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Abstrakt 

Zánět představuje první obrannou linii organismu, která má za cíl odstranit nežádoucí 

patogeny, opravit poškozenou tkáň a znovu nastolit rovnováhu. Glukokortikoidy patří mezi 

efektivní regulátory imunitní odpovědi. Jejich dostupnost v tkáni je daná několika faktory, 

mimo jiné lokálním metabolismem v buňce, který zajišťují enzymy 11β-hydroxysteroid 

dehydrogenázy. Známe dvě isoformy 11HSD1 a 11HSD2, přičemž 11HSD1, která lokálně 

v buňce katalyzuje přeměnu neaktivní molekuly glukokortikoidu na aktivní, se zdá být 

významným hráčem při regulaci zánětlivé odpovědi. Cílem této práce bylo analyzovat genovou 

expresi 11HSD1 spolu s expresí cytokinů ve specifických mikrostrukturách imunitního 

systému, účastnících se imunitní odpovědi na experimentální DSS kolitidu. 

 

 

Klíčová slova 

Metabolismus glukokortikoidů; Mikroprostředí cytokinů; Lymfatické orgány; Kolon; 

DSS (dextran-sodium-sulfátem indukovaná) kolitida



Abstract 

Inflammation is first-line host defense mechanism of organism that aims to remove 

unwanted pathogens, repair damaged tissue and restore homeostasis. Glucocorticoids belong to 

effective immune response regulators. Their availibility in the tissue is due to several factors, 

including local metabolism in the cell that provide 11β-hydroxysteroid dehydrogenase 

enzymes. We know two isoforms 11HSD1 and 11HSD2. 11HSD1 locally in the cell catalyzes 

the conversion of the inactive glucocorticoid molecule to active, and thus appears to be a 

significant player in regulating the inflammatory response. The aim of this work was to analyze 

gene expression of 11HSD1 together with expression of cytokines in specific microanatomical 

compartments of the immune system involved in immune response to experimental DSS colitis. 
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Autorský komentář 

1 Co je zánět a proč k němu dochází? 

Zánět je jeden z nejstarších obranných mechanismů imunitního systému. Je to první 

obranná linie schopná reagovat na bezprostřední ohrožení, pokud dojde k narušení fyzických 

bariér (kůže a sliznice) mezi vnějším a vnitřním prostředím organismu, a tím k proniknutí 

patogenů. Je to reakce tzv. přirozené, nespecifické imunity. Nicméně pokud by taková reakce 

nebyla regulována, mohlo by dojít k jejímu přestřelení, které by v důsledku znamenalo ještě 

větší ohrožení celého organismu (Munck et al., 1984). 

Při zánětu dochází k nárůstu exprese cytokinů, chemokinů, receptorů či enzymů a dalších 

molekul důležitých pro cévní změny a infiltraci leukocytů do místa zánětu, přičemž tento proces 

je řízen mimo jiné také glukokortikoidní hormony (GC, z angl. glucocorticoids), velice 

efektivními regulátory. GC řídí imunitní reakci prostřednictvím modulace diferenciace, 

transportu a distribuce imunitních buněk. Ovlivňují expresi pro- i proti-zánětlivých cytokinů. 

Působí na přirozenou imunitu, tak aby byla připravená rychle odpovědět na narušení integrity 

organismu (kdy GC působí prozánětlivě), ale také brzdí adaptivní imunitní systém (na který 

působí protizánětlivě), aby došlo k vyřešení zánětu a znovunastolení rovnováhy. (Busillo & 

Cidlowski, 2013; McEwen et al., 1997) 

Glukokortikoidy v počáteční fázi potlačují expresi prozánětlivých molekul, kromě 

prozánětlivých cytokinů také CAM (z angl. cell adhesion molecules) a zároveň aktivují expresi 

protizánětlivých molekul (např. IL-10), čímž inhibují vasodilataci a snižují propustnost cév při 

zánětu a snižují tím migraci leukocytů (diapedézu) do místa zánětu.  

