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Souhrn: Selhani apoptdzy pfi cytostatické 1écbé leukemickych onemocnéni piedstavuje jeden z mechanizmi rezistence bunék
k cytostatiktim. Cilem préice bylo zavedeni in vitro modelu ke sledovani citlivosti klonu malignich bunék akutni myeloidni leu-
kemie (AML) k doxorubicinu a bunék B-lymfocytirni chronické lymfatické leukemie (B-CLL) k chlorambucilu. Zajimal nas ta-
ké vztah apoptdzy po kultivaci bunék s cytostatikem k molekuldm P-gp, MRP, LRP, Bcl-2 a Bax. Veskeré analyzy byly hodnoce-
ny pomoci priitokové cytometrie. K detekci apoptotickych bunék ve vzorku bylo pouzito 3 metod: annexinového testu, testu TU-
NEL (Tdt-mediated dUTP nick end labeling) a detekce kaspizy 8. Po kultivaci bunék byl statisticky vyznamny narust
apoptotickych bunék v kultufe pozorovan u bunék AML, nikoliv u bunék B-CLL. Pfi analyze znakt mnohocetné rezistence by-
ly zjistény nékteré tendence ke vztahu predevsim znaki P-gp a Bcl-2 k in vitro apoptéze bunék AML a B-CLL. U AML se jedna-
lo zejména o negativni korelaci mezi funkci P-gp a poc¢tem apoptotickych bunék hodnocenych testem TUNEL. U B-CLL se jed-
nalo o negativni korelaci mezi expresi P-gp a vysledky annexinového testu a expresi Bcl-2 a kaspézy 8.

Kli¢ova slova: akutni myeloidni leukemie - B-lymfocytarni chronicka lymfaticka leukemie - apoptdéza - mnohocetnd rezisten-
ce - prutokovd 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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Posledni dekada vykazuje vyjimecny
narast v poznani mechanizmu, které
souviseji s chemoterapii, indukovanou

apoptdzou a mechanizmy rezistence
[11]. Ta je ¢asto spojovdna s vyskytem
proteint snizujicich intracelularni
koncentraci cytostatik. Patfi mezi né

¢lenové rodiny ABC (ATP-binding
cassette) transportérovych proteint
P-gp a MRP, které se vyskytuji v bu-
néénych membranach a protein LRP
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néalezici do rodiny vault-proteint
[21,33,37]. Proteiny P-gp a MRP pii-
sobi jako pumpy odéerpavajici ven
z bunky radu chemicky i funkéné
rozdilnych cytostatik, LRP predsta-
vuje ribonukleoproteinové télisko
zprostredkujici transport cytostatik
do buné¢nych vezikula [1,23,19]. La-
boratorné je vyskyt téchto proteinti
nejcastéji zjisStovin pomoci monoklo-
nélnich protilitek nebo na trovni
mRNA [6,24,32]. Specidlni metodi-
kou pro testovani aktivity membra-
novych pump jsou funkéni testy
s fluorescen¢nimi substraty a inhibi-
tory pump [7,18,25,26].

