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Souhrn

Szakacsova M, Soukup V, Babjuk M, Mares J,
Duskova J, Hanu$ T. Exprese gentt BCL-2
a BAX-1 ve tkani Ta, T1 urotelialnich karci-
nomi mocového méchyre a jejich prognos-
ticky vyznam

Cil:

Cilem studie bylo zjistit prognosticky vyznam
exprese gentt BCL-2 a BAX-1u Ta T1 urotelial-
niho karcinomu mocdového méchyte.

Material a metoda:

Do studie bylo zatazeno celkem 84 pacientl
s primozachytem Ta, T1 urotelidlniho karcino-
mu mocového méchyre. U 48 pacientt $lo Ta,
u 36 pacientd o T1 nddor, G1 nador mélo 23
pacientd, 45 G2 a 16 pacienti G3 nador. K re-
cidivé doslo béhem sledovani u 38 pacientd,
k progresi u ¢tyf pacientd. Priimérna délka sle-
dovani byla 23,64 mésict. Mira exprese BCI-2
a BAX-1 byla stanovena pomoci RT-PCR a vy-
jadfena semikvantitativné. Jako srovnavaci gen
byl pouzit gen Glyceraldehyde-3-phosphode-
hydrogenazy (GAPDH).

Vysledky:

Z 84 nadorovych vzorkd byla exprese BCI-2
v 80 ptipadech (95,2 %) a exprese BAX-1v 72
ptipadech (85,7 %). Korelace mezi recidivou
nadoru a expresi gentl nebyla statisticky vy-
znamna. Statisticky vyznamna byla pouze
souvislost mezi mirou exprese BAX a mirou
histologické diferenciace tumoru (p = 0,0459).
Prognosticky vyznam exprese gentl ve vztahu
k progresi onemocnéni nebyl hodnocen pro
maly pocet udalosti.



Zavér:

U nemocnych s Ta, T1 karcinomem mocového
meéchyre jsme nepotvrdili prognosticky vy-
znam exprese gentt BCl-2 a BAX-1. Statistic-
ky vyznamna byla jen souvislost mezi mirou
exprese BAX-1 a histologickou diferenciaci
nadoru.

Klicova slova:
BAX-1, BCL-2, progrese, recidiva, urotelidlni
karcinom.

Summary

Szakacsova M, Soukup V, Babjuk M, Mares J,
Duskova J, Hanu$ T. Expression of BCL-2
and BAX-1 genes in the tissue of Ta, T1 uro-
thelial carcinoma and their prognostic value

Aim:

The aim of this study was to evaluate the pro-
gnostic value of BCL-2 and BAX-1 gene ex-
pression in the tissue of non-muscle invasive
superficial urothelial carcinoma.

Methods:

This study included 84 patients with Ta, T1
urothelial carcinoma of the bladder treated
with transurethral resection. Mean follow-
-up was 23.64 months. Histopathological di-
agnosis of Ta was made in 48 patients, T1 in
36 patients, 23 patients were diagnosed with

UVOD

Nadory mocového méchyfe jsou 7. nejcas-
téj$i malignitou u muza a 17. u Zzen. Inci-
dence v Ceské republice v roce 2010 do-
sahla 30,88/100 000 muzt a 10,92/100 000
Zen a mortalita byla 11,59/100 000 muzl
a 3,82/100 000 Zen (1). Karcinom mocového
méchyfe (KMM) neinfiltrujici svalovinu (ka-
tegorie Ta a T1) se vyznacuje ¢astymi recidi-
vami a moznou progresi (2). Jako prognostic-
ké faktory v praxi vyuzivime hlavné klinické
parametry, jako je grade tumoru, rozliSeni Ta
a T1 dle TNM Klasifikace, velikost, multiplici-

grade G1 tumor, 45 with grade G2 and 16 with
grade G3. During the course of follow-up, tu-
mor recurrence developed in 38 patients and
progression was observed in 4 patients. The
expression of BCL-2 and BAX-1 was examined
using RT-PCR and determined using semi qu-
antitatively. Gene glyceraldehyde-3-phospho-
dehydrogenasy (GAPDH) was used as the
comparative gene.

Results:

Expression of BCL-2 was detected in 80 cases
(95.2%) and the expression of BAX-1 in 72
cases (85.7%). The correlation between tu-
mor recurrence and gene expression was not
statistically significant. A statistically signi-
ficant correlation was identified between the
expression of BAX and grade of the tumor
(p = 0.0459). The prognostic value of gene ex-
pression, with regard to disease progression,
was not evaluated due to a small sample size.

Conclusions:

A significant correlation between the degree
of BAX-1 expression and tumor grade was
identified. No significant correlations were
documented between gene expression and the
other parameters studied.

Key words:
BAX-1, BCL-2, progression, recurrence, tran-
sitional cell carcinoma.

ta tumoru, pritomnost karcinomu in situ (Cis)
a predchozi chovani nddoru (¢etnost recidiv
v anamnéze) (2).

