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Souhrn 
Východiska: Chromozomové změny patří u chronické lymfocytární leukemie (CLL) mezi vý-
znamné prognostické faktory. Hlavní metodou využívanou k detekci těchto chromozomových 
změn je fl uorescenční in situ hybridizace (FISH), klasické cytogenetické vyšetření vyžadující 
buňky v metafázi je u CLL problematické kvůli nízké proliferační schopnosti maligních B-lym-
focytů in vitro. V roce 2006 byla publikována metoda umožňující získat metafázní B-lymfocyty 
u CLL s využitím stimulace pomocí IL-2 a CpG oligonukleotidem DSP30. Cílem naší studie bylo 
ověřit účinnost stimulace a zhodnotit využitelnost této metody v rutinní praxi. Soubor pacientů 
a metody: Celkem u 369 pacientů s dia gnózou CLL byla vyšetřována periferní krev klasickou cy-
togenetickou metodou a současně metodou FISH pro oblasti 13q14, 11q22– 23, CEP12 a 17p13. 
Výsledky: Pro klasické cytogenetické vyšetření se stimulací podařilo získat metafázní buňky 
u 307 (83 %) z 369 pacientů. Chromozomové změny byly nalezeny u 243 (79 %) ze 307 hod-
nocených pacientů. Kromě aberací vyšetřovaných metodou FISH byly nalezeny další speci-
fi cké změny v karyotypu např. del(6q), del(14q), t(14;18)(q32;q21), t(11;14)(q13;q32) a t(18;22)
(q21;q11). U 103 (42 %) pacientů byly cytogenetickým vyšetřením nalezeny komplexní změny 
karyotypu, které metodou FISH detekovány nebyly. Závěr: Stimulace pomocí IL-2 a oligonuk-
leotidu DSP30 účinně navozuje dělení maligních B-lymfocytů a umožňuje zachytit velké množ-
ství chromozomových změn u CLL, které by při vyšetřování metodou FISH pro základní čtyři 
aberace zůstaly skryty. Používání této metody v rutinní praxi se osvědčilo hlavně při identifi kaci 
pacientů s komplexními změnami karyotypu.
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Východiska

Chronická lymfocytární leukemie (chro-
nic lymphocytic leukemia –  CLL) je nej-
častější typ leukemie u dospělých v Ev-
ropě a Severní Americe [2]. Tvoří 25– 30 % 
všech leukemií a vyskytuje se zejména 
u starší populace (medián věku pacienta 
při stanovení dia gnózy je 65 let). Jedná 
se o  onemocnění s  variabilním klinic-
kým průběhem i dobou přežití pacientů, 
proto je při posuzování vývoje nemoci 
a rozhodování, zda nasadit léčbu, nutné 
řídit se spolehlivými prognostickými fak-
tory [3]. V současné době se k těmto pro-
gnostickým faktorům řadí také chromo-
zomové změny v genomu B-lymfocytu, 
které je možné identifi kovat pomocí cy-
togenetických a molekulárně cytogene-
tických metod.

Standardně se k detekci chromozomo-
vých změn u CLL používá metoda fl uo-
rescenční in situ hybridizace (FISH), která 
poskytuje výhodu v tom, že ji lze prová-
dět na buňkách v interfázi. Rutinně jsou 
touto metodou vyšetřovány lokusy pro 
čtyři nejčastější chromozomové změny 
u  CLL: del(13q14), del(11q22– 23), tri-
zomie 12 a del(17p13), z nichž zejména 
nález del(17p13), která postihuje gen 
TP53, je spojen s velmi špatnou prognó-
zou  [4]. Klasická cytogenetická metoda 
vyžadující kultivaci kostní dřeně pro zís-
kání buněk v metafázi byla v minulých le-
tech využívána jen omezeně, z  důvodu 
nízké proliferační schopnosti maligních 
B-lymfocytů in vitro, dokonce i v přítom-
nosti různých mitogenů [5]. Navíc v pří-

padech, kdy se podařilo získat buňky 
v metafázi a sestavit karyotyp buňky, byla 
kvalita chromozomů velmi špatná nebo 
se podařilo vykultivovat pouze B-lymfo-
cyty bez chromozomových změn. Překo-
nat tento problém se podařilo až v roce 
2006, kdy Dicker et al publikovali studii 
zabývající se kultivací B-lymfocytů peri-
ferní krve v médiu s CpG oligonukleoti-
dem DSP30 a interleukinem 2 [1,6]. Kulti-
vace buněk s těmito stimulanty umožnila 
získat metafázní buňky ke zhodnocení až 
v 99 % případů a chromozomové změny 
byly nalezeny u  více než 80  % z  nich. 
Cílem naší studie bylo zavést tuto me-
todu do naší laboratoře a zhodnotit její 
využitelnost a přínos pro rutinní praxi. 

