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ULOHA GENU KODUJICICH RODINU TRANSKRIPCNICH FAKTORU RUNX
PRI VZNIKU NADORU

THE ROLE OF GENES CODING THE FAMILY OF TRANSCRIPTION
FACTORS RUNX IN CANCER

FUCHS O.
USTAV HEMATOLOGIE A KREVNI TRANSFUZE, PRAHA

Souhrn

Rodina gent pro transkrip¢ni faktory RUNX (RUNXI, RUNX2 and RUNX3), které obsahuji konzervativni oblast Runt pomoci které
se vazi k DNA, hraje dileZité ulohy béhem vyvoje savci a pii vzniku malignich nddord. Proteiny RUNX sdileji partnera, ktery se neva-
7e k DNA, ,,core-binding factor beta* (CBFP), ktery vak posili vazbu komplexu na DNA a jeho stabilitu. RUNX1 je snad nejvice as-
to vystaven prestavbdm pfi riiznych translokacich, které byly zjiSt€ny u akutni myeloidni leukémie (AML), akutni lymfoblastické
leukémie B-bunék (ALL) a u ALL T-bunék. Bodové mutace RUNX1 byly nalezeny u AML, myelodysplastického syndromu a dédic-
ného onemocnéni desti¢ek s predispozici k AML. RUNX2 je nezbytny pro osteogenezu a icastni se vzniku metastazi do kosti. Hyper-
metylace RUNX3 byla nalezena u né€kolika epitelidlnich karcinomi a ztrata RUNX3 predurcuje mysi s vyfazenym genem pro RUNX3
k hyperplazii Zalude¢ni sliznice a je pfikladem funkce tohoto genu jako nddorového supresoru. Hlavnim tkolem, ktery je pfed nami,
je ur€eni klicovych cilovych genil pisobeni RUNX u karcinomi. Mnohé z téchto cilovych genli budou pravdépodobné tkaniové spe-
cifické. Detailné&jSi poznani drah plisobeni transkripénich faktort RUNX je nezbytné pro dalsi aplikace v diagnostice a terapii
karcinomi.

Klicova slova: RUNX, oblast Runt, ,,core-binding factor*, leukemie, karcinom.

Summary

The family of transcription factor genes RUNX (RUNX1, RUNX2 and RUNX3) that contain a conserved Runt DNA-binding domain
plays important roles during mammalian developmental events and in neoplasia. The RUNX proteins share a non-DNA binding part-
ner, core-binding factor beta (CBFp), that confers high-affinity DNA binding and stability on the complex. RUNX]1 is perhaps the most
frequently targeted and rearranged in a variety of different translocations, detected in acute myeloid leukemia (AML), B-lineage
acute lymphoblastic leukemia (ALL) and T-cell ALL. Point mutations of RUNX1I are found in AML, myelodysplastic syndrome, and
familial platelet disorder with propensity to AML. RUNX2, essential for osteogenesis, is involved in bone metastasis. Hypermethyla-
tion of RUNX3 has been found in several human epithelial cancers and loss of RUNX3 predisposes knockout mice to gastric hyper-
plasia, indicating a tumor suppressor - like role for this gene. The main task before us is the identification of the key RUNX target
genes in cancer. Many of these target genes will be likely tissue specific. A more complete knowledge of the pathways downstream
of RUNX-CBF factors is necessary for further beneficial application to cancer diagnostics and therapeutics.

Key words: RUNX, Runt domain, core-binding factor, leukemia, cancer.

Uvod
U savcu existuji tfi typy gend RUNX (RUNXI, RUNX2

Tabulka €. 1.: Synonyma pro sav¢i geny RUNX a umisténi
genlt RUNX na lidskych chromozomech

“thU‘]YXf )(’1 O,Z“aco"anir;alfé,?ai’: o (E%Eel(h‘“fiﬁg,}fgftlor RUNX! | CBFA2 | AML! | PEBP2aB | 21g22
e )1 o Seo‘fim,s peni faxtory o t,fjre U ale [RUNX2 | CBFAL | AML3 | PEBPOA | 6p2l
Zitou Glohu v normalnim vyvoji i pfi vzniku nadord. Mohou o=~ AML2 PEBPIGC 1p36
fungovat jako nadorové supresory i jako onkogeny. Pro-

dukty exprese téchto genil se vazi k DNA a obsahuji homo-

J ) ) X " tein 2*/. Enhancer (zesilovac transkripce) polyomaviru byl
logni oblast k oblasti Runt u modelového organizmu, malé

pred vice neZ 20 lety pouZit jako sonda ke studiu diferen-

mouchy octomilky (Drosophila melanogaster). Na DNA
se vazZi ve formé& heterodimernich komplexl se spole¢nym
partnerem, proteinem CBFp (,,core binding factor beta“).
Uvedenou vazbuna DNA zprostfedkuje podjednotka CBFa,
zatim co podjednotka CBF se pfimo nevédze k DNA.

