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SAZETAK

Uvod: B-hronicna limfocitna leukemija je progresivna
maligna bolest koju karakterisSe nakupljanje morfoloski
zrelih, ali imunoloski nekompetentnih limfocita u kostnoj
srZi, limfnim Zlezdama, slezini i drugim organima.

Cilj: Cilj istraZivanja bio je odredivanje spontane i
indukovane apoptoze maligno izmenjenih limfocita in vitro.

Materijali i metode: Limfociti periferne krvi svih
ispitanika dobijani su kori§¢enjem gustinskog gradijenta
(Lymphoprep) i metodom izdvajanja monocita iz
populacije mononukleara lepljenjem za plastiku u
plasticnim Petri Soljama. Spontana apoptoza limfocita
odredivana je neposredno posle izdvajanja limfocita (0. sat),
kao i posle inkubacije u trajanju od 24 sata i to primenom
fluorescentne mikroskopije uz koriscenje boje etidijum-
bromid - akridinoranz. Indukovana apoptoza limfocita
odredivana je in vitro primenom metode MTT-a i to posle
inkubacije u trajanju od 24 sata u prisustvu razlicitih kon-
centracija cikloheksimida, hlorambucila i deksametazona.

Rezultati: Istrazivanje je pokazalo da je spontana
apoptoza limfocita veéa kod bolesnika obolelih od B-
hronicne limfocitne leukemije nego u kontrolnoj grupi i to
kako neposredno po izolaciji limfocita, tako i posle
inkubacije limfocita u trajanju od 24 sata. Indukovana
apoptoza limfocita najveca je u grupi obolelih od B-hronicne
limfocitne leukemije B i C stadijuma bolesti, manja u grupi
obolelih od hronicne limfocitne leukemije A stadijuma
bolesti klasifikovane po Binet-u, a najmanja u kontrolnoj
grupi.

Zakljucak: Limfociti bolesnika obolelih od B-HLL-a su
podlozniji spontanoj i indukovanoj apoptozi nego limfociti
zdravih ispitanika in vitro. Progresija bolesti pradena je
poveéanjem procenta apoptoticnih limfocita posle
inkubacije od 24 sata u prisustvu razli¢itih koncentracija
cikloheksimida, hlorambucila i deksametazona.

Kljuéne reci: hronicna limfocita leukemija, apoptoza

ABSTRACT

Introduction: B-cell chronic lymphocytic leukemia (B-
CLL) is a progressive malignant disease characterized by
proliferation and accumulation of the immune incompetent
lymphocyte clones within the bone marrow, lymph nodes,
spleen as well as within other organs. Aim: The aim of this
research was to determine spontaneous and induced
apoptosis of the malignant peripheral blood lymphocytes.

Materials and methods:
lymphocytes were isolated from patients and healthy

The peripheral blood

volunteers by using the density gradient (Lymphoprep) and
method for extracting monocytes from the mononuclear cells
with fixation to the surface of the plastic Petri s dishes.
Spontaneous lymphocyte apoptosis was determined
immediately after lymphocyte isolation as well as after 24 -
hour incubation by using the fluorescent microscopy and
acridine orange/ethidium bromide double staining. Induced
apoptosis was determined after 24 hours of incubation in the
presence of different concentrations of cycloheximide,
chlorambucil and dexamethazone by using the MTT assay.

Results: Spontaneous lymphocyte apoptosis is higher in
B-chronic lymphocytic leukemia patients than in the control
group right after the isolation of lymphocytes as well as after
24 - hour cultivation in vitro. Induced apoptosis of the
peripheral blood lymphocytes is highest in the patients with
advanced disease, lower in the patients with earlier stage of
B-CLL and lowest in the healthy individuals.

Conclusions: In vitro B-chronic lymphocytic leukemia
lymphocytes are more susceptible to spontaneous and
induced apoptosis than the control group lymphocytes.
Induced apoptosis of the peripheral blood lymphocytes
increases with the progression of the disease.

Key words: B-cell chronic lymphocytic leukemia,
apoptosis
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UVOD

Hroni¢na limfocitna leukemija (HLL) je maligna
bolest hematopoeznog tkiva koja  nastaje
proliferacijom i akumulacijom klona malih, naizgled
zrelih, imunolo8ki nekompetentnih limfocita u kostnoj
srzi, limfnim nodusima, slezini i drugim organima.
HLL je u viSe od 95% porekla B limfocita, dok je T-
HLL veoma retka forma bolesti i javlja se u 2-5%
slucajeva (1). To je najces¢i oblik leukemije u zapadnoj
civilizaciji i ¢ini negde oko 25-30% svih leukemija.
Obicno se bolest javlja izmedu 60. i 80. godine Zivota. I
pored velikog napretka u razumevanju genetike i
biologije same bolesti, kao i1 novih terapijskih
modaliteta, B-HLL je jo$ uvek neizleciva bolest (2, 3).
Klinicki tok je veoma heterogen i nepredvidiv
varirajué¢i izmedu veoma agresivne bolesti sa
prosecnim preZivljavanjem manjim od dve godine i, na
drugoj strani, sporoprogredirajuée bolesti koja traje i
viSe od 20 godina (4).

