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Abstrakt

Pankreatickd tkan se déli na exokrinni a endokrinni ¢ast. Exokrinni obsahuje acinarni
bunky, které produkuji travici enzymy, a duktalni buiiky tvofici sit’ kanalkl pro export enzymu do
duodena. Endokrinni ¢ast tvoii Langerhansovy ostrivky obsahujici 5 typt buné¢k: a, B, 0,
¢ a PP-bunky produkujici glukagon, inzulin, somatostatin, ghrelin a pankreaticky polypeptid.
Vyvoj pankreatu je rozdélen na primarni, sekunddrni a tercidlni tranzici. NejdulezitéjSim
specifikacnim transkripénim faktorem pro doménu pankreatu béhem primarni tranzice je
pankreaticky duodenalni homeoboxovy gen 1. Pro specifikaci a diferenciaci acinarnich bun¢k je
nezbytny pankreaticky transkripéni faktor 1A. VSechny prekurzory endokrinnich bunék exprimuji
neurogenin 3, ktery je specifikacnim faktorem endokrinni tkdné. Diferenciace a regulace funkce
endokrinnich bun¢k se Ucastni velké mnozstvi transkripcnich faktorti. V pfipad¢ absence anebo
dysfunkce nekterého transkripéniho faktoru miize dochazet k patologiim jako je diabetes mellitus,

karcinom pankreatu nebo pankreatitida.
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Abstract

Pancreas is divided into exocrine and endocrine tissue. The exocrine part contains acinar
cells, which produce digestive enzymes, and ductal cells that help with their transportation to the
duodenum. The islets of Langerhans form the endocrine part and consist of 5 types of cells; a, f,
0, &, and PP-cells, producing hormones glucagon, insulin, somatostatin, ghrelin and pancreatic
polypeptide, respectively. Pancreas development is divided into primary, secondary and tertiary
transition. Many transcription factors participate in the cell specification and differentiation
processes. Pancreatic duodenal homeobox 1 specifies the pancreatic domain in primary transition.
Pancreas-specific transcription factor 1A is important for the specification and differentiation of
acinar cells. All endocrine cell precursors express Neurogenin 3, a key specification factor of
endocrine cells. A large number of transcription factors regulate differentiation of endocrine cells
as well as their function. Absence or dysfunction of some transcription factors have been associated

with pathologies, for example diabetes mellitus, pancreatic carcinoma or pancreatitis.
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1. Uvod

Pankreas je velmi diilezity organ, produkujici travici enzymy a diilezité hormony, které jsou
nezbytné pro spravné fungovani celého organismu. Pankreaticka tkan je tvorena nékolika typy
bunék, pti¢emz kazdy typ ma svou specifickou funkci. Pankreas se déli na exokrinni a endokrinni
cast. Exokrinni tkan je tvofena acinarnimi bunikami, které produkuji travici enzymy, a duktalnimi
bunkami, které tvoii bohatou sit’ kanalkt, jimiz se dostavaji enzymy do duodena. Buiiky endokrinni
tkadn¢ tvoii Langerhansovy ostravky. Skladaji se z 5 typa buné¢k: a, B, o, € a PP produkujicich
glukagon, inzulin, somatostatin, ghrelin a pankreaticky polypeptid. Nejvétsi ¢ast Langerhansova
ostravku ptedstavuji B-bunky. Specifikace a diferenciace bunék v pribéhu vyvoje pankreatu je
velmi slozity proces, kterého se i¢astni mnoho transkripénich faktorti. Mutace v genech kodujicich
tyto faktory mohou poskodit vyvoj a jsou Casto ptic¢inou riiznych patologii. Kromé genetickych
faktori je diilezita i spravnd Zivotosprava.

Mezi nejznaméjsi patologie patii diabetes mellitus. Lidi trpicich timto onemocnénim
kazdym rokem ptibyva, zejména roste pocet pacientl s diabetem 2. typu. Velmi nebezpecny je také
karcinom pankreatu, jelikoz je t€Zké ho identifikovat v raném stadiu. To je hlavnim divodem, pro¢
vétSina lidi na tuto patologii zemfe. Dal§im castym onemocnénim jsou pankreatitidy, které
zpuisobuje hlavné vysoka konzumace alkoholu. Identifikace faktord ucastnicich se vyvoje
a diferenciace bunék pankreatu je dilezité pro pochopeni vzniku onemocnéni, lepsi diagnozu

a moznou lé¢bu.



2. Pankreas
Pankreas je dilezity orgén travici soustavy. U lidi se nachéazi v bfisni dutiné za pobfisnici
pod jatry. Sklada se z hlavy, t€la a ocasu (Obr.1). Pankreas usti do duodena, ke kterému je pripojen

hlavou.
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Obr. 1: Stavba a struktura lidského pankreatu. Pfevzato a upraveno z [1].

Pankreas je Zldza s vnitini sekreci a skladd se ze dvou Casti, exokrinni a endokrinni.
Exokrinni ¢ast je tvofena acinarnimi a duktalnimi buiikami a je nezbytna pro sekreci travicich
enzymu do stfev [2]*. Endokrinni ¢ast pankreatu je tvofena Langerhansovymi ostravky, které se
skladaji z n€kolika typt bun¢k, jez sekretuji hormony do krve.

Vzhledem k tomu, Ze je vyvoj pankreatu nejlépe popsan na myS$im modelu, i tato prace
vychazi pfevazné z poznatkli ziskanych studiem jednotlivych transkripénich faktord na mysich

modelech.




