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1. List of abbreviations 

APC    Adenomatous Polyposis Coli 
Axin    Axis Inhibition protein 
BMP    Bone Morphogenetic Protein 
CBC    Crypt Base Columnar 
cDNA    complementary DNA 
ChIP-on-chip Chromatin Immunoprecipitation in combination with DNA 

microarrays 
CK1α    Casein Kinase 1α 
CreERT2 Cre recombinase fused to the ligand binding domain of the 

Estrogen Receptor (regulated by 4-hydroxytamoxifen) 
CSCs    Cancer Stem Cells 
Dll    Delta-Like Ligand 
DNA    Deoxyribonucleic Acid 
EGF    Epidermal Growth Factor 
EYFP    Enhanced Yellow Fluorescent Protein 
GSK-3    Glycogen Synthase Kinase 3 
Hic1    Hypermethylated In Cancer 1 
HMG    High Mobility Group 
IRES    Internal Ribosome Entry Site 
LEF    Lymphocyte-Enhancer-binding Factor 
LGR5    Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled Receptor 
LRP    Low density lipoprotein Receptor-related Protein 
N-(linked) glycosylation Asparagine-(linked) glycosylation  
O-linked   Serine-linked  
PCP    Planar Cell Polarity  
RNA    Ribonucleic Acid 
RNAi    RNA interference 
RT-qPCR   Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction 
S-palmitoylation Cysteine-palmitoylation 
TA    Transit-Amplifying 
TCF    T-Cell Factor 
Tcf7l2    gene encoding for Tcf4 
Troy Tumor necrosis factor Receptor family member ubiquitously 

expressed in the whOle embrYo 
 
 
 

 



4 
 

2. Abstract 

Beyond its essential roles in embryonic development, the Wnt-mediated signal 
transduction cascade is critically implicated in homeostasis of adult tissues. In the 
gastrointestinal epithelium, the threshold of active Wnt signaling is kept in a physiological 
range by a spectrum of regulatory networks and loops, thereby balancing the opposing 
processes of cell fate determination, proliferation and stem cell self-renewal. Furthermore, 
compelling evidence undoubtedly link an aberrant Wnt activity to the onset of bowel cancer. 
Understanding the principle causes and effects secondary to excessive Wnt signaling can 
provide valuable insights into the pathology of the malignant transformation of the 
colorectum. The proposed thesis attempts to focus on novel modes of the Wnt pathway 
modulation; both general and context-specific nuances of the Wnt level adjustment are 
thereby delineated. The results are presented in three distinct research publications and one 
review article.  

The first study examines the contribution of the distinct post-translational 
modifications, which the Wnt proteins undergo, to their proper processing, secretion and 
signaling activity. First, we investigated the sequential order and mutual interdependence of 
cysteine and serine-linked fatty acylation and N-linked glycosylation of murine Wnt1 and 
Wnt3a proteins. Our data indicate that the attachment of palmitoleic acid to a conserved 
serine residue precedes and is mandatory for the subsequent S-linked palmitation. 
Regarding the sequence of the acylation-glycosylation events, initial linkage of the 
oligosaccharide chains most likely conditions the succeeding double-acyl modification. 
Lastly, linkage of the fatty acyls presumably underlies the protein´s ability to associate with 
extracellular matrix; a critical feature to the signaling competency of the Wnt ligand as 
revealed. 

The second scientific report delivers a thorough characterization of two novel gene-
targeted alleles of the murine Hic1 gene; a recognized tumor suppressor gene that encodes 
for a negative regulator of the Wnt pathway. A conditional Hic1 gene knock-out allele and a 
citrine (a monomeric derivative of the enhanced yellow fluorescent protein (EYFP)) reporter 
knock-in mouse strain greatly facilitate the research of Hic1 physiological roles and visualize 
Hic1 endogenous distribution, respectively.  

The third article identifies TROY, a member of the Tumor Necrosis Factor Receptor 
family, as a novel negative modulator of the Wnt pathway and in addition, confirms its 
status as a context-specific Wnt target gene. Importantly, in the intestinal epithelium the 
Troy expression is demonstrated to be restricted to the fast cycling stem cells, thereby 
defining Troy as a novel marker of these unique cells. In there, Troy likely interacts with the 
prominent stem cell specifier leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 
(Lgr5) to reduce the local level of the Wnt pathway activity. Lastly, elevated amounts of Troy 
were observed in lesions arising upon genetically defined, the Wnt-pathway driven mouse 
models of hereditary or induced bowel cancer. On the contrary, collected samples of human 
sporadic colorectal cancer indicated a different pattern of TROY tumoral deregulation in 
humans. 

Finally, the review article summarizes the principal signaling pathways that govern 
the architecture and homeostasis of the gastrointestinal tract. Ranging from the Wnt/β-
catenin and Notch pathways to circuits triggered by Hedgehog, EGF or BMP ligands, all 
cascades are discussed in detail with respect to their fundamental roles both in physiology 
and malignant transformation of the gut. 
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3. Introduction 

 
The Wnt proteins act in metazoans as morphogens to regulate diverse processes 

throughout the embryonic development. These include strictly orchestrated developmental 
events such as convergent extension movements or body axis specification. In the 
adulthood, Wnt/β-catenin signaling is essential for maintenance of somatic stem cells and 
committed progenitor compartments. The threshold of active signaling is thereby kept in a 
homeostatic range by a spectrum of regulatory networks and loops, that adjust the signaling 
level accordingly to the local requirement for the Wnt “just-right” dosage. Excessive 
signaling can lead to the onset of multiple disorders, in particular cancer. Conversely, low 
levels of the signaling activity probably underlie many degenerative conditions. 
 

3.1 The Wnt signaling pathway 
 

Overall, there are three distinct branches of Wnt signaling: 

1. the β-catenin pathway (the canonical pathway), depending on β-catenin and members of 
the lymphocyte-enhancer-binding factor/T-cell factor, HMG box (LEF/TCF) family of 
transcriptional factors  

2. the planar cell polarity (PCP) pathway, lacking both β-catenin and low density lipoprotein 
receptor-related protein 5/6 (LRP5/6) involvement 

3. the Wnt-Ca2+ pathway (the latter two both assigned to as non-canonical or β-catenin-
independent pathways) 

 
Canonical Wnt signaling is predominantly regulated at the level of its key transducer 

and effector, the bifunctional protein β-catenin. Besides its structural engagement in 
cadherin-based adherens junctions (Ozawa et al., 1989), β-catenin partners as a 
transcription co-activator with DNA-binding gene regulatory factors of the LEF/TCF family to 
modulate expression of dedicated target genes (Behrens et al., 1996; Molenaar et al., 1996). 
The most prominent Wnt target genes encode intrinsic components of the pathway, thereby 
providing elegant tools for negative feedback-loop (Jho et al., 2002) or positive feed-forward 
(Barker et al., 2007) regulation modes (Figure 1). 
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Figure 1 | Canonical Wnt signaling 

The central feature of the canonical pathway is the post-translational control of the β-catenin protein 
stability. In the absence of a Wnt ligand (The Wnt-OFF state; left panel), the intracellular level of β-
catenin is kept constantly low due to the activity of a large degradation complex. Adenomatous 
Polyposis Coli (APC) protein assembles with Axis Inhibition protein (Axin) to create a scaffold for 
Glycogen Synthase Kinase 3β (GSK-3β) and Casein Kinase 1α (CK1α). Captured β-catenin is 
phosphorylated and subsequently destructed in the ubiquitin-proteasome pathway. In unstimulated 
cells, the Wnt responsive loci are thus kept inactive by Groucho family of transcriptional repressors. 
In contrast, presentation of a Wnt ligand to its Frizzled and LRP co-receptors (The Wnt-ON state; right 
panel) recruits Axin-GSK-3β complexes to LRP cytoplasmic tails. β-catenin “escapes” its degradation 
and shuttles to the nucleus. Once in there, it acts as a transcriptional co-activator that, in concert 
with the gene regulatory factors of the LEF/TCF family, modulates expression of the Wnt target 
genes. Image adopted from (Nusse, 2012). 
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3.2 Wnt signaling in homeostasis and malignant 
transformation of the intestinal epithelium 

 

The lining of the gastrointestinal tract is composed of a one-cell-layer epithelial sheet, 
which penetrates into the underlying connective tissue of lamina propria to form tubular 
glands called crypts. In addition, luminal protrusions of the mucosa termed villi are present 
in the small intestine to further enhance the surface area. The intestinal epithelium 
represents one of the most intensively self-replenishing organs in mammals. The 
homeostasis is sustained by crypt-resident intestinal stem cells that frequently divide to give 
rise to a pool of highly proliferative, multipotent progenitors called transit-amplifying (TA) 
cells. These cells undergo several rounds of cell divisions and commence differentiation 
towards all intestinal lineages as they migrate upwards the crypt length. Once reaching the 
crypt orifice, the villi then already receive a mixture of fully mature cells that fulfill the 
digestion-associated functions of the tissue (Figure 2).  
 