Geny RUNX kéduji tedy a-podjednotky (viz tab.1) (1) hete-
rodimérnich transkripénich faktori, zndmych pod ndzvy
CBF nebo PEBP2 /“polyomavirus enhancer- binding pro-
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ciace mySich embryondlnich bunék (2). Tyto buiiky v nedi-
ferencované formé jsou totiZ resistentni k infekci viry vcet-
né polyomaviru. PEBP2 je syntetizovan teprve po indukci
diferenciace embryondlnich bunék. Prvni sav¢i protein
s oblasti runt byl klonovan v souvislosti s pfestavbou chro-
mozomil t (8;21), kterd je spojena s akutni myeloidni leu-
kémii (AML) (3). Tento gen byl piivodné oznaen AMLI
(,;acute myelogenous leukemia 1*) a dnes nese pojmenova-
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Tabulka €. 2.: Zikladni funkce transkripénich faktort RUNX, dusledky vyfazeni gent pro proteiny RUNX a tloha proteinil

RUNX pfi vzniku nddorti

protein | zdkladni funkce disledky u mysiho fenotypu (-/-) tiloha pfi vzniku nidord
Runx1 | v definitivn letalni pro embryo, nefunguje ztrita nebo mutace
hematopoeze hematopoeza ve fetdlnich jatrech jedné alely vede k akutni myeloidni leukemii
Runx2 | v diferenciaci osteoblasti a v osifikaci | letdlni po narozeni v diisledku poruchy respirace | zvySend exprese vede ke vzniku lymfomi T bunék
Runx3 | ve vyvoji gastrointestindlniho traktu, | letdlni brzy po narozenf Castd inaktivace u karcinomd travictho dstroji
v thymopoeze a v neurogenezi hyperplazie epitelu
traviciho dstroji

ni RUNX]I (1). Druhé podjednotka heterodimérnich tran-
skrip¢nich faktori CBF (CBFp) i kdyZ se sama nevaZe na
DNA, zvySuje vazbu podjednotky oo na DNA (4,5) a chrani
podjednotku RUNX1 pted proteolytickou degradaci (6).
Fenotyp mysi s vyfazenym genem RUNX je skoro shodny
s fenotypem mys3i s vyfazenym genem CBFf3 (7,8). Ulohu
nadorovych supresort dokl4daji nalezené inaktivujici muta-
ce genll RUNX, delece a hypermetylace téchto genil u fady
zhoubnych nadort. Naopak u jinych zhoubnych nadort se
setkdvame s jejich onkogennim potencidlem po retrovirové
inserci genlt RUNX.

Funkci jednotlivych transkripénich faktordt RUNX a jejich
tlohu pfi vzniku nddort ukazuje tab.2 a bude podrobnéji
probrana niZe.

Uloha genu RUNXI1 pf¥i vzniku nadort

Struktura genu RUNX1 a odpovidajicich produktt jeho tran-
skripce, dvou forem transkripti RUNX1 RNA ze dvou pro-
motortl P1 a P2 je zndzornéna na obr.1. Specifické translo-
kace chromozomi, které zahrnuji gen RUNXI (AMLI1/
CBFA2/PEBP20B) se vyskytuji u hematologickych malig-
nit. Vysledkem ptestaveb chromozomi je vznik fuznich pro-
teind spojenych s leukémii. Partner fize genu RUNXI byl
zatim identifikovan na molekuldrni drovni u nasledujicich
pfestaveb chromozomi: t(8;21) (RUNXI-ETO/MTGS),
t(16;21) (RUNXI-MTG16), t(3;21) (RUNXI-EAP), t(3;21)
(RUNXI-EVII), (RUNXI1-MDS1) a(RUNX1-MDSI-EVII),
t(1;21) (Runx1-PRDM16), t(4;21) (FGA7-RUNX1), t(7;21)
(RUNX1-USP42), t(12;21) (TEL/ETV6-RUNX]I) a t(X;21)
(RUNXI-FOG2/ZFPM2) a(RUNXI-PRDX4) (9-20). Struk-
tura fuznich proteint vzniklych pfepisem nékterych hyb-
ridnich gent z té€chto prestaveb chromozomil je ukdzana
vedle struktury proteini RUNX na obr.2. Cytogenetickou
analyzou, fluorescen¢ni hybridizaci in situ (FISH) bylo
nalezeno vice neZ 20 prestaveb chromozomd, kde je zahrnut
gen RUNXI. Zatimco transkripéni faktor RUNXI1 véaze
acetyltransferazy (P300/CPB /“cAMP responsive element
binding protein‘) a stimuluje transkripci svych cilovych
genl (viz tab.3), které hraji dileZitou tlohu v diferenciaci
hematopoetickych buné€k, fuzni proteiny naopak vaZzi his-
tondeacetylazy, blokuji vyvoj myeloidnich bunék a zptiso-
bi transformaci téchto bunék vedouci k leukémii. Acetyla-
ce lysinovych zbytkil histonli vede totiZ k rozvolnéni
struktury chromatinu a usnadiiuje tim pfistup transkripc-
nich faktortt k DNA (21). Koaktivatory transkripce, kam
patfi i P300/CPB, maji proto Casto acetyltransferdzovou
aktivitu. Naopak vétSina korepresori transkripce jsou enzy-
my s aktivitou histondeacetyldz (HDAC) nebo proteiny
interagujici s HDAC. Deacetylace lyzinovych zbytk his-
tont vede ke kondenzaci chromatinu a tim ke zeslabeni tran-
skripce v dasledku omezeného pristupu transkripénich
faktor k DNA (21). Popsané déje dokumentuje obr. 3

ukazujici transkripci cilovych gent fizenou transkripnim
faktorem RUNX1 nebo fuznimi proteiny RUNXI1-ETO
a RUNXI1-EVII1. Stejné jako tyto dva fuzni proteiny ptso-
bi i fuzni protein TEL-RUNXI.

