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Souhrn

Vychodiska: Chromozomové zmény patfii u chronické lymfocytarni leukemie (CLL) mezi vy-
znamné prognostické faktory. Hlavni metodou vyuZzivanou k detekci téchto chromozomovych
zmén je fluorescencni in situ hybridizace (FISH), klasické cytogenetické vysetieni vyzadujici
bunky v metafazi je u CLL problematické kvuli nizké prolifera¢ni schopnosti malignich B-lym-
focytt in vitro. V roce 2006 byla publikovana metoda umoznujici ziskat metafazni B-lymfocyty
u CLL s vyuzitim stimulace pomoci IL-2 a CpG oligonukleotidem DSP30. Cilem nasi studie bylo
ovéfit ucinnost stimulace a zhodnotit vyuzitelnost této metody v rutinni praxi. Soubor pacientii
a metody: Celkem u 369 pacient( s diagnézou CLL byla vysetiovana periferni krev klasickou cy-
togenetickou metodou a sou¢asné metodou FISH pro oblasti 13q14, 11922-23,CEP12a 17p13.
Vysledky: Pro klasické cytogenetické vysetieni se stimulaci podafilo ziskat metafazni buriky
u 307 (83 %) z 369 pacientl. Chromozomové zmény byly nalezeny u 243 (79 %) ze 307 hod-
nocenych pacient(. Kromé aberaci vysetfovanych metodou FISH byly nalezeny dalsi speci-
fické zmény v karyotypu napf. del(6q), del(14q), t(14;18)(q32;921), t(11;14)(q13;932) a t(18;22)
(921;911). U 103 (42 %) pacientd byly cytogenetickym vysetienim nalezeny komplexni zmény
karyotypu, které metodou FISH detekovény nebyly. Zdvér: Stimulace pomoci IL-2 a oligonuk-
leotidu DSP30 ucinné navozuje déleni malignich B-lymfocyti a umoziuje zachytit velké mnoz-
stvi chromozomovych zmén u CLL, které by pfi vySetfovani metodou FISH pro zakladni Ctyri
aberace zlstaly skryty. Pouzivani této metody v rutinni praxi se osvédcilo hlavné pri identifikaci
pacientd s komplexnimi zménami karyotypu.
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CYTOGENETICKE VYSETRENI LYMFOCYTU PERIFERNI KRVE PO STIMULACI IL-2 A CPG OLIGONUKLEOTIDEM DSP30

Summary

Background: Chromosomal aberrations play an important role as prognostic factors in chronic lymphocytic leukemia (CLL). These aberrations are
mostly detected by fluorescent 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 efficacy 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, 11g22-23, 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;921),
t(11;14)(913;932) and £(18;22)(g21;911). 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 efficient 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 identification of patients with complex aberrant karyotype.
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cytogenetics — chronic lymphocytic leukemia - interleukin-2 — CpG-ODN DSP30 - fluorescent in situ hybridization - cultivation — chromosome
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Vychodiska padech, kdy se podafilo ziskat buiiky  krev byla nasledné kultivovana v kulti-

Chronicka lymfocytarni leukemie (chro-
nic lymphocytic leukemia - CLL) je nej-
Castéjsi typ leukemie u dospélych v Ev-
ropé a Severni Americe [2]. Tvoii 25-30 %
vsech leukemii a vyskytuje se zejména
u starsi populace (median véku pacienta
pfi stanoveni diagnézy je 65 let). Jedna
se o onemocnéni s variabilnim klinic-
kym pribéhem i dobou preZiti pacientd,
proto je pfi posuzovani vyvoje nemoci
a rozhodovani, zda nasadit |é¢bu, nutné
fidit se spolehlivymi prognostickymi fak-
tory [3].V soucasné dobé se k témto pro-
gnostickym faktorlim fadi také chromo-
zomové zmény v genomu B-lymfocytu,
které je mozné identifikovat pomoci cy-
togenetickych a molekuldrné cytogene-
tickych metod.

Standardné se k detekci chromozomo-
vych zmén u CLL pouzivd metoda fluo-
rescencni in situ hybridizace (FISH), ktera
poskytuje vyhodu v tom, Ze ji Ize prova-
dét na burikéch v interfazi. Rutinné jsou
touto metodou vy3etfovany lokusy pro
Ctyfi nejcastéjsi chromozomové zmény
u CLL: del(13g14), del(11q22-23), tri-
zomie 12 a del(17p13), z nichZ zejména
nalez del(17p13), kterd postihuje gen
TP53, je spojen s velmi $patnou progno-
zou [4]. Klasicka cytogeneticka metoda
vyzadujici kultivaci kostni dfené pro zis-
kani bunék v metafazi byla v minulych le-
tech vyuZivana jen omezené, z divodu
nizké prolifera¢ni schopnosti malignich
B-lymfocytt in vitro, dokonce i v pfitom-
nosti rlznych mitogen( [5]. Navic v pfi-

