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Hronicna limfocitna leukemija (HLL) tipa B je maligna bolest koju karakterife progre-
sivna akumulacija zrelth, monoklonskih celija CD 5+ u ranoj fazi éelijskog ciklusa. U
istrazivanjima patofizioloskih mehanizama nastanka bolesti, kao i u savremenim mo-
dalitetima njenog lecenja posebnu paznju priviaci moguca uloga procesa programira-
ne celijske smrti — apoptoze kao prognostickog parametra kod HLL bolesnika. Bez ob-
zira na sva dostignuca savremene onkologije, od svog uvodenja u terapiju 1952, godi-
ne hlorambucil je ostao najéeSée primenjivan antineoplasticki agens u lecenju HLL.
Brojna eksperimentna istrazivanja kako in vitro, tako i in vivo, pokazala su mogucnost
citostatika da indukuje proces apopltoze neoplasticno transformisanih éelija. U nasem
radu pracen je efekat hlorambucila na limfocite B u 16 uzoraka periferne krvi bolesni-
ka sa klinickom dijagnozom HLL. Analiza ultrastrukture leukemijskih éelija je pokaza-
la da veéi broj celija na dejstvo citostatika (hlorambucila) reaguje ili aktivisanjem ce-

lijske reakcije na stres ili procesom apoptoze.
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Uvod

Hroniéna limfocitna leukemija (HLL) tipa B je malig-
na bolest koju karakteriSe progresivna akumulacija zrelih,
monoklonskih ¢elija CD 5+ u ranoj fazi ¢elijskog ciklusa
(1). Prvi antineoplasti¢ki agens primenjen u leenju HLL
bio je hlorambucil (Leukeran). Alkilacija ¢elijskih struktura,
pre svega molekula DNK, lezi u osnovi antitumorske aktiv-
nosti ovog leka. Bez obzira na sva dostignuca savremene
onkologije, od svog uvodenja u terapiju 1952, godine hlo-
rambucil je ostao najéeS¢e primenjivan antineoplasti¢ki
agens u le¢enju HLL (1).

Apoptoza je poseban tip ¢elijske smrti koji se po svo-
joj prirodi i bioloskom znalaju sustinski razlikuje od nekro-
ze, Eksperimentna istraZivanja (kako in vitro, tako i in vivo)
su pokazala da antineoplasticki agensi mogu da indukuju
apoptozu malignih éelija (2).

Ovaj proces je poznat kao terapijom indukovana apop-
toza. Manji broj malignih éelija i bez dejstva antineoplasti¢-
kih agensa umire procesom spontane apoptoze.

Dosadasnja ispitivanja su, takode, pokazala da je spo-
sobnost antineoplasti¢kih agensa da indukuju proces apop-
toze neoplasti¢no transformisanih celija pozitivan prognos-
ticki parametar u le¢enju malignosti (3).

Ispitivanja radena na sveze izolovanim himfocitima B
iz periferne krvi bolesnika sa HLL, kao i in vitre ispitivanja
na primarnim celijskim linijama istog porekla su pokazala
da antineoplasti¢ki agensi indukuju proces apoptoze leuke-
mijskih celija.

Postaje brojni eksperimentni dokazi da hlorambucil,
fludarabin, 2-hlorodeoksiadenozin i drugi lekovi, u in vitre
uslovima, indukuju proces apoptoze celija HLL, i to u do-
zama koje su ekvivalentne onima u klinickoj upotrebi (4-8).
Cilj rada je ultrastrukturna analiza dejstva antineoplasti¢kog
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agensa hlorambucila na limfocite B iz periferne krvi boles-
nika sa HLL.

Metode

Analizovani su uzorci periferne krvi 16 bolesnika sa
HLL koji su leceni na Klinici za hematologiju VMA. Cet-
voro bolesnika sa prethodno nele€enom HLL é&inilo je prvu
grupu analizovanih bolesnika, dok je kod ostalih bolesnika
nakon inicijalnom terapijom postignute parcijalne remisije
sprovedena terapija odrzavanja. Uzorci periferne krvi bole-
snika sa prethodno neleéenom HLL, uzimani pre primene
citostatske terapije, ¢inili su kontrolnu grupu u nadoj studiji.
Efekat hlorambucila na ultrastrukturnom nivou pracen je
kako na uzorcima periferne krvi bolesnika sa prethodno ne-
leCenom HLL, dobijenih tre¢eg dana od pocetka primanja
hemioterapije, tako i na uzorcima periferne krvi bolesnika
sa HLL u stanju parcijalne remisije sa terapijom odrzavanja,

