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Souhrn: Selhání apoptózy při cytostatické léčbě leukemických onemocnění představuje jeden z mechanizmů rezistence buněk
k cytostatikům. Cílem práce bylo zavedení in vitro modelu ke sledování citlivosti klonu maligních buněk akutní myeloidní leu-
kemie (AML) k doxorubicinu a buněk B-lymfocytární chronické lymfatické leukemie (B-CLL) k chlorambucilu. Zajímal nás ta-
ké vztah apoptózy po kultivaci buněk s cytostatikem k molekulám P-gp, MRP, LRP, Bcl-2 a Bax. Veškeré analýzy byly hodnoce-
ny pomocí průtokové cytometrie. K detekci apoptotických buněk ve vzorku bylo použito 3 metod: annexinového testu, testu TU-
NEL (Tdt-mediated dUTP nick end labeling) a detekce kaspázy 8. Po kultivaci buněk byl statisticky významný nárůst
apoptotických buněk v kultuře pozorován u buněk AML, nikoliv u buněk B-CLL. Při analýze znaků mnohočetné rezistence by-
ly zjištěny některé tendence ke vztahu především znaků P-gp a Bcl-2 k in vitro apoptóze buněk AML a B-CLL. U AML se jedna-
lo zejména o negativní korelaci mezi funkcí P-gp a počtem apoptotických buněk hodnocených testem TUNEL. U B-CLL se jed-
nalo o negativní korelaci mezi expresí P-gp a výsledky annexinového testu a expresí Bcl-2 a kaspázy 8.

Klíčová slova: akutní myeloidní leukemie – B-lymfocytární chronická lymfatická leukemie – apoptóza – mnohočetná rezisten-
ce – průtoková cytometrie

Apoptosis assessment in acute myeloid leukemia and B-cell chronic lymphocytic leukemia cells after in vitro cytostatics
treatment and its relationship to multidrug resistance
Summary: Apoptosis failure during chemotherapy of leukemia is one of the multidrug resistance mechanisms. The aim of this stu-
dy was to introduce in vitro model for malignant cell clone sensitivity testing. In vitro cytostatic treatment of acute myeloid leuke-
mia (AML) and B-cell chronic lymphocytic leukemia (B-CLL) cells and its relationship to P-gp, MRP, LRP, Bcl-2, and Bax proteins
expression was also investigated. AML cells were treated with doxorubicin and B-CLL cells were treated with chlorambucil. Flow cy-
tometry was used for all experiments evaluation. To detect the amount of apoptotic cells in the sample three methods were used:
annexin test, TUNEL (Tdt-mediated dUTP nick end labeling) test, and caspase 8 detection. After in vitro cytostatic treatment sta-
tistically significant increase in the number of apoptotic cells in the culture in the case of AML cells but not in the case of B-CLL
cells was observed. When analysing multidrug resistance markers some tendencies to correlate with in vitro apoptosis reaction of
AML and B-CLL cells were found above all by P-gp and Bcl-2 markers. AML cells displayed negative correlation between P-gp func-
tion and number of apoptotic cells detected by TUNEL test. B-CLL cells demonstrated negative correlation between P-gp expres-
sion and number of apoptotic cells detected by annexin test and negative correlation between Bcl-2 and caspase 8 expression.
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členové rodiny ABC (ATP-binding
cassette) transportérových proteinů
P-gp a MRP, které se vyskytují v bu-
něčných membránách a protein LRP

Úvod

Poslední dekáda vykazuje výjimečný
nárůst v poznání mechanizmů, které
souvisejí s chemoterapií, indukovanou

apoptózou a mechanizmy rezistence
[11]. Ta je často spojována s výskytem
proteinů snižujících intracelulární
koncentraci cytostatik. Patří mezi ně



notech) konjugované s fykoerytri-
nem (PE) a dále pomocí monoklo-
nální protilátky MRK16 (Kamiya
Biomedical Company) a sekundární
protilátky konjugované s fykoerytri-
nem [F(ab’)2 anti-IgG, Immuno-
tech]. Protein Bcl-2 byl po permeabi-
lizaci pomocí kitu firmy Immuno-
tech IntraPrepTM Permeabilization
Reagent (Immunotech) značen mo-
noklonální protilátkou Bcl-2/100
(PharMingen). Před značením pro-
teinů MRP, LRP a Bax byla provede-
na separace mononukleárních buněk
z periferní krve nebo kostní dřeně,
vzorek byl fixován a permeabilizo-
ván pomocí roztoků IntraPrepTM

