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Chronicka lymfocytova leukémia (CLL) je definovana ako lymfoproliferativne ochorenie zapri¢inené klonédlnou proliferaciou a akumulaciou
maligne transformovych, malych zrelych B lymfocytov v periférnej krvi, lymfatickych uzlinach, slezine a kostnej dreni. Klinicky priebeh
CLL je variabilny. Bol preukézany vyznamny prognosticky dosah réznych CLL biomarkerov, ako su IgV, mutacny status, chromozomal-
ne abnormality ako aj expresia CD38 a ZAP-70. Expresia ZAP-70 alebo CD38 koreluje s nemutovanym stavom IgV, génov a je spojena
s horSou prognézou. Imunofenotypova analyza pomocou prietokovej cytometrie je vhodnd nielen na detekciu charakteristického
imunofenotypového profilu buniek B CLL, ale aj na stanovenie ich intracelularnej expresie ZAP-70.
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The Utility of Flow Cytometry for Evaluation of Prognostic Factors CD38 and ZAP-70 in B-CLL Patients

Chronic lymphocytic leukaemia (CLL) is a lymphoprolipherative disease characterised by the clonal proliferation and progressive accu-
mulation of malignant transformed small mature B cells in the peripheral blood, lymph nodes, spleen and bone marrow. The clinical
course of CLL is variable. An important prognostic impact has been shown for different CLL biomarkers such as IgV,, mutation status,
chromosomal aberrations, CD38 and ZAP-70 expression. The expression of ZAP-70 or CD38 has been correlated with the expression of
unmutated IgV,, genes and could predict poor prognosis. The flow cytometry immunophenotyping is useful not only for the detection

of unique B-CLL phenotype of the patological B cells but also for detection of their intracytoplasmic ZAP-70 expression.
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Chronicka lymfocytova leukémia z B lymfocytov (B-CLL) je de-
finovand ako nizkoagresivne lymfoproliferativne ochorenie zapricinené
klonalnou proliferdciou maligne transformovanych malych zrelych B
lymfocytov. Tieto bunky so $pecifickym imunofenotypom sa akumulujd
v periférnej krvi, kostnej dreni, lymfatickych uzlinach, pripadne v inych
hemopoetickych a non-hemopoetickych orgdnoch. Pric¢inou narastu
poctu lymfocytov nie je len ich nadmernd klondlna proliferécia, ale aj
porucha apoptdzy (1). Podla kritérii medzindrodného konsenzu o B-CLL
(tzv. kritérid IWCLL) je ochorenie definované pritomnostou monoklo-
novej lymfocytdzy v periférnej krvi nad 5 x 10%, trvajucou najmenej
3 mesiace a spolocne so stanovenim typického imunofenotypového
profilu patologickych buniek prietokovou cytometriou st dostato¢nymi
kritériami na diagnostiku B-CLL (2). WHO klasifikacia sa opiera o labo-
ratornu diagnostiku B lymfocytov (morfologické, imunofenotypové,
genetické, ako aj molekulovo-biologické parametre) a klinické prejavy
ochorenia.

B-CLL tvorf cca 25 % — 30 % z leukémii dospelych v Eurdpe a Severnej
Amerike, ¢im sa zaraduje k najcastejsie sa vyskytujucim leukémiam (1).
KedZe je roky bezpriznakova, ¢asto sa diagnostikuje iba ndhodne (asi 50 %
pripadov) pri vysetreni parametrov krvného obrazu.

B-CLL sa vyznacuje velkou heterogenitou a variabilnym priebehom
ochorenia, ktory rozdeluje pacientov na skupinu s indolentnym cha-
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rakterom a na skupinu s agresivnym, rychlo progredujucim ochorenim
a kratkodobym preZivanim (3). Snaha opierat sa pri manazmente terapie
o vybrané parametre s prognostickym vyznamom vyplyva z biologickej
nehomogénnosti B-CLL rozpoznatelnej na morfologickej, fenotypovej
a genetickej Urovni. Koncom 90. rokov 20. storocia vstupili pri studiu biolo-
gickej heterogenity B-CLL do popredia genetické a molekulovo-biologické
parametre, ktoré umoznili rozdelenie dovtedy zndmych prognostickych
markerov na klasické (staré, respektive klinické) a na molekulové (nové,
moderné) (4).