Etiopatogeneza bolesti jo$ uvek nije rasvetljena. U
B-HLL postoji progresivna akumulacija leukemijskih
¢elija koja ne nastaje samo zbog poveclane
proliferacije, nego zbog produzenog zivota limfocita.
Smatra se da je produzen zivotni vek limfocita
posledica iregularne apoptoze za koju je
najodgovornija povecana ekspresija pojedinih
protoonkogena. U viSe od 85% limfocita nadene su
visoke koncentracije bcl-2 proteina koji je produkt bcl-
2 gena i to bez rearanZmana gena. Ova pojava bi,
eventualno, mogla da se objasni postojanjem nekih
drugih mehanizama pored rearanZmana gena, kao §to
su hipometilacija DNK (5), koja povecava nivo bcl-2
proteina u B-HLL limfocitima. Bcl-2 protein ima
antiapoptoti¢nu ulogu i mogao bi da bude vazan u
patogenezi B-HLL-a, ali nije i jedini koji se dovodi u
vezu sa nastankom B-HLL-a. Naime, protoonkogeni
bcl-1, bel-3 i bel-6 takode se ¢esto okrivljuju da imaju
ulogu u patogenezi B-HLL-a. Kod pojedinih bolesnika
postoji translokacija 11:14 kojom se dovode u
neposredni kontakt protoonkogen bcl-1 i gen za teski
lanac imunoglobulina, dok se u oko 10% bolesnika
srece translokacija 14:19, kojom je bcl-3 protoonkogen
u neposrednom kontaktu sa genom za teSke lance
imunoglobulina (6). Osim toga, uloga alteracije tumor
supresorkih gena u patogenezi B-HLL-a jo§ uvek nije
potpuno rasvetljena. Kakva je uloga inaktivacije tumor
supresorskih gena p53 i ataksia-teleangiektazija gena u
patogenezi B-HLL-a jo§ se pouzdano ne zna, ali je
poznato da su ove genetske alteracije vazni
prognosticki faktori - bolesnici sa ovim alteracijama
poseduju progresivniji tok bolesti i vecu rezistenciju na
primenjenu terapiju (7, 8, 9).

Apoptoza, drukéije nazvana i programirana éelijska
smrt, suStinski predstavlja kontrolisanu razgradnju

¢elija. Postoji puno nacina za umiranje, ali se, u osnovi,
sve smrti mogu podvesti pod dva osnovna tipa: nekroza
i apoptoza. Apoptoza je fizioloski proces kojim se
umiruéa celija odvaja od susednih celija gubedi
specijalizovane membranske strukture kao §to su
mikrovili i dezmozomi. Ba§ na tim mestima nastaje
pupljenje Celijske membrane sa formiranjem vezikula.
Istovremeno postoje inverzija intaktne membrane,
izlaganje fosfatidil-serina na spolja$njoj strani
citoplazmatske membrane, ireverzibilna kondenzacija
citosola i organela, kondenzacija hromatina,
fragmentacija nukleusa i degradacija DNK (10, 11, 12).
Tako drasti¢ne, ove promene odigravaju se na nivou
¢elije, a ne na nivou tkiva, te ne dolazi do oslobadanja
potencijalno Stetnog intracelularnog sadrZaja pa
monocit/makrofagne ¢elije mogu da prepoznaju ovako
izmenjene Celije, da ih fagocituju i na bezbedan nacin
uklone. U procesu apoptoze mogu ucestvovati brojni
signalni putevi. U osnovi, bez obzira na pocetni
stimulus, postoje dva mehanizma indukcije apoptoze:
pozitivna indukcija nakon vezivanja liganda za
membranske aporeceptore i negativna indukcija zbog
prestanka supresije (13). Oba puta aktiviraju cistein
proteaze (kaspaze) odgovorne za kontrolisanu
razgradnju Celjje.

Poznato je da vecina neoplasti¢nih B-HLL limfocita
pokazuje duzi zivot in vivo. Iako se ta¢an mehanizam
ove pojave ne zna, kao moguci faktori rasta okrivljuju
se interleukin-4 (14, 15), interleukin-6 (16),
interleukin-8 (16) and interferons o and y (17, 18) ali se
ni uloga oksidativnog stresa ne odbacuje (19).

CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja su: da se odredi spontana
apoptoza limfocita periferne krvi bolesnika obolelih od
B-HLL-a, neposredno po izolaciji Celija i posle
inkubacije u trajanju od 24 sata, da se odredi apoptoza
limfocita indukovana razli¢itim koncntracijama
cikloheksimida, hlorambucila i deksametazona i da se
ispita povezanost apoptoze i stadijuma bolesti.

BOLESNICI I METODE
Ispitivana populacija

Istrazivanje predstavlja komparativnu klini¢ko-
eksperimentalnu studiju koju je odobrio Eticki komitet
KC Kragujevac. Postujudi nacela HelsinSke deklaracije,
pre ukljucenja u studiju, svaki ispitanik je dao pisani
pristanak. U studiju je bilo uklju¢eno ukupno 50
bolesnika obolelih od B-hroni¢ne limfocitne leukemije
kojima je dijagnoza utvrdena na osnovu Kklinickih,
laboratorijskih i imunofenotipskih parametara
definisanih po preporukama National Cancer Institute
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(NCI) - Working Group (20). Bolesnici su razvrstani u
stadijume A, B i C u skladu sa Binet-ovom
klasifikacijom (21). Ispitanici eksperimentalne grupe
su bili podeljeni u dve osnovne grupe:

A. Trideset bolesnika obolelih od B-HLL-a koji su
se nalazili u A stadijumu bolesti klasifikovane po
Binet-u (16 muskarca i 14 Zena prosecne starosti 68,7
godina).

B. Dvadeset bolesnika obolelih od B-HLL-a koji su
se nalazili u stadijumima B i C bolesti klasifikovane po
Binet-u (12 muskaraca i 8 Zena prosecne starosti 64,6
godina).

Vecina bolesnika obolelih od B-HLL-a bili su
novodijagnostikovani bolesnici, a oni kojima je
dijagnoza ranije postavljena nisu primali nikakvu
antileukemijsku terapiju najmanje 6 meseci pre ulaska
u studiju.

Kontrolnu grupu sacinjavalo je 30 zdravih
ispitanika slicne polne i starosne strukture (16
muskaraca i 14 Zena prosecne starosti 65,3 godine).

U istraZivanje nisu bili ukljuceni ispitanici koji su
imali pozitivan biohumoralni sindrom zapaljenja
(povisene vrednosti sedimentacije eritrocita,
fibrinogena i C-reaktivnog proteina), oni koji boluju od
bolesti ili stanja koji bi mogli da utiCu na rezultate
istrazivanja, (kardiovaskularne bolesti, metabolicki
poremecaji, neuroloske bolesti i dr), kao i oni koji
imaju pozitivnu anamnezu o koriS§¢enju medikamenata
(ciklosporin A, kortikosteroidi idr.) koji mogu da
menjaju vrednosti ispitivanih parametara.