Permeabilization Reagent (Immu-
notech). Protein MRP byl značen
monoklonální protilátkou MRPr1
(Monosan, ředění 1 : 20), protein LRP
byl značen monoklonální protilátkou
LRP-56 (Monosan, ředění 1 : 50)
a protein Bax byl značen monoklo-
nální protilátkou 4F11 (Immunotech,
ředění 1 : 20). Následně byly vzorky
inkubovány se sekundární protilát-
kou konjugovanou s fykoerytrinem
[F(ab’)2 anti-IgG, Immunotech]. In-
kubace s přímou protilátkou probí-
haly 20 minut a inkubace se sekun-
dární protilátkou 25 minut.

Kontroly a vyhodnocení

Vzorky byly analyzovány na průtoko-
vém cytometru Epics®XL (Beckman
Coulter Company). Pozitivity protei-
nů P-gp, MRP, LRP, Bax a Bcl-2 byly
hodnoceny podle střední intenzity
fluorescence MFI (mean fluorescence
intensity) gatované populace. Za tím-
to účelem bylo striktně dodržováno
stabilní nastavení parametrů cyto-
metrické analýzy. Ve všech analýzách
bylo dodrženo stejné ředění protilá-
tek. Jako výsledek byl stanovován in-
dex MFI (MFI dané protilátky/MFI
kontroly). Ke statistickému hodnoce-
ní výsledků byl použit program NCSS
6.0.21 (1996) a STATISTICA 99. Ze
statistických testů byla použita analý-
za rozptylu s Bonferroniho porovná-
ním a Spearmanův korelační test.
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náležící do rodiny vault-proteinů
[21,33,37]. Proteiny P-gp a MRP pů-
sobí jako pumpy odčerpávající ven
z buňky řadu chemicky i funkčně
rozdílných cytostatik, LRP předsta-
vuje ribonukleoproteinové tělísko
zprostředkující transport cytostatik
do buněčných vezikulů [1,23,19]. La-
boratorně je výskyt těchto proteinů
nejčastěji zjišťován pomocí monoklo-
nálních protilátek nebo na úrovni
mRNA [6,24,32]. Speciální metodi-
kou pro testování aktivity membrá-
nových pump jsou funkční testy
s fluorescenčními substráty a inhibi-
tory pump [7,18,25,26].

Další významnou problematikou
v oblasti chemorezistence nádorových
buněk jsou změny v apoptotickém
procesu, které znemožňují cytostati-
kům navodit smrt buňky apoptózou
tak, jak je tomu při léčebném zásahu
obvyklé [8,15,36]. Klíčovou efektoro-
vou roli v apoptóze sehrává systém
cysteinových proteáz – kaspáz, který
čítá zhruba 10 proteinů interagují-
cích s dalšími faktory apoptotického
procesu a účastnících se proteoly-
tické kaskády, na jejímž konci do-
chází k degradaci životně důležitých
buněčných struktur jako je DNA,
nitrobuněčné enzymy a strukturální
proteiny [10,41]. Kaspázová kaskáda
spojuje tzv. vnější a vnitřní signální
dráhu apoptózy, která je spjata s řa-
dou především mitochondriálních
pochodů [3,4,11,39]. Důležitou roli
v apoptotickém procesu hrají protei-
ny Bcl-2, Bax a další jim příbuzné
proteiny [17,31,40]. Mají buď proa-
poptotické (Bax, Bad, Bak, Bik, Hrk,
Bid, Bcl-XS) nebo protiapoptotic-
ké (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, A1/BFL-1,
Bcl-W) účinky a nadměrná exprese
protiapoptotických členů této Bcl-2
rodiny proteinů často způsobuje re-
zistenci k navození apoptózy půso-
bením cytostatika [2,30]. Zvýšený vý-
skyt proteinu Bcl-2 je uváděn u ně-
kterých lymfomů, 85 % případů
B-CLL, 40 % případů AML a také
v blastické fázi chronické myeloidní
leukemie [31].

