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Souhrn: Chronicka B-lymfocytirni leukmie (B-CLL) je heterogenni onemocnéni s vysoce variabilni prognézou. Na zikladé sys-
tému klinického stagingu (Rai, Binet) nelze presné predpovédét prognézu jednotlivych pacientt zejména v casnych stadiich to-
hoto onemocnéni. Presnéjsi stratifikaci umoziuji moderni prognostické ukazatele, zejména stanoveni muta¢niho stavu pro va-
riabilni ¢asti tézkych fetézcti imunoglobulinti (IgVH) a cytogenetické aberace. Stanoveni exprese nitrobunécné tyrozinkinazy
ZAP-70 predstavuje nejen mozny zastupny ukazatel technicky naro¢ného a rutinné nedostupného stanoveni mutac¢niho stavu
IgVH, ale ma vyznam i jako nezavisly ukazatel prognézy. Studium funkce ZAP-70 u B-lymfocytl vyznamné posunuje nase zna-
losti o patogenezi B-CLL. Béznému vyuziti stanoveni exprese ZAP-70 brani dosud nedostate¢na harmonizace a validace jednot-
livych kvantifikac¢nich metod.

Kli¢ova slova: chronickd B-lymfocytdrni leukemie - ZAP-70 - pritokovd cytometrie - imunohistochemie - Western blotting -
PCR - metyla¢ni stav

ZAP-70 in B-cell chronic lymphocytic leukemia: clinical significance and methods of detection

Summary: B-cell chronic lymphocytic leukemia (B-CLL) represents a heterogeneous disease with highly variable prognosis.
Clinical staging systems (Rai, Binet) fail to accurately predict the prognosis of individual patients, especially in early stages.
Modern prognostic markers, mainly the mutational status of the variable regions of immunoglobulin heavy chains (IgVH) and
genetic aberrations, allow more accurate risk stratification. Assessment of the expression of intracellular protein tyrosine kinase
ZAP-70 represents not only a potential surrogate marker for the technically difficult and routinely unavailable assessment of
the IgVH mutational status, but might also be an independent prognostic factor. Study of ZAP-70 function in B-cells has broa-
dened our knowledge on the pathogenesis of B-CLL. Routine ZAP-70 assessment has been hindered so far mainly by the lack of
harmonization and standardization of the available methods of detection.
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Uvod

Chronickd B-lymfocytarni leukemie
(B-CLL), nejcastéjsi leukemické one-
mocnéni zipadniho svéta, je charak-
terizovina akumulaci malignich
lymfocytt s typickym imunofenoty-
pem (CDS5°/19°/23") v kostni dfeni,
periferni krvi a dal$ich slozkach lym-
fatického systému [1,2]. Zeta-asocio-
vany protein o molekuldrni hmot-
nosti 70 kilodaltontt (ZAP-70) je
v soucasné dobé jednou z nejvice
zkoumanych molekul u této lymfo-
proliferace. ZAP-70 je v rtizné mife
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exprimovan u subtyptt B-CLL li$i-
cich se procentem hypermutaci va-
riabilni ¢asti pro tézky fetézec imu-
noglobulinu, tzv. muta¢nim stavem
IgVH. Nemocni, jejichz IgVH geny se
lisi od sekvence odpovidajici zéro-
dec¢né linie o vice nez 2 % (tzv. muto-
vané IgVH geny), maji vyrazné lepsi
prognézu nez pacienti s nemutova-
nymi IgVH; v prikopnické praci
Hamblina et al byl zjistén median
celkového preziti 293 mésicii pro pa-
cienty s mutovanymi vs 117 mésicti
pro nemocné s nemutovanymi IgVH

