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Abstrakt 

Cílem této bakalářské práce je shrnutí významu transkripčních faktorů FOXO v procesech 

vývoje, funkce a také maligního zvratu B lymfocytů. Věnuje se regulaci aktivity FOXO 

v kontextu B lymfocytů, ve které stěžejní úlohu sehrává signální dráha PI3K/Akt. Různá míra 

aktivity této signalizace v určitých fázích vývoje B lymfocytů pak ovlivňuje transkripční 

aktivitu FOXO, a tedy i expresi jejich cílových genů. Za přežití a diferenciaci hematopoetických 

kmenových buněk zodpovídá FOXO3a, zatímco dalších procesy vývoje B lymfocytů pak 

závisejí převážně na aktivitě FOXO1. Ten ovlivňuje V(D)J rekombinaci, vymezení zralých B 

buněk do příslušných subpopulací a také afinitní maturaci v germinálních centrech. Výsledkem 

těchto složitých vývojových procesů je vznik plazmatických buněk, u kterých musí být aktivita 

FOXO3a, resp. FOXO1, také přísně regulována. Tato práce se dále zabývá patogenezí B 

buněčných malignit, k níž také přispívá deregulace aktivity FOXO1 či FOXO3a. V souladu 

s dřívějšími poznatky sehrávají FOXO u řady těchto onemocnění úlohu tumor supresorů. Jejich 

aktivita či exprese je zde různými mechanismy inhibována, a to např. zvýšenou signalizací 

PI3K/Akt či prostřednictvím specifických mikroRNA. FOXO1 však u určitých lymfoidních 

neoplazií, například u Burkittova lymfomu či chronické lymfocytární leukémie, vykazuje i 

onkogenní aktivitu. U těchto malignit se tak z FOXO1 samotného, či některých jeho 

transkripčních cílů, stávají potenciální terapeutické cíle. 
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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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Seznam zkratek 

AFX – All-1 fusion partner on chromosome X, FOXO4 

Aicda – gen pro AID 

AID – aktivací indukovaná cytidin deamináza 

Akt/PKB – proteinkináza B 

APRIL – proliferaci indukující ligand 

ATM – Ataxia Teleangiectasia mutated protein 

BAFF – B buněčný aktivační faktor 

BAFF-R – receptor pro B buněčný aktivační faktor 

BCAP – B-cell PI3K adapter protein 

BCL-2 –  gen pro B-cell lymphoma 2 protein 

BCL-6 – B-cell lymphoma 6 protein 

BCR – B buněčný receptor 

Bim – BCL2-like 11 protein 

BL – Burkittův lymfom 

BLNK – B-cell linker 

Btk – Bruton’s tyrosine kinase 

CARD11 – gen pro caspase recruitment domain-containing protein 11 

Casp3 – kaspáza 3 

Casp7 – kaspáza 7 

CCL/R, CXCL/R – označení tříd chemokinových ligandů/receptorů 

CBP – cAMP-response element binding protein (CREB)-binding protein 

CD- – cluster of differentiation, označení povrchových molekul 

CIC – cancer initiating cells 

CITED2 – Cbp/p300-interacting transactivator 2 

CLL – chronická lymfocytární leukémie 

CLP – společný lymfoidní progenitor 

c-MYC – cellular myelocytomatosis oncogene 

CSR – class switch recombination, izotypový přesmyk 
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DAF-16 – dauer defective gene 16, ortolog FOXO u C. elegans,   

DBD –  DNA-vazebná doména 

DEB – vazebný element pro členy rodiny DAF-16 

DLBCL – difuzní velkobuněčný lymfom 

DZ – tmavá zóna germinálních center 

EA2 – transcription factor 3 

EBF – early B cell factor 

EBV – virus Epsteina-Barrové 

ELP – časný lymfoidní progenitor 

Erag – enhancer genu pro RAG 

ERK –  extracellular-signal-regulated kinase 

FasL – Fas ligand 

FDC – folikulární dendritické buňky 

FKHR –  forkhead homolog in rhabdomyosarcoma, FOXO1 

FKHRL1 – forkhead homolog in rhabdomyosarcoma-like 1, FOXO3a 

FL – folikulární lymfom 

FO – folikulární lymfocyty 

FOXO – forkhead box O 

FOXP1 – forkhead box P1 

GAB1 – GRB2-associated-binding protein 

GADD45α – growth arrest and DNA-damage-inducible protein 45 alpha 

GIT – gastrointestinální trakt 

GSK3 – glycogen synthase kinase 3 

H3K4 – histone H3 lysine 4 

H3K9 – histone H3 lysine 9 

HEB – HeLa E-box binding protein 

HSC – hematopoetic stem cells, hematopoetické kmenové buňky 

IGF1 – insulin-like growth factor 

IGF1R – insulin-like growth factor 1 receptor 

Igf1r – gen pro insulin-like growth factor 1 receptor 
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IgH – těžký imunoglobulinový řetězec  

IgL – lehký imunoglobulinový řetězec  

IgVH – variabilní oblast těžkého imunoglobulinového řetězce 

IL – označení cytokinů interleukinů 

IL-7R – receptor pro interleukin 7 

IRE – inzulin-responzivní element 

IRF4 – interferon regulatory factor 4 

IRF8 – interferon regulatory factor 8 

Ki-67 – proliferation marker protein Ki-67 

LMPP – pluripotentní lymfoidní progenitory 

Lyn – Lck/Yes novel tyrosine kinase 

LZ – světlá zóna germinálních center 

m7-FLIPI – klinické skóre FLIPI (follicular lymphoma international prognostic 

index) zahrnující mutační status 7 genů 

MAPK – mitogenem aktivované proteinkinázy 

MCL – lymfom z plášťových buněk 

MCL1 – myeloid cell leukemia 1 protein 

miRNA – mikroRNA 

MM – mnohočetný myelom 

mTORC1/C2 – mammalian target of rapamycin complex 1/2 

MYD88 – myeloid differentiation primary response gene 88 

MZ – marginální zóna 

NES – nuclear export sequence, sekvence pro export z jádra 

NF-κB – nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

NHL – nehodgkinské lymfomy 

NLS – sekvence pro jadernou lokalizaci 

Notch2 – neurogenic locus notch homolog protein 2 

NOXA – phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 gene 

p27kip1 – cyclin-dependent kinase inhibitor 1B 

p53 – tumorsupresorový protein p53 

PAX5 – paired box 5 protein 



 

13 
 

PDK – phosphoinositide-dependent kinase 

PHLPP2 – PH domain and leucine rich repeat protein phosphatase 2 

PI3K – fosfatidylinositol-3-kináza 

PIP3 – fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfát 

PLCγ2 – fosfolipáza C gamma 2 

PMBL – primární mediastinální velkobuněčný B lymfom 

PP2A – protein phosphatase 2 

PRDM1 – PR domain zinc finger protein 1 

PTEN – phosphatase and tensin homolog 

PU.1 – Spi-1 proto-oncogene protein 

PUMA – p53 upregulated modulator of apoptosis gene 

Rag – recombination activating gene 

RAG1/2 – recombination activating protein 1/2, V(D)J rekombináza 

Rb2/p130 – retinoblastoma-related protein 2 

ROS – reactive oxygen speicies, reaktivní formy kyslíku 

RSS – recombination signal sequences 

SHM – somatic hypermutation, somatická hypermutace 

siRNA – small interfering RNA 

Spred2 – sprouty related EVH1 domain containing 2 

STAT3 – signal transducer and aktivátor of transcription 3 

Syk – spleen tyrosine kinase 

TAD – transaktivační doména 

TFH – folikulární pomocné T lymfocyty 

TLR – Toll-like receptor 

V(D)J – variable, diversity a joining segmenty genů pro imunoglobuliny 

VLA4 – very late antigen 4 

WM – Waldenströmova makroglobulinémie 

ZAP-70 – zeta-chain-asspciated protein 70 

Zfp318 – zinc finger protein 318 
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Úvod 

Transkripční faktory FOXO sehrávají významnou úlohu v regulaci buněčné proliferace, 

odolnosti buněk vůči oxidačnímu stresu a udržování homeostázy. Jejich cílovými geny jsou 

zejména ty inhibující buněčný cyklus, ovlivňující odpověď buňky na poškození DNA či 

kódující antioxidační enzymy. Pro správný průběh těchto procesů je klíčové, aby byla 

transkripční aktivita FOXO přísně regulována. Děje se tomu tak prostřednictvím řady 

mechanismů, z nichž nejvýznamnější postavení zaujímají posttranslační modifikace, zejména 

pak fosforylace. 

U člověka se vyskytují celkem čtyři zástupci této proteinové rodiny, z nichž jsou 

v B lymfocytech v nejvyšší míře exprimovány FOXO1 a FOXO3a. Jejich aktivita se napříč 

jednotlivými vývojovými stadii liší, přičemž nejvýznamnější postavení v regulaci aktivity 

FOXO1 a FOXO3a zde zaujímá signální dráha PI3K/Akt, která je u B buněk napojena na řadu 

povrchových receptorů. Tato skutečnost podtrhuje význam komunikace s mikroprostředím 

v regulaci správného průběhu diferenciace B buněčných prekurzorů, pro který je klíčové i 

správné načasování aktivity transkripčních faktorů FOXO. Ta je nepostradatelná pro udržení 

poolu hematopoetických kmenových buněk, pro procesy vedoucí k vytvoření unikátního 

povrchového B buněčného receptoru a také pro afinitní maturaci v germinálních centrech, která 

dává vznik plazmatickým buňkám produkujícím vysoce afinní protilátky.  

Pro svůj inhibiční účinek na proliferaci a průběh buněčného cyklu byly FOXO považovány 

výhradně za tumor supresory. Skutečně je inhibice jejich aktivity, převážně v důsledku zvýšené 

signalizace PI3K/Akt, podkladem patogeneze řady B buněčných malignit. FOXO1 však může 

u některých těchto onemocnění naopak podporovat jednak samotnou proliferaci maligních 

buněk, jednak také zapříčiňovat vznik rezistence cílenou terapii pomocí malých molekulových 

inhibitorů signální dráhy BCR. Míra exprese FOXO1, resp. FOXO3a, v maligních B 

lymfocytech může být také asociována se závažností těchto onemocnění a představuje tak 

potenciální prognostický marker. 

Zdá se tedy, že skutečný význam transkripčních faktorů FOXO v B lymfocytech závisí na 

řadě faktorů a případná deregulace jejich aktivity může vést k defektnímu vývoji či malignímu 

zvratu B lymfocytů.  
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1 Struktura 

Rodina transkripčních faktorů Fox, celým názvem Forkhead box, je jednou 

z nejzastoupenějších skupin transkripčních faktorů v lidských buňkách (Nakagawa et al., 

2013). Lze je rozdělit do 17 podrodin, přičemž každá je na základě aktuální nomenklatury 

označena určitým písmenem (Brent et al., 2008). Do příslušných podrodin jsou proteiny Fox 

zařazeny na základě sekvence aminokyselin v jejich tzv. forkhead doméně (Hansen et al., 

2007). 

Forkhead doména, označovaná dle své funkce také jako DNA-vazebná doména (DBD), je 

společným znakem všech zástupců rodiny Fox. Tato obvykle přibližně 110 aminokyselin 

dlouhá oblast proteinového řetězce se skládá do tří α-helixů (H1-H3), krátkého ß-listu 

tvořeného třemi antiparalelními řetězci (S1-S3) a dvou ohybů (W1 a W2) připomínajících 

křídla. Tyto struktury jsou uspořádány v následujícím pořadí: H1-S1-H2-H3-S2-W1-S3-W2 

(Psenakova et al., 2019). Terciární struktura tvoří variantní motiv helix-otáčka-helix, zvaný 

„winged helix“ (Hatta et Cirillo, 2007). Prostorové uspořádání a topologické schéma DBD 

představuje obrázek 1. 

 
Obrázek 1: Struktura DBD domény FOXO4 (vlevo) a obecné schéma topologie DBD 

všech transkripčních faktorů FOXO (vpravo). Helixy (H, helix) znázorněny červeně, ß-listy 

(S, sheet) žlutě a ohyby (W, wing) zeleně. Helixy H4 a H5 znázorněny světle, jelikož se 

vyskytují jen u některých DBD (Obsil et Obsilova, 2008; upraveno). 

