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Abstrakt

Zanét predstavuje prvni obrannou linii organismu, kterd ma za cil odstranit nezadouci
patogeny, opravit poskozenou tkan a znovu nastolit rovnovahu. Glukokortikoidy patii mezi
efektivni regulatory imunitni odpovédi. Jejich dostupnost v tkdni je dana nckolika faktory,
mimo jiné lokalnim metabolismem v buiice, ktery zajistuji enzymy 11B-hydroxysteroid
dehydrogenazy. Zname dvé isoformy 11HSD1 a 11HSD2, pficemz 11HSDI, ktera lokaln¢
v buiice katalyzuje pfeménu neaktivni molekuly glukokortikoidu na aktivni, se zda byt
vyznamnym hracem pii regulaci zanétlivé odpovédi. Cilem této prace bylo analyzovat genovou
expresi 11HSDI1 spolu s expresi cytokini ve specifickych mikrostrukturach imunitniho

systému, Gcastnicich se imunitni odpovéedi na experimentalni DSS kolitidu.
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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 11B-hydroxysteroid dehydrogenase
enzymes. We know two isoforms 11HSD1 and 11HSD2. 11HSDI1 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 1 1HSDI 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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Autorsky komentar

1 Co je zanét a pro¢ k nému dochazi?

Zanét je jeden z nejstarSich obrannych mechanismt imunitniho systému. Je to prvni
obranna linie schopna reagovat na bezprostfedni ohrozeni, pokud dojde k naruSeni fyzickych
bariér (kiize a sliznice) mezi vnéjSim a vnitinim prostfedim organismu, a tim k proniknuti
patogenti. Je to reakce tzv. pfirozené, nespecifické imunity. Nicméné pokud by takova reakce
nebyla regulovana, mohlo by dojit k jejimu prestieleni, které by v disledku znamenalo jesté
vEtsi ohrozeni celého organismu (Munck et al., 1984).

Pti zédnétu dochazi k nartistu exprese cytokinti, chemokini, receptort ¢i enzymi a dalSich
molekul ditlezitych pro cévni zmény a infiltraci leukocyt do mista zanétu, pti¢emz tento proces
je fizen mimo jiné také glukokortikoidni hormony (GC, zangl. glucocorticoids), velice
efektivnimi reguldtory. GC fidi imunitni reakci prostfednictvim modulace diferenciace,
transportu a distribuce imunitnich bunék. Ovliviiuji expresi pro- i proti-zanétlivych cytokindg.
Plisobi na pfirozenou imunitu, tak aby byla pfipravena rychle odpovédét na naruseni integrity
organismu (kdy GC piisobi prozanétlive), ale také brzdi adaptivni imunitni systém (na ktery

-----

Cidlowski, 2013; McEwen et al., 1997)

Glukokortikoidy v pocatecni fazi potlacuji expresi prozanétlivych molekul, kromé
prozanétlivych cytokinti také CAM (z angl. cell adhesion molecules) a zaroven aktivuji expresi
protizanétlivych molekul (napt. IL-10), ¢imz inhibuji vasodilataci a snizuji propustnost cév pfi
zanétu a snizuji tim migraci leukocytii (diapedézu) do mista zanétu.

Glukokortikoidy inhibuji ,,Th1* cytokiny, které zajistuji ,,buné€nou’ imunitu a smétuji
imunitni odpoveéd” k ,,Th2* regulac¢ni draze zajistujici ,,protilaitkovou” odpovéd’, k cemuz
pravdépodobné dochazi, aby nedoslo k pfehnané zanétlivé reakci (Zhang et al., 2005).
V souladu stim je zjiSténi, ze GC prostfednictvim zvySené exprese proteinu GILZ (z
angl. glucocorticoid-induced leucine zipper) v DC buiikach podporuji produkci Treg lymfocytt,
které pomahaji udrzovat rovnovahu mezi odpovéd'mi na patogenni antigeny a toleranci téch

neSkodnych (Calmette et al., 2014).