Tabulka ¢. 3.: Cilové geny pro transkripéni faktor RUNX-1

rustové faktory

faktor stimulujict tvorbu kolonii pro granulocyty a makrofdgy (GM-CSF)
interleukin 3 (IL3)

receptory

receptoty T-lymfoidnich bunék

receptor pro faktor stimulujici tvorbu kolonii u makrofagl (M-CSFR)
receptor pro faktor stimulujici tvorbu kolonii u granulocytt (G-CSFR)
Flt3 (,,fms-related tyrosine kinase 3*)

molekuly zahrnuté v signdlnich drahdch

p21CIP1/WAF1

Bcl-2 (,,B-cell CLL/lymphoma 2/)

BLK (,,B-lymphocyte specific tyrosine kinase*)
transkripcni faktory

STAT3 (,,signal transducer and activator of transcription 3*)
PU.1

c-myb

c-fos

protedzy a dali a¢inné molekuly

MMCP6 (,,mouse mast cell protease 6°)

ELA2 (,,neutrophil elastase/protease‘)

myeloperoxidaza (MPO)

granzym B (GZMB)

30 - 160 kb 23 -120 kb
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Obr. 1.: Struktura lidského genu RUNX1 a odpovidajicich
transkriptii P1 RUNX1 mRNA a P2 RUNX1 mRNA. Exony
jsou ¢islovany podle prace autorti Levanon et al. (66). Tran-
skripce P1 mRNA je fizena z promotoru P1 a transkripce P2
mRNA je fizena z promotoru P2.
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Obr. 2.: Struktura proteint RUNX1, RUNX2 a RUNX3 a
nékolika fuznich proteint, které obsahuji RUNXI1. P1 a P2
jsou dvé promotorové oblasti, kterym odpovidaji riizné dlou-
hé transkripty RUNX1 mRNA (viz obr.1) a tedy i proteiny
RUNXI (viz text). C-koncovy motiv VWRPY (Val-Trp-Arg-
Pro-Tyr) se podobd motivu WRPW popsanému u helix-smyc-
ka-helix proteind a hraje lohu v interakcich protein-protein.
Oblast RUNX2 bohata na glycinové a alaninové zbytky je
oznacena Gln,Ala.
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Obr. 3.: Funkce RUNX1 v komplexu s CBFj} jako aktivatoru
transkripce svych cilovych proteinil po interakci s dal§imi spe-
cifickymi transkripénimi faktory, napt. Ets-1/Myb a C/EBPa.
asacetyltransferazou P300/CBP. Fuzni proteiny RUNX1-ETO,
RUNXI1-EVII a TEL-RUNX1 naopak funguji jako represory
transkripce cilovych genit RUNXT, protoZe vazi korepresory
transkripce NcoR, mSin3A nebo CtBP a s nimi potom histon-
deacetyldzu. Podrobnéjsi popis je uveden v textu.
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Fuzni protein RUNX1-ETO/MTGS

Tento chimerni protein (752 aminokyselinovych zbytki)
vznikd fizi N-koncové ¢4sti proteinu RUNX1 obsahujici
oblast Runt (177 aminokyselinovych zbytki) a proteinu
ETO postradajiciho prvnich 30 aminokyselinovych zbytki
jako produkt exprese fuzniho genu po t (8;21)(q22;q22) pre-
stavb€ chromosom (obr.2) (22-24). Uvedenou piestavbu
chromozomil nachizime pfiblizné€ u 10% pacientt s AML,
zv14sté u typu FAB (franc.-amer.-brit. klasifikace) M2 s pro-
kazatelnou neutrofilni diferenciaci (kolem 25% ptipadl)
(25). Klasicky model koreprese transkripce cilovych gent
(napt. GM-CSF, IL-3, c-fos) transkrip¢niho faktoru RUNX1
pomoci fuzniho proteinu RUNX1-ETO byl jiZ uveden (viz
obr.2). V souhlase s nim ETO véZe histondeacetylazy tifidy
1 (HDAC 1-3) jak ptimo tak pfes korepresory NCoR (,,huc-
lear co-repressor), SMRT (,,silencing mediator of retinoic
acid and thyroid hormone receptor”) a mSin3A (analog
represoru transkripce u kvasinek Sin3) (25-27). Inhibitory
HDAC (napf. butyrat, fenylbutyrat, kyselina valproova,
hyroxamové kyseliny / napt. SAHA a trichostatin A/, epo-
xyketony /napf. trapoxintrichostatin/ a dal$i) maji schopnost
zrusit v nékterych modelovych systémech in vitro negativ-
ni vliv fuzniho proteinu RUNX1-ETO na acetylaci histon,
transkripci, bunéény cyklus a diferenciaci (28,29). Vliv inhi-
bitori histondeacetylaz je zesilen souc¢asnym d¢inkem inhi-
bitoru metyltranferazy (5-aza-2’-deoxycytidin), coZ nazna-
¢uje zahrnuti vlivu fuzniho proteinu RUNX1-ETO na
metylaci DNA (30,31). RUNX1-ETO potlacuje aktivitu kri-
tickych transkripénich faktorti v myeloidni diferenciaci,
napt, PU.1, C/EBPa a PLZF (32). Popsany mechanismus
inhibice diferenciace fuznim proteinem RUNX1-ETO pla-
ti pro myeloidni diferenciaci, kde RUNXI1 je jednim z kli-
¢ovych transkrip¢nich faktorid. Neplati v§ak pro erytroidni
diferenciaci, kde erytroidni geny nemaji specificka vazeb-
nd mista pro RUNXI. Pfesto fuzni protein RUNX1-ETO
inhibuje i erytroidni diferenciaci (25). Je tedy ziejmé, Ze Gci-
nek fuzniho proteinu je komplexnéjsi a zahrnuje dalsi
mechanizmy, které jsou schematicky znazornény pro inhi-
bici erytroidni diferenciace na obr.4. Mechanizmus zde
zahrnuje i vliv na signalni drdhy Wnt, Notch a Janus N-kon-
cové protein kindzy (JNK) a zménu lokalizace transkripc-
niho faktoru v buiice (25). V signalni draze JNK leZi tran-
skripéni faktor AP-1. Fuzni protein RUNX1-ETO stimuluje
uvedené signdlni drahy a tim inhibuje normalni erytroidni
diferenciaci (25). RUNXI1-ETO vedle inhibice exprese
GATAT1 naarovni mRNA i proteinu muZe zptsobit i cilenou
degradaci erytroidniho transkrip¢niho faktoru GATA1 v pro-
teazomech a je mozZné, Ze pouZiti inhibitoru proteazomil (zatim
jiz klinicky pouzivaného bortezomibu /Velcade/) potlaci
nékteré z vlivi RUNX1- ETO na leukemogenezi (25).