Proteiny Fox třídy „O“, dále jen FOXO, mají na rozdíl od ostatních tříd 5 aminokyselin 

dlouhou inzerci mezi helixy H2 a H3. DBD všech proteinů FOXO rozeznávají shodné 
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sekvence: 5´-GTAAACAA-3´, také známou jako vazebný element pro členy rodiny DAF-16 

(DEB), a 5´-(C/A)(A/C)AAA(C/T)AA-3´, tedy inzulin-responzivní element (IRE). Tato 

odpovídá sekvenci 5´-(A/C)AA(C/T)A-3´ rozpoznávanou všemi zástupci rodiny Fox 

(Psenakova et al., 2019). Zmíněný protein DAF-16 je ortolog savčích transkripčních faktorů 

FoxO u Caenorhabditis elegans (Jacobs et al., 2003). U savců se vyskytují čtyři zástupci této 

třídy, a to FOXO1 (FKHR), FOXO3a (FKHRL1), FOXO4 (AFX) a FOXO6 (Wang et al., 

2008). 

Hlavním prvkem zodpovědným za rozpoznání cílové sekvence DNA a následné navázání 

do velkého žlábku je helix H3 (Nakagawa et al., 2013). Vazby na DNA se účastní také ohyb 

W1, ohyb mezi helixy H4 a H3 a N-koncový úsek řetězce před helixem H1. Všechny proteiny 

rodiny Fox se k dvoušroubovici DNA váží jako monomery (Psenakova et al., 2019). 

Mezi méně evolučně konzervované oblasti proteinů FOXO patří oblasti NLS a NES. Tyto 

jsou významné pro jadernou lokalizaci, resp. export z jádra. Mechanismy regulující 

subcelulární lokalizaci těchto TF budou popsány v následující kapitole. Na C-konci 

proteinového řetězce se nachází transaktivační doména (TAD), obsahující vazebná místa pro 

regulační proteiny. Vzájemně se od sebe jednotlivé FOXO odlišují mj. svou délkou, přičemž 

délka FOXO1 a FOXO3a přesahuje 650 aminokyselin, zatímco FOXO4 a FOXO6 jsou 

přibližně o 100 aminokyselin kratší (viz obrázek 2) (Dobson et al., 2011; Obsil et Obsilova, 

2008). 

 
Obrázek 2: Schéma domén FOXO proteinů. Zeleně DBD (DNA-vazebná doména), žlutě 

NLS (sekvence pro jadernou lokalizaci), červeně NES (sekvence pro export z jádra) a modře 

TAD (transaktivační doména) (Calissi et al., 2021; upraveno). 
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2 Regulace 

2.1 Regulace na úrovni transkripce, posttranskripční regulace 

Expresi FOXO1 v B buňkách indukují transkripční faktory HEB a EBF, aktivní během 

diferenciace lymfoidních progenitorů směrem do B buněčné linie (více viz kapitola 4) 

(Welinder et al., 2011). Dalším transkripčním faktorem, podílejícím se na indukci exprese 

FOXO1 i FOXO3a, je STAT3 (Oh et al., 2011). U zralých B buněk se na regulaci transkripce 

FOXO1 podílí i signalizace B buněčného receptoru. Signál je z BCR přenášen skrze PI3K, Btk 

a BLNK na PLCγ2. Aktivita PLCγ2 vede k mobilizaci Ca2+ iontů, čímž je aktivován 

kalcineurin, který následně způsobuje inhibici transkripce FOXO1 (Hinman et al., 2007). 

FOXO1 je regulován BCR signalizací i na posttranslační úrovni (viz dále). Dvě úrovně regulace 

exprese FOXO1 prostřednictvím BCR jsou popsány na obrázku 3.  

Zajímavostí je, že promotor FOXO1 obsahuje i vazebnou sekvenci specifickou pro 

transkripční faktory FOXO (viz kapitola 1), což naznačuje možnost regulace jeho exprese 

prostřednictvím dalších FOXO, včetně FOXO1 samotného (Essaghir et al., 2009). Inhibice 

transkripce FOXO1 v důsledku aktivity FOXO3a již byla pozorována u lidských rakovinných 

buněk (Zhou et al., 2014). V kontextu B lymfocytů by podobný regulační mechanismus mohl 

vysvětlovat nepřímou úměru mezi mírou exprese FOXO1 a FOXO3a, která je patrná jak u 

normálních B buněk, tak jejich maligních protějšků (viz dále). 

Další mechanismus regulace hladin proteinů představují mikroRNA (miRNA), což jsou 

krátké jednořetězcové molekuly RNA schopné vazby ke komplementárním mRNA. Takové 

mRNA nemohou podstoupit translaci a dochází k jejich degradaci. Mezi miRNA inhibující 

translaci FOXO1 v B buňkách patří miR-96, miR-182 a miR-183, vyskytující se u Hodgkinova 

lymfomu. Expresi FOXO3a inhibuje miR-155, zaznamenaná jednak u Hodgkinova lymfomu, 

jednak u Waldenströmovy makroglobulinémie (Gaudette et al., 2016; Osswald et al., 2018; Xie 

et al., 2012). Význam inhibice FOXO1, resp. FOXO3a, u těchto malignit podrobně popisuje 

kapitola 4. 
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Obrázek 3: Dvě úrovně regulace FOXO1 prostřednictvím BCR. BCR signalizace inhibuje 

jednak transkripci FOXO1 prostřednictvím osy PI3K/Btk/BLNK/PLCγ2, jejímž konečným 

efektorem je kalcineurin inhibující transkripci FOXO1, jednak aktivitu již exprimovaného 

FOXO1, jelikož prostřednictvím PI3K/Akt indukuje jeho fosforylaci vedoucí k jeho následné 

degradaci v cytoplazmě (Hinman et al., 2007; upraveno). 

2.2 Regulace prostřednictvím posttranslačních modifikací 

Stěžejní úlohu v regulaci FOXO sehrává jejich fosforylace, která může mít jak aktivační, tak 

inhibiční účinek. Aktivační fosforylace, zapříčiňující lokalizaci FOXO v jádře, kde může být 

transkripčně aktivní, způsobují kinázy související s odolností vůči oxidativnímu stresu. Naopak 

inhibici transkripční aktivity a export FOXO z jádra způsobují fosforylace kinázami 

zapojenými do signálních kaskád růstových faktorů, z nichž nejvýznamnější postavení zaujímá 

kináza Akt (Dobson et al., 2011). Přehled aktivujících, resp. inaktivujících, fosforylací a jejich 

efektorů shrnuje obrázek 4. 

Akt je serin/threoninová kináza, která sehrává klíčovou úlohu v přežití řady buněčných 

typů. Je aktivována několika mechanismy, přičemž nejvýznamnějším je aktivace 

prostřednictvím kinázy PI3K. Tato je obecně napojena na signalizaci receptorů pro růstové 

faktory. U B buněk dochází k aktivaci PI3K díky signálům z povrchových receptorů, které jsou 
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klíčové pro jejich přežití, vývoj a funkci. Jedná se o BCR, TLR, CD40 a cytokinové receptory, 

např. IL7-R. Zde tedy probíhá druhý způsob regulace exprese FOXO1 prostřednictvím BCR, 

tentokrát na úrovni inhibice aktivity proteinu, a nikoliv jeho transkripce (viz výše). PI3K/Akt 

je aktivována díky transmembránovým proteinům CD19 a BCAP, které navazují na signalizaci 

kináz Syk a Lyn. K jejich fosforylaci dochází po aktivaci BCR navázáním antigenu (Andjelic 

et al., 2000; Jian et al., 2019; Limon et Fruman, 2012; Troutman et al., 2012). Takto aktivovaná 

PI3K produkuje PIP3, který se váže do tzv. „plecstrin homology“ domény Akt a PDK. Tato 

vazba se spolu s dalšími fosforylacemi, způsobenými PDK a mTORC2, podílí na aktivaci Akt 

(Brownawell et al., 2001; Rena et al., 1999; Sarbassov et al., 2005). 

 

 
Obrázek 4: Místa fosforylace FOXO1 rozličnými kinázami vedoucí k jeho aktivaci, resp. 

inaktivaci (Ushmorov et Wirth, 2018; upraveno).  

Fosforylace FOXO prostřednictvím aktivované Akt je umožněna přítomnosti tří 

specifických oblastí, obsahujících sekvenci RXRXXS/T, kterou Akt rozpoznává. Jde o vysoce 

evolučně konzervovanou sekvenci, přítomnou jak u DAF-16, tak u všech jeho savčích protějšků 

(Brunet et al., 1999). FOXO1 je fosforylován na Thr-24, Ser-256 a Ser-319, FOXO3 na  

Thr-32, Ser-253 a Ser-351 a FOXO4 na Thr-28, Ser-193 a Ser-258. U FOXO6 poslední místo 

fosforylace chybí a Akt jej fosforyluje na Thr-26 a Ser-184. Fosforylované FOXO jsou 

exportovány z jádra do cytosolu, což zapříčiňuje inhibici jejich transkripční aktivity 

(Brownawell et al., 2001; Brunet et al., 1999; Guo et al., 1999; Jacobs et al., 2003). Výše 

popsanou signální kaskádu sumarizuje obrázek 5. 
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Zadržení FOXO v cytosolu je zapříčiněno jejich interakcí s 14-3-3 proteiny, které se váží 

na fosforylované FOXO. Fosforylace vytvářejí pro 14-3-3 proteiny dvě vazebná místa, která 

ohraničují DBD a také stericky zakrývají NLS. Vazba 14-3-3 proteinů do patřičných míst může 

ovlivňovat interakci DBD s DNA, zakrýt části této domény nebo změnit její konformaci. Přesný 

mechanismus vlivu těchto proteinů na transkripční aktivitu FOXO ale zatím zůstává 

neobjasněn. FOXO, nacházející se v důsledku popsaných procesů mimo jádro, mohou být 

následně degradovány v proteazomu (Dobson et al., 2011; Nielsen et al., 2008; Obsilova et al., 

2005; Silhan et al., 2009). 

Výše popsaná signální dráha PI3K/Akt je regulována prostřednictvím fosfatáz, což má za 

následek přerušení inhibičního účinku daných kináz na aktivitu FOXO. Příkladem fosfatázy 

s touto funkcí je PTEN, jejíž účinkem je defosforylace PIP3, a jde tedy o antagonistu PI3K (Park 

et al., 2019; Christensen et al., 2011). Ztráta funkce PTEN naopak vede k vyšším hladinám 

PIP3 v buňce, čili k zesílení aktivity Akt (Maehama et Dixon, 1998). Defosforylovány mohou 

být i samotné FOXO, a to např. fosfatázami z rodiny PP2A. Experimentální použití inhibitorů 

PP2A mělo za následek zamezení defosforylace FOXO1, a tudíž inhibici jeho funkce. Interakci 

mezi PP2A a FOXO1 nebylo zabráněno přítomností 14-3-3 proteinů, které mj. chrání 

fosforylované proteiny před účinkem fosfatáz (Yan et al., 2008). PP2A působí jako pozitivní 

regulátory aktivity FOXO také nepřímo, jelikož prostřednictvím defosforylace inhibují i Akt 

(Rivard et al., 2020). 

 
Obrázek 5: Signalizace PI3K/Akt u B lymfocytů (Szydłowski et al., 2014; upraveno). 
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Kromě fosforylace se na regulaci aktivity transkripčních faktorů FOXO podílejí i další 

posttranslační modifikace. Příkladem může být monoubikvitinace FOXO4, podporující jeho 

lokalizaci v jádře, a tím i jeho transkripční aktivitu (Brenkman et al., 2008). Acetylace, resp. 

deacetylace, může mít na FOXO aktivační i inhibiční účinek, přičemž patrně záleží i na 

konkrétních cílech FOXO. Acetylace v oblasti DBD totiž může ovlivňovat vazebnou specifitu. 

