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Souhrn

Progn6za pacie@it s lymfoidnimi neoplaziemi je
extremré variabilni. Spolehlivé prognostické markery
mohou pomoci identifikovat skupiny paciéntkteré
mohou profitovat z odliSnychrstupi.

Virus Epsteina-Barrové (EBV) je asociovartibizné

s jednou itetinou pacient s Hodgkinovym lymfomem
(HL). EBV-DNA je ¢asto gitomna v plazra i plné krvi
pacienti s EBV-asociovanym HL. Nicmé&n vyznam
EBV-DNA monitorovani je dosud nejasny. V souboru
165 dosplych pacieni sHL jsme prospektivh
monitorovali naloz EBV-DNA. NaSe vysledky ukazaly,
Ze hodnoceni EBV-DNA v plazérby mohlo byt vyuzito

k odhadu progndézy afip sledovani paciefit s EBV-
pozitivnim HL.

Role R72P polymorfismu gentiP53 byla analyzovana
v nékolika studiich u NHL, nikoli vSak dosud u HL.
V naSi praci jsme hodnotili roli R72P u 340 paciest
NHL a 298 pacierit s HL. NaSe vysledky ukazaly, ze
R72P neni prognosticky faktor wlbSskych pacierit

s NHL a Ze nema vliv na vyvej prognozu HL.

Ve studii se 73 pacienty s chronickou lymfocytarni
leukemii jsme stanovovali muai stav IgVH, mutaci
genu TP53 a expresi CD38 a tyrozinkinazy ZAP-70.
Celkova konkordance mezi expresi ZAP-70 a gnita
stavem IgVH byla 85%. Validace flow cytometrické
analyzy exprese ZAP-70 byla provedena srovnanim s
imunohistochemickou detekci ZAP-70 na histologidkyc
preparatech a kvantitativni RT-PCR na urovni ZAP-70
MRNA, kdy celkova shoda byla 86%. Exprese ZAP-70
se ukazala byt stabilni vii&éhu onemoc#éni



Summary

The prognosis of patients with lymphoid neoplasss i
extremely variable. Reliable prognostic markers Idou
allow the identification of patient subsets thatyma
benefit from alternate approaches.

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 debatéal.a
cohort of 165 adult HL patients EBV-DNA viral load
was prospectively monitored. Our results suggeat th
assessment of plasma EBV-DNA viral load might be of
value for estimation of prognosis and follow-up of
patients with EBV-positive HL.

The role of theTP53gene’s R72P polymorphism in NHL
has been analyzed in several studies but it hadewt
studied in HL. We have evaluated the role of R7@P i
340 NHL and 298 HL patients. Our results suppoet th
evidence that R72P is not a prognostic factor in
Caucasian NHL patients, and they indicate itsewahce

for HL development or prognosis.

In a study of 73 patients with chronic lymphocytic
leukemia we have assessed IgVH mutational status,
presence of mutation ifP53 gene and expression of
CD38 and ZAP-70. Overall concordance between ZAP-
70 expression and IgVH was 85%. Validation of tloavf
cytometry ZAP-70 detection was performed by
comparison to the immunohistochemical analysis on
histological sections and quantitative RT-PCR oe th
MRNA level; overall concordance was 86 %. Expressio
of ZAP-70 showed to be stable over time.

5



1. Uvod

V poslednich letech jsme v hematoonkologiiédiky
nebyvalého rozvoje terapeutickych moznosti. S \gwDj
novych chemoterapeutiki biologické &by (zejména
monoklonalnich protilatek) se vyznatalepsilo geziti
pacient s rekterymi lymfoproliferativnimi chorobami.
Pfes nesporné terapeutické &dpy poslednich let ale
zastavaji vyznamnym problémem vedlejSi nezadouci
Gcinky lécby i vysoka finatni nar@nost novych lék.
Proto v sodasné medicih nabyva na dlezitosti lepsi
prognosticka stratifikace paciéntkterd by umoZznila
vétSi individualizaci terapie. Tim by bylo mozné
v n¢kterych gfipadech snizit toxicitu &by pii zachovani
jeji dostaténé Einnosti a zaroue potencialg snizit
ekonomickou narnost I&by.