Knovym prognostickym markerom zaradujeme mutacny stav IgV, gé-
nov, expresiu CD38, expresiu ZAP-70, chromozémové abnormality (del17p,
dell1q, del 6q, trizémia 12 a del 13q) a mutéciu génu TP53. Pritomnost
somatickych mutdcii v hypervariabilnych dsekoch (IgV, ) génov pre tazké
retazce imunoglobulinov umoznila zadefinovat prognézu a dizku prezi-
vania pacientov. Nemutovany stav IgV, génov (homolégia vo > 98,0 %
sekvencif) koreluje s nepriaznivou prognézou a kratsim medidanom pre-
Zivania a naopak, za prognosticky priaznivy stav sa povazuje pritomnost
somatickych mutécif vo > 2,0 % sekvencif (4).

Stanovenie mutacného stavu IgV, je vieobecne povazované za
technologicky, ¢asovo i finan¢ne naro¢né a v stcasnosti tazko realizova-
telné v beznych laboratérmych podmienkach pre nédro¢nost spracovania
materidlu (5).
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Tabulka 1. Porovnanie niektorych metodik na stanovenie ZAP-70 prietokovou cytometriou

Metéda anti-ZAP-70 Fixacia/permeabilizécia Analyza Cut-off Autor

) 1E7.2 Alexa-488 ) |zotypova. vs. o
Priama IF Caltag Fix and Perm, Caltag T/NK kontrola 20 % Zucchetto et al.,, 2006 (20)
lllwtepnama 2F3.2 Upstate Paraformaldehyd-Tween |zotypova kontrola 10 % Orchard et al,, 2004 (12)
linama I]SEDU Alexa-488 Paraformaldehyd-Saponin Izotypova kontrola 20 % Rassenti et al., 2004 (11)
Priama 167.2PE Fix and Perm, Caltag T/NK kontrola 20 % D’Arena et al., 2007 (13)
IF Caltag
lF:Iama :éﬁ?gz Alexa 647 Cell Sig- Intraprep, Beckman-Coulter Izotypova kontrola 25% Slack et al., 2007 (24)
Priama :
IF SBZAP PE, BC Formaldehyd/Triton X-100 MFI Shankey et al., 2006 (17)
ll\FJepnama 2F3.2 Upstate Fix and Perm, Caltag T/NK kontrola 20 % Crespo et al., 2003 (9)

Vysvetlivky: IF — imunofluorescencnd metéda, BD — BectonDickinson, BC — BeckmanCoulter, MFl — Mean Fluorescence Intensity

Expresia CD38 bola prvym markerom, pri ktorom sa preukézala
korelacia s IgV,, statusom. CD38 je 45kDa transmembranovy glykoprotein,
ktory pdsobfi su¢asne ako enzym a receptor. VySetrenie expresie CD38 na
povrchu leukemickych buniek prietokovou cytometriou je v klinickych
laboratéridch relativne dostupné, avsak jeho pouzitie ako prognostic-
kého markera pri B-CLL sa postupom ¢asu ukdzalo ako nejednoznacné.
Predovsetkym sa nepotvrdila absolutna koreldcia expresie s IgV,, mutac-
nym statusom a objavili sa aj rbzne nazory na stabilitu expresie antigénu
CD38 a na urcenie cut-off hodnoty pre pozitivitu CD38 na leukemickych
bunkach z prognostického hladiska (hodnoty od 7 % az do 20 %, respekti-
ve 30 %) (6). V sucasnosti sa za klinicky relevantni mieru expresie povazuje
arbitrdrne (tatisticky) ur¢end hodnota v klinickych laboratéridch > 30 %
detegovana prietokovou cytometriou (4). Cast pacientov vykazuje bimo-
dalny profil expresie, najbeznejsie sa pozoruje zmena CD38 negativity na
CD38 pozitivity, ktord sa Casto spaja s progresiou ochorenia (7).

