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VYZNAM BCL-2 GENU PRI NADOROCH HLAVY A KRKU
A NADOROCH SLINNYCH ZLIAZ
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Karcinomy hlavy a krku charakterizuje lokalna agresivita tumoru, ¢asté rekurencie, regionalne a vzdialené metastazy a vyvoj
sekundarnej malignity. KIicom k tucinnej lie¢be je identifikacia jednotlivych krokov v onkogenéze pomocou molekularnych
markerov. Jednym z nich je bcl-2 gén, ktory vyznamnym sposobom zasahuje do apoptotickych dejov normalnych a nadorovych
buniek. Autori predkladaju literarny prehl'ad prac zaoberajucich sa bcl-2 génom u dlazdicovobunkovych karcinomov aerodiges-
tivneho traktu a nadorov slinnych zliaz. Bcl-2 gén povazuju za vyznamny marker zlej prognozy.
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IMPORTANCE OF BCL-2 GENE IN HEAD AND NECK TUMOURS AND SALIVARY GLAND TUMOURS

Head and neck carcinomas are notorious for their agressive growth, regional and distant metastasis, occurence of second-
ary malignancy and high incidence of reccurencies. Recently, treatment of these tumours can hardly be effective without
understanding of their biology, based on identification of particular oncogenetic steps using molecular markers. One of them,
the bcl-2 gene, regulates apoptotic events both in normal and tumour cells. The authors present literary review of clinical sig-
nificance of bcl-2 immunohistochemical expression - in head and neck salivary gland tumours. Authors consider bcl-2 expres-

sion for bad prognostic factor.
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Uvod

Sucasnym problémom karcinémov hlavy a krku je zla
prognoza u pokrocilych §tadii, kedy ani radikalna a Casto
mutilujica chirurgicka liecba s adjuvantnou radioterapiou
a klasickymi cytostatikami nie je schopna zabranit loko-
regionalnym recidivam a vzdialenému rozsevu tumoru.
Pozornost relevantnych onkologickych timov sa tak za-
meriava na zlepSenie kvality Zivota. Tato taktika spociva
v aplikacii zachovného protokolu, t.j. nahradenie funk¢éne
a kozmeticky zavaznych operaénych vykonov konzervativ-
nejSimi onkologickymi metodami. Idealom k presnej in-
dikacii zachovného protokolu je stanovenie individualne;j
citlivosti pomocou molekularnych markerov. To zaroven
otvara potencialne moznosti k cielenej biologickej lieCbe
spocivajucej v blokade jednotlivych krokov onkogenézy
determinovanej supresorickymi génmi a protoonkogén-
mi®?, V sucasnosti je u dlazdicovobunkovych karcinomov
horného aerodigestivneho traktu najlepSie preskiumany gén
pre receptor epidermalneho rastového faktoru (EGFR).
Jeho blokada monoklonalnou protilatkou (Cetuximab,
fi.nazov Erbitux) sa s roznou ucéinnostou vyuziva pri lo-
kalne pokrogilych a generalizovanych nadoroch. Dalsim
z intenzivne Studovanych génov vyznamnych pre vznik
a dalSie spravanie nadorov su gény regulujlice apoptotické
procesy ich buniek.

Termin apoptoza, doslovne znamenajuci ,,opadavanie
listov* prvykrat v biologii pouzili v r. 1972 Kerr, Willie
a Currie (Brit. J. Cancer 26:239). Ide o programovanu
smrt bunky, ktora sa liSi od iného zakladného mechaniz-
mu odumretia bunky, nekrozy. Ta je zZivelnym procesom,

