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Hronicna limfocitna leukemija (HLL) je maligna bolest koju karakterise progresivaa akumu-
lacija zrelih, monoklonskih, CD 5+ B ¢éelija u ranoj fazi (Gy/G,) Celijskog ciklusa. Smatra se
da je akumulacija neoplasticki transformisanih limfocita B (HLL Celija) primarno posledica
poremecaja, odnosno blokade procesa apoptoze ovih éelija. Apoptoza Jje poseban oblik Celi-
Jske smrti regulisan brojnim ekstracelularnim i intracelularnim mehanizmima. Proteini Bcl-2
Jamilije su poznati modulatori ovog procesa. Neki od ovih proteina (kao $to su Bel-2 i Bcl-X1)
imaju antiapoptozni, dok drugi (kao $to su Bad ili Bax) proapoptozni efekat. U nasem radu
analizovano je 20 uzoraka periferne krvi bolesnika sa HLL i 20 uzoraka periferne krvi zdravih
osoba koji su Cinili kontrolnu grupu. Kvantitativna analiza ekspresije proteina Bcl-2 familije
(Bcl-2, Bax, Bad i Bcl-X1) obavijena je Western blotting metodom. Nivoi ekspresije Bcl-2
(p=3,68x10"°), Bax (p=0,019) i Bad (p=0,073) proteina bili su statisticki znacajno visi u svim
analizovanim uzorcima periferne krvi bolesnika u odnosu na kontrolne uzorke. Nivo ekspresije
Bel-X1 proteina (p=0,75) nije bio statisticki znacajno povisen u uzorcima periferne krvi bole-
snika u odnosu na kontrolne uzorke. Rezultati ovog rada pokazuju da visok nivo ekspresije
Bel-2 proteina, koju prati i poviSen nivo ekspresije Bax i Bad proteina predstavija markantmu
karakteristiku HLL celija. Istovremeno, rezultati ovog rada pokazuju da variranja u ekspresiji
samo jednog proteina Bcl-2 familije u uzorcima periferne krvi bolesnika sa HLL ne mogu
predstavijati prognosticke parametre u lecenju ove bolesti,

leukemija, limfocitna, hroniéna; apoptoza; proteini,
protoonkogeni, c-Bel-2.

Kljuéne reéi:

Uvod

Hroni¢na limfocitna leukemija (HLL) je maligna bolest
koju karakteriSe progresivna akumulacija zrelih, monoklon-
skih, CD 5+ B ¢éelija u ranoj fazi (Gy/G)) Celijskog ciklusa (1).
U istraZivanjima patofizioloskih mehanizama nastanka bolesti,
kao i novih terapijskih pristupa u le¢enju HLL posebnu paznju
privlaéi moguéa uloga programirane éelijske smrti po tipu
apoptoze. Smatra se da je akumulacija neoplasti¢ki transformi-
sanih limfocita B (HLL elija) primamo posledica poremeéaja,
odnosno blokade procesa apoptoze ovih éelija (2, 3).

Apoptoza je aktivan i genski regulisan proces éelijskog
umiranja. Rezultati brojnih eksperimentnih istraZivanja su po-

kazali da je ovaj proces regulisan znacajnim brojem intracelu-
larnih regulatora (modulatora) apoptoze (4). Najizu¢avaniji
regulator sa inhibitornim efektom na proces apoptoze je Bcl-2
protein (Bcl-2 - od eng. B cell lymphoma 2). Brojna istraZiva-
nja su pokazala da je Bcl-2 protein samo jedan ¢lan familije
proteina, &iji drugi ¢lanovi takode predstavljaju modulatore
apoptoze. Neki od njih imaju stimulatorni, a drugi inhibitorni
efekat na proces apoptoze (5). Kako Bcl-2 familija proteina
ima kriti¢nu regulatornu ulogu u procesu apoptoze, poremeéa-
Jiu njihovoj ekspresiji su jedan od osnovnih molekulskih me-
hanizama blokade procesa apoptoze HLL éelija (6, 7).