Uzorci cele periferne krvi bolesnika sa | ml Na-citrata
(kao antikoagulansom) su centrifugovani 15 minuta na 1000
obrtaja/min. Supernatant je odlivan, a u epruvetu je dodavan |
ml 4%-og rastvora glutaraldehida. Sloj leukocita je nakon 15
minuta prebacivan u bogicu sa istim fiksativom (9). Uzorak je
seten u kapi fiksativa na sitne komade promera Imm’ i zatim
je prebacen u isti fiksativ (4%-ni rastvor glutaraldehida u
0,1M Na-kakodilatnom puferu, pH 7,3) gde je drzan dva sata
na temeperaturi od 4°C. Posle dve do tri brze promene u ka-
kodilatnom puferu materijal je postfiksiran u 1%-om rastvoru
0,0, u 0,IM Na-kakodialtnom puferu na 4°C u trajanju od
dva ¢asa. Nakon dve brze promene u Na-kakodilatnom puferu
uzorci su preko noci ostavljani u 4%-om rastvoru uranil aceta-
ta, da bi se uvedao kontrast materijala. Isecci su potom spro-
vedeni kroz seriju alkohola (25%. 50%, 70%, 80%. 90% i
100%), pa su 2 puta po 10 minuta drzani u propilenoksidu ra-
di dehidratacije i ,prosvetljavanja*. Materijal je proZiman
smolom na sobnoj temperaturi kroz tri razli¢ite mesavine pro-
pilenoksida i smole Epon (3:1, 1:1, 1:3). Uzorci su na taj na-
¢in dovedeni do ¢iste smole Epon u kojoj su drzani preko noci
na sobnoj temepraturi. Nakon kalupljenja, u plasti¢ne kapsule,
izvriena je polimerizacija smole na temperaturi od 60°C u to-
ku tri dana (10). Kalupi su seCeni dijamantskim noZem na
LKB-ovom ultramikrotomu III. Iseéci su seceni do debljine
od 30 do 50 nm i stavljani na bakarne mrezice, presvuéene
parafilmom. Dobijeni isedci su pozitivno ,.bojeni** 20 minuta
u 5%-om vodenom rastvoru uranil acetata, potom ispirani re-
destilovanom vodom i sueni na vazduhu. OsuSeni preseci su
tretirani Reinoldovim rastvorom olovo citrata u trajanju od 10
minuta, a zatim su ispirani i ponovo suSeni (10). Osuseni pre-
seci analizovani su na Philipsovom elektronskom mikroskopu
TEM 208 S.

Rezultati
Ultrastrukturno ispitivanje uzoraka periferne krvi boles-

nika sa prethodno neleGenom HLL, pre citostatskog tretmana,
ukazivalo je na predominantno prisustvo zrelih limfocita B

(Celija HLL). Retko su prisutni pojedinaéni limfociti T. Nu-
kleusi celija HLL su umereno nepravilnog oblika sa vecom
koli¢inom periferno lociranog heterohromatina. U ve¢em bro-
ju nukleusa prisutni su, marginalno lokalizovani, nukleolusi.
Retko je uoceno i prisustvo dva nukleolusa. Manji broj leu-
kemijskih ¢elija poseduje svetle i sferi¢ne nukleuse. Citopla-
zma ovih celija siromasna je organelama i najéedce u vidu us-
kog pojasa okruzuje krupne nukleuse. U njoj se nalazi manji
broj mitohondrija i nekoliko cisterni hrapavog (granuiiranog)
endoplazmatskog retikuluma (hER)(slika 1).
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SI. 1 - Zreli limfociti B iz periferne krvi bolesnika sa
HLL (— apoptozna ¢elija) (10 000 x)

