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Souhrn

Prognéza pacientu s chronickou lymfocytarni leukemii (CLL) muiZe byt upfesnéna nékterymi biologickymi rizikovy-
mi faktory, jejichZ stanoveni ale musi byt pied zavedenim do klinické praxe dostatecné standardizovano. V této stu-
dii se u 73 pacientii stanovoval mutacni stav variabilnich segmentti genii pro tézZky Fetézec imunoglobulinu (IgVg),
mutace genu p53 a pomoci flow-cytometrie (FCM) exprese CD38 a tyrozinkinazy ZAP-70. Nemutovany stav IgVgmé-
lo 58 % nemocnych, mutaci p53 19 %, pozitivni expresi CD38 26 % a pozitivni expresi ZAP-70 dle FCM 62 %. Pa-
cienti s nemutovanym IgVy, pozitivni expresi ZAP-70 dle FCM a mutaci p53, méli statisticky vyznamné kratsi cas
od diagnézy do zahdjeni terapie. Celkova konkordance mezi expresi ZAP-70 a muta¢nim stavem IgVy byla 85 %.
Validace FCM analyzy exprese ZAP-70 byla provedena srovnanim s imunohistochemickou detekci ZAP-70 na histo-
logickych preparatech a kvantitativni Real-Time PCR na udrovni ZAP-70 mRNA, kdy celkova shoda byla 86 % . Ex-
prese ZAP-70 se ukazala byt stabilni v pribéhu onemocnéni; pri medianu 12 mésicii mezi odbérem prvniho a po-
sledniho vzorku byla zaznamenana kvalitativni zména exprese ZAP-70 pouze u jednoho pacienta, kdy se stala pozi-
tivni pri progresi onemocnéni.
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Summary
Spacek M., Pekova S., Bezdickova L., Kozak T.: Risk factors in chronic lymphocytic leukemia, validation of flow
cytometric detection using RT-PCR and immunohistochemistry

Individual prognosis in patients with chronic lymphocytic leukemia (CLL) may be specified by biological risk fac-
tors, detection of which must however be sufficiently standardized prior to their introduction into clinical practice.
In the presented study of 73 patients we have assessed immunoglobulin variable heavy-chain gene (IgVp) status,
presence of mutation in pS3 gene and with the use of flow cytometry (FCM) expression of CD38 and ZAP-70 tyrosi-
ne kinase. Unmutated IgVy status was present in 58 % patients, pS3 mutation in 19 %, positive expression of CD38
in 26 % and positive expression of ZAP-70 using FCM in 62 %. Patients with unmutated IgVy, positive expression
of ZAP-70 assessed by FCM and p53 mutation had significantly shorter time from diagnosis to initiation of therapy.
Overall concordance between ZAP-70 expression and IgVy mutational status was 85 %. Validation of the FCM ZAP-
70 detection was performed by comparison to the immunohistochemical analysis on histological sections and quan-
titative real-time PCR on the mRNA level; overall concordance was 86 % . Expression of ZAP-70 showed to be stab-
le over time; with median time of 12 months from the acquisition of the first sample to the last, qualitative change of
ZAP-70 expression was noted in only one patient, who became positive upon disease progression.
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a tymidin kindzu (5, 6). Mezi genetické markery se fadi

Uvod

Chronickd lymfocytarni leukemie (CLL) je na Zapadé
nejéastéjsi leukemii u dospélych a vyznacuje se velmi va-
riabilnim klinickym pribéhem. Kromé standardnich kli-
nickych stazovacich systémt dle Raie a Bineta (1, 2), jsou
v soucasnosti k dispozici rizné biologické rizikové fak-
tory, které ndm umoznuji 1épe predpoveédét prognézu kon-
krétniho pacienta, coz je potfebné zejména v nizkych kli-
nickych stadiich. Mezi laboratorni parametry ukazujici na
aktivitu choroby patii napft. elevace laktatdehydrogenazy,
zdvojovaci ¢as lymfocytd (3), typ infiltrace kostni dfené
(4); v séru Ize méfit B-2-mikroglobulin, solubilni CD23