V tomto případě, na rozdíl od fosforylace, nejde o mechanismus vedoucí k plné aktivaci či 

inaktivaci FOXO, ale spíše modulaci jejich aktivity. Ta je patrně způsobena ztrátou pozitivních 

nábojů na lysinových zbytcích (Lys-242, Lys-245 a Lys-262) v důsledku připojení acetylové 

skupiny prostřednictvím acetyltransferázy CBP, což narušuje vazbu DBD FOXO1 do své 

cílové sekvence DNA. Acetylace FOXO1 také usnadňuje jeho fosforylaci prostřednictvím Akt. 

(Matsuzaki et al., 2005). Různé posttranslační modifikace se tedy navzájem ovlivňují, a tak 

např. metylace argininových zbytků Arg-248 a Arg-250 u FOXO1 narušuje jeho fosforylaci 

prostřednictvím Akt, a chrání tak FOXO1 před exportem z jádra a degradací v proteazomu 

(Yamagata et al., 2008). Obecně jsou posttranslační modifikace pro funkci FOXO velmi 

významné, ovlivňují jejich lokalizaci v rámci buňky, transkripční aktivitu, interakci s dalšími 

proteiny, stabilitu a degradaci. U B buněk se na regulaci FOXO nejvýznamněji podílí 

fosforylace prostřednictvím PI3K/Akt, jejíž význam jak v normálních, tak v maligních B 

buňkách bude popsán v následujících kapitolách. 



 

22 
 

3 Vývoj B lymfocytů 

Vývoj B lymfocytů je složitý proces, který značně závisí na interakcích buněčných prekurzorů 

s jejich okolím. Jeho správný průběh vyžaduje přesné načasování exprese specifických genů, 

čehož je docíleno prostřednictvím transkripčních faktorů (Akerblad et Sigvardsson, 1999). Níže 

popsaný průběh B buněčné diferenciace shrnuje obrázek 6. 

Jako všechny krevní elementy vznikají i B lymfocyty z hematopoetické kmenové buňky 

(HSC) v kostní dřeni. Zde jsou lymfocytární prekurzory v úzkém kontaktu se stromálními 

buňkami, které produkují cytokiny a růstové faktory nezbytné pro jejich přežití a diferenciaci. 

Mikroprostředí kostní dřeně dotvářejí mezenchymální buňky, osteoblasty a endoteliální buňky 

spolu s extracelulární matrix. Prvními buňkami směřujícími do lymfoidní linie jsou 

pluripotentní lymfoidní progenitory (LMPP), ze kterých se dále diferencují společné lymfoidní 

progenitory (CLP). Za jejich vymezení do B buněčné linie zodpovídají transkripční faktory 

EA2 a EBF (O’Riordan et Grosschedl, 1999). 

U následujících vývojových stadií dochází k přeskupování genových segmentů pro těžké 

imunoglobulinové řetězce (IgH). Tento proces se nazývá V(D)J rekombinace a jeho výsledkem 

je individuální variabilita receptorů B buněk. U pre-pro-B lymfocytu dochází nejprve 

k vyštěpení genového úseku mezi náhodným segmentem D a J, následně mezi tímto vzniklým 

DJ a segmentem V (Oettinger et al., 1990). Celý proces je umožněn přítomností signálních 

sekvencí (RSS) v blízkosti jednotlivých segmentů. Tyto sekvence jsou rozpoznávány 

rekombinázami RAG1 a RAG2, které vytvářejí zlomy v DNA, čímž vyštěpují oblasti mezi 

vybranými segmenty (Scott et al., 2010). Je-li přeskupení produktivní, vzniká expresí V(D)J 

produktu funkční IgH a toto vývojové stadium se označuje jako pre-B lymfocyt.  

Povrchový pre-BCR následně dává buňce signál k dalšímu vývoji, a to k přeskupování 

V a J segmentů lehkých imunoglobulinových řetězců (IgL), které probíhá obdobně jako u IgH. 

Jakmile je tento proces úspěšný, je na povrchu buňky exprimován unikátní IgM. V případě, že 

povrchové imunoglobuliny některých buněk reagují s autoantigeny, jsou tyto nezralé 

B lymfocyty eliminovány nebo mohou být dané receptory znovu upraveny prostřednictvím 

RAG. U zralých B lymfocytů, představujících poslední stadium vývoje nezávislého 

na antigenu, je současně exprimován povrchový IgM i IgD, tj. BCR. Nejde ovšem o izotypový 

přesmyk (viz dále), nýbrž o alternativní sestřih (Hartley et al., 1993; Verkoczy et al., 2007). 
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Obrázek 6: Schéma vývoje B lymfocytů. HSC – hematopoetická kmenová buňka, ELP –

časný lymfoidní progenitor, CLP – společný lymfoidní progenitor, T – T lymfocyty, NK – NK 

buňky, MZ – lymfocyty marginální zóny, FO – folikulární lymfocyty, Ag – antigen, DZ – tmavá 

zóna GC, CB – centroblasty, LZ – světlá zóna GC, CC – centrocyty, DC – dendritické buňky, 

SHM – somatická hypermutace, CSR – izotypový přesmyk (Szydłowski et al., 2014; 

upraveno). 

Zralé B lymfocyty opouštějí kostní dřeň a migrují do sleziny, kde plně dozrávají. 

Diferencují se buď do lymfocytů marginální zóny (MZ), nebo do lymfocytů folikulárních (FO). 

Folikuly, které se nacházejí i v dalších sekundárních lymfatických orgánech, vytvářejí potřebné 

mikroprostředí pro další vývoj B buněk po setkání s antigenem. Po rozpoznání antigenu 

prostřednictvím BCR dochází k aktivaci B buněk a jejich intenzivní proliferaci, čímž vznikají 

germinální centra (GC) (Victora et al., 2012). U těchto mikroanatomických struktur lze rozlišit 

dvě zóny – tmavou (DZ, dark zone) a světlou (LZ, light zone). Jde o velmi dynamické struktury, 

mezi kterými se buňky (centroblasty, resp. centrocyty) mohou přesouvat (Bannard et al., 2013).  

V DZ probíhá somatická hypermutace (SHM) variabilních oblastí IgH, jejíž výsledkem je 

zvýšení afinity protilátek proti danému antigenu. Tento proces zajišťuje aktivací indukovaná 

cytidin deamináza (AID), která během transkripce mění cytidin na uridin. Následně vlivem 
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nepřesných reparačních mechanismů dochází ke vzniku drobných mutací, a tedy ke zvýšení 

variability vznikajícího Ig. Těmito novými BCR vážou B buňky antigen prezentovaný 

folikulárními dendritickými buňkami (FDC) v LZ. Zde probíhá selekce pouze vysoce afinních 

B buněk, ostatní podléhají apoptóze (Bannard et al., 2013). Podstatným krokem terminální 

diferenciace B lymfocytů je izotypový přesmyk (CSR). Samotný mechanismus CSR spočívá 

ve vyštěpování určitých C oblastí IgH řetězců na úrovni DNA. Výsledná třída Ig je určena první 

C oblastí ve směru transkripce, která zůstane nevyštěpena. Mezi jednotlivými C oblastmi se 

nacházejí signály přesmyku (S, switch sequence), ve kterých dochází ke dvouřetězcovým 

zlomům indukovaným AID. Přesmyk do konkrétní protilátkové třídy je regulován cytokiny, 

např. v reakci na přítomnost IL-21 dochází k produkci IgG1 a IgG3 (Pène et al., 2004).  

Buňky, které úspěšně prošly selekcí, opouštějí GC a dále se diferencují v buňky paměťové 

nebo plazmatické. Paměťové buňky jsou podkladem rychlosti a efektivity sekundární imunitní 

odpovědi. Úlohou plazmatických buněk je produkce velkého množství vysoce afinních 

protilátek (Casamayor-Palleja et al., 1996).  
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4 FOXO v biologii normálních B lymfocytů 

V předešlé kapitole již bylo zmíněno, že pro správný průběh vývoje B lymfocytů a následně 

jejich normální funkci je zásadní precizní regulace exprese řady specifických genů. Mezi 

transkripčními faktory, které tuto regulaci zajišťují, zaujímají zásadní postavení právě FOXO, 

zejména pak FOXO1 a FOXO3a, které jsou u buněk B buněčné linie exprimovány ve vyšší 

míře ve srovnání s FOXO4 a FOXO6. Míra exprese FOXO1, resp. FOXO3a, se napříč 

jednotlivými vývojovými stadii liší, což odráží rozdílnou potřebu jejich transkripční aktivity 

v konkrétních procesech. Obecně lze říci, že FOXO3a je klíčový především v raných fázích 

diferenciace, na rozdíl od FOXO1, který se podílí jak na procesech nezávislých na přítomnosti 

antigenu, tak v dalších fázích vývoje po aktivaci B buněk. Podrobněji je význam obou těchto 

transkripčních faktorů pro vznik a řádnou funkci B lymfocytů popsán v této kapitole. 

4.1 Hematopoetické kmenové buňky a příslušnost k B buněčné linii 

HSC mají, stejně jako ostatní kmenové buňky, dvě základní vlastnosti, kterými jsou schopnost 

sebeobnovy, tj. zachování populace, a diferenciace do příslušných buněčných typů. Zachování 

dynamické rovnováhy mezi těmito procesy zahrnuje přísnou regulaci buněčného cyklu, 

apoptózy a odpovědi na oxidační stres (Tothova et al., 2007). Právě zde sehrává důležitou roli 

transkripční faktor FOXO3a.  

V kostní dřeni setrvávají HSC v klidovém stavu, kdy není aktivována kináza Akt, 

a FOXO3a je tak lokalizován v jádře. Stimulace růstovými faktory vede aktivaci Akt, která 

fosforylací inhibuje aktivitu FOXO3a (Miyamoto et al., 2007). Takové buňky, stejně jako 

FOXO3a-deficientní HSC, opouštějí klidová stadia a vstupují do buněčného cyklu. V případě 

delece genu FOXO3a je rovnováha vychýlena na úkor sebeobnovy kmenových buněk do takové 

míry, že dochází až k úplnému vyčerpání poolu HSC (Tothova et al., 2007). FOXO3a je tedy 

negativním regulátorem buněčného cyklu. Mezi geny, jejichž expresi indukuje, patří např. 

Spred2 a p27kip1, inhibitory buněčné proliferace (Miyamoto et al., 2008). 

Do regulace apoptózy se FOXO3a zapojuje např. skrze indukci exprese proteinu Bim, který 

patří mezi proapoptické BH3-only proteiny. Tyto jsou obecně aktivní v případě nedostatku 

růstových faktorů. Bim je velmi významným regulátorem hematopoézy, podílí se mimo jiné na 

klonální deleci autoreaktivních B a T lymfocytů. Zdá se, že FOXO3a nereguluje expresi Bim 
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pouze přímo, tedy vazbou do oblasti jeho promotoru, ale patrně i prostřednictvím regulace 

miRNA, popř. dalších transkripčních faktorů ovlivňujících expresi Bim (Herold et al., 2013).  

FOXO3a má také klíčovou úlohu v ochraně HSC před účinky reaktivních kyslíkových 

radikálů (ROS), které poškozují jejich DNA. Činí tak jednak regulací samotného množství ROS 

v buňce, jednak indukcí opravných mechanismů oxidačního poškození DNA. Ztráta FOXO3a 

se projevuje zvýšenými hladinami endogenních ROS a defektní bázovou excizní opravou 

(Bigarella et al., 2017). Bezpečné množství ROS zajišťuje FOXO3a regulací exprese 

tumorsupresorového proteinu ATM a dalších antioxidačních enzymů (jako jsou kataláza či 

superoxid dismutáza). Aktivita FOXO3a, resp. množství ROS v buňce, má přímý vliv na další 

osud HSC, stejně jako na udržení jejich zásobního poolu (Yalcin et al., 2008). 

