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Souhrn

Chronicka B-lymfocytova leukémia (B-CLL) je jedna z najc¢astejSich chordb lymfatického systému u dospelych pacientov. Je znama
roznorodym klinickym priebehom — od benignych az po infaustné formy. Pre spresnenie diagnézy a uréenie spravnej terapie su potrebné
spolahlivé prognostické markery. Perspektivnym sa ukazal byt protein ZAP-70, ktory mdze byt vo zvySenej miere exprimovany
leukemickymi bunkami pacientov s B-CLL. Dava sa do sUvisu s horSou prognézou pacienta vyzadujucou intenzivnejSiu terapiu uz
v zaciatoCnych Stadiach.

Zaklad prezentovanej Studie tvorilo 20 pripadov biopsii kostnej drene od pacientov s diagnostikovanou B-CLL a 20 kontrolnych pripadov
bez nadorovej transformacie. Pri spracovani materialu bol okrem Standardnej imunohistochemickej metédy vyuzity aj amplifikaény systém
(firmy DakoCytomation©). Vysledok bol hodnoteny semikvantitativne; ako negativny (menej ako 5 % pozitivnych leukemickych buniek),
pozitivny (viac ako 30 % pozitivnych leukemickych buniek) a nepravidelne pozitivny (medzi 5 % a 30 % pozitivnych leukemickych buniek)
a nasledne korelovany s klinickym hodnotenim prognézy pacienta. Vysledok pozitivity bol kontrolovany aj morfometrickou analyzou,
uréenim plochy pozitivity markera ZAP-70 voci celkovej ploche jadier v preparate. V kontrolnych pripadoch bola pozorovana pozitivita
markera ZAP-70 viazana Cisto na T-lymfocytov. Miera jadrovej pozitivity proteinu ZAP-70 pozorovana v transformovanych B-lymfocytoch
vykazovala signifikantnu suvislost s horSou klinickou prognézou pacienta v pripadoch ak bola hodnotena ako jednoznacéne pozitivna, resp.
negativna pri oboch spdsoboch spracovania preparatu. Pripady s nepravidelnou pozitivitou nevykazovali jednoznaénu klinicku korelaciu.
Pouzitie amplifikaéného systému s moznostou vyuzit nizSiu koncentraciu primarnej protilatky a potlacit pozitivitu pozadia, zvysilo kontrast
nalezu a redukovalo pocet pripadov s hodnotenou nepravidelnou pozitivitou z 30 % (pri beznom imunohistochemickom spracovani) na
10 %. Mozno konstatovat, ze ZAP-70 predstavuje hodnotny prognosticky marker chronickej B-lymfocytovej leukémie. Jeho hodnotenie
pomocou imunohistochémie je vhodnou metédou pre klinicki prax. Problematickym sa v8ak stadva hodnotenie hraniéne a nepravidelne
pozitivnych pripadov, pri ktorych méze byt napomocnym vyuzitie histochemického amplifikaéného systému. Minimalizacia vyskytu falosnej
pozitivity, resp. negativity vyzaduje striktné kritéria pri hodnoteni nalezu.
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Summary

Immunohistochemical Detection of ZAP-70 Protein and its Importance in the Diagnostics of B-CLL

Chronic B-lymphocytic leukemia (B-CLL) is one of the most frequent diseases of the lymphatic system in adults. It is known for its variable
course — from benign to prospectless forms. Reliable prognostic markers are needed to precify the diagnosis and the corect therapy. The
ZAP-70 protein, as a prospective marker, can be highly expressed in leukemic cells of B-CLL patients. It is related to a worse prognosis
requiring intense therapy from the beginning.

The present study includes 20 cases of bone marrow trephine biopsy from patients with diagnosed B-CLL and 20 control cases without
neoplastic infiltration. The specimens were investigated with standard immunohistochemical technique and with the use of the amplification
system (DakoCytomation©). The results were evaluated semiquantitatively as negative (less than 5 %), positive (above 30 %), and
imegularly positive (5—30 % of positive leukemic cells) and consecutively correlated with clinical evaluation of prognosis of the patient. The
evaluation of the positivity was controlled also by morphometric analysis by determination of the area of ZAP-70 positivity related to the
whole area of nuclei in the section. In the control specimens the ZAP-70 positivity was restricted to T-lymphocytes only. The level of the
nuclear positivity of ZAP-70 protein detected in transformed B-lymphocytes showed significant correlation with the worse or the better
clinical prognosis, respectively. Cases with imegular positivity did not show unambiguous clinical corelation. The use of the amplification
system allowed to apply lower concentration of the primary antibody, reduction of background staining and increased the contrast of the
findings leading to reduction of imegularly positive cases from 30 % (with routine histochemistry) to 10 %. It can be concluded that ZAP-70
represents a valuable prognostic marker for the chronic B-lymphocytic leukemia. Its evaluation by histochemistry is a suitable method for
clinical praxis. Problematic may be the evaluation of borderline imegularly positive cases, in which the use of the histochemical amplification
system is helpful. Strictly determined criteria are needed for limitation of inaccurate interpretation of the results.
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Non-Hodgkinove lymfémy predstavuju asi 3,6 % vSetkych
nadorovych ochoreni. Ich vyskyt rastie exponencialne
s vekom. Asi 90 % z tychto nadorov vychadza z B-buniek a ich
prekurzorov. Chronicka B-lymfocytova leukémia je najcastej-
Sie diagnostikovanou nadorovou chorobou lymfatického tkani-
va u pacientov v dospelom veku. Charakterizuje ju znacne
réznorody klinicky priebeh. Aj ked €asto prebieha indolentne
a nevyzaduje prakticky ziadnu lieCbu, u Casti pacientov
dochadza napriek skorej a intenzivnej terapii k rychlej progre-
sii s infaustnym koncom (1).