1.1 Imunitni odpovéd’ stievniho imunitniho systému

Stifevo ptedstavuje nejvetsi ¢ast imunitniho systému a obsahuje nejvic imunitnich bunék
v porovnani s ostatnimi organy celého téla. Dochazi zde k neustéalé interakci antigentl a jinych
molekul pochazejicich jak od komensalnich bakterii, tak od patogennich mikroorganismd, tak
z diety. Stfevo je velice komplexni organ travici soustavy obsahujici mnoho anatomicky a
fyziologicky odlisnych casti, které se mohou pii patologickych podminkach chovat odlisné
v zavislosti na tom, jaké imunitni buiiky jsou v nich zastoupeny (Mowat & Agace, 2014).

Aby mohlo dojit k protektivni odpovédi na patogeny pfitomné ve stteve, musi se naivni T
lymfocyt dostat do induktivnich mist traviciho traktu GALT (z angl. gut-associated lymphoid
tissue) — jednd se o Peyerovy plaky (PP) a izolované lymfoidni folikuly (ILF) — a do
mezenteridlnich lymfatickych uzlin (MLN — z angl. mesenteric [ymph nodes), kde dochazi ke
stimulaci T lymfocytu antigen-prezentujicimi buitkami (dendritické buniky DC a makrofagy) a
nasledn¢ diferenciaci T lymfocytu na Thl nebo Th17 efektorové buiiky. Ty se pak dostavaji
bud’ eferentnimi lymfatickymi cévami, nebo krevnim fecistém zpét do stieva — do stfevniho
epitelu a vrstvy lamina propria, které predstavuji efektorovd mista, kde pomdhaji spustit
zanétlivou reakci a eliminovat invazivni patogeny. Nékteré antigeny jsou pak transportovany
do sleziny, kde dojde k pohlceni slezinnou DC a ke spusténi imunitni odpovédi ve slezin€ (viz.

Obr. 1-1 (Koboziev et al., 2010)



** Enteric Antigens , .«

Obriazek 1-1 Odpovéd’ stifevniho mukézniho imunitniho systému na stirevni bakterialni antigeny

Stfevni bakterialni antigeny mohou za 1) vstupovat prostfednictvim transportu M bunkami do
Peyerovych plakl (PP; do ILF v pfipadé kolonu), kde jsou endocytovany dendritickymi burikami (DC)
v subepitelialni zéné. DC s navazanym antigenem pak mohou v PP/ILF interagovat s T-lymfocyty a
tim je stimulovat nebo mohou aferentnimi lymfatickymi cévami migrovat do mezenterialnich
lymfatickych uzlin (MLN), kde dochazi k interakci DC s naivnimi T-lymfocyty, jejimz vysledkem je
stimulace T lymfocyt(, jejich polarizace a diferenciace na efektorové burnky. Tyto efektorové buriky
opoustéji MLN, eferentnimi lymfatickymi cévami se dostavaji do obéhového systému a nasledné
zpatky do stfeva do vrsty lamina propria. Za 2) mohou byt stfevni antigeny endocytovany DC v lamina
propria a dopraveny aferentnimi lymfatickymi cévami do MLN, kde dojde k interakci s T bunfikami. A
za 3) mohou byt volné stfevni antigeny vstfebany do krevniho fecisté, které antigeny dopravi do
sleziny, kde antigeny pohlti slezinné DC, které zde spusti pfisluSnou imunitni odpovéd. Pfevzato z
(Koboziev et al., 2010)
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2 Glukokortikoidy

Glukokortikoidy (GC — zangl. glucocorticoids) jsou steroidni hormony produkované
nadledvinami — konkrétn¢ stiedni vrstvou klry nadledvin zonou fasciculata — vykazujici
pleiotropni u¢inky na bunky celého organismu. Sekrece GC je fizena zpétnovazebné osou
hypothalamus-hypofyza-nadledviny (HPA — z angl. hypothalamic-pituitary-adrenal axis)
prosttednictvim hormonu ACTH (z angl. adrenocorticotropine hormone). Sekrece za
normalnich podminek probiha s cirkadianni rytmicitou. U ¢lovéka je vrchol sekrece v rannich
zivocicht) je tomu pfesné naopak.

