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1. Úvod 

V posledních letech jsme v hematoonkologii svědky nebývalého rozvoje terapeutických 

možností. S vývojem nových chemoterapeutik či biologické léčby (zejména 

monoklonálních protilátek) se významně zlepšilo přežití pacientů s 

některými lymfoproliferativními chorobami. Do značné míry se stal přelomovým lékem 

rituximab, chimérická anti-CD20 monoklonální protilátka, která v kombinovaných 

chemoimunoterapeutických režimech i v monoterapii v udržovací léčbě významně zvýšila 

šance na dobrou terapeutickou odpověď i celkové přežití u některých B-buněčných 

lymfomů. 

Přes nesporné terapeutické úspěchy posledních let ale zůstávají významným problémem 

vedlejší nežádoucí účinky léčby i vysoká finanční náročnost nových léků. Proto v současné 

medicíně nabývá na důležitosti lepší prognostická stratifikace pacientů, která by umožnila 

větší individualizaci terapie. Tím by bylo možné v některých případech snížit toxicitu léčby 

při zachování její dostatečné účinnosti a zároveň potenciálně snížit ekonomickou 

náročnost léčby.  

Zejména v případě nehodgkinských lymfomů, kterých WHO klasifikace uvádí několik 

desítek podtypů, existuje mnohdy značná heterogenita i v rámci jednotlivých diagnóz. 

Stejná diagnostická jednotka může mít velmi odlišné projevy, klinický průběh, odpověď na 

léčbu i biologické pozadí. Z těchto důvodů v posledních letech narůstá potřeba nových 

prognostických faktorů, které by poskytovaly alespoň částečné vysvětlení této 

heterogenity a umožnily zvolit správný terapeutický postup u konkrétního pacienta a 

přesněji určit jeho prognózu. 
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1.1  Maligní lymfoproliferace 

Lymfoidní malignity zahrnují skupinu onemocnění značně heterogenní nejen ve 

svém klinickém průběhu, ale i na úrovni morfologie, imunofenotypu či molekulární 

genetiky. Současná WHO klasifikace nádorů hematopoetických a lymfoidních tkání z roku 

2008 [1] rozlišuje primárně lymfoidní malignity prekurzorové („nezralé“) a zralé 

(„periferní“). Mezi prekurzorové malignity patří B a T lymfoblastická leukemie/lymfom, 

které dále nebudou předmětem tohoto textu.  

Zralé lymfoidní neoplazie jsou klonální nádory ze zralých lymfocytů, které se dělí na dvě 

velké skupiny B buněčných a T/NK buněčných lymfomů. Vedle těchto „ne-hodgkinských“ 

lymfomů bývá tradičně zvlášť uváděn klasický Hodgkinův lymfom (HL), nicméně po objevu 

jeho B-lymfocytárního původu se hranice s ostatními lymfomy poněkud stírá a WHO 

klasifikace nově uvádí i mezní jednotku: B-lymfom s rysy intermediárními mezi difuzním 

velkobuněčným B-lymfomem a klasickým Hodgkinovým lymfomem. Současná klasifikace 

využívá kombinace více poznatků na různých úrovních k definování jednotlivých 

onemocnění [1]. Ve většině případů dostačuje k diagnóze morfologický (histologický) 

nález a imunofenotypizace, a to především u B-lymfoproliferací. V případě T/NK 

lymfoproliferací bývá imunofenotyp méně konkluzivní a je třeba se více spolehnout na 

jiné diagnostické metody. U některých jednotek je jako rozlišující znak použit i věk 

pacienta, jako např. EBV-pozitivní DLBCL vyššího věku. V jiných případech je určující 

specifická lokalizace či klinický projev lymfomu – např. primární mediastinální 

velkobuněčný B-lymfom nebo hepatosplenický T-lymfom [2].  

Nehodgkinské lymfomy 

Nehodgkinské lymfomy (NHL) představují zhruba 90 % všech maligních lymfomů, zatímco 

zbývajících přibližně 10 % zaujímá Hodgkinův lymfom [3]. V USA jsou lymfoidní neoplázie 

(včetně prekurzorových) pátou nejčastější malignitou s celkovou incidencí 33.65 nových 

případů na 100.000 osob za rok [4] a údaje z dostupných registrů v rozvinutých zemích 

dokládají podobné incidence.  

V posledních desetiletích zejména na Západě významně stoupá incidence NHL, a to 

přibližně o 2 – 4 % ročně [5]. Tento vzestup je pozorován stejně u mužů i žen, u bělochů i 
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jiných ras a kromě malých dětí rovněž ve všech věkových skupinách. Částečně může být 

vzestup incidence vysvětlen lepší diagnostikou, kvalitnějšími registry či nárůstem počtu 

lymfomů asociovaných s AIDS, nicméně z větší části zůstávají příčiny tohoto vzestupu 

nejasné [6]. 

Nehodgkinské lymfomy se častěji vyskytují u bělochů a u většiny subtypů převažují muži 

nad ženami (nejvýrazněji u lymfomu z plášťových buněk), pouze u folikulárního lymfomu a 

primárního mediastinálního velkobuněčného B-lymfomu je tomu naopak. Incidence NHL 

exponenciálně stoupá s věkem, zhruba 2/3 všech případů jsou diagnostikovány u osob 

starších 60 let.  

Celosvětově tvoří 80 – 90 % nehodgkinských lymfomů B-lymfocytární neoplázie, ale v 

distribuci existují významné geografické rozdíly. Např. T/NK buněčné lymfomy jsou 

častější v Asii, než v jiných regionech; Burkittův lymfom se nejvíce vyskytuje v tropické 

Africe; folikulární lymfom je naopak extrémně vzácný v Jižní Americe apod. [6].  

Mezi nejčastěji diagnostikované zralé B-lymfocytární neoplázie na Západě patří difúzní 

velkobuněčný B-lymfom, s odstupem následuje mnohočetný myelom, chronická 

lymfocytární leukemie/lymfom z malých lymfocytů (CLL/SLL) a folikulární lymfom [4,7]. 

Přehled WHO klasifikace je uveden v tabulce č. 1. T/NK buněčné lymfomy se vyskytují 

výrazně méně často než B-NHL, na Západě tvoří asi 5-10% všech NHL. Mezi nejčastější 

podtypy patří periferní T-lymfom, blíže neurčený (PTCL, NOS), který v Evropě následuje 

angioimunoblastický T-lymfom a enteropatický T-lymfom [8]. Kompletní přehled WHO 

klasifikace je uveden v tabulce č. 2. 

Navzdory intenzivnímu výzkumu v posledních letech, zůstává etiologie většiny lymfomů 

nejasná [3,9]. Mezi nejlépe popsané rizikové faktory patří imunodeficitní stavy. Výskyt 

NHL se výrazně zvyšuje u osob s imunosupresivní terapií po allotransplantaci, u pacientů 

s HIV/AIDS či s vrozenými poruchami imunity. Některé lymfomy jsou rovněž asociovány se 

specifickými infekcemi, a to zejména s lymfotropními viry, jako je HTLV-1 (human T-cell 

lymphotrophic virus) u leukemie/lymfomu z T-buněk dospělých; herpesvirus HHV-8 u 

primárního exsudativního lymfomu; nebo virus Epsteina-Barrové (EBV) u některých 

lymfomů (zejména v přítomnosti imunodeficitu). Jiným mechanismem, vyvolávajícím 

proliferaci lymfocytů v místě infikované tkáně, působí např. Helicobacter pylori, který se 

vyskytuje u lymfomu z marginální zóny slizniční lymfatické tkáně (MALT). Infekce virem 

hepatitidy C bývá asociována se splenickým lymfomem z B-buněk marginální zóny [10]. 
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Mezi další faktory, které středně zvyšují riziko vzniku NHL, patří některé autoimunitní 

choroby, např. revmatoidní artritida, systémový lupus erythematodes (SLE), celiakie, 

Sjögrenův syndrom apod. Rovněž anamnéza lymfoidní neoplázie u přímého příbuzného 

zvyšuje riziko NHL asi 2-3x [11]. 

Hodgkinův lymfom 

Hodgkinův lymfom byl prvním definovaným lymfoidním nádorem a mnoho let byl 

považován za chorobu jasně oddělenou od NHL. Nedávné studie odhalily, že dysplastické 

buňky HL představují monoklonální B-lymfocyty [12]. Nicméně významné rozdíly 

v morfologii, buněčném složení, imunofenotypu, klinickém chování atd. stále opravňují 

kategorizovat HL samostatně [13]. Typické pro HL například je, že vlastní maligní buňky 

Hodgkinovy a Reedové-Sternbergovy (HRS) tvoří zhruba 1% z celkové tumorózní masy, 

jejíž většinu představuje heterogenní směs nenádorových zánětlivých a dalších buněk 

(lymfocyty, neutrofily, eozinofily, histiocyty, plazmocyty atd.). V naprosté většině (95%) 

bývá diagnostikován klasický HL, zbytek případů tvoří nodulární HL s predominancí 

lymfocytů (NLPHL), který se významně liší od klasického HL v histopatologickém nálezu i 

klinickém průběhu [14]. Nenacházíme u něj typické HRS buňky a vývoj onemocnění bývá 

pozvolný s velmi dobrou prognózou. Klasický HL se dále dělí na čtyři podtypy (viz tabulku 

č. 3), z nichž celkově nejčastější je nodulární skleróza, následovaná smíšenou celularitou. 

Na rozdíl od NHL incidence HL v posledních desetiletích zůstává na Západě stabilní 

(zhruba 2-3/100.000 obyvatel), přičemž častěji se HL vykytuje u mužů [4]. Charakteristické 

je bimodální věkové rozložení v populaci – největší výskyt je v rané dospělosti a dále až 

kolem věku 50 – 60 let. Zastoupení jednotlivých subtypů HL se mění v závislosti na 

socioekonomickém statutu. Podtyp nodulární skleróza převládá u pacientů s vyšším 

socioekonomickým postavením a naopak u nižšího postavení nacházíme více smíšenou 

celularitu [15]. Podobné rozdíly v distribuci subtypů nacházíme i mezi více a méně 

ekonomicky rozvinutými zeměmi. 

Vzhledem k histopatologickému nálezu, který značně připomíná zánětlivý proces, bylo 

vyvinuto značné úsilí s cílem prokázat infekční původ HL. V posledních desetiletích byl 

hlavním kandidátem virus Epsteina-Barrové. Některé studie prokázaly zvýšené riziko 

rozvoje HL u jedinců s anamnézou infekční mononukleózy, a to zejména u infekce ve 

vyšším věku [16]. EBV genom je prokazatelný v maligních buňkách zhruba u třetiny 
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případů HL a bývá asociován především se smíšenou celularitou. Vztah mezi EBV a HL je 

jistě plausibilní, nicméně kauzalita zůstává nadále sporná [17]. Kromě EBV bylo studováno 

více virů, zejména herpesvirů (CMV, HHV6, HHV7), avšak nebyly podány důkazy svědčící 

pro jejich důležitost v patogenezi HL [18]. Naopak u HIV pozitivních pacientů bylo 

prokázáno vyšší riziko rozvoje HL [19]. Zvýšené riziko také nacházíme u některých 

autoimunitních onemocnění, jako je revmatoidní artritida, SLE, ulcerativní kolitida apod. 

Rovněž lehce vyšší výskyt HL je u pacientů po allogenní transplantaci kostní dřeně, nikoli 

však po transplantaci solidních orgánů [20]. Podobně jako u NHL se riziko vzniku HL 

zvyšuje u přímých příbuzných pacientů s maligním lymfoproliferativním onemocněním 

[21].  

 

Tabulka č. 1 – Přehled WHO klasifikace zralých B-lymfocytárních neoplazií 

Chronická lymfocytární leukemie/lymfom z malých lymfocytů 

B-prolymfocytární leukemie 

Splenický lymfom z B-buněk marginální zóny 

Leukemie z vlasatých buněk 

     Splenický lymfom/leukemie, blíže neurčený 

     Splenický difuzní B-lymfom červené pulpy 

     Variantní leukemie z vlasatých buněk 

Lymfoplazmocytární lymfom 

     Waldenströmova makroglobulinémie 

Nemoc z těžkých řetězců 

Malignity z plazmatických buněk 

     Monoklonální gamapatie neurčitého významu (MGUS) 

     Plazmocytární myelom 

     Solitární plazmocytom kosti 

     Extraoseální plazmocytom 

Extranodální lymfom z marginální zóny slizniční lymfatické tkáně 

Nodální lymfom z marginální zóny 

Folikulární lymfom 

Primární kožní lymfom folikulárního centra 

Lymfom z plášťových buněk 

Difuzní velkobuněčný B-lymfom 

     Velkobuněčný B-lymfom bohatý na T-lymfocyty/histiocyty 

     Primární DLBCL centrálního nervového systému 

     Primární kožní DLBCL, „leg type“ 

     EBV-pozitivní DLBCL vyššího věku 

DLBCL spojený s chronickým zánětem 

Lymfomatoidní granulomatóza 

Primární mediastinální (thymický) velkobuněčný B-lymfom 
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Intravaskulární velkobuněčný B-lymfom 

ALK-pozitivní velkobuněčný B-lymfom 

Plazmoblastický lymfom 

Velkobuněčný B-lymfom vznikající v HHV8-asociované multicentrické Castlemanově nemoci 

Primární exsudativní lymfom 

Burkittův lymfom 

B-lymfom s rysy intermediárními mezi DLBCL a BL 

B-lymfom s rysy intermediárními mezi DLBCL a CHL 

 

Tabulka č. 2 – Přehled WHO klasifikace zralých T a NK buněčných neoplázií  

T-prolymfocytární leukemie 

Leukemie z velkých granulárních T-lymfocytů 

Chronické lymfoproliferativní onemocnění z NK-buněk 

Agresivní leukemie z NK-buněk 

Systémové EBV-pozitivní T-lymfoproliferativní onemocnění dětského věku 

Lymfom vzhledu hydroa vacciniforme 

Leukemie/lymfom z T-buněk dospělých 

Extranodální NK/T-lymfom nasálního typu 

Enteropatický T-lymfom 

Hepatosplenický T-lymfom 

Podkožní panikulitický T-lymfom 

Mycosis fungoides 

Sézaryho syndrom 

Primární kožní CD30 pozitivní T-lymfoproliferativní onemocnění 

     Lymfomatoidní papulóza 

     Primární kožní anaplastický velkobuněčný lymfom 

Primární kožní gamma/delta T-lymfom 

    Primární kožní CD8 pozitivní agresivní epidermotropický cytotoxický T-lymfom 

    Primární kožní CD4 pozitivní T-lymfom z menších/středně velkých buněk 

Periferní T-lymfom, blíže neurčený 

Angioimunoblastický T-lymfom 

Anaplastický velkobuněčný lymfom ALK pozitivní 

Anaplastický velkobuněčný lymfom ALK negativní 

 

Tabulka č. 3 –  Přehled WHO klasifikace Hodgkinova lymfomu 

Nodulární Hodgkinův lymfom s predominancí lymfocytů 

Klasický Hodgkinův lymfom, blíže neurčený 

     Klasický Hodgkinův lymfom, nodulární skleróza 

     Klasický Hodgkinův lymfom, bohatý na lymfocyty 

     Klasický Hodgkinův lymfom, smíšená buněčnost 

     Klasický Hodgkinův lymfom, deplece lymfocytů 
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1.2 Prognostické faktory 

Nehodgkinské lymfomy 

Nejčastějším agresivním lymfomem je difuzní velkobuněčný B-lymfom (DLBCL – diffuse 

large B-cell lymphoma), který představuje značně různorodé onemocnění. Rozlišuje se 

několik morfologických variant (centroblastická, imunoblastická, anaplastická atd.), 

molekulárních a imunofenotypových podskupin i zvláštních klasifikačních jednotek [22]. 

Ale i v rámci jednotlivých klasifikačních podtypů vykazují pacienti širokou škálu klinických 

projevů a odpovědí na léčbu. Primárním klinickým prognostickým nástrojem se stal 

mezinárodní prognostický index (IPI – international prognostic index) – viz tabulku č. 4. Na 

základě přítomnosti několika rizikových faktorů v době diagnózy byly identifikovány čtyři 

skupiny pacientů s rozdílným pětiletým přežitím od 26% do 73% [23]. Další významnou 

klinickou informací je přítomnost „bulky“ choroby, a to zejména u nízce rizikových 

pacientů, kde může být důvodem pro doplnění radioterapie [24]. 

 

Tabulka č. 4 – Mezinárodní prognostický index 

Rizikový faktor 

Věk nad 60 let 

Performance status 2 a vyšší dle ECOG 

Klinické stádium Ann Arbor III/IV 

Zvýšená hladina LDH 

Dvě a více extranodálních postižení 

Rizikové skupiny IPI skóre 5leté přežití 

Nízké riziko 0-1 73% 

Nižší střední riziko 2 51% 

Vyšší střední riziko 3 43% 

Vysoké riziko 4-5 26% 

 

Po zavedení imunochemoterapie s využitím anti-CD20 protilátek (R-CHOP) se významně 

zlepšily terapeutické výsledky i přežití pacientů s DLBCL. Přínos rituximabu není u všech 

prognostických podskupin stejný, podle některých studií z něj více profitují nízce rizikoví 
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pacienti proti vysoce rizikovým [25]. Nicméně přes lehce změněnou stratifikaci rizika 

zůstala vesměs zachována platnost klinických prognostických faktorů [26]. 

