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Úvod

Chronická lymfocytární leukemie (CLL) je na Západě
nejčastější leukemií u dospělých a vyznačuje se velmi va-
riabilním klinickým průběhem. Kromě standardních kli-
nických stážovacích systémů dle Raie a Bineta (1, 2), jsou
v současnosti k dispozici různé biologické rizikové fak-
tory, které nám umožňují lépe předpovědět prognózu kon-
krétního pacienta, což je potřebné zejména v nízkých kli-
nických stadiích. Mezi laboratorní parametry ukazující na
aktivitu choroby patří např. elevace laktátdehydrogenázy,
zdvojovací čas lymfocytů (3), typ infiltrace kostní dřeně
(4); v séru lze měřit β-2-mikroglobulin, solubilní CD23

a tymidin kinázu (5, 6). Mezi genetické markery se řadí
zejména cytogenetické aberace (delece 17p13, delece
11q), mutace genů (p53, ATM) a mutační stav variabil-
ních segmentů genů pro těžký řetězec imunoglobulinu
(IgVH) (7–9). V souvislosti s objevem mutačního stavu
IgVH byl popsán i význam exprese CD38, která je v sou-
časnosti považována za nezávislý prognostický faktor,
nicméně hladina exprese se může významně měnit v ča-
se (8, 10, 11). Původně jako náhrada za relativně obtížné
stanovení mutačního stavu IgVH byl nalezen i další mar-
ker – tyrozinkináza ZAP-70 (12, 13). Ukázalo se, že se
jedná o nezávislý silný prognostický faktor, avšak jeho
stanovení je spojeno s určitými metodickými limitacemi.
Analýza se nejčastěji provádí pomocí průtokové cyto-
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Souhrn
Prognóza pacientů s chronickou lymfocytární leukemií (CLL) může být upřesněna některými biologickými rizikový-
mi faktory, jejichž stanovení ale musí být před zavedením do klinické praxe dostatečně standardizováno. V této stu-
dii se u 73 pacientů stanovoval mutační stav variabilních segmentů genů pro těžký řetězec imunoglobulinu (IgVH),
mutace genu p53 a pomocí flow-cytometrie (FCM) exprese CD38 a tyrozinkinázy ZAP-70. Nemutovaný stav IgVHmě-
lo 58 % nemocných, mutaci p53 19 %, pozitivní expresi CD38 26 % a pozitivní expresi ZAP-70 dle FCM 62 %. Pa-
cienti s nemutovaným IgVH, pozitivní expresí ZAP-70 dle FCM a mutací p53, měli statisticky významně kratší čas
od diagnózy do zahájení terapie. Celková konkordance mezi expresí ZAP-70 a mutačním stavem IgVH byla 85 %.
Validace FCM analýzy exprese ZAP-70 byla provedena srovnáním s imunohistochemickou detekcí ZAP-70 na histo-
logických preparátech a kvantitativní Real-Time PCR na úrovni ZAP-70 mRNA, kdy celková shoda byla 86 %. Ex-
prese ZAP-70 se ukázala být stabilní v průběhu onemocnění; při mediánu 12 měsíců mezi odběrem prvního a po-
sledního vzorku byla zaznamenána kvalitativní změna exprese ZAP-70 pouze u jednoho pacienta, kdy se stala pozi-
tivní při progresi onemocnění.
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Summary
Špaček M., Peková S., Bezdíčková L., Kozák 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 (IgVH) status,
presence of mutation in p53 gene and with the use of flow cytometry (FCM) expression of CD38 and ZAP-70 tyrosi-
ne kinase. Unmutated IgVH status was present in 58 % patients, p53 mutation in 19 %, positive expression of CD38
in 26 % and positive expression of ZAP-70 using FCM in 62 %. Patients with unmutated IgVH, 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 IgVH 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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metrie (FCM), stále však přes velké úsilí chybí standar-
dizovaný protokol a ani stabilita tohoto markeru v čase
není zcela jistá (14–16).

Cílem naší studie bylo zaprvé zhodnotit prognostický
význam vybraných biologických markerů; zadruhé vali-
dovat námi zvolenou FCM metodu měření ZAP-70 po-
mocí jiné relevantní metody a sledovat stabilitu exprese
ZAP-70 v průběhu onemocnění.