U ovim uzorcima periferne krvi bolesnika bilo je teSko
uoditi ¢elije u poCetnim fazama procesa spontane apoptoze.
Glavna ultrastrukturna karakteristika celija u pocetnoj fazi
procesa apoptoze je formiranje periferno lokalizovanih ma-
sa heterohromatina, Istovremeno, ¢elije HLL takode karak-
terie proces periferne kondenzacije heterohromatina. Na
ultrastukturnom nivou uotava se veéi broj ¢elija smanjenog
volumena sa izrazitom perifernom kondenzacijom hromati-
na (slika 1). Celije koje se nalaze u kasnim fazama procesa
spontane apoptoze karakteriSe izrazita kondenzacija i cito-
plazme i nukleusa. Ovi kondenzacioni procesi za posledicu
imaju smanjenje Celijskog volumena. Nukleusi postaju sfe-
ricni sa potpuno kondenzovanim hromatinom (slika 2).
Formiranje apoptoznih tela, u analizovanim uzorcima peri-
ferne krvi bolesnika sa HLL, nije detektovano.

SL2~ Cc!ijé HLL u procesu spo;l'tan ;poétoze
(50 000 x)
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Leukemijske ¢elije u ostalim uzorcima periferne krvi
bolesnika sa HLL karakteriSu nukleusi nepravilnog oblika
sa povecanom kolit¢inom heterohromatina, u odnosu na leu-
kemijske ¢elije u kontrolnim uzorcima - pre tretmana hlo-
rambucilom (slika 3).

SL. 3 - Celije HLL iz uzorka periferne rv1 bo]csnik; .
3. dana terapije (15 750 x)

Istovremeno, u odnosu na uzorke periferne krvi boles-
nika pre terapije, detektovan je poveéan broj nukleusa izra-
zito nepravilnog oblika koji je posledica brojnih invaginaci-
Jja nukleusnog ovoja i formiranih nukleusnih pseudoinkluzi-
ja (slika 4).

ad B e P ‘ PLER e
SL 4 — Nukleus ¢elije HLL iz uzorka periferne krvi
bolesnika 3. dana terapije sa dubokom invaginacijom
nukleusnog ovoja (40 000 x)

U vecem broju nukleusa uocava se i pojava hipertrofi-
sanih nukleolusa i dilatacija perinukleusnog prostora (slike
3.1 4). Citoplazmu celija HLL karakterile veéi broj sintel-
skih organela, narotito pojava Goldzijevog aparata i sekun-
darnih lizosoma (slika 5). Goldzijev aparat nije uo¢en u ce-
lijama HLL iz kontrolnih uzoraka. Takode, u odnosu na
uzorke periferne krvi bolesnika sa HLL pre primene hlo-
rambucila, detektovan je i veci broj ¢elija HLL sa morfolo-

Skim karakteristikama pocetnih faza procesa apoptoze, tj.
smanjenim ¢elijskim volumenom i kondenzacijom hromati-
na (shika 6).

U odredenom broju leukemijskih éelija detektovano je
i prisustvo bliskog kontakta mitohondrija sa cisternom hER
(MER). Kako tokom procesa apoptoze citoplazmatske or-
ganele ostaju intaktne, uofene su i apoptozne ¢éelije sa olu-
vanim kompleksima mitohondrija i cisterni hER-a (slika
Ta). Morfolo3ki, ¢elije koje umiru terapijom indukovanim
procesom apoptoze ne razlikuju se od celija koje umiru
procesom spontane apoptoze.

nA e w & 4 Fo.x % o -3
SL 5 — Segment ¢celije HLL iz uzorka periferne krvi bo-
lesnika sa terapijom odrzavanja (< Goldzijev kompleks)
(100 000 x)

g B % % 3%
. 6 — Celija HLL smanjenog volumena sa nukleusom u
kome je izraZen proces kondezacije hromatina
(40 000 x)

si

To su celije smanjenog volumena sa potpuno konden-
zovanim hiperhromatinskim n-:kleusima (slika 7b). Pri tom
ne postoje morfolo3ki uocljive razlike u terapijom induko-
vanom procesu apoptoze, zavisno od jacine citostatskog tre-
tmana (inicijalna terapija ili terapija odrzavanja). Bez obzira
na vrstu stimulusa, proces apoptoze pokazuje stereotip mor-
foloskih promena.
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SL. 7. - Celije HLL u terapijom indukovanom procesu apoptoze
a) Apoptozna ¢elija u kojoj je detektovano prisustvo MER-a (— MER)(72 500 x)
b) Apoptozna ¢elija smanjenog volumena (50 000 x)

Diskusija

Elektronskomikroskopska analiza uzoraka periferne
krvi bolesnika sa klinickom dijagnozom HLL tipa B je po-
kazala da dominantnu ¢eliju leukocitnog sloja (buffv coar)
predstavlja limfocit B. Uoctene morfoloske karakteristike
¢elija odgovaraju ultrastrukturnoj slici zrelih oblika mono-
nukleara, odnosno zrelih limfocita B (11, 12). Ovakav elek-
tronskomikroskopski nalaz je u skladu sa klinickim karakte-
ristikama HLL, tj. progresivnom akumulacijom zrelih lim-
focita B.

