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1. SOUHRN

Glukokortikoidy hraji vyznamnou roli v regulaci zénétlivého procesu a pro sviyj
imunosupresivni U¢inek jsou uzivany v terapii celé fady zanétlivych onemocnéni.
Biologicka aktivita glukokortikoidii nezavisi pouze na plazmatické koncentraci hormonu,
hustoté jejich receptort a responzibilité cilovych bungk, ale také na lokalnim metabolizmu
glukokortikoidi. Klicovym enzymem tohoto metabolizmu je dehydrogenaza 1183-
hydroxysteroidi (11HSD). Jsou znamy dvé¢ izoformy tohoto enzymu. Izoforma 11HSD1
pracuje prevazné jako reduktdza azvySuje lokdlni koncentraci biologicky aktivnich
glukokortikoidd (kortizol) zjejich neaktivnich 11-oxo derivata (kortizon). Izoforma
11HSD2 pracuje pouze jako dehydrogenaza, a snizuje tedy lokalni koncentraci biologicky
aktivnich glukokortikoidi jejich pfeménou na neaktivni 11-oxo derivaty. Bylo publikovano
nckolik praci o funkci periferntho metabolismu glukokortikoidi v pribéhu zanétlivého
procesu. Vétsina praci byla provedena in vitro. Cilem této prace bylo: (1) prozkoumat
zmény a chovani periferniho metabolismu glukokortikoidii na modelu kolitidy u potkana
vyvolané aplikaci trinitrobenzensulfonové kyseliny (TNBS). (2) Prozkoumat zmény
periferniho metabolismu glukokortikoidi v humannich vzorcich stfeva postizeného
ulcerosni kolitidou (3) prozkoumat zmeény periferniho metabolismu glukokortikoidt
u potkana s kolitidou indukovanou dextransulfatem (4) prozkoumat zmény v perifernim
metabolismu glukokortikoidii v pribéhu adjuvantni artritidy u potkana. Na feSeni cile
jedna byli pouziti potkani kmene Wistar, u kterych byla indukovana kolitida aplikaci
TNBS. KteSeni tkolu 2 byly ziskany lidské vzorky stievni tkdné postizené ulcerosni
kolitidou. Ukol 3 byl feSen pomoci potkanti kmene Wistar u kterych byla indukovana
kolitida pomoci orédlni aplikace DSS. Ukol 4 byl fesen pomoci potkanii kmene Lewis,
u kterych byla indukovana cFA adjuvantni artritida. Ke studiu byly pouzity enzymové a
molekularné biologické metody, véetné jednokrokové RT PCR v redlném case.

(1) V pribéhu experimentalni TNBS kolitidy byly nalezeny zmény periferniho
metabolismu glukokortikoidli ve smyslu vzestupu reduktazové aktivity 11HSD a poklesu
aktivity oxidazové. Zaroven dochazi k vzestupu exprese 11HSD1 mRNA a poklesu
exprese 11HSD2 mRNA. Podavani neselektivniho inhibitoru karbenoxolonu vedlo
k poklesu oxidazové aktivity témét o 50% a nemélo zadny vliv na expresi prozanétlivych
cytokintit TNF-a, IL1-B, ani na miru infiltrace sttevni tkané bunikami imunitniho systému.

(2) Bylo zjisténo, ze prubehu ulcerosni kolitidy dochdzi ke zvysSené expresi



11HSD1 mRNA a poklesu exprese 11HSD2 mRNA. Ulcerosni kolitida je také spojena se
vzestupem exprese TNF-a a IL1-f v zanétlivé postizené stfevni tkani. Za tento vzestup je
pravdépodobné spoluodpovédny stimulacni ucinek prozanétlivych cytokina, vliv
infiltrovanych bunék imunitniho sytému a zvySend systémova hladina kortizolu na
podklad¢ hyperaktivace HPA osy.

(3) V pribeéhu DSS kolitidy dochazi v zanétlivé postizené stievni tkani k vzestupu
exprese 11HSD1 mRNA a poklesu 11HSD2 mRNA. V souladu s tim, dochazi k vzestupu
reduktdzové aktivity 11HSD a poklesu aktivity oxiddzové. Nalezené zmény tedy plné
koreluji s nalezy u vzorkt ulcerosni kolitidy.

(4) V prubéhu adjuvantni artritidy dochazi k signifikantnimu vzestupu hladin
mRNA 11HSDI ve srovnani s kontrolni skupinou a tento vzestup exprese koreluje
s nartistem reduktazové aktivity enzymu. Tyto zmény jsou pozorovany jak v synovidlni
tkani, tak ve spadovych lymfatickych uzlinach. Podavani inhibitoru karbenoxolonu
signifikantné zvySuje makroskopické projevy zanétu a zvysSuje expresi TNF-a mRNA,
COX-2 mRNA a OPN mRNA, avSak neovliviiuji plazmatické hladiny kortikosteronu. Zda
se tedy, ze ackoliv v pribéhu adjuvantni artritidy dochézi ke zvySené expresi 11HSDI
mRNA a aktivité jak v synoviocytech, tak ve spadovych lymfatickych uzlinach, ziejmeé
pouze V synovialni tkéni je enzym dostateéné aktivni k tomu, aby reguloval zanétlivy

proces na urovni organismu.



SUMMARY

Glucocorticoids play an important role in regulation of inflammation and their

immunosuppressive effect is widely used for treatment of inflammatory diseases. The
biological activity of glucocorticoids depends not only on their plasma concentrations, the
number of receptors and the responsiveness of the target cells but also on the local
metabolism of glucocorticoids that is predominated by 11p-hydroxysteroid dehydrogenase
(11HSD). Two isoforms of 11HSD are known. The isoform 11HSD1 operates in vivo
predominantly as a reductase that increases the local concentrations of glucocorticoids by
reduction of their 11-oxo derivatives. The isoform 11HSD?2 is a pure dehydrogenase that
inactivates biologically active glucocorticoids to their inactive 11-oxo derivatives.

The published data concerning peripheral metabolism of glucocorticoids during
inflammation were obtained mostly in in-vitro studies. The aim of the thesis therefore was:
(1) to study peripheral metabolism of glucocorticoids during trinitrobenzensulfonic acid
(TNBS) induced colitis in rat. (2) to study peripheral metabolism of glucocorticoids in
biopsies from human ulcerative colitis (3) to examine peripheral metabolism of
glucocorticoids during dextran sodium sulphate (DSS) induced colitis in rat and (4) to
study peripheral metabolism of glucocorticoids during adjuvant arthritis in rat. Enzymatic
and molecular biology methods were used to study the specific goals.

(1) TNBS induced colitis resulted in significant changes of peripheral metabolism
of glucocorticods. 11-reductase activity was strongly up-regulated and 11-oxidase activity
down-regulated in inflamed tissue. Concomitantly the expression of 11HSD1 mRNA was
up-regulated and 11HSD2 mRNA down-regulated. Treatment with nonselective inhibitor
carbenoxolone decreased 11-oxidase activity in the inflamed tissue by almost 50% without
any influence on neither expression of proinflammatory cytokines TNF-a, IL1-B nor the
infiltration of colon by immune cells.

(2)UIcerative colitis up-regulated the expression of colonic 11HSD1 mRNA and
down-regulated 11HSD2 mRNA. The mRNA expression of pro-inflammatory cytokines
was significantly increased in biopsy specimens from patients with ulcerative colitis
compared to control biopsies. This effect was probably influenced by proinflammatory
cytokines, increased activity of HPA axis and increased infiltration of colon by immune
cells.

(3) DSS colitis significantly up-regulated expression of 11HSD1 and down-
regulated expression 11HSD?2. In accordance with these changes we found increased 11-
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reductase activity and decreased 11-oxidase activity compared with control group. These
findings fully reflected findings in ulcerative colitis.

(4) Adjuvant arthritis increased synovial 11HSD1 mRNA and 11-reductase activity
and in lymph nodes. Administration of carbenoxolone resulted in exacerbation of edema
and significantly increased mRNA expression of inflammatory markers TNF-a, COX-2
and OPN, with no change in plasma levels of corticosterone.
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2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1.Glukokortikoidy

Kira nadledvin syntetizuje fadu rtiznych steroidnich molekul. Avsak pouze mala

¢ast z nich vykazuje biologickou ucinnost. Steroidy s biologickou ucinnosti je mozno
rozdélit do tfi skupin na glukokortikoidy, mineralokortikoidy a androgeny.
Glukokortikoidy jsou zakladni slozkou adaptace organismu na stres, ovliviluji
intermedialni metabolismus, ucastni se celé fady fyziologickych déji vEetné prenatalniho 1
postnatalniho vyvoje, udrzovani krevniho tlaku a ovlivnéni imunitnich reakci [1].
Mineralokortikoidy, jejichz nejucinngj$im piirozenym piedstavitelem je aldosteron hraji
kli¢ovou tulohu v udrzovani rovnovahy Na® a K* prostfednictvim regulace epitelialniho
transportu natria. Hlavnim glukokortikoidem je u ¢lovéka kortizol. Glukokortikoidy jsou
tvofeny v relativné¢ velkém mnozstvi. Denni produkce kortizolu u dospélého jedince
predstavuje cca 15 mg [2, 3]. Endogenni glukokortikoidy jsou z pfevazné Ccasti
syntetizovany v zona fasciculata kiry nadledvin. Byla ovSem prokazana také syntéza
glukokortikoidi de novo z jejich prekurzorti (pfedevS§im cholesterolu) nékterymi druhy
tkani. Ve srovnani s celkovou denni produkei se v§ak jednd o zanedbatelné mnozstvi, které
s nejvetsi pravdépodobnosti zprostiedkovava jenom autokrinni a parakrinni G¢inky [4].
Vice nez 90% vyprodukovaného kortizolu se v krvi nachéazi v biologicky neaktivni formé
reverzibilné navazané na transportni protein, corticosteroid binding globulin (CBG). Volny
kortizol, ktery je biologicky aktivni formou, pfedstavuje pfiblizné pouze 1% z celkového
vyprodukovaného mnozstvi. Biologicky polo¢as cirkulujiciho kortizolu se pohybuje

Vv rozmezi ptiblizné¢ 70-120 minut.

2.1.1. Syntéza glukokortikoida

Vsechny sav¢i steroidni hormony se tvofi z cholesterolu. Buiiky kliry nadledvin se
proto vyznacuji vysokym mnozstvim receptort pro lipoproteiny s nizkou hustotou. Mensi
¢ast cholesterolu se tvofi z acetatu, vétSina je vSak vychytavana z lipoproteint s nizkou
hustotou cirkulujicich krvi. Cholesterol je transportovan prostiednictvim transportniho
proteinu do mitochondrii, kde je za pomoci enzymu cholesteroldesmolasy pfeménén na
pregnenolon. Vznikly pregnenolon je nésledné transportovan do hladkého
endoplazmatického retikula, kde je oxidovan na progesteron pomoci enzymu 3f-

hydroxysteroiddehydrogenazy. Ke vzniku kortizolu je nutna 17-hydroxylace pregnenolonu
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nebo progesteronu pomoci 17a-hydroxylasy. Nasledné¢ v endoplazmatickém retikulu
dochazi k hydroxylaci progesteronu na 11-deoxykortikosteron a 17a-hydroxyprogesteronu
na 1l-deoxykortizol prostfednictvim enzymu 21B-hydroxylazy. Ke vzniku kortizolu
Vznikly 11-deoxykortikosteron a 11-deoxykortizol jsou nasledné pfemistény zpét do
mitochondrii, kde prostiednictvim enzymu 11B-hydroxylazy dochazi ke vzniku kortizolu a
kortikosteronu. Pomér mezi vytvofenym kortizolem a kortikosteronem je druhoveé
specificky. Zatimco u hlodavci je téméi vyluéné tvofen kortikosteron, u ¢loveka jak jiz
bylo uvedeno, je hlavnim glukokortikoidnim hormonem kortizol, avSak v malém mnozstvi
je tvoten také kortikosteron. Pomér tvorby kortizolu a kortikosteronu je u ¢lovéka ptiblizné
7:1. Bunky nadledvin uvolfiuji hormony hned poté, co jsou hormony vytvofeny.

Skladovani téchto hormont v bunikach je velmi malé aZ zadné.

2.1.2. Metabolismus glukokortikoida

Existuje nékolik variant metabolismu glukokortikoidd (obr 2.1). Odbourani
glukokortikoidli probihd piedevSim v jatrech a vzniklé metabolity jsou nésledné
vyluCovany pievdzné moci. Enzymatickd preména glukokortikoidii vSak nemd pouze
funkci degradacni a exkrecni, ale je také dulezitou soucasti modifikace glukokortikoidniho
signalu.

Prvni variantou je konverze 11-hydroxy skupiny na 11-oxo skupinu
prostfednictvim enzymu 11B-hydroxysteroiddehydrogendza (11HSD). Tato enzymaticka
preména probihd kromé jater v celé¢ fadé tkani. Tento enzym je klicovym enzymem
periferniho metabolismu glukokortikoidd, ktery je schopen ovliviiovat hladinu biologicky
aktivnich glukokortikoidi pfimo v tkéni. Lze tak fici, Ze kazda tkan, ve které je
exprimovana 11HSD ma schopnost ménit lokalni koncentraci biologicky aktivnich
glukokortikoidl. Studium funkce tohoto enzymu je klicovou soucasti této prace. Struktura
a funkce tohoto enzymu jsou podrobné popsany v kapitole 1.2.

Dalsi variantou degradace glukokortikoidd je redukce dvojné vazby mezi C4 a C5
enzymem 5oa- ¢ 5PB-reduktasou. Enzymatickou pifeménou dochazi k tvorbé
dihydrokortizonu eventueln¢ dihydrokortizolu s naslednou redukci 3-0x0 skupiny
prostfednictvim enzymu 3o-hydroxysteroiddehydrogenasy na tetrahydrokortizol (THF), ¢i
tetrahydrokortizon (THE). THF a THE jsou rychle konjugovany s kyselinou glukuronovou
a nasledné vylouceny moci. Tyto hormony piisobi pfedevsim v hepatocytech a snizuji

hladinu témé& viech steroidnich hormont, které obsahuji A*-3-ketoskupinu. Za
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fyziologickych podminek ptevazuje reduktdzova 5f aktivita nad aktivitou Sa a to piiblizné
v poméru 2:1. Hlavni funkci tohoto enzymu je ochrana organizmu pfed nadmérnymi
hladinami cirkulujicich steroidnich hormont. Kromé této funkce miizou mit tyto enzymy
specifickou funkci i v v jinych tkanich, napf. v mozkové tkani konvertuje 5a-reduktasa
testosteron na vice G¢inny androgen 5a-dihydrotestosteron [5]

Dalsim zpusobem metabolismu glukokortikoidii je redukce 20-0x0 skupiny
prostiednictvim 20a-/20B-hydroxysteroiddehydrogenasy (200/BHSD), ¢imz dochazi
k tvorbé kortoli a kortolond. Oba enzymy kromé degradacni pfemény steroidu v jatrech
maji i celou fadu fyziologickych funkci v dalSich tkanich. Mimo jiné byla jejich exprese
prokazana v celé tad¢é tkani, jako napt. ve stievu [6], nadledving [7], vaje¢niku [8],
placenté [9] ¢i varleti [10]. Jejich funkci je také degradace progesteronu na neaktivni 200
¢1 20B hydroxyprogesteron. Vzhledem ke skutecnosti, Ze progesteron je prekurzorem
biologicky aktivnich steroidd, jako jsou androgeny, estrogeny a kortikosteroidy, je
pravdépodobné, ze se 200/BHSD muze podilet na regulaci biosyntézy téchto hormonii.
Vzniklé kortoly a kortolony mohou byt dale metabolizovany oxidaci na pozici C21
prostfednictvim enzymu 21-oxidasy, ¢imz dochazi ke wvzniku extrémné polarniho
metabolitu kyseliny kortolové ¢i kortolonové.

Jinou alternativu degradace steroidu piredstavuje hydroxylace na pozici C6
prostfednictvim enzymu 6B-hydroxylasy za vzniku 6B-hydroxykortizolu, ¢&i 6p-
hydroxykortizonu. Zkoumanim vyznamu jednotlivych enzymi na degradaci kortizolu, bylo
zjisténo, zZe piiblizn¢ 50% kortizolu je vylou¢eno moci ve formé 5pB-tetrahydrokortizolu,
5a-tetrahydrokortizolu a tetrahydrokortizonu, 25% ve formé kortolu ¢i kortolont, 10 % ve
formé C19 steroidli a 10 % jako kyselina kortolova ¢i kortolonova. Zbylych 5% tvofi

nekonjugované steroidy.
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Obr. 2.1 Schéma metabolismu glukokortikoidnich hormoni. Prevzato z [11]
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2.1.3. Mechanismus uéinku

V regulaci tvorby endogennich glukokortikoidd hraje klicovou roli osa
hypotalamus — hypofyza — nadledviny (HPA). Tato osa piedstavuje zakladni
neuroendokrinni systém podilejici se na homeostaze a je kliCovym prvkem adaptace
organismu na stres. Sklada se ze tii hlavnich ¢asti, prvni ¢ast predstavuji neuroendokrinni
neurony paraventrikuldrniho jadra hypotalamu, druhou c¢asti jsou kortikotropni buiky
adenohypofyzy a posledni ¢asti jsou bazofilni bunky ktry nadledvin. V hypotalamu, na
urovni paraventrikularniho jadra, dochazi na podkladé stimulace jednotlivymi neuralnimi,
endokrinnimi a cytokinovymi signaly k uvolovani corticotropin releasing hormonu
(CRH) z neuroendokrinnich neurond. Axony téchto neurond konéi v oblasti cév portalniho
hypotalamo-hypofyzarniho fecisté. Efektorovou tkani CRH jsou bazofilni bunky
adenohypofyzy, kde stimuluje tvorbu a sekreci hormonu adrenokortikotropinu (ACTH)
jeho syntézou z prekurzorové molekuly proopiomelanokortinu. Adrenokortikotropin
nasledné stimuluje syntézu a sekreci kortizolu v zona fasciculata kiry nadledvin. Vlastni

glukokortikoidni uc¢inek je zprosttedkovan pomoci glukokortikoidniho receptoru (GR).

2.1.4. Glukokortikoidni receptor

Glukokortikoidni receptor patii do skupiny nuklearnich receptord podrodiny 3 a je
exprimovan prakticky ve vSech tkanich. V nepfitomnosti ligandu se nachdzi v cytosolu
bunky v komplexu s chaperonovymi proteiny hsp90, hsp70 a hsp90-vazajicimi
imunofiliny. Diky vazbé s témito proteiny jsou ,,piekryty” oblasti GR nutné pro piestup
jadernou membranou. GR vykazuje vysokou afinitu ke kortizolu a po jeho navdzani na
receptor dochazi k disociaci vySe uvedenych molekularnich chaperonti. Lidsky gen pro
glukokortikoidni receptor je lokalizovan na jednom lokusu na chromozomu 5q 31-32. Gen
pro lidsky GR se sklada z deviti exonil, jejichZ alternativni sestfih vede ke vzniku rliznych
izoforem. Za vznik izoforem jsou odpovédné exony jedna a devét. Exony dva az osm jsou
neménné. Fyziologicky nejvyznamnéjsi jsou dvé mozné izoformy vznikajici alternativnim
sestithem exonu 9. Izoformy jsou b&zné nazyvané jako GR-a a GR-B. Ob¢ varianty maji
shodnou strukturu od amino konce az k pozici 727, dale se struktura obou izoforem lisi.
Izoforma GR-a.obsahuje na svém karboxylovém konci sekvenci 50 aminokyselin,
izoforma GR-p obsahuje na svém karboxylovém konci zcela odlisSnou sekvenci
15aminokyselin. Izoforma a glukokortikoidniho receptoru vaze s vysokou afinitou

kortizol, DNA a dalsi transkripni faktory, po jejich navazani ptrechazi rychle do
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bunécného jadra, kde se vaze na specifické oblasti DNA a ovliviiuje tak pfimo transkripci
cilovych genti. Je mozné, ze GR-a se podili i na negenomickych ucincich glukokortikoidu.
Izoforma glukokortikoidniho receptoru B nema schopnost vazat glukokortikoidy a nepodili
se tak na pfimych genomickych ucincich glukokortikoidti. Protein izoformy B je schopen
tvofit heterodimery s izoformou a a tim zasahovat do jeji funkce. Relativni hladiny obou
izoforem jsou tkanove i individudln€ odlisné, vSeobecné lze fici, Ze pfevazuje izoforma a
nad izoformou B. Pomér obou izoforem je pravdépodobné spoluodpovédny za senzitivitu
cilovych bun¢k ke glukokortikoidiim, kdy zvysSena relativni hladina GR-p pravdépodobné
vede ke glukokortikoidni rezistenci [12] . Dale bylo prokazano, ze zanétlivé cytokiny TNF-
a a IL-1B mohou selektivné zvySovat relativni hladiny GR-B, coz ma za nasledek snizeni
glukokortikoidniho u¢inku a ptedstavuje tedy regulaéni mechanismus zanétlivého
procesu[13, 14]. Exon 1 dava moznost vzniku 3 izoforem 1A,1B a 1C které jsou
pravdépodobné funkéné odlisné, jelikoz bylo prokazano, ze u linie T lymfoblastti aplikace
dexametasonu zvySuje produkci vSech tii izoforem stejnou mérou, zatimco u linie
B lymfoblastii podavani dexametasonu snizuje tvorbu izoforem v rizném poméru [15, 16] .
Skutecnost, Ze translace na exonu 2 muze byt zahajena na riznych pozicich mé za nasledek
vznik dalSich izoforem GR. Translaci od prvniho kodonu methioninu v. GR mRNA
vznikaji proteiny slozené ze 777 aminokyselin v pifipadé GR-o (GRa-A) a 742
aminokyselin v ptipadé GR-p (GRB-A). Translaci od druhého kodonu metioninu vznikaji
proteiny se 751 aminokyselinami (GRa-B) a 716 aminokyselinami (GRB-B). Jak bylo
prokazano v in vitro studiich, je mezi témito izoformami vyznamny funkéni rozdil. V
téchto studiich ma GRa-B piiblizné dvojndsobnou biologickou aktivitu ve srovnani
s GRa-A(26). Ob¢ izoformy jsou v riiznych typech bun€k exprimovany rozdilng, coz
svédéi o jejich odlisné funkci in vivo [17].Vzhledem k tomu, Ze translace muze byt
zahdjena také na dalSich internich kodonech, mize kromé& uvedenych izoforem vzniknout
jeste Sest dalsich (C1, C2, C3, D1, D2, D3). Funk¢ni odlisnosti téchto jednotlivych
1zoforem, nejsou doposud detailné popsany.

GR jsou pfedmétem posttranslacnich modifikaci, které nasledné mohou meénit
transkripéni aktivitu vlastniho glukokortikoidni receptoru. Tato modifikace probiha
prostfednictvim fosforylace serinovych rezidui, které¢ jsou fosforylovany za rGznych
okolnosti enzymy cyklin-dependentni kinasou, nebo mitogenem aktivovanou protein
kinasou [18]. Lidsky GR ma nejméné pét serinovych rezidui (S113, S141, S203, S211,

S226) Nekteré seriny jsou fosforylované pouze v piipad€ navézani ligandu na GR, jiné
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jsou fosforylovany bez zavislosti na navdzani ligandu. Specifické kombinace
fosforylovanych serinti ovliviiuji transkripéni aktivitu GR. Déle bylo prokazano, ze
sumoylace (navazani malych ubiquitin asociovanych proteini) glukokortikoidniho

receptoru zvySuje jeho transkripéni aktivitu [19, 20].

2.1.5. Intracelularni pifenos glukokortikoidniho signalu

Existuji nejméné tii zplsoby intracelularniho pfenosu glukokortikoidniho signalu.
V piipadé prvni tzv. genomické cesty dochazi po navazani ligandu na GR k translokaci
komplexu ligand/receptor do bunécného jadra, kde se ve form¢ homodimeru GR/GR vaze
do specifickych sekvenci v promotorové oblasti DNA nazyvané Glucocorticoid
Responsive Element (GRE). Tim dochazi k ovlivnéni koaktivatorovych ¢i korepresorovych
proteind, které méni strukturu chromatinu a tim facilituji (napt. IL-10) nebo inhibuji (napf.
osteokalcin) stavbu zakladniho trasnkripéniho pochodu a zahajeni trasnkripce RNA
polymerazou II. V piipad¢ inhibice transkripce navazanim komplexu GR/ligand byva tato
oblast DNA ozancovana jako negativni GRE (nGRE). Po odeznéni signalu je GR
exportovan zpét do cytosolu, kde je ndsledné¢ proteaso-ubikvitinovym systémem
degradovan.

Druhou moznosti intracelularniho pienosu glukokortikoidniho signalu je interakce
komplexu GR/ligand s jinymi transkripénimi faktory navazanymi na patfiénych usecich
DNA. Disledek této interakce na transkripci cilovych genli mize byt jak synergisticky (B-
kasein), kdy dochazi ke zrychleni transkripéniho procesu, tak supresivni. V piipade
supresivniho U¢inku byly popsany dva mechanismy. Prvni, kdy komplex receptor/ligand
uvolni transkripéni faktor od DNA a tim je zastavena transkripce (IL-8), druhy, kdy
navazani komplexu GR/ligand na transkripéni faktor vede k zastaveni transkripce, bez
uvolnéni vlastniho transkripéniho faktoru z DNA.