v metafdzi a sestavit karyotyp bunky, byla
kvalita chromozom velmi Spatna nebo
se podafilo vykultivovat pouze B-lymfo-
cyty bez chromozomovych zmén. Pfeko-
nat tento problém se podafilo aZz v roce
2006, kdy Dicker et al publikovali studii
zabyvajici se kultivaci B-lymfocyt( peri-
ferni krve v médiu s CpG oligonukleoti-
dem DSP30 a interleukinem 2 [1,6]. Kulti-
vace bunék s témito stimulanty umoznila
ziskat metafazni bunky ke zhodnoceni az
v 99 % piipadl a chromozomové zmény
byly nalezeny u vice nez 80 % z nich.
Cilem nasi studie bylo zavést tuto me-
todu do nasi laboratofe a zhodnotit jeji
vyuzitelnost a pfinos pro rutinni praxi.

Soubor pacient(i a metody
Pacienti

Do studie bylo zafazeno celkem 369 pa-
cientl s diagnézou CLL, jejichz vzorky
byly analyzovény v nasi laboratofi v ob-
dobi listopad 2009 az cervenec 2012.
Soubor pacientl byl tvofen 236 muzi
a 133 Zenami, median jejich véku byl
65 let (rozmezi 30-86 let). U vSech pa-
cientl byl ziskan pisemny informovany
souhlas. U 65 pacientl byly ziskany
2-4 vzorky periferni krve v ramci kontrol-
nich vysetieni v priibéhu ¢asu, u zbylych
pacientl jsme méli 1 vzorek (1 odbér).

Priprava preparatt pro cytogenetické
vysetieni a FISH

Pacientdim byla odebrana periferni krev
do zkumavek s heparinem. Periferni

va¢nim médiu RPMI-1640 (Sigma) s pfi-
davkem IL-2 (200 U/ml, Peprotech)
a DSP30 (2 umol/I, TIB MolBiol). Mnoz-
stvi krve prenesené do kultiva¢niho
média (0,2-1,5ml) bylo ur¢eno poctem
leukocytd ve vzorku, ktery byl stanoven
z posledniho krevniho obrazu pacienta
pred odbérem periferni krve pro cyto-
genetické vysetreni. Kultivace probi-
hala 72 hod pfi 37 °C v termostatu s 5%
CO,. Kolchicin byl pfidan 5-6 hod pfed
zpracovanim. Zpracovani vzorku a bar-
veni chromozom bylo nasledné prova-
déno podle standardniho protokolu [7].
Nalezené metafazni bunky byly hod-
noceny pomoci softwaru LUCIA KARYO
(Laboratory Imaging) a chromozo-
mové zmény byly zapsany podle pravi-
del ISCN 2009 (International system for
human cytogenetic nomenclature) [8].
Za uspésnou kultivaci byly povazovény
pfipady, kdy se podafilo ziskat nejméné
pét metafaznich bunék.

Preparaty pro metodu FISH byly pfi-
praveny ze stejné bunécné suspenze
jako pro cytogenetické vysetient.
Metoda FISH byla provédéna podle stan-
dardniho protokolu [9]. U vsech pacient(
byly pouzity sondy LSI p53/LSI ATM a LSI
D13S319/LSI 13934/CEP12 Multi-Co-
lor Probe Sets (Abott Molecular-Vysis)
nebo sondy XL ATM/p53 a XL DLEU/LAMP/
/12cen (MetaSystems). Na zakladé cy-
togenetického vysetieni byly dosetfo-
vany nékteré ndlezy: del(6q) byla ové-
fovana sondou ON 6q21/MYC (8q24)
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(Kreatech), del(14q) byla ovéfovana son-
dou XL IGH plus pro oblast 14932 (Me-
taSystems), t(14;18)(q32;921) byla ové-
fovdna 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;932) byla ovéfovana
sondou LSI IGH/CCND1 Dual Color Dual
Vision Translocation Probe (Abott Mo-
lecular-Vysis) a t(18;22)(q21;q11) byla
ovérovana sondou LSI MALT1 (18qg21)
Dual Color BreakApart Rearramgement
Probe (Abott Molecular-Vysis). Nalezené
zmény byly zapsany podle pravidel ISCN
2009 [8].