Uvádí se 3 základní oblasti apopto-
tického procesu, k nimž se vztahuje
řada buněčných dějů a potažmo me-
tod ke stanovení apoptózy buněk. Jed-
ná se o kondenzaci chromatinu (test
TUNEL – Tdt-mediated dUTP nick
end labeling), zhroucení membráno-
vého potenciálu mitochondrií a změny
plazmatické membrány (annexinový
test) [3,14,38]. Kultivace leukemických
buněk s cytostatiky pomáhají zjišťo-
vat účinnost cytostatika a míra odu-
mírání leukemických buněk v kultuře
se dá hodnotit různými testy, např.
MTT (metylthiazoltetrazolium) tes-
tem nebo některým z testů na přítom-
nost apoptotických buněk [5,9,20].

Soubor nemocných a metodika

Soubor nemocných

Do studie bylo zařazeno 25 pacientů,
6 s diagnózou akutní myeloidní leu-
kemie v záchytu onemocnění (1 muž
a 5 žen) a 19 s diagnózou chronické
lymfatické leukemie v různých sta-
diích onemocnění (14 mužů a 5 žen).
Průměrný věk pacientů byl 66 let.
Studie byla schválena etickou komisí
a byl obdržen informovaný souhlas
každého účastníka studie. Spoluprá-
ce byla vedena s hematologickými
pracovišti Fakultní nemocnice Hra-
dec Králové a hematologickými pra-
covišti východočeského regionu.

Vzorky

Pro analýzu byly použity vzorky pe-
riferní krve, popř. kostní dřeně. Jako
protisrážlivé agens byl použit hepa-
rin. Pro kultivační pokusy byly po-
užity výlučně vzorky periferní krve.
Separované mononukleární buňky
byly použity pro nepřímé značení ne-
konjugovanými protilátkami a pro
funkční testy. Separace mononukleár-
ních buněk byla uskutečněna v hus-
totním gradientu s použitím Lym-
phoprepuTM (Nyegaard & Co. A/S).

Znaèení proteinù asociovaných 

s rezistencí k cytostatikùm

Protein P-gp byl značen pomocí mo-
noklonální protilátky UIC2 (Immu-



Funkèní testy

Jako fluorescenční substrát P-gp byl
testován daunorubicin (625 ng/ml,
Cérubidine, Laboratoire Roger Bel-
lon) a Rhodamin 123 (62,5 nM,
Sigma). Jako inhibitor P-gp byl testo-
ván verapamil (250 nM, Sigma)
a cyklosporin A (120 µg/ml, Sigma).
Vyseparované buňky byly inkubová-
ny 30 min při 37 °C s fluorescenč-
ním substrátem, pak 2krát pro-
myty v PBS a 1 hod inkubovány
s inhibitorem P-gp při 37 °C. Para-
lelně byla inkubována zkumavka
bez inhibitoru a zkumavka bez fluo-
rescenčního substrátu – kontrola
autofluorescence.

Kultivace bunìk pacientù s diagnózou

akutní myeloidní leukemie (AML) 

a B−lymfocytární chronické leukemie (B−CLL)

Vyseparované mononukleární buňky
z periferní krve byly inkubovány
v médiu RPMI 1640 s přídavkem 10 %
telecího séra a gentamicinu, v 37 °C
v prostředí 5 % CO2. U vzorků B-CLL
byla před kultivací provedena sepa-
race T-lymfocytů pomocí magnetic-
kých kuliček a monoklonální protilát-
ky proti CD2, 6f10.3 (Immunotech).
Koncentrace buněk byla 1 × 106/ml.
Vzhledem k následným analýzám by-
la doba kultivace s cytostatiky 22 ho-
din a 46 hodin. Každý vzorek byl pa-
ralelně kultivován ve třech kulti-
vačních nádobách objemu 50 ml –
kontrolní, testovací pro 22hodino-
vou inkubaci a testovací pro 46hodi-
novou inkubaci. K vzorkům AML
byl přidán doxorubicin (1 µg/ml,
Sigma) a k vzorkům B-CLL byl při-
dán chlorambucil (6 µg/ml, Sigma)
jako jeden z nejčastěji užívaných cy-
tostatik v léčbě tohoto onemocnění.