geny [3]. Stanoveni muta¢niho stavu
IgVH je technologicky, ¢asové a fi-
nancné ndro¢né a v soucasné dobé
neni pouzitelné v béznych laborato-
fich, nebot vyzaduje naro¢né zpraco-
vani materialt véetné dvou polyme-
razovych fetézovych reakci (PCR),
izolace PCR produktt, jejich sekve-
novani atd. Proto se zihy po objevu
dilezitosti mutacniho stavu IgVH za-
caly hledat zastupné ukazatele, které
by jednak byly technicky a finan¢né
dostupnéjsi, ale zdroveri umoznily
nahradit stanoveni mutaéniho stavu
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Studie Protilatka Fixace Monoklonalni
[odkaz] (klon, firma, a permeabilizace  protilatky,
fluorochrom) hodnoceni
Crespo et al. 2F3.2, Upstate Fix & Perm 4 - barevna FC (ZAP-70,
[11] nekonjugovand  (Caltag) CD19, 3+56, 5), exprese
ZAP-70 na CLL bb
Diirig et al. 2F3.2, Upstate Fix & Perm 4 - barevna FC (ZAP-70,
[12] nekonjugovani (Caltag) CD19, 3, 56), exprese
ZAP-70 na B bb
Rassentietal.  1E7.2, Caltag paraformaldehyd 3 - barevna FC (ZAP-70,
[9] + saponin CD19, CD 3), exprese
ZAP-70 na B bb
Alexa 488
Orchard etal.  2F3.2, Upstate paraformaldehyd 1 a2 - barevna FC
[10] + ethanol (ZAP-70, CD2, nebo CD3)
nekonjugovand ZAP-70 B bb =
(celkem ZAP-70+) -
(ZAP-70 T a NK bb)
Gibbs et al. 1E7.2, Caltag Fix & Perm 2 - barevna FC
[14]* (Caltag) (zAP-70, CD19),
exprese ZAP-70 na B bb
a a
2F3.2, Upstate paraformaldehyd
nekonjugovand + methanol

FC — pritokovd cytometrie, bb — burky, PBMC — mononukledrni bunky z periferni krve
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Tab. 1. Pfistupy pouzité v hlavnich studiich [7-10,12] vénovanych stanoveni exprese ZAP-70 priitoko-
vou cytometrii.

Hranice
pozitivity (%)

Kontrola

Pozitivni: 20
T, NK bb

Pozitivni: 20
T, NK bb

Pozitivni: 20
T bb, ZAP-70

pozitivni pacient
Negativni:

B bb - zdravy

jedinec

Pozitivni: 10
T, NK bb
Negativni:
izotypova
Negativni: pro 1E7.2 = 20*
izotypova

* Komparativni studie, testovany rizné protildtky, metody permeabilizace a fixace, rizné hranice pozitivity. Optimdlni senzitivitu a speci-
ficitu detekce poskytovala kombinace anti-ZAP-70 Alexa 488 (Caltag) a Fix and Perm kitu pii cut-off 20 %.

IgVH. ZAP-70 byl posléze identifiko-
van na zdkladé studii pouzivajicich
stanoveni profilu genové exprese
metodou DNA mikroc¢ipti (microar-
rays) jako jeden z nékolika set gent,
jejichz exprese vysoce koreluje s ne-
mutovanymi IgVH geny [4,5]. Jak se
vsak pozdéji ukazalo ve studiich po-
rovnavajicich tyto dva parametry,
existuji nemocni s diskordanci mezi
IgVH stavem a ZAP-70 [4]. Navic ana-
lyza ZAP-70 prinesla urcité metodic-
ké problémy, o kterych bude po-
jedndno v dalsich castech clanku.
Stanoveni mutac¢niho stavu IgVH se
také od roku 1999 stalo dostupnéjsim
a vySetieni ZAP-70 je tedy nyni po-
kladdno za parametr spiSe vyznam-
nym zptisobem doplilujici nez na-
hrazujici mutacni stav IgVH.