Vysledky

V nasi laboratofi jsme vysetfili pomoci
klasického cytogenetického vysetieni
(G-pruhovéni) s vyuzitim stimulace oligo-
nukleotidem DSP30 a IL-2 a pomoci me-
tody FISH vzorky periferni krve celkem od
369 pacientt s CLL. U 304 pacientd jsme
vysetiovali periferni krev pouze z jed-
noho odbéru, u 65 pacientl jsme méli
k dispozici dal3i odbéry z nasledujicich
kontrolnich vysetfeni v prlbéhu casu.
U 16 z nich se nepodafilo podruhé ziskat
hodnotitelné preparaty, u zbylych 49 pa-
cientll jsme pak méli mozZnost ovéfit, zda
se nalezy z jednotlivych odbérd shoduiji,
a sledovat pfipadné dalsi zmény v ka-
ryotypu. U 37 pacientd byly v nasleduji-
cich odbérech nalezeny stejné aberace,
u 11 pacientl byly kromé drive naleze-
nych aberaci pfitomny dalsi zmény, u jed-
noho pacienta po 1é¢bé byl v nasleduji-
cim odbéru nalezen normalni karyotyp.
Metodou FISH byly u viech pacientl vy-
Setfovany Ctyfilokusy (tzv.CLL ¢tyfpanel):
1314, 11923, cep12 a 17p13. Uspésné
se podafilo zhodnotit viechny Ctyfi lo-
kusy u 362 pacientl (98 %) z 369, u tfi pa-
cientl byl cely ¢tyfpanel nehodnotitelny,
u dvou pacientl byly nehodnotitelné
lokusy pro 13q14 a 11923 a u dvou pa-
cientli pouze lokus pro 13q14.

Kultivaci krve se stimulanty se poda-
filo ziskat metafazni buriky ke zhodno-
ceni karyotypu u 298 pacientd (81 %)
2369, u zbylych 71 pacientt (19 %) byly
preparaty nehodnotitelné nebo se ne-
podafilo ziskat dostate¢ny pocet meta-
faznich bunék. Ovsem u deviti pacient(,
jejichz vzorky krve byly pfi prvnim vy-
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Graf 1. Grafické znazornéni podilu pa-
cientd, u nichz byly pomoci klasické cyto-
genetické metody ziskany hodnotitelné
preparaty.

Graf 2. Grafické znazornéni podilu pa-
cientt s hodnotitelnymi preparaty,

u nichz byly nalezeny chromozomové
zmény.
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Graf 3. Pocet chromozomovych zmén nalezenych u pacientti s CLL klasickou cytogene-
tickou metodou. Skupina 1 - jeden chromozomovy zlom nebo jedna numerickd zména;
skupina 2 - strukturni a/nebo numerické zmény zahrnujici dva chromozomy; sku-

pina 3 - komplexni zmény karyotypu.

Setfeni nehodnotitelné, jsme z dalsiho
odbéru ziskali metafazni buriky, takze
celkova kultiva¢ni Uspésnost v celém
souboru pacientl byla 83 % (307 pa-
nich bunék, pfi némz jsme vzorek po-
vazovali za hodnotitelny, byl stanoven
na pét. Pouze u 16 % pacientl se po-
dafrilo ziskat méné nez deset metafaz-
nich bunék, naopak u 30 % pacientd
jsme zhodnotili 20 a vice metafaznich
bunék.

Z 307 pacientl s hodnotitelnymi pre-
paraty byly pomoci klasické cytoge-
netické metody nalezeny chromozo-
mové zmény u 243 (79 %), 64 pacientl
(21 %) mélo normalni karyotyp (graf 2).
Pacienty jsme rozdélili do tfi skupin
podle poctu chromozomovych zmén
v karyotypu (skupina 1: jeden chromo-
zomovy zlom nebo jedna numerickd
zména; skupina 2: strukturni a/nebo nu-
merické zmény zahrnujici dva chromo-
zomy; skupina 3: komplexni zmény ka-
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Obr. 1. Ukéazka karyotypu dvou pacientl s komplexnimi zmé&nami. Cervenymi sipkami jsou oznaéeny aberantni chromozomy.

/ N
Tab. 1. Charakteristika pacientt

s komplexnimi zménami karyotypu
detekovanymi klasickym cytogene-
tickym vysetfenim (n = 103).

Rai stadium* Pocet
pacientu
RAI O 17
RAI'l 16
RALII 10
RAL I 20
RAI IV 24

Vysetieni provedeno

v dobé stanoveni diagnézy 22
v priibéhu nemoci po lécbé 55
v priibéhu nemoci bez 26
lécby

* u 16 pacientd nebyly v dobé od-
béru materialu pro vysetieni k dispo-
zici udaje o RAI stadiu.

