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SOUHRN

Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) je klonalni B lymfocytarni malignita s velmi heterogennim pribéhem. Nékteri
pacienti zGstavaji asymptomaticti fadu let a nevyzaduji 1écbu, oproti nim pacienti s agresivni formou nemoci podstupuji
[é¢bu brzy po diagndze. V poslednich letech je prikladan stale vétsi vyznam roli metylaci nejen pro pfirozeny vyvoj, ale
také pri vzniku a vyvoji rtznych onemocnéni véetné nadorovych. Z vysledkl celogenomovych metylaénich studii vy-
plyva, Zze u CLL, podobné jako u jinych malignit, vznikaji aberantni zmény v metyla¢nim profilu v ranych fazich nemoci.
Metylaé¢ni profily CLL pacientl se mezi sebou lisi a metylacni status nékterych mist je spojen s agresivnéjsim prdbéhem
nemoci. V tomto prehledu se zaméfujeme na metyla¢ni zmény a jejich roli v prognéze CLL.
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SUMMARY

Poppova L., Plevova K., Pospisilova S.

Epigenetic changes as a novel tool for prognostic stratifying chronic lymphocytic leukaemia

Chronic lymphocytic leukaemia (CLL) is a clonal B lymphocyte malignancy with a highly heterogeneous course. Some
patients remain asymptomatic and do not require treatment for many years, while patients with aggressive forms of
the disease require therapy soon after diagnosis. Recently, evidence has been growing about the important role of
methylations in natural evolution as well as in the development of various diseases including cancer. Whole genome
sequencing has revealed that in CLL, similarly to other malignancies, aberrant methylations arise in the early phases of
the disease. CLL patients have diverse methylation profiles and the methylation status of certain loci correlates with
disease aggressiveness. In this brief report, we focus on methylation changes and their role in CLL prognosis..
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Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) je nejcas-
t&jS$i leukemii dospélych v Evropé a Severni Americe.
Jedna se o klonalni nadorové onemocnéni, pri kte-
rém dochdazi ke kumulaci malych zrale vypadajicich
B lymfocytid s fenotypem CD5+ CD19+ [1, 2]. Pacienti
jsou casto diagnostikovani ndhodné v asymptomatické
fazi nemoci. CLL ma vSak velmi heterogenni priibéh
od indolentni formy, kterd dlouhodobé nevyzaduje
1é¢bu, po agresivni formu s nutnosti ¢asné 1lécebné
intervence. Z toho d@ivodu je Zadouci stanoveni rizika
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pacientti je riziko nepfiznivého pribéhu nejvyssi. K to-
muto tcelu u CLL slouzi fada prognostickych faktort.
Mezi nejvyznamnéjsi a Siroce prijimané patfi mutacni
status genu kédujiciho variabilni oblast tézZkého fetézce
imunoglobulinu (IGHV) [3, 4] a chromozomové aberace
[5], z nichZ nejvétsi vyznam ma delece 17p zahrnujici
nadorovy supresorovy gen TP53 [6]. Recentni prace
vSak poukazuji také na velky potencidl zhodnoceni
epigenetického stavu malignich bunék pro stanoveni
prognézy CLL.
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EPIGENETIKA A METYLACE DNA

Epigenetika se zabyva studiem zmén v genové ex-
presi, ptinichz nedochazi ke zménam v sekvenci DNA.
Nejcastéjsimi epigenetickymi modifikacemi DNA jsou
metylace, které se vyskytuji pfedev§im na cytosinu
v dinukleotidech s guaninem (cytosin-fosfat-guanin;
CpQG) [7]. Vétsina CpG dinukleotidd je soustfedéna v CpG
ostrivcich, které jsou casto hypometylované a najde-
me je hlavné v promotorech gent [8, 9]. Naopak CpG
dinukleotidy nachézejici se mimo CpG ostriivky jsou
velmi ¢asto metylovany a vyskytuji se v promotorech
tkanoveé specifickych genti a v repetitivnich oblastech,
kde je jejich funkci umlcet repetitivni oblasti a zacho-
vat integritu genomu.

Metylace umoznuji tkanové specifickou expresi,
a tim i diferenciaci a morfogenezi bunék. Také pfi
diferenciaci multipotentni hematopoetické kmenové
buriky do B lymfocytu je na zakladé signald z okolniho
prostfedi ménén metylac¢ni profil buriky a s nim i ge-
nova exprese, coz umoziuje vyvoj B lymfocytu (obr. 1).
Metylacni profil je dédi¢ny a diky DNA metyltransfera-
zam je zachovavan pfi déleni buriky i mezigeneracné
[10]. Béhem diferenciace a starnuti nartista metyla-
ce nékterych CpG ostriivkil, zatimco celkova hladina
metylace klesa [11]. Podobny, ale vyraznéjsi efekt, byl
pozorovan u nadorovych bunék, kde dochazi k masivni
globalni hypometylaci spojené s nestabilitou genomu
a zaroven k metylaci promotorti tumor-supresorovych
gend.

