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ANOTACE

Tato Dbakalaiska prace je zaméfena na proces regenerace epitelu
gastrointestindlniho traktu. V praci je popsana anatomickda a bunéénd stavba
gastrointestindlniho traktu, podrobnéji se pak prace zabyva popisem procesu regenerace
epiteld pomoci kmenovych bunék, signalizace Notch a Wnt a transkripénich faktord,
které je ovliviuji, a to ptedev§im TCF4. Déle jsou zminény 1 dysregulace regenerac¢nich
procestt vedouci k patologickym staviim, vcetné¢ karcinomti. V zavéru prace jsou

popsany zpiisoby podpoieni stievni regenerace.
KLICOVA SLOVA

Gastrointestinalni trakt, kmenové bunky, regenerace, Wnt signalni draha, Notch

signalizace, transkripcni faktor TCF4, kolorektalni karcinom
TITLE

Regeneration of the gastrointestinal tissue

ANNOTATION

This bachelor thesis focuses on the process of epithelial regeneration in the
gastrointestinal tract. The thesis describes the anatomical and cellular organization of
the gastrointestinal tract, and then delves into the description of the regeneration process
of epithelia using stem cells, Notch and Wnt signaling, and transcription factors, incl.
TCF4. Furthermore, it mentions dysregulations of regenerative processes leading to
pathological conditions, including carcinomas. Finally, the thesis describes methods to

support intestinal regeneration.
KEYWORDS

gastrointestinal tract, stem cells, regeneration, Wnt signaling pathway, Notch signaling

pathway, transcription factor TCF4, colorectal cancer
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UVOD

Lidsky gastrointestinalni trakt (dale jako GIT) je komplexni dynamicka struktura
plnici mnoho dulezitych funkci od absorpce zivin az po ochranu organismu pied
patogenni mikroflérou. Sliznice GIT je nejrychleji se obnovujici tkani v lidském téle,
prumérny Zivotni cyklus enterocytu trvd kolem ctyf dni. KliCovou roli v epitelidlni
obnové hraji kmenové bunky nachdzejici se na dnech zalude¢nich a stifevnich krypt.
Regenerace je zaloZzena na interakcich pravé kmenovych bunék s jejich okolim, a to
pfedevsim pomoci signdlnich drah Wnt a Notch a s nimi souvisejicich transkripénich
faktorti. Proces regenerace této sliznice je jiz del$i dobu pfedmétem zkoumani, a to jak z
davodu samotného porozuméni jeho priabehu, tak z divodu ptislibu jeho ptinosu v [€€be

gastrointestindlnich onemocnéni.
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1. ANATOMIE A HISTOLOGIE GIT

1.1 ANATOMIE GIT

Gastrointestinalni trakt (GIT) je rozdélen do nékolika zietelnych pododdila
s morfologickymi a funkénimi rozdily: tsta v¢etné zubi, hltan, jicen, zaludek, slinivka
a zlu¢ovod, jatra, dvanactnik, lacnik, kyc€elnik, tra¢nik a kone¢nik.

Cavitas oris, dutina ustni, zafind jako rima oris, Stérbina Gstni, a sahd az
k zGzeni na piechodu do hltanu, které se nazyva istmus faucium, Gzina hltanova.
Uprostted spodiny st je jazyk, na ktery pfechazisliznice spodiny ust.

Pharynx, hltan, je trubice, kranidlné slepé zakoncend klenbou, fornix pharyngis,
a jejim prostiednictvim pfirostld k okostici lebecni baze. Kaudalné€ se hltan mirné¢ zuzuje
a sahd do vyse obratle C6. Zpiedu se do hltanu postupné shora doli otviraji tfi dalsi
prostory, podle kterych se hltan déli ve tf1 Casti (etdze): nasopharynx, oropharynx
a laryngopharynx.

Oesophagus, jicen, je trubice dlouhd asi 25 cm, kterd navazuje na hltan ve vysi
obratle C6 a dolniho okraje hrtanu (prstencové chrupavky), sestupujici pred patefi
hrudnikem. Jicen v klidu ma primér kolem 1,5 cm, je ptedozadné zplostély, nad brénici
mirné vietenovité rozsiteny. Podle svého pribchu ma tii ¢asti:kranialni ¢ast, hrudni ¢ast
a nejkrat$i briSni ¢ast, a tfi az Ctyfi pfirozend zizeni.

Gaster, zaludek, navazuje na jicen jako napadné rozsireny usek travici trubice.
Je uloZen v dutiné bfiSni pod levou brani¢ni klenbou a ma tvar zahnutého vaku, s levym
konvexnim okrajem, curvatura major, a pravym konkdvnim okrajem, curvatura minor.
Cardia, Ceslo, je visténi jicnu shora do Zaludku pti malé kurvatufe, pylorus, vratnik, je
zuzené misto, kde uzaviratelnym prichodem navazuje na Zaludek prvni ¢ast tenkého
stteva — dvandctnik. NejSirSim usekem zaludku je fundus gastricus obsahujici
vzduchovou bublinu z potravy a jeho nejvétsi casti je télo zaludku, tzv. corpus.
S okolim bfiSni dutiny je spojen pomoci zavésu zaludku. Jedna se o dvojlisty
pobiisnice, které pokracuji ze ser6zniho povlaku zaludku od obou zakiiveni jako
soucasti puvodniho ptedniho a zadniho mesogastria.

Intestinum tenue, tenké stievo, navazuje na Zaludek jako trubice priméru kolem
3-4 cm, dlouhd zhruba 3-5 m. Ma tf1 Gseky. Duodenum, dvanéctnik, je prvni a nejkratsi

usek, dlouhy 20-28 cm a prirostly kzadni sténé¢ bifisSni, koncici ve flexura
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duodenojejunalis. Jejunum, lacnik, a ileum, kyCelnik, jsou druhy a tfeti tisek tenkého
stfeva. Jsou voln¢ pohyblivé a slozené v cetné klicky, které vypliuji vétSinu prostoru
bticha. Jejunum a ileum jsou ptipojeny mesenteriem, peritonealni duplikaturou, k zadni
sténé biiSni. Ostium ileale je misto visténi posledniho useku tenkého stieva do zacatku
tlustého stfeva v pravé jdme kycelni.

Intestinum crassum, tlusté stfevo, je posledni Cast travici trubicedlouhd 1,3-
1,7 maSiroka od 7,5 cm asi do 4 cm. Prvni ¢asttlustého stteva caecum, slepé stievo, je
uloZena v pravé jamé kycelni s ileocaekalnimvusténim na levém boku slepého stieva
a slepé¢ zakonCenym vybézkem nazyvanym apendix vermiformis, ¢ervovity vybézek.
Hlavni Casti tlustého stieva je colon, tracnik, ktery je dale rozdélen podle svého prabéhu
na colon ascendens, vzestupny tracnik, colon transversum, piiény tra¢nik a colon
descendens, sestupny tra¢nik. Napojuje se na colon sigmoideum, esovitou klicku, a mifi
do stfedu malé panve. Poslednim Gisekem stteva v malé panvi je rectum, kone¢nik, ktery

vyustuje navenek otvorem zvanym anus, fit’ (Cihdk, 2013).

1.2 VYVOJ GIT

Vyvoj gastrointestindlniho traktu ¢lovéka zacind zhruba od poloviny c¢tvrtého
tydnetéhotenstvi.Zaklad primitivni stfevni trubice je zpocCatku Siroce spojen se
zloutkovym vackem, s vyvojem pupeCniku se vSak postupné zuzuje a prodluzuje
v ductus omphaloentericus. Vysledkem interakce mezi vystylajicim entodermem
a splanchnickym mesenchymem stfevni stény je diferenciace v jednotlivé budouci ¢asti
travici trubice. Entodermové bunkyprodukuji morfogeneticky faktor SonicHedgehog
(SHH) (Zheng, 2019), ktery postupné a podle urcité hierarchie stimuluje expresi HOX
genti (homeotické geny) (Steens, 2022) v mesenchymové sténé trubice. Stimulace
téchto genti navozuje expresi fady dalSich genti odpovidajicich za diferenciaci
jednotlivych oddild GIT. V pozdéjSich mésicich téhotenstvi roste travici trubice do
delky rychleji, nezli télo zarodku a v nékterych usecich se sklada v klicky. Primitivni
sttevo se dale d¢li ve tfi oddily: pfedni stfevo, stfedni stfevo a zadni stievo. Z ptedniho
stteva se derivuje primitivni hltan, laryngotrachealni vychlipka, jicen, Zaludek, jatra,
zlu€ovée cesty, slinivka a horni ¢ast duodena.

Zaklad zaludku je od tietiho tydne patrny jako vietenovité rozSifeni predniho
stteva, hned za zidkladem hltanu. Velkd a malda kurvatura vznikaji diky

nestejnomeérnému rustu zaludku do délky a Sifky, jenz je zodpoveédny i za ndslednou
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rotaci. Epitelova vystelka a jeji zlazky, glandulae gastricae,se diferencuji z entodermu.
Ve druhé poloviné téhotenstvi roste Zaludek zna¢né€ do délky a po narozeni a rozepnuti
plic zaujima svou definitivni polohu.

Dvanactnik se vyviji z kaudalni a kranidlni ¢asti pfedniho stfeva, které se spojuji
pod papilla Vateri. Postupnym rastem do délky a spolecnou rotaci se Zaludkemse
vytvaii pét duodendlnich Casti — pars superior, descendens, horizontalis, inferior
a ascendens, flexura duodenojejunalis se zaroven dostava do své definitivni polohy. Ve
dvandctém az tfindctém tydnu nitrodéloZzniho vyvoje zacCind diferenciace stfevniho
lumen ve sttevni klky pokryté enterocyty a poharkovymi builkami. V sedmnactém
tydnu se vyviji Lieberkiithnovykrypty a postupné i Panethovy buiiky. Derivaty stfedniho
stfeva jsou spodni ¢ast duodena, jejunum, ileum, caecum, appendix, colonascendens a
dvé tietiny colon transversum.Ze zadniho stteva vznikd leva ttetina colon transversum,

colon descendens, colon sigmoideum a rectum (Vacek, 2000).

1.3 HISTOLOGIE GIT

1.3.1 Buiiky Zalude¢ni sliznice

Stény zaludku maji stavbu ve Ctyfech vrstvach, typickych obecné pro travici
trubici. Skladaji se ze sliznice s velkym mnozstvim Zlazek, z podslizni¢niho vaziva,
svalové vrstvy a ze ser6zniho povlaku. Sliznice zaludku, tunica mucosa, je oranzové
cervena a na jejim povrchu je ochranny hlen. Povrch sliznice je Clenity, nachazeji se zde
podélné a sit'ovité sliznicni fasy, plicae gastricae,a zalude¢ni jamky, foveolae gastricae,
do jejichz dna usti tubulozni zaludecni zlazy, glandulae gastricae. Tyto Zlazy se
v utvareni a funkcilis$i podle jejich lokace v Zaludku — zlazy pti kardii, Zlazy fundu a téla
a zlazy pyloru. Ve Zlazach fundu a téla se rozliSuje Sest druhi bunék: muko6zni bunky
istmu, povrchové muko6zni bunky jamek, nediferencované kmenové buiiky pro oba typy
mukoéznich bun&k, hlavni buiiky, kryci buiiky a endokrinni buiiky. Zlazy pyloru se zdaji
byt svym sloZenim jednodussi, obsahuji povrchové mukoézni bunky, antralni bunky zlaz
a endokrinni bunky (obr. 1) (Hoffmann, 2013). Podslizni¢ni vazivo, tunica submucosa,
je v zaludku tidké a obsahuje sité krevnich a miznich cév a nervové pletené. Svalovina
zaludku, tunica muscularis, probiha ve tfech vrstvach, nejvnitinéjsi tvori Sikmé snopce,
fibrae obliquae, prosttedni vrstva je cirkuldrni a vn€j$i vrstva je podélnd. Serdzni
povlak zaludku, funica serosa, tvoti hladka a leskla pobftisnice, pfechazejici z kurvatur

ve dvojlist malé a velké predstéry.
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Jak jiz bylo zminéno, povrch Zalude¢ni sliznice je Clenity diky cetnym
7aludeénim fasam a jamkam. Zlazy ustici do jamek obsahuji velké mnoZstvi riznych
typt buné¢k, které se déli podle své specifické funkce.