Glukokortikoidy jsou molekuly lipofilniho charakteru, krvi se dostanou do cilovych tkéni,
kde mohou volné vstupovat do bunék a nasledné ovliviiovat genovou expresi. Nicméné prave
jejich dostupnost je ovlivnéna nékolika faktory. V krvi je vétsina aktivnich molekul hormonu
(u clovéka kortisol, u myS$i a potkana kortikosteron) vézdna specificky na CBG (z angl.
corticosteroid-binding globulin), nespecificky pak na albumin. Jen asi 10 % je v krvi volné a je
biologicky aktivni. Naproti tomu neaktivni molekula hormonu, jeho 11-oxo derivat (u ¢lovéka
kortison, u hlodavcii 11-dehydrokortikosteron) se v krvi vyskytuje volné, a kdyz se dostane do
bunky, mize zde byt aktivovan v rdmci pre-receptorového metabolismu enzymem 11HSDI

(11B-hydroxysteroid dehydrogenéza 1).

2.1 Glukokortikoidni receptory

Glukokortikoidy v tkanich ptisobi prostfednictvim vazby na své receptory. Zname 2 typy
receptort, a to mineralokortikoidni receptor (MR) a glukokortikoidni receptor (GR). Na MR se
GC vazi s daleko vyssi (6-10nasobnou) afinitou nez na GR (Reul & de Kloet, 1985), s témét
stejnou afinitou jako mineralokortikoidni hormon aldosteron (Arriza et al., 1988) a je tedy
teoreticky obsazen glukokortikoidy 1 pfi nizké hladin€ hormonu v krvi. Naproti tomu GR je
obsazen, pokud dojde ke zvySeni koncentrace GC v krvi, a to bud’ pfi vrcholu cirkadianni
sekrece, nebo pii stresové zatézi, kdy dojde k naruSeni homeostazy a nasledné aktivaci HPA
osy. Nicméné tyto predstavy byly upraveny objevenim enzymi, které mohou upravovat

koncentraci aktivnich molekul hormont piimo v buiice.

11



2.2 Pre-receptorovy metabolismus GC

11B-hydroxysteroid dehydrogenazy (1 1HSD) jsou enzymy schopné upravovat koncentraci
aktivnich molekul GC lokalné piimo v butice. Tato enzymova aktivita byla poprvé pozorovana
in vitro v 50. letech (Amelung et al., 1953). K purifikaci enzymu (11HSDI1) z jaternich
mikrosomil potkana doslo pozdéji (Lakshmi & Monder, 1988).

1THSD1 se v intaktnich bunikdch (Rajan et al., 1996) chova jako reduktaza, inaktivni
molekuly GC (kortisonu a 11-dehydrokortikosteronu) konvertuje na aktivni (kortisol a
kortikosteron). Naproti tomu 1 1HSD2 konvertuje aktivni GC na inaktivni, diky ¢emuz zajistuje
v cilovych tkanich aldosteronu (mineralokortikoidu udrzujicim iontovou rovnovahu
organismu), ze nebude MR obsazen kortisolem nebo kortikosteronem (Edwards et al., 1988;

Funder et al., 1988).
11THSD1 je 287 aminokyselin dlouhy a 34 kDa tézky (Agarwal et al., 1989)

transmembranovy protein s kotvici N-koncovou transmembranovou doménou a katalytickou
doménou v lumen endoplasmatického retikula (Odermatt et al., 1999; Ozols, 1995). Pro
reduktazovou aktivitu vyzaduje kofaktor NADPH (Rajan et al., 1996), ktery dodava enzym
hexo6za-6-fosfatdehydrogendza (HO6PDH) (Atanasov et al., 2004). Exprese H6PDH byla
pozorovana ve vétSing tkdni, kde byla exprimovana 11HSD1 (Gomez-Sanchez et al., 2008).
Mezi témito enzymy dochdzi k ptimé proteinové interakci (Atanasov et al., 2008; Zhang et al.,
2009), ktera ve spiSe oxidativnim prostfedi ER umoznuje reduktazovou aktivitu 11HSD1