Glukokortikoidy inhibují „Th1“ cytokiny, které zajišťují „buněčnou“ imunitu a směřují 

imunitní odpověď k „Th2“ regulační dráze zajišťující „protilátkovou“ odpověď, k čemuž 

pravděpodobně dochází, aby nedošlo k přehnané zánětlivé reakci (Zhang et al., 2005). 

V souladu s tím je zjištění, že GC prostřednictvím zvýšené exprese proteinu GILZ (z 

angl. glucocorticoid-induced leucine zipper) v DC buňkách podporují produkci Treg lymfocytů, 

které pomáhají udržovat rovnováhu mezi odpověďmi na patogenní antigeny a tolerancí těch 

neškodných (Calmette et al., 2014). 
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1.1 Imunitní odpověď střevního imunitního systému 

Střevo představuje největší část imunitního systému a obsahuje nejvíc imunitních buněk 

v porovnání s ostatními orgány celého těla. Dochází zde k neustálé interakci antigenů a jiných 

molekul pocházejících jak od komensálních bakterií, tak od patogenních mikroorganismů, tak 

z diety. Střevo je velice komplexní orgán trávicí soustavy obsahující mnoho anatomicky a 

fyziologicky odlišných částí, které se mohou při patologických podmínkách chovat odlišně 

v závislosti na tom, jaké imunitní buňky jsou v nich zastoupeny (Mowat & Agace, 2014). 

Aby mohlo dojít k protektivní odpovědí na patogeny přítomné ve střevě, musí se naivní T 

lymfocyt dostat do induktivních míst trávicího traktu GALT (z angl. gut-associated lymphoid 

tissue) – jedná se o Peyerovy plaky (PP) a izolované lymfoidní folikuly (ILF) – a do 

mezenteriálních lymfatických uzlin (MLN – z angl. mesenteric lymph nodes), kde dochází ke 

stimulaci T lymfocytu antigen-prezentujícími buňkami (dendritické buňky DC a makrofágy) a 

následné diferenciaci T lymfocytu na Th1 nebo Th17 efektorové buňky. Ty se pak dostávají 

buď eferentními lymfatickými cévami, nebo krevním řečištěm zpět do střeva – do střevního 

epitelu a vrstvy lamina propria, které představují efektorová místa, kde pomáhají spustit 

zánětlivou reakci a eliminovat invazivní patogeny. Některé antigeny jsou pak transportovány 

do sleziny, kde dojde k pohlcení slezinnou DC a ke spuštění imunitní odpovědi ve slezině (viz. 

Obr. 1-1 (Koboziev et al., 2010) 
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Obrázek 1-1 Odpověď střevního mukózního imunitního systému na střevní bakteriální antigeny 

Střevní bakteriální antigeny mohou za 1) vstupovat prostřednictvím transportu M buňkami do 

Peyerových plaků (PP; do ILF v případě kolonu), kde jsou endocytovány dendritickými buňkami (DC) 

v subepiteliální zóně. DC s navázaným antigenem pak mohou v PP/ILF interagovat s T-lymfocyty a 

tím je stimulovat nebo mohou aferentními lymfatickými cévami migrovat do mezenteriálních 

lymfatických uzlin (MLN), kde dochází k interakci DC s naivními T-lymfocyty, jejímž výsledkem je 

stimulace T lymfocytů, jejich polarizace a diferenciace na efektorové buňky. Tyto efektorové buňky 

opouštějí MLN, eferentními lymfatickými cévami se dostávají do oběhového systému a následně 

zpátky do střeva do vrsty lamina propria. Za 2) mohou být střevní antigeny endocytovány DC v lamina 

propria a dopraveny aferentními lymfatickými cévami do MLN, kde dojde k interakci s T buňkami. A 

za 3) mohou být volné střevní antigeny vstřebány do krevního řečiště, které antigeny dopraví do 

sleziny, kde antigeny pohltí slezinné DC, které zde spustí příslušnou imunitní odpověď. Převzato z 

(Koboziev et al., 2010) 
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2 Glukokortikoidy 

Glukokortikoidy (GC – z angl. glucocorticoids) jsou steroidní hormony produkované 

nadledvinami – konkrétně střední vrstvou kůry nadledvin zonou fasciculata – vykazující 

pleiotropní účinky na buňky celého organismu. Sekrece GC je řízena zpětnovazebně osou 

hypothalamus-hypofýza-nadledviny (HPA – z angl. hypothalamic-pituitary-adrenal axis) 

prostřednictvím hormonu ACTH (z angl. adrenocorticotropine hormone). Sekrece za 

normálních podmínek probíhá s cirkadiánní rytmicitou. U člověka je vrchol sekrece v ranních 

hodinách, nejnižší plazmatická koncentrace GC je pak večer. Naopak u hlodavců (nočních 

živočichů) je tomu přesně naopak.  