Hlavni buiiky, oznafované také jako pepsinogenni nebo zymogenni, jsou
kubické a cylindrické a vylucuji tradvici enzymy, pfevazné pepsinogen a tuky Stépici
lipazy, uloZené v intracelularnich granulich.

Kryci neboli parietdlni buiikky diky svému umisténi ve zlaze kryji zvenci jiné
buiiky a produkuji kyselinu chlorovodikovou a vnitini faktor, jehoZz hlavni funkei je
vytvareni komplexu s vitaminem B a jeho nasledné vstiebani v ileu.

Mucindézni bunky kréki 1 mukoézni buiiky jamek obsahuji muciny ulozené
v granulich, jez se vylucuji v podob¢ neutralniho nebo kyselého hlenu za vzniku silné
bariéry pro ochranu epitelu pied toxickymi slou¢eninami a mikroby.

Dal§im typem jsou malo diferencované progenitorové buiiky, pochézejici
z kmenovych bunék, jeZ davaji vznik vSem typim Zzaludecnich bunck. Jednd se
o dozravajici bunécné prekurzory majici nejen schopnost proliferace a diferenciace, ale
také schopnost migrace, v tomto piipad¢ smérem od baze jamky k jejimu povrchu.

Neuroendokrinni buiiky vylu€uji hormon ghrelin (jinak zndm jako ,.hormon
hladu®) a fadi se k nim G-buiiky produkujici gastrin, D-buiiky produkujici somatostatin
a enterochromafinni buiiky produkujici histamin (Mendeova, 2023).

Epithelium
(endodermal)
Basal lamina—-*=

Surface mucous cells
(MUC5AC, TFF1)

Stem/precursor cells

Parietal cells < Surface mucous cells

= (MUCSAC, TFF1)
Neck ’
2Zymogenic/chief cells Pit i

—»Endocrine cells Foxl1* telocytes

Lamina propria (mesenchymal)

Precursor cells

Isthmus 4 Axin2'/Lgr5 stem cell

Foxl1*telocytes

Endocrine cells

Base Neck
[ Antral gland cells (MUC6, TFF2)

\\B\// Lgr5 chief cell Base | ' ; {
Lamina e — RN Aqp5*/Axin2*/Lgr5* stem cell
musculars | M“ Smooth muscle cells M&
(mesenchymal) ~— =
FUNDIC UNIT ANTRAL UNIT

Obrazek 1: Bunééné slozeni zaludecnich Zlaz podle lokalizace v zaludku (oblast fundu vs. oblast pyloru)
(Hoffmann, 2013).
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1.3.2 Buiiky stievni sliznice
Tenké a tlusté stfevo jsou hlavnimi misty traveni a vstfebavani zivin z potravy,
v jejich sliznici se tak nachazi rtizné typy bunék, které plni specifické funkce. Sténa

travici trubice ma Ctyfi vrstvy charakteristické stavby (obr. 2).

Obrazek 2: Stavba travici trubice — 1. tunica mucosa, 2. epithel, 3. lamina propria mucosae (slizni¢ni
vazivo), 4. lamina muscularis mucosae, 5. Tela submucosa (podslizni¢ni vazivo), 6. nervova pleten
v podslizni¢nim vazivu — plexus submucosus Meissneri, 7. tunica muscularis, 8. vnitini stratum circulare,
9. zevni stratum longitudinale, 10. nervova pleten ve svaloviné — plexus myentericus Auerbachi, 11.
noduli lymphatici ve slizni¢nim vazivu, 12. cévy v podslizni¢nim vazivu, 13. zlaza pronikajici do
submukozy, 14. vazivova adventicie (Cihak, 2013).

Nejvnitingj$i vrstva tenkého stieva je mékka, rizova az Cervena sliznice, jez
muze vytvaret fasy, mensi papily, v tenkém stievé potom klky. Na povrchu sliznice je
epitel, vtenkém a tlustém stfevé epitel jednovrstevny cylindricky, ktery obvykle

pokryva hlen. Pod epitelem je fidké slizni¢ni vazivo s krevnimi a miznimi cévami,
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s lymfocyty a s buitkami hladkého svalstva. Na rozhrani slizni¢niho a podslizni¢niho
vaziva je v nékterych usecich vytvofena vrstvicka hladké svaloviny, kterd se podili na
posunlivosti sliznice vii¢i dalSim vrstvam. Druhou vrstvou je jiz zminované podslizni¢ni
vazivo, fid$i vrstva kolagenniho vaziva s bohatymi sitémi krevnich 1 miznich cév, které
odtud pronikaji do jemnéjSich siti sliznicniho vaziva. Tteti vrstva je svalova, na zacatku
travici trubice (dutina Gstni, hltan a ¢ast jicnu) ze svaloviny piicné pruhované, dale pak
ze svaloviny hladké a na konci travici trubice opét ze svaloviny pti¢n€ pruhované.
Svalovina je vétSinou rozdélena na dv€ az tfi vrstvy, vnitini cirkuldrni a vnéjsi
podélnou. Ctvrta povrchova vnéjsi vrstva je v oddilech, které se nachaziv pobiisnicové
duting, tvoiena plochym jednovrstevnym epitelem. Tlusté sttevo se od tenkého lisi
v n€kolika smérech (obr. 3). Sliznice tlustého stieva nenese klky, ale je kryta
jednovrstevnym cylindrickym epitelem, ve kterém se vyskytuje vice druhi bungk,
s vyjimkou téch Panethovych. Slizni¢ni vazivo obsahuje typické lymfatické uzliky,
noduli folliculi lymphatici solitarii, nejvice ve slepém stievu a Cervovitém vybezku.
Podslizni¢ni vazivo a svalovina tlustého stfeva spliiuje obecnou stavbu, jen
v taeniaecoli, coz jsou tti bélavé podélné pruhy na povchu tlustého stieva,je podélna
svalovinazhusténa a mohutnéj$i. Serdza tlustého stieva je stejnd jako na tenkém stieve,
ale navic je§té vytvaii povrchové vybézky, appendices epiploicae (Cihdk, 2013).
Sliznice tenkého stieva zvétSuje svilj resorpcni povrch pomoci nékolika struktur:
Kerckringovych fas, stievnich klki a mikroklkti. Kerckringovy ftasy, plicae

semicirculares Kerckringi, jsou makroskopické ttvary, tvofené vSemi tfemi vrstvami

vvvvv

vvvvv

intestinales, coz jsou mikroskopické vyb&zky sliznice, tvofené jiz zminénym
jednovrstevnym cylindrickym epitelem a fidkym kolagennim vazivem. Jejich tvar
1pocet zavisi na lokalizaci (nejpocetnéjsi jsou ve dvanactniku) i v€ku a zdravotnim
stavu jedince. Resorp¢ni plochu stfeva zvétSuji zhruba desetkrat. Mezi jednotlivymi
bazemi klkti zac¢inaji Lieberkiihnovy krypty, které zasahuji azk tunica muscularis travici
trubice. Jsou opét vystlany jednovrstevnym cylindrickym epitelem, ktery obsahuje
enterocyty, poharkové buniky a enteroendokrinni buiiky, stejné jako povrch samotnych
klkd. Na rozdil od nich jsou vSak v kryptach 1 nediferencované kmenové bunky a
Panethovy bunky. NejvétSiho zvétSeni (asi dvacetindsobného) dosahuje stievo diky

mikroklkiim, microvilli, submikroskopickym vybézkim cytoplasmy na apikdlnim
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povrchu enterocytli. Kazdy enterocytvybiha do dvou az tfi tisicth mikroklkd, které tvofi
zihany, n¢kdy téz kartdCovy, lem nezbytny pro traveni a transport zivin.

Enterocyty jsou hlavnim a nejpocetnéjSimtypembunék stfevni sliznice, tvofi
zhruba 80 % epitelu. Jedna se o cylindrické resorpcni bunky, které vstiebavaji cukry,
aminokyseliny, mastné kyseliny, monoglyceridy, elektrolyty, voduatd. Podileji se také
na imunitni ochrané produkei sekre¢niho proteinu, ktery vaze a tim chrani tzv. sekrecni
IgA (tfida slizni¢nich protilatek), jez se diky transportu pres epitelovou bunkudostava
na luminalni povrch enterocyti, kde chrani organismus pted infekci (Pelaseyed, 2014).
Enterocyty se také vyznamné podileji na udrzovani fyziologické tkanové rovnovahy ve
sttevé pomoci specifické funkce proteinu Rab21 (protein piibuzny rodiné¢ Ras).
V ptipad¢ enterocytl totiz Rab21 reguluje receptory epidermélniho rastového faktoru
(EGFR) a také autofagii, a to i nezavisle na sob& (Nassari, 2022).

Poharkové bunky jsou zlazoveé, jednovrstvé cylindrické buiky, jejichz hlavni
funkci je vylucovani hlenu, gelu sloZzen¢ho z vody, iontll a proteind, a to predevSim
glykoproteinu mucinu. Poharkové bunky dale také syntetizuji sekundarni mucinové
glykoproteiny (MUC?2) a bioaktivnimolekuly jako membranové vazané muciny (MUCI,
MUC3,MUC17), trefoil peptidové faktory (TFF), molekulu beta podobnou resistinu
(RELMB) a Fe-y vazajici protein (Fcgbp) (Kim, 2010).

Enteroendokrinni bunky  jsou specializované sekrecni bunky,
zprostiedkovavajici sekreci hormonti a peptidil jako odpoveéd’ na obsah stfevniho lumen.
Tyto latky poté mohou ovliviiovat sousedici buiiky prostifednictvim endokrinniho,
imunitniho nebo nervového systému. Lokaln¢ hraji enteroendokrinni buniky vyznamnou
roli v gastrointestindlni motilité, vrozpoznini a nasledné reakci na Ziviny
a metabolismu glukozy (Atanga, 2023).

Panethovy buiiky se na rozdil od predeSlych tii typt bunck nachazi na dné
Lieberkiihnovych krypt spolu s nediferencovanymi kmenovymi bunkami. Maji
pyramidovy tvar a ve své cytoplazmé¢ obsahuji mnoho granul sloZenych
z antimikrobialnich peptid, jako jsou defenzivy a lysozymy, a rastovych faktort, jako
je jiz zminény epidermdlni rastovy faktor, transformujici ristovy faktor alfa (TGF-a),
a Wnt (Wingless/integrated) ligand. Tyto molekuly spolu interaguji a podili se na
obran¢ proti mikroorganismiim, regulaci stfevni mikrobioty a udrzeni identity
kmenovych bunck (Barreto E Barreto, 2022). Panethovy buiiky jsou, stejné jako ostatni
epitelidlni bunééné linie, termindlné diferencovany z Lgr5S™ kmenovych bundk. Na

rozdil od ostatnich vSak Panethovy bunky zlstavaji 1 po diferenciaci v bezprostiedni
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blizkosti kmenovych bunék, coZ mezi nimi naznacuje ur¢itou formu funkéni interakce.
Jejich jiz zminéna exprese rustovych faktorii se totiz podili na tvorbé optimalniho
prostiedi, jinak oznacovaného jako niché, kmenovych bunék a in vitro jsou tyto dublety
az desetkrat efektivnéj$i v sebeobnovée epitelidlnich organoidii nez samotné¢ kmenové
bunky (van Es, 2014).