Annexinový test

Annexinový test – Annexin V FITC
(Immunotech) jsme použili k rychlé
detekci apoptotických buněk. Anne-
xin V byl konjugován s fluorochro-
mem FITC (fluorescein izothiokya-
nát). Buňky byly inkubovány ve tmě
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a v ledové lázni v přítomnosti pufru,
annexinu V a propidium jodidu
10 minut. Následně byla provedena
cytometrická analýza.

Znaèení kaspázy 8 pomocí protilátky 5F7

Buněčná suspenze o koncentraci 5 ×
× 105/ml byla permeabilizována roz-
toky IntraPrepTM Permeabilization
Reagent (Immunotech). Permeabili-
zované buňky byly značeny monoklo-
nální protilátkou proti kaspáze 8 – 
– 5F7 (Immunotech) 20 minut. Vzo-
rek byl dále značen čerstvě ředěnou
(1 : 20) sekundární protilátkou konju-
govanou s fykoerytrinem [F(ab’)2
anti IgG, Immunotech] v případě
vzorků B-CLL. V případě vzorků AML
byla buněčná suspenze inkubována
s čerstvě ředěnou (1 : 20) sekundární
protilátkou konjugovanou s fluo-
rescein izothiokyanátem  FITC (anti-
IgG, Biotest AG). Inkubace se sekun-
dární protilátkou trvala 25 minut.

Test TUNEL (TdT−mediated dUTP 

nick end labelling)

Vzorek buněčné suspenze o koncen-
traci 5 × 105/ml byl fixován 5,5 % roz-
tokem formaldehydu v PBS (fosfáto-
vý pufr) 30 minut při 4 °C. Fixované
buňky byly proprány a k sedimentu

byl přidán 1,5 ml 0,5 % roztok
TWEENU 20 (Sigma) v PBS. Permea-
bilizace probíhala 15 min při pokojo-
vé teplotě, následně byly buňky
proprány. K permeabilizovaným buň-
kám byla přidána reakční směs obsa-
hující TdT pufr, FITC-značené dUTP
a TdT (komponenty kitu MEBSTAIN
Apoptosis kit Direct, Immunotech).
U vzorku představujícího negativní
kontrolu byla v reakční směsi vyne-
chána TdT. Inkubace se směsí en-
zymu a dUTP byla vedena při 37 °C
60 minut.

Výsledky

1. AML

Porovnání hodnot kultivace v čase
Výpočty byly získány metodou ana-
lýzy rozptylu s opakováním měření
(Bonferroniho test) a zjištěny byly
následující tendence: počet apopto-
tických buněk hodnocených annexi-
novým testem po přidání cytostatika
významně vzrostl za dobu kultivace
22 hodin (p = 0,0010). Další kultiva-
ce buněk až do 46 hodin od počátku
kultivace již nepřinesla žádnou sta-
tisticky významnou změnu. Dochá-
zelo, avšak v podstatně menší míře
k nárůstu apoptotických buněk
v kultuře (graf 1). Testem na přítom-

Graf 1. Průměrný počet apoptotických buněk hodnocených annexi-
novým testem (AaN) v kontrolním vzorku (1), po 22 hodinách kulti-
vace s cytostatikem (2) a 46 hodinách kultivace s cytostatikem (3)
u skupiny pacientů s diagnózou akutní myeloidní leukemie – AML
(A) a B-lymfocytární chronické lymfatické leukemie – B-CLL (B).
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hočetné rezistence byla nalezena ne-
gativní korelace mezi reakcí v testu
TUNEL a výsledky funkčního testu
membránových pump v obou časo-
vých intervalech (22 hod. – Spearma-
nův korelační koeficient Rs = –0,95;
počet pacientů n = 6; p = 0,014; 46
hod – Rs = –0,97; n = 6; p = 0,005)
(graf 4).

