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Kronična limfocita
leukemija-KLL

o Leukemija odrasle dobi- limfom malih limfocita ako se nađe u limfnim 

čvorovima

o Monoklonalna proliferacija malih do srednje velikih limfocita koji su 

imunohistokemijski pozitivni na CD 20, pax 5, CD23

o Za dijagnozu je potrebno najmanje 5x10⁹ /L monoklonalnih limfocita u 

perifernoj krvi u razdoblju od najmanje tri mjeseca

Shanafelt TD, Ghia P, Lanasa MC, Landgren O, Rawstron AC. Monoclonal B-cell lymphocytosis (MBL): biology, natural history and clinical management. *Leukemia.* 2010;24(3):512-520.PODNOŽJE



Biološka i klinička obilježja KLL-a

Klinička slika uključuje limfocitozu, limfadenopatiju, splenomegaliju, 
citopenije i imunodeficijenciju. Međutim, tijek bolesti izrazito varira.

Biološki čimbenici koji određuju tijek bolesti:

• IGHV mutacijski status

• TP53 status

• citogenetske aberacije (FISH)

• ekspresiju ZAP-70 i CD38

• epigenetske promjene

Döhner H, Stilgenbauer S, Benner A, et al. Genomic aberrations and survival in chronic lymphocytic leukemia. *N Engl

J Med.* 2000;343(26):1910-1916.



Osnove FISH metode

❑ FISH metoda razvila se 1980-tih godina 

❑ Najčešće se koristi u dijagnostici limfoma, leukemija, 
HER2 amplifikacija, potvrda nalaza klasične 
karitotipizacije

Vrste proba
❑ Lokus specifične probe

❑ Centromerne probe

❑ Break apart probe

❑ Fuzijske probe

Prednosti
❑ Visoka osjetljivost i specifičnost

❑ Ne zahtjeva kultivaciju stanica

❑ Brza i pouzdana detekcija

❑ Različite vrste uzoraka

❑ Standdardizirana interpretacija rezultata

Kontrola 
kvalitete i 
interpretacija

❑ Adekvatna kontrola pozadine

❑  Određivanje cut off vrijednoti

❑ Validirani protokoli

❑ Najmanje 200 stanica za analizu

❑ Iskustvo citogenetičara

Ograničenja ❑ Zahtjeva prethodno definirane probe

❑ Ograničen broj boja signala

❑ Ne otkriva nove ili neočekivane aberacije

❑ Cijena

❑ Tehnički zahtjevna izvedba

Chrzanowska NM, Kowalewski J, Lewandowska MA. Use of Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) in Diagnosis and Tailored Therapies in Solid 

Tumors. Molecules. 2020 Apr 17;25(8):1864. doi: 10.3390/molecules25081864. PMID: 32316657; PMCID: PMC7221545.



Način izvođenja analize

H. Tönnies, Chapter 14 - Molecular Cytogenetics in Molecular Diagnostics, Editor(s): George P. Patrinos, Molecular Diagnostics (Third Edition), 

Academic Press, 2017, Pages 249-272, ISBN 9780128029718



Oprema za FISH

LOREM IPSUM DOLOR SIT AMET, 

CONSECTETUER ADIPISCING ELIT

o Lorem ipsum dolor sit amet, consectetuer adipiscing elit. 
Maecenas porttitor congue massa. 

o Nunc viverra imperdiet enim. Fusce est. Vivamus a tellus.

o Pellentesque habitant morbi tristique senectus et netus et 
malesuada fames ac turpis egestas. Proin pharetra nonummy 
pede. Mauris et orci.

https://www.azom.com/article.aspx?ArticleID=19106



Najčešće kromosomske aberacije u KLL-u

❑ Kompleksni kariotip-kada se dokažu tri ili više kromosomskih 

abnormalnosti

Azhdari S, Noori S, Daneshbod K, et al. The Prevalence of Cytogenetic Abnormalities Detected by Interphase FISH Method in Chronic Lymphocytic Leukemia. South Asian J Cancer. 2024 Sep 26;14(3):601-607. 

Aberacija Učestalost        Kliničko značenje 

del(13q14) 50–60%              Najpovoljnija prognoza 

trisomija 12 15–20%      
Intermedijarna prognoza, atipičan 

fenotip 

del(11q22–23) (ATM) 10–20% 
Lošija prognoza, masivna 

limfadenopatija 

del(17p13) (TP53) 5–10% 
Najlošija prognoza, refraktornost na 

kemoterapiju 

 



Prognostička vrijednost 
FISH metode

FISH nalazi integrirani su u međunarodne prognostičke sustave, uključujući:

o Döhnerov citogenetski model

o CLL IPI (International Prognostic Index)

o  iwCLL smjernice

Uloga FISH mrtode u 
dijagnostici KLL-a

❑ Prema suvremenim smjernicama, dijagnostika KLL a uključuje:

 kompletnu krvnu sliku

 razmaz periferne krvi

 imunofenotipizaciju (CD5+, CD19+, CD23+)

 molekularne testove (IGHV, TP53)

 FISH analizu za ključne aberacije

❑ FISH metoda se ne koristi za postavljanje dijagnoze već za 
prognostičku stratifikaciju i terapijsko planiranje

Hijerarhija rizika prema Döhneru

o Najbolja prognoza: del(13q) kao jedina aberacija

o Intermedijarna prognoza: normalan kariotip, trisomija 12

o Loša prognoza: del(11q)

o Najlošija prognoza: del(17p)

o Ova stratifikacija izravno utječe na terapijske odluke.