Kmenové buiikyse vyskytuji spolu s Panethovymi bunkami na dné
Lieberkiithnovych krypt. Na rozdil od vSech ostatnich typti bun¢k, maji casove
neomezenou schopnost sebeobnovy, jejich mitotickym délenim tedy vzniké jedna bunka
identicka s matefskou kmenovou a druha bunka, ktera se muze dale diferencovat do
bunék riiznych linii. Kmenové buiiky nachazejici se v gastrointestinalnim traktu jsou
takzvané kmenové bunky dospélych tkani (ATSC, adult tissue stem cells). Zakladem
hierarchicky uspofadané¢ho syst¢ému ATSC a progenitorovych bunék jsou totipotentni
epiblastické buniky, které jsou schopné diferencovat se do bun¢k vSech zakladnich linii,
tedy ektodermu, mezodermu 1 entodermu (Mandys, 2007). Na dalSich urovnich stoji
pluripotentni buiiky s linedlnim zaméfenim schopné diferenciace do vSech bunéénych
typt specifického embryonalniho listu. Dale jsou zde specifické progenitorové buiiky,
majici moznost diferenciace do jednoho nebo nckolika rlznych bunécnych typa
tvoficich danou tkan, a prechodné délicise bunky vykazujici vysokou proliferacni
aktivitu a pozdéji prfechdzejici do termindlné diferencovanych bunék. Tkanoveé
specifické progenitorové buiiky, jez zabezpecuji fyziologickou regeneraci sliznice GIT,
se vruznych castech sliznice nachazeji vyhradné v urcitych lokalitdch. V jicnu jsou
umistény v interpapildrni oblasti bazalni vrstvy dlazdicového epitelu a vyvodi
acinoznich ezofagealnich Zlazek, v Zaludec¢ni sliznici v oblasti kr¢ka Zlazek a v tenkém
sttevév bazalni casti krypt (Mandys, 2007). Mohou byt identifikovany diky expresi
unikatniho genového markeru LgrS (Hageman,2020).

Tuft bunky, také znamy jako kartaCové buiikky neboli Bertovy buiky, jsou
vzacngj$Sim druhem epitelidlnich bunék, které jsou specifické svou morfologii. Jejich
bazalni ¢ast nased4 na bazalni laminu epitelu, zatimco apikalni membrana se prodluzuje
v charakteristicky trs dlouhych a silnych mikroklkdi vy¢nivajicich do lumen stteva.
Priimérna tuft buiika méa dobu zivota 1-2 tydny, ale jejich mala subpopulace u mysi
(méné nez 5 %) produkujici marker tuft bunék DCLK1 (double cortin-like kinase 1) této
skupiné zajiStuje preziti az 18 meésich. Tyto dlouhoveéké buiiky jsou zkoumany pro
jejich schopnost epitelidlni regenerace po poSkozeni, nebot’ si zachovavaji potencial

kmenovych bunck (Hendel, 2022). Maji také chemosenzorické vlastnosti, podobné jako
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chutové bunky, a podileji se na iniciaci Th2 imunitni odpovédi, jez se uplatiuje
piedevsim v reakci na parazity (Nevo, 2019).

Sliznice stieva je diky svym funkcim osidlena velkym mnoZstvim bakterii
tvoficich stfevni mikrofloru, zaroven je vSak vystavena patogennim mikroorganismim,
které Clovek pfijima spolu s potravou a tekutinami. V lidském organismu se proto
vyvinul specidlni imunitni systém — GALT (gut-associated lymphoid tissue), tedy
sttevni lymfoidni tkan, ktery se snazi tyto cizi organismy registrovat a piipadné
odstranit. M-bunky (membranové epitelové bunky), jez se vyskytuji predevSim
v distalni ¢asti tenkého stieva, jsou unikatni intestinalni epitelidlni bunky zodpovédné
pfedevS§im za imunitni vnimani lumindlnich bakterii. Na rozdil od sousedicich
enterocytll postradaji M-buiiky na své apikalni plazmatické membrané mikroklky
a namisto nich maji kratké struktury tvaru zahybu, tzv. mikrozédhyby. Navic je jejich
bazalni plazmatickd membréna vyhloubena do velké valcovité struktury, zndmé jako
»kapsa M-bun¢k®, kam mohou migrovat a pak se 1 usadit dendritick¢ bunky
a lymfocyty, ¢imz tvoti velmi tenkou ,,membran6zni* cytoplazmu M-bunék. Tento typ
bunék je také velmi aktivni ve fagocytdze a transcytoze, diky ¢emuz luminalni bakterie
a antigeny pohlti a pfenese dendritickym bunkam v kapse, kde dochéazi k iniciaci

imunitni odpovédi (Ohno, 2016).
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= Villus
., Colon
Y Y AN Y .
Crypt l
(
| 1 / o — "~ M -~
|’ L "-.\ | ala) Fd J
Paneth cell Goblet cell Reg4* cell
@ Lgr5*ISC D
g ) Enterocyte Enteric nerve cell
- Bmil* ISC Enteroendocrine cell
Transit-amplifying cell - Tuft cell - Enteric glial ool

Obrazek 3: Rozdil v usporadani vnitini vrstvy tenkého a tlustého stieva (Takahashi, 2021).
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2.  FUNKCE GIT

Gastrointestindlni trakt hraje zasadni roli v lidském téle. Je zodpovédny za
traveni potravy, vstiebavani zivin a vody a eliminaci odpadnich latek. Také ma podil na
ochrané organismu prostfednictvim imunitniho systému, celkovém zdravotnim stavu
a dle studii poslednich let i celkovém psychickém stavu Clovéka (Madhogaria, 2022,
Mayer, 2022; Chang, 2022).

2.1 ABSORPCE ZIVIN

Primarni funkci gastrointestindlniho traktu je trdveni Zivin z potravy travicimi
enzymy a nasledné vstfebavani vzniklych sloucenin, iontli a vody. Obsah stfevniho
lumen se travici trubici posouva pomoci peristaltickych pohybt hladkych svalii ve sténé
stfeva. Segmentace téchto svalii zaroven zajiStuje dostateCny Cas vystaveni natravené
potravy absorpénimu epitelu. Stfevo je schopno manipulovat se zhruba 9 litry vody
denné, vétSina z toho je vstfebana v tenkém stfeveé. Toho je docileno jednim ze dvou
zpusobil: paracelularni nebo transcelularni cestou. Paracelularni cesta zahrnuje absorpci
molekul vody spolu s zivinami skrze alterace v expresi tésnych bunéénych spojeni (tight
junctions). Transcelularni cesta je pohyb molekul vody ptres apikalni a bazolateralni
membrany epitelovych buncék pasivni difuzispolu sionty a Zivinami nebo pies
aquaporiny (Greenwood-Van Meerveld, 2017).

Ptijem zivin zajiSt'uji transportni proteiny na apikalni strané sttevnich klku, kde
se nachazi enterocyty (obr. 3). Polysacharidy pfijaté potravou jsou nejdiive rozstépeny
na monosacharidy a disacharidy. Prvotni Stépeni zajiStuje amylaza produkovana
slinnymi Zlazami, dal§i $tépeni maji na starost prislusné enzymy piitomné v travici
trubici (Kiela, 2016). Finalni produkt, gluk6za, je pfenesen dovniti enterocytu pomoci
transportniho sodikovo-glukézovy kotransportéru SGLT1. Tento protein je piitomen
pouze v enterocytech, minimalné poté v buntkdch Lieberkiihnovych krypt, coz z n¢j ve
sttevé déla jediny kotransportér glukozy na bazi sodiku, ktery pracuje proti
koncentratnimu gradientu. DalSimi transportéry podilejicimi se na metabolismu
jednoduchych cukri jsou napt. GLUT2 (gluk6ézovy transportér 2), GLUTS (glukézovy
transportér 5), GLUT7 (glukézovy transportér 7) nebo membrdnové transportéry
SLCI1A (Chen, 2018).

Peptidové vazby v bilkovindch jsou nejprve rozruseny pepsinem v zaludku, takto

zpracované bilkoviny jsou poté dopraveny do duodena, kde jsou rozkladany na mensi
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molekuly, tedy tripeptidy, dipeptidy a jednotlivé aminokyseliny. Takto malé molekuly
uz jsou schopny vstoupit do enterocyt, kde mohou byt hydrolyzovany
cytoplazmatickymi peptidazami a poté piepraveny dal do téla. Tuto pifepravu zajistuje

Sest transportnich systémi (tab. 1).

Tabulka 1: Transportni systémy bilkovin v enterocytech.

systém zavisly na interakci A-Na" pro vSechny neutrdlni amino a imino
kyseliny

GLYT1 glycinovy transportér 1

y - Na' systém zavisly na sodnych iontech, prenasejici

bazické aminokyseliny

systém L hlavni, sodikové zavisly transport

neutralnich aminokyselin

systémy'L funguje na zaklad¢ vymény bunéénych
bazickych aminokyselin za neutralni

aminokyseliny z krve

systém Asc systém zavisly na sodnych iontech,
pfenasejici aminokyseliny s kratkym

retézcem

Proces transportu tripeptidl, dipeptidi a jednotlivych aminokyselin dal do téla opét
zavisi na enzymech, nejdilezitéjSim je peptidovy transportér 1 (PEPTI1), a iontech,
hlavné na koncentraci Na" a H' (Kiela, 2016).

Proces traveni lipidii zacind v ustech jazykovymi lipazami, pokracuje
zaludecnimi lipdzami, ovSem valnid vétSina Stépeni lipidd je v duodenu pomoci
pankreatickych lipaz a zlucovych kyselin. Vlumen stieva jsou lipidy rozStépeny na
volné mastné kyseliny, volny cholesterol a monoglyceridy. Takto zpracované lipidy jsou
absorbovany enterocytya piesunuty k jejich endoplazmatickému retikulu, kde spolu
s bilkovinami vytvofi lipoproteinoveé struktury bohaté na triglyceridy, nazyvané
chylomikrony. Ty se poté dostavaji exkreci do lymfy a nédsledné do krve, kde dochazi
k jejich dalSimu Stépeni lipdzami a tim k uvolnéni volnych mastnych kyselin do dalSich
tkani. Zbytky z chylomikronovych struktur jsou dale zpracovany v jatrech. Proces

premény lipidit v chylomikrony zprostfedkovava ApoA4 (apolipoprotein A4), protein
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produkovany enterocyty, ktery je hlavnim regulatorem postprandialni lipidové

odpovédi, tedy lipidové odpovédi nasledujici po jidle (Kozan, 2023).

Glucose and amino acid in enterocyte

amine acld  glycolysis citrate
metabolism cycle

Differentiation
compartment

Proliferation

O stem cell compartment

O Paneth cell
O Goblet cell
O Enteroytes
([ Entercendocrine cell

——Muscularis mucosae

o efbreblen ===

Obrazek 4: Metabolismus glukdzy a aminokyselin ve stitevnim klku (Chen, 2018).

2.2 IMUNITNI ROLE GIT

Sttevni epitel ma kromé travici funkce také funkci ochrannou. Béhem procesu
traveni je vystaven velkému mnozZstvi riznych antigenl, nachazejicich se v potrave,
bakteriim a invazivnim mikroorganismim. Tento epitel tedy musi byt permeabilni pro
ziviny a dileZit¢ makromolekuly (napt. EGF neboli epidermalni rastovy faktor), ale
zarove musi fungovat jako efektivni bariéra vici potencidlnim Skodlivym
makromolekuldm a mikroorganismim (Snoeck, 2005).