 
Figure 2| Architecture of the small intestine epithelium and pathways governing its fate 

The intestinal homeostasis is sustained by crypt-base columnar (CBC) stem cells (depicted in yellow) 
that occupy the crypt floor in positions alternating to post-mitotic Paneth cells (violet). A separate 
pool of more quiescent stem cells has been proposed reside at the +4 position (light blue). The 
pluripotency and proliferation of the stem cells is maintained by Wnt cues, redundantly supplied by 
the stem-neighboring Paneth cells and subepithelial myofibroblasts (brown). The latter niche 
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moreover releases Bone morphogenetic protein (BMP) antagonists that locally counteract the pro-
differentiation activity of the BMP proteins. On division, the stem cells stochastically self-renew or 
give rise to committed daughter cells (pink). These transit-amplifying cells move up the villus flanks 
(arrow) and terminally differentiate towards all intestinal lineages - the predominant absorptive 
enterocytes (green), and secretory goblet (orange) and enteroendocrine cells (dark blue) that 
produce mucus and release peptide hormones, respectively. Once reaching the villus top, the cells 
undergo anoikis and are shed to the intestinal lumen. The only exception are long-lived postmitotic 
Paneth cells that stay at the bottom of the crypt. The proper homeostasis of the intestinal epithelium 
is regulated by an interconnected network of principal signaling pathways that govern the balance 
between proliferation and lineage specification. Image adopted from (Krausova and Korinek, 2012). 

 
The stem-permissive environment is considered to be constituted by the stem-

neighboring Paneth cells (Sato et al., 2011) and subepithelial myofibroblasts that tightly line 
the crypt base basal lamina (Kosinski et al., 2007). This close association facilitates direct 
supply of CBC cells with essential pro-proliferative factors that include Paneth-derived Delta-
like ligand (Dll), Epidermal growth factor (EGF) and Wnt3 ligands, or mesenchyme-secreted 
Wnt2b, respectively (Farin et al., 2012; Sato et al., 2011). Numerous studies conducted both 
in vivo and in vitro have firmly established the role of Wnt signaling in preservation of stem 
cell proliferation and pluripotency. Disruption of the pathway’s ultimate effectors Tcf4 (alias 
Tcf7l2) (Korinek et al., 1998) or β-catenin (Fevr et al., 2007) are phenotypically associated 
with demise of the intestinal crypts. Conversely, aberrant activation of the Wnt pathway 
heightens the stem cell numbers as demonstrated via injection of the Wnt agonist R-
SPONDIN1 into mice (Kim et al., 2005).  

Wnt signaling controls further important aspects of maintenance of the epithelial 
architecture. These include correct cell positioning along the crypt-villus axis (Batlle et al., 
2002) and proper commitment, morphological maturation and spatial orientation of the 
Paneth cells (Andreu et al., 2008).  
 

The misregulation of Wnt signaling is associated with the onset of cancer, most 
notably of the gastrointestinal tract (Morin et al., 1997; Rubinfeld et al., 1993). The majority 
of sporadic colorectal tumors arise upon biallelic loss of APC (CancerGenomeAtlasNetwork, 
2012). Overactive Wnt signaling might be also secondary to mutational inactivation of the 
pathway negative regulators AXIN1 (Shimizu et al., 2002), AXIN2 (Liu et al., 2000), or upon 
hits that compromise regulatory elements of β-catenin (Morin et al., 1997). In either case, 
stabilized β-catenin mediates inappropriate transcriptional activation of the Wnt/TCF4 target 
genes thus driving pathological transformation of the gut epithelium (He et al., 1998; Tetsu 
and McCormick, 1999). Homozygous deletion of Apc throughout the mouse intestinal 
epithelium instantly promotes cellular proliferation while impairing differentiation (Barker et 
al., 2009; Sansom et al., 2004). Affected cells thereby acquire aberrant “crypt-like” 
phenotype resulting in massive expansion of the stem cell compartment (Barker et al., 
2009). Given the harsh operating environment the tissue is continuously exposed to, this 
condition clearly predisposes to the onset of cancer. Importantly, the cancer-initiating 
events occur within the stem cell pool as demonstrated by the Apc deletion in Lgr5+ CBC cells 
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(Barker et al., 2009), or in case stabilized form of β-catenin is expressed in the more 
quiescent stem cell population (Sangiorgi and Capecchi, 2008). In addition, oncogenic 
alterations have to happen in the bottommost stem cells to be successfully propagated (Pin 
et al., 2012). Concurrent with this “bottom-up histogenesis” hypothesis (Preston et al., 
2003), the acute loss of Apc in short-lived progenitors gave raise to microadenomas that 
failed to transform to malignancy (Barker et al., 2009).  

 
Established tumors are heterogeneous by compositions, still they preserve a cellular 

hierarchy that is reminiscent of normal tissue architecture (Barker et al., 2009). Consistently, 
a minor subset of cells displays features shared with somatic stem cells such as self-renewal 
and pluripotency (Schepers et al., 2012). These cells sustain the progressive growth of the 
lesion and are therefore termed cancer stem cells (CSCs). CSCs are shaped by elevated Wnt 
presence (Shenoy et al., 2012; Vermeulen et al., 2010), which originates from their enclosed 
surroundings. In detail, metaplastic Paneth cells generate the CSC niche in proximal parts of 
the gut, while colonic CSCs are analogously propagated by deregulated deep crypt secretory 
cells (Schepers et al., 2012). In either case, both microenvironments provide CSCs with 
deviant stimuli that locally promote aberrant signaling.   
 

Taken together, the Wnt signaling cascade is essential for proper maintenance of 
intestinal homeostasis. Signaling by the Wnt cues preserves pluripotency and proliferation of 
intestinal stem cell compartments. As such, the Wnt pathway is prone to fueling tumor 
growth if deregulated.  
 

4. Aims of the study 
 

The Wnt signaling cascade is one of the most prominent pathways that governs stem 
cell- and cancer-associated signaling circuits. As such, the threshold of the Wnt activity is 
modulated by intricate loops that allow for adjusting its level accordingly. Thus, to reveal 
novel modes of the Wnt pathway regulation we specifically focused on following aspects of 
the Wnt signal transmission: 

 
1. Post-translational modifications of the Wnt proteins. The overall signaling 

activity of the Wnt morphogens is known to be fine-tuned by elaborate post-
translational modifications. These attachments are supposed to govern the 
ligand-receptor interactions and/or influence other aspects that substantially 
determine the signaling competency of the Wnt ligands. However, the sequential 
order and mutual interdependence of the glycosylation and lipidation events 
remained elusive. Thus, we critically investigated the nature and functional 
relevance of the Wnt post-translational processing. 
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2. Context-specific regulators of Wnt signaling. In the intestinal epithelium, the 
Wnt pathway promotes maintenance of undifferentiated and proliferative stem 
cell compartments. The gut tissue thus represents an attractive paradigm in 
which to study the Wnt-governed processes. We focused on identification of 
novel, intestine-specific targets genes of the Wnt cascade. We prepared 
dedicated genetic tools to delineate the molecular mechanisms by which these 
genes contribute to physiological and/or malignant processes relevant to the 
gastrointestinal tract. Lastly, we collected samples of human sporadic colorectal 
carcinoma to examine the tumoral behavior of these genes in humans.  

