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Kratak sadrzaj

Uvod. Bcl-2 gen kodira onkoprotein, blokira programiranu Celijsku smrt- apoptozu i ima vaznu ulogu u
kolorektalnoj kancerogenezi. Cilj studije je ispitivanje ekspresije Bcl-2 u odnosu na stadijum bolesti, histoloske
karakteristike tumora, lokalizaciju i makroskopski oblik rasta.

Metode. Pacijenti su podijeljeni u tri grupe prema nivou ekspresije Bcl-2 u tumoru: grupa 0 - nije bilo éelija sa
pozitivnom imunohistohemijskom reakcijom; grupa 1 - do 20% pozitivnih Celija i grupa 2 - preko 20% pozitivnih
Celija. Grupe su uporedivane u odnosu na stadijum bolesti, T stadijum lokalne prosirenosti bolesti, histoloski tip
tumora, lokalizaciju i makroskopski oblik rasta.

Rezultati. Kod 58% pacijenata koji su se nalazili u II stadijumu bolesti nije bilo ekspresije Bcl-2. Veéi procenat
(61%) oboljelih sa metastazama (stadijum III i IV) su imali visok nivo ekspresije Bcl-2. Karcinomi polipoidnog
oblika rasta imaju veéu ekspresiju Bcl-2.

Zakljucak. Postoji statisticki znacajna razlika u ekspresiji Bcl-2 proteina kod pacijenata operativno lijeCenih u Il
i I1I stadijumu bolesti, stadijumu T3a/b i T3c/d lokalne uznapredovalosti bolesti i tumora polipoidnog u odnosu
na infiltrativni nalin rasta.
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Uvod

Kolorektalni karcinom je treéi najucestaliji
karcinom kod oba pola i drugi najceséi uzrok
smrtnosti od maligniteta u razvijenim zemljama
[1]. 0d svih malignih tumora kolona i rektuma
90% su adenokarcinomi [2]. Oni nastaju malignom
transformacijom epitelnih Celija sluznice debelog
crijeva. Rast tumora je rezultat nesklada izmedu
stepena diobe Celija i njihove programirane smrti -
apoptoze [3]. Apoptoza je oblik éelijske smrti u kome
dolazi do aktivacije endogenog genskog programa i
samouniStenja ostarjele, oSteene i genetski izmijenjene
Celije [4]. Bitnu ulogu u kontroli apoptoze ima Bcl-2
familija gena, koja je smjeStena na dugom kraku 18.
hromozoma. Spada u klasu velikih gena sa tri egzona
i kodira oko dvadeset proteina koji djeluju pro- i anti-
apoptotski [5]. Ovi proteini su homologi u jednom ili
sva Cetiri BH domena proteinskoglancaibalansirajuéi
medusobno odreduju opstanak ili eliminaciju Celije.
Familija proapoptotskih i antiapoptotskih proteina
prikazana je Semom 1.

Sema 1. Familija proapoptotskih i antiapoptotskih
proteina
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Bcl-2 antiapoptotski protein molekulske mase
25-kDa je zasti¢en u toku evolucije i prisutan je kod
brojnih nizih vrsta. Eksprimira se u progenitornim
elijama svih hematopoetskih linija, epitelnim
mati¢nim Celijama (crijevo i koZa), epitelu koji
odgovara na hormonske podraZaje (dojka, prostata,
Stitasta Zlijezda) i pojedinim postmitotskim tipovima
nervnih i krvnih {elija. U embrionalnom razvoju,
Bcl-2 genska ekspresija je rezervisana za nediferentne
maticneéelijeilelijeuranomstadijumudiferencijacije
ka mati¢nim Celijama za pojedina tkiva [6-8].