Kao koimunoprecipitat Bcl-2 proteina, prvo otkriveni
proapoptozni homolog bio je Bax protein (Bax od eng. Bcl-2
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associated X) (8). Korsmayer i sar. su dokazali da Bcel-2 i Bax
proteini, zahvaljujué¢i homologim domenima, mogu formirati
homodimere i heterodimere. Antiapoptozno dejstvo Bcl-2
proteina zasniva se na moguénosti da veZze Bax protein (u for-
mi heterodimera) i tako onemoguéi stvaranje proapoptoznih
homodimera Bax/Bax. Tokom indukcije procesa apoptoze ho-
modimeri Bax proteina formiraju kanale na membranama mi-
tohondrija. Putem ovih kanala mitohondrije napustaju mole-
kuli citohroma C, jednog od klju¢nih aktivatora izvr$ne faze
procesa apoptoze. Zbog izuzetnog znacaja odnos Bcl-2 i Bax
dimera se smatra vrstom autonomnog ,,éelijskog reostata” koji
opredeljuje vrstu ¢elijske reakcije na apoptozni stimulus (9).

Pojedini autori smatraju da zna¢ajnu ulogu u regulaciji
procesa apoptoze sisarskih ¢elija ima i Bel-X gen. Alterna-
tivnom obradom primarnog transkripta ovog gena moguce
je dobiti 2 razli¢ita molekula iRNK, odnosno dva Bcl-X
proteina: Bel-X1 i Bel-Xs. Bel-XI protein je strukturno i
funkcionalno sli¢an Bcl-2 proteinu. Suprotno njemu, Bel-Xs
stimulatorno utide na proces apoptoze (10, 11).

Bad protein (Bad — od eng. Bcl-2 antagonist of cell de-
ath) je jo3 jedan ¢lan Bcl-2 familije sa znagajnom ulogom u
kompleksnim mehanizmima regulacije procesa apoptoze. Ek-
sperimentna istraZivanja su pokazala da Bad protein, svojim
velikim afinitetom vezivanja za antiapoptozne ¢lanove Bcl-2
familije proteina (Bcl-2 i Bel-XI npr.), favorizuje stimulatorno
dejstvo Bax proteina na indukciju procesa apoptoze (10, 1D).

Cilj ovog rada bio je da se kvantitativno odrede nivoi
ekspresije &etiri ¢lana Bcl-2 familije: Bel-2, Bax, Bcl-X11i Bad
proteina u limfocitima B iz periferne krvi bolesnika sa HLL.

Metode

U radu je analizovano 20 uzoraka periferne krvi bole-
snika sa HLL. Cetvoro bolesnika bilo je sa neleCenom
HLL-B klini¢kog stadijuma, dok je kod ostalih, terapijom
hlorambucilom i purinskim analozima, postignuto stanje
stabilne bolesti ili parcijalna remisija, ili je nakon toga spro-
vodena i terapija odrZavanja. Kao kontrolna grupa kori$¢eni
su uzorci periferne krvi 20 zdravih osoba.

Kvantitativna analiza ekspresije Bcl-2, Bax, Bel-X1 i
Bad proteina obavljena je Western blotting analizom ukup-
nih proteina iz mononukleusnih celija iz uzoraka periferne
krvi bolesnika i zdravih osoba.

Izolacija nedenaturisanih ukupnih proteina iz mononukle-
usnih éelija iz periferne krvi vrdena je u NP 40 puferu (0,25%
NP 40, 142,5 mmol KCL, 5 mmol MgCl, 10 mmol HEPES pH
7.2, 1 mmol EGTA, protease inhibitor cocktare tablets com-
plete TN, Boehringer Mannheim). Nakon izolacije koncentra-
cija proteina odredivana je kolorimetrijskom metodom koriSce-
njem komercijalnog dijagnosti¢kog kompleta BCA (PIERCE).
Koncentracija ukupnih proteina preralunavana je na osnovu
standardne krive, konstruisane na osnovu izmerenih vrednosti
apsorbancia uzoraka poznate koncentracije (uzorci bovinih se-
rumskih albumina rastue koncentracije).

Za Western blotzing analizu koris¢eno je 50-200 ug
nedenaturisanih ukupnih proteina koji su razdvajani SDS-