Za další vývoj HSC do lymfocytární linie zodpovídá přísně regulovaná aktivita 

transkripčních faktorů a jejich cílových genů. Na diferenciaci do stadia CLP se podílejí zejména 

PU.1 a Ikaros. Z těchto buněk se mohou vyvinout všechny typy lymfocytů. Příslušnost 

k B buněčné linii je zajištěna součinností E proteinů (E2A, HEB), EBF, PAX5 a FOXO1, které 

dirigují diferenciaci CLP do stadia pro-B lymfocytu. Mezi jednotlivými transkripčními faktory 

panuje hierarchické uspořádání (Dengler et al., 2008). E2A, resp. HEB, se váží do specifických 

regulačních oblastí lokusu FOXO1 a modulují tak jeho expresi. FOXO1 spolu s E2A 

a signalizací napojenou na IL-7R spouštějí expresi EBF. Exprese PAX5 je následně indukována 

aktivitou EBF a IRF4, resp. IRF8. Společným cílem zmíněných transkripčních faktorů je 

spektrum genů asociovaných s B buněčnou linií (Welinder et al., 2011). 

4.2 V(D)J rekombinace a editace receptoru 

V následujících procesech, nutných pro správnou funkci B lymfocytů, zaujímá významnější 

postavení FOXO1 v porovnání s FOXO3a. Přesto však FOXO3a není ani zde zcela 

postradatelný, jelikož bylo pozorováno, že v případě jeho delece dochází k snížení počtu pre-B 

buněk v kostní dřeni a cirkulujících zralých B buněk v periferní krvi a kostní dřeni (viz dále) 

(Hinman et al., 2009). 

FOXO1 se podílí na průběhu V(D)J rekombinace imunoglobulinových řetězců, díky které 

mohou vznikat BCR s ohromnou variabilitou, což je klíčové pro následné reakce s antigeny 

a další vývoj B buněk. Tato rekombinace je důsledkem činnosti RAG1 a RAG2, jejichž 

enzymatická aktivita způsobuje přeskupování genových segmentů variabilních oblastí genů pro 

IgH, resp. IgL. Exprese RAG je regulována na úrovni transkripce, a to právě prostřednictvím 
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FOXO1 (Kuo et Schlissel, 2009). FOXO1 se váže jednak přímo do lokusu Rag, jednak do 

oblasti enhanceru (Erag), který obsahuje sekvence odpovídající vazebným místům pro FOXO 

proteiny. Nicméně v případě delece tohoto enhanceru nebylo pozorováno ovlivnění míry 

exprese RAG závislé na FOXO1. Kromě přímé regulace se FOXO1 na indukci exprese RAG 

podílí také prostřednictvím svých dalších cílových genů, jako je např. GADD45α, který je 

pozitivním regulátorem transkripce Rag. Svůj podíl na expresi RAG mají i další transkripční 

faktory jako Ikaros, E2A či FOXP1 (Amin et Schlissel, 2008; Kuo et Schlissel, 2009).  

RAG jsou během vývoje B buněk aktivní ve dvou po sobě následujících vlnách. První 

začíná ve stadiu CLP a pokračuje i u pro-B lymfocytu. Přeskupují se genové segmenty těžkého 

imunoglobulinového řetězce a uvnitř buněk tak vzniká unikátní IgHµ. Ve stadiu pre-B 

lymfocytu je aktivita RAG znovu patrná. Dochází k VJ-rekombinaci, tedy přeskupení genových 

segmentů lehkého imunoglobulinového řetězce. Pokud jsou nově vzniklé řetězce 

imunoglobulinů kombinovatelné, jde o produktivní rekombinaci. Jejím výsledkem je vznik 

povrchového IgM označovaného jako pre-BCR (Zhu et al., 2011). 

Mechanismus, díky kterému je aktivita RAG rozdělena do těchto dvou fází, souvisí se 

závislostí těchto vývojových stadií B buněk na IL-7 a signální kaskádou, kterou tento cytokin 

spouští. Jeho interakce s IL-7R na povrchu pro-B buněk totiž aktivuje PI3K/Akt, což vede 

k exportu FOXO1 z jádra, a tedy inhibici jeho aktivity čili k zastavení exprese RAG 

(Amin et Schlissel, 2008). Obdobně je aktivita RAG ztlumena po vytvoření BCR, jelikož jeho 

signální dráha také vede k aktivaci PI3K/Akt a z ní vyplývající inhibici FOXO1 (Dengler et al., 

2008). 

Pokud však nezralé B buňky exprimují autoreaktivní BCR, k zastavení exprese RAG 

nedochází. Takový BCR je internalizován, což vede k inhibici signalizace prostřednictvím 

PI3K/Akt, čímž jsou FOXO1, a tedy i RAG udržovány v aktivním stavu (Kuo et Schlissel, 

2009). Přeskupování genových segmentů IgL tak pokračuje za účelem změny specifity 

receptoru. Pokud buňky i po několika editacích receptoru reagují s autoantigeny, jsou 

eliminovány klonální delecí. Jistou úlohu v této fázi vývoje může zastávat i FOXO3a, jelikož 

bylo pozorováno, že v případě jeho delece se zvyšuje počet nezralých B lymfocytů. 

Pravděpodobně jde o důsledek snížení míry apoptózy, ke které by normální aktivita FOXO3a 

vedla. Počet editací BCR se tak může zvýšit, čímž nakonec vzniká větší množství B buněk, 

které již autoreaktivitu nevykazují (Ottens et al., 2018). 
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4.3 Zralé B buňky a jejich subpopulace 

Přežívání zralých B buněk, které opustily kostní dřeň, je závislé na signalizaci z povrchových 

receptorů, a to zejména z BCR a BAFF-R. Zatímco BCR signalizace je spuštěna v reakci na 

přítomnost určitého antigenu, BAFF-R váže cytokin z rodiny TNF, označovaný jako BAFF, 

který je produkován okolními buňkami v mikroprostředí. Narušení obou těchto signalizací, ať 

už mutací, či delecí jejich určitých komponent, vede k apoptóze (Srinivasan et al., 2009). BCR 

signalizace obecně podporuje proliferaci a přežívání B buněk. Tato kaskáda mimo jiné vede 

k aktivaci PI3K, která skrze Akt inhibuje FOXO1. Takto je zastavena exprese cílových genů 

FOXO1, které obecně proliferaci omezují (např. cyklin G2 nebo Rb2/p130), a může dojít 

k aktivaci B buněk a z ní plynoucí intenzivní proliferaci (Yusuf et al., 2004).  

Jak již bylo zmíněno výše, v případě ztráty BCR B buňky hynou. Z této skutečnosti 

vyplývá, že pro jejich přežívání je nutná nepřetržitá (tzv. „tonická“) BCR signalizace. Bylo 

však prokázáno, že pokud je delece BCR kompenzována aktivitou PI3K, která byla mutována, 

následkem čehož je aktivní nezávisle na BCR, k apoptóze B buněk nedochází. Zdá se tedy, že 

signalizace vyvolaná PI3K je klíčovou signální kaskádou pro přežití B buněk (Lee et al., 2013). 

Klíčovým efektorem této kaskády je FOXO1, přičemž umělé snížení jeho množství v jádře, 

simulující inhibiční aktivitu PI3K/Akt, také zamezuje apoptóze B buněk postrádajících BCR. 

Dráha PI3K/Akt/FOXO1 tak tvoří ústřední prvek BCR signalizace zajišťující přežívání B 

buněk (Srinivasan et al., 2009). BCR signalizace také prostřednictvím osy 

PI3K/Btk/BLNK/PLCγ2 inhibuje transkripci FOXO1, jak již bylo zmíněno v kapitole 2 

(Hinman et al., 2007).  

Mimo pouhé udržení populace zralých B lymfocytů ovlivňuje FOXO1 také jejich další 

vývoj. Zralé B lymfocyty vytvářejí ve slezině dvě rozdílné populace – folikulární B lymfocyty 

(FO), které následně dávají vznik germinálním centrům (viz níže), a lymfocyty marginální zóny 

(MZ). Tyto se od folikulárních odlišují omezenou migrací, jelikož necirkulují mezi 

jednotlivými lymfatickými orgány a jejich výskyt je omezen na marginální zónu (tj. oblast mezi 

červenou a bílou pulpou) a lymfatické folikuly sleziny. Dalším významným rozdílem je 

produkce nízkoafinních protilátek třídy IgM, která je nezávislá na interakci s T lymfocyty. Jde 

tedy o B lymfocyty participující i ve vrozené imunitě (Lechner et al., 2021). Existuje ještě jeden 

typ B lymfocytů, které jsou součástí přirozené imunity, a to lymfocyty B1, vyskytující se 

zejména v pleurální a peritoneální dutině (Calamito et al., 2010; Suzuki et al., 2003). 
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Vznik populace B buněk MZ je podporován signalizací přes povrchovou molekulu CD19, 

která je součástí signální dráhy BCR, a přenáší signál přes PI3K (Chen et al., 2010). U myší, 

jejichž B buňky postrádají CD19 nebo katalytickou podjednotku PI3K, nedochází ke vzniku 

B1 ani MZ B buněk (Calamito et al., 2010). V souladu s touto rolí PI3K vede delece genu pro 

fosfatázu PTEN, antagonistu PI3K, naopak ke zvýšení počtu B1 lymfocytů, v rámci populace 

B2 lymfocytů pak převládají lymfocyty MZ na úkor folikulárních (Suzuki et al., 2003). Další 

data pak vyzdvihují zejména Akt jako rozhodující diferenciační element. Zastoupení B1, resp. 

MZ B buněk, bylo významně nižší u buněčných populací s nefunkční Akt (Calamito et al., 

2010). Aktivita Akt, tj. inhibice FOXO1, tak usměrňuje vývoj B buněk do linie buněk MZ. 

V jiném experimentu, také využívajícím CD19-deficitní myší B buňky, se podařilo podpořit 

vznik MZ B buněk delecí FOXO1. Takto byla kompenzována nefunkční signální kaskáda. Je 

tedy zřejmé, že právě inaktivace FOXO1 je zásadním dějem rozhodujícím mezi vývojem B 

buněk do populací FO, resp. MZ (Chen et al., 2010). Pozorovaná aktivita FOXO1 také koreluje 

s průběhem dalších známých signalizací indukujících vývoj MZ B buněk. Jednu z těchto 

signálních drah spouští Notch2, přičemž výsledkem je mimo jiné významné snížení hladin 

několika transkripčních faktorů, včetně FOXO1 (Lechner et al., 2021). 

Kromě proliferace a další diferenciace zasahuje FOXO1 i do procesu migrace zralých B 

lymfocytů. U buněk s delecí FOXO1 byla pozorována snížená exprese povrchové molekuly 

CD62L, tedy L-selektinu (Dengler et al., 2008). Jeho přítomnost je nutná pro vstup cirkulujících 

B buněk do lymfatických uzlin (Munro et al., 1996). Absence L-selektinu vyvolaná delecí 

FOXO1 měla za následek úbytek populace B buněk v lymfatických uzlinách, a to přibližně o 

30 % ve srovnání s buňkami bez této delece. Tato data naznačují, že FOXO1 ovlivňuje migraci 

B buněk do lymfatických uzlin skrze zvýšení exprese CD62L (Dengler et al., 2008). 

Pro zralé folikulární B lymfocyty je, na rozdíl od MZ a B1 lymfocytů, typická zvýšená míra 

exprese povrchového IgD v porovnání s IgM. Vyšší zastoupení IgD BCR jednak ovlivňuje 

reaktivitu B buněk vzhledem k antigenům ve formě imunokomplexů, jednak má význam 

v imunitních reakcích závislých na interakcích s T lymfocyty. Bylo prokázáno, že exprese IgD 

na úkor IgM je závislá na aktivitě PTEN. Absenci PTEN, normálně vedoucí k nepřítomnosti 

IgD na povrchu B buněk, lze kompenzovat pomocí transdukce FOXO1-A3, PI3K/Akt nezávislé 

formy FOXO1. I bez inhibice PI3K tak FOXO1-A3 zůstává aktivní, což má za následek zvýšení 

hladin IgD. Jde o nepřímou regulaci, kdy FOXO1 interaguje s dalšími transkripčními faktory 
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(např. Zfp318), které ovlivňují např. splicing IgD pre-mRNA. FOXO1 zde tedy sehrává úlohu 

efektoru fosfatázy PTEN (Setz et al., 2019). 