Biologických prognostických markerů bylo u DLBCL popsáno mnoho, ale jednotlivé studie 

často dospěly k protichůdným závěrům [27]. Anti-apoptotický protein Bcl-2 je zvýšeně 

exprimován přibližně u 40-60% pacientů s DLBCL a byl asociován s horším přežitím, avšak 

přidání rituximabu k chemoterapii potlačilo jeho negativní dopad [28]. Podobný efekt po 

zavedení imunochemoterapie nastal u proteinu Bcl-6, který byl považován za příznivý 

rizikový faktor [29]. 

Metodami genové exprese lze DLBCL rozdělit do dvou molekulárních podskupin na 

lymfom s agresivnějším chováním odpovídající aktivovaným B-buňkám (ABC – activated 

B-cell) a typ odpovídající buňkám germinálního centra lymfatické uzliny (GCB – germinal 

center B-cell), u kterého je signifikantně lepší celkové přežití (OS – overall survival) bez 

závislosti na skóre IPI [30,31]. Vzhledem k praktickým obtížím při stanovování genové 

exprese (nutnost nativních vzorků apod.) byla snaha nahradit jej pomocí jiných metod, 

zejména imunohistochemických. Pomocí kombinace protilátek proti třem znakům (CD10, 

BCL6 a MUM1) lze rozdělit pacienty na GCB a non-GCB případy [32]. Korelace mezi 

molekulárními a imunohistochemickými podskupinami se ale v různých studiích značně 

lišila [33,34].  

Folikulární lymfom (FL) je nejčastějším indolentním lymfomem. Ačkoli medián přežití 

pacientů s FL je kolem 10 let, existuje značná variabilita v klinickém průběhu – někteří 

nemocní s touto chorobou mohou být roky jen sledováni bez nutnosti terapie, zatímco u 

jiných dochází k rychlé progresi s nutností časné intenzivní terapie. V případě FL se klinicky 

používá upravený prognostický index FLIPI (follicular lymphoma international prognostic 

index), který využívá pět rizikových faktorů k rozdělení pacientů na tři prognostické 

skupiny – viz tabulku č. 5 [35]. I v éře rituximabu si FLIPI udržel svou klinickou relevanci 

[36]. 

Histologicky se u FL určuje grading podle zastoupení centroblastů, přičemž FL grade 1-2 

mívá spíše indolentní průběh, zatímco FL grade 3 se chová agresivněji [37]. Geneticky je FL 

charakterizován translokací t(14;18), která onkogen BCL2 staví do juxtapozice k lokusu 

těžkého řetězce imunoglobulinu, což vede ke konstitutivní expresi anti-apoptotického 

proteinu Bcl-2. To usnadňuje akvizici sekundárních genetických aberací, přičemž 

přítomnost komplexního karyotypu je považována za rizikový faktor. S horší prognózou 
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jsou také spojeny některé specifické chromozomální aberace (del6q, del17p, +7, +12) a 

mutace TP53 [38]. Přestože většina pacientů s FL vykazuje zvýšenou expresi proteinu Bcl-

2, jsou vyšší hladiny asociovány s horším průběhem onemocnění. Na druhou stranu jsou 

vyšší exprese znaků germinálních center (CD10, Bcl-6 atd.) spojeny s příznivým průběhem 

[37]. Důležitou roli u FL hraje mikroprostředí, včetně T-lymfocytů, makrofágů, 

dendritických buněk apod. Např. počet CD68 pozitivních makrofágů nad 15 v zorném poli 

byl prokázán jako negativní prognostický faktor [39]. Rovněž exprese STAT1, molekuly 

odpovědné za regulaci funkce makrofágů v kontextu protinádorové imunitní odpovědi, 

byla korelována s horší prognózou [40]. 

 

Tabulka č. 5 – prognostický index FLIPI 

Rizikový faktor 

Věk nad 60 let 

Klinické stádium Ann Arbor III/IV 

Zvýšená hladina LDH 

Počet postižených míst 5 a více 

Hemoglobin pod 120 g/l 

Rizikové skupiny FLIPI skóre 5leté přežití 

Nízké riziko 0-1 90,6% 

Střední riziko 2 77,6% 

Vysoké riziko 3 a více 52,5% 

 

Lymfom z plášťových buněk (MCL – mantle cell lymphoma) je agresivní, často relabující 

onemocnění s mediánem přežití 3-5 let. Vyskytuje se častěji u starších pacientů a 

představuje 3-10% případů NHL [22]. K určení rizikovosti lymfomu u konkrétního pacienta 

se u MCL používá adaptovaný mezinárodní prognostický index – MIPI, který se stanovuje 

podle věku, výkonnostního stavu dle ECOG, hladiny LDH a počtu leukocytů [41]. Pro 

klasický MCL je charakteristická monomorfní lymfoidní proliferace, avšak existuje celé 

spektrum morfologických variant. Prognosticky důležité jsou blastoidní a pleomorfní 

varianty, které se vyznačují agresivním chováním [42]. Rovněž zvýšená proliferace, 

hodnocená jako vysoká proporce Ki-67 pozitivních buněk (zpravidla > 60%), signifikantně 

koreluje s prognózou [43]. Cytogenetickou analýzou se typicky nachází t(11;14), která 
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v důsledku vede ke zvýšené expresi cyklinu D1 a považuje se za primární genetickou 

událost. S vysokou frekvencí se u MCL nacházejí sekundární genetické aberace, z nichž 

některé mají prognostický dopad [44]. Zejména del(17p), +3q a +13q jsou asociovány s 

horší prognózou nezávisle na morfologii a proliferačním indexu [45]. 

Periferní T-lymfom, blíže neurčený (PTCL, NOS) je nejčastěji diagnostikovaným typem T-

buněčných lymfomů. Jedná se o heterogenní skupinu nodálních i extranodálních 

lymfomů, které nelze lépe zařadit do jiné specifické jednotky T/NK buněčných lymfomů 

v současné klasifikaci [22]. K určení prognózy u PTCL, NOS lze použít IPI podobně jako u 

většiny B-NHL, respektive upravený index pro periferní T-lymfomy (PIT). Ten zahrnuje 

čtyři rizikové faktory: věk nad 60 let, výkonnostní stav > 1, zvýšenou hladinu LDH a 

postižení kostní dřeně [46]. Imunohistochemicky zjištěná vysoká exprese Ki-67 a CD15 

pozitivita jsou asociovány s horším průběhem onemocnění [47]. Zajímavé je, že s horší 

prognózou také byla opakovaně asociována EBV pozitivita lymfomu, a to u pacientů v Asii 

i v Evropě [48,49].  

Hodgkinův lymfom 

Prognostické faktory u HL jsou důležité k určení rizikovosti pacienta a ke zvolení 

odpovídající léčebné strategie. V běžné praxi je nejdůležitější stanovení klinického stádia a 

přítomnost systémových příznaků („B-symptomy“). Již od roku 1971 se používá k určení 

stádia Ann Arbor klasifikace, která později prošla určitými modifikacemi a jejíž 

prognostický význam byl opakovaně doložen [50,51,52]. Mezi další dobře prokázané 

prognostické faktory patří „bulky“ choroba, postižení lymfomem ve více lokalizacích, 

zvýšená sedimentace erytrocytů, extranodální onemocnění a vyšší věk [53]. Na základě 

přítomnosti těchto faktorů spolu s klinickým stádiem se zpravidla pacienti řadí to tří 

terapeutických skupin (počáteční, intermediární a pokročilé stádium). Např. Německá 

studijní skupina GHSG (German Hodgkin Study Group) využívá k určení terapeutické 

skupiny následující faktory: masivní mediastinální tumor, extranodální postižení, zvýšenou 

sedimentaci erytrocytů (FW) a postižení ≥ 3 regionů uzlin. Bylo navrženo více klinických 

prognostických skórovacích systémů, ale nejužívanější je mezinárodní prognostické skóre 

(IPS – international prognostic score). To zahrnuje 7 nezávislých rizikových faktorů [54]: 
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• albumin < 40 g/l 

• hemoglobin < 105 g/l 

• mužské pohlaví 

• věk > 45 let 

• počet leukocytů ≥ 15,000/µl 

• lymfopenie < 0,6x109/l či méně než 8% z celkového počtu leukocytů 

• klinické stádium IV 

 

IPS je definováno počtem těchto faktorů při diagnóze, všechny faktory v multivariantní 

analýze jsou asociovány s podobným relativním rizikem v rozsahu 1,26-1,49. Predikuje se 

zastoupení bez progrese onemocnění po pěti letech sledování, přičemž při nepřítomnosti 

žádného faktoru je to 84% a dále 77%, 67%, 60%, 51% a 42% pro pacienty s 1, 2, 3, 4 nebo 

≥ 5 rizikovými faktory. 

Široce využívány jsou u HL zobrazovací vyšetření, zejména PET nebo PET/CT. Pomocí PET 

se lépe detekuje rozsah onemocnění, což vede u 15-20% pacientů k přehodnocení 

klinického stádia [55]. Významné je ale zejména dosažení časné PET negativity při léčbě, 

které je podle několika studií prognosticky významnější než IPS [56,57].  

Byla identifikována celá řada biologických markerů s prognostickým dopadem u HL, 

zahrnující povrchové receptory, intracelulární proteiny, cytokiny či genetické abnormality, 

včetně alterací microRNA v HRS buňkách [58]. Negativní prognóza byla asociována 

s přítomností makrofágů ve vzorcích biopsií lymfatických uzlin pacientů s HL [59]. 

Recentně analyzovali Steidl et al. genovou expresi u 130 diagnostických nativních vzorků u 

pacientů s klasickým HL a podařilo se tak identifikovat skupinu, která vykazovala zvýšenou 

expresi genů spojených s tumor-asociovanými makrofágy a byla asociována se selháním 

primární léčby [60]. V další kohortě pacientů  potom pomocí imunohistochemické analýzy 

prokázali, že vysoký počet CD68 pozitivních makrofágů koreluje s kratším přežitím bez 

progrese (PFS), vyšší pravděpodobností relapsu po autologní transplantaci 

hematopoetických kmenových buněk (ASCT) a kratším HL-specifickým přežitím. Navíc 

v multivariantní analýze tento negativní prognostický faktor překonal výpovědní hodnotu 

IPS. Zajímavé je, že hodnocení exprese CD68 rovněž může identifikovat pacienty v časném 

klinickém stádiu – kde selhává IPS – s excelentní prognózou. Ve zmíněné studii nezemřel 
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v desetiletém sledování na základní chorobu žádný ze 41 pacientů ve stádiu I a II 

s prokázaným nízkým počtem makrofágů. Značení CD68 před léčbou by tak mohlo nejen 

identifikovat pacienty s vysokým rizikem relapsu po indukční a záchranné terapii, u 

kterých by tudíž měly být zkoušeny nové léčebné strategie, ale i pacienty v časných 

stádiích s výbornou prognózou, u kterých by naopak mohla být redukována chemoterapie 

či radioterapie s cílem snížit nežádoucí účinky léčby [58]. 

Dalším imunohistochemickým znakem s prognostickým potenciálem je exprese CD20 na 

B-lymfocytech v zánětlivém infiltrátu i na HRS buňkách. Zvýšený počet CD20 pozitivních 

malých B-lymfocytů je asociován s delším PFS a s přežitím bez nemoci [60], nebo se 

zlepšeným přežitím bez události a s celkovým přežitím [61]. Naopak korelace mezi počtem 

CD20 pozitivních HRS buněk a prognózou pacientů nebyla jasně prokázána, resp. závěry 

studií jsou rozporné [60,62,63]. Je pravděpodobné, že prognostická relevance CD20 

pozitivity u HL závisí na lokalizaci (HRS buňky vs. B-lymfocyty), terapeutické modalitě i 

vlastních kritériích CD20 pozitivity [58].  

Důležitost mikroprostředí a buněčné složení matrix obklopující HRS buňky dokládají další 

studie, které se zaměřily na přítomnost T-lymfocytů v tumorózním infiltrátu. Recentní 

práce se soustředily na poměr regulačních T-lymfocytů, definovaných jako 

CD4+25+FOXP3+ T-buňky, a cytotoxických T-lymfocytů, určených pozitivní expresí TIA-1 

nebo granzymu B. Pacienti s méně než 25 FOXP3+ buňkami v zorném poli, měli pětileté 

přežití bez selhání léčby (FFS – failure free survival) 64%, proti 84% u případů s více než 25 

buňkami [64]. Navíc poměr regulačních FOXP3+ T-lymfocytů vůči cytotoxickým T/NK 

buňkám exprimujícím granzym B ve stejné studii nezávisle predikoval přežití pacientů. 

Podobně v jiné práci Alvaro et al. ukázali, že pacienti s imunohistochemicky zjištěným 

vysokým počtem FOXP3+ buněk a nízkým počtem TIA-1+ cytotoxických T-lymfocytů měli 

predikované pětileté přežití 100% oproti 73% u pacientů s malým počtem FOXP3+ buněk 

a vysokým zastoupením TIA-1+ buněk [65]. Zdá se, že nízká infiltrace regulačními FOXP3+ 

buňkami ve spojení s vysokou infiltrací cytotoxickými T/NK buňkami představuje u 

klasického HL prognosticky nepříznivý biologický marker. 

Další skupinou látek s možným prognostickým významem u HL jsou cytokiny. Zvýšené 

sérové hladiny interleukinu 10 (IL-10) se nacházejí asi u poloviny pacientů s HL, jsou 

asociovány s horším FFS a OS a mohou doplňovat prognostickou hodnotu IPS [66,67]. HRS 

buňky exprimují funkční IL-10 receptory a zvýšené hladiny IL-10 tak nejspíše mohou 
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inhibovat jejich apoptózu. Podobně zvýšené hladiny solubilní formy antigenu CD30 v séru 

pacientů s HL jsou asociovány s horším FFS a OS a zlepšují IPS v predikci výsledků 

pokročilých HL [68]. RS buňky secernují také chemokin TARC (thymus and activation 

related chemokine), jehož chemotaktické vlastnosti mohou vysvětlovat vyšší přítomnost 

reaktivních T-lymfocytů v nádorovém infiltrátu u HL [69]. Zvýšené hladiny TARC byly 

pozorovány u většiny pacientů s HL a perzistující elevace po dokončení léčby byla spojena 

s horším přežitím [70]. 

Pozitivita bcl-2 v HRS buňkách byla imunohistochemicky zjištěna přibližně u poloviny 

pacientů s klasickým HL a byla spojena s horší prognózou u pacientů léčených ABVD či 

ekvivalentním režimem [71]. V jiné studii zahrnující 107 případů klasického HL byla 

exprese bcl-2 signifikantně asociována s horším FFS, a to v multivariantní analýze 

společně s věkem ≥ 45 let a klinickým stádiem III a IV [72]. Nicméně jiné studie tento vztah 

nepotvrdily, proto zůstává prognostický dopad bcl-2 kontroverzní [58]. 

Podobně byla s nepříznivou prognózou u pacientů s klasickým HL v některých pracích 

asociována imunohistochemicky detekovaná exprese p53 [73], ale její význam zůstává 

rovněž sporný. 

Chronická lymfocytární leukemie 

Chronická lymfocytární leukemie je na Západě nejčastější leukémií a vyznačuje se velmi 

variabilním klinickým průběhem. K odhadu prognózy jsou již více než třicet let používány 

klasické klinické stážovací systémy dle Raie či dle Bineta [74 75]. Ty jsou jednoduše 

založeny na fyzikálním vyšetření a na parametrech krevního obrazu. Modifikovaná 

klasifikace dle Raie [76] definuje pacienty s nízkým rizikem, kteří mají lymfocytózu 

s leukemickými buňkami (>30%) v periferní krvi a/nebo v kostní dřeni (dříve stádium Rai 

0). Pacienti s lymfocytózou, lymfadenopatií v jakékoli lokalizaci a splenomegalií a/nebo 

hepatomegalií (bez ohledu na přítomnost lymfadenopatie) mají středně rizikové 

onemocnění (dříve stádia Rai I a II). Leukémii s vysokým rizikem mají pacienti s anémií 

související s onemocněním (Hgb <110 g/l; dříve stádium Rai III) nebo s trombocytopenií 

(PLT <100x109/l; dříve stádium Rai IV). Mediány přežití byly dle původní publikace 

následující: stádium 0 > 150 měsíců; stádium I, 101 měs.; stádium II, 71 měs.; stádium III, 

19 měs.; stádium IV, 19 měs. [74]. Je nutné zdůraznit, že rozsah lymfadenopatie a 
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organomegalie se posuzuje pouze na základě fyzikálního vyšetření. Zda zobrazovací 

vyšetření přinesou klinicky relevantní informace, které ovlivní staging, terapii či přežití 

pacientů, a měla by se tudíž rutinně provádět u všech pacientů, není dosud jasné. Ve 

studii zahrnující 120 pacientů ve stádiu Rai 0 bylo při diagnóze prováděno CT vyšetření, 

které prokázalo abnormální abdominální nález u 27% nemocných [77]. Pacienti s 

abnormálním CT měli kratší čas do progrese a dříve vyžadovali terapii, než nemocní s 

normální CT nálezem. 

