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ABSTRAKT

11B-hydroxysteroiddehydrogenasa (11BHSD) se podili na prereceptorovém
metabolismu glukokortikoidl preménou jejich aktivni formy (kortisolu ¢i kortikosteronu)
na formu inaktivni (kortison ¢i 11-dehydrokortikosteron), ¢imz reguluje koncentraci
a aktivitu glukokortikoidd Vv organismu. Zatimco 11BHSD typu 1 (11BHSD1) aktivuje
glukokortikoidy z jejich biologicky neaktivni keto-formy, 11BHSD typu 2 (11HSD2) ma
za ukol jejich opétovnou biologickou inaktivaci. Predchozi in vivo studie vlivu
prozanétlivych cytokinti prokazaly, ze exprese mRNA pro 11BHSD1 a 11BHSD?2 a jejich
enzymatické aktivity mohou byt pozménény ptisobenim téchto cytokind, napiiklad IL-13
a TNF-a. Cilem této prace bylo zjistit, zda se tyto cytokiny podileji na zménach exprese
11BHSD v organovych explantatech distalniho traéniku a zda je zména exprese 11fHSD2
vyvoldna pfimym pusobenim cytokinli na epithelidlni bunky. Ze vSech vzorkl byla
izolovana totalni RNA, ktera byla pomoci reversni transkripce ptevedena na cDNA. Poté
byla zmétena hladina transkripcniho produktu pro 11BHSD1 a 2 a daného normalizaéniho
faktoru (housekeeping genu) pomoci Q-PCR. U organovych kultur distalniho traéniku
doslo po inkubaci s TNF-a (10 ng/ml; 48 hodin) k signifikantnimu zvySeni exprese
11BHSDI, ale neprokazal se vliv na 11BHSD2. Expozice organovych kultur distalniho
tracniku pusobeni IL-1B (10 ng/ml; 48 hodin) vyvolala signifikantni sniZeni exprese
11BHSD?2, zatimco na 11BHSD1 nemél IL-1f vliv. Pro zjiSténi, zda ke zmén& 11HSD2
dochazi pfimym puasobenim cytokinii na epithelidlni buiiky, nebo zda je tento efekt
vyvolan ptsobenim jinych bunék stieva ovlivitujicich expresi v bunikach epithelialnich,
byl proveden experiment s epithelialni bunéénou linii HT-29. Inkubace HT-29 s IL-1j
0 koncentraci 10 ng/ml a 100 ng/ml ani s TNF-a o koncentraci 25 ng/ml a 250 ng/ml

nevyvolala zadnou zménu exprese 11HSD?2.



ABSTRACT

11B-hydroxysteroid dehydrogenase (11BHSD) participates in prereceptor
metabolism of glucocorticoids by conversion of their active forms (cortisol
or corticosterone) to inactive forms (cortisone or 11-dehydrocorticosterone), thereby
regulating concentration and activity of glucocorticoids in organism. 11BHSD type 1
(11BHSD1) activates glucocorticoids from their biologically inactive keto-forms, whereas
the role of 11BHSD type 2 (11BHSD?2) is their biological reinactivation. Previous in vivo
studies showed that mRNA expression and enzyma activity of 11BHSD1 or 2 can be
modified by influence of these cytokines, for example IL-1B and TNF-a. The aim of this
study was to determine whether these cytokines play a role in regulation of 11BHSD
expression in distal colon organ cultures and whether the changes of 11BHSD2 expression
are induced by a direct effect of cytokines on epithelial cells. Total RNA was isolated
from all samples and RNA was transformed to cDNA by reverse transcription.
Subsequently mRNA of 11BHSDI1 or 2 and the given housekeeping gene was measured
by Q-PCR. Incubation of distal colon organ cultures with TNF-a (10 ng/ml; 48 hours)
caused significant increase of 11BHSD1 expression, but no influence on 11HSD2
expression was observed. In contrast, the expression of 11HSD2 but not 11BHSD1 was
significantly upregulated in the presence of IL-18 (10 ng/ml; 48 hours). To examine
whether the changes of 11BHSD2 expression are caused by a direct effect of cytokines
on epithelial cells or whether this effect is induced by an influence on other cells
of colonic mucosa, an experiment with epithelial cell line HT-29 was designed.
Incubation of HT-29 neither with IL-1B (10 ng/ml and 100 ng/ml) nor with TNF-a
(25 ng/ml and 250 ng/ml) induced any changes of 11BHDS2 expression.

(In Czech)



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

11BHSD - 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa

11BHSD1 - 11p-hydroxysteroiddehydrogenasa typu 1

11pHSD?2 - 11p-hydroxysteroiddehydrogenasa typu 2

18SRNA - 18S podjednotka ribosomalni RNA

A - adenin

ACTH - adrenocorticotropic hormone, adrenokortikotropni hormon

AR - androgen receptor, receptor pro androgen

ASC - adipose stromal cells, stromalni adipocyty

ATCC - American Type Culture Collection

C - cytosin

C/EBPa - CCAAT/enhancer-binding protein a

C/EBPB-LAP - CCAAT/enhancer-binding protein f - liver enriched activator protein
CAMP - cyclic adenosine monophosphate, cyklicky adenosinmonofosfat
CBG - corticoid binding globulin, kortikoidy vazajici globulin