nasledkom podsobenia vonkajSich biologickych, fyzikal-
nych ¢i chemickych §kodlivin, sprevadzanym zapalovou
reakciou. Deregulacia apoptézy vedie ku vzniku celej
rady patologickych stavov a mnohych tumorov. Evolu¢ne
rozoznavame 2 typy apoptozy, receptorovu a mitochondri-
alnu. Prva z nich, spustena viazbou tzv. death ligandov, sa
uplatnuje predovsetkym pri vyvoji lymfatického tkaniva.
Jej poruchy su spiaté so vznikom malignych lymfomov.
Mitochondrialna apoptdza, ktora sa vyvinula ako ochrana
pred replikacnymi defektami DNA, je iniciovana rupturou
membrany mitochondrii, ktoré obsahuju vel'ké mnozstvo
proapoptotickych molekul. Oba pévodne na sebe nezavislé
apoptotické pochody sa zbiehaju do spolo¢nej, uz ireverzi-
bilnej drahy. Na jej zaCiatku stoji aktivacia efektorovych
kaspaz a nasledne aj dalSich enzymov, ¢o vedie k degra-
dacii DNA a nasledne dalSich bunkovych Struktur, ktoré
su fagocytované. Apoptoticky proces vrcholiaci za 12 az
14 hodin smrtou bunky mozZe byt spusteny fyziologickymi
stimulmi (napr. v ramci udrZania tkanivovej homeostazy
alebo pocas embryonalneho vyvinu) a tiez réznymi vonkaj-
$imi aj vnutornymi faktormi, ako st ionizujuce Ziarenie, cy-
tostatika a iné (hypertermia, toxiny, steroidové hormoény,
cytokiny, NO, virusy). Antiapoptotické pochody chraniace
bunky pred odumretim su pri¢inou rezistencie nadorov na
radioterapiu a chemoterapiu. Su definované 4 skupiny gé-
nov regulujucich apoptozu - 1. gény s regulacnou funkciou,
t.j. bcl-2 skupina a p53, 2. gény s iniciaCnou funkciou, 3. gé-
ny ovplyvinujuce priebeh apoptozy a morfologiu a 4. gény
zodpovedné za fragmentaciu DNA.
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Skupina bcl-2 sa sklada z inhibitorov a promotorov apo-
ptozy, ktorych vzajomny pomer determinuje apoptoticky
potencial bunky. Do podskupiny promoétorov (proapopto-
tické proteiny), ktoré moézu posobit ako nadorové supresory
patria BAX, Bak, bcl-X(s), Bad, Bik, Bid. Medzi inhibitory
(antiapoptotické proteiny) radime bcl-2, bcl-X(L), Mcl-1,
Al, bcl-w. NajlepSie poznané a preskumané su bcl-2 a Bax
proteiny. Skupina bcl-2 je regulovana na réznych tirovniach
cytokinmi a dal§imi signalmi na prezitie. Antiapoptotické
gény pribuzné bcl-2 su potencialne onkogénne a niektoré
mutacie pravdepodobne nepriamo zvySuju ich expresiu.
Nezavisle od ulohy v apoptdze maju proteiny skupiny bcl-2
tieZ schopnost ovplyvinovat vstup buniek do bunkového
cyklu jeho zastavou v GO a G1 faze™.

Principom lieCby nadorov radiaciou a cytostatikami
je naruSenie DNA nadorovych buniek, ¢o je signalom na
zaCatie apoptozy. Determinantom senzitivity, resp. rezis-
tencie k tymto terapeutickym modalitam je apoptoticky
potencial tumoru. ZniZena expresia antiapoptotického
bcl-2 a zvySena tvorba proapoptotickych onkoproteinov
signalizuje citlivost nadorovej bunky k cytotoxickym efek-
tom chemoterapeutik. Pre schopnost bcl-2 blokovat apo-
ptoticku smrt bunky indukovanu protinadorovymi latkami
moZe sa tento povazovat za vyznamny v rozvoji liekovej
rezistencie®.,

Bcl-2 gén bol prvykrat identifikovany pri folikularnom
B-lymféme na translokaénom zlome medzi chromozoma-
mi 14 a 18. Uplatiuje sa pri vzniku a progresii celej rady
nadorov. Jeho protein je exprimovany v organizovanych
tkanivach, predovSetkym lymfoidnych, ale aj epitelialnych
a neepitelialnych. Bcl-2 je tu markerom dlhodobo prezi-
vajucich kmenovych buniek sluziacich na obnovu tkaniv.
Exprimuju ho aj niektoré bunky postmitotické - napr. ne-
urony®. V neustale sa obnovujucej sliznici GIT-u je bcl-2
pozitivita viazana na bunky bazalnej vrstvy. Ojedinele je
pritomna aj v okolitych proliferujucich bunkach, nikdy nie
je na povrchu epitelu®®. Expresia bcl-2 bola tiez potvrde-
na v bazalnych bunkach nosohltana a bronchov®®. Okrem
apoptotickej funkcie sa Spekuluje, Ze bcl-2 proto-onkogén
zasahuje aj do procesu bunkovej proliferacie a diferenci-
acie™. Najnovsie bola stanovena uloha bcl-2 ako koordi-
natora medzi endotelialnymi bunkami a bunkami tumoru
s vyznamom pre neovaskularizaciu.