Vyskyt a funkce ZAP-70

Gen pro ZAP-70 je umistén na dlou-
hém rameni 2. chromozomu a kédu-
je tyrozinkinazu slozenou ze 3 funke-
nich jednotek [5]. Tato molekula je za
normélnich okolnosti exprimovina
T-lymfocyty a NK-bunikami [6]. Dri-
ve se soudilo, Zze normalni B-lymfo-
cyty ZAP-70 neexprimuji, pouzivaji
totiz homologickou tyrozinkindzu
Syk. Recentni studie vsak zjistily ex-
presi ZAP-70 i normélnimi B-lymfo-
cyty v tonzildch, sleziné i periferni
a pupecnikové krvi [7,28]. Za nor-
mélnich okolnosti je ZAP-70 aktivo-
van zeta podjednotkou T-lymfocytar-
niho receptoru a fosforylaci interme-
didrnich proteintt (LAT, SLP-76,
fosfolipaza-C y a Vav-1) vede k aktiva-
ci signélnich drah véetné mitogenem

aktivovanych protein kinidz (MAPK)
a fosfatidylinositol-3-kindzy (PI3K).
Tyto signalni drahy jsou nezbytné
k aktivaci T-lymfocytt. Kromé dulezi-
tého podilu na signalnich drahich
vyuzivajicich T-lymfocytirni receptor
je ZAP-70 potiebny pro spravnou
funkci chemokinu CXCL12 (vyznam-
ny chemoatraktant pro T-lymfocyty).
U B-CLL pravdépodobné ZAP-70 zesi-
luje signalni drdhy zprostiedkované
receptorem B-lymfocyttl, coZ je proces
pispivajici k horsi prognéze ZAP-70
pozitivnich pacientti. Obdobné jako
u T-lymfocytlt ma ZAP-70 vyznam
pro chemokinovou stimulaci bunék
B-CLL. Predpokladd se, ze exprese
ZAP-70 by mohla vést k migraci leuke-
mickych bunék do mikroprostfedi vy-
hodného pro preziti ¢i proliferaci [8].
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Metody stanoveni ZAP-70

Prutokova cytometrie

Pres fadu uskali predstavuje priito-
kova cytometrie v soucasné dobé nej-
Castéji uzivanou metodu stanoveni ex-
prese ZAP-70. Jejimi vyhodami opro-
ti ostatnim metoddm je velmi dobra
dostupnost, relativni snadnost a ¢a-
sova nendrocnost. Navic pro ni neni
tfeba separovanych B-lymfocytt a vy-
sledek neni ovlivnén mirou kontami-
nace T-lymfocyty ve vzorku (T-lymfo-
cyty jsou identifikovany specifickymi
povrchovymi protilatkami). Hlavni
a dosud zdsadni nevyhodu pfestavu-
je absence jednotné uzivané, stan-
dardizované metodiky, jejiz vysledky
by byly vzajemné dobfe porovnatel-
né. Ackoliv vétsina praci (pfehled
metod - tab. 1) vychazi ze separova-
nych mononuklearnich bunék peri-
ferni krve, pomoci sekven¢niho gatin-
gu neni problémem zpracovani plné
lyzované krve. V soucasné dobé je
k dispozici malo dat o imunofenoty-
piza¢nim stanoveni exprese ZAP-70
na B-lymfocytech kostni diené a lym-
fatickych uzlin od pacientt s B-CLL,
nicméné na zakladé vysledka dosud
publikovanych praci lze predpokla-
dat, Ze mira exprese ZAP-70 je na po-
pulaci leukemickych bunék uni-
formni [9,10]. Exprese ZAP-70 se jevi
jako ¢asové stald [9-12] a oproti Cer-
stvé ziskanym vzorkiim se vyznamné
neli$i pfi pouziti zamrazenych mo-
nonukledrnich bunék [9,10]. Obecné
je doporucovano ¢asné zpracovani
vzorku (tentyz den, optimdlné do
8 hodin od odbéru, ev. casné po roz-
mrazeni), v praci Orchard et al [13]
byla pii sekvenénim méfeni 12 vzorki
béhem 3 dnt zaznamendna zména
ZAP pozitivity/negativity ve 3 pripa-
dech. Ve dfive publikovanych studi-
ich [10-12] bylo vyuzivano nekonju-
gované protilatky (klon 2F3.2 firmy
Upstate), vyzadujici ve druhém kro-
ku konjugaci s fluorescencné znace-
nou sekundarni protildtkou. Studie
Rassenti et al [9] uzivala pfimé fluo-
rescence pomoci protilatky znacené
Alexa Fluor 488 (klon 1E7.2 firmy
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Obr. 1la-b. Imunofenotypiza¢ni vySetfeni periferni krve u B-CLL
s pozitivni expresi ZAP-70 na B-lymfocytech. Trojbarevné znaceni:
ZAP-70-Alexa 488, CD3-PE, CD19-PCs.