Metode

Celije koriiéene u ovom radu izolovane su iz
periferne krvi bolesnika obolelih od B-hroni¢ne
limfocitne leukemije i zdravih ispitanika na osnovu
razli¢itih gustinskih svojstava i sposobnosti athezije
monocita na staklo ili plastiku.

Izdvajanje mononuklearnih éelija

Mononuklearni leukociti dobijani su iz venske krvi,
prema Siroko koriS¢enoj metodi Boyum-a (22, 23).
Uzimano je 10 ml krvi u heparinizovane plasti¢ne
brizgalice (50 ij. heparina po 1ml krvi). Krv je preneta
u epruvete (12ml) i centrifugirana 10 minuta brzinom
400 g na sobnoj temperaturi (Yanetzci T23). Plazma i
sloj leukocita, iznad staloZenih eritrocita, Pasterovom
pipetom preneti su na limfoprep (Lymphoprep,
Nicomed Pharma AS, Oslo, Norway) i centrifugirani
20 minuta brzinom 800 g na sobnoj temperaturi.

Paster-ovom pipetom pokupljeni mononuklearni
leukociti (izdvojeni u sloju na granici plazme i
limfoprepa), suspendovani su u medijumu Haemacel-u
(Haemacel, Jugoremedija, Zrenjanin), kome je dodato

200 ij./ml penicilina (Jugocillin, Galenika, Zemun) i
200 mg/ml streptomicina (Streptomycin, Galenika,
Zemun). Celije su prane tri puta po 5 minuta
centrifugiranjem u istom medijumu brzinom 400 g na
sobnoj temperaturi. Celijski talog je suspendovan u
medijumu i u suspenziji je odredivana njihova
vijabilnost i kontaminacija polimorfonuklearnim
leukocitima.

Izdvajanje limfocita

Monociti su izolovani iz mononuklearne éelijske
suspenzije, dobijene na ve¢ opisani nacin, zahvaljujuéi
sposobnosti monocit/makrofaga da atheriraju na staklo
ili plastiku po metodi Kennedy i Reynolds-a (24).
Suspenzija mononuklearnih leukocita centrifugirana je
10 minuta brzinom 400 g na sobnoj temperaturi.
Celijski talog je resuspendovan u 5Sml medijuma RPMI
1640 (Sigma, Germany), kome je dodato 200 ij./ml
penicilina, 200 mg/ml streptomicina i 0.05ml/ml
fetalnog teleeg seruma (Heat-inactivated Foetal
Bovine Serum - FBS, Sigma, Germany), a zatim Paster-
ovom pipetom prenet u Petri-jevu $olju (78.5¢cm? Petri
disches, Miles Laboratories, Neperville), prethodno
oblozenu FBS-om. Inkubacija je trajala 1 sat na 37°C
u vlaznoj atmosferi sa 5% COs. Po zavrSenoj inkubaciji
sadrzaj Petri Solje (neadherisale Celije-limfociti) je
odliven i u suspenziji limfocita je odredivan njihov broj
i vijabilnost, kao i kontaminacija monocit /
makrofagnim ¢elijama.

Apoptoza limfocita

Posle izdvajanja limfocita periferne krvi odredivana
je njihova spontana i indukovana apoptoza.

Spontana apoptoza

Spontana apoptoza limfocita odredivana je ex vivo
tj. odmah po njihovoj izolaciji (tzv. 0. sat) i posle
kultivacije in vitro, u trajanju od 24 sata, u medijumu
RPMI 1640 (Sigma, Germany), kome je dodato 200
ij./ml penicilina, 200 mg/ml streptomicina i 0.05 ml/ml
fetalnog teleCeg seruma (Heat-inactivated Foetal
Bovine Serum-FBS, Sigma, Germany), na temperaturi
379C i uz prisustvo 5% CO,. Za odredivanje spontane
apoptoze kori§¢ena je modifikovana metoda Baskica i
saradnika (25), uz dvostruko bojenje limfocita akridin-
oranz/etidijum bromidom uz primenu fluorescentne
mikroskopije. Naime, akridin-oranz preuzimaju i zive i
nezive Celije, uz emitovanje zelene fluorescencije, dok
etidijum-bromid preuzimaju samo mrtve celije uz
emitovanje crvene fluorescencije. Uzimano je po 1 pl
boje (100 pg/ml akridin-oranz i 100 pg/ml etidijum
bromida u destilovanoj vodi) i 9 ul suspenzije limfocita
gustine 0,5x10%ml. Suspenzija je odmah posmatrana
na fluorescentnom mikroskopu (Polywar, Reinchard
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Jung) na uvelicanju 400x i u svakom uzorku delija
prebrojavano je bar po 300 éelija.

Indukovana apoptoza

Indukovana apoptoza limfocita periferne krvi
odredivana je in vitro, posle kultivacije u trajanju od 24
sata na temperaturi 37°C i uz prisustvo 5% CO», u
medijumu RPMI 1640 (Sigma, Germany), kome je
dodato 200 ij/ml penicilina, 200 mg/ml streptomicina i
0.05 ml/ml fetalnog teleCeg seruma (Heat-inactivated
Foetal Bovine Serum-FBS, Sigma, Germany) uz
dodatak razli¢itih koncentracija cikloheksimida
(Cycloheximide, Sigma Aldrich, Steinheim, Germany),

hlorambucila  (Chlorambucil, Sigma  Aldrich,
Steinheim, Germany) i deksametazona
(Dexamethasone, Sigma  Aldrich, Steinheim,

Germany). Indukovana apoptoza odredivana je
metodom Janjica i saradnika (26), uz koris¢enje 3,4,5-
dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazolium bromida - MTT
test citotoksi¢nosti.

MTT test citotoksicnosti

Test se izvodi u mikrotitar plocama (MTP) sa
ravnim dnom. Svaki uzorak, bilo ispitivane, bilo
kontrolne grupe, je raden u triplikatu.