Vyšší klinická stádia jsou asociována s významně kratším přežitím, avšak zejména u 

mladších nemocných v nižších klinických stádiích je prognostický dopad standardního 

stagingu velmi limitován. Je proto u těchto nemocných obtížné předpovědět, zda jejich 

choroba v nízkém klinickém stádiu bude rychle progredovat a vyžadovat terapii během 

měsíců či několika let, nebo se naopak bude chovat indolentně a pacient bude dalších 

dvacet let jen sledován bez nutnosti protileukemické léčby. Vzhledem k tomu, že v 

současnosti je až 80% pacientů diagnostikováno v časném stádiu onemocnění, jedná se o 

významnou limitaci stagingu. Mezi další omezení klinických stádií patří, že neberou v 

potaz rozsah nádoru (např. „bulky“ chorobu), mechanismus vzniklé cytopenie (infiltrace 

kostní dřeně vs. imunitní příčina), ani nejsou schopné předpovědět odpověď na léčbu 

[78]. Proto bylo již identifikováno množství biologických rizikových faktorů, s cílem 

přesněji předpovídat vývoj onemocnění u konkrétního pacienta – viz tabulku č. 6. 

Mezi tradiční laboratorní parametry s prognostickým dopadem patří typ infiltrace kostní 

dřeně, počet prolymfocytů v periferní krvi, zdvojovací čas lymfocytů, absolutní počet 

lymfocytů či sérová hladina β-2-mikroglobulinu [79]. Ačkoli zdvojovací čas lymfocytů 

částečně koreluje s klinickým stádiem, má i vlastní prognostický význam. Zdvojovací čas 

12 měsíců a méně identifikuje pacienty se špatnou prognózou, a to rovněž v časných 

klinických stádiích, kde krátký zdvojovací čas předpovídá rychlou progresi choroby [80]. 

Více studií prokázalo, že typ leukemické infiltrace kostní dřeně koresponduje s klinickým 

stádiem a absolutním počtem lymfocytů. Pacienti s difuzním typem infiltrace měli horší 

prognózu, než nemocní s nodulární infiltrací [81]. Novější práce ale neprokázaly asociaci 

typu infiltrace s celkovým přežitím ani nezávislost tohoto parametru [82]. Základním 

sérovým znakem s prognostickým dopadem je β-2-mikroglobulin. Jeho hladina koreluje 

s klinickým stádiem a vysoké hladiny se nacházejí u pacientů s kratším přežitím [83]. 

Význam má β-2-mikroglobulin i v predikci přežití po chemoimunoterapii [84]. Mezi další 



 18

sérové markery, které odrážejí rychlý buněčný obrat, patří solubilní CD23 a tymidin 

kináza, jejichž zvýšené hladiny korelují s rychlejší progresí choroby, a to zvláště v časných 

klinických stádiích [85,86]. V recentní studii z M. D. Anderson Cancer Center identifikovali 

v retrospektivní analýze na populaci 1.674 nemocných s CLL několik nezávislých faktorů, 

které sdružili do prognostického nomogramu a indexu, které předpovídají celkové přežití 

dosud neléčených pacientů. Mezi tyto faktory patří: věk, β-2-mikroglobulin, absolutní 

počet lymfocytů, pohlaví, klinické stádium Rai a počet postižených skupin lymfatických 

uzlin [87]. 

Cytogenetické abnormality jsou pomocí interfázní fluorescenční in situ hybridizace (FISH) 

detekovatelné u 80 – 90% nemocných s CLL. Navíc u významné části pacientů dochází 

v průběhu onemocnění k získání nových genomových aberací. Prospektivní studie 

prokázala klonální evoluci u více než 25% pacientů během pětiletého sledování [88]. 

V iniciální studii Döhner et al. prezentovali hierarchický klasifikační systém, přičemž při 

použití sond proti osmi různým regionům našli genomové abnormality u 82% pacientů 

[89]. Ve svém statistickém prognostickém modelu definovali pět skupin pacientů 

s rozdílným přežití: delece 17p, delece 11q, trisomie 12q, normální karyotyp a izolovaná 

delece 13q; mediány přežití v těchto skupinách byly 32, 79, 114, 111 a 133 měsíců. 

Některé specifické aberace jsou navíc asociovány se zvláštními charakteristikami 

onemocnění, jako je výrazná lymfadenopatie u del(11q) nebo rezistence na konvenční 

chemoterapii u del(17p). Zejména del(17p) je spojena se špatnou prognózou a významně 

horším celkovým přežitím a odpovědí na terapii alkylačními látkami či purinovými analogy 

s/bez rituximabu. Vzhledem k tomu je del(17p) v současnosti považována za první 

biologický marker, který může ovlivnit výběr terapie u nemocných s CLL [90]. U mladších 

pacientů může být přítomnost del(17p) důvodem allogenní transplantace již v první či 

druhé remisi [91]. 

Region 17p13 nese tumor-supresorový gen TP53, který kóduje protein p53. Rovněž 

samotná mutace TP53 (bez delece) je spojena s rychlou progresí CLL, kratším přežitím a 

chemorezistencí [92,93]. Mutace TP53 má prognostický význam nezávisle na del(17p) a 

naopak klinický dopad del(17p) je ovlivněn stavem TP53 genu na zbývající alele. V případě 

bialelické insuficience TP53 je prognóza horší než u monoalelické poruchy – bez ohledu na 

to, zda se jedná o důsledek mutace či delece [94]. 
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Mezi další geny s popsaným prognostickým dopadem patří exprese genu CLLU1, která je 

asociována s kratším přežitím [95]. Se špatnou prognózou CLL rovněž korelují geny pro 

lékovou rezistenci (multidrug resistance gene) MDR-1 a MDR-3 [96]. Podobně jako 

v patogenezi u některých jiných nádorů byla popsána role microRNA i u CLL. 

S indolentním průběhem onemocnění korelovaly miR15 a mirR16-1, zatímco některé jiné 

microRNA byly asociovány s horší prognózou. Zvláště miR-29 a miR-181 regulují expresi 

onkogenu TCL-1, jehož deregulace je zřejmě spojena s agresivnější formou CLL [97]. 

B-lymfocytární geny pro těžké řetězce imunoglobulinu procházejí během zrání 

v zárodečném centru somatickými hypermutacemi, které umožňují zlepšit protilátkovou 

reaktivitu. V roce 1999 publikovali nezávisle dvě skupiny prognostický význam mutačního 

stavu variabilního regionu těžkých řetězců imunoglobulinu – IgVH [98,99]. Zhruba 40% 

případů CLL vykazuje nemutovanou sekvenci genů IgVH, zatímco 60% mutovanou. 

Definice mutovaných či nemutovaných genů je dána podle arbitrárně zvolené hranice 

98% homologie se sekvencí odpovídající zárodečné linie. Pacienti s nemutovaným IgVH (> 

98% homologie) mají horší prognózu s celkově agresivnější chorobou. V průkopnické práci 

Hamblina et al. byl zjištěn medián celkového přežití 293 měsíců pro pacienty s 

mutovanými vs. 117 měsíců pro nemocné s  nemutovanými IgVH geny [100]. Výjimkou je 

variabilní region genu VH3-21, který je spojen s horším průběhem onemocnění bez 

ohledu na mutační stav IgVH [101]. Prognostický význam mutačního stavu IgVH není 

závislý na klinickém stádiu ani na cytogenetických abnormalitách [102]. 

Vzhledem k tomu, že vyšetření mutačního stavu IgVH je poměrně náročné časově i 

finančně, byly činěny četné pokusy nalézt zástupné markery, které by toto vyšetření 

nahradily. V současnosti jsou tyto snahy již překonány a vyšetření IgVH je zpravidla 

součástí rutinních vyšetření při diagnóze CLL (zejména u mladších nemocných). Nicméně 

se ukázalo, že některé nalezené „náhradní“ markery mají vlastní prognostický význam. 

Prvním znakem, u kterého se prokázala korelace s mutačním stavem IgVH, byla flow-

cytometricky stanovená exprese CD38 na povrchu leukemických lymfocytů [103]. Některé 

další práce ale ukázaly poměrně nízkou korelaci s IgVH a navíc bylo opakovaně popsáno, 

že se exprese CD38 může v čase měnit [104,105]. Kromě toho neexistuje standardizovaný 

postup stanovení exprese pomocí průtokového cytometru. Výsledek měření závisí na 

použitém klonu protilátky, konjugovaném fluochromu atd. Navíc má exprese CD38 spojitý 

charakter, a proto velmi záleží na stanovení cut-off pro pozitivitu – nejčastěji se pohybuje 
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kolem 20 – 30% [106]. Přes četné výhrady lze pozitivní expresi CD38 považovat za celkem 

jednoduše stanovitelný nezávislý negativní prognostický faktor, a to zvláště v časných 

klinických stádiích [107,108,109]. Recentně byla popsána funkční koexprese znaků CD38 a 

CD49d na leukemických buňkách, přičemž se zdá, že exprese CD38 může u CLL 

podporovat adhezní procesy zprostředkované CD49d [110]. Podle některých studií 

exprese CD49d nezávisle predikuje celkové přežití pacientů s CLL a navíc je možným 

terapeutickým cílem [111,112,113]. Dalším významným prognostickým znakem, který se 

původně zdál být náhradou za stanovení mutačního stavu IgVH, je tyrozinkináza ZAP-70, 

která bude podrobně probrána v dalším textu. 

Důležitým prognostickým parametrem u CLL je odpověď na léčbu. Nemocní, kteří po 

léčbě nemají detekovatelnou minimální reziduální nemoc pomocí PCR či citlivé 

čtyřbarevné flow-cytometrické metody, mají lepší prognózu, a to i ve skupině pacientů 

v kompletní remisi [114]. 

 
 
Tabulka č. 6 – Prognostické znaky u chronické lymfocytární leukemie (upraveno podle 
[78], [79]) 

 

Klasické prognostické znaky 

• Klinická stádia (Rai, Binet) 

• Absolutní počet lymfocytů 

• Počet prolymfocytů v periferní krvi 

• Zdvojovací čas lymfocytů 

• Typ infiltrace kostní dřeně 

• Počet postižených skupin lymfatických uzlin 
 
Biologické prognostické markery 

• Sérová hladina β-2-mikroglobulinu, tymidin-kinázy, solubilního CD23 

• Mutační stav IgVH 

• IgVH3-21 

• Cytogenetika (FISH): 13q-, +12, 11q-, 17p- 

• Mutace p53 

• Exprese CD38 

• Exprese ZAP-70 
 
Novější biologické prognostické markery (vyžadující další studie) 

• Exprese CD49d, CD26, CD69 

• MicroRNA 

• CLLU1 
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• MDR-1, MDR-3 

• TCL-1 

• Cirkulující endoteliální buňky 

• Trombospondin-1 

• IL-6, IL-8 

• Volné lehké řetězce v séru 

• Angiopoietin-2 

• Lipoproteinová lipáza 

• VEGF (vaskulární endoteliální růstový faktor) 
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1.3 EBV u Hodgkinova lymfomu 

Výskyt EBV u Hodgkinova lymfomu 

Rozpoznání asociace mezi Hodgkinovým lymfomem a infekční mononukleózou 

předcházelo objevu viru Epsteina-Barrové, nicméně jeho role v patogenezi tohoto 

lymfomu zůstává dosud nejasná. Zejména práce Hjalgrima et al. prokázaly, že sérologicky 

potvrzená infekční mononukleóza zvyšuje riziko EBV asociovaného HL, a to zvláště u 

mladších dospělých [115]. Ačkoli je promořenost herpesvirem EBV celosvětově u dospělé 

populace více než 90%, lze virovou infekci v RS buňkách prokázat pouze u části pacientů. 

Detekce EBV v nádorových buňkách se provádí pomocí in situ hybridizace EBER 

prokazující virovou RNA, nebo se imunohistochemicky detekuje LMP1 (latentní 

membránový protein 1). Proporce EBV pozitivních HL se mění v závislosti na geografickém 

regionu, věku, histologickém podtypu či socioekonomickém postavení. Mezi pacienty ve 

Spojených státech a v Západní Evropě lze těmito technikami prokázat EBV virus přibližně u 

30 – 50% [116]. Na druhou stranu v některých jiných regionech, zejména kde je vysoký 

počet dětských pacientů s HL (Latinská Amerika, Afrika), se zastoupení EBV pozitivních 

případů blíží 100% [117]. V metaanalýze pacientů ze 14 studií byl EBV signifikantně 

častější u subtypu smíšené celularity proti nodulární skleróze, u mužů oproti ženám, u 

hispánců proti kavkazské rase a u dětí z ekonomicky hůře rozvinutých regionů [116]. 

Prognostický význam EBV 

Studie zaměřené na prognostický dopad EBV pozitivity u HL přinesly protichůdné 

výsledky: některé neprokázaly žádný význam, jiné lepší prognózu u EBV pozitivních 

tumorů, jiné naopak prognózu horší [118]. Některé novější populační studie naznačily 

možné vysvětlení těchto diskrepancí, když popsaly důležitost věku na prognostický dopad 

EBV pozitivity u HL [119]. Starší pacienti s EBV pozitivním lymfomem měli horší přežití a 

naopak mladší nemocní s EBV pozitivním HL měli lepší prognózu. 

Několik studií popsalo přítomnost EBV-DNA v krvi pacientů s EBV pozitivním HL [120]. 

Význam měření virových kopií EBV-DNA byl studován u více EBV asociovaných malignit. 

Post-transplantační lymfoproliferativní onemocnění (PTLD) je poměrně častou komplikací 
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po allogenní transplantaci solidních orgánů či kostní dřeně a většina je asociována s EBV 

infekcí. Elevace EBV-DNA byla popsána jako časný znak rozvoje PTLD, detekovatelný ještě 

před klinickými projevy nemoci, umožňují tak časnou intervenci [121]. Jako velmi užitečný 

nádorový marker byla cirkulující volná EBV-DNA prokázána a nasálního typu NK/T 

buněčného lymfomu [122]. Rovněž u nasofaryngeálního karcinomu je kvantifikace 

plazmatické EBV-DNA užitečná v monitorování nemoci a v predikci odpovědi na terapii 

[123]. EBV-DNA je v plazmě před léčbou detekovatelná u naprosté většiny pacientů 

s nasofaryngeálním karcinomem, ale po úspěšné terapii se hladina DNA sníží či vymizí. 

Navíc vyšší hladiny EBV-DNA byly pozorovány u pacientů s pokročilejšími klinickými stádii 

[124]. Koncentrace EBV-DNA zůstává u pacientů v kompletní remisi trvale nízká či 

nedetekovatelná a naopak u nemocných s relapsem karcinomu se znovu výrazně zvyšuje. 

Gandhi et al. ukázali, že volná EBV-DNA je před léčbou specificky detekovatelná a 

kvantifikovatelná v plazmě všech pacientů s EBV pozitivním HL [125]. Oproti tomu 

pacienti s EBV negativním HL neměli volnou EBV-DNA detekovatelnou. U pacientů s EBV 

pozitivním HL, kteří odpověděli na chemoterapii, došlo po léčbě k poklesu a vymizení EBV-

DNA. V jiné studii, která použila konvenční PCR, detekovali EBV DNA u 91% pacientů s EBV 

pozitivním HL a rovněž u 23% pacientů s EBV negativním lymfomem [126]. Musacchio et 

al. popsali podobné výsledky, u 91% pacientů s EBV pozitivním HL prokázali EBV DNA 

v plazmě a 16% nemocných bez imunohistochemické pozitivity LMP1 mělo také 

detekovatelnou volnou plazmatickou EBV-DNA [120]. Navíc byly hladiny EBV-DNA 

významně vyšší u nemocných v pokročilých klinických stádiích, oproti časným stádiím HL. 

Tato data naznačují, že by monitorování virové nálože EBV-DNA v plazmě pomocí 

kvantitativní PCR mohlo být užitečné u pacientů s EBV pozitivním HL jako neinvazivní 

marker aktivity onemocnění, k hodnocení odpovědi na léčbu či k časné detekci relapsu po 

terapii. 
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1.4 Gen TP53 u maligních lymfoproliferací 

Struktura a funkce 

Gen TP53, nazývaný „strážce genomu“, je jedním z rozhodujících činitelů uvnitř buňky. 

Jedná se o tumor supresorový gen lokalizovaný na krátkém raménku 17. chromozomu, 

který kóduje 53 kDa jaderný fosfoprotein p53 a zastává významnou úlohu při regulaci 

buněčného cyklu. Protein p53 se skládá z pěti evolučně konzervovaných funkčních 

domén, které jsou podstatné pro protinádorovou aktivitu.  Působí jako transkripční faktor 

zvyšující expresi proteinu p21 (CDKN1A), který funguje jako univerzální inhibitor cyklin-

CDK komplexů. Normální p53 je schopno zastavit buněčnou proliferaci v G1 fázi 

buněčného cyklu a tím umožnit reparaci poškozených míst DNA [127]. Pokud se oprava 

DNA nepodaří, vyvolá p53 děje vedoucí k programované buněčné smrti – apoptóze. 