3. Exokrinni ¢ast pankreatu

Exokrinni ¢ast pankreatu je tvofena acinarnimi a duktalnimi bunkami, které¢ jsou seskupeny
do utvarii zvanych aciny, jez ptedstavuji piiblizné¢ 90 % objemu dospélého pankreatu [3]*.
Exokrinni funkei pankreatu je wvnéj$i sekrece enzymii do duodena v podobé neaktivnich
proenzymil. K aktivaci téchto proenzymt dochazi v duodenu, kde pomahaji s trdvenim. Kromé
enzymul bunky pankreatu produkuji i kapalinu bohatou na hydrogenuhliCitany, které zajiStuji
alkalické pH, a miize v duodenu dobie neutralizovat kyselé zalude¢ni st'avy. Spolu s enzymy se
této kapalin€ fika pankreatickd Stava. Neenzymatické slozky pankreatické $tavy jsou tvoreny
centroacinarnimi bufikami, které se nachdzeji na rozhrani mezi acinarnimi a duktalnimi buiikami.
Sekrece pankreatické $tavy je ovlivnéna hormonélné pomoci sekretinu a cholecystokininu [4, 5].
Sekretin je produkovan v duodenu jako odpovéd’ na nizké pH zpiisobené prochézejici traveninou
ze Zaludku. Ta ma velmi kyselé pH, jelikoz obsahuje kyselinu chlorovodikovou. Vznikly sekretin
poté stimuluje pankreas, aby zacal produkovat pankreatickou §tavu, ktera snizuje pH v duodenu.
Cholecystokinin je produkovan v duodenu ihned po jidle a plsobi hlavné na Zluénik, u které¢ho
stimuluje produkci Zluci [6]. Zaroven také plsobi na pankreas, u kterého stimuluje produkci

pankreatické $tavy, aby se dostaly travici hormony do duodena [7]*.

3.1 Acinarni bunky

Acindrni buniky jsou builkky pyramidového tvaru a obsahuji zymogenni granula [2]*.
Granula jsou plnd proenzymu, zejména proteaz, lipdz, amyldz a nukledz, které po aktivaci
v duodenu §tépi natravenou potravu ze Zaludku. V acinarnich buiikéch se tvoii obrovské mnozstvi
proenzymidl, a proto potiebuji mit dobfe vyvinuté endoplazmatické retikulum bohaté na ribozomy
a Golgiho aparat. V ribozomech se vytvoii proenzymy, nasleduje jejich postranslacni modifikace,
po niz jsou uchovavany v zymogennich granulich, z nichZ se exocyt6zou dostavaji proenzymy do

duktii a putuji do stiev.

3.2 Duktalni buniky
Duktalni buniky vytvafi hustou a propojenou sit’. Jsou dulezité pro transport proenzymi
spolu s pankreatickou §tavou do duodena. Diferenciace acinarnich a duktalnich bun¢k probiha

okolo 15. embryonalniho dne (E15) [8].



4. Endokrinni ¢ast pankreatu

Endokrinni ¢ast pankreatu je tvofena nékolika typy bunék, které se vzajemn¢ shlukuji a tim
vytvareji utvary zvané Langerhansovy ostruvky [9]*. Langerhansovy ostrivky obsahuji pét typt
bunék: a, B, 8, € a PP-bunky produkujici glukagon, inzulin, somatostatin, ghrelin a pankreaticky
polypeptid. Langerhansovy ostrivky tvoii pouze 1-2 % celkového objemu dospélého pankreatu
[3]*. Vzhledem k tomu, ze jde o Zlazu s vnitini sekreci, jsou Langerhansovy ostrivky prokrvené
a hormony z bungk jsou sekretovany pfimo do krevniho fecisté. Kazdy typ bunék produkuje urcity
specificky hormon. Jednotlivé hormony produkované buiikami endokrinni c¢asti pankreatu
ovliviuji a reguluji metabolismus. U mysi je organizované prostorové rozdéleni bunék v ostriiveich
[10]. Uvnitf ostrivku se nachéazi spiSe PB-buniky a na okrajich ostatni typy bunék. U lidi toto
rozdéleni neni tak dobte patrné, jelikoz jsou buniky v ostriivku vice chaoticky rozprostifeny (Obr.2).
Je to také dano odliSnym pomérem typti bun¢k v ostrivcich. U mysi je mnohem vétsi zastoupeni

B-bunék nez u ¢loveka (Obr. 3).

inzulin

somatostatin

Obr. 2: Prostorové rozdéleni bun¢k Langerhansovych ostrivki: ¢lovek (A), mys (B). Inzulin® B-bunky jsou
zobrazeny Cervené, glukagon® o-bunky zelené a somatostatin® 6-bunky modfe. Foceno pomoci
konfokalniho mikroskopu. Méfitko 50 um. Pfevzato a upraveno z [11].

4.1 a-bunky
Prvnim typem bun¢k Langerhansovych ostrivkl jsou a-buiiky, které se u mysi objevuji

v E9,5 [12]. Produkuji hormon glukagon, ktery reaguje na hladinu glukdézy v krvi. Pokud je hladina




glukozy nizka, glukagon spousti glykogenolyzu, coz znamend, Ze se §tépi glykogen uloZeny
v jatrech na glukozu, a tak se hladina gluk6zy znovu vyrovna. Glukagon spousti i glukoneogenezi,
pii které télo ptfi hladovéni vyrabi glukozu z laktatu nebo z aminokyselin. Glukagon ma tedy
opacnou funkci nez inzulin, protoze zvysuje hladinu glukozy v krvi. Kromé glukagonu mohou
a-bunky také koexprimovat hormon ghrelin, tedy existuji a-buiiky produkujici pouze glukagon,

nebo produkujici oba hormony [13].

4.2 B-bunky

Bunky tvofici jadro Langerhansovych ostrivkll se jmenuji B-buiiky. Produkuji hormon
inzulin a s nim 1 jeho antagonistu amylin. Inzulin funguje jako antagonista glukagonu, snizuje totiz
hladinu glukoézy v krvi. Uvoliiuje se neustale, ale pokud se vyrazné zvysi hladina glukézy v krvi,
B-buiiky zacnou sekretovat vice inzulinu, ktery zajisti vyuziti glukozy bunkami, které jsou na
inzulinu zavislé. Glukéza je v bunkach vyuzita pro energeticky metabolismus, nebo pfeménéna na
glykogen, ktery slouzi jako zdsoba cukru. Amylin tlumi sekreci glukagonu a-bunikami [14].
Zaroven zpomaluje vyprazdiovani Zaludku, coz mé za nasledek pomalejsi vstiebavani glukozy.
Také ptisobi na centrum sytosti, takze se citime nasyceni. B-buiniky produkujici inzulin se objevuji
umysi kolem E13,5 a maturuji az v devatém postnatalnim dni (P9) [15]. Maturované B-buniky maji
lépe nastavenou prahovou hodnotu pro produkci inzulinu, kdeZto nezralé¢ B-buiiky produkuji

inzulin 1 pfi nizkych hodnotach glukoézy.