/

ryotypu). Vysledky ukdzaly, Ze 42 %
pacientd (103) mélo komplexni zmény
karyotypu. Podrobnéji jsou pocty na-
lezenych chromozomovych zmén po-
psany v grafu 3.

Nalezy pfi cytogenetickém vysetreni
byly nasledné srovnavany s nalezy me-
todou FISH. Bylo zjisténo, Ze z 307 pa-
cientli byly ve 149 pfipadech (49 %) cy-
togenetickym vysetienim nalezeny dalsi
chromozomové zmény kromé aberaci
vysetfovanych ve Ctyfpanelu. U 158 pa-

cientl (51 %) se vysledky obou metod
shodovaly, pficemz u 40 z nich byly navic
metodou FISH detekovany zmény, které
cytogenetické vysetfeni neodhalilo.
Jednalo se zejména o monoalelickou
nebo bialelickou deleci v oblasti 13q14,
kterd je vzhledem k rozliSovaci schop-
nosti cytogenetického vysetfeni obtizné
detekovatelnd, pfipadné byla aberace
pfitomna pouze v malém procentu in-
terfaznich jader.

Do skupiny 149 pacientd, u kterych
byly cytogenetickym vysetfenim nale-
zeny dalsi chromozomové zmény, pa-
tiilo vSech 103 pacientl s komplex-
nimi zménami karyotypu. Vzhledem
k tomu, Ze vsichni pacienti byli vysetfo-
vani pouze na CLL ¢tyfpanel, byla me-
toda FISH Uspésnd v odhaleni komplex-
nich zmén pouze u ¢tyf pacientl. Navic
u 14 pacientll s komplexnimi zménami
byla metoda FISH negativni pro cely
Ctyfpanel. Na obr. 1 jsou ukazky karyo-
typu vybranych pacientd s komplexnimi
zménami karyotypu.

Podrobnéjsi informace o pacien-
tech s komplexnimi zménami karyo-
typu jsou uvedeny v tab. 1. U téchto pa-
cientll jsme nezjistili Zddnou zavislost
na RAI stadiu, ve kterém se v dobé od-
béru materidlu pro cytogenetické vyset-
feni nachazeli. Jednalo se v3ak o hetero-
genni skupinu pacientd, protoze pouze
u Casti pacientl bylo cytogenetické vy-
Setfeni provedeno pfi stanoveni dia-
gnozy. Zbyvajici ¢ast pacientd byla vy-
Setfovana jiz v prdbéhu nemoci, zatim

bez |é¢by, nebo jiz po 1é¢bé. Podobné
nebyly nalezeny Zddné chromozomové
zmény, které by byly u pacientd s kom-
plexnimi zménami ¢astéjsi nez u celého
souboru pacientt, kromé del(17p13)
zahrnujici gen TP53. Nejcastéjsi zmé-
nou byla del(13g14) u 40 pacientl z cel-
kovych 103 pacienttd, del(11922-23)
u 28 pacientl. Del(17p) byla nalezena
u 24 pacient(.

Dale jsme analyzovali, jaké chromo-
zomové zmény se v celém nasem sou-
boru pacientd vyskytovaly nej¢astéji
(tab. 2). V pfipadé pocetnich zmén jsme
nejcastéji nachazeli trizomii 12, a to
u 34 z 307 pacientli (11 %). U dvou pa-
cientll jsme dale nasli trizomii 8, u dvou
pacient( trizomii 18, u Sesti pacientl
nulisomii Y a u tfi pacientd monoso-
mii 22. Nejcastéjsi strukturni zménou
byla del(13g14), kterou jsme detekovali
u 129 pacientt (42 %). Druhou nejcastéjsi
strukturni zménou byla del(11q22-23)
nalezena u 68 pacientl (22 %). U 34 pa-
cientd (11 %) jsme pak nasli del(17p13)
nebo ztratu chromozomu 17; u 27 z nich
se jednalo o klasickou del(17p13),
u tii pacientd doslo ke ztraté p ra-
mena v ddsledku vzniku i(17q), u tfi pa-
cientl doslo ke ztraté p ramena v du-
sledku translokace s chromozomy 13, 15
nebo 18.

Kromé Ctyf nejcastéjsich aberaci, které
jsou u CLL zndmé a standardné se vyset-
fuji metodou FISH ve Ctyfpanelu, jsme
nalezli i dal3i zmény, napf. u 22 pacientd
(7 %) byla pfitomna del(6q) a u 3esti pa-
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Tab. 2. Nejcastéjsi chromozomové zmény nalezené klasickou cytogenetickou metodou (n = 307).