Diskusia

Z praktického hladiska je bcl-2 vyznamny ako diferenci-
alno diagnosticky marker len pri folikularnom B-lymfome.
U solidnych nadorov sa aktivacia signalnej drahy bcl-2 génu
povazuje za vSeobecne nepriaznivy faktor ich biologického
spravania. Pri dlazdicovobunkovom karcinome hlavy a kr-
ku patri bcl-2 k najlepsie prestudovanym génom. Farnebo
dokazal na 39 rastovych populaciach buniek vplyv bcl-2 na
ICS (intrinsic cisplatin sensitivity). Bcl-2 oznacil za predik-
tor senzitivity SCCA hlavy a krku na cisplatinu®. Vysoka
expresia bcl-2 protoonkogénu v nadoroch vSeobecne a jeho
uloha vo vzniku rezistencie na chemoterapeutikami indu-
kovanua apoptdzu predurcuje bel-2 ako vhodny ciel cielenej

biologickej lieCby. Genasense (oblimersen sodium, G3139)
je oligonukleotid, ktory sa navidzuje na prvych 6 kodonov
Iudskej bcl-2 mRNA a znizuje tak expresiu bcl-2 proteinu
(gene-silencing strategy), ¢o napomaha apoptoze, otvara
novy smer Vv terapii nadorovych ochoreni®. Zaradujeme
ho medzi tzv. antisense oligonucleotides (ASOs). Pouzitie
oblimersenu v kombinacii s inymi chemoterapeutikami ma
dobru odpoved s dobrou toleranciou u mnohych typov ra-
koviny. Skusa sa v lieCbe hematologickych malignit (CLL,
myeloma multiplex) a maligneho melanému. V studii Lori-
ot hodnotil efektivnost kombinacie bcl-2 ODN a radiotera-
pie pri malobunkovom karcinome pluc. Ukazalo sa, Ze ra-
diacia zvysila intracelularnu a intratumoroznu penetraciu
oblimersenu, ¢o potvrdilo zavery predchadzajucich studii
pri karcinome prostaty. Oblimersen zvysil radiosenzitivitu
H69 buniek in vitro aj in vivo®®. Raab referoval o faze
I. klinickej Studie s pouzitim oblimersenu v kombinacii
s cisplatinou a 5-fluorouracilom pri lieCbe karcindému pa-
Zeraka a gastrického karcinomu, kde uvedenu kombinaciu
povazuje za moznu a tolerovatelnu. Racionalne vyuzitie
cielenej biologickej lieCby zavisi od uspesnej aplikacii
diagnostickych metdéd molekularnej biologie a vytvorenia
molekularneho profilu pacienta - vybrati pacienta, ktory
bude z tejto lieCby profitovat.

V skupine prac zameranych na dlazdicovobunkovy karci-
nom hlavy a krku bez $pecifikacie lokality Smilek analyzou
217 pacientov zistil, Ze pozitivita bcl-2 bola signifikantna
pre celkové prezivanie, nie vSak pre klinicku remisiu®?.
Overexpresia bcl-2 bola spojena so signifikantne horSou
prognoézou aj v roznorodej skupine véasnych (T1-2) tumo-
rov®.

U pacientov s karcinomom hrtana zistil Jackel (88 pa-
cientov)!” Statisticky vyznamnu koreldciu expresie bcl-2
s pokrocCilym nadorovym ochorenim (klinicko-patologic-
kymi charakteristikami). Georgiou (30 pacientov) urcil
bcl-2 za nezavisly prognosticky faktor zlej prognézy ocho-
renia a horsieho prezivania®. Jackel (88 pacientov) ozna-
Cil bcl-2 expresiu v univariate analyze za zly prognosticky
faktor skracujuci prezivanie. V multivariate analyze bola
jedinym negativnym prediktorom zlej prognozy koexpresia
Bcl-2 /p53U®. V porovnani s predchadzajucimi zisteniami
Ziadny prognosticky vyznam expresie bcl-2 nezistil Hir-
vikoski (172 pacientov s karcinomom hrtana)®® a ani
Lazaris (64 pacientov s karcinomom hrtana)®". Ojedinele
sa stretavame s kontroverznymi vysledkami, ako napr. zis-
tenie Georgiousa, kde zvySena expresia bcl-2 bola spojena
s lepSim S5-rocnym prezivanim (38 pacientov s karcino-
mom hrtana)'V.

