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Coexpresia p53 /CD38/Zap70 este un factor prognostic fidel in
leucemie limfocitara cronica/ limfom B cu celule mici mature

Introducere: Leucemia limfatica cronica (LLC) este o afectiune hema-
tologica maligna, cu punctul de plecare din maduvi, care se trans-
formd in tablou leucemic interesind si nodulii limfatici. Datoritd
heterogenititii genotipului tumoral, doar 65% din cazuri prezintd
evolutie lentd, restul cazurilor au evolutie agresivd cu scaderea sem-
nificativd a supravietuirii. Material si metode: Scopul studiului este
selectarea cazurilor cu prognostic rezervat prin evaluarea perioadei
de supravietuire luand in considerare stadiul clinic, aspectul arhitec-
tural al infiltratului osteomedular, respectiv coexpresia unor factori
cu valoare prognostica i predictivd (p53/CD38/ZAP-70) care au rol
decisiv in evolutia bolii. Rezultate: coexpresia antigenelor coreleaza
cu stadiul clinic, cu aspectul infiltratului osteomedular si cu perioada
de supravietuire. Concluzii: Determinarea imunohistochimica a anti-
genelor sus amintite din infiltratul tumoral al tesutului osteomedular
caracterizeazd aspectul molecular (statusul mutational al genei IgH)
al acestei boli i contribuie la alegerea conduitei terapeutice.
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A CLL molekuldris patologidgjanak a megismerése mérfold-
kovet jelentett a betegség heterogenitasasnak a megértésében.
1999-ben t6bb kutatocsoport eredményei igazoltik, hogy
a CLL bioldgiai viselkedésésnek hatterében az immunglo-
bulin nehézlanc (IgH) gén variabilis régidjanak (V,) mutd-
ciés statusit meghatarozd, a TCR zéta-lancaval asszocialt
tirozinkindz fehérjének (ZAP-70) kulcsszerep jut [5, 1]. A
fehérje expresszioja jol korreldl a mutdlt és nem mutélt vV, gén
statussal, CLL-ben azemelkedett ZAP-70 expresszié kedvez6t-
len prognoézisra utal. Id6kozben az is bebizonyosodott, hogy
a ,nem mutalt statussal” osszefiiggé prognosztikus marker a
CD38 fehérje, amelynek a kedvezételen progndzisu esetekben
a p53 fehérje expressziojaval egyiitt a fokozott proliferacios
aktivitas kialakitasaban van szerepe [2,12].

E hérom fehérje expresszidjanak immunhisztokémiai
kimutatdsa jol hasznalhat6 a klinikai evolicio megitélé-
sére és a terdpia megtervezésére.

Anyag és modszer

Retrospektiv vizsgalatunk a 2007- és 2008-ban koris-
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Co-expression of p53/CD38/Zap70 is a reliable prognostic factor in
chronic lymphocytic leukaemia/mature small B-cell lymphoma

Introduction: Chronic lymphocytic leukaemia (CLL) is a malignant
haematological disease. It starts from the bone marrow and trans-
forms in leukaemia involving the lymph nodes, too. Due to genotypic
heterogeneity only 65% of cases present a slowly progressive evolu-
tion, in the rest the disease is associated with an aggressive clinical
course with decreased survival rate. Materials and methods: the aim
of our study stands in selection of these patients and evaluation of
survival period in the mirror of the clinical stage, architectural orga-
nization of the bone marrow infiltrate and the co-expression of some
prognostic and predictive factors (p53/CD38/ZAP-70) decisively
influencing the disease course. Results: p53/CD38/ZAP-70 co-ex-
pression correlates with disease stage, the pattern of osteomedullar
infiltrate and the survival period. Conclusions: immunohistochemi-
cal determination of the antigens mentioned above from the tumour
infiltration of the bone marrow characterizes the molecular mosaic of
the disease (IgH gene mutations) in this disease entity and contrib-
utes to the choice of therapeutical strategy.
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mézett B-sejtes lymphocytds leukaemia (CLL) esete-
ket tanulmdnyozza, amelyekben a diagnozis felallitasa
a morfologiai eltérések és a daganatsejtek jellegzetes
immunfenotipusanak (CD20/CD23/CD5 coexpresszio)
vizsgalata alapjan tortént. Ebben a periédusban feldol-
gozott 137 csontveld biopsziabol (OMB) 46 esetben
diagnosztizaltunk CLL-t az Egészségiigyi Vilagszervezet
(WHO) 2001-b6l szdrmazé osztélyozasanak kritériu-
mai (klinikai kritériumok, periférids vér-, csontveld-, és
nyirokcsom¢é morfoldgia, valamint immunfenotipus)
alapjan. A 46 EDTA-ban mésztelenitett, és standard fel-
dolgozasnak alavetett biopszids anyag Gjravizsgalata utdn
26 csontvelé mintabdl végeztiik el a p53/CD38/ZAP-70
coexpresszi6  meghatdrozasast ~immunhisztokémiai
modszerrel. A talalt eredményeket a csontvelé dagana-
tos infiltratumanak mintézataval, a klinikai stadiummal
(modositott Rai-klasszifikdcid), valamint a tuléléssel
Osszevetve értékeltiik.