Glukokortikoidy jsou molekuly lipofilního charakteru, krví se dostanou do cílových tkání, 

kde mohou volně vstupovat do buněk a následně ovlivňovat genovou expresi. Nicméně právě 

jejich dostupnost je ovlivněna několika faktory. V krvi je většina aktivních molekul hormonu 

(u člověka kortisol, u myši a potkana kortikosteron) vázána specificky na CBG (z angl. 

corticosteroid-binding globulin), nespecificky pak na albumin. Jen asi 10 % je v krvi volně a je 

biologicky aktivní. Naproti tomu neaktivní molekula hormonu, jeho 11-oxo derivát (u člověka 

kortison, u hlodavců 11-dehydrokortikosteron) se v krvi vyskytuje volně, a když se dostane do 

buňky, může zde být aktivován v rámci pre-receptorového metabolismu enzymem 11HSD1 

(11β-hydroxysteroid dehydrogenáza 1). 

2.1 Glukokortikoidní receptory 

Glukokortikoidy v tkáních působí prostřednictvím vazby na své receptory. Známe 2 typy 

receptorů, a to mineralokortikoidní receptor (MR) a glukokortikoidní receptor (GR). Na MR se 

GC váží s daleko vyšší (6-10násobnou) afinitou než na GR (Reul & de Kloet, 1985), s téměř 

stejnou afinitou jako mineralokortikoidní hormon aldosteron (Arriza et al., 1988) a je tedy 

teoreticky obsazen glukokortikoidy i při nízké hladině hormonu v krvi. Naproti tomu GR je 

obsazen, pokud dojde ke zvýšení koncentrace GC v krvi, a to buď při vrcholu cirkadiánní 

sekrece, nebo při stresové zátěži, kdy dojde k narušení homeostázy a následné aktivaci HPA 

osy. Nicméně tyto představy byly upraveny objevením enzymů, které mohou upravovat 

koncentraci aktivních molekul hormonů přímo v buňce. 
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2.2 Pre-receptorový metabolismus GC 

11β-hydroxysteroid dehydrogenázy (11HSD) jsou enzymy schopné upravovat koncentraci 

aktivních molekul GC lokálně přímo v buňce. Tato enzymová aktivita byla poprvé pozorována 

in vitro v 50. letech (Amelung et al., 1953). K purifikaci enzymu (11HSD1) z jaterních 

mikrosomů potkana došlo později (Lakshmi & Monder, 1988). 

11HSD1 se v intaktních buňkách (Rajan et al., 1996) chová jako reduktáza, inaktivní 

molekuly GC (kortisonu a 11-dehydrokortikosteronu) konvertuje na aktivní (kortisol a 

kortikosteron). Naproti tomu 11HSD2 konvertuje aktivní GC na inaktivní, díky čemuž zajišťuje 

v cílových tkáních aldosteronu (mineralokortikoidu udržujícím iontovou rovnováhu 

organismu), že nebude MR obsazen kortisolem nebo kortikosteronem (Edwards et al., 1988; 

Funder et al., 1988).  

11HSD1 je 287 aminokyselin dlouhý a 34 kDa těžký (Agarwal et al., 1989) 

transmembránový protein s kotvící N-koncovou transmembránovou doménou a katalytickou 

doménou v lumen endoplasmatického retikula (Odermatt et al., 1999; Ozols, 1995). Pro 

reduktázovou aktivitu vyžaduje kofaktor NADPH (Rajan et al., 1996), který dodává enzym 

hexóza-6-fosfátdehydrogenáza (H6PDH) (Atanasov et al., 2004). Exprese H6PDH byla 

pozorována ve většině tkání, kde byla exprimována 11HSD1 (Gomez-Sanchez et al., 2008). 