Pacienti a metodika

Soubor pacientů
Do studie bylo po podepsání informovaného souhlasu

schváleného místní etickou komisí zařazeno 73 pacientů
(tab. 1), splňujících diagnostická kritéria pro CLL dle Na-
tional Cancer Institute Working Group (17). Medián věku
při diagnóze byl 59 let (31–79 let). Rozložení pacientů pod-
le klinického stadia (Rai low-intermediate-high risk) bylo
52 %, 30 % a 18 %. Při diagnóze byly odebrány vzorky pe-
riferní krve od 32 pacientů (44 %) a celkem od 43 pacien-
tů (59 %) byly vzorky získány před léčbou. Rovněž byly
analyzovány vzorky periferní krve od 11 zdravých dárců. 

Průtoková cytometrie
Vzorky periferní krve v EDTA byly zpravidla zpraco-

vány do 3 hodin po odběru (první vyšetření u daného pa-
cienta vždy), nejpozději však během 24 hodin (v ojedi-
nělých případech u následných odběrů); 50 μl plné krve
obsahující přibližně 5 x 105 leukocytů bylo inkubováno
s konjugovanými protilátkami proti CD3-PE, CD16-PE,
CD56-PE (Beckman Coulter), CD5-APC, CD19-PerCP-
Cy5.5 (BD Bioscience). Poté byl vzorek pomocí Fix &
Perm kitu (Caltag) dle instrukcí výrobce intracelulárně
značen protilátkou proti ZAP-70 Alexa Fluor 488 (klon
1E7.2, Caltag) a ihned měřen na průtokovém cytometru
FACSCanto II (BD Bioscience). Denně byla kontrolová-
na kvalita měření pomocí BD FACS 7-color setup beads
(BD Biosciences). Aby byla zaručena validní vnitřní kon-
trola, bylo naměřeno minimálně 2,000 T-lymfocytů. Vý-
sledky byly vyjadřovány jako poměr střední intenzity flu-
orescence (MFI) ZAP-70 na T-lymfocytech / CLL buň-
kách (obr. 1a,b). Vzorek byl označen jako pozitivní, po-
kud byl poměr < 4 (18, 19).

K hodnocení exprese CD38 na B-lymfocytech bylo
použito povrchového značení (CD38-PE, BD Pharmin-
gen) a exprese hodnocena jako pozitivní, pokud bylo ví-

ce než 30 % B-lymfocytů pozitivních dle negativní kon-
troly isotypovou protilátkou.

Imunohistochemická detekce
K imunohistochemické detekci byly použity běžně

zpracované a v parafínu zalité bioptické vzorky lymfa-
tických uzlin a kostní dřeně. Monoklonální protilátka pro-
ti ZAP-70 (klon 2F3.2, Upstate) byla při ředění 1 : 400
inkubována 1 hodinu při pokojové teplotě. Detekce pri-
mární protilátky byla dle návodu výrobce provedena po-
mocí LSAB2 kitu (DakoCytomation), který obsahuje se-
kundární protilátku značenou biotinem a avidin-biotino-
vý komplex s křenovou peroxidázou. Vzorek byl hodno-
cen jako ZAP-70 pozitivní, pokud se značilo více než
20 % nádorových buněk. 

Analýza mRNA ZAP-70 
Z periferní krve byly pomocí gradientové centrifuga-

ce (Histopaque, Sigma) izolovány mononukleární buň-
ky. B-lymfocyty byly získány pozitivní selekcí navázá-
ním CD19 protilátky pomocí EasySep kitu dle návodu vý-
robce (Stem Cell Technologies). Čistota každého vzorku
byla ověřena na průtokovém cytometru a dosahovala mi-
nimálně 98 % CD19+ elementů. RNA byla izolována po-
mocí TRI Reagentu (Molecular Research Center).

Obr. 1a,b. Výstupy analýzy ZAP-70 pomocí FCM. Zobrazeny jsou gra-
fy identifikující populace CLL buněk, T-lymfocytů, NK buněk a rezi-
duální populace normálních B-lymfocytů dle příslušných povrchových
antigenů. Poměr MFI T-lymfocytů/CLL buněk je 2,6, což znamená po-
zitivní expresi ZAP-70 (cut-off = 4). Oproti tomu reziduální populace
zdravých B-lymfocytů je pro tento znak negativní (poměr TFI T-lym-
focyty/B-lymfocyty = 6, 7).