Dalsi vyznamnou problematikou
v oblasti chemorezistence nadorovych
bunék jsou zmény v apoptotickém
procesu, které znemoznuji cytostati-
kam navodit smrt buriky apoptézou
tak, jak je tomu pfilécebném zasahu
obvyklé [8,15,36]. Klicovou efektoro-
vou roli v apoptdze sehrava systém
cysteinovych protedz - kaspaz, ktery
¢itd zhruba 10 proteint interaguji-
cich s dal$imi faktory apoptotického
procesu a Ucastnicich se proteoly-
tické kaskady, na jejimz konci do-
chazi k degradaci zivotné dilezitych
bunéénych struktur jako je DNA,
nitrobunééné enzymy a strukturdlni
proteiny [10,41]. Kaspazovd kaskdda
spojuje tzv. vnéjsi a vnitini signalni
drahu apoptdzy, ktera je spjata s fa-
dou predevsim mitochondridlnich
pochodit [3,4,11,39]. Dulezitou roli
v apoptotickém procesu hraji protei-
ny Bcl-2, Bax a dal3i jim pfibuzné
proteiny [17,31,40]. Maji bud proa-
poptotické (Bax, Bad, Bak, Bik, Hrk,
Bid, Bcl-X;) nebo protiapoptotic-
ké (Bcl-2, Bel-X,, Mcl-1, Al/BFL-1,
Bcl-W) tcinky a nadmérnd exprese
protiapoptotickych ¢lenti této Bcl-2
rodiny proteinti ¢asto zptisobuje re-
zistenci k navozeni apoptdzy ptiso-
benim cytostatika [2,30]. Zvyseny vy-
skyt proteinu Bcl-2 je uvadén u né-
kterych lymfomt, 85 % pripada
B-CLL, 40 % ptipadd AML a také
v blastické fazi chronické myeloidni
leukemie [31].
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Uvadi se 3 zdkladni oblasti apopto-
tického procesu, k nimz se vztahuje
fada buné¢nych déjii a potazmo me-
tod ke stanoveni apoptézy bunék. Jed-
nd se o kondenzaci chromatinu (test
TUNEL - Tdt-mediated dUTP nick
end labeling), zhrouceni membrino-
vého potencidlu mitochondrif a zmény
plazmatické membriny (annexinovy
test) [3,14,38]. Kultivace leukemickych
bunék s cytostatiky pomahaji zjisto-
vat ucinnost cytostatika a mira odu-
mirani leukemickych bunék v kulture
se dd hodnotit rliznymi testy, napf.
MTT (metylthiazoltetrazolium) tes-
tem nebo nékterym z testti na pfitom-
nost apoptotickych bunék [5,9,20].

Soubor nemocnych a metodika

Soubor nemocnych

Do studie bylo zafazeno 25 pacientt,
6 s diagndézou akutni myeloidni leu-
kemie v zichytu onemocnéni (1 muz
a 5 zen) a 19 s diagnézou chronické
lymfatické leukemie v rtiznych sta-
diich onemocnéni (14 muztia 5 Zen).
Pramérny vék pacientd byl 66 let.
Studie byla schvalena etickou komisi
a byl obdrzen informovany souhlas
kazdého acastnika studie. Spolupra-
ce byla vedena s hematologickymi
pracovisti Fakultni nemocnice Hra-
dec Kralové a hematologickymi pra-
covisti vychodoceského regionu.

Vzorky

Pro analyzu byly pouzity vzorky pe-
riferni krve, popf. kostni dfené. Jako
protisrazlivé agens byl pouzit hepa-
rin. Pro kultiva¢ni pokusy byly po-
uzity vyluéné vzorky periferni krve.
Separované mononukledrni burky
byly pouzity pro nepfimé znaceni ne-
konjugovanymi protilitkami a pro
funkeéni testy. Separace mononukledr-
nich bunék byla uskute¢néna v hus-
totnim gradientu s pouzitim Lym-
phoprepu™ (Nyegaard & Co. A/S).

Znateni proteini asociovanyjch

s rezistenci k cytostatikium

Protein P-gp byl znacen pomoci mo-
noklonalni protilatky UIC2 (Immu-

notech) konjugované s fykoerytri-
nem (PE) a dale pomoci monoklo-
nalni protilitky MRK16 (Kamiya
Biomedical Company) a sekundarni
protilitky konjugované s fykoerytri-
nem [F(ab’)2 anti-IgG, Immuno-
tech]. Protein Bcl-2 byl po permeabi-
lizaci pomoci kitu firmy Immuno-
tech IntraPrep™ Permeabilization
Reagent (Immunotech) znacen mo-
noklondlni protilitkou Bcl-2/100
(PharMingen). Pfed znacenim pro-
teintt MRP, LRP a Bax byla provede-
na separace mononuklearnich bunék
z periferni krve nebo kostni dfené,
vzorek byl fixovan a permeabilizo-
van pomoci roztokt IntraPrep™
Permeabilization Reagent (Immu-
notech). Protein MRP byl znacen
monoklonalni protilitkou MRPrl
(Monosan, fedéni 1 : 20), protein LRP
byl znacen monoklonalni protildtkou
LRP-56 (Monosan, fedéni 1 : 50)
a protein Bax byl znacen monoklo-
ndlni protilatkou 4F11 (Immunotech,
fedéni 1 : 20). Nésledné byly vzorky
inkubovany se sekundarni protilat-
kou konjugovanou s fykoerytrinem
[F(ab’)2 anti-IgG, Immunotech]. In-
kubace s pfimou protildtkou probi-
haly 20 minut a inkubace se sekun-
dérni protilatkou 25 minut.