Test se izvodi u finalnoj zapremini od 200 pl.
Neophodno je napraviti suspenziju limfocita tako da
njihova koncentracija bude 4x10%ml jer se u svaki
bunarci¢ dodaje po 100 ul celija i 100 pl razlicitih
koncentracija cikloheksimida (200 pg/ml, 100 pg/ml, 50
pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml), hlorambucila
(100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml,
3,125 ug/ml i 1,56 pg/ml) i deksametazona (10°M, 10”7
M, 108 M, 10° M, 101 M, 10''! M). Zbog efekta
razblaZenja postignuta je finalna koncentracija éelija u
svakom bunaréetu od 2 x 10%/ml. Po zavrSetku
inkubacije lagano se odlije medijum iz svakog
bunarceta i odmah sipa po 100 pl radnog rastvora
MTT-a. Inace, Stok MTT je koncentracije 5 mg/ml
PBS-a, ¢uva se na + 4°C, uvijen u foliju, dok se za
izvodenje testa koristi radni rastvor koji se dobija iz
Stoka MTT-a i to razblaZivanjem u odnosu 1:10 u
RPMI/10%FCS. Neophodno je radni rastvor zagrejati
na temperaturu 37°C. Inkubacija traje 4 sata na
temperaturi 37°C i uz prisustvo 5% CO,.

Po zavrSetku inkubacije odlije se sav MTT i doda
150 pl ¢istog DMSO. Reakciona smesa stoji 30 minuta
na sobnoj temperaturi uz mesanje na Sejkeru (low
speed).

Opticka gustina (OD) se ¢ita na sobnoj temperaturi
na 550 nm (Multiplate Reader 230S, Organon) uz
primenu opsteg pravila: Sto viSe zZivih Celija jac¢a boja i
veca OD i obrnuto.

Statisticka analiza

Statisticka obrada rezultata izvrSena je pomocu
komercijalnog programskog paketa SPSS (verzija 11.0,
SPSS Inc., Chicago, IL). Normalnost raspodele
podataka evaluirana je Kolmogorov-Smirnov-im
testom, Student-ovim t-testom, a zatim je retestirana
Hi-kvadrat testom. Studentov t-test je korisen za
parametre sa normalnom distribucijom podataka, a
Mann-Whitney U-test i Kruskal-Wallis-ov test
kori$éeni su za komparaciju izmedu dve ili viSe grupa
neparametrijskih podataka. P - vrednosti <0.05 su
smatrane statisticki znacajnim.

REZULTATI

Istrazivanje je pokazalo da je spontana apoptoza
limfocita neposredno posle izolacije (0.sat) veca u
grupi bolesnika obolelih od B-HLL-a nego u
kontrolnoj grupi (A stadijum vs kontrolna grupa, 0.79
+ 0.74% vs 0.53 + 0.18%, B+C stadijumi vs kontrolna
grupa, 1.25 + 0.71% vs 0.53 + 0.18%), mada
statistickom analizom nije detektovana i znacajna
razlika (p=0.198) u procentu apoptoti¢nih celija medu
testiranim grupama (slika 1.). Ocigledno je i da je
procenat apoptoti¢nih limfocita odmah po njihovoj

Spontana apoptoza

1211 A
< i
2101
Q i
EERY
= LA
§ 35 6 | "
=g 4
& 24
& |am== el | P
kontrola A stadijum B+C stadijum
O 0.sat 0,53 0,78 1,25
O 24.sat 4,93 8,27 9,91
*p<0.05; znadajno u poredenju sa kontrolnom grupom

Slika 1. Spontana ex vivo i in vitro apoptoza
limfocita periferne krvi.

IstraZivanje je pokazalo da je spontana apoptoza
izolovanih limfocita odmah po njihovoj izolaciji (0.
sat) veca u grupi bolesnika obolelih od B-HLL-a nego
u kontrolnoj grupi, ali bez statisticke znacajnosti.
Medutim, posle kultivacije u trajanju od 24 sata
registrovano je statisticki znacajno povecanje procenta
apoptoticnih Celija u grupi obolelih od B-HLL-a svih
stadijuma bolesti u poredenju sa kontrolnom grupom.
Procenat apoptoticnih limfocita korelira sa progresijom
bolesti - sa napredovanjem bolesti uvecava se procenat
apoptoticnih  limfocita, ali  bez  statisticke
signifikantnosti.
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izolaciji u korelaciji sa progresijom bolesti - sa
napredovanjem bolesti uvecava se broj apoptoti¢nih
limfocita (stadijum A vs stadijumi B+C, 0.79 + 0.74%
vs 1.25 £ 0.71%), ali takode to uvecanje nije statisticki
znacajno (p=0.734).

Tokom istrazivanja odredivan je 1 procenat
apoptoti¢nih limfocita posle inkubacije u medijumu u
trajanju od 24 sata (slika 1.). Rezultati istrazivanja su
pokazali da tokom inkubacije limfocita u medijumu u
trajanju od 24 sata, limfociti obolelih od B-HLL-a
pokazuju statisticki znacajno veéi procenat
apoptoti¢nih ¢elija nego u kulturi limfocita zdravih
ispitanika (stadijum A vs kontrolna grupa, 8.39 +
3.97% vs 4.93 £ 1.28%, p<0.05; stadijumi B+C vs
kontrolna grupa, 9.31 £ 5.28% vs 4.93 + 1.28%,
p<0.05). Procenat apoptoti¢nih limfocita posle 24 sata
inkubacije je u skladu sa progresijom bolesti. Naime,
limfociti obolelih od B-HLL-a u stadijumima B+C
bolesti, posle inkubacije u trajanju od 24 sata, pokazuju
veli procenat apoptoti¢nih celija u poredenju sa
obolelim od B-HLL-a u stadijumu A (9.31 £ 5.28% vs
8.39 £ 3.97%). Ipak, statistickom analizom, pokazano
je da ovo uvelanje procenta apoptoticnih limfocita
medu razliCitim stadijumima bolesti nije statisticki
znacajno (p=0.58).

