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Abstrakt

TCF4 (z angl. T-Cell Factor 4, nékdy také TCF7L2) je vyznamnym efektorem kanonické
signalni drahy Wnt. Je produkovan v mnoha riznych izoforméch, jejichz exprese byva tkanove
specificka a jejichz funkce se mnohdy diametralné lisi. Ve stfevé je TCF4 klicovym faktorem
pii regeneraci epitelu a udrzovani homeostazy kmenovych bunék. Jeho deplece zptisobuje
ztratu proliferujiciho kompartmentu krypt a Gplny rozpad architektury stievni sliznice. Procesy
ve kterych plisobi jsou tedy stézejni a musi byt siln€ regulované pomoci signalni drahy Wnt.
Poruchy v expresi ¢i alternativnim sestiihu TCF4 casto vedou k rozsahlé skale komplexnich

patologii jako jsou rakovina tlustého stfeva, ilealni Crohnova choroba a diabetes mellitus 2.

typu.

Kli¢ova slova: TCF4, intestinalni kmenové buiiky, stfevni obnova, kolorektalni rakovina,

Crohnova choroba, diabetes mellitus 2. typu

Abstract

TCF4 (T-Cell Factor 4, sometimes also TCF7L2) is an important effector of the canonical
Wnt signalling pathway. The transcription factor is produced in many different isoforms with
tissue-specific expression and diametrically opposing functions. In the intestine, TCF4 is a key
factor in epithelial regeneration and maintenance of stem cell homeostasis. Its depletion causes
loss of the proliferating crypt compartment and complete breakdown of the intestinal mucosal
architecture. The processes in which it acts are therefore vital and must be strongly regulated
by the Wnt signalling pathway. Disturbances in TCF4 expression or alternative splicing often
lead to a wide range of complex pathologies such as colon cancer, ileal Crohn's disease and

type 2 diabetes mellitus.

Keywords: TCF4, intestinal stem cells, intestinal renewal, colorectal cancer, colorectal

cancer, Crohn’s disease, type 2 diabetes mellitus
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1. Uvod

Strevni epitel je komplexni struktura plnici mnoho funkci od absorpce zivin po ochranu
pied patogenni mikroflorou. Jedna se o nejrychleji cyklujicitkan v lidském téle — vétSina bunék
v ni je obnovena do tfi az ¢tyf dni. K zachovani stalého vnitiniho prostfedi je vyzadovana
delikatni a ptisné fizena signalizace. Zde piisobi vysoce konzervovana signalni draha Wnt, ktera
hraje dtlezitouroli vembryondlnim vyvojiihomeostaze dospélych tkani. Bunky cilovych tkani
odpovidajina signaly Wnt a spoustéji vnitini sled udalosti, ktery je — v ptipadé kanonické drahy
—zakoncen na efektorech z rodiny TCF/LEF (z angl. T-Cell Factor/Lymphoid Enhancer Factor)
proteind. TCF/LEF jsou klicové k regulaci drahy Wnt. VaZi se na DNA v blizkosti specifickych
cilovych genti a ovliviluji jejich expresi. Skrze tyto geny napomahaji udrzovat kmenové buiky
pomoci regulace bunééného cyklu, udavaji jejich bunééné osudy a urcuji jejich lokalizaci
v tkéanich.

TCF4 je transkripénim faktorem z rodiny TCF/LEF, ktery je nejhojné;si ve stfevé a stal se
tak atraktivnim pfedmétem studia jak v intestinalné-vazanych patologiich, tak ve vyzkumu
mechanismu stfevni regenerace. V uplynulych desetiletich bylo zjisténo, ze TCF4 je stézejni
pro udrzovani proliferacniho kompartmentu krypty a kryptové architektury. V jeho
nepiitomnosti se komplikované stievni struktury rozpadaji a diferencované bunécné typy
ztraceji své bunécné programy a schopnost lokalizace na ose krypta-klk. Vytazeni TCF4
z funkce je z tohoto diivodu neonataln¢ letalni. Naopak pti konstitutivni aktivaci TCF4 a jim
ovladanych gent dochdzi ke tvorbé adenomti na stievni sliznici. Nemuze tak byt pfekvapenim,
ze TCF4 ma silnou souvislost s etiopatogenezi kolorektalniho karcinomu. Ztraty bunéénych
programil indukované dysfunkci TCF4, jmenovité v Panethovych a enteroendokrinnich
bunikéch, pak vedou k patologiim jako je ilealni Crohnova choroba a diabetes mellitus 2. typu.

Cilem této prace je popsat stievni epitel se zaméfenim na jeho proliferacni kompartment,
predstavit jeho regeneracni schopnosti a shrnout jak jsou ovlivnéné transkripnim faktorem
TCF4. Déle je prace zaméfena na tfi vybrané patologie (kolorektalni karcinom, Crohnova
choroba, diabetes mellitus 2. typu), které maji silnou asociaci s defekty v regulaci ¢i ptisobeni
TCF4 a pokusi se vysvétlit, jak miize TCF4 ovlivnit vznik a progresi téchto komplexnich

nemoci.



2. Anatomie streva

Sttevo (lat. intestinum) je Cast traviciho systému, kterd se nachdzi mezi zaludkem
a kone¢nikem — vede tedy od vratniku po fitni otvor. Jeho hlavni funkci je traveni a vsttebavani
Zivin z potravy a vylu¢ovani odpadnich latek z téla.

Histologicky se travici trubice sklada ze ¢tyt hlavnich vrstev; sliznice (tunica mucosa),
podslizni¢ni vazivo (tunica submucosa), svalova vrstva (tunica muscularis externa)
a povrchova vrstva (tunica externa). Sliznice, kterd oddéluje lumen od vnitiniho prostiedi téla,
vykazuje nejvétsi variabilitu povrchu v riznych oblastech travici dutiny. Je dale vnitiné
rozdélena na tfi vrstvy;

- epitelialni, ktera slouzi jako mechanickd ochrana i resorp¢ni vrstva v zavislosti na lokaci

- vazivova lamina propria, ktera obsahuje cévy a zlazky

- vrstva hladkého svalstva, zprostifedkujici peristaltické pohyby.

Stievo se obecné déli na tenké (intestinum tenue) a tlusté (intestinum crassum). Tenké sttevo
navazuje na vratnik, je del$i a tenci nez tlusté stfevo. Sklada se ze tifi Casti; dvanactnik
(duodenum), lacnik (jejunum) a kycelnik (ileum), které na sebe navazuji ve vypsaném potadi.
Jeho hlavni funkei je absorpce Zivin z potravy. Stfevo je ke své funkci ptizplisobeno ohromnym
navysSenim svého povrchu kruhovymi fasami (plicae circulares), klky, kryptami a mikroklky
na apikalni stran¢ resorp¢nich sttevnich bunék. U ¢lovéka tvoti celkovy povreh ptiblizné 4500
m?. Shrnuto v; (Kierszenbaum, 2007).

Tlusté stievo je konecny tsek travici trubice. Je kratsi a SirSi nez tenké stievo a rovnéz se
sklada ze tii casti; slepého stieva (intestinum caecum), tracniku (colon) a konecniku (rectum).
Tracnik lze jesté dale de€lit na tracénik vzestupny (c. ascendens), ptiény (c. transversum),
sestupny (c. descendens) a esovitouklicku (c. sigmoideum). V tlustém stfevé dochazi k absorpci
zbytku zivin, které nebyly straveny v tenkém stfevé (hlavné vitaminy a mineraly), a vody.
Béhem prichodu je tekutd, kasovitd travenina (chymus) z tenkého stteva zahuSt'ovéana a jeji

obsah je formovan ve stolici. Kruhové fasy a klky zde chybi. Shrnuto v; (Kierszenbaum, 2007).

2.1. Bunécné typy

Epitely tenkého i tlustého stfeva patii mezi nejrychleji obnovované tkané v téle (obrat za
3-5 dni pro vétSinu bunéénych typa v epitelu, Panethovy bunky vydrzi déle; 6-8 tydnt). Epitel
je obménovan diky dé€leni, diferenciaci, migraci a ztraté bunééné adheze bunék (anoikis)

pochazejicich ze sloupcovitych kmenovych bunék v bazich krypt (CBC; Crypt-Base Columnar
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Cell). CBC jsou charakteristické svym povrchovym receptorem Lgr5 (Barker, et al., 2007)
(ktery je dulezity pro vazbu R-Spondinli, agonistli signdlni drdhy Wnt) a vysokou
telomerazovou aktivitou. I jedina CBC bunka je schopna generovat organoidy obsahujici
vSechny intestinalni bunécné linie (Sato, et al., 2009), efektivita tohoto procesu je ale zavisla
na pfitomnosti Panethovych bunék, které dodavaji antimikrobidlni ochranu i signalizacni
faktory kmenovym bunkam. Shrnuto v; (Beumer & Clevers, 2021).

linie ukazovalo. Hierarchie kmenovych bunék je komplexni a bez ostrych hranic. Mnoho
nov¢jsich studii navic dokazuje, ze v§echny bunky krypty — jak enterocyty (Tetteh, etal.,2016),
tak sekretorni progenitory (Es, et al., 2012a), (Jadhav, et al., 2017) — jsou vysoce plastické
a schopné transformace v Lgr5+ buiiky, pokud je stfevni epitel poskozen.

Na dné krypt se nachazi zhruba 15 CBC (rozpoznatelnych diky ptitomnosti receptori
Lgr5), které jsou v kontaktu s Panethovymi buiikami. CBC rychle prochazi bunéénym cyklem
a produkuji velké mnozstvi dcefinych bunék. V ptipad¢ ztraty délictho kompartmentu po
poskozeni (napf. iradiaci nebo difterickym toxinem) jsou ale rychle nahrazeny de novo
vzniklymi Lgr5+ bunikami (Tian, et al., 2011).