Jednimz prvnich ochrannych prostiedkl je prostfedi gastrointestindlniho traktu.
Koncentrace kyseliny chlorovodikové, nachdzejici se v zaludku, je natolik vysoka, ze
dokéze hydrolyzovat chemické vazby, travici enzymy jsou schopny rozdélit peptidovou

vazbu a zZlu€ové soli mohou rozpustit bunééné membrany. Tato, uz tak komplexni
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ochrana organismu, je vSak pouze minoritni soucasti imunitniho systému. Jeho vétSina
je lokalizovana ptimo ve sténach stieva (Pelaseyed, 2014). Za imunitni odpoveéd’ tam
zodpovidaji specializované epitelovée dendritické bunky, M-buiiky, zminované
v ptedchozi 1.3.2 kapitole. Dendritick¢é bunky jsou kontinualné¢ dopravovany do
muko6zniho imunitniho systému ve sténé stfeva a zajisSt'uji tak neustalou imunokontrolu.
odpovédi organismu piimo UcCastni. Apikalni povrch enterocyti je husté pokryt
mikroklky, jejichz vrcholky obsahuji velké, negativné nabité glykoproteiny podobné
mucinu, které tvofi ochranny plast, glykokalyx. Tento plast tloustky 400-500 nm
obsahuje pankreatické enzymy a membréanové glykoproteinové enzymy odpovidajici za
terminalni traveni (Snoeck, 2005). Enterocyty obsahuji gen pro syntézu mucinu 17
MUCI17, jenz je schopen relokalizovat se zapikdlni membrany dovnitf buiiky do
vezikul (obr. 4). Ze studii tohoto jevu vyplyva, ze celé bakterie a bakteridlni adheziny
mohou byt transportovany dovnitf enterocytl, které piimo komunikuji s imunitnim
systémem a slouzi jako senzory (Pelaseyed, 2014).

Mukus tenkého stieva vypliuje prostor mezi jednotlivymi klky a vétSinou
piekryva 1 jejich vrcholky, neni vSak k epitelu pfipevnén a pohybuje se spolu
s peristaltikou. Jeho hladinu neustdlou sekreci dopliuji poharkové bunky
z Lieberkithnovych krypt, kde se mucin micha se sekrety z Panethovych bunck, které
obsahuji antibakteridlni peptidy, lysozymy a MUC2-koédovany mucin. Produkty
Panethovych bunék, spolecné s antibakterialnimi proteiny typu Regllly (regenerating
islet-derived protein gama) vytvaii v mukdze antibakterialni gradient, ktery nedovoli
bakteriim piiblizit se k povrchu epitelovych bunék (Pelaseyed, 2014).

Tlusté stfevo ma jinou organizaci mukusu nez tenké stievo diky dvouvrstvému
systému. Vnitini vrstva je kontinudlné tvofena sekreci z povrchovych pohdrkovych
bunék. Na to reaguje MUC2 svym uvolnénim a formovanim sitovitych struktur, které

interaguji s jiz sekretovanou vnitini vrstvou mukusu (Pelaseyed, 2014).
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Obrazek 5: Schéma funkce MUC17 a MUC2, tedy genti pro syntézu mucinu 17 a 2 (Pelaseyed, 2014).

2.3 VLIV GIT NA MENTALNI ZDRAVI

Mikrobiom lidského stieva je hlavnim zdrojem symbiotickych bakterii, které
maji pozitivni vliv na celkové zdravi ¢lovéka. Mnozstvi a druhova specificita bakterii je
dana fyziologickymi faktory jako jsou pohyby sttev, pH, pfijem Zivin, pfitomnost
zalude¢nich a Zlucovych §t'dv, mukusu a travicich enzymil a neporusenost stfevni stény.
Kromé téchto internich faktort hraji roli 1 externi faktory jako onemocnéni, stres, stafi,
nezdrava strava nebo uzivani antibiotik (Madhogaria, 2022).

Mnoho studii dokazuje oboustrannou komunikaci mezi mozkem, GIT a stievnim
mikrobiomem, takzvany “brain-gut axis,, Komunikace v tomto systému neni linearni,
obsahuje n¢kolik zpétnych vazeb a interakce mezi riznymi kandly. Alterace v “brain-
gut-microbiome,, systému byly nalezeny na modelech potkanii s nékolika rGznymi
travicimi, psychickymi a neurologickymi poruchami (Mayer, 2022). V poslednich letech
stale vice studii (Madhogaria, 2022; Mayer, 2022; Chang, 2022) dokazuje, Ze stifevni
mikrobiota a hostitel maji symbioticky vztah uz od nejzazSich stadii embryonalniho
vyvoje, a to diky spojeni ditéte a matky, coz ovliviluje vyvoj mozku a psychického
zdravi ditéte. Specifickd stfevni mikrobiota produkuje chemické signaly, jeZ maji
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specifické role v raznych biologickych procesech souvisejicich se zdravotnim stavem
organismu. Krom¢ chemickych signdli sena “brain-gut axis, podili 1 sit’ nervovych
signalll a sit imunologickych signali. VSechny tyto sité¢ hraji roli v patologickém
rozvoji deprese. Pochopeni mechanismli tohoto systému se povazuje za jednu

z budoucich cest lécby deprese (Chang, 2022).

3. PRINCIPY REGENERACE EPITELU VGIT
3.1 REGENERACE ZALUDECNIHO EPITELU

Regenerace zalude¢niho epitelu je klicovy proces, jenz umoziiuje télu udrzovat
integritu a funkCnost zaludku. Jednd se o komplexni dynamicky proces, ktery je
neustale aktivni v disledku bézného opotirebeni bunék vlivem traveni a ochrany pied
poskozenim.

Jsou zndmy dva hlavni mechanismy regenerace a opravy mukozniho epitelu
zaludku, které se liSidobou trvani. Prvnim mechanismem je rychl4 oprava povrchovych
1€zi pomoci bunécné migrace, tedy proces zvany restituce. Tento proces zac¢ind béhem
n¢kolika minut. Druhym mechanismem je kontinualni regenerace prostfednictvim
diferenciace a proliferace kmenovych a progenitorovych buné€k, ta ovSem trva viadu

dni az mésict (Hoffmann, 2008).

3.1.1 Regenerace epitelu migraci bunék

Migrace bunék Zalude¢niho epitelu probihd v nékolika fazich, zahrnujicich
interakce mezi buitkami a extracelularni matrix. Zacind odloucenim bunék od
sousednich bunék v epitelu, coz je vyvolano rGznymi faktory, naptiklad signalni
molekulou E-kadherin, kterd je kli¢ova pro udrzovani mezibunéénych spoji v epitelu
(Petrova, 2016). Jakmile jsou bunky odlouceny od okoli, dochazi k polarizaci, kdy se
buiika zac¢ne orientovat smérem k migra¢nimu cili. V této fazi se vyvijeji protruze,
takzvana filopodia, obsahujici svazky linedrniho F-aktinu, jez poméhaji bunice v pohybu
(SenGupta,2021). Po vytvofeni protruzi, se bunka piipoji k extraceluldrni matrix
prosttednictvim adheznich molekul, jako jsou integriny. Tento krok umoznuje burice
ziskat oporu a pohybovat se smérem k cili migrace (Hood, 2002). Pohyb bun¢k béhem
migrace je cCasto podporovan postupnymi kontrakcemi aktinového -cytoskeletu
(Seetharaman, 2020). Béhem migrace mohou buiky zaludecniho epitelu

sekretovatrizné faktory, jako jsou proteiny nebo enzymy, jezZ pomahaji pti remodelaci

26



extracelularni matrix a vytvafeni prostfedi podporujiciho migraci (SenGupta, 2021).
Kdyz buiika dosdhne svého cile, integruje se do Zalude¢ni stény a diferencuje se do
specializovaného typu bunky ZaludeCniho epitelu, poté zafina plnit svou specifickou
funkci v traveni a ochrané.

Hlavni roli v procesu restituce hraji takzvané povrchové mukézni bunky (SMC,
surface mucous cells), jez vznikaji z progenitorovych bunck istmu, odkud migruji na
povrch sliznice vcetné povrchu jamek. Typicky odpovidaji na infekce zplisobené
Helicobacter pylori a také slouzi jako dominantni hostitel komplexni zaludec¢ni
mikrobioty. Lidské SMC pyloru a fundu se li§i v expresi alesponl Ctyt sekrecnich gend,
zaludec¢ni lipazy, TFF3 (gen pro syntézu proteinu trefoil factor 3), FCGBP (gen pro
syntézu Fc gamma binding proteinu) a lysozomu (Hoffmann, 2013).

3.1.2 Regenerace epitelu diferenciaci bunék

Ve sliznici zaludku jsou hojné zastoupeny dva typy zaludecnich Zzlaz, zlazy
fundu a téla a zlazy pyloru. Vzhledem k jejich histologické odliSnosti je rozdil 1 v jejich
vlastnim procesu sebeobnovy, kdy k nejvétsi proliferacni aktivité dochazi v istmu
zalude¢ni jamky. V ném se taky nachazi nezralé prekurzory pro povrchové mukdzni

buiiky, muko6zni bunky istmu a kryci bunky (obr. 5).

Pit ' Surface mucous cells
l —_—

Pre-pit cells
tem cells

Pre-enteroendocrine cells
Pre-parietal cells

Pre-neck cells

ntero-endocrine cells
Mucous neck cells

Parietal cells
Pre-zymogenic cells

Zymogenic cells

Obrazek 5: Zény zaludku a lokalizace typt bunék (Greish, 2017).
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V pylorickych zlazdch byly identifikovdny dodatecné bunééné populace
s charakteristickymi vlastnostmi kmenovych bunck (napt. pfitomnost Lgr5+). Tyto
buiiky byly identifikovany také ve zlazach fundu, ale pouze v neonatalnim Zaludku.
V pylorickych Zlazach byla navic objevena jesté tieti populace s vicerodovymi
buiikami. Tato populace je oznacena vilinovym promotorem a k jejimu déleni dochazi
po styku s interferonem-y. Za normalnich podminek vSak nepfispivaji k regeneraci, je
mozné, ze slouzi jako zésobarna spicich bunék, jez je aktivovana pti odpovedi na zanét.
Existence nckolika populaci kmenovych bunék v téchto Zzlazdch muize souviset
1 s faktem, ze povrchové mukézni buiiky pyloru maji rychlejSi obrat nez povrchové
muko6zni bunky fundu (Hoffmann, 2013).

Povrchové mukdzni bunky se expandujici predev§im diky transformujicimu
rustovému faktoru alfa (TGF-a) a jejich diferenciace je kontrolovana TFF peptidy
(peptidy zrodiny trefoil factor). Radna diferenciace SMC také zavisi na expresi
proteazy furinu, ktera se podili na proteolytickém zrani proteinli zrodiny
transformujiciho rtstového faktoru beta (TGF-B) (Kayo, 1997).

Kryci buiiky diky schopnosti produkce kyseliny chlorovodikové funguji jako
primarni organizacni centra ZaludeCnich Zlaz. Jejich ztrata znamend pro Zlazu
nerovnomernou obnovu, tedy spotfebovavani hlavnich bunék a zvySenou tvorbu SMC.
Bunécna linie krycich bunék je jedind, kterd dokoncuje svou termindlni diferenciaci
uvnitt istmu a poté postupné odumird béhem migrace smérem doli k bazi. Kritickymi
faktory tohoto procesu jsou transkripcni faktor GATA-4a protein Hiplr (Huntingtin-
interacting protein I-related) (Keeley,2010). Hlavnim stimuldtorem krycich bunék je
gastrin, a to hlavné nepfimo pres uvolnéni histaminu zendokrinnich bunck
(Dimaline, 2007). Gastrin také stimuluje exprest SHH, ktery hraje klicovou roli
v diferenciaci a proliferaci bunky a zaroven stimuluje procesy souvisejici se sekreci
kyseliny chlorovodikové pomoci pepsinogenu A na apikdlni stran¢ buiky
(Zavros, 2007).