PAGE elektroforezom (BioRad). Transfer proteina sa gela
na nitroceluloznu memebranu (promer pora 0,45um, Bio-
Rad) obavljen je u aparatu za tzv. polusuvi transfer (Bio-
Rad). Uspe¥nost transfera proveravana je bojenjem mem-
brana u rastvoru Ponchou-S u trajanju od dva minuta. Pre
inkubacije sa antitelima blotfovi su inkubirane u rastvoru za
blokiranje nespecifiénog vezivanja (5% rastvor obranog
mleka u 1xTBS-u u prisustvu deterdZenta 0,1% TWIN 20)
u trajanju od jednog sata na sobnoj temperaturi. Inkubacija
sa primarnim antitelima obavljena je preko no¢i na 4°C sa
monoklonskim antitelom za Bcl-2 (1:500 razblaZenje, DA-
KO), poliklonskim antitelom za Bax (1:1 000 razblaZenje,
DAKO), monoklonskim antitelom za Bad (1:200 razblaze-
nje, Santa Cruz Biotechnology), i poliklonskim antitelom za
Bel-XI (1:1000 razblaZenje, Santa Cruz Biotechnology), a
kao interna kontrola kori$¢eno je monoklonsko antitelo za
B-aktin (1:5 000, razblaZenje Sigma). Nakon inkubacije sa
odgovaraju¢im sekundarnim antitelima (antimi&ji i antizedji
imunoglobulini, razblaZenje 1:1 000, AMERSSHAM) izvr-
Sena je detekcija signala pomocu hemioluminescentnog
agensa luminola (Super Signal West Chemiluminesce Kit,
PIRCE) (12).

Autoradiografski signali ukupnih proteina, detektovani
na osetljivom rendgen filmu (BS, KODAK), skenirani su
pomoéu HP-4C Scanjet skenera i trake su kvantifikovane
korid¢enjem softverskog paketa Tmage Quant (Molecular
Dynamics, USA). Podaci dobijeni denzitometrijskom anali-
zom dalje su analizovani statisti¢kom metodom - analize va-
rijansi (ANOVA) i Studentovim t-testom.

Kod bolesnika sa neletenom HLL Western blotting ana-
liza Bel-2 i Bax proteina radena je u uzorcima ukupnih protei-
na izolovanih iz mononukleusnih éelija periferne krvi dobije-
nih pre i 3. dana od pocetka primene citostatskog le¢enja.

Rezultati

U svim uzorcima periferne krvi bolesnika sa HLL ko-
ris¢enjem Western blotting analize utvrden je poviSen nivo
ekspresije Bcl-2 proteina u odnosu na nivo ekspresije u mo-
nonukleusnim ¢elijama periferene krvi zdravih osoba (sl. 1).
Razlike u ekspresiji Bel-2 proteina izmedu kontrolne grupe
i grupe analizovanih bolesnika bila je statisticki znacajna sa
vrednodéu p=3,68x10"" (ANOVA, F=98,63, Ferit=4,24).
Primenom Studentovog t testa potvrdena je statisticka zna-
&ajnost razlika u ekspresiji Bcl-2 proteina izmedu kontrolne
grupe i grupe analizovanih bolesnika (p=5,8><10"6). Prosec-
no, nivo ekspresije Bcl-2 proteina bio je trostruko poviSen
kod bolesnika sa HLL u odnosu na kontrolnu grupu. U gru-
pi analizovanih bolesnika sa HLL razlike u ekspresiji Bel-2
proteina nisu bile statisti¢ki znacajne (p>0,03). Kod bole-
snika sa nele¢enom HLL, u uzorcima mononukleusnih celi-
ja periferne krvi dobijenih pre i treéeg dana terapije, nije re-
gistrovana statisti¢ki zna¢ajna razlika u ekspresiji Bcl-2 pro-
teina. I pored toga kod bolesnika sa neleCenom HLL tredeg
dana terapije registrovan je smanjen nivo ekspresije Bcl-2
proteina (sl. 2).
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SL 1 — Western blot analiza Bcl-2 proteina u kontrolnim
uzorcima (K1-K3) i uzorcima periferne krvi bolesnika sa
HLL (L1-L3) (strelica pokazuje Bcl-2 protein) (a);
histogram razlika u ekspresiji Bcl-2 proteina kod zdravih
osoba (K1-K3) i bolesnika sa HLL (L1-L3) (b).

S1. 3 — Western blot analiza Bax proteina u kontrolnim
uzorcima (K1-K3) i uzorcima periferne krvi bolesnika sa
HLL (L1-L3) (strelica pokazuje Bax protein) (a), histogram
razlika u ekspresiji Bax proteina kod zdravih osoba (K1-K3)
i bolesnika sa HLL (L1-L3) (b).

Razlike u ekspresiji B¢l 2-proteina kod bolesnika
sa netretiranom HLL
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Sl 2 - Histogram razlika u ekspresiji Bcl-2 proteina kod
bolesnika sa netretiranom HLL, pre i treceg dana citostatskog
tretmana.