Pored spontane, odredivana je i indukovana
apoptoza limfocita. Kao induktori apoptoze koriS¢eni
su cikloheksimid, hlorambucil i deksametazon. Pri
primeni razli¢itih koncentracija cikloheksimida kao
induktora apoptoze, istrazivanje je pokazalo da je
procenat apoptoti¢nih Celija najveéi u grupi bolesnika
sa uznapredovalom boles¢u (B+C stadijumi), da je
nesto manji kod bolesnika obolelih od B-HLL-a koji su
u A stadijumu bolesti, dok je u kontrolnoj grupi
procenat apoptoticnih celija najmanji. Sa opadanjem
koncentracije cikloheksimida smanjuje se i procenat
apoptoti¢nih Celija (slika 2.). Primenom statisticke
analize potvrdeno je da je procenat apoptoti¢nih Celija
pri primeni razli¢itih koncentracija cikloheksimida
znacajno veéi u grupi obolelih od B-HLL-a u
stadijumima B+C u poredenju sa kontrolnom grupom
(p=0.027), dok te znacajnosti nema pri poredenju
obolelih u A stadijumu i kontrolne grupe (p=0.116).
Takode, nije registrovano ni postojanje statisticki
znafajne razlike procenta apoptoti¢nih celija medu
ispitivanim grupama obolelih od B-HLL-a (p=0.971).

Gotovo identi¢ni rezultati su dobijeni pri
odredivanju procenta apoptoti¢nih éelija inkubiranih
limfocita pri razli¢itim koncentracijama hlorambucila.
Naime, procenat apoptoti¢nih limfocita je najveéi u
grupi bolesnika sa uznapredovalom boles¢u (B+C
stadijumi), manji u grupi bolenika u A stadijumu B-
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Slika 2. Indukovana apoptoza limfocita primenom
cikloheksimida.

Tokom kultivacije limfocita periferne krvi u prisustvu
razlicitih koncentracija cikloheksimida registruje se
statisticki znacajno veci procenat apoptoticnih Celija u
grupi obolelih od B-HLL-a u stadijumima B+C u
poredenju sa kontrolnom grupom (p=0.027), dok se
medu ostalim grupama ne beleZi statisticka znacajnost.
Sa smanjivanjem doze cikloheksimida opada i procenat
apoptoticnih Celija, pa se moZe reci da postoji dozna
zavisnost koncentracije cikloheksimida i procenta
apoptoticnih Celija.

HLL-a, dok je najmanji u kontrolnoj grupi (slika 3.).
Primenom statisticke analize nije registrovano
postojanje znacajne razlike procenta apoptoti¢nih
¢elija medu testiranim grupama (p=0.295).

Indukovana apoptoza - hlorambucil
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Slika 3. Indukovana apoptoza limfocita primenom
hlorambucila.

lako je procenat apoptoticnih limfocita
inkubiranih u prisustvu razlicitih koncentracija
hlorambucila veci u bolesnika obolelih od B-HLL -
a, ne registruje se znacajnost razlike (p=0.295). Sa
smanjivanjem koncentracije hlorambucila smanjuje
se i razlika procenta citotoksi¢nosti medu testiranim
grupama.
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Smanjivanjem koncentracije hlorambucila, u kulturi
limfocita se smanjuje i procenat apoptotic¢nih éelija.
Tokom inkubacije limfocita ispitivanih grupa in
vitro  u  prisustvu  razli¢itih  koncentracija
deksametazona zabelezen je veli procenat
apoptoti¢nih ¢elija kod bolesnika obolelih od B-HLL-
a, bez obzira da li su u pocetnom ili odmaklom
stadijumu, u poredenju sa kontrolnom grupom (slika
4.), ali bez postojanja statisticki znacajne razlike

Indukovana apoptoza - deksametazon
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Slika 4. Indukovana apoptoza limfocita primenom
deksametazona.

IstraZivanje je pokazalo da ne postoji statisticki

znacajna razlika u procentu apoptoticnih limfocita
kultivisanih u prisustvu razlicitih koncentracija
deksametazona. Sa smanjivanjem koncentracije
deksametazona smanjuje se i razlika u procentu
apoptoticnih Celija medu testiranim grupama.

(p=0.49). Ocigledno je da skoro i nema razlike u
procentu apoptotic¢nih ¢elija limfocita u grupi obolelih
od B-HLL-a (A stadijum vs B+C stadijumi, p=0.93).
Sa smanjivanjem koncentracije deksametazona
smanjuju se i razlike u procentu apoptoti¢nih celija
medu testiranim grupama.

DISKUSILJA

B-HLL je bolest koju karakteriSe progresivna
akumulacija imunoloski nezrelih limfocita koji
uglavnom ne proliferiSu i koji su u Go fazi éelijskog
ciklusa (95% celija). Akumulacija neoplasti¢nih
limfocita moze da nastane kao posledica ubrzane
proliferacije malignih limfocita, defektne apoptoze ili
usled postajanja oba procesa. Iako je poznato da
maligni limfociti imaju veéi proliferativni potencijal
nego zdravi limfociti (27), koji ¢ak korelira sa klinickim
stadijumom i vremenom udvostruavanja broja
limfocita (28), ipak, danas u nauci preovladava
miSljenje da ekspanzija malignog klona nastaje
uglavnom kao posledica poremecaja apoptoze
limfocita in vivo (29, 30, 31, 32, 33, 34, 35). Stoga je i

ovo istrazivanje bilo usmereno ka utvrdivanju spontane
i indukovane apoptoze limfocita periferne krvi.