4.3 d-buiiky

DalS$imi bunikami v ostrliveich jsou 6-buriky, které produkuji hormon somatostatin [16-18].
Ten mé ucinky jak na traveni a ostatni hormony, tak na nervovou soustavu, jelikoz také ovlivituje
pocit hladu. Jeho mnozstvi se zvySuje u hladov¢jicich, ale snizuje se po jidle. Za stimulaci sekrece
somatostatinu je zodpovédny glukagon a-bunck, ktery parakrinné ovlivituje 4-buniky [19, 20].
Somatostatin inhibuje sekreci glukagonu a inzulinu. Déle tlumi uvoliovani ristového hormonu,
takze jeho derivat je mozné vyuzivat k 1écbé akromegalie [21]. Rovnéz tlumi sekreci hormont
dualezitych pro traveni, jako je naptiklad gastrin, sekretin a cholecystokinin. Prvni o-buniky mizeme

u mysi detekovat okolo E15,5 [22]*.
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Obr. 3: Rozdilné zastoupeni bunék v ostriiveich mysi a ¢lovéka. Cervené jsou zobrazeny p-buiiky, zelené
a-buitky a modte 6-bunky. Prevzato a upraveno z [11].

4.4 g-bunky

Bunky ostravkl produkujici hormon ghrelin se jmenuji e-buiiky a objevuji se ve vyvijejicim
se pankreatu u mysi v E10,5 [13]. Ghrelin miize byt také koexprimovan o-bunkami a zaroven
mohou nékteré e-bunky koexprimovat glukagon. Ghrelin redukuje sekreci inzulinu B-buné¢k [23].

Dale navozuje chut k jidlu a je také ligandem receptoru pro sekreci riistového hormonu [24].

4.5 PP-burnky

PP-buniky produkuji pankreaticky polypeptid, jehoZ hladina se prudce navysuje nejvice po
jidle [25]. To zptsobi, ze uz ¢lovek nema chut’ k jidlu. PP- buiiky u obéznich lidi produkuji mensi
mnozstvi pankreatického polypeptidu, coZ mé za nasledek, zvySenou chut' kjidlu a sklon
k ptejidani. Naopak u lidi trpicich anorexii a velmi hubenych lidi je detekovano zvySené mnozstvi
pankreatického polypeptidu. Prvni diferencované PP-buiiky jsou v mySim pankreatu detekovatelné

az kratce pted narozenim v E18 [22]*.




5. Vyvoj pankreatu

Vyvoj pankreatu je velmi slozity proces regulovany velkym mnozstvim transkripénich
faktord. V 9,5 dochézi k vytvoteni dvou vychlipenin primitivni stfevni trubice a vytvoreni dvou
pupend, ze kterych se nasledné vyviji dorsalni a ventralni ¢ast pankreatu (Obr. 4) [26]*. Cely vyvoj

muzeme rozdélit do 3 stadii, primarni, sekundarni a tercialni tranzice.
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Obr. 4: Schéma vyvoje pankreatu. DP — dorzalni pankreas, VP — ventralni pankreas. Pfevzato a upraveno z
[26]*.

5.1 Obdobi primarni tranzice
Jako obdobi primarni tranzice je oznacovan vyvoj pankreatu ve dnech E9,5 az E12,5, kdy

dochazi ke specifikaci bun¢k vyvijejiciho se pankreatu (Obr. 5) [27, 28]. Od E7,5 ptiblizné do E9,5
7




se formuje z endodermu primitivni stfevni trubice, u které je jiz patrna antero-posteriorni symetrie.
V E8,5 je detekovatelna exprese pankreatického a duodenalniho homeoboxu 1 (PDXI)
v oblastech, kde se néasledné vytvoii pankreatické pupeny . Vyvoj pankreatu zacina v E9,5, kdy se
dorzalni ¢ast endodermu zacne ztluStovat a vychlipi se do okolniho mezenchymu dorzalni vybézek
pankreatu [9]*. Zhruba o ptl dne pozdé&ji se vychlipi i ventralni vybézek pankreatu z ventralni ¢asti
endodermu. Ob& vychlipeni jsou vSak regulovana odliSnymi transkripénimi faktory [29].
S ventralnim vybézkem pankreatu se navic také zacinaji formovat dalsi organy jako naptiklad jatra.
Vybézky v nasledujicich dnech rostou a vétvi se do struktury pfipominajici korunu stromu [30].
Na okrajich se nachazi specifikované multipotentni buiiky, ze kterych poté diferencuji ostatni typy
bun¢k pankreatu. Uprostfed téchto vétvi, nebo-li v kmeni, se vyskytuji spiSe prekurzory
endokrinnich buné¢k, ale pravdépodobné také prekurzory bunck duktilnich. Je zjisténo, Ze
v dospélosti nejsou nahrazovany B-buiiky z multipotentnich prekurzorovych bunék, ale zejména
délenim stavajicich B-bunck [31-33]. Pankreas ma tedy velmi omezenou moznost kompenzace
poskozenych bunék, coz také vysvétluje, Ze velikost pankreatu je ur€ovana poctem prekurzorovych
bunck v obdobi embryondlniho vyvoje [34]. Naopak u jater toto neplati a je mozna rychla
regenerace a kompenzace mrtvych bunék. Primérni tranzice je obdobi masivni proliferace bunék.
V E12,5 se oto¢i stfevni trubice a oba vybézky pankreatu se setkaji a spoji do jednoho organu.

Z ventréalniho vybézku se vyvine ¢ast hlavy pankreatu a z dorzélniho zbytek pankreatu.
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Obr. 5: Schéma vyvoje pankreatu (primarni tranzice). PDX1" expresni doména je vyznaCena zelené. A —
anterior, P — posterior, dp — dorzalni pankreas, vp — ventralni pankreas, li — jatra, du — duodenum, st —
zaludek. Pievzato z [35].




