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1. Souhrn

Glukokortikoidy piedstavuji klicovy prvek v regulaci zanétlivé odpovédi a jsou Siroce
pouzivany v 1écbé nejriznéjSich, hlavné chronickych zanétlivych onemocnéni. Jejich
pusobeni v cilové tkdni bude zaviset nejen na plazmatické hladiné hormonu, responzibilité
bun¢k a hustoty receptort, ale také na lokalnim metabolizmu glukokortikoidi. Hlavnim
enzymem tohoto metabolizmu glukokortikoidi je 11B-hydroxysteroiddehydrogenaza
(11HSD1). Zatim byly objeveny 2 isoformy 11HSD. Isoforma 11HSD1 katalyzuje in vivo
pfeménu neaktivniho 11-oxo derivatu na aktivni 11-hydroxy derivat glukokortikoidu a tim
lokalné zvySuje koncentraci aktivniho glukokortikoidu, ktery se pak vaze na glukokortikoidni
receptor. Isoforma 11HSD2 pracuje vyluéné jako dehydrogenaza, ktera oxiduje aktivni 11-
hydroxy derivat glukokortikoidu na neaktivni 11-0x0 derivat a tim lokalné snizuje
koncentraci aktivniho glukokortikoidu. Byla publikovéana fada praci, které se zabyvaji funkci
11HSD v riznych typech bun¢k a tkdni. Velice malo je ale zndmo o funkci 11HSD

vV imunitnich bunikach. Proto bylo cilem mé prace:

(1) Zjistit, zda ovliviiuji zanétlivé procesy pii experimentalni kolitidé lokalni
metabolizmus glukokortikoidil (exprese a aktivita 11HSD1 a 2).

(2) Prozkoumat, jak ovliviiuje kolitida lokalni metabolismus glukokortikoidd
V imunitnich buiikdch s diirazem na butiky stfevniho imunitniho systému.

(3) Zjistit, zda dochazi pti experimentalni adjuvantni artritidé ke zménam lokalniho
metabolizmu glukokortikoidi v synovialni tkani a pfislusné lymfatické tkani.
Ovlivni podavani latek ovliviiujicich metabolizmus glukokortikoidu artritidu?

(4) Ur¢it, jak ovliviuji agonisté PPARY receptorti expresi 11HSD1.

K feSeni otazek ¢.1 a 2 byl pouzit DSS model kolitidy u mysi kmene Balb/c a TNBS model
kolitidy u potkani kmene Wistar. Otazka 3 byla feSena s pouzitim samcu potkani kmene
Lewis, u kterych byla experimentalné navozena artritida. Otazka 4 byla feSena na primarni
kultute krysich hladkych svalovych bunék izolovanych z aorty. Pro méfeni vystupnich
parametri byly pouzity metody stanoveni enzymatické aktivity pomoci radioaktivné
znalenych substratd, kvantitativni polymerazova fetézova reakce, izolace buné&cnych
populaci, laserovd mikrodisekce, pratokova cytometrie a vysokouc¢inna kapalinova

chromatografie.



(1) Bylo zjisteno, Ze stfevni zanét u mysi s DSS kolitidou zvySuje expresi mMRNA
11HSD1 ve stievé, zatimco exprese 11HSD2 zménéna nebyla.  Kolitida
signifikantné¢ zvySila expresi 11HSD1 ve intraepitelidlnich lymfocytech a
mezenterialnich lymfatickych uzlinach.

(2) Bylo zjisténo, ze TNBS kolitida u potkana je doprovazena zvySenim exprese
11HSD1 mRNA v obohacené frakci T lymfocyti ziskanych ze sleziny a z
mezenteridlnich lymfatickych uzlin, ale jiz ne ve stromatu obou organti. Podobné
enzymatickd aktivita 11HSD1 byla kolitidou signifikantn¢ zvySena jak ve slezing,
tak i v mezenteridlnich uzlinach. Experimentalni TNBS Kolitida rovnéz zvysila
expresi 11HSD1 mRNA v intraepitelidlnich lymfocytech a v lymfocytech
izolovanych z lamina propria.

(3) Artritida zvysila expresi mRNA pro 11HSDI jak v synoviu, tak Vv inguinalnich
uzlinach. Zaroven doslo ke zvySeni enzymatické aktivity 11HSDI1
V synoviocytech a imunitnich buitkach inguinalnich uzlin, ale jiZ ne ve stromatu
uzlin. Podavani antagonistt  IL-1 receptoru (anakinra) a TNF-o cytokinu
(etanercept) snizilo expresi 1 1HSD1 v synoviu artritickych zvifat.

(4) Agonista PPAR-y receptoru pioglitazon zvy$il mRNA expresi a enzymatickou
aktivitu 11HSD1 v zavislosti na své koncentraci. Tento narust byl doprovazen
zvySenou expresi transkripéniho faktoru E/CBPa a E/CBP( .

Vysledky dokladaji, ze lokalni metabolizmus glukokortikoidii ovliviiuje zanétlivou odpoved’ a

ovlivnénim tohoto metabolismu Ize Castecné ménit  prubéh zanétu.



2. Uvod

Uloha prereceptorového metabolismu glukokortikoidti je stale vice studovanym
tématem hlavné v souvislosti sroli, kterou hraje v patogeneze fady nemoci, jako jsou
metabolicky syndrom, revmatoidni artritida, inzulinova resistence, osteopor6za, ulcer6zni
kolitida a karcinomu (CRC). Spole¢nym znakem téchto onemocnéni Se zdaji byt zmény
v regulaci enzymu 11p3-hydroxysteroiddehydrogenazy (11HSD)..

Existuji dvé isoformy 11HSD, které se mohou uplatnit v konverzi aktivniho
glukokortikoidu (kortisol, kortikosteron) na neaktivni derivat a naopak, a tak umoznit nebo
zabranit vazbé na glukokortikoidni receptor. V situaci in vivo 11HSD1 katalyzuje konverzi
neaktivni 11-keto formy glukokortikoidu na aktivni 11-hydroxy derivat a je bohaté
exprimovana v Sirokém spektru tkani a bunék, kde plni funkci lokalniho modulatoru
glukokortikoidni odpovédi. Isoenzym 11HSD2 objeveny V ledvinach naproti tomu vykazuje
pouze oxidazovou aktivitu a jeho patofyziologické projevy (mutace v 11HSD2) smétuji
k porucham sodikové homeostazy a krevniho tlaku.

Znamy a Vpraxi bézné pouzivany je imunosupresivni a imunomodulaéni efekt
glukokortikoidd - hlavné u chronickych zanétti. Dlouhodobé podavani vysokych davek vsak
zpusobuje nezadouci UCinky jako je sniZzeni imunitni odpovédi, iatrogenni Cushinguv
syndrom nebo celkové negativni ovlivnéni metabolizmu. Malo se ale vi o metabolizmu

glukokortikoidl v bunikach imunitniho systému a jeho regulaci.



2.1 Glukokortikoidy

Glukokortikoidy piedstavuji skupinu steroidnich sloucenin produkovanych hlavné
v zona fasciculata kiry nadledvin, které jsou schopny vazby na glukokortikoidni receptor.
Kromé glukokortikoidi jsou nadledviny zdrojem dalSich steroidnich molekul, jako jsou
mineralokortikoidy a v mensi mife androgeny. Glukokortikoidy vykazuji pleiotropni ucinky
na fadu tkani. V kostech, svalech a tuku zvySuji katabolizmus, naproti tomu v jatrech maji
anabolicky ucinek. Dale ovliviuji fadu fyziologickych funkci jako jsou - stresova odpovéd’,
udrzovani krevniho tlaku, kognitivni a emocionalni funkce a také se spolupodili na fizeni
prenatalniho a postnatalniho vyvoje. Pro glukokortikoidy je charakteristickym rysem mohutny
efekt na imunitni systém. V nizsich davkach snizuji pocet lymfocytti, monocytti a eozinofilti a
snizuji fagocytozu, ve vyssSich davkach zpasobuji apoptézu imunitnich bunék. Naproti tomu
zvySuji pocet cirkulujicich erytrocytl a snizuji proliferaci, migraci a diferenciaci imunitnich
bun€k. V bunkach imunitniho systému také snizuji produkci prozanétlivych a zvysuji

Hlavnim glukokortikoidem u ¢lovéka je kortisol a v mensi mife kortikosteron. Naopak
u laboratornich hlodavci, ptakt a obojzivelnika je hlavnim glukokortikoidem kortikosteron.
Jeho plazmatické hladiny se u dospélého ¢lovéka v pribéhu dne méni a pohybuji se v rozsahu
80-700 nmol/l. Celkova denni produkce a clearence se u ¢lovéka pohybuje kolem 17 mg
kortisolu, pficemz biologicky poloc¢as kortisolu je 60-90 minut a kortikosteronu 50 minut.

Syntetizovany kortisol se transportuje krevnim fe€iStém ve vazané formé. Asi 90 % se
vaze na CBG (corticosteroid binding globulin), mensi mnozstvi na albumin a volny kortisol

predstavuje pouze 1% z celkového mnozstvi (2).

2.1.1 Syntéza glukokortikoidu

Steroidy jsou amfipatické slouceniny odvozené od zakladniho C17
cyklopentanoperhydrofenatrénového skeletu. Spoleénym prekurzorem pro biosyntézu vsech
steroidii je cholesterol. Syntéza glukokortikoidi probiha v bunkach kiry nadledvin. Tyto
bunky obsahuji velké lipidové deposity ve formé kapek, které slouzi pro skladovani cholesteryl
esterii. Kromé toho tyto bunky obsahuji velké mnozstvi mitochondrii a hladkého
endoplazmatického retikula, které jsou potiebné pro biosyntézu steroidi a na povrchové
membrané exprimuji velké mmnoZstvi receptori pro LDL ¢astice. Cholesterol je krvi
transportovan ve formé LDL nebo HDL. Existuji zatim dvé znamé cesty pro vstup cholesterolu
do bun¢k kury nadledvin. Selektivni transport probihd za ucasti proteinu Sr-Bl, ktery je
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exprimovan na vné&j§im povrchu bunék a vaze jak LDL tak HDL ¢éstice. Neselektivni transport
vyuziva interakci LDL receptoru s LDL ¢astici a naslednou endocytozu, kdy jsou vezikuly za
ucasti SCP-2 (sterol carrier protein 2) transportovany k mitochondriim. Cholesterol je za
pomoci STARD 1 (steroidogenic acute regulatory transfer domain 1) proteinu transportovan
dovniti mitochondrii (3).

Prvnim krokem biosyntézy kortisolu a kortikosteronu je odstépeni bocniho fetézce
z cholesterolu enzymem P450ssc (cholesterol side chain cleavage enzyme). Stépeni bo¢niho
fetézce je nejpomalej$im krokem celé syntézy a tudiz rychlost urujicim prvkem. Tento krok je
fizen ACTH. Produktem reakce je pregnenolon, ktery difunduje do hladkého
endoplasmatického retikula, kde dochazi k hydroxylaci na 17a-hydroxypregnenolon pomoci
P450-17ac  (17a-hydroxylaza). Ten je nasledné oxidovan =za tcasti enzymu 3[-
hydroxysteroiddehydrogenazy. V nasledujicich krocich dochazi nejdiive k hydroxylace???
v poloze 21 pomoci P450-21 (21-hydroxylaza) na 11-deoxykortisol. Ten je transportovan do
mitochondrii a nasledné 11p3-hydroxylazou hydroxylovan za vzniku kortisolu. Progesteron jako
intermediat syntézy kortikosteronu vznika oxidaci pregnenolonu pomoci 3BHSD. Hydroxylaci
progesteronu pomoci P450-21 wvznikd 11-deoxykortikosteron, ktery je nasledné v
mitochondriich 11B-hydroxylazou oxidovan na kortikosteron.

Kortisol a kortikosteron nejsou nijak skladovany a jejich biosyntéza probiha
v okamziku potieby (4).

2.1.2 Metabolismus glukokortikoidi

Degradace glukokortikoidti probihd hlavné v jatrech, v mensi mife v ledvinich a
gonadach. Odbouravanim vznikaji metabolity, které vykazuji slabSi hormondlni ucinky a
mohou se dale uplatiovat v modulaci glukokortikoidni odpovédi. Vzniklé konec¢né produkty
odbouravani jsou ve formé konjugati vylucovany moci. Existuje nékolik zptusobu, kterymi se
organizmus zbavuje glukokortikoidnich sloucenin (obr. 2.1).

Hlavnim mistem pro degradaci jsou hepatocyty, odbouravani za¢ina redukci C4-C5
dvojné vazby Sa nebo 5B reduktazou za vzniku dihydrokortisonu nebo dihydrokortisolu.
Utinkem 3a-hydroxysteroiddehydrogenazy na tyto metabolity dochizi k redukci 3-0xo
skupiny a vznikaji tetrahydrokortison (THE) a tetrahydrokortisol (THF). Ty jsou nasledné
konjugovany s kyselinou glukuronovou a vylouceny ve formé rozpustnych glukuronidi mo¢i.
Timto zpGsobem se mohou odbouravat vSechny steroidy obsahujici C3-ketoskupinu. Ve
formé THE a THF se vylouci asi 50% odbouranych glukokortikoidi.
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Asi 25 % glukokortikoidii se odstrani pisobenim 20-hydroxysteroiddehydrogenazy
(20HSD), kdy vznikaji kortolony a kortoly. Dal$im moznym krokem je oxidace téchto
molekul enzymem 21-oxidasou, ¢imz vznikaji dobife rozpustné derivaty kortolové nebo
kortolonové kyseliny. Podobné se 20HSD ucastni degradace progesteronu na neaktivni 20-
hydroxyprogesteron. Protoze progesteron je hlavnim prekurzorem syntézy dalSich biologicky
aktivnich steroidt jako jsou androgeny a estrogeny, je mozné, ze 20HSD se podili na regulaci
syntézy téchto latek.