Soubor pacientů a metody 

Pacienti

Do studie bylo zařazeno celkem 369 pa-
cientů s  dia gnózou CLL, jejichž vzorky 
byly analyzovány v naší laboratoři v ob-
dobí listopad 2009  až červenec 2012. 
Soubor pacientů byl tvořen 236  muži 
a  133  ženami, medián jejich věku byl 
65  let (rozmezí 30– 86  let). U všech pa-
cientů byl získán písemný informovaný 
souhlas. U  65  pacientů byly získány 
2– 4 vzorky periferní krve v rámci kontrol-
ních vyšetření v průběhu času, u zbylých 
pacientů jsme měli 1 vzorek (1 odběr).

Příprava preparátů pro cytogenetické 

vyšetření a FISH

Pacientům byla odebrána periferní krev 
do zkumavek s  heparinem. Periferní 

krev byla následně kultivována v kulti-
vačním médiu RPMI- 1640 (Sigma) s pří-
davkem IL-2  (200  U/ ml, Peprotech) 
a DSP30  (2 μmol/ l, TIB MolBiol). Množ-
ství krve přenesené do kultivačního 
média (0,2– 1,5 ml) bylo určeno počtem 
leukocytů ve vzorku, který byl stanoven 
z posledního krevního obrazu pacienta 
před odběrem periferní krve pro cyto-
genetické vyšetření. Kultivace probí-
hala 72 hod při 37 °C v termostatu s 5% 
CO2. Kolchicin byl přidán 5– 6 hod před 
zpracováním. Zpracování vzorku a bar-
vení chromozomů bylo následně prová-
děno podle standardního protokolu [7]. 
Nalezené metafázní buňky byly hod-
noceny pomocí softwaru LUCIA KARYO 
(Laboratory Imaging) a  chromozo-
mové změny byly zapsány podle pravi-
del ISCN 2009 (International system for 
human cytogenetic nomenclature)  [8]. 
Za úspěšnou kultivaci byly považovány 
případy, kdy se podařilo získat nejméně 
pět metafázních buněk.

Preparáty pro metodu FISH byly při-
praveny ze stejné buněčné suspenze 
jako pro cytogenetické vyšetření. 
Metoda FISH byla prováděna podle stan-
dardního protokolu [9]. U všech pacientů 
byly použity sondy LSI p53/ LSI ATM a LSI 
D13S319/ LSI 13q34/ CEP12  Multi-Co-
lor Probe Sets (Abott Molecular- Vysis)
nebo sondy XL ATM/ p53 a XL DLEU/ LAMP/ 
/12cen (MetaSystems). Na základě cy-
togenetického vyšetření byly došetřo-
vány ně kte ré nálezy: del(6q) byla ově-
řována sondou ON 6q21/ MYC (8q24) 

Summary
Background: Chromosomal aberrations play an important role as prognostic factors in chronic lymphocytic leukemia (CLL). These aberrations are 
mostly detected by fl uorescent in situ hybridization (FISH), as chromosomal banding analysis has been scarce due to low proliferative activity of 
malignant B-lymphocytes in vitro. In 2006, a new method using stimulation with IL-2 and CpG oligonucleotide DSP30 for metaphase generation 
in CLL was published [1]. The objective of our study was to verify the effi  cacy of stimulation and to evaluate if the method is suitable for routine 
diagnostics. Patients and Methods: In total, peripheral blood samples of 369 CLL patients were analyzed in parallel by chromosomal banding 
analysis and by FISH probes for 13q14, 11q22–23, CEP12 and 17p13. Results: Out of 369 patients, 307 (83%) were successfully stimulated for 
metaphase generation. Chromosomal aberrations were detected in 243 (79%) out of 307 patients evaluated by chromosomal banding analysis. 
Other aberrations that are not included into standard FISH panel were detected in patients’ karyotypes, e.g. del(6q), del(14q), t(14;18)(q32;q21), 
t(11;14)(q13;q32) and t(18;22)(q21;q11). One hundred and three (42%) patients showed complex aberrant karyotype not detected by FISH analy-
sis. Conclusion: Stimulation with IL-2 and oligonucleotide DSP30 is an effi  cient method how to induce proliferation of malignant B-lymphocytes 
and allows detection of a substantial number of chromosomal aberrations in addition to those detected by standard FISH panel. Using this me-
thod in routine diagnostics is helpful particularly in identifi cation of patients with complex aberrant karyotype.
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aberration
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Z 307 pacientů s hodnotitelnými pre-
paráty byly pomocí klasické cytoge-
netické metody nalezeny chromozo-
mové změny u 243 (79 %), 64 pacientů 
(21 %) mělo normální karyotyp (graf 2). 
Pacienty jsme rozdělili do tří skupin
podle počtu chromozomových změn 
v  karyotypu (skupina 1: jeden  chromo-
zomový zlom nebo jedna  numerická 
změna; skupina 2: strukturní a/ nebo nu-
merické změny zahrnující dva chromo-
zomy; skupina 3: komplexní změny ka-