5.2 Obdobi sekundarni tranzice

Sekundarni tranzice je obdobi, které se vyznacuje diferenciaci B-bunék a acinarnich bunék
[8]. Zacina okolo E12,5 a kon¢i v EI16,5. Multipotentni prekurzory jsou drzeny
v nediferenciovaném stavu pomoci Notch systému [36]. Jiz v pribéhu primérni tranzice je mozné
detekovat buiiky produkujici glukagon a inzulin, ale chybi jim dualezit¢ markery, které pozdé&ji
exprimuji diferencované bunky Langerhansovych ostriivkli [37-39]. Nejsou to tedy prekurzory
budoucich maturovanych a- a f-bunék. Diferenciace a vyvoj bun¢k pankreatu probiha tedy hlavné
az v obdobi sekundarni tranzice. Dochazi k bohatému vétveni celého orgénu vcetné slozitého

duktalniho systému.

5.3 Obdobi tercialni tranzice

Tercialni tranzice zacina v E16,5 a probihd az do P9 [40]. Béhem tohoto obdobi buiiky
migruji a formuji Langerhansovy ostrivky. Na konci tercidlni tranzice se stdva pankreas plné
funkéni a vyvinuty. Po narozeni i1 béhem zZivota se jesté meni [41]. Zejména se méni odpovédi
B-buné¢k na hladinu glukézy v krvi, jelikoz uz maji mnohem lépe piizpiisobenou prahovou hodnotu
pro produkei inzulinu. Navic se také méni pocet téchto bunck naptiklad béhem téhotenstvi, jelikoz
je potieba produkovat vice inzulinu. Je zvySena proliferace a také snizen prah odpovédi na glukézu.
To znamen4, Ze buiiky produkuji inzulin jiZ pfi niZsi koncentraci glukozy. Proliferace B-bunék je
nejvyss$i kratce po narozeni, ale zaroven je také vysoka jejich apoptdza, coz je spojené

s dozravanim B-bunék a kone¢nym usporadanim Langerhansovych ostravki [42, 43].



6. Specifikace a diferenciace bunék pankreatu

Specifikace je proces, pfi kterém bunky ziskavaji urcity smér a utvari se bunécny program,
ktery urcuje, jak se budou dale vyvijet. Diferenciaci se poté ze specifickych prekurzorovych bunék
stavaji bunky funkéné specializované [44]*. Proces specifikace a diferenciace je velmi
komplikovany aje fizeny velkym mnoZstvim transkripnich faktort. Exprese transkripCnich
faktorti v prib¢hu embryonalniho vyvoje je klicovd pro spravnou organogenezi, diferenciaci
azrani bun¢k. Béhem vyvoje pankreatu dochazi k diferenciaci prekurzorovych bunék na
specializované bunky exokrinni a endokrinni ¢asti pankreatu (Obr. 6). Pokud je nékterd draha

narusena, mohou vznikat rGzné patologie, a proto je diferenciace zdsadni pii spravném vyvoji

organu.
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Obr. 6: Schéma diferenciace bun¢k pankreatu. Pfevzato a upraveno podle [3].
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6.1 Pankreaticky a duodenalni homeoboxovy gen 1 (Pdx1)

PDXI je detekovan v E8,5, coz je obdobi, kdy za¢ind primarni tranzice [27, 28]. Plivodné
je oznacovany jako inzulinovy promotorovy faktor 1, jelikoz byl poprvé objeven jako transkripcni
aktivator inzulinového genu v B-bunkéch [45]. Je potiebny pro riist a vyvoj pankreatickych pupent
[46]. Pokud chybi, vyvoj pankreatu je zastaven jiz v prvnich stadiich. Mysi s homozygotni deleci
tohoto genu se rodi bez pankreatu a umiraji n¢kolik dni po porodu. Bylo zjisténo, ze toto plati
1u lidi [47]. Jedinci s homozygotni mutaci v Pdx! se rodi bez pankreatu, ale se spravnou lécbou
mohou déle zit. Z PDX1 pozitivnich progenitort vznikaji buiiky acinarni, duktalni i bunky
Langerhansovych ostriivka [48]. Prvotni glukagon a inzulin produkujici buiiky jsou vSak PDX1
negativni, takze mohou vzniknout i u mutantti, ale nevzniknou z nich dospé€lé maturované buiky
[49]. Také mezenchym je nezdvisly na PDXI1, roste tedy normalné, pouze pankreatické pupeny se
dale nevyvijeji. Tyto vyzkumy potvrzuji, Ze je PDX1 nezbytny jak pro pocate¢ni vyvoj pankreatu,

tak i pro vznik maturovanych pankreatickych bunék.

6.2 Pankreaticky transkrip¢ni faktor 1A (PTF1A)

PTF1A je jednou ze tfi podjednotek pankreatického transkripéniho faktoru 1 [50]. Tato
podjednotka byva nazyvana PTF1-P48 a je pritomna v bunikdch pankreatickych pupend, které
zaroven exprimuji 1 PDX1, zhruba od E10. Spolecnd exprese PDX1 a PTF1A je dileZzita pro
spravny vyvoj a diferenciaci pankreatu, zejména pro exokrinni ¢ast [51]. Exprese PTF1A je od E16
omezena pouze na acinarni bunky, avSak ovliviiuje 1 endokrinni tkan. Pokud PTF1A chybi,
nevytvaii se acinarni bunky, a tim padem nema pankreas exokrinni funkci [52]. Z exokrinnich
progenitoru se tedy misto toho stavaji duodendlni buniky. Endokrinni buriky vznikaji normalné, ale
maji problém s umisténim [53]. Ke konci vyvoje se totiz pfesunou do mezenchymu sleziny.

Homozygotné dele¢ni mySi mutanti pro gen Ptf]a kratce po narozeni umiraji, tato mutace je letalni.