Pfes tyto pokroky ve vyzkumu mechanizmu pisobeni
RUNXI1-ETO na leukemogenezi, stile neni jasny jeho vliv
navznik AML u pacienti s pfestavbou chromozom t(8;21).
Mysi modely po retrovirové transfekci RUNX1-ETO nebo
naopak transgenni mySi RUNX1-/- s vnesenym genem pro
fuzni protein RUNX1-ETO ukazaly, Ze samotny RUNX1-
ETO nezplisobi leukémii in vivo (33). Zatim existuji dvé
mozna vysvétleni pro leukemogenni vliv RUNX1-ETO in
vivo. Prvni moZnosti je nezbytnost zkraceného fuzniho pro-
teinu RUNX1-ETO o C-koncovou oblast, kterd praveé inter-
aguje s korepresory transkripce, proteiny NcoR a SMRT.
Takto zkraceny fuzni protein vyvolal AML u mysi (34)
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Obr. 4.: Mechanizmy ucastnici se inhibice erytropoezy fuz-
nim proteinem RUNX1-ETO

a vyskytuje se i u pacientll s AML (33). Dal$i moZnosti je
potieba dalsi genetické zmény k vyvolani leukémie, kterou
je ziejmé aktivujici mutace receptorovych tyrosinkiniz
(FLT3 a KIT), které hraji tlohu v signdlnich drahich
fosfatidylinositol 3’ kinazy (PI3K) a mitogeny aktivovanych
protein kindz (MAPK) a aktivujici mutace NRAS v signal-
ni drize MAPK. Tento model leukemogeneze (obr.5) je
podepten experimentalnimi vysledky indukce AML u mysi
kombinaci fuzniho proteinu RUNX1-ETO a mutace FLT3
(FLT3-LM /*“FLT3 length mutation‘?/) (35). Samotny fuzni
protein RUNX1-ETO ani samotn4 aktivujici mutace FLT3
nezpiisobi vznik AML. Mutaci FLT3 vSak mtZe nahradit
i aktivujici mutace KIT nebo NRAS, které podobné jako
aktivujici mutace FLT3 se vyskytuji u AML obsahujici fuz-
ni proteiny odvozené z pfestaveb chromozomi zahrnujicich
gen RUNXI (33,36). Uvedené aktivujici mutace vedou
k aktivaci signélnich drah umoZiiujicich nekontrolovatelnou
proliferaci bun¢k a maji téZ antiapoptoticky tcinek na bun-
ky. Vedle AML miZe dojit i k indukci akutni lymfoblastic-
ké leukémie (ALL), protoZe ¢4st pacientt s fuznim protei-
nem RUNX1-ETO vykazuje i expresi lymfoidniho antigenu
CD4. Popsany model (obr .5) ma samoziejmé vyznam i pro
terapii a byly vyvinuty inhibitory FLT3 a dalSich recepto-
rovych tyrosinkinaz, které jsou jiz i klinicky zkouSeny (37-
40). Signélni drahu NRAS lze inhibovat pomoci inhibitorti
farnesylace samotného proteinu NRAS nebo inhibici MAPK
(41,42). Farnesylace je posttranslacni modifikace, kde RAS
je aktivovan enzymem farnesyltransferazou, kterd ptidava
isoprenylovou skupinu k proteinu RAS (41).

Fuzni proteiny RUNX1-EVI1, RUNX1-MDS1, RUNX1-
MDS1-EVI1 a RUNXI1- EAP

Uvedené fuzni proteiny vznikaji pfestavbou chromozomu
t(3;21)(q26;922) a nachazi se u pacientil s blastickou krizi
chronické myeloidni leukemie a ¢asto jsou i disledkem lé¢-
by u pacientl s myelodysplastickym syndromem (MDS)
a AML. N-koncovi ¢ast RUNX1 obsahujici oblast Runt
vytvorii hybridni protein s proteinem EVII (,,ecotropic viral
integration site 1), obsahujicim oblasti zinkovych prsti
(obr.2). Existuji nejméné 4 mechanizmy, kterymi fuzni pro-
teiny, obsahujici RUNX1 a EVI1, zptsobi maligni transfor-
maci hematopoetickych kmenovych bunék. Prvnim z nich
je popsany mechanismus zmény transkripce cilovych gent
transkripéniho faktoru RUNXI, ktery se fuzi méni z akti-