Dalsim alternativnim zptsobem je hydroxylace kortisolu za tcasti 6f-hydroxylazy.
Vznikly 6B-hydroxykortisol je vyloucen v nekonjugované form&€ moci. Tvoii asi 5%

z celkového vylou¢eného mnozstvi (4).
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Obr. 2.1 Schéma metabolismu glukokortikoidu. Pievzato z (5).



2.1.3 Glukokortikoidni receptor a jeho struktura

Glukokortikoidni receptor je protein dislokovany v cytosolu s vysokou afinitou ke
kortisolu a kortikosteronu.

Patfi do siroké rodiny nuklearnich receptort a je lokalizovan na 5. chromosomu.
Lidsky gen pro GR je slozen z9 exont, ktery riznym sestiihem vytvaii dvé vysoce
homologni formy GR receptoru, GRa a GRp. Jejich struktura je identickd po aminokyselinu
727, pticemz isoforma o obsahuje dalsich 50 aminokyselin a isoforma 8 jen 15 aminokyselin.
Molekularni hmotnost je pro GRa 97 kD a pro GR 94 kD (obr. 2.2).
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i i |
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Obr. 2.2 Schéma lidského genu pro GR. Prevzato z (4).

Terminalni N-doména (NTD) isoformy o obsahuje hlavni transaktivaéni doménu AF-
1 (activation function) mezi aminokyselinami 77-262. AF-1 sestava ze 4 a-helixt a Gi¢astni se
komunikace mezi molekulami potifebnymi k zahajeni transkripce jako jsou RNA polymeraza,
TBP protein a dalsi asociované proteiny. DNA vazajici doména (DBD) se nachazi mezi
aminokyselinami 420-480 a obsahuje 2 ,zinc finger” struktury odpovédné za vazbu na
specifické DNA sekvence (GRE). N-konec prvniho helixu se vaze do velkého zlabku DNA,
zatimco C-konec kazdého helixu zapada do malého zlabku DNA (obr.2.3).



Obr. 2.3 Prostorovy model DBD s navazanou strukturou DBD. Prevzato z Protein Data Bank.

Bylo prokézano, ze GRE s riznymi sekvencemi pozménuje prostorovou strukturu
DBD a indukuje transkripéni aktivitu riznym zpisobem, takze DNA piedstavuje sekvenéné
specificky alostericky modulator transkripéni aktivity indukované glukokortikoidnim
receptorem.

Ligand vazajici doména (LBD) lidského GRa se nachazi mezi aminokyselinami 481-
777 a ma schopnost vazat glukokortikoidy. Tato doména je tvotfena 12 a-helixy a 4 (-
strukturami. Helixy 1 az 3 tvofi jednu stranu sendvicové struktury, zatimco helixy 7 a 10
formuji stranu druhou. Stfedni vrstva tvotfena helixy 4,5,8,9 se nachdzi na vrchni strané
struktury. Toto uspotadani vytvari kavitu, ktera je obklopena helixy 3,4,11,12. Interakci LBD
s HSP90 proteinem dojde ke zmén¢ konformace proteinové struktury a naslednému navazani
ligandu. Navazani vede k dalS$im prostorovym zménam, kdy GRa interaguje s NIS (nuclear

import system), ktery spousti iniciacni ¢ast transkripce (6).



2.1.4 Transkrip¢ni a translac¢ni regulace isoforem GR

Lidsky gen pro GR exprimuje 2 varianty mRNA alternativnim sestithem exonu 9a a
9B. Samotna mRNA pro isoformu GRa tvofi riznym sesttihem 8 variant GRa receptoru (Obr.
2.4).

TGA a TGA,B
|

woman s 6one —{- T T

l Alternative Use of Exon 9a.or g s

cona ore. [NRNF] < [TT] = cona cre [T -TITT =

= \\\ - \\\

DBD HR DBD HR
420 480 420 480 742

GRB-A ||

GRG,A

AF1

- Alternative Use of Translation Inzi7tiation Sites

L= — —— [ GRes l il
186 36

GRaC1 :— | 1] GRB-C1 N T 1 i
| 90 90

GRa-C2 5— |- = GRp-C2 7 T 0
! 98

GRacs | EEEETT . GRB-C3 [ — - )
| I 316 316

GRa-D1 | B || ] GRB-D1 = 1 ]
! ! 331 331

GRa.D2 | : o — - | GRB-D2 [ — - n)
| i 336 336

GRa-D3 BT 1 J=s] GRp-D3 BT 1 N}

(Hypothetical GRp N-terminal Isoforms)
Ohr. 2.4 Alternativni sestfihove varianty glukokortikoidniho receptoru. Prevzato z (4).

Jednotlivé isoformy GRo vykazuji riznou transkripéni aktivitu. Zatimco GRa-A,
GRa-C2 a GRa-C maji pii pouziti syntetického GRE silngjsi transkripéni aktivitu, isoformy
GRa-D1, GRa-D2 a GRa-d3 transkribuji mén€. Transkripéni aktivita isoforem GRo-Ba GRao-
C je ptiblizné na trovni Gra-A. VSechny isoformy GRa jsou schopny translokace do jadra po
navazani ligandu.

Isoforma GRP nema schopnost vazat glukokortikoidy a tudiz se nemize podilet na
genomickych ucincich glukokortikoidii. Protein GRB muze ale tvofit heterodimery s proteinem
GRa a tim ovliviiovat jeho funkci. Tato schopnost pravdépodobné vede ke glukokortikoidni
resistenci, ktera se vyznacuje zvysenou expresi GRf. Bylo zjisténo, Ze prozanétlivé cytokiny
TNF-a a IL-1B zvySuji expresi GR a tvofenim heterodimért s GRo. mohou snizovat citlivost

ke glukokortikoidim.
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2.1.5 Intracelularni prenos glukokortikoidniho signalu

Bez ptitomnosti ligandu vytvaii GRo komplex se dvéma molekulami HSP90. Po
navazani ligandu se HSP 90 odstépi a translokuje do jadra pomoci translokacnich struktur
(NL1, NL2). Tato translokace je zavisla na proteinu importin o. Po vstupu do jadra dochazi
k dimerizaci ve formé homodimeru GRo/GRa a nasledné k interakci s GRE. Projevem
transkrip¢ni aktivity GRa je jeho vazba na GRE v oblasti pfislusného promotoru. GRE se
nachazi v promotorovych oblastech genit GRG (glucorticoid responsive genes), pficemz
vazebné misto je tvofeno inverznimi hexamérnimi palindromatickymi strukturami

oddélenymi tfemi pary bazi a kazda molekula GR se vaze na jeden palindrom. Navazani GR

.....

.....

mistek mezi GR, DNA a pienosem glukokortikoidniho signalu k RNA polymeraze II.
V tomto pienosu se uplatiuji proteiny p300, CREB (cCAMP-responsive element binding
protein), p/CAF (p300/CBD-associated factor), ACTR (activator of thyroid receptor) a RAC3
(receptor associated coactivator 3). Transaktivaéni doména AF-2 poté interaguje s SWI/SNF
komplexem tak, ze AF-2 prostorové vaze mezi GRa a SWI/SNF. Pak dochazi k interakci
s DRIP/TRAP multiproteinovym komplexem a zahajeni aktivace transkripce.

2.2 Periferni metabolismus glukokortikoidi

2.2.1 11p-hydroxysteroiddehydrogenazy

Poprvé byla pozorovana aktivita 11HSD Kendallem v padesatych letech (7). Pozdé&jsi

studie demonstrovaly piitomnost 11HSD v fadé tkani jako je placenta (8), ledviny (9) a jatra
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10). Zatimco v placent¢ a ledvinach prevazovala oxidaéni aktivita 11HSD, vV jatrech
dominovala redukce kortisonu na kortisol. Tyto nalezy vedly k objevu dvou isoforem 11HSD,
jaterni NADPH-dependentni isoformé 1 s pfevazujicim redukénim piisobenim a renalni NAD-

dependentni isoformée 2 se striktn¢€ oxidacnim ptisobenim.

2.2.2 11B-hydroxysteroiddehydrogenaza 1 (11HSD1)

11HSDL1 patii do rodiny SDR (Short-chain Dehydrogenases/Reductases). Tyto proteiny
jsou tvoteny 250-300 aminokyselinami, s vazbou kofaktoru na N-koncovou doménu a
aktivnim mistem uprostied molekuly (11). Prostorova struktura je tvofena a-helixy a p-listem

v kombinaci (o-B-a-Bx2), jez vytvaii Rossmanovu strukturu pro navazani kofaktoru (12) (obr.

2.5).

Obr. 2.5 Prostorovy model 11HSD1 s navazanym ligandem. Pievzato z Protein Data Bank.

2.2.3 Enzymologické vlastnosti 11HSD1

11HSD1 je mikrosomalni NADP*-dependentni oxidoreduktiza. Konstanta Michaelise

a Mentenové (Km) pro 11HSD1 izolovanou z jater potkana je pro kortikosteron 1.8340.06
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uM a pro kortisol 17.3+2.24 uM (13). Mé&fenim aktivity purifikované jaterni 11HSD1 byl
demonstrovan jak oxidativni tak reduktivni smér reakce, nicméné redukce byla v podminkach
in vitro nestabilni (14). Nasledujici studie ukazaly, ze reduktazova aktivita je podminéna
zachovanim buné¢né integrity: 11-redukce byla prokazana v primokulturach hepatocyti (15),
fibroblasta (16), adipocytt (17) a v plicnich (18) a hippokampalnich bunikach (19). Naproti
tomu v Cerstvé primokultuie Leydigovych bunék prevladala 11B-dehydrogenazova aktivita,
kterd prudce klesala po nékolika dnech kultivace (20). Ve vétSiné piipadu lze fici, Ze
reduktazova aktivita je spojena se zachovanim bunécné struktury, coz by odpovidalo
lokalizaci 11HSD1 v membran¢ endoplazmatického retikula obsahujici enzymy produkujici
NADPH.

2.2.4 11HSDL1 a jeji regulace zanétem

Expozice prozanétlivym stimulim vede v nékterych bunkach ke stimulaci 11HSD1 a
zaroven k poklesu 11HSD2 v bunkach jinych. Pfi obezité, ktera je asociovana s mirnym
zanétem, se zvySuje aktivita 11HSD1 v tukové tkani, pfi¢emz v jatrech zustava nezménéna
nebo je redukovana (21). Existuje také nékolik studii, které ukazuji na ptimy vztah mezi
zménami exprese 11HSD1 a 11HSD2 v riznych typech bunék a plsobeni prozanétlivych
faktora (11-1B, TNF-a) (22-27). V kultufe hladkych svalovych bunék z mysi aorty lze
indukovat expresi 11HSD1 inkubaci s IL-13. Za podminek in vivo lze zvysit expresi 11HSD1
v mysi aorté také injekci LPS (28). Podobné v kultufe lidskych peritonedlnich bunék zvysil
cytokin IL-1a expresi 11HSD1 a COX-2 a tento efekt bylo mozné synergné ovlivnit inkubaci
sl uM kortisolem (29). Rovnéz inkubaci primokultury fibroblastli izolovanych ze
synovia artritickych pacienti 1ze zvysit expresi 11HSDI1 ptsobenim IL-18 a TNF-a a tuto
expresi lze jesté zvysit koinkubaci s kortisonem (30). Tyto nalezy vedou k predstave, ze
zmény aktivity 11HSD1 vyvolané prozanétlivymi cytokiny tvoii souéast zpétnovazebné
regulace zanétu. Mechanismus, jak TNF-a, a IL-1p ovliviuji expresi 11HSD1, neni znam,
zatim lze ptedpokladat Glohu p38 MAPK drahy v regulaci 11HSD1 (31). Regula¢ni faktory,
které jsou schopny ovliviiovat mRNA expresi a aktivitu 11HSD1 shrnuje tabulka (obr 2.6) . Je
Z ni patrné, Ze vétSina experimentl byla provadéna na izolovanych bunkach rizného piivodu a

jen ve velmi omezené mife na buiikach imunitniho systému.
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Tante 4. Regulation of 11FHSDT activity andfor expression