Istrazivanje je pokazalo da je spontana apoptoza
izolovanih limfocita periferne krvi odmah po njihovoj
izolaciji (0. sat) veéa u grupi bolesnika obolelih od B-
HLL-a nego u grupi zdravih ispitanika, ali bez
postojanja statisticki znacajne razlike. Medutim,
tokom inkubacije limfocita u medijumu u trajanju od
24 sata limfociti obolelih od B-HLL-a stadijuma B+C
pokazuju statisticki znaajno veéi procenat
apoptoti¢nih Celija nego u kulturi limfocita zdravih
ispitanika. U literaturi se srecu razli¢iti podaci o
spontanoj apoptozi malignih limfocita u B-HLL-u.
Tako, u studiji Beswick-a i saradnika (36), takode nije
uocena znacajna razlika u spontanoj apoptozi malignih
limfocita u B-HLL-u, mada je apoptoza limfocita
odredivana posle 18 sati inkubacije, uz kori$éenje
drugih metoda odredivanja apoptoze - merenjem
ekspresije fosfatidil-serina na spoljasnjoj strani Celijske
membrane i aktivnosti kaspaze-3 u limfocitima. Na
drugoj strani, Lin i saradnici su, odredivanjem
aktivnosti kaspaze-3, mada u mononuklearima
periferne krvi, pokazali da je spontana apoptoza
znacajno veca u bolesnika obolelih od B-HLL-a nego u
zdravih ispitanika (27). Razlike u rezultatima studija
najverovatnije su posledica kori§éenja razlicitih
metoda detekcije apoptoze, kao i duzine inkubacije
limfocita in vitro, ili pak, razlika u selekciji bolesnika
obolelih od B-HLL-a. Osim toga, na procenat
apoptoti¢nih celija moze da utice i broj kultivisanih B
limfocita in vitro. Pokazalo se da se sa povecanjem
broja B-HLL limfocita u kulturi, smanjuje i procenat
apoptoti¢nih celija (37). Moguée objaSnjenje ove
pojave moglo bi biti autokrino i parakrino dejstvo
antiapoptoti¢nih faktora koje produkuju B-HLL
limfociti (IL-4, IL-6, IL-8 i dr.) ili meducelijske
interakcije izmedu samih B limfocita.

Rezultati nase studije su naizgled malo zbunjujudi.
Naime, polazedi od Cinjenice da je smanjenje apoptoze
malignih limfocita in vivo osnovni patogenetski
mehanizam u nastanku bolesti kako je, onda, povecana
apoptoza neoplasti¢nih limfocita in vitro? lako su
istrazivanja u ovoj oblasti veoma intenzivna, jo§ uvek se
mnogo toga ne zna. Bilo je pokuSaja da se Sto viSe
simuliraju in vivo uslovi i da se tada odreduje apoptoza
limfocita. Tako je kulturama limfocita dodavan
autologi serum, koji je pokazao antiapoptoti¢no
dejstvo na maligne B limfocite obolelih od B-HLL-a,
dok se sli¢na pojava nije uocila na B limfocitima
zdravih ispitanika (37). Preciznije, B limfociti zdravih
ispitanika ne pokazuju promenu u procentu
apoptoti¢nih Celija dodatkom autologog seruma, dok
neoplasticni B-HLL limfociti, dodavanjem autologog
seruma, smanjuju znafajno procenat apoptoti¢nih
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¢elija. To bi moglo da ukaZze na prisustvo
antiapoptoti¢nih faktora u serumu obolelih od B-
HLL-a koji se ne nalaze u serumu zdravih ili na
drukdije reagovanje malignih B limfocita na uobicajene
stimuluse prisutne u serumu. Veoma je interesantno i
da, sa napredovanjem bolesti, raste procenat
apoptoti¢nih éelija in vitro. Sliéna pojava zabeleZena je
i kod pojedinih limfoma (38). Objasnjenje ove pojave
se joS uvek ne zna, ali moguce je da je povecanje stope
apoptoze sa napredovanjem bolesti u korelaciji sa
povecanom proliferacijom malignih B limfocita (37).

Do danas nisu rasvetljeni svi moguéi patogenetski
mehanizmi koji su razlog promenjene apoptoze.
Osnovna dilema istraZivaca je da li rezistencija na
apoptozu in vivo nastaje kao posledica genetskih ili
epigenetskih alteracija u samim B-HLL limfocitima ili
je posledica spoljasnjih signala koje maligni limfociti
primaju iz mikrookoline ili pak postoje obe
mogucénosti. Veéina B-HLL limfocita poseduje visoku
ekspresiju Bcl-2 proteina koji ima antiapoptoticno
dejstvo. Ne zna se tacan mehanizam koji dovodi do
povecane ekspresije Bcl-2, mada se za to okrivljuje vise
hipometilacija nego rearanzman Bcl-2 gena (39).
KontroliSuéi oslobadanje citohroma c iz mitohondrija,
Bcl-2 uglavnom modulira unutras$nji put apoptoze.
Postoje i miSljenja da Bcl-2, u izvesnim uslovima,
kontroliSe i osetljivost "receptora smrti" na dejstvo
specifi¢nih liganada i tako modulira i spoljas$nji put
apoptoze (40). Antiapoptoti¢nu ulogu imaju i drugi
proteini Bcl-2 familije ekprimirani na B-HLL
limfocitima, kao S$to su Bcl-Xp, Mcl-1, BAG-1
(pojacava antiapoptoti¢ni efekat Bcl-2), dok Bax, Bak i
BAD proteini imaju proapoptoti¢nu funkciju (27).
Povecanje odnosa Bcl-2/Bax je u korelaciji sa
poremecenom apoptozom B limfocita B-HLL-a (41).
Poveéan odnos Bcl-2/Bax pronaden je na B-HLL
limfocitima prethodno lec¢enih bolesnika i to narocito
kod onih kod kojih je nastala rezistencija na lekove, pa
se smatra da je le¢enje praceno selekcijom potklonova
koji imaju veliki odnos Bcl-2/Bax (42). Smanjenje
odnosa Bcl-2/Bax povecava osetljivost B-HLL
limfocita prema lekovima in vivo i in vitro (40). Razlog
poremecenog odnosa Bcl-2/Bax nije samo povecana
ekspresija Bcl-2 na B-HLL limfocitima, nego i
smanjena eskpresija Bax. Naime, u B-HLL limfocitima
Ceste su mutacije Bax gena koje vode gubitku
ekspresije Bax proteina ili ekspresiji funkcionalno
inaktivnog Bax proteina (40).