Mezi těmito enzymy dochází k přímé proteinové interakci (Atanasov et al., 2008; Zhang et al., 

2009), která ve spíše oxidativním prostředí ER umožňuje reduktázovou aktivitu 11HSD1 

(Atanasov et al., 2008), viz obr. 2-1. 

 

Obrázek 2-1 Kooperace H6PDH s 11HSD1 v endoplasmatickém retikulu 

H6PDH vytváří NADPH přeměnou glukóza-6-fosfátu (G6P), který je transportován G6P translokázou 

(GT), na 6-fosfoglukonát (6PG) v lumen endoplasmatického retikula (ER). 11HSD1 využívá NADPH 

jako kofaktor při konverzi kortisonu/11-DHC na kortisol/kortikosteron. Převzato z (Draper & Stewart, 

2005) 
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3 11HSD1 a zánět 

Jak už bylo ukázáno v předchozí kapitole, 11HSD1 je enzym schopný aktivovat GC 

lokálně přímo v buňce. Studie Hennebold et al., 1996 prokázala výskyt 11HSD1 nejen v thymu, 

ale i v sekundárních lymfatických tkáních, ve slezině, MLN a Peyerových placích. Další studie 

pak sledovaly 11HSD1 v různých typech imunitních buněk, v dendritických buňkách 

(Freeman, 2005; Soulier et al., 2013), v monocytech (Thieringer et al., 2001), makrofázích 

(Gilmour et al., 2006) a lymfocytech (Zhang et al., 2005).  

Při zánětlivé reakci a vystavení buňky prozánětlivým cytokinům pak dochází k upregulaci 

11HSD1 a downregulaci 11HSD2, která GC inaktivuje (Escher et al., 1997; Thieringer et al., 

2001; Zhang et al., 2005), což by mohlo napomáhat zpětnovazebné regulaci zánětlivé reakce, 

která je závislá na 11HSD1 (Escher et al., 1997; Thieringer et al., 2001), ale ne na 11HSD2 

(Coutinho et al., 2012).  

Co se týče regulace 11HSD1 při střevním zánětu, předchozí studie naší laboratoře 

prokázaly, že experimentální kolitida upreguluje 11HSD1 ve střevu, mezenteriálních 

lymfatických uzlinách a slezině (Bryndová et al., 2004; Ergang et al., 2011; Vagnerová et al., 

2006) a že tuto upregulaci lze indukovat in vitro na střevních explantátech inkubací 

s prozánětlivými cytokiny (Ergang et al., 2011), upregulaci ve střevu pozorovali také autoři 

Stegk et al. (2009), nicméně všechny tyto studie byly prováděny na celých tkáních bez rozlišení, 

o jaké typy buněk se jedná, a proto cílem této práce bylo zjistit, jaká bude exprese 11HSD1 a 

cytokinů, které mohou 11HSD1 regulovat, v jednotlivých mikrostrukturách střeva.  

4 Cíle 

Důkazy naznačují, že v regulaci zánětlivé reakce glukokortikoidy se uplatňuje enzym 

11HSD1, a to jak ve střevu, tak i v lymfatických tkáních (Ergang et al., 2011; Taves et al., 

2016). Vzhledem k tomu, že dosud známé studie byly prováděny na celých tkáních, naším 

cílem bylo stanovit hladinu exprese 11HSD1 a cytokinů v izolovaných mikrostrukturách střeva 

(stř. epitel CCE, lamina propria a izolované lymfoidní folikuly ILF) a sekundárních 

lymfatických tkáních (slezina, MLN). Dalším cílem pak bylo stanovit expresi v purifikovaných 

populacích imunitních buněk sleziny a MLN. 
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5 Výsledky 

Proteinová analýza metodou Western Blot ukázala zvýšenou expresi 11HSD1, jak 

v kolonu, tak v MLN v myších s kolitidou indukovanou dextran sulfátem sodným (DSS).  