vatoru transkripce na represor transkripce (obr.3) (43). Dru-
hym mechanizmem je inhibice signalni drahy transformac-
niho rastového faktoru- B (TGF-B) fuznim proteinem.
V tomto ptipadu fuzni protein vaZe svou ¢asti EVII ptena-
Se€ signdlu TGF-P, protein Smad3 a tim brani jeho G¢inko-
vani jako transkrip¢ni faktor pro expresi cilovych genti piiso-
beni TGF-f (44). Tietim mechanizmem, ktery se podili na
vyvolani maligni transformace hematopoetickych kmeno-
vych bungk je inhibice aktivity c-Jun N-koncové kinazy (JNK)
patfici do skupiny MAPK. Tato inhibice JNK zabrartiuje stre-
sem indukované apoptéze bun&k. Ctvrtym mechanizmem je
potom zvySeni aktivity transkripcniho faktoru AP-1 aktivaci
promotoru genu pro c-Fos pomoci fuzniho proteinu RUNX1-
EVII. VSechny 4 mechanizmy se podili na maligni transfor-
maci hematopoetickych kmenovych bunék (43). Exprese
fuzniho genu RUNXI-MDSI-EVII v buiikich kostni diené
mysi po retrovirové transdukci zptsobila leukemii 5 az 13
mésici po transplantaci my$i témito butikami (45).

Gen EAP koéduje ribozomalni protein L22. Cteci rdmec
tohoto genu se vSak zméni pfi vzniku hybridniho genu
RUNXIEAP a translace odpovidajici mRNA konc¢i po pfi-
déani 17 aminokyselinovych zbytkd, které nejsou kédovany
genem EAP, k oblasti Runt proteinu RUNX1 (16). Maly gen
MDS|1 kéduje protein o 170 aminokyselinovych zbytcich.
Fuzni protein RUNX1-MDS1 obsahuje stejnou ¢ast protei-
nu RUNX1 jako fuzni protein RUNX1-EAP (16). Oba tyto
fuzni proteiny inhibuji napf. aktivaci promotoru genu
CSFIR (,,macrophage colony stimulating factor receptor
1), ktery je normélné cilovym genem transkrip&niho fak-
toru RUNX1 (16). Uvedené fuzni proteiny zpisobi trans-
formaci fibroblastl in vitro a riist nddoru po injekci transfe-
kovanych bunék do athymickych nahych mysi (16).
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buiiky buiiky
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RUNX1-ETO s
FLT3, KIT
NRAS
e ..
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burika leukemicka
kostni diené burika
inhibitory HDAC
Y I ych tyre
inhibitory signaini drahy NRAS

Obr. 5.: Model leukemogeneze vyZadujici dveé genetické zmé-
ny (dvaudery). Samotny fuzni protein RUNX1-ETO nevyvo-
14 maligni transformaci, ale ta nastane napf. ve spojitosti s dal-
$i mutaci, kterou miZe byt aktivujici mutace tyrozinkindz F1t3
nebo Kit nebo mutace NRAS. Maligni transformaci 1ze zabra-
nit d¢inkem inhibitora histondeacetyldz, inhibitora receptoro-
vych tyrozinkinéz a inhibitory signdlni drahy NRAS.

Fuzni protein RUNX1-MTG16

Tento fuzni protein je vysledkem pomérné vzacné piestav-
by chromozomi t(16;21)(q24;q22), kterd se vyskytuje
umyeloidnich leukémii jako nasledek jejich 1éCby (46). Chi-
merni protein obsahuje N-koncovou ¢ast RUNX1 vcetné
oblasti Runt (177 aminokyselinovych zbytkl ) fuzovanou
k C-konci proteinu MTG16 (527 aminokyselinovych zbyt-
k). MTG16 je jaderny protein patfici do rodiny ETO/MTG8
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a obdobné také interaguje s HDAC a puasobi jako korepre-
sor transkripce (47). Fuzni protein RUNX1-MTG16 ptiso-
bi tedy jako korepresor transkripce cilovych genti fizenych
transkripénim faktorem RUNX1. MTG16 je také kandida-
tem nadorového supresoru u karcinomi prsu (48) a ztrata
jeho funkce zptisobend ptestavbou chromozomu miZe také
pfispivat k transformaci hematopoetickych bunék.

Fuzni protein TEL/ETV6-RUNX1

Tento fuzni protein, vznikly piestavbou chromozomu
t(12;21)(p13; q22), se vyskytuje asi u tvrtiny pediatrickych
pacientt s akutni lymfoblatickou leukemii (ALL) (12,4952).
Fuzni protein opét plisobi jako korepresor transkripce cilo-
vych gent transkripéniho faktoru RUNX1 (obr.2) (53). Fuz-
ni protein také inhibuje normdlni funkci transkrip&niho fak-
toru TEL, ktery je potiebny k ustaveni hematopoézy v kostni
dfeni a to téZ prispiva ke vzniku leukemie (54).

Fuzni protein RUNX1-FOG2

Gen RUNX]1 je za oblasti Runt fuzovan ke genu FOG2 pie-
stavbou chromozom t(X;21)(p22.3;q22.1) (17). Odpovi-
dajici hybridni protein RUNX1-FOG?2 potlacuje aktivitu
transkripénich CBF a GATA1 opét mechanismem korepre-
se transkripce cilovych genil téchto transkripénich faktord
a podili se tak na patogenezi myelodysplazie. Fuzni pro-
tein totiz vaze korepresor CtBP (,,C-terminal binding pro-
tein*) a HDAC (17).

Fuzni protein RUNX1-USP42

Gen RUNX] je vintronu 7 fuzovéan k intronu 1 genu USP42
(,,ubiquitin specific protease*) v chromozomalni piestavbé
t(7;21)(p22; q22) (20). Deregulace ubikvitinylace uvedenou
chromozomalni pfestavbou zfejmé hraje tlohu v patogene-
zi AML.