Zejména v pipact nehodgkinskych lymfoih (NHL),
kterych WHO klasifikace [1] uvadi ¢kolik desitek
podtypi, existuje mnohdy z@aa heterogenita i v ramci
jednotlivych diagndz. Stejna diagnosticka jednatikge
mit velmi odliSné projevy, klinicky @béh, odpo¥d na
lé¢bu i biologické pozadi. Zthto divodi v poslednich
letech naiista poteba novych prognostickych faktor
které by poskytovaly alespocast&€né vysetleni této
heterogenity a umoznily zvolit spravny terapeuticky
postup u konkrétniho pacienta d&egr®ji urcit jeho
prognozu.

1.1 EBV u Hodgkinova lymfomu

Studie zanrené na prognosticky dopad EBV pozitivity u
Hodgkinova lymfomu (HL) fnesly proticlidné
vysledky: rékteré neprokazaly zadny vyznam, jiné lepSi
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prognézu u EBV pozitivnich tumby jiné naopak
prognézu horsi [2]. Bkolik studii popsalo fitomnost
EBV-DNA v krvi pacienfi s EBV pozitivnim HL [3].
Vyznam n&ieni virovych kopii EBV-DNA byl studovan
u vice EBV asociovanych malignit. Elevace EBV-DNA
byla popsana jako ¢asny znak rozvoje post-
transplantanino  lymfoproliferativnihno  onemogni
(PTLD), detekovatelny jestpred klinickymi projevy
nemoci, umoiuji tak ¢asnou intervenci [4]. Jako velmi
uzitetny nadorovy marker byla cirkulujici volna EBV-
DNA prokazana u nasalniho typu NK/T &iného
lymfomu [5]. Rovrez u nasofaryngealniho karcinomu je
kvantifikace plazmatické EBV-DNA uzZitea

v monitorovani nemoci a v predikci odpaol na terapii
[6]. Gandhi et al. ukazali, Ze volna EBV-DNA je¢ep
lé¢bou specificky detekovatelnd a kvantifikovatelna
v plazn¢ vSech paciefit s EBV pozitivnim HL [7].
Oproti tomu pacienti s EBV negativnim HL n&m
volnou EBV-DNA detekovatelnou. U paciéns EBV
pozitivnim HL, kté¢i odpowdéli na chemoterapii, doslo
po l&be k poklesu a vymizeni EBV-DNA. V jiné studi,
ktera pouzila konvemi PCR, detekovali EBV DNA u
91% pacient s EBV pozitivnim HL a rovéZ u 23%
pacientt s EBV negativnim lymfomem [8]. Tato data
naznuji, Ze by monitorovani virové naloze EBV-DNA
v plazmeé pomoci kvantitativni PCR mohlo byt uites u
pacienti s EBV pozitivnim HL jako neinvazivni marker
aktivity onemocgini, k hodnoceni odp@di na I&bu ¢i

k casné detekci relapsu po terapii.



1.2 GenTP53 u malignich lymfoproliferaci

Vyskyt mutaciTP53 u lymfoidnich malignit je cca 12%
[9], pricemZ aberantni funkcE€P53 prakticky vzdy sili
koreluje s horSi prognézou, kratSim celkovytezitim,
¢asgjSimi transformacemi a rezistenci k chemoterapii
[10]. S gichodem novych genomickych technologii se
zatala sousedit pozornost rowr na polymorfismy
TP53 Bylo identifikovano pes 200 jednonukleotidovych
polymorfismi (SNP), nicmé& vétSina z nich nejspiSe
nema  biologicky  vyznam. N&sgjSi  TP53
polymorfismus R72P (rs1042522; c¢.215G>Chisgbuje
zanenu argininu za prolin na pozici 72 v dondén
proteinu p53, ktera je adezitd v jeho pro-apoptotické
aktivité. Jako rizikovy a prognosticky faktor byl tento
polymorfismus studovan u mnoha nadomejsilrgjSi
asociace byla nalezena u hepatocelularniho kareinom
[11]. Nekolik studii s proticidnymi vysledky bylo
publikovano také u pacieins NHL, avSak u nemocnych
sHL dosud nebyl tento polymorfismus studovan
[12,13,14,15].