Velkd pozornost je vénovina genetickym
markertim, které by umoznily individualni
predpovéd chovani onemocnéni. Mezi nejzna-
méjsi vySetfované geny patii Gen TP 53. Jeho
poskozeni vede k zamezeni naprogramované
bunécné smrti - apoptoze. Mutace genu TP 53
je spojovana se $patnou diferenciaci nado-
ru a jeho invazivnim rastem (3). Je popsano
mnozstvi gent regulovanych cestou p53, mezi
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které patii i gen BCI-2 a BAX (4). Cilem nasi
prace bylo zhodnotit prognosticky vyznam
tkanové exprese téchto dvou gentl.

METODIKA

Do studie bylo zatazeno celkem 84 pacientl
s primozachytem Ta, T1 urotelidlniho karcino-
mu mocového méchyte lécenych transuretral-
ni resekci. Transuretralni resekce mocového
méchyfe byla provadéna standardni technikou
s odstranénim vsech viditelnych tumort, vzdy
byla odebrana biopsie z bazalni ¢asti tumoru.
Vykon byl ukonéen v pripadé, ze pti prehledné
cystoskopii s pouzitim 70° optiky, nebyl patr-
ny zadny viditelny tumor. C4st nddorové tk-
né byla bezprosttedné po odebrani zmraZena
v tekutém dusiku a nasledné skladovana pri
-70 °C az do doby extrakce RNA. Zbytek na-
dorové tkané byl fixovan ve formolu a odeslan
k béznému histologickému vysetfeni. Hloubka
nadorové invaze byla hodnocena pomoci sys-
tému TNM (5). Mira histologické diferenciace
podle sytému WHO 1973 (6).

Sledovaci protokol obsahoval pravidelné
vySetreni cytologie moce a cystoskopie. Prvni
kontrola byla vzdy 3 mésice od operace, dalsi
pak podle charakteristiky primarniho tumoru.
Sledovani probihalo dle aktualnich evropskych
doporuceni. V pfipadé podeztelého nalezu pti
cystoskopii byl pacient indikovén k transure-
tralni resekci v narkéze nebo k biopsii. Za pro-
gresi byl povazovan nélez infiltrujicicho nado-
ru (T2 a vice). Kazd4 recidiva i progrese byly
ovéreny histologickym vysetfenim.

Izolace mRNA byla provadéna prostred-
nictvim kitu Oligotex Direct mRNA Midi
kit (Qiagen) podle doporuceného postupu
vyrobcem. U v8ech nadorovych vzorkd byl
proveden stejny postup. K ovéfeni, zda vyset-
fované vzorky obsahuji ekvivalentni mnozstvi
RNA, byly v8echny testovany na pritomnost
genu glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge-
nasy (GAPDH). Protokol k PCR byl u v8ech
gentl stejny a skladal se z reverzni transkripce

Tab. 2. PouZité primery
Table 2. Used primeres

Tab. 1. Soubor pacient
Table 1. Patients’ characteristic

Zeny/muzi 18/66
. prameér 66,44 + 11,94 let
Vek (roky) (rozmezi 17-88)
Solitarni/mnohocetny 44/40
Velikost nadoru (cm) 332+192
Ta/T1 48/36
G1/G2/G3 23/45/16
Pruvm,ema doba sledovani 2364+ 1072
(mésice)
Recidiva onemocnéni 38 pacientl

po dobu 30 minut pti 50 °C, aktiva¢niho star-
tovaciho kroku polymerazové fetézové reakce
po dobu 15 minut pfi 95 °C, 35 cyklu denatu-
race 1 minuta pfi 94 °C. Dal$im krokem pro-
cesu byla hybridizace primerti 1 minutu pfi
65 °C, extenze 1 min pfi 72 °C a findln{ extenze
po dobu 10 minut pti 72 °C. Piehled primert
je v tabulce 2.

Produkty PCR byly separovany elektrofore-
ticky na 2% agarézovém gelu. Gel byl barven
ethidium bromidem a mnozstvi PCR produk-
t bylo kvantifikovano prostfednictvim Kodak
Digital Science ID.

Ke statistickému hodnoceni dat byl pouzit
S.A.S. software release 8.2 (SAS Inc., Cary, NC,
USA). Souvislost mezi mirou exprese BCL-2,
BAX a poméru BCL-2/BAX a Klinickopatolo-
gickymi charakteristikami tumoru (hloubka
nadorové invaze, mira histologické diferenci-
ace, multiplicita a velikost nadoru) byla zkou-
mana prostfednictvim y-square testu nebo
Fischerova exaktniho testu. Kaplan-Meierova
metoda byla pouzita k vypoctu charakteristik
prezZiti a rozdily hodnoceny pomoci log-rank
testu. Multivariantni analyza preziti byla pro-
vedena prostfednictvim Coxova regresniho
modelu proporcionalnich rizik.