Buňky nesoucí nefunkční p53 nejsou schopné dostatečně zajistit opravy DNA a ve zvýšené 

míře se u nich objevují mutace.  

Sám gen TP53 je řízen složitou sítí mechanismů na několika úrovních. Mezi proteiny, které 

zpětnou vazbou regulují p53 patří např. HDM-2 nebo Wip-1. Další formou regulace jsou 

post-translační modifikace a také recentně objevená významná kontrola na transkripční 

úrovni, kdy bylo objeveno již několik sestřihových variant p53 [128,129]. 

Germline mutace TP53 genu jsou spojeny s familiárním výskytem Li-Fraumeni syndromu 

1, který je charakterizován predispozicí k časnému vzniku širokého spektra nádorů, které 

zahrnuje sarkomy, leukemie/lymfomy prsu, mozkové tumory, adrenokortikální karcinomy 

atd. [130]. Častější než vrozené poruchy jsou však somatické mutace TP53, které dokonce 

patří mezi nejčastější nádorové genetické alterace a vyskytují se u více než 60% 

nehematologických malignit.  

TP53 u lymfoidních malignit 

Oproti solidním tumorům je výskyt mutací TP53 u hematologických malignit obecně 

významně nižší (cca 14%) a při zahrnutí výhradně lymfoidních malignit činí pouze 12,5% 

[131]. Nicméně aberantní funkce TP53 prakticky vždy silně koreluje s horší prognózou, 

kratším celkovým přežitím, častějšími transformacemi a rezistencí k chemoterapii [132]. 
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Naprostá většina v současnosti známých mutací se nachází v exonech 5 – 8, doméně 

sekvenčně specificky vázající DNA. Nejčastějšími typy alterací jsou missense mutace, 

následované delecemi a inzercemi, nonsense, tichými a sestřihovými mutacemi [133]. 

Výskyt mutací TP53 se mezi jednotlivými maligními lymfoproliferacemi významně liší, 

hlavní dopad má histologický subtyp a stádium onemocnění. Obecně nižší incidence je u 

indolentních nehodgkinských lymfomů, zatímco vyšší bývá u agresivních podtypů, 

zejména pokud vznikly transformací [132]. U agresivního Burkittova lymfomu se mutace 

TP53 vyskytuje zhruba ve 30% případů, zatímco u folikulárního lymfomu bývá u méně než 

5%. Nicméně často se nachází ve spojitosti s progresí FL do DLBCL (20 – 30%). U de novo 

DLBCL se rovněž abnormality TP53 vyskytují častěji (kolem 20%). Nukleární zvýšená 

exprese TP53 se často nalézá u Hodgkinova lymfomu, ale zřídka je v těchto případech 

přítomna mutace, což potvrdily i studie na izolovaných jednotlivých HRS buňkách [132]. 

V případě chronické lymfocytární leukemie se incidence mutace TP53 pohybuje kolem 10 

– 20% [134]. Ačkoli je většinou mutace TP53 doprovázena delecí zbývající alely na 

chromozomu 17p, má u CLL prognostický dopad nezávisle na del(17p). Rossi et al ukázali, 

že mutace TP53 nezávisle predikuje krátké přežití a chemorefrakternost CLL [93]. Navíc 

v jejich skupině pacientů nalezli 10 případů (22,7%), u kterých se prokázala mutace TP53 

bez přítomnosti del(17p). To zdůrazňuje nutnost v rámci diagnostiky CLL vyšetřovat nejen 

přítomnost chromozomálních aberací (delece 17p) pomocí FISH, ale zároveň provádět 

mutační analýzu TP53. 

S příchodem nových genomických technologií se začala soustředit pozornost rovněž na 

polymorfismy TP53. Bylo identifikováno přes 200 jednonukleotidových polymorfismů 

(SNP – single nucleotide polymorphism), nicméně většina z nich nejspíše nemá biologický 

význam. Nejčastější TP53 polymorfismus R72P (rs1042522; c.215G>C) způsobuje záměnu 

argininu za prolin na pozici 72 v doméně proteinu p53, která je důležitá v jeho pro-

apoptotické aktivitě. Jako rizikový a prognostický faktor byl tento polymorfismus 

studován u mnoha nádorů, nejsilnější asociace byla nalezena u hepatocelulárního 

karcinomu [135]. Několik studií s protichůdnými výsledky bylo publikováno také u 

pacientů s NHL, avšak u nemocných s HL dosud nebyl tento polymorfismus studován 

[136,137,138,139]. 
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1.5 ZAP-70 u chronické lymfocytární leukemie 

Struktura a funkce 

Mezi základní procesy regulující buněčné funkce patří fosforylace a defosforylace 

klíčových proteinů, která je enzymaticky zprostředkována kinázami a fosfatázami. Velká 

část těchto procesů probíhá krátce po přijetí signálu buňkou z vnějšího prostředí a je 

proto často lokalizována v blízkosti buněčné membrány. Mezi hlavní cíle fosforylace patří 

aminokyseliny serin, threonin a tyrozin, které díky hydroxylové skupině mohou přijmout 

fosfátovou skupinu přenesenou kinázou z vysokoenergetické molekuly ATP. ZAP-70 patří 

do rodiny tyrozinkináz a je jednou z membránových proximálních komponent spojených 

s časnou buněčnou aktivací u T-lymfocytů a NK-buněk [140]. Hraje tak kruciální roli ve 

vývoji T-lymfocytů a v přenosu signálu T-buněčného receptoru (TCR – T-cell receptor).    

Gen pro ZAP-70 je umístěn na dlouhém raménku 2. chromozomu a kóduje 70 kDa protein 

obsahující 619 aminokyselin, který je složen ze tří funkčních jednotek. Původně byla tato 

tyrozinkináza identifikována jako preferenční fosforylační partner ζ řetězce CD3 komplexu 

asociovaném s TCR, a proto je označována jako ZAP – zeta-asociovaný-protein [141]. 

V případě T-lymfocytů dojde krátce po aktivaci TCR k aktivování kinázy Lck (lymphocyte 

kinase), která fosforyluje tyroziny na imunoreceptorech ITAM (immunoreceptor tyrosine 

based activation motifs), lokalizovaných na CD3 a zejména ζ řetězcích. To vede k navázání 

SH2 domény ZAP-70 a její fosforylaci. Aktivní kináza ZAP-70 potom může reagovat 

s dalšími molekulami v aktivační fosforylační kaskádě [142]. 

Dříve se soudilo, že normální B-lymfocyty ZAP-70 neexprimují, protože používají 

homologickou tyrozinkinázu Syk, která hraje podobnou roli ve vývoji B-lymfocytů a 

v přenosu signálu B-buněčným receptorem (BCR – B-cell receptor). Avšak pozdější studie 

prokázaly, že ZAP-70 mohou exprimovat i normální B-lymfocyty [143,144]. Exprese ZAP-

70 byla zjištěna např. na subpopulaci normálních tonzilárních a slezinných B-lymfocytů, 

které vykazovaly aktivovaný imunofenotyp [143]. Navíc byla pozitivita ZAP-70 nalezena u 

malé části B-lymfocytárních hematologických malignit, a to zejména u CLL [145]. Zatímco 

role ZAP-70 v TCR signalizaci je dobře známa, funkce u B-lymfocytů není zcela jasná. U CLL 

buněk nejspíše působí jako adaptorový protein, který usnadňuje BCR signalizaci nezávisle 

na jeho tyrozin-kinázové aktivitě [146]. 
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Prognostický význam 

ZAP-70 byl původně u CLL identifikován při hledání markerů, které by nahradily relativně 

technicky a finančně náročné stanovení mutačního stavu IgVH. Na základě studií 

používajících stanovení profilu genové exprese metodou DNA mikročipů (microarrays), byl 

objeven v roce 2001 jako jeden z několika set genů, který nejlépe odlišoval CLL 

s mutovanými a nemutovanými IgVH [147]. Mutované případy byly ZAP-70 negativní, 

zatímco nemutované CLL vykazovaly pozitivní expresi ZAP-70. Několik následných studií 

potom potvrdilo vysokou korelaci mezi mutačním stavem IgVH a expresí ZAP-70 a 

potvrdilo prognostickou hodnotu ZAP-70 [148,149,150]. Nicméně zastoupení 

diskrepantních případů se v různých studiích pohybovalo mezi 8 – 25% [151]. Důvodů pro 

tyto diskrepance je více, zřejmě hlavním ovlivňujícím parametrem je zvolená metoda 

stanovení exprese ZAP-70. Zpravidla se nejčastěji používá průtoková cytometrie, která ale 

nemá obecně standardizovaný protokol a výsledky se mohou mezi jednotlivými 

laboratořemi významně lišit. Dalším důvodem může být výběr pacientů či biologické 

podklady. Krober et al. ukázali, že zastoupení diskordantních případů bylo výrazně vyšší 

(39%), pokud byly přítomny některé další genetické vysoce rizikové parametry, jako 11q-, 

17p- nebo V3-21 [152]. V případě nálezu V3-21 byly téměř všechny CLL ZAP-70 pozitivní a 

zároveň IgVH mutované (89%). 

V současné době je tak exprese ZAP-70 považována za silný a nezávislý prognostický 

faktor, který nenahrazuje, ale doplňuje stanovení mutačního stavu IgVH. Rassenti et al. 

nejen prokázali, že ZAP-70 a mutační stav IgVH nezávisle predikují klinický průběh CLL, ale 

navíc v případě diskordantních nálezů měla exprese ZAP-70 silnější prediktivní hodnotu, 

než mutační stav IgVH [153]. 

Nevyjasněno otázkou je stabilita exprese ZAP-70 v průběhu onemocnění. Většina studií se 

přiklání k tomu, že se exprese může v čase změnit, ale není to jev příliš častý a může být 

spojen s progresí CLL [154,155]. Nicméně stabilita ZAP-70 v průběhu choroby nebyla 

dosud detailně studována a některé práce ukazují, že změna exprese by mohla být jevem 

častějším [156]. 
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Metody stanovení 

Zejména některé z prvních studií využívaly ke stanovení exprese ZAP-70 Western blotting 

s dobrou korelací s detekcí pomocí PCR či imunohistochemie [149,150]. Nicméně je to 

metoda citlivá ke kontaminaci T-lymfocyty, vyžadující větší množství materiálu a 

laboratorně spíše náročnější, a proto se v praxi příliš nevyužívá. Podobná situace je u 

stanovení mRNA pro ZAP-70 pomocí kvantitativní RT-PCR, což je metoda ve srovnání 

s Western blotem citlivější a přesnější, ale rovněž vyžaduje separaci CLL buněk a je 

finančně a technicky náročná [157].  

Větší praktické využití přináší imunohistochemická detekce v bioptickém materiálu, jejíž 

velkou předností je možnost použití i na archivních materiálech, není nutná purifikace CLL 

buněk a jedná se o metodu dostupnou a relativně jednoduchou. Naopak nevýhodou je, že 

v současné klinické praxi se již u značné části pacientů neodebírá žádný bioptický vzorek a 

diagnóza se stanovuje jen na základě imunofenotypizace periferní krve. I z tohoto důvodu 

představuje průtoková cytometrie v současné době nejčastěji užívanou metodu stanovení 

exprese ZAP-70. Jejími výhodami oproti ostatním metodám jsou dobrá dostupnost, 

rychlost a rutinní využití při diagnóze. Navíc pro ni není třeba separovaných B-lymfocytů a 

výsledek není ovlivněn mírou kontaminace T-lymfocyty ve vzorku. Hlavní a dosud zásadní 

nevýhodu přestavuje absence jednotně užívané, standardizované metodiky, jejíž výsledky 

by byly vzájemně dobře porovnatelné [158]. 
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2. Cíle práce 

Základním cílem našich prací bylo analyzovat vybrané biologické prognostické markery u 

maligních lymfoproliferativních onemocnění.  

V případě naší prospektivní studie u Hodgkinova lymfomu bylo cílem zjistit, zda sériové 

stanovování EBV-DNA jako neinvazivního biologického markeru může být využito 

v monitorování aktivity choroby a zda může časně predikovat odpověď na léčbu či její 

selhání. V dlouhodobějším sledování potom zjistit, zda tento marker může předpovídat 

relaps onemocnění. 

Dalším naším cílem bylo zavedení jednoduché, reprodukovatelné a přesnější metody 

stanovení exprese prognostického ukazatele ZAP-70 pomocí průtokové cytometrie 

v periferní krvi u pacientů s chronickou lymfocytární leukemií. Tuto metodu poté 

validovat pomocí korelace se stanovením ZAP-70 mRNA v periferní krvi u pacientů s CLL 

pomocí kvantitativní Real-Time PCR a rovněž pomocí imunohistochemické detekce ZAP-

70 v bioptických vzorcích lymfatických uzlin a kostní dřeně. Naším záměrem bylo také 

zjistit stabilitu exprese ZAP-70  v průběhu onemocnění. 

V další práci bylo cílem zjistit, zda častý polymorfismus genu TP53 (R72P) má význam jako 

rizikový faktor u nehodgkinských lymfomů i hodgkinova lymfomu a jestli má vliv na 

prognózu těchto onemocnění. 
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Abstract 

Epstein-Barr virus (EBV) is associated with approximately one third of Hodgkin lymphoma 

(HL) cases. EBV-DNA is often present in the plasma and whole blood of EBV-associated HL 

patients. However, the significance of EBV-DNA monitoring is debated.  In a cohort of 165 

adult HL patients EBV-DNA viral load was prospectively monitored both in the plasma and 

whole blood. Diagnostic tissue samples of all patients were histologically reviewed, in 

72% nodular sclerosis was detected, 24% presented with mixed cellularity, and 5% had 

other type of HL. Tissues from 150 patients were also analyzed for the presence of latent 

EBV infection using in situ hybridization for EBV-encoded RNA (EBER) and 

immunohistochemistry for latent membrane protein (LMP1). Using these methods, 29 

(19%) patients were classified as EBV-positive. Using real-time quantitative PCR, 22 (76%) 

of EBV-positive HL patients had detectable EBV-DNA in plasma and 19 (66%) patients in 

whole blood prior to therapy. In the group of EBV-negative HL cases, 3 (2%) patients had 

detectable plasma EBV-DNA and 30 (25%) patients whole blood EBV-DNA before 

treatment. EBV-positive HL was significantly associated with EBV-DNA positivity both in 

plasma and whole blood in pretreatment samples, increasing age and mixed cellularity 

subtype. Serial analysis of plasma EBV-DNA showed that response to therapy was 

associated with decline in viral load. Moreover, significantly increased plasma EBV-DNA 

level reoccurred before disease relapse in one patient. Our results further suggest that 

assessment of plasma EBV-DNA viral load might be of value for estimation of prognosis 

and follow-up of patients with EBV-positive HL. 

  

Key words: Hodgkin lymphoma, Epstein-Barr virus, PCR, LMP1, EBER 
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Introduction 

Hodgkin lymphoma (HL) is one of the most frequent lymphomas in the Western world 

representing 20-30% of all malignant lymphomas. HL is characterized by the presence of 

neoplastic Hodgkin/Reed-Sternberg cells. However, generally over 99% of tumor mass 

constitutes of reactive inflammatory and accessory cells, suggesting that HL may have an 

infectious etiology. An association between Epstein-Barr virus (EBV) and HL has been 

shown in numerous studies, but the role in the pathogenesis of HL remains unclear. The 

proportion of EBV-positive HL (The detection of EBV nucleic acids – EBER – or protein 

LMP1 in tumor cells defines EBV-positive HL) varies with geographic region, age, 

histologic type and socioeconomic status (1, 2). Latent EBV genomes are found in the 

malignant Reed-Sternberg/Hodgkin cells in approximately 30% to 50% of patients with HL 

in Western countries. Several studies have reported presence of EBV-DNA in the blood of 

patients with EBV-positive HL (3). The value of assessment of cell-free EBV-DNA viral copy 

number has been explored in several EBV-associated malignancies. Elevation in EBV-DNA 

has been proposed as a marker for development of post-transplant lymphoproliferative 

disease (4, 5). Furthermore, circulating free EBV-DNA has proven to be a very useful 

tumor marker both in nasopharyngeal carcinoma and nasal type of NK/T-cell lymphoma 

(6 – 8). Recent study has shown that free EBV-DNA can be detected and quantified in the 

plasma of virtually all patients with EBV-positive HL before treatment, but subsequently 

declines and becomes undetectable in patients responding to chemotherapy (9). These 

data suggest that assessment of plasma EBV-DNA viral load might be of value for 

estimation of prognosis and follow-up of patients with HL. 

The present prospective study aims to assess prevalence of EBV-positive HL in the Czech 

Republic and to evaluate the possible use of serial free plasma EBV-DNA as a noninvasive 

biomarker for monitoring disease activity and response to treatment. 

