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ANOTACE

Pojem homeobox vznikl spojenim ,,homeo* — stejny, pochazejici z vyrazu homeoza a
,,b0x*“ — oblast. Homeoboxové geny hraji fidici roli pti tvorbé a diferenciaci tkdni predevsim za
embryondlniho vyvoje. Poruchy regulace homeoboxovych genl tzce souvisi vyvojovymi
abnormalitami a Sirokou fadou chorob u dospélych. Vyskyt rakoviny je casto spojen
s poruSenim regulace homeoboxového genu. Maligni onemocnéni krevnich bunék je jednou
z Castych malignit jak v détském véku, tak 1 u dospélych, proto se vyzkum leukémie stal zasadni
pro mnoho védcti. Doposud neni prokdzano, jaké stadium maligni transformace je
homeoboxovymi geny ovlivnéno. Pfedmétem lékatského vyzkumu je i zkoumani vyznamu
homeoboxovych genl v patogenezi, zda maji kliCovy nebo jen vedlejsi efekt. HOXAO9 je fazen
mezi nejvice prozkoumany homeoboxovy gen v leukemogenezi. Je potvrzen vzajemny vztah
HOXADO9 s progndzami pacientll u nékterych leukémii. HOXA9 by mohl byt povazovan za cil
budoucich leukemickych terapii, protoze byl popsdn v mnoha studiich vliv HOXA9 na
leukemickou transformaci bun¢k. Tato bakalafska prace je zaméfena na leukémie, a pfedevsim

na gen HOXA9, u néhoZ je patrna souvislost s leukemickou transformaci krevnich bunék.

KLIiCOVA SLOVA

Gen HOXA9, homeoboxové geny, leukémie, hematopoéza, leukemicka transformace

krevnich bunék



TITLE

HOXA9 gene and hematopoietic stem cell transformation in leukemia

ANNOTATION

The term homeobox originated from the combination "homeo" - the same, derived from
the term homeosis and "box" - area. Homeobox genes play a controlling role in tissue formation
and differentiation, especially during embryonic development. Disorders of homeobox gene
regulation are closely related to developmental abnormalities and a wide range of diseases in
adults. The occurrence of cancer is often associated with dysregulation of the homeobox gene.
Blood cell malignancy is one of the common malignancies in both children and adults, so
leukemia research has become essential for many scientists. It is not yet proven what stage of
malignant transformation is affected by homeobox genes. The subject of medical research is
also the study of the importance of homeobox genes in the pathogenesis, whether they have a
key or only a side effect. HOXA9 is ranked among the most studied homeobox genes in
leukemogenesis. The relationship of HOXA9 with the prognosis of patients with some
leukemias is confirmed. HOXA9 could be considered a target for future leukemic therapies, as
the effect of HOXA9 on leukemic cell transformation has been described in many studies. This
bachelor thesis is focused on leukemia, and especially on the HOXA9 gene, which is clearly

associated with leukemic transformation of blood cells.

KEYWORDS

HOXA9 gene, homeobox genes, leukemia, hematopoesis, leukemic transformation of

blood cell
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TERMINOLOGIE

Aberace — strukturni zména chromozomi, chromozomova mutace
Alogenni transplantace — pienos tkané nebo organu mezi dvéma lidmi nebo mezi dvéma kmeny
zvirat
Autologni transplantace — tkan pochazejici od téhoz jedince
CD — jednotné oznaceni antigenti molekul na povrchu bunék, které jsou charakteristické pro
jejich jednotlivé skupiny a druhy. CD antigeny jsou dtilezité pro funkce jednotlivych
bunck.
Diferenciace — vyvojoveé rozliseni
Down regulace — regulace smeérem dolti, snizeni odpovédi na stimulaci v dasledku poklesu az
chybéni slozek zodpovédnych za ptenos této stimulace k vykonnym slozkam
Extramedularni — vyskytujici se nebo probihajici mimo kostni dien
Fosforylace — jedna se o metabolickou reakci, pfi které se na danou slou¢eninu navaze jedna
nebo vice molekul fosfatu
Interakce — vzajemné pusobeni dvou a vice ¢initela
Klast — HOX geny vytvaiejici na chromozomu shluk (cluster), jsou uspoiadany zleva doprava
Klonalni — vznikajici z jednoho ptfedchtiidce nepohlavnim délenim
Kompartment — jedna se o ¢ast celku, kterd ma specifické vlastnosti a je odd€len od ostatnich
casti
Latence — doba mezi podnétem a zjevnym projevem
Lokus — je misto (pozice) ur¢it¢ho genu na chromozomu
Megakaryocyt — bunka kostni dfen¢, z niz se tvofii krevni desticky
Nukleocytoplazmaticky transport — jedna se o presn¢ regulovany proces, ktery fidi vymeénu a
bunéénou distribuci proteini a RNA mezi jadrem a
cytoplazmou
Patogeneze — vznik a vyvoj chorobnych zmén v téle
Proliferace — bujeni, novotvoteni, riist, zvySovani poctu bunék v tkani ¢i organu
Promotor — je sekvence DNA, na kterou se vaze RNA polymeraza ¢i jiné soucasti
transkripéniho aparatu
Remise — vymizeni piiznakil a projevii onemocnéni, nikoliv nemoci samé
Replikace — zmnoZeni, zdvojeni

Supresor — méa za kol potlacovat, tlumit G¢inek



Transdukce — proces, ve kterém bakteriofag vndsi vlastni geneticky material do
napadenych baktérii a vyvola tak u nich nové vlastnosti

Transferaza — jednd se o tfidu enzymi, které katalyzuji chemické reakce, pii nich dochazi
k pfenosu funk¢nich skupin z jedné molekuly zvané donor na druhou molekulu
zvanou akceptor

Transformace — premeéna, pretvoreni

Transkripce — je prepis genetické informace z DNA na molekulu RNA

Translokace — jedna se o strukturni prestavbu, kterd vznika premisténim ¢asti chromozému

mezi nehomolognimi chromozémy
Up regulace — regulace smérem ke zvySeni odpovédi na urcity stimulus (Fallini et al., 2020;

Velky 1ékatsky slovnik On-line)



UvVOoD

Leukémie je charakterizovdna nadmérnou tvorbou abnormalné pozménénych krvinek,
jejimz nasledkem je poté nedostatek normalnich krvinek. Jde o zhoubny nador leukocyti, které
jsou jednou ze slozek imunitniho systému u ¢lovéka. Nedostatek leukocyti vede k CastéjSim
infekcim. Akutni lymfocytarni leukémie (ALL), je nejbéznéji vyskytujicim typem u déti.
Akutni myeloidni leukémie (AML) je nejcastéjSim typem akutni leukémie u dospélych.
Riiznym typtim leukémie podlehne zhruba v CR zhruba 700 lidi roéné, nejéastéji ve véku 75 az
79 let. Pacient onemocni pfiblizn€¢ ro¢né 1300, vyskyt se tedy od konce 90. let vyrazné
nezmenil. Ze statistik vyplyva, Ze vice nemocnych ptezije. LéCba spo¢ivd v chemoterapii a u
pacientt, ktefi jsou zakroku schopni, nasledné je u nich provedena transplantace kostni diené.

R. Virchow byl prvni, ktery zavedl pojem leukémie jiz v roce 1847 a Bennet v roce
1851 nazval onemocnéni ,,leukocytémii®. Od té doby bylo ve vyzkumu leukémie s pomoci
dalSich védct a doktorti u¢inéno mnoho vyznamnych objevii, které zdsadné ovlivnily piistup
k tomuto onemocnéni. Genova podstata leukémie hraje velmi dileZitou roli, co se tyka jak
pfi¢in nebo mechanismii vedoucich k tomuto onemocnéni. U mnohych leukémii se
v nadorovych leukocytech najdou zmény genetické vybavy téchto bunck, které se v nich
objevily v priabéhu pacientova zivota, pouze vyjimecné¢ maji dédi¢ny zéklad. Pod témito
abnormalitami v genomu kmenovych bunék a progenitorti hematopoézy vedoucim ke vzniku
leukémie, si mizeme piedstavit nejen bodové mutace a chromozémadlni aberace, ale i
numerické zmény v poctu chromozoémii.

Za prvotady zajem u védct je studovat geny, u kterych by mutace, pfipadné deregulace
jejich exprese vedla ke vzniku onemocnéni. Vysoce evoluéné konzervovana genova rodina
homeoboxovych (HOX) geni patii mezi takové geny. Homeobox je specifickd sekvence DNA
dlouhd asi 180 nukleovych bazi, kterd se nachdzi na kraji nckterych gent. Geny, které
homeobox obsahuji, jsou oznaovany jako homeoboxové geny. Homeobox, ktery obsahuje 60
aminokyselin je schopen po své translaci se navazat jako tzv. homeodoména na DNA a
fungovat jako transkripéni faktory. Podstatnou ulohu maji HOX geny ve vyvoji krevnich bun¢k
neboli hematopoéze. Dilezit¢ je 1 nacasovani exprese HOX genii, geny na 3° konci jsou
exprimovany pied geny na 5° konci.

Zamg¢teni bakalaiské prace je zacileno na vliv HOX gend v hematopoéze a na jejich
vyznam ve vyvoji leukémii. Z rodiny HOX gent se prace zabyva predevsim genem HOXADO,

ktery je zatazen do I. tfidy HOX gent. Gen HOXAO9 patii mezi jeden z nejvice prozkoumanych
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genti skupiny HOX. HOXADO9 je obzvlasté zajimavy z hematopoetického hlediska, protoze jeho
dysfunkce se podili na rozvoji akutnich leukémii a jeho exprese se vyrazné 1i8i mezi liniemi
erytrocytl v riznych stadiich vyvoje. U pacientd s CML byla zaznamenéana zvySend exprese
HOXAO9. U akutnich leukémii byla exprese HOXA9 spolu s dals§imi HOX geny spojena
s Iékatfskou progndzou rozvoje onemocnéni. U pacientll s dobrou cytogenetickou prognédzou
byla pozorovana niz$i hladina exprese HOX genl. U pacienti s AML byl gen HOXA9
klasifikovan jako marker neptiznivé prognozy. Jeho skutecné funkce v hematopoéze a vyvoji
leukémie neni do dneS$ni doby upln¢ vysvétlena. HOXA9 gen je pro vyzkum stale velmi

diilezity.
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1 HEMATOPOEZA

Hematopoéza znamena tvorbu krevnich bunéénych slozek. Probiha jiz bé&hem
embryonalniho vyvoje spolecné se vznikem a rozvojem obéhové soustavy a v dospélosti
zodpovida za obnovu krevnich elementd. Védclim a Iékafim miiZze studium hematopoézy
pomoci porozumét procesiim, které zplisobuji poruchy krve a rozvoj rakoviny. Hematopoéza
je za embryondlniho vyvoje soustfedéna do oblasti Zloutkového vaku, poté prechdzi do jater a
sleziny, a nakonec se krvetvorba piesouva do kostni diené. Kostni dfet je hlavnim
hematopoetickym organem, je tady pfitomna zdsoba hematopoetickych kmenovych bunck
(Penka et al., 2011; Jagannathan-Gogdan et al., 2013).

Hematopoéza je vhodnym modelem pro zkoumdni vztahti mezi buiikami organového
systému. Pfi hematopoéze se uplatiiuji interakce mezi vyvijejicimi buiikami a stromalnimi
bunikami odvozenymi od mesenchymi. Proto byly vyvinuty kultivacni systémy, které zaclenuji
adherujici nelymfoidni bunky k podpoie tvorby myeloidnich nebo lymfoidnich bunék. Pti
studiu krvetvorby byly identifikovany hematopoetické kmenové buiikky (HSC), které byly
izolovany z kostni dfené¢. Z HSC mohou byt obnovovany vSechny krevni linie dospélého
¢lovéka. CD34 je bézny marker pro identifikaci HSC (Ceredig et al., 2009).