1.3 ZAP-70 u chronické lymfocytarni leukemie

ZAP-70 pati do rodiny tyrozinkinaz a je jednou
z membranovych proximalnich komponent spojenych
sc¢asnou bu&nou aktivaci u T-lymfocyt a NK-burek
[16]. Hraje tak krucialni roli ve vyvoji T-lymfocwt a

v pifenosu signalu T-bwiného receptoru, avSak jeho
funkce u B-lymfocyli neni zcela jasna.

ZAP-70 byl pivodré u CLL identifikovan pi hledani
markefi, které by nahradily relati¢n technicky a
financn¢ nara@né stanoveni mutaiho stavu IgVH.
V souwasné dob je exprese ZAP-70 povaZzovéna za silny
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a nezavisly prognosticky faktor, ktery nenahrazajke,
dopliuje stanoveni mutaiho stavu IgVH. Rassenti et al.
nejen prokazali, Zze ZAP-70 a motd stav IgVH
nezavisle predikuji Klinicky mbéh CLL, ale navic

v pripac diskordantnich naléz méla exprese ZAP-70
silngjSi prediktivni hodnotu, nez mutai stav IgVH [17].
Nevyjasgno otazkou je stabilita exprese ZAP-70
v prabéhu onemoceni. VeétSina studii seiklani k tomu,

Ze se exprese ume véase zminit, ale neni to jev idlis
casty a niZze byt spojen s progresi CLL [18,19].
Pritokova cytometrie fedstavuje v saiasné dob
negasgji uzivanou metodu stanoveni exprese ZAP-70.
Jejimi vyhodami oproti ostatnim metodam jsou dobra
dostupnost, rychlost a rutinni vyuzitfi pliagnéze. Navic
pro ni neni teba separovanych B-lymfodyt vysledek
neni ovlivien mirou kontaminace T-lymfocyty ve
vzorku. Hlavni a dosud zasadni nevyhodtespavuje
absence jednotn uzivané, standardizované metodiky,
jejiz vysledky by byly vzajemindolre porovnatelné [20].

2. Hypotézy a cile prace

Zakladnim cilem naSich praci bylo analyzovat vyBran
biologické  prognostické markery u  malignich
lymfoproliferativnich onemocmi.

V ptipack naSi prospektivni studie u Hodgkinova
lymfomu bylo cilem zjistit, zda sériové stanovovani
EBV-DNA jako neinvazivniho biologického markeru
muze byt vyuZito v monitorovani aktivity choroby aazd

muze casré predikovat odpodd’ na l&bu ¢i jeji selhani.

V dlouhodokjSim sledovani potom zjistit, zda tento
marker niiZze gedpovidat relaps onemagri.

9



V dalSi praci bylo cilem zjistit, zdéasty polymorfismus
genu TP53 (R72P) m& vyznam jako rizikovy faktor u
nehodgkinskych lymforini Hodgkinova lymfomu a jestli
ma vliv na prognézusthto onemoceni.

DalSim naSim cilem bylo zavedeni jednoduche,
reprodukovatelné aiesréjSi metody stanoveni exprese
prognostického ukazatele ZAP-70 pomociatpkové
cytometrie v periferni krvi u paciaint s chronickou
lymfocytarni leukemii. Tuto metodu poté validovat
pomoci korelace se stanovenim ZAP-70 mRNA
v periferni krvi u pacierit s CLL pomoci kvantitativni
Real-Time PCR a rowi pomoci imunohistochemické
detekce ZAP-70 v bioptickych vzorcich lymfatickych
uzlin a kostni tens. NaSim zarrem bylo také zjistit
stabilitu exprese ZAP-70 vidschu onemoc#ni.

3. Material a metodika

3.1 EBV-DNA u HL

Mezi lety 2006 — 2009 bylo do studie zahrnuto 165
konsekutivnich dosfych pacient s HL. L&ba
probihala dle protokél GHSG (German Hodgkin Study
Group) a vzorky byly odebiranygd terapii, po 2, 4 a 6
cyklech chemoterapie, 3asice, 1 a 2 roky po ukoeni
lécby, v naslednych dispenzarnich kontrolach.
Dostupné vzorky od 150 paciéntyly analyzovany
pomociin situ hybridizace EBER (EBV-encoded RNA) a
imunohistochemicky na ffiomnost LMP1 (latent
membrane protein 1), dle publikovanych post{gi].
Virova naloz EBV byla kvantifikovana pomoci reahg
PCR dle divejSich publikaci [22].
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3.2 Polymorfismus R72P genT P53

Studie zahrnovala 340 paciérd NHL a 298 s HL, kiié
byli 1é¢eni prvni linii terapie. Jedinym vstupnim
kritériem byla histologicky potvrzena diagndéza NHIL
HL dle WHO Klasifikace. Vzorky byly sbirany véeth
hematologickych oddenich v Praze vletech 2000 —
2010. Jako kontrolni skupina byli vybrani paciebéz
nadorového onemoéni a darci krve.

