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ULOHA TRANSKRIPGNICH FAKTORU FOXO V BIOLOGII NORMALNICH A MALIGNICH B LYMFOCYTU

Abstrakt

Cilem této bakalarské prace je shrnuti vyznamu transkrip¢nich faktort FOXO v procesech
vyvoje, funkce a také maligniho zvratu B lymfocyti. Vénuje se regulaci aktivity FOXO
v kontextu B lymfocytl, ve které stézejni ulohu sehrava signalni drdha PI3K/Akt. Rlizna mira
aktivity této signalizace v urcitych fazich vyvoje B lymfocytl pak ovliviiuje transkripéni
aktivitu FOXO, a tedy i expresi jejich cilovych genti. Za pieziti a diferenciaci hematopoetickych
kmenovych bun¢k zodpovida FOXO3a, zatimco dalSich procesy vyvoje B lymfocytid pak
zaviseji pfevazné na aktivit¢ FOXO1. Ten ovlivituje V(D)J rekombinaci, vymezeni zralych B
bun¢k do piislusnych subpopulaci a také afinitni maturaci v germinalnich centrech. Vysledkem
téchto slozitych vyvojovych procest je vznik plazmatickych bunék, u kterych musi byt aktivita
FOXO03a, resp. FOXO1, také ptisn¢ regulovana. Tato prace se dale zabyva patogenezi B
bunécnych malignit, k niz také prispiva deregulace aktivity FOXO1 ¢i FOXO3a. V souladu
s diivejsimi poznatky sehravaji FOXO u fady téchto onemocnéni tlohu tumor supresord. Jejich
aktivita ¢i exprese je zde riznymi mechanismy inhibovana, a to napf. zvySenou signalizaci
PI3K/Akt ¢i prostiednictvim specifickych mikroRNA. FOXO1 vsak u uréitych lymfoidnich
neoplazii, naptiklad u Burkittova lymfomu ¢i chronické lymfocytarni leukémie, vykazuje i
onkogenni aktivitu. U téchto malignit se tak z FOXO1 samotného, ¢i nékterych jeho

transkrip¢nich cill, stavaji potencialni terapeutické cile.



ULOHA TRANSKRIPGNICH FAKTORU FOXO V BIOLOGII NORMALNICH A MALIGNICH B LYMFOCYTU

Abstract

The goal of this thesis is to summarize the importance of FOXO transcription factors in
development, function, and malignant transformation of B lymphocytes. It describes the
regulation of FOXO activity in B lymphocytes, in which the PI3K/Akt signalling plays a major
role. Different levels of activity of this signalling pathway in distinct phases of B cell
development influence the transcriptional activity of FOXOs and therefore the expression of
their target genes. FOXO3a is responsible for survival and differentiation of hematopoietic stem
cells, whereas other processes of B cell differentiation are dependent mainly on FOXO1
activity. These include V(D)J recombination, development of distinct mature B cell
subpopulations and affinity maturation in germinal centres. The result of this complex
development is generation of plasma cells, which also require strict regulation of FOXO1 and
FOXO3a activity. Furthermore, this thesis describes pathogenesis of B cell malignancies, to
which the deregulation of FOXO1 and FOXO3a activity also contributes. In accordance with
former knowledge, FOXOs act as tumor suppressors in a number of these diseases. Their
activity or expression are inhibited by various mechanisms, including increased PI3K/Akt
signalling or specific microRNAs. In certain lymphoid neoplasia, such as Burkitt lymphoma or
chronic lymphocytic leukaemia, FOXO1 exhibits also oncogenic activity. This makes FOXO1

or some of its target genes potential candidates for targeted therapy.
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Uvod

Transkripcni faktory FOXO sehravaji vyznamnou ulohu v regulaci bunécéné proliferace,
odolnosti bun¢k vic¢i oxida¢nimu stresu a udrzovani homeostazy. Jejich cilovymi geny jsou
zejména ty inhibujici bunéény cyklus, ovliviujici odpovéd’ buiiky na poskozeni DNA ¢i
kodujici antioxidacni enzymy. Pro spravny prabéh téchto procest je klicové, aby byla
transkripéni aktivita FOXO ptisné regulovana. Déje se tomu tak prostiednictvim fady
mechanismu, z nichZ nejvyznamnéjsi postaveni zaujimaji posttransla¢ni modifikace, zejména
pak fosforylace.

U clovéka se vyskytuji celkem ¢tyfi zastupci této proteinové rodiny, znichZz jsou
v B lymfocytech v nejvyssi mife exprimovany FOXO1 a FOXO3a. Jejich aktivita se napii¢
jednotlivymi vyvojovymi stadii 1isi, pfi¢emz nejvyznamnéjsi postaveni v regulaci aktivity
FOXO1 a FOXO3a zde zaujima signalni draha PI3K/Akt, ktera je u B bunék napojena na fadu
povrchovych receptorti. Tato skute¢nost podtrhuje vyznam komunikace s mikroprostiedim
v regulaci spravného pribéhu diferenciace B bunécnych prekurzorii, pro ktery je klicové i
spravné nacasovani aktivity transkripcnich faktort FOXO. Ta je nepostradatelnd pro udrzeni
poolu hematopoetickych kmenovych buné€k, pro procesy vedouci k vytvofeni unikétniho
povrchového B bunééného receptoru a také pro afinitni maturaci v germinalnich centrech, ktera
dava vznik plazmatickym bunkam produkujicim vysoce afinni protilatky.

Pro sviij inhibi¢ni G¢inek na proliferaci a pribéh bunééného cyklu byly FOXO povazovany
vyhradn¢ za tumor supresory. Skutec¢né je inhibice jejich aktivity, pfevazné v dusledku zvysené
signalizace PI13K/Akt, podkladem patogeneze fady B bunéénych malignit. FOXO1 vSak muze
u nékterych téchto onemocnéni naopak podporovat jednak samotnou proliferaci malignich
inhibitord signdlni drahy BCR. Mira exprese FOXOI1, resp. FOXO3a, v malignich B
lymfocytech mutize byt také asociovana se zavaznosti téchto onemocnéni a predstavuje tak
potencidlni prognosticky marker.

Zda se tedy, Ze skute¢ny vyznam transkripcnich faktort FOXO v B lymfocytech zavisi na
fad¢ faktori a ptipadné deregulace jejich aktivity mtize vést k defektnimu vyvoji ¢i malignimu

zvratu B lymfocytt.
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1 Struktura

Rodina transkripénich faktora Fox, celym nazvem Forkhead box, je jednou
z nejzastoupenéj$ich skupin transkripénich faktord v lidskych bunkach (Nakagawa et al.,
2013). Lze je rozdélit do 17 podrodin, pficemz kazda je na zaklad¢é aktualni nomenklatury
oznac¢ena urcitym pismenem (Brent et al., 2008). Do piislusnych podrodin jsou proteiny Fox
zatazeny na zakladé sekvence aminokyselin v jejich tzv. forkhead doméné (Hansen et al.,
2007).

Forkhead doména, oznacovana dle své funkce také jako DNA-vazebna doména (DBD), je
spoleénym znakem vSech zdstupci rodiny Fox. Tato obvykle ptiblizné 110 aminokyselin
dlouha oblast proteinového fetézce se sklada do tii a-helixi (H1-H3), kratkého B-listu
tvofeného tfemi antiparalelnimi fetézci (S1-S3) a dvou ohybt (W1 a W2) pfipominajicich
ktidla. Tyto struktury jsou uspotfadany v nasledujicim potadi: H1-S1-H2-H3-S2-W1-S3-W2
(Psenakova et al., 2019). Terciarni struktura tvofi variantni motiv helix-otacka-helix, zvany
,winged helix* (Hatta et Cirillo, 2007). Prostorové uspofadani a topologické schéma DBD

predstavuje obrazek 1.

w1

Obrazek 1: Struktura DBD domény FOXO4 (vlevo) a obecné schéma topologie DBD
v§ech transkrip¢nich faktora FOXO (vpravo). Helixy (H, helix) znazornény ¢ervené, B-listy
(S, sheet) zluté¢ a ohyby (W, wing) zelené. Helixy H4 a HS znazornény svétle, jelikoz se
vyskytuji jen u nékterych DBD (Obsil et Obsilova, 2008; upraveno).

Proteiny Fox tfidy ,,0%, dale jen FOXO, maji na rozdil od ostatnich tfid 5 aminokyselin

dlouhou inzerci mezi helixy H2 a H3. DBD vSech proteini FOXO rozeznavaji shodné
15



sekvence: 5'-GTAAACAA-3’, také zndmou jako vazebny element pro ¢leny rodiny DAF-16
(DEB), a 5°-(C/A)(A/C)AAA(C/T)AA-3’, tedy inzulin-responzivni element (IRE). Tato
odpovida sekvenci 5°-(A/C)AA(C/T)A-3" rozpoznavanou vSemi zastupci rodiny Fox
(Psenakova et al., 2019). Zminény protein DAF-16 je ortolog savéich transkrip¢nich faktort
FoxO u Caenorhabditis elegans (Jacobs et al., 2003). U savci se vyskytuji ctyfi zastupci této
tiidy, a to FOXO1 (FKHR), FOXO3a (FKHRL1), FOX0O4 (AFX) a FOXO6 (Wang et al.,
2008).

Hlavnim prvkem zodpovédnym za rozpoznani cilové sekvence DNA a nasledné navazani
do velkého zlabku je helix H3 (Nakagawa et al., 2013). Vazby na DNA se Gcastni také ohyb
W1, ohyb mezi helixy H4 a H3 a N-koncovy tusek fetézce pied helixem H1. VSechny proteiny
rodiny Fox se k dvousroubovici DNA vazi jako monomery (Psenakova et al., 2019).

Mezi méné evoluéné konzervované oblasti proteini FOXO patii oblasti NLS a NES. Tyto
jsou vyznamné pro jadernou lokalizaci, resp. export zjadra. Mechanismy regulujici
subcelularni lokalizaci téchto TF budou popsany v nasledujici kapitole. Na C-konci
proteinového fetézce se nachazi transaktivaéni doména (TAD), obsahujici vazebna mista pro
regulacni proteiny. Vzdjemné se od sebe jednotlivé FOXO odliSuji mj. svou délkou, pfi¢emz
délka FOXO1 a FOXO3a piesahuje 650 aminokyselin, zatimco FOX0O4 a FOXO6 jsou
pfiblizné o 100 aminokyselin krat$i (viz obrazek 2) (Dobson et al., 2011; Obsil et Obsilova,
2008).

FOXO1 NLS  NES
os> '
1 655
FOXO03a NLS NES
DBD il ‘q TAD
1 673
FOX0O4 NES
SO [NLS I D |
1 505
FOXO6 NES
SN INLS U 7 |
1 492

Obrazek 2: Schéma domén FOXO proteini. Zelené DBD (DNA-vazebna doména), zluté
NLS (sekvence pro jadernou lokalizaci), cervené NES (sekvence pro export z jadra) a modie

TAD (transaktiva¢ni doména) (Calissi et al., 2021; upraveno).
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2 Regulace

2.1 Regulace na urovni transkripce, posttranskripéni regulace

Expresi FOXO1 v B buikach indukuji transkripéni faktory HEB a EBF, aktivni béhem
diferenciace lymfoidnich progenitori smérem do B bunécné linie (vice viz kapitola 4)
(Welinder et al., 2011). Dal$im transkripénim faktorem, podilejicim se na indukci exprese
FOXO1 i FOXO03a, je STAT3 (Oh et al., 2011). U zralych B bunék se na regulaci transkripce
FOXOI1 podili i signalizace B buné¢ného receptoru. Signal je z BCR pfenasen skrze PI3K, Btk
a BLNK na PLCy2. Aktivita PLCy2 vede k mobilizaci Ca®* ionti, ¢imz je aktivovan
kalcineurin, ktery nasledné zpisobuje inhibici transkripce FOXO1 (Hinman et al., 2007).
FOXO1 je regulovan BCR signalizaci i na posttranslacni tirovni (viz déle). Dvé Grovné regulace
exprese FOXO1 prostfednictvim BCR jsou popsany na obrazku 3.