Ultrastrukturnom analizom uzoraka periferne krvi bo-
lesnika sa prethodno nelefenom HLL treceg dana citostat-
ske terapije i bolesnika koji se nalaze u stanju parcijalne
remisije (uz terapiju odrZavanja) pracen je efekat hlorambu-
cila na leukemijske ¢éelije.

Uporedivanjem uzoraka perifeme krvi bolesnika pre i
nakon treceg dana citostatskog tretmana uocene su morfolo-
Ske razlike koje mogu biti posledica dejstva hlorambucila,
Leukemijske ¢elije, koje ne umiru procesom apoptoze, tre-
¢eg dana terapije poseduju nukleuse izrazito nepravilnog
oblika. Ove promene u obliku nukleusa obezbeduju pove-
¢anje kontaktne povriine, a time i veéi promet informacija
izmedu citoplazme 1 nukleusa. Kontakt se pospesuje i poja-
vom uskih i dubokih invaginacija nukleusnog ovoja.

Ova razmena signala je dodatno olak3ana i uveca-
njem nukleusno—citoplazmatske kontaktne povriine for-
miranjem nukleusnih pseudoinkluzija. Pojava pseudoin-
kluzija nije detektovana u limfocitima B iz uzoraka peri-
ferne krvi bolesnika sa HLL pre primanja citostatske tera-
pije. Pojava nukleusnih pseudoinkluzija je godinama poz-
nata reakcija celija na dejstvo razli€itih vrsta lekova (13).
Posledicu pojadane razmene signala izmedu nukleusa i ci-
toplazme predstavljaju i vidljive dilatacije perinukleusinih
prostora. Nukleuse leukemijskih celija karakterie i prisu-
stvo, najéescée periferno lociranih, prominentnih nukleolu-

sa sa vec¢im brojem vidljivih fibrilskih centara. Hipertrofi-
sani nukleolusi predstavljaju morfoloku odliku intenziv-
ne sinteze rRNK (14).

Citoplazma leukemijskih ¢elija koje ne umiru proce-
som apoptoze, takode, pokazuje morfolodke znake intenziv-
nije sintetske aktivnosti. U odnosu na citoplazmu leukemij-
skih ¢elija u uzorcima periferne krvi bolesnika pre primene
citostatskog tretmana, prisutan je povecan broj sintetskih
organela naro€ito poliribosoma i cisterni hER-a.

U odredenom broju ¢elija detektovano je i prisustvo
kontakta mitohondrije i cisterne hER-a. Formiranje MER-a
je posledica pojaganih energetskih potreba ¢elija u uslovima
intenzivne metaboli¢ke aktivnosti, naroito sinteze proteina
(15). Leukemijske celije karakteriSe i pojava Goldzijevih
kompleksa, ¢ije prisustvo nije detektovano u kontrolnoj
grupi analizovanih uzoraka. Morfoloski znaci metabolicke
aktivnosti, koji se detektuju kod leukemijskih ¢elija, pred-
stavljaju njihovu reakciju na dejstvo antineoplastickog
agensa. U uslovima njegovog dejstva celije se nalaze u sta-
nju stresa. Jedna od éelijskih reakcija na takve uslove je se-
lektivna aktivacija proteina toplotnog stresa (heat shock
protein - hsp) - hsp 90 i hsp 70.

Aktivisani hsp proteini utiu na intenziviranje pro-
cesa proteinske sinteze i uvecanje metaboli¢ke aktivnosti
same celije (16, 17). Opisani ultrastrukturni nalaz inten-
zivne metabolicke aktivnosti, kod leukemijskih celija ko-
je ne umiru procesom apoptoze, najvise odgovara morfo-
loskoj slici ¢elija kod kojih je aktivirana ¢elijska reakcija
na stres.