šetření nehodnotitelné, jsme z  dalšího 
odběru získali metafázní buňky, takže 
celková kultivační úspěšnost v  celém 
souboru pacientů byla 83  %  (307  pa-
cientů) (graf 1). Nejnižší počet metafáz-
ních buněk, při němž jsme vzorek po-
važovali za hodnotitelný, byl stanoven 
na pět. Pouze u  16  % pacientů se po-
dařilo získat méně než deset metafáz-
ních buněk, naopak u  30  % pacientů 
jsme zhodnotili 20  a  více metafázních 
buněk.

(Kreatech), del(14q) byla ověřována son-
dou XL IGH plus pro oblast 14q32 (Me-
taSystems), t(14;18)(q32;q21) byla ově-
řována sondou LSI IGH/ BCL2  Dual 
Color Dual Vision Translocation Probe 
(Abott Molecular- Vysis) nebo sondou 
XL IGH/ BCL2  (MetaSystems). Translo-
kace t(11;14)(q13;q32) byla ověřována 
sondou LSI IGH/ CCND1 Dual Color Dual 
Vision Translocation Probe (Abott Mo-
lecular- Vysis) a  t(18;22)(q21;q11) byla 
ověřována sondou LSI MALT1  (18q21) 
Dual Color BreakApart Rearramgement 
Probe (Abott Molecular- Vysis). Nalezené 
změny byly zapsány podle pravidel ISCN 
2009 [8].

Výsledky

V naší laboratoři jsme vyšetřili pomocí 
klasického cytogenetického vyšetření 
(G- pruhování) s využitím stimulace oligo-
nukleotidem DSP30 a IL-2 a pomocí me-
tody FISH vzorky periferní krve celkem od 
369 pacientů s CLL. U 304 pacientů jsme 
vyšetřovali periferní krev pouze z  jed-
noho odběru, u  65  pacientů jsme měli 
k dispozici další odběry z následujících 
kontrolních vyšetření v  průběhu času. 
U 16 z nich se nepodařilo podruhé získat 
hodnotitelné preparáty, u zbylých 49 pa-
cientů jsme pak měli možnost ověřit, zda 
se nálezy z jednotlivých odběrů shodují, 
a  sledovat případné další změny v  ka-
ryotypu. U 37 pacientů byly v následují-
cích odběrech nalezeny stejné aberace, 
u 11 pacientů byly kromě dříve naleze-
ných aberací přítomny další změny, u jed-
noho pacienta po léčbě byl v následují-
cím odběru nalezen normální karyotyp. 
Metodou FISH byly u všech pacientů vy-
šetřovány čtyři lokusy (tzv. CLL čtyřpanel): 
13q14, 11q23, cep12 a 17p13. Úspěšně 
se podařilo zhodnotit všechny čtyři lo-
kusy u 362 pacientů (98 %) z 369, u tří pa-
cientů byl celý čtyřpanel nehodnotitelný, 
u  dvou pacientů byly nehodnotitelné 
lokusy pro 13q14 a 11q23 a u dvou pa-
cientů pouze lokus pro 13q14.

Kultivací krve se stimulanty se poda-
řilo získat metafázní buňky ke zhodno-
cení karyotypu u  298  pacientů (81  %) 
z 369, u zbylých 71 pacientů (19 %) byly 
preparáty nehodnotitelné nebo se ne-
podařilo získat dostatečný počet meta-
fázních buněk. Ovšem u devíti pacientů, 
jejichž vzorky krve byly při prvním vy-
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bez léčby, nebo již po léčbě. Podobně 
nebyly nalezeny žádné chromozomové 
změny, které by byly u pacientů s kom-
plexními změnami častější než u celého 
souboru pacientů, kromě del(17p13) 
zahrnující gen TP53. Nejčastější změ-
nou byla del(13q14) u 40 pacientů z cel-
kových 103  pacientů, del(11q22– 23) 
u  28  pacientů. Del(17p) byla nalezena 
u 24 pacientů.