Zajimavosti je, ze promotor FOXO1 obsahuje i vazebnou sekvenci specifickou pro
transkripéni faktory FOXO (viz kapitola 1), coZ naznacuje moznost regulace jeho exprese
prostfednictvim dalsich FOXO, v¢etné FOXO1 samotného (Essaghir et al., 2009). Inhibice
transkripce FOXOL1 v dusledku aktivity FOXO3a jiz byla pozorovana u lidskych rakovinnych
bunék (Zhou et al., 2014). V kontextu B lymfocytl by podobny regula¢ni mechanismus mohl
vysvétlovat nepfimou uméru mezi mirou exprese FOXO1 a FOXO3a, ktera je patrna jak u
normalnich B bunék, tak jejich malignich protéjski (viz déle).

Dals$i mechanismus regulace hladin proteinli pfedstavuji mikroRNA (miRNA), coZ jsou
kratké jednotetézcové molekuly RNA schopné vazby ke komplementarnim mRNA. Takové
mRNA nemohou podstoupit translaci a dochazi k jejich degradaci. Mezi miRNA inhibujici
translaci FOXOL1 v B bunkach patii miR-96, miR-182 a miR-183, vyskytujici se u Hodgkinova
lymfomu. Expresi FOXO3a inhibuje miR-155, zaznamenana jednak u Hodgkinova lymfomu,
jednak u Waldenstromovy makroglobulinémie (Gaudette et al., 2016; Osswald et al., 2018; Xie
et al., 2012). Vyznam inhibice FOXO1, resp. FOXO3a, u téchto malignit podrobn¢ popisuje
kapitola 4.
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Obrazek 3: Dvé urovné regulace FOXO1 prostiednictvim BCR. BCR signalizace inhibuje
jednak transkripci FOXO1 prostiednictvim osy PI3K/Btk/BLNK/PLCy2, jejimz konecnym
efektorem je kalcineurin inhibujici transkripci FOXO1, jednak aktivitu jiz exprimovaného
FOXO1, jelikoz prostiednictvim PI3K/Akt indukuje jeho fosforylaci vedouci k jeho nasledné
degradaci v cytoplazmé (Hinman et al., 2007; upraveno).

2.2 Regulace prostfednictvim posttranslacnich modifikaci

StéZejni tlohu v regulaci FOXO sehrava jejich fosforylace, kterd mliZze mit jak aktivacni, tak
inhibi¢ni uc¢inek. Aktivacni fosforylace, zapficinujici lokalizaci FOXO v jadre, kde mize byt
transkripcné aktivni, zplisobuji kindzy souvisejici s odolnosti viici oxidativnimu stresu. Naopak
inhibici transkripéni aktivity a export FOXO zjadra zplsobuji fosforylace kindzami
zapojenymi do signalnich kaskad ristovych faktori, z nichZ nejvyznamné;jsi postaveni zaujima
kinaza Akt (Dobson et al., 2011). Ptehled aktivujicich, resp. inaktivujicich, fosforylaci a jejich
efektorti shrnuje obrazek 4.

Akt je serin/threoninova kinaza, ktera sehrava klicovou ulohu v pieziti fady bunéénych
typti. Je aktivovana nékolika mechanismy, pficemZ nejvyznamnéjSim je aktivace
prostfednictvim kindzy PI3K. Tato je obecné napojena na signalizaci receptorl pro ristové

faktory. U B bun¢k dochazi k aktivaci PI3K diky signadlim z povrchovych receptort, které jsou
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klicové pro jejich preziti, vyvoj a funkci. Jednad se o BCR, TLR, CD40 a cytokinové receptory,
napt. IL7-R. Zde tedy probiha druhy zpiisob regulace exprese FOXO1 prostfednictvim BCR,
tentokrat na urovni inhibice aktivity proteinu, a nikoliv jeho transkripce (viz vyse). PI3K/Akt
je aktivovana diky transmembranovym proteinim CD19 a BCAP, které¢ navazuji na signalizaci
kinaz Syk a Lyn. K jejich fosforylaci dochazi po aktivaci BCR navazanim antigenu (Andjelic
etal., 2000; Jian et al., 2019; Limon et Fruman, 2012; Troutman et al., 2012). Takto aktivovana
PI3K produkuje PIP3, ktery se vaze do tzv. ,,plecstrin homology* domény Akt a PDK. Tato
vazba se spolu s dal$imi fosforylacemi, zpusobenymi PDK a mTORC?2, podili na aktivaci Akt
(Brownawell et al., 2001; Rena et al., 1999; Sarbassov et al., 2005).

inaktivace
AKT AKT AKT CDK2
SGK1 CDK2 GSK1ERK SGK1S322 ERK ERK IKK
T24 S249 S2565294 S319 S325 S344 T425 S644
N FKH |NLS NES TAD G

e A S399  T447 S555

AMPK S413 T451 S588

JNK  UNK S626

aktivace AMPK

Obrazek 4: Mista fosforylace FOXO1 rozliénymi kinazami vedouci k jeho aktivaci, resp.

inaktivaci (Ushmorov et Wirth, 2018; upraveno).

Fosforylace FOXO prostfednictvim aktivované Akt je umoZnéna pfitomnosti ti
specifickych oblasti, obsahujicich sekvenci RXRXXS/T, kterou Akt rozpoznava. Jde o vysoce
evolu¢né konzervovanou sekvenci, pfitomnou jak u DAF-16, tak u vSech jeho savc¢ich protéjski
(Brunet et al., 1999). FOXOL1 je fosforylovan na Thr-24, Ser-256 a Ser-319, FOXO3 na
Thr-32, Ser-253 a Ser-351 a FOXO04 na Thr-28, Ser-193 a Ser-258. U FOXO6 posledni misto
fosforylace chybi a Akt jej fosforyluje na Thr-26 a Ser-184. Fosforylované FOXO jsou
exportovany zjadra do cytosolu, coz zapfiCifluje inhibici jejich transkripéni aktivity
(Brownawell et al., 2001; Brunet et al., 1999; Guo et al., 1999; Jacobs et al., 2003). Vyse

popsanou signalni kaskddu sumarizuje obrazek 5.

19



wrwe

na fosforylované FOXO. Fosforylace vytvareji pro 14-3-3 proteiny dvé vazebna mista, kterd
ohranicuji DBD a také stericky zakryvaji NLS. Vazba 14-3-3 proteinti do patfi¢nych mist miize
ovlivitovat interakci DBD s DNA, zakryt ¢asti této domény nebo zménit jeji konformaci. Piesny
mechanismus vlivu téchto proteinti na transkripcni aktivitu FOXO ale zatim zlstava
neobjasnén. FOXO, nachazejici se v disledku popsanych procesit mimo jadro, mohou byt
nasledn¢ degradovany v proteazomu (Dobson et al., 2011; Nielsen et al., 2008; Obsilova et al.,
2005; Silhan et al., 2009).

Vyse popsana signalni draha PI3K/Akt je regulovéana prostrednictvim fosfatdz, coz mé za
nasledek pferuseni inhibi¢niho u¢inku danych kinaz na aktivitu FOXO. Ptikladem fosfatazy
s touto funkci je PTEN, jejiz t¢inkem je defosforylace PIP3, a jde tedy o antagonistu PI3K (Park
et al., 2019; Christensen et al., 2011). Ztrata funkce PTEN naopak vede k vy$§im hladinam
PIP3 v buiice, ¢ili K zesileni aktivity Akt (Maehama et Dixon, 1998). Defosforylovany mohou
byt i samotné FOXO, a to napt. fosfatazami z rodiny PP2A. Experimentalni pouziti inhibitort
PP2A m¢lo za nasledek zamezeni defosforylace FOXO1, a tudiz inhibici jeho funkce. Interakci
mezi PP2A a FOXOI1 nebylo zabranéno piitomnosti 14-3-3 proteinli, které mj. chréni
fosforylované proteiny pied Gc¢inkem fosfataz (Yan et al., 2008). PP2A pusobi jako pozitivni
regulatory aktivity FOXO také neptimo, jelikoz prostfednictvim defosforylace inhibuji i Akt
(Rivard et al., 2020).

-

Obrazek 5: Signalizace PI3K/Akt u B lymfocyta (Szydtowski et al., 2014; upraveno).
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Kromé¢ fosforylace se na regulaci aktivity transkripcnich faktort FOXO podileji 1 dalsi
posttransla¢ni modifikace. Pfikladem mize byt monoubikvitinace FOXO4, podporujici jeho
lokalizaci v jadre, a tim i jeho transkripéni aktivitu (Brenkman et al., 2008). Acetylace, resp.
deacetylace, mize mit na FOXO aktivacni i inhibi¢ni ucinek, pii¢emz patrné¢ zalezi i na
konkrétnich cilech FOXO. Acetylace v oblasti DBD totiz mize ovliviiovat vazebnou specifitu.
V tomto ptipadé, na rozdil od fosforylace, nejde o mechanismus vedouci k plné aktivaci ¢i
inaktivaci FOXO, ale spiSe modulaci jejich aktivity. Ta je patrné zpiisobena ztratou pozitivnich
naboju na lysinovych zbytcich (Lys-242, Lys-245 a Lys-262) v disledku pfipojeni acetylové
skupiny prostiednictvim acetyltransferazy CBP, coz naruSuje vazbu DBD FOXO1 do své
cilové sekvence DNA. Acetylace FOXO1 také usnadiiuje jeho fosforylaci prostfednictvim Akt.
(Matsuzaki et al., 2005). Ruzné posttranslacni modifikace se tedy navzajem ovliviiuji, a tak
napf. metylace argininovych zbytkti Arg-248 a Arg-250 u FOXO1 narusuje jeho fosforylaci
prostfednictvim Akt, a chrani tak FOXOI1 pfed exportem z jadra a degradaci v proteazomu
(Yamagata et al., 2008). Obecné jsou posttranslacni modifikace pro funkci FOXO velmi
vyznamné, ovliviiuji jejich lokalizaci v ramci buiiky, transkripéni aktivitu, interakci s dalSimi
proteiny, stabilitu a degradaci. U B bunc¢k se na regulaci FOXO nejvyznamnéji podili
fosforylace prostrednictvim PI3K/Akt, jejiZ vyznam jak v normadlnich, tak v malignich B

bunkach bude popsan v nasledujicich kapitolach.
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3 Vyvoj B lymfocyti

Vyvoj B lymfocytt je slozity proces, ktery zna¢né zavisi na interakcich bunéénych prekurzori
s jejich okolim. Jeho spravny prubéh vyzaduje pfesné nacasovani exprese specifickych gent,
¢ehoz je docileno prostiednictvim transkripénich faktort (Akerblad et Sigvardsson, 1999). Nize
popsany prub¢h B bunécné diferenciace shrnuje obrazek 6.

Jako vSechny krevni elementy vznikaji i B lymfocyty z hematopoetické kmenové bunky
(HSC) v kostni dfeni. Zde jsou lymfocytarni prekurzory v tizkém kontaktu se stromalnimi
bunkami, které produkuji cytokiny a ristové faktory nezbytné pro jejich pieziti a diferenciaci.
Mikroprostiedi kostni difen¢ dotvaieji mezenchymalni bunky, osteoblasty a endotelialni bunky
spolu s extracelularni matrix. Prvnimi bufikami sméfujicimi do lymfoidni linie jsou
pluripotentni lymfoidni progenitory (LMPP), ze kterych se dale diferencuji spole¢né lymfoidni
progenitory (CLP). Za jejich vymezeni do B buné&¢né linie zodpovidaji transkripcni faktory
EA2 a EBF (O’Riordan et Grosschedl, 1999).

U nasledujicich vyvojovych stadii dochézi k preskupovani genovych segmentt pro t€zké
imunoglobulinové fetézce (IgH). Tento proces se nazyva V(D)J rekombinace a jeho vysledkem
je individudlni variabilita receptori B bunék. U pre-pro-B lymfocytu dochdzi nejprve
K vystépeni genového iseku mezi nahodnym segmentem D a J, nasledné mezi timto vzniklym
DJ a segmentem V (Oettinger et al., 1990). Cely proces je umoznén piitomnosti signalnich
sekvenci (RSS) v blizkosti jednotlivych segmentl. Tyto sekvence jsou rozpoznavany
rekombinazami RAG1 a RAG2, které vytvareji zlomy v DNA, ¢imZ vystépuji oblasti mezi
vybranymi segmenty (Scott et al., 2010). Je-li pteskupeni produktivni, vznika expresi V(D)J
produktu funkéni IgH a toto vyvojové stadium se oznacuje jako pre-B lymfocyt.