Uspesnost terapie B-CLL zavisi od spravneho a rychleho
stanovenia diagnézy a zvolenia vhodného terapeutického
postupu. V tomto procese zohrava biopticka diagnostika neza-
stupitelnu ulohu (21). VSeobecné prognostické faktory vyuzi-
vané v klinickej praxi vratane hodnotenia Stadia ochorenia
podla Raia alebo Bineta (12) sa ukazuju byt nedostato¢ne
prediktivne a nestacia na individudlne posudenie progndzy
kazdého pacienta (20). Zavadzanie novych markerov a ich
korelacia s postupmi vyuzivanymi v beznej praxi vytvara pri-
estor pre lepSiu klasifikaciu ochorenia, umozniuje zrychlenie
a spresnenie diagnostickych postupov, ako aj nasledného
manazmentu pacienta a zlepSuje tym celkovu prognézu ocho-
renia (10).

S diagnézou B-CLL sa spaja niekolko dobre opisanych
cytogenetickych abnormalit. Viaceri autori zdéraziuju pro-
gnostickl hodnotu pritomnosti, resp. absencie somatickych
mutacii v hypervariabilnych usekoch (IgV,) génov pre tazké
retazce imunoglobulinov. Pacienti bez mutovanej formy IgV,,
génov maju kratdi median prezivania a vyzaduju intenzivnej-
Siu formu terapie. Sucasné techniky sice umoznuju diagnosti-
ku genetickych aberacii charakteristickych pre B-CLL, su ale
technicky a finan€ne naro¢né. Z tychto dévodov rastie potreba
hodnotenia fenotypovych znakov ako prognostickych marke-
rov B-CLL. Viaceré z nich, vratane pozitivne hodnoteného
CD38, nepreukazali v poslednych studiach jednoznaénu kon-
kordanciu s celkovou prognézou pacienta (9, 13).

Otazka jednoduchého a bezne dostupného prognostického
znaku ostava preto otvorena. Viaceré publikované prace
naznacuju, ze v nadorovo transformovanych leukemickych
bunkach méze byt vo zvySenej miere exprimovany zeta asoci-
ovany protein ZAP-70 (25). Ide o protein patriaci do rodiny
bunkovych tyrozinkinaz, ktorého pritomnost bola opisana vo
fyziologickych podmienkach v T-lymfocytoch, na NK-bunkach,
v mastocytoch (26) a v bazofiloch (14). Vyznam ZAP-70 v B-
lymfocytoch nebol doteraz jednoznacéne definovany. Predpo-
klada sa uloha v procesoch maturacie nezrelych B-lymfocytov,
v procese premeny pro-B buniek na pre-B bunky (2). Zrelymi
B-lymfocytmi nie je vSak za fyziologickych okolnosti vObec
exprimovany. Bojarska-Junak a spol. (4) a Kim a spol. (15)
opisali jeho asociaciu s nepritomnostou mutacie v hypervaria-
bilnych usekoch IgV, génov. Ukazuje sa, Ze pritomnost expre-
sie ZAP-70 v leukemickych bunkach sa spaja s agresivnejsim
klinickym priebehom ochorenia a s horSou uspesnostou lieCby
pacientov (7). Pokles expresie ZAP-70 sucasne sleduje
uspesnost terapie.

Protein ZAP-70 sa teda da povazovat za jeden z moznych
markerov urcujucich terapeuticky pristup. V¢asna lie¢ba by
bola prospesna pre pacientov s vysokou expresiou ZAP-70
v nadorovych lymfocytoch, kym u pacientov s nizkou hladinou
tohto proteinu sa nasadenie lieCby méze oddialit. Cielom pra-
ce bolo posudit moznosti hodnotenia a naslednej kvantifikacie

Tab. 2. Klinicky Stadiovaci systém podPa Raia (12)

Stadium 0 | lymfocytéza (> 15,000/mm3)

expresie proteinu ZAP-70 metdédou imunohistochémie,
s naslednou koreléciou vysledkov s klinickou prognézou pa-
cienta.