 

5. Material and methods 
 
 Cloning of constructs dedicated for expression of recombinant proteins 
 Cell culture and various means of transfecting cell lines 
 Infection of cell lines using pseudotyped retroviruses and lentiviruses; generation of 

stably transduced cell lines 
 Generation of recombinant proteins for immunization of animals (antigens); isolation 

and purification of antibodies 
 Immunocytochemistry; confocal microscopy 
 Immunohistochemistry on paraffin sections 
 In situ hybridization on frozen sections 
 Collection of clinical samples 
 Isolation of RNA, cDNA synthesis, RT-qPCR 
 Reporter gene assays 
 RNAi techniques 

 

6. Results and discussion 
 

6.1. Fatty acid modification of Wnt1 and Wnt3a at serine is prerequisite for lipidation at 
cysteine and is essential for Wnt signalling 
 
Fatty acid modification of Wnt1 and Wnt3a at serine are prerequisite for lipidation at 
cysteine and is essential for Wnt signalling 
Doubravska, L.*, Krausova, M.*, Gradl, D., Vojtechova, M., Tumova, L., Lukas, J., Valenta, T., 
Pospichalova, V., Fafilek, B., Plachy, J., Sebesta, O., Korinek, V. 

Cellular Signalling. 2011 May;23(5):837-48. Epub 2011 Jan 16 
* These authors contributed equally to this work. 
 
Abstract: 
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The Wnt family of proteins is a group of extracellular signalling molecules that regulate cell 
fate decisions in developing and adult tissues. It is presumed that all 19 mammalian Wnt 
family members contain two types of post-translational modification: the covalent 
attachment of fatty acids at two distinct positions, and the N-glycosylation of multiple 
asparagines. We examined how these modifications contribute to the secretion, 
extracellular movement and signalling activity of mouse Wnt1 and Wnt3a ligands. We 
revealed that O-linked acylation of serine is required for the subsequent S-palmitoylation of 
cysteine. As such, mutant proteins that lack the crucial serine residue are not lipidated. 
Interestingly, although double-acylation of Wnt1 was indispensable for signalling in 
mammalian cells, in Xenopus embryos the S-palmitoyl-deficient form retained the signalling 
activity. In the case of Wnt3a, the functional duality of the attached acyls was less 
prominent, since the ligand lacking S-linked palmitate was still capable of signalling in 
various cellular contexts. Finally, we show that the signalling competency of both Wnt1 and 
Wnt3a is related to their ability to associate with the extracellular matrix. 
 

6.2. Generation of two modified mouse alleles of the Hic1 tumor suppressor gene 
 
Generation of two modified mouse alleles of the Hic1 tumor suppressor gene 
Pospichalova, V., Tureckova, J., Fafilek, B., Vojtechova, M., Krausova, M., Lukas, J., Sloncova, 
E., Takacova, S., Divoky, V., Leprince, D., Plachy, J., Korinek, V. 
Genesis. 2011 Mar;49(3):142-51. doi: 10.1002/dvg.20719. 
 
Abstract: 
 
HIC1 (hypermethylated in cancer 1) is a tumor suppressor gene located on chromosome 
17p13.3, a region frequently hypermethylated or deleted in human neoplasias. In mouse, 
Hic1 is essential for embryonic development and exerts an antitumor role in adult animals. 
Since Hic1-deficient mice die perinatally, we generated a conditional Hic1 null allele by 
flanking the Hic1-coding region by loxP sites. When crossed to animals expressing Cre 
recombinase in a cell-specific manner, the Hic1 conditional mice will provide new insights 
into the function of Hic1 in developing and mature tissues. Additionally, we used gene 
targeting to replace sequence-encoding amino acids 186-893 of Hic1 by citrine fluorescent 
protein cDNA. We demonstrate that the distribution of Hic1-citrine fusion polypeptide 
corresponds to the expression pattern of wild-type Hic1. Consequently, Hic1-citrine 
"reporter" mice can be used to monitor the activity of the Hic1 locus using citrine 
fluorescence. 
 

6.3 Troy, a Tumor Necrosis Factor Receptor Family Member, Interacts with Lgr5 to Inhibit 
Wnt Signaling in Intestinal Stem Cells 
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Troy, a Tumor Necrosis Factor Receptor Family Member, Interacts with Lgr5 to Inhibit Wnt 
Signaling in Intestinal Stem Cells  

Fafilek, B., Krausova, M., Vojtechova, M., Tumova, L., Pospichalova, V., Sloncova, E., 
Huranova, M., Chmelikova, J., Sedlacek, R., Luksan, O., Oliverius, M., Voska, L., Jirsa, M., 
Paces, J., Kolar, M., Krivjanska, M., Klimesova, K., Tlaskalova-Hogenova, H., Korinek, V. 

Gastroenterology. 2013 Feb;144(2):381-91. doi: 10.1053/j.gastro.2012.10.048. Epub 2012 
Nov 7 
 

Abstract: 
 
BACKGROUND & AIMS:  
The Wnt signaling pathway is required for maintenance of the intestinal epithelia; blocking 
this pathway reduces the proliferative capacity of the intestinal stem cells. However, 
aberrant Wnt signaling leads to intestinal cancer. We investigated the roles of the Wnt 
pathway in homeostasis of the intestinal epithelium and during malignant transformation in 
human cells and mice.  
METHODS:  
We performed chromatin immunoprecipitation (ChIP) with DNA microarray analysis (ChIP-
on-chip) to identify genes regulated by Wnt signaling in human colorectal cancer cells 
Colo320, DLD1, LS174T, and SW480. Formation of intestinal tumor was induced in C57BL/6J 
mice using azoxymethane and dextran sulfate. Intestinal tissues from these mice, as well as 
Apc+/Min and ApcCKO/CKO/Lgr5-EGFP-IRES-CreERT2 mice, were analyzed by 
immunohistochemistry and in situ hybridization. 
RESULTS:  
We identified promoter regions of 960 genes that interacted with the Wnt pathway nuclear 
effector T-cell factor 4 in 4 different human colorectal cancer-derived cell lines; 18 of these 
promoters were present in all chromatin precipitates. Wnt signaling up-regulated a member 
of the tumor necrosis factor receptor superfamily called TROY. Levels of TROY messenger 
RNA were increased in human cells with deficiencies in the adenomatous polyposis coli (APC) 
gene and in cells stimulated with the Wnt3a ligand. Expression of Troy was significantly up-
regulated in neoplastic tissues from mice during intestinal tumorigenesis. Lineage tracing 
experiments revealed that Troy is produced specifically by fast cycling intestinal stem cells. 
TROY associated with a unique marker of these cells, leucine-rich repeat-containing G-
protein coupled receptor (LGR) 5. In organoids established from the intestinal crypts, Troy 
suppressed signaling mediated by R-spondin, a Wnt agonist.  
CONCLUSIONS:  
TROY is up-regulated in human colorectal cancer cell lines and in intestinal tumors in mice. It 
functions as a negative modulator of the Wnt pathway in LGR5-positive stem cells. 
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6.4 Signal transduction pathways participating in homeostasis and malignant 
transformation of the intestinal tissue. 
 
Signal transduction pathways participating in homeostasis and malignant transformation of 
the intestinal tissue. 

Krausova, M., Korinek, V. 
Neoplasma. 2012;59(6):708-718. doi: 10.4149/neo_2012_090. 
 