 

Patients and Methods 

Patients 

Between April 2006 and February 2009, we enrolled 165 consecutive adult patients (76 

men and 89 women) with newly diagnosed or relapsed classical HL or with progression of 

the disease.  Informed consent approved by local research ethical committee was 

obtained from all patients. Patients were treated generally according to the protocols of 
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German Hodgkin Study Group, involving chemotherapy ABVD (adriamycin, bleomycin, 

vinblastine, dacarbazine), BEACOPP (bleomycin, etoposide, adriamycin, 

cyclophosphamide, vincristin, procarbazine, prednisone) and irradiation. Whole blood 

and plasma samples were drawn before the start of treatment, following 2, 4, and 6 

cycles of chemotherapy, after the end of chemotherapy and radiotherapy, and 3 months, 

1 year, and 2 years post treatment, and during subsequent follow-up visits. 

Immunohistochemistry and in situ hybridization 

In all cases, hematoxylin/eosin-stained slides were centrally reviewed and the WHO 

classification system was used for histological subtyping. EBV status was determined by 

immunohistochemical detection of latent membrane protein (LMP1) and in situ 

hybridization for EBV-encoded RNA (EBER), as previously described (10). Briefly, 5 µm 

thick sections cut from formalin-fixed, paraffin-embedded tissue samples were used. 

Endogenous peroxidase activity was inhibited by 3% H2O2 in methanol for 30 minutes 

followed by 15 minutes rinsing in tap water. Non-specific reactivity was avoided by pre-

treatment sections with 1% normal goat serum (Dako Cytomation, Glostrup, Denmark) 

and with 1% bovine fetal albumin for 2 hrs. The slides were incubated with monoclonal 

mouse LMP-1 (Clone CS1-4, dilution 1:400, DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark), En 

Vision system (DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark) was used to visualize sections 

incubated with primary antibodies. The chromogen 3, 3-diaminobenzidine (Liquid 

DAB+Substrate, DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark) was applied to all sections and 

counterstaining was performed with Mayer’s hematoxylin. The detection of EBER 1-2 

mRNA was carried out by in situ hybridization on 4 µm paraffin tissue sections using a 

fluorescein-conjugated EBV (EBER) peptide nuclear acid probe (DAKO Cytomation, 

Glostrup, Denmark). The reaction was visualized using alkaline phosphatase conjugated 

anti FITC rabbit IgG Fab fragments (DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark) followed by 5-

bromo-4-chloro-3 indolyl-phosphatase, 4-nitrobluetetrazolium (Roche, Mannheim, 

Germany) and MgCl2.  Known cases of EBV- positive and negative lymphomas were used 

as positive and negative controls, respectively. Samples with stained tumor cell nuclei 

were interpreted as positive. Tissue sections incubated without primary antibodies were 

also used as negative controls. 

Viral load quantification 



 46

QIAamp Blood Mini Kits (Qiagen, Hilden, Germany) were used for extraction of DNA from 

whole blood and plasma, according to the manufacturer’s instructions. The EBV viral load 

and albumin gene were quantified using real-time PCR technology according to previously 

published assays (11, 12). Results from the whole blood and tissue samples were 

normalized to 100,000 copies of human genome equivalents and hence expressed in 

normalized viral copies (NVCs) or as copies per 1 mL in plasma. All PCR reactions were 

performed in duplicates with the total volume of 25 μl. The reactions used for EBV 

detection contained 1xPCR buffer, 3.5 mM MgCl2 (both Qiagen, Hilden Germany), 5% 

glycerol, 100 μM of each dNTP (Sigma, St. Louis, USA), 500 nM of primers, 200 nM of 

probes, 0.5 units of HotStar Taq Polymerase (Qiagen, Hilden, Germany) and 2 μl of DNA 

sample. Albumin gene quantification was performed with a similar PCR mix differed only 

by the absence of glycerol and use of 2.5 mM MgCl2. The temperature profile for both 

was: 15 minutes at 95°C followed by 45 cycles of 15 seconds at 94°C and 1 minute at 

60°C. Fluorescence was measured during the annealing and synthesis phase. Quantity 

was tested using Applied Biosystems ABI 7300 (Applied Biosystems, Forster City, CA, USA) 

and IQcycler machines (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Standard curve was constructed 

using the plasmid with target sequence provided kindly by Dr. Hiroshi Kimura, Nagoya, 

Japan. Five- point standard curve (decimal dilution from 105 to 101 copies per μl) was 

determined in every run. The standard curve for albumin gene quantification was 

constructed by diluting spectrophotometrically measured human DNA. Samples bellow 

0.5 copies of EBV per μl were considered negative. 

Statistical analysis 

Associations between variables were tested using Fischer’s exact test or logistic 

regression analysis where appropriate. Statistical analyses were performed in R, version 

2.10.1 (The R Project for Statistical Computing, www.r-project.org). 

 

Results 

Table 1 provides details of the patient characteristics. Median age at diagnosis was 32 

years (range, 18 – 83 years). One hundred fifty-eight patients (96%) were newly 

diagnosed, 3 relapsed, and 4 patients had progressive disease. With the median follow-up 

of 1.8 years (range, 4 months to 4.1 years), 156 (95%) of 165 patients are alive; 4 patients 

died of causes related to HL, two of them were EBV-positive. One hundred fifty-one (97%) 
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patients achieved complete remission (CR) after treatment. In 118 patients (72%) nodular 

sclerosis (NS) was detected, 39 patients (24%) presented with mixed cellularity (MC) type, 

and 8 patients (5%) had other histologic type of HL. We had prospectively collected and 

tested 906 whole peripheral blood samples and 900 plasma samples. Free plasma EBV-

DNA was detected in 24 patients (15%) and whole blood EBV-DNA in 56 patients (34%) in 

pretreatment samples. Mean detected quantity was 6,000 copies/mL in plasma (600-

182,600) and 4.6 NVCs in whole blood (0.1-4,762). In 14 EBV-positive patients we had also 

tested lymph node samples with the mean quantity of 49.3 NVCs (0.8-10,966), Figure 1. 

Diagnostic tissue samples from 150 patients (90%) were available for detection of LMP1 

and EBER. Twenty-nine HL cases (19%) were classified as EBV-positive (Table 1) with all 

samples being LMP1 positive, while EBER was negative in 4 patients. In 18 patients (62%) 

with EBV-positive HL MC subtype was detected, and 11 patients (38%) presented with NS. 

Histologic EBV-positivity of HL was significantly associated with the histologic subtype MC 

(p < 0.0001).  

Median age at diagnosis was 43 years (range 21 - 76). Mann-Whitney test showed 

significant difference between the age of EBV-positive and EBV-negative HL cases (p = 

0.001), and logistic regression analysis indicated a significant trend for an increase of EBV-

positive HL with increasing age (p = 0.0003). There was no significant difference in the 

proportion of EBV-positive HL patients according to sex. EBV-positive HL cases constituted 

15 of 71 males (21%) and 14 of 79 females (18%). 

EBV-positive HL was strongly associated both with EBV-DNA positivity in plasma and 

whole blood (p < 0.0001); twenty-two patients (76%) with EBV-positive HL were also EBV-

DNA positive in plasma, and 19 patients (66%) were positive in whole blood prior to 

therapy. 

In the group of EBV-negative HL cases, 3 patients (2%) had detectable plasma EBV-DNA 

and 30 patients (25%) whole blood EBV-DNA before treatment. 

Viral load of EBV-DNA both in plasma and whole blood significantly declined during the 

treatment of the disease. Three patients (2%) remained EBV-DNA positive in plasma and 

17 patients (12%) were EBV-DNA positive in whole blood after 2 cycles of chemotherapy 

(Figure 2).  

The statistical analysis revealed higher probability of detection of EBV-DNA in whole 

blood when “B-symptoms” were present at diagnosis (p = 0.019). Nevertheless, 
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association of “B-symptoms” with histologic EBV-positivity or plasma EBV-DNA did not 

reach statistical significance (p = 0.752; p = 0.229). 

 

Discussion 

The percentage of EBV-positive cases of HL (19%) assessed by immunohistochemistry for 

LMP1 and in situ hybridization for EBER was lower in our study compared to so far 

published data from Western countries. Among patients from the United States and most 

parts of Europe, approximately 30% to 50% HL cases have Hodgkin/Reed-Sternberg cells 

that harbor EBV virus (1, 2). In contrast, in some regions (particularly in Latin America, 

Africa, and Asia) a very high EBV association has been found, with the percentage 

approaching 100% (1, 13, 14). Macak et al. in a previously published study from the Czech 

Republic (15) found 47 EBV-positive HL in the series of 142 patients (33%). The most 

frequent histologic types of HL found were NS (45%) and MC (44%), respectively. 

According to our results and other published data (16 – 18), NS subtype is more likely to 

be EBV negative than MC. Therefore significantly higher proportion of histologic subtype 

NS in our cohort (72%) may explain lower frequency of EBV-positive HL in the present 

study.  

Glaser et al. (2) in a compilation of data from 1,546 patients in 14 studies have found that 

young adult females were half as likely as males to have EBV-positive HL. However, we 

did not found statistically significant difference in the proportion of EBV-positive HL 

patients according to sex, which could be most probably explained by limited number of 

EBV-positive HL cases in our study. 

A strong correlation between the presence of free circulating EBV-DNA and the presence 

of advanced disease was observed by Musacchio et al. (3). Plasma EBV-DNA levels in 

advanced cases were significantly higher than those in early-stage HL. Analogous results 

have been observed in patients with nasopharyngeal carcinoma (6). However, e.g. Ghandi 

et al. (9) have not described similar associations, and also our data did not show any 

evidence of significant association of the stage of HL with the presence of EBV-DNA in 

plasma/whole blood or with the histological EBV-positivity. Similarly, the presence of 

constitutional “B-symptoms” was not associated with plasma EBV-DNA viral load at 

diagnosis. 
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Gledhill et al. (19), using immunohistochemistry for LMP, did find that EBV positivity was 

significantly associated with increasing age. Some studies have found an increased 

incidence of EBV positivity in adults over 50 years of age as opposed to young adults (18, 

20, 21). We confirm the above age distribution pattern of EBV-positive HL patients. Forty-

three percent of patients (13 of 30 cases) older than 50 years of age were EBV-positive, 

comparing to only 13% EBV-positive HL cases between the ages of 18 and 50. The high 

prevalence of EBV-positive HL in older adults might be attributed to loss of immunological 

control of latent infection and increased viral reactivation (22). 

Gandhi and colleagues showed that EBV-DNA is specifically detected in plasma of EBV-

positive HL patients before treatment (9). EBV-DNA was detected in all 8 EBV-positive HL, 

whereas plasma samples of EBV-negative HL patients did not show any evidence of EBV-

DNA. Gallagher et al. (23) reported that EBV-DNA was detected by conventional PCR in 

91% (30/33) of serum samples from patients with EBV-positive HL, whereas 23% (6/26) of 

EBV-negative HL had detectable EBV-DNA. Their real-time quantitative PCR resulted in a 

lower overall positivity rate: 69% (18/26) samples from EBV-positive HL and 10% (2/20) 

samples from EBV-negative cases were positive. Using conventional PCR, Musacchio et al. 

(3) observed similar results: 91% (10/11) of EBV-positive HL patients were EBV-DNA 

positive in plasma, and 16% (3/19) of cases without LMP1 had detectable free circulating 

EBV-DNA.  

In our cohort of 29 EBV-positive and 121 EBV-negative HL patients, the EBV-DNA load in 

plasma was significantly, however not specifically, correlated with EBV status of HL. We 

found that plasma EBV-DNA was detectable in 76% and 2% pretreatment samples of EBV-

positive and EBV-negative HL patients, respectively. Detailed characteristics of the 3 EBV-

negative HL cases with plasma EBV-DNA positive pretreatment samples are provided in 

Table 2. 

Serial analysis performed in all patients showed that both plasma and whole blood EBV-

DNA significantly declines after chemotherapy (Figure 2). Nevertheless, the proportion of 

whole blood EBV-DNA positive samples remains relatively high during therapy (up to 

28%), albeit 97% patients achieved CR. Elevated levels of whole blood viral load both in 

EBV-positive patients in remission and in a significant proportion (25%) of EBV-negative 

HL patients, may represent an increased frequency of nonneoplastic EBV-infected cells 
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(9). Thus, whole blood EBV-DNA cannot be recommended as a reliable marker of disease 

response.  

On the other hand, free plasma EBV-DNA most likely represent tumor (H-RS cells) derived 

viral DNA and plasma viral load might correspond to disease activity in EBV-positive HL 

patients (3, 9). In our cohort, plasma samples from only 3 patients contained detectable 

EBV-DNA after 2 cycles of chemotherapy. Two of them achieved partial remission, and 

one patient complete remission. Another patient who had achieved a complete remission 

(PET negative) had undetectable plasma EBV-DNA after 2 cycles of chemotherapy. 

However, a relapse occurred 2 years after the end of chemotherapy. Interestingly, plasma 

EBV-DNA became again detectable 6 months prior to clinical or radiographic evidence of 

disease relapse (Figure 3). 

In summary, free plasma EBV-DNA was found in most patients with EBV-positive HL prior 

to treatment by quantitative real-time PCR and response to therapy was associated with 

decline in viral load. The number of EBV-positive HL cases in this study was relatively 

small and the median follow-up period short. However, the results suggest that plasma 

EBV-DNA monitoring in EBV-positive HL may be useful as a prognostic marker. Further 

long-term follow-up studies are required to determine the value of serial plasma EBV-

DNA monitoring as a predictor of relapse. 
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Table 1: Characteristics of HL patients 

Characteristic Total EBV-positive HL 

Overall 165 29 

Gender   

Female 89 (54%) 14 (48%) 

Male 76 (46%) 15 (52%) 

Age – median (range) 32 (18 – 83) 43 (21 – 76) 

Histologic subtype   

Nodular sclerosis 118 (72%) 11 (38%) 

Mixed cellularity 39 (24%) 18 (62%) 

Other 8 (5%) 0 

Ann Arbor stage   

I 9 (5%) 4 (14%) 

II 82 (50%) 13 (45%) 

III 37 (22%) 6 (21%) 

IV 37 (22%) 6 (21%) 

“B-symptoms”   

Present 118 (71%) 21 (72%) 

Absent 47 (28%) 8 (28%) 

Plasma EBV-DNA   

Detectable at diagnosis 24 (14%) 22 (76%) 

Whole blood EBV-DNA   

Detectable at diagnosis 56 (34%) 19 (66%) 
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Table 2: EBV-negative HL cases with plasma EBV-DNA positivity in pretreatment 

samples 

Characteristic Patient No. 58 Patient No. 106             Patient No. 122 

Gender Male Female Male 

Age at diagnosis 59 25 63 

Ann Arbor stage IVB IIIA IIIB 

Histologic subtype MC NS NS 

LMP1 Negative Negative Negative 

EBER Negative Negative Negative 

Whole blood EBV-DNA at 
diagnosis (NVCs) 

4.6 0.0 0.9 

Plasma EBV-DNA at diagnosis 
(copies/mL) 

7,200 600 1,200 

 

Figure 1: Viral quantity in different biological samples at diagnosis 
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Figure 2: Serial analysis of whole blood and plasma EBV-DNA viral load in HL patients 

 

 

 

EBV-DNA positivity in plasma and whole blood (%) in HL patients during the course of 

disease.  

B, whole peripheral blood; P, plasma; At dg., samples drawn at diagnosis; After 2c, after 

two cycles of chemotherapy; After 4c, after four cycles of chemotherapy; After 6c, after 

six cycles of chemotherapy; 3 mths, three months after the end of chemotherapy; 1 year, 

one year after the end of chemotherapy. 
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Figure 3: Serial analysis of whole blood and plasma EBV-DNA viral load in an EBV-

positive HL patient 

 

 

 

Patient No. 76, 70-year old female, EBV-positive HL (LMP1+, EBER+) was diagnosed in 

June 2007, NS subtype, stage IVB. Plasma EBV-DNA became undetectable after 2 cycles of 

chemotherapy and complete remission was achieved after 6 cycles. However, a relapse of 

the disease occured in November 2009, six months after the increase of plasma EBV-DNA 

viral load.  

2c, 2 cycles of chemotherapy; CR, complete remission; 1yr, one year after treatment; 1,5, 

one and half years after treatment. 
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3.2 Can we use EBV-DNA monitoring to predict disease relapse in EBV-

positive Hodgkin lymphoma patients? 
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Hodgkin lymphoma (HL) is one of the most frequent lymphomas in the Western world 

representing 20-30% of all malignant lymphomas. Epstein-Barr virus (EBV) is frequently 

associated with HL; nevertheless the role in the pathogenesis of HL remains unclear. The 

proportion of EBV-positive HL varies with geographic region, age, histologic type and 

socioeconomic status [1, 2]. Latent EBV genomes are found in the malignant Reed-

Sternberg/Hodgkin cells in approximately 30% to 50% of patients with HL in Western 

countries. Several studies have reported presence of EBV-DNA in the blood of patients 

with EBV-positive HL [3]. However, the significance of EBV-DNA monitoring is debated.  

The value of assessment of cell-free EBV-DNA viral copy number has been explored in 

several EBV-associated malignancies. Circulating free EBV-DNA has proven to be a very 

useful tumor marker both in nasopharyngeal carcinoma and nasal type of NK/T-cell 

lymphoma [4 – 6]. Recent study has shown that free EBV-DNA can be detected and 

quantified in the plasma of virtually all patients with EBV-positive HL before treatment, 

but subsequently declines and becomes undetectable in patients responding to 

chemotherapy [7].  

