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ZAP-70: Practical aspects
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Introducgao

A ZAP-70 é uma proteina kinase normalmente expressa nos linfocitos T e células
NK, mas ausente nos linfocitos B. No entanto, ela estd expressa nas células B de
pacientes com LLC que ndo apresentam mutagdo nos genes da regido variavel da
cadeia pesada de imunoglobulina (genes IgVH). Além disso, observa-se que a ex-
pressdo da ZAP-70 é estavel nestes pacientes ao longo do tempo, diferentemente da
expressdo de CD38, outro marcador considerado de prognostico nesta doenga. Estu-
dos tém sido realizados para valida-la como marcador “surrogate” para o estado de
mutagdo dos genes IgVH (um forte fator de progndstico), uma vez que a sua avalia-
¢do molecular é laboriosa e demorada. O método mais rapido e simples para avali-
ar a expressdo da ZAP-70 ¢ através da citometria de fluxo utilizando-se anticorpos
monoclonais ja disponiveis no mercado. O primeiro produto comercial (clone 2F3.2
da marca Upstate) é puro, ndo conjugado com fluorocromos, o que torna o ensaio
laborioso, apesar de resultados consistentes. Rapidamente surgiram outros Ac con-
Jjugados com fluorocromos (com FITC da propria Upstate, ou Alexa-fluor, FITC ou
PE da Caltag) e estudos estdo sendo realizados para a sua validacdo técnica. Rev.
bras. hematol. hemoter. 2005;27(4):236-240.
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vam ZAP-70.43 (Figura 1)’ Além disso, a expressao dessa
proteina era distinta conforme o estado de mutagao somatica

O gene ZAP-70, localizado no brago curto do cro-
mossomo 2, codifica uma proteina tirosino kinase de 70kDa,
essencial na transducdo da sinalizagdo nos linfocitos T e
células natural killer (NK). Essa proteina intracelular en-
contra-se associada a cadeia { do complexo receptor de
células T (TCR) /CD3, de onde vem o seu nome ZAP (zeta
associated protein).' Normalmente as células B ndo expres-
sam ZAP-70, com exce¢do de uma subpopulacdo B com
fenotipo ativado no bago e na tonsila,? e a proteina corres-
pondente, uma Syk, encontra-se associada ao CD79b do com-
plexo receptor de células B (BCR)/D79a/79b.!

Estudos recentes de andlise do perfil de expressao
génica através de técnicas de microarray de cDNA nas
células de leucemia linfocitica cronica (LLC) revelaram que
os linfocitos B leucémicos de parte dos pacientes expressa-

dos genes IgVH: pacientes com LLC /gVH mutados nao ex-
pressavam ZAP-70, ao contrario dos casos com /gVH nao-
mutados, onde a expressdo era de forte intensidade na gran-
de maioria.

Nas células B da LLC, a ZAP-70 parece ser recrutada
para o complexo BCR e, de forma ainda ndo esclarecida,
aumenta a sinalizagdo do BCR levando a fosforilagdo das
proteinas citosolicas.’

Desde entao, a ZAP-70 atraiu interesse dos investi-
gadores em LLC, pela possibilidade de ser um marcador
substituto para avaliagdo do estado de mutagdo dos genes
IgVH, considerado um forte fator de progndstico nesta
doenca. De fato, apesar de a concordancia ndo ser total,
estudos subseqiientes comprovaram alta correspondéncia
entre a alta expressdo da ZAP-70 e o estado ndo mutado
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IgVH.**° Estudos recentes mostram essa concordancia em
cerca de 71% dos casos ndo mutados e em 17% dos casos
mutados.'”

A andlise dos genes IgVH envolve métodos mole-
culares laboriosos que demandam longo tempo, invia-
bilizando a sua aplica¢do na pratica clinica de condugao
dos pacientes. Avalia¢do da expressdo da ZAP-70, em con-
traste, pode ser realizada com uso de anticorpo monoclonal
(AcMo) especifico através de técnicas imunologicas como
imunoblotting, imunoistoquimica e, principalmente, a
citometria de fluxo, um método altamente sensivel e de
execucdo facil e rapida. Em adigdo, diferentemente do com-
portamento da expressdo do CD38, um outro marcador
que tem sido relacionado ao progndstico,':'? a expressao
do ZAP-70 parece permanecer estavel ao longo da evo-
lugido.