Abstract: 

Intestinal homeostasis is a complex and tightly regulated process governed by a variety of 
signalling pathways that balance cell proliferation and differentiation. As revealed by 
extensive use of defined mouse models, perturbations within the signalling circuitry trigger 
initial expansion of premalignant cells. In this review, we attempt to summarise recent 
advances in the knowledge of the cellular signalling mechanisms that drive tumorigenesis in 
the human and mouse intestine. 

7. Conclusions 

In our work, we provide novel modes of the Wnt pathway regulation. Those include 
both general and context-specific mechanisms that allow for fine-tuning the Wnt threshold 
accordingly to the local needs. The results are presented in three distinct research 
publications and one review article and can be summed up as follows: 
 

1. We provide evidence for the sequential order and mutual interdependence of 
fatty acylation and N-linked glycosylation of murine Wnt1 and Wnt3a proteins. Initial 
linkage of the oligosaccharide structures most likely conditions the succeeding 
double-acyl modification. Secondly, the attachment of palmitoleic acid to a 
conserved serine residue precedes and is mandatory for the subsequent S-linked 
palmitation. The presence of the lipid moieties emerges essential to proper 
extracellular trafficking of the Wnt cues, thus underlying their signaling competency. 

 
2. We generated two novel, genetically modified alleles of the Hic1 tumor 
suppressor gene. A Hic1-citrine reporter strain allows for reported visualization of 
Hic1 endogenous distribution. Moreover, a Hic1 conditional null allele, Hic1flox/flox, 
circumvents Hic1-/- embryonic lethality to enable spatially and temporally controlled 
inactivation of the Hic1 gene.  

 
3. We identify TROY, a receptor of the Tumor Necrosis Factor Receptor family, as 
a novel negative modulator of the Wnt pathway. In the intestinal epithelium, Troy 
expression directly underlies Wnt transcriptional regulation, thus providing a 
negative feedback-loop. The intestinal distribution of Troy restricts to fast cycling 
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stem cells, thereby defining Troy as a novel marker of these unique cells. In there, 
Troy likely interacts with the prominent stem cell specifier Lgr5 to reduce the local 
level of the Wnt pathway activity. Lastly, elevated amounts of Troy were observed in 
lesions arising upon genetically defined, Wnt-pathway driven mouse models of 
hereditary or induced bowel cancer. On the contrary, collected samples of human 
sporadic colorectal cancer indicated a different pattern of TROY tumoral deregulation 
in humans. 

 
4. The review article summarizes the principal signaling pathways that govern 
the architecture and homeostasis of the gastrointestinal tract. Ranging from the 
Wnt/β-catenin and Notch pathways to circuits triggered by Hedgehog, EGF or BMP 
ligands, all cascades are discussed with respect to their fundamental roles both in 
physiology and malignant transformation of the bowel. 
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2. Připravili jsme dvě nové, geneticky modifikované alely nádorového supresoru Hic1. 
Myši kmene Hic1-citrine umožňují vizualizovat přirozenou distribuci proteinu Hic1. 
Podmíněná alela Hic1

flox/flox
 obchází zárodečnou letalitu Hic1

-/-
 myší, takže dovoluje 

prostorové a časové určení okamžiku inaktivace genu Hic1. 
 

3. Identifikovali jsme gen TROY, člen rodiny receptorů faktoru nekrotizujícího nádory, 
jako nový záporný modulátor dráhy Wnt. Ve střevním epitelu podléhá transkripce genu 
TROY přímé regulaci kaskádou Wnt, a tak bílkovina TROY současně poskytuje dráze Wnt 
negativní zpětnovazebnou smyčku. Ve střevní tkáni se exprese genu TROY omezuje na 
rychle se dělící kmenové buňky, a tím definujeme TROY jako nový, unikátní marker 
těchto buněk. TROY pravděpodobně interaguje s druhým, výsadním znakem těchto 
buněk, jmenovitě receptorem Lgr5; výsledkem této vazby je pak snížení místní hladiny 
dráhy Wnt. Zvýšené množství bílkoviny Troy jsme pozorovali v lézích, vyvíjených 
v geneticky definovaných myších modelech dědičné nebo získané formy rakoviny 
trávicího traktu; u obou pokusných modelů je zhoubné bujení poháněno 
nekontrolovanou aktivací kaskády Wnt. Naopak nasbírané vzorky lidských sporadických 
kolorektálních karcinomů poukazují na jiný typ chování genu TROY v nádorech u člověka.  

 

4. Tento přehledový článek shrnuje poznatky o hlavních signálních drahách, které se 
podílejí na výstavbě a homeostáze trávicího traktu. Práce podrobně popisuje kaskády 
Wnt/β-katenin a Notch a dále se věnuje okruhům zahajovaným ligandy z rodin 
Hedgehog, EGF anebo BMP. Všechny dráhy jsou podrobně popsány zejména s ohledem 
na jejich zásadní role ve fyziologii i zhoubné přeměně střevní tkáně.  
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V ex vitro střevních kulturách, tzv. organoidech, pak Troy potlačoval signalizaci 
zprostředkovávanou proteiny R-spondin, které fungují jako agonisti ligandů Wnt. 
Závěry:  
Exprese TROY je zvýšena v buněčných liniích odvozených od lidských kolorektálních 
karcinomů a dále ve střevních nádorech vyvíjených u pokusných myší. Protein TROY pak 
funguje jako záporný modulátor dráhy Wnt a jeho působení se ve střevní tkáni omezuje 
na kmenové buňky, které produkují receptor LGR5.  

6.4 Dráhy přenosu signálu, podílející se na homeostáze a zhoubné přeměně střevní tkáně 
 
Signal transduction pathways participating in homeostasis and malignant transformation of 
the intestinal tissue. 

Krausova, M., Korinek, V. 

Neoplasma. 2012;59(6):708-718. doi: 10.4149/neo_2012_090. 
 

Souhrn: 
 
Střevní homeostáza je složitý a přísně regulovaný proces, který podléhá spektru různých 
signálních drah. Tyto řídí rovnováhu mezi buněčnou proliferací a diferenciací. Výzkumy 
rozsáhle využívající pokusné myší modely poukazují na skutečnost, že odchylky 
v signalizačních sítích jsou schopné významně rozšířit premaligní buňky. V tomto 
přehledovém článku se pokoušíme shrnout nejnovější poznatky o buněčných signálních 
mechanismech, které pohánějí vznik a vývin nádorů v myším a lidském střevě.  
 
 

7. Závěry 

V naší práci jsme se zaměřili na odhalení nových způsobů regulace signální dráhy 

Wnt. Tyto způsoby zahrnují jak obecně platné, tak kontextově specifické mechanismy, které 

umožňují vyladit hladinu dráhy Wnt dle potřeb místního prostředí. Výsledky jsou 

prezentovány ve třech výzkumných publikacích a dále v jednom přehledovém článku a lze je 

shrnout následovně: 

 

1. Poskytujeme experimentální důkazy o pořadí a vzájemné posloupnosti navázání 
mastných kyselin na myší proteiny Wnt1 a Wnt3a a jejich N-glykosylace. Počáteční 
připojení oligosacharidových struktur s nejvyšší pravděpodobností podmiňuje následnou 
dvojí acylaci. Za druhé, přídavek kyseliny palmitolejové na konzervovaný zbytek serinu 
předchází a je současně vyžadován pro následnou modifikaci cysteinu palmitátem. 
Přítomnost lipidických složek je důležitá pro řádný extracelulární pohyb proteinů Wnt, 
což těsně souvisí s jejich signalizačními schopnostmi.  
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6.3 Troy, člen rodiny receptorů faktoru nekrotizujícího nádory, interaguje s proteinem Lgr5 
a inhibuje signalizaci Wnt ve střevních kmenových buňkách 
 

Troy, a Tumor Necrosis Factor Receptor Family Member, Interacts with Lgr5 to Inhibit Wnt 
Signaling in Intestinal Stem Cells 

Fafilek, B., Krausova, M., Vojtechova, M., Tumova, L., Pospichalova, V., Sloncova, E., 
Huranova, M., Chmelikova, J., Sedlacek, R., Luksan, O., Oliverius, M., Voska, L., Jirsa, M., 
Paces, J., Kolar, M., Krivjanska, M., Klimesova, K., Tlaskalova-Hogenova, H., Korinek, V. 