Obr. 1a. Pozitivni kontrola, urceni hranice pozitivity dle pozice T-lymfo-
cytd. ZAP-70 = 96,4 % v gate na CD3+ (sekvencni gating, nezobrazeno)
Obr. 1b. Pozitivni exprese ZAP-70 na B-lymfocytech. ZAP-70 = 37 % v gate
na CD19+3- (sekvencni gating, nezobrazeno)
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Obr. 2a-b. Imunofenotypiza¢ni vySetfeni periferni krve u B-CLL
s negativitou exprese ZAP-70 na B-lymfocytech. 3-barevné znaceni

(obr. 1).

Obr. 2a. Pozitivni kontrola, urceni hranice pozitivity viz obr. 1.
Obr. 2b. Negativni exprese ZAP-70 na B-lymfocytech. ZAP-70 = 6,6 % CD
19+3- (sekvencni gating, nezobrazeno).

Caltag). Pri pouziti komeréniho kitu
pro fixaci a permeabilizaci vzorku
bylo dosazeno v praci Gibbse et al [14]
porovnavajici rlizné postupy piipra-
vy vzorku senzitivity 90 % a specifici-
ty 91,3 %. Protilitka téhoz klonu
znacend fykoerytrinem (Caltag) je
rovnéz k dispozici, dosud vsak neby-
ly publikovany vysledky praci popi-
sujici jeji aplikaci. Jorgensen et al
[15] s tspéchem pouzili novou pii-
mou protilatku firmy Becton a Dic-
kinson (J13-1164 PE). Lze shrnout,

Ze pii pouziti jednotlivych typt pro-
tilatek je (pfi uziti obdobné metody
gatingu) dosahovdno srovnatelnych
vysledkd, pouziti kitil pro permeabi-
lizaci zvysovalo dle prace Gibbse et al
[14] specificitu metody. Klicovym
problémem a prekdzkou standardi-
zace je ale predevsim volba strategie
gatingu, pozitivni a negativni kon-
troly a urceni hranice pro pozitivitu
ZAP-70 na B-lymfocytech, resp. B-CLL
bunkdch [8]. VSechny metody nara-
zeji na prekazku relativné nizké in-
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Obr. 3a-b. Imunohistochemicka detekce ZAP-70 v preparatu z exstir-

pované lymfatické uzliny u nemocného s B-CLL. Pouzita monoklo-
ndlni protilatka anti-ZAP-70 (klon 2F3.2, Upstate), vizualizace po-
moci LSAB2 kitu (DakoCytomation).

Obr. 3a. ZAP-70 negativni vzorek (pozitivni pouze rozptylené T-lymfocyty,

slouzici jako vnitini kontrola)

Obr. 3b. ZAP-70 pozitivni vzorek (nejsilnéji jsou zbarvené T-lymfocyty)