Métodos de estudo da ZAP-70

O gene ZAP-70 tem sido estudado através de técnicas
moleculares a partir da extragdo de RNA, transformagao

Figura 1. Perfil de expresséo génica na LLC: analise ndo-supervisionada de 18 casos. O
painel a esquerda apresenta um grupo de 840 genes com expresséo diferencial entre casos
de LLC mutados (SM) e ndo-mutados (PU). O painel central corresponde a um grupo de
genes predominantemente e homogeneamente expressados nos casos SM (a), enquanto
que o painel da direita refere-se aos casos PU (b). As cores verde e vermelha representam,
respectivamente, uma baixa e alta expressédo génica em relagao a mediana de todas as amos-
tras analisadas. Nota-se, entre os casos PU, uma hiperexpressao do gene ZAP-70. (utiliza-

¢ao da figura autorizada pelo Dr Yuri Vasconcelos®)

b Progressive Unmutated Cluster

para cDNA, amplificacdo por RT-PCR e, atualmente, a sua
quantifica¢do pode ser feita através de RQ-PCR.’

Para avaliagdo da proteina ZAP-70, estudos podem
ser realizados com a técnica de imunoblotting para identifi-
car e quantificar a proteina intracelular ZAP-70° Resumi-
damente, as células sdo lisadas em solugdo tampao conten-
do SDS, Tris HCl e glicerol, e as proteinas fracionadas atra-
vés da eletroforese em gel com SDS e transferidas em mem-
brana de nitrocelulose. A identificagdo da ZAP-70 ¢ feita
através do uso de AcMo.?

Outro método ¢ a imunoistoquimica com aplica¢do do
Ac Mo em cortes histologicos de linfonodo e avaliagdo da
expressdo da ZAP-70 nas células leucémicas, tendo como
controle positivo os linfocitos T. No entanto, pela facilidade
técnica e rapidez na obtengdo dos resultados, a maioria dos
estudos utiliza hoje a técnica da citometria de fluxo. Inici-
almente, o anticorpo disponivel era o do clone 2F3.2
(Upstate, Biotechnology), puro sem conjugacdo com
fluorocromos.

Em virtude desta proteina estar presente também nos
linfocitos T e células NK, ao estudar a expressao da ZAP-
70 pela citometria de fluxo, deve-se
sempre acrescentar marcadores destas
células juntamente com o marcador de
células B, alvo do estudo, além de um
controle negativo. Assim, habitualmen-
te apos as células serem permeabili-
zadas e fixadas, sdo preparados dois
j CHD tubos contendo: tubo A) células + Ac

isotipo ndo conjugado (tubo controle) e

o tubo B) células + Ac ZAP-70 ndo con-
AKAP12 jugado. Apds incubagdo por 30 minu-
SPG20 tos a temperatura ambiente, e as células
ZAPT0 lavadas, o segundo anticorpo anti-Ig de
CLECSF2 camundongo/FITC ¢ colocado e incu-
bado por trinta minutos adicionais.
Apos lavagem, as células sdo incuba-
das com Ac puro ou soro de camundon-
g0 a 5% durante 30 minutos ¢ nova-
mente lavadas. Finalmente, as células
sdo marcadas com os AcMo identi-
ficadores dos linfocitos (CD19/PE,
CD3/PerCP) por 15 minutos (Quadro
1). A leitura e analise sdo realizadas em
citometro de fluxo (Figura 2) e a maio-
ria dos estudos considera reagdo positi-
va para ZAP-70 quando 20% ou mais
das células expressarem essa proteina.

Novos AcMo anti-ZAP-70 foram
produzidos estando atualmente dispo-
niveis no mercado produtos conjuga-
dos com fluorocromos, facilitando tec-
nicamente a realizacdo dos ensaios
(Quadro 2). Nestes casos, as marcagdes
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sdo realizadas em apenas uma etapa, apds permeabilizacdo
das células (Quadro 3). Outros métodos podem ser testa-
dos para avaliar a expressdo da ZAP-70, como a citometria
de fluxo quantitativa, em que a quantidade de molécula da
proteina por célula é avaliada através do calculo da equi-
valéncia de fluorescéncia usando-se beads marcados.
(Quantum FITC molecules of equivalent soluble fluoro-
chrome - MESF- beads)."

No entanto, essa correlagdo ndo foi observada quando a
fixag@o ¢ permeabilizagdo celular foram realizadas com o
método paraformaldeido/metanol. Além disso, com este
método houve importante coloracdo de fundo e reacdo
inespecifica do anticorpo da Caltag, exigindo maior aten-
¢do do operador.