GAPDH | 5-AGATCCCTCCAAAATCAA-3”

5 -TGTGGTCATGAGTCCTTCCA-3"

BAX-1 5-GATGCGTCCACCAAGAAGC-3’

5" -TGAGCACTCCCGCCACAA -3”

BCL-2 5 CGACGACTTCTCCCGCCGLCTACCGE-37

5"-CGCATGCTGGGGCCGTACAGTTCC-37




Tab. 3. Vztah exprese genti a diferenciace nddoru
Table 3. Correlation of gene expression and tumor diffe-
rentiation

Hodnota p
BCL-2 0,17
BAX-1 0,447
BCL-2/BAX-1 0,0459

VYSLEDKY

Do studie bylo zafazeno 84 pacienti opero-
vanych v obdobi od ¢ervna 2003 do cCervence
2007. Z 84 nadorovych vzorkl byla exprese
BCL-2 prokazana v 80 ptipadech (95,2 %) a ex-
prese BAX-1v 72 ptipadech (85,7 %).

Pti posuzovani souvislosti mezi vysetfo-
vanymi parametry a sledovanymi klinickymi
prognostickymi faktory (T, G, multifokalita
a velikost tumoru) se jako statisticky vyznam-
nd ukdzala pouze souvislost mezi mirou ex-
prese BAX a mirou histologické diferenciace
tumoru (p = 0,0459).

Nebyl prokazany statisticky vyznamny
vztah mezi rizikem recidivy a mirou exprese
genu BAX (Log-Rank p = 0.,1824; Wilcoxon
p = 0,2647). Stejné tak se nepodatilo prokazat
vztah mezi expresi BCL-2, respektive pomé-
rem BCL-2/BAX a rizikem recidivy (Log-Rank
p 0.8754 a Wilcoxon p = 0.0294, resp. Log-
-Rank p = 0,2928, Wilcoxon p = 0,3309).

Pfi statistickém hodnoceni souboru pomoci
Coxova modelu proporciondlnich rizik ve vzta-
hu k recidivé onemocnéni nebyl prokdzan vztah
sledovanych parametrtt (BCL-2, BAX-1 a po-
mér BCL-2/BAX-1). Béhem sledovani doslo
ve zkoumaném souboru nemocnych k progresi
tumoru jen ve ¢tyfech ptipadech, proto nebyl
vztah gent a progrese analyzovan.

DISKUSE

BCL-2je protoonkongen lokalizovany na dlou-
hém raménku chromozomu 18 (18q21), ktery
koduje 26 kDa protein. Ma za tkol blokovat
apoptoézu, aniz by ovliviioval bunéénou pro-
liferaci. Prodluzuje prezivani bunky spousté-
nou genem p53, vede k zastaveni buné¢ného
cyklu v GO fézi, a tim k nahromadéni nadoro-
vych bunék a vzniku nddoru. Prognosticky vy-
znam BCL-2 u karcinomu mocového méchyte
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Graf 1. PreZiti bez recidivy nddoru u pacientd
s BAX-1 > 0,1 (Cervend kfivka) and BAX-1 < 0,1 (Cernd
krivka)

Graph 1. Recurence free survival of patients with
BAX-1>0,1 (Red line) and BAX-1 < 0,1 (black line)
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Graf 2. PreZiti bez recidivy nddoru u pacientt s BCL-2
> 0,4 (Cervend kfivka) and BCL-2 < 0,4 (Cernd kfivka)
Graph 2. Recurence free survival of patients BCL-2
> 0,4 (red line) and BCL-2 < 0,4 (black line)
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Graf 3. Pieziti bez recidivy nddoru u pacientd
s BCl-2/BAX-1 > 3,2 (Cervend kfivka) and BCL-2/BAX-1
< 3,2 (Cernd krivka)

Graph 3. Recurence free survival of patients
BCl-2/BAX-1 > 3,2 (red line) and BCL-2/BAX-1 < 3,2
(black line)

je kontroverzni. Podle nékterych studii byla
zaznamenana souvislost mezi nizkym grade
a hloubkou nadorové invaze a tedy s klinicky
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mén¢ agresivnim genotypem (7, 8). Podle ji-
nych naopak byla exprese zvy$ena u nadort
s vy$$im grade a vy$si hloubkou nadorové in-
vaze. Exprese BCL-2 by tak méla mit souvislost
s vy$si Cetnosti recidiv a progresi a zkracenym
prezivanim nemocnych (9-12).

Gen BAX je ¢len rodiny gentt BCL-2. Je
lokalizovan na 19. chromozomu, v oblasti
q13,3-13,4 (13). BAX jako inhibi¢ni homolog
BCL-2 je exprimovan v povrchovych vrstvach
urotelu. To muize vézt ke spekulaci, ze BCL-2
a BAX hraji kli¢ovou roli v obnové, proliferaci
a diferenciaci urotelu (14). Pomér mezi BCL-2,
jez inhibuje apoptozu a BAX, jez indukuje
apoptozu, urcuje potencidl progrese, proto by
mély byt tyto geny vysetfovany spole¢né (15).
Prognosticky vyznam BCL-2 i BAX-1 u KMM
je kontroverzni, a to nejen v pripadé zkoumani
exprese, ale i v pfipadé pouziti imunohistoche-
mie (16-17).

Podle nékterych je souvislost s vysokou mi-
rou histologické diferenciace tumoru (nizkym
nadorovym gradem) a hloubkou nadorové in-
vaze, a tedy s klinicky méné agresivnim geno-
typem (4), podle jinych naopak byla exprese
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