Döhner H, Stilgenbauer S, Benner A, et al. Genomic aberrations and survival in chronic lymphocytic leukemia. *N Engl J Med.* 2000;343(26):1910-1916.



FISH u terapiji KLL-a

Kod asimptomatskih bolesnika (Binet A–B, Rai 0–II) ne 

primjenjuje se terapija bez obzira na nalaz FISH-a

o Bolesnici s indikacijom za terapiju

o          Bez del(17p)/TP53 mutacije

 mlađi, dobrog općeg stanja: FCR ili BR

 stariji ili komorbidni: klorambucil + anti CD20 
(obinutuzumab/rituksimab)

o          S del(17p) ili TP53 mutacijom

 ibrutinib (BTK inhibitor)

 acalabrutinib

 idelalisib + rituksimab

 venetoklaks (BCL 2 inhibitor)

o Kemoterapija se ne preporučuje zbog izrazite refraktornosti.

Hallek M, Cheson BD, Catovsky D, et al. iwCLL guidelines for diagnosis, indications for treatment, response assessment, and supportive management of CLL. *Blood.* 

2018;131(25):2745-2760.



FISH u praćenju bolesti

Klonska evolucija može uključivati pojavu 

novih aberacija, osobito del(17p).

o FISH se rutinski ne ponavlja kod stabilnih bolesnika, ali se 

preporučuje:

 prije svake nove linije terapije

 kod kliničke progresije

 kod sumnje na klonsku evoluciju

Stilgenbauer S, Zenz T. Understanding and managing ultra-high-risk chronic lymphocytic leukemia. *Hematology Am Soc Hematol Educ Program.* 2010;2010:481-488.



Kombinacia FISH-a sa 
drugim metodama

Iako je FISH iznimno korisna metoda, ona ima svoja 
ograničenja. Ne može otkriti mutacije gena, što 
zahtijeva dopunu metodama poput NGS-a

o FISH analiza najčešće se kombinira sa:

 IGHV mutacijskim statusom

 TP53 sekvenciranjem (NGS)

 analizom NOTCH1, SF3B1 i BIRC3 mutacija

Malcikova J, Tausch E, Rossi D, et al. ERIC recommendations for TP53 mutation analysis in chronic lymphocytic leukemia. 

*Leukemia.* 2018;32(5):1070-1080.



ZAKLJUČAK

FISH metoda ostaje nezamjenjiva metoda u 

dijagnostici i praćenju KLL-a

o FISH dijagnostika predstavlja temeljni alat u procjeni bolesnika s 

kroničnom limfocitnom leukemijom. Omogućuje detekciju 

najvažnijih citogenetskih aberacija koje određuju prognozu, 

predviđaju odgovor na terapiju i usmjeravaju kliničke odluke. 

Usporedba različitih aberacija jasno pokazuje da KLL nije 

jedinstvena bolest, već skupina biološki različitih entiteta.

o Najvažniji doprinos FISH metode je identifikacija visokorizičnih 

bolesnika, osobito onih s del(17p) i TP53 disfunkcijom, kod kojih 

standardna kemoterapija nije učinkovita. U takvim slučajevima 

FISH izravno određuje terapijski pristup, usmjeravajući liječnike 

prema ciljanim lijekovima koji značajno poboljšavaju ishode.



Normalan kariotip- višestruki filter (RED/GREEN/AQUA)- 

vidljiva su dva crvena, dva zelena i dva plava signala (2R, 

2G, 2A)- plavi signal (Aqua) služi kao kontrola reakcija 

(13q34)

del(13q14), crveni filter; nalazi se samo jedan crveni signal (1R) .



Trisomija 12, zeleni filter; vide se tri 

zelena signala (3G) Trisomija 12, višestruki filter (RED/GREEN/AQUA), nalaze se dva 

crvena, tri zelena i dva plava signala (2R, 3G, 2A)



del(11q22–23) (ATM), višestruki filter (DAPI/RED/GREEN)-

dva crvena i jedan zeleni signal (2R, 1G)
del(11q22–23), (ATM), zeleni filter; jedan zeleni signal (1G)



HVALA!
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