Povrchovy pre-BCR nasledné dava burce signal k dalSimu vyvoji, a to k preskupovani
V aJ segmenti lehkych imunoglobulinovych fetézct (IgL), které probiha obdobné jako u IgH.
Jakmile je tento proces Uspesny, je na povrchu buniky exprimovan unikatni I[gM. V ptipadé, ze
povrchové imunoglobuliny nékterych bun€k reaguji s autoantigeny, jsou tyto nezralé
B lymfocyty eliminovany nebo mohou byt dané receptory znovu upraveny prostiednictvim
RAG. U zralych B lymfocyt, pfedstavujicich posledni stadium vyvoje nezavislého
na antigenu, je soucasn¢ exprimovan povrchovy IgM 1 IgD, tj. BCR. Nejde ovSem o izotypovy

presmyk (viz dale), nybrz o alternativni sestiih (Hartley et al., 1993; Verkoczy et al., 2007).
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Obrazek 6: Schéma vyvoje B lymfocyti. HSC — hematopoeticka kmenova buiika, ELP —
¢asny lymfoidni progenitor, CLP — spole¢ny lymfoidni progenitor, T — T lymfocyty, NK — NK
buniky, MZ — lymfocyty marginalni zény, FO — folikularni lymfocyty, Ag — antigen, DZ — tmava
zona GC, CB — centroblasty, LZ — svétla zona GC, CC — centrocyty, DC — dendritické bunky,
SHM - somatickda hypermutace, CSR — izotypovy piesmyk (Szydlowski et al., 2014,

upraveno).

Zralé B lymfocyty opoustéji kostni diei a migruji do sleziny, kde plné dozravaji.
Diferencuji se bud’ do lymfocytti marginalni zony (MZ), nebo do lymfocyti folikularnich (FO).
Folikuly, které se nachazeji 1 v dalSich sekundéarnich lymfatickych orgénech, vytvaieji potiebné
mikroprostfedi pro dal§i vyvoj B bunék po setkdni s antigenem. Po rozpoznani antigenu
prostfednictvim BCR dochézi k aktivaci B bunék a jejich intenzivni proliferaci, ¢imZ vznikaji
germinalni centra (GC) (Victora et al., 2012). U téchto mikroanatomickych struktur lze rozlisit
dv¢ zony —tmavou (DZ, dark zone) a svétlou (LZ, light zone). Jde o velmi dynamické struktury,
mezi kterymi se bunky (centroblasty, resp. centrocyty) mohou piesouvat (Bannard et al., 2013).

V DZ probiha somaticka hypermutace (SHM) variabilnich oblasti IgH, jejiz vysledkem je
zvyseni afinity protilatek proti danému antigenu. Tento proces zajiStuje aktivaci indukovana

cytidin deaminaza (AID), kterd béhem transkripce méni cytidin na uridin. Nésledné vlivem
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nepfesnych reparacnich mechanismt dochazi ke vzniku drobnych mutaci, a tedy ke zvysSeni
variability vznikajicitho Ig. Témito novymi BCR vadzou B builky antigen prezentovany
folikularnimi dendritickymi buiikami (FDC) v LZ. Zde probiha selekce pouze vysoce afinnich
B bungk, ostatni podléhaji apoptoze (Bannard et al., 2013). Podstatnym krokem terminalni
diferenciace B lymfocytl je izotypovy piesmyk (CSR). Samotny mechanismus CSR spociva
ve vystépovani urcitych C oblasti IgH fetézct na irovni DNA. Vysledna tfida Ig je uréena prvni
C oblasti ve sméru transkripce, kterd ziistane nevystépena. Mezi jednotlivymi C oblastmi se
nachazeji signaly presmyku (S, switch sequence), ve kterych dochazi ke dvoufetézcovym
zlomiim indukovanym AID. Pfesmyk do konkrétni protilatkové tfidy je regulovan cytokiny,
napf. v reakci na ptitomnost IL-21 dochazi k produkci IgG: a 19G3 (Péne et al., 2004).

Bunky, které uspesné prosly selekci, opoustéji GC a dale se diferencuji v buiky pamét'ové
nebo plazmatické. Pamét'ové buiniky jsou podkladem rychlosti a efektivity sekundérni imunitni
odpovédi. Ulohou plazmatickych bunék je produkce velkého mnoZzstvi vysoce afinnich

protilatek (Casamayor-Palleja et al., 1996).
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4 FOXO v biologii normalnich B lymfocytu

V piedeslé kapitole jiz bylo zminéno, Ze pro spravny pribéh vyvoje B lymfocyti a nésledné
jejich normalni funkci je zasadni precizni regulace exprese fady specifickych gent. Mezi
transkripcnimi faktory, které tuto regulaci zajist'uji, zaujimaji zasadni postaveni pravé FOXO,
zejména pak FOXO1 a FOXO3a, které¢ jsou u bunék B bunécné linie exprimovany ve vyssi
mife ve srovnani s FOX04 a FOXO06. Mira exprese FOXOI1, resp. FOXO3a, se napfic
v konkrétnich procesech. Obecn¢ lze fici, ze FOXO3a je klicovy predevs§im v ranych fazich
diferenciace, na rozdil od FOXOI, ktery se podili jak na procesech nezavislych na pfitomnosti
antigenu, tak v dalsich fazich vyvoje po aktivaci B bun¢k. Podrobnéji je vyznam obou téchto

transkripcnich faktorti pro vznik a fadnou funkci B lymfocytt popsan v této kapitole.

4.1 Hematopoetické kmenoveé buriky a pfislusnost k B bunécné linii

HSC mayji, stejn€ jako ostatni kmenové bunky, dvé zakladni vlastnosti, kterymi jsou schopnost
sebeobnovy, tj. zachovani populace, a diferenciace do pfislusnych bunéénych typt. Zachovani
dynamické rovnovdhy mezi témito procesy zahrnuje pfisnou regulaci bunééného cyklu,
apoptozy a odpovédi na oxidacéni stres (Tothova et al., 2007). Pravé zde sehrava dulezitou roli
transkrip¢ni faktor FOXO3a.

V kostni dfeni setrvdvaji HSC v klidovém stavu, kdy neni aktivovdna kinidza Akt,
a FOXO3a je tak lokalizovan v jadfe. Stimulace ristovymi faktory vede aktivaci Akt, ktera
fosforylaci inhibuje aktivitu FOXO3a (Miyamoto et al., 2007). Takové burky, stejné jako
FOXO03a-deficientni HSC, opoustéji klidova stadia a vstupuji do buné¢ného cyklu. V piipadé
delece genu FOXO3a je rovnovaha vychylena na tikor sebeobnovy kmenovych bunék do takové
miry, Ze dochazi az k uplnému vycerpani poolu HSC (Tothova et al., 2007). FOXO3a je tedy
negativnim regulatorem bunécného cyklu. Mezi geny, jejichZ expresi indukuje, patii napf.
Spred2 a p27XP inhibitory bunééné proliferace (Miyamoto et al., 2008).

Do regulace apoptdzy se FOXO3a zapojuje napft. skrze indukci exprese proteinu Bim, ktery
patii mezi proapoptické BH3-only proteiny. Tyto jsou obecné aktivni v ptipad¢ nedostatku
rustovych faktori. Bim je velmi vyznamnym regulatorem hematopoézy, podili se mimo jiné na

klonalni deleci autoreaktivnich B a T lymfocytt. Zda se, ze FOXO3a nereguluje expresi Bim
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pouze piimo, tedy vazbou do oblasti jeho promotoru, ale patrné i prostiednictvim regulace
miRNA, popft. dalsich transkripénich faktort ovliviujicich expresi Bim (Herold et al., 2013).

FOXO03a ma také klicovou ulohu v ochrané¢ HSC pted ucinky reaktivnich kyslikovych
radikéali (ROS), které poskozuji jejich DNA. Cini tak jednak regulaci samotného mnozstvi ROS
Vv bunice, jednak indukci opravnych mechanismi oxida¢niho poskozeni DNA. Ztrata FOXO3a
se projevuje zvySenymi hladinami endogennich ROS a defektni bazovou excizni opravou
(Bigarella et al., 2017). Bezpecné mnozstvi ROS =zajistuje FOXO3a regulaci exprese
tumorsupresorového proteinu ATM a dalSich antioxidacnich enzymu (jako jsou kataldza ¢i
superoxid dismutaza). Aktivita FOXO3a, resp. mnozstvi ROS v buiice, ma pfimy vliv na dalsi
osud HSC, stejn¢ jako na udrzeni jejich zasobniho poolu (Yalcin et al., 2008).

Za dalsi vyvoj HSC do lymfocytarni linie zodpovida piisné regulovand aktivita
transkrip¢nich faktort a jejich cilovych genti. Na diferenciaci do stadia CLP se podileji zejména
PU.1 a Ikaros. Ztéchto bun¢k se mohou vyvinout vSechny typy lymfocytd. Pislusnost
k B bunécéné linii je zajisténa soucinnosti E proteinti (E2A, HEB), EBF, PAXS a FOXO1, které
diriguji diferenciaci CLP do stadia pro-B lymfocytu. Mezi jednotlivymi transkripcnimi faktory
panuje hierarchické uspotadani (Dengler et al., 2008). E2A, resp. HEB, se vazi do specifickych
regulac¢nich oblasti lokusu FOXO1 a moduluji tak jeho expresi. FOXO1 spolu s E2A
a signalizaci napojenou na IL-7R spoustéji expresi EBF. Exprese PAXS je nasledné€ indukovana
aktivitou EBF a IRF4, resp. IRF8. Spole¢nym cilem zminénych transkripénich faktort je

spektrum gent asociovanych s B buné¢nou linii (Welinder et al., 2011).

4.2 V(D)J rekombinace a editace receptoru

V nasledujicich procesech, nutnych pro spravnou funkci B lymfocytl, zaujiméa vyznamnéjsi
postaveni FOXO1 v porovnani s FOXO3a. Presto vSak FOXO3a neni ani zde zcela
postradatelny, jelikoz bylo pozorovéno, ze v piipad¢ jeho delece dochazi k snizeni poctu pre-B
bunék v kostni dieni a cirkulujicich zralych B buné¢k v periferni krvi a kostni dfeni (viz dale)
(Hinman et al., 2009).

FOXOL1 se podili na pribéhu V(D)J rekombinace imunoglobulinovych fetézct, diky které
mohou vznikat BCR s ohromnou variabilitou, coz je kliCové pro nasledné reakce s antigeny
a dalsi vyvoj B bunék. Tato rekombinace je duisledkem cinnosti RAG1 a RAG2, jejichz
enzymaticka aktivita zpiisobuje pfeskupovani genovych segmentl variabilnich oblasti genti pro

IgH, resp. IglL. Exprese RAG je regulovana na urovni transkripce, a to pravé prostfednictvim
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FOXO1 (Kuo et Schlissel, 2009). FOXO1 se vaze jednak piimo do lokusu Rag, jednak do
oblasti enhanceru (Erag), ktery obsahuje sekvence odpovidajici vazebnym mistim pro FOXO
proteiny. Nicméné v piipadé delece tohoto enhanceru nebylo pozorovdno ovlivnéni miry
exprese RAG zavislé na FOXO1. Kromé pfimé regulace se FOXO1 na indukci exprese RAG
podili také prostiednictvim svych dalSich cilovych gent, jako je napt. GADD45a, ktery je
pozitivnim regulatorem transkripce Rag. Svij podil na expresi RAG maji i dalsi transkrip¢ni
faktory jako lIkaros, E2A ¢i FOXP1 (Amin et Schlissel, 2008; Kuo et Schlissel, 2009).

RAG jsou béhem vyvoje B bun¢k aktivni ve dvou po sobé nasledujicich vinach. Prvni
za¢ina ve stadiu CLP a pokracuje i u pro-B lymfocytu. Preskupuji se genové segmenty tézkého
imunoglobulinového fetézce a uvniti bunék tak vznika unikatni IgHup. Ve stadiu pre-B
lymfocytu je aktivita RAG znovu patrna. Dochazi k VJ-rekombinaci, tedy pteskupeni genovych
segmentll lehkého imunoglobulinového fetézce. Pokud jsou noveé wvzniklé fetézce
imunoglobulinii kombinovatelné, jde o produktivni rekombinaci. Jejim vysledkem je vznik
povrchového IgM oznacovaného jako pre-BCR (Zhu et al., 2011).

