu
nebo chybna lokalizace proteinu v burice. Vysvétlenim vsak miize
byt i defekt v drdze p53, ktery se netyka ptimo studovaného pro-
teinu [29].

| pres semikvantitativni zplsob hodnoceni imunohisto-
chemického ndlezu nevybocuji nase vysledky z nejednoznacnych
a rozporuplnych zavérdl jinych praci pti hodnoceni vztahu mezi
expresi p53 a progndzou povrchovych TCC mocového meéchyre
[27,28,30-34]. Stejné tak nemizeme jednoznacné posoudit ani
prognosticky vyznam exprese PAX5. Zdd se, ze vysokd exprese PAXS
i vysoké HS jsou spojeny s vetsi cetnosti recidiv i progresi onemoc-
néni, statisticky vyznamny prikaz tohoto tvrzeni vsak nase vysled-
ky neposkytujf. V této souvislosti si vSak jsme védomi slabin nasf
studie danych limitovanym poctem vysetfenych pacientd,
spolecnym hodnocenim rlznych typl povrchovych nddorfi
i omezenou dobou sledovdni. Definitivni posouzeni prognostic-
kého prinosu semikvantitativniho hodnoceni exprese PAX5 i pro-
teinu p53 umozni az dalsi studie zahrnujici vétsi pocet pacienttl
rozclenénych do podskupin dle TNM a histologické klasifikace, pri-
padné dle cetnosti predchozich recidiv.

ZAVER

Exprese genu PAX3 je castym nélezem u povrchovych urotelial-
nich nadorli mocového méchyre, kde se objevuje u nadord vsech
gradl. Mutace genu p53 jsou naopak vzacné a jsou spojeny s agre-
sivnim chovanim malignity. Imunohistochemicka pozitivita p53 se
objevuje i u pacientil bez prokdzané mutace, pticemz jeji kvantita
nekoreluje s kvantitou exprese genu PAX5. Z prognostického
hlediska se zda, ze vysoké exprese PAX5 i p53 jsou spojeny s Vetsi
Cetnosti recidiv i progresi onemocnéni, jednoznacny statisticky
vyznamny prikaz tohoto tvrzeni vsak nase vysledky neposkytuj.
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