A vizsgalt csoportbol kisziirtiik a technikailag nem meg-
feleléen feldolgozott, a kisméreti biopszidkat (kevesebb
mint harom vel6trt tartalmazo), valamint a hianyos klinikai
adatokkal rendelkez6 mintakat (dsszesen 20 eset).

A p53/CD38/ZAP-70 coexpresszié immunhisztoké-
miai kimutatdsdhoz Anti-Human p53 Protein Clone
DO-7 (DAKO), CD38-Ab-3 Clone 38CO3 (Lab Vision),
valamint ZAP-70- Ab-1 Clone 2F32 (DAKQO) antiteste-
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ket, vizualizal6 rendszerként pedig Ultravision LP Large
Volum Detection System HRP Polimert (Lab Vision) és 3,
3’-diaminobenzidin kromogént hasznéltunk.

A reakcidk kvantifikdlasat egymastol fiiggetleniil két
patologus végezte a sejtstrukturakhoz kotott lokalizacio
(mag/citoplazma) fiiggvényében. A szakirodalmi ajin-
lasokat figyelembe véve a ZAP-70 és a CD38 értékelése
esetén pozitivnak csak a citoplazma szintjén megjelend
reakcioterméket tekintettitk, amelyek a daganatsejtek
legalabb 20 %-at érintették. A p53 esetében csak a mag-
festddést vettiik figyelembe, és kiszamitottuk a p53 inde-
xet (100 sejthez viszonyitva a pozitiv sejtmagok szamat).
Kiiszobértéknek a 10 %-ot fogadtuk el [12].

Eredmények

A vizsgalt csoport atlagéletkora 58,3 év, a férfi/né arany
1,2 volt.

A betegség prognozisanak megitélésére figyelembe
vettiik a klinikai stadiumot, melynek alapjan 5 esetiink
0, 8 esetiink I., 6 esetiink a II., 3 esetiink a III., valamint
4 esetiink a IV. stadiumba soroltuk a modositott Rai-

Kklasszifikacié (1987) kritériumai szerint (1. tablazat). A
csontvel6i daganatos besziir6dés 34, 61%-ban (9-9 eset)
mutatott vegyes (1.abra), illetve diffdz (2. dbra) mintézatot.
Az interszticialis érintettség 6 esetben (23,07%) dominalt,
mig tiszta nodularis mintazatot csupan 2 esetben (7,69%)
taldltunk (3.4abra).

A prognosztikus faktorok expresszidjanak illetve az
expresszié hidnyanak alapjan 6t coexpresszids mintaza-
tot killonboztettiink meg: p53-/CD38-/ZAP-70- (12 eset),
p53+/CD38-/ZAP-70- (4 eset), p53-/CD38+/ZAP-70- (4
eset), p53+/CD38+/ZAP-70- (4 eset) és p53+/CD38+/
ZAP-70+ (2 eset). Ezen coexpresszids mintdzatok Gssze-
fiiggésést a betegség klinikai stddiumaval valamint a tal-
éléssel az 1. tablazat szemlélteti, mely adatai szerint p53+/
CD38+/ZAP-70- illetve a p53+/CD38+/ZAP-70+ esetek
jol koreldlnak a stadiummal és a tuléléssel: 75%-os 2 éves
talélést talaltunk a III. klinikai stdidiummal és p53+/
CD38+/ZAP-70- coexpresszidval jellemzett esetekben.
p53+/CD38+/ZAP-70+ coexpressziot csak a IV. stadi-
umu betegeinknél mutattunk ki, naluk az atlagos talélés
5,5 honap volt a diagndzis felallitasatél szamitva.