PoviSen nivo ekspresije Bcl-2 proteina, u uzorcima peri-
ferne krvi bolesnika sa HLL, prati i poveéanje ekspresije dru-
gih analizovanih proteina ove familije. PoviSen nivo ekspresi-
Je Bax proteina otkriven je u vecini (17/20) uzoraka periferne
krvi bolesnika sa HLL u odnosu na njegovu ekspresiju u kon-
trolnim uzorcima uzetim od zdravih osoba (sl. 3). Statisti¢ka
analiza dobijenih rezultata metodom - analize varijansi
(ANOVA), pokazala je da je ova razlika statisti¢ki zna¢ajna
sa p=0,019 (F=6,28, Fcrit=4,24). Primenom Studentovog t-te-
sta potvrdena je statistiCka znaajnost razlika u ekspresiji Bax
proteina (p=0,000911). Razlike u nivoima ekspresije Bax pro-
teina u okviru grupe analizovanih bolesnika nisu bile statisti&-
ki znatajne. Kod bolesnika sa netreticanom HLL treéeg dana
terapije registrovan je poviSen nivo ekspresije ovog proteina u
odnosu na uzorke mononukleusnih éelija iz periferne krvi do-
bijenih pre otpocinjanja citostatskog tretmana (sl. 4).

Nivo ekspresije antiapoptoznog &lana Bcl-2 familije,
Bcl-X1 proteina u mononukleusnim éelijama periferne krvi

SL. 4 - Histogram razlika u ekspresiji Bax proteina kod
bolesnika sa netretiranom HLL, pre i treéeg dana citostatskog
tretmana.

bolesnika bio je slidan ekspresiji ovog proteina u mononu-
kleusnim éelijama periferne krvi zdravih osoba (sl. 5). Kori-
S¢enjem metode analize varijansi ANOVA (p=0,75,
F=0,114, Fcrit=7,7) i Studentovog t-testa (p=0,378) pokaza-
no je da razlike u ekspresiji ovog proteina izmedu kontrolne
grupe zdravih osoba i bolesnika sa HLL nisu statisti¢ki zna-
¢ajne.

Poslednji analizovani protein Bcl-2 familije bio je pro-
apoptozni Bad protein (sl. 6). U analizovanoj grupi uzoraka
ukupnih proteina mononukleusnih ¢elija iz periferne krvi
bolesnika sa HLL ustanovljen je Setvorostruko povisen nivo
ekspresije ovog proteina, sa statistitkom zna&ajnoséu
(ANOVA, p= 0,073, F=25,2, Fcrit=7,7), u odnosu na kon-
trolne uzorke. Statistika znaGajnost razlika potvrdena je i
Studentovim t-testom (p=0,0187). Istovremeno, razlike u
ekspresiji Bad proteina u okviru grupe bolesnika nisu bile
statisti¢ki znacajne (p>0,05).
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S1. 5 — Western blot analiza Bel-XI proteina u kontrolnim
uzorcima (K1-K3) i uzorcima periferne krvi bolesnika sa
HLL (L1-L3) (strelica pokazuje Bcl Xl protein) (a), histo-
gram razlika u ekspresiji Bcl-X1 proteina kod zdravih osoba
(K1-K3) i bolesnika sa HLL (L1-L3) (b).
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S1. 6 — Western blot analiza Bad proteina u kontrolnim uzor-
cima (K1-K3) i uzorcima periferne krvi bolesnika sa HLL
(L1-L3) (strelica pokazuje Bad protein) (a), histogram
razlika u ekspresiji Bad proteina kod zdravih osoba (K1-K3)
i bolesnika sa HLL (L1-L2) (b).

Diskusija

Odredivanje nivoa ekspresije Bcl-2 proteina predsta-
vlja jednu od prvih savremenih molekulsko-biologkih postu-
paka koji svoju primenu nalazi u molekulskoj patologiji, sa-
vremenoj grani medicinske dijagnostike. Poslednjih 13 go-
dina translokacija t(14;18) i/ili povideni nivo ekspresije Bcl-
2 proteina predstavlja prognosti¢ki parametar u legenju foli-
kularnih limfoma (13). Pored toga, opseZne studije su poka-

zale da je povisen nivo ekspresije Bcl-2 proteina negativan
prognosti¢ki parametar u le¢enju malignog melanoma i kan-
cera kolona (14).