MATERIAL A METODY

Zakladom $tudie je archivny formalinom fixovany a v para-
fine zaliaty biopticky material z diagnostickych trepanobiopsii
kostnej drene z archivu Ustavu patologickej anatomie Lekar-
skej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave, odobraty
v obdobi od roku 2000 do roku 2005. Zakladny subor tvorilo
20 pacientov s diagnézou B-CLL (12 muzov a 8 Zien) vo veku
od 47 do 81 rokov (median 59 rokov). Do tohto suboru boli
zaradeni len ti pacienti, u ktorych boli k dispozicii dostato¢né
klinické udaje umoznujuce urcit klinick prognézu ochorenia.
Ako kontrola bolo hodnotenych 20 pripadov bez nadorového
ochorenia, s reaktivnymi zmenami kostnej drene.

Progndza pacienta bola stanovena na zaklade Standardne
pouzivanych klinickych prognostickych faktorov, zaradenim
do klasifikacie podla Bineta a/alebo Raia (tab. 1, 2) a s ohla-
dom na ostatné klinické nalezy vratane rychlosti progresie
ochorenia, prezivania a reakcie na terapiu. Na zaklade klasifi-
kacie podla Bineta, resp. Raia malo 35 % pacientov §tadium
A, resp. 01, 20 % Stadium B, resp. Il a 45 % Stadium C, resp.
IlI-IV B-CLL. Po zohladneni aj ostatnych klinickych nalezov
boli pacienti zaradeni podla progndzy do dvoch skupin: s dob-
rou progndzou (resp. nizke riziko) — 12 pacientov (60 %) a so
zlou progndzou (resp. stredné az vysokeé riziko) — 8 pacientov
(40 %).

Material bol spracovany Standardne: po deparafinizacii boli
rezy revitalizované v citratovom pufri (pH 6,0) mikrovinnym
ziarenim s energiou 750 W pocas doby 4,5 minut tak, aby
nedos$lo k vreniu roztoku. Proces sme opakovali za 60 minut
po dobu 3 minuty. Rezy boli nasledne inkubované cez noc pri
izbovej teplote s monoklonalnou protilatkou proti ZAP-70 (anti-
ZAP-70, clone 2F3.2 mouse, Upstate Cell Signaling Solution,
Lake Placid, NY, USA) pri riedeni 1:100 (Standardna imuno-
histochemicka metodda), resp. 1:200 (amplifikatna metoda)
v roztoku TRIS (0,05M, pH 7,4). Na detekciu primarnej proti-
latky boli pouzité dve metody: Standardna metéda — detekcia
mysSou sekundarnou protilatkou zna¢enou chrenovou peroxi-
dazou (Envision HRP mouse, Dako Cytomation, Carpinteria,
USA) a amplifikaéna metdda (Catalyzed Signal Amplification
System®, Dako Cytomation, Carpinteria, USA). Pri nej sa po
primarnej inkubacii tkaniva so sekundarnou biotinylovanou
protilatkou pristupuje k enzymatickej amplifikacii poctu bioti-

Tab. 1. Klinicky Stadiovaci systém podPa Bineta. Postihnutymi
oblastami sa rozumie zvéésenie krénych, axilarnych &i inguinal-
nych lymfatickych uzlin (12)

KLINICKY NALEZ

< 3 postihnuté oblasti

STADIUM

> 3 postihnuté oblasti

anémia (Hb < 100 g/l) a/alebo
trombocytopénia

Stadium 1 | lymfocytéza (> 15,000/mmd) a lymfadenopatia

Stadium 2

lymfocytoza (> 15,000/mm?), hepato- a/alebo splenomegalia, s/bez lymfadenopatie

Stadium 3

lymfocytoza (> 15,000/mm?3), anémia (Hb < 11 g/dL), s/bez hepato- a/alebo splenomegalie, lymfadenopatie

Stadium 4

lymfocytoza (> 15,000/mm3), trombocytopénia (< 100,000/mm3), s/bez hepato- a/alebo splenomegalie, lymfadenopatie
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novych molekul. Tento postup zvySuje senzitivitu metodiky
a umoznuje detekciu aj malého mnozstva antigénu. Na vizua-
lizaciu reakcie bol pouzity 3,3‘-diaminobenzidin (Dako, Cyto-
mation, Carpinteria, USA). Nasledne boli rezy dofarbené
hematoxylinom. Ako negativna kontrola boli pouzité preparaty
bez inkubacie s primarnou protilatkou, ako pozitivna kontrola
vzorky kostnej drene pacientov s akutnou T-lymfocytovou leu-
kémiou.