2. B−CLL

Porovnání hodnot kultivace v čase
Analýzou rozptylu výsledků kultivač-
ních pokusů u každé ze 3 použitých
metod nebyly zjištěny žádné vý-
znamné změny v počtu živých resp.
apoptotických buněk po podání cy-
tostatika (tab). Jsou patrné velké roz-
díly mezi jednotlivými pacienty a sou-
bor se jeví co do apoptózy buněk B-
CLL in vitro velmi nehomogenní.

Vztah výsledků kultivačních
pokusů a znaků rezistence vůči
cytostatikům
Korelační analýzou mezi výsledky
kultivačních pokusů a znaky mno-
hočetné rezistence buněk byly nale-
zeny některé zajímavé závislosti, a to
u těchto dvojic: v intervalu 22 hodin
pozitivní korelace mezi reakcí v testu
na kaspázu 8 a expresí P-gp při zna-
čení protilátkou UIC2 (Rs = 0,53; n =
19; p = 0,041) (graf 5), negativní ko-
relace mezi počtem apoptotických
buněk v annexinovém testu a expresí
P-gp při značení protilátkou MRK16
(Rs = –0,56; n = 19; p = 0,016) (graf 6)
a v intervalu 46 hodin pozitivní ko-
relace mezi reakcí v testu TUNEL a ex-
presí P-gp při značení protilátkou
UIC2 (Rs = 0,56; n = 19; p = 0,031)
(graf 7) a negativní korelace mezi re-
akcí v testu na kaspázu 8 a expresí
proteinu Bcl-2 (Rs = –0,58; n = 19;
p = 0,024) (graf 8).

Diskuse

Pro in vitro simulaci, i když značně
zjednodušenou, působení cytostati-
ka na leukemické buňky jsme použi-
li kultivační testy buněk AML s do-
xorubicinem a B-CLL s chlorambu-
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nost kaspázy 8 nebyla za 22 hodin
zjištěna žádná statisticky významná
změna v kultuře buněk kultivova-
ných s cytostatikem, zato v dalším
časovém intervalu (kultivace do
46 hod od podání cytostatika) je již
změna statisticky významná. Jedná
se o pokles procenta apoptotických
buněk pozitivních v tomto znaku
(p = 0,0180) (graf 2). Počet apopto-
tických buněk zjištěných testem TU-

NEL po podání cytostatika za 22 ho-
dinové a 46 hodinové kultivace mír-
ně zvýšil, ale tento nárůst nebyl pro-
kázán jako statisticky významný
(graf 3; tab).

Vztah výsledků kultivačních 
pokusů a znaků rezistence vůči
cytostatikům
Korelační analýzou vztahu výsledků
kultivačních pokusů a znaků mno-

Graf 2. Průměrný počet apoptotických buněk pozitivních na kaspázu 8
(C8) v kontrolním vzorku (1), po 22 hodinách kultivace s cytostati-
kem (2) a 46 hodinách kultivace s cytostatikem (3) u skupiny pacien-
tů s diagnózou akutní myeloidní leukemie – AML (A) a B-lymfocy-
tární chronické lymfytické leukemie – B-CLL (B).
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Graf 3. Průměrný počet apoptotických buněk hodnocených testem
TUNEL (TU) v kontrolním vzorku (1), po 22 hodinách kultivace s cy-
tostatikem (2) a 46 hodinách kultivace s cytostatikem (3) u skupiny
pacientů s diagnózou akutní myeloidní leukemie – AML (A) a B-lym-
focytární chronické lymfatické leukemie – B-CLL (B).