Ttetim zpusobem pienosu glukokortikoidniho signalu je pfenos prostiednictvim
membranovych receptord a s nimi spfazenych sekundarnich poslt [21]. Tento zptisob byva
nazyvan jako negenomicky mechanismus u¢inku glukokortikodf. Specifikum tohoto
zplisobu pfenosu signdlu ve srovnani ostatnimi spociva ve vysoké rychlosti odezvy, ktera

je v fadu vtefin az minut.
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2.1.6. Glukokortikoidy a modulace zanétlivého procesu

Glukokortikoidy predstavuji jeden z kli¢ovych modulacnich mechanismi v regulaci
zénétlivého procesu a imunitni reakce, nebot predstavuji efektorovy prvek osy
hypotalamus, hypofyza, nadledviny, ktera je prostfednikem mezi centralnim nervovym
systétmem a soucdstmi vrozené¢ho a ziskaného imunitniho systému. Regulacni Uc¢inek
glukokortikoidl v zanétlivém procesu je velmi komplexni. Je naptiklad znadmo, ze nekteré
prozanétlivé cytokiny maji schopnost aktivovat periferni nociceptory a aktivace téchto
nociceptori ma za nasledek pienos signalu cestou nervovych drah bolesti do centralniho
nervového systému, coz ma za nasledek aktivaci osy hypotalamus, hypofyza nadledviny.
Na konci této osy se nachdzi zvySend hladina glukokortikoidd, které svym Ucinkem
inhibuji tvorbu cytokini a medidtorii zanctu a tim piedstavuji negativni zpétnou vazbu. Je
vSeobecné znamo, Ze porucha funkce osy hypotalamus, hypofyza, nadledviny jak ve
smyslu  hypoaktivity, tak ve smyslu hyperaktivity ma za nasledek zavazné zmény
v zanétlivé odpoveédi a imunitni reakci [22, 23]. Neadekvatni hyperaktivace této osy jak
V pfitomnosti, tak nepfitomnosti zanétlivého procesu (bolest, emoc¢ni trauma, kaloricka
restrikce), ma za nasledek neadekvéatni reakci imunitniho systému ve smyslu imunosuprese
a vys§i nachylnost kinfekcim [24]. Naopak, neadekvatné nizka aktivita této osy
vyznamnym zpusobem zhorSuje prubéh zanétlivého procesu. Je naptiklad znamo, ze
pacienti s Addisonovo chorobou vyzaduji v prubéhu tézkych zanétlivych onemocnéni
substituci glukokortikoidnich hormonil, mimo jiné jako prevenci cytokinové toxické reakce
[25]. V terapeuticky uZzivanych davkach maji glukokortikoidy vyrazny protizanétlivy
ucinek. Naproti tomu hladiny endogennich glukokortikoidii maji ucinky spise
imunomodulacni, neZ Cist¢ imunosupresivni. V zavislosti na ddvce a nafasovani mohou
mit jak imunosupresivni, tak imunostimula¢ni uUc¢inky. Hladina endogennich

glukokortikoidt je zavisla prave na ose hypotalamus, hypofyza, nadledviny.

2.1.7. Protizdnétlivé regulaéni ucinky glukokortikoida

Glukokortikoidy mohou vyznamnym zplisobem ovliviiovat celou fadu zanétlivych
drah. Glukokortikoidy mohou naptiklad inhibovat tvorbu prostaglandini tfemi na sobé
nezavislymi mechanismy. Prvnim mechanismem je indukce a aktivace proteinu annexinu 1.
Annexin I, nazyvany také jako lipocortin-1 je protizanétlivy protein, ktery ptisobi pfimo na
cytosolovou fospolipdzu A2a (cPLA2a). Po fosforylaci a tim aktivaci tohoto proteinu

dochdzi k jeho pfesunu z cytosolu do perinuklearni membrany, kde hydrolyzuje fosfolipidy
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obsahujici arachidonovou kyselinu. Arachidonova kyselina je nasledné konvertovana na
prostaglandiny, tromboxany, prostacykliny a leukotrieny. Glukokortikoidy indukovany
annexin [ inhibuje cPLA2a, a blokuje tak uvoliiovani arachidonové kyseliny. Geneticky
upraveny kmen mysi S chyb&jicim genem pro annexin I, ma zvysenou hladinu cPLA2a,

rrrrr

zvySenou zanétlivou odpovéd’ a cCéasteCnou rezistenci k protizanétlivym G¢inktim
MAPK (mitogenem aktivovana proteinkinasa) fosfataza 1. Tento enzym, ktery muze byt
indukovan a aktivovan glukokortikoidy, defosforyluje a inaktivuje Jun-N terminalni
kinazy, a vSechny enzymy ze skupiny MAPK, ¢imz sekundarné dochézi také k inhibici
cPLA2a. Komplex GR/ligand také piimo ovliviluje funkci transkripéniho nukledrniho
faktoru kB (NF-kB) tim, Ze blokuje jeho transkrip¢ni aktivitu [29, 30]. V neaktivni podobé
se NF-kB nachézi v bunécné cytoplazmé v komplexu s inhibi¢nim proteinem IxB. Cela
fada podnétii véetné prozanétlivych cytokini ma za nasledek spusténi kaskady, na jejimz
konci je fosforylace 1kB nasledkem ¢ehoz dojde k jeji ubiquitinizaci a degradaci. Tim
dojde k aktivaci proteinu NF-kB a jeho piestupu do bunééného jadra. V jadie se NF-xB
vaze na sekvence DNA nazyvané NF-«kB elements, ¢imz dochazi ke stimulaci transkripce
cel¢ fady prozanétlivych cytokind, chemokinti, adhezivnich molekul, faktori
komplementu a receptorii pro tyto molekuly. NF-kB také indukuje transkripci enzymu
cyklooxygenasy-2, ktery je klicovy pro tvorbu prostaglandint [31]. Inhibice
glukokortikoid. Kromé inhibice NF-xB, glukokortikoidy vyznamnym zptisobem ovliviiuji
celou fadu dalSich prozanétlivych transkripcnich faktori. V poslednich letech piibyva
dikazli o ovlivnéni zanétlivého procesu glukokortikoidy negenomickou cestou. Nejvice
prozkoumanym mechanismem je aktivace inducibilni NO synthasy (iNOS). V lidskych
endotelovych bunikach glukokortikoidy stimuluji aktivitu enzymu phosphatidylinositol-3-
hydroxykinasy (PI3K) zpisobem, ktery je nezavisly na transkripci. Aktivace PI3K vede
k fosforylaci protein kinasy B, ktera nasledné aktivuje NOS.

2.2 .Periferni metabolismus glukokortikoidu

2.2.1. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa
11B-hydroxysteroiddehydrogenasa (EC 1.1.1.146, 11B-hydroxysteroid: NAD(P)*-

11-oxidoreduktasa, 11HSD) je klicovym enzymem prereceptorového metabolismu

glukokortikoidl. Jedna se o mikrosomdlni enzym, ktery katalyzuje vzajemnou pieménu
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biologicky aktivnich glukokortikoidt (kortizol u ¢lovéka, kortikosteron u hlodavct) na
jejich neaktivni 11-oxo derivaty (kortizon u ¢lovéka, 11-dehydrokortikosteron u hlodave).
11-oxiddazova aktivita tedy snizuje lokdlni koncentrace biologicky aktivnich
glukokortikoida a 11-reduktazova aktivita ji naopak zvysuje. 11HSD se vyskytuje ve dvou
zcela odlisnych formach vykazujicich pouze 14ti procentni identitu [32] a liSicich se
fyziologickou roli, regulaci a tkanovou distribuci. 11HSD2 je nejvice podobna 17f-
hydroxysteroiddehydrogenaze, se kterou je identicka ze 45 procent [33]. 11HSD a jeji
oxida¢ni ucinek na kortizol a kortikosteron byl poprvé popsan v padesatych letech
minulého stoleti v hepatocytech [34], avSak v této dob¢ byla tomuto enzymu pfisuzovana
pouze role pii odbourdvani glukokortikoidli. V nasledujicich letech byl tento enzym
popsan také v dalSich tkanich, napf. v placenté [35], ledvinach [36, 37], plicich a varlatech
[36]. Na konci Sedesatych let byla popsana reduktazova aktivita enzymu v jatrech [38]. Na
pocatku 70. let bylo objeveno, Ze ke konverzi kortizolu na kortizon dochazi ve zna¢né miie
také v ledvinach [39]. V osmdesatych letech minulého stoleti byla purifikovana 11HSD
z krysich hepatocyti a byla popsana jeji oxo-reduktazova funkce [40]. Na konci
osmdesatych let dvé skupiny nezavisle na sob¢ urc€ily fyziologickou roli 11HSD2 [41, 42],
¢imz byl vyfesen tzv. paradox mineralokortikoidnich receptort. Podstatou tohoto paradoxu
bylo, ze in vitro vy¢istény mineralokortikoidni receptor vaze s podobnou afinitou jak
aldosteron, tak i kortizol a kortikosteron, ale in vivo vaze selektivné pouze aldosteron a to
1 pfes to, ze hladiny glukokortikoidii nékolikanasobné pfevysuji hladiny aldosteronu. Obé&
dvé prace dokazaly, Ze za tento jev neni odpovédnéd specifita mineralokortikoidniho
receptoru, jak se do t¢ doby mylné predpokladalo, ale pravé ¢innost 11HSD. Jeji 11-
oxidazova aktivita ma za nasledek preménu kortizolu a kortikosteronu na kortizon a 11-
dehydrokortikosteron, jejichZ afinita k mineralokortikoidnimu receptoru je vyrazné€ nizsi
nez afinita aldosteronu, ktery nemize slouzit jako substrat pro 11HSD jelikoz obsahuje
11,18-hemiacetalovou vazbu. V roce 1989 byla vyizolovana a podrobné popsana forma
11HSD1 [43]. Jiz v této dobé se zacaly objevovat teorie o existenci druhé izoformy tohoto
enzymu [44]. 11HSD2 byla poprvé naklonovana a podrobné popsana v roce 1994 [33].

V nésledujicim obdobi byla podrobné zkouména tkanova distribuce obou forem 11HSD.
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2.2.2. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa 1

Forma 11HSDI1 se vyskytuje ve vétsin€ tkani, jednd se o glykoprotein
s jednondsobnou membranovou doménou a jeho molekulovd hmotnost je 34kDa. 11HSD1
vykazuje jak reduktazovou, tak oxidazovou aktivitu. Jeji Ky, in vitro je vice nez o fad vyssi
nez u 11HSD2 a jako kofaktor preferuje NADP*/NADPH. Vétsina praci in vivo ukazuje,
ze 11HSDI pracuje pievazné jako reduktaza, tj. ve tkanich lokaln¢ zvySuje koncentraci
biologicky aktivnich glukokortikoidi redukei jejich 11-oxo derivati obsazenych v plazmé.
Tato skute¢nost byla prokazana napiiklad na buné¢nych kulturach hepatocyti [45],
adipocytii [46] a tad¢ dalSich bunéénych kultur. Dehydrogenazova aktivita byla naproti
tomu prokazana in vitro v bezbunééném prostiedi [47] a ha bunécnych homogenatech, tedy
v piipadech, kdy doslo k poruseni integrity bun€k. Gen pro lidskou HSD1 se nachézi na
prvnim chromozomu (1g32-41), sklada se z 6 exont a délka celé jeji cDNA je 1,4kb. Role
11THSD1 byla zkoumana u ftady zanétlivych onemocnéni. VétSina praci vSak byla
koncipovana jako studie in vitro na tkanovych kulturach, fyziologicky vyznamnéjSich
studii in vivo bylo provedeno velmi malo a jejich vysledky nejsou zdaleka tak jednoznacné

jako u studii in vitro na tkanovych kulturach.

2.2.2.1. ,Set-point*“ 11HSD1

Jako bylo wuvedeno vySe, 11HSD1 vykazuje jak reduktazovou, tak
dehydrogendzovou aktivitu. Regulace ,set-pointu” glukokortikoidniho metabolismu
prostiednictvim 11HSD1 (oxidace vs. redukce), byla doneddvna nejasna. Jiz od pocatku
90. let byla mozna role v této regulaci ptisuzovana dostupnosti kofaktoru [48], eventuelné
vzajemnému poméru NADP*/NADPH. In vitro studie s rekombinantni glukoza-6-fosfat-
dehydrogendzou prokézaly, ze se zménou tohoto poméru ve prospéch NAPDH dochézi
k signifikantnimu narGstu reduktazové aktivity a naopak [48, 49]. Mezitkanové rozdily ve
funkci 11HSDI1 by tedy mohly byt vysvétleny rozdilnou dostupnosti NADPH, eventuelné
pomérem NADP*/NADPH. Tato oblast byla v poslednich letech pfedmétem intenzivniho
vyzkumu.

Hlavnim zdrojem NADPH v buiice za fyziologickych podminek je enzym
pentézového cyklu, glukoza-6-fosfatdehydrogenasa (G6PDH), ktera oxiduje glukoza-6-
fosfat na 6-fosfoglukonat, pficemz zaroven redukuje NADP' na NADPH. Nabizi se proto
teorie, ze GOPDH by mohla hrat vyznamnou ulohu v regulaci ,,set-pointu* 11HSDI. Tato

teorie byla ovSem hned zpocatku vyvracena [50]. Hlavnim divodem, pro¢ NADPH
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produkovany G6PDH nemtize byt vyuzit pro ¢innost 11HSD1, je jeho lokalizace. GODPH
je cytosolarni enzym, kdezto 11HSDI1 enzym mikrosomalni a NADPH neni schopen
prechéazet pres membranu endoplazmatického retikula. Pozornost tak byla obracena na jiny
enzym a sice, mikrosomalni enzym hexosa-6-fosfat-dehydrogenaza (H6PDH). Ten je
odpovédny za prvni dvé reakce endoluminalniho pentézového cyklu, pficemz podobné
jako G6PDH produkuje NAPDH z NADP™. H6PDH byl nalezen ve vétsiné lidskych tkani,
mimo jiné v jatrech, placenté, ledvinach, thymu, pankreatu, plicich, kosternim svalu,
Vv bilych krvinkach a mnoha dalSich [51-54]. V souCasné dobé existuje cela fada praci,
prokazujicich, ze HOPDH je nezbytna pro reduktazovou aktivitu 11HSDI1 a ze vyznamnym
zptisobem ovliviiuje ,,set-point* 1 1HSD. Tato skutecnost byla prokdzana jak ve studiich in
vitro provedenych na intaktnich adipocytech a hepatocytech [55], tak také in vivo. Veliky
pfinos pro vyzkum této oblasti méla studie provedend na pacientech se syndromem
nedostatku redukce kortizonu [56]. Za pfi¢inu tohoto stavu byla puvodné povaZovana
mutace genu pro 11HSDI1. Jak se vSak v této praci ukazalo, u nékterych pacientl trpicich
touto poruchou byla syntetizovana takova forma 11HSDI1, kterd se nachézi i u zdravych
jedincti. PodrobnéjSim genetickym vySetfenim téchto pacienti byla u vSech zjiSténa
mutace v genu pro H6PDH. Jednim z poslednich dikazt je také studie provedend na
,Knock-out” mysi s nefunkénim genem pro H6PDH [57]. U tohoto zvifete nedochazi ke
konverzi 11-dehydrokortikosteronu na kortikosteron a naopak dochazi ke vzestupu
koncentrace 11-dehydrokortikosteronu. Je tedy ziejmé, ze mezi funkci 11HSD1 a
pentézovym cyklem resp. HOPDH je 0zkd souvislost, a Ze dostupnost kofaktoru hraje

klicovou roli pro smér reakce 11HSDI.

2.2.3. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa 2

11HSD2 se v organismu vyskytuje piredev§im v mineralokortikoidnich cilovych
tkanich [33] a vplacent¢ [58, 59]. Tato izoforma vykazuje tadové niz$i K pro
glukokortikoidni substrat, jako kofaktor vyuzivi NAD® a pracuje pouze jako
dehydrogenéza, tj. snizuje ve tkanich lokalni koncentraci glukokortikoidi. Diky této své
vlastnosti brani 11HSD2 navazani biologicky u¢innych glukokortikoidi (kortizol) na
mineralokortikoidni receptory (MR). To ma velky fyziologicky vyznam, nebot MR
vykazuji téméF stejnou afinitu ke Kkortizolu (kortikosteronu) i aldosteronu [60]. Gen pro
lidskou 11HSD?2 je umistén na chromozomu 16, obsahuje 5 exontl a cely protein se sklada

ze 405 aminokyselin.
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Organova distribuce 11HSD?2 je v soucasnosti podrobné zndma. Tato izoforma byla
nalezena naptiklad v ledvinnych sbérnych kanalcich a distalnich tubulech [61],
epitelovych burikach tra¢niku [62], v epitelovych buikach slinnych zlaz [63], placenté [58,
59] a nékterych typech nadorovych bun¢k [64-66].

2.2.4. Tkanové distribuce a organoveé specifické funkce 11HSD
2.2.4.1.tukova tkan

V tukové tkani je exprimovana 11HSD1 a to pievazné preadipocyty a bunkami
stromatu a jeji aktivita je schopna ménit tkanovou hladinu biologicky aktivnich
glukokortikoidd [46, 67]. Jiz dlouhou dobu je znamo, ze glukokortikoidy maji vyznamny
vliv na diferenciaci, distribuci a funkci tukové tkdné a jsou schopny regulovat expresi
mnoha ruznych gent napiiklad leptinu [68], lipoproteinové lipasy [69], hormon-sensitivni
lipasy [70], PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor) [71] a tim pfispivaji
k regulaci uvoliiovani volnych mastnych kyselin do krevniho feciste.

Bylo prokazano, Ze nadbytek glukokortikoidi zpusobuje obezitu centralniho typu.
Tento typ obezity vyznamné zvySuje kardiovaskularni riziko a je ¢asto spojen s ptedCasnou
smrti. Je prokazano, ze obezita centralniho typu (resp. zvySené mnozstvi omentalniho tuku)
vyrazné zvySuje pravdépodobnost snizené glukozové tolerance a inzulinové rezistence
[72]. Centralni typ obezity se vyskytuje u pacientll s Cushingovym syndromem a je také
jednim z typickych piiznakli metabolického syndromu. Vzhledem k této skutecnosti se
nabizi souvislost mezi prereceptorovym metabolismem glukokortikoidii a tukovou tkani.
Bylo zjisténo, Ze kortizol indukuje pfeménu preadipocyti na adipocyty [73]. Jednim
z mechanismt rozvoje tukové tkané je prave tato diferenciace. Na zéklad¢ vySe uvedenych
poznatki byla méfena aktivita 11HSD1 v omentalni a subkutdnni tukové tkani. Toto
srovnani ukazalo vyznamné zvySenou aktivitu 11HSDI1 v omentalni tukové tkéni oproti
tkani subkutanni [46]. Tato aktivita se jesté zvysSila pii aplikaci kortizolu. V tomto procesu
diferenciace hraje klicovou roli pravé 11HSDI1, coz bylo prokazano podanim inhibitoru
11HSD, které zplsobilo zastaveni této diferenciace a naopak i1 podani neaktivniho
kortizonu vedlo ke stejnému nartistu diferenciace preadipocytll v adipocyty jako pii podani
stejného mnozstvi kortizolu [50]. Tuto teorii potvrzuji také prace provedené na geneticky
modifikovanych zvifatech. U transgenni mysi s nadmérnou expresi 11HSD1 v tukové tkéni
dochazi k rozvoji obezity centralniho typu, rozvoji inzulinové rezistence, glukdzové

intolerance, dyslipidemie a hypertenze [74]. Naopak u zvitat s ,,knock-out“ genem pro
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11HSD1 v tukové tkani, nedochazi k rozvoji obezity viscerdlniho typu ani pfi dieté
s vysokym obsahem tukii a nedochazi k rozvoji inzulinové rezistence [75]. Dalsi prace
provedend na mysi s nadmérnou expresi 11HSDI v jatrech, ukézala, ze u téchto zvirat
dochazi k rozvoji inzulinové rezistence a zvyseni arteridlniho krevniho tlaku, ovSem bez
rozvoje obezity [76]. U mysi se zvySenou expresi 11HSD2 v tukové tkani nedochazi
Kk rozvoji obezity ani na vysokoenergetické dieté s vysokym obsahem tuki a navic dochazi
ke zvySeni inzulinové senzitivity a glukézové tolerance [77]. VySe uvedené poznatky
napovidaji, Zze periferni metabolismus glukokortikoidli hraje vyznamnou roli pfi rozvoji
centradlniho typu obezity a metabolického syndromu a jeho ovlivnéni by mohlo byt
terapeuticky vyuzito. Pfi pouziti specifického inhibitoru 11HSDI1 u mysi s metabolickym
syndromem vyvolanym dietou, dochazi ke sniZzeni télesné hmotnosti, sniZzeni piijmu
potravy, snizeni plazmatické hladiny glukdzy, triglycerid a cholesterolu, ke sniZeni
inzulinové rezistence a ke zpomaleni procesu aterogeneze [78]. Podavani stejného
inhibitoru mys$i s diabetem druhého typu zvySuje glukézovou toleranci a snizuje

plazmatickou hladinu glukézy a triglyceridi.

2.2.4.2. kostni tkan

Je dokazano, ze podavani vysokych davek glukokortikoidi zplisobuje osteoporozu
[79]. Glukokortikoidy vyvolana osteopordza byla u pacientit s nadbytkem glukokortikoidu
poprvé popsana jiz ve 30. letech minulého stoleti samotnym H. Cushingem [80] a v dalsich
desetiletich byl uéinek nadbytku glukokortikoid na kostni tkan podrobné prozkouman a
popsan [81]. Jiz dlouhou dobu je znam Géinek glukokortikoidi na proliferaci a diferenciaci
jak osteoblastti, tak osteoklastll. Na zéklad¢ vySe uvedenych faktl, byl podrobné studovan
periferni metabolismus glukokortikoidl v kostni tkéni. Exprese 11HSD1 byla prok4zéana
Vv bunénych kulturach osteoblasti [82] a Vv buiikach zdravé dospélé kosti, tedy
v osteoblastech a osteoklastech [83]. Exprese 11HSD2 byla prokazana v lidskych a
potkanich buné¢nych liniich osteosarkomu [82, 84, 85]. Dale bylo zjisténo, Ze stimulace
prozanétlivymi cytokiny, konkrétné interleukinem-1f (IL-1B) a tumor-nekrotickym
faktorem o (TNF-a), vede ke zvySeni aktivity 11HSDI1 a k inhibici 11HSD2 [86].
Ptredpoklada se, ze tento mechanismus by mohl hrat klicovou tlohu pti vzniku zanétlivé
periartikularni osteopordézy u déti. Déle bylo prokdzéano, ze podavani glukokortikoid
zpusobuje narlst aktivity a exprese 11HSD1 v zavislosti na davce a délce podavani [87].

Ve stejné praci bylo pomoci primarnich kultur zjisténo, ze aktivita 11HSDI1 stoupa
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s vékem. Je tedy pravdépodobné, ze 11HSDI1 hraje zdsadni roli pfi rozvoji stafecké a

glukokortikoidy indukované osteoporozy.

2.2.4.3.0ko

Je zndmo, ze nadbytek glukokortikoidid zplisobuje zvySeni nitroo¢niho tlaku a
periferni metabolismus glukokortikoidl tak miize hrat vyznamnou roli v patogenezi a 1écbé
glaukomu. Forma 11HSD1 byla prokdzana v rtiznych castech lidského oka, mimo jiné,
také v ciliarnich bunkach [88, 89]. Dale bylo zjisténo, ze pomér Kortizol/kortizon je
nékolikandsobné¢ vyssi v nitroocni tekutiné, nez v plazmé¢. Pfi lokdlnim podéni
nespecifického inhibitoru 11HSD zdravym dobrovolnikim doSlo po sedmi dnech
K poklesu nitroo¢niho tlaku o cca 20 procent [90]. Da se tedy piedpokladat, ze lokalni
podavani specifického inhibitoru 11HSD1, by mohlo byt v budoucnosti velikym pfinosem

pti 1écbe glaukomu.

2.2.4.4.Ledviny

Exprese 11HSD v ledvinnych buikéach je druhové rozdilnd. U potkana byla
technikou in situ hybridizace 11HSDI prokazana v proximalnich tubulech ktry ledviny a
v intersticialnich bunkach diené¢ [91, 92]. Exprese 11HSD1 nebyla naopak prokazana
v distalnich tubulech, sbérnych kanalcich a aldosteron senzitivnich buinikach [93-95].
Exprese izoformy 11HSD2 byla naopak prokazana ve sbérmém kandlku ledviny a také
v distalnich tubulech, tedy v oblastech které jsou bohaté na mineralokortikoidni receptory a
funguje zde tedy jako ochrana téchto receptorti pred nadmérnou stimulaci glukokortikoidy.
Bylo prokazano, ze aktivita 11HSD v ledviné se méni v priibéhu postnatalniho vyvoje, kdy
aktivita enzymu stoupa s postnatalnim vékem [96]. Izoforma 11HSD2 hraje dulezitou
fyziologickou roli jiz v prenatalnim obdobi [97, 98].

Obe¢ izoformy 11HSD jsou regulovany celou fadou mechanismt. A tato regulace je
ziejme soucasti celé¢ fady fyziologickych regulacnich procest. In vitro bylo naptiklad
prokazano, Ze aktivace enzymu adenylatcyklasy vede k zvySeni exprese mRNA 11HSD2,
zvySené hladin€ proteinu samotného enzymu a tento Ucinek je inhibovan v pfitomnosti
aktivatoru proteinkinasy C tetradekanoylphorbolacetatu. [99].

Podavani estradiolu potkanim po gonadektomii mélo za nasledek zvySeni
dehydrogenazové aktivity a vzestupu exprese 11HSD1 a poklesu exprese 11HSD2
Vv ledvinach [100].
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2.2.4.5.Jatra

Exprese 11HSD1 byla prokazana v jaterni tkani u Cloveéka i hlodavci. Pro tuto
izoformu je charakteristicka centripetalni lokalizace s maximem Vv oblasti okolo centralni
zily [101]. 11HSD1 ma vyznamnou roli v regulaci glukoneogeneze prostiednictvim
enzymu glukosa-6-fosfatasy a fosfoenolpyruvat-karboxykinasy, coz bylo prokazano
pomoci experimentu na mySim kmenu s ,knock-out“ genem pro 11HSDI1. Zatimco
u kmene s expresi 11HSD1 vedla restrikce potravy k vzestupu glukoneogeneze, u kmene
s ,,knock-out™ genem 11HSD1 ziistala glukoneogeneze beze zmén. Zaroven bylo zjisténo,
ze nadmérna exprese 11HSD1 v mysich hepatocytech ma za nésledek mirnou inzulinovou
rezistenci, dyslipidémii a arterialni hypertenzi. Tato nadmérna exprese v hepatocytech vsak
nevede K rozvoji obezity, ¢imzZ se odlisuje od klasického metabolického syndromu [102].
Dale bylo prokazano, ze chronické jaterni selhani je spojeno se zménami v metabolismu
glukokortikoid. Pti chronické jaterni insuficienci dochdzi k vzestupu poméru 5p-
tetrahydrokortizol, 5a-tetrahydrokortizol/tetranydrokortizon, coz svéd¢i pro relativni

pokles oxidazové a vzestup reduktazové aktivity [103].