Gastroenterology. 2013 Feb;144(2):381-91. doi: 10.1053/j.gastro.2012.10.048. Epub 2012 
Nov 7 
 

Souhrn: 
 
Pozadí & cíle:  
Signální dráha Wnt je vyžadována pro udržování homeostázy střevního epitelu, blokování 
této kaskády snižuje proliferační schopnosti střevních kmenových buněk. Nekontrolovaná 
signalizace Wnt vede na druhu stranu k vývinu rakoviny střevní tkáně. V naší práci jsme 
zkoumali role dráhy Wnt v homeostáze a maligní přeměně výstelky střevního traktu, a to za 
využití lidských buněk a pokusných myší. 
Metody:  
Pro identifikaci genů řízených dráhou Wnt jsme přistoupili k technice chromatinové 
imunoprecipitace ve spojení s DNA mikročipy, tzv. ChIP-on-chip. Pro tyto účely jsme využili 
buněčné linie odvozené od lidských kolorektálních karcinomů, konkrétně pak linie Colo320, 
DLD1, LS174T a SW480. Dále jsme pak navodili tvorbu střevních nádorů u myší kmene 
C57BL/6J pomocí podání látek azoxymethanu a dextran sulfátu. Střevní tkáň takto 
ošetřených myší, stejně tak jako vzorky tkáně pocházející z myší kmenů Apc

+/Min
 a 

Apc
CKO/CKO

/Lgr5-EGFP-IRES-CreERT2, byly analyzovány pomocí imunohistochemického 
barvení a in situ hybridizace. 
Výsledky:  
Ve čtyřech buněčných liniích, odvozených od lidských kolorektálních karcinomů, jsme 
identifikovali promotorové oblasti celkem 960 genů, které jsou přímo regulovány jaderným 
proteinem TCF4, hlavním cílovým transkripčním faktorem dráhy Wnt. 18 z těchto 
promotorových oblastí pak bylo přítomno ve všech precipitátech chromatinu. Signalizace 
Wnt zvyšuje expresi genu TROY, který kóduje protein z nadrodiny receptorů pro faktory 
nekrotizující nádory (TNFR). Hladina mRNA pro TROY je zvýšena v lidských buňkách, které 
nesou poruchy v genu APC (Adenomatous Polyposis Coli), nebo také v buňkách 
stimulovaných ligandem Wnt3a. Exprese Troy byla významně zesílena v nádorových tkáních 
myší, které vyvíjejí střevní zhoubné bujení. Experimenty sledující původ buněk (tzv. lineage 
tracing) poukázaly na fakt, že protein Troy je výlučně tvořen v rychle se dělících kmenových 
buňkách tenkého střeva. TROY interaguje s jedinečnou, markerovou bílkovinou těchto 
buněk, a to receptorem LGR5 (leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor). 
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* Oba autoři přispěli k této práci stejným dílem. 
 
Souhrn: 
Proteiny Wnt tvoří rodinu extracelulárních signálních molekul, které rozhodují o osudu 
buněk v rozvíjejících se i dospělých tkáních. Předpokládá se, že všech 19 savčích proteinů 
Wnt obsahuje dva druhy posttranslačních modifikací: kovalentní připojení řetězců mastných 
kyselin na dvě rozdílné pozice a dále N-glykosylaci na více různých zbytků asparaginu. V naší 
práci jsme zkoumali, jak tyto úpravy přispívají k sekreci, extracelulárnímu pohybu a signální 
aktivitě myších ligandů Wnt1 a Wnt3a. Bylo zjištěno, že O-acylace serinu je vyžadována pro 
následné připojení kyseliny palmitové na zbytek cysteinu. Mutantní proteiny, kterým chybí 
konzervovaný serinový zbytek, pak vykazují nepřítomnost lipidových řetězců. Dvojí acylace 
proteinu Wnt1 je zřejmě nezbytná pro signalizaci v savčích buňkách, zatímco v buňkách 
odvozených z embryí žáby drápatky vykazovala aktivitu i forma proteinu Wnt1, které chybí 
palmitace cysteinu. V případě proteinu Wnt3a byla souvislost dvojí acylace s funkcí proteinu 
Wnt méně výrazná - ligand bez přítomnosti mastného řetězce na cysteinu byl stále schopný 
signalizovat, a to v různých buněčných kontextech. Závěrem také ukazujeme, že signální 
kompetence proteinů Wnt1 i Wnt3a těsně souvisí s jejich schopností připojovat se 
k extracelulární matrix. 
 

6.2. Tvorba dvou myších kmenů nesoucích geneticky pozměněné alely nádorového 
supresoru Hic1 
 
Generation of two modified mouse alleles of the Hic1 tumor suppressor gene 
Pospichalova, V., Tureckova, J., Fafilek, B., Vojtechova, M., Krausova, M., Lukas, J., Sloncova, 
E., Takacova, S., Divoky, V., Leprince, D., Plachy, J., Korinek, V. 
Genesis. 2011 Mar;49(3):142-51. doi: 10.1002/dvg.20719. 
 
Souhrn: 

Gen HIC1 (Hypermethylated in cancer 1) je nádorovým supresorem, který se nalézá v  
chromosomální oblasti 17p13.3. Tento region je pak v lidských nádorech často předmětem 
nadměrné methylace nebo ztráty. V zárodečných stádiích pokusné myši je gen Hic1 nezbytný 
pro řádný vývoj plodu, u dospělých zvířat pak Hic1 vykonává protinádorové role. Vzhledem 
k tomu, že myši deficientní na Hic1 umírají ještě před narozením, jsme vytvořili podmíněnou 
Hic1 alelu, kdy jsme kódující oblast genu Hic1 ohraničili loxP místy. Za podmínek nakřížení 
těchto tzv. kondicionálních zvířat na myši exprimující rekombinásu Cre pak můžeme získat 
nové poznatky týkající se funkce Hic1 ve vyvíjejících se, jakož i dospělých tkáních. Dále jsme 
pomocí genového inženýrství nahradili sekvenci kódující aminokyseliny 186-893 z proteinu 
Hic1 cDNA kódující fluorescenční protein citrine. Ukazujeme, že distribuce fúzního proteinu 
Hic1-citrine odpovídá expresnímu vzoru přirozeného (tzv. wild-type) Hic1. V důsledku toho 
se tedy může fluorescence Hic1-citrinové myši používat jako tzv. reportérová pro sledování 
aktivity lokusu Hic1.  
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nebyla. Proto jsme podrobně zkoumali charakter a funkční význam těchto 
posttranslančních úprav. 
 

2. Kontextově-specifické regulátory signalizace Wnt. Ve střevním epitelu pomáhá 
dráha Wnt udržovat nediferencované a proliferující oddíly kmenových buněk. 
Střevní tkáň tak představuje lákavý model pro studium procesů, které jsou řízeny 
kaskádou Wnt. Ve své práci jsme se tedy zaměřili na identifikaci nových cílových 
genů dráhy Wnt, které by byly specifické pro střevní tkáň. Pro tyto účely jsme 
připravili vhodné genetické nástroje, které nám současně umožnily vytyčit 
molekulární mechanismy, jimiž tyto geny přispívají k fyziologickým nebo 
zhoubným procesům trávicího traktu. Dále jsme též shromáždili vzorky lidských 
sporadických kolorektálních karcinomů, abychom mohli sledovat chování těchto 
genů v nádorech u člověka.  