Mukoézni buniky istmu slouzi kromé jiného 1 jako prekurzory transdiferenciace
hlavnich bun¢k. Tento proces je spjat s dramatickou zménou sekre¢nich vezikul
a zvySenou expresi proteinu moesinu, ktery se nachazi na apikalni membrané hlavnich
bunék. Tato zvySend exprese moesinu doprovazi diferenciaci a vyvoj od mukoznich
bunék istmu az po hlavni buiiky a jeho apikalni lokace naznacuje jeho roli ve funkcich

hlavnich bunék (Zhu, 2007). Spravné zrani této bunécné linie striktné zavisi na
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funkénosti krycich bunék, konkrétné na sekreci SHH, amfiregulinu a histaminu
uvolnéného z endokrinnich bunék (Hoffmann, 2013).

Zalude¢ni endokrinni buiiky jsou endodermalniho piivodu, stejné jako viechny
ostatni zaludec¢ni epitelidlni bunky, tudiz se vyvijeji ze stejnych kmenovych bunék.
Jeden z hlavnich regulatorti diferenciace Zalude¢nich endokrinnich bunék je transkripéni
faktor hairy and enhancerof split-1 (HES-1), jenz reprezentuje endokrinni diferenciaci
skrze Notch signalni cestu (Jensen, 2000). V pyloru se diferencuji G- a D- bunky ze
stejného prekurzoru pies expresi transkripéniho faktoru Islet-1 (ISL-1), jenZ je typicky
pro diferencované D buiiky (Larsson, 1995).

Subepitelidlni mesenchymdlni buiiky, jeZ jsou mesodermalniho ptvodu,
obklopuji zaludecni vystelku. Jsou derivovany zkostni diené nebo z lokdlné
aktivovanych fibroblast jako odpovéd na ptitomnost TGF-. BEéhem embryonalniho,
fetalniho 1 dospé€lého zivota spolu endoderm a mesoderm intenzivné obousmérné
komunikuji. Mesoderm také obsahuje esencialni lokaliza¢ni informace pro spravnou
diferenciaci epitelu (Zorn, 2009). Typickymi morfogeny tcastnicimi se tohoto procesu
jsou ¢lenové rodiny TGF-f a SHH. Obecné poskytuji subepitelidlni mesenchymalni
buiiky idealni mikroprostiedi epitelialnim buitkdm a jsou tak kritické pro udrzeni
bunééné homeostazy. Jsou také zodpovédné za vytvareni specifického prostredi pro
somatick¢ kmenové buiky, takzvaného niché somatickych kmenovych bungk,

a regulaci metastaz (Hoffmann, 2013).

3.1.3 Dysregulace obnovy Zalude¢niho epitelu

Dysregulace regenerac¢niho procesu zalude¢niho epitelu je typicka pro specifické
patologické stavy, zalezi vSak, o jakou dysregulaci se jedna.

Expanze bunééné linie povrchovych mukoéznich bunck (tzv. foveolarni
hyperplazie) byla pozorovana u Ménétrierovy choroby. Tato expanze, kterd je
charakterizovdna obrovskymi Zalude¢nimi fasami vzniklymi ztluS§ténim sliznice v téle
zaludku, je zplsobena piebytecnou expresi TGF-a a je velmi Casto doprovazena
ektopickou expresi transkripéniho faktoru pancreatic and duodenal homeobox 1
(PDX1) v celém zalude¢nim fundu (Hoffmann, 2013).

Dysregulace sebeobnovy Zzalude¢niho epitelu mize také vést k abnormalni
diferenciaci, u které jsou epitelialni bunky Zaludku nahrazeny epitelidlnimi bunkami

jiného typu. To je typicky pozorovano jako prekancerdézni stavy zejména
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u ,,intestindlniho typu* Zalude¢niho karcinomu. Tento typ karcinomu je charakterizovan
hierarchii dobtfe definovatelnych 1ézi vtomto potadi: chronickd gastritida, zaludecni
atrofie, metaplazie a dysplazie (Hoffmann, 2013). Chronicka gastritida je definovéana
jako ptitomnost chronickych zanétlivych zmén sliznice a Ize ji dé€lit na povrchovou
nebo hlubokou. Z etiologického hlediska je moZno rozliSit typ autoimunitni, ktery
postihuje télo Zaludku, a typ bakteridlni, ktery je zpisoben enzymy bakterie
Helicobacter pylori a postihuje antrum. Oba tyto typy se mohou vyvinout v zalude¢ni
atrofii s hypoaciditou az anaciditou. Zalude¢ni intestinalni metaplazii se rozumi nahrada
epitelu zaludecni sliznice epitelem intestindlniho typu alze ji chapat jako projev
odchylné regenerace. V dne$ni dobé jsou zavedeny dvé metaplazické prekancer6zni
linie — intestinalni metaplazie a pseudopylorickd neboli muko6zni metaplazie (Gutiérrez-
Gonzalez, 2008). Pseudopyloricka metaplazie se vyviji jak z transdiferenciace zralych
hlavnich bunék, tak z mukéznich bunék kréku béhem jejich vlastni trans-diferenciace
v hlavni bunky (Nam, 2009). Druhd z moZnosti byla pozorovana v nékolika prostfedich
po ztrat€ krycich buncék, u mySi snedostatkem histaminu au mysSi s nedostatkem
amfiregulinu. Z tohoto faktu vyplyva, ze defekt ve funk¢nosti krycich bunék je schopen
vyvolat zacatek pseudopylorické metaplazie. U testovanych mys$i s nedostatkem
amfiregulinu byla také pozorovana progrese pseudopylorické metaplazie v intestinalni
metaplazii (Nam, 2009). Intestindlni metaplazie aberantné exprimuje specificky
transkripéni faktor caudal-type homeobox 2 (CDX2), u néjz byla prokazana vlastnost
potlaceni exprese SHH. Pseudopyloricka metaplazie je tedy vysledek dysregulované
sebeobnovy zymogennich bunék, ktera je schopna se rozvinout do intestindlni
metaplazie, jez uplné utlumi proces diferenciace v zalude¢nim fundu (Hoffmann, 2013).
Dysplazie zaludecni sliznice jsou morfologické zmény bunck a jejich uspofadani ve
tkéni a je vSeobecné uznavanym prekurzorem adenokarcinomu zaludku (Sung, 2016).
Dysregulovana sebeobnova se objevuje i jako odpovéd’ na zanétlivé stavy, napf.
prozanétlivy cytokin interferon y indukuje hypertrofii mukéznich bunék krcki
a pseudopyloricko umetaplazii. V tomto piipad¢ je dysregulace zplisobena naruSenou
organizacni funkci krycich bunck, nebot’ zanétlivé stavy inhibuji expresi SHH a sekreci
zalude¢nich kyselin (Waghray, 2010). Dysregulovana sebeobnova zalude¢niho epitelu
v ramci chronickych zanét slouzi jako zaklad pro vyvoj neopléazie, tedy novotvorby
tkéné, ktera se morfologicky li§i od tkdn€ plivodni. To mtize hrat rozhodujici roli nejen

v naruSeni organiza¢ni funkce krycich bunck, ale také v procesu zaclenéni bunck
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pochézejicich z kostni diené do zalude¢ni sliznice, kde mohou piechazet v karcinom

(Hoffmann, 2013).

3.2 REGENERACE STREVNIHO EPITELU

Bunky jednovrstevného stievniho epitelu maji zivotnost kolem ¢tyt dni, jejich
neustala obnova je tedy velmi dilezitym procesem pro efektivni vstiebavani zivin, vody
a mineralnich latek 1 pro plnéni ochranné funkce. K poskozeni sttevniho epitelu mize
dojit mnoha zplsoby, a to mechanickym stresem, infekci, chronickymi zanétlivymi
onemocnénimi, radioterapii, uzivanim antibiotik, nebo cytotoxickymi terapeutiky.
Strevni epitel reaguje na rizné typy poskozeni riznymi zpusoby. Nejfatalngjsi pro
lidsky organismus je poSkozeni kmenovych a progenitorovych bunck. Bylo dokazano,
7e akutni zanétlivd onemocnéni jsou zodpovédna za ablaci LgrS” kmenovych bunék jak
v tenkém (Schmitt, 2018), tak v tlustém stiteve (Davidson, 2012). Bakterialni, virové
nebo parazitarni infekce mohou postihnout velké plochy stfevniho epitelu (Andersson-
Rolf, 2017). Tento typ poskozeni mulZe indukovat vznik takzvanych ,, wound-
associated" epitelovych bunék (WAE), které rychle ptekryji ranu (Miyoshi, 2012).
Dany proces funguje jako prozatimni feSeni, nebot’” WAE buniky nemaji vSechny funkce
potiebné pro fyziologické pochody stievniho epitelu. Zhruba po tydnu jsou tedy WAE
buiiky nahrazeny de novo formaci funkénich krypt. Regenerace ztracenych krypt mize
probihat Stépenim noveé formovanych krypt, jehoz opakem je 1 mozna fuze existujicich
krypt (Dekaney, 2009). Tyto patologie byvaji Castym piiznakem vétsiho stievniho
posSkozeni, pfedevSim idiopatickych stfevnich zanétl, jako jsou Crohnova choroba
a ulcerativni kolitida (Hageman,2020). Dal§im ptikladem nemoci, u které se vyskytuje
velké poSkozeni stievniho epitelu, je cysticka fibréza. Tato nemoc je charakteristicka
zmensSenou sekrecni funkci epitelidlnich bunck (De Lisle, 2013), pacienti maji méné
pohyblivou mukozni vrstvu, ktera navic neni dostatecné G€innd v ochrané organismu
proti bakteridlnim infekcim (Smyth, 2000). Osud kmenovych bunék je z velké casti
zavisly na aktivité¢ signalnich drah, mikroprostfedi, ve kterém se nachazi, a tedy hraje
podstatnou roli v modulaci plasticity a funkcnosti kmenovych bunék béhem epitelidlni

sebeobnovy (Hageman, 2020).
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3.2.1 Regenerativni odpovéd’ kmenovych epitelialnich bunék

Naprosto esencialni sloZkou epitelialni regenerace jsou strevni kmenové burky,
jez se kontinualné déli na dnu Lieberkiihnovych krypt (obr. 6). Poté davaji vzniknout
progenitorovym bunkdm, jez se diferencuji do néckolika typt bunck piitomnych
v epitelu, a to jak in vivo, tak in vitro (Sato, 2009). Stievni kmenové bunky jsou na
dnech krypt promichany s post-mitotickymi Panethovymi bunikami. Podle nékolika
studii (Potten and Loeffler, 1990, Sangiorgi and Capecchi, 2008, Takeda et al., 2011)
je nad Panethovymi buiikkami, v takzvané pozici +4, ptfitomna alternativni skupina
kmenovych bunék, jejiz funkce a osud béhem homeostazy a odpoveédi na zranéni je
vSak potfad tématem debaty (Barker, 2014). Témto buiikdm se fika spici a jsou znaceny
pomoci markertt Bmil, mTert, Hopx nebo Lrigl. Tyto buiiky jsou schopny exprese
chaperonu URI (unconventional prefoldin RPBS5 interactor), ktery inhibuje Wnt
signalizaci, usnadiiuje nizkou proliferaci a tim umoznuje buitkam rezistenci vii¢i radiaci
(Chaves-Pérez, 2019). Nedavno byla identifikovdna nova populace ,,obnovujicich se”
kmenovych buné¢k, které jsou vzacnymi buiitkami s moznosti exprese proteinu Clu,
pozorovana ve stfevnim epitelu ozarenych mysi. Po ozareni nebo vycerpani kmenovych
bunck se tyto buitky mnoZi a mohou obnovit intestindlni epitel. Tento fenomén je vSak
potad predmétem studii (Hageman, 2020).