tenzity exprese ZAP-70 na bunkdch
B-CLL v porovnani s T- a NK-burnka-
mi [8]. Hranice pro pozitivitu je vole-
na dle statisticky zjisténé hodnoty
nejlépe korelujici s muta¢nim sta-
vem IgVH [9-11,13] nebo s vysledky
citlivéjsich metod [10]. Nejcastéji uzi-
vanou hodnotou je 20 % pozitivnich
B-lymfocytt. Protoze se ale populace
B-CLL bunék s ohledem na expresi
ZAP-70 zda byt homogenni, je umis-
tovani markeru positivity (at uz po-
dle jakéhokoliv kritéria) arbitrarni.
Mozné vychodisko predstavuje vyjad-
feni exprese ZAP-70 B-lymfocyty dle
stiedni intenzity fluorescence (MFI)
celé populace, respektive jako po-
mér MFI T-lymfocyti/B-CLL bunék,
B-CLL bunék/normalnich B-lymfo-
cytd, ev. B-CLL bunék/izotypové ne-
gativni kontroly. Pomérné vyjadreni
exprese ZAP-70 korelovalo ve studii
Letestu et al [16] v porovnani s pro-
centuadlnim vyjadienim lépe s vysled-
ky real-time kvantitativni PCR a dle
Orchard et al [13] vykazuje nizsi varia-
bilitu pfi hodnoceni vice pozorovate-
li. Alternativu pfestavuje rovnéz me-
toda kvantitativni cytometrie (vyjad-
feni mnozstvi ZAP-70 v CLL burikach
dle kalibra¢ni kfivky jako mnozstvi
molekul ekvivalentniho rozpustného

fluorochromu - MESF) [17]. Pfes
technické nesndze provazejici imuno-
fenotypizacni stanoveni exprese ZAP-
70 md tato metoda perspektivu zave-
deni do rutinniho vySetfeni pacientt
s B-CLL predevsim pro svoji dostup-
nost. Pomérné vyjadreni exprese ZAP-
70 pomoci MFI redukuje subjektivni
variabilitu pfi hodnoceni a pravdépo-
dobné umozni srovnavat vysledky vi-
ce laboratofi. Ke standardizaci meto-
dy bude zapotfebi vice studii vyuziva-
jicich nékolika metod k verifikaci
vysledku priitokové cytometrie.

Imunohistochemie

Imunohistochemie (IHC), jako dob-
fe zavedend metoda v hematopatolo-
gii, byla vyuzita v nékolika studiich
i k detekci ZAP-70 v bioptickém ma-
teridlu [4,11,18-22]. Ptes technické
problémy nékterych autort se zna-
¢enim biopsii kostni drené [18,20]
predstavuje IHC analyza efektivni me-
todu stanoveni exprese ZAP-70
u CLL i u jinych B-lymfoprolifera-
tivnich onemocnéni [18-21]. Pfi po-
uziti metod demaskovani antigenu ji
lIze pouzit na bézné fixovanych
a v parafinu zalitych preparatech.
Vyhodou je standardni silna ZAP-70
pozitivita T-bunék, které tak slouzi
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jako vnitfni kontrola. Vener et al [22]
s dosud nejpresnéji publikovanym po-
pisem THC detekce ZAP-70 hodnotil
vzorek jako ZAP-70 pozitivni, pokud
se znacilo vice nez 20 % nddorovych
bunék (v 98 % pripadtt hodnocenych
jako pozitivni bylo vice nez 80 % bu-
nék pozitivnich). Pozitivni pfipady
dale délil na slabé pozitivni (s inten-
zitou znaceni slabsi nez u vnitini
kontroly) a silné pozitivni (s intenzi-
tou téméf shodnou s vnitini kontro-
lou). V prici Wiestnera et al [4] se
v 86 % pripadt (37 ze 43) shodoval
stav mutace IgVH s IHC znacenim
ZAP-70, dalsi autofi s mensimi sou-
bory dosahli stejné [19] ¢i vyssi kore-
lace [11,18]. Pfi porovnani IHC de-
tekce ZAP-70 s analyzou pritokovou
cytometrii dospél Carreras et al [20]
ke shodé v 92 % pripadi (48 z 52).
Recentni data [20] ziskana dlouho-
dobym sledovanim 108 pacientt
ukazuji, ze ZAP-70 imunoreaktivita
je spolehlivym prognostickym mar-
kerem u B-CLL, a ze ZAP-70 pozitivi-
ta silné koreluje s dobou do zahdjeni
terapie, kratkym zdvojovacim ¢asem
lymfocytti, abnormélnim karyoty-
pem, vy$$imi klinickymi stadii dle
Raie a dle Bineta i dal§imi prognos-
ticky zavaznymi parametry, a to iv z4-
vislosti na stupni pozitivity. IHC de-
tekci exprese ZAP-70 tak lze uzit
v dobé diagnézy B-CLL k identifikaci
pacienttl s riiznou prognézou a k pre-
dikci nutnosti terapie pii vy$s$im rizi-
ku casné progrese nemoci. Mezi
hlavni vyhody IHC obecné patfi jeji
dostupnost a jednoduchost, pficemz
oproti jinym metoddm stanoveni
ZAP-70 navic odpadd nutnost puri-
fikace B-bunék (PCR, Western blot)
i potieba dostupnosti cerstvych ¢i
zmrazenych vzorka (pritokova cyto-
metrie). Velkou prednosti je potom
moznost jejiho vyuziti v archivnich
materidlech. Z uvedenych davodua
lze doporucit IHC jako alternativni
metodu stanoveni ZAP-70 u pa-
cientti s B-CLL pfi nedostupnosti ji-
nych vzorka nebo v retrospektivnich
studiich.
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Western blotting