Experimenty sledujici iradiaci a ndslednou regeneraci sttevniho epitelu vedly k objevu
druhé populace bunék, o kterych se myslelo, Zze se jedna o kmenové bunky s pomalejsSim
bunéénym cyklem (jakousi rezervu Lgr5+ kmenovych bunék). Bunky byly definovany
ptitomnosti Bmil (proteinu represorového komplexu Polycomb, ktery se podili na uml¢ovani
genu a regulaci chromatinovych struktur) (Yan, et al., 2011). Pfitomnost Bmil tuto zdhadnou
populaci umistila na pozici +4 (tzn. pozice okamzité¢ nad posledni Panethovou bunkou)
v proximalni ¢asti tenkého stfeva. Bmil+ buiikky zdanlivé reagovaly na poSkozeni strevni
sliznice rychlym délenim a nahrazenim ztraty Lgr5+bunék. Zahada Bmil+ bun€k bylanakonec
vyieSena pomoci sledovani nediferenciovanych, nedélicich se bun€k na bazi krypty. Bunky
byly identifikovany jako prekurzory Panethovych a enteroendokrinnich bunék, které vSak nijak

nepiispivaji k obnové€ tkané a postupné vymizi (Buczacki, et al., 2013).
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Obrazek 1: Histologie tenkého a tlustého streva (Beumer & Clevers, 2021)

Obr.1 | A |Nalevo se nachazi epitel tenkého streva;, CBC (z angl. Crypt-Base
Columnar, kmenové bunky), TA-kompartment (z angl. Transit Amplifying
Compartment, produkujici enterocyty), GC (z angl. Goblet Cell, pohdrkova buiika),
EEC (z angl. Enteroendocrine Cell, enteroendokrinni burika). | B | Napravo se nachazi
epitel tlustého streva;, DCS (z angl. Deep Crypt Secretory Cell, alternativa k
Panethovym bunkam v tlustém stieve) (Beumer & Clevers, 2021).

To vsak vyvolava otdzku, odkud se epitel regeneruje po poskozeni? V novéjsich studiich
bylo zjisténo, ze pti absenci Panethovych bun¢k se mezi CBC objevuji enteroendokrinni a tuft
buiiky a dopliuji tak chybéjici Notch signalizaci (pro kterou je nutny mezibunéény kontakt)
(Es, et al., 2019). Za homeostatickych podminek, jsou prave enteroendokrinni buniky druhymi
nejcast€jSimisousedy CBC, hned po Panethovych bunkéch. Je tak pravdépodobné, Ze prave
enteroendokrinni bunky tvoii tento rezervni zdsobnik kmenovych bun€k (Yan, et al., 2017).

Za homeostatickych podminek se CBC déli kazdych 24 hodin za vzniku ekvipotentnich
kmenovych bunék, které mezi sebou soupeti o své pozice dle modelu neutralniho driftu; CBC
si konkuruji o zivotni prostor — ty, které "prohraji" kryptu opusti a diferencuji. Po ¢ase tento
model vede k vzniku klonélni krypty. Buiky mimo kryptu postupné ztraci expresi Lgr5 (Lopez-
Garcia, et al., 2010). Vznikaji tak dva klastry Lgr5+ bunék; Lgr5"¢" s vysokou expresi Lgr5



a faktori kmenovych bunék, a Lgr5°%, s niz8i expresi Lgr5 a expresi dal$ich protein
asociovanych s diferenciovanymi bunécnymi liniemi (Kim, et al., 2016) (Snippert, et al., 2010).

CBC jsou posouvany vzhtiru po stranach klku, dokud nedorazi do tzv. pozice +5 (1 bunécna
délka nad nejvyse postavenou Panethovou buiikou). Za touto pozici se linie kmenové bunky
diferencuje a dochézi k formaci kompartmenturychle se délicich (cca kazdych 12 hod) bunek,
tzv. TA-kompartmentu (z angl. Transit-Amplifying), ktery dale produkuje velké mnozstvi
enterocytl, a pivodct sekretorni linie (Es, et al., 2012). Kazdé bunka kompartmentu projde 4-5
bunéénymi cykly, nez dosdhne svého limitu a odboci do senescence. Shrnuto v; (Clevers, 2013).
Linie bunék s absorpcni funkci a bunék se sekre¢ni funkci se oddéluji prakticky okamzité
indukované lateralni inhibici signalizace Notch (Es, et al., 2012a). Vysledné diferenciované
bunky postupn€ migruji smérem ke Spickam klki mechanismem "posuvného péasu®. Poté co
dosahnou vrcholu, se buniky uvolni z bazalni laminy a jsou odhozeny do lumenu. Tato produkce
je dostate¢nd na udrzeni stabilni stievni sliznice, ktera se celd regeneruje zhruba kazdé 3 dny
(Leblond & Messier, 1958).

Celkové lze zaradit buiiky stieva mezi sedm zakladnich bunéénych typt, které l1ze rozdelit

mezi majoritni a minoritni dle jejich Cetnosti v epitelu (Madara, 1982):
- Majoritni bunééné typy:
o Enterocyty
o Enteroendokrinni bunky
o Poharkové buiiky
o Panethovy bunky
- Minoritni bunécné typy:
o Tuft bunky
o M-buiky
o Cup bunky

VétSina bunék postupné dozrava béhem pohybu vzhiiru k vrcholu klku. Vyjimkou jsou
Panethovy bunky, pro které plati presny opak — nejstarsi Panethovu buiiku Ize najit nejblize ke
dnu krypty (Bjerknes & Cheng, 1981).

V tlustém stievé ale Panethovy buiiky chybi. Nové bunky vznikaji z kmenovych bun¢k na
dné intestinalnich krypt, stejné jako je tomu tak v tenkém stfeveé, nicméné k zastaveé bunééného
cyklu a diferenciaci dochazi az v horni tietiné¢ krypty (Sancho, et al., 2004). Funkce
Panethovych bunék je vykonavana hlubokymi sekretornimi buikami krypt (DCS; z angl. Deep
Crypt Secretory Cells). DCS lze rozpoznat diky charakteristickému proteinu Reg4, ktery ma
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v buiikach antimikrobidlni funkci. Exprimuji Notch ligandy DLL1 a DLL4, jejichZ delece
zpusobuje sniZzeni poctu Lgr5+ bunék v tlustém stievé. Na rozdil od Panethovych bunék ale
neprodukuji Wnt ligandy a jakdkoliv organoidni kultura produkovana z DCS vyZaduje

exogenni suplementy (Sasaki, et al., 2016).

1.1.1. Enterocyty
Enterocyty jsou nejpocetnéj$im typem bunck ve sttevnim epitelu. Membrany téchto bunck
jsou hyperpolarizované, sousedici buiiky jsou mezi sebou drzené t€snymi spoji, které umoziuji
regulovat prichod molekul z lumenu stfeva. Mezi jejich hlavni funkce patii absorpce zivin
atvorba fyzické bariéry mezi vnéjSim a vnitinim prostfedim. Zaroven se, podobné jako
M-buiiky, ¢asto pfimo ucastnii v imunitnich odpovédich a dokazi exprimovat MHC molekuly
tfidy I 1 II, které na povrchu enterocytl prezentuji lumenalni antigeny pfimo T-lymfocyttm.

Shrnuto v; (Snoeck, et al., 2005).

1.1.2. Enteroendokrinni buiiky
Enteroendokrinni buiiky patii mezi dilezité senzory Zivin a mikrobidlnich metabolitli ve
stteve. Sekretuji rtizné hormony (dle konkrétniho subtypu) a zaroven funguji jako jednotky
metabolické signdlni transdukce. Nékteré ze subtypii jsou rovnomeérné rozlozené po celé délce
stteva (napt. subpopulace sekretujici serotonin), jiné lze najit v konkrétnich oblastech podél
traktu (napt. N-bunky distalniho stieva produkujici neurotensin). Shrnuto v; (Gribble &

Reimann, 2016).
1.1.3. Poharkové buiky

Hlavni funkci poharkovych bunék je tvorba a udrzba mukdézové vrstvy tvorené
z glykoproteinli znamych jako muciny. Bunky sekretuji granula s mucinem, které jsou ve
vnéj§im prostiedi hydratovadny a vytvaii gelovou vrstvu pokryvajici vnitfek stfeva. Tato
struktura zachycuje vodu, elektrolyty, imunoglobuliny a odumfelé buiiky epitelu, a vytvari tak
fyzickou i chemickou bariéru pied bakteriemi a toxiny. Populace poharkovych bun¢k ve stieveé
neni rovnomérné rozlozend, jejich mnozstvi vzriista v distalnich oblastech jak tenkého, tak
tlustého stfeva (tj. vzristd od dvanactniku ke kycelniku a od slepého stieva ke kone¢niku).