 

Obrázek 5-1 Efekt kolitidy na expresi 11HSD1 a H6PDH 

v anatomicky odlišných částech kolonu a MLN 

Analýza genové exprese 

jednotlivých mikrostruktur střeva 

vyřezaných pomocí laserové 

mikrodisekce (LMD) pak ukázala 

zvýšenou expresi 11HSD1 jak 

v místech indukce imunitní odpovědi 

střevního imunitního systému – kortex 

MLN (P < 0,05), ILF (P < 0,05), tak 

v efektorových strukturách – CCE (z 

angl. colonic crypt epithelium; 

P < 0,001), které kromě enterocytů 

obsahují také mnoho imunitních 

buněk, např. intraepiteliální lymfocyty. 

Naproti tomu exprese H6PDH byla ve 

střevních mikrostrukturách pod 

detekčním limitem. V MLN byla 

exprese zvýšená v medule v porovnání 

s kortexem (P < 0,01 a P < 0,05) a 

parakortexem (P < 0,01), nebyla však 

ovlivněna kolitidou. 

A: Kolon -  ILF (izolované lymfoidní 

folikuly), CCE (stř. epitel); LP (lamina 

propria); B, C: MLN; sloupce představují 

kontrolní zdravé myši (černá) a myši 

s kolitidou indukovanou DSS (šedá); 

porovnání identických struktur 

u kontrolních zvířat a zvířat 

s indukovaným zánětem.  Výsledky jsou 

vyneseny jako průměr ± SEM (n=7-9).    

*P<0,05, ***P<0,001; porovnání mezi 

mikrostrukturami #P<0,05, ##<0,01, 

#P<0,001. 
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Další analýza genové exprese tentokrát už jen v ILF a kortexu MLN, ukázala změny 

v mikroprostředí cytokinů indukované kolitidou. 

 

Sloupce představují hladinu exprese u kontrolních zdravých myší (černá) a u myší s kolitidou 

indukovanou DSS (šedá); porovnání identických struktur u kontrolních zvířat a zvířat s indukovaným 

zánětem. Výsledky jsou vyneseny jako průměr ± SEM (n=7-9). **P<0,01, ***P<0,001; porovnání mezi 

jednotlivými mikrostrukturami #P<0,05, ###P<0,001. 

 

Kolitida signifikantně ovlivnila expresi genů pro IL-1β (P < 0,01), IL-4 (P < 0,001), IL-10 

(P < 0,05), IL-21 (P < 0,001) a TNFα (P < 0,001), ne pro IFNγ a TGFβ. Tento efekt byl 

patrnější v ILF než v MLN. V případě IL-1β (P < 0,01), IL-4 (P < 0,05), IL-10 (P < 0,01), 

TNFα (P < 0,001) a IFNγ (P < 0,01) byly pozorovány kvantitativní rozdíly v expresi v ILF 

oproti v MLN. 

  

Obrázek 5-2 Efekt kolitidy na expresi cytokinů v ILF a v kortexu MLN 
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Pro zjištění, který z cytokinů by mohl nejvíce přispívat k upregulaci 11HSD1, byla 

provedena regresní analýza exprese 11HSD1 a cytokinů v ILF a kortexu MLN, která ukázala, 

že zvýšená exprese 11HSD1 při kolitidě koreluje se zvýšenou expresí TNFα. 

Obrázek 5-3 Regresní analýza exprese 11HSD1 a cytokinů v ILF a kortexu MLN 

Beta, regresní koeficient; P, hladina významnosti; R2, determinační koeficient; ns, nesignifikantní 

 

Posledním cílem bylo zjistit, zda dochází při zánětu k upregulaci 11HSD1 také 

v purifikovaných buňkách sleziny a MLN. Pomocí průtokové cytometrie bylo izolováno 

několik fenotypů lymfocytů: CD19 (B lymfocyty), CD3+ (T lymfocyty) a jejich subpopulace 

CD8+, CD4+ a NKT (natural killer T lymfocyty). U T lymfocytů byla 11HSD1 jak ve slezině, 

tak v MLN silně upregulována ***P<0,001, zatímco v B lymfocytech byl pouze náznak 

upregulace (P=0,074). Analýza T lymfocytů ze sleziny ukázala, že 11HSD1 je silně 

upregulována ve všech třech subpopulacích. 