Tomlinson et al. * 11fHSD1

Regulatary factor

Call Lypeltissue

TS0 activity

andior expression
Cytokines
TNFu Rat glomeralar mesangial colls i 164
Human preadipocytos i 183, 184
Diflorvntioting human s adipocytos i 186
Human hopatocytos - 181
MGEY osteosarcoma wlls i 300
Human ogteoblasts i 10
Human sortic smooth musde cells i
Human bronchial smooth muscle wlls F i
Difforentioting human monocytos - 328
Human amnion fibroblasts (1 dexom ethasone) (1) 378
L1 Human s and omental preadipoeyees i 181
Difforentioting human s adipocytes i 185
Human hepatocytos - 181
Rat glomeralar mesangial colls i 164
Rat granuloza cells i 2606
MGE3 osteosarcoma cells F pik
Human aortic smooth muscle cells 17
Huan bronchial smooth muscle wlle i M
Difforentinting human monoeytos - 28
Human ovarian sudam opithelial eells i 266
Human amnion fibrablasts (1 dexamothasone) (1) i78
L2 Human pranulosa-lutein colls - 374
L4 Huan granulosa-lutedn eolls Ooukocrte deple tod) i 374
Difforentinting human monoeyeos i b-:]
[Leh Human pranulosalutein colls F 378
[L6 Human s proadipocytos 183
Human pranulosa-lutein colls i 374
L1 Difforeatioting human monoeytos i 28
[FNy Human granulosa-lutein colls Oeukocyee deple tod) i ]
Leptin Human omental preadipocytes i 181
Human hepatocytes - 181
Mouse liver (in oive, leptin-deficient mice) F 2M
Mouse hepatocytes 2M
Growth factors
GH Human s and omental proadipocytes ] 183, 27
29371 eells = m
AT3-L1 s - o
Human hepatocytos - 181
Rt hopatoytes | 67, 228
Rat livor (i vivo) | 146, 157
opituitary pationts 20, 226
Obase pationts 380
IGF-I Human preadiposytes | 183, 227
28371 eells | m
IT3L1 el | m
Human hepatocytes - 181
28 FAZA rat hopatoma cell lin | 1T
EGF Rat and humin hepatocytes - 1M
Rat Levidig cells I Redutase k|
| Dohyim gonase
TGFp Rat hopatocytos - 1m
hFGF Rit hepatocytes = 1m
HGF Rae hepatocytes = in
Glueseartionids
Cortiso] or cortimstoronn Human omental and & proadipocytes | lom = s 69, 161
Fotal ovino pituitary (i vive) - 147
Rat Loydig colls | Dehyde gonase 381
Human skelotal myobl asts i 25
Futal ovine liver (in vivo) i 382
Rodent tegis (n oiool i fi)
Rodent liver (in viva) - 181
Botamethosone Baboon placeata (i viva) - 38
Dexamethasone Rat hopatocytes [ 67, 228
Rat liver (in vivo) 198, 383
Rat tostisfat Lovdig cells | Reductaso 74, 383

Rat hippocampus (16 vivg)
Human skin fibmblasts
28 FAZA rat hepatoma cell line

t Dnhydtro ponnse
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Tasie 4 Continued
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Regulatary factor Cell typo'tissue l‘?:::l:’::ﬂ Rel
IT3-FH2A aad 3TI-LI colis i 153
Human chorionic 4 oHau 3%
Human asmnion fibro I ms
lasulin Om-nul proadipocytes - 0
!nq‘u-s fin vivo) 22
2& P o hopatoma oolis 175
Human ﬁhn fibroblasts 68
IT3-FH2A sad 3TI-LI colls 1%
Vitamia I, Human mosocytos IB
THP-1 colls ! B
Sex e roids
Estrndiol Rat uterus (in vivo) kL
Eadometrial stromal colls 387
Rat liver i vivo) 174, 383
Rot testis (in vivo) 383
Rat kidowy lin vivo) 3%
Medroxyprogestemae acetate Eadometrial steomal cells s
Progesterooe Human hepatocytes 17
Rat hopatocytos — 171
Rat testis lin vivo) 1 Debiydrogeoase 53
Testostorone Rat liver tin civo) - 174, 383
Rt testis im vico) ! Reductase 383
Rt kidowy tin vivo) — R
Gonodotropins
FSH Rat granulosa celis 1 2685
o Rt Loyl et L el S
3 ST 1
PMSG Ru utorus (in vivo) s 386
hOG Rat uterus Lin vivo) } 386
LHRH Rt gronulosa cells ] 280
'ﬂ¥mid hormones
y Rae pitutary (in eéeo) | 176
Rae liver tin vivo) ! 176, 383
GH3 rst petaitary colls — 176
Human bopatocytes — 1M
Rt hepatocytos § 17
Rat mtm i R«‘uﬂuw 353
PKA activators
Forskolin 28 FAZA rat hepatoma oolls | Reductase 17
Rat granulosa colls 265
S bromo-cAMP Human skin fibroblasts 8
Dibutyryl-eAMP Rat gronuksa cells i 26
PKC activators
Fhorbol ester Human skio fibroblasts i 68
Rt granudesa colls | 28
o
C/EBPa HopG2 colls 1 153
JEBPp HepG2 culls 13
CRH Differentiated s human adipocytos ! Reductase 155
ACTH Guinea pig tin vivo) 1 Reductase 3%
Rodent testis - 30
Differentiated sc human ndipocytos | Reductose 1585
%ﬂimmﬂmm-mv ﬁu liver lin uwl‘ ! 9
Sodium n uman plocenta st - ax
R-mdlhm gmmul wuvpbounl - I
Mety ru poon” Shn-p livor microsomes ) 179
Salbutamol Differentiated s human adipocytos 1 Reductase 155
Thiazo lidinediones IJT3.L1 ads 1%
- B gﬂﬂm - ite fat l:)fblzﬂb‘imnn 195
lIi-Ikux‘vl2.H~ taglandin uman s and omental prea ;mytn 153
Prostaglandin gl: Human dhorionic uvph& I
COOH (nonthiazolidinedione PPARy ogonist)  Rag lin vévo) 1 15 fut) 39
| Viscerad fat)
PPARa Mouse liver Un vico) 3%
Liver X receptor antagonists IT3-L1 ells 196
Protease inhibitors Human omental and w preadipocytes J rrs
Cloaidine Diffocentiated s human adipocytos | Reductase 186

IFN, latedferon; EGF, o pidermal growth factor; bBFGF, basic Ebroblust growth factar; HGF, hepatecyte growth factor; PKA, proteia kinas
A; Ph(’.pmmnkunmt PHSG pregoant Mouwmd dotropin; PPAR, peroxi prol iferator activated recoptor; hCG, human dhonionic

o s b.d !

- M«)\‘apm nnd its annkp are known to act as substrates for 115-HSD1 (1001
Obr. 2.6 Tabulka regulaénich faktori ovliviiujicich expresi a aktivitu 11HSD1. Prevzato z (5).

2.2.5 11HSD1 a imunitni systém

Glukokortikoidy jsou znamy svym imunosupresivnim a imunomodula¢nim téinkem.
Tato vlastnost je vyuzivana dlouha Iéta v terapii riznych, hlavné chronickych zanétlivych

onemocnéni. U¢inek glukokortikoidii na imunitni systém ovliviiuje nejen slozky imunitniho
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sytému, ale také neuroendokrinni a centralni nervovy systém (32). Krom¢ imunosupresivniho
a imunomodula¢niho efektu glukokortikoidy ovliviiuji celou fadu efektorovych funkci
imunitniho systému, napf. diapedézu a chemotaxi. Glukokortikoidy ptsobi na imunitni
systém predevsim pies HPA osu, kdy aktivaci HPA osy dochazi ke zvySené produkci GC
které pak ovliviuji aktivitu napf. neutrofild a makrofagi. Bylo prokazano, ze zvitata se
snizenou schopnosti aktivace HPA 0sy jsou nachylnéjsi na riznad zanétlivd a autoimunitni
onemocnéni nez zvifata S normalni citlivosti (33).

Glukokortikoidy mohou také ovlivitovat imunitni systém modulaci periferniho
metabolismu glukokortikoidi. Poprvé byla popsana oxidazova aktivita 11HSD v Sedesatych
letech minulého stoleti, kdy byl prokazan aktivni metabolismus glukokortikoidl ve slezing a
thymu (34). Nasledné in vitro studie ukazaly expresi proteinu 11HSD1 ve slezing,
lymfatickych uzlinach, Peyerovych placich a thymu (35). Nicméné zvySena exprese a aktivita
11HSD1 byla detekovana také v prubéhu diferenciance monocyti na makrofagy a tuto
aktivitu bylo mozno zvysit Th2 cytokiny IL-4 a IL-1, nebo naopak utlumit funkénimi
antagonisty (Thl cytokiny, IFN-y) (36). Podobné aktivita 11HSD1 je u potkani vé&tsi
Vv oblastech bohatych na Thl bunky (slezina, mezenterialni lymfatické uzliny). Inhibici
11HSD1 glycyrrhetinovou kyselinou dochazi v imunitnich organech k narastu exprese Th2
cytokint (IL-4, 1L-10) a k utlumu produkce Thl cytokind (IL-2, IFN-y). Kromé makrofagi
byla objevena exprese mRNA a aktivita enzymu také v CD4+, CD8+, B220 lymfocytech a
CDl11c+ dendritickych buinikach (36). U mysi s experimentalnim popalenim se zvySuje V
thymu exprese GR a tim taky citlivost thymocytl ke glukokortikoidim. Soubézné s tim se
zvySuje exprese 11HSD1 v thymocytech jako nasledek piisobeni IL-1f, IL-6, a TNF-a. To
vede ke zvySené citlivosti thymocyti na glukokortikoidy a nasledné ke glukokortikoidy
indukované apoptoze thymocytd a involuci thymu (37). U makrofagi inhibuji
glukokortikoidy produkci prozanétlivych cytokind a naopak stimuluji produkci 1L-10. U
eosinofilti glukokortikoidy blokuji syntézu a produkci reaktivnich kyslikovych radikald a
snizuji pocet cirkulujicich eosinofili. Podobny Géinek maji glukokortikoidy na T lymfocyty,
kde inhibuji aktivaci, proliferaci a prezivani bun¢k a také inhibuji produkei cytokini IL-2, IL-
3, IL-4, IL-5 a IL-13. Epitelialni bunky reaguji na glukokortikoidy snizenou produkci TNF-o
a IL-8 a také na sniZzenou expresi gent pro iNOS, COX-2 a cPLA; (38).
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3. Cile

Obecn¢ lze tvrdit, ze glukokortikoidy vykazuji jednozna¢né pleiotropni efekty pii
zanétu. Na jedné stran€ maji imunosupresivni efekt, kterym potlacuji zanét, na druhé strané
vSak vykazuji schopnost odlisné modulovat imunitni reakce prostfednictvim Th1/Th2 drah
(39) a ovliviiovat diferenciaci makrofagi ve sméru vysoce fagocytujicich bunék (40).
V souladu s vyse popsanymi efekty prozanétlivych cytokind na 11HSD1 byl prokdzan narust
exprese mRNA a aktivity 11HSDI1 také pii ulcerdzni kolitidé pacientt (41). Uvazime-li, Ze
kolitida je spojena s aktivaci imunitnich bunék (42) a ze imunitni bunky exprimuji 11HSDI
(viz kap. 2.2.5), je otazkou, zda zmény v 1 1HSD1 pfi zanétu neodrazeji zmény metabolizmu
glukokortikoidll v imunitnich bunikéch a zda tyto zmény mohou mit fyziologicky efekt. Cilem

predkladané prace proto bylo fesit nasledujici otazky:

Otazka 1
Ovliviiuji zanétlivé procesy pii experimentalni kolitid€ lokalni metabolizmus glukokortikoidii

(expresi a aktivitu 11HSD1 a 2)?

Otazka 2
Ovliviiuje kolitida lokalni metabolismus glukokortikoidti v imunitnich buiikach s diirazem na

buiiky stievniho imunitniho systému?

Otazka 3
Dochazi pii experimentalni adjuvantni artritidé ke zménam lokalniho metabolizmu

glukokortikoidi v synovialni tkani a ptislusné lymfatické tkani?

Otazka 4
Ovliviiuji agonisté PPARY receptort expresi 1 1HSD1?
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4. Material a metody

4.1. Pouzité chemikalie

Pouzité chemikalie byly dodany firmami Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, USA):
karbenoxolon, Percoll, mifepriston, Gene Elute Mammalian Total RNA Kit, Enhanced Avian
Reverse transcriptase with Rnase inhibitor Biochrome AG (Berlin, Némecko): RPMI 1640
10X, FBS (fetal bovine serum), Collagenase 4; Roche (Mannheim, Némecko): Fast Start DNA
Master Sybr Green |; Invitrogen (Lofer, Rakousko): RNaseOUT, M-MLV reverzni
transkriptaza, random primers. Od firmy Kisker (Steinfurt, Némecko): nylonova vlna; Top-
Bio (Praha, Ceskd republika): RNA Blue, TAE elektroforeticky pufr pro agarosové gely,
PCR Ethidium Bromid; Phenomenex (Torrance, CA, USA): Strata-X C 18 Polymeric Solid
Phase Extraction Kit; Fluka (Buchs, Svycarsko): 2,4,6-trinitrobenzenesulfonova kyselina;
Penta Chemicals (Praha, Ceskd republika): methanol p.a. kvalita a AstraZeneca (Londyn,
Velka  Britanie):  budesonid.  Specifické  primery pro  11HSD1 (53"
GAGTTCAGACCAGAAATGCTCC- forward, TGTGTGATGTGATTGAGAATGAGC-
reverse), pro 11HSD2 (5'—>37; GATGTTCCCCTCGCCTGAA-forward,
TGAGCAGTGCAATAGCTGCCTTG-reverse) a prop-
aktin(5"'—3";CCGTAAAGACCTCTATGCCA-forward, AAGAAAGGGTGTAAAACGCA-
reverse) byly dodany firmou VBC-Genomics (Wien, Rakousko) a dextransulfat sodny (M.W.
40000-50000) od firmy USB (Cleveland, USA). Od firmy Applied Biosystems (Carlsbad, CA,
USA) byly zakoupeny: High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, TagMan Universal
PCR Master Mix with AmpEraseUNG, TagMan Gene Expression Assays pro COX-2 (kat.¢.
Rn00568225 -m1), 11HSD1 (kat.¢. Rn00567167-m1), TNF-a (kat.¢. Rn00562055-m1), IL-18
(kat.&. Rn015-14151-m1), MUC-2 (kat.&. Rn01498195-m1) OPN (kat.&. Rn 01449972-m1),
GR (kat.c. Rn 00561369-m1), S100A4 (kat.é. Rn 01451938-ml1), C/EBPa (kat.C.
Rn00560963-s1, ), C/EBPB (kat.é. Rn01423818-m1), C/EBPS (kat.¢. Rn02532069-ml),
C/EBPC (kat.c. Rn01499036-m1), PPAR] (kat.c. Rn00440945-m1, ) a TagMan Endogenous
Control Rat GAPDH (kat.&. 4352338). Od firmy Exbio (Praha, Ceskd republika) byly
zakoupeny protilatky: anti-rat CD45 Alexa Fluor 488, anti-rat macrophage HIS 36
phycoerithrin, granulocyty anti-rat granulocyte HIS 48 biotin, anti-rat CD45-RA-fluorescein
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isothiocyanate, anti-rat CD3-biotin, anti-rat CDA4-phycoeritrin  Cy5, anti-rat CD8a-
phycoerithrin, anti-rat CD161-fluorescein isothiocyanate, Qdot 605 Streptavidin a Hoechst
33258. Heat-killed dry Mycobacterium butyricum, inkompletni Freundovo adjuvans; dar od
Doc.Ing. Jany Jurcovicové. Od firmy MP Biomedicals (Solon, OH, USA) byl zakoupen
Corticosterone RIA 3H kit a od firmy Perkin Elmer (Waltham, USA) [*H] kortikosteron a
scintilani roztok UltimaFlo M cocktail pro HPLC detekci radioaktivnich steroida. [*H]11-

dehydrokortikosteron byl vyroben enzymatickou reakci na naSem odd¢leni.