Shrnuto v; (Kim & Ho, 2010).
1.1.4. Panethovy bunky

Panethovy buiiky jsou specializované sekretorni buniky epitelu, které Ize najit na dné tzv.
Lieberkiihnovych krypt — konkrétné pod intestinalnimi kmenovymi bunikami. Panethovy buiiky
plni svou antimikrobialni funkci pomoci sekrece bakteriocidnich latek jako jsou defenziny,

fosfolipazy nebo lysozym. Udrzuji imunitni homeostéazi stieva regulaci druhového rozlozeni
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sttevni mikroflory a likvidaci nebezpecnych patogeni. Zarovenl jsou také zdrojem kriticky
dalezitych signalnich molekul, podporujicich funkei kmenovych bunék. Poruchy v jejich
funkei zvySuji riziko vyvinuti zanétlivych onemocnéni stfeva, jako je naptiklad Crohnova
choroba. Relevantni pro tuto praci je porucha v genu pro TCF4, ktery hraje vitalni roli
v diferenciaci kmenové buniky v buitkku Panethovu, a je silné spojena s vyvinem Crohnovy
choroby v oblasti ilea (Wehkamp, et al., 2007). Shrnuto v; (Bevins & Salzman, 2011).
1.1.5. Tuft bunky
Tuft buiiky (resp. kartacové buiiky, Bertovy buiiky) maji veelku jedine¢nou morfologii —
buiiky maji trs (z angl. tuft) dlouhych a silnych mikroklk, které tré¢i do lumenu z apikalni strany
bunky. Jejich funkce neni zcela objasnéna, nicméné se piedpoklada, ze maji chemosenzorické
vlastnosti podobné jako chut'ové buiiky. Dale se podileji na iniciaci Th2 imunitni odpovédi,
kterd je spousténa predevSim v reakci na hlisty a dal$i parazity. Shrnuto v; (Gerbe & Jay, 2016).
1.1.6. M-buiiky
M-bunky jsou membranové epitelové bunky, které jsou soucasti tzv. Peyerovych plati
(shlukii lymfoidnich folikul). Slouzi pfedev§im jako rozhrani mezi vnéjSim a vnitinim
prostfedim. Jsou schopné transportovat antigeny ze stfevniho lumen do lymfoidni tkéné
asociovan¢ se stievem (GALT). Jejich apikdlni povrch mé& mikrodomény uzplisobené
k rozsahlé endocytoze, zatimco jejich basolateralni membrana je vychlipena do "kapsy"
obsahujici buiikky imunitniho systému. Shrnuto v; (Mabbott, et al., 2013).
1.1.7. Cup buiky
Cup bunky jsou pojmenované po pohéarkovitém (z ang. cup-shaped) dulku, ktery je
vytvoren piitomnosti cup buiiky mezi enterocyty (mikroklky na apikalni stran¢ cup bunék jsou
krat$i nez u enterocytll). Shrnuto v; (Madara, 1982). Jejich funkce neni dodnes zcela objasnéna.
Jsou charakterizovany pfitomnosti vimentinu v okoli buné¢ného jadra (Ramirez & Gebert,

2003).

3. Signalni draha Wnt

Signalni draha Wnt je dtlezita pro nescetné procesu v téle, véetné embryonalniho vyvoje,
regulace bunécného rustu, diferenciace a obnovy tkani. Prvnim gen Wnt byl izolovéan z nadora
mlécné zlazy u mysi. Dnes je oznacovan jako Wntl, nicméné v origindlni publikaci byl
pojmenovan podle svého ptivodu int-1 (z angl. mouse mammary tumour virus integration site

1) (Nusse & Varmus, 1982). Pozdé&ji byla objevena silnd homologie int-1 s dalSim genem
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jménem wingless (Wg) v Drosophile, ktery je nutny pro segmentaci a vyvoj kiidel (Rijsewijk,
et al., 1987). Spojenim téchto dvou nazvi; wg a int, vzniklo jméno pro signélni drdhu; Wnt.

Signalizaci Wnt aktivované geny koduji pro malé sekretované proteiny, které 1ze najit ve
vSech Zivoc¢iSnych genomech. Obratlovci maji zhruba 20 riiznych proteint Wnt (lidé maji 19
genu pro proteiny Wnt (Nusse, 2023)), které 1ze rozd¢€lit mezi 12 konzervovanych podrodin.
Poruchy signalizace Wnt jsou spojeny s mnoha onemocnénimi, véetné rakoviny a genetickych
chorob.

Signalni draha Wnt je siln¢ konzervovana a sdilena mezi obratlovci i bezobratlymi. Dle
studie provedené A. Kusserowem et al. (2005) na zahavci Nematostella vectensis z tadu
Actinaria (sasanky) 1ze v této evolucné staré vétvi najit mnoho gent z rodiny Wnt, které hraji
zasadni roli béhem gastrulace. Mezi témito geny lze najit 11 z 12 Wnt podrodin které jsou
vlastni vSem obratlovctim. K vyvoji signalizace Wnt muselo tedy dojit alesponn pted 650
miliony let a pfedchazi tedy Kambrickou explozi (obdobi nevidaného druhového nartstu)
o zhruba 100 milionti let. Tento fakt jen dale podtrhuje klicovou roli gentt Wnt pii diverzifikaci
télnich plani v zivoc¢isné tisi (Kusserow, et al., 2005).

Dnes jsou popséany 3 zékladni signalni drahy, které jsou spustény aktivaci Wnt receptoru.
Jednd se o kanonickou drdhu Wnt vazanou na [B-katenin, nekanonické drahy Wnt/PCP
a Wnt/Ca?*. Jak PCP, tak Ca?*-vazana draha jsou nezavislé na B-kateninu. Nekanonické draha
Wnt/PCP ovlada planarni polaritu buiiky (z ang. Planar Cell Polarity; PCP) a pohyb bunck skrze
aktivaci kaskad c-Jun N-terminalni kindzy, RHOA (z angl. Ras homolog family member A)
a dalSich. Blize shrnuto zde; (Katoh, 2005).

Draha Wnt/Ca?* stimuluje aktivitu fosfolipazy C, coz zvysi cytoplasmatickou hladinu
vapniku, kterd nize v kaskad¢ aktivuje na vapniku/kalmodulinu zavislou kinazu II (CamKII).
Hraje roli v embryogenezi, diferenciaci nékterych bunécnych typi (naptiklad chondrocyty)
a mezibunééné komunikaci. VSechny tfi drahy funguji soucasn¢ a jejich efekty se vzajemné
vyvazuji a ptipadné i1 inhibuji, dle konkrétni signalizace. Shrnuto v; (Kohn & Moon, 2005).

Pro ucely této prace se dale budu soustiedit pouze na kanonickou, -katenin-dependentni

signalni drahu Wnt.

3.1. Wnt proteiny a sekrece

Wnt proteiny jsou charakterizovany nizkou mirou sekrece z bunék, spojenou s nizkou
rozpustnosti. Tato nerozpustnost ve vodném prostiedi je zplisobena proteinovou modifikaci,

konkrétné palmitoylaci na konzervovaném cysteinu pifitomném ve vSech Wnt proteinech
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(Willert, etal., 2003). K modifikaci dochdzi na membran¢ hrubého endoplasmatického retikula
pomoci enzymu Porcupine, ktery provadi acylaci molekul Wnt. O-vdzana acylace serinu je
nutna pro nasledujici S-palmitoylaci na cysteinu. Tato lipidicka adice je kliCova pro signalni
schopnosti téchto molekul a pravdépodobné zpiisobuje lokalni zvySeni koncentrace Wnt na
membran¢ a umoznuje tak interakci s receptorem Frizzled (Fz), ktery napomaha zprostiedkovat
dalsi signalizaci (Doubravska, et al., 2011).

Dalsi vyznamnou modifikaci na Wnt proteinech je glykosylace. Podle studie provadéné H.
Yamamotem et al. (2013) na Wntll a Wnt3a, mé& glykosylace vliv na jejich
apikalni/basolateralni sekreci (respektive) v polarizovanych buitkdch. Dale muze ovliviiovat
strukturdlni integritu a skladani téchto proteinii. Na rozdil od palmitoylace ale nejsou efekty
glykosylace zatim pln€ prozkoumany (Yamamoto, et al., 2013).

Po modifikaci jsou proteiny Wnt laterdlné ptedany z enzymu Porcupine na receptor
Wntless (WLS, nékdy nazyvany Sprinter/Evenness interrupted). WLS je nékolikrat
transmembranovy protein, ktery pifijiméa pouze palmitoylem-znacené Wnt (coZ mimo jiné
vysvétluje, pro¢ se proteiny s defekty v lipidické modifikaci hromadi v endoplasmatickém
retikulu) (Herr & Basler, 2012). Komplex Wnt-WLS interaguje s proteiny Sec12 a Sarl, které
napomahaji v tvorb& COPII-oplasténého vacku (Sun, et al., 2017). Nove vytvoreny vezikul je
prenesen z retikula do Golgiho aparatu. Tento transport je zprosttedkovavan proteiny z rodiny
p24. Tyto proteiny tvoii komplexy s v-SNARE (Sec22), které umoziiuji splynuti s membranou
Golgiho aparatu (Li, et al., 2015).

Draha Wnt-WLS komplexu po Golgiho aparatuneni dodnes adekvatné popsana. Nicméné,
po anterogradnim transportu k membran¢ je Wnt protein uvolnén a "prazdny" WLS je
internalizovan a retrogradnim transportem piresunut zpét do endoplasmatického retikula, kde
interaguje s enzymem Porcupine a palmitoylovanymi Wnt v dalSim kole sekrece (Yu, et al.,
2014).

Hydrofobie Wnt proteinil znacné ztéZuje jejich prichod extracelularnim prostredim. Za
poslednich dvacet let bylo identifikovano n€kolik pienaseci, které zakryvaji lipidické oblasti
a umoziuji tak prichod téchto molekul vodnym prostfedim. U ¢lovéka byl nalezen naptiklad
glykoprotein afamin (Mihara, et al., 2016). Dale jsou debatovany role heparansulfat
proteoglykanu (Serralbo & Marcelle, 2014), lipoproteinovych vezikul (Panakova, et al., 2005),
exozomu a dalSich (Korkut, et al., 2009).



3.2. Signalni kaskada v buiice odpovidajici na Wnt signal

Wnt ligandy se vaZou na proteiny rodiny Frizzled (Fz); jedna se o sedmkrat pfes membranu
prochazejici receptory spirazené s G-proteiny. Fz proteiny obsahuji N-terminalni doménu
bohatou na cysteiny (CRD; z angl. Cystein-Rich Domain) a C-terminélni intracelulérni
doménu, kterd interaguje s proteinem Disheveled (Dsh) (Bhanot, et al., 1996). V mnoha
organizmech je na povrchu buiiky pfitomno vice typt Fz, které interaguji se specifickymi
ligandy Wnt a zvysuji tak komplexitu aktivace. Selektivitamezi Fz a jednotlivymi ligandy Wnt
neni dodnes dobfe popsana, ale je znamo, Ze koreceptory jako jsou LRP (z ang. Low-Density
Lipoprotein Receptor-related Protein), ROR2 (z angl. Receptor Tyrosine Kinase Like Orphan
Receptor 2) i RYK (z angl. Receptor-like Tyrosine Kinase) hraji kli€ovou roli ve tvorbé
komplext s Fz i pti spousténi rakovinnych procest (Lu, et al., 2004). Kombinatorni interakce
vSech vazebnych partnerti nakonec vedou k aktivaci jedné ze tfi signdlnich drah Wnt; kanonické
Wnt/B-katenin-zavislé drahy, nekanonické Wnt/Ca* drahy nebo nekanonické Wnt/PCP drahy
(Zeng, et al., 2018). Pii vazbé Fz spolupracuje hlavné s koreceptorem LRP, ktery prochézi
membranou jedenkrat. U ¢lovéka se konkrétné nachazi geny pro LRP5 a LRP6, které jsou oba
potfebné ke spusténi signalizace Wnt. LRP5 a LRP6 jsou oba exprimované ve vyvijejicichse i
dospélych tkanich (ne vSak spole¢né v komplexu) a vzajemné kompenzuji svou aktivitu behem
embryonalniho vyvoje. Podrobnéji popsdno zde; (Ren, et al., 2021).

