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Streszczenie

Wstep. Przewlekta biataczka limfocytowa (PBL) jest najczestszym typem biataczki u dorostych z charakterystyczng aku-
mulacjg niedojrzatych funkcjonalnie klonalnych limfocytéw B, wykazujacych zaburzenia apoptozy.

Cel pracy. Gtownym celem badan jest ocena spontanicznej apoptozy komérek biataczkowych otrzymanych z krwi
obwodowej pacjentow z CLL i okre$lenie zaleznosci migdzy otrzymanymi wynikami a czynnikami rokowniczymi cho-
roby.

Materiat i metody. Technikg cytometrii przeptywowej w grupie 22 pacjentéw okreslono odsetek nowotworowych komo-
rek ulegajgcych spontanicznej apoptozie poprzez ocene ekspresji aktywnej kaspazy-3. Mierzony byt takze poziom ekspresiji
biatek BAX i BCL-2. Zmiany cytogenetyczne okre$lono metodg FISH. Do poszukiwania zaleznos$ci miedzy parametrami apop-
tozy i czynnikami rokowniczymi zastosowane zostaty testy statystyczne.

Wyniki. Istnieje korelacja miedzy parametrami spontanicznej apoptozy a limfocytozg we krwi obwodowej pacjentow.

Whioski. Wzrost limfocytozy koreluje ze spadkiem intensywnosci apoptozy spontaniczne;.

Stowa kluczowe: przewlekta biataczka limfocytowa, apoptoza spontaniczna, czynniki prognostyczne

Summary

Introduction. Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common type of adult leukemias which is characterized by
the accumulation of growth arrested clonal B lymphocytes with disorders of apoptosis.

Aim. The main objective of this study is to assess the spontaneous apoptosis of leukemia cells obtained from peripheral
blood of CLL patients and to determine the relationship between the results and disease prognostic factors.

Material and methods. In this study, the rate of spontaneous cell death of leukemic cells from 22 patients was examined
by active caspase-3 expression using flow cytometry. The levels of BAX and BCL-2 protein expression was also measured.
Cytogenetic changes were analyzed by FISH method. To explore the relationship between the parameters of apoptosis and
prognostic factors statistical tests were applied.

Results. We detected a significant correlation between parameters of apoptosis and number of lymphocytes in periph-
eral blood.

Conclusions. The increase of lymphocytosis correlates with decreased intensity of spontaneous apoptosis.

Key words: chronic lymphocytic leukemia, spontaneous apoptosis, prognostic factors

WSTEP focytéw o immunofenotypie CD5+/CD19+/CD23+ z

Przewlekta biataczka limfocytowa (PBL) jest cho- wyrazZnie niskim potencjatem apoptotycznym (1, 2).
robg uktadu chtonnego, charakteryzujaca sie akumu- Nowotwér ten wystepuje gtéwnie u ludzi doro-
lacjg dojrzatych, aczkolwiek niekompetentnych lim- stych, z czesto$cig zachorowan wzrastajgcg wraz z
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wiekiem (3). Etiologia choroby nie zostata dotgd w
peti wyjasniona, mimo wielu badan prowadzonych
w tym kierunku (4). Przyczyn opornosci na obumie-
ranie doszukuje sie m.in. w zaburzeniach ekspresji
biatek rodziny BCL-2. Uwage zwraca réwniez fakt,
ze nowotworowe limfocyty w $rodowisku in vitro, od-
miennie niz in vivo, wykazujg charakterystyczng zdol-
no$¢ spontanicznej apoptozy (5).

CEL PRACY

Celem pracy jest ocena spontanicznej apoptozy
nowotworowych limfocytéw u chorych na przewlektg
biataczke limfocytowg oraz analiza zaleznosci uzyska-
nych wynikéw do czynnikéw prognostycznych o uzna-
nym znaczeniu klinicznym w tej chorobie.

MATERIAL | METODY

Badania przeprowadzono w grupie 22 pacjentéw
z nowo zdiagnozowana PBL. Wyizolowane z prébek
krwi obwodowej w gradiencie stezen komorki jedno-
jadrzaste poddano 24-godzinnej hodowli w tempera-
turze 37°C, w atmosferze 5% CO,. Zaréwno komor-
ki $wiezo wyizolowane z krwi (0 h), jak i po hodowli
(24 h) inkubowano wedtug protokotu producenta z
przeciwciatami monoklonalnymi skierowanym prze-
ciwko badanym strukturom (CD19, CD5, CD23,
CD38, ZAP-70, BAX, BCL-2 i kaspaza-3). Analize i
akwizycje danych przeprowadzono z uzyciem czte-
rokolorowego cytometru przeptywowego FACSCali-
bur, zliczajgc 10 tysiecy komérek w kazdej probce.
Ustalano bramke limfocytarng i dalsze badania pro-
wadzono w populacji komérek o immunofenotypie
CD19+/CD5+/CD23+. Oceny spontanicznej apop-
tozy dokonano na podstawie wartosci odsetka lim-
focytéw PBL wykazujacych ekspresje aktywnej ka-
spazy-3 po hodowli (w 24 h) oraz stosunku wartosci
ekspresji biatek BCL-2 i BAX (wyrazonych jako MFI
— $rednia warto$¢ fluorescenciji) zaraz po pobraniu
materiatu (0 h), jak réwniez po dobowej inkubaciji ko-
morek (24 h).