1. tablazat. Prognosztikai és prediktiv tényezék CLL-ben és ezek dsszefiiggései a p53/CD38/ZAP70 coexpressziés mintdzattal

Stddium/ Laboratériumi paraméterek ESET- p53-/ p53+/ p53-/ p53+/ p53+/ TULELES
Atlagos tulélés Lymphocytosis SZAM CD38-/ CD38-/ CD38+/ CD38+/ CD38+/
26 ZAP70- ZAP70- ZAP70- ZAP70- ZAP70+
0/>15¢év 5 5 0 0 0 0 100 %
1/ 9 év +Lymphadenopathia 8 5 1 2 0 0 100 %
II/ 5 év +Hepatosplenomegalia 6 0 3 2 1 0 100 %
111/ 2 év +Anaemia 3 2 0 0 1 0 75 %
(Hb<11 g/l)
IV/2év +Thrombocytopenia 4 0 0 0 2 2 0%
(Ptl<100x10°/1)
ESETSZAM 26 12 4 4 4 2

1
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1. abra. CLL: a csontveld vegyes mintdzatd érintettsége (HE, 4 obj.)

'
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2. abra. tLL: a csontveld diffiz mintdzatd érintettsége. (HE, 20bj.)
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3.dbra. CLL: a csontveld noduldris mintdzatu érintettsége, amelyet jol kirajzol
a (D20 immunreakcid (10 obj.)

Megbeszélés

A B-sejtes lymphocytds leukémia (CLL)/kis lymphocytas
lymphoma (SLL) Eurdpéban és az AEA-ban a leggyak-
rabban el6forduld felnéttkori leukémia/lymphoma,
amelynek két formdja: stabil és progressziv ismeretesa V
gén mutdcios statusanak fiiggvényében [5, 12].

A betegség a csontvel6bdl indul ki, leukaemias vér-
képpel jar és progresszidja soran a nyirokcsomokat is
infiltralja.

A 2008-as ujraosztalyozas értelmében a diagnozis jol
koriilhatarolt kritériumokra épiil, amelyeknek ismerete
elengedhetetlen a szoveti minta értékelésénél: 1. az utols6
harom hoénapra jellemzé abszolat lymphocytosis a perifé-
rids vérben (>5,10°/1), melyet kis, érett lymphocytak kép-
viselnek 5% alatti prolymphocytaval, 2. a daganatsejtek
B sejtmarkereket expresszalnak (CD19, CD20, CD23),
amelyekhez csak a CD5 T sejt marker expresszioja tarsul.
A csontvel6biopszia nem kotelezd része a diagnosztika-
nak, de a progndzis megitélésének szempontjabdl elen-
gedhetetlen [11].

Pontos incidenciaja hazankban nem ismert, de a diag-
nosztika fejlédésével egyre tobb eset keriil felismerésre,
és fiatalabb életkorban diagnosztizaljak. Az irodalmi
adatok szerint az atlagos életkor a diagndzis id6pont-
jaban valtozo, egyes szerzék 55 évet [12], masok 65-70
évet emlitenek, a férfi/nd arany 1,5 [3, 4, 8, 9]. Az alta-
lunk vizsgalt betegcsoport atlagéletkora (58,3 év) jelentds
eltérést nem mutat az irodalmi adatokhoz viszonyitva,
ami azzal magyardzhato, hogy a 2007-2008-as Nemzeti
Egészségligyi Szlir6program soran tobb eset keriilt kez-
deti stddiumban felismerésre (13 eset 0 és I. stddiumban).
A nemek kozotti megoszlds is egybehangzik az irodalmi
adatokkal.

A csontvel§ infiltracidjanak mértéke valtozé (20-90%),
és mintazata lehet noduldris (az esetek 7%-a), interstitiélis
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(34%), vegyes (24%) vagy diffiz (35%) [8, 9]. A beteg-
ség korai szakaszaban az infiltrdtum noduldris vagy
interszticialis. A diffiz mintazat kedvezétlen progno-
zist valoszintsit. Az altalunk feldolgozott mintakban az
interszticialis érintettség 6 esetben (23,07%) dominalt,
mig tiszta nodularis mintazatot csupan 2 esetben (7,69%)
talaltunk. A betegség elérehaladtaval a vegyes minta-
zaton (34,61%) keresztil alakult 4t diffuz infiltratumba
(34,61%), amely a vel3tirokb6l a normalis haematopoesist
és a zsirsejteket kiszoritotta, és megjelent a ITI-IV. stadi-
umra jellemz6é anaemia és thrombocytopenia. A harom
53+/CD38+/ZAP-70-, valamint a két p53+/CD38+/
ZAP-70+ coexpressziot mutatd eseteink diffuz infiltrd-
ci6s mintazattal rendelkeztek, és a betegséget a II1., illetve
a IV. stadiumban diagnosztizaltuk.