2.2.4.6.Placenta
Glukokortikoidy hraji velmi vyznamnou roli pii vyvoji plodu v celém obdobi
prenatalniho Zivota, pfedev§im pak v obdobi organogeneze a pti vyzravani endokrinni osy
hypotalamus — hypofyza — nadledviny [104-106]. Hladina aktivnich glukokortikoidl je
pfitom v matetské krvi vyrazné vyssi, nez v krvi fetdlni. Za tento rozdil je odpovédna
piedevsim placentarni bariéra, ktera omezuje piestup kortizolu z mateiské krve do krve
fetalni. Je zfejmé, Ze touto bariérou je aktivita 11HSD2 [107-109]. Kapacita 11HSD2
V placenté je velmi vysoka (placenta je organem s nejvyssi hustotou 11HSD2 piepoctené
na gram tkan¢) a exprese 11HSD2 postupné narusta s blizicim se terminem porodu [108,
110]. Vyznam této bariéry byl ilustrovan nékterymi experimenty na zvifecich modelech,
kdy zvySena koncentrace biologicky aktivnich glukokortikoidi ve fetalni krvi vedla ke
snizeni porodni vahy a Kk porucham chovani u mladat, ale také vyskytem pozdnich
disledkt, kdy se v dospé€losti u téchto zvifat rozviji hypertenze, hyperinzulinemie a

poruchy chovani [111-113]
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2.2.4.7 Kardiovaskuldrni systéem

Kortikosteroidni hormony vyznamné ovliviiuji nékteré fyziologické funkce
kardiovaskularntho  systému a  to  prostiednictvim  glukokortikoidnich  a
mineralokortikoidnich receptorti. Jak je vSeobecné znamo, velmi vyznamnou roli
Vv regulaci kardiovaskularniho systému ma mineralokortikoid aldosteron. Ten podstatnym
zpusobem pfispiva k regulaci cirkulujiciho krevniho objemu a k regulaci arterialniho
krevniho tlaku prostfednictvim ledvinného jednosmémného transepitelialniho transportu
sodnych iont. Nov¢jsi prace ukazuji, Ze hladina aldosteronu v plazmé pozitivné koreluje
S hypertrofii levé komory [114], vyskytem srde¢niho selhani, mortalitou [115] a
s rozvojem srdecni fibrozy. Tuto skutecnost potvrzuji jak prace experimentalni [116, 117],
tak 1 klinické studie. V téchto klinickych studiich, provedenych na pacientech se srdecnim
selhanim, vedlo podéavani jak selektivniho (eplerenon) tak neselektivniho (spironolakton)
antagonisty aldosteronu k vyraznému poklesu morbidity a mortality [118, 119]. Tyto
skuteCnosti  vedly k podrobnému  vyzkumu ualohy 11HSD2 ve vztahu ke
kardiovaskularnimu systému. Na experimentalnich modelech bylo zjiSténo, ze pfi
hypertenzi dochazi ke zvysSené expresi genu pro mineralokortikoidni receptor a genu pro
11HSD2 [120, 121]. Dale se ukazalo, ze zatimco v epitelové tkani glukokortikoidy
navazané na mineralokortikoidni receptor pusobi jako mineralokortikoidni agonista [122] a
aktivita 1 1HSD2 ,,ochraniuje‘ mineralokortikoidni receptor pted jeho aktivaci endogennimi
glukokortikoidy, ve tkéni srde€niho svalu pravdépodobné plisobi glukokortikoidy jako
mineralokortikoidni antagonista [123-125]. ZvySena aktivita 11HSD2 v srde¢nim svalu
tedy zvySuje mineralokortikoidni Ui€inek a naopak. Tato skute¢nost byla potvrzena praci na
transgenni mysi S nadmérnou expresi 11HSD2 v kardiomyocytech [126]. U téchto zvifat
dochdzi ve zvySené mife k rozvoji srdecni fibrozy, srde¢ni hypertrofie a srde¢nimu selhani,
bez rozvoje arteridlni hypertenze. Podani selektivniho antagonisty aldosteronu (eplerenon)
vedlo ke zmirnéni téchto projevi. Vysledky klinickych studii potvrzuji, ze podavani

vvvvv

selhanim.

2.2.4.8.Syndrom zdanlivého nadbytku mineralokortikoidii
Defekt v prereceptorové konverzi biologicky aktivnich glukokortikoidi na jejich
neaktivni formy vede ke stavu nazyvanému jako syndrom zdéanlivého nadbytku

mineralokortikoidii (Apparent mineralocorticoid excess — AME). Za pti¢inu tohoto stavu je
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povazovana mutace genu pro 11HSD2, jejimz dasledkem je zddnd nebo nedostate¢na
aktivita 11HSD2. Poprvé byla tato teorie vyslovena na konci 70. let [127].
Patofyziologickym podkladem tohoto onemocnéni je nedostatecnda ochrana
mineralokortikoidniho receptoru pied glukokortikoidy (viz vyse). AME je charakterizovan
tézkou hypertenzi a hypokalemii, pfi soucasn¢ nizkych plazmatickych hladinach reninu a
aldosteronu [128, 129]. Mezi dalsi klinické pfiznaky tohoto syndromu patii nedostatecny
intrauterinni vyvoj, Spatné postnatalni prospivani, mala postava a polyurie. Lécba tohoto
onemocnéni spoc¢iva piedevsim v celozivotni suplementaci kalia, v podavani antagonisty

mineralokortikoidniho receptoru spironolaktonu a v podavani kalium Setficich diuretik.

2.2.4.9.11HSD a malignity

Glukokortikoidy obecné inhibuji bunécnou proliferaci a stimuluji bunécnou
diferenciaci a to i u nadorovych bun¢k. Tudiz v regulaci proliferace a diferenciace
nadorovych bunék mulze periferni metabolismus glukokortikoidi hrat fyziologicky
vyznamnou roli. NejpravdépodobnéjS$im mechanismem je regulace pfisunu biologicky
aktivnich glukokortikoidl ke glukokortikoidnimu receptoru prostiednictvim aktivity obou
izoforem 11HSD, respektive poruseni rovnovahy antiproliferatniho efektu 11HSDI a
proliferacniho efektu 11HSD2.  Vyznam periferniho metabolismu glukokortikoidt
V oblasti tumorgeneze jeSté neni zcela objasnén, nicméné dosud publikované prace tuto
teorii potvrzuji. V nekterych typech nadorovych bunck byla nalezena vyrazné zvySena
aktivita 11HSD2, oproti zdravym bunkam [130]. 11HSD2 je tak povazovan za mozny
onkogen, ktery vyznamné ovliviiuje bunéénou proliferaci. Nadprodukce 11HSD1
bunécnou proliferaci naopak sniZzuje. Tuto teorii potvrzuji 1 prace provedené na vzorcich
lidskych bunék ziskanych z adenomii hypofyzy, kde byl zjistén vyrazny narlst exprese
11HSD?2 a pokles exprese 11HSD1 a kdy podéni specifického inhibitoru 11HSD2 k témto
nadorovym bunkam vedlo k poklesu bunécné proliferace o cca 30 procent [131]. Dalsi
dikaz o vyznamu 11HSD v procesu tumorgeneze pfinesla in vitro studie provedena na
bunéénych kulturdch izolovanych z karcinomu prsu, kdy antiproliferatni efekt
glukokortikoidd byl inhibovan narustem aktivity 11HSD2 [132]. Tento narGst koreloval
s davkou dodavaného glukokortikoidu. Zda se tedy, Ze ob& formy 11HSD hraji dulezitou
roli vprocesu tumorgeneze a ze cilené ovlivnéni prereceptorového metabolismu

glukokortikoidl by se v budoucnu mohlo stat novym cilem protinddorové terapie.
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2.2.4.10. [1HSD a imunitni systém

Glukokortikoidy jsou jiz po dlouhou dobu zndmy svym imunosupresivnim ucinkem
a jsou proto pouzivany u celé¢ fady zanétlivych onemocnéni. V posledni dobé ovSem
pribyvaji diikkazy, ze ucinek glukokortikoidli na imunitni systém je mnohem komplexnéjsi
a slozit&jsi, nez se doposud predpokladalo.

Jak se ukazuje, glukokortikoidy hraji vyznamnou roli pfi vyvoji imunitniho
systétmu a také ovliviiuji jeho efektorové funkce, jako je naptiklad chemotaxe, nebo
diapedeza imunitnich bun¢k a maji nejen ucinek imunosupresivni, ale i imunomodulacni.
Napiiklad protizanétlivy IL-4 je blokovan prozanétlivym IL-12 a tvorba IL-12 a exprese
jeho receptort je tlumena glukokortikoidy [133].

Jak se ukazuje v poslednich letech, G¢inek glukokortikoidii na imunitni systém je
soucasti komplexniho regulacniho mechanizmu mezi centrdlnim nervovym systémem,
neuroendokrinnim  systémem a systémem imunitnim [134]. Regulace uCinku
glukokortikoidli na imunitni systém je zprostiedkovana predev§im osou hypotalamus-
hypofyza-nadledviny. Tuto skute¢nost potvrzuji prace provedené na zvifecim modelu se
zménénou aktivitou této osy. Zatimco zvifata se snizenou aktivitou osy hypotalamus-
hypofyza-nadledviny (Lewis/N) vykazuji relativné vyssi citlivost k autoimunitnim
chorobam a rozvoji zanétlivych procesii, u zvifat se zvySenou aktivitou této osy
(Fisher344/N) je tomu naopak [134, 135].

Dal$im mistem regulace UCink(i glukokortikoidi na imunitni systém je
glukokortikoidni receptor. Glukokortikoidni receptory jsou piitomny ve vétSiné tkani a
ucastni se celé fady fyziologickych procest. Mutace genu pro glukokortikoidni receptor
zpusobujici jejich defekt vede k zavaznym porucham vrozené i ziskané imunity [136].

Dal$im mechanizmem modulace imunitniho systému glukokortikoidy je indukce
apoptozy granulocytd [137, 138], v jejimz disledku dochazi ke zrychleni procesu
fagocytozy téchto bunck makrofagy a nasledné prezentaci antigenu antigen prezentujicimi
burikami.

Ackoli je vyznam a mechanismus uU¢inku glukokortikoida v modulaci funkce
imunitniho systému pomérné detailné¢ prozkouman, oblast periferntho metabolismu
glukokortikoidii u bun€k imunitniho systému je prozkoumana mnohem méné. EXistuje
nékolik moznych zplsobi, jak miiZze periferni metabolismus glukokortikoidli ovliviiovat
imunitni systém. Prvnim z nich je autokrinni ovlivnéni, pomoci produkce 11HSD piimo

buikami imunitniho systému. Exprese 11HSD1 byla prokazana v nékterych buikach
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imunitniho systému jako napiiklad v CD4, CD8 a B220 lymfocytech a CDllc
dendritickych bunkach [139]. Dal§im zpusobem zasahu periferniho metabolismu
glukokortikoidii buiikami imunitniho systému je parakrinni regulace aktivity tkanové
11HSD produkci cytokinti. Toto parakrinni ovlivnéni periferniho metabolismu
glukokortikoidl bylo prokdzano u celé fady bunck. Na osteoblastech a v buitkadch cévniho
hladkého svalu bylo prokdzano, ze prozanétlivé cytokiny interleukin-18 a tumor-
nekroticky faktor o moduluji lokalni metabolismus glukokortikoidd tim, Ze potlacuji
odbourdvani kortizolu na kortizon (potlaceni 11HSD2) zatimco zaroven stimuluji tvorbu
kortizolu z neaktivniho kortizonu (aktivace 11HSD1) [86, 140]. Zvysena koncentrace IL-
1B, IL-6 a TNF-o zpasobuje inhibici placentarni 11HSD2 [141]. Pozitivni indukce
11THSD1 prozéanétlivymi cytokiny byla popsana také v pfipad€ dal§ich buné€k jako jsou
adipocyty a fibroblasty [142, 143]. Dale bylo prokazano, ze aktivita 11HSD1 u CD4
lymfocyti se zvySuje pii jejich aktivaci a bylo prokazano, ze biologicky aktivni
glukokortikoidy vzniklé v dusledku tohoto nartistu aktivity 11HSD1 mohou vést k aktivaci
glukokortikoidniho receptoru [139]. Uvazime-li, ze 11HSDI1 reguluje pfistup 11-hydroxy
glukokortikoidh a 11-keto glukokortikoidii ke glukokortikoidnim receptorim, mize
stimulace tohoto enzymu cytokiny IL-13 a TNF-a pfedstavovat negativni zpétnou vazbu
pusobici proti jejich vlastnimu prozanétlivému efektu [144]. Periferni metabolismus
glukokortikoidli hraje dulezitou roli také v maturaci a diferenciaci nékterych typl
imunitnich bunék, jako jsou napiiklad makrofagy, dendritické buiiky a lymfocyty [145-
147]. 11HSD1 hraje vyznamnou ulohu také ve vySe zminované glukokortikoidy
stimulované apoptdze imunitnich bunék [148].

Jednou z prvnich praci ukazujicich na mozné terapeutické vyuziti modulace
periferniho metabolismu glukokortikoidd, je studie zkoumajici efekt inhibitord 11HSDI
pii koznim zanétu. Tato prace ukazala, ze lokalni podani Kortizolu sice zmirnuje kozni
zanét, avSak pifi podani Kkortizolu spole¢né s inhibitorem 11HSD1 (glycyrrhetinova
kyselina) vedlo ke sniZeni zanétlivého procesu o vice nez 70% [149]. Periferni
metabolismus glukokortikoidh by také mohl v budoucnu pravdépodobné sehrat
vyznamnou roli v terapii autoimunitnich onemocnéni, jak naznacuje prace provedena na
mysim kmenu se spontdnnim vyskytem autoimunitnich onemocnéni. Podavani inhibitoru
11HSD1 témto zvifatim vedlo k vyraznému oddaleni nastupu autoimunitniho zanétu
[150].

Prestoze vyzkum periferniho metabolismu glukokortikoidll ve vztahu k imunitnimu
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systému je teprve v pocatcich, jiz nyni se zdd jako velmi pravdépodobné, ze periferni
metabolismus glukokortikoidd se stane novym terapeutickym cilem pfi 1é¢bé zanétlivych a

autoimunitnich onemocnéni.

2.2.4.11. 11HSD a gastrointestinalni trakt

Jelikoz steroidni hormony mohou ovliviiovat nékteré funkce gastrointestindlniho
traktu (GIT), byla vénovana pozornost vyzkumu periferniho metabolismu ve vztahu
k fyziologii a patofyziologii GIT. 11HSD byla prokazana v riznych tusecich traviciho
traktu, predev§im pak v Zaludku a stievu [62, 151]. V lidském zaludku byla nalezena
11HSD2 spolu s mineralokortikoidnim receptorem v parietalnich bunkach v oblasti
zalude¢niho fundu, avSak nebyla nalezena v oblasti zalude¢niho antra [152]. Jelikoz
aldosteron se podili na regulaci funkci Zaludec¢nich parietdlnich bunék vcetné regulace
sekrece zaludec¢nich $tav, da se predpokladat, ze 1 1HSD2 hraje v zaludku stejnou roli, jako
Vv ostatnich mineralokortikoidnich cilovych tkanich, tedy ,,ochranuje* mineralokortikoidni
receptory pfed glukokortikoidy. Poruchy Zaludecni sekrece vzniklé na podklad€ poruchy
11THSD v8ak nebyly doposud popsany.

Jiz v 80. letech minulého stoleti se zacaly objevovat prvni domnénky o existenci
11THSD ve stievu. V poloviné 90. byl prokazan vyskyt obou izoforem 11HSD ve stievu,
véetné urCeni bunéfnych typl exprimujicich 11HSD. Bylo tak zjiSténo, Ze izoforma
11HSD1 je lokalizovdna ve vazivovych a imunitnich buiikdch stfevni lamina propria a
izoforma 11HSD?2 v epitelovych burkach stievni mukoézy [62, 153]. Bylo zjisténo, ze
Vv pritbéhu jednotlivych casti stfeva ma aktivita 11HSD2 vzestupnou tendenci ve sméru
proximalné-distalnim. Nejniz8§i (téméf neméfitelnou) aktivitu 11HSD2 nachézime
vV duodenu a nejvyssi v distalnim useku tlustého stieva [154, 155] a Ze je v buiikach
kolokalizovana s mineralokortikoidnimi receptory [156]. Izoformé 11HSD2 se ve stievu,
stejné jako ve vSech ostatnich mineralokortikoidnich cilovych tkanich, pfisuzuje funkce
ochrany mineralokortikoidniho receptoru pied glukokortikoidy. Jiz dlouhou dobu je
znamo, ze aldosteron je ve stievni tkani nezbytny pro absorpci sodikovych iontd buiikami
sttevniho epitelu a Ze jeho navazani na mineralokortikoidni receptor zvysuje absorpci Na*
iontd [157, 158]. Zatimco v nepfitomnosti inhibitoru 11HSD2 karbenoxolonu je efekt
kortikosteronu na stimulaci sodikové absorpce zanedbatelny, je v pfitomnosti
karbenoxolonu srovnatelny s G¢inkem aldosteronu [159, 160]. Bylo také zjisténo, Ze

expresi a aktivitu 11HSD2 je mozné ovlivnit dieteticky. Poddvani potravy s nizkym
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obsahem soli vede ke zvyseni exprese 11HSD2 v distalni ¢asti tlustého stieva [161] a
naopak dieta s vysokym obsahem soli snizuje aktivitu 11HSD2 v distalnim tseku tlustého
stieva [162]. Na zakladé vySe uvedenych faktt, je velmi pravdépodobné, ze 11HSD2 ve
stievu hraje kli¢ovou tllohu v regulaci p¥ijmu Na®* z potravy.

Izoformé 11HSDI1 se ve stfevu pfisuzuje funkce predevSim v regulaci
glukokortikoidniho signalu, kterd je zvlast¢ vyznamna v pribéhu vyvoje a maturace stfeva
a to jak v obdobi prenatalnim, tak postnatalnim [163]. Prace z posledni doby ukazuji, Ze
11THSD1 pravdépodobné hraje také vyznamnou tulohu v regulaci stfevnich zanétlivych
onemocnéni a to vcetné nespecifickych stievnich zanéti (IBD). Vzhledem k tomu, ze
glukokortikoidy jsou v soucasné dobé pouzivany jako jeden z hlavnich prostfedkl v terapii
IBD je ziejmé, ze detailni prozkouméni periferniho metabolismu glukokortikoidd pfi
sttevnim zanétu by mohlo piispét k odhaleni novych poznatkt v oblasti patofyziologie a
terapie téchto onemocnéni. Prace provedené a opublikované na experimentalnich modelech
IBD odhalily, ze v prib&éhu zanétlivého stievniho procesu dochazi ke zménam v expresi a
aktivit¢ obou izoforem 11HSD ve stfevni tkani. Konkrétné v pribéhu téchto procest
dochazi k poklesu exprese a aktivity 11HSD2 a naopak k nardstu aktivity a exprese
11HSD1 [164]. Zmény v expresi a aktivité 11HSD byly v prubéhu zanétlivych stievnich
procesi popsany také v bunkach stfevniho imunitniho systému [165]. Uvedena fakta
svédéi o komplexnim u¢inku prerecepotorového metabolismu glukokortikoidt v regulaci
sttevniho zanétlivého procesu. Problematika 1 1THSD a stfevnich zanétlivych onemocnéni je

jednou z hlavnich zkoumanych tezi této dizertacni prace.
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3. CILE

Cilem predkladané prace bylo pfispét k bliz§imu porozuméni vyznamu periferniho
metabolismu glukokortikoidit v pribéhu zanétlivych procest in vivo. Byly feSeny

nasledujici Ctyfi otazky:

3.1. Otazka 1

Dochazi v pribéhu experimentalni kolitidy indukované aplikaci
trinitrobenzensulfonové Kkyseliny ke zménam v expresi a aktivité izoforem 11f-
hydroxysteroiddehydrogenasy ve stievni tkani a vede aplikace latek ovliviiujicich
glukokortikoidni metabolismus ke zvyraznéni nebo utlumu téchto zmén?

TNBS indukovana kolitida je zvifeci model, ktery je b&Zné uZivan jako simulace
Crohnovy nemoci. Jednim z klicovych prozanétlivych faktord, které se podileji na regulaci
zanétlivého procesu, jsou prozanétlivé cytokiny a enzym inducibilni NO syntasa, jejiz
jednou z mnoha funkci je aktivace klicového prozanétlivého transkripéniho faktoru NF-«B.
Jeho aktivace ve spolupraci s cytokiny a prostaglandiny ma za nasledek zvysenou produkci
proteinu mucinu stfevni tkdni. Bylo prokdzano, Ze kortikosteroidy potlacuji zanét
v riznych tkanich véetné stieva, ovlivnénim syntézy cytokinii a prostaglandinii. Déle je
znamo, ze in vitro cytokiny TNF-a a IL-1B zvySuji syntézu 11HSD1 a snizuji syntézu
11THSD2. Chtéli jsme proto ovéfit, zda k témto zméndm dochazi také in vivo na tkanové
urovni. Déle jsme chtéli zjistit, zda lokalni metabolizmus glukokortikoidi mize v priib&hu
zanétlivého stievniho procesu ovlivilovat expresi vybranych gend. K ovéfeni této
hypotézy, byl experimentdlnim zvifatim v pribéhu kolitidy lokaln€ aplikovan
neselektivnim inhibitor 11HSD karbenoxolon, antagonista glukokortikoidnich receptort

mifepriston a terapeuticky uzivany synteticky glukokortikoid budesonid.

3.2. Otazka 2

Méni se exprese 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy ve stfevni tkani postiZené
zanétlivym procesem v pribéhu ulcerosni kolitidy?

Vysledky naSich praci i praci jinych autorti na experimentalnim modelu zanétlivych
stievnich onemocnéni ukézaly zmeény v expresi a aktivité 11B-

hydroxysteroiddehydrogenasy. Chtéli jsme ovétit, zda k obdobnym zménam v lidské
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sttevni tkani dochéazi i v pribéhu idiopatické¢ho stfevniho zanétu. Zkoumali jsme proto
expresi 11HSD a zéanétlivych cytokinl ve vzorcich stfevni tkdné ziskanych od pacientl
s ulcerosni kolitidou a porovnavali je se vzorky stfevni tkdn¢ od pacientti, u kterych byl

zanétlivy stievni proces histologicky vyloucen.

3.3. Otazka 3

Dochazi v pribéhu Kkolitidy vyvolané aplikaci dextransulfatu ke zménam
vexpresi a aktivit¢ 11p-hydroxysteroiddehydrogenasy a Kkoreluji tyto zmény
S nalezem u humannich vzorku sti‘evni tkané s ulcerosni kolitidou?

Zanétlivy stfevni proces vyvolany podavanim dextransulfatu je obecné vyuzivan
jako experimentalni model napodobujici ulcerosni kolitidu. Sledovali jsme proto, zda in
vivo dochazi ke zménam v expresi a aktivit¢ 11HSD a expresi vybranych prozanétlivych

cytokind a vysledky porovnavali s humannimi vzorky stievni tkané s ulcerosni kolitidou.

3.4. Otazka 4

Jakym zpusobem se méni exprese a aktivita 11p-hydroxysteroid-
dehydrogenasy v pribéhu adjuvantni artritidy v zanétlivé poSkozené synovii a
buiikach imunitniho systému a je moZné modulovat tyto zmény litkami ovliviiujicimi
metabolismus glukokortikoidi?

Glukokortikoidy jsou uzivany v terapii zanétlivych kloubnich onemocnéni a jejich
ucinek je v kloubni tkani pravdépodobné modulovan 11HSD. Exprese 11HSD byla in vitro
prokazana v synoviocytech. Navic nékteré studie ukazuji, Ze prozéanétlivé cytokiny jsou
velice ucinnym spoustééem 11HSD v rtiznych tkanich, vcetné synoviocytii. K objasnéni
vzajemné interakce mezi zanétlivym procesem, 1 1HSD a prozanétlivymi cytokiny jsme pii
adjuvantni artritidé podavali neselektivni inhibitor 11HSD karbenoxolon a inhibitor
glukokortikoidnich receptori mifepriston. Za ucelem objasnéni uc¢inku TNF-a, IL-1B na
expresi a aktivitu 11HSD1 in vivo jsme modulovali artriticky proces specifickymi
antagonisty téchto cytokind. Nasledn¢ jsme zkoumali U€inky téchto jednotlivych latek na
zmény aktivity a exprese 11HSD v bunikdch synovidlni tkané¢ a buikéach spadovych

lymfatickych uzlin.
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4. MATERIALY A METODY

4.1.11HSD a experimentalni TNBS kolitida

4.1.1. Pouzitd zvirata

Veskera zvifata k experimentim byla ziskana ze standardniho chovu
Fyziologického tstavu Akademie véd Ceské republiky v.v.i. K pokusim byli pouziti
dospéli samci potkanti kmene Wistar vazici 250 az 300 gramu. Zvifata byla chovana pfi
stalé teploté 22°C a konstantni fotoperiodé 12 hodin svétlo, 12 hodin tma. Zvifata méla
volny pfistup k vodé a standardni dieté pro laboratorni zvifata. Zvifata byla ndhodné
rozdélena do dvou skupin, skupiny experimentalni a skupiny kontrolni. Experimentalni
kolitida byla indukovéana pomoci enteralni aplikace 2,4,6 trinitrobenzensulfonové kyseliny
(TNBS) metodou opublikovanou diive [166]. K experimentu byla pouzita jednorazova
davka TNBS v mnozstvi 30 mg rozpusténa ve 100 pl 50% ethanolu, ktera byla aplikovana
rektalné do tlustého stieva v hloubce 8 cm. U nékterych experimentl byla davka TNBS
redukovana na 8mg nebo 16 mg, aby indukované zanétlivé zmény byly mirnéjsiho stupné.
Kontrolni skupiné zvifat bylo stejnym zptisobem aplikovano 100 ul 0.9% roztoku NaCl.
Experimentalni skupina zvifat byla 24 hodin po aplikaci TNBS nahodné€ rozdé¢lena na Ctyii
podskupiny. Kazdé podskupiné zvifat byly v nésledujicich 5 dnech rektdln¢ aplikovany
latky, které riiznym zplsobem moduluji glukokortikoidni metabolismus. Prvni podskuping,
ktera slouzila jako kontrolni, byl rektalné aplikovan roztok 0,9% NaCl. Druhé skupiné byl
aplikovan neselektivni inhibitor 11BHSD karbenoxolon v davce 4 mg. Tteti skuping zvifat
byla podavana kombinace karbenoxolonu v davce 4 mg a antagonisty glukokortikoidnich
receptorii mifepristonu (RU-486). Ctvrté skupiné byl aplikovan synteticky glukokortikoid
budesonid v davce 200 pg. Budesonid byl pouzit vzhledem k pfedpokladu, ze neni
metabolizovan 11HSD [167]. Aplikace jednotlivych davek vSem podskupinam probihala
v intervalu 24 hodin. Sedmy den experimentu byla zvifata usmrcena dekapitaci. Thned po
dekapitaci bylo odebréano tlusté stfevo k analyze. Nejdiive bylo sttevo oplachnuto v 0.9%
roztoku NaCl a podélné rozstfizeno. Podélny pas byl odebran do 7 % formaldehydu
k histologickému zpracovani. Cast tkand byla odebrana pro méfeni enzymové aktivity a
thned zpracovana. Dalsi Cast tkané stfeva urCend pro kvantitativni analyzu mRNA byla
Sokové zmrazena v tekutém dusiku a v ném ndsledné ve zmrazeném stavu uchovavana

k dalsimu zpracovani. Zbytek stfevni tkan¢ byl zpracovan k izolaci intraepitelialnich

lymfocytt.
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4.1.2. Pouzité chemikalie

K experimentim byly pouzity nasledujici chemikalie: Od firmy Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, USA): Carbenoxolone, Percoll, Mifepriston, 11-deoxykortikosteron; od firmy
Biochrome AG (Berlin Némecko): fetalni bovinni sérum, RPMI-1640; od firmy Roche
(Mannheim, Némecko) Fast Start DNA Master Sybr Green [; od firmy Invitrogen (Lofer,
Rakousko) RNaseOUT, M-MLYV reverzni transkriptasa, Random Primers; od firmy Top-
Bio (Praha, Ceské republika): RNA Blue, TAE elektroforeticky pufr pro agarosove gely,
PCR Ethidium Bromid; od firmy VBC-Genomics (Wien, Rakousko) byly pofizeny
specifické primery pro 11HSDI1 (5'—3"; GAGTTCAGACCAGAAATGCTCC- forward,
TGTGTGATGTGATTGAGAATGAGC- reverse), 11HSD2 (5'—>37
GATGTTCCCCTCGCCTGAA-  forward, ATGAGCAGTGCAATAGCTGCCTTG-
reverse;  pro  B-aktin @ (5'>3"; CCGTAAAGACCTCTATGCCA-  forward,
AAGAAAGGGTGTAAAACGCA- reverse); od firmy Applied Biosystems (Carlsbad, CA,
USA): TagMan Universal PCR Master Mix with AmpEraseUNG, TagMan Gene
Expression Assays pro COX-2 (kat.¢. Rn00568225 -m1), 113-HSD1 (kat.¢. Rn00567167-
ml), TNF-a (kat.c. Rn00562055-m1), IL-1p (kat.¢. Rn015-14151-m1), MUC-2 (kat.c.
Rn01498195-m1) a TagMan Endogenous Control Rat GAPDH (kat.¢. 4352338); od firmy
Phenomenex (Torrance, CA, USA) Strata-X C;g Polymeric Solid Phase extraction Kit; od
firmy Fluka (Buchs, Svycarsko): 2.4,6-trinitrobenzenesulphonic acid solution; od firmy
Penta chemicals (Praha, Ceskd Republika) Methanol p. a. kvalita; od firmy AstraZeneca
(Londyn, Velka Britanie): Budesonid a 11-dehydrokortikosteron vlastni vyroby.