Bcl-2 gen reguliSe Celijski ciklus u fizioloskim
uslovima, hiperplasticnom i neoplasticnom tkivu.
Mutacija Bcl-2 gena registruje se u razli¢itim
neoplazmama, ukljuCujuéi limfome, karcinome i
sarkome.
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U epitelu debelog crijeva normalno se Bcl-2 gen
eksprimira u kompleksu Celija lokalizovanom u bazi
kripte. Njegovi anti-apoptotski proteinski produkti
Stite maticne Celije od eliminacije i uti¢u na program
diferencijacije. Terminalno diferentovani enterociti
gube ekspresiju Bcl-2 i pod uticajem pro-apoptotskih
pripadnika familije ulaze u program samounistenja.
Gradijent u ekspresiji Bcl-2 familije gena u bazi i vrhu
kripte bitan je za odrZavanje odgovarajuceg broja
kolonocita [3]. Mehanizam pokretanja apoptotskog
puta u Celiji prikazan je Semom broj 2.

Sema 2. Apoptotski putevi u Celiji
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Povecana ekspresija Bcl-2 gena se registruje u
fazi ranog adenoma uklju¢ujuéi i Aberantni kriptni
fokus. Aktivacijom c-myc gena u pocetnoj fazi
nastanka adenoma raste proliferativna aktivnost
Celija. Istovremeno zbog nedostatka nutritijenata,
konkurentnosti za faktore rasta i hipoksiju moze
biti aktiviran i/ili blokiran program unistenja Bcl-2
genom [9]. Poremecaj u programu eliminacije stvara
dugozivele Celije ¢ija kumulacija inicira nastanak
tumora i omoguéava njegovu ekspanziju. Tumorske
Celije sa defektom u mitohondrijalnoj propustljivosti
(gubitak Bax i Bcl-2 overekspresija) izbjegavaju
odgovor imunog sistema tokom tumorske progresije
i limitiraju efikasnost hemio- i zracne- terapije.
Neosjetljivost na apoptotske signale omoguéava
preZivljavanje tumorske Celije nakon odvajanja od
ekstracelularnog matriksa, opstanak u vaskulaturi
i stvaranje metastatskog depozita. Dakle, Bcl-2 gen
je multifunkcionalni protein Cija overekspresija kod
pojedinih maligniteta remeti Celijski ciklus stvarajuéi
dugozivele Celije, ¢ime raste rizik od sekundarnih
genetskih alteracija [10-12].

Danas, postoji posebno interesovanje za sve
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faktore uklju¢ene u programiranu Celijsku smrt, jer
predstavljaju potencijalnu metu u hemoprevenciji
i lijeCenju kolorektalnih karcinoma [13].  Postoje
pokusaji da se prekid u programiranoj eliminaciji
tumorskih Celija premosti preko malih sintetskih
molekula lijeka, koje oponasaju BH3 domen i koji
se vezuju za Bcl-2 antiapoptotski protein. Time se
poveéava nivo proapoptotskih homodimera u ¢eliji i
aktivacijom kaspaza maligna Celija uvodi u apoptozu
[14-17].

U dostupnoj literaturi ne postoje usaglaSeni
stavovi o prognosti¢kom znacaju i ulozi proteinskih
produkata Bcl-2 gena u kolorektalnom karcinomu.
U nekim radovima uolena je povelana ekspresija
antiapoptotskog proteina Bcl-2 gena u ranim fazama
razvoja kolorektalnog karcinoma [18].

Cilj istarzivanja je analiza ekspresije anti-
apoptotskog proteinaBcl-2 ukolorektalnomkarcinomu
u koleraciji sa stadijumom bolesti, patohistoloskim
karakteristikama tumora, anatomskom lokalizacijom
i makroskopskim oblikom rasta.