zejména cytogenetické aberace (delece 17pl3, delece
11q), mutace gent (p53, ATM) a mutacni stav variabil-
nich segmentd gentl pro tézky fetézec imunoglobulinu
(IgVy) (7-9). V souvislosti s objevem mutaéniho stavu
IgVy byl popsén i vyznam exprese CD38, kterd je v sou-
Casnosti povazovdna za nezdvisly prognosticky faktor,
nicméné hladina exprese se miZze vyznamné ménit v ¢a-
se (8, 10, 11). Pivodné jako ndhrada za relativné obtizné
stanoveni mutaéniho stavu IgVy byl nalezen i dalsi mar-
ker — tyrozinkindza ZAP-70 (12, 13). Ukdzalo se, Ze se
jedna o nezdvisly silny prognosticky faktor, avSak jeho
stanoveni je spojeno s ur¢itymi metodickymi limitacemi.
Analyza se nejastéji provddi pomoci pritokové cyto-
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metrie (FCM)), stdle vSak pres velké usili chybi standar-
dizovany protokol a ani stabilita tohoto markeru v Case
nenf zcela jistd (14-16).

Cilem nasi studie bylo zaprvé zhodnotit prognosticky
vyznam vybranych biologickych markerti; zadruhé vali-
dovat ndmi zvolenou FCM metodu méfeni ZAP-70 po-
moci jiné relevantni metody a sledovat stabilitu exprese
ZAP-70 v pribéhu onemocnéni.

Pacienti a metodika

Soubor pacientii

Do studie bylo po podepsani informovaného souhlasu
schvaleného mistni etickou komis{ zafazeno 73 pacientt
(tab. 1), splnujicich diagnosticka kritéria pro CLL dle Na-
tional Cancer Institute Working Group (17). Median véku
pii diagnéze byl 59 let (31-79 let). RozloZeni pacientl pod-
le klinického stadia (Rai low-intermediate-high risk) bylo
52 %,30 % a 18 %. Pri diagndze byly odebrany vzorky pe-
riferni krve od 32 pacientd (44 %) a celkem od 43 pacien-
ti (59 %) byly vzorky ziskany pred 1é¢bou. Rovnéz byly
analyzovany vzorky periferni krve od 11 zdravych darcti.

Priitokovd cytometrie

Vzorky periferni krve v EDTA byly zpravidla zpraco-
vany do 3 hodin po odbéru (prvni vySetfeni u daného pa-
cienta vzdy), nejpozdéji vSak béhem 24 hodin (v ojedi-
nélych pripadech u nédslednych odbérti); 50 ul plné krve
obsahujici pfiblizné 5 x 105 leukocytl bylo inkubovéno
s konjugovanymi protildtkami proti CD3-PE, CD16-PE,
CD56-PE (Beckman Coulter), CD5-APC, CD19-PerCP-
Cy5.5 (BD Bioscience). Poté byl vzorek pomoci Fix &
Perm kitu (Caltag) dle instrukci vyrobce intracelularné
znacen protildtkou proti ZAP-70 Alexa Fluor 488 (klon
1E7.2, Caltag) a ihned méfen na pritokovém cytometru
FACSCanto II (BD Bioscience). Denné byla kontrolova-
na kvalita méfeni pomoci BD FACS 7-color setup beads
(BD Biosciences). Aby byla zarucena validn{ vnitfni kon-
trola, bylo naméfeno minimdlné 2,000 T-lymfocytt. Vy-
sledky byly vyjadfovany jako pomér stfedni intenzity flu-
orescence (MFI) ZAP-70 na T-lymfocytech / CLL bun-
kéach (obr. 1a,b). Vzorek byl oznacen jako pozitivni, po-
kud byl pomér < 4 (18, 19).

K hodnoceni exprese CD38 na B-lymfocytech bylo
pouZito povrchového znaceni (CD38-PE, BD Pharmin-
gen) a exprese hodnocena jako pozitivni, pokud bylo vi-

Tab. 1. Charakteristika souboru pacientu.