Mechanismus, diky kterému je aktivita RAG rozdélena do téchto dvou fazi, souvisi se
zavislosti téchto vyvojovych stadii B bunék na IL-7 a signalni kaskddou, kterou tento cytokin
spousti. Jeho interakce s IL-7R na povrchu pro-B bungk totiz aktivuje PI3K/Akt, coz vede
k exportu FOXO1 zjadra, a tedy inhibici jeho aktivity ¢ili k zastaveni exprese RAG
(Amin et Schlissel, 2008). Obdobn¢ je aktivita RAG ztlumena po vytvoieni BCR, jelikoz jeho
signalni draha také vede k aktivaci PI3K/Akt a z ni vyplyvajici inhibici FOXO1 (Dengler et al.,
2008).

Pokud vSak nezralé B buiiky exprimuji autoreaktivni BCR, k zastaveni exprese RAG
nedochazi. Takovy BCR je internalizovan, coz vede k inhibici signalizace prostfednictvim
PI3K/Akt, ¢imzZ jsou FOXO1, a tedy i RAG udrzovany v aktivnim stavu (Kuo et Schlissel,
2009). Preskupovani genovych segmenti Igl tak pokracuje za ucelem zmény specifity
receptoru. Pokud bunky i po n¢kolika editacich receptoru reaguji s autoantigeny, jsou
eliminovany klonalni deleci. Jistou ulohu v této fazi vyvoje miize zastavat i FOXO3a, jelikoz
bylo pozorovano, ze v piipadé jeho delece se zvySuje pocet nezralych B lymfocyti.
Pravdépodobné jde o disledek sniZzeni miry apoptozy, ke které by normalni aktivita FOXO3a
vedla. Pocet editaci BCR se tak mize zvysit, ¢imz nakonec vznika vétsi mnozstvi B bunék,

které jiz autoreaktivitu nevykazuji (Ottens et al., 2018).
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4.3 Zralé B buriky a jejich subpopulace

Prezivani zralych B bunék, které opustily kostni dfen, je zavislé na signalizaci z povrchovych
receptortl, a to zejména z BCR a BAFF-R. Zatimco BCR signalizace je spusSténa Vv reakci na
pritomnost urCitého antigenu, BAFF-R vaze cytokin z rodiny TNF, oznacovany jako BAFF,
ktery je produkovan okolnimi buitkami v mikroprosttedi. Naruseni obou téchto signalizaci, at’
uz mutaci, ¢i deleci jejich urcitych komponent, vede k apoptdze (Srinivasan et al., 2009). BCR
signalizace obecné podporuje proliferaci a piezivani B bunék. Tato kaskada mimo jiné vede
k aktivaci PI3K, ktera skrze Akt inhibuje FOXOI. Takto je zastavena exprese cilovych genti
FOXOI1, které obecné proliferaci omezuji (napt. cyklin G2 nebo Rb2/p130), a mize dojit
k aktivaci B bung¢k a z ni plynouci intenzivni proliferaci (Yusuf et al., 2004).

Jak jiz bylo zminéno vySe, v pfipad¢ ztraty BCR B bunky hynou. Z této skutecnosti
vyplyva, Ze pro jejich pfezivani je nutnd nepietrzita (tzv. ,tonickd*) BCR signalizace. Bylo
vSak prokazano, ze pokud je delece BCR kompenzovéna aktivitou PI3K, kterd byla mutovana,
nasledkem ¢ehoz je aktivni nezavisle na BCR, k apoptoze B bun¢k nedochézi. Zda se tedy, ze
signalizace vyvolana PI3K je kli¢ovou signalni kaskadou pro pieziti B bunék (Lee et al., 2013).
Klicovym efektorem této kaskady je FOXO1, pficemz umélé sniZeni jeho mnozstvi v jadre,
simulyjici inhibi¢ni aktivitu PI3K/Akt, také zamezuje apoptdze B bunck postradajicich BCR.
Draha PI3K/Akt/FOXO1 tak tvoii Ustfedni prvek BCR signalizace zajiStujici piezivani B
bunék (Srinivasan et al., 2009). BCR signalizace také prostfednictvim osy
PI3K/Btk/BLNK/PLCy2 inhibuje transkripci FOXOL1, jak jiz bylo zminéno Vv Kapitole 2
(Hinman et al., 2007).

Mimo pouhé udrzeni populace zralych B lymfocytt ovliviiuje FOXO1 také jejich dalsi
vyvoj. Zral¢ B lymfocyty vytvarteji ve slezin€ dvé rozdilné populace — folikularni B lymfocyty
(FO), které nésledné davaji vznik germindlnim centriim (viz niZe), a lymfocyty margindlni zony
(MZ). Tyto se od folikularnich odliSuji omezenou migraci, jelikoz necirkuluji mezi
jednotlivymi lymfatickymi organy a jejich vyskyt je omezen na marginalni zonu (tj. oblast mezi
cervenou a bilou pulpou) a lymfatické folikuly sleziny. Dal§im vyznamnym rozdilem je
produkce nizkoafinnich protilatek tfidy IgM, ktera je nezavisla na interakci s T lymfocyty. Jde
tedy o B lymfocyty participujici i ve vrozené imunité (Lechner et al., 2021). Existuje jesté jeden
typ B lymfocytd, které jsou soucasti pfirozené imunity, a to lymfocyty B1, vyskytujici se
zejména v pleuralni a peritonealni dutiné (Calamito et al., 2010; Suzuki et al., 2003).
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Vznik populace B bun¢k MZ je podporovan signalizaci pies povrchovou molekulu CD19,
ktera je soucasti signalni drahy BCR, a ptenasi signal ptes PI3K (Chen et al., 2010). U mysi,
jejichz B buiiky postradaji CD19 nebo katalytickou podjednotku PI3K, nedochazi ke vzniku
B1 ani MZ B bunék (Calamito et al., 2010). V souladu s touto roli PI3K vede delece genu pro
fosfatazu PTEN, antagonistu PI3K, naopak ke zvySeni po¢tu B1 lymfocytu, v ramci populace
B2 lymfocyti pak prevladaji lymfocyty MZ na tkor folikularnich (Suzuki et al., 2003). Dalsi
data pak vyzdvihuji zejména Akt jako rozhodujici diferenciacni element. Zastoupeni B1, resp.
MZ B bungk, bylo vyznamné niz$i u bunéénych populaci s nefunkéni Akt (Calamito et al.,
2010). Aktivita Akt, tj. inhibice FOXOI, tak usmériiuje vyvoj B bunék do linie bunék MZ.
V jiném experimentu, také vyuzivajicim CD19-deficitni mysi B buiiky, se podatilo podpofit
vznik MZ B bun¢k deleci FOXO1. Takto byla kompenzovana nefunkéni signalni kaskada. Je
tedy zfejmé, ze pravé inaktivace FOXOI je zdsadnim déjem rozhodujicim mezi vyvojem B
bunék do populaci FO, resp. MZ (Chen et al., 2010). Pozorovana aktivita FOXO1 také koreluje
s pribéhem dalSich zndmych signalizaci indukujicich vyvoj MZ B bun¢k. Jednu z téchto
signalnich drah spousti Notch2, pficemz vysledkem je mimo jiné vyznamné snizeni hladin
nékolika transkrip¢nich faktoru, véetné FOXO1 (Lechner et al., 2021).

Kromé proliferace a dalsi diferenciace zasahuje FOXO1 i do procesu migrace zralych B
lymfocyt. U bunék s deleci FOXO1 byla pozorovana sniZzena exprese povrchové molekuly
CD62L, tedy L-selektinu (Dengler et al., 2008). Jeho ptitomnost je nutna pro vstup cirkulujicich
B bunék do lymfatickych uzlin (Munro et al., 1996). Absence L-selektinu vyvolana deleci
FOXO1 méla za nasledek tbytek populace B bunék v lymfatickych uzlinach, a to pfiblizné o
30 % ve srovnani s buitkami bez této delece. Tato data naznacuji, ze FOXO1 ovliviluje migraci
B bun¢k do lymfatickych uzlin skrze zvyseni exprese CD62L (Dengler et al., 2008).

Pro zralé folikularni B lymfocyty je, na rozdil od MZ a B1 lymfocytt, typicka zvySena mira
exprese povrchového IgD v porovnéani s IgM. Vyssi zastoupeni IgD BCR jednak ovliviluje
reaktivitu B bun€k vzhledem k antigenim ve formé imunokomplexd, jednak ma vyznam
v imunitnich reakcich zavislych na interakcich s T lymfocyty. Bylo prokazano, ze exprese IgD
na ukor IgM je zavisla na aktivit¢ PTEN. Absenci PTEN, normalné vedouci k nepfitomnosti
IgD na povrchu B bunék, 1ze kompenzovat pomoci transdukce FOXO1-A3, PI3K/Akt nezavislé
formy FOXOL1. | bez inhibice PI3K tak FOXO1-A3 zlstava aktivni, coz ma za nasledek zvyseni
hladin IgD. Jde o neptimou regulaci, kdy FOXO1 interaguje s dal§imi transkripénimi faktory
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(napf. Zfp318), které ovliviiuji napf. splicing IgD pre-mRNA. FOXOL1 zde tedy sehrava tlohu
efektoru fosfatazy PTEN (Setz et al., 2019).

4.4 Procesy v germinalnich centrech

Folikularni B lymfocyty zprostfedkovavaji imunitni odpovéd’ zavislou na T lymfocytech. Po
setkani s antigenem se mohou diferencovat do kratce zijicich plazmatickych bunék, které
produkuji pouze nizkoafinni protilatky, nebo podstoupit dal§i vyvoj v germinalnich centrech,
jehoz vysledkem je vznik dlouho Zijicich pamétovych a plazmatickych bunék. Tyto jiz
produkuji protilatky s vysokou afinitou vi¢i danému antigenu (Inoue et al., 2017). Germinalni
centra (GC), téZ oznacovand jako sekundarni lymfatické folikuly, jsou mikroanatomické
struktury v sekundarnich lymfatickych organech. Aktivované folikularni B lymfocyty se v GC
vyskytuji ve dvou typech — centroblasty a centrocyty, liSicich se morfologicky, ale také
povrchovymi markery a expresnimi profily. Ve tmavé zoné (DZ, dark zone), blize oblasti
vyskytu T lymfocytii, se nachazeji pfevazné centroblasty, zatimco ve svétlé zoné (LZ, light
zone), blize ¢ervené pulpé sleziny ¢i obalu uzliny, pievazuji centrocyty. Tato polarizace GC
odrazi rozdilné procesy, které v DZ, resp. LZ, probihaji (Victora et al., 2012). V poslednich
letech se zménil pohled na centroblasty, resp. centrocyty, jako na nevratna stadia vyvoje B
bunék, jelikoZz byla prokazana jejich recirkulace mezi LZ a DZ, pravdépodobné za ti¢elem
zvySeni afinity BCR, resp. protilatek (viz dale) (Dominguez-Sola et al., 2015).