6.3 Neurogenin 3 (NEUROG?3)

Transkripni faktor NEUROG3 je exprimovan ve specifikovanych pankreatickych
endokrinnich prekurzorech, ze kterych vznikaji vSechny typy bunék ostravki [54]. Zadind se
objevovat v E9,5 a jeho exprese roste az do E15,5 [48, 55]. Poté NEUROGS3 exprese klesa spolu
se snizujicim se mnozstvim NEUROGS3 pozitivnich prekurzort, které diferencuji v endokrinni

buiiky. NEUROG3 pozitivni bunka neni tedy buitka kmenova, kterd by dale proliferovala
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a pomahala s obnovou bunék, ale pouze prekurzor, ze kterého se vytvari diferencované buiiky,
které se dale déli. Endokrinni prekurzory kromé NEUROG3 koexprimuji také dalsi faktory, které
pak urcuji, jaka hormon-produkujici bunka se z nich stane [56]. Pokud NEUROG3 chybi, nevytvaii
se endokrinni ¢ast pankreatu, tedy kompletné chybi Langerhansovy ostriivky. Naopak acinarni
a duktalni buniky se vyvijeji normalné. Mysi s mutaci v genu Neurog3 jsou diabetické a umiraji par

dni po narozeni.

6.4 Transkrip¢ni faktory NKX homeoboxovych genii

Vyvoje pankreatu se ucastni také transkripéni faktory z rodiny NKX homeoboxovych geni;
NK2 homeoboxovy gen 2 (Nkx2-2) a NK6 homeoboxovy gen 1 (Nkx6-1).

NKX2-2 je exprimovan od E9,5 v pankreatickych pupenech a NEUROG3 exprimujicich
bunkach [57]. Jeho exprese pietrvava v diferenciovanych a, f a PP-bunkéch. Je dilezity zejména
pro spravnou diferenciaci B-bun€k, jelikoz pfi homozygotni deleci Nkx2-2 se tyto inzulin
produkujici builky nevytvaii a mySi umiraji kratce po narozeni z divodu hyperglykemie.
PP a a-bunék je pfi této mutaci v organismu méné, e-bunék naopak vice [13]. Zajimavé je, Ze se
v ostriiveich nachazi velké mnozstvi endokrinnich bunék, které¢ vSak neprodukuji zddny hormon
[57]. Tyto bunky exprimuji markery budoucich B-bun¢k (naptiklad exprimuji PDX1), ale nejsou
plné diferenciované. To znamena, Ze k finalni diferenciaci je potieba pravé NKX2-2. NKX2-2 se
podili na diferenciaci B-bunék tim, Ze aktivuje Neurogenni diferenciacni faktor 1 (Neurodl) [58].
Naopak pro diferenciaci a-bunck je potteba, aby NKX2-2 inaktivoval Neurodl. Interakce Nkx2-2
s Neurodl je dilezita pro diferenciaci bunék ostriivki, jelikoz dvojita homozygotni nulova mutace
v obou téchto genech zplisobi, Ze je vice a-bun€k a pocet e-bunék se snizi. B-buiiky stale nejsou
diferenciované, coZ ukazuje na diileZitost t€chto gent pro jejich diferenciaci.

NKX6-1 je exprimovan piiblizné od E10,5 v obou pankreatickych pupenech [59]. Béhem
sekundarni tranzice se jeho exprese limituje pouze na B-buiiky. Builky zaroven s NKX6-1
koexprimuji také NKX2-2 [60]. Pii homozygotni deleci tohoto genu se drasticky snizi pocet
zralych inzulin produkujicich bunék. Ostatni hormon-produkujici bunky nejsou ovlivnény touto
deleci, coz potvrzuje, ze NKX6-1 je specificky pro B-bunky. Prvotni inzulin produkujici bunky,
které se objevuji v primarni tranzici, neexprimuji PDX1 ani NKX6-1, tedy nejsou nijak ovlivnény.
Deleci genu pro Nkx6-1 neni ovlivnéna exprese genu Nkx2-2, coZ znamend, Ze exprese genu

Nkx6-1 lezi po sméru exprese, nebo-li ,,downstream*.
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6.5 ISLET1 (ISL1)

Isletl, nebo-li ISL LIM homeoboxovy gen 1, se zaind exprimovat v dorzalnim
pankreatickém pupenu a jeho okolnim mezenchymu piiblizné v E9 a ve ventralnim pupenu o 1- 2
dny pozdé&ji nikoliv vSak v okolnim mezenchymu [61]. ISL1 je potiebny pro tvorbu dorzalniho
mezenchymu a bun¢k Langerhansovych ostruvkl [62]. Pii homozygotni deleci tohoto genu v E9,5
totiz chybi dorzéalni mezenchym a prvni a-bunky, které¢ delaminuji z PDX1 domény v pribéhu
primarni tranzice. Pti globalni deleci Is// vSak vyvoj embrya kon¢i v E10,5 z dGivodu Spatného
vyvoje kardiovaskularniho systému [63]. Z tohoto diivodu je nutné funkci tohoto transkripcniho
faktoru ve vyvoji pankreatu dale zkoumat pomoci tkanovée specifické delece [63-65].. V pribéhu
sekundérni tranzice (v E13,5) byla provedena tkanové specifickd delece genu Is// v PDX1
pozitivnich buiikkach. Bylo zjisténo, ze v dusledku delece Is// nevznikaji buiikky endokrinni ¢asti
pankreatu, naopak exokrinni ¢ast se vytvari normalné. Exprese Is// je dulezitd pro diferenciaci
vSech hormon-produkujicich bun€k Langerhansovych ostriivki. ISL1 je také dileZity pro maturaci
a proliferaci endokrinnich bunék, jelikoz pii jeho absenci endokrinni prekurzory nedozravaji do
funkénich maturovanych endokrinnich buné¢k. Mysi jsou diabetické a maji poskozenou strukturu

ostruvku.