Kontroly a vyhodnoceni

Vzorky byly analyzovany na prutoko-
vém cytometru Epics®XL (Beckman
Coulter Company). Pozitivity protei-
nt P-gp, MRP, LRP, Bax a Bcl-2 byly
hodnoceny podle stfedni intenzity
fluorescence MFI (mean fluorescence
intensity) gatované populace. Za tim-
to Ucelem bylo striktné dodrzovano
stabilni nastaveni parametrt cyto-
metrické analyzy. Ve vSech analyzach
bylo dodrzeno stejné fedéni protila-
tek. Jako vysledek byl stanovovdn in-
dex MFI (MFI dané protilatky/MFI
kontroly). Ke statistickému hodnoce-
ni vysledk byl pouzit program NCSS
6.0.21 (1996) a STATISTICA 99. Ze
statistickych testti byla pouzita analy-
za rozptylu s Bonferroniho porovna-
nim a Spearmantiv korela¢ni test.
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Funkini testy

Jako fluorescen¢ni substrat P-gp byl
testovan daunorubicin (625 ng/ml,
Cérubidine, Laboratoire Roger Bel-
lon) a Rhodamin 123 (62,5 nM,
Sigma). Jako inhibitor P-gp byl testo-
van verapamil (250 nM, Sigma)
a cyklosporin A (120 pg/ml, Sigma).
Vyseparované buiiky byly inkubova-
ny 30 min pti 37 °C s fluorescenc-
nim substritem, pak 2krat pro-
mytyv PBS a 1 hod inkuboviny
s inhibitorem P-gp pfi 37 °C. Para-
lelné byla inkubovana zkumavka
bez inhibitoru a zkumavka bez fluo-
rescenéniho substrdtu - kontrola
autofluorescence.

Kultivace bunék pacienti s diagnézou
akutni myeloidni leukemie (AML)

a B-lymfocytarni chronickeé leukemie (B-CLL)
Vyseparované mononukledrni bunky
z periferni krve byly inkuboviny
v médiu RPMI 1640 s piidavkem 10 %
teleciho séra a gentamicinu, v 37 °C
v prostiedi 5 % CO,. U vzorki B-CLL
byla pred kultivaci provedena sepa-
race T-lymfocytti pomoci magnetic-
kych kuli¢ek a monoklondlni protilat-
ky proti CD2, 6£10.3 (Immunotech).
Koncentrace bunék byla 1 x 10¢/ml
Vzhledem k ndslednym analyzam by-
la doba kultivace s cytostatiky 22 ho-
din a 46 hodin. Kazdy vzorek byl pa-
ralelné kultivovan ve tfech kulti-
vacnich nadobach objemu 50 ml -
kontrolni, testovaci pro 22hodino-
vou inkubaci a testovaci pro 46hodi-
novou inkubaci. K vzorkim AML
byl pfidin doxorubicin (1 pg/ml,
Sigma) a k vzorktim B-CLL byl pii-
dén chlorambucil (6 pg/ml, Sigma)
jako jeden z nejcastéji uzivanych cy-
tostatik v 1é¢bé tohoto onemocnéni.