Outro grupo, em estudo multicéntrico, avaliando 181
pacientes com LLC, comparou os Ac dos dois fabricantes
(puro e conjugados com FITC, Alexa-
fluor, PE) e também avaliou o método
de interpretacao, utilizando porcenta-

gem de positividade e a razdo da inten-

Quadro 1
Marcacgao das células com utilizagdo de AcMo ZAP-70 puro
Tubos 12 etapa 28 etapa 3% etapa 42 etapa
Células* + IgG2/NC .
A (1,0x10°) 2.0 1g) Anti-igM/FITC  CD4/NC  CD19/PE + CD3/PerCP
Células* + ZAP-70/NC .
B (1.0x10°) (2,0 pg) Anti-igM/FITC  CD4/NC  CD19/PE + CD3/PerCP

sidade de fluorescéncia média (MCF)
em relagdo a célula T (controle positi-
vo0)."S Foram considerados os valores de
corte >20% e R<4, respectivamente,

* células fixadas (paraformaldeido) e permeabilizadas (solugéo de saponina) ;

NC n&o conjugado

Quadro 2

Principais anticorpos ZAP-70 disponiveis no mercado e ja testados

para expressdo positiva da ZAP-70.
Maior discordancia entre os resultados
obtidos com o uso de anticorpo 2F2.3
conjugado com PE eos obtidos pela téc-

nica de Western Blot ou pela RQ-PCR,
foi observada, podendo levar a um risco

AcMo / fabricante Clone Fluorocromo conjugado

ZAP-70 - Upstate 2F3.2 - Puro (ndo conjugado)
Biotechnology (EUA) ’ - Conjugado com FTIC

ZAP-70 - Caltag 172 :ﬁ'ﬁéa Fllor 488
Laboratories (EUA) ’ -PE

de resultados falso-positivos. Por outro
lado, resultados falso-negativos também
foram observados com o0 Ac 1E7.2 con-
jugado com Alexa-fluor. Assim, suge-

Outros encontram-se em fase de teste (ex. marca BD conjugado com FITC)

Quadro 3

Marcagao das células com utilizagdo de Ac ZAP-70

conjugado com Alexa-flior

re-se a necessidade de maiores estudos
para validacdo dos métodos que utili-
zam Ac conjugados.

Outro interesse ¢ avaliar a concor-
dancia entre a expressdo da ZAP-70 e o

estado mutacional dos genes /gVH. Es-

Tubos 12 etapa 22 etapa 32 etapa . o
tes autores encontraram discordancia
A Células (1,0x10°) + permeabilizagao IgG1/FITC entre a expressdo da ZAP-70 e o estado
CD19/PE + CD3/PerCP . o
mutacional de IgVVH em cerca de 20%
3 . .
B Células (1,0x10°) + permeabilizacio  ZAP-70/Alexaflior (1,25 ) ~ dos casos. Estudos de Orchard et al'

CD19/PE + CD3/PerCP

mostram que ambos os AcMo clone

ZAP-70: Clone 1E7.2 (Caltag)TC)

Comparagao de anticorpos e métodos para
citometria de fluxo

Com o aparecimento de novas opgdes de reagentes,
estudos comparativos tém sido realizados na tentativa de
validar os diferentes AcMo, bem como os reagentes de fi-
xacdo e permeabilizagdo. Os resultados sdo preliminares,
variando de acordo com o grupo (método) de estudo, e no
momento ainda ndo ha um consenso sobre qual o melhor
anticorpo para avaliar ZAP-70 nas LLC. O Ac da Caltag/
Alexa-fluor foi comparado com o da Upstate/puro ndo-con-
jugado e os resultados mostraram boa correlacdo quando
se utilizou o reagente comercial Fix & Perm® (Caltag
Laboratories) para fixagdo e permeabilizagao das células."

2F3.2/ndo conjugado e clone 1E7.2/

Alexa-fltior 488 apresentam boa concor-

dancia com o estado de mutagdo de
IgVH, e quando se utilizou a razdo da média geométrica
ZAP-70/controle houve menor variabilidade interobser-
vadores.

Ainda neste estudo a comparagdo entre os anti-
coagulantes utilizados na coleta da amostra revelou que
amostras em heparina apresentavam leve declinio da ex-
pressdao da ZAP-70 com o tempo (D1 a D2) e, por outro
lado, em EDTA apresentavam um aumento da expressao
quando avaliada 24 horas ap6s (D1). A questao requer mais
estudos para a defini¢do do melhor reagente.