Wnt faktory nejsou jediné molekuly schopné ovlivnit spusténi kanonické signdlni drahy
Whnt. Existuji i dalsi proteiny, jako naptiklad R-spondiny, které jsou agonisty Wnt a zesiluji
signalizaci. U ¢lovéka bylo naptiklad prokazano, ze R-spondin-1 siln€ podporuje proliferaci
intestinalnich kmenovych bun¢k skrze stabilizaci f-kateninu (Kim, et al., 2005).

Jak Ize vidét na obr. €. 2 —jakmile se Wnt ligandy navazi na komplex Fz/LRP, koreceptory
aktivuji kanonickou signédlni drdhu. Minimalné dvé rtuzné kinazy; GSK3 a CKly, silné
fosforyluji cytoplasmaticky konec receptoru LRP5/6. Fz interaguje s proteinem Dsh
a umozinuje tak interakci mezi fosforylovanym koncem LRP5/6 a Axinem, proteinem se
zasadni funkci v B-katenin destrukénim komplexu. Takto vdzané na membranové receptory
mohou proteiny Axin a Dsh vytvofit heterodimer, ktery posléze zprostiedkovava vsechny déje

dolt po proudu (Mao, et al., 2001).
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Obrazek 2: Model signalizace Wnt (Clevers & Nusse, 2012)

Obr.2 | Model signalizace Wnt. V nepritomnosti Wnt signalizace ziustava destrukcni
komplex v cytoplasme, kde vaze a fosforyluje p-katenin. Fosforylovany p-katenin
opousti komplex, je ubiquitinylovan p-TrCP a nakonec degradovan proteazomem.
Signalizace Wnt indukuje asociaci Axinu s fosforylovanym LRP. Po aktivaci Wnt
drahy se destrukcni komplex rozpada a p-katenin se stabilizuje (Clevers & Nusse,
2012).

3.3. B-katenin destrukéni komplex

B-katenin (resp. Armadillo v Drosophile) je, stejné jako signalni draha Wnt, siln€ evolu¢né
konzervovany. V buiice provadi jak strukturni, tak signélni roli; jedna se jak o integralni cast
kadherinovych adheznich spojl, tak o zdsadni jaderny efektor (Wieschaus, et al., 1984).
B-katenin, ktery je asociovan s E-kadherinem, pomdha napojit adhezni spoje na bunécny
cytoskelet (Ozawa, et al., 1989). Volny [B-katenin je v nepfitomnosti aktivni signalizace
degradovan a v aktivnim stavu funguje jako klicovy signaliza¢ni faktor. Jelikoz jakakoliv
nerovnovaha mezi témito stavy ¢asto vede k onemocnénim, rakovin€ a metastazi, je f-katenin
v neaktivnim stavu piisné regulovan. B-katenin destrukéni komplex ho oznaci pro degradaci,
coz vede k jeho rozkladu v proteazomu. KdyZ se ligand Wnt vaZe na receptorovy komplex,
spusti se kaskada signalt, ktera vede k inhibici ubiquitinylace f-kateninu, ¢imz se umozni jeho
akumulace v cytoplazmé a dalsi signalizace v jadie burky.

Cytoplasmaticky destrukéni komplex tak tvofi centrum drdhy Wnt. Jeho soucasti jsou,
mimo jiné; nddorové supresory Axin a APC (z angl. Adenomatous Polyposis Coli) a Ser/Thr
kinazy GSK-3 a CK1. S komplexem jsou zaroven asociované i dal$i proteiny jako je proteinova
fosfatdza 2A (PP2A) a E3-ubiquitin ligdza B-TrCP. Kinazy GSK-3 a CK1 sttidavé fosforylyji

Ser/Thr sekvence na -kateninu, ¢imz odhali vazebné misto pro ubiquitin ligdzu -TrCP. Ligéza
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oznaci B-katenin ubiquitinem a protein je nasledné degradovan v proteazomu (Winston, et al.,
1999).

Tyto interakce jsou usnadnény piitomnosti Axinu a APC, které slouzi jako leSeni drzici
tento komplex pohromadé. Axin je nestrukturovany a flexibilni protein s vazebnymi misty pro
GSK-3, CK1 i B-katenin — vaZe tedy enzymy i substrat reakce pohromad¢ a zvySuje tim jejich
efektivni koncentraci. APC ma zésadni roli v destrukc¢nim komplexu (zarodecna mutace v genu
pro APC zptisobuje familiarni adenomatdzni polypdze, mutace se zaroven vyskytuje v >80 %
pripadiirakoviny tlustého stieva (Fearnhead, et al., 2001)), indukuje totiz degradaci f-kateninu.
APC zaroven zabranuje receptorim Wnt v aktivaci signalni drahy, pokud nejsou stimulovany.
Ptesny mechanismus funkce APC ale zlistavd dodnes zahadou (Saito-Diaz, et al., 2018).

Blizsi informace o destrukénim komplexu zde: (Stamos & Weis, 2012).

3.4. Genova exprese

Pokud buiika zaznamena signalizaci Wnt, prob&hne série déji zminénych v kapitolach vyse
a kindzové aktivita komplexu vii¢i B-kateninu se zastavi. Akumulovany B-katenin pak vstoupi
do jadra bunky, kde interaguje s transkripénimi faktory, a spusti expresi genti odpovidajicich
an signal Wnt. V jadre hraji klicovou roli T-buné¢né faktory (TCF) a lymfoidni enhancerové
faktory (LEF), které aktivuji transkripci svych cilovych gend.

V neaktivnim stavu pisobi TCF/LEF jako represory a vazi protein Groucho (a dalsi jemu
podobné), ktery funguje jako korepresor. B-katenin ale dokaze odsunout Groucho vazbou na
N-konec TCF/LEF, ¢imz je transformuje v aktivatory a spusti transkripci (Daniels & Weis,

2005). Shrnuto v; (Clevers, 20006).

Wnt OFF Wnt ON

o P

Wit target gene Wit target gene

NUCLEUS

Obrazek 3: Genova exprese (Clevers & Nusse, 2012)

Obr. 3| V nepritomnosti signalii Wnt, transkripcni faktory TCF potlacuji expresi svych
ctlovych genit s pomoci dalsich transkripcnich korepresorii jako je Groucho. Pri
aktivaci signdalni drahy Wnt, p-katenin nahradi Groucho. p-katenin pritihne dalsi
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transkripéni koaktivatory a histonové modifikdatory (napr. Brgl, CBP, Cdc47, Bcl9 a
Pygopus) a rozbéhne expresi cilovych genii (Clevers & Nusse, 2012).

3.4.1. TCF/LEF rodina

TCF/LEF transkripéni faktory jsou klicovymi regulatory kanonické signalizac¢ni drahy
Wnt. Tyto proteiny patii do rodiny HMG (High Mobility Group) box faktortia vazi se na DNA
v blizkosti specifickych cilovych genti, aby ovlivnily jejich expresi. TCF1, LEF1, TCF3 a TCF4
(kodované geny TCF7, LEF1, TCF7LI a TCF7L2)! jsou &tyfi faktory z rodiny TCF/LEF
proteind, které 1ze najit u savet (Mammalia). Kazdy z téchto faktorti ma specifické funkce
v regulaci genové exprese, ale vSechny zaroven vykazuji podobné strukturni vlastnosti a jejich
exprese se Casto prekryva. Hledani specifickych funkei u kazdého z transkripénich faktort
navic zeslozit'uje jejich produkce v nékolika riiznych izoforméach, generovanych alternativnim
sesttihem mRNA nebo vyuzitim rtiznych promotorta (Hrckulak, et al., 2016).

Ve stieveé hraje TCF/LEF-zprostiedkovana signalizace hned nékolik roli — napoméha
udrzovat kmenové bunky pomoci regulace bunééného cyklu, reguluje bunécné osudy a urcuje
lokalizaci bunék na ose krypta-klk. Aktivovana signalni draha Wnt tedy reguluje geny pro
proteiny jako jsou naptiklad:

- Axin2; ktery hraje dileZitou roli v regulaci kanonické signalni drahy Wnt (viz vySe)

a tvofi negativni zpétnou vazbu pro signalizaci Wnt (Lustig, et al., 2002).

- Ndkl; ktery hraje roli signalniho antagonisty pro signalni drdhu Wnt tim, ze se vaze
k proteinu Dsh a zastavuje signalni transdukci. Ndk1, stejné jako Axin2, tvoii negativni
zpétnou vazbu pro signalizaci Wnt, zejména v ranné embryogenezi u Drosophila
(Rousset, et al., 2001).

- Troy; ktery je produkovan rychle se délicimi intestindlnimi kmenovymi buiikami a je

asociovan receptorem charakteristickym pro CBC; Lgr5. Dokéze potlacit signalizaci

zprosttedkovanou Wnt agonistou; R-Spondinem (Fafilek, et al., 2013).