Annexinovy test

Annexinovy test - Annexin V FITC
(Immunotech) jsme pouzili k rychlé
detekei apoptotickych bunék. Anne-
xin V byl konjugovin s fluorochro-
mem FITC (fluorescein izothiokya-
nat). Bunky byly inkubovany ve tmé
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Graf 1. Pramérny pocet apoptotickych bunék hodnocenych annexi-
novym testem (AaN) v kontrolnim vzorku (1), po 22 hodinéch kulti-
vace s cytostatikem (2) a 46 hodinich kultivace s cytostatikem (3)
u skupiny pacientii s diagnézou akutni myeloidni leukemie - AML
(A) a B-lymfocytarni chronické lymfatické leukemie — B-CLL (B).

avledové lazni v pritomnosti pufru,
annexinu V a propidium jodidu
10 minut. Nasledné byla provedena
cytometricka analyza.

Znateni kaspazy 8 pomoci protilatky 5F7

Bunécna suspenze o koncentraci 5 x
x 10°/ml byla permeabilizovana roz-
toky IntraPrep™ Permeabilization
Reagent (Immunotech). Permeabili-
zované bunky byly znac¢eny monoklo-
ndlni protilitkou proti kaspize 8 -
- 5F7 (Immunotech) 20 minut. Vzo-
rek byl dile znacen Cerstvé fedénou
(1:20) sekundarni protilatkou konju-
govanou s fykoerytrinem [F(ab’)2
anti IgG, Immunotech]| v pripadé
vzorkti B-CLL. V piipadé vzorktt AML
byla bunécnd suspenze inkubovina
s Cerstvé fedénou (1 : 20) sekunddrni
protilatkou konjugovanou s fluo-
rescein izothiokyanatem FITC (anti-
IgG, Biotest AG). Inkubace se sekun-
darni protilatkou trvala 25 minut.

Test TUNEL (TdT-mediated dUTP

nick end labelling)

Vzorek bunééné suspenze o koncen-
traci 5 x 10°/ml byl fixovan 5,5 % roz-
tokem formaldehydu v PBS (fosfato-
vy pufr) 30 minut pfi 4 °C. Fixované
buriky byly proprany a k sedimentu

byl pfidan 1,5 ml 0,5 % roztok
TWEENU 20 (Sigma) v PBS. Permea-
bilizace probihala 15 min pfi pokojo-
vé teploté, nasledné byly bunky
proprany. K permeabilizovanym buri-
kam byla pridana reakéni smés obsa-
hujici TdT pufr, FITC-znacené dUTP
a TdT (komponenty kitu MEBSTAIN
Apoptosis kit Direct, Immunotech).
U vzorku predstavujictho negativni
kontrolu byla v reakéni smési vyne-
chdna TdT. Inkubace se smési en-
zymu a dUTP byla vedena pri 37 °C
60 minut.

Vysledky

1. AML

Porovnani hodnot kultivace v éase
Vypocty byly ziskany metodou ana-
lyzy rozptylu s opakovinim méfeni
(Bonferroniho test) a zjistény byly
nésledujici tendence: pocet apopto-
tickych bunék hodnocenych annexi-
novym testem po pridani cytostatika
vyznamné vzrostl za dobu kultivace
22 hodin (p = 0,0010). Dalsi kultiva-
ce bunék az do 46 hodin od pocatku
kultivace jiz nepfinesla zddnou sta-
tisticky vyznamnou zménu. Docha-
zelo, avak v podstatné mensi mife
k narastu apoptotickych bunék
v kultufe (graf 1). Testem na pritom-
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Graf 2. Priimérny pocet apoptotickych bunék pozitivnich na kaspazu 8
(C8) v kontrolnim vzorku (1), po 22 hodinach kultivace s cytostati-
kem (2) a 46 hodinach kultivace s cytostatikem (3) u skupiny pacien-
ta s diagnézou akutni myeloidni leukemie - AML (A) a B-lymfocy-
tarni chronické lymfytické leukemie - B-CLL (B).