Vznik a udrzeni, stejn¢ jako polarizace a procesy uvnitt GC, jsou ptisné regulovany.
Nezastupitelnou tlohu zde sehrava FOXOI1, jehoZ aktivita je v obou zénach GC rozdilna.
Zatimco bunky LZ vykazuji zvySenou aktivitu PI3K, inhibujici FOXO1, v DZ je FOXO1
u vétsiny bunék lokalizovan v jadrech a je aktivni (Sander et al., 2015). V pfipadé delece
FOXO1 postradaji GC buiiky s typickych fenotypem bundk DZ, tj. CXCR4"9" CD86""Y,
CD83'" a jsou tvofeny pouze buitkami pfipominajicimi buiiky LZ. Zejména piitomnost
chemokinového receptoru CXCR4, transkripéniho cile FOXO1, ma velky vyznam pro
spravnou polarizaci GC, jelikoZ bez jeho exprese nejsou B buiiky schopny vstoupit do DZ. Mezi
dalsi cile FOXOI1 patii protoonkogen BCL-6, jehoz expresi FOXO1 indukuje a také dale
moduluje jeho aktivitu, kterd je nezbytna pro samotny vznik GC a vede ke stimulaci bunécné
proliferace (Dominguez-Sola et al., 2015; Oestreich et al., 2012). Podstatné je, ze v tomto
kontextu, prostfednictvim fady efektorovych proteint, vede aktivita FOXOI k podpote

intenzivni proliferace bunék, natolik typické pro DZ. Tato funkce FOXO1, jakoZto induktoru
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proliferace, je v rozporu s jeho nejcastéji pozorovanou aktivitou, tedy inhibici buné¢ného cyklu.
Této skutecnosti odpovida i pozorované zpomaleni pritbéhu bunééného cyklu u B bun¢k GC
s deleci FOXO1, které¢ nejsou schopny proliferace ani v pifitomnosti podplrnych signala
z T lymfocytu. Zda se tedy, Ze vyznam FOXO1 v bunétné proliferaci zavisi na vyvojovém
stadiu bun¢k a okolnich faktorech, které jeho chovani ovliviiuji. Proliferaci podporujici aktivita
FOXO1 muze navic vtomto kontextu souviset sjeho pozorovanou onkogenni funkci U
nékterych lymfomi pochazejicich z GC (viz dale) (Inoue et al., 2017).

Kromé klonalni proliferace probiha v DZ také vySe zminény proces somatické hypermutace
variabilnich oblasti IgH (SHM, somatic hypermutation) za ucelem zvySeni variability BCR,
resp. pozdéji produkovanych protilatek. Tento proces také souvisi s vyse zminénou recirkulaci
bun¢k mezi LZ a DZ, jelikoz se buiiky, u kterych vlivem SHM nedoslo ke zvyseni afinity BCR
vzhledem k danému antigenu, mohou vratit do DZ a znovu timto procesem projit. Proces
recirkulace je ovlivnén aktivitou FOXOI1, kterd byla pozorovana zejména u buné¢k LZ
exprimujicich transkripéni faktor c-MYC (Dominguez-Sola et al., 2015; Sander et al., 2015).
Ptestoze je FOXO1 znamym pozitivnim regulatorem exprese genu Aicda kodujiciho AID, neni
v piipad¢ delece FOXO1 proces SHM zcela narusen, na rozdil od izotypového presmyku (viz
nize). Variabilni oblasti IgH bunék s deleci FOXO1 vykazovaly pouze men§i mnoZstvi mutaci
ve srovnani se svymi protéjsky bez delece (Dengler et al., 2008; Sander et al., 2015). Takové
buniky, pfestoze fenotypové piipominaji bunky LZ (viz vySe), tedy podstupuji SHM a také
intenzivné proliferuji, z cehoZz vyplyva, Ze tyto procesy nejsou zcela zavislé na existenci DZ a
aktivit¢ FOXO1 (Dominguez-Sola et al., 2015; Sander et al., 2015). FOXOI1 také patrné
uréitym zpusobem ovliviiuje proces selekce bunék v LZ, jelikoz bylo zaznamenano, ze mysi
B buiiky s mutovanym FOXOL1 jsou citlivéjsi k signalim z pomocnych T lymfocytd, které
ptispivaji k pozitivni selekci. Tyto mutace negativné ovlivnily reakci FOXO1 na signalizaci
PI3K/Akt a také jeho interakci s DNA, ¢imz mohlo dojit k indukci exprese jinych nez jeho
obvyklych cilovych genii. Takto byl napodoben proces pozitivni selekce, ktery muiize byt
podkladem expanze malignich B bunék u lymfomu vznikajicich z bunék GC (Roberto et al.,
2021). Porovnani GC s pfitomnosti funkéniho FOXO1, resp. s jeho deleci, poskytuje obrazek 7.

LZ je tedy mistem selekce B bun¢k, jednak zpét do DZ, jednak pro dalsi vyvoj do
plazmatickych a pamétovych bunék. B buriky, které prosly pozitivni selekci (viz vySe), zde
absolvuji izotypovy presmyk. Jde o proces vedouci k tvorbé protilatek 1 jinych tfid nez IgM

a gD, pfiCemz uGstfedni tlohu sehrava opét AID, tentokrat vSak zavisla na aktivit¢ FOXOI1
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(Sander et al., 2015). Rozdilna mira zavislosti exprese AID na FOXO1 patrné souvisi se
zapojenim vice faktori do regulace aktivity AID a také S rozdilnymi doménami AID
podilejicimi se na procesu SHM, resp. CSR (class switch recombination, tj. izotypovy pifesmyk)

(Omori et al., 2006).

aktivita FOXO1 aktivita PI3K/Akt naruseni aktivity FOXO1
(DZ) (L2)

| narusend
selekce

proliferace

Obrazek 7: Polarizované GC (vlevo) a defektni GC v pripadé delece FOXO1 (vpravo).
GC-B — B lymfocyty germinalnich center, TFH — folikularni pomocné T lymfocyty, FDC —
folikularni dendritické bunky (Sander et al., 2015; upraveno).

Vyznam FOXO1 v procesu CSR vyplyva ze skuteCnosti, Ze inhibice PI3K (at’ uz
prostfednictvim fosfatazy PTEN, ¢i inhibitoru katalytické podjednotky PI3K), vede ke zvySeni
cetnosti CSR v kultivovanych B buiikdch. Naopak u bunék s deleci PTEN nebyly Zadné jiné
ttidy protilatek pozorovany. PI3K signalizace ovliviiuje fadu efektorovych molekul, jednou
znich je transkripéni faktor PRDM1, jehoz delece vedla k ¢aste¢né obnové pribéhu CSR.
Hlavnim cilem PI3K je v8ak Akt (viz regulace). V pfipadé¢ pfitomnosti nepietrzit€ aktivni formy
Akt (myrAkt) byl pozorovan blok CSR (Omori et al., 2006). V souladu s reciproénim vztahem
mezi aktivitou Akt a FOXOI1 je defektni CSR pozorovana iu B bun¢k s deleci FOXO1.
Pti¢inou defektu CSR je chybéjici narist exprese AID po imunizaci téchto bunék. Pravé
FOXOL1 byl, jak jiz bylo zminéno vySe, prokazan jako pozitivni regulédtor transkripce genu
Aicda, kodujiciho AID, coz podtrhuje jeho klicovou ulohu v tomto vyznamném procesu

(Dengler et al., 2008).
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4.5 Plazmatické a pamétové bunky

cey

Z B bunék, které uspé$né prosly afinitni maturaci, selekci a CSR, se stavaji dlouho Zijici
pamétové a plazmatické buiikky. Pro pamétové B buiky je typickd recirkulace, zatimco
plazmatické se vyskytuji prevazné v kostni dfeni. Pro jejich spravné funkce je zasadni
pfitomnost povrchovych receptorti, které zajistuji nezbytnou komunikaci s mikroprostiedim
(Blink et al., 2005).

Pro udrzeni populace plazmatickych bunék jsou podstatné zejména signalizace
prostiednictvim APRIL a PI3K, pfi¢emz oba signaly nakonec vedou k inhibici aktivity urcitych
kaspaz, a tedy preziti bun¢k. PI3K je zde aktivovana na zaklad¢ kontaktu povrchovych integrint
plazmatickych bunék se stromalnimi buiikami kostni dfené. PI3K signalizace inhibuje FOXOI,
resp. FOXO3. Vyznam této signalizace pro pteZziti plazmatickych buné¢k je patrny pfi inhibici
PI3K, ktera méla za nasledek signifikantni ubytek jejich po¢tu. Role FOXO01/3 jako efektord
této signalizace byla potvrzena vyuzitim siRNA, inhibujici FOXO1/3, coz plazmatické bunky
pted apoptdzou ochrénilo. Inhibice FOXO1 a FOXO3 je tak dostacujici nahrada kontaktu
plazmatickych a stromélnich buné€k. Prokdzanymi kaspazami, které v disledku inhibice
FOXO1/3 nejsou aktivovany, jsou Casp3 a Casp7, které souviseji s mitochondrialnim stresem
(Cornelis et al., 2020). Negativni ucinek transkripénich faktord FOXO na vznik a pieZiti
plazmatickych bunck také souvisi se skutecnosti, Ze jde o ptimé pozitivni regulatory exprese
FOXP1, jehoz aktivita naruSuje diferenciaci plazmatickych bunék (van Boxtel et al., 2013;
van Keimpema et al., 2015).

Nicméné aktivita FOXO neni pro plazmatické bunky zcela postradatelnd. Ve fazi
diferenciace nezralych plazmatickych bunék, plazmablastl, do zralych plazmocytl, dochazi
Kk narustu exprese urcitych gend, véetné PRDM1 a FOXO3a. V této fazi vyvoje plazmatickych
bunék je typicka pfitomnost transkripéniho kofaktoru CITED2, coZ je znamy transkripéni cil
FOXO3a (Affer et al., 2014; Bakker et al., 2007). Aktivita FOXO3a je patrn¢ té€Z vyznamna
pro klidové dlouho Zzijici plazmatické buiiky, jelikoz diky ni mohou opustit bunécny cyklus

(Tooze, 2013).
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5 FOXO v biologii malignich B lymfocytu

Transkripéni faktory FOXO se u fady neoplazii chovaji jako tumor supresory, pii¢emz ani
B bunécné malignity nejsou v tomto aspektu vyjimkou. V poslednich letech vsak byla
zaznamenana 1 jejich aktivita jakozto induktord tumorigeneze. Obé tyto role FOXO jsou
podstatné pro patogenezi leukémii a lymfomi vznikajicich z B lymfocytl a budou podrobné
popsany v této kapitole. Obecné¢ lze fici, ze FOXO3a vykazuje pfevazné tumor SUPresorovou
aktivitu, zatimco FOXOI1 se vice uplatituje i v onkogenezi. Aktivita obou téchto transkripénich
faktori také ovliviiuje ucinek nékterych terapeutik, at’ uz jej ptimo zprostiedkovava, ¢i naopak

zodpovida za vznik rezistence.

5.1 Chronicka lymfocytarni leukémie

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je jednou z nejéastéjsich forem leukémie v zapadnich
zemich. Typicky postihuje jedince starsi 65 let, Castéji muze nez zeny. Toto onemocnéni vznika
v diisledku klonalni proliferace zralych B lymfocyti, které jsou pak ptitomny v periferni krvi,
kostni dfeni, lymfatickych uzlinach, jatrech, slezing i jinych organech. Pocet lymfocytu v Krvi
pievysuje 5x10%1, u nékterych pacienti dokonce 500x10%1. Mezi typické symptomy patii
hepatosplenomegalie, ibytek hmotnosti, inava az vyCerpani a no¢ni poceni (tzv. B symptomy).
Projevy, stejné jako pribéh onemocnéni, jsou vSak velmi heterogenni. Zatimco u nékterych
pacienti miiZe jit o indolentni onemocnéni bez vétsich komplikaci, u jinych mize mit CLL
velmi agresivni pribéh vyzadujici okamzitou 1é¢bu (Messmer et al., 2005).

Typickymi povrchovymi markery bunék CLL jsou molekuly CD5, CD19 a CD23. Mira
exprese uritych dalSich molekul pak muze korelovat se zdvaznosti onemocnéni. Mezi
vyznamné prognostické markery pak patii transmembranovy glykoprotein CD38, CD49d
a kinaza zrodiny Syk, ZAP-70. Aktivita ZAP-70 znaéici horsi progndzu je asociovana se
zvySenou signalizaci skrze povrchovy BCR (Bulian et al., 2014; Damle et al., 1999; Rassenti
et al., 2004; Schroers et al., 2005). Na zakladé exprese mutovaného, resp. nemutovaného IgV,
se rozliSuji dva podtypy CLL, lisici se svym klinickym pribéhem. Nemutovany stav IgVy
znaci, ze CLL bunky pochazeji z B bunék, které jesté neprosly vyvojem v GC. Tento typ CLL
ma agresivngj$i prabéh ve srovnani s druhym typem, pro ktery je typickd pfitomnost
mutovaného IgVh, a tedy fenotyp podobny B bunkdm, které jiz prosly diferenciaci v GC

(Damle et al., 1999). Jako dalsi prognostické markery mohou slouzit typické mutace.
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S neptiznivou prognézou se poji napt. del(17p) vedouci ke ztrat¢ genu TP53 ¢i del(11q)
ovlivitujici ATM. Naopak s lepsi progndzou je asociovana del(13q) ¢i trizomie chromozomu 12
(Dohner et al., 2000).