 

(A) T buňky; (B) B buňky; (C) subpopulace T lymfocytů ze sleziny (CD4+; CD8+; NKT, natural 

killer T lymfocyty). Černé sloupce představují hladinu exprese u kontrolních zdravých myší a 

šedé u myší s kolitidou indukovanou DSS. Výsledky jsou vyneseny jako průměr ± SEM, 

získány z 6 kontrolních, 6 DSS myší, subpopulace lymfocytů byly vždy připraveny z jednoho 

zvířete. Signifikance rozdílů mezi kontrolou a DSS kolitidou: **P<0,01, ***P<0,001 

 

 

Obrázek 5-4 Efekt kolitidy na izolované subpopulace lymfocytů sleziny a MLN 
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6 Diskuze a závěr 

Při analýze exprese v jednotlivých mikrostrukturách patřících mezi induktivní (ILF, MLN) 

i efektorová (CCE, lamina propria) místa imunitní odpovědi jsme zjistili, že 11HSD1 byla 

upregulována v obou typech tkání, a to v CCE a pak v ILF a kortexu MLN.  

Ačkoliv ILF a folikuly v MLN obsahují hlavně B lymfocyty a stromální buňky, jsou zde 

přítomné i jiné typy buněk (DC, T lymfocyty, folikulární epiteliální b.) a v porovnání výsledků 

kortexu MLN s výsledky parakortexu a meduly můžeme usuzovat, že k upregulaci 11HSD1 

nedošlo ve stromálních buňkách. Navíc v DC buňkách je v klidovém stavu lokální amplifikace 

GC stálá, probíhá v maximální míře a není ovlivněna další imunitní stimulací (Soulier et al., 

2013). Naproti tomu in vitro aktivace T lymfocytů sleziny a lymfatických uzlin je doprovázena 

upregulací 11HSD1 (Zhang et al., 2005). 

Zánět ovlivnil expresi ale také v epitelu ve střevních kryptách, které tvoří komplexní síť 

nejen epiteliálních buněk, ale také intraepiteliálních lymfocytů (převážně CD8+ cytotoxické T 

lymfocyty), ve kterých mohla být 11HSD1 upregulována, jelikož enzymatická aktivita 11HSD1 

nebyla v kolonocytech detekována (Ergang et al., 2011). Exprese 11HSD1 beze změny 

v lamina propria pak ukazuje, že zánět pravděpodobně nezvýšil expresi 11HSD1 

v makrofázích, které se vyskytují převážně právě v lamina propria (Bain & Mowat, 2014). 

To, jaký bude průběh zánětlivé odpovědi, je závislý na expresi cytokinů. Kolitida zvýšila 

expresi TNFα, IL-1β (mají pleiotropní účinky), IL-4, IL-10 (charakteristické pro Th2 regulační 

dráhu) a IL-21 (zesilující Th17 diferenciaci) v ILF, částečně pak v kortexu MLN. U IFNγ a 

TGFβ (Th1) nebyl pozorován žádný rozdíl, stejně jako v buněčných kulturách sliznice nosních 

dutin (Jun et al., 2014). Statisticky nejsilnější pozitivní korelace mezi expresí 11HSD1 a 

cytokinů byla pozorována u TNFα, a i když vliv ostatních cytokinů nemůžeme plně vyloučit, 

tato korelace z něj dělá klíčový faktor upregulace 11HSD1 

O důležitosti lokálního metabolismu glukokortikoidů v buňce není pochyb. V této studii 

jsme identifikovali změny regulace 11HSD1, enzymu lokálního metabolismu GC, ve 

specifických strukturách kolonu a MLN při zánětu. Tyto změny mohou ovlivňovat 

imunomodulační efekt GC v imunitních reakcích vyvolaných aktivací střevního imunitního 

systému, přičemž upregulace 11HSD1 v induktivních místech je spojena s aktivací Th2 ale ne 

s Th1 dráhou. 
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9 Příloha 

Inflammation regulates 11b-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 

differentially in specific compartments of the gut mucosal immune 

system 
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