I TCF7L2 je nazev obecné pouzivany pro gen. Oznacéeni TCF4 je obecné pouzivano pro protein. Pro lepsi
¢itelnost textu budu nadale pouzivat oznac¢eni TCF4 pro gen i protein.
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VSechny TCF/LEF proteiny rozpoznavaji konsensus sekvenci na DNA nazyvanou WRE
(Wnt response element — z angl. na Wnt odpovidajici element), ktera je zachytdvana silné
konzervovanou doménou HMG-box. Jak lze vidét na obr. €. 4, izoformy savcCich faktora
z TCF/LEF rodiny maji hned né€kolik dalSich funkénich domén, které jsou siln€ konzervované
imezi homology z Drosophila m. Jedna se o P-katenin-vazebnou doménu na N-konci,
HMG-box DNA-vazebnou doménu, jaderny lokaliza¢ni signal (NLS), Cystein-clamp DNA-
vazebny motiv (C-clamp) a C-terminalni protein-vazebnou doménu (CtBP) (Hrckulak, et al.,

2016).

B-cat HMG C-clamp
TCF7 I BTN | 481aa
NLS CRARF
LEF 1 I I ] 399 aa
TCF7L1 ) —— T T
TCF7L2 I | | | 602 aa

N
CRARF/CRALF
Obrazek 4: Hlavni funkcni domény proteinii rodiny TCF/LEF (Hrckulak, et al., 2016)

Obr. 4 | Graf, prevzaty z publikace (Hrckulak, et al., 2016), wukazuje pozici

Ve

konzervovanych funkcénich domén v nejdulezitéjsich proteinech rodiny TCF/LEF;
p-cat, p-katenin-vazebnd doména (Seda); HMG, High Mobility Group-box DNA-
vazebna doména (zelend); NLS, jaderny lokalizacni signal (cervena); C-clamp
(fialova); CtBP (Zluta); CRARF/CRALF sekvence — obsahujici cysteinové zbytky,
klicové pro vazbu pomocnych sekvenci (svétle fialova), aa aminokyseliny. Segmenty
reprezentujici  NLS a CRARF/CRALF sekvence nejsou zobrazeny ve Skale
korespondujici se zbytkem ukdzanych domén.

Naprosta vétSina izoforem TCF ma B-katenin-interakéni doménu na N-konci. Existuji ale
1 ptirozené se vyskytujici izoformy, kterym tato doména chybi. Jednd se napiiklad jednu
z izoforem TCF4, kterd plsobi pfi embryondlnim vyvoji ventralni strany diencefalonu
(ptfedniho mozku). Transkripéni faktor Vaxl, ktery je exprimovan specificky ve ventralnim
diencefalonu, naseda na kratkou, ale siln¢ konzervovanou, sekvenci DNA v patém intronu.
Vax1 poté specificky transkribuje mRNA, které chybi prvnich pét exonti TCF4. Prvni z téchto
exontl obsahuje B-katenin-vazebnou doménu, bez které nemulize odpovidat na signalizaci Wnt
a pusobi tedy jako globalni dominantné-negativni Wnt antagonista (Vacik, et al., 2011)

DNA vazebnd doména je nejsilngji konzervovany segment z celé TCF/LEF rodiny

(>94 %). K rozpoznavani WRE slouzi 88 aminokyselin dlouhd HMG doména slozena z tii
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¢asti; 68 aminokyselin dlouhého HMG-boxu, 9 aminokyselin dlouhé zésadité sekvence
pusobici jako NLS a 9 aminokyselin dlouhy fetéz, ktery ji poji k HMG-boxu. HMG-box
rozpoznava specifickou sekvenci v malém zlabku na DNA (YCTTTGWW) a zaroven ohne
DNA molekulu o thel az 130°. Flexibilni fetézec aminokyselin dovoli NLS vlézt do velkého
zlabku, interagovat s fosfatovou vazbou a stabilizovat interakci s DNA. Silnd homologie mezi
DNA-vazebnymi doménami ale piekvapivé neznamena, ze vSechny TCF/LEF aktivuji Wnt-
vazané geny ekvivalentn¢ (Atcha, et al., 2007).

Atcha ve své publikaci; (Atcha, et al., 2007), popisuje rozdilnou potenci aktivace genii
LEF1 a CDXI alternativné sestfizenymi izoformami TCF1 a TCF4 v C-terminalnim exonu;
"E-tail". E-tail obsahuje C-clamp ("C-sponu"); 30 aminokyselin dlouhy motiv
zprostiedkovavajici dopliikovou interakci s DNA. WRE pottebuje C-clamp k vazbé B-kateninu
a aktivaci. C-clamp motiv obsahuje konzervovany cystein a dal$i zasadité a aromatické
aminokyselinové zbytky. C-clamp neovliviiuje specificitu vazby k WRE, nicméné miize
ovliviiovat stabilni aktivaci rtiznych genti.

XTCF v Xenopus a TCF3 a TCF4 izoformy u savcii obsahuji navic CtBP-vazebnou
doménu. CtBP (z angl. C-terminal Binding Protein) je globalni korepresor, jehoz piesny
mechanismus pisobeni neni dodnes zndm, ale funguje v mnoha riznych kontextech v téle pti
regulaci transkripce a udrzovani homeostazy. Nicméng, co se tyce konkrétniho efektu CtBP ve
signalizaci Wnt panuji rozporuplné nazory. Studie od Valenty et al. ukazuje, Ze v clov€ku CtBP
asociuje s C-koncem TCF4, zastavuje transkripci Wnt-ovlivnéného reportéru a snizuje aktivitu
promotoru Axin2 (Valenta, et al., 2003). Na druhé strané byly provedeny studie (Patel, et al.,
2014) nalidskych rakovinnych kmenovych bunkéach (CSC), jejiz vysledky ukazuji ze vyCerpani
CtBP zastavuje rast CSC a nadmérna exprese naopak podporuje rist a sebeobnovu. A konecné
v Drosophile byla zjisténa role CtBP jako genové-specificky dudlni represor i aktivator. CtBP
se vaze na Wnt-regulované enhancery a zvysuje jejich transkripéni aktivaci proteinem
Armadillo (B-katenin rodu Drosophila) a zaroven zabraiiuje expresi ur¢ité podmnoziny geni za

absence signalizace Wnt a bez zapojeni TCF proteint (Fang, et al., 2006).
4. Transkrip¢ni faktor TCF4

Transkripcni faktor TCF4, nékdy také znamy jako TCF7L2 (z angl. T-Cell Factor 7-like-2)
je nejstudovanéjSim faktorem z TCF/LEF rodiny. Je kliCovym faktorem pii udrzovani

homeostazy a regenerace stievniho epitelu a jeho poruchy vedou k rozséhlé skale patologii jako
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jsou rtizné neurovyvojoveé poruchy (Dias, et al., 2021), diabetes mellitus 2. typu (Grant, et al.,
2006), rakovina tlustého stieva a ileadlni Crohnova choroba (blize popsané dale).

Béhem embryogeneze u mysi je nejvice exprimovan ve stfevni trubici a nervovych tkanich.
V dospélosti ale neni jeho exprese zdaleka tak omezena. I pfesto, Ze jeho exprese zlstava
nejvyssi ve stfeve, je mozné ho najit v mnoha proliferujicich nikdch riznych tkani. Mira exprese
se v ruznych segmentech stieva lisi; v tenkém stieveé lze najit Tcf4 rovnomérné po celé ose
krypta-klk, zatimco v tlustém stievé je na dné krypty nizka, ale zvySuje se v necyklujicich
buiikach vrsku krypty (Es, et al., 2012b). Nejvice je Tcf4 pritomenv kryptach tenkého stieva,
konkrétné v CBC a Panethovych bunkach (Hrckulak, et al., 2018). Je také dulezité zminit
zvySenou expresi v buitkdch rakoviny tlustého stieva izolovanych z lidskych nadort (Korinek,
et al., 1997).

Gen TCF4 ma v lidskych a mySich genomech celkem 17 exond a tvoii 12/18 protein-
kodujicich izoforem (podle RefSeq/Ensembl databdze resp.). V buitkach nadort rakoviny
tlustého stieva (CRC, z angl. Colorectal Cancer Cells), byvaji nalézdny mutace v mistech
sestfihu (které mohou produkovat nové izoformy) a v nddorech vykazujicich mikrosatelitni
nestability jsou Casté mutace s posuvy c¢teciho ramce, které krati protein TCF4. TCF4 gen
obsahuje 3 oblasti, které podléhaji alternativnimu sestfihu (Weise, et al., 2010). Jedna se
o sestfih:

- Exonu 4, ktery koduje pro 23 AK-dlouhou doménu bez zndmé funkce.

- Exont 7, 8, a9. PreskoCeni exonu 8 vede ke tvorbé izoform schopnych vazat -katenin,

ale postradajicich HMG-box — jedna se nejspise jako negativni faktory signalizace Wnt.

- Exonu 13, 14, 15 a 16 v rtiznych kombinacich, liSicich se sloZzenim C-konce. Pouze

TCF4E varianty maji kompletni variantu C-clamp a navic obsahuji vazebné motivy pro
CtBP (vSem ostatnim jedna, nebo ob¢, z uvedenych struktur chybi).

Aby bylo mozné rizné izoformy charakterizovat, Weise et al. naklonovali celkem 13
ruznych transkriptti TCF4 z mysi a rozd¢lili je mezi skupiny s E, S a M variantami.

- E-skupina zahrnuje nejdelsi transkripty, které maji kompletni E-tail.

- S-skupina obsahuje transkripty, kterym chybi ¢ast C-clamp na C-konci proteinu.

- M-skupina obsahuje transkripty, kterym E-tail zcela chybi.