4.1.3. Izolace intraepitelidlnich lymfocyta

Intraepitelialni lymfocyty byly izolovany mirn€ upravenou metodou dle Lyscoma a
Bruetona [168]. Tlusté stfevo bylo nejdiive proplachnuto 40 ml 0.9% roztoku NaCl
o teploté 4°C a tak dikladné ocisténo od zbytki stfevniho obsahu a hlenu. Nasledné bylo
sttevo oc€isténo od zbytkil tukoveé a pojivové tkan€é jemnou preparaci a roziezano na kousky
0 rozméru pfiblizné 5x5 mm. Tyto kousky byly vloZeny do 50 ml Erlenmeyerovych ban¢k
spole¢né se 40 ml media RPMI-1640 obohaceného fetalnim bovinnim sérem o koncentraci
12,5% a 10 mM Na,-EDTA. V tomto mediu byly kousky tkan¢ inkubovany po dobu 20
minut pfi teploté 37°C v atmosféfe obsahujici 5% CO; pii 200 rpm. Poté byl obsah banék
prefiltrovan pfes nylonové sitko o priméru 0,45 pum. Filtrdt byl prelit do Ccistych

erlenmeyerovych ban¢k a ulozen na ledu. Obsah sitka byl smichan s 20 ml RPMI-1640
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obohaceného fetdlnim bovinnim sérem o koncentraci 12,5% a smés byla opét dikladné
promichavana po dobu 15 vtefin a nésledné piefiltrovana pies nylonové sitko. Filtrat byl
op¢t uloZen na ledu a cely krok byl jesté jednou opakovan. Filtraty ze vsech tii cykli
inkubace byly nasledn¢ smichany a centrifugovany pti 700x g po dobu 5 minut pii teploté
4°C. Supernatant byl odstranén a peleta obsahujici intraepitelidlni lymfocyty a buiiky
stievni sliznice byla resuspendovdna v 5 ml RPMI 1640 o teploté 4°C a uchovévana na
ledu. Tento roztok byl piefiltrovan pies nylonové sitko a opét centrifugovan pii 700x g po
dobu 5 minut pii teploté 4°C. Supernatant byl odstranén a peleta resuspendovana v 44%
Percollu pokojové teploty o objemu 24 ml. Do pfedem piipravenych centrifugacnich
zkumavek bylo odméteno do kazdé 5 ml 67% Percollu a na ktery bylo opatrné navrstveno
8 ml smési bunécéné suspenze v 44% Percollu popsané vyse. Nésledovala centrifugace pfi
700x g po dobu 20 minut pfi pokojové teploté bez aktivniho brzdéni. Po centrifugaci byla
odstranéna horni polovina gradientu a nasledné pasteurovou pipetou sebrany buiky na
rozhrani gradientti. Takto odebrana suspenze bunék byla nafedéna v poméru 1:3 s RPMI-
1640 o teploté 4°C a centrifugovéna pii 700x g pfi teploté 4°C. Supernatant byl odstranén a
peleta obsahujici frakci intraepitelialnich lymfocytu byla roziedéna v RPMI-1640 a pouzita

k dalsimu zpracovani.

4.1.4. Meéfeni aktivity 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy v tkatovych fezech

Oxidazové a reduktdzova aktivita 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy byla métena
v Cerstvych tkanovych fezech pomoci dfive opublikované metody [162]. Vzorky stfevni
tkan¢ byly roziezany pomoci Ziletky na kousky o velikosti pfiblizné 1-2mm a vloZeny do
erlenmeyerovych ban€k spolecné s 10 ml inkubac¢niho pufru v poméru 250 mg tkané na 10
ml pufru. Inkubaéni pufr mé¢l nasledujici slozeni: NaCl 119,0 mM; CaCl;, 1,2 mM; MgCl,
1,2 mM; NaHCO; 21,0 mM; K;HPO,4 2,4 mM; KH,PO, 0,6 mM; glukosa 10,0 mM,;
glutamin 2,5 mM; B-hydroxybutyrat sodny 0,5 mM; manitol 10,0 mM. Inkubaéni pufr byl
probublavan pneumoxidem (95 % Oy, 5 % CO,), pH 7,4. Vzorky tkan¢ spolu s inkuba¢nim
pufrem byly nejdfive preinkubovany po dobu 20 minut pfi teploté¢ 37°C v neprodySné
uzaviené batice. Naslednd byl piidan [*H]kortikosteron (1,45x10° M) nebo [*H]11-
dehydrokortikosteron (1,45x10° M) a tim zah4jena vlastni enzymaticka reakce. Po pridani
kortikosteronu nebo 11-dehydrokortikosteronu byly nadoby opét neprodyS$né uzavieny.
Poté nasledovala inkubace po dobu 80 minut. Po ukonceni inkubace byl jako interni

standard a kvili sniZeni adsorpce na stény piidan 11-deoxykortikosteron (1,45x10° M).
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Vznikly roztok byl promichan, vlozen do ledové tfist¢ na dobu 10 minut a nasledné
centrifugovan 1600x g po dobu 10 min pi1 4°C. Ze supernatantu byly vyextrahovany
steroidy pomoci Strata-X Cig Polymeric Solid Phase extraction Kit a ty pak nasledné
zanalyzovany pomoci HPLC Agilent 1100. Vznikla peleta po centrifugaci byla pouzita ke
stanoveni suSiny. Vysledky byly vyjadieny v pmol vzniklého 11-dehydrokortikosteronu
nebo kortikosteronu vztazeného na mg suché vahy a hodinu. Mnozstvi tkan¢ a doba

inkubace byla zvolena na zakladé ptedchozich experiment.

4.1.5. Extrakce steroida

Extrakce steroidi byla provadéna metodou extrakce na pevné fazi (SPE) pomoci
kolonek reverzni faze Cig Strata-X Cig na vakuové aparatuie. Kolonky byly nejdiive
aktivované 1ml methanolu a po té ekvilibrovany 1 ml vody. Po naneseni vzorku o objemu
2 ml byla kolonka proplachnuta 1 ml 5% methanolu a nasledné¢ byly steroidy
vyextrahovany pomoci 2x 500 pl methanolu. Vzorky vyextrahovanych steroidii byly do
sucha odpareny pod atmosférou dusiku pii teploté 45°C, nésledn¢ uskladnény pfi teploté

-20°C a zanalyzovany pomoci HPLC, jak je podrobn¢ popsano v kapitole 4.1.6.

4.16. HPLC

Tritiem znacené kortikosteroidy byly analyzovany pomoci pfistroje Agilent 1100
od firmy Agilent Technologies (Waldbronn, Némecko). Vzorky byly rozpustény v 50 pl
methanolu a 20 pl bylo aplikovano na kolonu Merck C18 reverse phase. Eluce byla
provedena pomoci linearniho gradientu voda-methanol od 58:42 (v/v) do 38:62 (v/v) po
dobu 15 minut pfi pritokové rychlosti 1 ml/minutu, pii teploté kolony 46°C. Nasledn¢ byla
kolona izokraticky promyvéana po dobu 5 min 100 % methanolem pritokovou rychlosti 1,5
ml/min. Po ukonéeni eluce, pfed aplikaci dal$iho vzorku byla kolona promyvana smési
methanol-voda 42:58 (v/v) po dobu 5 minut. Pro detekci B-zafeni v realném byl pouzit
detektor Beckman 171 citlivy na B-zafeni (Beckman, Fullerton, CA, USA). Identifikace

byla provedena na zakladé srovnani reten¢nich Casi.

4.1.7. Stanoveni proteinu

Stanoveni proteinu bylo provedeno Bradfordovo metodou. Nejdiive bylo
nasledujicim zplsobem pfiipraveno reakéni ¢inidlo: 25 mg Coomassie Brilliant Blue bylo

rozpusténo v 12,5 ml 96% ethanolu, poté bylo ptidano 25 ml 85 % kyseliny fosforec¢né a
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vzniklad smés byla doplnéna vodou na celkovy objem 250 ml a piefiltrovana. Vlastni
reak¢ni smés o celkovém objemu 1100ul byla slozena ze vzorku, 10 - 100 ul 0,15 M NaCl
a 1000 pl reakéniho ¢inidla. Po pfidani reak¢niho Cinidla byla smés inkubovana po dobu
20 minut a nasledné¢ métena absorbance pii 595 nm. Kalibra¢ni zavislost byla sestrojena
pomoci vzorkl obsahujicich zndmé mnozstvi hovéziho sérového albuminu v rozsahu od 4

do 10 pg.

4.1.8. M¢éteni hladiny mRNA 11HSD1, 11HSD2, TNF-a, II-18, COX-2
aMUC-2

Celkova RNA byla vyizolovana ze vzorkil zanétlivé postizené tkané zamrazené
v tekutém dusiku pomoci ptfipravku RNA Blue (Top-Bio) dle ndvodu vyrobce. Vlastni
izolace byla provadéna ze 100mg stievni tkan€. Vzorek tkané byl vlozen do 1 ml RNA
blue a poté zhomogenizovan pomoci homogenizatoru Polytron PT 3000 (Kinematica AG,
Svycarsko) pii rychlosti 13000 otadek za minutu. Homogenat byl inkubovan po dobu
5 minut pii pokojové teploté. Po inkubaci bylo ptfidano 0,2 ml chloroformu, smés byla
dikladné protfepana a opé€t inkubovana 5 minut pti pokojové teploté. Néasledné byl vzorek
zcentrifugovan pfi 12000x g po dobu 10 min pii teploté 4°C. Vodni fize vznikla
centrifugaci obsahujici RNA byla odebrana pomoci automatické pipety do nové zkumavky
a nasledn¢ precipitovana ptidanim 0,5 ml isopropylalkoholu. Precipitace probihala po dobu
10 minut pfi teploté -20°C. Poté byla smés zcentrifugovana pii 12000x g po dobu 10 min
pii teploté 4°C. Supernatant byl odstranén, k peleté do zkumavky byl ptidan 1 ml 75%
ethanolu a vznikla smés byla dukladné protiepana a poté zcentrifugovana. Po centrifugaci
byl odstranén supernatant a vzorek vysuSen na vzduchu po dobu 10 minut. Nasledn¢ byla

vyizolovana RNA rozpusténa v 20 ul vody pro PCR.

4.1.8.1.Kvantitativni real time RT PCR

Vzorky RNA byly piepsany do ¢cDNA pomoci reverzni transkripce za pomoci
Moloney murine leukemia virus reverzni transkriptazy (M-MLV). Celkovy objem reakéni
smesi Cinil 20 pl. Nejdiive byla smichana ptepisovana MRNA se 100 ng Random primers,
1 ul 10 mM dNTP mix a 12 pul PCR H20. Tato smés byla inkubovana po dobu 5 minut pfi
teploté 75°C a nasledné& prudce ochlazena. Po ochlazeni bylo pfidano: 4 pl reakéniho pufru
(5x), 2 u1 0,1 M DTT a 1 pl (40 jednotek) rekombinantniho ribonukledsového inhibitoru
RNase OUT. Po té nasledovala inkubace pii teploté 37°C po dobu 2 minut. Po inkubaci byl
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pfidan 1 pl (200 jednotek) M-MLV RT. Po té nasledovaly dva kroky inkubace, nejdiive
po dobu 10 minut pii 25°C a nasledné 50 minut pii teploté 37°C. Reakce byla zastavena
zahtatim smési na 70°C po dobu 15 minut. Vzniklé vzorky s cDNA byly 10x nafedény ve
vodé pro PCR a uskladnény pii teploté -20°C.

Pro kvantifikaci ziskan¢ ¢cDNA ze stievni tkdn¢€ byl v pfipad¢ analyzy gend pro
11HSD-1 a 11HSD-2 pouzit pfistroj LightCycler 1.0 (Roche, Mannheim, Némecko) a jako
,housekeeping* gen byl pouzit B-aktin. Pfi kvantitativni analyze cDNA ze vzorkl stfevni
tkan¢ pro geny TNF-a, ILI-f, COX-2 a MUC-2 a pro stanoveni 11HSDI
z intraepitelialnich lymfocyti byl pouzit pfistroj Abi-Prism 7000 Sequence Detection
System instrument od firmy Applied Biosystems (Carlsbad, CA, USA). Jako
,housekeeping gen byl u téchto experimenti pouzit glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenasa (GAPDH).

Pii méfeni pomoci pfistroje LightCycler byl pouzit firemni kit Fast Start DNA
Master Sybr Green I. Celkovy objem reak¢éni smési ¢inil 20 ul a byl sloZen z reakéniho
pufru LightCycler-DNA Master Sybr Green | mix, 1 ul 10x nafedéné cDNA; MgCl, 3 mM
(11HSD1), 4 mM (11HSD2) nebo 5 mM (B-aktin); Kazdy zparu primerd 0,5 pM,;
K analyze vzorkl byl pouzit nasledujici program: pocate¢ni preinkubace a denaturace pii
teploté 95°C po dobu 10 min; nésledna amplifikace, nejdiive pti teplot¢ 95°C po dobu
15 vtefin, dale 55°C po dobu 10 vtefin (11HSD1, B-aktin) nebo 60°C po dobu 5 vtefin
(11HSD2) a nasledné pfi teplot¢ 72°C po dobu 15 vtetin (11HSD1, B-aktin) nebo
20 vtefin (11HSD2). Proces amplifikace byl opakovan 40x. Rychlost teplotni zmény byla
nastavena na 20°C za vtefinu. Fluorescence byla méfena na konci kazdé elongace. Pro
ovéteni, zda byl amplifikovan pouze poZzadovany fragment, byla po ukonceni amplifikace
provedena rozpoustéci analyza: 72°C po dobu 10 vtefin (rychlost zmény teploty 20°C za
vtefinu) a 97°C po dobu 10 vtefin (rychlost zmény 0,1°C za vtetfinu). Pii rozpoustéci
analyze byla méfena fluorescence kontinualné. V kazdé provadéné analyze byl se vzorky
analyzovan i jeden konstantni vzorek jako interni standard umoziiujici naslednou korekci
vysledkli mezi jednotlivymi analyzami. Po rozpoustéci analyze byly z kazdého cyklu
méfeni ndhodné vybrany vzorky, které byly nasledné vySetfeny pomoci elektroforézy na
2% agarézovém g@elu pro stanoveni délky nasyntetizovanych fragmenti. Z hodnot
ziskanych z real time RT-PCR byla nasledné¢ vypocitdna hladina mRNA pomoci
kalibracnich ktivek, které byly sestrojeny pro kazdy zkoumany gen. Jako standardni cDNA
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byla pouzita ¢cDNA ze zdravé stfevni tkdné (rozsah fedéni 5x-1000x pro 11HSDI,
5x%-10000x pro 11HSD2 a 5x-10000x pro B-aktin). Vysledky byly vypocitany jako pomér
koncentraci 11HSD1/B-aktin a 11HSD2/B-aktin. Jednotlivé vzorky byly analyzovany
Vv duplikatech nebo triplikatech. Jednotlivé primery, koncentrace MgCl2 a vlastni program
amplifikace byl stanoven na zdklad¢ ptredchozich experimentii provadénych v nasi
laboratofi [169].

Pii analyze pomoci piistroje Abi-Prism 7,000 Sequence Detection System
instrument bylo celkové mnozstvi reakéni smési 20 ul. Smés se skladala z1 pl
10x nafedéné cDNA ziskané reverzni transkripci, 10 pl reakéniho pufru TagMan Universal
PCR Master Mix s AmpEraseUNG, a 1,5 pl firemné vyrobeného TagMan Gene
Expression Assay pro jednotlivé konkrétni geny. K vlastni analyze byl pouzit nésledujici
program: nejdffve aktivace Uracyl-N-Glykosylasy pii teploté 50°C po dobu 2 minut, po té
zahfati ,hotstart polymerazy pfi teploté 95°C po dobu 10 minut a nésledné 40 cykld
sestavajicich z 15 vtefin trvajici denaturace, nasedani primerti a extenze pii 60°C po dobu
1 minuty. Ze ziskanych hodnot ,,crossing-pointd* byla nasledn¢ vypoctena hladina mRNA
pomoci kalibra¢nich kiivek, které byly sestrojeny pro kazdy zkoumany gen. Jako standard
byla pouzita cDNA ze zdravé stievni tkané nafedéna v rozsahu 1-10000x. Vysledky byly

vypocitany jako pomeér relativnich koncentraci zkoumanych gent a ,,housekeeping geni.

4.1.9. Stanoveni aktivity enzymu mveloperoxidazy v colon

Aktivita myeloperoxiddzy byla stanovena jako index infiltrace tkané neutrofilnimi
leukocyty pomoci diive opublikované metody [170]. Aktivita byla stanovena na celém
vzorku stfeva zamrazeném pii odb&ru v -70°C. Vzorky tkdné o hmotnosti 250 ug byly
vlozeny do 2,5 ml pufru vychlazeného na teplotu 4°C, ktery byl piipraven z KH,PO,
(50 mm, pH 6.0) a hexadecyltrimethylammonium bromidu v mnoZstvi odpovidajicim
koncentraci 0,5% ve vysledném roztoku. Néasledovala homogenizace pomoci pfistroje
Polytron PT 3000 (Kinematica AG, Svycarsko) pii 13000 otackach za minutu. Vznikly
homogenat byl zcetrifugovan pii 41000x g po dobu 10 minut pfi teploté¢ 4°C. Supernatant
byl odstranén a peleta resuspendovéna v 2,5 ml pufru obohaceného 10 mM EDTA.
Myeloperoxidazova aktivita byla stanovena H,O, dependentni oxidaci o-dianizidinu.2HCI
pomoci absorbance pii vlnové délce 460 nm pii teploté¢ 37°C. Jedna jednotka enzymové
aktivity byla definovana jako mnozstvi enzymu v gramu tkané¢, které zplisobi zménu

absorbance o 1 jednotku za jednu minutu.
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4.2.11HSD a ulcerosni Kolitida
4.2.1. Pacienti

Do studie bylo zatazeno celkem 26 pacienti, kteti podstoupili rutinni endoskopické
vySetfeni tlustého stieva (koloskopii). Protokol studie byl pfedem schvalen etickou komisi
3. Lékarskeé fakulty Univerzity Karlovy a vSichni pacienti zafazeni do studie méli podepsan
informovany souhlas. Ctrnact pacientll bylo zafazeno do skupiny s kolitidou a 12 pacient
bylo zafazeno do skupiny kontrolni. Podminkou pro zatfazeni do skupiny s kolitidou byla
diagndza ulcerosni kolitidy se stiedné t€zkym az tézkym prubé¢hem dle Mayo skore [171].
Veskeré odebrané bioptické vzorky byly odebrany ze zanétliveé postizené sliznice a z kazdé
oblasti bylo odebrano vice bioptickych vzorkl, pficemz Céast byla zpracovana pro
histopatologické vySetieni v ramci diagnosticko-terapeutického procesu a ¢ast byla
zpracovana pro ucely této prace. Popis piipravy vzorkl pro histopatologické vySetieni neni
soucasti této prace. Do kontrolni skupiny byli zafazeni pacienti, kteti netrpéli zddnym
zanétlivym stfevnim onemocnénim a ktefi podstupovali koloskopické vySetieni z indikace
dyspeptickych obtizi, anebo v ramci prevence nadorového onemocnéni tlustého stieva
Snegativnim ndlezem. Bioptické vzorky byly odebrany z oblasti makroskopicky
fyziologicky vypadajicich oblasti stfevni sliznice. Bioptické vzorky byly odebrany do 2 ml
roztoku RNA-later a uskladnény pii teploté 4°C.

4.2.2. Pouzité chemikdlie

K experimentim byly pouzity nasledujici chemikalie: Od firmy Ambion (Grand
Island, NY, USA): RNA-later; od firmy Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA): GenElute
Mammalian Total RNA Kit; od firmy Roche (Mannheim, Némecko) Fast Start DNA
Master Sybr Green I; od firmy Invitrogen (Lofer, Rakousko) RNaseOUT, M-MLV
reverzni transkriptasa, Oligo dT Primers, dNTP mix od firmy VBC-Genomics (Wien,
Rakousko)  byly  potfizeny  specifické  primery pro 11HSD1  (5'—>3;
CTCGAGTCGGATGGCTTTTTATG- forward, ACTTGCTTGCAGAATAGG-reverse),

11THSD2 (5'>37 ACCGTATTGGAGTTGAACAGC- forward,
TCACTGACTCTGTCTTGAAGC-reverse), pro [-aktin (5'>37;
AGCCTCGCCTTTGCCGA- forward, CTGGTGCCTGGGGCG- reverse), pro humanni
-1 (5" >3 CAGGCCGCGTCAGTTGTTGT- forward,

TTATATCCTGGCCGCCTTTGGTC-  reverse), pro humanni TNF-a (5" >37;
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AGGGCTCCAGGCGGTGCTTGTT- forward, ACGGCGATGCGGCTGATGGT-

reverse);

4.2.3. Meéieni hladin mRNA

Humanni bioptické vzorky byly zpracovany pomoci produktu Gene elute
mammalian Total RNA kit dle navodu k vyrobku, jak je podrobné popsano v kapitole
4.4.4. Vlastni kvantifikace byla provedena pomoci pfistroje LightCycler 1.0 (Roche,
Mannheim, Némecko) za pouziti firemniho Kitu Fast Start DNA Master Sybr Green .
Objem reak¢ni smési ¢inil 10 ul a obsahoval reakéni pufr LightCycler-DNA Master Sybr
Green | mix, 1 pl 10x nafedéné cDNA; MgCl, 3 mM (11HSD1), 4 mM (11HSD2) nebo
5 mM (B-aktin, TNF-a, IL-1pB); kazdy z paru primera 0,5 uM; Jako ,housekeeping™ gen
byl pro vSechny zkoumané geny zvolen B-aktin. Programy pro jednotlivé konkrétni geny
se od sebe vzajemné liSily. K analyze vzorkl pro obé izoformy 11HSD pouZit nasledujici
program: pocatecni aktivace a denaturace pii teploté 95°C po dobu 10 min; nasledovalo 45
cyklt amplifikace o nasledujicim prubéhu: nejdiive pti teploté 95°C po dobu 15 vtefin,
dale 60°C po dobu 10 vtefin a nasledné pfti teploté 72°C po dobu 25 vtefin. Program pro
TNF-a a IL-1B mél nasledujici pribéh: 5 minut aktivace polymerasy pfi teploté¢ 95°C a
nasledné 45 cykli amplifikace tohoto prubehu: 10 vtetin pii teploté¢ 95°C, 10 vtefin pfi
teploté 64°C a 20 vtefin pfi teploté 72°C v pripadé TNF-0, nebo 24 vtefin pii teploté
72°C pro gen IL-1B. Program méfeni B-aktinu v humannich bioptickych vzorcich byl
nasledujici: pocatecni preinkubace a denaturace pii teploté¢ 95°C po dobu 10 min, nasledna
amplifikace nejdtive pti teploté 95°C po dobu 15 vtefin, dale 54°C po dobu 10 vtefin a
nasledné pii teploté¢ 72°C po dobu 7 vtefin. Amplifikace byla opakovana celkem 45x.
Rychlost teplotni zmény byla u vSech popsanych programii nastavena na 20°C za vtefinu.
Fluorescence byla méfena na konci kazdé elongace. Pro ovéfeni, zda byl amplifikovan
pouze pozadovany fragment, byla po ukonceni amplifikace provedena rozpoustéci analyza:
72°C po dobu 10 vtefin (rychlost zmény teploty 20°C/sec) a 97°C po dobu 10 vtefin
(rychlost zmény 0,1°C/sec). Pfi rozpoustéci analyze byla méfena fluorescence kontinualné.
V kazdé provadéné analyze byl se vzorky analyzovan i jeden konstantni vzorek jako
interni standard umoznujici naslednou korekci vysledkti mezi jednotlivymi analyzami. Ze
ziskanych hodnot ,,crossing-pointi* pro jednotlivé geny byla nasledn€ pomoci kalibra¢nich
ktivek vypocitana hladina mRNA. Kalibrac¢ni kiivky byly sestrojeny pro kazdy zkoumany

gen a jako standardni cDNA byla pouzita cDNA ze zdravé stfevni tkdné (rozsah fedéni
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5x-1000x). Vysledky byly vypocitany jako pomér 11HSD1/B-aktin, 11HSD2/B-aktin,
TNF-o/B-aktin a IL-1p/B-aktin. Jednotlivé vzorky byly analyzovany v duplikatech nebo
triplikatech. Sekvence jednotlivych primerti, koncentrace MgCl2 a vlastni program

amplifikace byli stanoveny na zakladé optimalizace.