These data suggest that plasma EBV-DNA monitoring may be useful as a prognostic 

marker in EBV-positive HL. 

The present prospective study aims to evaluate the possible use of serial free plasma EBV-

DNA as a noninvasive biomarker for monitoring disease activity and response to 

treatment. 

Between June 2006 and February 2009, we enrolled 150 adult patients (79 women and 71 

men) with newly diagnosed HL. Informed consent approved by local ethical committee 

was obtained from all patients. Patients were treated generally according to the protocols 

of German Hodgkin Study Group, involving chemotherapy ABVD (adriamycin, bleomycin, 

vinblastine, dacarbazine), BEACOPP (bleomycin, etoposide, adriamycin, 

cyclophosphamide, vincristin, procarbazine, prednisone) and irradiation. Whole blood 

and plasma samples were drawn before the start of treatment, following 2, 4, and 6 

cycles of chemotherapy, after the end of chemotherapy and radiotherapy, and 3 months, 

1 year, and 2 years post treatment, and during subsequent follow-up visits. 

In all cases EBV status was determined by immunohistochemical detection of latent 

membrane protein (LMP1) and in situ hybridization for EBV-encoded RNA (EBER), as 

previously described [8]. Briefly, immunohistochemistry was performed using monoclonal 
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antibodies against LMP1 (Clone CS1-4, DAKO) followed by avidin-biotin and peroxidase 

based visualization technique (EnVision kit, DAKO). The detection of EBER 1-2 mRNA was 

carried out by in situ hybridization on 4 µm paraffin tissue sections using a fluorescein-

conjugated EBV (EBER) peptide nuclear acid probe (DAKO). The reaction was visualized 

using alkaline phosphatase conjugated anti FITC rabbit IgG Fab fragments (DAKO) 

followed by 5-bromo-4-chloro-3 indolyl-phosphatase, 4-nitrobluetetrazolium (Roche) and 

MgCl2. Tumors were considered negative if both assays were negative in Hodgkin/Reed-

Sternberg cells. 

QIAamp Blood Mini Kits (Qiagen, Hilden, Germany) were used for extraction of DNA from 

whole blood and plasma, according to the manufacturer’s instructions. The EBV viral load 

and albumin gene were quantified using real-time PCR technology according to previously 

published assays [9, 10]. Results from the whole blood and tissue samples were 

normalized to 100,000 copies of human genome equivalents and hence expressed in 

normalized viral copies (NVCs) or as copies per 1 mL in plasma. 

Table 1 provides details of the patient characteristics. Twenty-nine HL cases (19%) were 

classified as EBV-positive with all samples being LMP1 positive, while EBER was negative 

in 4 patients. Histologic EBV-positivity of HL was significantly associated with the 

histologic subtype mixed cellularity (MC) (p < 0.0001). Mann-Whitney test showed 

significant difference between the age of EBV-positive and EBV-negative HL cases (p = 

0.001), and logistic regression analysis indicated a significant trend for an increase of EBV-

positive HL with increasing age (p = 0.0003).  

EBV-positive HL was strongly associated both with EBV-DNA positivity in plasma and 

whole blood (p < 0.0001); twenty-two patients (76%) with EBV-positive HL were also EBV-

DNA positive in plasma, and 19 patients (66%) were positive in whole blood prior to 

therapy. 

In the group of EBV-negative HL cases, 3 patients (2%) had detectable plasma EBV-DNA 

and 30 patients (25%) whole blood EBV-DNA before treatment. 

Viral load of EBV-DNA both in plasma and whole blood significantly declined during the 

treatment of the disease (Figure 1). Three patients (2%) remained EBV-DNA positive in 

plasma and 17 patients (13%) were EBV-DNA positive in whole blood after 2 cycles of 

chemotherapy. 
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The percentage of EBV-positive cases of HL was lower in our study compared to so far 

published data from Western countries. Among patients from the United States and most 

parts of Europe, approximately 30% to 50% HL cases have Hodgkin/Reed-Sternberg cells 

that harbor EBV virus [1, 2]. According to our results and other published data [11 – 13], 

nodular sclerosis (NS) subtype is more likely to be EBV negative than MC. Therefore 

significantly higher proportion of histologic subtype NS in our cohort (71%) may explain 

lower frequency of EBV-positive HL in the present study. 

Gandhi and colleagues showed that EBV-DNA is specifically detected in plasma of EBV-

positive HL patients before treatment [7]. They detected EBV-DNA in all 8 EBV-positive 

HL, whereas plasma samples of EBV-negative HL patients did not show any evidence of 

EBV-DNA. Gallagher et al. [14] reported that EBV-DNA was detected by conventional PCR 

in 91% (30/33) of serum samples from patients with EBV-positive HL, whereas 23% (6/26) 

of EBV-negative HL had detectable EBV-DNA. Their real-time quantitative PCR resulted in 

a lower overall positivity rate: 69% (18/26) samples from EBV-positive HL and 10% (2/20) 

samples from EBV-negative cases were positive. Using conventional PCR, Musacchio et al. 

[3] observed similar results: 91% (10/11) of EBV-positive HL patients were EBV-DNA 

positive in plasma, and 16% (3/19) of cases without LMP1 had detectable free circulating 

EBV-DNA.  

In our cohort of 29 EBV-positive and 121 EBV-negative HL patients, the EBV-DNA load in 

plasma was significantly, however not specifically, correlated with EBV status of HL. We 

found that plasma EBV-DNA was detectable in 76% and 2% pretreatment samples of EBV-

positive and EBV-negative HL patients, respectively.  

Serial analysis performed in all patients showed that both plasma and whole blood EBV-

DNA significantly declines after chemotherapy. Nevertheless, the proportion of whole 

blood EBV-DNA positive samples remains relatively high during therapy (up to 18%), 

albeit 97% patients achieved complete remission. Thus, whole blood EBV-DNA cannot be 

recommended as a reliable marker of disease response. On the other hand, plasma 

samples from only 3 patients contained detectable EBV-DNA after 2 cycles of 

chemotherapy. Two of them achieved partial remission, and one patient complete 

remission. Another patient who had achieved a complete remission (PET negative) had 

undetectable plasma EBV-DNA after 2 cycles of chemotherapy. However, a relapse 
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occurred 2 years after the end of chemotherapy. Interestingly, plasma EBV-DNA became 

again detectable 6 months prior to clinical or radiographic evidence of disease relapse. 

In conclusion, free plasma EBV-DNA was found in most patients with EBV-positive HL 

prior to treatment by quantitative real-time PCR and response to therapy was associated 

with decline in viral load. Moreover, significantly increased plasma EBV-DNA level 

reoccurred before disease relapse in one patient. The number of EBV-positive HL cases in 

this study was relatively small and the median follow-up period short (1.8 years). 

However, our results further suggest that assessment of plasma EBV-DNA viral load might 

be of value for estimation of prognosis and follow-up of patients with EBV-positive HL. 

Further long-term follow-up studies are clearly needed to determine the value of serial 

plasma EBV-DNA monitoring as a predictor of relapse. 
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Table 1: Characteristics of HL patients 

Characteristic Total EBV-positive HL EBV-negative HL 

Overall 150 29 (19%) 121 (81%) 

Gender    

Female 79 (53%) 14 (48%) 65 (54%) 

Male 71 (47%) 15 (52%) 56 (46%) 

Age – median (range) 32 (18 – 78) 43 (21 – 76) 31 (18 – 78) 

Histologic subtype    

Nodular sclerosis 109 (73%) 11 (38%) 98 (81%) 

Mixed cellularity 32 (21%) 18 (62%) 14 (12%) 

Other 9 (6%) 0 9 (7%) 

Plasma EBV-DNA    

Detectable at diagnosis 25 (17%) 22 (76%) 3 (2%) 

Whole blood EBV-DNA    

Detectable at diagnosis 49 (33%) 19 (66%) 30 (25%) 
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Figure 1: Serial analysis of whole blood and plasma EBV-DNA viral load in HL patients. 

EBV-DNA positivity (%) in whole blood (B) and plasma (P) in HL patients during the course 

of disease. Samples drawn at diagnosis, after two cycles of chemotherapy, after four 

cycles of chemotherapy, three months after the end of chemotherapy, and one year after 

the end of chemotherapy. 
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3.3 No association between the TP53 codon 72 polymorphism and risk 

or prognosis of Hodgkin and non-Hodgkin lymphoma 
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Abstract  

The role of the TP53 gene’s R72P polymorphism in non-Hodgkin lymphoma (NHL) has 

been analyzed in several studies but it has not been studied in Hodgkin lymphoma (HL). 

We have evaluated the role of R72P in 340 NHL and 298 HL patients. There was no 

difference in the R72P frequency between analyzed lymphoma cases and 749 controls. 

We found no association of R72P with the risk of NHL and HL development [ORArgPro/ProPro 

= 0.9 (95% CI 0.7–1.2) and 1.2 (95% CI 0.9–1.5), respectively] or with survival. Our results 

support the evidence that R72P is not a prognostic factor in Caucasian NHL patients, and 

they indicate its irrelevance for HL development or prognosis. 

 

Keywords  

TP53 gene (p53), Arg72Pro polymorphism (R72P), non-Hodgkin lymphoma, Hodgkin 

Lymphoma, Genetic predisposition, Prognosis 
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1. Introduction 

The TP53 (OMIM 191170) tumor suppressor gene located on the short arm of 

chromosome 17 codes for p53 protein that plays critical role in complex signal 

transduction network regulating cell-cycle arrest, apoptosis, senescence and DNA repair 

in response to cell stress of various etiology [1]. Germ-line mutations in TP53 are 

responsible for Li-Fraumeni syndrome 1 (MIM ID #151623), a familial cancer syndrome 

characterized by early onset of tumors including sarcoma, leukemia/lymphoma and 

breast, brain or adrenocortical tumors [2]. Besides the inherited alterations, somatic 

mutations in TP53 gene are commonly present in wide variety of cancer types with 

variable frequencies (http://www-p53.iarc.fr/). The frequency of TP53 mutations is lower 

in hematological malignancies compared to non-hematological tumors; however, the 

negative influence of TP53 mutations on the clinical outcome in lymphoid tumors has 

been well documented (reviewed in [3]). The prognostic value of the common TP53 

polymorphism – rs1042522 (c.215G>C) – located in exon 4, which changes arginine 72 to 

proline (R72P) has been analyzed in numerous cancer types, and the prognostic effect of 

proline-coding genotypes (c.215GC or c.215CC) has been reported only in several of them 

(reviewed in [4]). Several studies in non-Hodgkin lymphoma (NHL) patients have been 

published with contradictory results [5–11] but the role of R72P in Hodgkin lymphoma 

(HL) patients has not been studied so far. Therefore, we performed a study evaluating the 

effect of the TP53 R72P polymorphism on lymphoma risk and survival in Czech NHL and 

HL patients. 

 

2. Materials and Methods 

2.1. Study population 

The study involved 638 lymphoma cases including 340 NHL and 298 HL patients treated 

with first line therapy (Table 1). Histologically confirmed diagnosis of NHL or HL according 

to the WHO Classification was the only study enrollment criterion. Samples were 

collected at three hematological departments in Prague between 2000 and 2010. 

Population frequency of R72P was estimated by analysis of 749 samples of non-cancer 

individuals. Their characteristics and recruitment were described previously [12]. All cases 

and controls were of Caucasian origin from the same geographical area in the Czech 
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Republic. All subjects signed informed consent with the participation in the study 

approved by the local ethical committees. 

 

2.2. Genotyping 

Genomic DNA was isolated from whole peripheral blood using standard procedures. The 

amplicon covering exon 4 of the TP53 gene was PCR amplified in 25 µl reaction containing 

15 pmol of each primer (P42f 5’-ACCTGGTCCTCTGACTGCTCTTTTCAC-3’ and P43r 5’-

GCCAGGCATTGAAGTCTCAT-3’), 2.0 mM MgSO4, 0.2 mM dNTPs (Invitec), 2% DMSO 

(Sigma), 0.6 U AmpliTaq Gold DNA polymerase (Applied Biosystems), and 50 ng of 

genomic DNA using touch-down PCR protocol (95˚C 10’; 13 cycles of 95˚C 30’’, 68˚C - 

1˚C/cycle 30’’, 72˚C 1’ followed by 25 cycles of 95˚C 30’’, 55˚C 30’’, 72˚C 1’ and final 

extension 72˚C 10’). PCR products were consequently analyzed by denaturing high-

performance liquid chromatography (DHPLC; WAVE3500; Transgenomic) at 63.9˚C in a 

gradient of 54.3 - 63.3% WAVE Optimized Buffer B containing 25% of acetonitrile 

(Transgenomic). The DHPLC elution profiles in heterozygotic samples were confirmed by 

sequencing on ABI3130 using BigDye ver. 3.1 (Applied Biosystems). The homozygotes 

were distinguished from each other by subsequent DHPLC performed under same 

conditions after addition of equimolar amount of PCR amplified from wt sequence and 

denaturation-renaturation step. 

 

2.3. Statistical analysis 

The two-sided Chi-square tests were used for evaluation of differences in alteration 

frequencies between analyzed groups. Odds ratios (OR) were calculated from 2 x 2 

contingency tables. Differences in patient’s clinical characteristics were tested by 

nonparametric Wilcoxon or Kruskal – Wallis tests. Survival analysis (in patients with 

available data, Fig. 1) was performed using Kaplan-Meier method; differences of survival 

curves were evaluated by Wilcoxon and Log-rank tests. Progression-free survival (PFS) 

was defined as an interval from the date of diagnosis to the date of progression, relapse 

or death from any cause or last follow-up date after the first line treatment. Overall 

survival (OS) was defined as an interval from the date of diagnosis to the date of death 

from any cause or last follow-up date. The median follow-up of NHL and HL patients was 
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45.3 and 23.1 months, respectively. All analyses were performed using SW Statistica 9.0 

(StatSoft). 

  

3. Results and discussion 

Genotyping of TP53 R72P polymorphism (c.215G>C) was performed in 1 387 individuals. 

The genotype distribution of TP53 R72P polymorphism among 638 lymphoma cases and 

749 non-cancer controls did not differ significantly with similar minor allele frequencies 

(MAFPro72) in NHL patients, HL patients and controls (21.8%, 24.3%, and 22.4%, 

respectively). The genotypes coding for ArgPro, ProPro, or combined ArgPro/ProPro were 

not associated with the risk of lymphoma in general or NHL and HL separately (Table 2). 

The genotype coding for ProPro was marginally associated with a lower age at the HL 

diagnosis compared to the ArgArg variant (p = 0.03; median age at diagnosis 29.4 vs. 32.7 

years, respectively). The R72P polymorphism was not associated with any other clinical 

characteristics (listed in Table 1) in NHL and HL patients and had no impact on PFS (data 

not shown) or OS (Fig. 1) in all lymphoma patients and in NHL, HL, diffuse large B-cell 

lymphoma (DLBCL), and follicular lymphoma (FL) subgroups in general. Despite the lack of 

statistical significance, the analysis of OS in DLBCL patients suggests that the Pro allele 

may be associated with an early survival disadvantage. A worse OS in DLBCL patients has 

recently been shown for carriers of somatic TP53 mutations affecting the codons of 

distinct structurally significant regions in the p53 protein [13]. However, careful meta-

analyses and further independent studies will be necessary to evaluate the prognostic 

parameters of the Pro 72 allele in DLBCL patients and its potential value in the 

identification of those patients requiring distinct and more aggressive treatment 

approaches. Two other TP53 variants in exon 4 were identified [silent mutation c.108G>A 

(p.P36P) and intronic variant IVS3-9C>T]. There was no difference in the frequency of 

c.108G>A between lymphoma patients (13/638; 2.0%) and controls (in 22/749; 2.9%; p = 

0.3). The rare IVS3-9C>T variant of unknown significance was identified in one HL patient 

and two control individuals.  

The first study evaluating the R72P polymorphism in NHL patients was performed by 

Hishida et al. [5], who reported a borderline association of R72P with an increased risk of 

NHL in 103 Japanese patients (ORArgPro/ProPro = 1.59; 95% CI 0.99–2.57). This 

observation was confirmed by a recent study of Kim et al. [6] involving 945 Korean NHL 



 72

patients (MAF = 34%) that showed an increased risk of NHL in the carriers of genotypes 

coding for ProPro (OR = 1.32; 95% CI 1.02–1.72) and ArgPro/ProPro (OR = 1.21; 95% CI 

1.02–1.42) variants. A study of Bittenbring et al. [7] involving 311 central European NHL 

patients found no association between R72P genotypes and the risk of NHL onset. The 

MAF in this study was comparable to that in our subgroup of NHL patients (26 and 22%, 

respectively). Two other large-scale SNP studies involving also an analysis of R72P in NHL 

patients from the USA and Australia [8] and the USA alone [9], respectively, found no 

correlation of R72P with NHL risk. The lack of the prognostic impact of R72P in NHL 

patients was reported by Wrench et al. [10] in 226 FL patients, and Wang et al. [11] in 215 

DLBCL and 192 FL patients. The above-mentioned studies and our results suggest the risk 

of NHL is not influenced by the R72P polymorphism in the TP53 gene in general; however, 

the association of R72P with NHL risk could be restricted only to individuals of Asian 

origin. It has been shown that the association between the R72P polymorphism and 

cancer risk is also modified by ethnicity in various other cancer types, e.g. hepatocellular 

carcinoma or gastric and lung cancers [4]. 