GenotypovaniTP53 R72P polymorfismu: exon 4 genu
TP53 byl amplifikovan na 363 bp dlouhy fragment a
nasledg analyzovan pomoci DHPLC (denaturing high-
performance liquid chromatography). Ebti DHPLC
profily u heterozygotnich vzotk by potvrzeny
dvojsmérnym sekvenovanim na ABI3130 (Applied
Biosystems).

3.3 ZAP-70

Do studie bylo zgmzeno 73 pacieiit sphujicich
diagnosticka kritéria pro CLL dle National Cancer
Institute  Working Group [23]. i® diagn6ze byly
odebrany vzorky periferni krve od 32 pacief@#4 %) a
celkem od 43 paciemnt(59 %) byly vzorky ziskanyipd
lécbou. Vzorky periferni krve v EDTA byly inkubovéany
s konjugovanymi protilatkami proti CD3-PE, CD16-PE,
CD56-PE, CD5-APC, CD19-PerCP-Cy5.5. Poté byl
vzorek intracelular znaen protilatkou proti ZAP-70
Alexa Fluor 488 (klon 1E7.2). Vysledky byly
vyjadrovany jako pordér stredni intenzity fluorescence
(MFI) ZAP-70 na T-lymfocytech / CLL hikach a
vzorek byl ozn&en jako pozitivni, pokud byl potn< 4
[24]. K imunohistochemické detekci byly pouZzityzme
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zpracované a v parafinu zalité bioptické vzorky
lymfatickych uzlin a kostniigns. Pouzita monoklonalni
protilatka proti ZAP-70 (klon 2F3.2).Vzorek byl
hodnocen jako ZAP-70 pozitivni, pokud se &lmvice
nez 20 % nadorovych beéik K analyze mRNA ZAP-70
byly B-lymfocyty ziskany pozitivni selekci navazdmi
CD19 protilatky pomoci EasySep kitu. 1zolovana ogk
RNA byla reverza transkribovana aipravena cDNA
byla pouzita jako templat pro kvantitativni ReatrB
PCR. Jako kontrolni vzorky byly pouzity CD19+
separaty zdravych darc Relativni exprese ZAP-70 u
CLL pacienfi 3x vyssi nez relativni exprese ZAP-70 u
zdravych dant byla povazovana za pozitivni. Mdtd
stav IgVH byl stanoven jak detainpopsano [25].
Mutaéni stav genuTP53 byl analyzovan technikou
FASAY [26] a gimého sekvenovani kodujici sekvence
(exon 4 — exon 9).

4. Vysledky

4.1 Monitorace plazmatické EBV-DNA u pacienid
s EBV pozitivnim HL

V souboru 165 dosfych pacienti s HL byla v 72%
detekovana nodularni skleréza, ve 24% smiSena
celularita a v 5% se jednalo o jiny subtyp. Celk2gnh
(19%) pacient s HL bylo pomoci EBER a LMP1
hodnoceno jako EBV pozitivnich. fiP pouZiti
kvantitativni RT-PCR rflo pred terapii 22 (79%) EBV-
pozitivnich pacienit s HL detekovatelnou EBV-DNA

v plazne a 19 (66%) v pIné krvi. Ve skupimpacient s
EBV-negativnim HL byla EBV-DNA v plazin
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detekovana ied terapii ve 3 (2%) ifpadech a EBV-
DNA v pIné krvi u 30 (25%) Ppadi. EBV-pozitivni HL
byly signifikantre asociovany s EBV-DNA pozitivitou
pied |&bou v plazng i v pIné krvi, dale s vySSimékem

a se smiSenou celularitou. Sériovéremi plazmatické
EBV-DNA ukazalo, Ze odpad na I&bu byla
asociovana s poklesem virové naloZze. Navic u jednoh
pacienta doSlo po ukéani &by k novému vzestupu
plazmatické EBV-DNA, ktery fedchazel klinickému
relapsu HL.