W celu okreslenia nieprawidtowosci cytoge-
netycznych komorek PBL zastosowano technike
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH). Wy-
korzystane zostaty sondy wyznaczajgce regiony
zmian cytogenetycznych charakterystyczne dla
PBL, tj.: 17p13.1, 11922.3, 139q13.3+13q34 oraz
12p11.1-9q11.1. W wykonanych preparatach, przy
uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego, ocenie pod-
legato 200 jader komorkowych.

Nastepnie z wykorzystaniem metod statystycznych i
programu Statistica 7.0 poszukiwano wspotzaleznosci
pomiedzy warto$ciami oznaczonych biatek czy ich sto-
sunkéw a niektérymi czynnikami o uznanym znacze-
niu rokowniczym w PBL, tj. stadium zaawansowania
klinicznego wedtug Raia, stezeniem dehydrogenazy
mleczanowe;j i B,-mikroglobuliny, limfocytozg, ekspre-
sjg CD38 i ZAP-70 oraz charakterystycznymi zmianami
cytogenetycznymi. Do okreslenia sity korelacji wyko-
rzystano wspétczynnik rang Spearmana. Analize po-
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réwnawczg dwoéch préb zmiennych niezaleznych wy-
konano przy pomocy testu U Manna-Whitneya.

WYNIKI
Ocena procesu apoptozy spontanicznej

W przypadku odsetka komorek z ekspresjg aktyw-
nej kaspazy-3, ktéry w komodrkach wyizolowanych
ze $wiezo uzyskanego materiatu jest bliski zeru, po
24-godzinnej inkubacji dowiedziono wyraznie istotny
wzrost odsetka limfocytéw CD19+/CD5+/CD23+ wy-
kazujgcych aktywno$¢ tego enzymu, determinujgcego
nieodwracalnie wprowadzenie komérki na szlak $mier-
ci zaprogramowanej. Badania wykazaty istotne staty-
stycznie obnizenie w populacji biataczkowych lim-
focytow wartosci stosunku biatek BCL-2/BAX (MFI)
po dobowej hodowli, w poréwnaniu z wartoscia
ww. stosunku oznaczonego w $wiezych prébkach
krwi obwodowej pacjentéw. Mediana tego stosunku
obnizyta sie po 24-godzinnej hodowli ponad dwukrot-
nie, co jest prawdopodobnie efektem w szczegdlnosci
obnizenia ekspresiji biatka o dziataniu antyapoptotycz-
nym BCL-2.

Ocena korelacji miedzy wyznacznikami apoptozy
spontanicznej a wybranymi czynnikami
rokowniczymi PBL

W celu okres$lenia wzajemnych zalezno$ci pomie-
dzy poszczegélnymi zmiennymi przeprowadzono
analize korelacji wymiernikdéw apoptozy biataczko-
wych limfocytéw CD19+/CD5+ z czynnikami ro-
kowniczymi w PBL:

— stadium wedtug Rai,

- stezeniem B,-mikroglobuliny,

— stezeniem dehydrogenazy mleczanowej,

- wartoscig limfocytozy.

Do opisu sity korelacji dwéch cech wykorzystano
wspotczynnik korelacji rang Spearmana. Za istotne
statystycznie przyjmowano wyniki, w przypadku kté-
rych prawdopodobienstwo popetnienia btedu wyno-
si mniej niz 5%, a wiec wtedy, gdy istotno$¢ wynosi
p < 0,05.

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata
wystepowanie istotnej, odwrotnej zaleznosci mie-
dzy odsetkiem komoérek z ekspresja kaspazy-3 w
24, godzinie hodowli a limfocytoza. éwiadczy o tym
oznaczony wspotczynnik korelacji r-Spearmana,
ktory wynioést -0,595709, przy wspotczynniku praw-
dopodobienstwa p < 0,05 (tab. 1, ryc. 1).