4.4 Procesy v germinálních centrech 

Folikulární B lymfocyty zprostředkovávají imunitní odpověď závislou na T lymfocytech. Po 

setkání s antigenem se mohou diferencovat do krátce žijících plazmatických buněk, které 

produkují pouze nízkoafinní protilátky, nebo podstoupit další vývoj v germinálních centrech, 

jehož výsledkem je vznik dlouho žijících paměťových a plazmatických buněk. Tyto již 

produkují protilátky s vysokou afinitou vůči danému antigenu (Inoue et al., 2017). Germinální 

centra (GC), též označovaná jako sekundární lymfatické folikuly, jsou mikroanatomické 

struktury v sekundárních lymfatických orgánech. Aktivované folikulární B lymfocyty se v GC 

vyskytují ve dvou typech – centroblasty a centrocyty, lišících se morfologicky, ale také 

povrchovými markery a expresními profily. Ve tmavé zóně (DZ, dark zone), blíže oblasti 

výskytu T lymfocytů, se nacházejí převážně centroblasty, zatímco ve světlé zóně (LZ, light 

zone), blíže červené pulpě sleziny či obalu uzliny, převažují centrocyty. Tato polarizace GC 

odráží rozdílné procesy, které v DZ, resp. LZ, probíhají (Victora et al., 2012). V posledních 

letech se změnil pohled na centroblasty, resp. centrocyty, jako na nevratná stadia vývoje B 

buněk, jelikož byla prokázána jejich recirkulace mezi LZ a DZ, pravděpodobně za účelem 

zvýšení afinity BCR, resp. protilátek (viz dále) (Dominguez-Sola et al., 2015). 

Vznik a udržení, stejně jako polarizace a procesy uvnitř GC, jsou přísně regulovány. 

Nezastupitelnou úlohu zde sehrává FOXO1, jehož aktivita je v obou zónách GC rozdílná. 

Zatímco buňky LZ vykazují zvýšenou aktivitu PI3K, inhibující FOXO1, v DZ je FOXO1 

u většiny buněk lokalizován v jádrech a je aktivní (Sander et al., 2015). V případě delece 

FOXO1 postrádají GC buňky s typických fenotypem buněk DZ, tj. CXCR4high, CD86low, 

CD83low a jsou tvořeny pouze buňkami připomínajícími buňky LZ. Zejména přítomnost 

chemokinového receptoru CXCR4, transkripčního cíle FOXO1, má velký význam pro 

správnou polarizaci GC, jelikož bez jeho exprese nejsou B buňky schopny vstoupit do DZ. Mezi 

další cíle FOXO1 patří protoonkogen BCL-6, jehož expresi FOXO1 indukuje a také dále 

moduluje jeho aktivitu, která je nezbytná pro samotný vznik GC a vede ke stimulaci buněčné 

proliferace (Dominguez-Sola et al., 2015; Oestreich et al., 2012). Podstatné je, že v tomto 

kontextu, prostřednictvím řady efektorových proteinů, vede aktivita FOXO1 k podpoře 

intenzivní proliferace buněk, natolik typické pro DZ. Tato funkce FOXO1, jakožto induktoru 
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proliferace, je v rozporu s jeho nejčastěji pozorovanou aktivitou, tedy inhibicí buněčného cyklu. 

Této skutečnosti odpovídá i pozorované zpomalení průběhu buněčného cyklu u B buněk GC 

s delecí FOXO1, které nejsou schopny proliferace ani v přítomnosti podpůrných signálů 

z T lymfocytů. Zdá se tedy, že význam FOXO1 v buněčné proliferaci závisí na vývojovém 

stadiu buněk a okolních faktorech, které jeho chování ovlivňují. Proliferaci podporující aktivita 

FOXO1 může navíc v tomto kontextu souviset s jeho pozorovanou onkogenní funkcí u 

některých lymfomů pocházejících z GC (viz dále) (Inoue et al., 2017).  

Kromě klonální proliferace probíhá v DZ také výše zmíněný proces somatické hypermutace 

variabilních oblastí IgH (SHM, somatic hypermutation) za účelem zvýšení variability BCR, 

resp. později produkovaných protilátek. Tento proces také souvisí s výše zmíněnou recirkulací 

buněk mezi LZ a DZ, jelikož se buňky, u kterých vlivem SHM nedošlo ke zvýšení afinity BCR 

vzhledem k danému antigenu, mohou vrátit do DZ a znovu tímto procesem projít. Proces 

recirkulace je ovlivněn aktivitou FOXO1, která byla pozorována zejména u buněk LZ 

exprimujících transkripční faktor c-MYC (Dominguez-Sola et al., 2015; Sander et al., 2015). 

Přestože je FOXO1 známým pozitivním regulátorem exprese genu Aicda kódujícího AID, není 

v případě delece FOXO1 proces SHM zcela narušen, na rozdíl od izotypového přesmyku (viz 

níže). Variabilní oblasti IgH buněk s delecí FOXO1 vykazovaly pouze menší množství mutací 

ve srovnání se svými protějšky bez delece (Dengler et al., 2008; Sander et al., 2015). Takové 

buňky, přestože fenotypově připomínají buňky LZ (viz výše), tedy podstupují SHM a také 

intenzivně proliferují, z čehož vyplývá, že tyto procesy nejsou zcela závislé na existenci DZ a 

aktivitě FOXO1 (Dominguez-Sola et al., 2015; Sander et al., 2015). FOXO1 také patrně 

určitým způsobem ovlivňuje proces selekce buněk v LZ, jelikož bylo zaznamenáno, že myší 

B buňky s mutovaným FOXO1 jsou citlivější k signálům z pomocných T lymfocytů, které 

přispívají k pozitivní selekci. Tyto mutace negativně ovlivnily reakci FOXO1 na signalizaci 

PI3K/Akt a také jeho interakci s DNA, čímž mohlo dojít k indukci exprese jiných než jeho 

obvyklých cílových genů. Takto byl napodoben proces pozitivní selekce, který může být 

podkladem expanze maligních B buněk u lymfomů vznikajících z buněk GC (Roberto et al., 

2021). Porovnání GC s přítomností funkčního FOXO1, resp. s jeho delecí, poskytuje obrázek 7. 

LZ je tedy místem selekce B buněk, jednak zpět do DZ, jednak pro další vývoj do 

plazmatických a paměťových buněk. B buňky, které prošly pozitivní selekcí (viz výše), zde 

absolvují izotypový přesmyk. Jde o proces vedoucí k tvorbě protilátek i jiných tříd než IgM 

a IgD, přičemž ústřední úlohu sehrává opět AID, tentokrát však závislá na aktivitě FOXO1 
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(Sander et al., 2015). Rozdílná míra závislosti exprese AID na FOXO1 patrně souvisí se 

zapojením více faktorů do regulace aktivity AID a také s rozdílnými doménami AID 

podílejícími se na procesu SHM, resp. CSR (class switch recombination, tj. izotypový přesmyk) 

(Omori et al., 2006). 

 

Obrázek 7: Polarizované GC (vlevo) a defektní GC v případě delece FOXO1 (vpravo). 

GC-B – B lymfocyty germinálních center, TFH – folikulární pomocné T lymfocyty, FDC – 

folikulární dendritické buňky (Sander et al., 2015; upraveno). 

Význam FOXO1 v procesu CSR vyplývá ze skutečnosti, že inhibice PI3K (ať už 

prostřednictvím fosfatázy PTEN, či inhibitoru katalytické podjednotky PI3K), vede ke zvýšení 

četnosti CSR v kultivovaných B buňkách. Naopak u buněk s delecí PTEN nebyly žádné jiné 

třídy protilátek pozorovány. PI3K signalizace ovlivňuje řadu efektorových molekul, jednou 

z nich je transkripční faktor PRDM1, jehož delece vedla k částečné obnově průběhu CSR. 

Hlavním cílem PI3K je však Akt (viz regulace). V případě přítomnosti nepřetržitě aktivní formy 

Akt (myrAkt) byl pozorován blok CSR (Omori et al., 2006). V souladu s recipročním vztahem 

mezi aktivitou Akt a FOXO1 je defektní CSR pozorována i u B buněk s delecí FOXO1. 

Příčinou defektu CSR je chybějící nárůst exprese AID po imunizaci těchto buněk. Právě 

FOXO1 byl, jak již bylo zmíněno výše, prokázán jako pozitivní regulátor transkripce genu 

Aicda, kódujícího AID, což podtrhuje jeho klíčovou úlohu v tomto významném procesu 

(Dengler et al., 2008). 
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4.5 Plazmatické a paměťové buňky 

Z B buněk, které úspěšně prošly afinitní maturací, selekcí a CSR, se stávají dlouho žijící 

paměťové a plazmatické buňky. Pro paměťové B buňky je typická recirkulace, zatímco 

plazmatické se vyskytují převážně v kostní dřeni. Pro jejich správné funkce je zásadní 

přítomnost povrchových receptorů, které zajišťují nezbytnou komunikaci s mikroprostředím 

(Blink et al., 2005).  

Pro udržení populace plazmatických buněk jsou podstatné zejména signalizace 

prostřednictvím APRIL a PI3K, přičemž oba signály nakonec vedou k inhibici aktivity určitých 

kaspáz, a tedy přežití buněk. PI3K je zde aktivována na základě kontaktu povrchových integrinů 

plazmatických buněk se stromálními buňkami kostní dřeně. PI3K signalizace inhibuje FOXO1, 

resp. FOXO3. Význam této signalizace pro přežití plazmatických buněk je patrný při inhibici 

PI3K, která měla za následek signifikantní úbytek jejich počtu. Role FOXO1/3 jako efektorů 

této signalizace byla potvrzena využitím siRNA, inhibující FOXO1/3, což plazmatické buňky 

před apoptózou ochránilo. Inhibice FOXO1 a FOXO3 je tak dostačující náhrada kontaktu 

plazmatických a stromálních buněk. Prokázanými kaspázami, které v důsledku inhibice 

FOXO1/3 nejsou aktivovány, jsou Casp3 a Casp7, které souvisejí s mitochondriálním stresem 

(Cornelis et al., 2020). Negativní účinek transkripčních faktorů FOXO na vznik a přežití 

plazmatických buněk také souvisí se skutečností, že jde o přímé pozitivní regulátory exprese 

FOXP1, jehož aktivita narušuje diferenciaci plazmatických buněk (van Boxtel et al., 2013; 

van Keimpema et al., 2015). 

Nicméně aktivita FOXO není pro plazmatické buňky zcela postradatelná. Ve fázi 

diferenciace nezralých plazmatických buněk, plazmablastů, do zralých plazmocytů, dochází 

k nárůstu exprese určitých genů, včetně PRDM1 a FOXO3a. V této fázi vývoje plazmatických 

buněk je typická přítomnost transkripčního kofaktoru CITED2, což je známý transkripční cíl 

FOXO3a (Affer et al., 2014; Bakker et al., 2007). Aktivita FOXO3a je patrně též významná 

pro klidové dlouho žijící plazmatické buňky, jelikož díky ní mohou opustit buněčný cyklus 

(Tooze, 2013). 
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5 FOXO v biologii maligních B lymfocytů 

Transkripční faktory FOXO se u řady neoplazií chovají jako tumor supresory, přičemž ani 

B buněčné malignity nejsou v tomto aspektu výjimkou. V posledních letech však byla 

zaznamenána i jejich aktivita jakožto induktorů tumorigeneze. Obě tyto role FOXO jsou 

podstatné pro patogenezi leukémií a lymfomů vznikajících z B lymfocytů a budou podrobně 

popsány v této kapitole. Obecně lze říci, že FOXO3a vykazuje převážně tumor supresorovou 

aktivitu, zatímco FOXO1 se více uplatňuje i v onkogenezi. Aktivita obou těchto transkripčních 

faktorů také ovlivňuje účinek některých terapeutik, ať už jej přímo zprostředkovává, či naopak 

zodpovídá za vznik rezistence. 