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

Obrazek 2-1 Kooperace HOPDH s 11HSD1 v endoplasmatickém retikulu

HE6PDH vytvafi NADPH pfeménou glukdza-6-fosfatu (G6P), ktery je transportovan G6P translokazou
(GT), na 6-fosfoglukonat (6PG) v lumen endoplasmatického retikula (ER). 11HSD1 vyuziva NADPH
jako kofaktor pfi konverzi kortisonu/11-DHC na kortisol/kortikosteron. Pfevzato z (Draper & Stewart,
2005)
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3 11HSDI1 a zanét

Jak uz bylo ukédzano v ptredchozi kapitole, 11HSD1 je enzym schopny aktivovat GC
lokalné pfimo v burice. Studie Hennebold et al., 1996 prokézala vyskyt 11HSD1 nejen v thymu,
ale 1 v sekundarnich lymfatickych tkanich, ve slezin¢, MLN a Peyerovych placich. Dalsi studie
pak sledovaly 11HSDI v riznych typech imunitnich bunék, v dendritickych bunkach
(Freeman, 2005; Soulier et al., 2013), v monocytech (Thieringer et al., 2001), makrofazich
(Gilmour et al., 2006) a lymfocytech (Zhang et al., 2005).

Pti zanétlivé reakci a vystaveni buiiky prozanétlivym cytokinim pak dochézi k upregulaci
11THSD1 a downregulaci 11HSD2, kterd GC inaktivuje (Escher et al., 1997; Thieringer et al.,
2001; Zhang et al., 2005), coz by mohlo napomahat zpétnovazebné regulaci zanétlivé reakce,
ktera je zavisla na 11HSD1 (Escher et al., 1997; Thieringer et al., 2001), ale ne na 11HSD2
(Coutinho et al., 2012).

Co se tyce regulace 11HSDI1 pii stievnim zanétu, piedchozi studie nasi laboratoie
prokéazaly, ze experimentalni kolitida upreguluje 11HSD1 ve stfevu, mezenteridlnich
lymfatickych uzlindch a slezin¢ (Bryndova et al., 2004; Ergang et al., 2011; Vagnerova et al.,
2006) a ze tuto upregulaci lze indukovat in vitro na stfevnich explantatech inkubaci
s prozanétlivymi cytokiny (Ergang et al., 2011), upregulaci ve stfevu pozorovali také autofi
Stegk et al. (2009), nicméné vSechny tyto studie byly provadény na celych tkanich bez rozliSeni,
o jaké typy bunék se jednd, a proto cilem této prace bylo zjistit, jakd bude exprese 11HSDI1 a

cytokind, které mohou 11HSDI1 regulovat, v jednotlivych mikrostrukturach stfeva.

4 Cile

Dutikazy naznacuji, ze v regulaci zanétlivé reakce glukokortikoidy se uplatituje enzym
11HSDI, a to jak ve stievu, tak i v lymfatickych tkanich (Ergang et al., 2011; Taves et al.,
2016). Vzhledem k tomu, Ze dosud znamé studie byly provadény na celych tkanich, nasim
cilem bylo stanovit hladinu exprese 1 1HSD1 a cytokinti v izolovanych mikrostrukturach stfeva
(stt. epitel CCE, lamina propria a izolované lymfoidni folikuly ILF) a sekundérnich
lymfatickych tkanich (slezina, MLN). Dal§im cilem pak bylo stanovit expresi v purifikovanych

populacich imunitnich bunék sleziny a MLN.

13



5 Vysledky

Proteinova analyza metodou Western Blot ukéazala zvySenou expresi 11HSDI, jak

v kolonu, tak v MLN v mysich s kolitidou indukovanou dextran sulfatem sodnym (DSS).

14 LT — Analyza genové exprese
A #H — Wik
1ol jednotlivych  mikrostruktur  stfeva
< 10l vyfezanych pomoci laserové
% mikrodisekce (LMD) pak ukazala
£ 08+
= zvySenou expresi 11HSD1  jak
0.6 -
‘j—_’ v mistech indukce imunitni odpovédi
1‘: 04 r * ~ e : : 4 4
sttevniho imunitniho systému — kortex
02t - MLN (P <0,05), ILF (P <0,05), tak
e v efektorovych strukturach — CCE (z
ILF CCE LP
0.5 B — - angl. colonic crypt epithelium,;
dekk #i
1 P <0,001), které kromé enterocytl
04 r P
< " obsahuji také mnoho imunitnich
=z T —
OE: 03+ bunék, napf. intraepitelidlni lymfocyty.
A Naproti tomu exprese HOPDH byla ve
0 02+t
I sttevnich ~ mikrostrukturaich ~ pod
0.1 | detekénim limitem. V MLN byla
- exprese zvysena v medule v porovnani
0.0
Cortex  Paracortex Medulla s kortexem (P<0,01 a P<0,05) a
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% 30k folikuly), CCE (stf. epitel); LP (lamina
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0.0 vyneseny jako pramér + SEM (n=7-9).
Cortex  Paracortex Medulla *P<0,05, ***P<0,001; porovnani mezi