4.3.11HSD a experimentalni DSS kolitida

4.3.1. Pouzita zvirata

Veskera zvitata k experimentim byla zakoupena ze standardniho chovu firmy
Velaz. K pokusim byli pouziti dosp€li samci potkanti kmene Wistar vazici 200 az 250
gramil a to jak pro skupinu experimentalni, tak pro skupinu kontrolni. Zvifata byla chovana
pii stalé teploté 22°C a konstantni fotoperiodé 12 hodin svétlo, 12 hodin tma. Zvitata méla
volny pristup ke standardni dieté¢ pro laboratorni zvifata. K indukci kolitidy byl pouzit
diive popsany model indukce zanétlivych zmén aplikaci sodné soli dextransulfatu
0 molekulové hmotnosti 20-80 tisic [172]. Indukce stievniho zanétu touto latkou je
pravdépodobné zptisobena na podklad¢ aktivace makrofagli a dal§ich imunitnich bunék
vyvolané poruSenim bariérové funkce stfevnich epitelidlnich bunék. Histopatologické
zmeény stievni tkané jsou u tohoto modelu velmi podobné mikroskopickym zménam, které
se typicky vyskytuji pfi postizeni ulcerosni kolitidou. Dextransulfat byl rozpustén v pitné
vod¢ o vysledné koncentraci 3%. Zvirata méla pristup k takto obohacené vodé ad libidum
po dobu 5 dni, poté nasledovalo obdobi 20 dni, kdy zvifata méla volny pfistup k Cisté pitné
vode. Tento cyklus byl zopakovan celkové 7x. Po skonceni tfetitho cyklu byla zvitata
usmrcena cervikalni dislokaci, bylo odebrano tlusté stfevo a to dale zpracovano. Odebrané
stievo bylo podélné rozsttizeno a dikladné promyto ve fyziologickém roztoku. Cast tkané
pak byla okamzité pouzita ke stanoveni enzymatické aktivity 11HSD a zbytek stieva byl
Sokové zamraZen v tekutém dusiku a v ném i nasledné uskladnén pro dal$i zpracovani,

konkrétné ke stanoveni hladin mRNA a aktivity enzymu myeloperoxidazy.

4.3.2. Pouzité chemikdlie

K experimentim byly pouzity nasledujici chemikalie: Od firmy Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, USA): Dextran sulfat sodium salt, Kortikosteron, 11-deoxykortikosteron, od
firmy Roche (Mannheim, Némecko) Fast Start DNA Master Sybr Green I; od firmy
Invitrogen (Lofer, Rakousko) RNaseOUT, M-MLV reverzni transkriptasa, Oligo dT
Primers, dNTP mix, AMP-D1-deoxyribonukleasa, Tag DNA polymerasa; od firmy Top-
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Bio (Praha, Ceska republika): PCR H,0, PCR vkladaci pufr pro elektroforézu, PCR
Ethidium Bromid; od firmy VBC-Genomics (Wien, Rakousko) byly pofizeny specifické
primery pro 11HSD1  (5'>3";GAGTTCAGACCAGAAATGCTCC-  forward,
TGTGTGATGTGATTGAGAATGAGC- reverse), pro 11HSD2 (5"->37
GATGTTCCCCTCGCCTGAA-  forward, @ ATGAGCAGTGCAATAGCTGCCTTG-
reverse), pro B-aktin (5'>3"; CCGTAAAGACCTCTATGCCA- forward,
AAGAAAGGGTGTAAAACGCA- reverse).

4.3.3. Stanoveni aktivity 11HSD ve vzorcich DSS kolitidy

Aktivita 11HSD byla méfena obdobnym zplisobem podrobné popsanym v kapitole
4.1.4. Vzorky stfevni tkané o hmotnosti 250 mg byly nafezédny a nésledné¢ inkubovany
v inkubaénim pufru Krebs-Ringer. Jako substrat pro enzymatickou reakci byl v piipadé
mé&feni oxidazové reakce pouzit [*H]kortikosteron (1,45x10° M) a v piipadé méfeni
aktivity reduktazové reakce byl pouzit [*H]11-dehydrokortikosteron (1,45x10° M). Po
inkubaci Vv uzavienych nadobach po dobu 80 minut byla reakce zastavena prudkym
ochlazenim v ledové tiisti. Jako interni standard byl pouzit 11-deoxykortikosteron
(1,45x10° M). Po zastaveni reakce byla smés zcentrifugovana. Ze supernatantu byly
vyextrahovany steroidy zpusobem popsanym v kapitole 4.3.4 a peleta byla vyuzita ke
stanoveni proteinu. Vlastni analyza steroidt byla provedena pomoci HPLC jak je podrobné
popsano v kapitole 4.1.6. a vysledky byly vyjadieny v nanogramech vzniklého produktu

vztazeného na gram suché vahy a hodinu.

4.3.4. Extrakce steroidi

Extrakce steroidii byla provadéna pomoci kolonek reverzni faze C-18 Sep-Pak
(Waters, Milford, MA, USA). Kolonky byly nejdfive aktivovany 5ml methanolu a po té
promyty 5ml vody. Nasledné byly naneseny vzorky a kolonky proplachnuty 4 ml vody.
Steroidy byly vyextrahovany pomoci 1,5 ml methanolu. Vzorky byly néasledné do sucha
odpafeny pod atmosférou dusiku pii teploté¢ 45°C a uskladnény v mrazicim boxu pfi
teplot¢ -20°C. Vlastni analyza byla provedena pomoci HPLC jak je popsano v kapitole
4.1.6.
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4.3.5. Méteni mRNA pro 11HSDI1, 11HSD2., TNF-a, IL-1

RNA ze zvifecich vzorkd byla vyizolovana diive opublikovanou metodou [121].
Vzorky byly nejdiive vlozeny do lyza¢niho roztoku (4 M guadininthiokyanat; 25 mM citrat
sodny, pH 7,0; 0,1 M B-merkaptoethanol; 0,5 % sarkosyl) o teploté 4°C v poméru 70-100
mg stfevni tkan¢ na 1 ml roztoku. Nasledovala homogenizace pomoci pfistroje Polytron
PT 3000 (Kinematica AG, Svycarsko) pii rychlosti 13000 ot/min. Ke vzniklému
homogenatu bylo pfiddno (na 1 ml pouzitého lyzac¢niho roztoku) 0,1 ml 2 M acetatu
sodného, 1 ml vodou saturovaného fenolu a 0,2 ml smési chloroform-isoamylalkohol
(v poméru 49:1). Smeés byla dikladné protiepana po dobu 15 vtefin a inkubovana po dobu
15 minut pfi teploté 4°C. Po skonceni inkubace byly vzorky zcentrifugovany pii 10000x g
po dobu 20 minut pfi teploté 4°C. Centrifugaci vznikly supernatant byl pfenesen do ¢istych
sklenénych zkumavek a smichan s isopropylalkoholem v poméru 1:1. Nasledovala
30 minutova inkubace pfi teploté -20°C. Poté byl vzorek zcentrifugovan pii 10000x g, po
dobu 20 min pfi teplot¢ 4°C. Supernatant byl odstranén a peleta rozpusténa v 0,4 ml
denatura¢niho roztoku a 0,1 ml isopropylalkoholu. Nasledovala inkubace po dobu
30 minut pfi teploté -20°C, po které byly vzorky opét zcentrifugovany pii 10000xg po
dobu 10 min pfi teploté 4°C. Supernatant byl odstranén, peleta promyta 75% ethanolem a
nasledné byly vzorky opét zcentrifugovany. Ziskana peleta byla vysuSena na vzduchu
v termomixeru pii teploté 45°C, rozpusténa ve sterilni ve vodé pro PCR a oSetfena AMP-
D1-deoxyribonukleasou dle navodu dodaného k vyrobku. Nasledné byla ke vzorkim
pfidana smé&s fenolu, chloroformu a isoamylalkoholu ve vzdjemném poméru 25:24:1.
Nasledovala centrifugace pii 10000x g po dobu 10 minut pfi teploté 4°C. Centrifugaci
vznikl4 horni vodna faze obsahujici RNA byla pfenesena do novych cCistych zkumavek, do
kterych byl poté piidin 3 M octan sodny a 96% ethanol v poméru 1:0,1:4
(vzorek:octan:ethanol). Vznikla smés byla ptes noc uloZena pfi teploté -20°C. Druhy den
byly vzorky zcentrifugovany pti 10000x g po dobu 20 min pfi teploté 4°C, supernatant byl
odstranén a peleta omyta v 75% ethanolu a opét zcentrifugovana. Vznikld peleta byla
vysuSena a nasledné rozpusténa ve vodé pro PCR a uskladnéna pii teploté -70°C.
S odstupem bylo pomoci PCR ovéfeno, zda vzorek po osetfeni RQ1-deoxyribonukleasou
obsahuje zbytkovou DNA ¢i nikoliv. PCR reakce byla provedena na pftistroji PCR cycler
(Eppendorf, Hamburg, Némecko). Reakéni smés o celkovém objemu 25 pl obsahovala Taq
DNA-polymerasu, 3 mM MgCl;, 0,1 mM dNTPmix (0,1 mM kazdy nukleotid dATP,
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dTTP, dGTP, dCTP), 0,25 uM kazdého zparu primerd pro [-aktin. Reakce byla
opakovana celkem 35x a méla nasledujici priabéh: 95°C po dobu 2 minut, 95°C po dobu
40 vtetin, 60°C po dobu 30 vtetin a 72°C po dobu 50 vtefin. Posledni cyklus reakce byl
zakonCen denaturaci pii teplot¢ 72°C po dobu 5 minut. Po ochlazeni byly vzorky
inkubovany pii pokojové teploté spole¢né s ribonukleasou-A po dobu 20 minut. Poté bylo
ke vzorkiim ptidano 5 ul 6x koncentrovaného vkladaciho pufru na elektroforézu a vzorky
byly naneseny na 2 % agarosovy gel a nasledovala elektroforéza v TAE pufru s ethidium
bromidem (0,1 pg/ml) pii 100 V po dobu 40 minut. Po skonceni elektroforézy byly jeji
vysledky vyhodnoceny v UV svétle pomoci piistroje Illumina (San Diego, CA, USA).
V piipad¢ pretrvavajici kontaminace DNA byly vzorky oSetfeny AMP-D1-
deoxyribonukleasou stejnym zptisobem jak je uvedeno vyse.

RNA ziskana ze vzorkli vySe uvedenym zplsobem byla pifepsédna reverzni
transkripci do ¢cDNA za pomoci M-MLV reverzni transkriptazy. Vlastni reakéni smeés
o celkovém objemu 20 pl se skladala z 0,5 ug oligo-dT primeru, reakéniho pufru (1x), 0,01
M DTT, 0,5 mM dNTP mix, 40 jednotek RNaseOUT a 200 jednotek M-MLV. Nejdiive
bylo smichano 5 ug RNA s 0,5 pg oligo-dT primeru a smés byla inkubovana pii 70°C po
dobu 10 minut, po skonéeni inkubace ihned schlazena v ledové tiisti, poté byly pifidany
zbyvajici komponenty a vznikla reakéni smés byla inkubovéna pfi teploté¢ 37°C po dobu 60
minut. Po uplynuti inkuba¢niho Casu byla smés zahtata na teplotu 95°C, ktera byla
udrZzovana po dobu 5 min. Vzorky byly ndsledné nafedény pomoci vody pro PCR
a uskladnény pfi -20°C. Kvantifikace exprese jednotlivych genti byla provedena pfistrojem
LightCycler 1.0 (Roche, Mannheim, Némecko) za pouziti firemniho kitu Fast Start DNA
Master Sybr Green [. Objem reakéni smési €inil 10 pl a obsahoval reakéni pufr
LightCycler-DNA Master Sybr Green | mix, 1 pl 10x nafedéné cDNA; MgCl, 3 mM
(11HSD1), 4 mM (11HSD2) nebo 5 mM (B-aktin), kazdy z paru primert 0,5 uM. Jako
,housekeeping gen byl pro vSechny zkoumané geny zvolen -aktin. K analyze byl pouzit
nasledujici program: preinkubace a denaturace pfi teploté 95°C po dobu 10 min; nasledné
45 cyklid amplifikace, nejdiive pii teplote 95°C po dobu 15 vtefin, dale 55°C po dobu
10 vtefin (11HSD1, B-aktin) nebo 60°C po dobu 5 vtetin (11HSD2) a nasledné pii teploté
72°C po dobu 15 vtetin (11HSD1, B-aktin) nebo 20 vtefin (11HSD?2).

Rychlost teplotni zmény byla u vSech popsanych programii nastavena na 20°C za

vtefinu. Fluorescence byla méfena na konci kazdé elongace. Pro ovéfeni, zda byl
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amplifikovan pouze pozadovany fragment, byla po ukonceni amplifikace provedena
rozpoustéci analyza: 72°C po dobu 10 vtefin (rychlost zmény teploty 20°C za vtefinu) a
97°C po dobu 10 vtefin (rychlost zmény 0,1°C za vtefinu). Pfi rozpoustéci analyze byla
méiena fluorescence kontinualné. V kazdé provadéné analyze byl se vzorky analyzovan
I jeden konstantni vzorek jako interni standard umoznujici naslednou korekci vysledku
mezi jednotlivymi analyzami. Ze ziskanych hodnot ,,crossing-pointi“ pro jednotlivé geny
byla nasledné¢ pomoci kalibra¢nich kiivek vypocitana hladina mRNA. Kalibra¢ni kiivky
byly sestrojeny pro kazdy zkoumany gen a jako standardni cDNA byla pouzita cDNA ze
zdravé stfevni tkdné (rozsah fedéni 5x - 1000x). Vysledky byly vypoc&itany jako pomér
11HSD1/B-aktin, 11HSD2/B-aktin. Jednotlivé vzorky byly analyzovany v duplikatech
nebo triplikatech. Sekvence jednotlivych primerii, koncentrace MgCl2 a vlastni program

amplifikace byl stanoven na podkladé predchozich publikaci.

4.3.6. Stanoveni aktivity MPO

Aktivita enzymu myeloperoxidazy byla stanovena ve zmrazenych vzorcich stievni

tkan¢ metodou podrobné popsanou v kapitole 4.1.8.

4.4.11HSD a adjuvantni artritida

4.4.1. Pouzita zvitata

Vsechna zvitata k experimentiim pochazela ze standardniho chovu Fyziologického
stavu Akademie véd Ceské republiky v.v.i. K pokusim byli pouziti dospéli samci
potkant kmene Lewis ve stafi 7-9 tydnt a to jak ve skupiné experimentalni, tak ve skuping
kontrolni. Zvifata byla chovana pfi stalé teploté 22°C a konstantni fotoperiodé 12 hodin
svétlo, 12 hodin tma. Po celou dobu experimentu méla zvifata volny ptistup k vodé a
standardni dieté pro laboratorni zvifata. Adjuvantni artritida byla indukovana pomoci diive
popsané metody [173] za pomoci suspenze tepelné usmrcenych bakterii Mycobacterium
butyricum rozpusténych v inkompletnim Freundovo adjuvans. To bylo vpraveno zvifatim
subkutanni injekci do proximalni ¢asti ocasu. Kontrolni skuping zvifat byl obdobnym
zpiisobem aplikovan 0,9% roztok NaCl. Experiment prob¢hl ve dvou nezavislych ¢astech.
V prvni ¢asti byly porovndvany zmény mezi skupinou artritickou a skupinou kontrolni. Ve
druhé casti experimentu byla artriticka skupina 8. den po aplikaci Freundova adjuvans
rozdélena do 5 podskupin a kazdé podskuping byla v nasledujicich sedmi dnech aplikovana

latka modulujici zadnét, nebo metabolismus glukokortikoidd. Prvni skupiné byl aplikovan
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rekombinantni kompetitivni inhibitor receptoru pro TNF-a etanercept ve formé subkutanni
etanerceptu (rozpusténého v 0,9% roztoku NaCl) na kilogram zivé vahy. Druhé skupiné
byl aplikovan kompetitivni antagonista receptoru pro IL-1B anakinra prostfednictvim
subkutanné implantované osmotické minipumpy Alzet 2ML1 od firmy Alzet (Cupertino,
CA, USA). Anakinra byla davkovana kontinualné minipumpou rychlosti 5Smg na kilogram
zivé vahy za hodinu. Treti skupin¢ byl aplikovan neselektivni inhibitor 11[-
hydroxysteroiddehydrogenazy karbenoxolon v mnozstvi 12,5mg na kilogram zivé vahy ve
form& subkutanni injekce za pouZiti 0,9% roztoku NaCl jako rozpoustédla. Ctvrté skuping
byl aplikovan antagonista  glukokortikoidnich  receptord  mifepriston  formou
intraperitonealni injekce v mnozstvi 30 mg mifepristonu na kilogram zivé vahy, ktery byl
rozpustén vV 0,9% roztoku NaCl. Tato davka byla aplikovana v intervalu 24 hodin. Posledni
paté skupiné byl aplikovan pouze fyziologicky roztok formou subkutanni injekce. Zvirata
byla usmrcena cervikalni dislokaci 16. (v prvnim experimentu) nebo 18. (v druhém
experimentu) den po indukci artritidy. Ze zvifat byly ihned po usmrecni odebrany
inguindlni, lumbdalni a kaudalni lymfatické uzliny, které byly ihned po odbéru Sokovée
zmrazeny v tekutém dusiku, ve kterém byly ndsledné¢ uskladnény. Ze zvirat byly dale
odebrany kolenni Klouby, z nichz byla nasledné vypreparovana synovialni tkan a z té
vyizolovany vlastni synoviocyty. Hodnoceni artritickych zmén bylo pievzato z diive

opublikované prace [174].

4.4.2. Indukce a hodnoceni adjuvantni artritidy

Adjuvantni artritida byla indukovana pomoci diive popsané metody [173] za
pomoci suspenze tepelné usmrcenych bakterii Mycobacterium butyricum rozpusténych
v inkompletnim Freundovo adjuvans. PouzZity model pfedstavuje autoimunitni artritidu
zprostiedkovanou T lymfocyty a vyvolané zanétlivé zmény jsou podobné zménam pii
revmatoidni artritidé a jinych zanétlivych artritidich. Indukéni smés byla pfipravena
nasledujicim zpisobem: nejdiive bylo v tfeci misce dikladné rozdrceno 100 mg tepelné
inaktivovanych  susenych  bakterii =~ Mycobacterium  butyricum. K rozdrcenym
mykobakteriim byly pfidany 3 ml inkompletniho Freundovo adjuvans (parafinovy ole;j,
fyziologicky roztok, Tween 80 v poméru 1:0.67:0.17) a smés byla déle tfena po dobu
2 minut. Vznikly produkt byl vlozen do 15 ml sklenéné zkumavky. Do tieci misky

obsahujici zbytek smési byly pfidany dalsi 3 ml inkompletniho Freundovo adjuvans a
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nasledné byla vznikld smés tfena po dobu 30 vtefin. Po té byla vznikld smés ptidana do
sklenéné zkumavky k materidlu ziskanému v pfedchozim kroku. Takto ziskana indukcni
smés byla uloZena v tmavém prostiedi pii teploté 4°C.

Vlastni indukce adjuvantni artritidy byla provedena v etherové anestezii
jednorazovou aplikaci 100ul suspenze subkutanni injekci do proximdlni ¢asti ocasu ve
vzdalenosti 2 centimetry od kofene. Suspenze byla pted aplikaci diikladné promichana. Pro
moznost sledovani rozvoje artritidy byla denné meéfena hmotnost zvifat a edém
postizenych koncetin. Méfeni probihalo na dvou mistech, v oblasti hlezenniho kloubu a
v oblasti poloviny hlezenni kosti. Vlastni méfeni bylo provadéno pomoci piesného
posuvného méfitka ve dvou rovinach na sebe vzajemné kolmych v pfedozadnim a bocnim
sméru. Na zdklad¢ ziskanych dat byla vypoctena plocha elipsy kloubu podle vzorce:
Plocha elipsy = m x a X b kde a pfedstavuje rozmér v bo¢nim sméru a b rozmér ve sméru

piredozadnim.

4.4.3. Pouzité chemikdlie

K experimentim byly pouzity nasledujici chemikalie: Od firmy Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, USA): Genelute mammalian total RNA kit, Carbenoxolone, Mifepriston,
Albumin; od firmy Biochrome AG (Berlin Némecko): fetalni bovinni sérum, RPMI-1640,
Kolagenasa IV; od firmy Invitrogen (Lofer, Rakousko) RNaseOUT, M-MLV reverzni
transkriptasa, Random Primers; od firmy Applied Biosystems (Carlsbad, CA, USA):
TagMan Universal PCR Master Mix with AmpEraseUNG, TagMan Gene Expression
Assays pro 11HSD1 (kat.¢. Rn 00567167-m1), 11HSD2 (kat.¢. Rn 00492539-m1), TNF-a.
( kat.¢. Rn 99999017-m1), COX-2 (kat.¢. Rn 00568225-m1), OPN (kat.¢. Rn 01449972-
ml), GR (kat.. Rn 00561369-m1), S100A4 (kat.c. Rn 01451938-m1) a TagMan
Endogenous Control Rat GAPDH (VIC/MGB) (kat.¢. 4352338); od firmy Phenomenex
(Torrance, CA, USA) Strata-X Cg Polymeric Solid Phase extraction Kit; od firmy Penta
chemicals (Praha, Ceska Republika) Methanol p. a. kvalita; Od firmy Difco Laboratories
(Detroit, MI, USA) heat-killed dry Mycobacterium butyricum, inkompletni Freundovo
adjuvans; od firmy MP biomedicals (Solon, OH, USA): MP Biomedicals Corticosterone
RIA 3H kit
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4.4.4. Méfeni hladiny mRNA 11HSD1, 11HSD2, TNF-0, COX-2, osteopontinu,
glukokortikoidniho receptoru a S100A4

Ze zpracovavanych vzorkli byla vyextrahovana RNA prostiednictvim produktu
Genelute mammalian total RNA kit. Vlastni lyza buné¢k byla provedena smichanim
suspenze bunék s roztokem ,,Lysis solution®, ktery byl obohacen 2-merkaptoethanolem
v mnozstvi 10pul/1ml. Roztok obsahujici lyzované buiiky byl pfenesen do filtracni kolonky
a zcentrifugovan pifi 14000x g po dobu dvou minut pii teploté 4°C. Po ukondeni
centrifugace byl filtrdt smichédn s 250 pl 70% ethanolu. Vznikly roztok byl dikladné
protiepan a nasledné pienes do vazaci kolonky. Nasledovala centrifugace pti 14000x g po
dobu 15 vtefin pii teploté 4°C . Po té byla kolonka opét za pomoci centrifugace promyta
500 pl roztoku ,,Wash solution 1 a nasledné 500 pl roztoku ,,Wash solution 2. Po
promyti nasledovala centrifugace vdzaci kolonky s 500 pl roztoku ,,Wash solution 2* pfi
14000x g po dobu dvou minut pii teploté 4°C. V posledni fazi bylo do kolonky piidano
50 pl roztoku ,,Elute solution® a nasledovala centrifugace pti 14000x g po dobu jedné
minuty pfi teploté 4°C. Ziskana RNA byla uskladnéna pii teploté -70°C.

4.4.4.1.Kvantitativni real time RT PCR

Vzorky RNA byly transkribovany do cDNA pomoci reverzni transkripce za pomoci
M-MLYV reverzni transkriptazy. Celkovy objem reakéni smési €inil 20 pl. Nejdiive byla
smichana piepisovana mMRNA se 100 ng Random primers, 1 ul 10 mM dNTP mix a 12 pl
PCR H20. Tato smés byla inkubovéna po dobu 5 minut pii teploté 65°C a nasledné prudce
zchlazena. Nasledné bylo pfidano: 4 pl reakéniho pufru (5x), 2 ul 0,1 M DTT a 1 ul
(40 jednotek) rekombinantniho ribonukleasového inhibitoru RNase OUT. Po té
nasledovala inkubace pii teploté 37°C po dobu 2 minut. Poté byl pfidan 1 pul (200 jednotek)
M-MLYV reverzni transkriptazy. Poté nasledovaly dva kroky inkubace nejdiive po dobu 10
minut pii teplotd 25°C a nasledné 50 minut pfi teploté 37°C. Reakce byla zastavena
zahtatim smési na 70°C po dobu 15 minut. Vzniklé vzorky s cDNA byly 10x nafedény a
uskladnény pii teploté -20°C.

Kvantitativni real time PCR byla provedena pomoci pfistroje Abi-Prism 7,000
Sequence Detection System instrument od firmy Applied Biosystems (Carlsbad, CA,
USA). Uzity byly firemné vyrabéné FAM/TAMRA znacené proby pro jednotlivé geny a
jako ,,housekeeping® gen byl pouzit GAPDH. M¢feni probihalo obdobng, jako je podrobné

popsano v kapitole 4.1.7.1. Reak¢ni smés o celkovém objemu 20 pl obsahovala 1 pl
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10x natedéné cDNA ziskané reverzni transkripci, 10 pl reakéniho pufru TagMan Universal
PCR Master Mix s AmpEraseUNG, a 1 ul firemné vyrobeného TagMan Gene Expression
Assay pro jednotlivé geny. K vlastni analyze byl pouzit program sestavajici z aktivace
Uracyl-N-Glykosylasy pfi teplot¢ 50°C po dobu 2 minut, po té zahfati ,hotstart*
polymerazy pfi teploté 95°C po dobu 10minut a nasledné 40 cykli sestavajicich z 15 vtefin
trvajici denaturace, nasedani primerii a extenze pfi 60°C po dobu 1 minuty. Ze ziskanych
hodnot ,,crossing-pointt byla stanovena hladina mRNA pomoci kalibra¢nich kiivek, které
byly sestrojeny pro kazdy zkoumany transkript. Vysledky byly vypocitany jako pomeér

relativnich koncentraci jednotlivych genti.