Po spracovani a zafarbeni boli rezy hodnotené optickym
mikroskopom (Leica DM 2000, Wetzlar, Germany). Ako $peci-
ficka bola hodnotena jadrova pozitivita ZAP-70 leukemickych
buniek. Bunky sme identifikovali prostrednictvom fenotypo-
vych znakov (pozitivita CD5, CD20, CD43, CD45, CD79a),
ktoré su pre nadorovy infiltrat charakteristické. Pri hodnoteni
sme sa sustredili na histologické charakteristiky nalezu: typ
a percento infiltracie nadorovymi bunkami a pozitivitu ZAP-70.
Vzhladom na r6znorodu intenzitu pozitivity boli stanovené kri-
téria hodnotenia nasledovne: ako negativny bol oznaéeny
nalez v pripade ked bolo menej ako 5 % nadorovych buniek
pozitivnych, ako pozitivny v pripade, ze pozitivnych bolo viac
ako 30 % nadorovych buniek. V ostatnych pripadoch bol nalez
hodnoteny ako nejednoznacne pozitivny.

Okrem semikvantitativného spésobu hodnotenia bol mate-
ridl hodnoteny aj morfometricky. Vzhladom na riziko faloSnej
pozitivity pripadnych T-lymfocytov sme do Uvahy brali len pri-
pady s nodularnym typom infiltracie. Hodnotili sme loziska tvo-
rené homogénnou populaciou nadorovych buniek. Obraz sme
analyzovali pomocou dvojrozmerného obrazového analyzato-

ra (Imaged 1.34n, National Institute of Health, USA). Digital-
nou farebnou subtrakciou sme z obrazu izolovali celkovu plo-
chu jadier a naslednou farebnou analyzou sme urcili podiel
DAB pozitivity (hneda farba) voci celkovej ploche jadier.

Vysledky sme Statisticky zhodnotili prostrednictvom y2-tes-
tu, resp. Fischerovho testu a neparovym t-testom s Welchovou
korekciou.

VYSLEDKY

Protein ZAP-70 vykazoval dobre hodnotitelnu jadrovu pozi-
tivitu nadorovych buniek u vSetkych pacientov s B-CLL. Pries-
torova distriblcia pozitivity markera v preparate a percento
pozitivnych nadorovych buniek sa vSak v jednotlivych pripa-
doch odliSovali. Vysledky boli hodnotené samostatne v prepa-
ratoch farbenych Standardnou a amplifikaénou metédou (obr.
1). Pri pouziti Standardnej imunohistochemickej metody bola
v 9 pripadoch (45 %) pozorovana jednozna¢na ZAP-70 nega-
tivita nadorovych buniek, v 5 pripadoch (25 %) jednoznacna
pozitivita a 6 pripadov (30 %) vykazovalo nepravidelnu poziti-
vitu ZAP-70. Vysledky ziskané pouzitim amplifikacného systé-
mu sa v pripadoch s jednoznaénou ZAP-70 pozitivitou a nega-
tivitou zhodovali s nalezmi pozorovanymi pri Standardnej
imunohistochemickej metdde. Vzhladom na zosilnenie signa-
lu, moznost pouzitia vySSieho riedenia protilatky a naslednu
redukciu neSpecifickej pozitivity pozadia sa dali zatriedit aj 4
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Obr. 1. Histologicky obraz jadrovej pozitivity markera ZAP-70 vo vzorkach s B-CLL. Jednoznaéne negativny nalez - menej ako 5 % buni-
ek pozitivnych (a), jednoznaéne pozitivny nalez - viac ako 30 % buniek s pozitivnymi jadrami (b). V pripadoch nepravidelnej pozitivity
pri $tandardnom imunohistochemickom farbeni (c) bolo mozné zatriedit’ pripady po pouziti amplifikaénej metody spracovania — pozi-
tivny nalez (d). Avidin-biotin-peroxidazovy komplex, diaminobenzidin, a, b: 200-krat, c, d: 400-krat
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pripady zo 6 hodnotenych v predchadzajucej metodike ako
nejednoznacné — 3 pripady ako negativne a 1 pripad ako pozi-
tivny. V dvoch pripadoch (10 %) sa nalez nedal jednoznacne
zaradit a bol hodnoteny ako nepravidelne pozitivny (obr. 1).