Metode rada

Studijom je obuhvaceno 90 bolesnika sa sporadi¢nim
oblikom kolorektalnog karcinoma kod kojih je izvrsena
radikalna hiruska intervencija na Odjeljenju hirurgije
Klinickogcentralsto¢noSarajevobolniceFoca.Pacijenti
nisu preoperativno primali hemio ili radioterapiju.
U studiju su ukljueni svi pacijenti bez obzira na
stadijum bolesti, pol ili starosnu dob. Reprezentativni
uzorci tumorskog tkiva, koji nisu pokazivali znakove
nekroze, su fiksirani u 10% formalinu i ukalupljeni
u parafinske blokove. Deparafinisani tkivni presjeci
debljine 3-5 um su bojeni hematoksilin-eozinom.
Patoanatomskom i patohistoloskom analizom su
odredeni: stadijum bolesti po TNM Kklasifikaciji,
histoloski tip kolorektalnog karcinoma, makroskopski
oblik rasta i lokalizacija kolorektalnog karcinoma.
Bolesnici su podijeljeni u tri grupe u skladu sa TNM
klasifikacijom: A grupa - bolesnici sa kolorektalnim
karcinomom u stadijumu 0 i I; B grupa - bolesnici u
II stadijumu tumorske bolesti i grupa C - bolesnici u
stadijumu bolesti II1 i IV.

Detekcija ekspresije Bcl-2 anti-apoptotskog proteina
vrsena je Strepatvidin- biotin peroksidaza tehnikom,
po standarnoj LSAB+ proceduri (DAKO). Na osnovu
stepena tumorskih ¢elija, koji su pokazivali pozitivnu
imunohistohemijsku reakciju sa Bcl-2 monoklonalnim
antitijelom, pacijenti su podijeljeni u sljedeée grupe:
grupa 0 - nije bilo pozitivne imunohistohemijske
reakcije u tumoru, grupa 1 - do 20 % tumorskih Celija
pokazuje pozitivnu imunohistohemijsku reakciju

(Slika 1) i grupa 2 - preko 20% tumorskih ¢elija pokazuje
pozitivnu imunohistohemijsku reakciju (Slika 2).

Slika 1. Bcl-2 pozitivnost do 20% Celija kolorektalnog
karcinoma, 400X

Slika 2. Bcl-2 pozitivnost u viSe od 20% Celija
kolorektalnog karcinoma, 400X
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Rezultati

Pozitivno citoplazmatsko bojenje Bcl-2 (grupe 1 i 2)
registrovana je kod 71 bolesnika (78,9%), dok kod 19
bolesnika (21,1%) nije bilo ekspresije ovog markera
(grupa 0). U grupi pacijenata koji su pokazivali
pozitivnu imunohistohemijsku reakciju Bcl-2 u
kolorektalnom karcinomu visok nivo ekspresije
(grupa 2) registrovan je kod 44 (49%) bolesnika, dok su
umjeren stepen ekspresije (grupa 1) imali 27 bolesnika
(30%). Ekspresija Bcl-2 u odnosu na broj bolesnika i
stadijume bolesti prikazane suu tabelama 1,21 3.



Tabela 1. Distribucija stepena ekspresije Bcl-2
u odnosu na broj bolesnika
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Tabela 4. Analiza ekspresije Bcl-2 u odnosu na pol i

anatomske karakteristike tumora

Bcl2-0 Bcl2-1 Bcl2-2
19 27 44

Tabela 2. Distribucija stepena ekspresije Bcl-2 uodnosu
na stadijum bolesti

Stadijum Bcl-2 0 Bcl-2 1 Bcl-2 2
1A 15 4 7
1B 3 12 3
111 1 21 32
v 0 0 2

Tabela 3. Distribucija stepena ekspresije Bcl-2 uodnosu
na T stadijum bolesti

T-stadijum Bcl-2 0 Bcl-2 1 Bcl-2 2
T2 2 0 1
T3a/b 15 4 1
T3c/d 1 20 31
T4 1 3 11

U II stadijumu bolesti kod 41% bolesnika nije
bilo ekspresije Bcl-2, 36,3% je imalo umjeren stepen
imunokoloracije tumora (grupa 1) i 22,7% bolesnika
je imalo visok stepen ekspresije Bcl-2 (grupa 2). Kod
bolesnika koji su se nalazili u 11 i IV stadijumu bolesti
kod 14,3% bolesnika nije bilo ekspresije, 37,5% je imalo
umjeren stepen ekspresije (grupa 1) i 60,7% visok nivo
ekspresije Bcl-2 (grupa 2). Postoji statisticki visoko
znacajna razlika (te=5,44, p=0,00000048; p<0,01) u
ekspresiji Bcl-2 kod bolesnika koji su se nalazili u 11 I1I
stadijumu bolesti.