Analiza korelacji wykazata istnienie istotnej korelacji
miedzy stosunkiem ekspresji biatek BCL-2/BAX w 0.
godzinie hodowli a liczbg limfocytéw we krwi obwo-
dowej u pacjentéw chorych na PBL (ryc. 2). Nie wy-
kazano korelacji miedzy stosunkiem BCL-2/BAX 0 h z
innymi czynnikami rokowniczymi (tab. 1, ryc. 3).

Nie stwierdzono natomiast wystepowania zad-
nych korelacji miedzy poziomem biatek BCL-2/BAX
w 24. godzinie hodowli biataczkowych limfocytéw
CD19+/CD5+ a czynnikami prognostycznymi uzna-
nymi w PBL.



Ocena spontanicznej apoptozy komérek nowotworowych w odniesieniu do czynnikéw prognostycznych...

Tabela 1. Korelacja odsetka komérek z ekspresjg aktywnej kaspazy-3 oraz stosunku ekspresji biatek BCL-2/BAX z czynnikami

rokowniczymi.

Poréwnywane parametry N-waznych R-Spearmana Poziom p
Kaspaza-3 24 h i B,-mikroglobulina 21 -0,232543 NS
Kaspaza-3 24 h i limfocytoza 22 -0,595709 0,003441
Kaspaza-3 24 h i LDH 21 -0,181877 NS
Kaspaza-3 24 h i stadium wg Rai 22 -0,135433 NS
BCL-2/BAX 0 h i B,-mikroglobulina 21 0,175496 NS
BCL-2/BAX 0 h i limfocytoza 22 0,449153 0,035996
BCL-2/BAX 0 hi LDH 21 0,284693 NS
BCL-2/BAX 0 h i stadium wg Rai 22 0,382235 NS*
BCL-2/BAX 24 h i B,-mikroglobulina 21 -0,134503 NS
BCL-2/BAX 24 h i limfocytoza 22 0,092064 NS
BCL-2/BAX 24 h i LDH 21 -0,040936 NS
BCL-2/BAX 24 h i stadium wg Rai 22 0,029829 NS

klinicznych wedtug Raia znajdowat sie na granicy istotnosci

*wspétczynnik r-Spearmana nie byt istotny statystycznie w zadnym przypadku oprécz limfocytozy, chociaz w odniesieniu do stadiow
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Ryc. 1. Wykres rozrzutu: ekspresja kaspazy-3 24 h vs. limfo-
cytoza (0,95 Prz. Ufn.).
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Ryc. 2. Wykres rozrzutu: stosunek BCL-2/BAX 0 h vs. limfo-
cytoza (0,95 Prz. Ufn.).

Ocena zaleznosci miedzy wyznacznikami apoptozy
spontanicznej a niezaleznymi grupami chorych

Ocena poréwnawcza dwoéch niezaleznych préb
polegata na wykorzystaniu nieparametrycznego
testu U Manna-Whitneya, w celu okreslenia réznic
poszczegoblnych cech pomiedzy dwoma populacja-

Ryc. 3. Wykres rozrzutu: stosunek BCL-2/BAX 0 h vs. sta-
dium Rai (0,95 Prz. Ufn.).

mi. Z warto$ciami wspotczynnikéw BCL-2/BAX 0 h
i BCL-2 BAX 24 h oraz procentowymi warto$ciami eks-
presji aktywnej kaspazy-3 24 h, na komérkach nowo-
tworowych CD19+/CD5+, poréwnywano dwie nieza-
lezne populacje chorych na PBL, {j.:
— ZAP-70+ i ZAP-70-,
— CD38+ i CD38-,
— wczesne stadium: 1 (0-1 wg Rai) i zaawansowane
stadium 2 (2-4 wg Rai),
— zmiany cytogenetyczne o rokowaniu standardo-
wym: delecja 13q, trisomia 12 (jezeli nie towarzyszg
im zmiany o gorszym rokowaniu) lub kariotyp prawi-
dtowy i niekorzystnym: delecja 17p lub 11q.
Obliczenia za pomoca testu U Manna-Whitneya
nie wykazaty istotnych réznic pomiedzy badany-
mi grupami chorych na PBL, bowiem wspoétczyn-
nik prawdopodobienstwa p w zadnym z przypad-
kow nie osiggnat wartosci ponizej 0,05 (tab. 2).