4.2 AnalyzaTP53 R72P polymorfismu u lymfomi

Celkem u 340 paciefnts NHL a 298 paciefits HL jsme
vyhodnotili roli polymorfismu R72P genuTP53
Neprokazali jsme Zadny rozdil ve vyskytu R72P mezi
analyzovanymi lymfomy a 749 kontrolnimitipady.
Nebyla zjiSéna zadna asociace mezi R72P a rizikem
rozvoje NHL ¢i HL [ORArgPro/ProPro = 0.9 (95% CI
0.7-1.2) and 1.2 (95% CI 0.9-1.5)], nebo igZftim.
NaSe vysledky prokazaly, ze polymorfismus R72P neni
prognostickym faktorem u paciéns NHL a Zze nema
vliv na rozvoj HL¢i prognozu pacierits HL.

4.3 ZAP-70 u chronické lymfocytarni leukemie

Celkem u 73 paciefit jsme stanovili muini stav
variabilnich segmeit gemi pro €Zky fetzec
imunoglobulinu (IgVH), mutaci gend’P53 a pomoci
flow-cytometrie (FCM) expresi CD38 a tyrozinkinazy
ZAP-70. Nemutovany stav IgVH o 58 %
nemocnych, mutacTP5319 %, pozitivni expresi CD38
26 % a pozitivni expresi ZAP-70 dle FCM 62 %. Patiie
s nemutovanym IgVH, pozitivni expresi ZAP-70 dle
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FCM a mutacirP53 mgli statisticky vyznama kratSicas

od diagndézy do zahdjeni terapie. Celkova konkordanc
mezi expresi ZAP-70 a mutaim stavem IgVH byla 85

%. Validace FCM analyzy exprese ZAP-70 byla
provedena srovhanim s imunohistochemickou detekci
ZAP-70 na histologickych preparatech a kvantitdtivn
Real-Time PCR na urovni ZAP-70 mRNA, kdy celkova
shoda byla 86 %. Exprese ZAP-70 se ukazala byilstab

v pribéhu onemoceéni; pi medianu 12 résici mezi
odkérem prvniho a posledniho vzorku byla zaznamenana
kvalitativni zména exprese ZAP-70 pouze u jednoho
pacienta, kdy se stala pozitivrii progresi onemoacimi.

5. Diskuse

Zastoupeni EBV-pozitivnich fpadi HL v naSem
souboru bylo nizsi (19%) nez veétsine studii na Zapad

(30-50%) [27], coz Ize pra¥godobré vyswitlit vySSim

zastoupenim podtypu nodularni sklerozy.

Gandhi et al. ukazali, Zze EBV-DNA jefgd |&bou

specificky detekovatelna v plazmEBV-pozitivnich

pacienti s HL [7]. V naSi kohott 29 EBV-pozitivnich a
121 EBV-negativnich pacieints HL plazmaticka EBV-
DNA signifikantré, akoli ne specificky, korelovala
s EBV stavem HL: EBV-DNA byla ied I&€bou

detekovatelnd u 76% vzarkEBV-pozitivnich HL a 2%
EBV-negativnich HL. Sériova analyza vzargrovedena
u vSech paciefitukazala, Zze EBV-DNA v plazéi plné

krvi signifikantré klesa po chemoterapii. Nicm&n
proporce EBV-DNA pozitivnich vzoik v plné krvi

zustava relativeh vysoka i hem uspsSné terapie (az
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28%), a proto nefize byt monitorovani EBV-DNA

v plné krvi dopordeno jako vhodny marker odp&di na
lé¢bu. Na druhou stranu volna plazmaticka EBV-DNA
pravéEpodobré predstavuje virovou DNA uvoknou
piimo z nadorovych HRS btk a niZze proto odpovidat
aktivité¢ choroby [3]. V naSem souboru pouze 3 pacienti
meli detekovatelnou EBV-DNA v plazi jiz po 2
cyklech chemoterapie, z nichz 2 doséhli parciadniise

a 1 kompletni remise.