METYLACE DNA U CLL

U nadort je metylacni profil spojovany nejen s dere-
gulaci genové exprese, ale také s bunécnym ptivodem
a stadiem vyvoje, coZ je u CLL velmi diskutované téma.
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Obr. 1. Stadia bunécné diferenciace B-lymfocytu

Metylace vyrazné ovliviiuji normalni vyvoj B lymfocyti
ijejich funkci [12]. Béhem zrani B lymfocytu dochazi
k vyrazné celkové demetylaci a naopak k lokalnim
hypermetylacim. Nékteré z téchto procesti jsou pri-
mo ovlivnény podnéty z okolniho prostfedi, napt. pti
aktivaci proliferace dochazi k demetylaci nékterych

promotorovych oblasti a zesilovacti transkripce.
Skupina Martin-Subera identifikovala pomoci me-
tod celogenomového bisulfitového sekvenovani a vyso-
kohustotnich ¢ipli 1649 CpG mist, jejichZ mira metylace
souvisi s bunéénym ptivodem CLL [13]. CLL buriky se
nejvice podobaji dvéma stadiim vyvoje lymfocytu:
naivnim bunkam, které se nepotkaly s antigenem
a nedoslo u nich k hypermutacim imunoglobulint,
a pamétovym bunikam, které jiz prosly germinalnim
centrem a procesem hypermutace imunoglobulint
a pfesmyku tfid. Z téchto 1 649 mist bylo vybrano pét
CpG mist, ktera se nachazi v genech B3GNTLI, CTBP2,
TNF, v promotoru genu SCARFI a v intergenové oblasti
chromozomu 14, Pomoci téchto péti CpG mist je mozné
rozdélit CLL pacienty do tfi prognostickych skupin [14].
Prvni skupina pacientii ,,n-CLL* (naive B-cell-like CLL)
ma leukemické buriky podobné naivnim B lymfocytim,
prevazuje u ni vysoka mira metylace a prognéza pacien-
tl z této skupiny je nejhorsi vzhledem ke kratkému
Casu do prvni terapie (TTFT) i kratSimu celkovému
preziti (0S). Druha skupina ,,m-CLL* (memory B-cell-like
CLL) vykazuje podobnosti k pamétovym B lymfocy-
tim s nizkou mirou metylace a nejlepsi prognézou.
Kromé téchto dvou skupin byla identifikovana jesté
treti skupina ,,i-CLL* (intermediate CLL) vykazujici stfedni
hodnoty metylace i stfedni prognézu. Tyto tfi prognos-
tické skupiny se ¢astecneé prekryvaji s rozdélenim podle
procenta IGHV identity k nejblizsi zarode¢né sekvenci,
avsak koreluji 1épe s TTFT neZ piirozdeé-

leni pacientt podle IGHV [14].

Bylo zjiSténo, Ze skupiny pacientti
definované na zakladé metylacnich
profilli maji také odliSné biologické
charakteristiky. V souladu s nerovno-
mérnym zastoupenim IGHV subgent
mezi pacienty s mutovanym a nemu-
tovanym IGHV se lisi jejich vyuziti
v jednotlivych skupinach podle me-
tyla¢niho profilu: u n-CLL je nejvyraz-
néjsi IGHV1-69 (27 %) [4, 14]; u m-CLL
IGHV4-34 (29 %); a u i-CLL skupiny
IGHV3-23 (17 %) a IGHV1-18 (13 %) [1, 15].
O vyskytu stereotypnich subsetll ve
skupinach definovanych na zakladé
metylacnich profild dosud referuje
pouze sdéleni prezentované na konfe-
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renci Evropské hematologické asociace, které mimo
jiné ukazuje, Ze stereotypni subset #2 s prestavbou
IGHV3-21 tvoii jasné definovanou jednotku v ramci
i-CLL [16]. Z hlediska chromozomovych aberaci a ge-
novych mutaci u n-CLL pfevazuji delece 11q, trizomie
chromozomu 12 a mutace v genu NOTCHI, i-CLL ma
vyznamné zastoupeni delece 13q a zejména mutaci
v genu SF3BT a u m-CLL je nejvyznamnéjsi zastoupeni
delece 13q. Pfes nesporny vyznam deleci 17p a mutaci
v genu TP53 dosud publikovana data neukazuji jejich
asociaci s metyla¢nimi skupinami, coz je dano nizkou
Cestnosti defektti TP53 v testovanych kohortach [13, 14],
a proto bude nutné tuto souvislost objasnit v budoucich
studiich. Na obrazku 2 je schematicky zndzornén vztah
jednotlivych skupin k pfirozenym vyvojovym stadiim
B lymfocytu, trovni celkové metylace, procentu IGHV
identity a dal$im faktorm.