Niché sttevnich kmenovych bunék je zajiSténo tésnym fyzickym kontaktem se
sousedicimi bunkami jak epitelidlniho, tak mesenchymalniho plvodu. Proliferativni
vlastnosti kmenovych bunék jsou udrZzovany signalnimi faktory z okolnich bunék, jako
jsou Wnt ligandy, EGF, Notch ligandy a inhibitory kostniho morfogenetického
proteinu(BMP)(Gerhart, 2019). Kmenové buiikky se majoritné déli symetricky a
projevuji neutralni soupefeni o limitovana mista ve svém niché. Vysledkem tohoto
soupeteni je vytlaceni kmenovych bun€k na okraji za hranice niché. Tim jsou bunky
vystaveny faktoriim, jez spousti bunécnou diferenciaci v progenitorové buiiky a zaroven
jsou natlaceny do tzv. ,trans-amplifika¢ni zony* po stranach Lieberkiihnovy krypty.
V této zon€ dochazi k diferenciaCnimu procesu, pii kterém se bunky nékolikrat déli,
béhem né¢hoz migruji z krypty smérem ke sttevnim klkiim. Kmenova bunka se mize
diferencovat v buiiku sekre¢ni linie na enteroendokrinni, Panethovy ¢i pohdrkoveé
buiiky, nebo v buiiku absorp¢ni linie na enterocyty ¢i M-bunky. Hlavnim faktorem,
ktery rozhoduje o tom, o jakou diferenciaci ptijde, je Notch signal (Koch, 2013).
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Obrazek 6: A — Proces ablace, dediferenciace a nasledného doplnéni Lieberkiihnovy krypty po ztraté
kmenovych bunék, B — Diferenciace Lgr5" kmenové buiiky (Servené = geny aktivujici dané procesy)
(Hageman, 2020).

Jak jiz bylo zminéno, Panethovy bunky se vyrazné podileji na regulaci
kmenovych bungk, a to jak in vitro, tak in vivo (viz obr. 7). Genetické odstranéni
Panethovych bunék in vitro vede k soucasné ztraté LgrS™ kmenovych bunék. Lidsky
organismus si s timto problémem vsak ziejmé umi poradit, chybéjici Panethovy bunky
mohou byt nahrazeny enteroendokrinnimi nebo tuft bunkami, jez pak slouzi jako
alternativni zdroje Notch signali (van Es, 2019). 1samotné Panethovy bunky jsou
ovem zfejmé schopné nahradit LgrS kmenové buiiky (Jahdav, 2017). Po akutnim
zanétu tenkého stfeva mysi dochdzi k vyrazné ztraté jejich LgrS™ kmenovych bunék.
Panethovy buiiky mohou opét vstoupit do bunécného cyklu, ztratit své typické sekrecni
vlastnosti, a naopak ziskat vlastnosti podobné tém, které maji kmenové bunky, ¢imz
prispivaji k regeneraci epitelu. Uplatnénym mechanismem je tu sekrece faktoru
kmenovych bunék, jez pii zanétu spousti signalizaci skrz c-Kit receptor. Poté dochazi az
k inhibici enzymu GSK3B (glycogen synthase kinase-3 beta) a aktivaci Wnt drahy
v bunikach (Schmitt, 2018).
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Mesenchymalni buiiky okoli zase sekretuji dostatecné mnozstvi Wnt ligandil na
udrzeni homeostazy (Kabiri, 2014). Konkrétni subpopulace mesenchymalnich bunck
s touto funkci jsou Glil” buiiky schopné exprese proteinu kodovaného genem WNT2B
(Wnt2b), CD34 buiiky schopné exprese Rspol (téz R-spondin-1, protein kodovan
genem RSPO1) a Wnt2b, Foxll" buiiky schopné exprese Wnt2b a Rspo3 (téz R-
spondin-3, protein kodovan genem RSPO3) a Pdgfra” myofibroblasty (Hageman, 2020).
Dodate¢nou funkci mesenchymdlnich bun€k je tvorba signdlniho gradientu kostniho
morfologického faktoru, ¢imz opét podporuji spravnou funkci kmenovych bunék
(Kosinski, 2007). Na bazi krypt jsou specifické mesenchymdalni bunky Pdgfrall"w,
znamy téz pod nazvem trofocyty, sekretujici BMP-inhibitor gremlin 1, zatimco
mesenchymalni bunky Pdgfralhigh, telocyty, aktivujici BMP signalizaci, jsou
lokalizovany piedevsim na klku (McCarthy, 2020). V kryptach tlustého stieva lezi mezi
Lgr5" kmenovymi buiikami CD24" buriky, které by mohly slouzit jako ekvivalent
Panethovych bunék (Sato, 2011). Epitelialni Panethovy buiiky produkuji WNT3 (gen
kodujici proto-onkogenovy protein Wnt3), EGF a gen kddujici protein podobny delté 4
(DLLA4, delta-like 4 protein). Také podporuji metabolismus kmenovych bunék tim,ze
jim poskytuji laktat, ktery potom bunky vyuzivaji jako substrat pro oxidativni
fosforylaci (Rodriguez-Colman, 2017).
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Obrazek 7: DistribucePanethovych a Lgr5" kmenovych bunék — a, b: Lgr5" kmenové buiiky — zelené a
Panethovy bunky — Cerné, lysozymy — Cervené, c: Cervené a zelené sloupce znacici kontaktni plochu
Panethovych a kmenovych bunek, d: ¢asovy zdznam organoidového ristu, ¢ervenymi Sipkami oznacené
Panethovy buiiky obsahujici granula jsou v misté nové krypty, kde expanduji i Lgr5" kmenové buiiky
(Sato, 2010).

Poskozeni stievniho epitelu je ¢asto doprovazeno infekei ¢i zanétem, coz
aktivuje imunitni systém. Imunitni buiiky, naptiklad M2 makrofagy, mohou modelovat
regenerativni odpoveéd’, a to tak, ze aktivuji expresi Wnt ligandii, coz zvedne hladinu
genu pro expresi Wnt a [-kateninu. Tento proces se projevi zvySenim poctu
Lgr5" kmenovych bunék (Hageman, 2020). Makrofigy také sekretuji interleukin-6,
ktery stimuluje Notch signalizaci skrze receptor GP130 (Taniguchi, 2015), a ucastni se
vzniku WAE vrstvy epitelidlnich bunék (Seno, 2009). Druhym ptikladem imunitni

buiiky, ktera podporuje intestinalni regeneraci je pfirozend lymfoidni burika.
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Podskupina téchto bunc€k je schopna exprese interleukinu-22, ktery aktivuje STAT3
signalizaci, diky niz dojde k nariistu poétu Lgr5” kmenovych bunék, a tim i ke zvysené
reparaci (Hageman,2020).

Svou roli v reparaci stfevniho epitelu hraji také buiiky enterického nervového
systému. Tento systém se skldda z neurdlnich a gliovych bunék, jez se ucastni regulace
intestinalnich funkei, jako je obéh krve, peristaltika a interakce mezi sttevnim epitelem
a bufikami imunitniho systému (Schneider, 2019). Podskupina neurdlnich bunck
enterického nervového systému ma schopnost exprese hepatocytarniho ristového
faktoru (HGF) a jeho receptoru MET (Avetisyan, 2015). K potvrzeni této teorie byly
pouzity mysi s nefunkénim genem pro MET. Pfi podédni dextranu siranu sodného bylo
pozorovano zvySené poskozeni traéniku a snizena epitelialni proliferace, potvrzujici
podil HGF/MET signalizace na intestinalni regeneraci (Hageman, 2020).

Poranéni epitelu Casto souvisi se zanétlivou odpovédi a imunitnimi bunkami,
které jsou béhem zanétu rekrutovany a mohou regulovat opravu. Zanét ¢asto zahrnuje
produkci tumor necrosis faktoru (TNF) makrofagy. TNF aktivuje signdlni drahu Wnt
jak v intestinalnich organoidech, tak ve stfevech pokusnych myS$i, coz naznacuje

podporu regenerace (Hageman, 2020).

3.2.2 Notch signaliza¢ni draha

Signalizace Notch je vysoce evoluéné konzervovana signaliza¢ni draha, jez
reguluje aspekty bunééné diferenciace u mnohobunéénych organisml (Cejudo-
Martin, 2005). Draha Notch byla poprvé objevena u Drosophila melanogaster
a predstavuje jeden zhlavnich signdlnich mechanismi umoZnujici interakce mezi
sousedicimi butikkami (Artavanis-Tsakonas, 1999). Mize byt rozdélena na dva typy —
kanonickou kaskadu a nekanonickou kaskadu (obr. 8).

Receptory Notch jsou transmembranové proteiny typul, jez v extracelularnich
doménach obsahuji repetice podobné EGF, diky kterym se na n€ mohou vazat Notch
ligandy. Tyto ligandy jsou exprimovany sousednimi buiikami a jsou vSeobecné znamé
jako DSL — Delta, Serrate a Lag? (Cai, 2011). EGF repetice totiz vazi ionty vapniku,
jez hraji podstatnou roli v pfedurceni struktury a afinity receptoru Notch pii vazbé
s ligandem, a tim zvySuji G€innost signalizace. Extraceluldrni doména dale obsahuje
Notch/Lin-12 repetice a cytoplazmatické RAM23 domény, naopak intracelularni

doména obsahuje Ankyrinové repetice a motivy potiebné pro pienos signalu
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(Kempova, 2012). U savcl jsou ptitomny ¢tyfi homologni receptory — Notchl, Notch2,
Notch3 a Notch4, a jejich primarni produkt je syntetizovan v endoplazmatickém
retikulu, odkud je ptfes sekrecni drahy transportovan do Golgiho aparatu. Po §tépeni
v misté S1 konvertazou podobnou furinu vznika heterodimericky receptor, jenz je
nakonec umistén v membrané (Kempova, 2012). Po navazéni ligandu je Notch receptor
Stépen metaloprotedzou, TGF-a konvertazou a komplexem sekretdzyy v misté S2 ¢i S3.
Timto krokem dojde k uvolnéni intraceluldrni domény (Katoh, 2007). Kromé Ctyt
typickych receptorii se u savci vyskytuji také dva charakteristické¢ typy liganda,
konkrétné ligandy DLL — delta-likel, delta-like3 a jiz zminény delta-like4, a ligandy
JAG — jaggedl a jagged?. Opét se jednd o transmembranové proteiny typu I
s extracelularni DSL doménou a repeticemi podobnymi EGF (Kempova, 2012).

Kanonicka signalni draha Notch je charakteristickd svou kaskadou NICD-CSL-
MAML. NICD (Notch intracelularni doména) je nejprve pienesena dovniti jadra, kde se
navaze na CBFI, Hairless superior, Lag-1 (CSL) navazany na specifickou sekvenci
DNA (CGTGGGAAA). CSL poté uvolni korepresorovy komplex a pfijme koaktivacni
komplex. Dale navaze SKIP (Ski interacting protein), MAML (Mastermind-like protein)
a koaktivator p300 (Kempova, 2012). SKIP a MAML jsou proteiny majici hlavni funkci
stabilizace interakce NICD a CSL, koaktivator p300 dekondenzuje chromatin a iniciuje
transkripci (Oswald, 2001). V piipad€¢, ze chybi NICD, muze CSL fungovat jako
transkripéni represor a inhibuje transkripci cilovych genti (Miele, 2006). U kanonické
drahy byly identifikovany dva transkripcni faktory - Hes (hairy/enhancerof split), ktery
zastavuje expresi cilovych gent, a HERP (Hes-relatedrepressor protein), ktery tidi
tvorbu heterodimert s Hes a potlacuje transkripci (Kempova, 2012).