B-HLL limfociti imaju konstitutivno aktiviranu i
fosfatidilinozitol-3 kinazu (PI-3K), koja delujuéi na
fosfatidilinozitol, stvara inozitol-lipidne produkte,
neophodne za brojne intracelijske transdukcije signala
(33). Ovaj enzim aktivira serin-treonin kinazu AKT
(poznatu i kao protein kinazu B), koja je veoma vazna

za kontrolu ¢elijskog ciklusa. Naime, pod dejstvom Akt
kinaze nastaje fosforilacija Bcl-2, inhibicija kaspaze 9
(43) i aktivacija nuklearnog faktora-kapa B (44).
Dejstvom IL-4 na B-HLL limfocite aktivira se PI-3K,
¢ime zapocinje signalna kaskada, sa posledi¢nom
poveéanom aktivacijom PKC , §to inhibira apoptozu
(33). I drugi citokini (IL-2, IL-6, TNF-alfa, IL-13)
ostvaruju svoje dejstvo preko PI-3K, dovodeéi do
inhibicije apoptoze malignih B-HLL limfocita (45, 46,
47, 48). Ovo je moguce i objasnjenje pojave da B-HLL
limfociti pokazuju veéi procenat apoptoti¢nih Celija
nego limfociti zdravih ispitanika in vitro, s obzirom na
to da u kulturi limfocita nema dejstva ovih
antiapoptoti¢nih citokina kao u uslovima in vivo.

Dodatkom autologe plazme kulturi B-HLL
limfocita nastaje inhibicija spontane apoptoze (49).
Najverovatniji mehanizam kojim nastaje ova pojava je
direktna aktivacija Akt protein kinaze dejstvom
albumina plazme (50). Druge studije dovode u pitanje
efekat citokina dodate plazme na inhibiciju apoptoze.
Naime, transmembranski prenos signala IL-4, IFN-alfa
i [FN-gama ostvaruje se aktivacijom molekula JAK-1
(51). Dodavanjem autologe plazme nije detektovana
aktivacija JAK-1 molekula ¢ime je potvrdeno da
pomenuti citokini deluju na apoptozu nekim drugim
mehanizmima.

Ovi do sada pomenuti potencijalni mehanizmi
inhibirane apoptoze in vivo sigurno nisu i jedini.
Svakako da ovo polje nauke ostaje jo§ uvek neistrazeno
i verovatno je da ¢e narednih godina biti jo§ dosta
polemike o patogenezi progresivnhe akumulacije
malignih B-HLL limfocita.

Pored spontane, odredivana je i indukovana
apoptoza limfocita. Kao induktori apoptoze koriSéeni
su cikloheksimid, hlorambucil i deksametazon.
Istrazivanje je pokazalo da je procenat apoptoti¢nih
¢elija najveéi u grupi bolesnika sa uznapredovalom
boles¢u, da je nesto manji u bolesnika obolelih od B-
HLL-a koji su u pocetnoj fazi bolesti, dok je u
kontrolnoj grupi procenat apoptoti¢nih ¢elija najmanji
pri primeni razli¢itih koncentracija ovih induktora
apoptoze. Sa opadanjem koncentracije induktora
apoptoze smanjuje se i procenat apoptoticnih celija
limfocita svih ispitivanih grupa.

Delovanjem razlicitih spolja$njih stimulusa kao $to
su agonisti povrSinskih receptora, kortikosteroidi,
antitumorski agensi (aktinomicin D, doksorubicin,
kamfotericin idr), citotoksi¢ne supstance
(cikloheksimid) i drugi agensi, moze se indukovati
apoptoza limfocita. O efektu cikloheksimida na
apoptozu limfocita ima kontradiktornih podataka.
Postoje studije koje isti¢u da je za indukciju apoptoze
neophodna de novo sinteza proteina (52) i posto je
cikloheksimid inhibitor sinteze proteina time dovodi
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do inhibicije spontane i lekovima indukovane apoptoze
razli¢itih celija (53). U drugim studijama cikloheksimid
se navodi kao induktor apoptoze razli¢itih Celija (54,
55). Neke studije navode da efekat cikloheksimida
zavisi od koncentracije. Naime, u koncentraciji manjoj
od 0,05 pg/ml cikloheksimid inhibira apoptozu B
limfocita, dok u koncentraciji ve¢oj od 2,5 pg/ml
cikloheksimid indukuje apoptozu B limfocita (56).
Mehanizam kojim cikloheksimid indukuje apoptozu B
limfocita zasniva se na aktivaciji kaspaze-3, ali to ne
mora da bude i mehanizam kojim cikloheksimid
indukuje apoptozu drugih Ccelijskih linija (56).
Rezultati ovog istrazivanja su u korelaciji sa efektima
koji su i drugi istraZivaci imali koristeéi cikloheksimid
kao induktora apoptoze (57, 58).

Mehanizmi kojima pojedine supstance izazivaju
intenziviranu apoptozu malignih B-HLL limfocita jo§
uvek se pouzdano ne znaju. S obzirom na to da je dugo
godina hlorambucil bio jedini lek u lecenju B-HLL-a,
mnoge studije su bile posveéene efektu hlorambucila
na apoptozu B-HLL limfocita. Vremenom se pojavila i
rezistencija na hlorambucil, tako da je bilo neophodno
in vitro odrediti senzitivnost B-HLL limfocita i tek
nakon toga, eventualno, zapoceti terapiju. O
mehanizmima dejstva hlorambucila jo§ vek postoje
neke nepoznanice. Naime, hlorambucil in vitro dovodi
do povecane ekspresije p53, smanjuje ekspresiju Bcl-2
proteina i povecava ekspresiju c-myc proteina (59). To,
verovatno, nisu i jedini mehanizmi kojim hlorambucil
indukuje apoptozu.