A. doba kultivace/pocet apopt. b. B. doba kultivace/pocet apopt. b.
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Graf 3. Primérny pocet apoptotickych bunék hodnocenych testem
TUNEL (TU) v kontrolnim vzorku (1), po 22 hodinach kultivace s cy-
tostatikem (2) a 46 hodinach kultivace s cytostatikem (3) u skupiny
pacienti s diagnézou akutni myeloidni leukemie - AML (A) a B-lym-
focytarni chronické lymfatické leukemie - B-CLL (B).

nost kaspazy 8 nebyla za 22 hodin
zjisténa zadna statisticky vyznamna

NEL po podani cytostatika za 22 ho-
dinové a 46 hodinové kultivace mir-

zména v kultufe bunék kultivova-
nych s cytostatikem, zato v dal$im
¢asovém intervalu (kultivace do
46 hod od podéni cytostatika) je jiz
zména statisticky vyznamnd. Jedna
se o pokles procenta apoptotickych
bunék pozitivnich v tomto znaku
(p= 0,0180) (graf 2). Pocet apopto-
tickych bunék zjisténych testem TU-
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né zvysil, ale tento nartst nebyl pro-
kiazan jako statisticky vyznamny
(graf 3; tab).

Vztah vysledki kultiva¢nich
pokusii a znaki rezistence viiéi
cytostatikiim

Korela¢ni analyzou vztahu vysledka
kultivacnich pokust a znakt mno-

hocetné rezistence byla nalezena ne-
gativni korelace mezi reakci v testu
TUNEL a vysledky funkéniho testu
membrinovych pump v obou ¢aso-
vych intervalech (22 hod. - Spearma-
nav korelaéni koeficient Rs = -0,95;
pocet pacientt n = 6; p = 0,014; 46
hod - Rs = -0,97; n = 6; p = 0,005)
(graf 4).

2. B-CLL

Porovnani hodnot kultivace v ¢ase
Analyzou rozptylu vysledki kultivac-
nich pokust u kazdé ze 3 pouzitych
metod nebyly zjistény zddné vy-
znamné zmény v poctu zivych resp.
apoptotickych bunék po podani cy-
tostatika (tab). Jsou patrné velké roz-
dily mezi jednotlivymi pacienty a sou-
bor se jevi co do apoptézy bunék B-
CLL in vitro velmi nehomogenni.

Vztah vysledka kultivaénich
pokusii a znaki rezistence viici
cytostatikiim

Korela¢ni analyzou mezi vysledky
kultiva¢nich pokust a znaky mno-
hocetné rezistence bunék byly nale-
zeny nékteré zajimavé zavislosti, a to
u téchto dvojic: v intervalu 22 hodin
pozitivni korelace mezi reakei v testu
na kaspazu 8 a expresi P-gp pfi zna-
¢eni protiladtkou UIC2 (Rs=0,53; n =
19; p = 0,041) (graf 5), negativni ko-
relace mezi poétem apoptotickych
bunék v annexinovém testu a expresi
P-gp pfi znaceni protilaitkou MRK16
(Rs=-0,56;n=19; p = 0,016) (graf 6)
a v intervalu 46 hodin pozitivni ko-
relace mezi reakci v testu TUNEL a ex-
presi P-gp pfi znaceni protilitkou
UIC2 (Rs = 0,56; n = 19; p = 0,031)
(graf 7) a negativni korelace mezi re-
akci v testu na kaspazu 8 a expresi
proteinu Bcl-2 (Rs = -0,58; n = 19;
p = 0,024) (graf 8).