Rezultati nadeg rada pokazali su visok nivo ekspresije
Bcl-2 proteina, kako u grupi bolesnika sa nele¢enom HLL, ta-
ko i kod bolesnika koji se nalaze u stanju stabilne bolesti ili
parcijalne remisije. PoviSen nivo ekspresije Bcl-2 proteina (u
odnosu na kontrolne uzorke periferne krvi zdravih osoba) re-
gistrovan je i u uzorcima periferne krvi bolesnika koji se nala-
ze u stanju parcijalne remisije sa terapijom odrZavanja. Visok
nivo ekspresije ovog proteina zadrZan je i kod bolesnika koji
su imali dobar klini¢ki odgovor na primenjenu inicijalnu tera-
piju, a koji s nalaze u stanju stabilne bolesti i bez primene te-
rapije odrZzavanja. Rezultati nadeg rada su u korelaciji sa re-
zultatima istraZivanja drugih autora. U grupi od 46 bolesnika
sa HLL Molica i saradnici 1997. godine (15) nisu uotili po-
stojanje korelacije visokog nivoa ekspresije Bcl-2 proteina i
klini¢ko-biolodkih parametara bolesti. Aviram i saradnici
2000. godine (16) su na osnovu ispitivanja radenog na grupi
od 54 bolesnika sa HLL pokazali identi¢ne rezultate. U sva 54
uzorka periferne krvi detektovan je visok nivo ekspresije Bcl-
2 proteina bez obzira na klini¢ki stadijum bolesti i/ili nivo po-
stignute remisije. Na osnovu ovih rezultata moZe se zakljugiti
da konstantna i visoka ekspresija Bcl-2 proteina sa njegovim
inhibitornim efektom na proces apoptoze omogucava progre-
sivnu akumulaciju neoplasticki transformisanih limfocita B u
perifernoj krvi bolesnika sa HLL. Smanjenje nivoa Bcl-2 pro-
teina nadeno u uzorcima periferne krvi bolesnika sa nelece-
nom HLL treéeg dana od poetka citostatskog tretmana, vero-
vatno je u korelaciji sa osetljivoséu HLL na dejstvo antineo-
plastitkog agensa i terapijom indukovanog procesa apoptoze
HLL ¢elija.

Sli¢no rezultatima analize ekspresije Bcl-2 proteina
povisen nivo ekspresije Bax proteina zabeleZen je u vedini
uzoraka periferne krvi bolesnika sa HLL u odnosu na kon-
trolnu grupu. Da povien nivo ekspresije Bcl-2 proteina
prati i poviSen nivo ekspresije Bax proteina pokazali su i
Klein i saradnici 2000. godine. Preciznog obja¥njenja za
postojanje pozitivne korelacije u ekspresiji dva proteina sa
suprotnim efektom na proces apoptoze nema. Neki autori
smatraju da konstantna i visoka ekspresija Bcl-2 proteina
dovodi do produZetka poluZivota Bax proteina mehani-
zmima posttranslacijske modulacije. Druga grupa istrazi-
vada ne iskljuduje i moguénost postojanja mutacije na bax
genu koji dovodi do uocljive ekspresije disfunkcionalnog
proteina (17). Pepper i saradnici 1999. godine na osnovu
ex vivo analize ekspresije Bax proteina zakljucuju da po-
vigen nivo ekspresije Bax proteina nije u korelaciji sa kli-
ni¢kim parametrima bolesti (18). U grupi bolesnika sa ne-
legenom HLL, tre¢eg dana od podetka citostatskog tretma-
na, otkriven je povisen nivo ekspresije ovog proteina. Ovi
rezultati idu u prilog rezultatima drugih eksperimentnih
studija koji ukazuju da je nivo ekspresije Bax proteina u
korelaciji sa osetljivoséu HLL ¢elija na dejstvo antineo-
plazmi&kih agensa u smislu stimulatornog efekta na tera-
pijom indukovan proces apoptoze (19).
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Pored visokog nivao ekspresije Bax proteina, u anali-
zovanoj grupi bolesnika sa HLL otkriven je visok nivo
ekspresije i proapoptoznog Bad proteina. Proapoptozno
dejstvo Bad protein ispoljava svojim visokim afinitetom
za vezivanje za Bcl-2 i Bel-X1 protein. Na taj nadin Bad
protein blokira heterodimerizaciju Bcl-2 i Bax proteina
(20). Budu¢a istraZivanja ¢e pokazati da li je izrazito vi-
sok nivo ekspresije proapoptoznog Bad proteina u korela-
ciji sa indolentnim klini¢kim tokom ove bolesti.