HSC maji schopnost regenerace bé¢hem celého Zivota organismu a jsou schopny
generovat vSechny typy krvinek prostfednictvim progenitorti, které jsou hierarchicky
uspotradané. Diky tomu se udrzuje homeostdza zralého krevniho systému. V procesech, které
kontroluji regeneraci, je nutna ptisna regulace, specifikace a diferenciace linie. Charakteristika
mechanismi, kterymi se fidi dal§i vyvoj HSC, je proto ustfedni problematikou ve vyzkumu
kmenovych bunék.

Ptevladajici model poslednich tii desetileti je klasicky model hematopoézy. Jedna se o
dichotomicky model (viz Obr.1), v némz se z multipotentnich HSC vytvéateji vSechny zralé typy
krvinek. HSC mayji schopnost regenerace, kterou jejich potomci v nasledujicim diferenciatnim
stadiu ztraci. Vznikaji tak multipotentni hematopoetické progenitory (MPP). MPP poté
produkuji béZné myeloidni progenitory (CMP) a béZné lymfoidni progenitory (CLP).

CMP generuje progenitory granulocyti a makrofagi (GMP) a megakaryocyti a
erytrocytll (MEP). Z megakaryocytl se tvofi trombocyty, coz jsou bezjaderné krevni elementy,
které se podileji zeyména na zastaveé krvaceni a sraZeni krve. Erytrocyty jsou zésadni pro pienos

krevnich plynid. Granulocyty a makrofagy jsou dillezitymi slozkami nespecifické imunity.
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CLP vytvati progenitory NK bun¢k a lymfocyty typu B a T. T a B lymfocyty jsou
soucasti specifické imunitni odpovédi. Vyvoj lymfocyta probihd v kostni dfeni a brzliku, jedna
se o nezralé bunky a po setkani s antigenem se méni na zralé¢ (imunokompetentni) buiiky. T
lymfocyty tvofi jednotlivé subtypy lymfocytli: pomocné lymfocyty (Thw) a cytotoxické
lymfocyty (T¢) + regulacni Treg (GOrgens et al., 2013).

Klasicky dichotomicky model ptedpokladal, ze buiiky, které jsou ve stadiu CMP a CLP
se budou dale diferenciovat na myeloidni a lymfoidni linii bun€k (viz Ptiloha 1).

Byly vSak identifikovany lidské progenitory, které zahrnuji plny nebo Céastecny
lymfoidni potencial s omezenymi myeloidnimi schopnostmi. Podle soucasné hypotézy maji
oba prekurzory dudlni potencial (myeloidni, tak 1 lymfoidni). Mimo klasicky dichotomicky
model byla vytvotfena fada dalSich modelt. Poznatky o hematopoéze jsou zalozeny na udajich
z testll in vivo a in vitro. Ty navrhuji pestré bunétné osudy, které jsou specifické pro jednotlivé
progenitorové buniky. Multipotentni lymfoidni progenitory (LMPP) byly objeveny u mysi pii
zkoumani lymfoidni vyvojové kapacity. Mohou vést ke tvorbé granulocytli a makrofagt, ale
netvoii megakaryocyty nebo erytrocyty.

VétSina modelit hematopoézy je zalozena na vétveni, ve kterém se postupné snizuje
diferenciacni potencial progenitori. S novymi poznatky piestdva byt tento ptistup k popisu
hematopoézy dostatecny a jsou vytvareny nové modely, které 1épe predstavuji souvislé vztahy

mezi HSC, progenitory a vyslednymi diferencovanymi batkami (Ceredig et al., 2009).
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MKEP GMP B T

Obrazek 1: Dichotomicky klasicky model hematopoézy (Pfevzato z: Adolfsson et al., 2005)

LT-HSC dlouhodoba HSC, ST-HSC kratkodoba HSC, MPP multipotentni progenitor, CMP spole¢ny
myeloidni progenitor, CLP spole¢ny lymfoidni progenitor, MKEP megakaryocyt/erytroidni progenitor, GMP
granulocyt/makrofagovy progenitor, B B-lymfocyt, T T-lymfocyt
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2 LEUKEMIE

Pojmenovani leukémie pochézi z feckych slov ,, leukos “ a ,, heima “, ty jsou vztazena na
nadbytek leukocyti v téle. Koncem 19. stoleti byla leukémie rozd€lena na zékladni Ctyfi
podtypy: AML, ALL, CML a CLL. V soucasnosti diagnoza leukémie zahrnuje veskerou fadu
hematopoetickych novotvarti, ty mohou byt komplexni nebo zcela jedinecné (Blackburn et al.,

2019).

2.1 Historie

O objev leukémie se zaslouzili Alfred Velpeau, Alfred Donné, John Bennett a Rudolf
Virchow. VSichni Ctyfi jsou uvedeni jako ,,ten“ objevitel leukémie. Aby byl vytvofen Casoveé
posloupny piehled o pocatcich leukémie, budou uvedeni vSichni Ctyfi 1ékati, kteti prispéli k
objevu leukémie.

Peter Cullen byl 1€kat a prvni, kdo popsal ptipad pacienta trpiciho dle naSich soucasnych
znalosti pravdépodobné chronickou leukémii. Tento pacient piiSel s horeckou a intenzivni
bolesti biicha a jeho krevni sérum bylo na pohled podobné mlé¢ku. Cullen nemoc popisoval jako
., splenitis acutus“ (akutni hyperplazie sleziny). Pacienta 1€¢il pousténim zilou a odebrané
vzorky krve, kterych bylo dohromady 5, také popsal. U prvnich tii vzorkti mélo sérum nadale
barvu pfirovnatelnou k mléku nejspiSe zptusobenou hromadénim leukocytti. Posledni dva
vzorky vypadaly pfirozen€. Jeho kolega, Dr. Hooper, po prozkoumani vzorku krve od
Cullenova pacienta postiehl, Ze se sérum sestavalo téméf Uplné€ z koagulovatelné lymfy. Cullen
vetil, ze u pacienta doslo k rychlé absorpcei tuku a nasledné tvorbé piirodni emulze. Nemél vSak
zadné vysvétleni pro mlé€né sérum a jeho vyznam ve vztahu k akutni hyperplazii sleziny.
Cullen zvolil 1écbu kalomelem (chlorid rtutnaty) a zdalo se, Ze se pacient zotavil.

Alfred Armand Louis Marie Velpeau (1975-1867) byl Iékat, ktery charakterizoval
piiznaky spojené s leukémii ve vztahu se zvySenim poctu leukocyti (mlécné sérum). Z jeho
poznatki se Cerpa do dnesni doby a vedou k v€asné diagndze leukémie. Velpeau stoji za prvnim
pfesnym popisem pacienta s leukémii pfi pitvé. V roce 1827 publikoval ptipad u 63letého
pacienta jménem Vernis. Pacient mél pfiznaky, které byly: intenzivni otok bficha, horecky,
slabost a mocové kameny. Nemoc vypukla v jeho 54 letech. Dalsi 3 roky nasledovala stabilni
faze onemocnéni. Nasledné se u pacienta projevily opakované horecky v dasledku zanétu. Po

ctyfech letech si Vernis stézoval na potize s mocenim a byla mu podavana diuretika. Rok nato
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byly u néj pozorovany dva nadory umisténé na levé strané bficha. Kratce poté byl Vernis piijat
do nemocnice a dalsi rdno zemfel. Velpeau provedl pitvu a jeho pozornost upoutala zvétSena
jatra a slezina. Zkoumal a zaznamenal také zménu slozeni krve. Sérum bylo husté jako kase a
celkové plsobilo, jako krev naplnénéd hnisem. Velpeau podeziival spojeni tohoto onemocnéni
s obéhovym systémem.

Alfred Francois Donné (1801-1878) byl 1ékat, ktery identifikoval krevni desti¢ky. Byl
také prvnim lékatfem, ktery je zodpovédny za piesné mikroskopické vySetfeni, popis a obraz
pozménéného sloZeni krve, které se vyskytuje u pacientl s leukémii. V roce 1845 zveiejnil
Donné Atlas (viz Ptiloha 2), ve kterém jsou mikroskopické ilustrace znazoriiujici morfologii
leukemickych bunék.

John Hughes Bennett (1812-1857) byl I¢katem, ktery jako prvni zavedl pojem
leukocytémie, coz je akumulace leukocytt.

Lékat Rudolf Ludwig Karl Virchow (1821-1902; viz Obr.2) pozoroval u pacientt
pfevraceny pomer mezi bilymi a Cervenymi krvinkami a nemoc v roce 1847 oznacil pojmem

»leukdmie®. Virchow zacal rozliSovat splenickou a lymfatickou leukémii.

Obrazek 2: Rudolf Ludwig Karl Virchow (Pievzato z: Kampen, 2012)

K v€asnému pochopeni leukémie se pfiSlo postupnym procesem, nelze jmenovat
»objevitele leukémie®, nybrZz se o objev se zaslouZilo vice lékatti a jejich pacientd. VSichni

1ékafti se shodli a popsali zménu krve jako: mlécnou hnisavou smés, hnisavé globule hmoty a
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lymfty, nebo také hnisajici téliska. (viz Obr. 3) poukazuje na ,,mléné* sérum, které je ziskané

extrakci od pacienta s leukemii (Kampen, 2012).

Obrazek 3: Mlécné sérum pacienta s leukémii ziskané extrakci (Prevzato z: Kampen, 2012)

2.2 Onkologicka hematologie

Jako hematologické malignity jsou oznaCovany klondlni choroby, které vznikaji
z hematopoetickych bunék. Ty mohou byt zcela nezralé, nebo mohou byt v urcitém
pokrocilejsim stadiu vyvoje vymizet. Klonalnim vyvojem rozumime, Ze vSechny bunky nadori
vznikaji z jediné bunky, ktera se nadorovée zvrhla. Tuto skute¢nost 1ze prokazat né€kterymi zcela
totoZznymi znaky ptislusnych bunék. V dcefinych bunkdach se tedy vznikld anomalie opakuje,

takto vznika populace nadorovych elementi. Vznikla populace utlacuje krvetvorbu.

2.3 Rozdéleni leukémii

Hematologickd nadorova onemocnéni miiZeme rozdélit na nemoci myeloidni a
lymfoidni. Myeloidni multipotentni/oligopotentni buiika vznika z pluripotentni/multipotentni
kmenové buniky a dava v pribéhu hematopoézy vznik buitkdm myeloidni fady. Z téchto bunék
za normalnich podminek vzniknou erytrocyty, trombocyty, monocyty a neutrofilni, eozinofilni
¢1 bazofilni segmenty. V totipotentni/multipotentni kmenové buiice (tato buiika se mize vyvijet
smérem k obéma liniim) mohou nastat zmény, které narusi vyvoj pouze jedné linie. Lymfoidni
nadory vznikajici z pluripotentni/multipotentni kmenové buniky, davaji béhem hematopoézy

vznik T-lymfocytim, B-lymfocytim a NK buiikdm. U nadort hematopoetickych tkani
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rozliSujeme stavy akutni a chronické. Akutni nelécend leukémie zplsobi smrt nemocného
v fadech tydnil ¢i mésicl. Chronicka nelécend leukémie umoznuje pieziti v fadech mésict ¢i
let. Toto rozdéleni na akutni a chronickou leukémii poukazuje na schopnost bun¢k vyzravat
obdobn¢ jako pfi béZném vyvoji hematopoetickych buné€k. Morfologicky nevyvinuté elementy
(blasty) jsou nalézany u akutnich leukémii. Naopak je tomu u chronickych leukémii, kde
riznymi diagnostickymi technikami byly buiiky oznaceny jako vyzralé. Diky tomuto pohledu
je mozné rozdélit hematologické nddory na Etyfi zdkladni skupiny. Akutni myeloidni leukemie
(AML), akutni lymfocytarni leukemie (ALL), chronicka lymfoidni leukemie (CLL), chronicka
myeloidni leukemie (CML) (Penka et al., 2011; https://cancercenter.com).