Celkovy pocet pacientii 73

MuZzi 47 (64 %)
Vék pri diagnéze — medidn 59 let (31 — 79)
Klinické stadium (Rai)

nizké riziko 52 %
stiedni riziko 30 %
vysoké riziko 18 %

Dosud nelééeno 25 (34 %)
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Obr. 1a,b. Vystupy analyzy ZAP-70 pomoci FCM. Zobrazeny jsou gra-
fy identifikujici populace CLL bunék, T-lymfocytti, NK bunék a rezi-
dudlni populace normdlnich B-lymfocyti dle prislusnych povrchovych
antigend. Pomér MFI T-lymfocyti/CLL bunék je 2,6, coz znamena po-
zitivni expresi ZAP-70 (cut-off = 4). Oproti tomu rezidudlni populace
zdravych B-lymfocyti je pro tento znak negativni (pomér TFI T-lym-
focyty/B-lymfocyty = 6, 7).

ce nez 30 % B-lymfocytd pozitivnich dle negativni kon-
troly isotypovou protildtkou.

Imunohistochemickd detekce

K imunohistochemické detekci byly pouzity bézné
zpracované a v parafinu zalité bioptické vzorky lymfa-
tickych uzlin a kostn{ dfené. Monoklondln{ protildtka pro-
ti ZAP-70 (klon 2F3.2, Upstate) byla pfi fedéni 1 : 400
inkubovana 1 hodinu pfi pokojové teploté. Detekce pri-
mdrni protilatky byla dle ndvodu vyrobce provedena po-
moci LSAB2 kitu (DakoCytomation), ktery obsahuje se-
kunddrnf{ protilatku znacenou biotinem a avidin-biotino-
vy komplex s kfenovou peroxiddzou. Vzorek byl hodno-
cen jako ZAP-70 pozitivni, pokud se znacilo vice nez
20 % néadorovych bunék.

Analyza mRNA ZAP-70

Z periferni krve byly pomoci gradientové centrifuga-
ce (Histopaque, Sigma) izolovdny mononukledrni bun-
ky. B-lymfocyty byly ziskdny pozitivni selekci naviza-
nim CD19 protildtky pomoci EasySep kitu dle ndvodu vy-
robce (Stem Cell Technologies). Cistota kazdého vzorku
byla ovéfena na pritokovém cytometru a dosahovala mi-
nimalné 98 % CD19+ elementi. RNA byla izolovéna po-
moci TRI Reagentu (Molecular Research Center).
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Celkovda RNA byla reverzné transkribovdna pomoci
Verso™ reverzni transkriptdzy (AB-Gene, UK) pii 42 °C
po dobu 30 minut. Pfipravena cDNA byla pouzita jako
templat pro kvantitativni Real-Time PCR. Jako kontrol-
ni gen byl pouzit GAPDH. Reak¢ni podminky pro kvan-
tifikaci ZAP-70 i GAPDH byly nésledujici: hledany i kon-
trolni gen byl amplifikovan v tripletu; kalibracn{ kfivka
se 3 logaritmickymi fedénimi byla amplifikovana v doub-
letu. Mastermix pro amplifikaci obou cild se sklddal z: 1
U ThermoStart DNA polymerase (AB-Gene, UK), 4 mM
MgCl,, 1x PCR pufr, 200 umol dNTPs, 200 nmol Ta-
gMan hybridiza¢ni sondy, 500 nmol kazdého primeru.
Teplotni profil reakce byl nasledujici: 95 °C 8 min.,s cyk-
lovanim 95 °C 20 s, 60 °C 30 s, 72 °C 30 s, a snimanim
fluorescence v kandlu FAM pri 60 °C.

Sekvence primeri a sond pouzitych v analyzach:
GAPDH forvard: atcttccaggagcgagatcc

GAPDH reverse: cttgaggctgttgtcatact

ZAP-70 forward: caacgcctcaggggctgcetgcte

ZAP-70 reverse: gtccatgggcatcggecgeggtt

GAPDH sonda: FAM - atgctggcgctgagtacgtegtgga —
BHQI1

ZAP-70 sonda: FAM — cccagcccacccatcecacgttgaccata —
BHQI1

Relativni exprese ZAP-70 byla stanovena podle vztahu
2-MCt, Jako kontrolni vzorky byly pouzity CD19+ sepa-
raty zdravych darct. Relativni exprese ZAP-70 u CLL pa-
cientll 3x vyssi nez relativni exprese ZAP-70 u zdravych
dérct byla povazovéna za pozitivni.