Infiltracia kostnej drene nadorovymi bunkami tvorila v jed-
notlivych vzorkach 20 az 90 %. Bol pozorovany nodularny,
difuzny, ako aj kombinovany difizno-nodularny typ infiltracie.
V 2 pripadoch kombinovanej difizno-nodularnej formy infiltra-
cie sme pozorovali pritomnost 2 oddelenych populécii buniek
— ZAP-70 pozitivnych a ZAP-70 negativnych. Percentualne
zastupenie ZAP-70 pozitivnych buniek v oboch pripadoch pre-
sahovalo viac ako 30 %, preto nalezy boli hodnotené ako pozi-
tivne. Vzajomna korelacia typu a percenta infiltracie nepreuka-
zala jednoznaénu suvislost. VysSie percento infiliracie kostnej
drene sa vSak signifikantne spéajalo so zvySenou pozitivitou
ZAP-70 (p < 0,05).

Hodnotenie pozitivity proteinu ZAP-70 nepreukazalo Statis-
tické rozdiely vo frekvencii pozitivnych nalezov medzi jednotli-
vymi pohlaviami (p = 0,38), ani z hladiska rozvrstvenia v r6z-
nych vekovych skupinach pacientov (p = 0,8). Vztah medzi
pozitivitou markera a klinickym Stadiom ochorenia podla Bine-
ta bol na hranici Statistickej signifikantnosti (p < 0,05). Po
zohladneni aj ostatnych klinickych nalezov bol preukazany
signifikantny vztah medzi mierou pozitivity ZAP-70 a celkovo
horSou klinickou prognézou pacienta pri pouziti Standardnej
imunohistochemickej techniky (p < 0,01), (tab. 3) ako aj v pri-
padoch, ked bola pouzitd amplifikaéna metéda (p < 0,001),
(tab. 3). Tieto vysledky boli potvrdené histomorfometrickou
analyzou expresie proteinu ZAP-70 v jednotlivych vzorkach
(obr. 2). Pripady s klinicky horSou prognézou sa vyznacovali
signifikantnym vzrastom plochy pozitivity markera ZAP-70 (41
+ 3 %) oproti pripadom s dobrou prognézou (12 + 2,7 %).
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Obr. 2. Morfometricka kvantitativha analyza percenta plochy jad-
rovej pozitivity proteinu ZAP-70 v zavislosti od prognézy ochore-
nia, p < 0,05

Krober a spol. (16). Biologicky zaklad tohto nalezu vSak zatial
nebol objasneny, naznacuje v§ak potrebu opatrného hodnote-
nia nalezov aj s ohfadom na pritomnost inych diagnostickych
znakov.

Napriek dobrej korelacii vysSej pozitivity tohto proteinu
s celkovou horSou klinickou prognézou pacienta, problematic-
kym zostéva hodnotenie nejednoznacéne pozitivnych nélezov
vyplyvajucich z variabilnej intenzity expresie ZAP-70. Exaktné
hodnotenie expresie vyzaduje opatrné stanovenie presnych
hranic pozitivity, ktoré sved¢ia pre dobru, resp. zlu progndzu

Tab. 3. Distribucia pozitivity proteinu ZAP-70 v korelacii s rozdelenim pacientov podla ich klinickej prognézy pri pouziti Standardnej imu-
nohistochemickej a amplifikacnej metody. Nalezy hodnotené ako ZAP-70 pozitivne (+), negativne (-), resp. nepravidelne pozitivne (+/-)

Klinicka prognéza pacientov

ZAP-70 +/-

Klasicka imunohistochemicka metéda (p < 0,01)

Dobra

20 %

Zla

10 %

Amplifikacéna metéda (p < 0,001)

Dobra

5%

Zla

DISKUSIA

Detekcia novych perspektivnych markerov chronickej B-
lymfocytovej leukémie, ktoré by presnejSie urcili moznosti cie-
lenej lieCby pacienta a zvySovali tym jej Uspesnost, je vyznam-
nym trendom sucasnej modernej hematoldgie. Vzhladom na
zavadzanie metodik molekularnej patologie pocet kandidat-
nych diagnostickych markerov neustéle rastie. Vyzaduju vSak
kritické zhodnotenie moznosti ich redlneho vyuzitia v praxi.
ZAP-70 sa uz v minulosti ukazal ako potentny marker. Sucas-
ny vyskum sa orientuje na overenie jeho prognostickej hodno-
ty, a to aj v porovnani s inymi bezne vyuzivanymi markermi
(25). Vysokeé percento korelacie ZAP-70 pozitivity nadorovych
buniek so zlou prognézou pacienta sa ukazalo aj v nasej hod-
notenej skupine. Vac¢sina publikovanych prac potvrdzuje tuto
korelaciu. ZAP-70 nie je v8ak jednoznacnym diagnostickym
znakom. Admirand a spol. (2) oznacili ZAP-70 ako vysoko
Specificky (98 %) marker s nizSou senzitivitou (78 %), ¢o by
mohlo vysvetlovat aj nami sledovany nalez ZAP-70 negativity
u jedného pacienta, ktory bol klinicky jednozna¢ne zaradeny
do vysoko rizikovej skupiny so zlou prognézou. Podobnu dis-
kordanciu pozitivity u vysoko rizikového pacienta opisuju aj