2.1.1 Akutni myeloidni leukemie

Poruchou hematopoetickych progenitori bunck, kterd je charakteristickd vySSim
poctem nezralych myeloidnich buné€k v kostni dfeni je AML. AML se vyskytuje nej€astéji u
dospélych pacienti. Diivod vzniku AML je stidle do zna¢né miry nezndmy. Akutni myeloidni
leukemie zahrnuje rtiznorodou skupinu malignich nemoci krvetvorby, kterd mé spole¢nou
charakteristickou proliferaci a hromadéni nevyvinutych hematopoetickych bunék myeloidni
linie v kostni dfeni a poté vyplavovani téchto nezralych bunék do periferni krve.

AML se fadi mezi nej€astéji se vyskytujici typ akutni leukemie. Jako AML se oznacuje
stav, kdy kostni dfefi za¢ne produkovat blasty (buiiky, které jesté nejsou zcela vyzralé). Tyto
blasty se bézné vyvijeji v bilé krvinky, ale u AML se tyto buiiky nevyvijeji.

U AML myeloidni kmenové buniky vétSinou vytvaieji abnormalni myeloblasty nebo
leukocyty, ale nékdy se mohou stat neobvyklymi erytrocyty nebo trombocyty. Jak se mnozi
tyto abnormalni bunky, zainaji vytlaCovat normalni erytrocyty, leukocyty a trombocyty,
jejichz ptritomnost v lidském téle je zcela klicova. Rakovinné buiiky se také mohou Sifit do

dalSich casti té¢la (Blackburn et al., 2019; https://cancercenter.com).
2.1.2 Akutni lymfocytarni leukemie

ALL je malignita spojena snezralymi lymfocyty. Mezi zralé WBC jsou fazeny
lymfocyty, které jsou potfebnou soucésti imunitniho systému. Nezralym typem WBC jsou

lymfoblasty, ty rostou a dozravaji na lymfocyty, které jsou nalézany v lymfatickém systému 1

v krvi. Abnormalni nebo zhoubné lymfoblasty jsou nazyvany leukemickymi buiikami. Tim, ze
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se tyto buiiky déli a replikuji, tak vytlacuji zdravé buiiky nachazejici se v kostni dieni. Postupem
ALL lymfoblasty unikaji z kostni dfené¢ a shromazd’uji se v riznych oblastech, které zahrnuji
slezinu, brzlik, lymfatické uzliny, jatra, varlata u muzi, mozek a michu. Zhoubné lymfoblasty
neprojdou procesem zrani, aby se z nich mohly stat lymfocyty, ani neplni funkci lymfocyti,
proto nemaji takovou schopnost bojovat s infekcemi. Bohuzel tyto zhoubné bunky brani
produkci a vyvoji zdravych bunék a také rostou a ziji déle nez normalni zdravé bunky.

Existence tii hlavnich druha lymfocytl, pii diagnoze stanovuje podtyp ALL, kterym je
lymfocyt ovlivnén.

Pti¢ina ALL neni uplné€ jasna, musi byt nejprve stanovena. Zmény DNA, které jsou
zjisténé u ALL, predpokladaji, Ze nejsou spojeny s dédénim genetické vybavy po rodicich
(Blackburn et al., 2019).

ALL je nejcastéji diagnostikovana u déti. S ALL se je mozné¢ setkat v jakémkoliv véku,
ale nejCastéji se vyskytuje u lidi mladsich 15 let nebo starSich 45 let. U déti mladsich 15 let
(nejcastéji ve veéku od dvou do Ctyt let) tvoii ALL nejvétsi procento leukemickych diagnéz

(https://cancercenter.com).

2.1.3 Chronicka myeloidni leukemie

CML se vyskytuje u 1-2 osob z 100 000 dospélych, jedna se o myeloproliferativni
novotvar. Jen malé procento onemocnéni timto druhem leukemie se vyskytuje ptiblizné u 15
% nové diagnostikovanych piipadi leukémie u dospélych. Ustiedni vliv na patogenezi CML
ma fuze genu ABLI, ten je umistén na chromozému 9 s genem BCR, ten leZi na chromozému
22. Faze téchto genli ma za nasledek expresi onkoproteinu BCR-ABL1, coz je podstatné aktivni
tyrosinkindza, ta podporuje rust a replikaci. Diky tomu je ovlivnitelnd leukemogeneze, je
vytvofen bunécny cyklus, ktery neni zavisly na cytokinech s aberantnimi apoptotickymi signaly
v reakci kdy je potteba stahnout cytokin (Jabbour et al., 2018).

Pocatek u CML je v krvetvornych buiikach kostni dien¢€ a ty se v prub&hu Casu §ifi do
krve. Genetickd zména preméni myeloidni bunky na nezralé¢ rakovinné bunky. Nakonec se
nemoc muze rozsifit do dalSich Casti tcla.

Tento druh leukémie se $ifi a roste pomalu, proto je klasifikovan jako chronicky. CML
vSak muze tvofit podtypy, které Casem piejdou z pomalu rostouci leukémie na rychle rostouci
akutni formu. Ta se pak mize rozsifit na kterykoliv organ v lidském téle. Tento typ je obtizné
1é¢it (Adam et al., 2008; https://cancercenter.com; UPMC Hillman Cancer Center-Pittsburg
PA).
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2.1.3.1 Filadelfsky chromosom

Z riznych druhti rakovin ma leukémie nejvyssi tmrtnost. Filadelfsky chromozom (Ph)
(viz Obr.4) byl poprvé nalezen v roce 1960 u pacienta s CML, jedna se o zkraceny chromozém
22 vznikajici recipro¢ni translokaci t(9; 22) (q34; ql1). Ph je charakteristickym znakem pro
CML. Gen Proto-oncogene tyrosine-protein kinase (ABL1), umistény na chromozému 9 se
piesouva do tzv. breakpoint cluster region (BCR), ktery je umistén na chromozému 22 a vznika
tak fuzni gen BCR-ABLI1 na Ph. Existuji 3 hybridni fizni geny BCR-ABLI1, ty maji trvale
zvetSenou aktivitu tyrosinkinazy (TK). Diky aberacim aktivované kindzy mohou narusit drahy
po proudu, coZ ma za nasledek zvySenou proliferaci, zastaveni diferenciace a imunitu proti
terapii pro Ph-pozitivni leukémii. TKI pisobi na BCR-ABLI1 protein. Odolnost pfi 1écbé a
vyvoj onemocnéni nadale piedstavuji prekazky ve zlepSeni progndzy u pacientli s Ph-pozitvni
leukémii. Klicem k vyfeseni téchto problémii muze byt studium kmenovych bunék leukémie a

mutaci domény BCR-ABL kinazy (Kang et al., 2016).

Filadelfsky chromozom = D,
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Obrazek 4: Filadelfsky chromozom (Upraveno podle: www.ncbi.nlm.nih.gov)
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2.1.4 Chronicka lymfocytarni leukemie

CLL byla v poslednich dvou desetiletich jednou z nejvice prozkoumavanou leukémii
v oblasti klinického vyzkumu. K vyvoji novych diagnostickych pokrokli vedlo porozuméni
patogenezi tohoto onemocnéni. Nova 1é€iva, kterd jsou schvélena pro 1écbu CLL, maji rapidné
zlepsit klinické vysledky pro pacienty.

Pro CLL je charakteristicka klonalni proliferace a akumulace zralych CD-5 pozitivnich
B-lymfocyti, které se nachdzeji v krvi, v kostni dfeni, v lymfatickych uzlinach a ve sleziné.
Multipotentni a samoobnovujici hematopoetické kmenové buiiky se fadi mezi priméarni, které
vyvolavaji vznik leukémie. CLL se fadi mezi leukémie, které maji jednu z nejvétSich dédiénych
predispozic hematologickych malignit. Anamnézu onemocnéni v rodiné ma asi 10 % jedinc,
u kterych se rozvinula CLL.

Leukemicka transformace u vétSiny pacientti trpicich CLL je iniciovana ztratou nebo
ziskanim chromozomalniho materidlu (viz Obr.5). K tomu vedla souhrnna genomicka analyza
CLL, jedna se o model sekvencni genetické evoluce. Pokud béhem onemocnéni vznikly dalsi
mutace nebo zmeény chromozomd, je leukémie agresivnéjsi a odoln€jsi vici 1écbe. Pocatecni
chromozomalni aberace zaznamenavaji chybéni dlouhého raménka chromozomu 13 asi v 55 %
piipadech a v 10-20 % ptipadi bylo zaznamendno ziskani chromozému 12. Chybéni dlouhého
raménka chromozomu 11 je pfiblizné u 10 % ptipadil a chybéni kratkého raménka chromozému
17 asi u 5-8 % ptipadu, ale tyto aberace jsou obvykle v pozdéjSich stadiich onemocnéni. Za
ztratou mMiRNA stoji chybéni dlouhého raménka u chromozomu 13, ktera zahajuje
leukemogenezi. Ztratu genu ATM (serine/threonine kinase) zpiisobuje chybéni dlouhého
raménka chromozomu 11. Gen ATM ma za kol kodovat kindzovou odpovéd’ na posSkozeni
DNA. Odstranéni tumorového supresorového genu TP53 ma za nésledek chybéni kratkého
raménka chromozomu 17.

Jedna se o typicky pomalu rostouci rakovinu. CLL zastupuje asi tietinu leukemickych
diagnoz. Vyskyt je Casty u starSich dospélych. CLL ma sviij pivod v B-lymfocytech kostni
dfené a zasahuje do krve. Abnormalni buiiky proliferuji a vytlatuji normalni buiiky. Siii se
piednostné do lymfatickych uzlin, do jater a do sleziny.

Jedna forma CLL postupuje pomalu a pfiznaky se miizou objevit i roky po zacatku. To
znamena, Ze nemoc jako CLL muze trvat n¢kolik let, nez je klasifikovéana jako zavazna. Dalsi

forma CLL roste velice rychle. Pokud roste hodné abnormélnich lymfocytd, které vytlacuji
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normalni krvinky, vyviji se CLL. To té€lu zabranuje v boji s infekcemi (Adam et al., 2008;

https://cancercenter.com; Hallek et al., 2018; UPMC Hillman Cancer Center-Pittsburg PA).
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Obrazek 5: Genetické faktory CLL (Upraveno podle: Hallek et al., 2018)

2.4 Diagnostika leukémie

U podezieni na AML se nejprve analyzuje periferni krev pacientii na anémii,
trombocytopenii a leukopenii. Poté je dalsim krokem diagnézy tohoto typu leukémie biopsie a
testovani kostni dien€. Na vzorcich periferni krve lze provést tyto testy: pritokovou cytometrie,
imunofenotypizace a morfologicka a genetickd analyza. Vysledky testi biopsie a vzorek
tekutiny ziskany aspiraci kostni dfen¢ poukazuji na hypercelularni dien, kterd ma nizky obsah
hematopoetickych bunék a zvySené zastoupeni nezralych bun¢k v podobé¢ blasti. Pro zafazeni
leukemickych bun€k, je vyuzivana pritokova cytometrie, kterd buniky obarvi, pomoci fady
barviv a chemickych latek. Aby byly odliSeny zdravé buiiky a leukemické buniky je pouzivana
imunofenotypizace, kterd vyuziva vzory povrchovych proteinii na leukemickych buikach.
K potvrzeni AML staci, pokud biopsie nebo periferni krev potvrdi nalez nejméné 20 %
myeloblasti. O urceni, v jaké fazi AML je, se postara cytometrie, cytogenetika a molekularni
studie. U pacienta, ktery mé podezieni na AML, je mimo jin¢ také nutné provést test jaternich

funkci, analyzu sérové laktatdehydrogenazy a kyseliny mocové.
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U ALL je diagnoza provedena pomoci testovani tekutiny ziskané aspiraci kostni diené a
biopsie, také za pouziti vzorkli periferni krve, ty poslouzi k pritokové cytometrii a
imunofenotypizaci, morfologické a genetické analyze, coz je jiz vysvétleno u AML.
Hypercelularni dfen s nizkym mnoZstvim zdravych hematopoetickych bunék a zvySené
zastoupeni lymfoblastii potvrdi vysledky tekutiny odebrané aspiraci kostni diené a biopsie. K
urceni, jestli je ALL odvozena od B-lymfocytii nebo T-lymfocytii, je napomocna pritokova
cytometrie a imunofenotypizace. Na principu rozliSeni B-lymfocyti se muze ALL B-
lymfocytarni délit na dalsi rizné podtypy. Prekurzorové B-lymfocytarni ALL nejpravidelnéji
exprimuji proteiny na bunééném povrchu a to CD10, CD19 a CD34, zaroven také nuklearni
terminalni deoxynukleotidovou transferazu. Zrald B-lymfocytarni ALL, zndma4 jako leukémie
Burkittovych bun€k, prevazuje u muzi. T-lymfocytarni ALL exprimuji proteiny na bunééném
povrchu CD2, CD3, CD7, CD34 a deoxynukleotid transferdzu. ALL mohou také vznikat
v diisledku abnormalniho po¢tu chromozémt (Blackburn et al., 2019).