445, Izolace synoviocytu

Synovialni buniky byly vyizolovany =z Cerstvych kolennich kloubd pomoci
enzymatického procesu metodou opublikovanou diive [175], ktera byla mirné pozménéna.
Veskeré kroky vlastni izolace synoviocyti probihaly za sterilnich podminek. Kolenni
klouby byly nejdiive dikladné ocistény pomoci jemné preparace od veskeré svalové a
tukové tkdné€, nasledné bylo otevieno kloubni pouzdro a z né€j mechanicky odebrany
synovialni membrany. Ty byly néasledné rozmélnény na malé kousky pomoci skalpelu a po
t¢ vlozeny do roztoku RPMI-1640 obohaceného kolagenasou typu IV. v poméru Img
enzymu na 1 ml roztoku. Nasledovala inkubace pii teploté 37°C po dobu 60 minut
v atmosféfe obsahujici 5% CO;. Smés byla po ukonceni inkubace prefiltrovana pies
nylonové sitko o priméru 20 um. Nasledovala centrifugace pii 700 x g po dobu 5 minut pfi
teploté 4°C. Nasledné byla peleta obsahujici synoviocyty rozpusténa a promyta v RPMI-
1640 a jesté jednou zcentrifugovana za stejnych podminek jako v pfedeslém kroku.
V ptipad¢é vzorkll zpracovavanych pro stanoveni mRNA byla peleta rozpusSténa 250 pl
Lysis solution z kitu genelute mammalian total RNA a nasledné zpracovana postupem
podrobné popsanym v kapitole 4.4.4. V ptipadé¢ vzorku, které byly zpracovany ke
stanoveni enzymové aktivity byla peleta rozpusténa v roztoku RPMI-1640 obohaceném
fetalnim bovinnim sérem o koncentraci 10% a smési antibiotik (streptomycin, gentamycin,

penicilin) o koncentraci 0,1%.

4.4.6. Izolace bunék z lymfatickych uzlin

Lymfatické buiiky byly ziskdny ze smési inguindlnich, lumbélnich a kaudélnich

lymfatickych uzlin. Jednotlivé lymfatické uzliny byly nejdfive za sterilnich podminek
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dikladné mechanicky oc€istény od veskeré tukové tkané a nasledné rozmélnény pomoci
skalpelu a rozdrceny v petriho misce za pomoci pistu jednorazové plastové injekéni
sttikacky. Vznikly homogenat byl propasirovan pies nylonové sitko o priméru 20 um,
¢imz doslo k rozdéleni mobilni a pevné faze zpracovavanych lymfatickych uzlin. Mobilni
¢ast, ktera prosla nylonovym sitkem, obsahovala mobilni lymfatické buiiky a pevna ¢ast,
ktera zustala na sitku, obsahovala stromalni bunky lymfatickych uzlin. Ob¢ faze byly dale
zpracovavany odd¢len€. Dalsi zpracovani se liSilo podle urceni vzorka. U vzorkt uréenych
ke stanoveni mRNA byla mobilni 1 pevna Cast zpracovana stejnym zpiisobem. Jednotlivé
vzorky tkani byly rozpustény ve 250 pl roztoku Lysis solution (soucdst Genelute
mammalian total RNA kitu) a dale zpracovany jak je popsano v kapitole 4.4.4. Pii
zpracovani vzorkd, ve kterych byla stanovovana aktivita 11HSD byl zvolen odlisny postup
pfi zpracovani mobilni a pevné faze lymfatickych uzlin. Mobilni fidze byla nejdiive
rozpus$téna v roztoku RPMI-1640 a nasledné zcentrifugovana pii 700 x g po dobu 5 minut
pii teploté 4°C. Peleta byla nasledné opét rozpusténa v roztoku RPMI-1640 a opakované
zcentrifugovdna za stejnych podminek jako v pfedeSlém kroku. Nasledné byla peleta
rozpusténa v roztoku: RPMI-1640, fetalniho bovinniho séra v mnozstvi odpovidajici 10%
koncentraci ve findlnim roztoku a kombinaci antibiotik (streptomycin, gentamycin,
penicilin) v mnozstvi odpovidajicim 0,1% finalniho roztoku. Pevna faze lymfatickych
uzlin byla nejdiive inkubovana v roztoku RPMI-1640 obohaceném o kolagenasu typu 1V
v mnozstvi 1 miligram na mililitr pfi teploté 37°C po dobu 50 minut v atmosféte obsahujici
5% CO,. Nasledné byla suspenze zcentrifugovana pti 700x g po dobu 5 minut pii teploté
4°C. Nasledovalo rozpusténi pelety v roztoku RPMI-1640 a opakovani centrifugace za
stejnych podminek jako v ptedchozim kroku. Po centrifugaci byla peleta rozpusSténa
v roztoku RPMI-1640, fetalniho bovinniho séra a smési antibiotik ktery mél stejné slozeni
jako v ptipadé mobilni faze. Vlastni méfeni aktivity enzymu bylo provedeno zpisobem

popsanym V kapitole 4.4.7.

4.4.7. Stanoveni aktivity 113-HSD

Jednotlivé vzorky synoviocytti a bunék mobilni a pevné faze rozpusténé v riistovém
roztoku RPMI 1640, fetalniho bovinniho séra a smeési antibiotik ziskanych postupem
popsanym vyse byly rozpipetovany do sterilnich plastovych kultivacnich Sestijamkovych
desticek v objemu 1 ml na jamku a preinkubovany po dobu 60 minut v kultivacnim boxu

pii teploté 37°C v atmosféie obsahujici 5% CO,. Po preinkubaci byl ke vzorkiim piidan
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radioaktivné znaceny substrat v mnozstvi odpovidajicim findlni koncentraci 21nmol/l.
V pripadé méfeni 11B-reduktazové aktivity byl radioaktivnim substratem [>H]11-
dehydrokortikosteron. V piipadé méfeni 11B-oxidazové aktivity byl jako radioaktivné
znaceny substrat pouzit [3H]kortikoster0n. Po piidani radioaktivné znacené¢ho substratu
nasledovala inkubace po dobu 24 hodin pfi teploté 37°C v atmosféie obsahujici 5% COs.
Po skonceni inkubace byly ze vzorkil vyextrahovany steroidy obdobnou metodou podrobné
popsanou V kapitole 4.1.5 za pouziti kolonek reverzni faze Strata-X Cig (Phenomenex,
Torrance, CA, USA). Vyextrahované steroidy byly nasledné¢ do sucha odpafeny a
uskladnény pii teploté¢ -20°C a zanalyzovany pomoci HPLC jak je popsano v kapitole
4.1.6.

4.4.8. Stanoveni proteinu

Stanoveni proteinu bylo provedeno metodou podle Lowryho. Pred vlastnim
meéfenim byl nejdiive pfipraven Lowryho mix o nasledujicim slozeni: 9,6 ml Lowryho
roztoku (2% Na,CO3; + 0,4% NaOH), 0,2 ml 1% roztoku vinanu-sodno-draselného, 0,2 ml
0,5% roztoku CuSO,. Reakéni smés byla piipravena smichanim 1000 pl Lowryho mixu
se 100 ul vzorku. Nasledovala inkubace po dobu 15 minut pii pokojové teploté, po té bylo
piidano 100 ul folinového reagens (smés s H20 v poméru 1:1). Po 30 minutach od ptidani
folinového reagens nasledovalo méfeni absorbance pii 700 nm. Kalibracni kiivka byla
sestrojena pomoci vzorkd se znamym obsahem proteinu (hovéziho sérového albuminu)

Vv reak¢éni smési v rozsahu od 0 do 100 pg.

4.5, Statistické metody

45.1. 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa a experimentilni TNBS kolitida

Hodnoty jsou udany jako aritmeticky primér =+ stfedni chyba aritmetického
priméru. Zmény mezi skupinami pifi podavani latek ovliviijicich glukokortikoidni
metabolismus byly hodnoceny jednoduchou analyzou rozptylu. Pokud ANOVA vysla
signifikantni, byly rozdily pro jednotlivé skupiny hodnoceny Newman-Keulsovym testem.
V ptipad¢ vyhodnocovéani exprese mRNA 11HSDI1 v intraepitelidlnich lymfocytech byl

k porovnani obou skupin pouzit Studentiiv t-test. Hladina vyznamnosti byla zvolena 5 %.

55



45.2. 11B-hydroxysteroidehydrogenasa a ulcerozni kolitida

Hodnoty jsou uvedeny jako medidan a 25. A 75. percentil. Vzhledem
K nenormalnimu rozdéleni pravdépodobnosti byl k porovnani dat mezi skupinami pouzit

Mann-Whitney U test. Hladina vyznamnosti byla zvolena 5 %.

45.3. 11B-hydroxysteroidehydrogenasa a experimetalni DSS kolitida

Hodnoty jsou uvedeny jako median a 25. A 75. percentil. Vzhledem
K nenormalnimu rozdéleni pravdépodobnosti byl k porovnani dat mezi skupinami pouzit

Mann-Whitney U test. Hladina vyznamnosti byla zvolena 5 %.

45.4. 11B-hydroxysteroidehydrogenasa a adjuvantni artritida

Hodnoty jsou udany jako aritmeticky primér =+ stfedni chyba aritmetického
priméru. Rozdily mezi skupinou kontrolni a artritickou byly hodnoceny pomoci
Studentovo t-testu. Porovnani skupin pii podavani latek ovliviujicich zanét a
glukokortikoidni metabolismus bylo provedeno pomoci jednoduché analyzy rozptylu.
Pokud ANOVA vysla signifikantni, byly rozdily pro jednotlivé skupiny hodnoceny pomoci
Fisherovy LSD metody mnohondsobného porovnavani. Hladina vyznamnosti byla zvolena

5 %.
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5. VYSLEDKY

5.1.11HSD a experimentalni TNBS kolitida

Enteralni aplikace smési trinitrobenzensulfonové kyseliny (TNBS) a etanolu
vyvolala zanétlivé zmény v celém postizeném useku tlustého stfeva. Rozsah a mira
zénétlivych zmén byla umérnd aplikované davce. Pti indukci kolitidy davkou 8 mg TNBS
prevladaly u vSech zvitat zanétlivé zmény odpovidajici stfedné tézké zanétlivé reakci. Pii
mikroskopickém vySeteni vzorki tkdné tlustého stfeva byl nachazen ndlez mirné porusené
architektoniky, zanétlivé celulizace s leukocyty v submukoze a atrofickou, fibrotisovanou
sliznici (obr. 5.1, 5.2). Ve vzorcich ziskanych ze skupiny, které bylo aplikovano 30mg
TNBS byly nachazeny tézké az velmi tézké zanétlivé zmény. Pii mikroskopickém
vySetieni byl typickym nalezem obraz té¢Zké poruchy architektury, rozséhlych ulceraci,
S leukocytarnim demarkacnim lemem na jejich spodiné, flegmon6znim zanétem v celé

stén¢, misty kryptovité abscesy, fibroproduktivnimi zménami na seroze a nekrotickou
sliznici (obr. 5.3, 5.4).

Obrazek 5.1. Mikroskopicky obraz kolitidy po aplikované davce 8 mg TNBS
(zvétSeno 100x)
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Obrazek 5.2 Mikroskopicky obraz kolitidy po aplikované davce 8 mg TNBS
(zvétseno 100x)

Obrazek 5.3 Mikroskopicky obraz kolitidy po aplikované davce 30 mg TNBS
(zvétSeno 40x)




Obrazek 5.4 Mikroskopicky obraz kolitidy po aplikované davce 30 mg TNBS
(zvétseno 100x)

Indukce TNBS kolitidy signifikantnim zptisobem ovlivnila aktivitu 11THSD v cerstvé
zmrazenych tkanovych fezech z tlustého streva. Aktivita 11HSD v tkanovych fezech byla
metena jako konverze kortikosteronu na 11-dehydrokortikosteron a obracené. Vyjadiena
byla v ng vzniklého kortikosteronu nebo 11-dehydrokortikosteronu za hod na mg suSiny.
U kontrolnich zvitat, kterym nebyla podana TNBS byla naméfena oxidazova aktivita 51,4
+ 5,6 ng/h.mg susiny a reduktazou aktivita 2,7 = 0,4 ng/h.mg susiny. Oxidazova aktivita
byla sniZena ve vzorcich zvifat kterym byla aplikovana TNBS a toto sniZeni aktivity
korelovalo s podanou davkou TNBS (obr. 5.5). Reduktazova aktivita byla naopak vyrazné
zvysena ve vzorcich s TNBS a toto zvyseni také korelovalo s podanou davkou (obrazek
5.6). Vzhledem k tomu, ze u vSech tfi sledovanych skupin byla absolutni hodnota
oxidazové aktivita vy$si nez aktivity reduktazové, byla celkova aktivita 11HSD ve

prospéch oxidace (Tab. I).

59



120 -

100 4 I

60 4

alctivita

20~

CTRL  TNBS 8me THBS 30mg

Obr. 5.5 Konverze kortikosteronu na 11-dehydrokortikosteron (oxidace)
v tkanovych fezech tlustého stteva s indukovanou TNBS kolitidou a kontrolni
skuping (CTRL). Aktivita je uvedena % kontrolni skupiny ~ (p < 0,05),
vyznamné rozdilné ve srovnani s kontrolni skupinou
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Obr. 5.6 Konverze 11-dehydrokortikosteronu na kortikosteron (redukce)
v tkanovych fezech tlustého stfeva s indukovanou TNBS kolitidou a kontrolni
skuping (CTRL). Aktivita je uvedena % kontrolni skupiny ~ (p < 0,05),
vyznamné rozdilné ve srovnani s kontrolni skupinou
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Tab. | Rozdil aktivit 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy (oxidasova minus
reduktasova) v tkanovych fezech tlustého stieva u potkanu s indukovanou
TNBS kolitidou a u kontrolni skupiny

rozdil aktivit

kontrola 48,7+ 6,3
TNBS 8mg 37,2+3,7
TNBS 30mg 10+2

Rozdil aktivit je uveden v nmol vzniklého 11-dehydrokortikosteronu za hod na
mg susiny.

Pti experimentu kdy byla indukovana kolitida davkou 30 mg TNBS a nésledné byly
na zanétlivé poskozenou stievni sliznici topicky aplikovany jednotlivé latky riznym
zptasobem ovliviujici glukokortikoidni metabolismus, doslo k signifikantnim zménam
v aktivit¢ 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy (obr 5.7). Pfi topické aplikaci neselektivniho
inhibitoru 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy karbenoxolonu doslo k poklesu oxidazové
aktivity o témét 50 %. Velmi podobny ucinek na oxidazovou aktivitu 11HSD jako aplikace
karbenoxolonu mélo topické podavani budesonidu. Topickd aplikace karbenoxolonu
spole¢né s antagonistou glukokortikoidnich receptord mifepristonem (RU-486), vedlo

k oslabeni efektu samotného karbenoxolonu
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Obr. 5.7. Konverze kortikosteronu na 11-dehydrokortikosteron v tkanovych
fezech tlustého stfeva s indukovanou TNBS kolitidou, s topickou aplikaci
karbenoxolonu (CBX), mifepristonu (RU), budesonidu (BUD) a kontrolni
skupin¢ (CTRL). Aktivita je uvedena % aktivity TNBS skupiny

: (p < 0,05), vyznamné rozdilné ve srovnani s TNBS skupinou; # (p < 0,05),
vyznamng rozdilné ve srovnani se skupinou TNBS + CBX + RU

Pievzato z Ergang P, Leden P et al., Dig Dis Sci. 2008 Aug;53:2160-7
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Pti experimentu byla kromé aktivity 11HSD také sledovana, pomoci jednokrokové
RT-PCR v redlném cCase exprese mRNA genti obou izoforem 11HSD a jejich mnozstvi
bylo vztazeno na ,,housekeeping* gen B-aktin. Jak je patrné z obrazku 5.8, topické aplikace
neselektivniho inhibitoru 11HSD karbenoxolonu nékolikandsobné zvySovala hladinu
11HSD1 mRNA. Aplikace mifepristonu spole¢né s karbenoxolonem vedla k inhibici
tohoto vzestupu. Signifikantni vzestup 11HSD1 mRNA byl pozorovéan také po topickém
podavani budesonidu. V piipadé 11HSD2 mRNA byla situace odlisna (obr 5.9). Podavani
karbenoxolonu vedlo k vyznamnému snizeni exprese 11HSD2 mRNA, zatimco aplikace
karbenoxolonu v kombinaci s mifepristonem, ani podavani budesonidu nevedlo
k signifikantnim zménam ve srovnani s kontrolni skupinou.
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Obr. 5.8 Exprese mRNA 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 ve vzorcich

tlustého stieva. Ze skupin zvitat s TNBS kolitidou (TNBS), s TNBS kolitidou a

aplikaci karbenoxolonu (TNBS + CBX), TNBS kolitidou a aplikaci

karbenoxolonu a mifepristonu (TNBS + CBX + RU), TNBS kolitidou a

aplikaci budesonidu (TNBS + BUD) a v kontrolni skupiné (CTRL). Exprese je

vyjadiena v % TNBS skupiny.

" (p < 0,05), vyznamng rozdilné ve srovnani s TNBS skupinou; * (p < 0,05),

vyznamné rozdilné ve srovnani se skupinou TNBS + CBX + RU

Pievzato z Ergang P, Leden P et al., Dig Dis Sci. 2008 Aug;53:2160-7
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Obr. 5.9 Exprese mRNA 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 2 ve vzorcich
tlustého stfeva. Ve skupinach zvirat s TNBS kolitidou (TNBS), s TNBS a
aplikaci karbenoxolonu (TNBS + CBX), TNBS a aplikaci karbenoxolonu a
mifepristonu (TNBS + CBX + RU), TNBS a aplikaci budesonidu (TNBS +
BUD) a v kontrolni skupin¢ (CTRL). Exprese je vyjadiena v % TNBS
skupiny. ~ (p < 0,05), vyznamné rozdilné ve srovnani s TNBS skupinou; * (p <
0,05), vyznamné rozdilné ve srovnani se skupinou TNBS + CBX + RU

Prevzato z Ergang P, Leden P et al., Dig Dis Sci. 2008 Aug;53:2160-7

Pomoci jednokrokové RT-PCR v redlném Case byly meéteny také hladiny mRNA
prozanétlivych cytokini TNF-a, a IL-1B, enzymu zanétlivé reakce COX-2 a proteinu
MUC-2. Jejich mnoZstvi bylo vztaZzeno na ,housekeeping gen GAPDH. Z vysledki
shrnutych v tabulce 11 vyplyva, Ze podavani karbenoxolonu vyznamné neovliviiuje hladiny
mRNA gent pro TNF-a, IL-1B, COX-2. Pii podavani karbenoxolonu vsak dochazi
K vyznamnému vzestupu hladiny mRNA genu pro MUC2 a to jak pii aplikaci
karbenoxolonu samotného, tak pii jeho soucasném podavani s mifepristonem. Lokalni
podavani budesonidu mé za nasledek snizeni hladin mRNA pro TNF-a, IL-1p a COX-2.
Signifikantni vliv na hladinu MUC-2 mRNA lokalni podavani budosenidu nema. Podavani
mifepristonu vedlo k vyznamnému zvyseni hladin mRNA prozanétlivych cytokind TNF-a
a IL-1B a nemélo Zadny prokazatelny vliv na hladiny mRNA COX-2, MUC-2.
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Tab. Il Hladiny mRNA prozanétlivych cytokintit TNF-a, IL-1B, enzymu COX-
2 a proteinu MUC-2, pii TNBS kolitidé a topickém podavani latek
ovliviyjicich glukokortikoidni metabolismus.

TNBS TNBS + TNBS + TNBS + kontrola
karbenoxolon karbenoxolon budesonid
+RU
TNF-a 1.0+0.1 0.8+0.1 21+05" 03+017% o05+0.1""%
IL-1PB 08+02  0.7+0.1 1.4+03 03+0.1"" 04+02"
COX-2 | 35+05 33405 3.1+ 0.6 0.6+01°% 04x0.1""%
MUC-2 | 1.1+04" 30+04" 3.3+04" 1.3+03* 09=+02"

Uvedené hladiny vztazeny na mRNA ,housekeeping genu GAPD.

" (p <0,05), vyznamné rozdilné ve srovnani s TNBS skupinou; * (p < 0,05),
vyznamn¢ rozdilné ve srovnani se skupinou TNBS + CBX + RU

Podle Ergang P, Leden P et al., Dig Dis Sci. 2008 Aug;53:2160-7

K posouzeni miry zanétlivé infiltrace zkoumanych vzorkl byla stanovena aktivita
enzymu myeloperoxidazy. Ta byla pouzita jako index infiltrace tkdné tlustého stfeva
neutrofilnimi leukocyty. U vzorkd ze zvifat, kterym byla aplikovana TNBS doslo
k signifikantnimu narastu aktivity myeloperoxidazy oproti vzorkum kontrolni skupiny.
Zatimco topické podavani karbenoxolonu nemélo za nasledek vyznamnou zménu aktivity
MPO, aplikace CBX + RU486 vedlo k signifikantnimu vzestupu aktivity oproti skupiné
TNBS. Lokalni podavani budesonidu vedlo k poklesu aktivity MPO ve srovnani s TNBS
skupinou (tab. I11)

Tab. Il aktivita myeloperoxidazy ve vzorcich tlustého stieva u potkanti
s indukovanou TNBS kolitidou a u kontrolni skupiny

rozdil aktivit

kontrola 1,9+0,3""
TNBS 45+05"
TNBS +CBX 42+0.6"
TNBS + CBX + RU 71+0.7
TNBS + BUD 22+04""

Aktivita je uvedena v jednotkdch enzymové aktivity na gram tkané, pficemz
jedna jednotka enzymové aktivity byla definovana jako mnozstvi enzymu
v gramu tkéan¢, které zptisobi zménu absorbance o 1 jednotku za jednu minutu.
" (p < 0,05), vyznamn& rozdilné ve srovnani s TNBS skupinou; * (p < 0,05),
vyznamné rozdilné ve srovnani se skupinou TNBS + CBX + RU
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Pomoci jednokrokové RT-PCR vV realném case byly meétfeny hladiny mRNA
11HSD1 ve vyizolovanych intraepitelidlnich lymfocytech tlustého stieva. Jak je ziejmé
z tabulky 1V, hladina 11HSD 1 mRNA byla vyznamn¢ zvySena ve skupiné s TNBS oproti

skupiné kontrolni.

Tab. IV Hladina mRNA 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 v izolovanych
intraepitelidlnich lymfocytech. Hodnoty jsou udany jako pomér 11HSD/GAPD

11HSD/GAPD
kontrola 0,05+0,01
TNBS 0,37 +0,13"

* .
(p < 0,05), vyznamné rozdilné ve srovnani s kontrolni skupinou

5.2.Ulcerosni kolitida a 11HSD

V bioptickych vzorcich tlustého stieva ziskanych od pacientti s ulcerosni kolitidou
a pacientii kontrolni skupiny (u kterych bylo histologicky vylouceno zanétlivé stfevni
onemocnéni) byla pomoci jednokrokové RT-PCR Vv redlném Case méfena hladina mRNA
obou 11B-hydroxysteroiddehydrogenas (11HSD1, 11HSD2) a jejich hladina byla vztazena
na ,housekeeping™ gen B-aktin. Méfenim bylo zjiSténo, ze ve vzorcich od pacientl
s ulcerosni kolitidou je vyznamné vyssi hladina mRNA 11HSD1 ve srovnani s kontrolni
skupinou (obr 5.10).

Pii méteni hladin mRNA 11HSD2 bylo zjisténo, ze ve skupin€ vzorkii od pacientd
s ulcerosni kolitidou dochéazi k opacnym zméndm nezli v ptipadé mRNA 11HSDI, tedy
Kk poklesu hladin ve srovnani se vzorky kontrolni skupiny (obr 5.11). Zjisténé vysledky
napovidaji, ze v pribéhu ulcerosni kolitidy dochézi k vzestupu exprese genu 11HSD1

a poklesu exprese genu 11HSD2.
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Obr. 5.10 Box-Whiskers graf znazoriujici expresi mRNA 113-
hydroxysteroiddehydrogenasy 1 ve vzorcich od pacienti s ulcerosni kolitidou
(colitis) a kontrolni skupin¢ (ctrl). Hodnoty vyjadiuji pomér 11HSD/B-aktin
Signifikantni rozdil mezi skupinami pomoci Mann-Whitney U-test (p < 0,001)
Pievzato z Zbankova S, Bryndova J, Leden P et al. J Gastroenterol Hepatol.
2007 Jul;22:1019-23
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Obr. 5.11 Box-Whiskers graf znazorfiujici expresi MRNA 11(3-
hydroxysteroiddehydrogenasy 2 ve vzorcich od pacienti s ulcerosni kolitidou
(colitis) a kontrolni skupin¢ (ctrl). Hodnoty vyjadiuji pomér 11HSD/B-aktin
Signifikantni rozdil mezi skupinami pomoci Mann-Whitney U-test (p < 0,01)
Pievzato z Zbankova S, Bryndova J, Leden P et al. J Gastroenterol Hepatol.
2007 Jul;22:1019-23
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Pfi méfeni hladin mRNA prozéanétlivych cytokini TNF-0, IL-18 pomoci
jednokrokové RT PCR v redlném case byly zjistény signifikantni rozdily mezi vzorky
ziskanymi od pacienti s ulcerosni kolitidou a pacientii z kontrolni skupiny. Jak v pfipadé
MRNA TNF-a, tak v pfipadé mRNA IL-1B byly zjiSteny vyznamné vyssi hladiny ve
vzorcich ulcerosni Kolitidy ve srovnani s kontrolni skupinou (tab. V). Lze tedy konstatovat,
ze v prubchu ulcerosni kolitidy dochdzi ke zvySené expresi téchto prozanétlivych cytokini

stfevni tkani.

Tab. V Exprese TNF-a mRNA a IL-1BmRNA ve vzorcich tlustého stfeva u
pacientt s ulcerosni kolitidou a u pacientll kontrolni skupiny

TNF-a l-1p
Kontrola 2.01 (1.00-2.78) 0.07 (0.04-0.11)
Ulcerosni kolitida | 5.55 (2.53-11.71) 0.61 (0.51-0.75)

Exprese je uvedena jako median (25.-75. percentil) poméru hladin mRNA
TNF-o(IL-1p)/B-aktin.