Analiza stepena ekspresije Bcl-2 uodnosu nalokalnu
prosirenost bolesti T-stadijum pokazuje da kod veéine
pacijenata (67%) u T2 stadijumu nije bilo ekspresije
Bcl-2, dok je kod vedine pacijenata (73%) u T4 stadijumu
ta ekspresija bila visoka. Nema statisti¢ki znacajne
razlike u ekspresiji Bcl-2 u odnosu na T2 i T3 lokalni
stadijum bolesti (p=0,185; p>0,05). Postoji statisticki
znacajna razlika u ekspresiji Bcl-2 (p=0,00009; p<0,05)
unutar T3 stadijuma bolesti ( T3a/b i T3c¢/d).

Analiza ekspresije Bcl-2 u odnosu na pol, anatomsku
lokalizaciju, makroskopski oblik rasta tumora i
histoloski tip tumora je prikazan tabelom 4.

Ekspresija Bcl-2 u odnosu na pol pacijenata

. j .
VAR ve Sfednj a Varijansa
uzorka  vrijednost
Yene 46 1,615385 0,326154
muskarci 44 1,12 0,86
Stepen
1 2
slobode 88 bogs 98729
88 to 2,6329
T-empiri-
. 1,1363 0,05 P=0,3424
jsko (t) p~
Ekspresija Bcl-2 u odnosu na
anatomsku lokalizaciju tumora
1. j y
VAR ve S.Ij ednja Varijansa
uzorka vrijednost
proksimalni 24 1,492308 0,230769
distalni 66 1,363158 0,739687
T-embiri-
P 673063 P>0,05 P=0,091125
jsko (t)
Ekspresija Bcl-2 u odnosu na
makroskopski oblik rasta tumora
. j .
VAR ve S,Ijednj 2 Varijansa
uzorka vrijednost
infiltrativan 52 0,761176 0,617647
polipoidan 38 1, 885294 0,691176
T-embiri-
COMPHY 533526 0,01<P<0,05  P=0,0267853
jsko (t)
Ekspresija Bcl-2 u odnosu na histoloski tip tumora
VAR Vel S.Ijednj a Varijansa
uzorka vrijednost
e s 1,480769 0,56825
mucinozni
mucinozni 8 1,210526 0,657183
Templ ) 7115 P>0,05 P=0,107288
jsko (t)
Poredenju ekspresije Bcl-2 u odnosu na

makroskopski oblik rasta (p=0,026; 0,01<p<0,05)
zakljuCujemo da postoji statisticki znacajna razlika
u ekspresiji ovog proteina izmedu polipoidnog i
infiltrativnog rasta tumora. Polipoidni nacin rasta je
udruZen sa veom ekspresijom Bcl-2. Nema statisticki
znacajne razlike u ekspresiji Bcl-2 u odnosu na pol,
histoloski tip i lokalizaciju tumora u debelom crijevu.

Diskusija

Odredivanje ekspresije Bcl-2 onkoproteina moze imati
prognosticki znaéaj kod pojedinih tipova tumora [19-
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21]. Medutim, uloga i funkcija proteinskih pripadnika
Bcl-2 familije jo$ uvijek nije kompletno razjasnjena.
Pojedini  autori pretpostavljaju da pojaana
apoptoza usporava tumorski rast i da je time znak
dobre prognoze. Nasuprot tome, slaba apoptotska
aktivnost je znak loSe prognoze, jer stvara velu
tumorsku masu i omoguéava nastanak sekundarnih
genskih mutacija. Poveana Bel-2 genska ekspresija
je u nekim radovima u korelaciji sa nizom stopom
preZivljavanja kod neuroendokrinih tumora pluéa
(atipi¢nog karcinoida i krupnocelijskog karcinoma)
[22]. Veliki procenat sitnolelijskih neuroendokrinih
karcinoma pluca pokazuje visok nivo ekspresije Bel-2
proteina. Proteinski pripadnici Bel-2 familije se u
nekim radovima dovode u vezu sa neuroendokrinom
diferencijacijom i prognozom kod karcinoma plu¢a
[23,24].