Expresia proteinu ZAP-70 patri medzi dalsie prognosticky vyznamné
parametre, o ktorych sa uvazovalo, ze nahradia stanovenie IgV . ZAP-70,
zeta asociovany protein s molekulovou hmotnostou 70 kDa, je kédovany
génom na dlhom ramienku 2. chromozému v 2q2 lokuse (8). Tato tyrozin
kindza z rodiny tzv. Syk proteinov obsahuje dve termindlne SH2 domény
a Gtermindlnu kindzovd doménu. Miestom primarnej expresie proteinu
ZAP-70 je cytoplazma T a NK lymfocytov (9). ZAP-70 protein bol identifiko-
vany ako fosforylacny partner zeta retazca CD3 komplexu asociovaného
s TCR (T bunkovy receptor) komplexom na T lymfocytoch. Aktivacia T
lymfocytov prostrednictvom signalu odovzdavaného cez TCR receptor
je nevyhnutna na vyvoj imunitnej odpovede, z ¢oho vyplyva, ze ZAP-70
zohréva klicovu Ulohu v TCR signalizacii. Deficit ZAP-70 ma za nasledok
absenciu maturovanych CD8+ lymfocytov, blokuje aktivaciu CD4+ T
lymfocytov sprostredkovanu cez TCR a moze spdsobit autozomélne
dedi¢nu formu tazkého kombinovaného deficitu $pecifickej imunity
(Severe Combined Immunodeficiency — SCID) (10). Protein ZAP-70 expri-
muju v roznej miere aj B lymfocyty a nadorové bunky viacerych typov
B NHL vratane B-CLL (8). Expresia proteinu ZAP-70 koreluje s nemutova-
nym stavom IgV,, génov, a teda pozitivna expresia ZAP-70 predstavuje
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nepriaznivd progndézu (9). Pri B-CLL ZAP-70 pravdepodobne zosilfuje
signélne drahy sprostredkované receptorom B lymfocytov, ¢o je proces
prispievajuci k horsej progndze u ZAP-70 pozitivnych pacientov. Podobne
ako pri T lymfocytoch, mé& ZAP-70 vyznam pre chemokinovu stimulaciu
buniek B-CLL. Predpoklada sa, Ze expresia ZAP-70 by mohla viest k mig-
racii leukemickych buniek do mikroprostredia vyhodného na preZitie ¢i
proliferdciu. Avak koreldcia medzi expresiou ZAP-70 a muta¢nym stavom
IgV,,génov nie je absolutna, a teda pritomnost diskordantnych nélezov
(v zavislosti od pouzitej metddy detekcie od 8 % do 25 %) potvrdzuje ZAP-
70 ako nezavisly prognosticky faktor (4). Pri porovnani vzajomnej korelacie
IgV,, a CD38, respektive ZAP-70, je Statisticky vyznamnejsia korelacia IgV,,
a ZAP-70 (11, 12). KedZe ZAP-70 a CD38 vzdjomne nekorelujy, ich stcasné
stanovenie ma vacsiu vypovednu hodnotu pri identifikdcii pacientov
s rbznou progndzou nez analyza len jedného izolovaného parametra.
Kombinovana analyza CD38 a ZAP-70 umoznuje identifikovat jednak
skupinu pacientov s dobrou progndézou, ktori vykazuju fenotyp CD38-/
ZAP-70-, skupinu s nepriaznivou prognoézou (fenotyp CD38+/ZAP-70+),
ako aj pacientov s diskordantnym fenotypom CD38-/ZAP-70+, respektive
CD38+/ZAP-70- a strednym rizikom (13).