5.3.11HSD a experimentalni DSS kolitida

V experimentalni skupiné¢ zvifat vedlo podavani 3% vodného roztoku
dextransulfaitu po dobu 10 dnt s naslednym casovym odstupem 20 dnt k rozvoji
zanétlivého procesu v tlustém stfevu. Pii mikroskopickém vysSetfeni vzorkl tkdné tlustého
stteva byl nachazen obraz fokaln€ porusené architektoniky sliznice, vétvené krypty
s iritovanym epitelem, misty atrofie se zcela chybéjicimi kryptami, zanétliva celulizace
s eosinofily 1 leukocyty, misty hyperplasie lymfatické tkané (obr 5.15, 5.16). Dle
hodnoceni patologa, nalezené zmény korelovali se zménami nalézanymi ve vzorcich

pacientli v chronickém stadiu ulcerosni kolitidy.
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Obr. 5.15 Mikroskopicky obraz kolitidy po 10 denni aplikaci 3% vodného
roztoku DSS, s naslednou 20 denni inkubaci. (zvétseno 40x)

Obr. 5.16 Mikroskopicky obraz kolitidy po 10 denni aplikaci 3% vodného
roztoku DSS, s naslednou 20 denni inkubaci. (zvétseno 40x)




Ve vzorcich tlustého stfeva ziskanych od experimentalnich zvitat skupiny s DSS
kolitidou a kontrolni skupiny byla stanovena jak oxidazova, tak reduktazova aktivita 11[3-
hydroxysteroiddehydrogenasy. Oxidazova aktivita byla stanovena jako konverze
kortikosteronu na 11-dehydrokortikosteron a reduktazové aktivity jako konverze opaénym
smérem. Vyjadiena nasledné¢ byla v ng vzniklého kortikosteronu nebo 11-
dehydrokortikosteronu za hod na mg susiny. Median 11-oxidazové aktivity byl vyznamné
nizs$i ve vzorcich s DSS kolitidou oproti vzorkim kontrolni skupiny. Naproti tomu, 11-
reduktdzova aktivita byla ve srovnani s kontrolni skupinou vyznamné zvysena ve vzorcich
skupiny s DSS kolitidou. Vzhledem k tomu, Ze v obou sledovanych skupinach byla
absolutni hodnota oxidazové aktivity vyssi nez aktivity reduktazové, byla celkova aktivita

11B-hydroxysteroiddehydrogenasy ve prospéch oxidace (tab. VI).

Tab. VI Aktivita 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy ve vzorcich tlustého
stteva u potkant s indukovanou DSS kolitidou a u kontrolni skupiny

11-oxidace 11-redukce
kontrola 34,8 (27,3-47,0) 6,8 (4,0-9,4)
DSS 21,2 (15,7-24,0) 16,4 (6,4-21,0)

Aktivita je uvedena jako medidn (25.-75. percentil), v ng vzniklého 11-
dehydrokortikosteronu (11p-oxidace) nebo kortikosteronu (11B-redukce) za
hod na mg suSiny.

Kromé¢ aktivity 11HSD byla ve zkoumanych vzorcich také stanovena hladina
mRNA pro obé izoformy 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy metodou jednokrokové RT
PCR Vv realném case. Timto bylo zji$téno, Ze ve vzorcich ze skupiny zvifat s DSS kolitidou
dochdzi, ve srovnani s kontrolni skupinou, k signifikantnim zméndm v hladindich mRNA
obou izoforem 11HSD. Konkrétné k vzestupu mRNA 11HSD1 a poklesu mRNA 11HSD2
(tab. VII).
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Tab. VII Exprese 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy ve vzorcich tlustého
stteva u potkanti s indukovanou DSS kolitidou a u kontrolni skupiny

11HSD1 11HSD2
Kontrola 16(1.3-1.8)  4.7(3.86.8)
DSS 78(4.8-13.1)  1.7(1.0-3.2)

Exprese je uvedena jako medidn (25.-75. Percentil) poméru hladin mRNA
1 1HSD1/p-aktin.

5.4.11HSD a adjuvantni artritida

Ve skupin¢ zvifat, u kterych byla indukovéna adjuvantni atrtritida dosSlo
K vyznamnému otoku kloubti zadnich konéetin oproti skupiné kontrolni. Zatimco pied
indukci adjuvantni artritidy nebyl zadny rozdil mezi skupinami, jiz desaty den po podani
adjuvans doslo k signifikantnimu nartstu rozméra hlezennich kloubu (tab. VIII). Az do

ukonceni experimentu tento nartist dale progredoval.

Tab. VIII relativni rozmér hlezennich kloubt potkant s adjuvantni artritidou a
potkanti kontrolni skupiny 10. a 18. den po indukci

10. den 18. den
kontrola 111 +5 125+ 7
artritida 145 + 10 211+ 16

Hodnoty jsou uvedeny v % rozméru pied indukci adjuvantni artritidy.

Ke zménam ve velikosti hlezennich kloubt, dochazelo 1 ve skupindch zvirat,
kterym byly podavany latky o kterych je znamo, Ze ovliviiuji zanétlivy proces. Konkrétné
se jednalo o neselektivni inhibitor 11HSD karbenoxolon, inhibitor glukokortikoidnich
receptori mifepriston (RU486), antagonistu receptoru TNF-a etanercept a antagonistu
receptoru IL1-B anakinra. Podavani karbenoxolonu, stejné jako mifepristonu vedlo
k vyznamnému zvétSeni otoku hlezennich kloubd ve srovnani jak se skupinou kontrolni,
tak se skupinou s adjuvantni artritidou. Naproti tomu podavani etanerceptu i anakinry
vedlo K vyznamnému snizeni otokG hlezennich kloubli ve srovnani se skupinou

s adjuvantni artritidou (obr 5.17).
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Obr. 5.17 Relativni velikost hlezennich kloubti u kontrolni skupiny (CTRL),
skupiny s adjuvantni artritidou (AA), adjuvantni artritidou a aplikaci anakinry
(ANK), adjuvantni artritidou a aplikaci enbrelu (ENB), adjuvantni artritidou a
aplikaci karbenoxolonu (CBX), adjuvantni artritidou a aplikaci mifepristonu.
Data jsou vztazena na relativni velikost pted indukci artritidy.

*(p<0,01), vyznamné rozdilné ve srovnani s kontrolni skupinou; “(p < 0,01),
vyznamn¢ rozdilné ve srovnani se skupinou s adjuvantni artritidou;

“ (p < 0,05), vyznamn& rozdilné ve srovnani se skupinou s adjuvantni

artritidou

Pievzato z Ergang P, Leden P et al. Mol Cell Endocrinol. 2010 Jul 29;323:155-

60

K objasnéni zmén v glukokortikoidnim metabolismu zanétlivé postizenych kloubt,
byla méfena aktivita 11HSD v synoviocytech vyizolovanych z kolennich kloubii. Bylo
zjisténo, Ze adjuvantni artritida vyznamné zvySuje reduktdzovou aktivitu 11HSD ve
srovnani s kontrolni skupinou (obr. 5.18).

V izolovanych synoviocytech byla také stanovena pomoci jednokrokové RT PCR
v realném c¢ase mRNA obou izoforem 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy. V piipadé
izoformy 1, byl zaznamenan signifikantni nartst ve skupin€ s adjuvantni artritidou pfi
porovnani s kontrolni skupinou (obr 5.19). V piipadé méfeni exprese izoformy 2 11HSD

nebyla mRNA tohoto genu detekovédna a to ani ve skupiné s artritidou, ani ve skupiné

kontrolni.
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Obr. 5.18 Konverze 11-dehydrokortikosteronu na  kortikosteron
Vv izolovonaych synoviocytech kolennich kloubti u zvifat s adjuvatni artritidou
(AA) a kontrolni skupiné (CTRL). Aktivita je uvedena v fmol na mg proteinu a
hodinu * (p < 0,01), vyznamné rozdilné ve srovnani s kontrolni skupinou

Pievzato z Ergang P, Leden P et al. Mol Cell Endocrinol. 2010 Jul 29;323:155-
60
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Obr. 5.19 Exprese mRNA 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 v izolovanych
synoviocytech ze skupin zvifat s adjuvantni artritidou (AA) a v kontrolni
skupiné (CTRL). Exprese je vyjadiena v % kontrolni skupiny.

Prevzato z Ergang P, Leden P et al. Mol Cell Endocrinol. 2010 Jul 29;323:155-
60
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Obr. 5.20 Exprese mRNA 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 v izolovanych

synoviocytech ze skupin zvifat sadjuvantni artritidou (AA), adjuvantni

artritidou a aplikaci anakinry (ANK), adjuvantni artritidou a aplikaci

etanerceptu (ENB). Exprese je vyjadiena v % skupiny AA. (p < 0,01),

vyznamné rozdilné ve srovnani se skupinou s adjuvantni artritidou;  (p <

0,05), vyznamné rozdilné ve srovnani se skupinou s adjuvantni artritidou

Pievzato z Ergang P, Leden P et al. Mol Cell Endocrinol. 2010 Jul 29;323:155-

60

Exprese mRNA 11HSD1 byla vyznamné ovlivnéna ve skupinich s adjuvantni

artritidou, kterym byl podavan antagonista receptoru TNF-a etanercept a nebo antagonista
receptoru IL1-B anakinra. Aplikace téchto latek vedla k vyznamnému poklesu hladin

MRNA 11HSD1 v porovnani se skupinou s artritidou (obr 5.20).

Hladiny mRNA 11HSD pfi adjuvantni artritidé byly méfeny také ve spadovych
lymfatickych uzlindch zanétlivé postizenych kloubii. Bylo zjiSténo, Ze tyto lymfatické
uzliny exprimuji ob¢ izoformy 11HSD. Ve skupin€ s adjuvantni artritidou byl zjistén
vyznamny vzestup hladiny mRNA 11HSDI ve srovnani s kontrolni skupinou. V ptipadé
mRNA 11HSD2 nebyl rozdil mezi skupinou s adjuvantni artritidou a skupinou kontrolni

statisticky vyznamny (obr 5.21).
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Obr. 521 Exprese mRNA 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy 1 a 2 ve
spadovych lymfatickych uzlinach ze skupin zvitat s adjuvantni artritidou (AA)
a v kontrolni skupiné¢ (CTRL). Exprese je vyjadiena v % kontrolni skupiny.
“(p <0,01), vyznamné rozdilné ve srovnani s kontrolni skupinou

Pievzato z Ergang P, Leden P et al. Mol Cell Endocrinol. 2010 Jul 29;323:155-
60

Ve spadovych lymfatickych uzlindch byla méfena také aktivita 11HSD. Aktivita
byla stanovena separatné ve stromalni a mobilni ¢asti spadovych lymfatickych uzlin. Bylo
zjisténo, ze ve stromdlni Casti neni prakticky zadny rozdil ani v oxiddzové, ani
v reduktazové aktivit¢ 11HSD mezi skupinou s adjuvantni artritidou a skupinou kontrolni
(obr. 5.22). VV mobilni ¢asti spadovych lymfatickych uzlin byla zjisténa signifikantné vyssi
reduktazova aktivita ve skupiné€ s adjuvatni artritidou oproti skupiné kontrolni a mezi

témito skupinami nebyl zjistén zadny rozdil v aktivité reduktazové (obr. 5.23).
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Obr. 5.22 oxidazova a reduktdzova aktivita 11HSD ve stromalni c&asti
spadovych lymfatickych uzlin ve skupiné s adjuvantni artritidou (AA) a
kontrolni skupiné (CTRL). Aktivita je uvedena v fmol na mg proteinu a
hodinu.

Pievzato z Ergang P, Leden P et al. Mol Cell Endocrinol. 2010 Jul 29;323:155-
60
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Obr. 5.23 oxidazova a reduktazova aktivita 1 THSD v mobilni ¢asti spadovych
lymfatickych uzlin ve skupiné s adjuvantni artritidou (AA) a kontrolni skupiné
(CTRL). Aktivita je uvedena v fmol na mg proteinu a hodinu.

*(p <0,01), vyznamné rozdilné ve srovnani s kontrolni skupinou

Pievzato z Ergang P, Leden P et al. Mol Cell Endocrinol. 2010 Jul 29;323:155-
60
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V synoviocytech a spadovych lymfatickych uzlinach byla métena exprese mRNA

glukokortikoidniho receptoru. Bylo zjisténo, Ze v obou zkoumanych tkanich dochazi

v pribé¢hu adjuvantni artritidy k vyznamnému poklesu exprese GR mRNA (obr. 5.24,

5.25).
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Obr. 5.24 Exprese glukokortikoidniho receptoru v synoviocytech ve skupiné
s artritidou (arthritis) a kontrolni skupiné (CTRL). Exprese je vyjadiena jako %
kontrolni skupiny.

*(p <0,01), vyznamné rozdilné ve srovnani s kontrolni skupinou

105 1

100 A

95 A

GR/GAPDH

90 ~

85 1

80 -

CTRL arthritis

Obr. 5.25 Exprese glukokortikoidniho receptoru ve spadovych lymfatickych
uzlinach ve skuping s artritidou (arthritis) a kontrolni skupin¢ (CTRL). Exprese
je vyjadiena jako % kontrolni skupiny.

* (p <0,01), vyznamné rozdilné ve srovnani s kontrolni skupinou
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V izolovanych synoviocytech a spadovych lymfatickych uzlinach byla také métena
hladina mRNA prozanétlivych cytokini TNF-a a IL1-B, enzymu zanétlivé kaskady COX-
2, proteinu OPN a proteinu S100A4. Bylo zjisténo, ze v izolovanych synoviocytech
v prib¢hu adjuvantni artritidy dochéazi k signifikantnimu vzestupu mRNA vSech
sledovanych gend (obr. 5.26). Také ve spadovych lymfatickych uzlinach bylo zjisténo
signifikantni zvySeni hladin mRNA vSech sledovanych genti ve skupiné s adjuvantni

artritidou v porovnani s kontrolni skupinou (obr. 5.27).
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Obr. 5.26 Exprese mRNA TNF-a, COX-2, OPN, S100A4 a IL1-p
Vv izolovanych synoviocytech ve skuping zvifat s adjuvantni artritidou (AA) a v
kontrolni skupiné (CTRL). Exprese je vyjadiena v % kontrolni skupiny.

* (p < 0,01), vyznamné rozdilné ve srovnani s kontrolni skupinou; **(p <
0,05), vyznamné rozdilné ve srovnani s kontrolni skupinou

Ptevzato z Ergang P, Leden P et al. Mol Cell Endocrinol. 2010 Jul 29;323:155-
60

77



4000

mmm CTRL
i — AA
3000 ¢
<
=
('
e
1000 ¢
* ok
| *%k K%k l|
0 || J_‘ ﬂ J

TNF  COX-2 OPN S100A4 IL-1

Obr. 5.27 Exprese mRNA TNF-a, COX-2, OPN, S100A4 a IL1-p
ve spadovych lymfatickych uzlinach ve skupin€ zvifat s adjuvantni artritidou
(AA) a v kontrolni skupiné (CTRL). Exprese je vyjadiena v % kontrolni
skupiny. * (p < 0,01), vyznamné rozdilné ve srovnani s kontrolni skupinou;
**(p < 0,05), vyznamné rozdilné ve srovnani s kontrolni skupinou

Pievzato z Ergang P, Leden P et al. Mol Cell Endocrinol. 2010 Jul 29;323:155-
60

Hladina mRNA jednotlivych sledovanych zanétlivych mediatord, byla
Vv izolovanych synoviocytech vyznamné ovlivnéna podavanim inhibitord karbenoxolonu
1 mifepristonu. Podavani karbenoxolonu mélo za nésledek vyznamny vzestup mRNA
TNF-0, COX-2 a OPN. Naproti tomu podavani mifepristonu vedlo k signifikantnimu
zvyseni pouze MRNA COX-2 a OPN (obr. 5.28).
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Obr. 5.28 Exprese mMRNA TNF-a, COX-2, OPN, v izolovanych synoviocytech
ve skuping zvitat s adjuvantni artritidou (AA), skupin€ s adjuvantni artritidou a
aplikaci karbenoxolonu (CBX), skupin¢ s adjuvantni artritidou a aplikaci
mifepristonu (RU486). Exprese je vyjadiena v % kontrolni skupiny.* (p <
0,01), vyznamné rozdilné ve srovnani se skupinou s adjuvantni artritidou; **(p
<0,05), vyznamné rozdilné ve srovnéni se skupinou s adjuvantni artritidou
Pievzato z Ergang P, Leden P et al. Mol Cell Endocrinol. 2010 Jul 29;323:155-
60

Odlisna situace byla zjisténa ve spadovych lymfatickych uzlinach, kde podavani

MRNA u zadného ze sledovanych gentl.

karbenoxolonu vedlo k vyznamné zméné hladiny mRNA OPN a nemélo zadny efekt na

mRNA ostatnich sledovanych gend. Podavani mifepristonu, nevedlo ke zméné hladiny

Me¢éfenim plasmatické hladiny kortikosteronu nebyl zjiStén signifikantni rozdil

v souvislosti s podavanim karbenoxolonu (Tab.IX)

Tab. IX Plazmatické hladiny kortikosteronu ve skuping s adjuvantni artritidou
(AA), adjuvantni artritidou a aplikaci karbenoxolonu (AA + CBX) a skupiné
kontrolni

rozdil aktivit

AA 307 +38°
AA + CBX 338 +41°
kontrola 190 + 29

Hladiny jsou uvedeny ng kortikosteronu na 1 ml plazmy. =~ (p < 0,05),
vyznamné rozdilné ve srovnani s kontrolni skupinou
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6. DISKUZE
6.1.11HSD a experimentalni model TNBS kolitidy

Experimentalni kolitida indukovana lokalni aplikaci trinitrobenzensulfonové
kyseliny (TNBS) je dobie popsany zvifeci model zanétu, ktery je vyuzivan predevsim pro
podobnost zanétlivych zmén se zménami nalézanymi pii Crohnové nemoci[166]. V nasem
experimentu byl charakter a zdvaznost indukovanych zmén ovéfen pomoci histologického

vysetieni. Je vSeobecné¢ zndmo, ze regulace zanétlivého procesu je komplexni a prabeh

-----

vvvvvv

NO syntazy (iNOS), jejiz jednou z duilezitych fyziologickych funkci je aktivace klicového
prozanétlivého transkripéniho faktoru NF-«B [176-178]. Jednim z vedlejSich efekth
aktivace zanétlivé reakce ve stfevni tkani je zvySena tvorba glykoproteini ze skupiny
mucint bunikami stievniho epitelu, coz je modulovano pravé prozanétlivymi cytokiny a
prostaglandiny [179]. Je v§eobecné znamo, ze glukokortikoidy maji schopnost potlacovat
zanétlivy proces v celé fad¢ tkdni, vcetné tlustého stieva a to pravé prostiednictvim zmén
interferenci se systémem transkripéniho faktoru NF-«B. Jak jiz bylo uvedeno, enzym
11HSD mé schopnost ménit lokélni koncentrace glukokortikoidti na tkanové a bunécéné
urovni. N&kolik autor pak prokdzalo, Ze in vitro prozéanétlivé cytokiny TNF-a a IL-1B
zvySuji syntézu a aktivitu 11HSD1 a snizuji syntézu a aktivitu 1 1HSD2 [86, 144, 181-184],
¢imz dochazi ke zménam koncentrace glukokortikoidd v zanétlivé tkani. Tento
mechanismus by mohl pfedstavovat dualezity mechanismu negativni zpétné vazby
Vv regulaci zanétlivého procesu. Na podkladé€ znalosti o sniZzené expresi 11HSD2 v prib¢hu
zanétlivého procesu [169, 185], jsme vytvorili hypotézu, ze lokalni metabolizmus
glukokortikoidi mtize ovliviiovat expresi genti regulujicich zanétlivy proces. K ovétreni
této hypotézy, jsme pouzili zminovany TNBS model kolitidy, kdy skupiné
experimentalnich zvifat byl topicky aplikovan neselektivni inhibitor 11HSD karbenoxolon
a nasledné¢ byl zkouman jeho vliv na pribéh zéanétlivého procesu. Konkrétné byla
sledovana mira infiltrace stfevni tkané€ leukocytdrnimi buiikami prostfednictvim méfeni
enzymu myeloperoxidazy, oxidazova i reduktazova aktivita 11HSD a exprese 11HSDI1
MRNA, 11HSD2 mRNA, exprese prozanétlivych markerd TNF-o mRNA, IL-1 mRNA,

COX-2 a nejvyznamnéjsiho sttevniho mucinu MUC-2 mRNA. Bylo prokazano, Ze
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izoforma 11HSD2 je ve stfevni tkdni exprimovana pouze enterocyty, zatimco izoforma
11HSDI je exprimovana také buikami lamina propria a butikami imunitniho systému [62,
139, 146]. Lze se tedy fici, Ze zatimco inhibice izoformy 11HSD1 vede ke sniZzené tvorbé
biologicky aktivnich glukokortikoidii z jejich neaktivnich metabolitii a tim vlastné snizuje
glukokortikoidni signal, inhibici izoformy 11HSD2 v prabéhu zanétlivého procesu dochazi
k wusnadnéni pfistupu biologicky aktivnich glukokortikoidii k jejich receptorim ve
vybranych buiikkdch zanétlivé postizené tkané. Vysledky naSich méfeni ukazaly, ze
v pribé¢hu TNBS kolitidy dochazi k poklesu oxidazové aktivity a vzestupu reduktdzové
aktivity. Tyto zmény koreluji se stupném zanétlivého procesu. Podavani neselektivniho
inhibitoru 11HSD karbenoxolonu do oblasti zanétlivé postizeného tlustého stieva ma za
nasledek vyznamné sniZzeni 11B-dehydrogendzové aktivity v tkdni stfeva a pokles této
aktivity je doprovéazen zvySenou expresi 11HSDI mRNA a sniZenou expresi 11HSD2
mRNA. SniZzeny metabolismus kortikosteronu v zanétlivé tkani vSak pravdépodobné neni
piimym nasledkem efektu karbenoxolonu, ale s nejvétsi pravdépodobnosti néasledkem
zvySené lokalni aktivity 11HSDI a snizené aktivity 11HSD2. Na zédklad¢ téchto naSich
poznatkli, mizeme konstatovat, ze podavani karbenoxolonu méni lokalni koncentraci
kortikosteronu na podkladé zvySené exprese 11HSD1 a snizené exprese 11HSD2. Nalez
snizené exprese 11HSD2 po podani karbenoxolonu je mirné piekvapivy. Uginek
karbenoxolonu na pokles exprese 11HSD2 mRNA nemuze byt totiz dostatecné vysvétlen
jako nasledek autoregulace tohoto enzymu cestou substratu a produktu, nebot’ existuji
dikazy, ze glukokortikoidy expresi 11HSD2 mRNA zvysuji [186, 187]. Je tedy
pravdépodobné, ze na regulaci se podili vliv dal$ich faktori. Jako nejjednodussi vysvétleni
se zd4, podil derivati kyseliny arachidonové na regulaci exprese 11HSD2 mRNA ve
stievni tkani. In vitro bylo totiz prok4zano, Ze produkce prostaglandinli na tkanové urovni
muze snizovat aktivitu 11HSD2 [188]. Zaroven bylo prokazano, ze glukokortikoidy snizuji
aktivitu 15-hydroxyprostaglandindehydrogenasy, coz je kliCovy enzym odbouravani
prostaglandint [189] a bylo také prokazano, ze aktivita tohoto enzymu je inhibovana
karbenoxolonem [190].

Podavani syntetického glukokortikoidu budesonidu vedlo k vyraznému vzestupu
exprese 11HSD1 mRNA a k nesignifikantnimu poklesu 11HSD2 mRNA. Nalez zvysené
11HSD1 mRNA je vsouladu s naSimi ptedpoklady, jelikoz ve studiich in vitro bylo
prokazano, ze podavani glukokortikoidl vede u nékterych typti bunék ke zvyseni exprese
11HSD1 [191].
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Je vSeobecné znamo, ze glukokortikoidy jsou prostiednictvim glukokortikoidnich
receptor schopné snizovat aktivitu zanétlivého procesu prostiednictvim snizovani
produkce prozanétlivych cytokind [179] a prostiednictvim inhibice enzymi zanétlivé
kaskady fosfolipasy A2 a cyklooxygenasy 2 [192]. Zajimalo nas proto, K jakym zménam
Vv pribéhu experimentu dojde vexpresi gent TNF-a, IL1-B, COX-2, MUC2. Dle
ptedpokladil se prokazalo, ze v pribéhu zanétlivého procesu dochazi k vzestupu exprese
téchto genti, které hraji diilezitou roli v regulaci zanétlivého procesu. Lokalni podévani
budesonidu vedlo k signifikantnimu poklesu exprese TNF-a mRNA, IL1-f mRNA, COX-2
mRNA, coz bylo plné¢ vsouladu s piedpoklady a diive opublikovanou praci [193].
V rozporu s nasimi piedpoklady vsSak byl efekt podavani karbenoxolonu. Predpokladali
jsme, ze vzhledem ke skutecnosti, Ze podavani karbenoxolonu ovliviiuje lokélni
koncentraci biologicky aktivnich glukokortikoidii, mélo by dojit ke zménam v expresi
podobné jako pifi podavani budesonidu. Ve skute¢nosti vSak zadné signifikantni zmény
v expresi TNF-a mRNA, IL1-f mRNA, COX-2 mRNA zaznamenany nebyly. Pro tento
rozpor nemame zcela jasné vysvétleni. S nejvétsi pravdépodobnosti se lokalni
metabolismus glukokortikoidi v priitbéhu experimentalni kolitidy nepodili vyznamnym
zpusobem na expresi téchto prozanétlivych cytokinti. Pro tuto skutecnost napovidaji
i vysledky lokalni aplikace mifepristonu, které ukazuji, ze systémova hladina
neZ lokalni hladiny kortikosteronu. Této teorii nasvédcuje i vysledek méfeni aktivity
enzymu myeloperoxidasy. Aktivita tohoto enzymu koreluje s mirou infiltrace a aktivace
granulocytd v zanétlivé postizené stievni sténé [194]. Zatimco pii lokalnim podavani
budesonidu doslo k signifikantnimu poklesu aktivity a tim k poklesu zanétlivé infiltrace,
podavani carbenoxolonu nemélo na aktivitu MPO Zadny vliv. Pokud uvaZzime skutecnost,
ze glukokortikoidy snizuji aktivitu MPO [193] a snizuji ptisun granulocytii do tlustého
stteva postizeného TNBS kolitidou [195], je ziejmé Ze Ilokalni metabolismus
glukokortikoidi a s nim spojené lokadlni zmény v koncentraci kortikosteronu nemaji
schopnost modulovat migraci a aktivaci granulocytd.

V rozporu s predpoklady byly také vysledky méfeni exprese genu MUC-2. Jelikoz
je znamo, ze exprese tohoto genu se méni v zavislosti na aktivité zanétlivého stievniho
onemocnéni [196] a Ze in vitro podavani glukokortikoidt ¢i prozanétlivych cytokint vede
ke zménam v expresi tohoto genu, piedpokladali jsme zmény v jeho expresi v souvislosti

se zménami v lokalni koncentraci glukokortikoidi. Piekvapivé vSak, ani podavani
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karbenoxolonu, ani podavani budesonidu nevedlo k poklesu exprese MUC-2 mRNA.