CLL je nejcastéji identifikovana, jestliZze na uplném krevnim obrazu dojde k nahodnému
objevu zvySeného poctu lymfocytl, pfi¢emz byl krevni obraz ziskan z davodu, které ptivodné
nesouvisely s nalezem leukémie. Imunofenotypizaci je potvrzena diagnéza CLL, pokud je
zvysSeny pocet B-lymfocyti vyssi nez 5000 B-lymfocyti na pl periferni krve. CLL bunky
vystavuji spolecné na svém povrchu CDS5 a také povrchové antigeny B-lymfocyti CD19, CD20
a CD23. K odliseni CLL od ostatnich lymfom® by mohla slouzit exprese CD200. Kazda
bunécnd linie leukemickych bunék je vybavena lehkymi imunoglobulinovymi fetézci k nebo
A. K odliseni bunécné linie leukemickych bunék od reaktivnich pfi¢in lymfocytdézy nebo
lymfadenopatie poslouzi imunofenotypizace (Hallek et al., 2018).

Pti dlouhodobém nepodlozeném zvySeném poctu leukocytli nebo piipadné trombocytt
se provadi genetické testovani ptfitomnosti tzv. Filadelfského chromozému (Ph) cytogeneticky
nebo metodou FISH. Pozitivni vysledek potvrzuje diagnézu CML a poméha ji odlisit od jinych
myeloprolifera¢nich nebo myelodysplastickych syndromii. Negativni vysledek ale CML
diagnozu nevylucuje (Jabbour et al., 2018). Pfiblizné 95 % nemocnych s CML ma pozitivni
testy na Ph. Zbyvajicich piiblizné¢ 5 % nemocnych s CML mé jiné komplikované
piestavby klic¢ovych chromozomadlnich oblasti nebo ma i normalni karyotyp (Fitzgerald et al.,

2009).

30



2.5 Klinicky obraz leukémie

U AML je pozorovan vysoky pocet proliferacnich nezralych leukemickych bunck, ty
napadaji kostni dfen, kde se za normélnich podminek tvoii zdravé bunky. Ptikladem, kdy je
nedostatek prostoru pro rist a dozravani bun€k na normalni erytrocyty, leukocyty a krevni
desticky, rozumime rizné anémie, leukopénie a trombocytopenie. U anémii je casto
pozorovana dusnost pii normalni ¢innosti, bolest na hrudi, zavraté, inava a bledost. Leukopenie
zpusobi pravidelné infekce, horecky a také Spatné hojeni ran. Trombocytopenie jsou obvykle
spojené s krvacenim. Krvaceni je t€zko zastavitelné, velice jednoduse se tvoii modftiny, spousti
se krvaceni z nosu. Proniknutim leukémie do kostni dfen¢, mohou mit pacienti také bolesti
kloubii. Ptiznaky AML, neléceného onemocnéni, jsou Uzce spjaty se zdkladnim naruSenim
hematopoézy. U AML je pozorovana hyperleukocytéza, kdy krevni obraz vykazuje
nekolikanasobné zvySeny pocet leukocyti nad fyziologickou mez. Dusledna péce je
vyzadovana u pacientil s leukocytdzou, aby doslo k omezeni riznych komplikaci. Pacientiim je
podavana intraveno6zni tekutina, ktera je dost agresivni. Pomoci hydroxymocoviny je pomahano
snizit pocCet bilych krvinek. Laboratorni testy se u pacientt s leukocytézou provadi kazdych 6
az 8 hodin. U nékterych ptipadi bylo prokdzéano, zZe leukocyt6za muize pozdéji podnécovat
vznik leukostazy. Leukostazou rozumime poruchu mikrocirkulace v disledku hromadéni
leukocytl, které jsou nadmérné zastoupeny v periferni krvi. Je spojena s ¢astou umrtnosti,
pokud neni 1éCena. Nejcastéjsi mista, které leukostaza postihuje, jsou CNS (centralni nervovy
systém) a plice.

Ptiznaky pro ALL mohou byt anémie, trombocytopenie. Diky infekcim, které probihaji
u Cloveka, je ditvod vyhledat odbornou péci. B-lymfocyty zptisobuji u ALL onemocnéni CNS.
T-lymfocyty zplsobuji u ALL pozvolné kostni anatomické poskozeni, extrameduldrni
onemocnéni a pozorujeme vysoké hladiny vapniku (Blackburt et al., 2019).

U CLL mohou byt razné klinické projevy. Pacienti jsou vétSinou zpocatku bez symptomt
a CLL je tedy diagnostikovdna pouze diky ndhodnému nalezu lymfocytdzy, nalez miize byt
provazen s riznymi anémiemi nebo trombocytopenii. U zbytku pacientti budou pozorovany
konstitu¢ni symptomy, které jsou definované jako pietrvavajici horecky, no¢ni poceni, tibytek
na vaze, ktery nemé zadnou spojitost se stravovacim rezimem a také unava. Tedy CLL muze
byt prokazana v disledku klinickych ptiznakt a symptomii (Strati et al., 2018).

CML mohou byt rozdéleny do tti stddii: CML-CP (Chronic myeloid leukemia in chronic
phrase), CML-AP (Chronic myeloid leukemia in accelerated phase) a CML-BP (Chronic
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myeloid leukemia in blastic phase). U vétSiny nemocnych je pozorovana CML-CP. Ptiznaky,
pokud jsou potvrzeny, pochazeji z anémii a zvétSeni sleziny nad jeji obvyklou velikost. Mezi
piiznaky se tfadi ubytek na vaze, unava, maléatnost, snadna sytost pii jidle. Mohou byt
pozorovany 1 méné obvyklé projevy jako je krvaceni (Spatna funkce krevnich desticek, nebo
maly pocet), tromboza, zvySena hladina kyseliny mocové, ktera zptisobuje tzv. dnu v kloubech.
sleziny a pronikdnim do organti. CML-BP se vétSinou projevuje jako akutni leukémie, kde jsou

zhorSené ptiznaky jako krvaceni, horecka a infekce (Jabbour et al., 2018).

2.6 Lécba leukémie

U ALL je 1écba u déti zamétena na CNS, pravidelnéji se klade spoleh na 1éky, které mayji
potlacit imunitu (steroidy, asparaginaza a vinkristin), nez na pfistup, ktery ma potlacit funkce
krvetvorné kostni dfen¢ (daunorubicin a etoposid). U dospélych se dava prednost alogenni
transplantaci. V populaci AY A (Adolescent and Young Adult) je 1écba soustfedéna na zaklad¢
znamych faktort (vek, vyskyt bilych krvinek, zapojeni CNS a cytogenetika). Dalsi stupiiovani
nebo sniZovani terapie je zaloZena na kvantifikaci MRD (Detection of minimal residual disease)
v urcitych ¢asovych bodech (Juliusson et al., 2016). Za standardni 1é€bu ALL jsou povazovany
syst¢émoveé chemoterapeutické reZimy sobsahem vice c¢inidel a 1eékl, ty prostupuji
hematoencefalitickou bariérou. Ptikladem jsou velké davky cytarabinu a methotrexatu,
spolecné s chemoterapii uvnitf mozkovych plen pro konkrétni ochranu CNS (Blackburn et al.,
2019).

AML je léCena intenzivni kombinaci cytarabinu a antracyckinu. Antracykliny jsou
antibiotika s cytostatickym ucinkem, ktera jsou produkovdna kmeny bakterii Streptomyces.
Cilem 1écby je vyvolat u pacienta remisi, coz je bezptfiznakovy stav bez detekovatelnych
projevii nemoci. Casto praktikovany je stari systém 3 dny lé¢ba daunorubicinem a 7 dni
cytarabinem, dale jsou pouzivany i jeho modifikace spocivajici v upravach davkovani, zameéné
podobnych 1é¢iv nebo 1 pridani dalSich 1é¢iv. Konkrétni 1écebné reZimy jsou stale predmétem
studii. Rozsahly seznam existujicich 1é¢ebnych protokoli Ize nalézt na Globalnim portalu AML
(http://www.amlglobalportal.com). U pacientii mladSich 60 let vétSina zavedenych 1écebnych
postupt dosahuje uplné remise v piiblizné 80 % piipadt. U pacientl ve véku v rozmezi 60—70
let je to 60 %. Nemoc se Casto do ne¢kolika let vrati obzvlast’ u starSich pacientl s rizikovymi

genetickymi rysy. Alogenni transplantace kostni dfené se provadi u piiblizné 40 % mladych
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dospélych pacientti. S v€kem jeji u€innost klesa, proto se u starSich pacientii pouziva jen velmi
ziidka (Juliusson et al., 2016; Valcovici et al. 2016). Podle vé€ku, rizikové kategorie a
zékladniho funkcniho stavu pacienta se uvadi bézné postupy lécby AML (Blackburn et al.,
2019).

CLL je u pacientl Casto zjisténa jiz v rané bezptiznakové fazi onemocnéni. U takovych
pacientll se 1écba nezahajuje, jejich stav je vSak peclivé sledovan. Bylo zjisténo, ze zahajeni
1é¢by jiz v raném stadiu nevedlo ke zlepSeni progndzy ani zdravotniho stavu, naopak bézné
mélo negativni u€inky. Lécba se zahajuje, az kdyz se onemocnéni posune do dalsi faze, nebo
se vyskytnou pfiznaky. Mezi ptiznaky se fadi naptiklad anémie nebo trombocytopenie, vyrazné
nebo zhorSujici se zvétSeni sleziny nebo zvétSeni uzlin. Také autoimunitni anémie nebo
trombocytopenie nereagujici na kortikosteroidy. Sleduji se také nespecifické ptiznaky jako
neumyslny ubytek hmotnosti, inava, horecky. Podnétem pro zahdjeni miize byt rychla
progresivni lymfocytoza, kdy se pocet lymfocytli zdvojnasobi za méné nez 6 mésict. V potaz
je ale bran i absolutni pocet lymfocytu.

Standardni 1é¢ba CLL se zaklada na chlorambucilu, coz je cytostatikum. Pacientim bez
ohledu na vék se dale Casto podava rituximab, coz je monoklonalni protilatka anti-CD20. U
starSich pacientl s vice onemocnénimi vede kombinace chlorambucilu a anti-CD20 protilatek
k prodlouzeni pteziti. U mladSich pacienti zlepSuje kvalitu a trvani odpovédi kombinace
analogli purind fludarabinu a cyklofosfamidu. Lécebny rezim FCR zalozeny na kombinaci
fludarabinu, cyklofosfamidu a rituximabu prodlouzil celkové pieziti u pacientli s chronickou
lymfocytarni leukémii. Chemoimunoterapie se tak stala standardni 1é€bou CLL (Hallek et al.,

2018).

2.7 Transplantace kostni diené

Leukémie jsou charakteristické velmi agresivnim pribéhem onemocnéni a  Spatnymi
reakcemi na terapie, které¢ jsou dostupné. Nasledkem naruSené normalni hematopoézy se
vyskytuji u pacientd s leukémiemi cytopenie. Mikroprosttedi kostni dfené¢ je také nazyvano,
jako vyklenek kostni diené (viz Obr. 6). Ve vyklencich kostni dfen¢ jsou HSC, diky nim je
udrzovana hematopoéza. HSC jsou regulovany pomoci komplexniho souboru buné¢nych
populaci, které zahrnuji arteriolarni a sinusové endotelialni buiiky, mezenchymalni kmenové
bunky (MSC), perivaskularni stromdlni bunky, osteoblasty, neurony sympatiku,

nemyelinizované Schwannovy buiiky, adipocyty megakaryocytl a regulacni T-lymfocyty.
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Leukemické bunky zasahuji a ni¢i mikroprostiedi kostni dien€. Diky tomu je potencidlné
posunuta rovnovaha mikroprosttedi ve prospéch urychlené expanze leukemickych bunék nebo
az k leukemogenezi a rozvoji necitlivosti k 1é€bé chemickymi latkami obvykle cytostatiky.