DYSKUSJA

Zaburzenia apoptozy limfocytdw sg powszech-
nie opisywane w literaturze medycznej jako jeden z
gtéwnych determinantéw patogenezy przewlektej bia-
faczki limfocytowej i wielu badaczy stwierdza, ze do
dtugowiecznosci ztosliwych komérek B przyczyniajag
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Tabela 2. Wyniki analizy zalezno$ci parametréw apoptozy biataczkowych limfocytéw z niezaleznymi od siebie grupami

pacjentow.
Poréwnywane wartosci N-waznych Wspoétczynnik p
Stadium 1/stadium 2 22 NS
ZAP-70+/ZAP-70- 21 NS
BCL-2/BAX 0 h
CD38+/CD38- 21 NS
Rokowanie standardowe/niekorzystne 22 NS
Stadium 1/stadium 2 22 NS
ZAP-70+/ZAP-70- 21 NS
BCL-2/BAX 24 h
CD38+/CD38- 21 NS
Rokowanie standardowe /niekorzystne 22 NS
Stadium 1/stadium 2 22 NS
ZAP-70+/ZAP-70- 21 NS
Kaspaza-3 24 h
CD38+/CD38- 21 NS
Rokowanie standardowe/niekorzystne 22 NS

sie zaktdcenia rownowagi miedzy czasteczkami wa-
runkujgcymi przezywalno$¢ a czasteczkami, ktore de-
terminujg obumieranie komoérek. Od dawna wiadomo
0 podwyzszonym poziomie ekspres;ji biatka BCL-2 i ze
o wejsciu na szlak $mierci komérki prawdopodobnie
wspétodpowiedzialny jest stosunek antyapoptotyczne-
go biatka BCL-2 i drugiego, o przeciwnym charakterze
biatka BAX (5). Mechanizmy genetyczne i molekularne
zaangazowane w rozwéj choroby nie sg szczegotowo
poznane, ale obserwacje sugerujg jednoznacznie mo-
dyfikacje sygnatow przezycia zaprogramowanej $ciez-
ki prowadzacej do $mierci komorki oraz stymulacje
proliferacji komérek, co moze by¢ zasadniczym pato-
mechanizmem rozwoju przewlektej biataczki limfocyto-
wej B-komorkowej (6). Prowadzi sie takze od wielu lat
badania w zakresie czynnikdw prognostycznych oraz
predykcyjnych w PBL, obecnie nie ulega watpliwosci
ich wazna rola w optymalizacji postepowania terapeu-
tycznego w tym schorzeniu oraz prognozowaniu prze-
biegu klinicznego chorych. Istotne jest zaréwno pro-
gnozowanie odpowiedzi na standardowa terapie, jak
tez wyodrebnienie tych pacjentdw, u ktorych istniataby
potrzeba wczesniejszego rozpoczecia leczenia lub tez
intensyfikacji prowadzonej terapii przeciwnowotworo-
wej (2, 7).

Badania wtasne obrazujace proces apoptozy ko-
moérek CD19+/CD5+/CD23+ dotyczyty aktywacji
kaspazy-3 po dobowej hodowli komoérek krwi obwo-
dowej. Uzyskane wyniki poddano analizie korelaciji
z wybranymi czynnikami prognostycznymi. Wyka-
zano obecno$¢ odwrotnej wspétzaleznosci istotnej
statystycznie miedzy odsetkiem biataczkowych ko-
morek z ekspresja kaspazy-3 a limfocytozg krwi ob-
wodowej chorych w grupie badanej, natomiast nie
stwierdzono korelacji z pozostatymi czynnikami o
wartosci rokowniczej ani réznic w niezaleznych gru-
pach pacjentow. Wyniki badan Dempsey i wsp. (8),
w ktorej odsetki limfocytow pacjentéw z PBL z eks-
presja aktywnej kaspazy-3 poréwnywano z odset-
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kami limfocytéw z obecnoscig tego enzymu u oséb
z grupy kontrolnej, miaty na celu ustalenie réznic
w stopniu zachodzenia apoptozy. Dodatkowo pa-
cjenci z PBL zostali pogrupowaniu w zaleznos$ci od
stadium klinicznego wedtug Bineta — nie wykazano
w tym przypadku istotnej réznicy w odsetku komo-
rek z ekspresjg aktywnej kaspazy-3 w korelacji ze
stadium. Natomiast przy poréwnaniu prébek oséb
chorych i zdrowych stwierdzono bardzo wyrazng
zaleznos$¢, gdzie chorzy wykazali nizszg ekspresje
enzymu w poréwnaniu z osobnikami zdrowymi. Wy-
niki badan Goolsby i wsp. (9), prowadzone w grupie
chorych na PBL i zdrowych ludzi, polegajace na po-
miarze m.in. odsetka limfocytow z ekspresja aktyw-
nej kaspazy-3, wykazaty, ze odsetki te byty znacznie
podwyzszone w komérkach BAX+ w poréwnaniu z
komérkami BAX- lub stabo dodatnimi. W prébkach
chorych zaobserwowano po 24-godzinnej inkubacji
in vitro wzrost intensywnosci fluorescencji na pozio-
mie od 18- do 51-krotnos$ci w poréwnaniu do prébek
analizowanych zaraz po pobraniu materiatu.