Dále jsme analyzovali, jaké chromo-
zomové změny se v celém našem sou-
boru pacientů vyskytovaly nejčastěji 
(tab. 2). V případě početních změn jsme 
nejčastěji nacházeli trizomii 12, a  to 
u 34 z 307 pacientů (11 %). U dvou pa-
cientů jsme dále našli trizomii 8, u dvou 
pacientů trizomii 18, u  šesti pacientů 
nulisomii Y a  u  tří pacientů monoso-
mii 22. Nejčastější strukturní změnou 
byla del(13q14), kterou jsme detekovali 
u 129 pacientů (42 %). Druhou nejčastější 
strukturní změnou byla del(11q22– 23) 
nalezená u 68 pacientů (22 %). U 34 pa-
cientů (11 %) jsme pak našli del(17p13) 
nebo ztrátu chromozomu 17; u 27 z nich 
se jednalo o  klasickou del(17p13), 
u  tří pacientů došlo ke ztrátě p ra-
mena v důsledku vzniku i(17q), u tří pa-
cientů došlo ke ztrátě p ramena v  dů-
sledku translokace s chromozomy 13, 15 
nebo 18.

Kromě čtyř nejčastějších aberací, které 
jsou u CLL známé a standardně se vyšet-
řují metodou FISH ve čtyřpanelu, jsme 
nalezli i další změny, např. u 22 pacientů 
(7 %) byla přítomna del(6q) a u šesti pa-

cientů (51 %) se výsledky obou metod 
shodovaly, přičemž u 40 z nich byly navíc 
metodou FISH detekovány změny, které 
cytogenetické vyšetření neodhalilo. 
Jednalo se zejména o  monoalelickou 
nebo bialelickou deleci v oblasti 13q14, 
která je vzhledem k  rozlišovací schop-
nosti cytogenetického vyšetření obtížně 
detekovatelná, případně byla aberace 
přítomna pouze v  malém procentu in-
terfázních jader.

Do skupiny 149  pacientů, u  kterých 
byly cytogenetickým vyšetřením nale-
zeny další chromozomové změny, pa-
třilo všech 103  pacientů s  komplex-
ními změnami karyotypu. Vzhledem 
k tomu, že všichni pacienti byli vyšetřo-
váni pouze na CLL čtyřpanel, byla me-
toda FISH úspěšná v odhalení komplex-
ních změn pouze u čtyř pacientů. Navíc 
u 14 pacientů s komplexními změnami 
byla metoda FISH negativní pro celý 
čtyřpanel. Na obr. 1 jsou ukázky karyo-
typu vybraných pacientů s komplexními 
změnami karyotypu.

Podrobnější informace o  pacien-
tech s  komplexními změnami karyo-
typu jsou uvedeny v tab. 1. U těchto pa-
cientů jsme nezjistili žádnou závislost 
na RAI stadiu, ve kterém se v době od-
běru materiálu pro cytogenetické vyšet-
ření nacházeli. Jednalo se však o hetero-
genní skupinu pacientů, protože pouze 
u části pacientů bylo cytogenetické vy-
šetření provedeno při stanovení dia-
gnózy. Zbývající část pacientů byla vy-
šetřována již v  průběhu nemoci, zatím 

ryotypu). Výsledky ukázaly, že 42  % 
pacientů (103) mělo komplexní změny 
karyotypu. Podrobněji jsou počty na-
lezených chromozomových změn po-
psány v grafu 3.

Nálezy při cytogenetickém vyšetření 
byly následně srovnávány s nálezy me-
todou FISH. Bylo zjištěno, že z  307  pa-
cientů byly ve 149 případech (49 %) cy-
togenetickým vyšetřením nalezeny další 
chromozomové změny kromě aberací 
vyšetřovaných ve čtyřpanelu. U 158 pa-

Obr. 1. Ukázka karyotypu dvou pacientů s komplexními změnami. Červenými šipkami jsou označeny aberantní chromozomy.
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Tab. 1. Charakteristika pacientů 

s kom plexními změnami karyotypu 

detekovanými klasickým cytogene-

tickým vyšetřením (n = 103).