Pocet pacientti
m’é;';mm' ::aT:e del(13q14) del(11g22-23) del(17p13) "isfzmie pa:::ét";"é i I’::‘y celkem s°|;‘zéi5t
del(13q14) 49 0 23 1 2 27 27 129 (42 %) 40
del(11923) 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 %)
del(14q) 0 0 0 0 3 1 2 6 (2 %) 2
t(14;18)(932;921) 0 3 0 0 0 1 1 5(2 %) 1
t(11;14)(q13;932) 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)(921;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 1 1 2 (1 %) 2
KZK - komplexni zmény karyotypu, panel - zmény zahrnujici del(13q14), del(11g22-23), trisomii 12, del(17p13), ptipadné jejich kombinace

cientl (2 %) del(14q). Del(6q) byla ovéro-
véana metodou FISH pouzitim sondy pro
oblast 6g21. U osmi pacientu to byla je-
dind zména v karyotypu, u zbylych 14 pa-
cientd byly v karyotypu pfitomny dalsi
chromozomové zmény (u 10 z nich se
jednalo o komplexni zmény karyotypu).
Del(14q) byla ovéfovana sondou pro ob-
last 14g32. U viech Sesti pacientt byla pfi-
tomna spolu s dalsimi zménami, z toho ve
trech pripadech v klonu s trizomii 12.

Dale jsme u pacientd v nasem souboru
odhalili tfi typy translokaci typickych
pro lymfomy (obr. 2). U péti pacientd
to byla t(14;18)(q32;921), kterd se u ¢tyf
z téchto pacientl vyskytovala v klonu
s del(13g14). U ¢tyr pacientd jsme nasli
t(11;14)(q13;932), ktera byla u dvou
pacientd opét v klonu s del(13q14).
U tfi pacientl byla pfitomna t(18;22)
(g21;911), z toho dvakrat s trizomii 12.
U zadného z téchto pacientl s transloka-
cemi typickymi pro lymfomy nedoslo na
zakladé nalezené translokace k prehod-
noceni diagnozy, skute¢né se jednalo
o CLL. Kromé téchto translokaci jsme
u pacientl nasli i dalsi typy translokaci,
které se vsak vyskytovaly pouze u jed-
noho nebo dvou pacientd.

Diskuze

Chromozomové zmény, které jsou pra-
videlné nachdzeny u pacientd s CLL,
patfi mezi prognostické faktory napo-
mahajici odhadnout, jak se bude nemoc
u konkrétniho pacienta dale vyvijet [3].
Hlavni metodou pro vysetfeni chromo-
zomovych zmén u téchto pacientl je
fluorescen¢ni in situ hybridizace, ktera
je dostatecné citlivda a ma velkou vy-
hodu v tom, zZe ji Ize provadét i na in-
terfaznich burikach. Pravé nizka schop-
nost déleni malignich B-lymfocytud
in vitro neumoznovala samostatné pou-
zivat klasickou cytogenetickou metodu
jako rutinni metodu pro vysetfovani pa-
cient(. Casto se nedatilo ziskat hodno-
titelné preparaty a pokud ano, chromo-
zomové zmény byly zaznamendvany
pouze ve 40-50 % pripadU, protoze pro
sestaveni karyotypu byly vétsinou zis-
kdny normalni lymfocyty v metafazi
misto téch malignich, které se velmi
Spatné déli [5]. | pfes tyto limitace je ale
klasické cytogenetické vysetireni velmi
pfinosné v tom, Ze poskytuje moznost
zhodnotit celou chromozomovou vy-
bavu B-lymfocytu, coz metodou FISH
nelze.

K navozeni déleni B-lymfocytd byla
v minulosti pouZita fada mitogend, ale
zadny z nich nepfinesl uspokojivé vy-
sledky. K vyznamnému posunu doslo az
ve studii Dickera et al z roku 2006 o vy-
uziti kombinace interleukinu 2 a oligo-
nukleotidu DSP30 jako stimulantl pfi
kultivaci periferni krve pacientt s CLL [1].
Této skupiné se podafilo ziskat hodnoti-
telné preparaty u 95 % pacientd, z nichz
81 % mélo chromozomové zmény.
Stejna skupina o rok pozdéji publikovala
rozsahlou studii na 506 pacientech s CLL,
kde stimulaci lymfocyt{ IL-2 a DSP30 do-
sahli dokonce jesté lepsich vysledkd,
hodnotitelné preparaty ziskali v 98,8 %
pfipadl, z nichz 83 % vykazovalo chro-
mozomové zmény [6]. Jejich vysledky
vsak doposud nebyly ovéfeny na vétsim
souboru pacient(, jedina studie, ve které
byl pfesné zopakovan navrzeny postup,
zahrnovala pouze 24 pacientt s CLL [10].
Aby bylo mozné zhodnotit, jestli je me-
toda navrzend Dickerem et al [1] pfi-
nosna a pouzitelnd pro rutinni vysetieni,
provedli jsme v nasi laboratofi cytogene-
tické vysetteni periferni krve pomoci sti-
mulace IL-2 a DSP30 podle navrzeného
postupu celkové u 369 pacientl s CLL.
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Obr. 2. Translokace nalezené pf¥i cytogenetickém vysetieni.