 

5. Materiál a metody 

 
 Klonování plasmidů pro expresi rekombinantních proteinů 
 Tkáňové kultury a různé způsoby transfekce pěstovaných buněčných linií 
 Infekce buněčných linií pseudotypovanými retroviry a lentiviry; tvorba stabilních 

buněčných linií 
 Tvorba rekombinantních proteinů (antigenů) pro imunizaci pokusných zvířat; isolace a 

přečišťování protilátek 
 Imunocytochemické barvení; konfokální mikroskopie 
 Imunohistochemické barvení na parafinových řezech 
 In situ hybridizace na mrazových řezech 
 Sběr klinických vzorků 
 Izolace RNA, syntéza cDNA, RT-qPCR 
 Reportérová stanovení aktivity genů 
 Techniky RNA interference 

 

6. Výsledky a diskuze 

6.1. Modifikace proteinů Wnt1 a Wnt3a přídavkem mastné kyseliny na serin je 
předpokladem pro následnou lipidaci na cysteinu a je nezbytná pro signalizaci Wnt  
 
Fatty acid modification of Wnt1 and Wnt3a at serine are prerequisite for lipidation at 
cysteine and is essential for Wnt signalling 
Doubravska, L.*, Krausova, M.*, Gradl, D., Vojtechova, M., Tumova, L., Lukas, J., Valenta, T., 
Pospichalova, V., Fafilek, B., Plachy, J., Sebesta, O., Korinek, V. 

Cellular Signalling. 2011 May;23(5):837-48. Epub 2011 Jan 16 
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události musejí uskutečnit v oddílu kmenových buněk, jak ukazuje ztráta genu Apc v CBC 
buňkách exprimujících receptor Lgr5 (Barker et al., 2009), nebo v případě, kdy jsou 
stabilizované formy β-kateninu produkovány v dormantnějších populacích střevních 
kmenových buněk (Sangiorgi and Capecchi, 2008). Pro úspěšné šíření tkání se navíc 
onkogenní změny musí odehrát v kmenových buňkách, které se nalézají v nejspodnějších 
polohách krypty (Pin et al., 2012). Zcela v souladu s touto hypotézou, tzv. „histogenezí zdola 
nahoru“ (Preston et al., 2003), je následující pozorování: ztráta genu Apc v nekmenových 
buňkách dala vzniknout pouze mikroskopickým adenomům, které se nepřeměňovaly ve 
zhoubné nádory (Barker et al., 2009).  
 

Již založené nádory jsou různorodé ve svém složení, stále si ale zachovávají prvky 
buněčné hierarchie, která připomíná běžnou výstavbu krypty (Barker et al., 2009). Menší 
podmnožina buněk tak vykazuje vlastnosti, které jsou sdílené se somatickými kmenovými 
buňkami - například schopnost sebeobnovy a pluripotence (Schepers et al., 2012). Tyto 
buňky zabezpečují progresivní růst léze, a jsou proto nazývány nádorovými kmenovými 
buňkami (Cancer Stem Cells, CSCs). Tyto nádorové buňky jsou udržovány zvýšenou aktivitou 
dráhy Wnt, která pochází z jejich bezprostředního okolí (Shenoy et al., 2012; Vermeulen et 
al., 2010). V tenkém střevě tuto niku vytváří metaplastické Panethovy buňky, zatímco ve 
střevě tlustém obdobně podporují CSC buňky deregulované pohárkové buňky ze dna krypt 
(Schepers et al., 2012). Obě mikroprostředí pak poskytují nádorovým kmenovým buňkám 
podněty, které v místě svého působení vyvolávají nekontrolovanou signalizaci.  
 

Signalizace proteiny Wnt udržuje proliferaci a pluripotenci oddílů střevních kmenových 
buněk, a tím se klíčově podílí na zachování řádné střevní homeostázy. Jako taková je ale 
dráha Wnt zároveň náchylná k podstatné podpoře vývinu a růstu střevních nádorů, pokud 
dojde ke ztrátě její kontroly.  
 

4. Cíle práce 

 

Signální dráha Wnt je jednou z nejvýznamnějších kaskád, které řídí hlavní signální 
obvody potřebné pro kmenové, jakož i rakovinné buňky. Práh aktivity kaskády Wnt je 
upravován složitými regulačními smyčkami, které umožňují ladit hladinu signalizace dle 
požadavků místního prostředí. V naší snaze odhalit nové způsoby regulace dráhy Wnt jsme 
se tedy soustředili na následující aspekty přenosu signálu Wnt: 

 
1. Posttranslační modifikace proteinů Wnt. O celkové signální aktivitě morfogenů 

z rodiny Wnt je známo, že je do značné míry doladěna složitými posttranslačními 
úpravami. Tyto modifikace se podílejí na interakcích proteinů Wnt s jejich 
receptory a také mají vliv na další aspekty, které významně určují signalizační 
schopnosti ligandů Wnt. Časová posloupnost a vzájemná provázanost procesů, 
které jsou spojené s navázáním mastných kyselin a cukerných zbytků, však známá 
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zároveň je zachována mateřská kmenová linie. Dceřiné, tzv. transit amplifying (TA) buňky pak 
postupují směrem vzhůru na klky (šipka). Při své cestě diferencují do všech střevních linií - převládají 
vstřebávající enterocyty (zelená) a dále pak jsou tvořeny vyměšující pohárkové buňky (Goblet cells) a 
enteroendokrinní buňky (tmavě modrá). Pohárkové buňky vytvářejí hlen, zatímco enteroendokrinní 
buňky uvolňují trávicí peptidové hormony. V okamžiku, kdy buňky dosáhnou vrcholu klku, podstoupí 
anoikis a jsou vyloučeny do nitra střeva. Výjimkou z tohoto pravidla jsou dlouhověké Panethovy 
buňky, které se nedělí a zůstávají na dně krypty. Řádná homeostáza střevní epitelové tkáně je 
udržována prostřednictvím těsně propojené sítě hlavních signálních drah. Tyto ve vzájemné 
součinnosti upravují rovnováhu mezi proliferací a rozrůzněním buněk do jednotlivých střevních linií. 
Obrázek převzat z publikace (Krausova and Korinek, 2012). 
 

Prostředí podmiňující kmenovost buněk současně vytvářejí sousedící Panethovy 
buňky (Sato et al., 2011) a dále myofibroblasty, které se těsně přimykají k bazální lamině dna 
krypty (Kosinski et al., 2007). Toto blízké spojení umožňuje přímé zásobení kmenových 
buněk hlavními faktory nezbytnými pro proliferaci, jako jsou například ligandy Delta-like 
ligand (Dll), Epidermální růstový faktor (Egf) a Wnt3a odvozené od Panethových buněk a dále 
proteinem Wnt2b, vylučovaným přilehlým mesenchymem (Farin et al., 2012; Sato et al., 
2011). Četné studie, prováděné v uspořádání in vivo i in vitro, pak jasně potvrdily klíčovou 
roli dráhy Wnt v zachování proliferace i pluripotence kmenových buněk. Střevní krypty 
zanikají, pokud jsou genovou manipulací vyřazeny geny kódující konečné příjemce signálů 
Wnt, tj. jaderné proteiny Tcf4 (kódovaný genem Tcf7l2) (Korinek et al., 1998) a β-katenin 
(Ctnnb1) (Fevr et al., 2007). Naopak, umělé zvýšení aktivity dráhy Wnt navýší počet střevních 
kmenových buněk, jak bylo pozorováno po injekci agonisty dráhy Wnt, proteinu R-
SPONDIN1, pokusným myším (Kim et al., 2005).  

Signální dráha Wnt se také podílí na dalších důležitých aspektech udržování výstavby 
střevní tkáně. Mezi ně patří řízení správného umísťování buněk podél osy krypta-klk (Batlle 
et al., 2002) a dále pak řádná diferenciace, zrání a prostorová orientace Panethových buněk 
(Andreu et al., 2008). 