Ve studiich, které uzily ke stanoveni
exprese ZAP-70 i Western blotting,
se prokdzala dobra korelace s detekei
pomoci PCR ¢ imunohistochemie
[4,9,11]. Hlavni nevyhodou této me-
tody je podobné jako u PCR citlivost
ke kontaminaci T-burikami. Crespo
et al [11] uvadi ovlivnéni vysledku jiz
pfi pfitomnosti 2 % T-bunék, ackoli
jind prace [23] ukdzala dnosné
mnozstvi T-bunék mnohem vyssi
(33 %), ale pro odlisné rozvrzeni ex-
perimentu neni tento vysledek zcela
relevantni. Jako v ptipadé PCR je te-
dy nutné pouzit separaci B-bunék,
ale navic je u Western blotu potfeba
relativné velké mnozstvi studované-
ho materidlu. Sama metoda patii la-
boratorné spise k ndrocnéjsim,
a proto lze ocekavat, ze v bézné praxi
by se alternativou k pritokové cyto-
metrii mohla stdt ¢im ddl dostup-
néj$i PCR, a ze Western blot se uplat-
ni spise jako ovérujici metoda vice ve
vyzkumnych aktivitdch.

Stanoveni ZAP-70 mRNA

Stanoveni informa¢ni RNA (mRNA)
pro ZAP-70 pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR) je ve srovnani
s imunohistochemii ¢i Western blo-
tem citlivéjsi a presnéjsi, je viak tech-
nologicky a finanéné ndroc¢néjsi
a podobné jako Western blotting vy-
zaduje peclivou selekci B-CLL bu-
nék, aby nedoslo ke zkresleni vysled-
kit kontaminaci T-lymfocyty. Diirig
et al [12] v retrospektivni studii po-
uzili semikvantitativni RT-PCR s re-
verzni transkriptdzou (RT-PCR) mag-
neticky separovanych B-CLL bunék
od 39 pacienti. Nemocni s poziti-
vitou ZAP-70 méli vyznamné kratsi
dobu do progrese nez ZAP-70 negativ-
ni pacienti. Dosud byly publikovany
dvé studie, které vyuzily modernéjsi
a citlivéjsi metodiku - kvantitativni
real-time PCR (RQ-PCR). Wiestner
et al [4] takto testoval expresi ZAP-
70 u 29 nemocnych s B-CLL. Bunky
B-CLL byly purifikoviny pomoci
imunomagnetické separace protilat-
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kou anti-CD19. Byla zji§téna vynika-
jici korelace s vysledky ziskanymi po-
moci DNA mikrocipt. V praci Cather-
wooda et al [24] byla stejnou meto-
dikou méfena exprese mRNA pro
ZAP-70 u 42 nemocnych. Pouze
3/42 vzorku vykazovaly diskordanci
mezi mutaénim stavem IgVH a ex-
presi ZAP-70. Laurenti et al [25] stu-
dovali pomoci kvantitativni RT-PCR
pomér exprese mRNA pro ZAP-70
a Syk v purifikovanych burikach 93 ne-
mocnych. Exprese Syk byla pouzita
jako vnitini standard. Vysoka expre-
se ZAP-70, definovana jako pomér
ZAP/Syk < 0,25, byla pozorovana ze-
jména u nemocnych s nemutovany-
mi IgVH geny a kratkym obdobim
bez terapie. Naopak nebyl zjistén
zadny rozdil v dobé do 1écby u ne-
mocnych se stiedni (pomér ZAP/Syk
=0,05-0,25) a nizkou (ZAP/Syk < 0,05)
expresi ZAP-70. V 73 pripadech byla
stanovena exprese ZAP-70 i priitoko-
vou cytometrif; konkordance s mu-
ta¢nim stavem IgVH vsak byla pouze
86 % pro RQ-PCR a 71 % pro priito-
kovou cytometrii. Na zdkladé téchto
vysledkt 1ze ocekavat, Ze méfeni ex-
prese mRNA pro ZAP-70 pomoci
real-time RQ-PCR se 1 pfes technic-
kou a finan¢ni ndro¢nost v budouc-
nu stane referencni metodou umoz-
nujici validaci vysledka pratokové
cytometrie.