Byla provedena tfada xenotransplantanich studii (pfenos orgadnti mezi riznymi
zivo¢iSnymi druhy), kterymi bylo prokazéano, Ze buinhky AML jsou organizovany hierarchicky
a pochazeji ze vzacnych transformovanych LSC, ty jsou schopné regenerace a dale se dé€li na
vysoce proliferativni potomstvo. Tedy vyslednéd leukemickd bunécna hmota vznikla klonalni
evoluci, kde jsou dominantni klony bunék a ty soucasn¢ existuji s mensimi subklony bun¢k. To
znaci, ze znovu vypuknuti AML miize byt fizeno bud’ dominantnim klonem, nebo mensimi
subklony, a to po vzniku novych mutaci béhem chemoterapie (Duarte et al., 2018).

U AML je pro pacienty a lékafe Casny ¢€i pozdni navrat nemoci velkou komplikaci.
ZvétSend pozornost pii navratu leukémie je soustfedéna na mikroprostiedi kostni dfenc.
Interakce mezi LSC a mikroprostfedim kostni dien€ by mohly vést ke zménam 1écby leukémii,
a to z béznych cytotoxickych chemoterapii na cilené terapie, které obsahuji adhezivni faktory,
chemokiny a jejich receptory (Wang et al., 2018).

Pokud nejsou nalezeni darci s hlavnim histokompatibilnim komplexem (HLA), je
autologni transplantace kostni dfené povazovana za alternativu ke konzervativni 1écbé
recidivujicich malignit. Pacienti s opétovnou manifestaci onemocnéni jsou vhodni pro
autologni (transplantace z t¢hoz jedince) transplantaci kostni dfen€. U pacienta je béhem uplné
remise tekutina ziskana aspiraci z kostni dien¢ zmrazena a skladovana pfti teploté -196 ° C.
Miize byt pouzita pii znovu sestaveni hematopoézy po vysoké ddvce chemoterapie a
radioterapie u pacienta. Studie ukazuji, Ze buiiky kostni diené s pfipravenym antileukemickym
antisérem stimuluji repopulaci kostni diené ptijemce a také maji vliv na znovuobnoveni
hematopoézy (Netzel et al., 1984).

Pti alogennich transplantacich kostni diené je Siroce pouzivano celkové ozatovani téla
(TBI). TBI se vyuziva, aby bylo zabranéno odmitnuti darcovské kostni diené. Pokud je pfi
transplantaci kostni dfen¢ vyuzity i rezim TBI je dosazeno daleko lepSich vysledki pii 1écbé
hematologickych malignit. U TBI se vyskytuje akutni 1 pozdni toxicita. Akutni toxicita se
vyznacuje nevolnostmi, zvracenim, prtjmem, docasnou ztratou chuti a vyrazkou. Pozdni
toxicita se vyznacuje intersticidlni pneumonitidou, neplodnosti, hormonalnimi poruchami,
osteoporozou, zpomalenim rtistu a sekundarnimi malignitami (Paix et al., 2018).

Zhoubné blasty tvotici nador AML jsou chapany jako riizné klinicky, morfologicky,
geneticky a epigeneticky heterogenni nadory, které jsou dohromady seskupené dle klasifikace

AML.
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U ALL byla také dopodrobna studovana jeji zavislost na mikroprostedi kostni diené.
U détskych pacientii se vysledky onemocnéni v poslednich Sesti letech vyrazné zlepSily. U
dospélych pacientt je ale stale vykazovana §patnd prognoza. DiivéEjsi €1 pozdni navrat nemoci
je pfipisovan minimalni zbytkové nemoci skupiny LIC (Leukemia-initiating cell) bunék
v klidovém stadiu (bunky se ned¢li), které zlistavaji nezasazeny chemoterapiemi plisobicimi na

délici se buiiky (Shafat et al., 2017).
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Obrazek 6: Schéma, které znazornuje vyklenek kostni dfené, kde dochazi k vyvoji HSC na primarni linie
(Upraveno podle: Chander et al., 2020).
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3 HOMEOBOXOVE GENY

Geny homeobox tvofi velkou skupinu podobnych genti, které tidi tvorbu mnoha
télesnych struktur béhem raného embryonalniho vyvoje. Genova skupina homeobox zahrnuje
u ¢loveka odhadem 235 funk¢nich genti a 65 pseudogentl, coz jsou strukturné podobné geny,
ovSem neposkytuji pokyn pro vyrobu proteini. Geny homeoboxu obsahuje kazdy lidsky
chromozdm, Casto se také vyskytuji ve shlucich. Zatim bylo popsano mnoho tfid a podskupin
genti homeoboxu, ackoli tato seskupeni jsou pouzivana nekonzistentn¢.

Geny homeoboxu obsahuji konkrétni sekvenci DNA, ta dava pokyny pro vyrobu fetézce
61 stavebnich aminokyselin, které jsou zndmé jako homeodoména. Homeodoména je ta Cast
proteinu, kterd se vaze na specifické regulacni oblasti cilovych gend. Proteiny, které ji obaluji,
proto vétSinou plisobi jako transkripéni faktory.

Geny, které spadaji do skupiny homeoboxii se béhem vyvoje podileji na celé¢ tfadé
rozhodujicich Cinnosti. Mezi takové Cinnosti se fadi nasmérovani tvorby koncetin a organt
podél predni a zadni stény embrya. Také mezi tyto ¢innosti spada regulace procesu, kterym
bunky vyzravaji, aby vykonavaly specifick¢ funkce. Né&které homeoboxové geny mohou
pusobit jako supresory nadoril, coz znamena, ze pomahaji zabranit rastu bunék a jejich ptili§
rychlému, nebo nekontrolovatelnému déleni.

Homeoboxové geny maji nespocet dulezitych funkci, proto i mutace v téchto genech
jsou zodpovédné za celou fadu vyvojovych poruch. Mutace ve skupiné homeoboxovych geni
vétSinou zplUsobuji malformace koncetin. Zmény v HOX genech PAX (pair-rule geny) casto
vedou k poruchdm oc¢i. Zmény v genech homeoboxu MSX (muscle segment homeobox gene)
zpusobuji abnormdlni vyvoj hlavy, obliCeje a zubli. ZvySend nebo snizend aktivita
homeoboxovych genli byla navic spojena s nékolika formami rakoviny manifestovanymi

v pozd¢jSim veéku (Genetics Home Reference-NIH; Mallo et al., 2010).
3.1 Role HOX genii spojenych s hematopoézou

U savcu existuje 39 HOX gent a ty jsou uspofadany do ¢tyt genomickych klastrt (A-
D), které jsou umistény na ctyfech riznych chromozomech 7, 17, 12 a 2 v tomto pofadi. Na

zaklad€ podobnosti sekvenci se homeobox skladd ze 13 paralognich skupin, pficemz zadny

shluk neobsahuje celou sadu.
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V hematopoetickych bunkéch je exprimovano vice ¢lent A, B a C klastri gentt HOX.
N¢ékolik z téchto gentt HOX vykazuji charakteristické vzorce exprese. Geny umisténé na 3°
strané klastri, které jsou exprimovany na svych nejvySSich hladindch v nejprimitivnéjsi
subpopulaci lidskych bunék CD34 kostni difené. Geny lokalizované na 5 konci maji Sir$i rozsah
exprese s jejim potlatenim v pozdéjsich stadiich hematopoetické diferenciace.

HOX geny tfidy I (klastrovana rodina homeoboxovych gent), jsou evolucné vysoce
konzervovanou sadou gent, které koduji hlavni skupinu transkripénich faktorti kontrolujicich
embryonalni vyvoj a jsou zapojeny do pokracujiciho procesu diferenciace hematopoetickych
bunék.

Analyza genové exprese vzorkll mysi 1 lidské kostni dfené objevila, Ze vétSina HOX
gentl, které jsou v klastrech A, B a C jsou exprimovany v hematopoetickych buiikach a z vétsi
¢asti jsou prednostné¢ exprimovany v subpopulacich obohacenych HSC a v nezralych
progenitorovych kompartmentech a down regulovanych béhem diferenciace a zrani. Tyto
poznatky vedly k hypotéze, Ze HOX geny maji nezastupitelnou funkei v €asnych krvetvornych
bunkach, véetné¢ HSC a také, ze porusena regulace exprese HOX muze ovlivnit leukemickou
transformaci.

Role HOX genli v hematopoéze byla zkoumana pomoci umélé nadmérné exprese
z retrovirovych vektori nebo naopak na sniZené ¢i vymizené expresi, ktera zahrnovala
geneticky modifikované mysi modely. I tak je stale jejich role do jisté miry nejasna.

Zkoumani bohaté exprese HOX genti v HSC z jater plodu a u progenitora v lidské
pupecnikové krvi prokazalo silné i€¢inky genu HOX na diferenciaci a proliferaci. Jeden z velice
pozoruhodnych ucinkl genu HOX, je napfiiklad silny vliv gentt HOX na regeneraci HSC.

Mezi regulatory HOX genil patfi produkt genu MLL, kofaktory PBXI (Pre-B-cell
leukemia factor 1) a MEIS1. Gen MLL (mixed lineage leukemia) patii do skupiny gent
Trithorax, které koduji modifikatory chromatinu a které jsou dualezité pro spravné udrZeni
exprese HOX genli béhem vyvoje. MLL hraje z4sadni roli v definitivni hematopoéze tim, Ze
navozuje proliferaci a diferenciaci HSC prostfednictvim exprese HOX genti. Pokud embrya
nejsou schopnd tvotit MLL, snizuje se schopnost tvorby hematopoetickych kolonii. Pokud se
snizi tvorba hematopoetickych kolonii, mize byt zachranéna nadmeérnou expresi HOXA9,
HOXA10, HOXB3 nebo HOXB4 (Argiropolous et al., 2007; Milne et al., 2002; Sauvageau et
al., 1994).
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3.2 Konkrétni priklady HOX genii v hematopoéze

Clenové rodiny HOX genii hraji v hematopoéze prekryvajici se a riiznorodé role a jsou
vyzvou k objasnéni jejich specifickych a kombinovanych funkei.

Exprese gent, které spadaji pod klastr HOXA (A10, A1, A13), je myeloidn¢€ omezena.
Nadmérna exprese HOXA10 naruSuje myeloidni a B-lymfoidni diferenciaci a zptsobuje
zvysenou proliferaci progenitori hematopoézy. Tento efekt byl prokédzan zvySenim exprese
v mysich buiikach kostni diené pomoci retrovirové transdukce.

HOXB4 spadd mezi HOX geny, které jsou exprimovany v primitivnich mySich a
lidskych hematopoetickych buiikach. Je prokazano, ze vynucend nadmérna exprese nebo piimeé
dodani proteinu HOXB4 stimuluje vyrazné expanze HSC in vivo a ex vivo bez podpory
leukémie. Tyto poznatky naznacuji, ze HOXB4 zpisobuje selektivni expanzi primitivnich
hematopoetickych bunék bez zmény jejich diferenciace. U mysi, které postradaly geny HOXB3
a HOXB4, byly vykazovany kvalitativné podobné, ale kvantitativné vyraznéjsi rozdily
v hematopoéze. HOXB3 a HOXB4 jsou zadané, ale nejsou nutné pro normalni funkci HSC.
Jejich ztrata mize byt kompenzovana regenerujici funkci jinych gentt HOX. Nejnovéjsi studie
odhalila, ze klastr HOXB (HOXB1-HOXBY) se také podili na normalni hematopoéze. VétSina
genll HOXB klastru je pfevazné exprimovana v erytroidnich buikéach.