Obrizek 5-1 Efekt Kolitidy na expresi 11HSD1 a H6pDH ~ MKrostrukturami  #P<0,05,  ##<0,01,
v anatomicky odli§nych &astech kolonu a MLN #P<0,001.
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Dalsi analyza genové exprese tentokrat uz jen v ILF a kortexu MLN, ukdzala zmény

v mikroprostiedi cytokind indukované kolitidou.
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ILF Cortex
Obrazek 5-2 Efekt kolitidy na expresi cytokini v ILF a v kortexu MLN

Sloupce pfedstavuji hladinu exprese u kontrolnich zdravych mysi (¢ernd) a u mysi s kolitidou
indukovanou DSS (Seda); porovnani identickych struktur u kontrolnich zvifat a zvifat s indukovanym
zanétem. Vysledky jsou vyneseny jako prdmér £ SEM (n=7-9). **P<0,01, ***P<0,001; porovnani mezi
jednotlivymi mikrostrukturami #P<0,05, ###P<0,001.

Kolitida signifikantné ovlivnila expresi genti pro IL-1p (P <0,01), IL-4 (P <0,001), IL-10
(P <0,05), IL-21 (P <0,001) a TNFa (P <0,001), ne pro IFNy a TGFp. Tento efekt byl
patrnéjsi v ILF nez v MLN. V piipadé IL-1p (P <0,01), IL-4 (P <0,05), IL-10 (P <0,01),
TNFa (P <0,001) a IFNy (P <0,01) byly pozorovany kvantitativni rozdily v expresi v ILF
oproti v MLN.
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Pro zjisténi, ktery z cytokini by mohl nejvice pfispivat k upregulaci 11HSDI, byla
provedena regresni analyza exprese 11HSDI1 a cytokint v ILF a kortexu MLN, ktera ukazala,

ze zvysena exprese 1 1HSD1 pfi kolitidé koreluje se zvySenou expresi TNFa.

Obriazek 5-3 Regresni analyza exprese 11HSD1 a cytokint v ILF a kortexu MLN

Beta p R?
IFNy 0.293 ns 0.010
IL-1PB 0.622 < 0.05 0.340
IL-4 0.440 < 0.05 0.157
IL-10 0.295 ns 0.022
IL-21 0.588 < 0.01 0.318
TGFB 0.282 ns 0.047
TNFa 0.751 < 0.0001 0.562

Beta, regresni koeficient; P, hladina vyznamnosti; R2, determinacni koeficient; ns, nesignifikantni

Poslednim cilem bylo zjistit, zda dochazi pii zanétu k upregulaci 11HSDI1 také
v purifikovanych bunikédch sleziny a MLN. Pomoci pritokové cytometrie bylo izolovano
nékolik fenotypt lymfocyti: CD19 (B lymfocyty), CD3+ (T lymfocyty) a jejich subpopulace
CD8+, CD4+ a NKT (natural killer T lymfocyty). U T lymfocyta byla 11HSDI1 jak ve slezing,
tak v MLN silné upregulovana ***P<0,001, zatimco v B lymfocytech byl pouze ndznak
upregulace (P=0,074). Analyza T lymfocytl ze sleziny ukazala, Ze 11HSDI je silné

upregulovéna ve vSech tfech subpopulacich.