Fuzni protein CBFa-SMMHC/MYH11

Gen MYH1 I kdduje tézky fetézec myosinu SMMHC (,,smo-
oth muscle myosin heavy chain®) a fuzni gen CBFB-MYH1 1
vznikly inverzi chromozomu 16 kéduje hybridni protein
CBFa-SMMHC, ktery inaktivuje funkci transkripéniho fak-
toru RUNXI1 (55,56). Fuzni protein heterodimerzuje
s Runx1 silnéji neZ samotny CBFa a Runx1 je tim drZen
v cytoplazmé bun€k a nemiZe fungovat jako transkripéni
faktor v jadie bunék. Dal§im mechanismem podilejicim se
na leukemogenezi je opét funkce fuzniho genu jako kore-
presoru v komplexu s korepresorem mSin3A a HDACS8 (57).
U 70% pacientti s AML a s inverzi chromozomu 16 se vysky-
tuji uzZ zminéné aktivujici mutace KIT, FLT3 aNRAS a pro-
to pro né€ ziejmé plati model leukemogeneze ukdzany na obr.
5 a hypotéza dvou potfebnych zmén (udert), kde uvedené
aktivujici mutace patii do prvni tfidy tzv. proliferativnich
a inv(16) do mutaci druhé tfidy tzv. blokujicich diferenci-
aci (58).

Vliv mnozstvi funkéniho transkripéniho faktoru RUNX1
na leukemogenezi

Pro normalni vyvoj hematopoetickych bunék, proliferaci
adiferenciaci je tfeba pres 50% funkcniho proteinu RUNX1
(59). Obr.6 prehledné ukazuje vliv deregulace exprese gent
RUNX, fuznich proteini obsahujicich Runx1 a mutaci
v RUNX1 na hematopoetické kmenové buriky (HBK) a na
jednotlivé linie lymfoidnich (LB) a myeloidnich (MB) bunék
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(60). Ztrata funkce RUNX1 je daleZitd u myeloidnich leu-
kemii (AML), zatimco pro lymfoidni leukémie (ALL) a T-
bunécné lymfomy je charakteristickd dominantn€ onkogenni
tiloha gentt RUNX. U¢inek fuzniho proteinu TEL-RUNX1
je podobny vlivu zvySené exprese RUNXI1 a zvySend hla-
dina RUNX1 byla ¢asto pozorovana u ALL détskych paci-
entl, Casto jako dsledek zmnoZeni ¢asti chromozomu 21,
aleiv pfipadech zpisobenych jinym mechanizmem (60, 61).
Pro tento zavér svédci i sniZzeny vyskyt fuzniho proteinu
TEL-RUNXT1 u déti s Downovym syndromem i kdyZ ALL
jeunich béZni a dochiziunich ke zvysené expresi RUNX1.
Tento model viak nehraje s rozdilnou tilohou RUNX1 jako
stimulétoru transkripce po vazb€ koaktivatort transkripce
a fuzniho proteinu TEL- RUNXI1 jako korepresoru trans-
kripce (obr.3). To vSak hypoteticky lze vysvétlit tim, Ze
u ALL je daleZita jen funkce korepresoru transkripce a tu
vedle fuzniho proteinu TEL-RUNX1 hraje i zvySend expre-
se nékterého dalSiho genu RUNX iniciovana zvySenou expre-
si RUNX1. ZvySena exprese genu RUNXI byla pozorova-
naiunehematologickych malignit, napf. karcinomu sliznice
délohy (62).

RUNX1, 2, 3

|+

T buriky
RUNX1, TEL - RUNX1
l-l-

LB

B buriky

RUNX1 -ETO

T \ C: neutrofily
MB ‘ monocyty

RUNX1 erytrocyty
* RUNX1 u Downova sy.
1+
somatické k
atars megakaryocyty
RUNX1

Obr. 6.: Model pro vliv deregulace exprese genit RUNX
vzhledem k liniim a ke stadiu diferenciace v hematopoeze.
Sipky a zna¢ky pro blok ukazuji stimulaci a inhibici dife-
renciace, zatimco symboly + a - znaci zda vliv je zprostfed-
kovén pfebytkem nebo nedostatkem aktivity RUNX. ZvySe-
na exprese RUNX 1,2,3 je spojena s blokem diferenciace
ulymfoidnich T-buné&k (T-buné¢né lymfomy u mysi). Zmno-
Zeni genu RUNXIT a zvySend exprese RUNX1 byla pozoro-
vana u lidské ALL a u Downova syndromu. Uginek fuzniho
proteinu TEL-RUNX1 je funkén€ podobny zvySené expresi
RUNXI1. ZvySena exprese RUNXI1 u pacienti s Downovym
syndromem vede k megakaryocytarni leukémii (AML-M7).
Ztrata funkce RUNX1 v kmenovych buiikdch vede k bloku
diferenciace a zabrani definitivni erytropoeze. Somatické
mutace RUNX1 brani ¢asnému vyvoji myeloidnich bunék
zatimco fuzni protein RUNX1-ETO brani pozdéjSimu vyvo-
ji myeloidnich bunék.
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Pfikladem dulezité tilohy RUNXI1 pro megakaryopoezu
u ¢lovéka je vzacny syndrom ,,dédi¢nd porucha desticek
s predispozici k akutni myeloidni leukemii ,, FPD/AML
(,.familial platelet disorder*). Jedna se o autozomaln€ domi-
nantné dédi¢nou chorobu spojenou s vrozenymi mutacemi
jedné alely genu RUNXI na chromozomu 21q22.3 (63,64).
Jednotlivci z postiZenych rodin trpi od narozeni trombocy-
topenii a v pfiblizné 35% onemocni AML v priiméru ve véku
33 let (64). JelikoZ pouze ¢ast téchto osob s mutaci v jedné
alele genu RUNXI onemocni AML, je zfejmé Ze tato muta-
ce nestaci k vyvolani leukemie. Obvykle 1ze vSak u piipa-
di, kde dojde k ptechodu do AML nalézt v dobé diagnézy
AML dalsi abnormality v karyotypu (65). TotéZ plati pro
pacienty se sporadickym vyskytem AML a s mutacemi
v genu RUNX].