Jak se ukézalo, nejefektivnéjsi aktivatory transkripce byly izoformy ze skupiny E, kterym
chybél exon 4. Izoformy z S- a M-skupin mély slaby, nebo Zadny aktiva¢ni potencial. Rtizné
vlastnosti spojené s alternativnimi transkripty podporuji mySlenku, ze rizné skupiny
TCF4-aktivovanych genii vyZzaduji riizné izoformy. Coz, mimo jiné, vysvétluje rozporuplné
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nazory na efekt TCF4 v tumorigenezi. Bylo zjiSténo, Ze TCF4 aktivuje geny podporujici déleni
a proliferaci, a ma tedy roli v onkogenni aktivité signalizani drahy Wnt. Zaroven studie ale
ukazuji jeho antionkogenni funkci. Zkouménim riznych izoforem bylo zjiSténo, Ze tato
inhibi¢ni funkce je spojena s C-koncové domény, obsahujici C-clamp. V rakovinnych buiikach
byva usek na 5'-konci 17 exonu ¢asto zkracovan/prodluzovan, ¢imz se posunuje ¢teci ramec
a znemoznuje produkce uplné C-clamp (nutné pro TCF4E varianty). TCF4E varianty se odlisuji
od ostatnich jejich schopnosti aktivovat geny Axin2 a Cdx 1, které maji tumor-supresivni funkce

(Weise, et al., 2010).

5. TCF4 v obnové stirevniho epitelu

Bunky lemujici stfevni klky byvaji asto poSkozeny béhem vsttebavani zivin pii prichodu
traveniny. Obnova stfevniho epitelu je proto proces nezbytny pro udrzeni integrity a funk¢nosti
stfevni sliznice. Je velmi dulezita pro udrzeni funkce stfeva i pro prevenci vzniku stievnich
patologii. Pii poskozeni stfevni sliznice, naptiklad pfi akutnich nebo chronickych stfevnich
onemocnénich, se potfeba obnovy epitelu zvysuje. (Bevins & Salzman, 2011).

Jak bylo zminéno vySe v kapitole 2.1. Bunécné typy, CBC udrzuji homeostaticky stav
stteva délenim a diferenciaci do riznych bunéénych linii. CBC se déli kazdych 24 hod a tvofi
bunky TA-kompartmentu, které se déli kazdych 12 hod a jsou zodpoveédné za produkci vétSiny
populace. Vysledné diferenciované buiikky migruji smérem ke Spickam klki a jsou odhozeny do
lumenu (Clevers, 2013).

Cely proces proliferace a regenerace je regulovan vysoce konzervovanymi signalnimi
drdhami, mezi které patfi zejména signalni drdha Wnt. Ta ovliviiuje vyvojové osudy bunék
i proliferaci intestindlniho epitelu. Vliv signalizace Wnt na rozvoj epitelu lze snadno
demonstrovat na genetickych mutacich nddorového supresoru APC, které vedou k nahromadéni
stabilnich B-katenin-TCF4 komplexi v jadie a konstitutivni aktivaci cilovych genli drahy Wnt.
Deregulovana transkripce TCF4-cilovych genti poté provazi formaci adenomu sttevniho epitelu
(Korinek, et al., 1997).

Konkrétni mechanismy funkce TCF4 ve stfeveé a jeho obnove jsou rozporuplné a dodnes
ne zcela prozkoumané. Koiinek et al. (1998) jako jedni z prvnich provedli experimenty na
laboratornich mysich s ucelem popsat jeho funkce. Cilenym celotélovym vyfazenym jednoho
z exonl Tcf4 (konkrétné jeho DNA-vazebné HMG box domény) zjistili, ze homozygotni

mutanti (7cf4”") umiraji kratce po narozeni kviili abnormalitdm stéevni sliznice. Ve sliznici
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tenkého streva chybély klky a pocet epitelidlnich bunék byl vyrazné sniZzeny. Dale se ukazalo,
ze dva z nejpocetnéjSich bunécnych typi stievniho epitelu — enterocyty a poharkové buiky —
zlistavaji pfitomny, ale enteroendokrinni buiiky chybi (Korinek, et al., 1998).

Hrckulak et al. (2018) sledovali bunéény osud kmenovych bunék po podminéném vytazeni
TCF4 Cre-Lox rekombinaci?. Zjistili, Ze linie bun&k s chyb&jicim TCF4 ze stfevniho epitelu
postupné mizi a netcastni se na doplnéni poskozeného epitelu. Z vysledkit obou studii —
(Hrckulak, et al., 2018) 1 (Korinek, et al., 1998) — se da usoudit, ze TCF4 hraje klicovou roli
v udrzovani kmenovych bun¢k a v obnové epitelu tenkého stieva.

Vysledky experimentd zahrnujici ablaci Tcf4 pomoci Cre-Lox rekombinace exonu 11
(ktery koduje pro DNA-vazebnou doménu) odrdzi vysledky Korinek et al. (1998). Epitel
tenkého stfeva v dospélosti naddle vyzaduje Tcf4 k wudrzeni proliferujictho Lgr5+
kompartmentu. Es et al. (2012) také popisuji dopad delece Tcf4 na tlusté stievo, ktera vyusti
v ztratu dé€licich se bunék krypty (resp. ztratu Ki67; proteinu zdsadniho pro bunécné déleni)
(Es, et al., 2012b). Mezi dalsi efekty patii ztrata exprese receptort EphB2 a EphB3, které
umoznuji dolt-smeétujici migraci Panethovych bunék. EphB2 a EphB3 receptory tvofi klesajici
gradient ode dna po vrsek krypty. Jejich ligand ephrin-B1 pak tvoii opacny gradient, klesajici
smérem ke dnu. Naruseni genti EphB2 a EphB3 vede k prolindni proliferativnich
a diferencovanych bunék. Signalizace Wnt tedy koordinuje kontrolu proliferace podél osy
krypta-klk s tfidénim populaci krypt zprostfedkovanym mechanismem interakce
EphB/ephrin-B (Batlle, et al., 2002) (Wetering, et al., 2002). Panethovy buiiky jsou klicové
v udrzovani niky kmenovych bun¢k — jsou producenti signalizace Wnt, Notch i EGF. A zaroven
je signalizace Wnt nezbytnd pro dozrédvani Panethovych bunék. V ptipadé¢ podminéného
vytazeni TCF4 z funkce se Panethovy bunky aberantné rozsiti po klcich epitelu, az nakonec
zmizi kolem sedmého dne po vyrazeni (Es, et al., 2012b).

Pritomnost TCF4 je tedy nutna k regulaci funkce signalizace Wnt. Studie vyuzivajici jiné
modely aktivace ¢i represe drahy Wnt zrcadli vysledky produkované experimenty na TCF4.
Pokud je naptiklad draha inhibovana Wnt antagonistou Dickkopfl, jak ukazali (Kuhnert, et al.,
2003), dochazi k degeneraci slizni¢ni architektury a ztraté krypt, zrovna tak jako pii deleci

TCF4. Naopak silny agonista R-Spondinl (Rspol) zpiisobuje stabilizaci cytosolického

2 Cre-Lox rekombinace je zaloZena na principu vysttizeni specifické DNA sekvence, ktera je z obou stran
ohraniCenatzv. Lox-P misty (kratké, 34bp dlouhé sekvence), enzymem Cre-rekombindzou. Cely mechanismus
(Cre-rekombinaza i ptivodni Lox-P sekvence) je ptivodem z bakteriofaga P1 (Sauer & Henderson, 1989).
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B-kateninu a indukuje proliferaci. Lidsky Rspol ptfeneseny do mysich modell v tspéSnych
chimérach zplsobuje ztlusténi sliznici, hyperpldzii kryptového kompartmentu a znacné

rozsiteni zony proliferujicich buné€k (dokézané pritomnosti Ki-67) (Kim, et al., 2005).

6. TCF4 v patologiich

6.1. Rakovina tlustého stieva

Role TCF4 v rozvoji kolorektalniho karcinomu je komplexni a dodnes ne zcela vysvétleny.
TCF4 muze pusobit jako onkogen, jehoz deregulace imituje bunéény program proliferujicich
bunék. Zaroven ale mtize TCF4 pusobit jako tumorovy supresor. Rizné studie na toto téma
naznacuji, ze diametralné odliSné efekty na rozvoj rakoviny jsou zpisobeny piitomnosti
ruznych izoforem genu 7CF4 a zejména ptitomnosti jeho C-termindlniho segmentu, ktery
ovlivitiuje miru aktivace cilovych genti (Weise, et al., 2010).

Nejsiln€jSim supresorem signdlni drahy Wnt je protein APC, jehoz mutace se Casto
objevuji v CRC buiikach (>80 %). Dtive se predpokladalo, ze TCF4 je odpovédny za aktivaci
rust-podporujicich genti po ztraté APC. Studie uplatiiujici iterativni strategii screeningu celého
genomu, kterd vyuziva né€kolik neredundantnich RNAi ¢inidel, provedena skupinou Tang et al.
(2008) ale podala ditkazy ukazujici pfesny opak. Studie ukazala funkci Tct4 jako negativniho
regulatoru signalizacni drahy Wnt. Tcf4 se ukézal jako negativni regulator dvou genti; HGF
(z angl. Hepatocyte Growth Factor) a HECA (z angl. Headcase), které podporuji rist a déleni
bunék a jejich zvysend ptritomnost v lidském séru ¢i fekaliich je u pacientim znakem Spatné
prognozy. Vyslo najevo, ze mutace vedouci ke ztraté funkce Tct4 zpiisobily nartst v bunééném
déleni v CRC buiikach, a naopak mutace vedouci k zisku funkce u Tcf4 rlst potlacuji. Tang et
al. identifikovali C-terminalni doménu jako zdroj supresivni funkce (Tang, et al., 2008).

Tctf4 haploinsuficience v kombinaci s mutaci APC silné podporuje riist nadorti v tlustém
stfev&. Zatimco Apc™ mysi modely® maji pouze slabou tendenci k formaci kolorektalnich
nadorl, u Apc™"Tcf4"" mutantl vznika v priméru zhruba 8 nadorid/mys (Cetnost nadord
v tenkém stieve se neméni). Tento fakt podporuje hypotézu o funkei TCF4 jako tumorsupresoru

(Angus-Hill, et al., 2011).