Geny lokustt HOXC jsou exprimovany v lymfoidnich buiikach u mysi a u lidi. HOXC4
je vlymfoidnich bunkach pievazné exprimovan. Chybi analyza exprese geni HOX
v lymfoidnich buiikach, zejména s ohledem na diferenciaci a zapojeni B-lymfocyti nebo T-
lymfocytt.

P11 klinickych studiich byla také zkouména exprese gent HOXC4, HOXCS a HOXC6
béhem diferenciace lymfoidnich bunék. Ukazalo se, ze podskupiny funkénich bunék CD34
odvozené z odlisné kostni diené se lisi svou expresi genlit HOX. Analyza poukazuje na expresi
HOXC4, HOXCS5 a HOXC6 béhem zrani jak B-lymfocytl, tak 1 T-lymfocytl. VSechny linie
B-lymfocyti odrazejici stadia zrani od pre B-lymfocytu do plazmatickych bunék exprimuji
HOXC4, HOXCS a HOXC6. Rovnéz pro vSechny linie T-lymfocyti predstavujici faze zrani
od bézného stadia T-lymfocytd po zralé T buiky exprimuji HOXC4, HOXCS a HOXCé6.
Signaly pro HOXC4, HOXCS5 a HOXC6 byly vzdy siln€j$i ve zralych bunécnych liniich, nez
v téch nezralych (Bijl et al., 1996; Thorsteinsdottir et al., 1997).
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3.3 HOX geny v leukemogenezi

Geny homeoboxu vytvaii nadfazenou skupinu genti, ty kontroluji diferenciaci bunék a
morfogenezi béhem embryondlniho vyvoje. Tyto geny obsahuji signalni DNA sekvence.
Signalni DNA sekvence koéduje 61 aminokyselinovou doménu, kterd je znama jako
homeodoména. Homeobox zprostiedkovava vazebné interakce proteinu s bazemi DNA
v konformaci helix-turn-helix. Pisobeni proteinli obsahujici homeodoménu jako transkripénich
regulatort je zprostiedkovano diilezitou soucasti homeodomény motivem helix-turn.helix.

Geny homeoboxu poukazuji na klasicky ptiklad blizkého vztahu mezi embryogenezi a
novotvorbou tkan€. Rostouci pocet genli homeoboxu je aberantné¢ vytlacovan v rlznych
solidnich nadorech (nadory vytvérejici loziska viditelnd okem nebo pii vySetieni je lze
nahmatat). Aberantni exprese genit HOX se muze také Casto vyskytovat u hematologickych
malignit. U sarkoml dochézi také k deregulaci HOX genii diky translokacim.

HOX geny mohou fungovat také jako onkogeny. Schopnost gent HOX se transformovat
byla prokdzana u velmi malého poctu jinych typt bunék. Jako ptiklad mizeme uvést gen
HOXAL. Tento gen je exprimovan ve tkanich tykajicich se nadoru, ale nikoliv v normalnich
mléénych tkanich. Exprese HOXAI1 v epitelovych bunkach prsu indukuje zhoubnou
transformaci a podporuje pteziti bunc€k rakoviny prsu pomoci zvysené regulace exprese Bcl-2
(B-cell lymphoma). Urcita moznost, ze vétSina HOX genti, které jsou aberantné aktivovany
v nadorech, mize pusobit jako onkogeny, je do jisté miry kontroverzni. Protoze onkogenni
potencial u HOX gent nebyl prokézan v norméalnich buiikach, ze kterych tumory pochazeji.

HOX geny, které jsou normalné exprimovany embryonalnimi tkanémi, mohou byt
aberantn¢ aktivovany v nddorech. Také bylo zjisténo, Zze par nadmérné exprimovanych gent
HOX inhibuje diferenciaci a podporuje rtist bunék.

HOX geny, které jsou ztraceny nebo je snizena odpovéd na stimulaci v disledku
poklesu az chybéni slozek, které jsou zodpovédné za pienos této stimulace k vykonnym
slozkdm v rakovinach, neptisobi jako klasické supresory nadorti. Ale sporné je, zda HOX geny,
které jsou nadmérn€ exprimovany v nadorech, funguji jako onkogeny v pozitivnim smyslu.
Down-regulace nebo up-regulace, v zavislosti na individudlnim genu homeoboxu, zasadnim
zpusobem meéni fenotyp a chovani bunck a také, ze celkové funkéni diisledky aberantniho
vyjadieni jsou podobné. Mezi tyto regulace spadd navrat bunék do méné¢ diferenciovaného
embryondlniho stavu, podpora pteziti a zvySeni proliferace a tyto zmény mohou podporovat

progresi naddoru, anebo také zvySovat predispozici k transformaci tykajici se nadoru.
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Nadmérnou expresi nékolika genit HOX vyvolava leukemogenezi. Jednim z ptiklad
muze byt HOXAI1O, ten je Siroce zastoupen v AML. V bunikach kostni dfené u mysi nadmérna
exprese HOXA10 blokuje vyvoj B-lymfocytli a podporuje expanzi progenitorti, které maji
schopnost formovat megakaryocytarni kolonie.

V patogenezi akutnich leukémii je prokdzdna jednoznacna role HOX gent. Tato
ustfedni role je podporovana, zZe u pacientii s AML bylo ¢asto pozorovano zvySeni exprese genti
HOX a MEISI.

Diky experimentim bylo zjiSténo, Ze vynucend nadmérnd exprese vybranych HOX
gentt (HOXA9, HOXA10, HOXB3, HOXB6, HOXBS), poskytuje ristovou vyhodu in vivo a
in vitro, a to vede k leukémii a dlouhou latenci, a to s pomoci systémil, které pouzivaji ptenos
retrovirovych genti do mySich bunck kostni dfené s néaslednou transplantaci. Dlouhd doba
latence nastupu onemocnéni poukazuje, ze pro postup ke zjevné leukémii jsou potiebné dalsi
genetické poruchy.

Geny HOX jsou zapojeny do translokaci, které jsou specifické pro leukémii. NUP9S je
fznim partnerem u HOX gent. Fuzni gen NUP98-HOX byl izolovan u pacientd s AML a
CML. NUP98-HOX obsahuje N-terminalni ¢ast, ktera prezentuje NUP98 a C-termindlni Cast
pro HOX, ktery zahrnuje homeodoménu. Transformacni potencidl fuzi NUP9§8-HOX mize
odrazet jejich zvySenou stabilitu proteinu nebo jejich schopnost zménit nukleocytoplasmaticky
transport mRNA a proteinu, nebo proteinu. Geny HOX maji schopnost vyvolat leukémii jako
fazni partneii NUP9S.

Fazni geny MLL zahrnuji pfesmyky, ty jsou vytvofené¢ diky chromozomalnim
translokacim fuzujicich N-termindlni sekvence MLL na 1 z vice neZ 40 funkéné rozmanitych
skupin faznich partnerti na C-terminalni, tvoti 5 % vSech ptipadi AML a 22 % pacientl s akutni
lymfoblastickou leukémii (Argiropoulos et al., 2007; Samuel et al., 2005; Treisman et al.,

1992).
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4 HOXA9

Do nadfazené skupiny homeoboxt spadaji geny HOX, které jsou vysoce konzervovanou
podskupinou. Geny HOX hraji zasadni roli béhem embryogeneze a onkogeneze.

HOXADO9 patii do klastru HOXA je dobfe prozkoumany a zaujima velice vyznamné
postaveni jak u normalni hematopoézy, tak u leukemogeneze. U mysi, kde byl pozorovan
nedostatek HOXA9, byl sledovan zhorSeny hematopoeticky vyvoj. U lidi je gen HOXA9
vysoce exprimovan. Také je gen HOXA9 nezbytny pro nadorovy proces v nékterych typech
leukémii, zejména u leukémie se smiSenou linii (MLL). Pacienti s akutni myeloidni leukémii
(AML), u kterych je aberantni nadmérna exprese genu HOXAY, je spojena se Spatnym piezitim
pacientid. Nadmérna exprese HOXA9 v primitivnich kostnich buinikach zvySuje expanzi HSC

(He et al., 2012).

4.1 HOXA9 v hematopoéze

Vétsina genit HOX je po dokonCeni vyvoje transkripéné potlacena, ale urcité geny
spadajici do klastrti A, B a C jsou dulezitymi regulatory 1 dospé€lé hematopoézy (Collins et al.,
2016).

Nejvyraznéji exprimovany gen homeoboxu (HOX) je HOXA9, je exprimovan
v kompartmentu hematopoetickych kmenovych bun¢k (HSC) kostni diené¢ (BM) a je odliSovan
pomoci down regulaci. Pokud je vynucena retrovirova nadmérnd exprese genu HOXA9 v BM,
pak je zvétSena expanze hematopoetickych kmenovych bun€k in vitro (Quéreé et al., 2011).

HOXAO9 reguluje tvorbu vzorcii a identitu tkani v pribéhu embryogeneze a také je
exprimovan v pribéhu dospelé hematopoézy. Role proteinu HOXAY9 je ziejma jak pti normalni
hematopoéze, tak také pii leukemické premeéné. Pokud HOXA9 chybi u mysi, tak jsou zfejmé
poruchy v myeloidnich, erytroidnich a lymfoidnich kompartmentech. Pfi nadmérné expresi
HOXA9 je blokovano rozliSeni myeloidnich progenitort, které jsou podfizené rastovému
faktoru, nakonec dojde k maligni pfeméné po obdobi latence (Vijapurkar et al., 2004).

Pokud je vynucend exprese HOXA9, pak je zvySena proliferace primitivnich krevnich
bunék, ktera také rozsifuje HSC a mlZe vést k myeloidni leukémii. Ale pokud je ztrata genu
HOXADO9, pak je inhibovana proliferace a je zhorSena 1 funkce HSC. HOXA9 ucinkuje pomoci
jistych drah, ale jsou do zna¢né miry neznamé. HOXAO9 je transkripéni faktor, nicméné bylo

rozpoznano nékolik ptimych cilovych genti (Hu et al., 2007).
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4.2 Regulace HOXA9

Regulace genu HOXA9 muze byt na rozdilnych trovnich. Pokud uréujeme miru exprese
genu HOXA9, jednd se o regulaci, ktera probiha na transkripni urovni. DalSi urovni je
sekundarni regulace, ta je na proteinové Urovni, coZ znamena, ze meéni funkci transkripcnich
faktort. Konkrétné sekundarni regulace modifikuje DNA vazebnou schopnost.

Pro expresi genu HOXA9 a normélni hematopoézu je nezbytny transkripéni faktor CDX4
(caudal type homeobox 4) a také je nezbytny transkripéni menin, ktery je koreguldtorem. Menin
byl diive oznacovan jako nadorovy supresor kodovany pomoci MENI1 (multiple endocrine
neoplasia type 1), ten je v lidském dédi¢ném nadorovém syndromu mutovan. Menin vzajemné
pusobi s fadou transkripénich faktort a protein MLL. Vyznamnou roli pfi urovani miry
urovné exprese genu HOXAY9 hraje zejména metylace histonu H3 a menin je tady zodpoveédny
za aktivni 1 potlacovanou zménou histonu v lokusu HOXA9. Diky odhaleni funkéniho spojeni
mezi CDX4, meninovymi a histonovymi zménami, které se podileji na udrzeni transkripce
5’HOX gent, jsou poskytnuty nové pohledy na porozuméni regulace exprese genu HOXA9
(Yan et al., 2006).