Patofyziologie CLL je velmi slozita a podili se na ni fada faktord, at’ uz uvnit malignich
bunék, ¢i v okolnim mikroprostiedi. Velmi podstatnou ulohu ma BCR signalizace, jejiz
deregulace vede k podpote proliferace prostiednictvim aktivace fady efektorovych molekul.
Jak jiz bylo zminéno v pfedchozich kapitolach, BCR signalizace vede k aktivaci PI3K/Akt
(Stevenson et al., 2011). Diusledkem této signalizace je nepietrzita aktivita Akt, ktera byla
u bun¢k CLL pozorovéana. Akt pak sehrava diilezitou roli v pteziti leukemickych bunck, jelikoz
bylo pozorovéano, ze vyuziti inhibitorit Akt vede k jejich apoptéze (Zhuang et al., 2010).
V tomto kontextu reguluje Akt geny NOXA, PUMA, jejichz exprese se v pfitomnosti inhibitoru
Akt zvysila. Naopak hladiny proteinu MCL1 se po vyuziti téchto inhibitort snizuji (de Frias
etal., 2009). Mozna souvislost s vyznamem FOXO3a zde vyplyva ze skuteCnosti, ze praveé
FOXO3a je regulatorem exprese genu PUMA. Za nepfitomnosti inhibi¢ni aktivity Akt je tak
FOXO3a aktivni a miize indukovat expresi PUMA, coz je mediator apoptozy (You et al., 2006).
Zabranéni exportu FOXO3a z jadra, a tedy zachovani jeho transkripéni aktivity, je jednim
z mechanisml indukce apoptézy CLL bunék béhem terapie vyuZivajici ibrutinib, inhibitor
BTK. Pravé udrzeni FOXO3a v jadie a jeho proapopticka aktivita predstavuji jednu z moznosti
piekonani ziskané rezistence na tento zpusob terapie (Kapoor et al., 2019). Vyznam FOXO3a
jako potencialniho tumorsupresoru u CLL je také podpoien korelaci mezi vyskytem deleci
zahrnujicich oblast 621, kde se nachazi mimo jiné lokus FOXO3a, a horsi progndzou pacientd.
Ztrata proapoptické aktivity FOXO3a tak mliZze vyznamné pfispivat k agresivité onemocnéni
(Jarosova et al., 2017). Na rozdil od FOX0O3a muze byt aktivita FOXO1 pfitomného v jadie
CLL bun¢k pii terapii pomoci idelalisibu, inhibitoru d-podjednotky PI3K, v nékterych
ptfipadech pfi¢inou vzniku rezistence na tuto formu terapie. FOXO1 zde, za stimulace
prostiednictvim GSK3, indukuje expresi Igflr. Pravé zvysené hladiny IGF1R jsou klicové pro
preziti CLL bunégk 1 v ptipadé inhibice signalizace PI3K, jelikoz vedou ke zvySené signalizaci

prostiednictvim MAPK (Scheffold et al., 2019).
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Obrazek 8: Porovmani aktivity FOXO1/GAB1/Akt u CXCR49mMCD5Prignt  (vlevo)
a CXCR4PriatCD54M (yprave) bunék CLL. B&hem tranzice proliferujici ¢asti populace
(CXCRA4YMCD5PM9M butiky) bunék CLL do klidové (CXCR4™NMCD5Y™ buiiky) dochéazi ke
zvySeni hladin GABI1. Toto vede k naristu migrace a podpoie preziti CLL bunék v periferii
diky ,tonické*“ Akt signalizaci. Interakce s mikroprostiedim prostfednictvim povrchovych
receptorll pak vede ke sniZzeni hladin GABI, a to v disledku aktivity Akt, kterd inhibuje
FOXO1. Inhibice GAB1 ma za nasledek snizeni migrace, naruseni ,,tonické“ aktivity Akt
a zablokovani kompenzac¢ni aktivity Akt pfi terapii vyuzivajici ibrutinib (Seda et al., 2021,

upraveno).

PI3K je také aktivovana prostiednictvim chemokinovych receptorii, ¢imz zajistuje
komunikaci bun¢k CLL s mikroprosttedim nezbytnou pro jejich pfeziti. Pfitomnost
homeostatickych chemokind, jako jsou CXCL12, CXCL13, CCL21 a CCL19, vede nakonec
ptes PI3K/Akt k inhibici FOXO3a, a tedy k atlumu jeho proapoptické aktivity (Ticchioni et al.,

2007). Chemokinové receptory na povrchu bunék CLL jsou také mediatory recirkulace mezi
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periferni krvi a lymfatickymi tkanémi. Na migraci bunék CLL se podili zejména receptor
CXCRA4, selektin CD62L a integrin VLA4. Mira exprese téchto povrchovych molekul (zejména
pak CXCR4 a CD5) se mize u bun¢k CLL lisit v zavislosti na jejich vztahu k mikroprostfedi.
CXCRA4YMCD5MM9 hupky piedstavuji proliferujici ¢ast populace, ktera recentné opustila
lymfatické organy. Naproti tomu se CXCR4®9"CD5%M buiiky nachézeji v klidovém stavu a
jsou pripraveny K navratu do mikroprostiedi. U této populace byly zaznamenany zvySené
hladiny proteinu GABI1, coz je adaptorovy protein predstavujici spojovaci ¢lanek mezi
signalizacemi BCR a PI3K/Akt v malignich B burnikach (Nishida et al., 1999; Seda et al., 2021).
Piimym pozitivnim regulatorem exprese GAB1 je pravé FOXO1. Aktivita GAB1 vede jednak
ke zvysené migraci bun¢k smérem k chemokiniim v mikroprosttedi, jednak stimuluje
»tonickou* Akt signalizaci, diky které CLL bunky piezivaji v periferni krvi. Tato vSak zcela
nepotlacuje transkripéni aktivitu FOXO1. Osa FOXO1/GAB1/Akt muze také tvotit adaptacni
mechanismus CLL bunék na terapii pomoci inhibitortit BCR signalizace, napf. vySe zminéné¢ho
ibrutinibu. Absence signali z mikroprostiedi, zpiisobena aktivitou BCR inhibitori, mize byt
plné kompenzovana aktivitou Akt vyvolanou zvySenymi hladinami FOXO1/GABI, diky
¢emuz bunky CLL tuto terapii pfeZivaji. Efektivnim zpilisobem inhibice migrace a indukce
apoptozy téchto bunék je vyuziti ibrutinibu v kombinaci s inhibitorem GAB1 (Seda et al.,
2021). Porovnani vySe zminénych subpopulaci bunék CLL a jejich rozdild v aktivite
FOXO1/GAB1/Akt predstavuje obrazek 8.

5.2 Burkittav lymfom

Burkittiv lymfom (BL) je velmi agresivni B bunééna malignita typicka vysokou mitotickou
aktivitou a pribéhem mnohdy pfipominajicim akutni leukémii. BL buiky maji plvod
v bunikdch germinalnich center. Endemické varianta souvisejici s infekci EBV je typicka pro
oblast rovnikové Afriky a Nové Guinei. Projevuje se zejména postizenim celisti €i jiné
oblicejové kosti, a to nejcasteji u chlapci mezi 4. a 7. rokem zivota. Forma sporadicka rovnéz
postihuje Castéji chlapce, nicméné se projevuje nejen v détstvi, ale 1 u mladych dospélych.
VétSinou se manifestuje v biisni dutiné, u dévcat v pubert¢ muze postihnout 1 prsa. Vyskyt
v lymfatickych uzlinach, kostni dfeni a periferni krvi téz neni vyjimkou, zejména u formy
spojené s imunodeficitem (Pickleman et al., 1972).

Pro bunky BL je typicka silna exprese CD10, CD38, BCL-6 a Ki-67 odrazejici vysokou

mitotickou aktivitu. Patofyziologie BL je spojena s postizenim genu c-MYC. Casto dochazi
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k jeho translokaci do blizkosti genu pro t€Zky fetézec imunoglobulinu, tj. t(8;14)(q24,;q32),
ptipadné t(2;8) ¢i t(8;22), ¢imz je tento protoonkogen aktivovan (Zani et al., 1996). Zvysena
aktivita c-MYC je sice pro maligni buiky vyhodna, jelikoz zabranuje dalsi diferenciaci
a podporuje intenzivni proliferaci, nicmén¢ také zvysuje jejich nachylnost k apoptoze. Pred tou
jsou BL bunky chranény intenzivni signalizaci prostfednictvim PI3K/Akt. PI3K jednak pfimo
podporuje aktivitu c-MYC, napf. brani jeho degradaci ¢i inhibuje aktivitu jeho antagonisty,
jednak zajist'uje nezbytnou signalizaci pro preziti BL bun¢k. U BL byla totiz prokézana absence
signalizace aktivujici NF-kB, ktera byva typicky deregulovéna u jinych lymfoproliferaci
(Sander et al., 2012).

Prestoze je u bunék BL signalizace PI3K/Akt aktivni, je u nich pozorovana akumulace
FOXOL1 v jadie, a ma tady spiSe onkogenni vlastnosti. Inhibi¢ni ucinek Akt je narusen
v disledku vyskytu mutaci FOXOI, typicky v mistech, které Akt fosforyluje. Jako nejvice
frekventovand se jevi mutace v misté T24, pozorovana zejména u vzorkll sporadickych BL.
Tato se u vzorkli endemické formy BL vyskytovala pouze ztidka, na rozdil od mutace v misté
S22.V tomto ptipad¢ sice nejde o mutaci ptimo v misté fosforylace, nicméné se S22 nachézi v

oblasti rozpoznavané Akt a ptipadna mutace tak fosforylaci mtize narusovat (Zhou et al., 2019).
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Obrazek 9: Vliv signalizace PI3K/Akt na aktivitu FOXO1 v normalnich B buikach
(vlevo) a v buiikach BL s mutaci FOXO1 (vpravo). V piipadé vysokych hladin PI3K dochézi
k fosforylaci FOXO1 prostfednictvim Akt. Tato vede k exportu FOXO1 z jadra, interakci s 14-
3-3 proteiny a jeho nasledné degradaci. FOXO1 je pfitomen v jadre, a tedy transkripéné aktivni,

v ptipadé€ snizeni hladin PI3K. Ptfitomnost mutaci v misté¢ T24 vede k rezistenci FOXO1 viici
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fosforylaéni aktivité Akt a také naruSuje interakci s 14-3-3 proteiny. FOXO1 a PI3K jsou tak

aktivni soucasné (Kabrani et al., 2018; upraveno).

Mutace v T24 také narusuje interakci FOXO1 s 14-3-3 proteiny, a tedy jeho naslednou
degradaci (viz obrazek 9). Pro podporu tumorigeneze vsak neni rozhodujici mutacni status
FOXO1. Ukazuje se, Ze zasadni je zejména samotna pritomnost aktivniho FOXO1 v jadre, které
nutné nemusi byt dosazeno zminovanymi mutacemi. Molekularni mechanismus retence
nemutovaného FOXO1 v jadie vSak zatim zlstavd neobjasnén. FOXO1 zde patrné spousti
transkripcni program podobny tomu v DZ (viz kapitola 4), pfi¢emz ¢ast exprimovanych gent
je spole¢na pro normalni B buiiky a jejich maligni protéjsky. Vysledkem této deregulované
aktivity FOXOI je pak intenzivni proliferace a inhibice proapoptickych signala (Kabrani et al.,
2018). Vyuziti inhibitort FOXOI1 se ukazalo jako efektivni zpisob vyvolani bunééné smrti a
zabranéni dal$i expanze malignich buné€k, ¢imz se FOXO1 stava atraktivnim farmakologickym

cilem v terapii BL (Gehringer et al., 2019).