Bcl- 2 ekspresija u sluznici debelog crijeva se nalazi
u bazi kripti u odjeljku umnozavanja Celija. Nije
primijeéena povecana ekspresija u kriptnom epitelu
izvan odjeljka mati¢nih Celija kod inflamatornih
stanja debelog crijeva. Poveéanu ekspresiju cijelom
osovinom kripte nalazimo kod adenoma i u sluznici u
okolini karcinoma. Sugerise se da alteracije u ekspresiji
Bcl-2 gena prethode razvoju morfoloski prepoznate
displazije.Progresijaadenomaukarcinommoze nastati
upravo u Celijama koje pokazuju poveéanu ekspresiju
Bel-2 proteina, jer su zasti¢ene od eliminacije [24].

Postoji odredeni broj studija o odnosu apoptoze
i njenom znacaju kod kolorektalnog karcinoma, od
kojih su neke medusobno kontradiktorne.

Neki autori navode da je Bel-2 overekspresija
udruZena sa veéim stadijumom bolesti i histoloskim
gradusom, S§to rezultuje mnogo agresivnijim
tumorskim ponasanjem [25].

Drugi navode da Bcl-2 pozitivni kolorektalni
karcinomi imaju mnogo bolji klini¢ki tok bolesti [26],
dok odredeni broj istrazivaca zakljucuje da ekspresija
Bel-2 proteina nema nikavu prognosticku vaznost kod
kolorektalnog karcinoma. Ipak, veéina autora tvrdi da
je pozitivno bojenje sa Bcl-2 u korelaciji sa poveéanim
rizikom od nastanka limfnih i udaljenih, posebno
jetrinih metastaza. Visoke vrijednosti Bcl-2 ekspresije
i odnosa Bcl-2/ Bax, u ovim radovima se dovode u vezu
sa mutiranim p53 fenotipom, koji se Cesto nalazi u
kolorektalnom karcinomu [27-29].

Krajewska i saradnici [30] navode da se Bel-2
overekspresija vezuje za duZe preZivljavanje oboljelih
od kolorektalnog karcinoma, dok je Bax ekspresija u
II stadijumu bolesti udruzena sa poveéanim rizikom
od lokalnog relapsa bolesti. Moguée objasnjenje
ovog neobi¢nog fenomena je da ekspresija Bcl-2
gena zaustavlja Celijski ciklus u G1 fazi i smanjuje
proliferativnu aktivnost tumorskih ¢elija. Drugo
objasnjenje je da se pripadnici Bel-2 familije konvertuju

iz protektora u promotore apoptoze u toku interakcije
sa drugim faktorima povezanim sa apoptozom [31].

Merritt Anita i njeni saradnici [32] su ispitivali
kolorektalne karcinome u Dukes C i D stadijumu sa
jetrinim metastazama. U njihovoj studiji je postojala
intenzivna koleracija Bcl-2 proteina u citoplazmi i
p53 u jedrima tumorskih Celija. Ekspresije Bel-2 i p53
je bila u pozitivnoj korelaciji sa stadijumom bolesti i
prisustvom metastaza u jetri.

Prema literaturnim podacima ekspresija Bcl-2
proteina u kolorektalnom karcinomu kreée se izmedu
45% i 78%. U ispitivanoj grupi, 70% karcinoma je
pokazivalo pozitivnu imunohistohemijsku reakciju.
Komparirajuéi ekspresiju Bc1-2 proteina u odnosu na
grupe bolesnika po stadijumima bolesti, nadena je
statisticki znacajna razlika u ekspresiji izmedu II i III
stadijumabolesti. UTIIi1V stadijumubolestisamojedan
ispitanik nije imao pozitivnu imunohistohemijsku
reakciju sa Bcl-2 antitijelom.