Na obr.1 je zndzornén gen RUNXI, kde ¢islovani exonli
odpovida praci autord Levanon et al. (66). Existuje téZ star-
transkriptu z promotoru 2 je v exonu 3 coZ odpovida exonu
2 na obr.1. Zatimco délka proteinu RUNX1 odpovidajici
transkriptu z P1 je 480 aminokyselinovych zbytki, u prote-
inu RUNX1 odpovidajiciho transkriptu z P2 je 453 amino-
kyselinovych zbytkl. Frekvence bodovych mutaci RUNX1
u nové zachycenych pfipadt AML je nizka a vétsi je pouze
u nediferenciovaného fenotypu FAB-MO (68,69). Zde se
vét§inou jednd o mutace v obou aleldch genu RUNX. Bodo-
vé mutace RUNX1 byly také nalezeny u preleukemie, mye-
lodysplastického syndromu (MDS) a to u japonskych paci-
entd, ktefi prezili vybuch atomové bomby v HiroSimé
(70),u MDS a AML po terapii alkylacnimi ladtkami a inhi-
bitory topoisomerazy II (71) a také u MDS pfechazejiciho do
AML (forma s refrakterni anemii a ptebytkem blast a tataz
forma s blasty v transformaci) (72,73). Bodové mutace jsou
casto ve vazebné oblasti RUNX1 na DNA, tedy v oblasti
Runt, ale také dal$i bodové mutace mimo tuto oblast byly
popsény (74,75).

Mutace RUNX1 jsou velmi vzacné u chronické myeloidni
leukemie (CML) a nehraji tlohu v ptechodu CML do blas-
tické krize, protoZe mutace RUNX1 byla nalezena jen u jed-
noho z 84 ptipadt CML v blastické krizi (76,77).

Uloha genu RUNX2 p¥i vzniku nadort

ZmnoZeni genu RUNX2 na chromozomu 6p21 bylo popsa-
no u nékolika karcinom, zvIasté u osteosarkomu (78,79).
Nasledky zvysSené exprese genu RUNX2 u osteosarkomu
nejsou zatim znamé. Exprese RUNX?2 probihd u osteopro-
genitort i u zralych osteoblastl a hraje tlohu v proliferaci
i diferenciaci bunék zahrnutych v tvorbé skeletu (80).
RUNX2 ma vlivinaexpresi genl zahrnutych v angiogeneze,
napt. vaskularniho endotelidlniho riistového faktoru (VEGF)
a genll pro matrixové metaloproteindzy 9 a 13, osteopontin
a kolagendzy s tlohou pii migraci endotelidlnich bunék,
degradaci extracelularni matrix a tvorbé metastdz (81). Kar-
cinomy prsu, prostaty a plic se vyznacuji expresi nékolika
proteind, které jinak nachazime jen u bunék skeletu, napft.
kostni sialoprotein a dalsi proteiny typické pro osteoblasty
(81). Tyto produkty usnadiiuji interakci mezi nidorem a mik-
roprostfedim kosti. Exprese RUNX?2 byla prokdzéna u kar-
cinom prsu i prostaty (82,83). Karcinomy prsu ¢asto meta-
stazuji do kosti a in vivo bylo ukazéno, Ze inhibice aktivity
RUNX?2 zabrani metastazujicim buiikdm karcinomu prsu
v jejich osteolytické aktivité (82). Inhibici aktivity RUNX?2

1ze dosahnout zkracenim proteinu RUNX2 o C-koncovou
Cast, kterd obsahuje oblast umoZiiujici vazbu na jadernou
matrix (viz obr.2). RUNX2 interaguje s receptorem pro est-
rogen a zvySuje tim svou aktivitu transkripéniho faktoru (84).
Zatimco buiiky normalni prostaty vykazuji expresi viech ti
genttl RUNX (RUNXI, RUNX2 a RUNX3), bunky karcino-
mu prostaty vykazuji jen expresi genlt RUNXI a RUNX2.
Produkty exprese obou gen, proteiny RUNX1 a RUNX2
spole¢né s transkripénim faktorem rodiny ETS (PDEF,
,.prostate derived ETS factor) a receptorem pro androgen
reguluji expresi genu pro prostaticky specificky antigen
(PSA). Zbyva zjistit dalsi cilové geny v epitelidlnich bumi-
kéch prsu a prostaty, které jsou regulovany transkripénimi
faktory RUNX a to ziejmé povede k vyvoji novych terapii
pro 1é¢bu karcinomu prsu a prostaty (82,83).

Onkogenni potencidl RUNX2 byl déle prokdzén v modelo-
vém systému mySich bunék T-lymfomi s expresi c-MYC,
kde RUNX2 vykazoval antiapoptoticky a proproliferacni
vliv (85).