4.2 Experimentalni TNBS kolitida
4.2.1 PouZita zvirata a indukce TNBS kolitidy

K experimentim byli pouziti dospéli samci kmene Wistar o hmotnosti 300-350g z
chovu Fyziologického ustavu AV CR. Zvifata byla chovéana za standardnich podminek pii
teploté 22 °C na svételném rezimu 12 hodin svétla a 12 hodin tmy a méla neomezeny ptistup
k vod¢ a standardni laboratorni dieté ST 1.

Experimentalni kolitida byla vyvolana enteralni aplikaci 100 pl 50% etanolického
roztoku kyseliny 2,4,6-trinitrobenzensulfonové (TNBS) pomoci sondy zavedené do tra¢niku
anestetizovanych zvitat do hloubky 8,5 cm (43). Podle potieby byly pouzity jednorazové
davky 30 mg/zvife nebo pro indukci mirn€jsiho zanétu davky 16 nebo 8 mg/zvite. Kontrolni
skupiné¢ byla obdobnym zptsobem aplikovana davka 100 pl fyziologického roztoku.

Zvitata s TNBS indukovanou kolitidou byla rozdélena do 4 skupin. Zvitata dostavala
rektalné latky ovliviiujici metabolismus glukokortikoidd. Kontrolni skupiné bylo aplikovano
100 ul fyziologické roztoku. Druhd skupina byla 1é¢ena nespecifickym inhibitorem 11HSD
karbenoxolonem v davce 4 mg/zvite.den. Treti skupina dostavala kombinaci karbenoxolonu
(4 mg/zvite.den) a antagonisty glukokortikoidniho receptoru mifepristonu (1 mg/zvire.den).
Ctvrté skupiné byl podavan glukokortikoid budesonid v ddvce 200 ng/zvite.den. Viechny
latky byly podavéany po dobu 5 dnt.

Sedmy den byla zvifata usmrcena, tlusté stievo bylo vyjmuto a 3X proplachnuto
ledovym fyziologickym roztokem. Nasledné bylo stfevo podélné rozstfizeno, zanétem
postizena ¢ast byla rozdélena na dvé ¢asti, znichZz jedna byla uloZzena do 7% roztoku
formaldehydu pro histologickou analyzu a druha byla pouzita pro stanoveni oxidazové a
reduktazové aktivity v tkanovych fezech in vitro. Mala ¢ast tkan¢ byla zmrazena a nasledné

skladovana v tekutém dusiku pro potfeby molekularné biologické analyzy.
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4.2.2 1zolace intraepitelialnich lymfocyti

Intraepitelialni lymfocyty byly izolovany upravenou metodou dle Lyscoma a Bruetona
(44). Tlusté stievo bylo dukladné o€isténo od obsahu opakovanym proplachnutim ledovym
fyziologickym roztokem. Nasledné¢ byly odstranény zbytky tukové tkané a stievo bylo
roziezano na fragmenty o rozméru piiblizné¢ 5x5 mm. Ty byly nasledné vlozeny do 50 ml
vysilanizovanych Erlenmeyerovych banék naplnénych 40 ml media RPMI-1640 obohaceného
fetalnim bovinnim sérem (koncentrace 12,5%) a 10 mM Na,EDTA. V tomto mediu byla tkan
inkubovana pii 200 rpm na magnetické micha¢ce po dobu 20 minut pii teploté¢ 37°C v
atmosféte obsahujici 5% CO,. Poté byl obsah ban&k pfefiltrovan pfes nylonové sitko o
pruméru 0,45 pm. Filtrat byl pfenesen do Cistych Erlenmeyerovych banék a uloZen na ledu.
Obsah sitka byl smichan s 20 ml RPMI-1640 obohaceného fetalnim bovinnim sérem o
koncentraci 12,5% a smés byla opét dikladné promichavana po dobu 15 s a nasledné
prefiltrovana pies nylonové sitko. Filtrat byl opét ulozen na ledu a cely krok byl jesté jednou
opakovan. Filtraty ze vSech tii cykli inkubace byly nasledné smichany a centrifugovany pti
700 x g po dobu 5 minut pti teploté 4°C. Supernatant byl odstranén a peleta obsahujici
intraepitelidlni lymfocyty a bunky stievni sliznice byla resuspendovéna v 5 ml RPMI-1640 o
teploté 4°C a uchovana na ledu. Tento roztok byl piefiltrovan pies nylonové sitko a opét
centrifugovan pti 700 X 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 kazdé z predem
ptipravenych centrifuga¢nich zkumavek bylo odméteno 15 ml 67% Percollu, na ktery byla
opatrn¢ navrstvena smés bunécné suspenze v 44% Percollu popsana vyse. Nasledovala
centrifugace pti 700 x g po dobu 20 minut pii pokojové teploté s maximalni akceleraci a bez
brzdéni. Po centrifugaci byla odsata horni polovina gradientu a nasledné byly pipetou
odebrany buniky na rozhrani gradientu. Takto odebrana suspenze bunék byla nafedéna v
poméru 1:3 s RPMI-1640 o teplot¢ 4 °C a centrifugovana pii 700 X g a teplot¢ 4 °C.
Supernatant byl odstranén a peleta obsahujici frakci intraepitelidlnich lymfocytd byla

resuspendovana Vv RPMI-1640 a pouzita k dalSimu zpracovani.

20



4.2.3 Izolace lymfocytua z lamina propria (LPL)

Izolaci LPL z tlustého stieva piedchazela izolace intraepitelidlnich lymfocyta.
Fragmenty tkang, které zbyly po filtraci na 0,45 um sitku se premistily do vysilanizované
Erlenmeyerovy barnky, do které bylo ptidano 30 ml RPMI-1640 obsahujici kolagenazu typu 4
v koncentraci 1 mg/ml. Vznikla smés se inkubovala 30 min v inkubatoru pii 37 °C za stalého
michani rychlosti 200 rpm. Smés byla pribézné kontrolovana a v piipadé poklesu pH bylo
toto upraveno pfidanim dalsich 10 ml RPMI-1640 s kolagenazou. Nasledné se reakéni smés
prefiltrovala a v pfipad¢ viditelnych, dosud nenatravenych fragmentt na sitku, byl cely
proces jesté jednou opakovan. Do vzniklého filtratu byl ihned po filtraci ptidan FBS
(vysledna koncentrace 10%) a filtraty byly az do dal§iho zpracovani uskladiiovany na ledu.
Nasledné byly filtraty centrifugovany pii 700 x g pii 4 °C po dobu 5 min. Supernatant byl
opatrn¢ slit a peleta resuspendovana v 10 ml RPMI-1640 obsahujicim 10% FBS a opét
stocena za stejnych podminek. Supernatant byl odstranén, peleta resuspendovana v 24 ml
44% Percollu a vznikla smés byla opatrné navrstvena na 15 ml 67% Percollu. Hustotni
gradient byl centrifugovan pii 700 x g pii pokojové teploté po dobu 20 minut s maximalni
akceleraci a bez brzdéni. Poté byl gradient opatrné rozebran. Horni vrstva, ktera obsahovala
hlavné epitelialni buniky a hleny, byla odstranéna a rozhrani gradientu s LPL bylo
prepipetovano do zvlastni nadoby. Ziskana frakce LPL byla smichana s 50 ml RPMI-1640
obsahujicimi 10% FBS a stacena pii 700 X g po dobu 5 minut. Proces promyti byl opakovanl
jesté jednou a buniky byly uskladnény na ledu pro dalsi pouziti.

4.2.4 Piiprava obohacené frakce T bunék ze sleziny a mezenterialnich lymfatickych
uzlin

Z Cerstve zabitého zvitete byly jemnou preparaci odstranény mezenteridlni lymfatické uzliny
a slezina. Organy byly v prubéhu preparace shromazdovany v roztoku RPMI-1640 na ledu.
Suspenze byla piipravena roztiranim nastiihnutého organu v 3 ml RPMI-1640 v Petriho misce
pistem sterilni injek¢ni sttikacky. Takto pfipravena suspenze byla prefiltrovana pfes 45 um
nylonové sitko. Erytrocyty byly ze suspenze sleziny odstranény 5 minutovou lyzi v ACK
roztoku (NH4CI 0,15M, KHCO3; 10mM, EDTA 0,1mM) a naslednou centrifugaci pii 700 x g.
Suspenze bunék zbavenych erytrocytt byla pak prenesena do kolony s nylonovou vinou
nasycenou RPMI-1640 a inkubovana pti 37 °C 45 minut (45). Nasledn¢ byla frakce

21



obohacenych T-splenocytii zachycena v 50 ml zkumavce typu Falkon a umistnéna na led do
dalsiho zpracovani. Kolona byla 3 x promyta 50 ml RPMI-1640 pii teploté 37 °C. Pak byla
nylonova vlna umistnéna do RPMI-1640 s teplotou 4 °C a mechanicky rozvolnéna. Roztok
suvolnénymi adherentnimi bunikami byl pfemistén do 50 ml zkumavky typu Falkon a

uchovan na ledu do dalsiho zpracovani.

4.2.5 Inkubace stfevnich tkanovych explantati

Pro ptipravu byly pouzity dvoudenni mlad’ata samcti Wistar, Ktera byla usmrcena dekapitaci.
Poté jemnou preparaci byl asepticky odebran distalni kolon. Stfevo bylo nastiihano na 2 mm
fragmenty a inkubovano pfti 37 °C v atmosféie pneumoxidu v DMEM obsahujicim 10% FBS
a TNF-a nebo IL-1f v koncentraci 10 ng/ml po dobu 24 a 48 hodin. Nasledn¢ byly explantaty
vyjmuty pinzetou, osuseny od piebytecného média a homogenizovany v lyza¢nim roztoku

pro izolaci RNA.