1a

1b

Celkový počet pacientů 73
Muži 47 (64 %)
Věk při diagnóze – medián 59 let (31 – 79)
Klinické stadium (Rai)
nízké riziko 52 %
střední riziko 30 %
vysoké riziko 18 %
Dosud neléčeno 25 (34 %)

Tab. 1. Charakteristika souboru pacientů.
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Celková RNA byla reverzně transkribována pomocí
Verso™ reverzní transkriptázy (AB-Gene, UK) při 42 °C
po dobu 30 minut. Připravená cDNA byla použita jako
templát pro kvantitativní Real-Time PCR. Jako kontrol-
ní gen byl použit GAPDH. Reakční podmínky pro kvan-
tifikaci ZAP-70 i GAPDH byly následující: hledaný i kon-
trolní gen byl amplifikován v tripletu; kalibrační křivka
se 3 logaritmickými ředěními byla amplifikována v doub-
letu. Mastermix pro amplifikaci obou cílů se skládal z: 1
U ThermoStart DNA polymerase (AB-Gene, UK), 4 mM
MgCl2, 1x PCR pufr, 200 μmol dNTPs, 200 nmol Ta-
qMan hybridizační sondy, 500 nmol každého primeru.
Teplotní profil reakce byl následující: 95 °C 8 min., s cyk-
lováním 95 °C 20 s, 60 °C 30 s, 72 °C 30 s, a snímáním
fluorescence v kanálu FAM při 60 °C. 
Sekvence primerů a sond použitých v analýzách:
GAPDH forvard: atcttccaggagcgagatcc
GAPDH reverse: cttgaggctgttgtcatact
ZAP-70 forward: caacgcctcaggggctgctgctc
ZAP-70 reverse: gtccatgggcatcggccgcggtt
GAPDH sonda: FAM – atgctggcgctgagtacgtcgtgga –
BHQ1
ZAP-70 sonda: FAM – cccagcccacccatccacgttgaccata –
BHQ1
Relativní exprese ZAP-70 byla stanovena podle vztahu
2-ΔΔCt. Jako kontrolní vzorky byly použity CD19+ sepa-
ráty zdravých dárců. Relativní exprese ZAP-70 u CLL pa-
cientů 3x vyšší než relativní exprese ZAP-70 u zdravých
dárců byla považována za pozitivní.

Mutační stav IgVH
Mutační stav IgVH byl stanoven jak detailně popsáno

(20). Pomocí konsensních primerů pro amplifikaci 7 ro-
din imunoglobulinových genů byla amplifikována oblast
IgVH přestavby. Klonální produkt byl purifikován a pří-
mo sekvenován na kapilárním sekvenátoru ABI3130. Zís-
kaná sekvence byla srovnána s databází referenčních ger-
minálních sekvencí, deponovaných na stránkách NCBI,
a bylo určeno procento hypermutace.

Mutace p53
Mutační stav genu p53 byl analyzován technikou

FASAY (21) a přímého sekvenování kódující sekvence
(exon 4 – exon 9).

Statistická analýza
Statistické zpracování výsledků bylo provedeno v pro-

gramu SPSS (ver. 16.0), asociace mezi proměnnými by-
la testována v kontingenčních tabulkách za použití Pear-
sonova chi-kvadrát testu, v případě malých počtů Fische-
rovým testem. Křivky časů od diagnózy do zahájení te-
rapie byly konstruovány podle Kaplan-Maiera a pro po-
rovnání použit log-rank test.

Výsledky

Jednotlivé rizikové faktory a vztah mezi nimi

Všichni zařazení pacienti byli vyšetřeni na přítomnost
znaku ZAP-70 pomocí FCM, hodnoceno jako ZAP-70
pozitivní bylo 45 pacientů (61,6 %). Exprese znaku CD38
byla stanovena u 69 pacientů, jako pozitivní byla hodno-
cena u 18 (26,1 %) nemocných. Vyšetření mutačního sta-
vu IgVH bylo provedeno u všech pacientů a 42 (57,5 %)
bylo hodnoceno jako nemutovaných. Analýza mutace p53
byla provedena u 69 pacientů a funkčně významná mu-
tace byla nalezena u 13 pacientů (18,8 %) (tab. 2).

Shoda mezi expresí ZAP-70 a mutačním stavem IgVH
byla 84,9 % (p < 0,001), přičemž 7 pacientů s pozitiv-
ním ZAP-70 mělo mutovaný stav IgVH a 4 nemocní s ne-
gativním ZAP-70 vykazovali nemutovaný stav IgVH.