A. doba kultivace/počet apopt. b. B. doba kultivace/počet apopt. b.

100

75

50

25

0

100

75

50

25

0

TU

1 2

CAS CAS

3 1 2 3

Means of TU Means of TU
TU



Hodnocení apoptózy bunìk akutní myeloidní leukemie a B−lymfocytární chronické lymfatické leukemie po kultivaci s cytostatiky

www.vnitrnilekarstvi.cz 179

cilem. Kultivace probíhaly vždy po
dobu 22 a 46 hodin paralelně s kon-
trolami bez cytostatika, tak jak byla
realizace testu uskutečnitelná v pod-
mínkách běžného chodu klinické la-
boratoře. Cílem práce bylo ustavit
model pro testování in vitro rezisten-
ce leukemických buněk k cytostati-
kům, stanovit nejvhodnější podmín-
ky a testy vyhodnocující reakci bu-
něk v kultuře. Podle Filipitse et al je
AML považována za modelové one-
mocnění pro studium rezistence
k cytostatikům [12].

U AML docházelo u většiny vzor-
ků ke značnému nárůstu apopto-

tických buněk po 22 hodinách kulti-
vace s doxorubicinem, měřeno anne-
xinovým testem. Oba další provede-
né testy na kaspázu 8 a test TUNEL
neprokázaly nárůst apoptotických
buněk v kultuře jako statisticky vý-
znamný. Test exprese káspázy 8 se je-
ví pro hodnocení apoptózy po in
vitro kultivaci buněk s cytostatiky ja-
ko ne zcela vhodný. Účast kaspázy
8 v apoptóze blastů AML indukova-
né doxorubicinem je nejspíš zane-
dbatelná. Bylo publikováno, že spon-
tánní apoptóza buněk AML vykazu-
je signifikantní korelace s odpovědí
na indukční chemoterapii [40]. Ně-

které další studie však ukazují, že in
vitro testy s cytostatiky mají svá
úskalí. Při studiu reakcí myeloidních
buněk v kultuře bylo zjištěno, že ne-
dostatek cytokinů, které zabraňují
apoptóze, může přispívat in vitro
k citlivosti k daunorubicinu, a tak
poskytovat falešné výsledky [9].

U buněk B-CLL naopak nebyl sta-
tisticky významný nárůst apopto-
tických buněk po kultivaci s chlo-
rambucilem v žádném časovém in-
tervalu. Mezi vzorky jednotlivých
pacientů byl poměrně velký rozdíl
týkající se apoptotické reakce B-CLL
buněk in vitro. Tato skutečnost prav-

Graf 4. Negativní korelace mezi funkcí proteinu P-gp (effV) a apopto-
tickou reakcí buněk akutní myeloidní leukemie (AML) po 22hodino-
vé a 46hodinové kultivaci s doxorubicinem při detekci testem TUNEL
(r22TU, r46TU).
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Graf 5. Pozitivní korelace mezi ex-
presí P-gp při detekci protilátkou
UIC2 a expresí kaspázy 8 po 22ho-
dinové kultivaci buněk B-lymfo-
cytární chronické lymfatické leu-
kemie – B-CLL (r22Cas8).

exprese P-gp/kaspáza 8

20

13,8

7,5

1,3

–5

r22Cas8

10,5 1,5

effV

2 2,5

UIC2 vs r22Cas8

Tab. Průměrné hodnoty relativního zastoupení apoptotických buněk a směrodatné odchylky u pa-
cientů s diagnózou akutní myeloidní leukemie (AML) po in vitro kultivaci buněk s doxorubicinem
a u pacientů s diagnózou B-lymfocytární chronické lymfatické leukemie (B-CLL) po in vitro kultivaci
buněk s chlorambucilem.

diagnóza vzorek procento apoptotických buněk
annexinový test kaspáza 8 test TUNEL

s s s
kontrola 38,17 ± 29,8 32,4 ± 13,16 18,4 ± 15,18

AML kultivace 22 hod 81,33 ± 15,45 35,6 ± 22,56 34,4 ± 13,45
kultivace 46 hod 86 ± 9,85 19,4 ± 18,96 49 ± 26,05
kontrola 36,63 ± 24,14 13,53 ± 6,4 20,27 ± 20,7