U pacientov s dlazdicovobunkovym nadorom dutiny
ustnej oznacil Kummoona (24 pacientov) overexpresiu
bcl-2 za silny antiapoptoticky faktor, ktory zaprifinuje
rezistenciu na radioterapiu a chemoterapiu. NasSiel tiez
korelaciu s gradingom®”. Zhang (110 pacientov) zistil Sta-
tisticky lepSie prezivanie pri pomere expresie bcl-2/bax me-
nej alebo rovné 1 a povazuje ho za nezavisly prognosticky
faktor®®. Loro zistoval, ¢i nie je nedostatok bcl-2 onkopro-
teinu pri progredujucom dlaZzdicovobunkovom karcinome
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dutiny ustnej (28 pacientov) nasledok genetickych mutacii.
Ked'Ze mutacie nenasli, domnievaju sa, Ze ide o zmeny na
urovni transkripcie s naslednym poklesom produkcie bcl-2
proteinu®?. Lo Muzio oznacil bcl-2 overexpresiu za véas-
ny prediktor agresivneho spravania sa karcinomu spodiny
ustnej (66 pacientov)??.

Bcl-2 gén sa skumal aj u patomorfologicky a biologicky
vel'mi pestrych adenomov a karcinomov slinnych zliaz. Teo-
reticky je mozné v ich onkogenéze predpokladat ulohu
mnohych dnes znamych supresorickych génov a protoon-
kogénov, viac ¢i menej Specifickych pre dany typ nadoru.
V Tudskom nenadorovom tkanive slinnych Zliaz exprimuju
bcl-2 bazalne bunky Zihanych a exkretorickych vyvodov,
nie v8ak bunky acindrne a myoepitelialne®>”. Pammer®?
naSiel ojedinelu expresiu aj v bunkach luminalnych. Bcl-2
pozitivita uvedenych elementov ich identifikuje ako rezerv-
né elementy sluziace na obnovu tkaniv, a teda aj ako poten-
cialne nadorové origo. V §tudii Al-RawihoV bola pozitivna
imunoreakcia zaznamenana u vSetkych 12 testovanych kar-
cinomov 4 roznych histopatologickych typov. Pocet bcl-2
pozitivnych buniek pritom javil zavislost na histologickom
gradingu tumoru. V inej §tudii Cruz-Pereza® zahrnujuce;j
26 salivarnych karcinomov u deti a adolescentov exprimo-
valo bcl-2 12 zo 17 hodnotenych tumorov. Jeho vyznam pre
prezitie ¢i vznik recidivy nebol preukazany. Naopak, Yin©®”
uvadza, Ze expresia tohto antiapoptotického onkoproteinu
je prognostickym faktorom pri mukoepidermoidnom kar-
cindome malych slinnych zZliaz. Nagao®® porovnal bcl-2
imunoexpresiu 9 bazocelularnych adenémov a 11 analo-
gickych karcinomov. VSetky benigne nadory vykazovali
silnu reakciu, kym v druhej skupine boli 3 uplne negativne.
Carlifante® v studii 21 adenoidno cystickych karcinomov
zistila, Ze 19 z nich vykazovalo sucasne p53 a bcl-2 imuno-
reakciu. Tato kopozitivita nemala vztah k histologickému
gradingu, klinickému S$tadiu, vzniku lokalnych recidiv,
metastazovaniu a prezitiu. Vyznam oboch onkogénov tak
vidi autorka v ich ucasti na inicialnych stadiach tohto typu
tumoru. To potvrdzuje aj praca Soiniho®®, v ktorého zo-
stave vykazovalo bcl-2 pozitivitu 16 z 25 karcinomov. S vy-
nimkou adenoidnocystického karcinomu v§ak bola reakcia
u vac¢siny tumorov slaba. Autor tak vyvodzuje, Ze bunky sa-
livarnych karcindémov podliehaju CastejSie bcl-2 riadenym
apoptotickym pochodom. Sunardhi-Widyaputra pri stadiu
5 karcinomov v pleomorfnom adenéme naSiel vyraznu
bcl-2 pozitivitu v ich malignom komponente®?. Yanez®®
vySetril 4 adenoidnocystické karcinomy a 3 mukoepider-
moidné karcinomy. Bcl-2 bol exprimovany vo vsetkych, ¢o
naznacuje jeho vyznam pre bioldgiu tychto nadorov. V ade-
noidnocystickych karcinomoch bol bcl-2 gén exprimovany
v myoepitelialnych bunkach a v mukoepidermoidnych
karcinomoch iba v epidermoidnych oblastiach.