Contrary to NHL, an analysis of R72P in patients with HL has not been performed so far, 

but our results based on an analysis of 298 HL cases indicate that this TP53 polymorphism 

is unlikely to modify the HL risk and disease prognosis. 

Acknowledgement 

We thank to Dr. Drahomira Springer for providing the kontrol blood samples, and 

hematologists and their patients for their collaboration. The special thanks belong to Ing. 

Jaroslava Hajkova for great help with isolation of DNA samples, to Mrs Helena Achylisova 

for sample handling and to Ing. Stanislav Kormunda for help with statistical analyses. 

Funding source. This work was supported by research grant of Grant Agency of Charles 

University in Prague, No. GAUK 33508 and Research Projects of the Ministry of Education, 

Youth and Sports of Czech Republic, Nos. MSM0021620808 and MSM0021620813. 

Contributions. O.H., Z.K. and M.T. provided study design; M.S., P.H., H.M., K.B. and P.S. 

provided samples and patient data collection; O.H. provided the genotyping and 

statistical analyses; Z.K. and O.H. provided the drafting the manuscript and all authors 

approved final version submitted.  

Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest. 

 



 73

References 

[1] Vousden KH, Lane DP. p53 in health and disease. Nat Rev Mol Cell Biol 2007;8:275-

283. 

[2] Palmero EI, Achatz MI, Ashton-Prolla P, Olivier M, Hainaut P. Tumor protein 53 

mutations and inherited cancer: beyond Li-Fraumeni syndrome. Curr Opin Oncol 

2010;22:64-69. 

[3] Cheung KJ, Horsman DE, Gascoyne RD. The significance of TP53 in lymphoid 

malignancies: mutation prevalence, regulation, prognostic impact and potential as a 

therapeutic target. Br J Haematol 2009;146:257-269. 

[4] Francisco G, Menezes PR, Eluf-Neto J, Chammas R. Arg72Pro TP53 polymorphism and 

cancer susceptibility: A comprehensive meta-analysis of 302 case-control studies. Int J 

Cancer, in press, doi: 10.1002/ijc.25710. 

[5] Hishida A, Matsuo K, Tajima K, Ogura M, Kagami Y, Taji H et al. Polymorphisms of p53 

Arg72Pro, p73 G4C14-to-A4T14 at exon 2 and p21 Ser31Arg and the risk of non-Hodgkin's 

lymphoma in Japanese. Leuk Lymphoma 2004;45:957-964. 

[6] Kim HN, Yu L, Kim NY, Lee IK, Kim YK, Yang DH et al. Association with TP53 codon 72 

polymorphism and the risk of non-Hodgkin lymphoma. Am J Hematol 2010;85:822-824. 

[7] Bittenbring J, Parisot F, Wabo A, Mueller M, Kerschenmeyer L, Kreuz M et al. MDM2 

gene SNP309 T/G and p53 gene SNP72 G/C do not influence diffuse large B-cell non-

Hodgkin lymphoma onset or survival in central European Caucasians. BMC Cancer 

2008;8:116. 

[8] Morton LM, Purdue MP, Zheng T, Wang SS, Armstrong B, Zhang Y et al. Risk of non-

Hodgkin lymphoma associated with germline variation in genes that regulate the cell 

cycle, apoptosis, and lymphocyte development. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 

2009;18:1259-1270. 

[9] Hill DA, Wang SS, Cerhan JR, Davis S, Cozen W, Severson RK et al. Risk of non-Hodgkin 

lymphoma (NHL) in relation to germline variation in DNA repair and related genes. Blood 

2006;108:3161-3167. 

[10] Wrench D, Waters R, Carlotti E, Iqbal S, Matthews J, Calaminici M et al. Clinical 

relevance of MDM2 SNP 309 and TP53 Arg72Pro in follicular lymphoma. Haematologica 

2009;94:148-150. 

[11] Wang SS, Maurer MJ, Morton LM, Habermann TM, Davis S, Cozen W et al. 

Polymorphisms in DNA repair and one-carbon metabolism genes and overall survival in 

diffuse large B-cell lymphoma and follicular lymphoma. Leukemia 2009;23:596-602. 



 74

[12] Kleibl Z, Havranek O, Hlavata I, Novotny J, Sevcik J, Pohlreich P, Soucek P. The CHEK2 

gene I157T mutation and other alterations in its proximity increase the risk of sporadic 

colorectal cancer in the Czech population. Eur J Cancer 2009;45:618-624. 

[13] Young KH, Leroy K, Moller MB, Colleoni GW, Sanchez-Beato M, Kerbauy FR, et al. 

Structural profiles of TP53 gene mutations predict clinical outcome in diffuse large B-cell 

lymphoma: an international collaborative study. Blood 2008;112:3088–98. 



 75

Table 1  

Clinical characteristics of lymphoma patients (n = 638). 

Histological type NHL HL 

Gender N (%)   

   Male 187 (55.0) 150 (50.3) 

   Female 153 (45.0) 148 (49.7) 

Age at diagnosis 

median of years (range) 
59.6 (17.4-86.4) 32.2 (14.0-83.7) 

Clinical stage N (% of known)   

   I 63 (19.4) 19 (6.5) 

   II 57 (17.5) 140 (48.1) 

   III 46 (14.2) 62 (21.3) 

   IV 159 (48.9) 70 (24.3) 

   Unknown 15 7 

Histological subtype of NHL 

N (%) 
  

   DLBCL 180 (52.9) - 

   FL 71 (21.8) - 

   Other 89 (26.2) - 

Histological subtype of HL 

N (%) 
  

   NS - 199 (66.8) 

   MC - 69 (23.2) 

   NLPHL - 14 (4.7) 

   Other - 16 (5.4) 

 

DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma; FL, follicular lymphoma; NS, nodular sclerosis 

classical Hodgkin lymphoma; MC, mixed cellularity classical Hodgkin lymphoma; NLPHL, 

nodular lymphocyte predominant Hodgkin lymphoma. 
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Table 2 

Distribution of TP53 R72P genotypes and allele frequencies in lymphoma patients and controls with related odds ratios. 

 Controls  

(N = 749) 

All lymphoma cases 

(N= 638) 

NHL  

(N = 340) 

HL  

(N = 298) 

Genotype N (%) N (%) OR (95% CI) p N (%) OR (95% CI) p N (%) OR (95% CI) p 

ArgArg 465 (62.1) 392 (61.4) 1.0  218 (64.1) 1.0  174 (58.4) 1.0  

ArgPro 233 (31.1) 199 (31.2) 1.0 (0.8-1.3) 0.95 96 (28.2) 0.9 (0.7-1.7) 0.39 103 (34.6) 1.2 (0.9-1.6) 0.26 

ProPro 51 (6.8) 47 (7.4) 1.1 (0.7-1.7) 0.75 26 (7.6) 1.1 (0.7-1.8) 0.80 21 (7.0) 1.1 (0.6-1.9) 0.78 

ArgPro/ProPro 284 (37.9) 246 (38.6) 1.0 (0.8-1.3) 0.82 122 (35.9) 0.9 (0.7-1.2) 0.54 124 (41.6) 1.2 (0.9-1.5) 0.29 

Arg allele 1163 (77.6) 983 (77.0) 1.0  532 (78.2) 1.0  451 (75.7) 1.0  

Pro allele 335 (22.4) 293 (23.0) 1.0 (0.9-1.2) 0.72 148 (21.8) 1.0 (0.8-1.2) 0.78 145 (24.3) 1.12 (0.9-1.4) 0.36 

OR, odds ratio; CI, confidence interval. 
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Figure legend 

Fig.1. Overall survival curves (OS) of (A) non-Hodgkin lymphoma (NHL) patients, (B) 

Hodgkin lymphoma (HL) patients, (C) patients with diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) 

and (D) follicular lymphoma (FL) divided according to the genotype coding for Arg72Pro 

polymorphism. Log-rang test p-values are displayed in each graph. * Number of patients 

with available survival data. 
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3.4 Rizikové faktory u chronické lymfocytární leukemie, validace flow-

cytometrické detekce ZAP-70 pomocí RT-PCR a imunohistochemie 
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Risk factors in chronic lymphocytic leukemia, validation of flow cytometric detection using 

RT-PCR and immunohistochemistry 

 

Špaček M.1, Peková S.2, Bezdíčková L.1, Kozák T.1 

 

1 Oddělení klinické hematologie, 3. lékařská fakulta Univerzity Karlovy v Praze a Fakultní 

nemocnice Královské Vinohrady, Praha 

2 Oddělení klinické biochemie, hematologie a imunologie, Nemocnice Na Homolce, Praha 

 

 

Souhrn 

Prognóza pacientů s chronickou lymfocytární leukemií (CLL) může být upřesněna 

některými biologickými rizikovými faktory, jejichž stanovení ale musí být před zavedením 

do klinické praxe dostatečně standardizováno. V této studii 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 IgVH  mělo 58 % nemocných, mutaci p53 19 %, pozitivní expresi CD38 26 

% a pozitivní expresi ZAP-70 dle FCM 62 %. Pacienti 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 histologických preparátech a kvantitativní 

Real-Time PCR na úrovni ZAP-70 mRNA, kdy celková shoda byla 86 %. Exprese ZAP-70 se 

ukázala být stabilní v průběhu onemocnění; při mediánu 12 měsíců mezi odběrem 

prvního a posledního vzorku byla zaznamenána kvalitativní změna exprese ZAP-70 pouze 

u jednoho pacienta, kdy se stala pozitivní při progresi onemocnění. 
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Chronická lymfocytární leukemie, ZAP-70, mutační stav IgVH, CD38, p53, prognóza 

 

Summary 

Individual prognosis in patients with chronic lymphocytic leukemia (CLL) may be specified 

by biological risk factors, 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 tyrosine 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 quantitative real-time PCR on 

the mRNA level; overall concordance was 86 %. Expression of ZAP-70 showed to be stable 

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. 

 

Key-words 

Chronic lymphocytic leukemia, ZAP-70, IgVH mutation status, CD38, p53, prognosis  

 

Úvod 

Chronická lymfocytární leukemie (CLL) je na Západě nejčastější leukemií u dospělých a 

vyznačuje se velmi variabilním klinickým průběhem. Kromě standardních klinických 

stážovacích systémů dle Raie a Bineta (1,2), jsou v současnosti k dispozici různé biologické 

rizikové faktory, které nám umožňují lépe předpovědět prognózu konkrétního pacienta, 

což je potřebné zejména v nízkých klinických stádiích. 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 
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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 variabilních 

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 současnosti 

považována za nezávislý prognostický faktor, nicméně hladina exprese se může významně 

měnit v čase (8,10,11). Původně jako náhrada za relativně obtížné stanovení mutačního 

stavu IgVH byl nalezen i další marker – 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 cytometrie 

(FCM), stále však přes velké úsilí chybí standardizovaný 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 validovat námi zvolenou FCM metodu měření ZAP-70 pomocí 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 National Cancer 

Institute Working Group (17). Medián věku při diagnóze byl 59 let (31-79 let). Rozložení 

pacientů podle klinického stadia (Rai low-intermediate-high risk) bylo 52 %, 30 % a 18 %. 

Při diagnóze byly odebrány vzorky periferní krve od 32 pacientů (44 %) a celkem od 43 

pacientů (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 zpracovány do 3 hodin po odběru (první 

vyšetření u daného pacienta vždy), nejpozději však během 24 hodin (v ojedinělých 

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 
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Fluor 488 (klon 1E7.2, Caltag) a ihned měřen na průtokovém cytometru FACSCanto II (BD 

Bioscience). Denně byla kontrolována kvalita měření pomocí BD FACS 7-color setup beads 

(BD Biosciences). Aby byla zaručena validní vnitřní kontrola, bylo naměřeno minimálně 

2,000 T-lymfocytů. Výsledky byly vyjadřovány jako poměr střední intenzity fluorescence 

(MFI) ZAP-70 na T-lymfocytech / CLL buňkách (obr. 1a,b). Vzorek byl označen jako 

pozitivní, pokud byl poměr < 4 (18,19). 

K hodnocení exprese CD38 na B-lymfocytech bylo použito povrchového značení (CD38-PE, 

BD Pharmingen) a exprese hodnocena jako pozitivní, pokud bylo více než 30 % B-

lymfocytů pozitivních dle negativní kontroly isotypovou protilátkou. 

 

Imunohistochemická detekce 

K imunohistochemické detekci byly použity běžně zpracované a v parafínu zalité bioptické 

vzorky lymfatických uzlin a kostní dřeně. Monoklonální protilátka proti ZAP-70 (klon 

2F3.2, Upstate) byla při ředění 1:400 inkubována 1 hod při pokojové teplotě. Detekce 

primární protilátky byla dle návodu výrobce provedena pomocí LSAB2 kitu 

(DakoCytomation), který obsahuje sekundární protilátku značenou biotinem a avidin-

biotinový komplex s křenovou peroxidázou. Vzorek byl hodnocen jako ZAP-70 pozitivní, 

pokud se značilo více než 20 % nádorových buněk.  

 

Analýza mRNA ZAP-70  

Z periferní krve byly pomocí gradientové centrifugace (Histopaque, Sigma) izolovány 

mononukleární buňky. B-lymfocyty byly získány pozitivní selekcí navázáním CD19 

protilátky pomocí EasySep kitu dle návodu výrobce (Stem Cell Technologies). Čistota 

každého vzorku byla ověřena na průtokovém cytometru a dosahovala minimálně 98 % 

CD19+ elementů. RNA byla izolována pomocí TRI Reagentu (Molecular Research Center). 

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 kontrolní gen byl použit GAPDH. Reakční podmínky pro 

kvantifikaci ZAP-70 i GAPDH byly následující: hledaný i kontrolní gen byl amplifikován 

v tripletu; kalibrační křivka se 3 logaritmickými ředěními byla amplifikována v doubletu. 

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 TaqMan hybridizační 
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sondy, 500 nmol každého primeru. Teplotní profil reakce byl následující: 95°C 8 min, s  

cyklováním 95°C 20 sec, 60°C 30 sec, 72°C 30 sec, 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+ separáty zdravých dárců. Relativní exprese ZAP-70 u CLL pacientů 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 rodin imunoglobulinových genů byla amplifikována oblast IgVH 

přestavby. Klonální produkt byl purifikován a přímo sekvenován na kapilárním 

sekvenátoru ABI3130. Získaná sekvence byla srovnána s databází referenčních 

germinálních 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 programu SPSS (ver. 16.0), asociace 

mezi proměnnými byla testována v kontingenčních tabulkách za použití Pearsonova chi-

kvadrát testu, v případě malých počtů Fischerovým testem. Křivky časů od diagnózy do 

zahájení terapie byly konstruovány podle Kaplan-Maiera a pro porovnání použit log-rank 

test. 
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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 hodnocena u 18 (26,1 %) nemocných. 

Vyšetření mutačního stavu 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 mutace 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 pozitivním ZAP-70 mělo mutovaný stav IgVH a 4 nemocní s negativním ZAP-70 

vykazovali nemutovaný stav IgVH. 

Statisticky významně rovněž korelovala ZAP-70 pozitivita a CD38 pozitivita (p=0,027). 

S vyšším klinickým stádiem dle Raie také rostl podíl ZAP-70 pozitivních pacientů (p=0,01). 

Naproti tomu jsme nenašli signifikantní vztah mezi ZAP-70 pozitivitou a mutací p53 

(p=0,11), ani mezi 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 stádia, přítomnosti symptomů a v případě 

aktivity choroby dle kritérií NCIWG. Při mediánu sledování 3,6 roku ze 73 pacientů léčbu 

zahájilo 48 (65,8 %) a celkem 9 (12,3 %) nemocných zemřelo. Hodnotili jsme vztah mezi 

jednotlivými rizikovými faktory a časem od diagnózy do zahájení terapie (Treatment Free 

Interval – TFI). 

Exprese ZAP-70 dle FCM se ukázala statisticky významným 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 nemutovaným 

stavem IgVH měli signifikantně kratší TFI, kdy medián 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). 
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Naproti tomu při hodnocení významu exprese CD38 jsme nenalezli statisticky významný 

rozdíl v TFI mezi pacienty s CD38 pozitivními B-lymfocyty, kde byl medián TFI 1 rok a 

skupinou negativní pro tento znak s mediánem 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 nezobrazena) byly z konečné analýzy vyloučeny vzorky 

zpracované později než 4 hod od odběru.  Celková shoda mezi oběma metodami byla 86,3 

% (p<0,001), přičemž 8 pacientů s PCR negativitou bylo FCM pozitivních a 2 nemocní s PCR 

pozitivitou byli FCM negativní. 

K ověření exprese ZAP-70 zjištěné pomocí FCM jinou metodou přímo na úrovni proteinu, 

bylo u 8 pacientů provedeno rovněž imunohistochemické vyšetření na histologických 

preparátech (8 vzorků kostní dřeně a 4 vzorky lymfatické 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 

imunohistochemicky v kostní dřeni negativní a dle FCM hraničně pozitivní. 