B-CLL kultivace 22 hod 39,32 ± 26,5 16 ± 9,15 22,2 ± 19,44
kultivace 46 hod 44,06 ± 26,65 15,4 ± 10,30 25,6 ± 19,92



děpodobně souvisela s odlišnými
stadii onemocnění, ale i předešlou
léčbou u jednotlivých pacientů. Na
rozdíl od pacientů s AML totiž neby-
ly vzorky pacientů s B-CLL vyšetřo-
vány pouze při záchytu onemocnění.
Buňky B-CLL, které v organizmu jen
těžko podléhají apoptóze, v kultuře
spontánně hynuly docela dobře,
avšak tato tendence nebyla umocně-
na přidáním chlorambucilu do kul-
tury. Toto zjištění se shoduje s vý-
sledky jiných studií. Vermes et al
uvádějí, že ačkoliv jsou in vitro kulti-
vované B-CLL lymfocyty velice ná-
chylné ke spontánní apoptóze, více
než normální B-lymfocyty [38], in vi-
vo je tomu naopak [27]. To odpovídá
též patogenezi tohoto doposud ne-
vyléčitelného onemocnění, které je
charakteristické zablokováním bu-
něk v G0/G1 fázi buněčného cyklu,
inhibicí apoptózy a následujícím
hromaděním dlouhožijících nádoro-
vých buněk [20]. Co se týče apoptózy
B-CLL buněk, bylo publikováno, že
je inhibována imunokomplexy za
účasti okolních leukocytů [13] a že
in vitro testy ukázaly proapopto-

tický efekt anti-sense oligonukleoti-
dů proti Bcl-2 mRNA [28] a proa-
poptotický efekt IL-4, kterého by se
dalo s úspěchem využít v imunotera-
pii B-CLL [22].

Výsledky kultivačních testů, tedy
míru apoptózy ve vzorcích po kulti-
vaci buněk s cytostatiky jsme hodno-
tili také ve vztahu ke znakům mno-
hočetní rezistence. Korelační analý-
zou u vzorků AML byly zjištěny silné
negativní korelace mezi výsledky tes-
tu TUNEL a výsledky funkčního tes-
tu membránových pump s použitím
doxorubicinu a verapamilu. Silná
negativní korelace výsledků testu
TUNEL a výsledků funkčního testu
odpovídá předpokladu, že čím re-
zistentnější buňky, tím méně podílu
apoptotických buněk v testu TUNEL
a zároveň narůstající index MFI
u funkčních testů.

Analýza vzorků B-CLL ukázala ta-
ké závislosti mezi některými znaky
mnohočetné rezistence a výsledky
kultivačních pokusů. Jelikož efekt
chlorambucilu na in vitro apoptózu
buněk B-CLL nebyl prokázán, může-
me zde hodnotit pouze vliv in vitro