6.6 Parova doména transkripéniho faktoru 4 (PAX4)

PAX4 se objevuje v obou pankreatickych pupenech ptiblizné v E9,5 [66, 67]. Jeho exprese
béhem vyvoje stoupd a ke konci embryogeneze klesa, az tplné vymizi. Je dllezity pro diferenciaci
B a 6-bunék, jelikoz pti deleci tohoto genu mutantim tyto buniky chybi. Naopak a-bunék je vice.
Je to zplsobené tim, ze PAX4 funguje jako represor exprese ghrelinu a glukagonu, takze kdyz
PAX4 chybi, nereprimuje expresi ghrelinu a glukagonu a vznikaji preferenéné tyto butniky. Bylo
zjiSténo, Ze tento gen je ,,downstream od Neurog3, jelikoZ homozygotni mutanti v Neurog3
neexprimuji Pax4 [56]. Pfi homozygotni deleci Pax4 chybi v obdobi sekundarni tranzice marker
B-bunck PDX1 [68]. Vzhledem k tomu, Ze PDX1 funguje jako aktivator inzulinového genu, chybi
logicky 1 inzulin. PAX4 spole¢né s NKX2-2 je potfebny pro zahajeni diferenciace NEUROG3
pozitivnich bun¢k v -bunky.
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6.7 ,,Aristaless related* homeoboxovy gen (4rx)

ARX je dulezity transkripéni faktor v diferenciaci endokrinnich bunék pankreatu [69]. Ve
vyvijejicim se pankreatu se objevuje od E9,5. Ma opacnou funkci nez PAX4, jelikoz reprimuje
diferenciaci prekurzorti v § a 0-bunky, a naopak podporuje vznik a a PP-bun¢k (Obr. 7). Takeé lezi
»downstream® od Neurog3. MyS$i s mutovanym genem Arx produkuji vice Pax4 medidtorové
ribonukleové kyseliny (mRNA) a mySi s mutaci v Pax4 zase produkuji vice Arx mRNA.
V prekurzorovych buiikach jsou zprvu exprimovany oba faktory, ale Casem exprese jednoho
prevladne, a tim dochazi k diferenciaci bud’ v a a PP-bunky, nebo v B a o-buiiky. Mysim s mutaci
v Arx genu chybi maturované a-buiiky, ale maji vice B a 6-bunék. Pocet PP-bunék a celkovy pocet
endokrinnich bun€k se vyznamné neméni, coz znamena, ze prekurzorové buiiky pouze diferencuji
v jiné bunky. Pfi dvojité mutaci v genech Arx i Pax4 chybi a i B-buiiky, ale naopak je vice 6-bunck
[70]. Z toho vyplyva, ze PAX4 je dilezity hlavné pro potlaceni diferenciace a/PP-bunék, ale neni

nutny pro diferenciaci d-bunék.
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Obr. 7: Schéma specifikace a diferenciace bunék endokrinniho pankreatu. Pievzato a upraveno z [69].
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6.8 Parova doména transkripéniho faktoru 6 (PAX6)

PAX6 je exprimovan piiblizné od E9 v dorzdlnim a o den pozdéji i ventrdlnim pupenu
pankreatu [71, 72]. Pozd¢&ji je exprimovan v endokrinnich buiikach Langerhansovych ostrivki.
V exokrinni ¢asti pankreatu neni detekovan. Kromé pankreatu je PAX6 exprimovan v centralnim
nervovém systému, oku a ¢ichovém epitelu nosu [73]. Pfi homozygotni deleci Pax6 chybi glukagon
produkujicich a-buiiky a struktura ostrivki je chaoticka, coz znaci, ze PAX6 je nejen dulezity pro
diferenciaci a-bun€k, ale hlavné¢ pro spravnou formaci Langerhansovych ostriivki [74]. Pfi mutaci
v Pax6 vsak dochazi ke zvySeni poCtu e-bun€k, coz znaci, ze je PAX6 dulezity pro jejich normalni
vyvoj. Také to dokazuje, Ze jsou e-buniky samostatnym typem bunék odlisnym od a-bunek. ARX
a PAX4 ovliviwuji diferenciaci a-bungk, ale viibec neovliviiuji pocet e-bunék. PAXG6 je také dilezity
pro B-bunky, jelikoZz pfi specifickém uml€eni Pax6 pomoci RNA interference v B-buiikdch dochazi
ke snizeni exprese dllezitych gentli pro spravnou funkci téchto bunék [75]. Je snizena exprese genli
pro inzulin, Pdx1, MafA, Nkx6-1. Mysi s homozygotni deleci Pax6 umiraji ihned po porodu [76].
Tkanove specificka delece Pax6 v PDX1 pozitivnich bunikach prodlouzi pieziti mutantnich mysi
pouze o par dni, ale 1 tak umiraji nékolik dni po porodu z divodu diabetu. Bylo zjiSténo, Ze
u B-bunék téchto mutantl chybi gluk6zové transportéry typu 2 (GLUT-2) [77]. Ty jsou dilezité
pro glukézou stimulovanou sekreci inzulinu, a pokud chybi, mySi umiraji na nasledky
hyperglykemie. Pfi dvojité deleci Pax6 a Pax4 chybi vSechny diferenciované endokrinni bunky,
tudiz chybi i exprese dilezitych hormont [71]. Exokrinni buniky funguji normalné. Exprese PAX6
a PAX4 je velmi dlleZitd pro vyvoj endokrinnich bungk, jelikoZ pfi absenci jednoho z téchto

transkrip¢nich faktor nevznikaji v§echny buiiky.

6.9 Neurogenni diferenciac¢ni faktor 1 (NEUROD1)

Transkripéni faktor NEURODI1, také dfive nazyvany BETA2, se objevuje ve vyvijejicim
pankreatu od E9,5 a pozdé¢ji béhem vyvoje ve vSech endokrinnich bunkéch ostravka [78].
V dospélém maturovaném pankreatu je NEURODI1 exprimovan vyhradné v B-buitkéch
a v ostatnich neni detekovan [79]. Kromé& pankreatu ho také miZeme najit v mozku, jelikoz se
ucastni diferenciace neurontl, a ve stfevnich builkkach produkujicich sekretin a cholecystokinin
[78, 80]. NEURODI1 je dilezity zejména jako regulator exprese inzulinového genu v B-buiikach
[81]. Mysi s homozygotni deleci genu Neurodl maji diabetes, vykazuji inzulinovou rezistenci

aumiraji do tydne po porodu [78]. Tito mutanti nemaji spravné uspoiddané Langerhansovy
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ostrivky, ale pouze mensi shluky bunék (Obr. 8). Pocet B-bunck se snizuje v E17,5 diky masivni
apoptéze, coz ukazuje, ze je NEURODI dilezity pro spravnou diferenciaci a ptezivani
endokrinnich bun€k. Acinarni buniky u t€chto mutantli maji abnormalni polaritu a také chybi stfevni
bunky sekretujici sekretin a cholecystokinin. Tyto analyzy ukazuji, ze delece Neurodl kromé