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).

Kultivaci periferni krve pacient s CLL
v kultivaénim médiu se stimulanty se
podafilo ziskat hodnotitelné preparaty
u 83 % pacientu ze souboru. Podil nehod-
notitelnych pripadd byl tedy vétsi nez
ve svych studiich uvadéli Dicker et al [1]
a Haferlach et al [6] (17 % vs 5 %, resp.
1 %), ackoliv mnozstvi pridavanych sti-
mulantt‘] byla stejné Stejné tak dosahla
stupem vysetfila 24 pacientd s CLL [10].
Hodnotitelné preparaty byly ziskany
pouze v 75 % pfipadd, je ale tieba vzit do
Gvahy, Ze u tak malého poctu pacientt
nelze objektivné zhodnotit Uspésnost
metody. Srovnatelnou Uspésnost jako
v nasem pfipadé vzhledem k zisku hod-
notitelnych preparatd zaznamenaly dvé
skupiny, které také testovaly vhodnost
IL-2 a DSP30 jako stimulant pro CLL,
ale kultivaci provédély s odliSnym mnoz-
stvim IL-2. Struski et al [11] Uspésné zis-
kali mitézy v 82 % pfipadll z celkovych
80, Put et al [12] v 83 % pfipadliz 217.

Chromozomové zmény jsme nalezli
u 79 % hodnotitelnych pacienttd. Nélez
chromozomovych zmén u tak vysokého
poctu pacientl je v souladu s vysledky
Dickera et al [1] a Haferlacha et al [6],
ktefi zaznamenali abnormality kon-
krétné v 81 % a 83 % pfipadu. Pouziti
Zzadného jiného stimulantu déleni lym-
focytd dosud neumoznilo odhalit chro-
mozomové zmény u tak vysokého poctu
pacientl, srovnatelné vysledky pfineslo
pouze pouziti CD40L, kdy byly abnor-
mality objeveny u 89 % pacientl [13].
Z divodu technicky ndro¢ného postupu
ale CD4OL nelze rutinné vyuzivat ke sti-
mulaci bunék, na rozdil od kultivace
s IL-2 a DSP30, ktera kromé samotnych
stimulant( vyZaduje pouze média a che-
mikalie standardné pouzivané ke kulti-
vaci a zpracovani vzork(.

Kvuli vylou¢eni moznosti, ze samotna
kultivace s IL-2 a DSP30 vytvafi v lymfo-
cytech chromozomové zmény, provedli
Dicker et al kontrolni vySetieni na péti
zdravych osobach. Ani u jedné z nich
se po kultivaci nenadly chromozomové
zmény. Nedavno se otdzkou vzniku chro-
mozomovych zmén pfi kultivaci vzorku
s CpG oligonukleotidy zabyvalo CLL Re-
search Consortium (CRC) [14]. Ve své
studii nechali vysetfit vzorky od 12 pa-
cientd s CLL v péti rGznych laboratofich,
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ve Ctyfech z téchto laboratofi byl pouzit
ke stimulaci pfimo CpG oligonukleotid
DSP30 v kombinaci s IL-2 a IL-15. Z vy-
sledkd vyplyvd, Ze kultivacni podminky
samy o sobé nevyvoldvaji chromozo-
mové zmény, protoze u véech 12 pa-
cientl se klondlni nalezy z péti rlznych
laboratofi shodovaly a je velmi neprav-
dépodobné, Ze by se jednalo o stejné
ndhodné zmény vzniklé na péti riznych
pracovistich.

Nejcastéjsi klondlni chromozomové
zmény, které jsme nasli u pacientd
v nasem souboru, byly delece stan-
dardné vysetfované metodou FISH jako
soucast tzv. CLL ¢tyfpanelu. Pfevazovala
del(13q14), ktera byla nalezena u 42 %
hodnotitelnych pacientd. Druhou nej-
Castéjsi deleci byla del(11922-23) za-
znamenana u 22 % hodnotitelnych pa-
cient. Treti delece vysetfovana ve
Ctyfpanelu, del(17p13), kterd je povazo-
vana za vyrazné negativni prognosticky
faktor, byla nalezena u 11 % pacient(.
Nejcastéjsi pocetni zménou nalezenou
v nasem souboru pacientl byla trizo-
mie 12, zaznamenana u 11 % pacientd.