Nekanonicka signalni draha Notch zatim neni tolik objasnéna, jako ta kanonicka,
nebot’ jeji molekuldrni podstata jesté nebyla pifesné definovéna. D¢€li se na CSL-
dependentni a CSL-independentni (Cai, 2011). Notch miZe nekanonicky vynaloZit své
biologické funkce tim, Ze posttranslaéné cili na signdlni drahu Wnt/B-katenin, coz je
dalezity regulator bunéénych a vyvojovych procesi. Tento komplexni vztah hraje
vyznamnou roli béhem proliferace, diferenciace¢i tumorigeneze. V této signalni draze
také nedochazi ke §t€peni Notch receptoru komplexem sekretazyy v misté S2 nebo S3

(Andersen, 2012).
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Obrazek 8: Kanonické a nekanonické Notch signalni drédhy — uvnitf jadra patrny protein MAML,
koaktivator p300 a transkripcni faktor CSL (Andersen, 2012).

3.2.3 Wnt signalni draha

Signalni draha Wnt je velmi dilezitad pro embryonalni vyvoj, regulaci bunééného
rustu, diferenciaci a regeneraci tkani. Prvni gen byl izolovan z nadortt mlécné Zlazy
mysi (Miillerova, 2023). Geny, jez jsou aktivovany touto signalizaci, koduji malé
sekretované proteiny, které Ize najit ve vSech zivoc¢isnych genomech. Lidsky genom ma
téchto genti 19 a lze je rozdélit do 12 podrodin (Nusse, 2017). V dnesni dobé jsou
popsany tti zakladni signalni drahy, jez jsou spoustény aktivaci Wnt receptoru. Jedna se
o kanonickou drahu Wnt vazanou na B-katenin (obr.9) a nekanonické drahy Wnt/PCP
a Wnt/Ca”". Jak planarni polarita bun&k (PCP), tak na Ca’'-vazand draha jsou nezavislé
na B-kateninu. VSechny ti1 drahy funguji soucasné a jejich efekty se vzajemné vyvazuji
a pripadné i inhibuji, dle konkrétni signalizace (Miillerovd, 2023). Draha Wnt/PCP
ovlada pohyb bunck skrze aktivaci kaskad c-Jun N-termindlni kinazy, transformujiciho
proteinu RHOA (Ras homolog family member A) a dalSich (Katoh, 2005). Draha
Wnt/Ca®" stimuluje aktivitu fosfolipizy C a hraje roli vembryogenezi, diferenciaci
nékterych bunéénych typli a mezibunééné komunikaci. V regeneraci sttevniho epitelu
vSak hraje nejdalezitéjsi roli kanonickd, [-katenin-dependentni draha Wnt

(Miillerova, 2023). Tato signdlni dradha je totiz pfi procesu sebeobnovy posilena
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molekularnimi moduly, jez reguluji pfenos signal. Takovym pozitivnim regulatorem je
1 molekula CD44, kterd zvySuje pifenos signdlu Wnt, a tim pozitivné¢ ovliviluje
regeneraci epitelu. Chybéjici CD44 u mysi sniZila expresi cilovych geni WNT ve
sttevnich kryptach a ovlivnila funkénost kmenovych buncék v organoidech. Prestoze
byla u mysi zachovéna integrita epitelu, byly hypersenzitivni na dextran siranu sodného,

Wnt proteiny jsou typické svou nizkou sekreci a nizkou rozpustnosti, danymi
palmitoylaci na konzervovaném cysteinu piitomném ve vSech Wnt proteinech
(Willert, 2003). Klicova modifikace této molekuly je pak jeji lipidickéd adice, jez ji
napomaha zprostiedkovat dal§i signalizaci pomoci receptoru Frizzled (Fz)
(Doubravska, 2011). Dalsi dilezitou modifikaci Wnt proteint je jejich glykosylace, jez
ma vliv na jejich sekreéni funkci a strukturalni integritu (Yamamoto, 2013). Po
prodélanych modifikacich jsou proteiny piedany zenzymu porkupin na receptor
Whtless, coZz je protein nékolikrat prochdzejici membranou, jenz piijima pouze
palmitoylem oznacené Wnt proteiny (Miillerova, 2023). Receptor Whtlessvytvofi
komplex s proteinem SECI12ktery poté aktivuje protein SAR1. Aktivovany protein
SAR1 je klicovym aktivatorem proteinového komplexu COPII (coat protein 1),
zodpovédného za vznik vackl v endoplazmatickém retikulu a jejich nasledny pfesun do
Golgiho aparatu (Sun, 2017). Protein je v Golgiho aparatu uvolnén a samotny receptor
Whtlessje poté retrogradnim transportem piesunut zpatky do endoplazmatického
retikula a cely cyklus za¢ind znovu (Miillerovd, 2023).

Signalni kaskdda je zprostfedkovana skrze receptor Frizzled. Pifi tvorbé
komplext z ligandli Wnt a receptort Frizzled se uplatiuji koreceptory LRP (low-density
lipoprotein receptor-related protein), transmembranovy receptor ROR2 (tyrosine kinase
like orphan receptor 2) areceptor RYK (receptor-like tyrosine kinase) (Lu, 2004).
Kombinatorni interakce vSech vazebnych partnerti nakonec vedou k aktivaci jedné ze tii
signalnich drah: kanonické Wnt/p-katenin-dependentni drahy, nekanonické Wnt/Ca®"
dréhy nebo nekanonické Wnt/PCP drahy (Miillerova, 2023). Jakmile se ligandy navazi
na komplex Fz/LRP, coz je nejcastéjsi spoluprace receptoru s koreceptorem,
koreceptory aktivuji kanonickou signdlni drahu. Fz receptor poté interaguje s proteinem
Dsha umoznuje tak dalsi interakci, konkrétn€ mezifosforylovanou formou LRP5/6
a Axinem, coz je protein se zdasadni funkci v P-katenin destrukénim komplexu
(Miillerova, 2023). Proteiny Axin a Dsh, jeZ jsou momentdlné vazané na membranové

receptory, mohou vytvofit heterodimer, ktery zprostiedkovava vSechny déje smérem do

39



buiky (Mao, 2001). Volny B-katenin funguje v aktivnim stavu jako kli¢ovy signalizaéni
faktor, v nepfitomnosti aktivni signalizace je vSak degradovan, nebot’ nerovnovaha mezi
aktivnim a neaktivnim stavem vede casto k patologickym stavim. K degradaci ho
oznaCi B-katenin destrukéni komplex a poté dojde kjeho samotnému rozkladu
v proteazomu. Cytoplazmaticky destrukéni komplex tvofi centrum drahy Wnt a jeho
soucasti jsou nadorové supresory Axin a protein adenomatous polyposis coli (APC)
a sériové, popiipadé threoninové kinazy, jez pomahaji s degradaci (Miillerova, 2023).
Neékteré z komponent Wnt drahy, vetné B-kateninu, jsou diilezitou soucasti centrozomi
nebo kinetochort, maji tedy vyznam pfii regulaci aparatu déliciho vieténka. Naruseni

nékteré z téchto komponent je castym znakem rakovinnych bunék (Davidson, 2010)
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Obrazek 9: Kanonicka signalizace Wnt/p-kateninu. V nepfitomnosti WNT ligandu je B-katenin vazan
proteiny destrukéniho komplexu a po fosforylaci nasledné degradovan v proteazomu. Po navazani WNT
na Fz receptor dochazi k uvolnéni B-kateninu a jeho translokaci do jadra, kde nasledné spousti transkripci
cilovych d&jt. Transmembranové struktury — kadherin, LRP6, Frizzled, LGRS, kinazy — CK1a, GSK3p,
scaffold proteiny — Axin, APC, transkrip¢ni regulatory — TLE, TCF/LEF, HDAC, YAP/TAZ, inaktivace
destrukéniho komplexu — Dvl polymer, tvorba proteazomu — gen FBXW?7 (Zhan, 2017).
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3.2.4 Transkrip¢ni faktor TCF4

Transkripéni faktor TCF4, né€kdy znamy pod ndzvem TCF7L2, je kliCovym
faktorem, ktery udrzuje homeostazu a regeneruje stfevni epitel. Mira jeho exprese se
v riiznych ¢astech stieva lisi, v tenkém sttevé ho lze najit rovnomérné po celém epitelu,
v tlustém stievé je vSak jeho exprese na dné krypty nizka (van Es, 2012). Nejvice je
tento faktor pfitomen v Panethovych bunkach.

Konkrétni mechanismy funkce TCF4 ve stfevé a ptfi jeho obnové jsou dodnes
predmétem zkoumani. Podle jedné studie (Korinek, 1998) bylo dokazano, Ze epitel
tenkého stteva v dospélosti vyzaduje transkripcni faktor TCF4 k udrzeni proliferujicich
Lgr5" kmenovych bunék. Ve sliznici tenkého stieva s vyfazenym TCF4 chybély klky
a pocet epitelidlnich bun¢k byl vyrazn€ sniZzeny. Dle novéjsi studie(van Es, 2012)
dopada delece tohoto transkripniho faktoru i na tlusté stievo a dochazi zde ke ztraté
délicich se bun¢k krypty. Mezi dalsi efekty patii ztrata exprese receptorit EphB2
a EphB3, jez umoziuji migraci Panethovych bunék smérem do krypty
(Miillerova, 2023). Panethovy buiky, jak jiz bylo feCeno, jsou dulezité pro udrzovani
niché kmenovych bun¢k, nebot’ jsou producenti signalizace Wnt, Notch i1 EGF.
Signalizace Wnt je zaroven nezbytna pro jejich maturaci. V ptipad¢ vyrazeni funkce
transkripniho faktoru TCF4 se Panethovy buiiky aberantné rozsiti po klcich epitelu, az
nakonec kolem sedmého dne odvytazenigenu zmizi (van Es, 2012). Ptitomnost TCF4 je

tedy nutna ke spravné regulaci funkce signalni drahy Wnt (Miillerova, 2023).

3.2.5 Patologicka epitelialni regenerace

Intestindlni trakt je nadchylny k riznym onemocnénim, ktera mohou zahrnovat
zanétliva onemocnéni, infekce, nadory a dalsi patologické stavy. Jednim z klicovych
aspektl 1écby téchto onemocnéni je schopnost intestinalniho traktu regenerovat se po
poskozeni. Rizna onemocnéni intestinalniho traktu, véetné¢ Crohnovy nemoci, ulcer6zni
kolitidy, infek¢nich enteritid a stfevnich nadorti, mohou vyznamné ovlivnit procesy
regenerace v intestindlnim epitelu.

Fyziologicky se mlZe jednat o regeneraci zpuisobenou aktivnimi kmenovymi
buiikami nebo méné& aktivnimi rezervnimi Hopx' bufikami. Tyto rezervni buiiky byly
predmétem studie (Stewart, 2021), ve které se prokdzala jejich role na bunétnou
proliferaci béhem obnovy epitelu po stfevni ischémii. Stfevni ischémie je Zivot

ohrozujici stav s umrtnosti 50-80 %, kviili thynu epitelovych bunék a nasledné ztraté
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sttevni bariéry. Tato ztrata nastava pifi onemocnénich, jako je stievni volvulus nebo
neonatalni nekrotizujici enterokolitida. Hopx™ buiiky mohou mit funkéni roli v kontrole
proliferace intestinalnich kmenovych bunék (Stewart, 2021).