endokrinnich bun¢k také ovlivituje vyvoj exokrinni ¢asti pankreatu a vyvoj duodena.
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Obr. 8: Langerhansovy ostrivky u heterozygota (+/—) a homozygota (—/—) s deletovanym genem Neurod|.
Barveny ritizné hormon produkujici bunky pomoci specifickych protilatek (A, C, E, G, I, K, M, O) a celé
ostravky pomoci X-gal barveni (B, D, F, H, J, L, N, P). Zvétseni 1000x. Je vidét, Ze u heterozygota maji
ostrivky spravnou strukturu, f-buiiky se nachazi uvniti a ostatni endokrinni bunky na periferii. Naopak u
homozygota je vidét pouze shluky bun¢k bez definovaného usporadani. Pfevzato a upraveno podle [78].
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6.10 Transkrip¢ni faktory MAFA (MAFA) a MAFB (MAFB)

Transkripéni faktory MAFA a MAFB jsou dtlezité pro specifikaci endokrinnich bun¢k
Langerhansovych ostrivki. Aktivuji transkripci glukagonu a inzulinu v o a B-buitkach. MAFB je
exprimovan hlavné v a-buiitkach produkujicich glukagon a ptechodné béhem vyvoje také
v B-buiikdch produkujicich inzulin [82]. V dospélém pankreatu je MAFB exprimovan pouze
v a-bunkéch, kde aktivuje expresi glukagonu. Zda bunky exprimujici MAFB budou a, nebo
B-bunky se da urcit zjisténim exprese NKX6-1, jelikoz bunky, koexprimujici MAFB a NKX6-1 se
diferencuji v dospélé B-bunky [83, 84]. MAFA je detekovatelny vyhradné v B-bunkach.
Homozygotné dele¢ni mutanti genu MafA ptezivaji, ale ptiblizné 2 tydny po porodu se u nich
rozviji diabetes [85]. MAFA je nutny pro zachovani B-bunc¢k a je dilezitym faktorem pii regulaci

sekrece inzulinu.
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7. Patologie

Porucha jak vyvoje, tak i funkce bunc¢k pankreatu muze vyvolat patologické stavy.
Relativn€ bézné jsou u lidi riizné formy pankreatitidy, které se jsou zptisobeny poruchami funkce
exokrinni ¢asti pankreatu. Velkym problémem je v soucasnosti diabetes mellitus (DM),
metabolické onemocnéni zplisobené poruchou metabolismu sacharidi. DalSim vaznym
onemocnénim je karcinom pankreatu, ktery je ¢asto diagnostikovan pozdé, protoze nejsou patrné

projevy v Casné fazi.

7.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus je onemocnéni, které se vyznacuje chronicky zvysenou hladinou glukézy
v krvi, cozZ je zpiisobeno nedostatkem inzulinu nebo poruchami jeho aktivity. [86]*. NejCastéjSim
typem je diabetes prvniho (T1D) a druhého (T2D) typu. Pocetny je také gestacni diabetes. Existuji
jesté dalsi specifické typy diabetes mellitus, které jsou zpiisobeny riznymi genetickymi mutacemi,
majici za nasledek absenci ¢i dysfunkci B-bunék a problémy s plisobenim inzulinu.

T1D vznikd autoimunitni reakci, jejimz vysledkem je destrukce B-bunék, a tudiz chybi
1 inzulin, a tak organismus nemuze spravné regulovat hladinu glukézy v krvi [87]. Lidé trpici T1D
jsou proto zavisli na externim dodavani inzulinu. Pfi¢iny vzniku T1D nejsou dosud plné€ objasnény,
ale jsou zndmé nékteré faktory, které zvysuji predispozice ke vzniku a rozvoji tohoto typu diabetu.
Bylo identifikovano vice nez 40 genu, které¢ zvySuji pravdépodobnost vzniku T1D. DalS§im
faktorem ovliviiujicim vznik T1D je prostiedi a Zivotni styl [88-91]. JelikoZ se projevuje nejcastéji
u déti, zkoumaji se riizné alergeny jako mléko a lepek, kterym jsou déti v prvnich letech Zivota
vystaveny. Daéle rizné virové infekce mohou zvysit riziko vzniku autoprotilatek u lidi
s genetickymi predispozicemi.

Nejcastéjsim typem diabetes mellitus je T2D, ktery se vyznacuje pifedevSim inzulinovou
rezistenci [92]. Inzulinova rezistence se projevuje zvysenou potiebou inzulinu v cilovych tkanich.
Zvysend produkce inzulinu vede k porucham ve fungovani inzulin produkujicich B-bunék, kdy
organismus nedostatecné odpovida na vysokou hladinu glukézy a produkuje méné inzulinu, nez je
tteba. Vyznamnym rizikovym faktorem pro vznik T2D je obezita, a také genetické predispozice
[93]. Oproti T1D, ktery je diagnostikovan nejvice u déti, je T2D diagnostikovan spiSe u dospélych
a star$ich lidi. Také u T2D je detekovano postupné sniZeni poctu B-bunék a jejich funkce. VéEtSina

pacientl vSak neni zavisla na dodavani exogenniho inzulinu [94]*. Existuje velké mnozstvi ¢k,
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které zvySuji sekreci inzulinu a citlivost tkani na inzulin. Nejleps$im feSenim je dodrzovat zdravy
zivotni styl a vhodnou dietu s omezenim sacharidu.

Béhem tehotenstvi mize vzniknout gestacni diabetes, jelikoZ nartistd inzulinova rezistence
[95]. Pfi nedostatku inzulinu nebo zvySeném piijmu kalorii vznika tento typ diabetu. Gestacni
diabetes predstavuje riziko pro matku i vyvijejici se plod, napf. makrosomie plodu, piredcasny
porod, a srdecni selhdni. VétSiné matek se po porodu vraci hladina glukozy do normalu, ale
u n¢kterych vSak dochazi k rozvoji T2D do péti let po porodu [96]*.