Povigen nivo ekspresije, kako proapoptoznih, tako i antia-
poptoznih proteina Bel-2 familije u perifernoj krvi bolesnika sa
HLL potvrden je i na nivou RNK molekula kori¢enjem najsa-
vremenije molekulskobiologke tehnike — real-time PCR (21).
Rezultati naSeg rada pokazuju da variranja u ekspresiji samo
jednog proteina ¢elijske smrti u uzorcima periferene krvi bole-
snika sa HLL ne mogu predstavljati prognosti¢ki parametar u
leCenju ove bolesti.

Poslednjih godina objavljeni su rezultati brojnih eks-
perimentnih studija koje za temu istraZivanja imaju medu-
sobni odnos ¢&lanova Bel-2 familije, proteina na indukciju

procesa apoptoze. Nastanak patoloskog klona HLL ¢elija
rezultat je kompleksnih mehanizama medusobne interakcije
proteina Bcl-2 familije, koji rezultuje u poremecajima pro-
cesa apoptoze. Bolje upoznavanje ovih mehanizama daje i
mogucnost definisanja preciznih bioloskih parametara koji
bi mogli imati i prognosti¢ki znaéaj u le€enju ove bolesti.

Zakljucak

Visok nivo ekspresije Bcl-2 proteina, koju prati i povi-
Sen nivo ekspresije Bax i Bad proteina, je markantna karakte-
ristika neoplasti¢ki transformisanih limfocita B iz periferne
krvi bolesnika sa HLL. Istovremeno, ekspresija antiapopto-
znog proteina Bcl-XI, za razliku od drugih vrsta hematologkih
neoplazmi, nije patologka odlika HLL ¢éelija. Kako su u pro-
cese regulacije ¢elijskog umiranja po tipu apoptoze ukljuceni
brojni ¢lanovi Bcl-2 familije, rezultati naSeg rada pokazuju da
variranja u ekspresiji samo jednog proteina éelijske smrti u
uzorcima periferene krvi bolesnika sa HLL ne mogu predsta-
vljati prognosticki parametar u leSenju ove bolesti.
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Abstract

Brajuskovi¢ G, Vukosavi¢ S, Dimitrijevi¢ J, Cerovi¢ S, Knezevi¢ Usaj S, Marjanovic¢
S, Romac S, Skaro Mili¢ A. Vojnosanit Pregl 2004; 61(1): 41-46.

EXPRESSION OF Bcl-2-FAMILY PROTEINS IN PERIPHERAL BLOOD
B-LYMPHOCYTES IN PATIENTS WITH CRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a neoplastic disease characterized by the
accumulation of morphologically mature monoclonal CD 5+ B cells in the early
phase (Go/G;) of the cell cycle. It is considered that the accumulation of
neoplastically transformed lymphocytes B (CLL cells) is primarily the consequence
of the disturbance, i.e., blockade of these cells' apoptosis process. Apoptosis is
the specific process of programmed celi death regulated by numerous extracellular
and intracellular mechanisms. The Bcl-2 proteins are well-known modulators of this
process. Some of these proteins (such as Bcl-2, and Bcl-Xi) are anti-apoptotic,
while others (such as Bad or Bax) are pro-apoptotic. Our study included the analy-
sis of 20 peripheral blood specimens from 20 patients with CLL, and 20 peripheral
blood specimens of healthy persons who represented the control group. Using
Western blotting analysis, we quantitatively examined the protein expression of Bcl-
2 family (Bcl-2, Bax, Bad, and Bc!-XI). The level of Bcl-2 (p=3,68x10’1°), Bax
(p=0,019), and Bad (p=0,073) proteins expression was significantly increased in all
the analyzed peripheral blood samples of patients, while the level of Bcl-XI protein
(p=0,75) did not significantly differ in peripheral blood samples of patients, com-
pared to the controls. The results of this study showed that the increased level of
expression of Bcl-2, Bax, and Bad protein represented the most striking feature of
CLL cells. Moreover, the variations in the expression of only one protein of the Bcl-
2 family could not represent the prognostic parameter in the treatment of this dis-

ease.
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