Diskuse

Pro in vitro simulaci, i kdyz zna¢né
zjednodusenou, ptisobeni cytostati-
ka na leukemické buriky jsme pouzi-
li kultiva¢ni testy bunék AML s do-
xorubicinem a B-CLL s chlorambu-
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Tab. Priimérné hodnoty relativniho zastoupeni apoptotickych bunék a smérodatné odchylky u pa-
cientd s diagnézou akutni myeloidni leukemie (AML) po in vitro kultivaci bunék s doxorubicinem
a u pacientt s diagnézou B-lymfocytarni chronické lymfatické leukemie (B-CLL) po in vitro kultivaci
bunék s chlorambucilem.

diagnéza  vzorek procento apoptotickych bunék
annexinovy test kaspiza 8 test TUNEL
(%] S (%] S %) S
kontrola 3817  +298 324 + 13,16 18,4 + 15,18
AML kultivace 22 hod 8133  +1545 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 2027  +207
B-CLL kultivace 22 hod 3932 £265 16 +915 222 + 19,44
kultivace 46 hod 44,06 + 26,65 15,4 + 10,30 25,6 +1992
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cilem. Kultivace probihaly vzdy po
dobu 22 a 46 hodin paralelné s kon-
trolami bez cytostatika, tak jak byla
realizace testu uskute¢nitelnd v pod-
minkach bézného chodu klinické la-
boratore. Cilem price bylo ustavit
model pro testovani in vitro rezisten-
ce leukemickych bunék k cytostati-
ktim, stanovit nejvhodnéjsi podmin-
ky a testy vyhodnocujici reakei bu-
nék v kultufe. Podle Filipitse et al je
AML povazovana za modelové one-
mocnéni pro studium rezistence
k cytostatikaim [12].

U AML dochézelo u vétsiny vzor-
ka ke zna¢nému nartistu apopto-

tickych bunék po 22 hodinach kulti-
vace s doxorubicinem, méfeno anne-
xinovym testem. Oba dalsi provede-
né testy na kaspézu 8 a test TUNEL
neprokdzaly nartst apoptotickych
bunék v kultufe jako statisticky vy-
znamny. Test exprese kdspazy 8 se je-
vi pro hodnoceni apoptézy po in
vitro kultivaci bunék s cytostatiky ja-
ko ne zcela vhodny. Ucast kaspazy
8 v apoptdze blastat AML indukova-
né doxorubicinem je nejspi§ zane-
dbatelna. Bylo publikovano, Ze spon-
tanni apoptéza bunék AML vykazu-
je signifikantni korelace s odpovédi
na indukéni chemoterapii [40]. Né-

které dalsi studie vSak ukazuji, Ze in
vitro testy s cytostatiky maji sva
uskali. Pfi studiu reakci myeloidnich
bunék v kultufe bylo zjisténo, Ze ne-
dostatek cytokint, které zabranuji
apoptéze, miize pfispivat in vitro
k citlivosti k daunorubicinu, a tak
poskytovat falesné vysledky [9].

U bunék B-CLL naopak nebyl sta-
tisticky vyznamny nartst apopto-
tickych bunék po kultivaci s chlo-
rambucilem v Zzidném casovém in-
tervalu. Mezi vzorky jednotlivych
pacient(t byl pomérné velky rozdil
tykajici se apoptotické reakce B-CLL
bunék in vitro. Tato skute¢nost prav-

Graf 4. Negativni korelace mezi funkci proteinu P-gp (effV) a apopto-
tickou reakci bunék akutni myeloidni leukemie (AML) po 22hodino-
vé a 46hodinové kultivaci s doxorubicinem pfi detekci testem TUNEL

(r22TU, r46TU).
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Graf 5. Pozitivni korelace mezi ex-

presi P-gp pri detekci protilitkou
UIC2 a expresi kaspazy 8 po 22ho-
dinové kultivaci bunék B-lymfo-
cytarni chronické lymfatické leu-
kemie - B-CLL (r22Cas8).
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Graf 6. Negativni korelace mezi
expresi P-gp pfi detekci protilat-
kou MRK-16 (MRK) a apoptotic-
kou reakci bunék B-lymfocytarni
chronické lymfatické leukemie
(B-CLL) po 22hodinové kultivaci
pfi hodnoceni annexinovym tes-
tem (r22an).