Statisticky významně rovněž korelovala ZAP-70 poziti-
vita a CD38 pozitivita (p = 0,027). S vyšším klinickým sta-
diem dle Raie také rostl podíl ZAP-70 pozitivních pacien-
tů (p = 0,01). Naproti tomu jsme nenašli signifikantní vztah
mezi ZAP-70 pozitivitou a mutací p53 (p = 0,11), ani me-
zi mutačním stavem IgVH a expresí CD38 (p = 0,41), nebo
mutačním stavem IgVH a mutací p53 (p = 0,154).

Asociace rizikových faktorů s časem do zahájení léčby
Nemocní byli léčeni na základě klinického stadia, pří-

tomnosti symptomů a v případě aktivity choroby dle kri-
térií NCIWG. Při mediánu sledování 3,6 roku ze 73 pa-
cientů léčbu zahájilo 48 (65,8 %) a celkem 9 (12,3 %) ne-
mocných zemřelo. Hodnotili jsme vztah mezi jednotli-
vými rizikovými faktory a časem od diagnózy do zahá-
jení terapie (Treatment Free Interval – TFI).

Exprese ZAP-70 dle FCM se ukázala statisticky vý-
znamným prediktorem nutnosti zahájení léčby (obr. 2).
Pacienti se ZAP-70 negativní CLL měli medián TFI 8,3
roků, zatímco při ZAP-70 pozitivitě to byl 1 rok (p <
0,001). Rovněž jsme prokázali, že nemocní s nemutova-
ným stavem IgVH měli signifikantně kratší TFI, kdy me-
dián byl 1 rok, než skupina s mutovanou variantou IgVH
s mediánem TFI 5,6 roku (p = 0,001) (obr. 3). Podobně
i v případě mutace p53 byl shledán signifikantní rozdíl
v TFI (p = 0,042) (obr. 4).

Naproti tomu při hodnocení významu exprese CD38
jsme nenalezli statisticky významný rozdíl v TFI mezi pa-
cienty s CD38 pozitivními B-lymfocyty, kde byl medián
TFI 1 rok a skupinou negativní pro tento znak s mediá-
nem TFI 3 roky (p = 0,091) (obr. 5). 

Validace ZAP-70 FCM
U všech pacientů byla zároveň se stanovením exprese

proteinu ZAP-70 pomocí FCM analyzována i hladina
ZAP-70 mRNA pomocí RT-PCR. Vzhledem ke zjištěné
relativně rychlé degradaci mRNA ZAP-70 (data nezobra-

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

Tab. 2. Analýza rizikových faktorů.
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zena) byly z konečné analýzy vyloučeny vzorky zpraco-
vané později než 4 hod od odběru.  Celková shoda mezi
oběma metodami byla 86,3 % (p < 0,001), přičemž 8 pa-
cientů s PCR negativitou bylo FCM pozitivních a 2 ne-
mocní s PCR pozitivitou byli FCM negativní.

K ověření exprese ZAP-70 zjištěné pomocí FCM jinou
metodou přímo na úrovni proteinu, bylo u 8 pacientů pro-
vedeno rovněž imunohistochemické vyšetření na histolo-
gických preparátech (8 vzorků kostní dřeně a 4 vzorky lym-
fatické uzliny). Výsledek vyšetření na lymfatické uzlině
a v kostní dřeni se shodoval ve všech 4 případech. Shoda
FCM a imunohistochemického vyšetření byla ve vzorcích
7 pacientů, přičemž 1 diskordantní byl imunohistochemic-
ky v kostní dřeni negativní a dle FCM hraničně pozitivní.

Stabilita exprese ZAP-70
Ke zjištění stability exprese ZAP-70 v průběhu one-

mocnění byly opakovaně analyzovány vzorky periferní
krve pomocí FCM. Celkem bylo vyšetřeno 200 vzorků,
medián 3 vzorky na pacienta (rozptyl 1 – 7). Mezi prv-
ním a posledním měřením uplynulo 12 měsíců (medián)
a celkem 18 (24,7 %) pacientů absolvovalo mezi jednot-
livými měřeními léčbu. Z celého souboru 73 pacientů byla
zjištěna změna exprese ZAP-70 v čase pouze u 1 (1,4 %)
nemocného, kde se původně negativní vzorky staly po-
zitivními, a to při progresi onemocnění (ověřeno i na
úrovni ZAP-70 mRNA).