Mezi dalsi regulator genu HOXA9 mize byt zatazen SMAD4 (Family Member 4). Na
studiich leukemické kmenové buiiky (LSC) modelované pomoci SMAD4 mySi akutni
myeloidni leukémie, ktera je vyvoland pomoci genu HOXA9 nebo fiznim onkogenem NUP98-
HOXA9. Komplexy HOXA9-SMAD4 se hromadi v cytoplazm¢ normadlnich krvetvornych
kmenovych bun€k a progenitorovych bun¢k transdukovanych témito onkogeny. I presto
nedochdzi k cytoplazmatické stabilizaci HOXA9 v SMAD4 a diky tomu je sledovéana vy$si
hladina HOXA9. Pokud neni pfitomen SMAD4 urychli se vyvoj leukémie in vivo a to diky
zvétSené premeéné krvetvornych kmenovych bunék a progenitorovych bunék (HSPC). Aby byla
chranéna pifeména normalnich HSPC, které jsou indukované HOXAY, proto spravnym a
potfebnym mechanismem je cytoplazmaticka vazba HOXA9 pomoci SMAD4. SMADA4 je silny
supresor nadoru, ktery se podili na kontrole rstu. Diky pferuSeni vzajemného plisobeni mezi
HOXA9 a SMAD4, aby byly aktivovany drahy transformujiciho rastového faktoru 3 (TGF - 3)
a apoptozy, coz sméfovalo ke ztrat¢ LSC. Diky tomuto zjiSténi byla odhalena hlavni role
SMAD4 v negativni regulaci iniciace a udrZzovani leukémie, kterd je indukovana pomoci
HOXA9/NUP98-HOXA9 a je poskytovan ucinny dikaz, ze protichiidnost ustdleni SMAD4
pomoci onkoproteinti mize byt novym terapeutickym piistupem v leukémii (Quéré et al.,

2011).
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Gen HOXADO je fosforylovan proteinovou kinazou C (PKC) a také kaseinovou kindzou
II. Diky PKC, ktera zprostfedkovava fosforylaci, a tak se sniZi vazebna pfitazlivost HOXA9
s DNA a také se sniZi schopnost vnittntho HOXA9, ktery tvoti spolupracujici DNA vazebné
komplexy s PBX. Vyvojové rozliSeni myeloidl, které je vyvolavano pomoci esteru forbol je
z Casti vyvolana pravé fosforylaci HOXA9 zprostiedkovanou PKC, ktera ale snizuje vazbu
DNA homeoproteinu na DNA (Vijapurkar et al., 2004).

Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje funkci HOXA9 na posttranslaéni urovni je
trombopoetin (TPO). TPO reguluje tvorbu krevnich desticek, coz je jeho primarni funkci. TPO
neovliviiuje celkové bunécné hladiny HOXA9. TPO indukuje nuklearni transport HOXA9
v nezralych krvetvornych bunikach. Hormon TPO m4 vliv na jadernou lokalizaci transkripéniho
faktoru v primitivni bunééné linii. TPO ma vliv 1 na jaderny import HOXA9 diky zlepSeni
tvorby komplexu HOXA9-MEIS1. MEIS1 ma4 ustfedni postaveni v TPO-indukované HOXA9
jaderné lokalizaci a je odhalovan jeho molekuldrni mechanismus. MEIS1 mitize blokovat
jaderné exportni signalni drdhy, pak za nasledek je, Ze jaderné lokaliza¢ni signaly mohou

smefovat protein piimo do jadra (Kirito et al., 2004).

4.3 HOXA9 v leukemogenezi

HOXADO9 spad4 mezi nejcastéji deregulovany gen HOX v leukémii. Zakladni exprese genu
HOXA9 by mohla byt obvyklym mechanismem, ktery spojuje riizné iniciacni déje u akutni
myeloidni leukémie (AML) a také je slou€en s nepiiznivou klinickou prognézou. Diky vyvoji
AML v mysSich transplanta¢nich chimérach BM byl pfimo prokazovan leukemogenni potencial
HOXADO9. Mysi transplantacni chiméry BM dostaly §tép primitivnich HSC, ktery byl vytvoren
retrovirovym genovym pienosem k nadmérné expresi HOXA9. Nucena exprese genu HOXA9
v hematopoetickych  prekurzorech zplsobuje podstatnou transformaci primitivnich
hematopoetickych bun¢k a leukémie (Quéré et al., 2011).

Gen HOXADJ9 je nepostradatelny pro udrzeni leukemické transformace, ale molekularni
mechanismy, kterymi pfispiva k leukemogenezi, jsou dodnes nejisté. K poruseni regulace
HOXA9 mohou vést rizné genetické zmény, vcetné translokaci MLL, fazi NUP98, mutaci
NPMIc (cytoplasmic Nucleophosmin 1). Akutni leukémie jsou nejCastéji studovanymi
nemocemi s poruchou regulace HOXA9. V AML ma HOXAO9 2 az 8krat vyssi expresi (Collins
etal., 2016).
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4.3.1 Evolué¢né konzervované transkrip¢ni faktory HOXA9 A MEIS1

Geny transkripénich faktorti jsou nejcastéjSim cilem genetickych zmén v lidskych
leukémiich, majici zékladni funkce pfi béZzném vyvoji krevnich bunék. HOXA9 a MEISI
spadajici pod homeoboxové geny, jsou transkripéni faktory, které obsahuji homeodoménu.
HOXA9 a MEIS1 kontroluji spontanni obnovu progenitord, které jsou v hematopoéze, tak i
v leukemogenezi. Oba geny se povazuji za kritické regulatory hematopoézy, jsou exprimovany
v brzkych hematopoetickych progenitorech a nasledné jsou regulovany smérem dolt na CD34-
fazi Casné diferenciaci progenitort.

HOXA9 a MEISI v leukemogenezi ucinkuji jako dominantni onkoproteiny, které
navzajem spolupracuji a zptisobuji AML. Pokud je nadmérna exprese genu HOXAO9, zpiisobuje
tato exprese blokaci diferenciace neleukemogennich progenitort spjatych s leukemogennimi
myeloidnimi bunikami. Aby byla mozna produkce progenitori, které vyvolavaji AML, je nutna
spoluprace s MEIS1. Ko-exprese MEISI a HOXA9 v bunécnych liniich méd za nésledek
zvyseni u€innosti transformace HOXA9. Vysoké exprese obou gentl jsou spojeny s nepiiznivou
prognozou (Adamaki et al., 2015).

Kodujici proteiny HOXA9, MEIS1 a PBX1 obsahuji homeodoménu, kterd se zapojuje
do leukemické transformace jak u lidi, tak u myS$i. Tyto proteiny spolu fyzicky interaguji.
HOXA9 maji schopnost se kooperativné vazat na DNA in vitro s PBX, také s MEIS1. Jak se
tedy mtize zdat, tak HOXA9 ma schopnost vazat DNA jako heterodimery s MEIS1 nebo PBX.

MEISI1 se také muze jevit jako hlavni intraceluldrni vazebny partner s PBX1. Akutni
myeloidni leukémie vznika u ptijemcii bunck kostni dien€, které nadmérné exprimuji HOXA9
a MEISI. Samy HOXA9, MEIS1 a PBXI1 se pfi nadbyte¢né expresi v bunikach kostni diené
akutné netransformuji, ale pokud je nadbyte¢na exprese HOXA9 a MEISI nastupuje rychla
indukce leukemickych transformaci. PBX1 je siln€ onkogenni za ptitomnosti HOXB3 a
HOXB4 (Kroon et al., 1998).

FLT3 (FMS-like tyrosine kinase 3) jedna se o tyrosinkindzovy receptor, tento receptor
je prechodné exprimovan béhem zrani hematopoetickych kmenovych bunék, ale jeho exprese
je trvale zvySena v AML. MEISI1 je pravidelné¢ nalézdn up-regulovan spolu s HOX geny
v lidskych leukémiich, za coz miiZou vysoké hladiny FLT3 mRNA. MEIS1 a HOXA9 spolu

spolupracuji pii navozovani leukémii (Morgado et al., 2007).
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4.3.2 Fuzni onkogen NUP98-HOXA9

Diky translokacim HOXA9 s genem kodujicim NUP9S, je gen HOXA9 pfimo zapojen
do leukémie u lidi. NUP98 je nukleoporinovy protein. Aby mohla nastat exprese fizniho
proteinu NUP98, byla vynucena exprese HOXA9 cilovych genli a imortalizovanych
hematopoetickych myeloidnich progenitorii. U mys$i podobna nadmérna exprese fuznich
proteini NUP98-HOXA9 imortalizuje hematopoetické progenitorové builky, a to vede
k myeloproliferativnim poruchdm (MPD). Vyvoj letalni AML ve frakci zvifat, bylo prokazano
v experimentech s transplantaci BM (Quér¢ et al., 2011).

Na chromozému 11p15 lezi nukleoporinovy gen NUP98, ten je zapojen do relativné
vzacnych translokaci, které se opakuji u akutnich a chronickych leukémii. Gen HOXAO9 patfi
mezi nejcastéjSi cile translokaci 11pl5. N-koncova ¢ast NUP9S, kterd je fuzovana s C-
koncovou svého partnera zahrnujici homeodoménu vazajici DNA. Prokazalo se, ze NUP98
dava piisobivou transkripéni aktivitu svému partnerovi v NUP98-HOXA9. NUP98-HOXA9
mohou tvofit kooperativni komplex, ktery vaze DNA s PBX1 a ze tato interakce je nutnd pro
transformaci fibroblasti, tedy leukemogeneze prostiednictvim NUP98-HOXA9 muze
vyzadovat urcitou roli pro PBX1, coZ miiZze znamenat potencialni roli pro MEIS1. Kooperativni
vazba DNA mezi proteiny NUP98-HOXA9 a PBX neptedstavuje biochemicky zéklad pro
transformaci bunék primarni kostni diené (Kroon et al., 2001).

Je ptedpokladano, Ze fuzovany protein NUP98-HOXA9 napomaha leukemogenezi
zastavenim HOXA9, coz je zpusobeno diky termindlni rozliSeni. NUP98-HOXA9 muze
napomahat k blastické pifeméné tim, ze blokuje normalni drdhy myeloidniho rozdéleni
(Yamamoto et al., 2000).

U AML se vyskytuje vzéacna, ale opakujici se genetickd abnormalita. Jednd se o
chromozomalni translokaci t (7;11) (p15; p15) (viz Obr.7), kdy tato translokace vede k fizi N-
termindlni ¢asti NUP98 s homeodoménou nékolika genit HOXA, nejcastéji s genem HOXA9
(NUP98-HOXAD9). Pacienti, ktefi maji AML spojenou s translokaci t (7;11), mohou mit

unikatni biologické a klinické vlastnosti a Spatnou prognézu (Yang et al., 2017).
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Obrizek 7: Karyotyp t (7;11) (p15; p15) pacienta s AML. Sipky znézorfiuji translokace v chromozémech 7 a
11. (Pfevzato z: Yang et al., 2017)

4.3.3 HOXADY9 spojeny s leukémii se smiSenou linii

HOXAD9 je nadmérné€ exprimovan a je ho potieba v nékterych podtypech leukémii u lidi.
Zejména tedy u leukémie se smiSenou linii leukémii (MLL). HOXA9 zahrnuje dva exony, které
obsahuji homeodoménu. U myS$i byl nalezen transkript HOXAO9T, ktery je podstatné
exprimovan v riznych embryondlnich tkani mys$i. HOXA9T nebyl nalezen v normalnich
lidskych buiikach, proto jeho funkce zstdva neobjasnéna.

Diky RT-PCR testu byl stanoven vyskyt izoforem HOXA9 v buné¢nych liniich lidské
leukémie a mononuklearnich bunkéch kostni dien€. Byly rozeznany transkripty lidskych gent
HOXAO9, které jsou oznateny HOXA9 a HOXAOT, ty koéduji protein obsahujici a protein
neobsahujici homeodoménu. Oba transkripty byly hojné exprimovany v lidskych
leukemickych bunécnych liniich preuspofdadanych MLL, a to v porovnani s normalnimi
mononukledrnimi butikami kostni dfené nebo jinymi druhy leukemickych bunék. HOXAO9T at’
uz samotny nebo ve spolupraci s MEIS1 neni schopen pfeménovat normalni progenitorové
bunky kostni diené. Pokud je nucené zvySena exprese HOXA9T, pak je vyznamné zvySena
schopnost HOXA9 pfeméinovat progenitorové bunky kostni dien¢ u mysi (He et al., 2012).