 

Stabilita exprese ZAP-70 

Ke zjištění stability exprese ZAP-70 v průběhu onemocnění byly opakovaně analyzovány 

vzorky periferní krve pomocí FCM. Celkem bylo vyšetřeno 200 vzorků, medián 3 vzorky na 

pacienta (rozptyl 1 – 7). Mezi prvním a posledním měřením uplynulo 12 měsíců (medián) 

a celkem 18 (24,7 %) pacientů absolvovalo mezi jednotlivými 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 pozitivními, a to při progresi 

onemocnění (ověřeno i na úrovni ZAP-70 mRNA). 

 

Diskuse 

V posledních letech se významně zlepšily terapeutické možnosti u pacientů s CLL. 

Největším pokrokem bylo 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 
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lymfadenopatie, splenomegalie a hepatomegalie, a na stupni anémie a trombocytopenie 

v periferní krvi. Avšak již dlouho je známo, že tyto stážovací systémy nejsou s to 

dostatečně předpovědět prognózu konkrétního pacienta, a to především u mladých 

nemocných a v nízkých klinických stádiích. Proto bylo již identifikováno množství 

biologických rizikových faktorů, s cílem přesněji predikovat vývoj choroby (22). Podle 

aktuálních doporučení pro diagnózu a léčbu CLL se má stále rozhodnutí o léčbě řídit pouze 

klinickým stádiem, přítomností symptomů a aktivitou choroby (23). Nicméně již 

v současnosti probíhají klinické studie, které se snaží prokázat, že nemocní s CLL v nízkém 

klinickém stádiu, 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 prokázali významně kratší TFI u pacientů 

s CLL s pozitivní expresí ZAP-70, nemutovaným stavem IgVH a mutací p53. Oproti tomu 

v našem souboru pacientů nebyl shledán statisticky významný rozdíl v TFI mezi skupinou s 

CD38 pozitivními B-lymfocyty a skupinou bez pozitivní exprese CD38. To může být 

způsobeno nedostatečně velkým souborem pacientů, ale také tím, že část pacientů 

nebyla vyšetřena při diagnóze, ale až v průběhu nemoci, kdy může docházet ke změnám 

exprese CD38. 

Tyrozinkináza ZAP-70 byla zprvu objevena jako možný surogát za časově i finančně 

náročné stanovení mutačního stavu IgVH (12,13). Nyní je již však jisté, že analýza 

mutačního stavu IgVH nahrazena nebude, a to z několika 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 neposlední řadě se stanovení ZAP-70 

potýká s určitými metodickými problémy. Tím hlavním je chybějící standardizovaný a 

jednotný protokol FCM měření, které je v praxi nejvíce používanou metodou. Mezi 

limitace patří v současnosti i větší počet komerčně dostupných protilátek proti ZAP-70, 

konjugovaných s různými fluorochromy, které však mohou dávat při stejném postupu 

velmi rozdílné výsledky (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 ujednotit postup i na mezinárodní 

úrovni (18), nezdá se ani v budoucnosti jako reálné implementování jednotné metody 

ZAP-70 FCM stanovení v jednotlivých cytometrických laboratořích. Z tohoto důvodu jsme 

v naší studii pomocí referenční metody kvantitativní RT-PCR i imunohistochemie ověřili 
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vysokou validitu námi použité FCM analýzy, převzaté ze dvou velkých mezilaboratorních 

harmonizačních studií (18,19). 

Diskutovanou otázkou zůstává stabilita ZAP-70 exprese v průběhu onemocnění. Některé 

publikace poukázaly na nezanedbatelné procento pacientů se změnou exprese ZAP-70 

(29,30). V naší skupině pacientů byla při zvolené 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 pozitivitu), a to jednoznačně v souvislosti 

s progresí onemocnění. 

 

Literatura 

1. Rai KR, Sawitsky A, Cronkite EP, Chanana AD, Levy RN, Pasternack BS. Clinical staging of 

chronic lymphocytic leukemia. Blood 1975;46:219-234. 

2. Binet JL, Auquier A, Dighiero G, et al. A new prognostic classification of chronic 

lymphocytic leukemia derived from a multivariate survival analysis. Cancer 1981;48:198-

204. 

3. Montserrat E, Sanchez-Bisono J, Vinolas N, Rozman C. Lymphocyte doubling time in 

chronic lymphocytic leukaemia: analysis of its prognostic significance. Br J Haematol 

1986;62:567-75. 

4. Rozman C, Montserrat E, Rodriguez-Fernandez JM et al. Bone marrow histologic 

pattern – the best simple prognostic parameter  in chronic lymphocytic leukemia: a 

multivariate survival analysis of 329 cases. Blood 1984;64:642-8. 

5. Sarfati M, Chevret S, Chastang C, et al. Prognostic importance of serum soluble CD23 

level in chronic lymphocytic leukemia. Blood 1996;88:4259-64. 

6. Hallek M, Langenmayer I, Nerl C, et al. Elevated serum thymidine kinase levels identify 

a subgroup at high risk of disease progression in early, nonsmoldering chronic 

lymphocytic leukemia. Blood 1999;93:1732-7. 

7. Döhner H, Stilgenbauer S, Benner A, et al. Genomic aberrations and survival in chronic 

lymphocytic leukemia. N Engl J Med  2000;343:1910-1916. 

8. Damle RN, Wasil T, Fais F, et al. Ig V gene mutation status and CD38 expression as novel 

prognostic indicators in chronic lymphocytic leukemia. Blood 1999;94:1840-7. 

9. Hamblin TJ, Davis Z, Gardiner A, Oscier DG, Stevenson FK. Unmutated Ig V(H) genes are 

associated with a more aggressive form of chronic lymphocytic leukemia. Blood 

1999;94:1848. 



88 
 

10. Ibrahim S, Keating M, Do KA, et al. CD38 expression as an important prognostic factor 

in B cell chronic lymphocytic leukemia. Blood 2001;98:181-6. 

11. Hamblin TJ, Orchard JA, Ibbotson RE, et al. CD38 expression and  immunoglobulin 

variable region mutations are independent prognostic variables in chronic lymphocytic 

leukemia, but CD38 expression may vary during the course of the disease. Blood 2002; 

99:1023-9. 

12. Rosenwald A, Alizadeh AA, Widhopf G, et al. Relation of gene expression phenotype to 

immunoglobulin mutation genotype in B cell chronic lymphocytic leukemia. J Exp Med 

2001;194(11):1639-47. 

13. Wiestner A, Rosenwald A, Barry TS, et al. ZAP-70 expression identifies a chronic 

lymphocytic leukemia subtype with unmutated immunoglobulin genes, inferior clinical 

outcome, and distinct gene expression profile. Blood 2003;101(12):4944-51. 

14. Crespo M, Bosch F, Villamor N, et al. ZAP-70 expression as a surrogate for 

immunoglobulin-variable region mutations in chronic lymphocytic leukemia. N Engl J Med 

2003;348:1764-75. 

15. Orchard JA, Ibbotson RE, Davis Z, et al. ZAP-70 expression and prognosis in chronic 

lymphocytic leukemia. Lancet 2004;363:105-11. 

16. Rassenti LZ, Huynh L, Toy TL, et al. ZAP-70 compared with immunoglobulin heavychain 

gene mutation status as a predictor of disease progression in chronic lymphocytic 

leukemia. N Eng J Med 2004;351:893-901. 

17. Cheson BD, Bennett JM, Grever M, et al. National Cancer Institute-sponsored Working 

Group guidelines for chronic lymphocytic leukemia: revised guidelines for diagnosis and 

treatment. Blood 1996;87(12):4990-7. 

18. Letestu R, Rawstron A, Ghia P, et al. Evaluation of ZAP-70 expression by flow 

cytometry in chronic lymphocytic leukemia: A multicentric international harmonization 

process. Cytometry B Clin Cytom 2006;70(4):309-14. 

19. Le Garff-Tavernier M, Ticchioni M, Brissard M, et al. National standardization of ZAP-

70 determination by flow cytometry: the French experience. Clin Cytom 2007;72(2):103-

8. 

20. Peková S, Marková J, Pajer P, Dvořák M, Cetkovský P, Schwarz J. Touch-down reverse 

transcriptase-PCR detection of IgV(H) rearrangement and Sybr-Green-based real-time RT-

PCR quantitation of minimal residual disease in patients with chronic lymphocytic 

leukemia. Mol Diagn 2005;9(1):23-34. 

21. Smardova J, Ksicova K, Binkova H, et al. Analysis of tumor suppressor p53 status in 

head and neck squamous cell carcinoma. Oncol Rep. 2004 Apr;11(4):923-9. 



89 
 

22. Moreno C, Montserrat E. New prognostic markers in chronic lymphocytic leukemia. 

Blood Rev 2008;22(4):211-9. 

23. Hallek M, Cheson BD, Catovsky D, et al. Guidelines for the diagnosis and treatment of 

chronic lymphocytic leukemia: a report from the International Workshop on Chronic 

Lymphocytic leukemia updating the National Cancer Institute–Working Group 1996 

guidelines. Blood 2008;111(12):5446-56. 

24. Bosch F, Muntanola A, Giné E, et al. Clinical Implications of ZAP-70 Expression in 

Chronic Lymphocytic Leukemia. Cytometry B Clin Cytom 2006;70(4):214-7. 

25. Bakke AC, Purtzer Z, Leis J, Huang J. A Robust Ratio Metric Method for Analysis of Zap-

70 Expression in Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL). Cytometry B Clin Cytom 

2006;70B:227-234. 

26. Chen YH, Peterson LC, Dittmann D, et al. Comparative analysis of flow cytometric 

techniques in assessment of ZAP-70 expression in relation to IgVH mutational status in 

chronic lymphocytic leukemia. Am J Clin Pathol. 2007;127(2):182-91. 

27. Preobrazhensky SN, Bahler DW. Optimization of flow cytometric measurement of 

ZAP-70 in chronic lymphocytic leukemia. Cytometry B Clin Cytom 2008;74(2):118-27. 

28. Smolej L, Saudková L, Špaček M, Kozák T. ZAP-70 u chronické B-lymfocytární leukemie: 

klinický význam a metody detekce. Vnitř Lék 2006;52(12):1194-9. 

29. Poulain S, Benard C, Daudignon A, Le Baron F, Morel P, Duthilleul P. Is ZAP-70 

expression stable over time in B chronic lymphocytic leukaemia? Leuk Lymphoma 

2007;48(6):1219-21. 

30. Smolej L, Vroblova V, Novosad J. Expression of ZAP-70 in patients with chronic 

lymphocytic leukemia may change significantly during the course of the disease. Int J Lab 

Hematol 2008;30(3):259-60. 

 

 

Poděkování 

Za laskavou spolupráci děkujeme laborantkám M. Hončíkové, P. Salačové a H. Šubrtové, a 

za statistické zpracování výsledků RNDr. B. Procházkovi, CSc. 

Práce byla podpořena grantem GAUK 24107/2007. 



90 
 

Tab. 1. Charakteristika souboru pacientů. 

Celkový počet pacientů 73 

Muži 47 (64%) 

Věk při diagnóze - medián 59 let (31 – 79) 

Klinické stádium (Rai)  

nízké riziko 52% 

střední riziko 30% 

vysoké riziko 18% 

Dosud neléčeno 25 (34%) 

 

 

Tab. 2. Analýza rizikových faktorů. 

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%) 
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Obr. 1a,b 

Výstupy analýzy ZAP-70 pomocí FCM. Zobrazeny jsou grafy identifikující populace CLL 

buněk, T-lymfocytů, NK buněk a reziduální populace normálních B-lymfocytů dle 

příslušných povrchových antigenů. Poměr MFI T-lymfocytů/CLL buněk je 2,6, což znamená 

pozitivní expresi ZAP-70 (cut-off = 4). Oproti tomu reziduální populace zdravých B-

lymfocytů je pro tento znak negativní (poměr TFI T-lymfocyty/B-lymfocyty = 6,7). 
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Obr. 2 

Srovnání TFI: Exprese ZAP-70 dle FCM (p<0,001). 

 
 

 

Obr. 3 

Srovnání TFI: Mutační stav IgVH (p=0,001). 
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Obr. 4 

Srovnání TFI: Mutace genu p53 (p=0,042). 

 
 

 

Obr. 5 

Srovnání TFI: Exprese CD38 (p=0,091). 
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4. Závěr 

V prospektivní studii jsme u 165 pacientů s Hodgkinovým lymfomem stanovovali 

plazmatickou EBV-DNA. Většina pacientů (76%) s EBV pozitivním HL měla před zahájením 

terapie detekovatelnou EBV-DNA v plazmě. Následné sériové měření ve vzorcích 

odebraných během terapie a po ní ukázalo, že odpověď na léčbu byla asociovaná 

s poklesem až vymizením detekovatelné virové nálože EBV-DNA. U jednoho pacienta se 

navíc objevil signifikantní nový vzestup EBV-DNA po dokončení terapie, který byl posléze 

následován klinickým relapsem onemocnění. Naše výsledky ukázaly, že měření EBV-DNA 

v plazmě může mít význam k upřesnění prognózy u pacientů s EBV pozitivním HL, že 

vymizení plazmatické EBV-DNA během terapie koreluje s dobrou odpovědí na léčbu a 

naznačily, že by tento marker mohl časně upozornit na relaps onemocnění. 

V další práci jsme analýzou častého polymorfismu genu TP53 R72P u pacientů 

s Hodgkinovým lymfomem i nehodgkinskými lymfomy prokázali, že polymorfismus R72P 

nemá význam jako rizikový faktor pro vznik lymfomu, ani nemá vliv na přežití těchto 

pacientů. 

U nemocných s chronickou lymfocytární leukemií jsme v periferní krvi stanovovali expresi 

ZAP-70 na CLL buňkách pomocí zvolené flow-cytometrické metody. Srovnáním 

s paralelním měřením ZAP-70 pomocí PCR a imunohistochemické detekce jsme prokázali 

vysokou korelaci mezi těmito metodami a potvrdili tak validitu zvoleného měření 

průtokovou cytometrií. Navíc jsme prokázali značnou stabilitu exprese ZAP-70 v průběhu 

onemocnění, při mediánu 12 měsíců mezi odběrem prvního a posledního vzorku byla 

zaznamenána kvalitativní změna exprese ZAP-70 pouze u jednoho pacienta, kdy se stala 

pozitivní při progresi onemocnění. 
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5. Seznam zkratek 

ASCT Autologous stem cell transplantation 

Bcl-2, 6 B-cell lymphoma 2, 6 

BCR B-cell receptor 

CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A 

CLL Chronická lymfocytární leukemie 

CLLU1 Chronic lymphocytic leukemia up-regulated 1 

CMV Cytomegalovirus 

DLBCL Difuzní velkobuněčný lymfom (diffuse large B-cell lymphoma) 

EBER EBV-encoded RNA 

EBV Virus Epsteina-Barrové 

ECOG Eastern cooperative oncology group 

FISH Fluorescence in situ hybridization 

FFS Přežití bez selhání léčby (failure free survival) 

FL Folikulární lymfom 

FLIPI Follicular lymphoma international prognostic index 

FOXP3 Forkhead box P3 

GCB Germinální centrum lymfatické uzliny (germinal center B-cell) 

GHSG German Hodgkin Study Group 

HDM-2 Human homologue of murine mdm2 

HHV-6, 7, 8 Human Herpesvirus 6, 7, 8 

HL Hodgkinův lymfom 

HRS Hodgkinovy a Reedové-Sternbergovy buňky 

HTLV-1 Human T-cell lymphotrophic virus 

IgVH Immunoglobulin heavy chain variable region 

IPI Mezinárodní prognostický index (international prognostic index) 

IPS International prognostic score 

ITAM Immunoreceptor tyrosine based activation motifs 

LDH Laktátdehydrogenáza 
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LMP1 Latent membrane protein 1 

MALT Lymfom z marginální zóny slizniční lymfatické tkáně (extranodal 

marginal zone lymphoma of mucosa-associated lymphoid tissue) 

MCL Mantle cell lymphoma 

MDR Multidrug resistance gene 

MUM-1 Multiple myeloma oncogene 1 

NHL Nehodgkinský lymfom 

NLPHL Nodulární Hodgkinův lymfom s predominancí lymfocytů (nodular 

lymphocyte-predominant Hodgkin lymphoma) 

OS Celkové přežití (overall survival) 

PFS Přežití bez progrese (progression free survival) 

PTCL, NOS Periferní T-lymfom, blíže neurčený (peripheral T-cell lymphoma, not 

otherwise specified) 

PTLD Post-transplant lymphoproliferative disorder 

SLE Systémový lupus erythematodes 

SLL Lymfom z malých lymfocytů (small lymphocytic lymphoma) 

SNP Single nucleotide polymorphism 

STAT-1 Signal transducers and activators of transcription 

TARC Thymus and activation related chemokine 

TCR T-cell receptor 

TIA-1 T-cell-restricted intracellular antigen-1 

TCL-1 T Cell Leukemia/Lymphoma 1 

VEGF Vascular endothelial growth factor 

WHO World health organization 

WIP-1 Wild-type p53-induced phosphatase 1 

ZAP-70 Zeta-chain-associated protein kinase 70 
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