Diskuse

V posledních letech se významně zlepšily terapeutic-
ké možnosti u pacientů s CLL. Největším pokrokem by-
lo zejména zavedení léčebných strategií založených na
purinových analozích a monoklonálních protilátkách.
K odhadu prognózy se již desítky let používají stážovací
systémy (Rai, Binet), které jsou založeny na fyzikálním
vyšetření rozsahu lymfadenopatie, splenomegalie a hepa-
tomegalie, a na stupni anémie a trombocytopenie v peri-
ferní krvi. Avšak již dlouho je známo, že tyto stážovací
systémy nejsou s to dostatečně předpovědět prognózu
konkrétního pacienta, a to především u mladých nemoc-
ných a v nízkých klinických stadiích. Proto bylo již iden-
tifikováno množství biologických rizikových faktorů, s cí-
lem přesněji predikovat vývoj choroby (22). Podle aktu-
álních doporučení pro diagnózu a léčbu CLL se má stále
rozhodnutí o léčbě řídit pouze klinickým stadiem, přítom-
ností symptomů a aktivitou choroby (23). Nicméně již
v současnosti probíhají klinické studie, které se snaží pro-
kázat, že nemocní s CLL v nízkém klinickém stadiu, ale
s přítomností biologických rizikových faktorů, mohou
profitovat z časně zahájené léčby (např. studie CLL7
Německé studijní skupiny pro CLL). 

V naší studii jsme ve shodě s publikovanými údaji pro-
kázali významně kratší TFI u pacientů s CLL s pozitivní

Obr. 2. Srovnání TFI: Exprese ZAP-70 dle FCM (p < 0,001). Obr. 3. Srovnání TFI: Mutační stav IgVH (p = 0,001).

Obr. 4. Srovnání TFI: Mutace genu p53 (p = 0,042). Obr. 5. Srovnání TFI: Exprese CD38 (p = 0,091).
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expresí ZAP-70, nemutovaným stavem IgVH a mutací
p53. Oproti tomu v našem souboru pacientů nebyl shle-
dán statisticky významný rozdíl v TFI mezi skupinou
s CD38 pozitivními B-lymfocyty a skupinou bez pozi-
tivní exprese CD38. To může být způsobeno nedostateč-
ně velkým souborem pacientů, ale také tím, že část paci-
entů nebyla vyšetřena při diagnóze, ale až v průběhu ne-
moci, kdy může docházet ke změnám exprese CD38.

Tyrozinkináza ZAP-70 byla zprvu objevena jako mož-
ný surogát za časově i finančně náročné stanovení mutač-
ního stavu IgVH (12, 13). Nyní je již však jisté, že analý-
za mutačního stavu IgVH nahrazena nebude, a to z něko-
lika důvodů. Jednak se jedná o metodu stále dostupnější
v běžném provozu, dále korelace se ZAP-70 se ukázala
v některých studiích jako nedostatečná (24), a v neposled-
ní řadě se stanovení ZAP-70 potýká s určitými metodic-
kými problémy. Tím hlavním je chybějící standardizova-
ný a jednotný protokol FCM měření, které je v praxi nej-
více používanou metodou. Mezi limitace patří v součas-
nosti i větší počet komerčně dostupných protilátek proti
ZAP-70, konjugovaných s různými fluorochromy, které
však mohou dávat při stejném postupu velmi rozdílné vý-
sledky (25–27). Jako zásadní se ale jeví volba strategie
gatingu, pozitivní a negativní kontroly a určení hranice
pro pozitivitu (28). Ačkoli byla již publikována celá řada
prací s cílem optimalizovat metodu FCM analýzy a ujed-
notit postup i na mezinárodní úrovni (18), nezdá se ani
v budoucnosti jako reálné implementování jednotné me-
tody ZAP-70 FCM stanovení v jednotlivých cytometric-
kých laboratořích. Z tohoto důvodu jsme v naší studii po-
mocí referenční metody kvantitativní RT-PCR i imuno-
histochemie ověřili vysokou validitu námi použité FCM
analýzy, převzaté ze dvou velkých mezilaboratorních har-
monizačních studií (18, 19).

Diskutovanou otázkou zůstává stabilita ZAP-70 expre-
se v průběhu onemocnění. Některé publikace poukázaly
na nezanedbatelné procento pacientů se změnou exprese
ZAP-70 (29, 30). V naší skupině pacientů byla při zvole-
né FCM metodě exprese ZAP-70 relativně stálá, a to i po
podané léčbě, přičemž jsme zaznamenali pouze v jednom
případě kvalitativní změnu (počáteční negativity v pozi-
tivitu), a to jednoznačně v souvislosti s progresí onemoc-
nění.
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