Rai stadium* Počet 

pacientů

RAI 0 17

RAI I 16

RAI II 10

RAI III 20

RAI IV 24

Vyšetření provedeno

v době stanovení diagnózy 22

v průběhu nemoci po léčbě 55

v průběhu nemoci bez 
léčby

26

* u 16 pacientů nebyly v době od-
běru materiálu pro vyšetření k dispo-
zici údaje o RAI stadiu.
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K navození dělení B-lymfocytů byla 
v  minulosti použita řada mitogenů, ale 
žádný z  nich nepřinesl uspokojivé vý-
sledky. K významnému posunu došlo až 
ve studii Dickera et al z roku 2006 o vy-
užití kombinace interleukinu 2 a oligo-
nukleotidu DSP30  jako stimulantů při 
kultivaci periferní krve pacientů s CLL [1]. 
Této skupině se podařilo získat hodnoti-
telné preparáty u 95 % pacientů, z nichž 
81  % mělo chromozomové změny. 
Stejná skupina o rok později publikovala 
rozsáhlou studii na 506 pacientech s CLL, 
kde stimulací lymfocytů IL-2 a DSP30 do-
sáhli dokonce ještě lepších výsledků, 
hodnotitelné preparáty získali v 98,8 % 
případů, z nichž 83 % vykazovalo chro-
mozomové změny  [6]. Jejich výsledky 
však doposud nebyly ověřeny na větším 
souboru pacientů, jediná studie, ve které 
byl přesně zopakován navržený postup, 
zahrnovala pouze 24 pacientů s CLL [10]. 
Aby bylo možné zhodnotit, jestli je me-
toda navržená Dickerem et al [1] pří-
nosná a po užitelná pro rutinní vyšetření, 
provedli jsme v naší laboratoři cytogene-
tické vyšetření periferní krve pomocí sti-
mulace IL-2 a DSP30 podle navrženého 
postupu celkově u 369 pacientů s CLL.

Diskuze 

Chromozomové změny, které jsou pra-
videlně nacházeny u  pacientů s  CLL, 
patří mezi prognostické faktory napo-
máhající odhadnout, jak se bude nemoc 
u konkrétního pacienta dále vyvíjet [3]. 
Hlavní metodou pro vyšetření chromo-
zomových změn u  těchto pacientů je 
fl uorescenční in situ hybridizace, která 
je dostatečně citlivá a  má velkou vý-
hodu v  tom, že ji lze provádět i  na in-
terfázních buňkách. Právě nízká schop-
nost dělení maligních B-lymfocytů 
in vitro neumožňovala samostatně pou-
žívat klasickou cytogenetickou metodu 
jako rutinní metodu pro vyšetřování pa-
cientů. Často se nedařilo získat hodno-
titelné preparáty a pokud ano, chromo-
zomové změny byly zaznamenávány 
pouze ve 40–50 % případů, protože pro 
sestavení karyotypu byly většinou zís-
kány normální lymfocyty v  metafázi 
místo těch maligních, které se velmi 
špatně dělí [5]. I přes tyto limitace je ale 
klasické cytogenetické vyšetření velmi 
přínosné v  tom, že poskytuje možnost 
zhodnotit celou chromozomovou vý-
bavu B-lymfocytu, což metodou FISH 
nelze.

cientů (2 %) del(14q). Del(6q) byla ověřo-
vána metodou FISH použitím sondy pro 
oblast 6q21. U osmi pacientů to byla je-
diná změna v karyotypu, u zbylých 14 pa-
cientů byly v  karyotypu přítomny další 
chromozomové změny (u  10  z  nich se 
jednalo o komplexní změny karyotypu). 
Del(14q) byla ověřována sondou pro ob-
last 14q32. U všech šesti pacientů byla pří-
tomna spolu s dalšími změnami, z toho ve 
třech případech v klonu s trizomií 12.

Dále jsme u pacientů v našem souboru 
odhalili tři typy translokací typických 
pro lymfomy (obr.  2). U  pěti pacientů 
to byla t(14;18)(q32;q21), která se u čtyř 
z  těchto pacientů vyskytovala v  klonu 
s del(13q14). U čtyř pacientů jsme našli 
t(11;14)(q13;q32), která byla u  dvou 
pacientů opět v  klonu s  del(13q14). 
U  tří pacientů byla přítomna t(18;22)
(q21;q11), z  toho dvakrát s  trizomií 12. 
U žádného z těchto pacientů s transloka-
cemi typickými pro lymfomy nedošlo na 
základě nalezené translokace k přehod-
nocení dia gnózy, skutečně se jednalo 
o  CLL. Kromě těchto translokací jsme 
u pacientů našli i další typy translokací, 
které se však vyskytovaly pouze u  jed-
noho nebo dvou pacientů.

Tab. 2. Nejčastější chromozomové změny nalezené klasickou cytogenetickou metodou (n = 307). 

Počet pacientů

Typ chrom. 

změny

Samo-

statně
del(13q14) del(11q22–23) del(17p13)