Prvni studie hodnotidiP53R72P polymorfismus u NHL
pacienti ukdzala hrarni asociaci se zvySenym rizikem
NHL u 103 japonskych pacient[28]. Nicmért jina
studie zahrnujici 311 paciéns NHL ve stedni Evrog
vySSi riziko vzniku NHL neprokazala [29]. Podobné
vysledky ginesly i dalsi studie ze Z&padnich zemi
[30,31]. Nelze vylotit, Ze R72P je asociovano s vysSim
rizikem NHL pouze u asijskych paciéntTo podporuji
studie, které prokazaly rozdilnou asociaci R72P
polymorfismu nap u hepatocelularnino karcinomu
v zavislosti na daném etniku [32].

Oproti NHL, nebyla u pacieits HL dosud analyza
polymorfismu R72P provedena. NaSe vysledky zaloZené
na analyze 298 ffpadi HL ukazaly jako
nepravdpodobné, Ze by tento polymorfismliB53genu
modifikoval riziko vzniku HL a prognézu paciént

Mezi hlavni limitace stanovovani prognostickéhotdal

u CLL tyrozinkindzy ZAP-70 je chyjici
standardizovany a jednotny protokol FCMieni, které

je v praxi nejvice pouzivanou metodou. Jako zasadni
jevi volba strategie gatingu, pozitivni a negativni
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kontroly a uteni hranice pro pozitivitu [33]. &oli byla

jiz publikovana celafada praci s cilem optimalizovat
metodu FCM analyzy a ujednotit postup i na mezidaro
arovni, nezda se ani Vv budoucnosti jako realné
implementovani  jednotné metody ZAP-70 FCM
stanoveni v jednotlivych cytometrickych labotét.

Z tohoto divodu jsme v nasi studii pomoci refetan
metody kvantitativni RT-PCR i imunohistochemigiil
vysokou validitu nami pouzité FCM analyzyepzaté ze
dvou velkych mezilaboratornich harmonimé&ch studii
[34,35]. Diskutovanou otazkouigtava stabilita ZAP-70
exprese Vv pibéhu onemoceéni. Nekteré publikace
poukazaly na nezanedbatelné procento paciess
zménou exprese ZAP-70 (29,30). V nasSi skdpin
pacienti byla @i zvolené FCM metotl exprese ZAP-70
relativre stala, a to i po podanéch#, piicemZz jsme
zaznamenali pouze v jednoniigact kvalitativni znénu
(pocéteeni negativity v pozitivitu), a to jednozéa

Vv souvislosti s progresi onema@en.

6. Zavwkry

V prospektivni  studii  jsme u 165 paciént
s Hodgkinovym lymfomem stanovovali plazmatickou
EBV-DNA. V¢tSina paciernit (76%) s EBV pozitivnim
HL méla pred zahajenim terapie detekovatelnou EBV-
DNA v plazmg. Nasledné sériové &feni ve vzorcich
odebranych &em terapie a po ni ukazalo, Ze odabv
na l&bu byla asociovand s poklesem aZz vymizenim
detekovatelné virové naloze EBV-DNA. U jednoho
pacienta se navic objevil signifikantni novy vzestu
EBV-DNA po dokorteni terapie, ktery byl posléze
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nasledovan klinickym relapsem oneméch Nase
vysledky ukézaly, Ze #iieni EBV-DNA v plazn¢ muze
mit vyznam Kk upesreéni prognézy u paciefits EBV
pozitivnim HL, Ze vymizeni plazmatické EBV-DNA
béhem terapie koreluje s dobrou odpdv na I€bu a
nazngily, ze by tento marker mohlasré upozornit na
relaps onemocimi.

V dalsi praci jsme analyzatastého polymorfismu genu
TP53 R72P u paciefit s Hodgkinovym Iymfomem
i nehodgkinskymi lymfomy prokéazali, Ze polymorfissu
R72P neméa vyznam jako rizikovy faktor pro vznik
lymfomu, ani nema vliv naipZiti €chto pacient.

U nemocnych s chronickou lymfocytarni leukemii jsme
v periferni krvi stanovovali expresi ZAP-70 na CLL
bunkdch pomoci zvolené flow-cytometrické metody.
Srovnanim s paralelnimdgienim ZAP-70 pomoci PCR a
imunohistochemické detekce jsme prokazali vysokou
korelaci mezi ¢mito metodami a potvrdili tak validitu
zvoleného myreni pihitokovou cytometrii. Navic jsme
prokazali zna&nou stabilitu exprese ZAP-70 viichu
onemocgni.
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