Dalsi aberaci, kterou se podafilo za-
chytit v nasem souboru pacient(, byla
del(6q), kterd se vyskytovala u 7 % pa-
cientl. Del(6q) neni zahrnutéd do ctyi-
panelu pro CLL, takze se u pacientld
standardné nevysetfuje a ani jeji pro-
gnosticky vyznam neni tak dobfe pro-
zkouman jako napft. u del(13gq14) nebo
del(17p13). Nicméné se u pacientli s CLL
objevuje pravidelné, jeji vyskyt pfi de-
tekci metodou FISH se v literatufe odha-
duje na7 % [15].

Dal3i deleci, ktera se v nasem souboru
vyskytovala opakované, byla del(14q)
u 2 % pacientd, coz se shoduje s Udaji od
Haferlacha et al, ktefi nalezli tuto deleci
ve 3 % pfipadd. Del(14q) nebyla u téchto
pacientd ani v jednom pfipadé jedi-
nou zménou v karyotypu B-lymfocytu,
v poloviné pfipadud byla v klonu s trizo-
mii 12. Na del(14q) se mnoho studii ne-
zaméfuje a prognosticky vyznam pro pa-
cienty s CLL je velmi mélo prozkouman.
V literatufe bylo zaznamenano pfiblizné
60 az 70 pfipadl CLL s del(14q), ale vétsi-
nou byl pouze zminén nélez této zmény
mace o vyvoji nemoci a délce doby pre-
Ziti pacienta poskytnuty nebyly [16]. Je

zminéno, Ze se objevovala bud samo-
statné, nebo i s jinymi zménami, ¢asto
s trizomii 12, a byla popsana i jako sou-
¢ast komplexnich zmén karyotypu [17].
Delece byly ve vétsiné piipadl termi-
nalni, stejné jako u viech 3esti pacientd
z naseho souboru. V literatufe jsou ale
popisovany také intersticidlni delece, nej-
Castéji v oblasti 14924-q32. Kromé CLL
byly delece na chromozomu 14 nalezeny
i u daldich B bunécnych malignit, napt. di-
fuzniho velkobunéc¢ného lymfomu nebo
akutni lymfoblastické leukemie.

Zajimavym ndlezem byly reci-
proké translokace typické pro nékteré
typy lymfomda. Jednalo se konkrétné
o t(11;14)(q13;932), t(18;22)(q21;q11)
a t(14;18)(q32;921). Tyto translokace
byly ovéfovany metodou FISH, takze
diky znalosti sekvence pouzitych sond
je mozné urcit, Ze zlomy na chromozo-
mech nastaly v oblastech 14q32, 18921,
11913 a22q11, kde jsou lokalizovany vy-
znamné geny. V oblasti 14932 lezi lokus
pro gen IgH, v oblasti 18921 potom gen
Bcl-2, vyznamny clen rodiny antiapopto-
tickych gen(. V oblasti 1113 se nachazi
gen Bcl-1, ktery kéduje cyklin D, a v ob-
lasti 22911 gen IgL. Translokace zahrnu-
jici imunoglobulinové geny se celkové
u B bunéénych malignit vyskytuji po-
mérné casto, ndzory na vyskyt u CLL se
vsak lisi [18,19].

Translokace (14;18)(g32;921) je cha-
rakteristickd pro folikularni lymfom,
kde byva ptitomna u 85 % pfipadi [20].
Kromé folikuldrniho lymfomu byla na-
lezena také u 15-20 % pripada difuz-
niho velkobuné¢ného lymfomu. P¥i-
padd, kdy byla zaznamenana u pacientt
s CLL, je v literatufe popsano pfiblizné
20, Haferlach et al [6] ve své studii uva-
déji sedm pripad(. Tato translokace se
objevuje jako jedind abnormalita v ka-
ryotypu lymfocytu nebo spolu s dal-
Simi abnormalitami, napf. s trizomii 12.
Prognosticky vyznam (14;18)(q32;921)
u CLL neni dobfe prozkouman, nazory
na spojitost s prdbéhem nemoci se
lisi [18,19].

Translokace t(11;14)(q13;932) se ob-
jevuje zejména u lymfomi z pldsto-
vych bunék (65 % pripadd), ale nalezena
byla také u B prolymfocytarni leukemie,
plazmaceluldrni leukemie, splenického
lymfomu s viléznimi lymfocyty a také

u CLL [16]. Dvé vétsi studie o t(11;14)
(g13;932) u pacientd s CLL publikovali
Cuneo et al [21] a De Angeli et al [22].
Zjistili, ze t(11;14)(q13;932) se vyskytuje
hlavné u pfipadl s atypickou CLL a ze
je casto pfitomna spolu s del(13q14).
V nasem souboru se spolu vyskytovaly
u dvou pacientl ze Ctyf. Prognosticky
vyznam t(11;14)(q13;932) je u CLL zatim
nejasny.