A expressao da ZAP-70 na LLC parece permanecer
estavel ao longo da evolugao da doenga., o que a torna um
marcador importante para prever o estado de mutagao do
IgVH e o prognostico de um determinado paciente com
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Paciente 1 - ZAP70 negativo, gene IgVH mutado

Figura 2. (a) Graficos em dot plot da expressao da ZAP-70 (clone 2F3.2 —Upstate) em citometria
de fluxo de um paciente da Unifesp com LLC, IgVH mutado
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Paciente 2 - ZAP-70 positivo, gene IgVh ndo-mutado

Figura 2. (b ) Graficos em dot plot da expressao da ZAP-70 (clone 2F3.2 -Upstate) em citometria
de fluxo de um paciente da Unifesp com LLC, IgVH ndao-mutado

LLC. Estudos recentes corroboram a estabilidade da ZAP-
70 na maioria dos pacientes.'”!*!® Ha, no entanto, uma pe-
quena variagdo na percentagem de expressdo da ZAP em LLC.
parte dos pacientes e em apenas cerca de 13% deles esta
diferenca foi maior que 10%. Além disso, o resultado alte-
rado atravessou o limite de corte em relagdo ao valor ante-
rior em menos de 10% dos casos, ndo interferindo, assim,
de modo significativo na interpretagdo do progndstico es-
tabelecido ao diagnostico.'®!” Mesmo em estudo com
casuistica maior e avaliagdo por maior tempo de acompa-
nhamento (33 a 102 meses) observa-se que apenas 8% (9/
111) dos pacientes apresentaram varia¢ao na expressao de
ZAP-70 a ponto de atravessar o nivel de corte de 20%.

ZAP-70).

Observou-se ainda que cinco dos nove
pacientes haviam recebido tratamen-
to e que a alterag@o ndo teve relagdo
com a progressao clinica da doenga.'®

Conclusoes

Em resumo, conclui-se que o
nivel de expressdao da ZAP-70 ¢ util
na avaliagdo do progndstico em paci-
entes com LLC, considerando a mai-
oria dos investigadores o valor limite
de corte de 20% para reagdo positiva.
Resultados em canal médio de
fluorescéncia (MCF) podem também
ser utilizados. Dos diferentes métodos
de estudo, a citometria de fluxo é de
facil realizagdo, sensivel ¢ permite a
obtengdo rapida dos resultados. A ex-
pressdo da ZAP-70 pode apresentar
pequena variagao dependendo do mé-
todo utilizado e, em menos de 10%
dos pacientes, pode sofrer alteragdo no
decorrer da evolugdo. O AcMo da
Upstate (clone 2F3.2) ndo conjugado e
o da Caltag (clone 1E7.2) conjugado
com Alexa-fluor t€ém mostrado resul-
tados confiaveis em nossas maos. Os
produtos conjugados com outros
fluorocromos, ou de outros fabricantes
estdo em vias de validag¢@o e devem ser
utilizados com cautela e apos valida-
¢do técnica no proprio laboratorio. Para
a fixagdo e permeabilizacdo celular, os
reagentes comerciais, Fix & Perm®
(Caltag) e Intraprep® (Coulter
Immunotech), bem como a solugdo
paraformaldeido/saponina podem ser
utilizados com boa resolugao.

Recomendagodes

1. Expressao de ZAP-70 ¢ um fator de prognoéstico na

2. A citometria de fluxo é o método util (sensivel,
facil e rapido) para avaliar a expressdo da proteina

3. Os anticorpos monoclonais da Upstate (clone 2F3.2)
nao conjugado e da Caltag (clone 1E7.2) conjugado com
Alexa-fluor podem ser utilizados.

4. Outros anticorpos monoclonais anti-ZAP-70, bem
como os métodos de permeabilizacdo e analise, devem
ser utilizados com precaucdo e devem ser validados an-
tes da sua introdugdo na rotina do laboratorio.
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Abstract

ZAP-70is a 70Kd protein kinase present in normal T Lymphocytes
and natural killer cells (NK), but absent in normal B lymphocytes.
Nevertheless, B cells in some B-cell Chronic Lymphocytic Leukemia
(CLL) patients express ZAP-70 and it has been found to be
associated with the unmutated status of immunoglobulin heavy
chains (IgVH) genes, a strong prognostic factor in CLL. In
addition, the ZAP-70 expression in CLL cells is stable over time,
differently to the CD38 expression, another prognostic marker in
CLL. Several studies have been performed to validate the ZAP-70
expression as a surrogate marker for the IgVH mutation status
which uses a laborious and time consuming technique. Using
monoclonal antibodies, anti-ZAP-70 is easily detected by a rapid
and sensitive flow cytometric technique. Upstate Biotechnology
developed the first unconjugated antibody (2F3.2 clone) and soon
after other products were developed, including fluorochrome
conjugated ones, facilitating the technical assays. ZAP-70 can be
evaluated by flow cytometric methods and its expression predicts
the prognosis in the great majority of CLL cases. Rev. bras.
hematol. hemoter. 2005;27(4):236-240.

Key words: ZAP-70, CLL, prognosis
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