5.1 Chronická lymfocytární leukémie 

Chronická lymfocytární leukémie (CLL) je jednou z nejčastějších forem leukémie v západních 

zemích. Typicky postihuje jedince starší 65 let, častěji muže než ženy. Toto onemocnění vzniká 

v důsledku klonální proliferace zralých B lymfocytů, které jsou pak přítomny v periferní krvi, 

kostní dřeni, lymfatických uzlinách, játrech, slezině i jiných orgánech. Počet lymfocytů v krvi 

převyšuje 5×109/l, u některých pacientů dokonce 500×109/l. Mezi typické symptomy patří 

hepatosplenomegalie, úbytek hmotnosti, únava až vyčerpání a noční pocení (tzv. B symptomy). 

Projevy, stejně jako průběh onemocnění, jsou však velmi heterogenní. Zatímco u některých 

pacientů může jít o indolentní onemocnění bez větších komplikací, u jiných může mít CLL 

velmi agresivní průběh vyžadující okamžitou léčbu (Messmer et al., 2005). 

Typickými povrchovými markery buněk CLL jsou molekuly CD5, CD19 a CD23. Míra 

exprese určitých dalších molekul pak může korelovat se závažností onemocnění. Mezi 

významné prognostické markery pak patří transmembránový glykoprotein CD38, CD49d 

a kináza z rodiny Syk, ZAP-70. Aktivita ZAP-70 značící horší prognózu je asociována se 

zvýšenou signalizací skrze povrchový BCR (Bulian et al., 2014; Damle et al., 1999; Rassenti 

et al., 2004; Schroers et al., 2005). Na základě exprese mutovaného, resp. nemutovaného IgVH, 

se rozlišují dva podtypy CLL, lišící se svým klinickým průběhem. Nemutovaný stav IgVH 

značí, že CLL buňky pocházejí z B buněk, které ještě neprošly vývojem v GC. Tento typ CLL 

má agresivnější průběh ve srovnání s druhým typem, pro který je typická přítomnost 

mutovaného IgVH, a tedy fenotyp podobný B buňkám, které již prošly diferenciací v GC 

(Damle et al., 1999). Jako další prognostické markery mohou sloužit typické mutace. 
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S nepříznivou prognózou se pojí např. del(17p) vedoucí ke ztrátě genu TP53 či del(11q) 

ovlivňující ATM. Naopak s lepší prognózou je asociována del(13q) či trizomie chromozomu 12 

(Döhner et al., 2000). 

Patofyziologie CLL je velmi složitá a podílí se na ní řada faktorů, ať už uvnitř maligních 

buněk, či v okolním mikroprostředí. Velmi podstatnou úlohu má BCR signalizace, jejíž 

deregulace vede k podpoře proliferace prostřednictvím aktivace řady efektorových molekul. 

Jak již bylo zmíněno v předchozích kapitolách, BCR signalizace vede k aktivaci PI3K/Akt 

(Stevenson et al., 2011). Důsledkem této signalizace je nepřetržitá aktivita Akt, která byla 

u buněk CLL pozorována. Akt pak sehrává důležitou roli v přežití leukemických buněk, jelikož 

bylo pozorováno, že využití inhibitorů Akt vede k jejich apoptóze (Zhuang et al., 2010). 

V tomto kontextu reguluje Akt geny NOXA, PUMA, jejichž exprese se v přítomnosti inhibitoru 

Akt zvýšila. Naopak hladiny proteinu MCL1 se po využití těchto inhibitorů snižují (de Frias 

et al., 2009). Možná souvislost s významem FOXO3a zde vyplývá ze skutečnosti, že právě 

FOXO3a je regulátorem exprese genu PUMA. Za nepřítomnosti inhibiční aktivity Akt je tak 

FOXO3a aktivní a může indukovat expresi PUMA, což je mediátor apoptózy (You et al., 2006). 

Zabránění exportu FOXO3a z jádra, a tedy zachování jeho transkripční aktivity, je jedním 

z mechanismů indukce apoptózy CLL buněk během terapie využívající ibrutinib, inhibitor 

BTK. Právě udržení FOXO3a v jádře a jeho proapoptická aktivita představují jednu z možností 

překonání získané rezistence na tento způsob terapie (Kapoor et al., 2019). Význam FOXO3a 

jako potenciálního tumorsupresoru u CLL je také podpořen korelací mezi výskytem delecí 

zahrnujících oblast 6q21, kde se nachází mimo jiné lokus FOXO3a, a horší prognózou pacientů. 

Ztráta proapoptické aktivity FOXO3a tak může významně přispívat k agresivitě onemocnění 

(Jarosova et al., 2017). Na rozdíl od FOXO3a může být aktivita FOXO1 přítomného v jádře 

CLL buněk při terapii pomocí idelalisibu, inhibitoru δ-podjednotky PI3K, v některých 

případech příčinou vzniku rezistence na tuto formu terapie. FOXO1 zde, za stimulace 

prostřednictvím GSK3, indukuje expresi Igf1r. Právě zvýšené hladiny IGF1R jsou klíčové pro 

přežití CLL buněk i v případě inhibice signalizace PI3K, jelikož vedou ke zvýšené signalizaci 

prostřednictvím MAPK (Scheffold et al., 2019). 
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Obrázek 8: Porovnání aktivity FOXO1/GAB1/Akt u CXCR4dimCD5bright (vlevo) 

a CXCR4brightCD5dim (vpravo) buněk CLL. Během tranzice proliferující části populace 

(CXCR4dimCD5bright buňky) buněk CLL do klidové (CXCR4brightCD5dim buňky) dochází ke 

zvýšení hladin GAB1. Toto vede k nárůstu migrace a podpoře přežití CLL buněk v periferii 

díky „tonické“ Akt signalizaci. Interakce s mikroprostředím prostřednictvím povrchových 

receptorů pak vede ke snížení hladin GAB1, a to v důsledku aktivity Akt, která inhibuje 

FOXO1. Inhibice GAB1 má za následek snížení migrace, narušení „tonické“ aktivity Akt 

a zablokování kompenzační aktivity Akt při terapii využívající ibrutinib (Seda et al., 2021; 

upraveno). 

PI3K je také aktivována prostřednictvím chemokinových receptorů, čímž zajišťuje 

komunikaci buněk CLL s mikroprostředím nezbytnou pro jejich přežití. Přítomnost 

homeostatických chemokinů, jako jsou CXCL12, CXCL13, CCL21 a CCL19, vede nakonec 

přes PI3K/Akt k inhibici FOXO3a, a tedy k útlumu jeho proapoptické aktivity (Ticchioni et al., 

2007). Chemokinové receptory na povrchu buněk CLL jsou také mediátory recirkulace mezi 
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periferní krví a lymfatickými tkáněmi. Na migraci buněk CLL se podílí zejména receptor 

CXCR4, selektin CD62L a integrin VLA4. Míra exprese těchto povrchových molekul (zejména 

pak CXCR4 a CD5) se může u buněk CLL lišit v závislosti na jejich vztahu k mikroprostředí. 

CXCR4dimCD5bright buňky představují proliferující část populace, která recentně opustila 

lymfatické orgány. Naproti tomu se CXCR4brightCD5dim buňky nacházejí v klidovém stavu a 

jsou připraveny k návratu do mikroprostředí. U této populace byly zaznamenány zvýšené 

hladiny proteinu GAB1, což je adaptorový protein představující spojovací článek mezi 

signalizacemi BCR a PI3K/Akt v maligních B buňkách (Nishida et al., 1999; Seda et al., 2021). 

Přímým pozitivním regulátorem exprese GAB1 je právě FOXO1. Aktivita GAB1 vede jednak 

ke zvýšené migraci buněk směrem k chemokinům v mikroprostředí, jednak stimuluje 

„tonickou“ Akt signalizaci, díky které CLL buňky přežívají v periferní krvi. Tato však zcela 

nepotlačuje transkripční aktivitu FOXO1. Osa FOXO1/GAB1/Akt může také tvořit adaptační 

mechanismus CLL buněk na terapii pomocí inhibitorů BCR signalizace, např. výše zmíněného 

ibrutinibu. Absence signálů z mikroprostředí, způsobená aktivitou BCR inhibitorů, může být 

plně kompenzována aktivitou Akt vyvolanou zvýšenými hladinami FOXO1/GAB1, díky 

čemuž buňky CLL tuto terapii přežívají. Efektivním způsobem inhibice migrace a indukce 

apoptózy těchto buněk je využití ibrutinibu v kombinaci s inhibitorem GAB1 (Seda et al., 

2021). Porovnání výše zmíněných subpopulací buněk CLL a jejich rozdílů v aktivitě 

FOXO1/GAB1/Akt představuje obrázek 8. 

5.2 Burkittův lymfom 

Burkittův lymfom (BL) je velmi agresivní B buněčná malignita typická vysokou mitotickou 

aktivitou a průběhem mnohdy připomínajícím akutní leukémii. BL buňky mají původ 

v buňkách germinálních center. Endemická varianta související s infekcí EBV je typická pro 

oblast rovníkové Afriky a Nové Guinei. Projevuje se zejména postižením čelisti či jiné 

obličejové kosti, a to nejčastěji u chlapců mezi 4. a 7. rokem života. Forma sporadická rovněž 

postihuje častěji chlapce, nicméně se projevuje nejen v dětství, ale i u mladých dospělých. 

Většinou se manifestuje v břišní dutině, u děvčat v pubertě může postihnout i prsa. Výskyt 

v lymfatických uzlinách, kostní dřeni a periferní krvi též není výjimkou, zejména u formy 

spojené s imunodeficitem (Pickleman et al., 1972). 

Pro buňky BL je typická silná exprese CD10, CD38, BCL-6 a Ki-67 odrážející vysokou 

mitotickou aktivitu. Patofyziologie BL je spojena s postižením genu c-MYC. Často dochází 
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k jeho translokaci do blízkosti genu pro těžký řetězec imunoglobulinu, tj. t(8;14)(q24;q32), 

případně t(2;8) či t(8;22), čímž je tento protoonkogen aktivován (Zani et al., 1996). Zvýšená 

aktivita c-MYC je sice pro maligní buňky výhodná, jelikož zabraňuje další diferenciaci 

a podporuje intenzivní proliferaci, nicméně také zvyšuje jejich náchylnost k apoptóze. Před tou 

jsou BL buňky chráněny intenzivní signalizací prostřednictvím PI3K/Akt. PI3K jednak přímo 

podporuje aktivitu c-MYC, např. brání jeho degradaci či inhibuje aktivitu jeho antagonisty, 

jednak zajišťuje nezbytnou signalizaci pro přežití BL buněk. U BL byla totiž prokázána absence 

signalizace aktivující NF-κB, která bývá typicky deregulována u jiných lymfoproliferací 

(Sander et al., 2012).  

Přestože je u buněk BL signalizace PI3K/Akt aktivní, je u nich pozorována akumulace 

FOXO1 v jádře, a má tady spíše onkogenní vlastnosti. Inhibiční účinek Akt je narušen 

v důsledku výskytu mutací FOXO1, typicky v místech, které Akt fosforyluje. Jako nejvíce 

frekventovaná se jeví mutace v místě T24, pozorovaná zejména u vzorků sporadických BL. 

Tato se u vzorků endemické formy BL vyskytovala pouze zřídka, na rozdíl od mutace v místě 

S22. V tomto případě sice nejde o mutaci přímo v místě fosforylace, nicméně se S22 nachází v 

oblasti rozpoznávané Akt a případná mutace tak fosforylaci může narušovat (Zhou et al., 2019).  

 
Obrázek 9: Vliv signalizace PI3K/Akt na aktivitu FOXO1 v normálních B buňkách 

(vlevo) a v buňkách BL s mutací FOXO1 (vpravo). V případě vysokých hladin PI3K dochází 

k fosforylaci FOXO1 prostřednictvím Akt. Tato vede k exportu FOXO1 z jádra, interakci s 14-

3-3 proteiny a jeho následné degradaci. FOXO1 je přítomen v jádře, a tedy transkripčně aktivní, 

v případě snížení hladin PI3K. Přítomnost mutací v místě T24 vede k rezistenci FOXO1 vůči 
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fosforylační aktivitě Akt a také narušuje interakci s 14-3-3 proteiny. FOXO1 a PI3K jsou tak 

aktivní současně (Kabrani et al., 2018; upraveno). 