5%

pacienta. R6znorodost intenzity expresie tohto markera bola
opisana medzi jednotlivymi pripadmi, a to aj u pacientov s rov-
nakym prognostickym zaradenim (17). Potreba Standardizo-
vanych principov hodnotenia sa preto stava zakladnym pro-
blémom pre zavedenie tohto markera do beznej diagnostickej
praxe. Zakladom nas$ej prace bolo semikvantitativne hodnote-
nie expresie ZAP-70. Takyto spésob hodnotenia je bezne pou-
zivany v imunohistochemickej praxi. Ako ZAP-70 pozitivne
sme hodnotili bunky s nuklearnou pozitivitou, bez ohladu na
intenzitu a stupefi cytoplazmatickej pozitivity. Podobny spdsob
hodnotenia opisuju vo svojej praci Admirand a spol., (2). Na
rozdiel od menovanej prace, ktorej autori hodnotili nalez ako
pozitivny ak obsahoval viac ako 20 % pozitivnych buniek a
ako negativny ak ich bolo menej, sme stanovili prisnejSiu per-
centualnu hranicu ZAP-70 negativity a pozitivity (5 %, resp. 30
% pozitivnych buniek). Toto hodnotenie bolo vybraté s cielom
jednoznacne rozlisit pozitivne pripady od negativnych a mini-
malizovat tak riziko vyskytu faloSnej pozitivity. Na moznost
zvySeného vyskytu faloSnej pozitivity, resp. faloSnej negativity
prave v pripadoch intermedialnej ZAP-70 pozitivity upozornili
Vo svojej praci aj Wiestner a spol. (25).

Vzhladom na zvolené prisne kritéria, v Casti pripadov po
Standardnom spracovani materialu nebolo mozné jednoznac-
ne zatriedit nalez (medzi 5-30 % pozitivnych nadorovych
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buniek). V tychto pripadoch sa ukazala byt uzito¢na amplifi-
ka¢na metéda. Vyhodou tejto metddy nie je len vacsia senziti-
vita, ale aj vysSia Specificita hodnotenia, zabezpe¢ena moz-
nostou pouzitia niz8ej koncentracie primarnej protilatky.
ZvySenim Kkontrastu nalezu a eliminaciou pozitivity pozadia
bolo mozné jednoznaéné zatriedenie 4 pripadoch zo 6 s neur-
¢itou pozitivitou. Zda sa, Ze vyuzitie amplifikacnej metodiky
mbze byt prospeSné prave v pripadoch s nejednoznac¢nou
pozitivitou nalezu.

V dvoch pripadoch s kombinovanym difizno-nodularnym
typom infiltracie sme pozorovali pritomnost 2 populacii nado-
rovych buniek — ZAP-70 pozitivnych aj negativnych — vytva-
rajucich morfologicky oddelené skupiny. Kedze percentualne
zastupenie ZAP-70 pozitivnych buniek v tychto pripadoch pre-
sahovalo nami ur€enu hranicu pozitivity, hodnotili sme tieto
preparaty ako pozitivne. Dany nalez by vS§ak mohol svedcit pre
vyskyt 2 klonov nadorovych buniek u chronickej B-lymfocyto-
vej leukémie. V zavislosti od pritomnosti somatickych mutacii
v hypervariabilnych usekoch génov pre tazké retazce imunog-
lobulinov sa rozliSuju 2 podtypy chronickej B-lymfocytovej leu-
kémie. Bunky, ktoré nevykazuju tuto mutéciu vznikaju klono-
vou proliferaciou naivnej (pregerminalnej) B-bunky, naproti
tomu bunky s pritomnostou tychto mutécii pochadzaju z vyzre-
tych pamaétovych (postgerminalnych) B-buniek (19). Nie je
mozné vylucit suasnu koexistenciu oboch nadorovych popu-
lacii u jedného pacienta. Takyto nalez dokazany dal$imi mar-
kermi bol uz v minulosti opisany v inych pracach (11).