Uloha genu RUNX3 p¥i vzniku nadori

Gen RUNX3 lezi na kratkém raménku chromozomu 1 (1p
36.11-1p36.13), tedy v oblasti, kterd je Casto deletovina
u karcinomil Zaludku (86). A v pfipadech, kdy neni tato
oblast deletovdna Casto nachdzime sniZenou expresi
RUNX3, ptiblizné u 60% analyzovanych primarnich karci-
nomu Zaludku (87). Exprese RUNX3 je sniZena aZ o 90%
v pozdnich stadiich metastazujicich karcinomt Zaludku.
Z analyzy 119 vzorkt karcinomu Zaludku v3ak byla nale-
zena pouze jedna mutace genu RUNX3, zdména C>T v polo-
ze C373, kter4 znamenala nahradu argininu 122 za cystein
(R122C) uvnitf oblasti Runt (88). O néco vétsi procento
bodovych mutaci genu RUNX3 bylo nalezeno pfi analyze
34 ptipadi karcinomu mocového méchyte (89). Zde byly
nalezeny mutace u dvou pacientl a to opét v oblasti Runt,
coZ znemoziiuje vazbu RUNX3 na DNA a jeho funkci
transkrip&niho faktoru. Maly vyskyt mutaci genu RUNX3
neposiluje teorii o tiloze RUNX3 jako nadorového supreso-
ru. Epitelidlni tkan Zaludku u mySi s vyfazenou funkci
genu RUNX3 (,,RUNX3knockout*) vykazuje hyperplazii
v dusledku zvySené proliferace a sniZené apoptdzy zpuso-
benych sniZenou citlivosti k transforma¢nimu riistovému
faktoru beta (TGF-B) (88). RUNX3 inhibuje proliferaci
a indukuje apoptdzu stejnym mechanizmem i u bunék ade-
nokarcinomu jicnu (90). RUNX3 m4 antionkogenni aktivi-
tua gen pro RUNX3 je vedle Casté delece u karcinomi Zalud-
ku také ¢asto hypermetylovan ve své P2 promotorové oblasti
v CpG ostravcich. Epigeneticky je tim inhibovana tran-
skripce genu RUNX3 a to nejen u karcinomt Zaludku, ale
iukarcinomd plic, pankreasu, jater, prostaty, Zlu¢ovych cest,
prsu, délozni sliznice, déloZniho ¢ipku, mocového méchy-
fe, varlat a kolorektalnich karcinom (89, 91-95).

Zavér

RUNXI1 hraje nezastupitelnou ulohu pfi kontrole ristu
myeloidnich bunék. Cilovymi geny piisobeni RUNX1 jsou
totiZ geny kodujici klicové proteiny zahrnuté v myelopoe-
ze. RUNXI1 je vSak také propojen se signilnimi drahami dal-
Sich nadorovych supresori jako jsou TGF-B a p53. RUNX1
aktivuje gen CDKN2A, ktery koduje protein p14ARF (_alter-
native reading frame*), nddorovy supresor, nezbytny pro
stabilizaci p53 v odpovédi na zvySenou expresi onkogentl,
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napf. myc, ras (96). RUNX1-ETO naopak inhibuje expresi
genu CDKN2A.

Prtikaz fuznich proteind na kterych se podili RUNX1 nebo
CBFf maidulezity vyznam v prognéze leukemickych paci-
entll. Pfestavby chromozomt jejichZ vysledkem jsou fuzni
proteiny RUNX1-ETO a CBFB-SMMHC maji pti odpovi-
dajici terapii pfiznivou prognézu u dospélych pacientil
s AML. Ptitomnost fuzniho proteinu TEL-RUNX1 je pod-
le vysledkt ¢asti onkologickych center ptizniva pro pro-
gnézu u détskych pacientlh s ALL a v souhlase s tim bylo
nalezeno mensi mnoZstvi tohoto fuzniho proteinu v oka-
mZiku relapsu neZ v ¢ase stanoveni diagndzy. Jind hemato-
onkologickd pracovisté v8ak nezjistila rozdil v prognéze
u détskych pacientld s ALL a fuznim proteinem TEL-
RUNXIT a také nena$li menSi mnoZstvi fuzniho proteinu
v Case relapsu neZ v Case diagnozy (97).

Ztrata genti pro RUNX2 a RUNX3 by mohla vést ke stejné-
mu ucinku v jinych typech bunék jako ztrdta genu pro
RUNX1 u myeloidnich bun¢k. RUNX3 se podili na zpro-
sttedkovani G¢inku TGF-f v epitelidlnich butikach a ztrata

genu pro RUNX3 vede ke karcinomu sliznice Zaludku. Zatim
se v§ak neobjevila prace ukazujici, Ze ztrata genu pro RUNX?2
vede k tvorbé karcinomu. Uloha nadorového supresoru byla
tedy zatim potvrzena jen pro RUNX1 aRUNX3. Osteoblasty
s vyfazenym genem RUNX2 vykazuji prekvapivé zvySenou
rychlost ristu in vitro (80). RUNX2 nefunguje také
v diferenciaci osteoblastll u osteosarkomtl a to dokonce i v pri-
padech, Ze exprese proteinu RUNX2 byla prokazéana (98).
Pro cilenou terapii nddorti na jejichZ vzniku se podileji
transkripéni faktory RUNX je nezbytné dokonaleji pro-
zkoumat cilové geny téchto faktort u karcinomil a hemato-
logickych malignit. Technika mikroCipil (,,microarrays*)
a dalsi dnes dostupné techniky pro zjiSténi exprese cilovych
genl regulovanych transkripénimi faktory RUNX v buii-
kach nadoru pomiZe v diagnostice a terapii téchto nadort.
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