trisomie 

12

panel + jiné 

změny

jiné 

změny
celkem

součást 

KZK

del(13q14) 49 0 23 1 2 27 27 129 (42 %) 40

del(11q23) 9 23 0 1 1 18 16 68 (22 %) 28

del(17p13) 3 1 1 0 1 12 16 34 (11 %) 24

trisomie 12 17 2 1 1 0 3 10 34 (11 %) 6

del(6q) 8 0 1 1 0 9 3 22 (7 %) 10

nulisomie Y 1 0 0 0 0 3 2 6 (2 %) 4

del(14q) 0 0 0 0 3 1 2 6 (2 %) 2

t(14;18)(q32;q21) 0 3 0 0 0 1 1 5 (2 %) 1

t(11;14)(q13;q32) 1 1 0 0 0 1 1 4 (1 %) 2

monosomie 22 0 0 0 0 0 2 1 3 (1 %) 2

t(18;22)(q21;q11) 1 0 0 0 1 1 0 3 (1 %) 2

trisomie 8 0 0 0 0 0 2 0 2 (1 %) 2

trisomie 18 0 0 0 0 0 1 1 2 (1 %) 2

KZK – komplexní změny karyotypu, panel – změny zahrnující del(13q14), del(11q22–23), trisomii 12, del(17p13), případně jejich kombinace
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Kultivací periferní krve pacientů s CLL 
v  kultivačním médiu se stimulanty se 
podařilo získat hodnotitelné preparáty 
u 83 % pacientů ze souboru. Podíl nehod-
notitelných případů byl tedy větší než 
ve svých studiích uváděli Dicker et al [1] 
a Haferlach et al [6] (17 % vs 5 %, resp. 
1 %), ačkoliv množství přidávaných sti-
mulantů byla stejná. Stejně tak dosáhla 
nižší úspěšnosti skupina, která tímto po-
stupem vyšetřila 24 pacientů s CLL [10]. 
Hodnotitelné preparáty byly získány 
pouze v 75 % případů, je ale třeba vzít do 
úvahy, že u tak malého počtu pacientů 
nelze objektivně zhodnotit úspěšnost 
metody. Srovnatelnou úspěšnost jako 
v našem případě vzhledem k zisku hod-
notitelných preparátů zaznamenaly dvě 
skupiny, které také testovaly vhodnost 
IL-2  a  DSP30  jako stimulantů pro CLL, 
ale kultivaci prováděly s odlišným množ-
stvím IL-2. Struski et al [11] úspěšně zís-
kali mitózy v 82 % případů z celkových 
80, Put et al [12] v 83 % případů z 217.

Chromozomové změny jsme nalezli 
u 79 % hodnotitelných pacientů. Nález 
chromozomových změn u tak vysokého 
počtu pacientů je v souladu s výsledky 
Dickera et al [1] a  Haferlacha et  al  [6], 
kteří zaznamenali abnormality kon-
krétně v  81  % a  83  % případů. Použití 
žádného jiného stimulantu dělení lym-
focytů dosud neumožnilo odhalit chro-
mozomové změny u tak vysokého počtu 
pacientů, srovnatelné výsledky přineslo 
pouze použití CD40L, kdy byly abnor-
mality objeveny u  89  % pacientů  [13]. 
Z důvodu technicky náročného postupu 
ale CD40L nelze rutinně využívat ke sti-
mulaci buněk, na rozdíl od kultivace 
s  IL-2 a DSP30, která kromě samotných 
stimulantů vyžaduje pouze média a che-
mikálie standardně používané ke kulti-
vaci a zpracování vzorků.

Kvůli vyloučení možnosti, že samotná 
kultivace s IL-2 a DSP30 vytváří v lymfo-
cytech chromozomové změny, provedli 
Dicker et al kontrolní vyšetření na pěti 
zdravých osobách. Ani u  jedné z  nich 
se po kultivaci nenašly chromozomové 
změny. Nedávno se otázkou vzniku chro-
mozomových změn při kultivaci vzorku 
s CpG oligonukleotidy zabývalo CLL Re-
search Consortium (CRC)  [14]. Ve své 
studii nechali vyšetřit vzorky od 12 pa-
cientů s CLL v pěti různých laboratořích, 

Obr. 2. Translokace nalezené při cytogenetickém vyšetření. 

Obr. 2 A. 46,XX,del(13q14),t(11;14)(q13;q32), Obr. 2 B. 45,XY,-17,t(18;22)(q21;q11), 

Obr. 2 C. 47,XY,+12,del(13q14),t(14;18)(q32;q21).
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u  CLL  [16]. Dvě větší studie o  t(11;14)
(q13;q32) u  pacientů s  CLL publikovali 
Cuneo et al  [21] a De Angeli et al  [22]. 
Zjistili, že t(11;14)(q13;q32) se vyskytuje 
hlavně u  případů s  atypickou CLL a  že 
je často přítomná spolu s  del(13q14). 
V našem souboru se spolu vyskytovaly 
u  dvou pacientů ze čtyř. Prognostický 
význam t(11;14)(q13;q32) je u CLL zatím 
nejasný.

Podobně o  t(18;22)(q21;q11) a  jejím 
prognostickém významu není mnoho 
známo. V  literatuře bylo popsáno při-
bližně 10 případů, kdy se vyskytovala sa-
mostatně nebo s dalšími změnami, což 
souhlasí i s nálezem u pacientů z našeho 
souboru [16].