Okrem karcinémov boli na bcl-2 pozitivitu testované
aj benigne nadory slinnych zliaz. Hlavnym tucelom bolo ur-
Cenie potencialnej ulohy expresie tohto onkoproteinu v his-
topatologickej diferencialnej diagnoze, pri pleomorfnom
adendéme potom objasnenie jeho onkogenézy a moznosti
predpovede recidiv. Soini®® uvadza, zZe relativny pocet

apoptotickych (TUNEL+) buniek bol pri Warthinovom
tumore a pleomorfnom adenome nizsi a bcl-2 pozitivita
vysSia ako pri karcinomoch. V uz citovanej §tudii Cruz Pe-
rez® uvadza silnd, az strednu bcl-2 pozitivitu u 87,5%
pleomorfnych adenomov. Nepreukazal vSak jej vztah
k naslednym recidivam. Yanez®® zistil 100% expresiu
pri pleomorfnom adenome, lokalizovana do jeho tubulo-
-duktalnych Struktur, menej do trabekularnych a solidnych
oblasti. Velmi vysoku, az 94,3% bcl-2 pozitivitu udava
aj Aoki®. Najvacsiu imunoreaktivitu preukazali bazalne
bunky tubulo-duktalnych Struktur, bunky abluminalne
boli negativne. Bunky solidnych a myxochondroidnych
oblasti reagovali len sporadicky. Rovnaku distribuciu bcl-2
pozitivnych buniek v tomto type najbeznejSieho salivar-
neho adendému udava aj Pammer®?. Pritomnost bcl-2 on-
koproteinu ich identifikuje ako nediferencované, apoptoze
nepodliehajuce kmenové elementy¥. Tomu zodpovedaju
aj vysledky studie Debiec-Rychterovej”, ktora zistila, ze
bcl-2 pozitivne elementy pleomorfného adenomu vykazuju
sucasne aj silnu expresiu PLAG1 génu, ktory je zodpoved-
ny za iniciaciu tohto tumoru. Bcl-2 imunohistochemicky
profil buniek pleomorfného adenému tak potvrdzuje jeho
onkogenézu postulovani Dardickom. Rast tohto nadoru
vychadza z kmenovych buniek, nachadzajucich sa na
periférii tubulo-duktalnych Struktar. Abluminalne bunky
podliehaju epitelialnej diferenciacii, Co sa prejavi stratou
bcl-2 imunoreakcie. Sporadicky vyskyt izolovanych ¢i do
nepravidelnych skupin usporiadanych bcl-2 pozitivnych
kmenovych buniek v solidnych a myxoidnych oblastiach
je dany chaotickou nadorovou proliferaciou z nich vycha-
dzajucich bunkovych bcl-2 negativnych populacii. Tie pod-
liehaju aberantnej morfologickej diferenciacii, smerujuce;j
od epitelialnych k mezenchymalnym charakteristikam
za tvorby extracelularnych hmot. Zaujimavé je zistenie
autorov®®, ktori nasli nadbytok bcl-2 pozitivnych buniek
v primarnom tumore, ktory recidivoval, a to v jeho peri-
férnej Casti a v kapsule. To by mohlo mat kauzalny vztah
k recidive pleomorfného adenomu (perzistujuce zvysky
tumoru su chranené pred apoptozou)©®.

Zaver

Vyznam apoptozy v kancerogenéze je nesporny. Apo-
ptoticky potencial bunky v konkrétnom nadore urcuje bio-
logické spravanie nadoru, ovplyviuje chemosenzitivitu,
radiosenzitiviu a prognozu nadorového ochorenia. Antia-
poptoticky protein bcl-2 patri k najlepSie preskumanym
molekulam pri nadoroch hlavy a krku. VSeobecne je jeho
pritomnost v nadore prediktorom negativneho biologické-
ho spravania sa nadoru, aj ked existuju aj kontroverzné
studie. Perspektivne ma vyznam vytvorenie biologického
profilu konkrétneho nadoru s naslednym stanovanim lie-
Cebnej stratégie na mieru. Biologicka lieCba cielena na bcl-2
gén otvara nové perspektivy s prvymi vysledkami.
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