4.2.6 Pritokova cytometrie (FACS)

Pro charakterizaci bunc¢k izolovanych ze sleziny, stfeva a mezenteridlnich
lymfatickych uzlin byla pouZita metoda pritokové cytometrie (Flow Analysis Cytometry
System). Cerstvé vyizolované buiiky byly resuspendovany v PBS obsahujicim 0,1% Zelatiny
a 0,01% NANj; a nasledné rozpipetovany do 96-jamkové desticky, kde byly oznaceny
fluorescenénimi protilatkami proti specifickym CD (cluster definition) znakiim jednotlivych
typt bunék. Leukocyty byly oznaceny anti-rat CD45 Alexa Fluor 488, makrofagy anti-rat
macrophage HIS 36 phycoerithrin a granulocyty anti-rat granulocyte HIS 48 biotin. Pro
oznaceni B bunék, T bun¢k a Th a Tc podtypi T bunék byly pouzity protilatky anti-rat CD45-
RA-fluorescein isothiocyanate, anti-rat CD3-biotin, anti-rat CD4-phycoeritrin Cy5 a anti-rat
CD8a-phycoerithrin. NK bunky byly oznaceny pomoci specifického znaku NKR-P1
protilatkou anti-rat CD161-fluorescein isothiocyanate. Pro detekci protilatek s biotinem byla
pouzita fluorescenéné znacend sekundarni protilatka Qdot 605 Streptavidin. Oznacené buiiky
byly dvakrat promyty sPBS, resusupendovany a méfeny pomoci LSRII prutokového
cytometru (BD Systems, San Jose, USA) a analyzovany pomoci softwaru FlowJo 9.2.
Vysledky ptedstavuji procento pozitivné oznacenych bunek vztazenych k celkovému poctu
bunck.
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4.2.7 Méfeni aktivity 11g-hydroxysteroid dehydrogenazy v tkanovych iFezech

Enzymaticka aktivita 11HSD byla méfena v obou smérech, tj. jako oxidace
radioaktivng znageného [*H]kortikosteronu a redukce [*H]11-dehydrokortikosteronu. Vzorky
sttevni tkan¢ byly roziezany na fragmenty o velikosti pfiblizné 1-2 mm a vloZeny do
Erlenmeyerovych banék spole¢n¢ s 10 ml inkuba¢niho pufru v poméru 250 mg tkané na 10
ml pufru. Inkubac¢ni pufr m¢l nasledujici sloZeni: NaCl 119,0 mM; CaCl, 1,2 mM; MgCl, 1,2
mM; NaHCO3; 21,0 mM; K,HPO,4 2,4 mM; KH,PO,4 0,6 mM; glukosa 10,0 mM; glutamin 2,5
mM; B-hydroxybutyrat sodny 0,5 mM; manitol 10,0 mM. Inkuba¢ni pufr byl oxygenovan
pneumoxidem (95% O, /5% CO,), pH 7,4. Vzorky tkan¢ spolu s inkuba¢nim pufrem byly
nejdiive preinkubovany po dobu 20 minut pii teplot¢ 37 °C v Erlenmeyerovy baiice
v atmosféfe pneumoxidu. Nésledn& byl ptidan [*H]kortikosteron (1,45.10°M) nebo [*H]11-
dehydrokortikosteron (1,45.10°M). Po pfidani substratd byla tkaii inkubovéna dalsich 80
minut. Pak byl pfidan neradioaktivni kortikosteron (10™M), reakéni smés okamzité ochlazena
naledu a centrifugovana pii 1600 x g po dobu 10 min pti 4 °C. Ze supernatantu byly
vyextrahovany steroidy pomoci Strata-X C 18 Polymeric Solid Phase Extraction Kit a ty pak
nasledn¢ analyzovany pomoci HPLC. Peleta po centrifugaci byla pouZita ke stanoveni suSiny.
Vysledky byly vyjadieny v pmolech vzniklého [*H]11-dehydrokortikosteronu nebo

[*H]kortikosteronu vztaZenych na mg suché vahy a hodinu.

4.2.8 Extrakce glukokortikoidi

Extrakce steroidii byla provadéna metodou extrakce na pevné fazi (SPE) pomoci
kolonek reverzni faze C 18 Strata-X C 18 na extrak¢éni platformé. Kolonky byly nejdiive
aktivovany 1 ml metanolu a poté promyty 1 ml vody. Po naneseni vzorku 0 objemu 2 ml byla
kolonka proplachnuta 1 ml 5% methanolu a nasledné byly steroidy 2 X vyextrahovany pomoci
500 pl metanolu. Vzorky vyextrahovanych steroidu byly do sucha odpaieny v atmosfére
dusiku pfti teplot¢ 45 °C, nasledné uskladnény pii teplot¢ -20 °C a analyzovany pomoci

HPLC, jak je podrobné popsano v kapitole 4.2.9.

23



4.2.9 Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC)

Tritiem znacené kortikosteroidy byly analyzovany na piistroji HPLC Agilent 1100 od
firmy Agilent Technologies (Waldbronn, Némecko). Vzorky byly rozpustény v 50 pl
metanolu a 25 ul bylo nasttiknuto na kolonu Merck C18 reverse phase. Eluce byla provedena
pomoci linearniho gradientu voda-metanol od 58:42 (v/v) do 38:62 (v/v) po dobu 15 minut pfi
prutokové rychlosti 1 ml/min a teploté kolony 46 °C. Nasledn¢ byla kolona izokraticky
promyvana po dobu 5 min 100 % methanolem prutokovou rychlosti 1,5 ml/min. Po ukonéeni
eluce, pied aplikaci dal$iho vzorku, byla kolona promyvana smési methanol-voda 42:58 (v/v)
po dobu 5 minut. Pro detekci byl pouzit detektor Beckman 171 (Beckman, Fullerton, CA,
USA) a scintila¢ni UltimaFlo M cocktail. Identifikace byla provedena na zakladé srovnani

reten¢nich €asii jednotlivych standard.

4.2.10 Stanoveni proteinu

Stanoveni proteinu bylo provedeno Bradfordovou metodou. Nejdiive bylo
nasledujicim zpusobem piipraveno reakéni ¢inidlo: 25 mg Coomassie Brilliant Blue bylo
rozpu$téno v 12,5 ml 96% ethanolu, poté bylo ptidano 25 ml 85 % kyseliny fosfore¢né a
vznikla smés byla dopInéna vodou na celkovy objem 250 ml a piefiltrovana. Vlastni reakéni
smes o celkovém objemu 1100 pl byla slozena ze vzorku, 10 - 100 ul, 150 mM NaCl a 1000
ul reakéniho ¢inidla. Po ptidani reakéniho ¢inidla byla smés inkubovana po dobu 20 minut a
nasledné¢ méiena absorbance pti 595 nm. Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena pomoci standardu
BSA.

4.2.11 1zolace totalni RNA ze stievni tkané

Totalni RNA byla vyizolovana ze vzorku zanétem postizené tkané¢ zamrazené Vv
tekutém dusiku pomoci RNA Blue (Top-Bio) dle navodu vyrobce. Vlastni izolace byla
provadéna ze 100 mg stievni tkané. Vzorek tkané byl vlozen do 1 ml RNA Blue a poté
zhomogenizovan pomoci homogenizatoru Polytron PT 3000 (Kinematica AG, Svycarsko) pfi
rychlosti 13000 otacek za minutu. Po inkubaci bylo ptidano 200 ul chloroformu a smés byla

vortexovana asi 10 sekund. Nasledn¢ byl vzorek centrifugovan pii 12000 x g po dobu 10 min
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pii teploté 4°C. Vodni faze obsahujici RNA byla odebrana pomoci pipety do nové zkumavky
a nasledn¢ vysrazena pridanim 0,5 ml isopropylalkoholu. Precipitace probihala po dobu
minimalné 10 minut pti teploté -20 °C. Poté byla smés zcentrifugovana pii 12000 x g po
dobu 10 min pfi teploté 4 °C. Supernatant byl odsat, k pelet¢ byl piidan 1 ml 75% ethanolu,
vznikla smés byla dukladné protiepana a poté zcentrifugovana. Po centrifugaci byl dikladné
odstranén supernatant a vzorek vysusen pii 45 °C volné na vzduchu az peleta zprihlednéla.

Nasledné byla RNA rozpusténa v 20 pl vody pro PCR.

4.2.12 Priprava ¢cDNA knihovny

Vzorky RNA byly piepsany do ¢cDNA pomoci reverzni transkripce za pomoci
Moloney murine leukemia virus reverzni transkriptizy (M-MLV) ve vyrobcem
doporuc¢ovaném objemu 20 pl. Nejdiive byla napipetovana smés: 1 ug totalni RNA se 100 ng
random primers, 1 pl 10 mM dNTP mix a 12 pl PCR H;O. Tato smés byla inkubovana po
dobu 5 minut pii teplot¢ 75 °C a nasledné ochlazena. Po ochlazeni byly pfidany 4 pl
reakéniho pufru, 2 pl 0,1 M DTT, 1 pl (40 jednotek) rekombinantniho ribonukledzového
inhibitoru RNase OUT a 1 ul (200U) M-MLV RT. Poté nasledovala inkubace 50 minut pfi
teploté¢ 37 °C. Reakce byla zastavena zahiatim smési na 70 °C po dobu 5 minut. Vzniklé

vzorky cDNA byly 10 x natedény PCR vodou a zmrazeny pfi teploté -20 °C.

4.2.13 Kvantitativni Q-PCR

Pro kvantifikace genti 11HSD1 a 11HSD2 ve stievnich vzorcich byl pouzit piistroj
LightCycler 1.0 (Roche, Mannheim, Némecko) a jako referen¢ni gen byl pouzit B-aktin. Pfi
RT-PCR analyze cDNA pro geny TNF-a, IL-18, COX-2 a MUC-2 a pro stanoveni mMRNA
pro 11HSD1 z intraepitelidlnich lymfocytu a lymfocyti lamina propria byl pouZit pfistroj
AbiPrism 7000 Sequence Detection System Instrument od firmy Applied Biosystems (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA).

Pti méteni pomoci pfistroje LightCycler byl pouzit kit Fast Start DNA Master Sybr
Green I. Celkovy objem reakéni smési ¢inil 20 ul a byl slozen z reakéniho pufru LightCycler-
DNA Master Sybr Green | mix, 10 ul, 1 pl 10 x natfedéné cDNA; MgCl, 3 mM (11HSD1), 4
mM (11HSD2) nebo 5 mM (B-aktin); kazdy z paru primeru 0,5 nM. K analyze vzorku byl
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pouzit nasledujici program: pocatecni preinkubace a denaturace pfi teploté 95 °C po dobu 10
min; nasledna amplifikace, nejdiive pii teploté 95 °C po dobu 15 sekund, dale 55 °C po dobu
10 sekund (11HSD1, B-aktin) nebo 60 °C po dobu 5 sekund (11HSD2) a nasledn¢ pii teploté
72 °C po dobu 15 sekund (11HSD1, B-aktin) nebo 20 sekund (11HSD2). Pro amplifikaci bylo
pouzito 40 cyklt.. Rychlost teplotni zmény byla 20 °C/s. Akvizice fluorescence byla na konci
elongace. Pro verifikaci Cistoty produktu amplifikace byla provedena rozpoustéci analyza
(melting analysis): 72 °C po dobu 10 sekund (rychlost zmény teploty 20°C/s) a 97 °C po dobu
10 sekund (rychlost zmény 0,1°C/s). Pii rozpousteci analyze byla méfena fluorescence
kontinualné. V kazdé provadéné analyze byl se vzorky analyzovan i interni standard pro
naslednou korekci vysledku mezi jednotlivymi analyzami. Po rozpoustéci analyze byly z
kazdého cyklu méfeni nahodné vybrany vzorky, které byly nasledné analyzovany pomoci
elektroforézy na 2% agar6zovém gelu pro stanoveni délky nasyntetizovanych fragmentt. Z
hodnot ziskanych z Q-PCR Dbyla nasledn¢ vypocitana hladina mRNA pomoci kalibra¢nich
kiivek, které byly sestrojeny pro kazdy zkoumany gen. Kalibra¢ni kifivky byly vyrobeny
sériovym fedénim ze standardniho vzorku cDNA pochazejiciho ze zdravé stifevni tkané
(rozsah fedéni 5-1000 x pro 11HSD1, 5-10000 x pro 11HSD?2).

Pti Q-PCR pomoci pristroje AbiPrism 7000 Sequence Detection System Instrument
bylo celkové mnozstvi reakéni smesi 20 pl. Smes se skladala z 1 pl 10 X 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 konkrétni
geny. K vlastni analyze byl pouzit nasledujici program: nejdiive aktivace uracyl-N-
glykosylasy pfi teploté 50 °C po dobu 2 min, poté ,.hotstart™ polymerasy pfi teploté 95 °C po
dobu 10 min a nasledné 40 cyklu sestavajicich z 15 sekund trvajici denaturace, annealing
primert a extenze pii 60 °C po dobu 1 min. Ze ziskanych hodnot CT byla nasledné vypoctena
hladina MRNA pomoci kalibracnich kiivek, které byly sestrojeny pro kazdy zkoumany gen.
Jako standard byla pouzita cDNA ze zdravé stievni tkané nafedénad v rozsahu 1-10000 X.
Vysledky byly vypocteny jako pomér relativnich koncentraci zkoumanych genu a

referen¢niho genu.
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4.3 Experimentalni DSS Kkolitida u mysi kmene Balb/c

4.3.1 Pouzita zvirata a indukce DSS Kkolitidy

Pro indukeci experimentalni DSS kolitidy (46) byly pouzity tfimési¢ni mysi kmene Balb/c od
firmy Velaz. Po celou dobu experimentl byla zvifata ustajena v priruénim zvéfinci
Fyziologického tstavu AV CR a chovana za standartnich podminek pii teploté 22 °C,
fotoperiodé 12 hod. svétla a 12 hod. tmy s volnym pfistupem ke dieté a piti. Experimentalni
DSS kolitida u mysi byla indukovana podavanim 3% roztoku dextran sulfatu sodného v pitné

vodé¢ po dobu 7 dni. Zvitata byla pribézné kontrolovana na okultni krvaceni. Zvitata byla na

konci experimentu usmrcena dekapitaci a pouzita pro dalsi ucel.
4.3.2 Laserova mikrodisekce (LCM)

Pro pfipravu vzorki pro LCM (Laser Captured Microdissection) byly z Cerstvé zabitého
zvifete jemnou preparaci vyjmuty stievo, mezenterialni lymfatické uzliny a slezina. VSechny
tkan¢ byly peclivé o€istény od tuku a pojiva. Tkané pak byly zality do blo¢ku s pouzitim
montovaciho média Tissue-Tek tak, aby byla jednoznaéné zarucena orientace vzorku. Bloc¢ky
byly nasledné zmrazeny a uskladnény v kapalném dusiku. Do dal§iho zpracovani byly bloc¢ky
umistény do kapalného dusiku. Pfed samotnym krajenim byly blo¢ky temperovany 30 minut
Vv mikrotomu Leica CM1850 Cryocut pii teploté¢ -19 az -20 °C. Temperovany blocek byl
namontovan na drzak vzorku pomoci Tissue-Teku a krajen ziletkovym nozem na 8-12 um
fezy. Nasledné byly fezy umistnény na sklicko pokryté PEN membranou a umistnény na dobu
5 minut do 75% etanolu. Fixovany a Tissue-Teku zbaveny preparat byl nejdiive barven 5%
roztokem kresolové violeti v etanolu po dobu 45 sekund a nasledné 4% roztokem eosinu B
po dobu 5 sekund. Sklicko pak bylo odbarveno nékolikanasobnym ponofenim do ¢istého
etanolu a bylo ponechano nékolik sekund volné schnout. Obarveny preparat byl umistén do
platformy LCM, kde byly vyfezavany zadané struktury. Vyfezané oblasti byly
shromazdovany ve vicku mikrozkumavky naplnéné 75 pl RLT lyza¢niho roztoku. Po
vyfezani vSech oblasti byly mikrozkumavky kratce sto€eny na stolni centrifuze a skladovany

pi1 -80 °C do dalSiho zpracovani.