Poznato je da je jedan od najranijih dogadaja u
apoptozi mobilizacija jona kalcijuma (60). Hlorambucil
deluje na B-HLL limfocite tako §to povecava influks
jona kalcijuma u deliju uz istovremenu mobilizaciju
jona kalcijuma iz endoplazmatskog retikuluma (60).
Proapoptoti¢ni efekat CLB na apoptozu B-HLL
limfocita in vitro moze biti olakSan dodatkom teofilina
u kulturu limfocita (61). Inhibirajuéi intracelularnu
ciklicnu nukleoitid fosfodiesterazu, teofilin povecava
intracelijski nivo cAMP, koji, kao sekundarni glasnik,
inhibira proliferaciju zrelih B i T limfocita i dovodi do
njihove smrti (62). Najverovatniji sinergisticki efekat
teofilina ostvaruje se inhibicijom ekspresije Bcl-2
proteina i prolaznom poveéanom ekspresijom c-myc
proteina (61). Primena hlorambucila dovodi do
aktivacije kaspaze-8 i to bez povecavanja ekspresije Fas
antigena na target ¢elijama (63). Ova Cinjenica ukazuje
na to da postoji i aktivacija kaspaze-8 Fas-nezavisnim
putem. Ostaje dilema da li je za pojavu apoptoze B-
HLL limfocita izazvanu hlorambucilom neophodno
prisustvo p53 proteina. Naime, postoje studije koje
isticu da je za antiapoptozno dejstvo hlorambucila
neophodno prisustvo p53 proteina koji povecava
ekspresiju Bax proteina i smanjuje ekspresiju Bcl-2

proteina (64), dok ima i miSljenja da hlorambucil
dovodi do apoptoze malignih B-HLL limfocita p53-
nezavisnim putem (65). Odnos Bcl-2/Bax je glavni
prediktivni faktor za apoptozu ex vivo malignih B-HLL
limfocita na dejstvo hlorambucila - $to je ovaj odnos
vedi, to je i slabiji apoptozni odgovor B-HLL limfocita
na dejstvo hlorambucila (66).

U studiji je kori§éen i deksametazon kao induktor
apoptoze. Kortikosteroidi su sastavni deo terapije
brojnih B ¢elijskih neoplazmi. Ostvaruju dejstvo preko
svojih citoplazmatskih receptora koji mogu da menjaju
transkripciju mnogih gena. Sumarno, kortikosteroidi
inhibiraju Celijski rast i proliferaciju, ali i izazivaju
apoptozu normalnih i malignih éelija (67). Prekomerna
ekspresija Bcl-2 proteina inhibira apoptozu izazvanu
kortikosteroidima i dovodi do rezistencije (68), mada
je poznato da deksametazon moZe da indukuje
apoptozu i potpuno nezavisno od Bcl-2 (69). Rezultati
naSe studije o efektu deksametazona na apoptozu
limfocita su u saglasnosti sa ve¢inom drugih studija (67,
68). Drugi istrazivaci uglavnom su Kkoristili sli¢ne
koncentracije deksametazona za izazivanje apoptoze.
Pokazalo se da je apoptoza B-HLL limfocita izazvana
deksametazonom ne$to manja u poredenju sa drugim
induktorima apoptoze (cikloheksimid i hlorambucil)
zbog smanjenog broja kortikosteroidnih receptora u B-
HLL limfocitima (2x manje) i njihovog smanjenog
afiniteta (10x manje) za kortikosteroide (70). Zbog
ovog smanjenja broja i afiniteta kortikosteroidnih
receptora, za nastanak apoptoze potrebno je vise
vremena, pa se govori o zakasneloj apoptozi. Naime,
pod dejstvom deksametazona, limfociti zdravih
ispitanika pokazuju karakteristicne morfoloSke
promene apoptoze ve¢ posle 6 sati, dok je to suvise
kratko vreme inkubacije za B-HLL limfocite tretirane
istim dozama deksametazona (70). Brojne studije su
saglasne da je efekat deksametazona na apoptozu B-
HLL limfocita dozno zavisan (68, 70).

Ostaje nepoznanica o tacnom mehanizmu kojim
kortikosteroidi izazivaju apoptozu B-HLL limfocita.
Poznato je da povecavaju influks jona kalcijuma (60),
$to je jedan od pocetnih dogadaja u apoptozi, koji
dovodi do aktivacije kalcijum-zavisnih endonukleaza.
Posle vezivanja kortikosteroida za svoje receptore,
dolazi do stvaranja jednog multikatalitickog
proteaznog kompleksa koji se zove proteazom, a koji je
vazan za aktivaciju kaspaza (71). Takode,
kortikosteroidi izazivaju apoptozu aktivacijom protein
kinaze C (72) ili dovode do aktivacije kaspaze-3 putem
ceramida (73). Poznato je da deksametazon ne dovodi
do apoptoze aktivacijom Fas antigena (32), ali
osloboda citohrom c¢ iz mitohondrija, smanjuje
membranski potencijal mitohondrija, aktivira kaspaze
(narocito kaspazu-3), ¢ime dovodi do apoptoze target
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Celija (67). Takode, deksametazon smanjuje i
ekspresiju pojedinih antiapoptoti¢nih gena, kao Sto su
Bcl-2 i Bel-XL (67).

Cinjenica da neoplasti¢ni B limfociti in vitro lakse
podleZu apoptozi nego zdravi B limfociti, i, na drugoj
strani, postojanje brojnih indirektnih dokaza da je
apoptoza in vivo inhibirana, ostaje i dalje velika
nepoznanica. Verovatno ¢e buduca istrazivanja resiti
bar neke dileme ovog limfocitnog paradoksa u
hroni¢noj limfocitnoj leukemiji.

SKRACENICE KORISCENE U TEKSTU:

- B-HLL - B-hronicna limfocitna leukemija
- IL-4 - interleukin 4

- IL-6 - interleukin 6

- IL-10 - interleukin 10

- TNF-alfa — tumor nekroti¢ni faktor-alfa
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