Imunohistochémia je vhodnou metddou pri stanovovani
pozitivity proteinu ZAP-70. Klu€ovym problémom zostava ale
interpretacia vysledkov aj s ohfadom na rozdielnu Specificitu
a senzitivitu nalezov. Wiestner a spol. (25) preukazali velmi
dobré vysledky v citlivosti hodnotenia expresie ZAP-70 pouzi-
tim metéd molekularnej genetiky. Ich technicka a finanéna
narocnost vSak znizuje moznost SirSieho vyuzitia v diagnosti-
ke. Prietokova cytometria, ako naj¢astejSie pouzivana meto-
da, vykazuje nizSiu konkordanciu s pozitivitou proteinu ZAP-
70 (6) a vyzaduje opatrnost pri interpretacii vzhladom na
mozny vyskyt falodne pozitivnych vysledkov (17). Zaujimava
by sa mohla stat metodika priamej detekcie hladiny proteinu
Western-blottom, naraza v§ak na potrebu dokonalej separacie
nadorovych buniek. Kontaminacia vzorky T-bunkami vedie
k falo$nej pozitivite nalezu. Imunohistochémia predstavuje jed-
noduchu a relativne lacni metddu na detekciu expresie prote-
inu ZAP-70. Jej vyhoda spociva v moznosti posudenia nielen
intenzity pozitivity, ale aj v moznosti morfologického odliSenia
jednotlivych buniek. Nase vysledky poukazuju na potrebu kri-
tického hodnotenia najma pripadov s intermedialnou expresi-
ou ZAP-70. Podobné zavery pri pouziti imunohistochémie na
detekciu ZAP-70 publikovali aj Wiestner a spol. (25).

Aby bolo mozné objektivizovat nalezy expresie proteinu
ZAP-70, pokusili sme sa vyuzit okrem semikvantitativneho
hodnotenia aj kvantitativne hodnotenie pomocou digitalnej
morfometrie. Takyto pristup nebol doteraz v dostupne;j literatu-
re publikovany. Predstavuje potencialne mozny sposob exakt-
nejSieho hodnotenia markera. Preukazali sme signifikantny
narast pozitivity markera v pripadoch s nodularnym typom
infiltracie kostnej drene u pacientov so zlou klinickou progno-
zou. Pre redlne vyuzitie tejto metddy aj v pripadoch s inym ako
nodularnym typom infiltracie v8ak bude potrebné pristupit
k hodnoteniu koexpresie markera ZAP-70 a fenotypovych zna-
kov charakteristickych pre B-lymfocyty. Tento pristup si vyZia-
da overenie na SirSom subore pacientov.

Nezodpovedanou otazkou zostava, ¢i zvySenie tvorby ZAP-
70 je vysledkom malignej transformacie, alebo sa na nej pria-
mo podiela. Sucasné vedomosti naznaduju, ze zmeny v drahe
aktivacie lymfocytov, v ktorej hra ZAP-70 klu€ovu ulohu,
mozu Uzko suvisiet aj s aktivaciou apoptdzy. Tento fakt je pri B-
CLL mimoriadne délezity. Bolo dokézané, ze naruSend regula-
cia apoptdzy sa vyznamnou mierou podiela na akcelerovanej
proliferacii leukemickych buniek. Na§ nalez nehomogénnej
ZAP-70 pozitivity poukazuje aj na moznost aktivacie expresie

ZAP-70 ako na nasledok r6zneho stupiia diferenciacie nadoro-
vo transformovanej bunky. Zodpovedanie tychto otazok zosta-
va vyzvou do buducnosti. Pochopenie procesov, ktoré sa odo-
hravaju v bunkach pri nadorovej transformacii, je dblezité aj pri
vyvoji novych terapeutickych moznosti u pacienta.

ZAP-70 predstavuje pomerne hodnotny prognosticky mar-
ker chronickej B-lymfocytovej leukémie. Jeho histochemické
urovanie prindSa Specificku a senzitivnu metddu pre vyuzitie
v praxi, vyzaduje vSak kritické hodnotenie nalezu na zéklade
Standardizovanych diagnostickych principov.
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Dvadsiateho januara tohto roku nas navzdy opustil skvely patolog,
dlhoroény primar oddelenia patolégie a legenda ¢eskoslovenského
vodného pdla Ladislav Sokol. Narodil sa v Uzhorode 31. augusta
1941, zmaturoval na strednej vSeobecnovzdelavacej Skole (SVS)
v Kosiciach. Studium mediciny zadal v Hradci Kralové. Po dvoch
rokoch sa z rodinnych dévodov vratil do KoSic, kde v roku 1964 pro-
moval na Lekarskej fakulte UPJS. Jeho prvé miesto na Katedre pato-
logickej anatémie LF UPJS mu ponukol docent Kutlik. V rokoch
1968-1970 pracoval ako sekundarny lekar a od roku 1971 ako primar
Ustavu patoldgie Fakultnej nemocnice v KoSiciach. Podielal sa na rie-
Seni uloh klinického vyskumu v odbore polychemoterapie malignych
novotvarov. V prvej polovici roku 1971 priniesol profesor Kunstadt
z onkoldgie v KoSiciach navrh a projekt na komisionalne rieSenie naj-
frekventovanejSich problémov v onkoldgii prsnika. Bola zriadena pri-
slusnéa komisia, pozostavajuca zo zainteresovanych onkolégov, chi-
rurgov, gynekoldgov, radiolégov, endokrinolégov ako aj patologov. To
sa mu stalo ,osudovym®. Diagnostike ochoreni prsnika ostal verny az
do konca svojho zivota. Bol uznavanym odbornikom v tejto proble-
matike v celom Ceskoslovensku, ako aj mimo republiky. V roku 1999
napisal svoje celozivotné dielo Biopsia mammy, ktoré venoval svojej
manzelke a dvom dcéram, ktoré nadovSetko miloval.