Wyniki badan wtasnych dotyczacych oznaczen bia-
tek BAX i BCL-2 wykazaty istotng r6znice wartosci sto-
sunku BCL-2/BAX (MFI) na poczatku hodowli oraz po
dobie inkubacji — mediana tegoz stosunku ulegta ob-
nizeniu po 24 h ponad dwukrotnie, co jest prawdopo-
dobnie efektem gtdwnie spadku ekspresiji biatka BCL-2.
Wyniki analizy zaleznos$ci czynnikéw prognostycznych
i stosunku ekspresji analizowanych biatek wykazaty ist-
nienie korelacji stosunku tych biatek z liczba limfocytow
we krwi obwodowej pacjentoéw. Korelacja BCL-2/BAX
ze stadiami zaawansowania klinicznego znalazta sie
na granicy istotnosci statystycznej, jednak przekroczy-
ta poziom prawdopodobienstwa 0,05. Nie wykazano
zaleznosci z pozostatymi czynnikami prognostycznymi
ani réznic miedzy niezaleznymi od siebie populacjami
chorych, czego do$¢ prawdopodobnym powodem jest
zbyt mata grupa pacjentéw uwzglednionych w bada-
niach do niniejszej pracy.
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Istniejg opublikowane wyniki badan wykazujace,
iz stosunek BCL-2/BAX jest podwyzszony w zdecy-
dowanej wiekszos$ci komérek PBL i negatywnie ko-
reluje z intensywnos$cig apoptozy oraz przebiegiem
klinicznym choroby, a takze opornoscig na leki cyto-
statyczne (10, 11). Potwierdzajg to badania Peppera
i wsp. (12), gdzie u wszystkich chorych stwierdzono
wzrost stosunku omawianych biatek, sugerujgc przy
tym, iz stosunek ten moze byé uzytecznym wskazni-
kiem prognostycznym w kwestii chemioopornosci.
Kitada i wsp. (13) badali proces spontanicznej apop-
tozy u chorych nieleczonych wcze$niej. Porownywali
poziom biatek regulujgcych apoptoze, m.in. kaspazy-3
oraz BCL-2 ze stadiami klinicznymi pacjentéw wedtug
Raia i innymi parametrami: klinicznymi, jak wiek, obec-
no$¢ zmian narzadowych, oraz laboratoryjnymi, jak
poziom hemoglobiny, leukocytozy czy liczby ptytek.
Analiza statystyczna nie wykazata istotnych korelacji
miedzy ekspresjg poszczegdlnych biatek oraz sto-
sunku BCL-2/BAX i kryteriami klinicznymi pacjentéw.
Wsréd wynikow laboratoryjnych tylko podwyzszona
leukocytoza charakteryzowata sie istnieniem zalezno-
$ci z wysokim poziomem BCL-2 oraz podwyzszonym
stosunkiem BCL-2/BAX.
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WNIOSKI

U chorych na przewlekta biataczke limfocytowg wy-
kazano obnizenie stosunku biatek BCL-2/BAX oraz
wzmozong ekspresje aktywnej kaspazy-3 w limfocy-
tach CD19+/CD5+ po dobowej hodowli, w porow-
naniu ze $wiezo badanymi préobkami. Dowodzi to, iz
komorki biataczkowe w $rodowisku in vitro ulegaja
spontanicznej apoptozie, regulowanej przez biatka z
rodziny BCL-2.

Stwierdzono odwrotng korelacje miedzy limfocyto-
za i poziomem ekspresji kaspazy-3 w komdrkach no-
wotworowych, z czego wynika, ze ze wzrostem liczby
limfocytéw krwi obwodowej pacjentéw spada odsetek
komorek apoptotycznych.

Wykazano zalezno$¢ stosunku ekspresji biatek
BCL-2/BAX z liczba limfocytéw krwi obwodowej pa-
cjentéw — stosunek ten wzrasta wraz ze wzrostem
limfocytozy, co sugeruje jego znaczenie prognho-
styczne.

Nie wykazano réznic w ekspresji kaspazy-3 oraz sto-
sunku BCL-2/BAX w odniesieniu do niezaleznych grup
pacjentéw podzielonych wzgledem stadium kliniczne-
go, rokowania na podstawie badan cytogenetycznych,
ekspresji ZAP-70 oraz CD38.
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