Mutacni stav IgVy

Mutaéni stav IgVy byl stanoven jak detailné popsdno
(20). Pomoci konsensnich primerti pro amplifikaci 7 ro-
din imunoglobulinovych geni byla amplifikovéna oblast
IgVy prestavby. Klondlni produkt byl purifikovan a pfi-
mo sekvenovan na kapildrnim sekvendtoru ABI3130. Zis-
kana sekvence byla srovnédna s databdzi referencnich ger-
minélnich sekvenci, deponovanych na strankdch NCBI,
a bylo ur¢eno procento hypermutace.

Mutace p53

Mutacni stav genu p53 byl analyzovédn technikou
FASAY (21) a pfimého sekvenovani kédujici sekvence
(exon 4 —exon 9).

Statistickd analyza

Statistické zpracovani vysledkl bylo provedeno v pro-
gramu SPSS (ver. 16.0), asociace mezi proménnymi by-
la testovdna v kontingenc¢nich tabulkéch za pouZiti Pear-
sonova chi-kvadrit testu, v pfipadé malych poétt Fische-
rovym testem. Kfivky ¢ast od diagnézy do zahdjent te-
rapie byly konstruovédny podle Kaplan-Maiera a pro po-
rovnéni pouZit log-rank test.

Vysledky

Jednotlivé rizikové faktory a vztah mezi nimi

Tab. 2. Analyza rizikovych faktord.

ZAP-70 pozitivni dle FCM 45 (62 %)
ZAP-70 pozitivni dle PCR 39 (53 %)
CD38 pozitivni 18 (26 %)
Nemutovany stav IgVH 42 (58 %)
Mutace p53 13 (19 %)

VSsichni zafazeni pacienti byli vySetfeni na pritomnost
znaku ZAP-70 pomoci FCM, hodnoceno jako ZAP-70
pozitivni bylo 45 pacientl (61,6 %). Exprese znaku CD38
byla stanovena u 69 pacientl, jako pozitivni byla hodno-
cenau 18 (26,1 %) nemocnych. VySetieni mutacniho sta-
vu IgVy; bylo provedeno u vSech pacientd a 42 (57,5 %)
bylo hodnoceno jako nemutovanych. Analyza mutace p53
byla provedena u 69 pacientil a funkéné vyznamna mu-
tace byla nalezena u 13 pacientt (18,8 %) (tab. 2).
Shoda mezi expresi ZAP-70 a mutacnim stavem IgVy
byla 84,9 % (p < 0,001), pfi¢emz 7 pacientil s pozitiv-
nim ZAP-70 mélo mutovany stav IgVy; a 4 nemocni s ne-
gativnim ZAP-70 vykazovali nemutovany stav IgVy.
Statisticky vyznamné rovnéz korelovala ZAP-70 poziti-
vita a CD38 pozitivita (p = 0,027). S vyssim klinickym sta-
diem dle Raie také rostl podil ZAP-70 pozitivnich pacien-
ti (p =0,01). Naproti tomu jsme nenasli signifikantni vztah
mezi ZAP-70 pozitivitou a mutaci p53 (p = 0,11), ani me-
zi muta¢nim stavem IgVy; a expresi CD38 (p =0.41), nebo
mutacnim stavem IgVy a mutaci p53 (p = 0,154).

Asociace rizikovych faktorii s casem do zahdjeni 1écby

Nemocni byli 1é¢eni na zdkladé¢ klinického stadia, pfi-
tomnosti symptoma a v piipadé aktivity choroby dle kri-
térif NCIWG. Pfi medidnu sledovani 3,6 roku ze 73 pa-
cientl 1éCbu zahdjilo 48 (65,8 %) a celkem 9 (12,3 %) ne-
mocnych zemfelo. Hodnotili jsme vztah mezi jednotli-
vymi rizikovymi faktory a ¢asem od diagnézy do zaha-
jeni terapie (Treatment Free Interval — TFI).