5.3 Folikularni lymfom

Buriky folikularniho lymfomu (FL) téz pochazeji z bunék GC, nicméné si tento typ lymfomu
alesponl ¢astecné zachovava folikularni strukturu, na rozdil napt. od BL. Ve vétSiné ptipada
postihuje uzliny, ale napada také slezinu a lymfatickou tkan Waldeyerova okruhu. Relativné
Casté je postizeni kostni dfené, k leukemizaci vSak ve vétSin€ ptipadli nedochazi. V porovnani
s BL ma FL vyrazné¢ méné progredujici pribéh. Komplikaci v§ak mliZe byt jeho transformace
do vice agresivniho difuzniho velkobunééného lymfomu (DLBCL; viz dale) (Lo Coco et al.,
1993).

Diagnostika se opira zejména o histologii, jelikoz buiiky FL vykazuji typickou morfologii,
S jadry tvaru ,.kavového zrna“. Kromé antigent typickych pro B bunky exprimuji buitky FL
jeste CD10, naopak CDS5 piitomen neni. Cytogeneticky nalez v 80 % piipadi predstavuje
t(14;18)(g32;921). Takto se gen BCL-2 dostaiva do blizkosti genu pro tézky fetézec
imunoglobulinu, coz vede k nartstu jeho exprese, a tedy zvySené odolnosti malignich bunék
k apoptoze (Matolcsy et al., 1996).

Signalizace PI3K/Akt a také mTOR sehravaji podstatnou tlohu v patogenezi FL, jelikoz
jejich inhibice vede ke snizeni poc¢tu malignich bunék. K uplné regresi tumoru vSak nedostacuje

(Garcia-Martinez et al., 2011). Jednim z mechanismuti vedoucich K potlac¢eni expanze malignich
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bun¢k po inhibici PI3K/Akt je indukce exprese negativniho regulatoru bunécéného cyklu,
p27XP! Funkce transkripénich faktor FOXO jako pfimych regulatori exprese p27<P! byla jiz
diive popsana. V kontextu nehodgkinskych lymfomt (NHL) tuto ulohu vykonava FOXO3a.
Narist jeho mnozstvi v buiikach po inhibici PI3K/Akt koreluje se vzestupem hladin p27<P.,
Naopak mnozstvi Ki-67 se vyznamné snizilo, coz odrazi pokles proliferacni aktivity téchto
bunck. ZvysSena signalizace PI3K/Akt tak vede v malignich B lymfocytech k potlaceni aktivity
FOXO03a, a tedy deregulaci prubéhu bunécného cyklu vedoucimu k intenzivni proliferaci (Zhao
et al., 2008).

FOXOL1 patii u FL mezi 7 nejcastéji mutovanych gent, které jsou soucasti klinického
skérovaciho systému mZ-FLIPI, pfi¢emz bylo prokazano, ze se pritomnost mutovaného
FOXOL1 poji s horsi prognoézou. Incidence mutaci FOXOL1 se u FL pohybuje okolo 5 %. (Pastore
et al., 2015). Naproti tomu u transformovaného FL byly mutace FOXO1 zaznamenany u 15 %
ptipadi. Jedna se o bodové missense mutace vedouci ke zvySeni jeho aktivity (Pasqualucci
et al., 2014). FOXOL1 i zde patii mezi rekurentné mutované geny, stejné jako napt. MYD88 ¢i
CARD11, spolu s kterymi se tak pravdépodobné podili na progresi onemocnéni, a to napf.
prostfednictvim indukce exprese proliferaci podporujiciho proteinu BCL-6 (viz kapitola 4),
ktery nasledné potlacuje expresi p53 (Bouska et al., 2017; Phan et Dalla-Favera, 2004). Pravé
naruseni aktivity p53 bylo jiz dfive popséano jako jeden z klicovych mechanismi histologické

transformace FL (Lo Coco et al., 1993; Sander et al., 1993).

5.4 Difuzni velkobunécny B lymfom

Difuzni velkobunéény lymfom (DLBCL) je lymfoproliferativni onemocnéni nejasné etiologie,
pro které je typicka ptitomnost velkych neoplastickych bun¢k z B bunééné linie. Miize vznikat
de novo, pficemz se pak oznacuje jako primarni DLBCL nebo jako progrese jinych B
bunéénych malignit (napt. CLL ¢i FL). Uzliny 1 extranodalni tkdné€ (zejména GIT, kosti, slezina,
slinné zlazy, $titnd zlaza, jatra, ledviny a nadledviny, pfipadné i kiize) postihuje difuzni
infiltraci. Kostni dieni zasahuje relativné vzacné (Rao et al., 1998).

Buiniky DLBCL exprimuji typické markery B bun€k, v 50-75 % ptipadt také povrchovy
imunoglobulin (IgM, 19G, IgA). Z cytogenetickych abnormalit je nejcastéjsi postizeni oblasti
3927, které je popisovano u 30 % pacientii. Mutovany jsou zde regulacni oblasti genu BCL-6,
jejichz poskozeni se nasledné podili na patogenezi. DLBCL lze dle pivodu malignich bun¢k

rozdélit do dvou podtypt lisicich se cytogenetickymi abnormalitami a prognézou. Bunky
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ABC-DLBCL vznikaji z aktivovanych B bun¢k a jejich expresni profil ma charakteristiku
plazmocyti a aktivovanych B bunék. V bunikach GC maji piivod bunky podtypu GC-DLBCL,
které si zachovavaji ur¢ité charakteristiky normalnich bunék GC (Tagawa et al., 2005).

V patogenezi, stejn¢ jako u jinych NHL, sehrava dilezitou tlohu signalizace PI3K/Akt.
Jednak inhibuje proapoptickou aktivitu FOXO3a (zptisobenou indukei exprese p27XP%), jednak
také fosforyluje FOXO1 (Uddin et al., 2006; Zhao et al., 2008). Inhibice FOXO1 je dilezitym
faktorem odolnosti malignich bun¢k k apoptdze. K jeji indukci prostfednictvim FOXO1
dochazi napf. pfi vyuziti inhibitori Akt a SyK, coz souvisi se zavislosti bunék DLBCL na
tonické BCR signalizaci (Szydlowski et al., 2016). Narust intenzity signalizace PI3K/Akt mtize
byt podpoten také ztratou PTEN (castéji u GC-DLBCL) ¢i prostiednictvim miRNA. Konkrétné
miR-21 inhibuje expresi jak PTEN, tak samotného FOXOL1 (Go et al., 2015; Pfeifer et al.,
2013). FOXO1 se v tomto kontextu chova jako tumor supresor a jeho uplna ztrata, prokazana
u 20 % zkoumanych ptipadi DLBCL, je asociovana s kratsi celkovou dobou pfeziti pacientd
(Szydlowski et al., 2016).

U pacienti s DLBCL, u kterych byl prokdzan mutovany FOXO1, byla také zaznamendna
kratsi celkova doba pteziti, ve srovnani s pacienty bez mutaci v tomto genu. Z jeho muta¢niho
statusu se tak stava potencialni prognosticky marker. Prevalence mutaci FOXO1 u zkoumanych
ptipadu pifedstavovala 8,6 %. Nejcastéji byly lokalizovany na N-konci fetézce, véetné mista
T24, narusujiciho export z FOXOL1 z jadra. Zaznamenana byla i mutace v DBD narusujici
interakci tohoto transkrip¢niho faktoru s DNA, a tedy naopak inhibujici jeho aktivitu (Trinh
etal.,, 2013). Vyskyt mutaci FOXO1, doprovazeny mutacemi urcitych dalSich gend, byl
zaznamenan zejména u relapsovaného/refrakterniho GC-DLBCL, kde se patrné spolupodili na
rezistenci vuci terapii (Morin et al., 2016). FOXOL1 tak v patogenezi DLBCL muze sehravat
dvoji ulohu, a to v zavislosti na pfitomnosti, resp. nepfitomnosti mutaci. Vyznamné je tedy
udrZeni aktivity FOXOI1 v ur€ité rovnovaze, pfi¢emz jeji vychyleni, at’ uz ve smyslu zvySeni,
¢i snizeni, muze mit vliv na progresi onemocnéni.

Za dalsi z podtypt DLBCL lze povazovat i primarni mediastinalni velkobuné¢ny B lymfom
(PMBL). Piedstavuje asi 2 % NHL a jeho vyskyt je nejéast&jsi u mladych Zen. Radou svych
morfologickych i1 patofyziologickych charakteristik pfipomina klasicky Hodgkintiv lymfom
(Tsang et al., 1996). Stejné jako u Hodgkinova lymfomu je i u PMBL klicovym onkogennim

mechanismem snizeni hladin, az Giplna inhibice FOXO1 (viz dale) (Xie et al., 2014).
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5.5 Lymfom z plastovych bunék

Lymfom z plastovych bunék (MCL) vznika v disledku maligniho zvratu B bun¢k plastové
zony lymfatickych folikulii. Postihuje pfedevsim uzliny, v pozdéjsSich stadiich i jatra, slezinu
a kostni dien. K leukemizaci dochazi u 25-75 % piipadid. Diagnostikovan byva typicky
U pacientt sttedniho a vys$siho véku, pomérné ¢asto az v pokrocilé fazi choroby. Z povrchovych
markert je typickd pfitomnost CDS5, ¢imz se odliSuje od FL. Exprese CD23 je jen velmi slaba
¢1 zcela chybi. Charakteristicka je deregulovana exprese cyklinu D1, a to v disledku t(11;14).
Jeho zvySena exprese zapfi¢inuje progresi bunééného cyklu z G1 do S faze a z toho vyplyvajici
podporu proliferace. Skutec¢nost, ze exprese cyklinu D1 je negativné regulovana transkripénimi
faktory FOXO, nazna¢uje mozny vyznam jejich inhibice v patofyziologii MCL (Schmidt et al.,
2002).

D¢je se tomu tak opét prostiednictvim signalizace PI3K/Akt, jejiz naruseni vede u bunck
MCL kapoptoze. ZvySené mnozstvi aktivovaného Akt bylo detekovano zejména u
agresivnéjsi, tzv. blastoidni formy MCL. Pfi¢inou by mohla byt Gplnéd absence ¢i snizeni
exprese PTEN ¢i vyskyt aktivacni mutace ptimo u PI3K. Sviij podil mé také miRNA, konkrétné
cluster miR-17~92 podporuje aktivitu PI3K inhibici fosfataizy PHLPP2, ktera je negativnim
regulatorem PI3K, stejné jako PTEN. Vyslednd zvySena aktivita Akt nasledné vede
k fosforylaci fady efektorovych molekul, véetné FOXO3a (Rao et al., 2012; Rudelius et al.,
2006). Jak ubunéénych linii MCL, tak u pacientskych vzorkti byl prokazan vyskyt
cytoplazmatického, atedy inaktivovaného FOXO3a. Z vysledku experimentl, aktivujicich
FOXO3a Vv téchto vzorcich, vyplyva tstfedni tloha FOXO3a jako induktoru apoptdzy bunck
MCL. Prave inhibice jeho proapoptické aktivity je tedy klicovym faktorem patogeneze MCL.
Role FOXOL1 se v tomto kontextu nezda natolik vyznamna, piestoze je u bunék MCL také
pfitomen, avSak ve srovnani s FOXO3a v daleko mensim mnozstvi (Obrador-Hevia et al.,
2012).

5.6 Hodgkinuv lymfom

Hodgkiniiv lymfom (HL) se od ostatnich lymfoproliferativnich onemocnéni (ozna¢ovanych
také jako NHL, viz vyse) odliSuje zejména ptitomnosti specifickych bunéénych populaci, které
mohou byt zna¢né odli$né od typického fenotypu B bunék. Jsou to jednak mononukledrni buiiky

Hodgkinovy, vicejaderné¢ buitky Reedové-Sternberga a také riiznorodé nenddorové bunky,

42



zanétlivé ¢i podpirné. Na zaklade poméru zastoupeni téchto bunék, ale 1 dalSich histologickych
kritérii, se pak HL rozdé€luji do ne€kolika typt. HL obecné piedstavuji pfiblizné¢ 30 % vSech
lymfomu. Typicky se manifestuji u mladych dospélych, u kterych postihuji uzliny zejména
Vv kréni oblasti. V natéru periferni krve ani v aspiracni biopsii kostni dien¢ nebyvaji maligni
bunky detekovatelné, diagnoza se opira o histologii napadené uzliny. Téméf polovina pacienta
vykazuje symptomy typické pro lymfoproliferativni onemocnéni, tedy ubytek hmotnosti, noc¢ni
poceni a subfebrilie. Fenotyp bun¢k HL je typicky CD30+, CD15+, Ki67+ a Casto CD45-
(Kanzler et al., 1996).