0.25 03¢ 0.6
A E B C
T
0.20 Er=
TRE < <
£ L Z 02t Z 04l L
& g5} f-}c_f Eé **T
: |
a o o \
D 010 %) 7]
= Lot L ozl ‘
= = = \
. . . '
0.00 00 0.0 -
MLN Spleen MLN Spleen CD4+ cD8+ NKT

Obrazek 5-4 Efekt kolitidy na izolované subpopulace lymfocyti sleziny a MLN

(A) T bunky; (B) B buriky; (C) subpopulace T lymfocytu ze sleziny (CD4+; CD8+; NKT, natural
killer T lymfocyty). Cerné sloupce predstavuiji hladinu exprese u kontrolnich zdravych mysi a
Sedé u mysi s kolitidou indukovanou DSS. Vysledky jsou vyneseny jako prumér + SEM,
ziskany z 6 kontrolnich, 6 DSS mysi, subpopulace lymfocytd byly vzdy pfipraveny z jednoho
zvirete. Signifikance rozdild mezi kontrolou a DSS kolitidou: **P<0,01, ***P<0,001
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6 Diskuze a zavér

Pti analyze exprese v jednotlivych mikrostrukturdch patiicich mezi induktivni (ILF, MLN)
i efektorova (CCE, lamina propria) mista imunitni odpovédi jsme zjistili, ze 11HSDI1 byla
upregulovéana v obou typech tkani, a to v CCE a pak v ILF a kortexu MLN.

Ackoliv ILF a folikuly v MLN obsahuji hlavné B lymfocyty a stromdlni buniky, jsou zde
pfitomné i jiné typy bunck (DC, T lymfocyty, folikularni epitelidlni b.) a v porovnani vysledkt
kortexu MLN s vysledky parakortexu a meduly muzeme usuzovat, ze k upregulaci 11HSD1
nedoslo ve stromalnich buiikach. Navic v DC buiikéach je v klidovém stavu lokélni amplifikace
GC stala, probihd v maximalni mife a neni ovlivnéna dal$i imunitni stimulaci (Soulier et al.,
2013). Naproti tomu in vitro aktivace T lymfocytl sleziny a lymfatickych uzlin je doprovazena
upregulaci 11HSDI1 (Zhang et al., 2005).

Zanét ovlivnil expresi ale také v epitelu ve stievnich kryptach, které tvoti komplexni sit
nejen epitelidlnich bunék, ale také intraepitelidlnich lymfocytl (pfevazné CD8+ cytotoxické T
lymfocyty), ve kterych mohla byt 1 1HSD1 upregulovéna, jelikoz enzymaticka aktivita 1 1HSDI1
nebyla v kolonocytech detekovana (Ergang et al., 2011). Exprese 11HSDI beze zmény
v lamina propria pak ukazuje, ze zanét pravdépodobné nezvysil expresi 11HSDI
v makrofazich, které se vyskytuji prevazné praveé v lamina propria (Bain & Mowat, 2014).

To, jaky bude priib¢h zanétlivé odpovédi, je zavisly na expresi cytokinti. Kolitida zvysila
expresi TNFa, IL-1B (maji pleiotropni Gi€inky), IL-4, IL-10 (charakteristické pro Th2 regulac¢ni
drahu) a IL-21 (zesilujici Th17 diferenciaci) v ILF, ¢astecné pak v kortexu MLN. U IFNy a
TGFP (Thl) nebyl pozorovan zadny rozdil, stejné jako v bunécnych kulturach sliznice nosnich
dutin (Jun et al., 2014). Statisticky nejsilngj$i pozitivni korelace mezi expresi 11HSDI a
cytokini byla pozorovana u TNFa, a i kdyZ vliv ostatnich cytokini nemlzeme plné vyloucit,
tato korelace z n¢j déla klicovy faktor upregulace 11HSDI1

O dulezitosti lokalniho metabolismu glukokortikoidll v buiice neni pochyb. V této studii
jsme identifikovali zmény regulace 11HSDI, enzymu lokalniho metabolismu GC, ve
specifickych strukturach kolonu a MLN pifi zanétu. Tyto zmény mohou ovliviiovat
imunomodula¢ni efekt GC v imunitnich reakcich vyvolanych aktivaci stifevniho imunitniho

systému, pfi¢emz upregulace 11HSD1 v induktivnich mistech je spojena s aktivaci Th2 ale ne

s Th1 drahou.
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