Podobné o t(18;22)(g21;q11) a jejim
prognostickém vyznamu neni mnoho
znamo. V literatufe bylo popsano pfi-
blizné 10 piipadd, kdy se vyskytovala sa-
mostatné nebo s dalsimi zménami, coz
souhlasi i s nalezem u pacientd z naseho
souboru [16].

Vzhledem k tomu, Ze vsichni pacienti
v nasem souboru byli soucasné vyset-
fovani metodou FISH na CLL ctyfpa-
nel, méli jsme moznost srovnat, jaké
jsou rozdily ve schopnosti téchto dvou
metod zachycovat chromozomové
zmény. Prokazalo se, Ze kazda metoda
méla své limitace. Cytogenetickym vy-
Setfenim byly u téméf poloviny viech
pacientd s hodnotitelnymi preparaty
(149 pacientd) nalezeny chromozomové
zmény, které nemohla metoda FISH za-
chytit, protoze pro né nebyly pouzity
sondy. Nejvice byl rozdil v zachytu pa-
trny u pacientt s komplexnimi zménami
karyotypu, kterych bylo pomoci klasic-
kého cytogenetického vysetfeni od-
haleno celkem 103 (tato skupina tvo-
fila 42 % ze vSech pacient(, u kterych
se podafilo najit néjakou chromozomo-
vou zménu). Pouze metoda FISH by tyto
komplexni zmény odhalila jen u ¢tyfech
z nich, a 14 z téchto pacientl mélo do-
konce negativni cely ¢tyipanel. Z vy-
sledkl proto vyplyva, Zze metoda FISH
nema schopnost zachytit zna¢nou ¢ast
chromozomovych zmén u pacientl
s CLL. Zatim neni jasné, jaky vyznam
tyto komplexni zmény v karyotypu maji
a jakym zpusobem ovliviuji prognézu
pacienta. Vzhledem k tomu, ze do na-
$eho souboru pacientl byli kromé nové
diagnostikovanych a dosud nelé¢enych
pacientl zafazeni i pacienti, ktefi uz
[é¢bu dostavali, nebylo mozné tuto sku-
pinu podrobnéji analyzovat. Nicméné
detailnéjsi studie na jednotném sou-
boru pacientd by mohly napf. ukazat,
jestli se u téchto pacientl vyskytuji spe-
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cifické chromozomové zmény uz v dobé
diagnoézy nemoci a jestli néjakym zpUiso-
bem ovliviuji priibéh nemoci.

Na druhou stranu urcité limitace se
prokdazaly také u cytogenetického vyset-
feni, protoze metodou FISH byly deteko-
vany abnormality, které cytogenetické
vysetfeni nezachytilo. Cytogenetické
vySetteni selhalo prevazné v zachytu
del(13g14), monoalelické nebo biale-
lické. Ovsem ve vsech pripadech se jed-
nalo o intersticidlni deleci, kterd je cy-
togeneticky velmi téZce rozeznateln3,
protoze klasické cytogenetické vysetieni
nema tak vysokou rozliSovaci schopnost
jako metoda FISH a delece malé oblasti
na chromozomu je pomérné obtizné za-
chytit. V ostatnich pfipadech se bud po-
dafrilo stimulaci ziskat jen maly pocet
metafaznich bunék, nebo se pii vyset-
feni FISH prokézalo, ze tyto chromo-
zomové zmény byly pfitomny pouze
v malém poctu bunék. Je proto mozné,
Ze pokud by byl ziskdn vétsi pocet me-
tafaznich bunék a sestaven u nich karyo-
typ, cytogenetické vysetieni by Uspésné
bylo.

Zaveér

Zavérem lze tedy shrnout, Ze cytoge-
netické vysetfeni stimulované peri-
ferni krve vyrazné napomaha zvysit za-
chyt chromozomovych zmén u pacientd
s CLL a umoznuje odhalit i jiné, méné
casté zmény, které nejsou rutinné vy-
Setfovany metodou FISH. Na rozdil od
metody FISH také umoznuje odhalit
komplexni zmény karyotypu. Jedna se

o technicky nenaro¢nou metodu prova-
dénou na periferni krvi, proto zavedeni
této metody do bézné praxe nepfinasi
zadnou dalsi zatéz pro pacienta ani pro
laboratof.
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