Kolorektalni karcinom je zhoubné nadorové onemocnéni vychazejici ze sliznice
tlustého stieva a kone¢niku. U muzi v Ceské republice predstavuje nador tlustého
stfeva tieti nejcastéjsi rakovinné onemocnéni, u Zen zaujima dokonce druhou pricku.
Zpocatku se tvoii nezhoubné stievni polypy, ¢asem jsou vsak predstupném asi 90 %
pripadi kolorektalniho karcinomu. Nejéastéjsi prekancer6zni léze kolorektalniho
karcinomu piedstavuji sporadické adenomy. Tubularni a tubulovilézni adenomy
s mirnou dysplazii jsou povazovany za benigni 1éze, adenomy vildézni predstavuji jiz
nadory s nejistym biologickym chovanim. Prekancerdzni léze ptedstavuji ohrani¢ena
loziska tkanovych zmén, jejichz zékladem jsou znamky nadorové transformace bunck,
jez je mozné mikroskopicky zachytit jako cytologické a strukturalni nepravidelnosti
(obr. 11). Sporadické adenomy jsou stopkaté, prisedlé 1éze manifestujici se jako rizné
rozsahlé sliznicni nerovnosti, jejichz bunky vzdy vykazuji obraz dysplazie

(Sachlova, 2013).

Obrazek 11: Epitelidlni a mesenchymalni transformace u kolorektalniho karcinomu. A — ztrata exprese E-
kadherinu, B — zvySena exprese E-kadherinu, C — karcinom bez invazivnich rakovinnych bunék, D —
karcinom s invazivnimi rakovinnymi bunkami (Briede, 2021).
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JiZ zminény transkripni faktor TCF4 miZe pisobit jako onkogen, jehoz
deregulace imituje bunécnou proliferaci. Zaroven vSak mulze pusobit jako tumorovy
supresor. Jeho role v rozvoji kolorektalniho karcinomu je komplexni a dodnes ne zcela
objasnéna (Miillerova, 2023). Dle studie (Weise, 2010) jsou tyto opacné efekty
zpusobeny ptitomnosti riznych izoforem genu TCF4, konkrétné ptfitomnosti jeho C-
terminalniho segmentu, jenz ovliviiuje miru aktivace cilovych genl. Dalsi studie
(Tang, 2008) ukazala funkci TCF4 jako negativniho reguldtoru signalizacni drahy Wnt,
konkrétné dvou genil — jiz zminéného HFG a HECA. Tyto geny podporuji proliferaci
bunék, jejich mutace tak vede k velkému narGstu v bunééném déleni rakovinnych
bunck. Jako zdroj supresivni funkce TCF4 byla identifikovana pravé C-termindlni
doména (Tang, 2008). Onkogenni funkce TCF4 je dokazovana jeho ucasti pii
udrzovani normalni proliferujici funkce v rakovinnych buiikach. Jeho aktivita zplisobuje
piechod téchto bun¢k z fenotypu diferencovaného klkového epitelu na fenotyp podobny
krypté. Cilovy gen pro TCF4 je ¢c-MYC, ktery je vyznamny protoonkogen a jeho
exprese byva vysoka jak v brzkych, tak v pozdnich stadiich rakoviny tlustého stieva.
TCF4 tedy na kolorektdlni karcinom ptlisobi jak supresivné, tak onkogeneticky
(Miillerova, 2023). Mimo stfevo jsou nékteré alely TCF4 pfedmétem studii zabyvajicich
se rozvojem rakoviny Zaludku (Torres, 2016).

Jednim z méné Castych onemocnéni GIT je andlni intraepitelidlni neoplazie.
Jedna se o 1ézi zpusobenou dysplastickym riistem plochého epitelu v pfechodné zoné
andlniho kanalu. Tyto léze jsou prekancer6zni a mohou piejit aZ k andlnimu karcinomu.
Jsou diagnostikovany u rizikovych pacientl a jejich vyvoj je fizen infekci HPV (human
papilloma virus) (Hoedema, 2018).

Crohnova choroba je chronické zanétlivé stfevni onemocnéni, nejCastéji se
vyskytujici v ileu. Ke vzniku mize dochazet z komplexni interakce mezi genetickymi
predispozicemi, vlivy okolniho prostfedi a pozménénou stfevni mikrobiotou, coZ vede
k deregulaci imunitni odpovédi (Torres, 2017). Ulcerativni kolitida, znaméa i pod
nazvem idiopatickd proktokolitida, je chronické zanétlivé onemocnéni tlustého stfeva.
Etiologie ulcerativni kolitidy je nezndma, mezi nejpravdépodobnéjsi teorie
patiidysregulace imunitni odpovédi na bézné bakteridlni antigeny (Adams, 2013). Pti
lécbé patologickych stavli GIT jako jsou Crohnova choroba, ulcer6zni kolitida nebo
rakovinné stavy, dochdzi k velkému poskozeni bariéry stfevniho epitelu vlivem

cytokini. Dle vysledki poslednich studii by feSenim tohoto problému mohl byt
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Tofacitinib, coz je inhibitor Janusovych kinaz. Tofacitinib podporuje udrZeni spravné

funkce tésnych spoji a permeability bunék (Spalinger, 2021).

3.2.6 Stimulace regenerace bunék

Bakterie vlumen stievamohou regulovat epitelialni sebeobnovu naptiklad skrze
rozpoznani komenzalnich bakterii pomoci Toll-like receptori pfitomnych na
epitelidlnich 1 imunitnich bunkach. Rakoff-Nahoum et al. ve své studii zroku 2004
pozorovali vliv dextranu siranu sodné¢ho na mysi bez komenzalnich sttevnich bakterii,
coz se projevilo ubytkem vahy a krvacenim ztratniku. Tento pokus naznacuje
esencialni roli rozpoznavani sttevnich bakterii pomoci TLR4 (Toll-like receptor 4)
uvoliovaného z kmenovych buné€k v procesu epitelidlni regenerace (Neal, 2012).
Dodate¢né mohou stievni kmenové bunky rozpoznavat bakterie pomoci NOD2
receptoru (nucleotide-binding oligomerization domain 2). Piikladem je bakterialni
produkt muramyl dipeptid (MDP), jenZ indukuje sniZeni hodnot reaktivniho kysliku
v kmenovych bunkach (Levy, 2020).

Na regeneracnich procesech stfevniho epitelu se podileji také imunitni bunky
sekretujici interleukin-22. N¢které probiotické kmeny, naptiklad Lactobacilus sp.,
dokazi stimulovat pfirozené lymfoidni bunky typu 3, jez poté produkuji interleukin 22
prostitednictvim arylhydrokarbonového receptoru (AhR) a metabolitl tryptofanu. To ma
za nasledek kolonizacni rezistenci proti patogeniim a zarovendochazi k urychleni
procesu regenerace stievniho epitelu a reparace DNA (Vécek, 2021).

Chovani stfevnich kmenovych bunék je zvelké casti ovlivnéno vyzivou.
Klicovym faktorem v rozpoznani vyzivoveé hodnoty je draha mTOR (mammalian target
of rapamycin), jez je zaroven zapojena do mechanismu proliferace (Sarbassov, 2005).
Mysi na kaloricky omezené dieté vykazuji zvyseni podtu jak LgrS™ kmenovych bunék,
tak Panethovych bun€k, ve srovnani s mySmi na kontrolni dieté¢ (Yilmaz, 2012).
Kontrolni dieta snizuje aktivitu mTOR drahy v Panethovych buiikach, jez nasledné
podporuji kmenové bunky prostiednictvim sekrece cyklické adenosindifosfatové ribozy.
Testy tvorby kolonii potvrdily roli Panethovych bunék v reakci na kaloricky omezenou
dietu, protoze Panethovy bunky, pochédzejici z mysi stravovanych touto dietou, zvysuji
schopnost tvorby organoidii kmenovych bunc¢k ve srovnani s Panethovymi bunkami,
pochézejicimi z mys$i na standardni dieté (Yilmaz, 2012). Kaloricky omezena dieta navic

zieteln€ chrani bunky pfed poskozenim zplsobenym ozafenim. SniZuje totiz aktivitu
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mTOR v klidovych Hopx" stievnich buiikach, ¢imz je ¢ini odolngjsi viiéi ozafeni a tim
pravdépodobné prispivaji k opravé stievni sliznice (Yousefi, 2018). ZvySeni poctu
kmenovych bunék a zlepSeni schopnosti tvorby organoidi kmenovymi bunkami byla
pozorovana také u mysi na dieté s vysokym obsahem tuku (Beyaz, 2016). Tato dieta
nezpiisobuje zvyseni poétu Panethovych bunék, ale plisobi pfimo na Lgr5™ kmenové
buiiky, ve kterych vyvoldva zvySenou expresi genti cilicich na B-katenin. Tento fakt
spojuje dietu s vysokym obsahem tuku s regeneraci stfevniho epitelu prostiednictvim
Wnt signalni drahy (Hageman, 2020). Ketogenni dieta podobné podporuje funkci
a opravu stfevnich kmenovych bunék, pravdépodobné skrze aktivaci signalni drahy
Notch (Cheng, 2019).

Podle neddvné studie u novorozenych jehnat byl také prokdzan vliv kravského
nebo ovc¢iho kolostra na urychleni procesu obnovy stievniho epitelu. Vyssi antioxidacni
aktivita byla zjiSténa u kolostra primipar HolStynského skotu, nez u multipar

(Moretti, 2020).
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ZAVER

Cilem této prace bylo popsat regeneraci gastrointestindlniho epitelu.
Gastrointestindlni trakt je anatomicky rozdélen do nékolika pododdilli s morfologickymi
a funk¢nimi rozdily. Vyvoj GIT lidského embrya za¢ind kolem poloviny ¢tvrtého tydne
téhotenstvi vznikem primitivni stfevni trubice, jez se postupné diferencuje na jednotlivé
Casti jako je hltan, jicen, zaludek, jatra, slinivka bfi$ni a stfevo pod vlivem interakce
entodermu a splanchnického mesenchymu. Zaludek a stievo, tedy struktury, na které se
zamétuje tato prace, se lisi 1 svym bunénym slozenim epitelu. Regenerace zalude¢niho
epitelu probihd pomoci dvou hlavnich mechanismii. Prvnim mechanismem je rychla
oprava povrchovych 1ézi pomoci bunécné migrace, nazyvana restituce, zac¢inajici béhem
nékolika minut. Druhym mechanismem je kontinudlni regenerace prostrednictvim
diferenciace a proliferace kmenovych a progenitorovych bunék, trvajici v fddu dni az
meésici. Dysregulace téchto mechanismii miize vést k rozvoji patologickych stavii jako
v regeneraci sttevniho epitelu maji kmenové bunky se schopnosti diferenciace v ostatni
typy bunék. Regenerace je podporovana také Panethovymi buiikami, mesenchymalnimi
buiikami, imunitnim systémem a enterickym nervovym systémem a jejich specifickymi
faktory. Pro regulaci bunécné diferenciace je dulezita signalni draha Notch. Kanonicka
dréha je charakterizovana kaskddou NICD-CSL-MAML a je dilezita pro regulaci
bunééného osudu. Studie nekanonické drahy naznacuji, Ze miize ovliviiovat signalizaci
Wnt/B-katenin a hrat roli v procesech jako je proliferace, diferenciace a tumorigeneze.
Pravé Wnt signalizace je dllezitd pro regeneraci tkani. Podileji se na ni specifické Wnt
proteiny, receptor Frizzled akliCcovou roli hraje B-katenin. Dilezitym regulatorem
signalizace Wnt je transkrip¢ni faktor TCF4. Tento faktor ma vSak i podstatnou funkci
pii1 rozvoji kolorektalniho karcinomu, o jeho ptfesné roli se ale stale debatuje. DalSimi
patologickymi stavy souvisejicimi s nefyziologickou regeneraci epitelu jsou Crohnova

choroba, ulcerdzni kolitida, sporadické adenomy nebo andlni intraepitelidlni neoplazie.
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