HOXA9 je nepostradatelny u nddorovych procesi v MLL leukémiich. MLL je

piijimana do cilovych genti s HOX lokusy a jsou soucasti komplext, které zvysuji transkripci.
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MLL ma vliv i na hematopoézu a jedna se o jeden z nejcastéji pfeskupovany gen v akutnich
leukémiich.

Vyssi hladiny exprese HOXA9 mohou byt velmi ¢asto pozorovany v leukemickych
bunkach, které nesou preusporddany MLL gen. Protoze cilovym genem pro MLL chimérické
proteiny je HOXAO9. Diky zvySené expresi vyslo také najevo, ze je klicova pro proliferativni
vyhodu a pfeziti tak v leukemickych bunkéch a tim souvisi se Spatnou progndzou u pacienti
s AML (Largeot et al., 2013).

Translokace, které obsahuji gen MLL v leukémii, maji unikatni biologické vlastnosti a
obvykle maji Spatnou prognédzu (Faber et al., 2009).

Cca 10 % ptipadi akutnich leukémii zahrnuje chromozomalni translokace v lokusu
11923, ktery zahrnuje MLL. Tyto Akutni leukémie jsou spjaty s agresivnim klinickym
priabéhem. Pro dostacujici udrzeni leukemické transformace jsou dillezité fuzni proteiny MLL,

které konstitutivné reguluji expresi HOXA9 (Collins et al., 2016).

4.4 Proteiny a geny regulované pomoci HOXA9

Protein HOXAO9 je transkripénim faktorem homeodomény a je vysoce konzervativni.
HOXA9 muze tidit transkripci n€kolika geni, které se pak vaZzou na promotor, ale mize také
regulovat ptimo nékteré proteinové produkty.

Pti vysoké expresi HOXA9 v mySich myeloidnich buiikdch je naruSena exprese gp91-
Phox. Gen CYBB (cytochrome b-245, beta polypeptid), ktery je zodpoveédny za kodovani
proteinu gp91-Phox. A jeho pfepis je omezen pouze na diferenciované myeloidni burky.
HOXAT10 v nediferencovanych myeloidnich bunkach potlacuje transkripéni faktor. Potlaceni
transkripce CYBB je pomoci cis prvku v proximalnim promotoru. HOXA9 spousti transkripci
CYBB v diferenciovanych myeloidnich bunikidch, pomoci stejného cis prvku. U transkripce
CYBB, ktera je zprostiedkovana diky HOXAO9 je potfeba PBX1, ale je potlacovana piisobenim
MEIS1. HOXADJ9 je zapojen do translokaci, které jsou spojené s leukémii, prikladem mtzou byt
nekteré myeloidni leukémie, které zahrnuji HOXA9 a protein NUP98. Bylo zjisténo, Ze exprese
fazniho proteinu NUP98-HOXAO9, blokuje transkripci CYBB v diferencia¢nich myeloidnich
bunikach. V porovnani s HOXA9 ma fuzni protein NUP98-HOXAO9 k cis elementu CYBB vétsi
vazebnou afinitu, ale vazba neni ovlivnéna fosforylaci. CYBB je identifikovan jako obvykly

cilovy gen, ktery je potlacen diky HOXA10, ale aktivovan pomoci HOXA9. Pokud je zvySena
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exprese MEIS1 nebo NUP98-HOXAO9, poté je potlacena transkripce genu specifickd pro
myeloid, coz také muze vést k diferenciatnimu bloku v leukemogenezi (Bei et al., 2005).

U pacienti s AML bylo zkoumano, Ze spolecné pisobeni MN1 (meningioma 1) a
HOXAD9 je omezena na pacienty s nejhorsi progndzou. A také tato koexprese byla spojena
s velice aktivni signalizaci STAT (signal transducer and activator of transcription), ktera je u
nejagresivnéjSich skupin AML. Tyto studie prokazuji, Ze STAT signalizace je rozhodujici pro
regeneraci kmenovych bun¢k leukémie u leukémii exprimujicich MN1 a HOXA9. MNI1 jedna
se o samostatny u¢inny onkogen, ktery produkuje myeloidni malignitu 1 samotny. MN1
napomaha proliferaci a spontanni obnové transdukovanych bunék (Heuser et al., 2009).

Dalsim ptikladem, kdy HOXA9 pozitivné reguluje, mize byt onkogenni kindza PIM1
(pim-1 oncogene). Protein HOXA9 se vaZe na promotor PIM1 a tim indukuje mRNA a protein
PIM1 v buiikkach krvetvorby. Diky expresi proteinu PIM1 pomoci HOXA9 je zvySena
fosforylace a potlac¢ena aktivace proapoptotického proteinu BAD (BCL2 — associated agonist
of cell death). Bunky HOXAO9, které maji zvySenou apoptozu a snizenou proliferaci, coz jsou
anomadlie. Tyto vady jsou napraveny opétovnym zavedenim PIM1. Je potvrzeno, ze PIMI je
piimym transkripnim cilem HOXA9 a také zprostredkovatelem jeho antiapoptotickych a
proliferacnich t¢inkl v ¢asnych buinikach. A diky tomu, Zze HOXA9 je u akutnich myeloidnich
leukémii obvykle up-regulovan, mohl by byt PIM1 terapeutickym cilem pii onemocnéni lidi
(Hu et al., 2007).

Onkoprotein MLL-ENL zpiisobuje nadmérnou exprest HOXA9/MEISI, ta déale vede ke
zvyseni exprese genu c-Myb (c-myb myeloblastosis viral oncogene homolog). Touto cestou
muze byt spusténa leukemicka preména. Produkt genu c-Myb neni schopen sam o sobé spustit
preménu bunék kultury na leukemické, coz bylo i prokazano. Potlacenim exprese c-Myb je ale
mozné premené zabranit. Transformace zprosttedkovand HOXA9/MEISI je tedy na c-Myb
zéavisla (Hess et al., 2006). Pomoci c-Myb je fizend exprese IGF-1R (receptor pro ristovy
faktor). Pomoci IGF-1R, se snizuje zavislost leukemickych bunék na cytokinech (Whelan et
al., 2008).
regulovana pomoci produktu genu HOXA9. Tento vliv HOXA9 nesouvisi s jeho roli v regulaci
transkripce. Produkt genu HOXA9 se vaze pitimo na elF4E (eukaryotic translation initation
factor 4E) a soutézi o vazebna mista s dalSimi proteiny, které obsahuji homeodoménu.
Naptiklad s PRH/Hex (hematopoietically expressed homeobox), ktery plisobi jako negativni
regulator. V jadie tak HOXA9 podporuje na elF4E zavisly export mRNA cyklinu D1 a mRNA
pro ornithindekarboxyldzu (ODC). V cytoplazmé elF4E s HOXA9 zvySuji translacni u¢innost
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ODC mRNA. Bylo prokazano, ze u urcité skupiny leukémii vytlatuje HOXA9 PRH z vazby s
elF4E, ¢imz miize byt naruSena regulace elF4E a spusténa leukemicka pfemeéna (Topisirovic et
al., 2005).

U dospélych AML je jednou znejcastéjSich genetickych abnormalit mutace
v chaperonovém proteinu Nucleophosmin 1 (NPM1). NPM1 se nachazi primarn¢ v jadru, ale
diky mutacim, které jsou v AML vedou k tomu, Ze NPM1 se nachazi v cytoplazmé. NPM1c up
reguluje expresi HOXA9, HOXA10 a MEISI1, ale pfesny mechanismus neni zatim znamy.
Provedené studie na mySich prokazuji, Ze NPM1c miize spolupracovat s FLT3 in vivo, kdy

vznikaji leukémie s dlouhou latenci (Collins et al., 2016).

4.5 Budouci cile 1é¢by spojené s HOXA9

Vliv genu HOXAY9 na leukemickou transformaci bunék popisuje mnoho studii. Z toho
1ze tedy vyvodit, ze gen HOXA9 muze byt potencidlnim cilem 1é¢by leukémii. Ukézalo se, ze
pfi tbytku HOXA9 v 17 lidskych AML/ALL bunéénych liniich (7 MLL-pfeuspotfadané, 10
MLL-zarode¢né linie) navozuje zastavu proliferace a bunéénou smrt specificky v MLL-
pteuspotfadanych bunkach. Pii potlaceni genu HOXA9 u primarnich AML byla prokazana
indukce bunécéné smrti ve vétSim rozsahu ve vzorcich pieskupenych MLL. Je tedy znama
dilezitd role HOXAO9 v lidskych leukémiich MLL a je naznaeno, Ze zacileni HOXA9 nebo
navazujici programy mohou byt novou terapeutickou moznosti (Faber at al., 2009). Podstatna
role SMADA4, kterd spociva v negativni regulaci zahajeni a udrZovani leukémie indukované
HOXA9/NUP98-HOXA9, byla také odhalena. Protichiidné pusobeni stabilizace SMAD4
témito onkoproteiny by mohla byt novym terapeutickym piistupem pii 1é¢bé leukémii (Quére

etal., 2011).
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5 ZAVER

Krvetvorba neboli hematopoéza je proces tvorby krve v organismu. Je Uzce spjata
s leukémiemi. Zakladnimi mechanismy, které krvetvorba zajistuje, jsou proliferace a
diferenciace pluripotentnich bun€k v bunky unipotentni. Unipotentni bunky jsou pak
piipraveny vykonavat své specifické funkce. Krvetvorba je napomocna k pochopeni déjii, které
jsou spojené s riznymi druhy onemocnéni véetné leukémie, na kterou se ma bakalarska prace

zamgéiuje.

Uplynulo mnoho let od prvni diagnostikované leukémie z kostni diené pacienta,
zavedeni radioterapie do 1écby leukémii a také 1 od prvniho podani chemoterapie. Dodnes je
fada otazek, na které nejsou znamé odpoveédi, tykajicich se jak vzniku leukémie, tak jeji
diagnézy a mozZnych inovaci v terapii. Leukémie jsou fazeny mezi onemocnéni s vysokou

mortalitou.

Homeoboxové geny obsahuji vysoce evoluéné konzervované oblasti. To znamena, ze
obdobné geny s podobnou strukturou i funkci se vyskytuji jak u primitivnich, tak i u téch
nejvyvinutéjSich organismui. V kazdém komplexu HOX genu je pfimy linedrni vztah mezi
pozici genu a jeho do¢asnou prostorovou expresi, coz dokazuje velmi dilezitou ulohu v Casné

embryogenezi.

Gen HOXAY9 je klicovym regulatorem vyvoje HSC v normalni hematopoéze. Jeho
exprese se fyziologicky snizuje s vyvojem krevnich bun¢k. U MLL asociovanych myeloidnich
leukémii byla pozorovana zvySena exprese HOXA9. Predpoklada se, ze pro indukci tvorby
tohoto typu leukémii, je gen HOXA9 nezbytny v pocate¢nich fazich onemocnéni. Role genu
HOXA9 v leukemogenezi neni stidle zcela objasnéna. I kdyz je gen HOXA9 nejlépe
prozkoumanym homeoboxovym genem, je velkou komplikaci stale nedostate¢né prostudovana
fada regulac¢nich drah, jejichz je soucasti. Lze ocekavat, ze fada genti spojenych s interakcemi
s genem HOXAO9 teprve ¢ekd na sviij objev. V budoucnu bude dilezity gen HOXA9 zejména
v souvislosti s 1écbou leukémii do budoucna. Regulaci genu HOXA9 by mohla byt potencialné
zvracena nadorova pfeména hematopoetickych bunék, proto je do studia tohoto genu vkladana

velka nadéje.
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PRILOHY

Priloha 1: Hierarchie hematopoézy (Upraveno podle: Lapcikova et.al., 2011)
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Priloha 2: Atlas znazoriujici morfologii leukemickych bunék, zvetejnény roku 1845 (Prevzato z: Kampen,
2012). A prezentace bilych krvinek v krvi extrahované leukemického pacienta; B a C slizni¢ni globule (hnisavé
globule); D slizni¢ni globule (kulicky) po oSetieni kyselinou octovou pro vizualizaci jader; E globule hnisu; F

globule hnisu po osetfeni kyselinou octovou
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