Nagyszamu eseten végzett klinikai vizsgalatok azt
bizonyitjak, hogy a CLL-ek 50-70%-a a kedvezd prog-
nodzisu mutalt CLL, mig 30-50%-a a gyors lefolyasi nem
mutalt CLL csoportjaba tartozik [3]. A ZAP-70 fehérje
felhalmozdddsa a daganatsejtek citoplazmdjébanaV, gén
nem mutalt formaban valé expresszidjat mindsiti, ami
a varhato élettartam jelentés csokkenésést vetiti el6 az
ugyanazon stddiumban levs, ZAP-70-t nem expresszalo
esetekhez viszonyitva [1].

A ZAP-70 fiziologiasan T- és NK-sejtekben expresz-
szalodik, és a T-sejt receptorkomplex zeta lancdhoz kap-
csolodva vesz részt a jelatviteli folyamatban. A ZAP-70 a
mutacidt nem tartalmazo IgH génekkel rendelkezé CLL-
sejtekben dltalaban a T-sejtekhez hasonlé mértékben
expresszalodik, mig a mutdciot tartalmazé IgH gének-
kel rendelkezé CLL-sejtekben nem mutathaté ki [10].
A ZAP-70 jelenleg az egyik legfontosabb prognosztikai
faktornak tekinthetd, mivel a betegség lefolyasaval szoros
Osszefiiggést mutat [12].

A Dbetegség progresszidja soran észlelheté fokozott
proliferacios aktivitds hatterében egy mdsik sejtfel-
szini fehérjének, a CD38-nak is fontos szerepe lehet.
Expresszioja a gyorsan progredialé esetekre jellemzd,
sejtfelszini elhelyezkedése révén egyszertien és pontosan
mérhetd, azonban jelent6ségét csokkenti az a tény, hogy
kifejez8dése a betegség lefolyasa sordn véltozhat [2, 6].

A daganatsejtek p53 magi expresszidja a genetikai
instabilitas (17p kromoszémarégié deléciodja) jele.

A CD38 és p53 V, gén mutdcids statusatol fiiggetlen
prediktiv tényez6k asszocidcidja a progndzist tovabb
rontja. Mig az irodalmi adatok a III-IV. stadiumban
két éves dtlagos talélésrdl szamolnak be, addig a p53+/
CD38+, ZAP-70-, illetve a p53+/CD38+, ZAP-70+
immunfenotipussal jellemzett esetek atlagos tdlélése
jelentésen csokkent. A hdarom prognosztikus tényezd
egylittes expresszidja additiv értékd, mellyel a betegség



A p53 /(D38/Zap70 coexpresszid a B-sejtes lymphocytas leukaemia (CLL)/kis lymphocytas lymphoma (SLL) megbizhatd prognosztikus markere

megjelenésének diagnosztizalasakor kisztrheték a nagy
rizikoju csoportba tartozd paciensek fiiggetleniil a klini-
kai stadiumtdl [7].

Kovetkeztetések

A CLL klinikai viselkedését tekintve heterogén betegség,
amelynek kimenetelét szamos bioldgiai tényez6 befolya-
solja. Ezen molekuldris jellemzék immunhisztokémiai
modszerekkel a rutin gyakorlatban is kimutathatok.

A DNS-szekvenalasat igényl6é mutdcids status koltséges
és bonyolult meghatdrozasa helyett a ZAP-70 expresszio
csontvel6 biopszids mintakon valo kvantifikalasa jol
hasznalhat6 a klinikai prognézis megitélésében.

AV, gén mutdcios stitusatdl fliggetlen prognosztikus
tényezok, a CD38 és p53 megbizhato kiegészitéi a fent
emlitett panelnek.

A korszerli kezelési terv feldllitisaisban a kromo-
szoma-eltérések kimutatdsa (citogenetikai és célzott
FISH-vizsgalatokkal), és a daganatsejtek fenotipusanak
(aramlascitometriaval) meghatarozasa elengedhetetlen,
de figyelembe kell venni a csontvel§ és a nyirokcsomok
morfoldgiai (az infiltracié mértéke és mitazata) és biolo-
giai jellemz6it, amelyek a varhato tuléléssel jol korrelal-
nak.
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