4.3.3 Izolace totalni RNA z LCM vzorkua

Pro izolaci totalni RNA ze vzorkl zpracovanych pomoci laserové mikrodisekce byl

pouzit komerén¢ dostupny Kit Qiagen RNeasy Micro Kit piesné podle navodu vyrobce. Eluce
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totalni RNA byla provedena 13 ul PCR vody a ziskana RNA byla okamzité reverzné

transkribovana.

4.3.4 Piiprava cDNA knihovny z LCM vzorku

Totalni RNA ziskana izolaci byla pfepsana pomoci Enhanced Avian Reverse Transcriptase
podle navodu vyrobce. Objem reakéni smési byl 20 ul. V prvni fazi byla ptipravena smés 1 pl
DTP mixu, 1 ul Random Primers a 8 pl totalni RNA. Smés byla inkubovana 5 minut pii 70
°C. Poté byla smés ochlazena a nasledné byl ptfidan Master Mix se slozenim 2 pl 10X
Reaction Buffer, 1 ul Enhanced Avian Reverse Transcriptase, 1 ul RNase OUT a 6 ul PCR
vody. Reakéni smés byla promichdna a inkubovana pii 25 °C 15 minut a nasledné pii 42 °C

50 minut. Ziskanad cDNA byla skladovéna pti -20 °C.

4.3.5 Izolace totilni RNA, reverzni transkripce a kvantitativhi Q-PCR makrovzorki

stfeva a imunitnich organi

Izolace totalni RNA ze vzorki stfeva a imunitnich organti byla provadéna pomoci
komer¢né dostupného kitu Gene Elute Mammalian Total RNA Kit stejné jako v kapitole
4.3.2. Pro reverzni transkripci byl pouzit komer¢né dostupny kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit pfesné podle doporuceni vyrobce. Kvantifikace gend byla
provedena pomoci piistroje AbiPrism 7000 Sequence Detection System Instrument jak je
uvedeno v kapitole 4.2.13.

4.4 Experimentalni model adjuvantni artritidy

K experimentim s adjuvantni artritidou byli pouziti dospéli samci kmene Lewis ve
véku 7-9 tydni, ktefi pochazeli ze standardniho chovu Fyziologického tstavu AV CR. Po
celou dobu trvani pokust byla zvitata ustajena v priru¢nim zvéfinci za standardnich podminek
pti teploté 22°C, fotoperiodé 12 hod. svétla a 12 hod. tmy a volném pfistupu k vod¢ a
standardni dieté. Adjuvantni artritida byla indukovana subkutanni injekci tepelné upravenych
bakterii Mycobacterium butyricum v kompletnim Freudovu adjuvans do proximalni ¢asti

ocasu (47). Kontrolni skupina byla obdobn¢ ockovana fyziologickym roztokem. Nejdiive
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byly hodnoceny rozdily mezi otoky artritickych a kontrolnich zvifat do osmého dne po
aplikaci. Poté byla zvifata se slab¢é indukovanym zanétem odstranéna a zbyli potkani
rozdéleni do 5 skupin. Prvni skupiné¢ byl denné subkutanné poddvan rekombinacni
kompetitivni inhibitor receptoru pro TNF-a (Etanercept) v mnozstvi 4 mg/kg. Druha skupina
byla ovlivnéna kompetitivnim antagonistou receptoru IL-1 (Anakinra) pomoci subkutanné
aplikované miniosmotické pumpy Alzet 2ML1 (Alzet, Cupertino CA, USA). Davkovani bylo
zajisténo kontinualni rychlosti 5 mg/kg/hod. Treti skupina dostdvala denné subkutanné
nespecificky inhibitor 11HSD karbenoxolon v davce 12,5 mg/kg ve fyziologickém roztoku.
Ctvrté skuping byl denné intraperitonealné podavan antagonista glukokortikoidnich receptort
mifepriston v davce 30 mg/kg ve fyziologickém roztoku. Posledni skupiné byl aplikovan
pouze fyziologicky roztok. Zvifata byla usmrcena v 18. den experimentu a nésledné¢ byly
vypreparovany inguindlni, kaudalni a lumbdlni lymfatické uzliny a zmraZeny v tekutém
dusiku pro potieby molekularné-biologické analyzy. Kolenni klouby poslouzily k ptipraveé

primarni kultury synoviocytt.

4.4.1 Priprava inokula pro indukci adjuvantni artritidy

Inokulum bylo pfipraveno rozetfenim 100 mg tepelné inaktivovanych bakterii
Mycobacterium butyricum v tieci misce. K rozdrcenym bakteriim byly pfidany 3 ml
nekompletniho Freundova adjuvans (parafinovy olej:fyziologicky roztok:Tween 80 v poméru
1:0,67:0,17) a smés dale roztirana po dobu 2 minut. Produkt byl odlozen do 15 ml zkumavky.
Do tieci misky byly pfidany dalsi 3 ml nekompletniho Freundovo adjuvans. Smés byla po 30
sekundach roztirani pfidana k ostatnimu podilu. Takto pfipravené inokulum lze skladovat pti
4 °C ve tmé& ne€kolik mésici.

Vlastni indukce adjuvantni artritidy byla provadéna subkutanni injekei 100 pl inokula
do proximalni ¢asti ocasu ve vzdalenosti 2 cm od kofene ocasu v éterové narkdze. V pribéhu
ockovani zvitat dochazelo k fazové separaci inokula, kterému se zamezovalo vortexovanim
nebo inverznim michanim. Pro sledovani rozvoje artritidy byla kazdodenn¢ méfena hmotnost
zvifat a otoky koncetin v mistech hlezenniho kloubu a v oblasti poloviny hlezenni kosti.
Vlastni méfeni bylo provadéno pomoci strojnického posuvného méritka ve dvou na sebe
navzajem kolmych rovinidch v pfedozadnim a boc¢nim sméru. Na vypocet plochy elipsy
postizeného kloubu byl pouzit vztah Selipsy = © x a x b, pficemz a piedstavuje rozmér

V bo¢nim sméru a b v ptedozadnim sméru (48).
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4.4.2 1zolace synoviocyti ze synovialni tkané

Synoviocyty byly izolovany z Cerstvé odebrané synovidlni tkan¢ kolenniho kloubu.
Jemnou preparaci pomoci ntizek a pinzety byl kolenni kloub peclivé o€istén od svalové a
tukové tkané€. Kloubni pouzdro bylo otevieno pomoci zaspicaténych ntizek a synovium jemné
odpreparovano. Tkan byla pfemisténa do vysilanizované Erlenmeyerovy baiiky s roztokem
RPMI-1640 (20 ml) obsahujicim kolagenazu typu 4 v koncentraci 1 mg/ml. Smés byla
inkubovana pfti 37 °C a atmosféte 95% 0,/5% CO, za stalého michani 200 rpm po dobu 40-
60 min. Po skonceni inkubace bylo traveni zastaveno piidavkem 5 ml FBS a roztok byl
prefiltrovan pies 45 pum nylonové sitko. Smés byla centrifugovana pii 700 x g po dobu 5
minut, supernatant odstranén a peleta znovu resuspendovana v RPMI-1640 bez FBS a
nasledné centrifugovana. Supernatant byl odstranén do sucha a peleta byla zpracovéna pro

pripravu totalni RNA anebo pouzita na kultivaci bun¢k.

4.4.3 1zolace totalni RNA ze synovialni tkané

Ze zpracovavanych vzorki byla vyextrahovana RNA prostiednictvim produktu
Genelute Mammalian Total RNA Kit. Vlastni lyze bunék byla provedena smichanim
suspenze bunék s roztokem ,,Lysis solution®, ktery byl obohacen 2-merkaptoetanolem v
mnozstvi 10 pl/1ml. Roztok obsahujici lyzované bunky byl pienesen do filtracni kolonky a
zcentrifugovan pii 14000 x g po dobu 2 min pfi teploté 4 °C. Po ukonceni centrifugace byl
filtrat smichan s 250 ul 70% ethanolu. Vznikly roztok byl dukladné protiepan a nasledné
pienesen do vazaci kolonky. Nasledovala centrifugace pii 14000 x g po dobu 15 sekund pfi
teploté 4 °C. Poté 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
vazaci kolonky s 500 pl roztoku ,,Wash solution 2 pti 14000 x g po dobu dvou minut pfi
teploté 4 °C. V posledni fazi bylo do kolonky pfidano 50 ul roztoku ,,Elute solution® a
nasledovala centrifugace pii 14000 x g po dobu 1 min pfi teploté¢ 4 °C. Ziskana RNA byla
uskladnéna pri teploté -70 °C nebo pouzita pro piipravu cDNA knihovny.
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4.4.4 Priprava suspense bunék z lymfatickych uzlin

Z Cerstvé zabitého zvifete byly jemnou preparaci steriln¢ oddéleny inguinalni,
kaudalni a lumbalni lymfatické uzliny. Uzliny byly prubézné béhem izolace uchovavany v
roztoku RPMI 1640 na ledu. Poté byly jednotlivé podily pieneseny do 5 ml ¢erstvého RPMI-
1640 v stiedné velké Petriho misce a kazda uzlina byla nastfizena. Buné¢na smés byla ziskana
krouzivym pohybem pistu jednorazové plastové injekéni sttikacky. Po rozdrceni jednotlivych
uzlin byla smés prefiltrovana pies 45 um sitko a premisténa do 15 ml zkumavky typu Falcon.
Suspenze se centrifugovala 5 min pti 700 x g, supernatant byl slit a peleta jesté 2 x promyta
inkuba¢nim médiem RPMI-1640. Vyizolované buiky byly pouzity pro izolaci RNA nebo pro

ptipravu primokultury.

4.4.5 Méreni aktivity 11HSD1 a exprese 11HSD1 mRNA

Aktivita 11HSD1 byla méfena na bunkach synovidlni tkané. Po izolaci byly
synoviocyty vysety na 24-jamkovou kultivaéni desticku v RPMI 1640 v poc¢tu 15000 bun¢k na
jamku. Objem RPMI 1640 byl 2ml na jamku a obsahoval 21 nmol/I [*H]kortikosteronu nebo
[*H]11-dehydrokortikosteronu. Inkubace se substratem trvala 24 hodin. Glukokortikoidy byly
z média extrahovany pomoci Strata-X C18 kolonek, tak jak je uvedeno v kapitole 4.2.8.

Reverzni transkripce a Q-PCR byly provadény piesné podle kapitoly 4.3.5.

4.5 Regulace exprese 11HSD1 prostiednictvim PPARy drahy

Efekt agonisty PPARy receptoru pioglitazonu byl testovan na primarni kultufe hladkych
svalovych bunék (VSMC) izolovanych z aorty potkana (49). Po dosazeni konfluence VSMC,
byl do tkanové kultury piidan pioglitazon ve finalni koncentraci 0,001-10 uM po dobu 24
hodin. Nasledné byla méfena enzymova aktivita nebo byly buiiky sklizeny pro molekularné-

biologickou analyzu.
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4.5.1. Méreni reduktazové aktivity 11HSD1

Meéieni reduktdzové aktivity 11HSD1 v primarni kultufe hladkych svalovych bunék bylo
provadéno podobn¢ jako v kapitole 4.2.7.

4.5.2 Izolace RNA, reverzni transkripce a méreni exprese 11HSD1 a transkrip¢nich

faktora C/EBP ve vzorcich VSMC

Totalni RNA byla izolovana z bunck VSMC pomoci Trizolu podle navodu vyrobce.
Izolovand RNA byla zbavena kontaminace DNA pomoci AMP-D1 DNazy a reverzni
transkripce byla provedena piesné podle kapitoly 4.2.12. a Q-PCR podle kapitoly 4.3.5.