Exprese ZAP-70 dle FCM se ukdzala statisticky vy-
znamnym prediktorem nutnosti zahdjeni 1é¢by (obr. 2).
Pacienti se ZAP-70 negativni CLL méli medidn TFI 8,3
rokt, zatimco pti ZAP-70 pozitivité to byl 1 rok (p <
0,001). Rovnéz jsme prokdzali, Ze nemocni s nemutova-
nym stavem IgVy méli signifikantné krat$i TFI, kdy me-
dian byl 1 rok, nez skupina s mutovanou variantou IgVy
s medidnem TFI 5,6 roku (p = 0,001) (obr. 3). Podobné
i v pripadé mutace p53 byl shledan signifikantni rozdil
v TFI (p = 0,042) (obr. 4).

Naproti tomu pfi hodnoceni vyznamu exprese CD38
jsme nenalezli statisticky vyznamny rozdil v TFI mezi pa-
cienty s CD38 pozitivnimi B-lymfocyty, kde byl medidn
TFI 1 rok a skupinou negativni pro tento znak s medid-
nem TFI 3 roky (p = 0,091) (obr. 5).

Validace ZAP-70 FCM

U vSech pacientl byla zaroven se stanovenim exprese
proteinu ZAP-70 pomoci FCM analyzovéna i hladina
ZAP-70 mRNA pomoci RT-PCR. Vzhledem ke zjisténé
relativné rychlé degradaci mRNA ZAP-70 (data nezobra-
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Obr. 2. Srovnani TFI: Exprese ZAP-70 dle FCM (p < 0,001).
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Obr. 4. Srovnani TFI: Mutace genu p53 (p = 0,042).

zena) byly z konecné analyzy vylouceny vzorky zpraco-
vané pozde€ji nez 4 hod od odbéru. Celkova shoda mezi
obéma metodami byla 86,3 % (p <0,001), pficemz 8 pa-
cientli s PCR negativitou bylo FCM pozitivnich a 2 ne-
mocni s PCR pozitivitou byli FCM negativni.

K ovéfeni exprese ZAP-70 zjisténé pomoci FCM jinou
metodou piimo na drovni proteinu, bylo u 8 pacientt pro-
vedeno rovnéZ imunohistochemické vySetfeni na histolo-
gickych preparatech (8 vzorki kostni dfené a 4 vzorky lym-
fatické uzliny). Vysledek vySetfeni na lymfatické uzliné
a v kostnf dfeni se shodoval ve vSech 4 piipadech. Shoda
FCM a imunohistochemického vySetfeni byla ve vzorcich
7 pacientd, pri¢emz 1 diskordantni byl imunohistochemic-
ky v kostni dfeni negativni a dle FCM hrani¢né pozitivni.

Stabilita exprese ZAP-70

Ke zjistén{ stability exprese ZAP-70 v pribéhu one-
mocnéni byly opakované analyzovdny vzorky periferni
krve pomoci FCM. Celkem bylo vySetieno 200 vzorkd,
medidn 3 vzorky na pacienta (rozptyl 1 — 7). Mezi prv-
nim a poslednim méfenim uplynulo 12 mésici (medidn)
a celkem 18 (24,7 %) pacientt absolvovalo mezi jednot-
livymi méfenimi 1é¢bu. Z celého souboru 73 pacientti byla
zjiSténa zména exprese ZAP-70 v Case pouze u 1 (14 %)
nemocného, kde se ptivodné negativni vzorky staly po-
zitivnimi, a to pfi progresi onemocnéni (ovéfeno i na
urovni ZAP-70 mRNA).
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Obr. 3. Srovnén{ TFI: Mutani stav IgVyy (p = 0,001).
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Obr. 5. Srovnani TFI: Exprese CD38 (p = 0,091).