Posebno je analizovan efekat hlorambucila na indukei-
ju procesa apoptoze, odnosno morfoloike odlike terapijom
indukovanog procesa ¢elijskog umiranja. Analiza ovih uzo-
raka je pokazala da bitnih morfoloskih razlika izmedu leu-
kemijskih celija koje umiru procesom spontane i procesom
terapijom indukovane apoptoze nema. Rezultati nade ultras-
trukturne analize terapijom indukovanog procesa apoptoze
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idu u prilog tvrdnji da je jednom pokrenut mehanizam pro-
cesa apoptoze dalje nezavistan od vrste i ja¢ine stimulusa
kojim je indukovan,

Tokom programirane ¢elijske smrti - apoptoze, cito-
plazmatske organele uglavnom ostaju intaktne. Medutim,
kondenzacioni procesi imaju odreden efekat i na mitohon-
drije. Kondenzacija mitohondrija detektovana je kod celija
HLL koje umiru terapijom indukovanim procesom apoptoze
u analizovanim uzorcima periferne krvi obolelih. Podaci o
ultrastrukfurnim promenama mitohondrija apotpoznih celija
postaju naro¢ito znacajni nakon objavljivanja rezultata ek-
sperimentnog rada Genina i saradnika 2000. godine (18).
Rezultati njihovog istraZivanja pokazuju da su upravo mito-
hondrije glavni cilj u ¢eliji u 2 hloro-deoksiadenozinom in-
dukovanom procesu apoptoze celija HLL (18). Smanjenje
volumena mitohondrija i kondenzacija njenog matriksa de-
tektovana je i u drugim vrstama ¢elija koje umiru procesom
apoptoze.

Pojedini autori ovu pojavu nazivaju mitohondrijska
piknoza i smatraju je ranim dogadajem tokom procesa apop-
toze (19). Bez obzira na vrstu stimulusa, mitohondrija je
kljuéna organela u procesu ¢elijskog umiranja po tipu apop-
toze. Kontrolisano oslobadanje citohroma C iz mitohondrija
u citosol je neophodan uslov za otpo¢injanje egzekutorne
faze procesa apoptoze (20). Upravo zbog toga Koemer i sa-
radnici mitohondriju nazivaju celularnim regulatorom Zivo-
ta i smrti (21). Do danas nije poznato da li uocena konden-
zacija mitohondrija utite na proces oslobadanja citohroma
C iz mitohondrija u citosol (19).

Zakljulak

Analiza ultrastrukture leukemijskih celija pokazala je
da veci broj ¢elija na dejstvo citostatika (hlorambucila) rea-
guje aktivisanjem celijske reakceije na stres ili indukcijom
procesa apoptoze.
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Abstract

Brajuskovi¢ G, Marjanovi¢ S, Skaro-Mili¢ A. Vojnosanit Pregl 2003; 60(2):
1 175-180.

CHLORAMBUCIL EFFECT ON B LYMPHOCITES IN THE PERIPHERAL
BLOOD OF PATIENTS WITH CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA — CELL
ULTRASTRUCTURE INVESTIGATION

B type Chronic Lymphocytic Leukemia (B-CLL) is a malignant disease character-
ized by the progressive accumulation of morphologically mature, but immunologi-
cally dysphunctional CD 5+ lymphocytes in the blood, bone marrow and lymphatic
organs in the early phase of the cell cycle. B-CLL is an example of human malig-
nancy caused by alternations in the pathways of programmed cell death - apop-
tosis. Recent investigations showed a probable role of apoptosis as a prognostic
paramether in B-CLL patients. Since the introduction of chlorambucil in the therapy
in 1952, besides all the achievements in modern oncology, chlorambucil remained
the most common antineoplastic agent in the treatment of CLL. Numerous experi-
mental studies, both in vitro and in vivo, showed the capability of antineoplastic
agents to induce the process of apoptosis of neoplastically transformed cells. In
this study the effect of chlorambucil on B lymphocites was monitored in 16 samples
of peripheral blood tarlen from B-CLL diagnozed patients. According to the investi-
gations performed in this study by ultrastructure analysis of B-CLL cells, it was con-
cluded that chlorambucil either induced apoptosis in B-CLL cells, or activated cell
response to the stress.

Key words: leukemia, lymphocytic, chronic; chlorambucil;
B-lymphocytes; apoptosis; microscopy, electron.
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