Stav metylace genu ZAP-70

Dosud byla publikovina jedind pra-
ce, kterd analyzovala korelaci mezi
metyla¢nim stavem genu ZAP-70
a hladinou exprese proteinu ZAP-70
u CLL [26]. Autofi zjistovali metyla-
ci cytozinu v dinukleotidu CpG na
pozici -334 vzhledem ke startovaci-
mu mistu transkripce genu ZAP-70
pomoci bisulfidové restrikéni analy-
zy (COBRA). Vyhodou této metody
je potieba jen malého mnozstvi vzor-
ku (DNA) a oproti PCR ¢i Western
blotu také vysoka tolerance vuci
kontaminaci T/NK bunkami. Expre-
se proteinu ZAP-70 byla uréena pru-
tokovou cytometrii, celkem bylo vy-

Setfeno 87 pacientli s B-CLL. Z 53 pa-
cientt ZAP-70 negativnich mélo
51 metylaci C-334 (96 %) a z 32 pa-
cientt ZAP-70 pozitivnich 30 nemélo
metylaci detekovanu (94 %). Proka-
zalo se tak, ze gen ZAP-70 je u CLL
riizné metylovan, a Ze stav metylace
vysoce koreluje s jeho expresi.

Zaver

Exprese ZAP-70 ptedstavuje moder-
ni ukazatel prognézy pacientl
s B-CLL slouzici nejen jako mozny
zastupny ukazatel pro mutaéni stav
IgVH, ale poskytujici i cennou samo-
statnou prognostickou informaci. Po-
zitivni exprese ZAP-70, ani pfitom-
nost nemutovanych genti pro IgVH
nejsou na zakladé dosud provede-
nych studii smérodatnymi pro roz-
hodnuti o zahdjeni terapie [27]. K pri-
kazu Gcinnosti ¢asné terapie u pa-
cientdt s vysokym rizikem progrese
B-CLL je tieba dalsich klinickych stu-
dii. Poznatky o funkci ZAP-70 u B-lym-
focytt jsou dosud nekompletni, ale
vyznamné posunuji nase znalosti
o patogenezi B-CLL. Recentni studie
[7,28] nasvéd¢uji tomu, Ze exprese
ZAP-70 neni omezena jen na ¢ast
B-CLL, ale ze se vyskytuje také u né-
kterych populaci normalnich B-lym-
focytt a odrazi stupeil bunééné aketi-
vace. Nejvétsi tiskali predstavuje stan-
dardizace a validace metod stanoveni
exprese ZAP-70. Nejdostupnéjsi a nej-
castéji uzivanou metodou je priito-
kova cytometrie; jeji vyhodnocovani
je ale znacné subjektivni a standardi-
zace vyZaduje do budoucna porovna-
ni s vysledky jinych metod (zejména
PCR). Dostupnou alternativu s moz-
nosti retrospektivni analyzy piedsta-
vuje imunohistochemie.
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