Diskuse

V poslednich letech se vyznamné zlepSily terapeutic-
ké moznosti u pacientii s CLL. Nejvétsim pokrokem by-
lo zejména zavedeni 1éCebnych strategii zaloZenych na
purinovych analozich a monoklondlnich protilatkach.
K odhadu prognézy se jiz desitky let pouzivaji stdzovaci
systémy (Rai, Binet), které jsou zaloZeny na fyzikdlnim
vySetfeni rozsahu lymfadenopatie, splenomegalie a hepa-
tomegalie, a na stupni anémie a trombocytopenie v peri-
ferni krvi. AvSak jiz dlouho je zndmo, Ze tyto stdZovaci
systémy nejsou s to dostatecné predpoveédét progndzu
konkrétniho pacienta, a to predev§im u mladych nemoc-
nych a v nizkych klinickych stadiich. Proto bylo jiZ iden-
tifikovano mnozstvi biologickych rizikovych faktort, s ci-
lem pfesnéji predikovat vyvoj choroby (22). Podle aktu-
alnich doporuceni pro diagnézu a 1écbu CLL se m4 stéle
rozhodnuti o 1é¢bé tidit pouze klinickym stadiem, pfitom-
nosti symptomu a aktivitou choroby (23). Nicméné jiz
v soucasnosti probihaji klinické studie, které se snazi pro-
kazat, Ze nemocni s CLL v nizkém klinickém stadiu, ale
s pritomnosti biologickych rizikovych faktorti, mohou
profitovat z Casné zahdjené 1écby (napf. studie CLL7
Némecké studijni skupiny pro CLL).

V nasi studii jsme ve shodé¢ s publikovanymi tdaji pro-
kéazali vyznamné kratsi TFI u pacienti s CLL s pozitivni
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expresi ZAP-70, nemutovanym stavem IgVy a mutaci
p53. Oproti tomu v naSem souboru pacientd nebyl shle-
dan statisticky vyznamny rozdil v TFI mezi skupinou
s CD38 pozitivnimi B-lymfocyty a skupinou bez pozi-
tivni exprese CD38. To miiZe byt zplisobeno nedostatec-
né velkym souborem pacienti, ale také tim, Ze ¢dst paci-
entl nebyla vySetfena pii diagndze, ale aZ v pribéhu ne-
moci, kdy mize dochdzet ke zménam exprese CD38.

Tyrozinkindza ZAP-70 byla zprvu objevena jako moz-
ny surogat za ¢asové i finan¢né naro¢né stanoveni mutac-
niho stavu IgVy (12, 13). Nyni je jiZ vSak jisté, Ze analy-
za mutacniho stavu IgVy nahrazena nebude, a to z néko-
lika diivodd. Jednak se jednd o metodu stdle dostupné;jsi
v bézném provozu, dile korelace se ZAP-70 se ukdzala
v nékterych studiich jako nedostatecna (24), a v neposled-
ni fadé se stanoveni ZAP-70 potyka s ur¢itymi metodic-
kymi problémy. Tim hlavnim je chybé&jici standardizova-
ny a jednotny protokol FCM mérenti, které je v praxi nej-
vice pouZivanou metodou. Mezi limitace patfi v soucas-
nosti i vétsi pocet komeréné dostupnych protilatek proti
ZAP-70, konjugovanych s riznymi fluorochromy, které
vsak mohou davat pii stejném postupu velmi rozdilné vy-
sledky (25-27). Jako zdsadni se ale jevi volba strategie
gatingu, pozitivni a negativni kontroly a urceni hranice
pro pozitivitu (28). Ackoli byla jiZ publikovana celd rada
praci s cilem optimalizovat metodu FCM analyzy a ujed-
notit postup i na mezindrodni drovni (18), nezdd se ani
v budoucnosti jako redlné implementovani jednotné me-
tody ZAP-70 FCM stanoveni v jednotlivych cytometric-
kych laboratofich. Z tohoto divodu jsme v nasi studii po-
mocf referenéni metody kvantitativni RT-PCR i imuno-
histochemie ovérili vysokou validitu ndmi pouzité FCM
analyzy, prevzaté ze dvou velkych mezilaboratornich har-
monizacnich studii (18, 19).

Diskutovanou otdzkou zlistdva stabilita ZAP-70 expre-
se v pribéhu onemocnéni. Nékteré publikace poukdzaly
na nezanedbatelné procento pacientli se zménou exprese
ZAP-70 (29, 30). V nas{ skupiné pacientti byla pfi zvole-
né FCM metodé exprese ZAP-70 relativné stdla, a to i po
podané l1écbe, pricemz jsme zaznamenali pouze v jednom
pripadé kvalitativni zménu (pocatecni negativity v pozi-
tivitu), a to jednoznacné v souvislosti s progresi onemoc-
néni.
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