Odlisnost HL od jinych lymfoproliferaci je patrna i co se exprese FOXOL1 tyce. Zatimco
u NHL jsou jeho hladiny udrzovany na urcité irovni, mnohdy i stejné jako u normalnich B
bunék, je u HL jeho exprese zcela potlacena. Kromé fosforylace prostfednictvim PI3K/Akt,
jejiz vysoka aktivita je pro buniky HL typickd, se zde uplatiiyji i jiné mechanismy inhibujici
FOXOL1. K inhibici pomoci fosforylace zde vede také drdha MAPK/ERK, jejiz nepfetrzita
aktivita je pro HL taktéz charakteristicka. Dale je exprese FOXOL1 potlacovana i na Grovni
transkripce, a to diky pfitomnosti zvySeného mnozstvi specifickych miRNA, konkrétné
mMiR-96, miR-182 a miR-183. Kombinace téchto faktorti vede k efektivnimu zastaveni veskeré
aktivity FOXO1. Jeho nepfitomnost v§ak nemusi byt zpiisobena pouze aktivni represi. Mezi
rekurentni cytogenetické abnormality totiz patii delece v oblasti 13q14, detekovana u 11,3 %
zkoumanych ptipadtt HL. V této oblasti se nachazi lokus FOXOL1, jehoz exprese tak v disledku
delece neni viilbec umoznéna (Xie et al., 2012).

Ukazuje se, Ze inhibice FOXO1 neni pro buitky HL vyznamna pouze pro potlaceni jeho
proapoptické aktivity. Neptitomnost FOXO1 totiZ zabranuje expresi genu pro PRDMI, cozZ je
vyznamny induktor diferenciace plazmatickych bunék. Tento vyvoj je vSak u bun¢k HL
potlacen, v ¢emz FOXO1 pravdépodobné sehrava podstatnou tlohu. Vzhledem k reciprokému
vztahu mezi expresi PRDM1 a BCL-6, jehoz induktorem je pravé FOXO1, se pravdépodobné
u FOXO1 jedna o aktivitu pfitomnou vyhradné u HL. Tato hypotéza je podpofena i skute¢nosti,
Ze u normalnich B bunék nebyla pozorovana role FOXO1 v diferenciaci do stadia bunék
plazmatickych (Vogel et al., 2014). Naopak zvyseni hladin FOXO3a v procesu diferenciace
plazmocyti jiz bylo diive popsano. U HL, vzhledem k nutnosti potlaceni dalsi diferenciace, je
aktivita FOXO3a ¢aste¢né tlumena. Stejné jako u FOXO1 i naruSeni inhibice FOXO3a vede ke
zvyseni hladin PRDM1 a podpote diferenciace plazmatickych bunék. Kromé vySe zminénych

regulaci prostiednictvim fosforylace, spoleénych pro FOXO1 a FOXO3a, se na inhibici exprese
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FOXO3a u HL podili také miR-155 (Osswald et al., 2018). Exprese FOXO3a vsak, jak jiz bylo
zminéno vysSe, neni u bunék HL inhibovana Upln¢€. Jeji mira se pak v ramci jednotlivych
bunécénych populaci HL lisi, pfiCemz nejvyssi byla zaznamendna u klidovych Hodgkinovych

......

(Ikeda et al., 2013).

5.7 Mnohoc¢etny myelom a Waldenstromova makroglobulinémie

Mnohocetny myelom (MM) je onemocnéni postihujici kostni dien, ve které dochazi ke klonalni
proliferaci termindln¢ diferencovanych B bunék, tedy plazmocytd. Tyto navic produkuji
monoklonélni imunoglobulin, oznacovany jako paraprotein, jehoz akumulace v krevnim fecisti
mize vést k poskozeni ledvin. Mezi dal§i projevy MM patii zvyseni hladin Ca®* v séru a z toho
vyplyvajici polyurie, také dochazi k rozvoji anémie. Postizeny jsou i kosti, pfi¢emz ptitomnost
osteolytickych lozisek je provdzena chronickymi bolestmi. Jde o relativné ¢asté onemocnéni
predstavujici 1 % ze vSech malignit. Vznik tohoto onemocnéni je spojovan s chronickymi
infekcemi, ptipadné s expozici toxickym latkam ¢i radiaci (Moreaux et al., 2011).

Maligni plazmocyty exprimuji siln¢ CD38 a CDI38, zatimco CDI19 byva pfi
imunofenotypizaci negativni, na rozdil od normalnich plazmatickych bunék. Az u 90 %
nemocnych byva detekovéana n¢jaka cytogeneticka abnormalita. Pomérné ¢asté jsou translokace
vedouci k aktivaci protoonkogenu c-MYC v disledku jeho ptfemisténi do okoli silného
enhanceru. Mezi rekurentné se vyskytujici translokacni oblasti patii i 6q21, kde se nachazi
lokus FOX03a. V dusledku této translokace pak c-MYC vyuziva enhancer FOXO3a ke zvyseni
miry své exprese (Affer et al., 2014).

Patofyziologie bunck MM je siln€é zavisla na signalech z mikroprostfedi kostni dfené.
V reakci na pritomnost cytokini ¢i rdstovych faktorti (zejména IL-6 a IGF1l) jsou pak
potlacovany proapoptické a naopak stimulovany proliferaéni signalni drahy, zejména
MAPK/ERK ¢i PI3K/Akt (De Bruyne et al., 2010). Akt pak dale fosforyluje GSK3 a FOXO3a
podilejici se na negativni regulaci antiapoptického proteinu MCL1 charakteristického pro
plazmatické bunky. Jeho exprese, stejné jako dalSich cilovych gent FOXO3a (tj. FasL, Bim,
p275P), je tak efektivné tlumena, coz mé za nasledek vysokou odolnost bunék MM k apoptoze
11écbé. Prave osa Akt/FOXO3a predstavuje atraktivni terapeuticky cil pro vyuziti specifickych
inhibitord. Mnozstvi Akt, resp. FOXO3a, v burikach je také prognostickym markerem, ptfi¢emz

S nepfiznivou prognozou se poji vysoka aktivita Akt a nepfitomnost FOXO3a (Bloedjes et al.,
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2020; Y. Zhou et al., 2008). Krom¢ regulace prostiednictvim fosforylace vSak signalizace
PI3K/Akt a MAPK/ERK ovliviiuji u MM FOXO3a i na epigenetické urovni, jelikoz v oblasti
jeho promotoru zvysSuji metylaci H3K9, zatimco metylaci H3K4 redukuji (De Bruyne et al.,
2010).

Inhibice FOXO3a sehrava podstatnou ulohu 1 u Waldenstromovy makroglobulinémie
(WM), coz je lymfoproliferativni onemocnéni typické ptitomnosti plazmocytoidnich lymfocyta
secernujicich ve velké mife IgM. Od MM se odliSuje méné diferenciovanymi neoplastickymi
bunikami, které infiltruji prevazné kostni dien, slezinu a lymfatické uzliny. Symptomy jsou
zpisobeny, podobné jako u MM, zejména v disledku velkého mnozZstvi monoklondlniho
proteinu v krvi (vedouciho az k tzv. hyperviskdznimu syndromu). Pro WM je typicky vyskyt
aktiva¢nich mutaci MYD88 ¢i CXCR4, které¢ nasledné stimuluji expresi antiapoptickych
proteini zrodiny BCL-2. Naopak exprese proteinu Bim, aktivatoru apoptozy, je zde
inhibovana, a to prostfednictvim miR-155. Jejim cilem je FOXO3a, pozitivni regulator exprese

Bim, jehoz aktivita je takto zcela zastavena (Gaudette et al., 2016).
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Zaver

Transkripéni faktory z rodiny FOXO se podileji na regulaci metabolismu, diferenciace a funkci
mnoha typt bunc¢k. Jejich aktivita je nezbytna i pro spravny vyvoj a funkci B bungk, pfi¢emz
konkrétni mechanismy, kterymi se na téchto procesech podileji, byly v poslednich letech
predmétem fady studii. V tomto kontextu byly jako nejvyznamnéjsi identifikovany FOXOI1 a
FOXO3a, které predstavuji hlavni efektory signalni drahy PI3K/Akt. Tato signalizace inhibuje
jejich transkripéni aktivitu, coz je Vv souladu se znamym vyznamem PI3K/Akt jako signalizace
podporujici proliferaci, a transkripénich faktort FOXO naopak jako inhibitorti bunééného cyklu
a induktort apoptdzy. Mezi jejich transkripéni cile se zminénymi funkcemi patii v kontextu B
lymfocytt napt. p27X"°* &i proapoptické proteiny z rodiny BCL.

Nicmén¢ byl prokazan i opaény efekt jejich aktivity, a to konkrétné klonalni expanze
v germindlnich centrech, kterou vyvolava FOXO1. K té dochazi fyziologicky ve tmavé zoné,
za jejiz vznik FOXO1 také zodpovida, a to po procesech vedoucich k vytvorfeni vice afinniho
BCR vzhledem k danému antigenu. Tato proliferaci podporujici uloha FOXO1 muze byt
podkladem patogeneze B bunéénych malignit, vznikajicich pravé z bunék germinalnich center,
tedy napt. Burkittova lymfomu. U tohoto onemocnéni byla skute¢né potvrzena ptitomnost
transkripén€ aktivniho FOXOI1 v jadie, kterd patrné zodpovidd za klonalni proliferaci
malignich B lymfocytli. FOXOI1 je zde rezistentni k inhibi¢nimu u¢inku PI3K/Akt, a to jednak
v disledku mutaci v oblastech normalné fosforylovanych prostfednictvim Akt, jednak z pfi¢in
dosud zcela neobjasnénych,

U ostatnich B bunéénych malignit zminénych Vv této praci obvykle dochéazi ke zvySeni
intenzity signalizace PI3K/Akt, kterd obecné vede k podpote bunécné proliferace, ke které
pfispiva také inhibice aktivity FOXO1 a FOXO3a. Vzhledem k tomu, Ze tato signalizace je
provazana i se signalni drahou BCR, ovliviiuji moderni cilena terapeutika inhibujici BCR drahu
také aktivitu FOXO. Zabranéni exportu FOXO1 a FOXO3a z jadra je jednim z mechanismi
ucinku ibrutinibu, inhibitoru Btk, ¢i idelalisibu, inhibitoru PI3K. Nicméné ani zde nesehravaji
FOXO zcela jednoznacnou ulohu, jelikoz bylo prokdzdno, ze se FOXO1 miZze v urcitém
kontextu spolupodilet na vzniku rezistence k témto terapeutikiim. Konkrétné byla tato aktivita

pozorovana u bunék chronické lymfocytarni leukémie, pfi€emzZ rezistence k obéma témto

wrwe

FOXO1.
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Z uvedenych informaci vyplyva, ze prestoze je o vyznamu FOXO1 a FOXO3a, resp. jejich
hlavni regulacni signalni drahy PI3K/Akt, pro funkci normalnich i malignich lymfocytl jiz
znamo mnoho, stale nejsou zcela objasnény vSechny mechanismy jejich aktivity. Zda se, ze
efekt transkripéni aktivity FOXO1 a FOXO3a na procesy v B bunkach zévisi na mnoha
okolnich faktorech, jelikoz PI3K/Akt neni jejich zdaleka jedinym regula¢nim mechanismem.
Pravé pochopeni slozitych vztahli mezi riznymi dal$imi signalizacemi, ale i napi. mikroRNA
¢i regulatory jejich transkripce, je klicové pro budouci vyzkum a ptipadny vyvoj cilenych
terapeutik zaméfenych proti FOXO samotnym ¢i jejich transkripéni cilim, nebo naopak
regulatorim. Mira exprese FOXOI, resp. FOXO3a ¢i jejich mutacni status mize u n€kterych
B bunéénych malignit pfedstavovat i potencidlni prognosticky marker, coz nabizi dalsi formu

vyuziti znalosti o téchto transkripcnich faktorech v klinické praxi.
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