dépodobné souvisela s odlisnymi
stadii onemocnéni, ale i predeslou
lécbou u jednotlivych pacientti. Na
rozdil od pacientti s AML totiz neby-
ly vzorky pacientt s B-CLL vySetfo-
vany pouze pfi zachytu onemocnéni.
Bunky B-CLL, které v organizmu jen
tézko podléhaji apoptéze, v kultute
spontanné hynuly docela dobre,
av$ak tato tendence nebyla umocné-
na ptiddnim chlorambucilu do kul-
tury. Toto zjisténi se shoduje s vy-
sledky jinych studii. Vermes et al
uvadéji, ze ackoliv jsou in vitro kulti-
vované B-CLL lymfocyty velice na-
chylné ke spontanni apoptdze, vice
nez normalni B-lymfocyty [38], in vi-
vo je tomu naopak [27]. To odpovida
téz patogenezi tohoto doposud ne-
vylécitelného onemocnéni, které je
charakteristické zablokovinim bu-
nék v G,/G, fazi bunééného cyklu,
inhibici apoptézy a nésledujicim
hromadénim dlouhozijicich nddoro-
vych bunék [20]. Co se tyce apoptdzy
B-CLL bunék, bylo publikovino, ze
je inhibovdna imunokomplexy za
Gcasti okolnich leukocytti [13] a ze
in vitro testy ukdzaly proapopto-
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Graf 7. Pozitivni korelace mezi
expresi P-gp pfi detekci protilat-
kou UIC2 a apoptotickou reakci
bunék B-lymfocytarni chronické
lymfatické leukemie (B-CLL) po
46hodinové kultivaci pfi detekci
testem TUNEL (r46TU).

ticky efekt anti-sense oligonukleoti-
da proti Bcl-2 mRNA [28] a proa-
poptoticky efekt IL-4, kterého by se
dalo s ispéchem vyuzit v imunotera-
pii B-CLL [22].

Vysledky kultivacnich testti, tedy
miru apoptdzy ve vzorcich po kulti-
vaci bunék s cytostatiky jsme hodno-
tili také ve vztahu ke znakam mno-
hocetni rezistence. Korela¢ni analy-
zou u vzorktt AML byly zjiStény silné
negativni korelace mezi vysledky tes-
tu TUNEL a vysledky funkéniho tes-
tu membranovych pump s pouzitim
doxorubicinu a verapamilu. Silnad
negativni korelace vysledkil testu
TUNEL a vysledka funkéniho testu
odpovidd predpokladu, ze ¢im re-
zistentnéj$i buriky, tim méné podilu
apoptotickych bunék v testu TUNEL
a zdroven nardstajici index MFI
u funk¢énich testd.

Analyza vzorkti B-CLL ukazala ta-
ké zavislosti mezi nékterymi znaky
mnohocetné rezistence a vysledky
kultiva¢nich pokust. Jelikoz efekt
chlorambucilu na in vitro apoptézu
bunék B-CLL nebyl prokdzin, mtize-
me zde hodnotit pouze vliv in vitro

Graf 8. Negativni korelace mezi
expresi Bcl-2 a expresi kaspazy 8
po 46hodinové kultivaci bunék
B-lymfocytarni chronické lymfa-
tické leukemie (B-CLL) (r46Cas8).