5. Vysledky

5.1. Experimentalni DSS Kkolitida u mysi

Stievni zanét u mysi s DSS kolitidou byl spojen s prijmem, stievnim krvacenim a
snizenim t€lesné hmotnosti pouzitych zvifat. Pro stanoveni vlivu kolitidy na periferni
metabolismus glukokortikoidi byly metodami Q-PCR kvantifikovany geny pro 11HSD1 a
11HSD2 a métena aktivita I1HSD1 a 11HSD2. Experimentalni DSS kolitida zvysila expresi
MRNA 11HSD1 (Obr. 5.1) ve stievé, zatimco exprese 11HSD2 (Obr. 5.2) zménéna nebyla.
Obdobné také aktivita 11HSD1 byla zvySena, zatimco aktivita 11HSD2 se pii kolitidé

nemeénila (pfiloha €. 1).
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Obrazek 5.1 Exprese 11HSD1 mRNA ve vzorcich tlust¢ho stfeva kontrolnich a
kolitickych zvitat. (*P<0,05)
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Obrazek 5.2 Exprese 11HSD2 mRNA ve vzorcich tlustého stfeva kontrolnich a
kolitickych zvirat.
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Pro ur¢eni vlivu DSS kolitidy na glukokortikoidni metabolizmus v imunitnich
bunkach stfeva a v asociovanych lymfatickych tkanich byla méfena exprese 11HSD1 mRNA
ve vzorcich mezenterialnich lymfatickych uzlin, sleziny a intraepitelialnich lymfocyta
izolovanych z kontrolnich mysi a ze zvifat s kolitidou. Kolitida signifikantn¢ zvysila expresi
11HSD1 ve intraepitelidlnich lymfocytech (Obr. 5.3) a v mezenterialnich lymfatickych
uzlinach (Obr. 5.4)

0,45
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11HSD1 mRNA

0,1
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Obrazek 5.3 Exprese 11HSD1 mRNA ve vzorcich mezenterialnich lymfatickych uzlin
kontrolnich a kolitickych zvitat. (*P<0,05)
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Obrazek 5.4 Exprese 11HSD1I mRNA ve vzorcich mezenteridlnich lymfatickych uzlin a
sleziny kontrolnich a kolitickych zvifat. (*P<0,05)

Pokus provedeny u mysi s DSS kolitidou ukazal ze DSS kolitida zvySuje expresi
11HSD1 mRNA Vv mezenterialnich lymfatickych uzlinach. Lymfatické uzliny  lze
Z histologického hlediska rozdélit na oblasti s folikuly bohaté na B lymfocyty a folikuly
dominantné osidlené T lymfocyty. Protoze T lymfocyty (CD4+, CD8+) exprimuji 11HSDI1 a
u B lymfocytli nebyla exprese prokézana, byly vyiezany oblasti bohaté na T a B lymfocyty ve
kterych byla stanovena exprese 1 1HSD1.
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Obr. 5.5 Exprese 11HSD1 mRNA ve vzorcich mezenterialnich lymfatickych uzlin
kontrolnich (CTRL) a kolitickych zvitat (DSS). (T region *P<0,01) (B region *P<0,05 )

5.2 Experimentalni TNBS kolitida u potkana

Pokusy provedené u mysi s DSS kolitidou (pfiloha ¢. 1) a s TNBS kolitidou u potkana
(51) prokazaly, ze stievni zanét doprovazi zvysena schopnost lokalné konvertovat v zanicené
neaktivni tkani 11-dehydrokortikosteronu na kortikosteron. Otdzkou ovSem bylo, zda
zménény lokalni metabolizmus glukokortikoidi miize ovliviiovat sttevni zanét. Abychom
zjistili roli 11HSD v tomto procesu, podavali jsme potkanim s TNBS kolitidou blokator
11HSD, karbenoxolon a sledovali jsme, jak se inhibice 11HSD projevi na vybranych
parametrech zandtu (TNF-o IL-1pB, cyklooxygenaza 2, mucin 2). Uéinnost karbenoxolonu
byla porovnavana se steroidem budesonidem, ktery byva pouzivan pii 1écbe kolitidy. Zjistili
jsme, Ze topické podavani jak karbenoxolonu, tak i budesonidu zvysilo expresi 11HSD1
v porovnani s neléenymi TNBS zvifaty a ze efekt karbenoxolonu je mozné inhibovat
soucasnym podavanim antagonisty glukokortikoidnich receptorii RU486 (Obr. 5.6), coz
doklada, ze exprese 11HSDI1 v tra¢niku je fizena glukokortikoidy. Zaroven karbenoxolon a
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budesonid signifikantn¢ snizily schopnost fragmentii stfevni tkdn¢ inaktivovat kortikosteron
(ptiloha ¢. 2). Oproti efektu na 11HSD1 nevedlo topické podavani karbenoxolonu na rozdil
od budesonidu Kk vyraznému poklesu prozanétlivych markert, i kdyZz kombinace
karbenoxolonu a RU-486 vedla ke zvysené mRNA expresi TNF-oo a MUC-2 a K narGstu

aktivity myeloperoxidazy (ptiloha ¢. 2). Tyto nalezy svéd¢i nejspiSe o tom, Ze systémovy
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Obrazek 5.6 Exprese 11HSDI mRNA ve vzorcich tlust¢ho streva TNBS zvitat.
**Signifikantné odlisny od TNBS zvitat. (P<0,01)

Abychom zjistili, zda jsou prozanétlivé cytokiny schopny modulovat 11HSD1 a 11HSD2 ve
sttevu a zda 11HSD1 exprimovana v buiikach sekundarnich lymfatickych organd je schopna
odpovidat na zanét, studovali jsme (1) efekt prozanétlivych cytokind na expresi 11HSD1,
11HSD2 a cyklooxygenazu 2 v tkanovych explantatech a (2) vliv experimentalni TNBS
kolitidy na expresi 11HSDI mRNA a periferni metabolizmus glukokortikoidi v buiikach
imunitnich organi potkana. Jak je ukazano na obr. 5.7, TNF-a ale jiz ne IL-1p zvysil expresi
11HSD1 v tkanovych explantitech. Na druhou stranu IL-1f signifikantné snizil expresi
11HSD2. Oba pouzité cytokiny zvysily expresi COX-2.
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Obrazek 5.7 Exprese 11HSD1, 11HSD2 a cyklooxygenazy 2 Vv tkanovych explantatech
ovlivnénych prozanétlivymi cytokiny. (P<0,05)

Analyza 11-reduktazové aktivity ve slezin€¢ a mezenterialnich lymfatickych uzlinach
prokdzala vyrazny narast reduktdzové aktivity (ptiloha €. 3). Tato zména byla doprovazena
naristem exprese 11HSD1 mRNA v obohacené frakci T lymfocytl ziskanych ze sleziny
(Obr. 5.9) a z mezenterialnich lymfatickych uzlin (Obr. 5.8), ve stromatu danych organti

k obdobnému nartstu nedoslo.
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Obrazek 5.8 Exprese 11HSD1 mRNA ve stromatu a mobilnich buiikach

mezenterialnich lymfatickych uzlin. ("P<0,01)
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Obrazek 5.9 Exprese 11HSD1 mRNA ve stromatu sleziny a obohacené frakci
slezinnych T bun&k (STF). (" P<0,01)

39



Intraepitelidlni lymfocyty izolované z traéniku TNBS potkand vykazuji zvySenou
expresi 11HSD1 mRNA (ptiloha ¢. 2), a proto jsme dale studovali otazku, zda v téchto
bunkach existuje korelace s expresi prozanétlivych markert. Jak je vidét z obrazku 5.10, je
kolitida spojena se zvySenou expresi prozanétlivych markera TNF-a, IL-1p a
cyklooxygenazy 2. Ve srovnani s lymfocyty vykazovaly mezenterialni lymfatické uzliny
vyraznou stimulaci exprese TNF-a a COX-2, ale zadny efekt na IL-1p (Obr. 5.11).
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T 2000 - m Kolitida COX-2

1000 1
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Obrazek 5.10 Exprese mRNA prozanétlivych markeri ve vzorcich intraepitelidlnich

lymfocytu. (*P<0,05; **P<0,01)
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Obrazek 5.11 Exprese mRNA prozanétlivych markerit ve vzorcich

mezenterialnich lymfatickych uzlin. (¥P<0,05; **P<0,01)

5.3. Experimentalni adjuvantni artritida u potkani kmene Lewis

Obdobné jako u kolitidy a dalSich zanétlivych onemocnéni také u rheumatoidni artritidy
existuje Uzka souvislost s glukokortikoidy, které jsou schopny potlacovat synovidlni zanét a
destrukci kosti. Studovali jsme proto na zvifecim modelu adjuvantni artritidy otazku, zda
artritida moduluje 11HSDI, jaka je uloha prozanétlivych cytokint v tomto procesu a zda
lokélni metabolismus glukokortikoidii v synoviu muze ptispivat k zpétnovazebné regulaci
zanétu. Ve vzorcich synovidlni tkdné a inguindlnich uzlinach kontrolnich a artritickych
potkanti byla métfena exprese 11HSD1 mRNA a v izolovanych synoviocytech a bunikach

inguinalnich uzlin enzymaticka aktivita 11HSD1.
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Obrazek 5.12 Exprese 11HSD1 mRNA v synoviu kontrolnich (CTRL) a
artritickych (AA) potkani . (*P<0,05)

Artritida zvysila expresi mMRNA pro 11HSD1 jak v synoviu (Obr. 5.12), tak i v inguinalnich
uzlinach (Obr. 5.13). V souladu stim byl zjistén také signifikantni nartst reduktazové
aktivity 11HSD1 v synoviocytech (Obr. 5.14) a mobilnich lymfocytech inguinalnich uzlin
(ptiloha ¢. 4). Oproti tomu ve stromatu uzlin nedoslo k signifikantnim zméndm exprese

11HSD1 a 11HSD? a ani ke zménam 11HSD oxidazové a reduktazové aktivity (ptiloha ¢. 4).
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Obrazek 5.13 Exprese 11HSD1 a 11HSDZ2 mRNA vV inguindlnich uzlindch kontrolnich
(CTRL) a artritickych (AA) potkand. ("P<0,01)
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Obrazek 5.14 Enzymaticka aktivita 11HSDI mRNA v izolovanych synoviocytech
kontrolnich (CTRL) a artritickych (AA) potkani. Enzymaticka aktivita je vyjadiena
ve fmol/mg proteinu/h. ("P<0,01)
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Podavani antagonisty IL-1 receptoru (anakinra) nebo antagonisty TNF-o (etanercept)
signifikantn¢ snizilo expresi 11HSD1 (Obr. 5.15). Podavani 11HSD1 blokatoru
karbenoxolonu vyrazné zvysilo expresi prozanétlivych markertt TNF-a a cyklooxygenazy 2

(ptiloha €. 4) v synoviu artritickych potkand.
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Obrazek 5.15 Exprese 11HSD1 mRNA v synoviu artritickych potkanti (AA) ovlivnénych
anakinrou (antagonista IL-1 receptoru) a etanerceptu (antagonisty TNF-a). (**P<0,05;
*P<0,01)

5.4 Regulace exprese 11HSD1 prostiednictvim PPARYy signalizace

Vzhledem k tomu, Ze nékteré C/EBP transkripéni faktory (CCAAT/enhancer-binding
proteins) byly identifikovany jako faktory regulujici transkripci 11HSD1 (50) a PPARy muze
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interagovat s C/EBP (51), studovali jsme efekt agonisty PPARy pioglitazonu na expresi a
aktivitu 11HSD1. Jak je uvedeno na obr. 5.16, pioglitazon v zavislosti na pouzité koncentraci
zvysoval reduktazovou aktivitu 11HSD1. Obdobné jsme pozorovali koncentracné zavisly

narast exprese 1 ITHSD1 mRNA (pfiloha €. 5).
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Obrazek 5.16 Enzymaticka aktivita 11HSD1 v primarni kultufe hladkych svalovych bunck

ovlivnénych pioglitazonem. (* P<0,001)

Pioglitazon zaroven stimuloval transkripci C/EBPa a C/EBPC , ale jiz ne C/EBPf3 a C/EBPS
(Obr. 5.17). Oproti tomu glukokortikoidy, které jsou také schopné stimulovat expresi
11HSD1, zvysovaly C/EBPJ a C/EBPS, ale jiz ne C/EBPa a C/EBPC (ptiloha €. 5).
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Obr. 5.15 Exprese C/EBPa, C/EBPf, C/EBPS a C/EBP{ mRNA v primarni kultufe hladkych

svalovych bun¢k ovlivnénych pioglitazonem.(**P<0,01).

6. Diskuze

Glukokortikoidy jsou hormony regulujici Siroké spektrum homeostatickych procest jako jsou
metabolismus, bunéénd proliferace a diferenciace a zanétliva odpovéd’. Zanétlivy proces je
spojen se zvysenou produkei prozanétlivych cytokinii a néslednou aktivaci HPA osy ktera
vede ke zvySené produkcei glukokortikoidnich hormonil. Secernované glukokortikoidy tlumi
produkci prozanétlivych cytokind, ¢imz umoziuji systémovou kontrolu zanétlivého procesu
(52). Krom¢& imunosupresivniho té¢inku mohou mit glukokortikoidy za jistych okolnosti také
imunomodulacni efekt na imunitni systém (39). Jednim z mechanizmi, kterym
glukokortikoidy mohou modulovat imunitni funkce, je jejich lokélni metabolizmus. Je to dano
tim, Ze U€inek glukokortikoidl nezévisi pouze na plazmatické koncentraci, druhu cilové tkané
a koncentraci receptort, ale také na prereceptorovém metabolismu. Endogenni
glukokortikoidy existuji ve dvou formach, jako 11-hydroxy derivaty (kortisol, kortikosteron),
které se mohou vazat na glukokortikoidni receptor a neaktivni 11-oxo derivaty, které maji
podstatné nizsi afinitu k receptoru. Lokalni ucinek glukokortikoidii obsazenych v plasmé je
tudiz podminén prereceptorovou konverzi aktivnich 11-hydroxy derivati na neaktivni 11-0x0

derivaty a naopak. Tato konverze je katalyzovana dvéma isoformami 11HSD. 11HSD1 je za
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podminek in vivo NADPH-dependentni reduktdza, ktera konvertuje 11-oxo derivaty
(kortison, 11-dehydrokortikosteron) na aktivni 11-hydroxy derivaty (kortisol, kortikosteron) a
tim lokaln¢ zvysSuje koncentraci biologicky aktivniho ligandu. Naproti tomu 11HSD2 je
NAD"-dependentni oxid4za katalyzujici deaktivaci kortisolu a kortikosteronu na inaktivni 11-
oxo derivaty, ¢imz lokaln¢ snizuje koncentraci biologicky aktivniho ligandu. Lokalni
metabolizmus glukokortikoidit mize proto prostfednictvim regulované exprese jedné nebo
druhé isoformy 11HSD modulovat pribéh zanétlivé odpoveédi (53). Bylo prokazano, ze
v mesangialnich a Vv plicnich epitelidlnich buikach (5). Obdobné inhibice 11HSD2
karbenoxolonem zvysuje v plicich antiastmatickou odpovéd vyvolanou glukokortikoidy (54).