Vzhledem k tomu, že všichni pacienti 
v  našem souboru byli současně vyšet-
řováni metodou FISH na CLL čtyřpa-
nel, měli jsme možnost srovnat, jaké 
jsou rozdíly ve schopnosti těchto dvou 
metod zachycovat chromozomové 
změny. Prokázalo se, že každá metoda 
měla své limitace. Cytogenetickým vy-
šetřením byly u  téměř poloviny všech 
pacientů s  hodnotitelnými preparáty 
(149 pacientů) nalezeny chromozomové 
změny, které nemohla metoda FISH za-
chytit, protože pro ně nebyly použity 
sondy. Nejvíce byl rozdíl v záchytu pa-
trný u pacientů s komplexními změnami 
karyotypu, kterých bylo pomocí klasic-
kého cytogenetického vyšetření od-
haleno celkem 103  (tato skupina tvo-
řila 42  % ze všech pacientů, u  kterých 
se podařilo najít nějakou chromozomo-
vou změnu). Pouze metoda FISH by tyto 
komplexní změny odhalila jen u čtyřech 
z nich, a 14 z těchto pacientů mělo do-
konce negativní celý čtyřpanel. Z  vý-
sledků proto vyplývá, že metoda FISH 
nemá schopnost zachytit značnou část 
chromozomových změn u  pacientů 
s  CLL. Zatím není jasné, jaký význam 
tyto komplexní změny v karyotypu mají 
a  jakým způsobem ovlivňují prognózu 
pacienta. Vzhledem k  tomu, že do na-
šeho souboru pacientů byli kromě nově 
dia gnostikovaných a dosud neléčených 
pacientů zařazeni i  pacienti, kteří už 
léčbu dostávali, nebylo možné tuto sku-
pinu podrobněji analyzovat. Nicméně 
detailnější studie na jednotném sou-
boru pacientů by mohly např. ukázat, 
jestli se u těchto pacientů vyskytují spe-

zmíněno, že se objevovala buď samo-
statně, nebo i  s  jinými změnami, často 
s trizomií 12, a byla popsána i jako sou-
část komplexních změn karyotypu [17]. 
Delece byly ve většině případů termi-
nální, stejně jako u všech šesti pacientů 
z  našeho souboru. V  literatuře jsou ale 
popisovány také intersticiální delece, nej-
častěji v oblasti 14q24– q32. Kromě CLL 
byly delece na chromozomu 14 nalezeny 
i u dalších B buněčných malignit, např. di-
fuzního velkobuněčného lymfomu nebo 
akutní lymfoblastické leukemie.

Zajímavým nálezem byly reci-
proké translokace typické pro ně kte ré 
typy lymfomů. Jednalo se konkrétně 
o  t(11;14)(q13;q32), t(18;22)(q21;q11) 
a  t(14;18)(q32;q21). Tyto translokace 
byly ověřovány metodou FISH, takže 
díky znalosti sekvence použitých sond 
je možné určit, že zlomy na chromozo-
mech nastaly v oblastech 14q32, 18q21, 
11q13 a 22q11, kde jsou lokalizovány vý-
znamné geny. V oblasti 14q32 leží lokus 
pro gen IgH, v oblasti 18q21 potom gen 
Bcl- 2, významný člen rodiny antiapopto-
tických genů. V oblasti 11q13 se nachází 
gen Bcl- 1, který kóduje cyklin D, a v ob-
lasti 22q11 gen IgL. Translokace zahrnu-
jící imunoglobulinové geny se celkově 
u  B buněčných malignit vyskytují po-
měrně často, názory na výskyt u CLL se 
však liší [18,19].

Translokace (14;18)(q32;q21) je cha-
rakteristická pro folikulární lymfom, 
kde bývá přítomna u 85 % případů [20]. 
Kromě folikulárního lymfomu byla na-
lezena také u  15–20  % případů difuz-
ního velkobuněčného lymfomu. Pří-
padů, kdy byla zaznamenána u pacientů 
s CLL, je v  literatuře popsáno přibližně 
20, Haferlach et al [6] ve své studii uvá-
dějí sedm případů. Tato translokace se 
objevuje jako jediná abnormalita v ka-
ryotypu lymfocytu nebo spolu s  dal-
šími abnormalitami, např. s trizomií 12. 
Prognostický význam (14;18)(q32;q21) 
u  CLL není dobře prozkoumán, názory 
na spojitost s  průběhem nemoci se 
liší [18,19].