Mutace v T24 také narušuje interakci FOXO1 s 14-3-3 proteiny, a tedy jeho následnou 

degradaci (viz obrázek 9). Pro podporu tumorigeneze však není rozhodující mutační status 

FOXO1. Ukazuje se, že zásadní je zejména samotná přítomnost aktivního FOXO1 v jádře, které 

nutně nemusí být dosaženo zmiňovanými mutacemi. Molekulární mechanismus retence 

nemutovaného FOXO1 v jádře však zatím zůstává neobjasněn. FOXO1 zde patrně spouští 

transkripční program podobný tomu v DZ (viz kapitola 4), přičemž část exprimovaných genů 

je společná pro normální B buňky a jejich maligní protějšky. Výsledkem této deregulované 

aktivity FOXO1 je pak intenzivní proliferace a inhibice proapoptických signálů (Kabrani et al., 

2018). Využití inhibitorů FOXO1 se ukázalo jako efektivní způsob vyvolání buněčné smrti a 

zabránění další expanze maligních buněk, čímž se FOXO1 stává atraktivním farmakologickým 

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

5.3 Folikulární lymfom 

Buňky folikulárního lymfomu (FL) též pocházejí z buněk GC, nicméně si tento typ lymfomu 

alespoň částečně zachovává folikulární strukturu, na rozdíl např. od BL. Ve většině případů 

postihuje uzliny, ale napadá také slezinu a lymfatickou tkáň Waldeyerova okruhu. Relativně 

časté je postižení kostní dřeně, k leukemizaci však ve většině případů nedochází. V porovnání 

s BL má FL výrazně méně progredující průběh. Komplikací však může být jeho transformace 

do více agresivního difuzního velkobuněčného lymfomu (DLBCL; viz dále) (Lo Coco et al., 

1993). 

Diagnostika se opírá zejména o histologii, jelikož buňky FL vykazují typickou morfologii, 

s jádry tvaru „kávového zrna“. Kromě antigenů typických pro B buňky exprimují buňky FL 

ještě CD10, naopak CD5 přítomen není. Cytogenetický nález v 80 % případů představuje 

t(14;18)(q32;q21). Takto se gen BCL-2 dostává do blízkosti genu pro těžký řetězec 

imunoglobulinu, což vede k nárůstu jeho exprese, a tedy zvýšené odolnosti maligních buněk 

k apoptóze (Matolcsy et al., 1996).  

Signalizace PI3K/Akt a také mTOR sehrávají podstatnou úlohu v patogenezi FL, jelikož 

jejich inhibice vede ke snížení počtu maligních buněk. K úplné regresi tumoru však nedostačuje 

(García-Martínez et al., 2011). Jedním z mechanismů vedoucích k potlačení expanze maligních 
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buněk po inhibici PI3K/Akt je indukce exprese negativního regulátoru buněčného cyklu, 

p27kip1. Funkce transkripčních faktorů FOXO jako přímých regulátorů exprese p27kip1 byla již 

dříve popsána. V kontextu nehodgkinských lymfomů (NHL) tuto úlohu vykonává FOXO3a. 

Nárůst jeho množství v buňkách po inhibici PI3K/Akt koreluje se vzestupem hladin p27kip1. 

Naopak množství Ki-67 se významně snížilo, což odráží pokles proliferační aktivity těchto 

buněk. Zvýšená signalizace PI3K/Akt tak vede v maligních B lymfocytech k potlačení aktivity 

FOXO3a, a tedy deregulaci průběhu buněčného cyklu vedoucímu k intenzivní proliferaci (Zhao 

et al., 2008). 

FOXO1 patří u FL mezi 7 nejčastěji mutovaných genů, které jsou součástí klinického 

skórovacího systému mZ-FLIPI, přičemž bylo prokázáno, že se přítomnost mutovaného 

FOXO1 pojí s horší prognózou. Incidence mutací FOXO1 se u FL pohybuje okolo 5 %. (Pastore 

et al., 2015). Naproti tomu u transformovaného FL byly mutace FOXO1 zaznamenány u 15 % 

případů. Jedná se o bodové missense mutace vedoucí ke zvýšení jeho aktivity (Pasqualucci 

et al., 2014). FOXO1 i zde patří mezi rekurentně mutované geny, stejně jako např. MYD88 či 

CARD11, spolu s kterými se tak pravděpodobně podílí na progresi onemocnění, a to např. 

prostřednictvím indukce exprese proliferaci podporujícího proteinu BCL-6 (viz kapitola 4), 

který následně potlačuje expresi p53 (Bouska et al., 2017; Phan et Dalla-Favera, 2004). Právě 

narušení aktivity p53 bylo již dříve popsáno jako jeden z klíčových mechanismů histologické 

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

5.4 Difuzní velkobuněčný B lymfom 

Difuzní velkobuněčný lymfom (DLBCL) je lymfoproliferativní onemocnění nejasné etiologie, 

pro které je typická přítomnost velkých neoplastických buněk z B buněčné linie. Může vznikat 

de novo, přičemž se pak označuje jako primární DLBCL nebo jako progrese jiných B 

buněčných malignit (např. CLL či FL). Uzliny i extranodální tkáně (zejména GIT, kosti, slezina, 

slinné žlázy, štítná žláza, játra, ledviny a nadledviny, případně i kůže) postihuje difuzní 

infiltrací. Kostní dřeň zasahuje relativně vzácně (Rao et al., 1998). 

Buňky DLBCL exprimují typické markery B buněk, v 50–75 % případů také povrchový 

imunoglobulin (IgM, IgG, IgA). Z cytogenetických abnormalit je nejčastější postižení oblasti 

3q27, které je popisováno u 30 % pacientů. Mutovány jsou zde regulační oblasti genu BCL-6, 

jejichž poškození se následně podílí na patogenezi. DLBCL lze dle původu maligních buněk 

rozdělit do dvou podtypů lišících se cytogenetickými abnormalitami a prognózou. Buňky  
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ABC-DLBCL vznikají z aktivovaných B buněk a jejich expresní profil má charakteristiku 

plazmocytů a aktivovaných B buněk. V buňkách GC mají původ buňky podtypu GC-DLBCL, 

které si zachovávají určité charakteristiky normálních buněk GC (Tagawa et al., 2005). 

V patogenezi, stejně jako u jiných NHL, sehrává důležitou úlohu signalizace PI3K/Akt. 

Jednak inhibuje proapoptickou aktivitu FOXO3a (způsobenou indukcí exprese p27kip1), jednak 

také fosforyluje FOXO1 (Uddin et al., 2006; Zhao et al., 2008). Inhibice FOXO1 je důležitým 

faktorem odolnosti maligních buněk k apoptóze. K její indukci prostřednictvím FOXO1 

dochází např. při využití inhibitorů Akt a Syk, což souvisí se závislostí buněk DLBCL na 

tonické BCR signalizaci (Szydlowski et al., 2016). Nárůst intenzity signalizace PI3K/Akt může 

být podpořen také ztrátou PTEN (častěji u GC-DLBCL) či prostřednictvím miRNA. Konkrétně 

miR-21 inhibuje expresi jak PTEN, tak samotného FOXO1 (Go et al., 2015; Pfeifer et al., 

2013). FOXO1 se v tomto kontextu chová jako tumor supresor a jeho úplná ztráta, prokázaná 

u 20 % zkoumaných případů DLBCL, je asociována s kratší celkovou dobou přežití pacientů 

(Szydlowski et al., 2016). 

U pacientů s DLBCL, u kterých byl prokázán mutovaný FOXO1, byla také zaznamenána 

kratší celková doba přežití, ve srovnání s pacienty bez mutací v tomto genu. Z jeho mutačního 

statusu se tak stává potenciální prognostický marker. Prevalence mutací FOXO1 u zkoumaných 

případu představovala 8,6 %. Nejčastěji byly lokalizovány na N-konci řetězce, včetně místa 

T24, narušujícího export z FOXO1 z jádra. Zaznamenána byla i mutace v DBD narušující 

interakci tohoto transkripčního faktoru s DNA, a tedy naopak inhibující jeho aktivitu (Trinh 

et al., 2013). Výskyt mutací FOXO1, doprovázený mutacemi určitých dalších genů, byl 

zaznamenán zejména u relapsovaného/refrakterního GC-DLBCL, kde se patrně spolupodílí na 

rezistenci vůči terapii (Morin et al., 2016). FOXO1 tak v patogenezi DLBCL může sehrávat 

dvojí úlohu, a to v závislosti na přítomnosti, resp. nepřítomnosti mutací. Významné je tedy 

udržení aktivity FOXO1 v určité rovnováze, přičemž její vychýlení, ať už ve smyslu zvýšení, 

či snížení, může mít vliv na progresi onemocnění. 

Za další z podtypů DLBCL lze považovat i primární mediastinální velkobuněčný B lymfom 

(PMBL). Představuje asi 2 % NHL a jeho výskyt je nejčastější u mladých žen. Řadou svých 

morfologických i patofyziologických charakteristik připomíná klasický Hodgkinův lymfom 

(Tsang et al., 1996). Stejně jako u Hodgkinova lymfomu je i u PMBL klíčovým onkogenním 

mechanismem snížení hladin, až úplná inhibice FOXO1 (viz dále) (Xie et al., 2014).  
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5.5 Lymfom z plášťových buněk 

Lymfom z plášťových buněk (MCL) vzniká v důsledku maligního zvratu B buněk plášťové 

zóny lymfatických folikulů. Postihuje především uzliny, v pozdějších stadiích i játra, slezinu 

a kostní dřeň. K leukemizaci dochází u 25–75 % případů. Diagnostikován bývá typicky 

u pacientů středního a vyššího věku, poměrně často až v pokročilé fázi choroby. Z povrchových 

markerů je typická přítomnost CD5, čímž se odlišuje od FL. Exprese CD23 je jen velmi slabá 

či zcela chybí. Charakteristická je deregulovaná exprese cyklinu D1, a to v důsledku t(11;14). 

Jeho zvýšená exprese zapříčiňuje progresi buněčného cyklu z G1 do S fáze a z toho vyplývající 

podporu proliferace. Skutečnost, že exprese cyklinu D1 je negativně regulována transkripčními 

faktory FOXO, naznačuje možný význam jejich inhibice v patofyziologii MCL (Schmidt et al., 

2002). 

Děje se tomu tak opět prostřednictvím signalizace PI3K/Akt, jejíž narušení vede u buněk 

MCL k apoptóze. Zvýšené množství aktivovaného Akt bylo detekováno zejména u 

agresivnější, tzv. blastoidní formy MCL. Příčinou by mohla být úplná absence či snížení 

exprese PTEN či výskyt aktivační mutace přímo u PI3K. Svůj podíl má také miRNA, konkrétně 

cluster miR-17~92 podporuje aktivitu PI3K inhibicí fosfatázy PHLPP2, která je negativním 

regulátorem PI3K, stejně jako PTEN. Výsledná zvýšená aktivita Akt následně vede 

k fosforylaci řady efektorových molekul, včetně FOXO3a (Rao et al., 2012; Rudelius et al., 

2006). Jak u buněčných linií MCL, tak u pacientských vzorků byl prokázán výskyt 

cytoplazmatického, a tedy inaktivovaného FOXO3a. Z výsledku experimentů, aktivujících 

FOXO3a v těchto vzorcích, vyplývá ústřední úloha FOXO3a jako induktoru apoptózy buněk 

MCL. Právě inhibice jeho proapoptické aktivity je tedy klíčovým faktorem patogeneze MCL. 

Role FOXO1 se v tomto kontextu nezdá natolik významná, přestože je u buněk MCL také 

přítomen, avšak ve srovnání s FOXO3a v daleko menším množství (Obrador-Hevia et al., 

2012). 