3 Apc™in (z angl. multiple intestinal neoplasia) mysi maji dominantni bodovou mutaci v genu Apc,
zpusobujici vyskyt nadorl stfeva a mlééné Zlazy. Homozygotni mutace Apc™ je letalni (Su, et al., 1992).
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Studie, které podporuji hypotézu o funkci T7CF4 jako onkogenu, dokazuji jeho i€ast na
udrZovani normalni proliferujici funkce v bunkdch CRC. Aktivita TCF4 v bunkach CRC
zpusobuje, Ze tyto buiikky pfechazi z fenotypu diferencovaného klkového epitelu na fenotyp
podobny krypté. Cilovy gen TCF4; c-MYC je vyznamny proto-onkogen, jehoz exprese byva
vysoka jak v brzkych, tak pozdnich stadiich rakoviny tlustého stfeva (Sikora, etal., 1987). Mezi
jeho centralni role patii represe promotoru genu p21F//WAF! " ktery kéduje pro CDK inhibitor
a zastavuje G1/S (a ptipadné¢ G2/M) piechod. Neptitomnost TCF4 vede k zastavé bunécného
cyklu v G1 (coz odpovida tomu co je znamo o vlivu TCF4 na fyziologii buiiky) (Wetering, et
al., 2002). TCF4-negativni bunky navic vykazuji morfologické zmény, zvySenou migraci,
invazivitu a adhezi ke kolagenu, ackoli zdvaznost fenotypovych zmeén se projevuje v zavislosti
na bunééné linii. Wenzel et. al. (2020) provedli globéalni profilovani transkriptomu
a identifikovali regula¢ni drahy, ve kterych TCF4 pozitivné reguluje proto-onkogen MYC
a zarovenn potlacuje inhibitory bunécného cyklu CDKN2C/CDKN2D. Z jejich vysledka
usoudili, ze ptitomnost TCF4 podporuje proliferaci CRC bun¢k, ztrata jeho funkce ale zvySuje
invazivitu a malignanci nadoru (Wenzel, et al., 2020). Zjistili také, Ze v kontrastu oproti
zdravému kolorektalnimu epitelu, tplna inaktivace TCF4 v CRC bunécnych liniich nema vliv
na jejich zivotaschopnost. Tento fakt zaznamenali i Hrckulak et al. (2018), kteti v jejich studii
vyradili TCF3/TCF4 (jednoduché ¢i dvojité vytrazeni) z APC-deficientnich bun¢k. VSechny
vysledné klony byly Zivotaschopné a bez vyraznych zmén v jejich proliferacnich schopnostech.
Obe¢ studie tak ukazuji, Ze existuje jistd mira vzdjemné zameénitelnosti mezi TCF transkripénimi
faktory v lidskych buiikéch.

TCF4 tedy na kolorektalni karcinom ptisobi jak supresivné, tak onkogenicky, i kdyz nazory
na presny mechanismus obou funkci se 1i§i. Mimo stfevo jsou nékteré alely TCF4 implikovany
v rozvoji rakoviny zaludku (Torres, et al., 2016). Alela rs12255372, kterd je asociovana
s rizikem vyvoje cukrovky 2. typu, zadroven zvysuje riziko agresivni formy rakoviny prostaty
(Agalliu, et al., 2008). Dalsi (rs7903146) se pak ¢asto objevuje u pacientl s rakovinou prsu

(Naidu, et al., 2012). TCF4 zistava predmétem rozsahlého studia i moznym cilem 1écby.

6.2. Crohnova choroba

Crohnova choroba patii mezi idiopatické stievni zanéty nebo IBD (z angl. Inflammatory
Bowel Disease). Jedna se o chronické stievni zanéty, které byvaji doprovazeny riznorodymi
extraintestinalnimi ptiznaky (horecka, ubytek hmotnosti, anorexie...). Etiopatogeneze téchto

onemocnéni neni dodnes zcela objasnénd, 1 presto ze je predmétem rozsahlého vyzkumu.
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Projevy IBD obvykle zacinaji v détstvi ¢i béhem dospivani. Souc¢asnd koncepce tika, Ze se
symptomy projevi u geneticky predisponovanych jednotlivei a vedou k nepfimétené a trvalé
aktivaci slizniéniho imunitniho sytému normalni luminalni mikroflérou. Na zdkladé klinickych
ptriznaki a histopatologie se IBD bézn¢ délina dva hlavni typy: ulcerdzni kolitidu (UC; z angl.
Ulcerative Colitis) a Crohnovu chorobu (CD; z angl. Crohn’s disease). Lisi se konkrétni lokaci
(UC pouze tlusté stievo, CD cely gastrointestinalni trakt) a histologii (UC postihuje sliznici
a podslizni¢ni vazivo, CD pak vSechny vrstvy stfevni stény). Piipadn¢ mezi n¢ navic patfi
neurcitd (nedeterminovana) kolitida, ktera se vyznacuje spoleénymirysy UC i CD s atypickymi
znaky, diky kterym nelze onemocnéni jednoznacné zatradit (Lebl, et al., 2014).

Crohnova choroba tenkého stfeva je forma zanétlivého stievniho onemocnéni, které
zpisobuje chronicky zanét gastrointestinalniho traktu. Obvykle postihuje stfeva, ale mize se
vyskytovat od st az po kone¢nik. Konkrétni lokalita byva u jednotlivych pacientl prekvapive
stald. Je charakterizovdna sniZenou expresi antimikrobialnich defenzini a pfitomnosti
adhezivnich bakterii na sliznici stfeva. CD tlustého stfeva je spojena s nizkym poctem
genetickych kopii B-defenzind, coz vede k oslabené epitelidlni indukci antimikrobidlnich
B-defenzinli ve sliznici (Fellermann, et al., 2006). Naopak iledlni CD je asociovana
s nedostatkem jiné skupiny defenzini Panethovych bun¢k; a-defenzint, které chrani hostitele
pred patogeny z vody a potravy a napomahajiregulaci bakterialnich kolonii (Wehkamp, et al.,
2005).

Panethovy buniky rovnéZ produkuji NOD2 (intracelularnireceptor pro muramyl dipeptid,
strukturu typickou pro nékteré typy bakterii), jehoz mutace je bézné pro pacienty s iledlni CD
(Hampe, et al., 2001). Pfitomnost NOD2 mutace umociuje vySe zminény nedostatek
a-defenzini (Wehkamp, et al., 2004). TCF4 tidi diferenciaci Panethovych bun¢k a a-defenziny
typu 5 (HDS) a 6 (HD6) jsou nejhojnéjsimi produkty Panethovych bunék, jejichz exprese je
ovladana TCF4. Studie od Wehkamp et al. (2007) uvadi, ze CD tenkého stfeva je spojena
s poklesem Wnt signalniho transkripéniho faktoru TCF4, coZz vede k pozorovanému poklesu
a-defenzinli Panethovych bunék. Tento pokles nebyl zaznamenan v pfipadech CD tlustého
stteva. VIiv hladiny TCF4 na expresi a-defenzinl byl navic nezavisly na vlivu genotypu NOD2
(Wehkamp, et al., 2007).

TCF4 se vaze na promotory HD5 a HD6 a piimo reguluje jejich expresi, pokles jeho
exprese zpusobuje jejich nedostatek. Soucasné tidaje ukazuji genetickou asociaci mezi vzacnou
SNP variantou TCF4 a urcitymi skupinami ilealni CD. Jedna se o mutaci v promotoru (ID alely

rs3814570 T). Nebyla nalezena z4dné asociace s CD tlustého stieva ¢i UC, coz napovidéa tomu,
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7e nedostatek HD5S a HD6 miize byt pokladdn za primarni defekt této komplexni choroby
(Koslowski, et al., 2009).

6.3. Diabetes mellitus 2. typu

Cukrovka 2. typu (T2DM; z angl. Type 2 Diabetes Mellitus) je metabolickd porucha
charakterizovana hyperglykemii, kterd mtze byt zpiisobena mechanismy snizené sekrece
inzulinu, rezistence vici inzulinu v periferiich nebo zvySené produkce glukozy jatry.

TCF4 je nejsilnéjSim lokusem ovliviiujicim néstup a vyvoj T2DM. Existuji odhady, ze
TCF4 ma vliv na zhruba 1/5 vSech ptipadi (Tong, et al., 2009). Souvislost mezi TCF4 s T2DM
byla studovana extenzivné€ a nalezena v diverznich populacich po celém svété. Byl objeven
mikrosatelit, DG10S478, v tfetim intronu 7CF4, ktery mél silnou asociaci s T2DM. DG10S478
je ve vazebné nerovnovaze s péti SNP; rs12255372, rs7903146, rs7901695, rs11196205
a rs7895340 (Grant, et al., 2006). Konkrétni mechanismy ptisobeni TCF4 na T2DM stéle nejsou
zcela znamé, ale vzhledem k faktu, ze rizikové SNP se vyskytuji v intronech TCF4, je
opravnéné piedpokladat, ze ovliviiuji regulaéni procesy. Jelikoz existuje fada alternativné
sestfihanych izoforem TCF4, ptedpoklada se, ze rizikové SNP ovliviji jejich expresi
i alternativni sestfih (Hansson, et al., 2010). Xia et al. (2015) zkoumali proteiny asociované
s 157903146 variantou a objevili vazbu PARP1 (z angl. poly (ADP-ribose) polymerase 1) v této
oblasti tohoto polymorfismu. TCF4 interaguje s proteinovym komplexem obsahujicim PARP1
a vytvoii komplex, ktery zpétnou vazbou reguluje TCF4. Konkrétni forma, kterou tato interakce
bere je ale stale predmétem studia. (Xia, et al., 2015). Vyznam této interakce je evidentni;
PARP1 aktivace je ¢astd u pacientll i v rizikovych skupindch (Szabd, et al., 2002) a PARPI
inhibitory jsou uspés$né v zmirnéni piiznaki diabetickych komplikaci (Ilnytska, et al., 2006).