Translokace t(11;14)(q13;q32) se ob-
jevuje zejména u  lymfomů z  plášťo-
vých buněk (65 % případů), ale nalezena 
byla také u B prolymfocytární leukemie, 
plazmacelulární leukemie, splenického 
lymfomu s  vilózními lymfocyty a  také 

ve čtyřech z těchto laboratoří byl po užit 
ke stimulaci přímo CpG oligonukleotid 
DSP30 v kombinaci s  IL-2 a  IL-15. Z vý-
sledků vyplývá, že kultivační podmínky 
samy o  sobě nevyvolávají chromozo-
mové změny, protože u  všech 12  pa-
cientů se klonální nálezy z pěti různých 
laboratoří shodovaly a je velmi neprav-
děpodobné, že by se jednalo o  stejné 
náhodné změny vzniklé na pěti různých 
pracovištích.

Nejčastější klonální chromozomové 
změny, které jsme našli u  pacientů 
v  našem souboru, byly delece stan-
dardně vyšetřované metodou FISH jako 
součást tzv. CLL čtyřpanelu. Převažovala 
del(13q14), která byla nalezena u 42 % 
hodnotitelných pacientů. Druhou nej-
častější delecí byla del(11q22– 23) za-
znamenaná u 22 % hodnotitelných pa-
cientů. Třetí delece vyšetřovaná ve 
čtyřpanelu, del(17p13), která je považo-
vaná za výrazně negativní prognostický 
faktor, byla nalezena u  11  % pacientů. 
Nejčastější početní změnou nalezenou 
v  našem souboru pacientů byla trizo-
mie 12, zaznamenaná u 11 % pacientů.

Další aberací, kterou se podařilo za-
chytit v  našem souboru pacientů, byla 
del(6q), která se vyskytovala u 7 % pa-
cientů. Del(6q) není zahrnutá do čtyř-
panelu pro CLL, takže se u  pacientů 
standardně nevyšetřuje a  ani její pro-
gnostický význam není tak dobře pro-
zkoumán jako např. u del(13q14) nebo 
del(17p13). Nicméně se u pacientů s CLL 
objevuje pravidelně, její výskyt při de-
tekci metodou FISH se v literatuře odha-
duje na 7 % [15].

Další delecí, která se v našem souboru 
vyskytovala opakovaně, byla del(14q) 
u 2 % pacientů, což se shoduje s údaji od 
Haferlacha et al, kteří nalezli tuto deleci 
ve 3 % případů. Del(14q) nebyla u těchto 
pacientů ani v  jednom případě jedi-
nou změnou v  karyotypu B-lymfocytu, 
v polovině případů byla v klonu s trizo-
mií 12. Na del(14q) se mnoho studií ne-
zaměřuje a prognostický význam pro pa-
cienty s CLL je velmi málo prozkoumán. 
V literatuře bylo zaznamenáno přibližně 
60 až 70 případů CLL s del(14q), ale větši-
nou byl pouze zmíněn nález této změny 
v  karyotypu lymfocytu a  bližší infor-
mace o vývoji nemoci a délce doby pře-
žití pacienta poskytnuty nebyly [16]. Je 
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o technicky nenáročnou metodu prová-
děnou na periferní krvi, proto zavedení 
této metody do běžné praxe nepřináší 
žádnou další zátěž pro pacienta ani pro 
laboratoř.
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cifi cké chromozomové změny už v době 
dia gnózy nemoci a jestli nějakým způso-
bem ovlivňují průběh nemoci.

Na druhou stranu určité limitace se 
prokázaly také u cytogenetického vyšet-
ření, protože metodou FISH byly deteko-
vány abnormality, které cytogenetické 
vyšetření nezachytilo. Cytogenetické 
vyšetření selhalo převážně v  záchytu 
del(13q14), monoalelické nebo biale-
lické. Ovšem ve všech případech se jed-
nalo o  intersticiální deleci, která je cy-
togeneticky velmi těžce rozeznatelná, 
protože klasické cytogenetické vyšetření 
nemá tak vysokou rozlišovací schopnost 
jako metoda FISH a delece malé oblasti 
na chromozomu je poměrně obtížné za-
chytit. V ostatních případech se buď po-
dařilo stimulací získat jen malý počet 
metafázních buněk, nebo se při vyšet-
ření FISH prokázalo, že tyto chromo-
zomové změny byly přítomny pouze 
v malém počtu buněk. Je proto možné, 
že pokud by byl získán větší počet me-
tafázních buněk a sestaven u nich karyo-
typ, cytogenetické vyšetření by úspěšné 
bylo.

Závěr

Závěrem lze tedy shrnout, že cytoge-
netické vyšetření stimulované peri-
ferní krve výrazně napomáhá zvýšit zá-
chyt chromozomových změn u pacientů 
s  CLL a  umožňuje odhalit i  jiné, méně 
časté změny, které nejsou rutinně vy-
šetřovány metodou FISH. Na rozdíl od 
metody FISH také umožňuje odhalit 
komplexní změny karyotypu. Jedná se 