kultivace B-CLL buněk na spontánní
apoptózu. U proteinu Bcl-2 byla zjiš-
těna negativní korelace s výsledky
testu na kaspázu 8 po 46hodinové
kultivaci buněk. Toto naše zjištění
podporuje skutečnost, že buňky po-
zitivní v Bcl-2 mají menší schopnost
podlehnout apoptóze. Význam hla-
diny proteinů Bcl-2 a Bax při proce-
su apoptózy je takový, že by bylo za-
jímavé měřit hladinu těchto protei-
nů v leukemických buňkách před
kultivací a po ní, abychom si mohli
udělat představu, jakou změnu jsou
podmínky kultivace v tomto směru
schopny navodit. Po 48hodinové
kultivaci buněk B-CLL s chlorambu-
cilem dokázali Pepper et al, že zvýše-
ná exprese Bax byla nezbytná pro in-
dukci apoptózy a stejná práce ukáza-
la, že rezistence ke chlorambucilu je
zprostředkována neúspěšnou induk-
cí Bax a selekcí subklonů s vysokou
expresí Bcl-2 [27]. U proteinu P-gp
byla nalezena negativní korelace s vý-
sledky annexinového testu při de-
tekci P-gp protilátkou MRK16. Tato
negativní korelace odpovídá předsta-
vě, že buňky exprimující ve větší mí-
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Graf 6. Negativní korelace mezi
expresí P-gp při detekci protilát-
kou MRK-16 (MRK) a apoptotic-
kou reakcí buněk B-lymfocytární
chronické lymfatické leukemie
(B-CLL) po 22hodinové kultivaci
při hodnocení annexinovým tes-
tem (r22an).
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Graf 7. Pozitivní korelace mezi
expresí P-gp při detekci protilát-
kou UIC2 a apoptotickou reakcí
buněk B-lymfocytární chronické
lymfatické leukemie (B-CLL) po
46hodinové kultivaci při detekci
testem TUNEL (r46TU).
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Graf 8. Negativní korelace mezi
expresí Bcl-2 a expresí kaspázy 8
po 46hodinové kultivaci buněk
B-lymfocytární chronické lymfa-
tické leukemie (B-CLL) (r46Cas8).
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ře P-gp méně reagují na kultivační
podmínky apoptózou. Dále byly
u proteinu P-gp nalezeny pozitivní
korelace s expresí kaspázy 8 a výsled-
ky testu TUNEL při detekci P-gp
protilátkou UIC2. Tyto pozitivní ko-
relace jsou v rozporu s předchozí
a nedokážeme je vysvětlit. Celá situa-
ce je však natolik složitá, že výsledky
lze považovat pouze za orientační ta-
ké vzhledem k malému souboru vy-
šetřených pacientů. Je známo, že
chlorambucil není substrátem P-gp,
a proto by neměla být exprese P-gp
a reakce buněk B-CLL na chlo-
rambucil v přímé souvislosti. Přesto
jsme měli v úmyslu reakci B-CLL bu-
něk na chlorambucil vzhledem k ex-
presi P-gp sledovat, a to z důvodu
dalších možných vlivů P-gp na
apoptózu buněk kromě odčerpávání
cytostatik. Práce Higashiho et al
ukázala, že P-gp vykazuje kromě
effluxu ještě jiné nepopsané funkce,
které modulují citlivost AML blastů
k chemoterapii [16,26]. Bylo také
zjištěno, že leukemické buňky pozi-
tivní v P-gp mají větší obsah
mtDNA, což vede ke změnám ener-
getického metabolizmu, a může to
ovlivnit citlivost buněk k apoptóze
[19]. Dále bylo zjištěno, že P-gp inhi-
buje apoptózu zprostředkovanou
kaspázami [34] a inhibuje apoptózu
indukovanou ozářením buněk [35].

Závěrem lze poznamenat, že se po-
dařilo zavést vhodné modelové pod-
mínky pro testování citlivosti buněk
AML k doxorubicinu, ne však buněk
B-CLL k chlorambucilu. Je však otáz-
kou, zda spontánní apoptóza in
vitro sama o sobě neskýtá cenné in-
formace, které by vypovídaly o citli-
vosti konkrétního nádorového klo-
nu k apoptóze. Z testů použitých
k detekci apoptotických buněk ve
vzorku bychom jednoznačně dopo-
ručili annexinový test pro svou jed-
noduchost a bezkonkurenční rych-
lost zpracování vzorku. Co se týče
korelací apoptotické reakce buněk
a exprese znaků spojených s mnoho-
četnou rezistencí, je nutno je považo-

vat pouze za orientační a považovat
je za jakýsi impulz k dalším výzku-
mům. V návaznosti na tuto práci by
bylo vhodné zejména rozšířit soubor
pacientů, pokusit se paralelně testo-
vat více koncentrací cytostatika,
popř. další cytostatika používaná při
léčbě těchto onemocnění.

Výhledově se v této oblasti otevíra-
jí nové možnosti dané zejména nový-
mi poznatky o procesech apoptózy,
ale i mnohočetné rezistence jako ta-
kové. Molekulární objevy v oblasti
mnohočetné rezistence odhalily
mnoho genů pro transportní protei-
ny, byly vyvinuty nové metodiky, ob-
jeveny nové modulátory [29]. Společ-
ně s novými poznatky přibývá též
různých laboratorních možností,
fluorescenčních substrátů membrá-
nových pump, monoklonálních pro-
tilátek dostupných pro klinické la-
boratoře i technických možností da-
ných přístrojovým vybavením.
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