Typ diabetu MODY (maturity-onset type diabetes of the young) se vyznacuje genetickym
defektem funkce B-bunck [97]. Jednd se o autozomalné dominantni onemocnéni s manifestaci
diabetu do véku 25 let. Vyskytuje se celkem 11 podtypi tohoto typu diabetu v zavislosti na mutaci
genu. Nejcastéji se vyskytujici mutace jsou mutace v genech pro glukokinasu, hepatalni nuklearni
faktory ¢i insulinovy promotorovy faktor [98]*. Naptiklad MODY 2 vykazuje tak mirné zvyseni
glykémie, Ze obcCas ani neni diagnostikovan a nevyzaduje 1é¢bu [99]*. NajcastéjSim typem je
MODY 3, ktery vznika mutaci genu pro hepatocytarni nuklearni faktor 1o (HNF-1a). Lécba je opét
pomoci 1ékl snizujicich hladinu glukézy v krvi.

Existuji 1 dal§i faktory, které jsou zodpovédné za snizené mnoZzstvi produkovaného

inzulinu, mezi néz patii riizné urazy a zanéty pankreatu [86]*.

7.2 Karcinom pankreatu

Velmi vaZnym onemocnénim je karcinom pankreatu, ktery je v pocateni fazi
asymptomaticky a je asto diagnostikovan pozde¢ [100]*. Karcinom miize vzniknout ze vSech typt
pankreatickych bungk, ale nejcastéjsi je adenokarcinom duktalnich bunék [101]*. Riziko vzniku
onemocnéni se zvySuje s v€kem, koufenim a je také spojeno s onemocnénim DM. Zajimavé vSak
je, ze lidé trpici diabetem pomérné kratkou dobu, maji vétsi pravdépodobnost vyskytu karcinomu
pankreatu [102]. Po chirurgickém odstranéni nadoru diabeticky stav ¢asto odezni, coz znaci, Ze
DM nemusi byt ptic¢inou, ale miize byt nasledkem karcinomu [103]. Dosud neni objasnéno, jestli

je diabetes spoustécem nebo vysledkem karcinomu, ale je dokazéano, Ze pravdépodobnost vyskytu

karcinomu pankreatu je nejvyssi pii nové diagnostikovaném DM [104].
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7.3 Pankreatitida

Pankreatitida je zanét slinivky bfisni, ktera mtize mit akutni a chronickou formu [105].
Pti¢inou chronické pankreatitidy je ve vyspélych zemich nejcastéji vysoka konzumace alkoholu
[106]. Dalsi béznou pii¢inou je ucpani vyvodu pankreatu zluCovym kaminkem [107]*. Tim je
snizena funkce slinivky, jelikoz se enzymy S$patné dostavaji do duodena, a je zhorSeno traveni
a vstiebavani zivin. V pankreatu se tvoifi zanét, ktery v pfipad¢ chronické pankreatitidy Casto
poskozuje 1 Langerhansovy ostrivky a vznika diabetes. Misto pankreatické tkan¢ se tam tvofi
vazivo, ¢imz dochazi ke ztratdm funkce. Chronické pankreatitida také zvySuje pravdépodobnost
vzniku karcinomu pankreatu. Pfi akutni pankreatitidé mlze nastat az nekroza tkané, kterd se dale
zaniti a vzniknou pseudocysty [108]. V extrémnich ptfipadech dochazi k selhani organu a mozné
smrti. Je mozné chirurgické odstranéni zlu€ovych kamenli a je doporucena nizkotucna dieta

a zdravy zivotni styl.
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8. Zavér

Vyvoj pankreatu je rozdélen do tfech fazi; primarni, sekundérni a tercidlni tranzice. Béhem
primarni tranzice dochazi ke specifikaci bunék endokrinni a exokrinni tkdn¢ a duktalnich bunck
pankreatu. B&hem tohoto obdobi probiha aktivni proliferace bunék a dochazi k vétveni
pankreatické tkdn¢. Nejprve dochazi k vytvofeni dvou vychlipenin primitivni stievni trubice
a vytvoreni dvou pupent, ze kterych se nasledn€ vyviji dorsélni a ventralni ¢ast pankreatu. V tomto
obdobi transkripéni faktor PDXI1 specifikuje pankreatickou doménu. DalSim vyznamnym
transkripénim faktorem je PTF1A, ktery specifikuje exokrinni tkan a soucasné brani migraci
endokrinnich bun€k do sleziny, proto je dilezita jeho koexprese s PDX1 v primarni tranzici.

V obdobi primarni a sekundarni tranzice exprimuji vSechny endokrinni prekurzorové
buitky NEUROGS3. Za spoluucasti dal$ich transkripcnich faktord, napt. PAX4, PAX6, NEURODI,
ISL1, a ARX, tyto prekurzory diferencuji v dospe€lé hormon produkujici bunky a exprese
NEUROGS3 klesa. Bunky exprimujici ARX a PAX6 diferencuji v dospélé a-buiiky, u kterych
MAFB a ISL1 aktivuji expresi glukagonu. PAX4 a PAX6 jsou dilezit¢ pro diferenciaci
B a o-bun€k. Dospélé B-bunky oproti d-bunkdm navic exprimuji PDX1, MAFA, NKX6-1,
NKX2-2 a NEURODI, kter¢ jsou dulezité pro aktivaci inzulinového genu a zachovani funkce
B-bunék. Béhem sekundarni tranzice se také diferencuji acinarni a duktalni bunky. Acinérni bunky
se vyznacuji expresi PTF1A, ktera je od E16 pro né specificka.

V tercidlni tranzici bunky migruji, formuji Langerhansovy ostrivky a dale zraji. Na konci
tercialni tranzice se stava pankreas plné funk¢ni a vyvinuty. Pii ztrat€¢ exprese nckterého
z transkrip€nich faktort hrozi absence €1 dysfunkce urcitych typli bun€k, coz mé za nasledek rozvoj
onemocnéni. Velkym problémem je v soucasnosti diabetes mellitus, relativné b&zné jsou rizné
formy pankreatitidy, a velmi vdZnym onemocnénim je karcinom pankreatu. Pochopeni vzajemnych
interakci téchto faktorti a pfipadné nalezeni dalSich mechanismt ovliviiujicich obnovu bunék je

nezbytné pro zlepSeni 1écby naptiklad diabetu.
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