5.6 Hodgkinův lymfom 

Hodgkinův lymfom (HL) se od ostatních lymfoproliferativních onemocnění (označovaných 

také jako NHL, viz výše) odlišuje zejména přítomností specifických buněčných populací, které 

mohou být značně odlišné od typického fenotypu B buněk. Jsou to jednak mononukleární buňky 

Hodgkinovy, vícejaderné buňky Reedové-Sternberga a také různorodé nenádorové buňky, 
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zánětlivé či podpůrné. Na základě poměru zastoupení těchto buněk, ale i dalších histologických 

kritérií, se pak HL rozdělují do několika typů. HL obecně představují přibližně 30 % všech 

lymfomů. Typicky se manifestují u mladých dospělých, u kterých postihují uzliny zejména 

v krční oblasti. V nátěru periferní krve ani v aspirační biopsii kostní dřeně nebývají maligní 

buňky detekovatelné, diagnóza se opírá o histologii napadené uzliny. Téměř polovina pacientů 

vykazuje symptomy typické pro lymfoproliferativní onemocnění, tedy úbytek hmotnosti, noční 

pocení a subfebrilie. Fenotyp buněk HL je typicky CD30+, CD15+, Ki67+ a často CD45- 

(Kanzler et al., 1996).  

Odlišnost HL od jiných lymfoproliferací je patrná i co se exprese FOXO1 týče. Zatímco 

u NHL jsou jeho hladiny udržovány na určité úrovni, mnohdy i stejné jako u normálních B 

buněk, je u HL jeho exprese zcela potlačena. Kromě fosforylace prostřednictvím PI3K/Akt, 

jejíž vysoká aktivita je pro buňky HL typická, se zde uplatňují i jiné mechanismy inhibující 

FOXO1. K inhibici pomocí fosforylace zde vede také dráha MAPK/ERK, jejíž nepřetržitá 

aktivita je pro HL taktéž charakteristická. Dále je exprese FOXO1 potlačována i na úrovni 

transkripce, a to díky přítomnosti zvýšeného množství specifických miRNA, konkrétně  

miR-96, miR-182 a miR-183. Kombinace těchto faktorů vede k efektivnímu zastavení veškeré 

aktivity FOXO1. Jeho nepřítomnost však nemusí být způsobena pouze aktivní represí. Mezi 

rekurentní cytogenetické abnormality totiž patří delece v oblasti 13q14, detekována u 11,3 % 

zkoumaných případů HL. V této oblasti se nachází lokus FOXO1, jehož exprese tak v důsledku 

delece není vůbec umožněna (Xie et al., 2012).  

Ukazuje se, že inhibice FOXO1 není pro buňky HL významná pouze pro potlačení jeho 

proapoptické aktivity. Nepřítomnost FOXO1 totiž zabraňuje expresi genu pro PRDM1, což je 

významný induktor diferenciace plazmatických buněk. Tento vývoj je však u buněk HL 

potlačen, v čemž FOXO1 pravděpodobně sehrává podstatnou úlohu. Vzhledem k reciprokému 

vztahu mezi expresí PRDM1 a BCL-6, jehož induktorem je právě FOXO1, se pravděpodobně 

u FOXO1 jedná o aktivitu přítomnou výhradně u HL. Tato hypotéza je podpořena i skutečností, 

že u normálních B buněk nebyla pozorována role FOXO1 v diferenciaci do stadia buněk 

plazmatických (Vogel et al., 2014). Naopak zvýšení hladin FOXO3a v procesu diferenciace 

plazmocytů již bylo dříve popsáno. U HL, vzhledem k nutnosti potlačení další diferenciace, je 

aktivita FOXO3a částečně tlumena. Stejně jako u FOXO1 i narušení inhibice FOXO3a vede ke 

zvýšení hladin PRDM1 a podpoře diferenciace plazmatických buněk. Kromě výše zmíněných 

regulací prostřednictvím fosforylace, společných pro FOXO1 a FOXO3a, se na inhibici exprese 



 

44 
 

FOXO3a u HL podílí také miR-155 (Osswald et al., 2018). Exprese FOXO3a však, jak již bylo 

zmíněno výše, není u buněk HL inhibována úplně. Její míra se pak v rámci jednotlivých 

buněčných populací HL liší, přičemž nejvyšší byla zaznamenána u klidových Hodgkinových 

buněk, potenciálně představujících rakovinné iniciační buňky, tj. CIC (cancer-initiating cells) 

(Ikeda et al., 2013). 

5.7 Mnohočetný myelom a Waldenströmova makroglobulinémie 

Mnohočetný myelom (MM) je onemocnění postihující kostní dřeň, ve které dochází ke klonální 

proliferaci terminálně diferencovaných B buněk, tedy plazmocytů. Tyto navíc produkují 

monoklonální imunoglobulin, označovaný jako paraprotein, jehož akumulace v krevním řečišti 

může vést k poškození ledvin. Mezi další projevy MM patří zvýšení hladin Ca2+ v séru a z toho 

vyplývající polyurie, také dochází k rozvoji anémie. Postiženy jsou i kosti, přičemž přítomnost 

osteolytických ložisek je provázena chronickými bolestmi. Jde o relativně časté onemocnění 

představující 1 % ze všech malignit. Vznik tohoto onemocnění je spojován s chronickými 

infekcemi, případně s expozicí toxickým látkám či radiaci (Moreaux et al., 2011). 

Maligní plazmocyty exprimují silně CD38 a CD138, zatímco CD19 bývá při 

imunofenotypizaci negativní, na rozdíl od normálních plazmatických buněk. Až u 90 % 

nemocných bývá detekována nějaká cytogenetická abnormalita. Poměrně časté jsou translokace 

vedoucí k aktivaci protoonkogenu c-MYC v důsledku jeho přemístění do okolí silného 

enhanceru. Mezi rekurentně se vyskytující translokační oblasti patří i 6q21, kde se nachází 

lokus FOXO3a. V důsledku této translokace pak c-MYC využívá enhancer FOXO3a ke zvýšení 

míry své exprese (Affer et al., 2014). 

Patofyziologie buněk MM je silně závislá na signálech z mikroprostředí kostní dřeně. 

V reakci na přítomnost cytokinů či růstových faktorů (zejména IL-6 a IGF1) jsou pak 

potlačovány proapoptické a naopak stimulovány proliferační signální dráhy, zejména 

MAPK/ERK či PI3K/Akt (De Bruyne et al., 2010). Akt pak dále fosforyluje GSK3 a FOXO3a 

podílející se na negativní regulaci antiapoptického proteinu MCL1 charakteristického pro 

plazmatické buňky. Jeho exprese, stejně jako dalších cílových genů FOXO3a (tj. FasL, Bim, 

p27kip), je tak efektivně tlumena, což má za následek vysokou odolnost buněk MM k apoptóze 

i léčbě. Právě osa Akt/FOXO3a představuje atraktivní terapeutický cíl pro využití specifických 

inhibitorů. Množství Akt, resp. FOXO3a, v buňkách je také prognostickým markerem, přičemž 

s nepříznivou prognózou se pojí vysoká aktivita Akt a nepřítomnost FOXO3a (Bloedjes et al., 
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2020; Y. Zhou et al., 2008). Kromě regulace prostřednictvím fosforylace však signalizace 

PI3K/Akt a MAPK/ERK ovlivňují u MM FOXO3a i na epigenetické úrovni, jelikož v oblasti 

jeho promotoru zvyšují metylaci H3K9, zatímco metylaci H3K4 redukují (De Bruyne et al., 

2010). 

Inhibice FOXO3a sehrává podstatnou úlohu i u Waldenströmovy makroglobulinémie 

(WM), což je lymfoproliferativní onemocnění typické přítomností plazmocytoidních lymfocytů 

secernujících ve velké míře IgM. Od MM se odlišuje méně diferenciovanými neoplastickými 

buňkami, které infiltrují převážně kostní dřeň, slezinu a lymfatické uzliny. Symptomy jsou 

způsobeny, podobně jako u MM, zejména v důsledku velkého množství monoklonálního 

proteinu v krvi (vedoucího až k tzv. hyperviskóznímu syndromu). Pro WM je typický výskyt 

aktivačních mutací MYD88 či CXCR4, které následně stimulují expresi antiapoptických 

proteinů z rodiny BCL-2. Naopak exprese proteinu Bim, aktivátoru apoptózy, je zde 

inhibována, a to prostřednictvím miR-155. Jejím cílem je FOXO3a, pozitivní regulátor exprese 

Bim, jehož aktivita je takto zcela zastavena (Gaudette et al., 2016). 
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Závěr 

Transkripční faktory z rodiny FOXO se podílejí na regulaci metabolismu, diferenciace a funkcí 

mnoha typů buněk. Jejich aktivita je nezbytná i pro správný vývoj a funkci B buněk, přičemž 

konkrétní mechanismy, kterými se na těchto procesech podílejí, byly v posledních letech 

předmětem řady studií. V tomto kontextu byly jako nejvýznamnější identifikovány FOXO1 a 

FOXO3a, které představují hlavní efektory signální dráhy PI3K/Akt. Tato signalizace inhibuje 

jejich transkripční aktivitu, což je v souladu se známým významem PI3K/Akt jako signalizace 

podporující proliferaci, a transkripčních faktorů FOXO naopak jako inhibitorů buněčného cyklu 

a induktorů apoptózy. Mezi jejich transkripční cíle se zmíněnými funkcemi patří v kontextu B 

lymfocytů např. p27kip1 či proapoptické proteiny z rodiny BCL. 

Nicméně byl prokázán i opačný efekt jejich aktivity, a to konkrétně klonální expanze 

v germinálních centrech, kterou vyvolává FOXO1. K té dochází fyziologicky ve tmavé zóně, 

za jejíž vznik FOXO1 také zodpovídá, a to po procesech vedoucích k vytvoření více afinního 

BCR vzhledem k danému antigenu. Tato proliferaci podporující úloha FOXO1 může být 

podkladem patogeneze B buněčných malignit, vznikajících právě z buněk germinálních center, 

tedy např. Burkittova lymfomu. U tohoto onemocnění byla skutečně potvrzena přítomnost 

transkripčně aktivního FOXO1 v jádře, která patrně zodpovídá za klonální proliferaci 

maligních B lymfocytů. FOXO1 je zde rezistentní k inhibičnímu účinku PI3K/Akt, a to jednak 

v důsledku mutací v oblastech normálně fosforylovaných prostřednictvím Akt, jednak z příčin 

dosud zcela neobjasněných, 

U ostatních B buněčných malignit zmíněných v této práci obvykle dochází ke zvýšení 

intenzity signalizace PI3K/Akt, která obecně vede k podpoře buněčné proliferace, ke které 

přispívá také inhibice aktivity FOXO1 a FOXO3a. Vzhledem k tomu, že tato signalizace je 

provázána i se signální dráhou BCR, ovlivňují moderní cílená terapeutika inhibující BCR dráhu 

také aktivitu FOXO. Zabránění exportu FOXO1 a FOXO3a z jádra je jedním z mechanismů 

účinku ibrutinibu, inhibitoru Btk, či idelalisibu, inhibitoru PI3K. Nicméně ani zde nesehrávají 

FOXO zcela jednoznačnou úlohu, jelikož bylo prokázáno, že se FOXO1 může v určitém 

kontextu spolupodílet na vzniku rezistence k těmto terapeutikům. Konkrétně byla tato aktivita 

pozorována u buněk chronické lymfocytární leukémie, přičemž rezistence k oběma těmto 

léčivům byla zapříčiněna zvýšenou expresí rozdílných genů, jejichž společným regulátorem je 

FOXO1. 
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Z uvedených informací vyplývá, že přestože je o významu FOXO1 a FOXO3a, resp. jejich 

hlavní regulační signální dráhy PI3K/Akt, pro funkci normálních i maligních lymfocytů již 

známo mnoho, stále nejsou zcela objasněny všechny mechanismy jejich aktivity. Zdá se, že 

efekt transkripční aktivity FOXO1 a FOXO3a na procesy v B buňkách závisí na mnoha 

okolních faktorech, jelikož PI3K/Akt není jejich zdaleka jediným regulačním mechanismem. 

Právě pochopení složitých vztahů mezi různými dalšími signalizacemi, ale i např. mikroRNA 

či regulátory jejich transkripce, je klíčové pro budoucí výzkum a případný vývoj cílených 

terapeutik zaměřených proti FOXO samotným či jejich transkripční cílům, nebo naopak 

regulátorům. Míra exprese FOXO1, resp. FOXO3a či jejich mutační status může u některých 

B buněčných malignit představovat i potenciální prognostický marker, což nabízí další formu 

využití znalostí o těchto transkripčních faktorech v klinické praxi. 
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