kultivace B-CLL bunék na spontanni
apoptézu. U proteinu Bcl-2 byla zjis-
téna negativni korelace s vysledky
testu na kaspazu 8 po 46hodinové
kultivaci bunék. Toto nase zjisténi
podporuje skutecnost, ze burnky po-
zitivni v Bcl-2 maji mensi schopnost
podlehnout apoptédze. Vyznam hla-
diny proteinti Bcl-2 a Bax pfi proce-
su apoptdzy je takovy, ze by bylo za-
jimavé meérit hladinu téchto protei-
nt v leukemickych bunkdch pred
kultivaci a po ni, abychom si mohli
udélat predstavu, jakou zménu jsou
podminky kultivace v tomto sméru
schopny navodit. Po 48hodinové
kultivaci bunék B-CLL s chlorambu-
cilem dokdzali Pepper et al, Ze zvyse-
nd exprese Bax byla nezbytna pro in-
dukei apoptdzy a stejnd prace ukdza-
la, Ze rezistence ke chlorambucilu je
zprostiedkovdna netspésnou induk-
ci Bax a selekci subklont s vysokou
expresi Bcl-2 [27]. U proteinu P-gp
byla nalezena negativni korelace s vy-
sledky annexinového testu pfi de-
tekci P-gp protilatkou MRK16. Tato
negativni korelace odpovida predsta-
vé, ze bunky exprimujici ve vétsi mi-
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fe P-gp méné reaguji na kultivacni
podminky apoptézou. Dale byly
u proteinu P-gp nalezeny pozitivni
korelace s expresi kaspazy 8 a vysled-
ky testcu TUNEL pii detekei P-gp
protilatkou UIC2. Tyto pozitivni ko-
relace jsou v rozporu s predchozi
anedokazeme je vysvétlit. Cela situa-
ce je vdak natolik slozita, ze vysledky
Ize povazovat pouze za orientacni ta-
ké vzhledem k malému souboru vy-
Setfenych pacientt. Je znamo, Zze
chlorambucil neni substritem P-gp,
a proto by neméla byt exprese P-gp
a reakce bunék B-CLL na chlo-
rambucil v pfimé souvislosti. Pfesto
jsme méli v imyslu reakei B-CLL bu-
nék na chlorambucil vzhledem k ex-
presi P-gp sledovat, a to z divodu
dalsich moznych vlivii P-gp na
apoptézu bunék kromé odcerpavani
cytostatik. Price Higashiho et al
ukdzala, ze P-gp vykazuje kromé
effluxu jesté jiné nepopsané funkee,
které moduluji citlivost AML blastt
k chemoterapii [16,26]. Bylo také
zjisténo, ze leukemické bunky pozi-
tivni v P-gp maji vétsi obsah
mtDNA, coz vede ke zméndm ener-
getického metabolizmu, a muze to
ovlivnit citlivost bunék k apoptdze
[19]. Dale bylo zjisténo, ze P-gp inhi-
buje apoptézu zprostiedkovanou
kaspdzami [34] a inhibuje apoptézu
indukovanou ozarenim bunék [35].
Zavérem lze poznamenart, Ze se po-
datilo zavést vhodné modelové pod-
minky pro testovani citlivosti bunék
AML k doxorubicinu, ne vsak bunék
B-CLL k chlorambucilu. Je v8ak otaz-
kou, zda spontinni apoptdza in
vitro sama o sobé neskytd cenné in-
formace, které by vypovidaly o citli-
vosti konkrétniho nadorového klo-
nu k apoptéze. Z testil pouzitych
k detekci apoptotickych bunék ve
vzorku bychom jednozna¢né dopo-
rucili annexinovy test pro svou jed-
noduchost a bezkonkurenéni rych-
lost zpracovani vzorku. Co se tyce
korelaci apoptotické reakce bunék
a exprese znaku spojenych s mnoho-
cetnou rezistenci, je nutno je povazo-

vat pouze za orientacni a povazovat
je za jakysi impulz k dal$im vyzku-
mum. V ndvaznosti na tuto praci by
bylo vhodné zejména rozsirit soubor
pacientt, pokusit se paralelné testo-
vat vice koncentraci cytostatika,
popt. dalsi cytostatika pouzivana pri
lé¢bé téchto onemocnéni.

Vyhledové se v této oblasti otevira-
ji nové moznosti dané zejména novy-
mi poznatky o procesech apoptdzy,
ale i mnohocetné rezistence jako ta-
kové. Molekuldrni objevy v oblasti
odhalily
mnoho gent pro transportni protei-
ny, byly vyvinuty nové metodiky, ob-
jeveny nové modulatory [29]. Spolec-
né s novymi poznatky pribyva téz
ruznych laboratornich moznosti,
fluorescen¢nich substratt membra-
novych pump, monoklonalnich pro-
tilitek dostupnych pro klinické la-
boratofe i technickych moznosti da-
nych pfistrojovym vybavenim.

mnohocetné rezistence
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