V souladu s praci na modelu mysi peritonitidy (55) a u pacientl se zanétlivou stfevni
chorobou (IBD) (41,56) jsme prokazali, ze zanét (experimentalni artritida nebo kolitida) jsou
doprovazeny zvysenim 11-reduktazové aktivity a exprese 11HSDI1 a v ptipadé kolitidy také
s poklesem exprese 11HSD2. Absence 11HSD2 v synovialni tkani pozorovana v naSich
experimentech je vrozporu sdfive naméfenymi daty, kde 11HSDI1 byla primarné
exprimovana ve fibroblastim podobnych synoviocytlim zatimco 11HSD2 byla identifikovana
v synoviocytech podobnych makrofaglm (57). Protoze nase experimenty byly provadény na
potkanech kmene Lewis, které maji snizenou citlivost HPA osy a prace (57) je na lidskych
synoviich, je mozZné, Ze rozdily v expresi 11HSD2 odraZeji rozdily mezidruhové nebo
kmenoveé.

Zesileni glukokortikoidni signalizace v zanétu diky poklesu lokalni 11-oxidazové a
vzestupu 11-reduktazové aktivity je pravdépodobné spojeno s nartistem lokdlni koncentrace
prozanétlivych cytokind, jako jsou IL-1p a TNF-a. V fad¢ praci shrnutych v piehledu (5) bylo
prokazano, Ze v tkanovych kulturach prozanétlivé cytokiny stimuluji expresi 11HSDI a tlumi
expresi 11HSD2, coZz naznacuje, ze prozanétlivé cytokiny by mohly byt schopny modulovat
intracelularni metabolismus glukokortikoidi v zanétu a tak vyvazovat svlij prozanétlivy efekt
zvySovanim lokalni tvorby kortisolu nebo kortikosteronu. V souladu s touto ptedstavou jsme
nalezli zvySenou expresi 11HSD1 a IL-1B a TNF-o v synoviich a inguindlnich uzlinach
artritickych potkani a v intraepitelidlnich lymfocytech a mezenteridlnich lymfatickych
uzlinach potkant s kolitidou. Kromé toho podavani 11HSD blokatoru karbenoxolonu
zvySovalo narist exprese TNF-oo a COX-2 (ptiloha ¢. 3) v synoviu artritickych potkan,
zatimco aplikace TNF-a a IL-1p antagonistll nejenze zlepSila klinicky obraz, ale zaroven

zabranila nartstu 11HSD1 pii artritidé. Tyto nalezy podporuji predstavu, ze zanét stimuluje
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11HSDI1, ze tato stimulace je alespoii ¢astecné fizena prozanétlivymi cytokiny a ze zvySena
lokalni koncentrace biologicky aktivnich glukokortikoidl piispiva k zpétnovazebné regulaci
zéanétu pri adjuvantni artritidé, DSS-kolitid¢ a TNBS-kolitidé. Vyznam prozanétlivych
cytokind v regulaci 11HSD1 a 11HSD2 v nasich modelech rovnéz doklada pokus s inkubaci
sttevnich fragmenti s TNF-a a IL-1pB, ktery prokazal stimulacni efekt TNF-a na 11HSD1 a
COX-2 a inhibicni efekt IL-1B na 11HSD2. Tento nalez je v plné shod€ s pozorovanymi
zménami 11HSD2 a 11HSD1 u TNBS-kolitidy (Bryndova et al., ptiloha ¢. 2) a DSS-kolitidy
(ptiloha €. 1) a u pacientti se zanétlivou stfevni chorobou (41,56)

Protoze 11HSD2 je exprimovand pouze v epitelidlni vrstvé stfeva, zatimco 11HSDI1
v submukozni vrstvé lamina propria (58), 1ze predpokladat, ze za zmény v expresi 11HSD1
odpovidaji bunkky lamina propria a imunitniho systému stieva. Kolitida je spojena
s transmuralni infiltraci imunitnich bunék (59) a 11HSDI1 je exprimovana v makrofazich (25),
imunitnich bunkach a organech (35,37,38) a fibroblastech (16). Tomu odpovida zvySena
exprese 11HSD1 v intraepitelidlnich lymfocytech a lymfocytech v lamina propria pozorovana
v naSich experimentech. Lze tedy pfedpokladat, ze zvySend exprese 11HSD1 ve stieve
postizeném kolitidou je podminéna masivni infiltraci imunitnich bunék ve stievu a stimulaci
11THSD1 prozanétlivymi cytokiny. Stimulace 11HSDI1 asociovand s aktivaci imunitnich
bunck byla prokdzana u CD4+ T bunck (36) a u dendritickych bunck (60). NaSe nalezy
rovnéZz dokazuji, Ze kstimulaci 11HSD1 nedochdzi pouze v imunitnich bunkéach
reprezentujicich efektorovy bunéény kompartment stievniho imunitniho systému (bunky
lamina propria a intraepitelidlni lymfocyty), ale také v kompartmentech, kde dochézi
Kindukci imunitni odpovédi jako jsou lymfatické tkan¢ asociované s mukdzou
(nepublikované vysledky) a pfislusné mezenterialni uzliny.

Vyse zminéné nalezy podporuji hypotézu, ze zanét zvysSuje v lymfatickych organech a
imunitnich bunikach jejich kapacitu reaktivovat z neaktivnich glukokortikoidi aktivni
hormony. V této souvislosti jsou zajimava dve dalsi zjisténi. Zaprvé, mezi 11HSD1 aktivitou
a produkci cytokinl v lymfatickych uzlinach byla prokdzana piima souvislost (35,38) a
zadruhé, intracelularni amplifikace glukokortikoidniho signalu v makrofdzich moduluje
Vv téchto bunkach expresi TNF-o a IL-1f (61) a fagocytarni aktivitu (55).

Mechanismus jakym zpisobem dochézi pii zanétu k stimulaci 11HSD1 neni dosud
znam. Je to dano mimo jiné 1 tim, Ze existuje velké mnozZstvi praci, které dokladaji stimulacni
nebo naopak inhibi¢ni efekt celé fady biologicky aktivnich latek na expresi 11HSDI1 (5),

avSak se zda, Ze vétSina téchto latek pisobi nepiimo. Piimy efekt na urovni promotoru
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11HSD1 byl prokazan pouze pro C/EBP rodinu transkrip¢nich faktort (62). Efekt TNF-o na
stimulaci 11HSD1 v jaternich bunikach se zda byt zprostfedkovan pomoci MAP kinazové
signalizace a C/EBPPB (27). Rovnéz efekt stimulace 11HSD1 cytokinem IL-13 v hladkych
svalech dychacich cest je zprostiedkovan MAP kinazovou signalizaci (63).

Obdobn¢ také u pfirodnich nebo syntetickych ligandii PPARy receptorii byly
prokazany pozitivni efekty u rtiznych modelt zanétu, coz vedlo k uvahdm o moznosti
terapeutického vyuziti (64). Vzhledem k tomu, ze PPARy je exprimovan v fadé typu bunék
véetné makrofagi a lymfocyti (65), studovali jsme rovnéz efekt agonisty PPARy na expresi
11HSD1. Prokdzali jsme stimulaci 11HSD1 pod vlivem syntetického agonisty PPARy
pioglitazonu. Tento nalez je v souladu s diivéjsim zjisténim, ze endogenni PPARy ligand 15-
deoxy-A12,14-PGJ; signifikantné zvysuje 1 1HSD1 v primarnich kulturach lidskych adipocytt
(29). Ptestoze ,,PPARy response element” nebyl identifikovdn u 11HSDI1, tada studii
prokazala spojitost mezi PPARy a E/CBP transkripénimi faktory (66,67). Krom¢ toho,
sekvence promotoru u PPARy dependentnich genti obsahuje C/EBP vazebny motiv a C/EBP
transkripéni faktory reguluji expresi PPARy gent (68,69). Nas nalez, aktivace PPARy
stimuluje 11HSD1 expresi a reaktivaci 11-oxo derivat na biologicky aktivni glukokortikoidy
a ze zaroven dochazi k stimulaci exprese E/CBPa a E/CBP{ naznacuje, ze regulace 11HSDI
prostiednictvim PPARy je zprostiedkovana pies o a ( transkripéni faktory. Tento nalez je
v souladu s pracemi (70) a (71), které prokazaly stimulaci C/EBPa a C/EBP({ syntetickymi
ligandy PPARYy.

Zavérem je mozné shrnout, Ze zanét je doprovazen zvySenou schopnosti konvertovat
biologicky neaktivni 11-oxo derivaty glukokortikoidii na aktivni glukokortikoidni hormony
Vv bunikach zanicené tkané a v lymfatickych tkanich a buiikach, pfi¢emz prozanétlivé cytokiny

hraji v tomto procesu vyznamnou roli.

7. Zavér

Vysledky prezentované v této disertacni praci je mozné shrnout do nasledujicich boda, které

odpovidaji na otazky vytcené v kap. 3:

Otazka 1
Ovlivituji  zanétlivé  procesy pii  experimentdlni  kolitidé lokdalni metabolizmus

glukokortikoidi (exprese a aktivita I 1HSDI a 2)?
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Prezentované vysledky jednoznac¢né doklédaji, Ze oba experimentalni modely kolitidy
(DSS kolitida u mysi a TNBS kolitida u potkana) zvySuji expresi Il1HSD1 mRNA 11HSDI
ve stievé zatimco exprese 11HSD2 bud’ kles4, nebo neni zménéna. Obdobné také aktivita
11THSD1 méfend jako 11-reduktazova aktivita je pifi stfevnim zanétu zvySena a 11pB-
dehydrogenazova aktivita se pii kolitidé neméni nebo je snizena. Stimulace exprese 11HSD1

je spojena s pasobenim TNF-a a pokles 11HSD2 s cytokinem IL-1f3.

Otazka 2
Ovlivituje kolitida lokdlni metabolismus glukokortikoidii v imunitnich buiikdch s diirazem

na buiiky stifevniho imunitniho systému?

Kolitida signifikantné stimuluje expresi 11HSDI1 v intraepitelidlnich lymfocytech a v
mezenteridlnich lymfatickych uzlinach. K nartstu exprese 11HSD1 mRNA a 11-reduktazové
aktivity dochdzi v mobilnich bunikdch lymfatickych uzlin charakterizovanych dominantné
jako T bunky, zatimco ve stromatu k obdobné stimulaci nedochazi. K obdobnym zménam
jako v mezenterialnich uzlinach dochazi také ve sleziné zvifat s kolitidou. Tyto nalezy
dokladaji, Zze kindukci 11HSD1 nedochazi pouze v efektorovych imunitnich buikach
sttevniho imunitniho systému (intraepitelidlni lymfocyty) ale také v bun&cnych

kompartmentech (lymfatické uzliny, slezina), kde dochézi k indukci imunitni odpovédi.

Otazka 3
Dochazi pii experimentdlni adjuvantni artritidé ke zménam lokdalniho metabolismu
glukokortikoidii v synoviu a prislusné lymfatické tkani? Ovlivni  podavani ldtek

ovliviiujicich metabolizmus glukokortikoidi artritidu?

Artritida zvySuje expresi 1 1HSD1 mRNA jak v synoviu tak i v inguinalnich uzlinach,
coz je doprovdzeno zvySenou I1-reduktdzovou aktivitu v synoviocytech a v mobilnich
lymfocytech inguinalnich uzlin. Podavani antagonisty IL-1 receptoru (anakinra) nebo
antagonisty TNF-a (etanercept) signifikantné snizilo expresi 11HSD1 a zlepsilo klinicky
obraz zatimco podavani 11HSD1 blokatoru karbenoxolonu vyrazné zvysilo expresi
prozanétlivych markerd TNF-a a COX-2 v synoviu artritickych potkant. Tyto nalezy ukazuji,

ze artritida stimuluje synovialni 11HSD1, Ze tento proces je regulovan cytokiny TNF-o a IL-
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10 a Ze zvySena lokdlni dostupnost glukokortikoidnich hormonti muze pfispivat

k zpétnovazebné regulaci zanétu.

Otazka 4
Ovliviiuji agonisté PPARy receptorii expresi 11HSD1?

Agonista PPARy receptoru pioglitazon zvySuje expresi 11HSDI mRNA a 11-
reduktazovou aktivitu v zavislosti na koncentraci. Tato stimulace je doprovdzena zvysenou
expresi transkripénich faktori C/EBPa a C/EBPC. Protoze u C/EBPa byla v diivéjsich
pracich prokdzdna regulace transkripce 11HSDI1 a interakce mezi C/EBPa a PPARYy,
ptedpokladame, Ze regulace 11HSDI prostiednictvim aktivace PPARy je spojena s aktivaci

transkripce zavislé na C/EBPa.
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