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Determinacio de ZAP-70

La Leucemia Limfatica Cronica (LLC) és la leucemia més freqlient a la poblacié adulta
occidental i es caracteritza per una gran diversitat clinica i biologica. La mitjana de
supervivencia global és de 10 anys i tot i que no és diferent en pacients amb una
edat superior o inferior als 50 anys, els joves tenen un risc superior de morir a causa
de la malaltia. Es per aquest motiu, molt important, la valoracié de factors
pronostics i de tractaments que permetin remissions de bona qualitat i de llarga
duracio particularment en els pacients joves.

Diagnostic

El diagnostic de la LLC es basa fonamentalment en les dades cliniques (limfocitosi
sense o0 amb organomegalia), morfologia dels limfocits circulants i
I'immunofenotipus. En alguns casos on la morfologia i/o I'immunofenotipus sén
atipics, es requerira d’hibridacid “in situ” (FISH) per establir el diagnostic diferencial
de LLC i descartar un limfoma leucemitzat.

El perfil immunofenotipic del limfocit de la LLC és el d’una cel-lula clonal B amb
expressié debil de la immunoglobulina (Ig) a la seva superficie, CD5 i CD23 positiva,
FMC7 negativa i manifesta una expressid debil o negativa pels anticossos
monoclonals (AcMo) CD22 i CD79b. S’ha de considerar qué amb certa freqgliencia,
existeixen desviacions d’aquest fenotipus tipic (per exemple, expressié de FMC7 o
expressié moderada o forta de la Ig). Es per aixd, que a I'avaluar 'immunofenotipus
s’han de conjuntar els resultats en un sistema de puntuacié o “scores” que ens
permetra distingir a la LLC d’altres sindromes limfoproliferatives B.

En una proporcié de pacients I'immunofenotipus i/o la morfologia no sén els
caracteristics de LLC plantejant-ne de que es pot tractar d’un altra sindrome



limfoproliferativa B. El problema més freqlient de diagnostic diferencial és el d’un
limfoma de mantell leucemitzat i en particular, el limfoma del mantell. En aquesta
situacid estudis de FISH amb sondes per a la t(11;14) que descartin la presencia
d’aquesta mutacié o bé les tincions histologiques per a la ciclina D1 sén de gran ajut
diagnostic. La LLC també haura de distingir-se d’altres processos com la leucémia
prolimfocitica B i d’altres limfomes leucemitzats.

Factors pronostic

Actualment es disposa d’una varietat de parametres que permeten avaluar o predir
amb més precisio el pronostic de la LLC. Entre aquests factors, hi ha parametres
clinics i serologics i més recentment, s’han descrit altres factors citogenetics i
moleculars (alguns d’ells s’han d’avaluar al llarg del curs clinic perque poden
manifestar variacions basicament en relacid a la progressio de la malaltia o
refractarietat al tractament), aixi com determinades molécules en els limfocits de la
LLC que proporcionen una notable informacié pronostic addicional.

Expressio de ZAP-70

Aquesta proteina es troba expressada amb una intensitat marcada als limfocits
normals T i cel-lules NK on juga un important paper funcional.

Estudis de microarrays varen demostrar a I'any 2002 que el perfil genic de la LLC és
uniforme i no és diferent en pacients que tenen mutacions de la IgVH d’aquells que
manifesten una linia germinal de la mateixa. Per contra, es va demostrar una
expressiod diferencial en certs gens en aquests dos grups de LLC. Entre aquests gens
va destacar el que codifica per a la proteina ZAP-70, el qual es trobava present en els
casos de LLC amb IgVH no mutada (linia germinal) mentre era absent en aquells
casos amb la IgVH mutada. Aixo va ser la base que va suggerir que |'expressio
d’aquesta proteina o bé el seu ARN missatger podria correlacionar-se amb un mal
pronostic a la LLC aixi com ser un marcador substitut i més assequible que el estimar
I’estat mutacional de la IgVH i, representar un factor pronostic independent.

Des de fa uns anys s’han anat desenvolupant i millorant tecniques de laboratori per
a la quantificaci6 de la proteina del ZAP-70, primer amb tecniques
d’'immunofluorescéncia indirecta i actualment per citometria de flux
(immunofluorescéncia directa) que ens permet veure I'expressié d’aquesta proteina
al citoplasma dels limfocits B neoplasics (CD19+CD5+).



Indicacions

A CatlLab varem incorporar agquesta prova fa uns mesos i per a la seva determinacié
necessitem sang periferica amb EDTA Kj, Esta indicat sol-licitar la prova a les LLC
diagnosticades previament per citometria i el termini d’entrega del resultat és de 3
dies.

Metodologia

La tincié intracel-lular del ZAP-70 es realitza per un procediment manual amb el
qual, un AcMo marcat amb un fluorocrom ens permet quantificar I'expressio
antigenica del mateix i la seva lectura es fa per citometria de flux sempre comparant
i tenint de referencia una sang control sana a la qual li fem el mateix procediment en
paral-lel fixant el llindar de negativitat a les cel-lules B normals tenyides i
discriminant I'expressid positiva de ZAP-70 als limfocits T i cels. NK.

Limitacions

Durant bastant temps s’ha pensat que els valors de ZAP-70 eren un factor pronostic
independent de la LLC i que eren estables i invariables en el temps. Ara hi ha
publicacions que desmenteixen aix0 i confirmen que alguns pacients pateixen
variacions d’expressido de ZAP-70 al llarg de la malaltia. En qualsevol cas, aquestes
dades s’han de tenir i sempre ens serviran per a coneixer millor la fisiologia de la
malaltia.

Per altra banda, els resultats d’aquesta prova sempre s’han de relacionar amb la
clinica i la citogenetica del cas. No tots els pacients amb un resultat elevat de ZAP-70
tenen un pronostic més agressiu i no tots els valors de ZAP-70 baixos estan associats
a bon pronostic.
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