Existence tfi metylacné odliSnych prognostickych
skupin u CLL asociovanych k vyvojovym stadiim zrani
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B lymfocytu byla nezavisle pozorovana také dalsimi
autory [12], kteti analyzovali metylace spojené s proce-
sem zrani B lymfocytu v mistech vazby transkripcnich
faktori. V pribéhu zrani B lymfocytu dochazi zejména
k hypometylaci vazebnych motivli a pouze lokalni hy-
permetylaci CpG v transkripcné elongacnich mistech.
Metylace vazebnych mist pro transkripéni faktory AP-1,
EBF1 a RUNX3 spolu s profily hypermetylovanych CpG
v transkripcéné elongac¢nich mistech umoznily stratifi-
kaci pacienti do tfi prognostickych skupin odpovida-
jicich n-CLL, i-CLL a m-CLL [12, 14].

Mezi geny, které se vyznamneé 1i§i v metylaci a zaro-
ven v genové expresi u pacienti s mutovanym a nemu-
tovanym IGHV, patfi k nejvyznamnéj$im ZAP-70, PAX9
a CRYI [13, 17, 18]. U téchto genti byla také potvrzena
negativni korelace mezi hladinou metylace a genovou
expresi.

Priblizné polovina mist aberantné metylovanych
u CLL lezi v nekédujicich oblastech [19]. Subhash et

al. detekovali dvé dlouhé nekédujici RNA
Ig (IncRNA) s 0dlisné metylovanymi promo-
tory ve srovnani s kontrolnimi vzorky.
Exprese téchto dvou IncRNA korelovala
s expresi genti GDF7 a IRX5 zapojenych do
procesti podporujicich nadorové bujeni.
Podobné jako u jinych malignit autofi
zjistili vyraznou hypometylaci v oblasti
repetitivnich elementfi, ktera vede k ne-
stabilité genomu a umoznuje kumulaci
genovych mutaci [11, 19].

Z hlediska stanoveni prognoézy CLL
pacienti je dlileZité, Ze se metylacni stav
CLL pfi ranych fazich nemoci a béhem
jejiho dalsiho vyvoje témeét nemeéni [12,
14, 20, 21]. Je také celkové stabilni i pfi

n-CLL I-CLL m-CLL srovnani hladin metylaci u CLL pacient
pred terapii a po ni [14]. Diky své stabilité
v Case a signifikanci, s jakou odliSuje
pacienty s indolentni a agresivni for-
mou nemoci, se stava dal$im nastrojem
VH1-69 VH3-23 VH4-34 umoznujicim stratifikaci CLL pacientd.
VH1-18 ZAVER

del11q del13q . . .
- Metylace DNA jsou epigenetickou mo-
tris12 del13q difikaci, ktera vyznamné ovliviiuje pfi-
rozeny proces zrani B lymfocytu [12]. Pii

NOTCHT mut SF3B1 mut

—- TTFT/OS

vyvoji z naivniho B lymfocytu k pamétové
burice dochézi k celkové demetylaci. Pii
meéfeni metyla¢niho profilu CLL bunék se

Obr. 2. Schematické znazornéni prognostickych kategorii CLL definovanych na zakladé
metyla¢niho profilu a jejich vztahu k pfirozenym vyvojovym stadiim B lymfocytu, drovni

celkové metylace a klinickym faktorim
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zjistilo, Ze metylacni status CLL se kon-
zervuje priranych fazich nemoci a béhem
dalsiho vyvoje CLL se jiZ téméf nemeéni.
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Byly publikovany rizné studie, které se zaméruji na
prognosticky vyznam metylacnich zmén u CLL pacien-
tl.. Na zakladé postupu zalozeného na zhodnoceni me-
tylac¢niho profilu vyse uvedenych péti CpG mistlze CLL
pacienty rozdélit do tfi skupin s riznou prognézou [14].
Dvé z téchto tfi skupin vykazuji vyznamnou metylacni
podobnost s prirozenymi vyvojovymi stadii B lymfocy-
tu. Toto rozdéleni neni ovlivnéno terapii a zaroven lépe
koreluje s casem do prvni terapie nez mutacni status
IGHV. Z hlediska klinické aplikace se tento postup do
budoucna jevi jako vyuzitelny pfi urcovani prognézy
pacientl s CLL.

Seznam zkratek

CLL - chronicka lymfocytarni leukemie

CpG - cytosin-fosfat-guanin

i-CLL - intermediate CLL

IGHV - variabilni oblast tézkého fetézce imunoglo-
bulinu

IncRNA - dlouhé nekédujici RNA

m-CLL - memory B-cell-like CLL

n-CLL - naive B-cell-like CLL

0S - celkové preziti

TTFT - casdo prvni terapie
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