Roky 1981-1986 stravil pracovne v Libii, kde zalozil a viedol odde-
lenie patolégie. Po navrate na Slovensko zaloZil oddelenie patoldgie
v novej Fakultnej nemocnici na Triede SNP 1 v KoSiciach, kde praco-
val do konca svojho Zivota, a to doslovne. Po¢as svojho pésobenia,
prakticky vzdy ako primar, vda¢ne odovzdaval svoje vedomosti mlad-
Sim kolegom. Vedel poméct nielen v odbornom ale i sikromnom zivo-
te.

Popri vykonavani naroéného povolania, sa stihol aktivne venovat
aj Sportu - vodnému polu. V rokoch 1954-1962 bol ¢lenom TJ VSS
Kosice a od roku 1962 Cervenej hviezdy KosSice. Tomuto klubu zostal
verny az do konca aktivnej Sportovej kariéry. Po jej ukonéeni pracoval
dlihé roky ako klubovy lekar. So svojim klubom bol v rokoch 1962 —
1975 trinastnasobnym majstrom republiky. Bol stonasobnym ¢esko-
slovenskym reprezentantom. V roku 1965 dostal ocenenie majster
Sportu a v r. 1972 zasluzily majster Sportu.

Emeritny primar Ladislav Sokol bol skromnou, ale bezpochyby
charizmatickou osobnostou. Neodmyslitelne k jeho osobe patril aj
bicykel, na ktorom sa vozieval denne cely rok, a to aj ked prsalo ¢i
snezilo a fukal vietor.

Rozlucili sme sa s nim s pocitmi Zialu a [Utosti. Ostava vSak
ne poznali a mali moznost s nim spolupracovat a viest uzito¢né dia-
16gy.

Helena Baumdhlova, Kosice

Z obce Ceskych a slo-
venskych patologd jsem
znal Ladislava (Laca,
Buxiho) Sokola pravdé-
podobné nejdéle. Na pod-
zim roku 1958 jsme oba
nastoupili ke studiu medi-
ciny na Lékarskou fakultu
UK v Hradci Krélové. On
navic jako student Vojen-
ské lekarské akademie.
Laco byl jiz na zacatku
studii nepfehlédnutelnou
osobnosti; bylo v§eobec-
né znamo, ze se vrcholo-
vé vénuje vodnimu polu.
Kromé studia a vojen-
skych povinnosti proto
Casto dochazel do zdej-
§ich lazni na plavecké
tréninky.

Po druhém roéniku se
Laco, hlavné z ddvodl sportovnich, vratil do Kosic, kde na tamni
lékarské fakulté dokoncil studia. AZ pozdéji jsem se dozvédeél, ze se
dal na drahu patologa. Je zajimavé, ze z naSeho malého studijniho
roéniku, ktery jsme zahajili v Hradci Kralové, vzesli ¢tyfi patologové —
kromé_Laca i Judita (Dita) Florkiewiczova (provd. Suchomelova),
Josef Spacek a autor techto radku.

S Lacem jsme se pak setkavali nejen profesné, na rGznych
patologickych akcich, ale téz soukromé — i s rodinami jsme se vza-
jemné navstévovali v Hradci i v KoSicich. Pfi téchto pfilezitostech
jsem mél moznost obdivovat, jak velmi miloval svou manzelku Julii
i obé dcery, pro jejichz vzdélani nevahal vynalozit nemalé pro-
stfedky.

Laco téZce nesl rozdéleni Ceskoslovenska a s éeskymi patolo-
gy udrzoval Casté a pratelské styky. Nezapomenutelné bylo slav-
nostni védecké, pracovni a pratelské setkani pfi pfilezitosti jeho
60. narozenin v roce 2001, které usporadal v krdsném prostredi
Vysokych Tater a které pojal jako akci ¢eskoslovenskych patolo-
gu. Byl i ¢astym ucastnikem Seminare mladych patologl v Lito-
mysli.

Jménem ceskych patologll se lou¢im s Ladislavem Sokolem,
vybornym patologem, pfitelem a sportovcem, ale zejména — vzacnym
Clovékem.

Ivo Steiner, Hradec Kralové
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