Na stanovenie ZAP-70 sa v sic¢asnosti vyuzivaju imunohistochemické
(semikvantitativne hodnotenie) aimunocytochemické metddy, Western-
blotting, analyza mRNA a tiez prietokova cytometria (8). Interpretaciu
analyzy pomocou Western-blotingu komplikuje pripadna kontaminacia
vzorky T lymfocytmi, ¢o moéze viest k faloSne pozitivnym vysledkom (14).
Preto sa do popredia dostéva snaha o zavedenie spolahlivej, rutinnej
a relativne jednoduchej metédy pomocou prietokovej cytometrie.

Bolo vypracovanych niekofko protokolov na detekciu ZAP-70, ako
aj odporucani na interpretaciu vysledku expresie ZAP-70 (tabulka 1).
Detekciu expresie ZAP-70 prietokovou cytometriou komplikuju viaceré
problémy, ku ktorym sa zaraduje predovsetkym slaba expresia ZAP-70
v cytoplazme patologickych B lymfocytov a chybanie jednotne pouzivanej
standardizovanej metddy (3, 16).

Popri metddach so separovanymi mononukledrnymi bunkami su
vypracované protokoly s imunofenotypovou analyzou plnej krvi. Pracovné



postupy sa dalej odlisuju v pouzivani réznych klonov anti-ZAP-70 protildtok
priamou, respektive nepriamou imunofluorescen¢nou metédou. Pomerne
velké variabilita je aj vo fixacno-permeabiliza¢nych metddach, pouzivani
réznopocetnych multifarebnych protokolov a analytickej stratégii (tvorba
logickych ,gate”, ur¢enie cut-off pozitivity) (tabulka 1).

Priinterpretécii vysledkov analyzy sa autori opieraju o vyjadrenie pozi-
tivity expresie ZAP-70 v percentach, alebo vyjadruju pomernu priemernu
intenzitu fluorescencie (MFI). Expresiu ZAP-70 sa deteguje v percentach
vo vztahu k externej negativnej, izotypovej kontrole, internej pozitivnej
kontrole (T lymfocyty, NK lymfocyty), internej negativnej kontrole (CD5-
B lymfocyty) alebo negativnej kontrole zdravych kontrol, kde sa cut-off
pozitivity ZAP-70 pohybuje v rozmedzi 10 % az 30 %. Pri pomernom vy-
jadreni MFI sa pozitivita expresie ZAP-70 stanovi koeficientom MFI CD3+
T lymfocytov k MFI CD5+ B lymfocytov (T/CLL B), podielom MFI CD5+ B
lymfocytov voci CD5- B lymfocytom (CLL B/B Ly), respektive T lymfocytom
(CLLB/T) (6,9, 12, 15,17 = 23).

Vporovnanis IgV,, je cytometrické stanovenie CD38 a ZAP-70 menej
finan¢ne a ¢asovo ndroc¢né (9). Prietokové cytometria sa stala metddou
volby aj pre svoju relativnu jednoduchost a dostupnost. Umoznuje Spe-
cifické ohranicenie cielovej populacie buniek a odlisenie expresie ZAP-70
na patologickom klone B lymfocytov od vyraznej pozitivity ZAP-70 v cy-
toplazme T a NK lymfocytov. Expresia ZAP-70 moze byt relevantnejsim
prognostickym indikdtorom definujucim B-CLL s horsou progndézou pri
nemutovanom IgV,, statuse.

Tento ¢ldnok vznikol na zdklade vyskumnych aktivit v projekte, ktory
bol podporeny v rdmci OP Viyskum a vyvoj, s ndzvom: Viyskumné centrum
modernych technoldgii monitorovania a diagnostiky ochoreni ohrozujucich
verejné zdravie, ITMS 26220220197, spolufinancovany zo zdrojov Eurépskeho
fondu regiondlneho rozvoja.
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