Ztráta kontroly nad dráhou Wnt je spojena s propuknutím rakoviny, a to zejména 
trávicího traktu (Morin et al., 1997; Rubinfeld et al., 1993). Většina kolorektálních karcinomů 
vzniká v okamžiku ztráty obou alel genu APC (CancerGenomeAtlasNetwork, 2012). 
Nadměrně aktivní signalizace Wnt ale také může být zapříčiněna mutační inaktivací 
záporných regulátorů dráhy, tj. genů AXIN1 (Shimizu et al., 2002), AXIN2 (Liu et al., 2000) 
nebo mutačními zásahy, které ve výsledku poškozují regulační oblasti proteinu β-katenin 
(Morin et al., 1997). Ve všech výše zmíněných případech zprostředkovávají stabilizované 
molekuly β-kateninu nepatřičnou transkripční aktivaci cílových genů Wnt/TCF, což vede 
k chorobné přeměně střevní tkáně (He et al., 1998; Tetsu and McCormick, 1999). 
Homozygotní ztráta genu Apc v epitelu tenkého střeva pokusné myši obratem podněcuje 
buněčnou proliferaci a zároveň narušuje řádnou diferenciaci (Barker et al., 2009; Sansom et 
al., 2004). Postižené buňky tak získávají abnormální fenotyp, který ve svém projevu 
připomíná kmenové buňky ze dna krypt. V důsledku těchto jevů dochází ke značnému 
prostorovému rozšíření oddílu, který je jinak přísně vyhrazený pouze kmenovým buňkám 
(Barker et al., 2009). S ohledem na drsné prostředí, kterému je střevní tkáň trvale vystavena, 
pak tento stav jasně předurčuje k vývinu rakoviny. Pro započetí zhoubného bujení se tyto 
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Sliznice trávicího traktu je tvořena jednovrstevným epitelem, který proniká do 

podložní pojivové tkáně, tzv. laminy propria. Tím se tvoří trubkovité žlázy zvané krypty. Pro 
zvýšení celkové vstřebávací plochy je dále výstelka tenkého střeva uspořádána do 
luminálních výčnělků, nazývaných slizniční klky. V říši savců představuje dynamika 
sebeobnovy střevní epitelové tkáně jeden z nejintenzivnějších procesů. Homeostáza je 
udržována kmenovými buňkami ze dna krypt, které se často dělí, a tím dávají vzniknout 
dceřiné populaci rovněž se rychle dělících, tzv. transit-amplifying (TA) progenitorových 
buněk. Tyto buňky pak putují směrem vzhůru podél svislé osy krypty. Během této cesty 
několikrát projdou buněčným cyklem a zahájí rozrůznění do jednotlivých střevních linií. Po 
dosažení okraje krypty tak na klky směřují již plně vyzrálé buňky, které následně plní všechny 
s trávením spojené úkoly střevní tkáně (Obrázek č.2).  
 

 
Obrázek č.2| Uspořádání epitelu tenkého střeva a signální dráhy řídící jeho výstavbu 

Homeostáza střevní tkáně je udržována cylindrickými kmenovými buňkami (tzv. Crypt Base Columnar 
(CBC) buňky; zobrazeny ve žluté barvě). Tyto zaujímají na dně krypty takové polohy, ve kterých se 
střídají s nedělícími se Panethovými buňkami (fialová). Střevní tkáň pak ještě pravděpodobně 
obsahuje oddíl dormantních kmenových buněk, které sídlí v oblasti +4 buněčných průměrů (délek) 
ode dna krypty (světle modrá). Pluripotence a proliferace kmenových buněk je udržována impulsy 
Wnt, které jsou současně dodávány sousedními Panethovými buňkami a myofibroblasty 
nacházejícími se v lamině propria (zobrazeny ve hnědé barvě). Z této oblasti jsou navíc uvolňovány 
antagonisté dráhy Bone morphogenetic protein (BMP), které v místě působí proti prodiferenciační 
aktivitě proteinů BMP. Kmenové buňky se asymetricky dělí tak, že vznikají dceřiné buňky (růžová), a 
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Obrázek č. 1 | Kanonická signalizace Wnt 

Kanonická dráha přenosu signálu Wnt rozhoduje o posttranslační stabilitě proteinu β-katenin. 
V nepřítomnosti ligandu Wnt (levý panel) je vnitrobuněčná úroveň β-kateninu trvale udržována na 
nízké hladině, a to díky aktivitě velkého degradačního komplexu. Protein Adenomatous Polyposis Coli 
(APC) se váže s bílkovinou Axis Inhibition protein (Axin), čímž vytváří molekulární „lešení“ pro 
následné připojení kináz Glykogen Syntázy Kinázy 3 (GSK-3β) a Kasein Kinázy 1α (CK1α). Veškeré 
komplexem zachycené molekuly β-kateninu jsou fosforylovány a poté zničeny proteosomální 
degradací. Za klidových podmínek jsou tak oblasti genomu, které podléhají regulaci drahou Wnt, 
umlčovány transkripčními represory z rodiny Groucho. Vazba ligandu Wnt na komplex jeho 
koreceptorů Frizzled a LRP přitáhne komplexy proteinů Axin/GSK-3β k cytoplasmatickým částem 
receptorů LRP. Β-katenin tak uniká své degradaci a přemisťuje se do buněčného jádra. Tam působí 
jako transkripční koaktivátor, který moduluje v  součinnosti s regulatorními proteiny z rodiny LEF/TCF 
expresi cílových genů dráhy Wnt. Obrázek převzat z publikace (Nusse, 2012). 
 

3.2 Signalizace Wnt v homeostáze a zhoubné 
přeměně střevní epitelové tkáně 
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3. Úvod 

Morfogenní proteiny z rodiny Wnt řídí u mnohobuněčných organismů nejrůznější 
procesy embryonálního vývoje. Tyto zahrnují přísně regulované zárodečné děje, jako jsou 
například konvergentní pohyby nebo určení tělesné osy. V dospělém organismu se pak 
signalizace Wnt/β-katenin podílí na udržování oddílů somatických kmenových buněk a dále 
pak speciálního typu předurčených, tzv. progenitorových buněk. Signalizaci Wnt udržují ve 
fyziologickém rozmezí různé regulační obvody a smyčky, které přizpůsobují hladinu aktivity 
dráhy dle požadavků místního prostředí. Nadměrná signalizace může vést ke vzniku různých 
onemocnění, zejména rakoviny. Nízké hladiny signalizační činnosti jsou naopak základem pro 
vývin degenerativních chorob. 
 

3.1 Signální dráha Wnt 

V souhrnu lze říci, že existují tři různé cesty přenosu signálu Wnt: 

1. dráha β-kateninu (kanonická dráha), která závisí na β-kateninu a transkripčních faktorech 
z rodiny lymphocyte-enhancer-binding factor/T-cell factor (LEF/TCF) 

2. dráha tzv. „Planar cell polarity“ (PCP), která nevyžaduje zapojení β-kateninu a receptoru 
low density lipoprotein receptor-related protein 5/6 (LRP5/6) 

3. dráha Wnt-Ca
2+

 (obě naposled jmenované cesty jsou souhrnně označované jako 
nekanonické nebo též jako nezávislé na β-kateninu) 

 
Kanonická signalizace Wnt je regulována převážně na úrovni svého klíčového 

přenašeče a cílového proteinu, β-kateninu. Tento bifunkční protein se v první ze svých rolí 
strukturně podílí na výstavbě kadherinových adhesních spojů (Ozawa et al., 1989). Ve své 
druhé roli pak jako transkripční koaktivátor spolupracuje s DNA-vazebnými proteiny z rodiny 
LEF/TCF, v důsledku čehož dochází k modulaci exprese cílových genů (Behrens et al., 1996; 
Molenaar et al., 1996). Mezi nejvýznamnější takto regulované cílové geny pak patří geny 
kódující vnitřní komponenty samotné dráhy Wnt. Dráha tak podléhá elegantnímu řízení přes 
zpětné negativní (Jho et al., 2002) nebo positivní (Barker et al., 2007) smyčky (Obrázek č.1). 
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2. Souhrn 

Signální dráha spouštěná proteiny Wnt se významně podílí na kontrole procesů 
zárodečného vývoje. V dospělém organismu pak tato kaskáda řídí zejména homeostázu 
tkání. Ve výstelce trávicího traktu udržují fyziologickou hladinu signalizace Wnt různé 
regulační děje, které zároveň vyvažují protichůdné procesy proliferace, sebeobnovy 
kmenových buněk či jejich diferenciace do jednotlivých buněčných střevních linií. Bylo 
jednoznačně prokázáno, že nekontrolovaná aktivace kaskády Wnt vede k vývinu rakoviny 
trávicího traktu. Předkládaná práce se zaměřuje na popis nových způsobů regulace dráhy 
Wnt, týkajících se nejen všeobecně platných aspektů přenosu signálu Wnt, ale i kontextově 
specifických mechanismů. Výsledky jsou předloženy ve třech výzkumných publikacích a dále 
v jednom přehledovém článku.  