Vysledky experimentu s podavanim mifepristonu potvrzuji vyse popsanou teorii, Ze
regulaci prozanétlivych cytokinli a infiltraci stfevni stény builkami imunitniho systému
ovlivituje systémova hladina kortikosteronu a pravdépodobné nijak neovliviiuje lokalni
metabolismus glukokortikoid.

Je tedy mozné konstatovat, ze v pribé¢hu TNBS kolitidy dochazi k vzestupu exprese
11HSD1 a tento vzestup je zavisly na tizi zanétlivého procesu. Zmény v expresi obou
izoforem 11HSD maji za nasledek snizenou schopnost zanétlivé tkan¢ oxidovat biologicky
aktivni glukokortikoidy na jejich neaktivni 11-oxo derivaty. Vzhledem k tomu, ze exprese
11HSD1 byla prokazana ve stievni lamina propria i spadovych lymfatickych tkanich [62]
a ze vpribéhu TNBS kolitidy dochdzi k masivni infiltraci stfevni stény imunitnimi
bunikami které také exprimuji 11HSDI1 [139, 197], lze piedpokladat, ze vzestup
reduktazové aktivity 11HSD a vzestup hladin exprese 11HSD1 mRNA muize byt
nasledkem kombinace infiltrace zanétlivé postizené stfevni tkdné témito bunkami a také
stimulace 11HSD1 prozanétlivymi cytokiny. NaSe vysledky jsou ve shod¢ s diivéjSimi
pracemi které¢ ukéazaly, Ze v prabéhu TNBS kolitidy dochazi k vzestupu exprese
prozanétlivych cytokini TNF-o a IL-1pB [198] a Ze tyto cytokiny in vitro stimuluji expresi
11HSD1 [86, 144, 181, 182]. Je tedy ziejmé, ze prozanétlivé cytokiny se tcastni regulace
glukokortikoidniho ué¢inku v zan&tlivé postizené stfevni tkani. Ucinek karbenoxolonu
a jeho inhibice pfidanim mifepristonu ukazuje na autoregulacni mechanismus hladin
kortikosteronu na expresi 11HSD1. Na druhou stranu, z vysledkd nasi prace je ziejmé, ze
periferni metabolismus glukokortikoidl se nepodili na regulaci glukokortikoidniho signéalu
Vv pribéhu pln€ rozvinutého zanétlivého procesu. Toto zjisténi je v rozporu s diive
publikovanymi in vitro experimenty [86, 192], které piedpokladaly, Ze periferni
metabolismus glukokortikoidl hraje roli negativni zpétné vazby ve vztahu k prozanétlivym
cytokinim. Otevienou otazkou zustava regulacni funkce periferniho metabolismu

glukokortikoidt inicialnich fazich sttevniho zanétu.

6.2.11HSD a ulcerosni kolitida

Glukokortikoidy jsou dlouhou dobu uzivany v terapii idiopatickych stfevnich

zanéth pro svij protizanétlivy ucinek. Jak jiz bylo zminéno, tento protizanétlivy ucinek je
dan interferenci komplexu glukokortikoid/glukokortikoidni receptor s produkci

prozanétlivych cytokinli a se systémem transkripéniho faktoru NF-kB. Uloha periferniho
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metabolismu glukokortikoidi v regulaci stfevniho zanétlivého procesu byla zkoumdna
doposud pouze in vitro a na zvifecich experimentdlnich modelech, nikoliv vSak ve
vzorcich tkan¢ od pacientli s nespecifickym stfevnim zanétem. Je vSeobecné znamo, Ze
Vv pribéhu ulcerosni kolitidy dochazi ke zvyseni produkce prozanétlivych cytokini [199]
a také enzymu fosfolipasy A2 [200]. Nase méfeni ukazala, ze v prub&hu ulcerosni kolitidy
dochdzi k signifikantnimu zvySeni exprese 11HSD1 mRNA a poklesu 11HSD2 mRNA.
Vzhledem k pfedpokladu, Ze in vivo se 11HSD1 chova pievazné jako reduktaza, lze
predpokladat, ze ve stfevni tkani v prabehu ulcerosni kolitidy dochéazi k vzestupu lokalni
koncentrace biologicky aktivnich glukokortikoidii. V souladu s ptedpoklady bylo zjisténo,
ze v pribéhu ulcerosni kolitidy stoupa exprese prozanétlivych cytokind IL-18, TNF-a
sttevni tkani. Na zdkladé nasi prace neni mozné jednoznacné stanovit, které¢ faktory se
podileji na zménach exprese 1 1HSD mRNA. Jisté je nutno vzit v ivahu stimulaéni u¢inek
prozanétlivych cytokint,, vliv infiltrovanych bun¢k imunitniho sytému které maji
schopnost exprese 11HSD a zvySené hladiny aktivnich glukokortikoidd. Bylo prokéazano,
ze v prub¢hu idiopatickych sttevnich zanétii dochazi ke zvySeni aktivity osy hypotalamus-
hypofyza-nadledviny [201]. Nasledkem této hyperaktivity pravdépodobné dochazi
K vzestupu systémovych hladin glukokortikoidii. Tato zvySend aktivita se jisté muze
podilet na stimulaci 11HSD1. Zde se vSak nabizi otdzka, jakym mechanismem dochazi ke
sniZeni exprese 1 IHSD2 mRNA, kdyZ bylo in vitro prokdzano, Ze glukokortikoidy expresi
11HSD2 zvysuji. Vysvétleni mize pravdépodobné spocivat ve skutecnosti, ze 11HSD2 je
ve stfevni tkani exprimovana pouze V epitelidlnich bunkach [62]. V pribéhu ulcerosni
kolitidy dochazi k poSkozeni funkci stfevniho epitelu a je také sniZena jeho
imunoreaktivita [202].

V souhrnu lze konstatovat, Ze v pribéhu ulcerosni kolitidy dochazi ke zvySené expresi
11HSD1 mRNA a poklesu exprese 11HSD2 mRNA. Nakolik se na regulaci
glukokortikoidniho signdlu v pribéhu ulcerosni kolitidy podili systémova hladina
biologicky aktivnich glukokortikoidii a na kolik jejich periferni metabolismus nejsme

schopni v tuto chvili fici.

6.3.11HSD a DSS kolitida

Podavani dextransulfatu vedlo krozvoji kolitidy, pfi které byly histologicky

pozorovany zmeény, které se charakteristicky nachazeji v chronickém stadiu ulcerosni
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kolitidy. Obdobné¢ jako v ptipadé vzorkt ziskanych od pacientt s ulcerosni kolitidou, byl
ve stfevni tkani s DSS kolitidou pozorovan vzestup exprese 11HSDI mRNA a pokles
1THSD2 mRNA. Rozdily byly velmi podobné jako v ptipad¢ ulcerosni kolitidy. Méfenim
aktivity 11HSD bylo zjisténo, ze v prub¢hu DSS kolitidy dochazi k vzestupu reduktazové
aktivity a poklesu oxidazové aktivity. Nalezené zmény v aktivité tedy pln¢ koreluji se
zménami v expresi, nebot’ 11HSDI1 se in vivo chova prevazné jako reduktaza. Tato
skutecnost potvrzuje nasi hypotézu, ze v priubéhu zanétlivého stievniho procesu dochazi
k vzestupu nejenom exprese 11HSD mRNA, ale také vlastni aktivity enzymu. Je tedy
mozné konstatovat, ze v pribéhu DSS kolitidy dochazi ke stejnym zménam v expresi
11HSD jako v pfipad¢ ulcerosni kolitidy a tento model je pravdépodobné vhodny ke studiu
periferniho metabolismu glukokortikoidti. Nakolik jsou zmény v expresi a aktivité 11HSD
podminény zanétlivymi cytokiny a lokélni produkei biologicky aktivnich glukokortikoidii
a nakolik jsou diisledkem systémovych hladin, neni mozné piesné stanovit.

Vysledky studie podporuji zavér, ze prozanétlivé cytokiny ovliviuji tvorbu
biologicky aktivnich glukokortikoidii n€kolika zptsoby. Cestou hypothalamo- hypofyzarni
osy, zvySenou systémovou hladinou glukokortikoidii a také interakci mezi enzymy
metabolizmu glukokortikoida a cytokiny [86, 140, 181, 182, 203].

DSS kolitida je spojena se zvysenou expresi stfevni 11BHSD1 a sniZzenou expresi

sttevni 11BHSD2, coz pravdépodobné podporuje protizdnétlivy ucinek glukokortikoidi.

6.4.11HSD a adjuvantni artritida

Glukokortikoidy jsou po dlouhd léta vyuZivany v terapii celé fady zanétlivych
onemocnéni kloubl a napiiklad v terapii revmatoidni artritidy je jejich role prakticky
nezastupitelnd. Bylo prokazano, ze podavani glukokortikoidii v pribéhu revmatoidni
1 zanétliveé artritidy vede k vyznamnému snizeni rychlosti destrukce destrukce a prestavby
postizenych kloubti a zpomaluje progresi onemocnéni [204, 205]. Vzhledem k tomu, Ze
enzym 11Bhydroxysteroiddehydrogenaza je klicovym prvkem reguluyjicim tkanovou
koncentraci biologicky aktivnich glukokortikoidd, byl tento enzym zkoumdn 1 v kostni
a kloubni tkani. Studie na tuto problematiku prokazaly ptitomnost obou izoforem 11HSD
v lidskych osteoblastech a synovialnich bunkach [83, 206]. Exprese a aktivita 11HSD2
byla v citovanych pracich velmi nizka prakticky az na hranici detekovatelnosti a jejich
puvod pochazel nejspiSe z kloubnich makrofagii. Pfi naSich meéfenich na modelu

adjuvantni artritidy jsme vSak prokazali expresi pouze izoformy 11HSD1 a izoformu
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11HSD2 se nam nepodafilo v synoviocytech prokazat ani v artritické ani v kontrolni
skupin€. PfiCina této skuteCnosti neni Upln¢ ziejmd. V prvni fad¢ se nabizi vysvétleni
mezidruhovou zivocisSnou variabilitou. Zatimco vyse uvedené prace prokdzaly expresi
11HSD?2 v lidskych buiikach, nase méfeni byla provedena na potkanech kmene Lewis.
Zvitata tohoto kmene maji snizenou aktivitu osy hypotalamus - hypofyza — nadledviny
a vykazuji relativné vyssi citlivost k autoimunitnim chorobam a rozvoji zanétlivych
procest ve srovnani s kmeny s normalni funkci této osy [207]. Lze piedpokladat, Ze za
touto zvySenou nachylnosti k rozvoji zanétlivého procesu u tohoto kmene je
spoluodpovédny nizky imusoupresivni uc¢inek glukokortikoidii cestou hypothalamo-
hypofyzarni osy [208]. Nelze tedy bezvyhradné zobecnovat nalezy u tohoto kmene na dalsi
zivoc¢i$né druhy. Na zaklad¢ publikovanych praci vSak lze pfedpokladat, Ze citlivost
cilovych tkani ke glukokortikoidtim neni funkci osy hypotalamus — hypofyza — nadledviny
mezi jednotlivymi kmeny potkani [209]. Méteni hladin mRNA 11HSD1 ukazalo vice nez
dvacetinasobny vzestup ve skupiné s adjuvantni artritidou ve srovnani se skupinou
kontrolni. Vzestup exprese mRNA 11HSD1 koreloval se zjiSténym nartstem reduktazové
aktivity enzymu, ktera se zvysSila téméf trojnasobné. Toto navySeni je plné v souladu
s piedchozimi experimenty popsanymi v této praci, i s publikacemi jinych autorti [148,
210, 211].

Vseobecné se predpoklada, Zze pribéh artritického procesu je fizen celou fadou
k proliferaci synoviocytt, tvorbé zanétlivé granulomatézni tkané z kloubni synovie
a aktivaci osteoklastii, coZ ma za nasledek patologickou piestavbu kostni a kloubni tkané.
Za nejvyznamngjsi prozanétlivé faktory v priib&hu artritického procesu jsou povazovany
TNF-0, IL-1B [213], jejichz exprese v prub&éhu zanétlivého procesu stoupa. V souladu
s touto skutecnosti jsou i nase méfeni, kdy ve skupiné s adjuvantni artritidou dosSlo
k vyznamnému vzestupu hladin mRNA jak TNF-a, IL-1p v synovialni tkani ve srovnani
s kontrolni skupinou. In vitro bylo opakované prokazano, ze prozanétlivé cytokiny jsou
mocnym induktorem 11HSDI v riznych tkanich, véetné synoviocyta [86, 144, 181, 214].
Zaroven bylo prokazano, Ze inhibice TNF-a nebo IL-1B vyznamnym zpisobem sniZuje
miru zanétlivé reakce jak u revmatoidni artritidy [215-217], tak u celé fady
experimentalnich modela artritidy [218-220]. Na zaklad¢ téchto skute¢nosti jsme chtéli
odpovédét na otazku, zda vzestup TNF-a nebo IL-1f zvySuje expresi 11HSD in vivo, a zda

jejich mnozstvi koreluje s expresi 11HSD1. K ziskdni odpovédi jsme experimentalnim
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zvifatim S adjuvantni artritidou podéavali antagonistu IL-1p anakinru, nebo etanercept,
antagonistu receptord pro TNF-a. V minulosti bylo prokazano, ze ob¢ latky u potkant
s indukovanou juvenilni artritidou snizuji patologickou angiogenezi, otoky a ovliviuji
tepelnou mechanickou hyperalgezii [221-224]. NaSe méfeni ukazala, Ze ob¢ latky nejenze
zlepSuji klinicky obraz a otok postizenych kloubt, ale také snizuji expresi 11HSDI1. Dalo
by se predpokladat, ze terapie pomoci blokatori prozanétlivych cytokini ovliviiuje
periferni metabolismus glukokortikoidii nejen na tirovni bunék synovidlni membrany, ale
také ovlivnénim migrace bunck imunitniho syst¢tmu do oblasti zanétlivé postizeného
kloubu. Je vSeobecné¢ znamo, Ze ptenos glukokortikoidniho signalu je zprostfedkovan
pomoci glukokortikoidnich receptord. NaSe méfeni ukazala, ze v pribéhu adjuvantni
artritidy dochazi k vyznamnému snizeni exprese genu pro glukokortikoidni receptor. Toto
zjisténi je v souladu s nalezy v celé fadé tkani v pribéhu zanétlivého procesu [225], vcetné
synovialni tkan¢ pii kolagen indukované artritidé u potkana [226]. Na zakladé¢ vyse
uvedenych skutecnosti, jsme se snazili najit odpovéd’ na otazku, zda zmény v aktivité
a expresi 11HSD néjakym zplsobem moduluji pribéh zanétlivého procesu v prubehu
adjuvantni artritidy. V minulosti bylo prokazano, ze poddvani neselektivniho inhibitoru
karbenoxolonu ma za nasledek pokles aktivity i exprese 11HSD1 [227-229], Ze biologicky
aktivni glukokortikoidy snizuji expresi mRNA genit pro TNF-a a COX-2 [208] a zZe
prozanétlivé cytokiny zvySuji expresi mRNA OPN [230]. Snazili jsme se tedy najit
odpovéd’ na otazku, zda v pribéhu adjuvantni artritidy dochazi ke zménam v expresi
prozanétlivych cytokini a markert kloubniho zanétu u zvifat kterym byl podévan
karbenoxolon ve srovnani s artritickou skupinou bez aplikace karbenoxolonu. NaSe méfeni
ukdzala, Ze podavani karbenoxolonu signifikantné zvySuje makroskopické projevy zanétu
a zvySuje expresi TNF-o mRNA, COX-2 mRNA a OPN mRNA, avSak nedochézi
K zadnym zménam v plazmatické hladiné kortikosteronu. Vzhledem k této skutecnosti
a také faktu, ze podavani karbenoxolonu vedlo ke zhorSeni makroskopickych projevi
zanétu je pravdépodobné, ze za tyto zmény jsou odpovédné zmény v aktivité 11HSD1
na Urovni synovidlnich kloubil a Ze se tedy nejednd o zménu glukokortikoidni aktivity na
urovni celého organismu. Vzhledem ke skutecnosti, ze karbenoxolon je nespecifickym
inhibitorem se nabizi otazka, zda za vySe popsané zmény neni odpovédny jiny
mechanismus nez lokalni aktivita 11HSD. Je napiiklad zndmo, ze karbenoxolon je
ucinnym inhibitorem konexint, proteinli u€astnicich se t€snych bunécnych spojt. Proti této

teorii se vSak stavi skutecnost, Zze k ovlivnéni tésnych bunécnych spojlii jsou zapotiebi
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minimalné mikromolarni koncentrace karbenoxolonu [231, 232]. AvSak na zaklad¢
publikaci jinych autorii bylo prokazéano, ze podavani karbenoxolonu v obdobnych davkach
jako vnaSem experimentu vede knanomolarnim koncentracim karbenoxolonu
V intersticialni tekutiné [233]. Ztéto skuteCnosti plyne, Ze plazmaticka koncentrace
karbenoxolonu v nasich experimentech nedosahovala takovych hladin, aby mohla G¢inné
ovlivnit proteiny tésnych bunécnych spojii. V nasem experimentu bylo zjisténo, Ze
podavani karbenoxolonu zadnym zpisobem neméni expresi ani TNF-a, ani COX-2, ani
mRNA S100A4, ackoliv byla pfitomna aktivita 11HSD1. Tento nalez je odlisSny od nalezu
Vv synovidlni tkani. Nalez zvysené aktivity 1 1HSD1 a absence jakéhokoliv efektu podavani
karbenoxolonu a mifepristonu zfejmé svédci o rezistenci bunck lymfatickych uzlin ke
glukokortikoidim, nebo o farmakodynamickych rozdilech mezi synovialni tkani a tkani
lymfatickych uzlin.

Na rozdil od TNF-a mRNA a COX-2 mRNA exprese OPN mRNA byla
signifikantné  zvySena v lymfatickych wuzlinach artritickych potkanti  1écenych
karbenoxolonem. Vysvétleni tohoto rozdilného chovani OPN mRNA v porovnani s TNF-a
MRNA a COX-2 mRNA neni zcela ziejmé, nabizi se vSak vysvétleni v odlisné regulaci
gend pro jednotlivé proteiny. Bylo totiz prokazano, ze regulace exprese genu OPN je
komplexni a tkanové specificka [230]. Zda se tedy, ze ackoliv v prubéhu adjuvantni
artritidy dochazi ke zvySené expresi 11HSD1 mRNA a aktivité jak synoviocytech, tak
ve spadovych lymfatickych uzlinach, zfejmé pouze v synovialni tkani je enzym dostate¢né

aktivni k tomu aby reguloval zanétlivy proces.
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7. ZAVER

Na nami polozené otazky lze odpoveédét nasledovné:

7.1.0dpovéd na otazku 1

Otazka: Dochazi v priabéhu experimentdlni kolitidy indukované aplikaci

trinitrobenzensulfonové kyseliny ke zméndm v expresi a aktivit¢ izoforem 11p-
hydroxysteroiddehydrogenasy ve stfevni tkani a vede aplikace latek ovliviiyjicich
glukokortikoidni metabolismus ke zvyraznéni nebo utlumu téchto zmén?

Odpovéd’: V priibéhu experimentalni TNBS kolitidy dochazi ke zménam
perifernim metabolismu glukokortikoidii ve smyslu vzestupu reduktazové aktivity
11HSD a poklesu aktivity oxiddzové. Zairovein dochazi k vzestupu exprese
11HSDImRNA a poklesu exprese 11HSD2 mRNA. Podavani neselektivniho
inhibitoru karbenoxolonu vedlo k poklesu oxidazové aktivity téméF o 50% a nemélo
Zadny vliv na expresi prozanétlivych cytokini TNF-a, IL1-p, ani na miru infiltrace
stifevni tkan€ buiikami imunitniho systému. Pfedpoklad, Ze se periferni metabolismus
glukokortikoidii podili na regulaci glukokortikoidniho protizanélivého icinku se v§ak

nepotvrdil a tento nalez je v rozporu s diive provedenymi in vitro studiemi.

7.2.0dpovéd’ na otazku 2

Otazka: Méni se exprese 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy ve stfevni tkani

postizené zanétlivym procesem v prubéhu ulcerosni kolitidy?

Odpovéd’: V pribéhu ulcerosni kolitidy dochazi ke zvySené expresi 11HSD1
MRNA a poklesu exprese 11HSD2 mRNA. Ulcerosni kolitida je také spojena se
vzestupem exprese TNF-a a IL1-f v zanétlivé postizené stievni tkani. Za tento
vzestup je pravdépodobné spoluodpovédny stimulacni ucinek prozanétlivych
cytokinu, vliv infiltrovanych bunék imunitniho sytému a zvySena systémova hladina

kortizolu na podkladé hyperaktivace HPA osy.
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7.3.0dpovéd’ na otazku 3

Otazka: Dochazi v priabéhu kolitidy vyvolané aplikaci dextransulfatu ke zménam

Vv expresi a aktivit¢ 11p-hydroxysteroiddehydrogenasy a koreluji tyto zmény s ndlezem u
humannich vzorku stfevni tkané s ulcerosni kolitidou?

Odpovéd’: V prubéhu DSS kolitidy dochazi ve stirevni tkani k vzestupu exprese
11HSD1 mRNA a poklesu 11HSD2 mRNA. V souladu s tim, dochazi k vzestupu
reduktazové aktivity 11HSD a poklesu aktivity oxidazové. Nalezené zmény tedy plné

koreluji s nalezy u vzorku ulcerosni kolitidy.

7.4.0dpoveéd’ na otazku 4

Otiazka: Jakym  zplsobem se méni exprese a  aktivita  11B-

hydroxysteroiddehydrogenasy v priabéhu adjuvantni artritidy v zanétlivé poskozené synovii
a buitkach imunitniho systému a je mozné modulovat tyto zmény latkami ovliviiujicimi
metabolismus glukokortikoid?

Odpovéd’: V pribéhu adjuvantni artritidy dochazi k signifikantnimu vzestupu
hladin mRNA 11HSD1 ve srovnani s kontrolni skupinou a tento vzestup exprese
koreluje s naristem reduktazové aktivity enzymu. Tyto zmény jsou pozorovany jak
v synovialni tkani, tak ve spadovych lymfatickych uzlinach. Podavani inhibitoru
karbenoxolonu signifikantné zvySuje makroskopické projevy zanétu a zvySuje expresi
TNF-a mRNA, COX-2 mRNA a OPN mRNA, avS§ak neovliviiuji plazmatické hladiny
kortikosteronu. Zda se tedy, Ze ackoliv v priubéhu adjuvantni artritidy dochazi ke
zvySené expresi 11HSD1 mRNA a aktivité jak synoviocytech, tak ve spadovych
lymfatickych uzlinach, zi'ejmé pouze v synovialni tkani je enzym je dostatecné aktivni
k tomu aby reguloval zanétlivy proces a nema pravdépodobné vliv na urovni

organismu.
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9. SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK: VYSVETLIVKY

A
11aHP
11HSD
11HSD1
11HSD2
200/BHSD
AA
ACTH
AME
ANK
AV CR
BSA
BUD
BW
CBG
CBX
C-cislo
cDNA
COX-2
cPLA2a
CRH
CTRL
DNA
DNAsa
dNTP
DSS
EDTA
ENB
INOS
G6PDH

delece

11a-hydroxyprogesteron
11B-hydroxysteroiddehydrogenasa
11B-hydroxysteroiddehydrogenasa isoenzym 1
11B-hydroxysteroiddehydrogenasa isoenzym 2
200.-/20B-hydroxysteroiddehydrogenasa
adjuvatni artritida

adrenokortikotropni hormon

apparent mineralocorticoid excess

anakinra, antagonista receptoru IL1-$
Akademie véd Ceské republiky

hovézi sérovy albumin

budesonid

hmotnost potkana

corticosteroid binding globulin
karbenoxolon

uhlik steroidni latky daného ¢isla
komplementarni DNA

cyklooxygenasa - 2

cytosolova fospolipaza A2a

kortikotropin releasing hormonu

kontrolni skupina

deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleasa

smés nukleotidit dATP, dTTP, dGTP a dCTP
dextransulfat sodny
ethylendiamintetraoctova kyselina
etanercept inhibitor TNF-a.

inducibilni NO synthasa
glukosa-6-fosfat-dehydrogenasa
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GAPDH
GIT
Gly
GR
GRE
H6PD
HPA
HPLC
HSD
IBD
IL
Ix-B

Km

Kolon

LEW

Lys

M-MLV

MR

mMRNA
MUC-2

N

NaCl 0,9%
NAD", NADH
NADP*, NADPH
NF-xB

nGRE

NOS

Nt

OPN

P

PCR

PI3K

glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa
gastrointestinalni trakt

glycin

glukokortikoidni receptor

glucocorticoid responsive element
hex6za-6- fosfat dehydrogenasa

osa hypotalamus — hypofyza — nadledviny
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
hydroxysteroiddehydrogenasa
nespecificky stievni zanét

interleukin

inhibi¢ni faktor

disocia¢ni konstanta

Michaelisova konstanta

tracnik, tlusté stfevo

kmen potkanti; Lewis

lysin

Moloney murine leukemia virus
mineralokortikoidni receptor
mediatorovd RNA

mucin - 2

pocet méteni

fyziologicky roztok
nikotinamidadenindinukleotid a jeho redukovana forma
nikotinamidadenindinukleotidfosfat a jeho redukovana forma
nuklearni faktor kKB

negativni GRE

NO synthasa

nukleotid

osteopontin

pravdépodobnost

polymerazova fetézova reakce

enzym phosphatidylinositol-3-hydroxykinaza
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PPAR
RNA
RPMI-1640
RT-PCR
RU-486
SDS
SPE
TAE
TEMED
TG

THE
THF
TNBS
TNF
Tyr

w

X

peroxisome proliferator-activated receptor
ribonukleova kyselina

fetalni bovinni sérum

reverzni transkripce nasledovand polymerazovou fetézovou reakci

Mifepriston, antagonista glukokortikoidniho receptoru
v souvislosti s enzymovou ,,rodinou*
metoda extrakce na pevné fazi
Tris-acetat-EDTA pufr
N,N,N’,N"-tetramethyethylendiamin
triglyceridy

tetrahydrokortizon
tetrahydrokortizol
trinitrobenzensulfonova kyselina
tumor necrosis factor

tyrosin

potkan Wistar (Velaz, CR)

(v souvislosti s proteinovou sekvenci) aminokyselina
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