TCF4 jako takovy reguluje bunécné-specifickou expresi genu proglukagon (Gceg) ktery
koduje inkretin hormon GLP1 (z angl. Glucagon-like peptide-1) (Yi, et al., 2005). GLP1 je 30
aminokyselin dlouhy peptidovy hormon produkovany intestindlnimi endokrinnimi L -buikami.
M4 mnoho metabolickych funkci, z nichZ nejdalezité;si je stimulace sekrece inzulinového
hormonu a inhibice sekrece glukagonu, ¢imzZ se vyznamné zasluhuje za sniZeni koncentrace
glukdzy v krvi. Mimo jiné také funguje jako ,,brzda* gastrointestinalni motility, fyziologicky
regulator pro chut k jidlu a pfijem potravy, stimulator buné¢né proliferace, umiriiuje zanétlivé
procesy a apoptozu a ma i mnohé dalsi funkce, které jsou nad ramec této prace. Rekombinantni
analogy tohoto hormonu— GLP1R — byly Gspésné pouzity k 1é¢be T2DM a dal$i klinické studie

ukazuji optimistické prognozy v 1écbé obezity — shrnuto v; (Miiller, et al., 2019).
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Gen Gcg je transkribovan v a-bunkach pankreatickych ostrivkid, intestindlnich
endokrinnich L bunkéch a urcitych neurdlnich bunikdch v mozku. I presto ze je piepisovana
identicka GCG mRNA a translatovan identicky prohormon, diky posttranslaénim modifikacim
dochdzi k tkanové-specifické produkei tfi riznych peptidickych hormont — glukagon, GLP1
a GLP2 — s diametraln¢ rozlisSnymi funkcemi (Y1, et al., 2005).

Yi et al. (2005) navrhli, ze gen GCG je nejspis cilovym genem TCF4 v intestinalnich
endokrinnich bunkach, nikoli vSak v buiikdch pankreatu, kde nebyla zaznamenéana exprese
TCF4 (Yi, et al., 2005). Jejich tivaha se ale ukdzala jako chybnd, protoze TCF4 je exprimovan
ve veétsing lidskych tkani, véetné pankreatickych B-bunék, s vyjimkou kosterniho svalstva
(Cauchi, et al., 2006). Shao et al. (2013) ve své studii pouzili transgenni myS$i s dominantné
negativnim lidskym 7CF4 genem, exprimovanym specificky v proglukagon-pozitivnich
bunkach. Tyto mysi ukazaly snizenou expresi proglukagonu v mozku a sttevé, nikoliv vSak
v pankreatu. Pfi béZném krmeni u mysi vzrostla hladina glukézy v plasmé a byla zaznamenana
snizend produkce insulinu, nicméné homeostaza glukdzy nebyla signifikantn€ naruSena. Pti
krmeni vysoce tucnou stravou se ale tyto efekty prohloubily a zpisobily kompenzaéni zvySeni
mnozstvi B-bunék. Celkové, i1 ptes ztratu 40-78 % stievni exprese Gcg mRNA a 58 % bunck
produkujicich Glp1, mysi byly stale schopné sekretovat normélni mnozstvi Glp1, coz ukazuje
na to, Ze savci maji silnou kompenzacéni kapacitu pro tento systém (Shao, et al., 2013).

I pres tuto kapacitu pro kompenzaci, rizikové alely TCF4 (konkrétné¢ rs12255372
ars7903146) jsou asociované se snizenou inzulinovou odpovédi na gluk6ézu u nediabetiki.
Alelars12255372 byla rovnéZ spojena s prediabetes (poruSenou glykemii nalacno) (Munoz, et
al., 2006). V rizikovych genotypech TCF4 byl potvrzen sniZeny inkretinovy efekt*. Pacienti
nesouci rizikovou T alelu rs7903146 vykazuji slabsi inzulinovou odpovéd’ na oralni podani
glukdzy nez intravenodzni, coz naznacuje defekt v enteroinzularni ose. Oslabeni efektu muize
byt zptisobeno jak snizenou sekreci, tak snizenym efektem inkretinovych hormont (Lyssenko,
et al., 2007).

Ve stejné studii Lyssenko et al. (2007) zjistili zvySenou expresi TCF4 v B-buiikach
pankreatickych ostrivki u T2DM pacienti. Exprese TCF4 silné pozitivné korelovala s expresi

inzulinového genu a zaroven (paradoxné) negativné korelovala s glukozou-stimulovanou

4 Podani gluk6zy oralné zpusobuje vys$si produkei inzulinu, neZ kdyby byla podéana intraven6zné diky
produkciinkretinti (GIP a GLP1) stievni sténou. Inkretiny plisobi na pankreas ptes inkretinové receptory. Tento
efekt byva defektni u pacientt s T2DM, shrnuto v; (Nauck & Meier, 2016).
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sekreci inzulinu z bun¢k. Tato korelace byla silnéjsi u jedinct nesoucich rizikovy genotyp
(Lyssenko, et al., 2007). TCF4 ma také roli v udrzovani proliferace a Zivotaschopnosti f-bunék
a zmény v hladin€ TCF4 unosict rizikového genotypu mohou byt divodem pro defekty sekrece
inzulinu a progresi T2DM (Shu, et al., 2009).

Objev asociace TCF4 s T2DM zstava vyznamnym milnikem ve studiu této komplexni
nemoci. I kdyz vSechny mechanismy jeho ptisobeni a jejich efekt na vyvo; T2DM nejsou
znamé, tato oblast zlistava predmétem studia a mohla by se ukézat jako stézejni ve vysveétleni

etiopatogeneze T2DM.
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7. Zavér

Stievni epitel tvoii dynamickou strukturu, kterd se neustale obménuje. Té€lo se témito
procesy snazi opravovat poskozeni, které vznikaji prichodem trdveniny a piisobenim silnych
zaludec¢nich a pankreatickych stav. Homeostaza je udrzovana populaci rychle se obménujicich
kmenovych bunék umisténych na dné krypt.

Na fizeni procest proliferace, diferenciace a lokalizace bunck ve stievnim epitelu se
v razné mife podileji Cetné signalni drahy, ale nejvyznamnéjsi roli hraje draha Wnt, ktera je
zodpoveédna za embryonalni vyvoj i homeostazu dospélého stieva. V ramci signalizace Wnt je
ve stieveé nejvyznamnéjSim hra¢em efektor TCF4, ktery je zodpovédny za udrzovani
proliferatniho kompartmentu krypty. Pasobi naptiklad na MYC, transkripéni aktivator
podporujici replikaci a bunécny riist, i dal§i geny podporujici bunécnou ,.kmenovost®.

Diive se predpokladalo, ze TCF4 je onkogenem fidicim proliferacni procesy
v kolorektalnim karcinomu po ztraté¢ APC (silny supresor signalizace Wnt). Tyto teorie byly do
jisté miry potvrzeny; konstitutivni aktivace TCF4 zptsobuje formaci nadorti a pifechod
z diferenciovaného klkového epitelu na fenotyp podobny krypté. Nicméné v poslednim
desetileti zacina pievazovat nazor, Ze TCF4 ve skuteCnosti plisobi jako tumorovy supresor a
negativni regulator. I nejnovejsi studie si ale asto vzdjemné odporuji v jejich ndzorech na
terapeuticky potencidl inhibice TCF4. Odpovéd’ smitujici tyto diametralné odlisné nazory
ziejm¢e tkvi v alternativnim sestithu 7CF4 a produkci riaznych izoforem s diametralné
odlisnymi funkcemi. Znalost konkrétniho ptsobeni izoforem v CRC a mutaci v regula¢nich
oblastech, které vedou k jejich produkci, by v budoucnu mohla piinést spolehlivéjsi prognozy
a umoznit lepsi optimalizaci terapii.

V druhé z vybranych patologii, Crohnové chorobé, je diskutovan vliv rizikovych alel TCF4
na Panethovy buiiky a jejich produkty. Snizend exprese TCF4, a s ni spojena snizena exprese
a-defenzintl, je jiz dlouho asociovana s iledlni Crohnovou chorobou. Nedostatek obou
kompromituje antimikrobidlni schopnosti epitelu a zfejmé se podili na spusténi této nemoci.
Nejnovéjsi klinické studie zkoumajici efekt oralniho podéani a-defenzini maji zatim pozitivni
vysledky a mohly by se ukazat slibnou novou terapii pro 1écbu ulcerativni kolitidy i Crohnovy
nemoci (Zeng, etal., 2020). Obdobné¢, stimulace kmenovych bunék Rspol (agonista drahy Wnt)
vede k jejich diferenciaci v Panethovy buiiky a zvySeni sekrece a-defenzinii. Tato 1éCba se
ukézala jako u¢innd i1 v prevenci reakce Stépu proti hostiteli po transplantacich (Hayase, et al.,

2017).
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Posledni diskutovanou chorobou v této praci je diabetes mellitus 2. typu. Efekt TCF4 na
vyvoj této patologie neni jednoznacny, ale TCF4 je dodnes oznacovan za gen s nejsilnéjSim
dédicnym vlivem na vyvoj diabetu. Jeho rizikové alely se objevuji u zhruba 1/5 vSech pacientt.
Vliv rizikovych alel TCF4 na produkci inkretinového hormonu GLP1 je pouze jednim ze
zpusobt, kterym muiizou ovliviiovat vyvoj diabetes u pacientl. Pro budouci klinické vyuziti by
bylo vhodné popsat efekt rizikovych alel v kontextu celého organismu.

Funkce TCF4 jsou riizné, Casto tkanove specifické a zavislé na konkrétni izoforme. Mezi
v téle, v dospélosti je ho ale nejvice v epitelu stieva. Hraje vyznamnou roli v mnohych
komplexnich patologiich suzujicich ¢loveka, a 1 proto je dnes nejspisSe nejvice zkoumanym
efektorem signaliza¢ni drahy Wnt. Lze pfedpokladat, Ze 1 do budoucna pravdépodobné zlstane

atraktivnim predmétem studia.
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