První článek se věnuje účasti posttranslačních modifikací proteinů Wnt na jejich 
správném průchodu buněčnou sekreční drahou a také jejich vlivu na následnou signální 
aktivitu ligandů Wnt. Nejprve byla podrobně studována časová posloupnost a vzájemná 
provázanost procesů, které jsou spojeny s přídavkem mastných kyselin na postranní řetězce 
cysteinových a serinových zbytků v myších proteinech Wnt1 a Wnt3a. Tento výzkum se také 
současně zabýval vazbou cukerných komplexů, které jsou kovalentně připojovány 
k molekulám asparaginu zmíněných polypeptidů. Naše výsledky prokazují, že vazba kyseliny 
palmitolejové ke konzervovanému serinu předchází a je vyžadována pro následnou 
modifikaci cysteinu kyselinou palmitovou. Výzkum časové posloupnosti acylačních a 
glykosylačních jevů pak poukazuje na fakt, že počáteční připojení cukerných struktur 
podmiňuje obě následné lipidové esterifikační reakce. Samotné mastné kyseliny se pak též 
podílejí na vazbě ligandů Wnt na extracelulární matrix, což těsně souvisí s jejich 
signalizačními schopnostmi. 

Druhá publikace přináší podrobný popis přípravy dvou nových, geneticky 
pozměněných alel myšího genu Hic1. Tento gen je popsaný jako nádorový supresor, který 
kóduje negativní regulátor dráhy Wnt. Podmíněně deletovatelná, tzv. knock-out alela značně 
usnadňuje výzkum fyziologických rolí spřažených s proteinem Hic1. Druhý kmen nese 
reportérovou alelu s vsunutým fluorescenčním proteinem citrine (monomerní derivát 
žlutého fluorescenčního proteinu (EYFP)), a tak umožňuje in vivo sledovat přirozený výskyt 
bílkoviny Hic1. 

Třetí publikace charakterizuje protein TROY, patřící do rodiny receptorů pro faktor 
nekrotizující nádory (TNFR), jako nový inhibitor signální kaskády Wnt. Samotný gen TROY se 
pak zároveň v kontextu střevní tkáně stává cílovým genem této dráhy. Exprese bílkoviny Troy 
se v trávicím traktu omezuje na rychle se dělící kmenové buňky, což umožňuje tento gen 
považovat za nový marker těchto buněk. Troy pravděpodobně interaguje s jiným, dobře 
charakterizovaným znakem těchto buněk, a to receptorem Lgr5; výsledkem této vazby je pak 
inhibice dráhy Wnt. Zvýšené množství bílkoviny Troy jsme detekovali v nádorech vyvíjených v 
geneticky podmíněných myších modelech střevního rakovinového bujení. Tyto modelové 
systémy věrně napodobují dědičnou nebo získanou formu onemocnění, která jsou 
„poháněna“ nekontrolovanou aktivací dráhy Wnt. Naproti tomu nasbírané vzorky lidských 
pacientů trpících kolorektálními karcinomy poukazují na jiný typ chování genu TROY 
v nádorech u člověka.  

Čtvrtý, přehledový článek shrnuje poznatky o základních signálních drahách, které se 
podílejí na homeostáze a správné výstavbě trávicího traktu. Práce zahrnuje popis kaskád 
Wnt/β-kateninu a Notch a dále se zabývá signálními drahami zahajovanými ligandy z rodin 
Hedgehog, EGF nebo BMP. Veškeré dráhy jsou probírané zejména s ohledem na jejich 
zásadní role ve fyziologických i zhoubných procesech střevní tkáně. 
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1. Seznam zkratek 

APC    Adenomatous Polyposis Coli 
Axin    Axis Inhibition protein 
BMP    Bone Morphogenetic Protein 
CBC    cylindrické buňky lokalizované do spodní části střevních krypt 
cDNA    komplementární DNA 
ChIP-on-chip chromatinová imunoprecipitace  ve spojení s DNA mikročipy 
CK1α    Kasein Kináza 1α 
CreERT2 Cre rekombináza spojená s ligand-vazebnou doménou 

estrogenového receptoru (regulována 4-hydroxytamoxifenem) 
CSCs    nádorové kmenové buňky 
Ctnnb1   gen kódující β-katenin 
Dll    Delta-Like Ligand 
DNA    Deoxyribonukleová kyselina 
EGF    Epidermální růstový faktor 
EYFP    Žlutý fluorescenční protein 
GSK-3    Glykogen Syntáza Kináza 3 
Hic1    Hypermethylated In Cancer 1 
HMG    High Mobility Group 
IRES    Internal Ribosome Entry Site 
LEF    Lymphocyte-Enhancer-binding Factor 
LGR5    Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled Receptor 
LRP    Low density lipoprotein Receptor-related Protein 
PCP    Planar Cell Polarity  
RNA    Ribonukleová kyselina 
RNAi    RNA interference 
RT-qPCR   Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction 
S-palmitoylation připojení kyseliny palmitolejové na zbytek cysteinu 
TA    Transit-Amplifying 
TCF    T-Cell Factor 
Tcf7l2    gen kódující Tcf4 
TNFR receptor pro faktor nekrotizující nádory 
Troy člen nadrodiny receptorů pro faktor nekrotizující nádory 

exprimovaný v celém embryu 
 
 
 

 

 



2 
 

Obsah 

 
1. Seznam zkratek ............................................................................................................3 

2. Souhrn .........................................................................................................................4 

3. Úvod ............................................................................................................................5 

3.1 Signální dráha Wnt ................................................................................................5 

3.2 Signalizace Wnt v homeostáze a zhoubné přeměně střevní epitelové tkáně ..........6 

4. Cíle práce .....................................................................................................................9 

5. Materiál a metody .....................................................................................................10 

6.    Výsledky a diskuze ......................................................................................................10 

6.1. Modifikace proteinů Wnt1 a Wnt3a přídavkem mastné kyseliny na serin je 

předpokladem pro následnou lipidaci na cysteinu a je nezbytná pro signalizaci Wnt .10 

6.2. Tvorba tvou myších kmenů nesoucích geneticky pozměněné alely nádorového 

supresoru Hic1 ..........................................................................................................11 

6.3 Troy, člen rodiny receptorů faktoru nekrotizujícího nádory, interaguje s proteinem 

Lgr5 a inhibuje signalizaci Wnt ve střevních kmenových buňkách ..............................12 

6.4 Dráhy přenosu signálu, podílející se na homeostáze a zhoubné přeměně střevní 

tkáně .........................................................................................................................13 

7. Závěry ........................................................................................................................13 

8. Použitá literatura .......................................................................................................14 

9. Životopis ....................................................................................................................16 

 

 
 

 

 

 

 



Univerzita Karlova v Praze 
Přírodovědecká fakulta 

Katedra biochemie 
 

Doktorský studijní program: Biochemie 

Autoreferát dizertační práce 

 

 

 

Michaela Krausová 

Molekulární mechanismy a geny podílející se 
na kontrole signální dráhy Wnt 

 

 

Školitel: RNDr. Vladimír Kořínek, CSc. 

Laboratoř buněčné a vývojové biologie 
Ústav molekulární genetiky, v.v.i. 

Akademie věd České republiky 
 

Praha, 2013 

 