Postojala je pozitivna korelacija izmedu ekspresije
Bcl-2 i dubine infiltracije zida crijeva, odnosno lokalne
proSirenosti bolesti, $to je podudarno istraZivanju
Mnnea i saradnika [33]. Statistic¢ki znacajna razlika u
ekspresiji Bcl- 2 anti-apoptotskog proteina postoji kod
tumora sa infiltracijom ve¢om od 5 mm u perikoli¢no
masno tkivo uodnosu na tumore, koje infiltrisu tuniku
muskularis i u perikolno masno tkivo do 5 mm.

Bcl-2 ekspresija je bila statisti¢ki znacajno veca kod
karcinoma sa polipoidnim na¢inom rasta. Difuzna
ekspresija Bcl-2 antiapoptotskog proteina se prema
istraZivanjima Bosarija i saradnika [34] nalazi kod
hiperplasti¢nih polipa i adenoma. Prema ovima
autorima, poveéana ekspresija Bcl-2 antiapoptotskog
proteina je kljuna u ranoj fazi kolorektalne
kancerogeneze nastanka karcinoma iz adenoma.

Nije bilo povezanosti Bcl-2 ekspresije sa anatomskim
karakteristikama tumora (veli¢ina i lokalizacija)

i drugim histoloskim parametrima loSe prognoze
(histolo$ki, nuklearni gradus i histoloski tip tumora).

Zakljucak

Bcl-2 gen kodirajuéi proapoptotske i antiapoptotske
proteine nesumnjivo ima ulogu u kolorektalnoj
kancerogenezi, naroCito u pocetnom stadijumu
adenoma sa lakom displazijom. U naSoj studiji,
kolorektalni karcinomi koji nastaju iz polipoidnih
adenoma imaju statisti¢ki znacajno veéu ekspresiju
Bcl-2  antiapoptotskog proteina. Komparirajuéi
ekspresiju  Bcl-2  antiapoptotskog proteina sa
stadijumom bolesti, u ispitivanoj grupi postojala je
statisticki znalajna razlika u ekspresiji Bcl-2 kod
pacijenata operativno lijeCenih u II i III stadijumu
bolesti i stadijumu T3a/b i T3c/d. InhibiSuéi apoptozu
Bcl-2antiapoptotskiprotein promoviSestalantumorski



rast, utice na stadijum bolesti i preZivljavanje oboljelih
od kolorektalnog karcinoma. Velina istraZivaca se
slaze da ekspresija Bcl-2 antiapoptotskog proteina i
mutiranog p53 u kolorektalnom karcinomu izaziva
rezistenciju na antikancersku terapiju, ukljucujudi
5-fluorouracil. Visok stepen korelacije analiziranog
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Introduction. The Bcl-2 gene codes an oncoprotein, inhibits a programmed cell death or apoptosis and it plays
a very important role in colorectal cancerogenesis. The aim of our study is to determine Bcl-2 expression in
colorectal carcinomas in relation with the stage of disease, histology of tumor type, localization and macroscopic
growth pattern.

Methods. Immunohistochemichal detection of Bcl-2 protein expression was carried out on 90 resected colorectal
carcinomas. The patients were divided into three groups according to the degree of Bcl-2 expression in a tumor:
group 0 - there were no cells with positive immunohistochemical reaction; group I- up to 20 % of positive cells,
and group II- above 20% of positive cells. The groups were compared in relation to the stage of disease, T stage
of local spread of disease, histology of tumor type, localization and macroscopic growth pattern.

Results. 58% of patients at the second stage of disease had no expression of Bcl-2. Higher percentage (61%) of the
patients with metastases ( stages Il and 1V) had high level of Bcl-2 expression. Tumors with polipoid growth
pattern have higher level of Bcl-2 expression.

Conclusion. There is a statisticaly significant difference in Bcl-2 protein expression in patients surgically
treated at the Il and 111 stage of disease, stage T3a/b, T3c/d of local spread of disease and tumors whith polipoid
growth pattern in relation to infiltrative growth pattern.

Key words: colorectal carcinoma, apoptosis, Bcl-2, stage of disease.
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