CBP - CREB binding protein, protein vazajici CREB

CC10 - clara cell 10 kDa protein, 10kDa protein clara bun¢k

CD - Crohn's disease, Crohnova choroba

cDNA - complementary DNA, komplementarni DNA

COX-2 - cyklooxygenasa 2

cPLA; - cytoplasmic phospholipase A, cytoplasmaticka fosfolipasa A;

CREB - cAMP response element binding protein, protein vazajici cAMP responzivni



element
CRH - corticotropin releasing hormone, kortikotropin uvoliiujici hormon
Ct - threshold cycle, prahovy cyklus
DBD - DNA-binding domain, DNA-vazebna doména
DMEM - Dulbecco’s modified Eagle's medium nebo Dulbecco/Vogt modified Eagle's
minimal essential medium
DNA - deoxyribonucleic acid, kyselina deoxyribonukleova
dNTP mix - smés primert pro PCR (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)
DSS - dextran sulfate sodium, dextran siran sodny
DTT - dithiothretiol
EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid, kyselina ethylendiamintetraoctova
EGF - epidermal growth factor, epidermalni ristovy faktor
ER - estradiol receptor, receptor pro estradiol
FBS nebo FS - fetal bovine serum, fetalni hovézi sérum nebo fetalni sérum
FCS - fetal calf serum, fetalni teleci sérum
G - guanin
GAPDH - glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa
GBD - glucocorticoid-binding domaine, glukokortikoidy vazajici doména
GC - glucocorticoid, glukokortikoid
G-CSF - granulocyte colony-stimulating factor, ristovy faktor stimulujici tvorbu kolonii

granulocyti



GMC - glomerular mesangial cells, glomerularni mesangialni bunky
GM-CSF - granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, ristovy faktor stimulujici
tvorbu kolonii grsnulocytli a makrofagu

GR - glucocorticoid receptor, glukokortikoidni receptor

GRE - glucocorticoid response element, glukokortikoidng€ responzivni element

H6PDH - hexose-6-phosphate dehydrogenase, hexosa-6-fosfatdehydrogenasa

HPA osa - hypothalamic-pituitary-adrenal axis, hypothalamo-hypofyso-adrenokortikalni
0sa

HRE - hormone response element, hormonaln¢ responzivni element

HSD - hydroxysteroid dehydrogenase, hydroxysteroiddehydrogenasa

HSP - heat shock protein, protein teplotniho Soku

IBD - inflammatory bowel disease, nespecifické zanéty stieva

IFN-y - interferon y

IGF-1 - insuline-like growth factor 1, inzulinu podobny rustovy faktor 1

IL-1 - interleukin 1

IL-10 - interleukin 10

IL-11 - interleukin 11

IL-12 - interleukin 12

IL-13 - interleukin 13

IL-1R1 - receptor pro IL-1 typu 1

IL-1R2 - receptor pro IL-1 typu 2

IL-1p - interleukin 1B



IL-2 - interleukin 2

IL-3 - interleukin 3

IL-4 - interleukin 4

IL-5 - interleukin 5

IL-6 - interleukin 6

IL-8 - interleukin 8

IL-9 - interleukin 9

INOS - inducible nitric oxide synthase, inducibilni synthasa oxidu dusnatého

IxB - inhibitor kappa B

IxBa - inhibitor kappa B a

IxkBp - inhibitor kappa B

Kq - disociacni konstanta komplexu enzym-substrat

Km - Michaelisova konstanta

KSR - ketosteroid reductase, ketosteroidreduktasa

LDL - low density lipoprotein, protein s nizkou hustotou

LPS - lipopolysacharid

MCP-1 (3,4) - monocyte chemoattractant protein 1 (3,4)

MGR - membrane glucocorticoid receptor, membranovy glukokortikoidni receptor

MKP-1 - mitogen-activated protein kinase phosphatase, mitogeny aktivovana
proteinkinasa fosfatasa

M-MLYV - Moloney murine leukemia virus, mysi leukemicky virus Moloney

MR - mineralocorticoid receptor, mineralokortikoidni receptor



MRNA - messenger RNA, mediatorova RNA
NAD" - nicotinamide adenine dinucleotide, nikotinamidadenindinukleotid (oxidovany)
NADH - nicotinamide adenine dinucleotide, nikotinamidadenindinukleotid (redukovany)
NADP" - nicotinamide adenine dinucleotide phosphate,
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (oxidovany)
NADPH - nicotinamide adenine dinucleotide phosphate,
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukovany)
NF-kB - nuclear factor kappa B, nuklearni faktor kappa B
p38 MAPK - P38 mitogen-activated protein kinases, mitogeny aktivované proteinkinasy
P450scc - cholesterol side-chain cleavage enzyme, enzym ze skupiny cytochromt P450
odstépujici postranni fetézec cholesterolu
PCR - polymerase chain reaction, fetézova polymerasova reakce
PLA; - phospholipase A,, fosfolipasa A,
PR - progesterone receptor, receptor pro progesteron
Q-PCR - quantitative PCR, kvantitativni PCR
RNA - ribonucleic acid, kyselina ribonukleova
SCF - stem cell factor, ristovy faktor kmenovych bunék
SDS - short chain dehydrogenase/reductase family, rodina dehydrogenas/reduktas s
kratkym fetézcem
SEM - standard error of mean, smérodatna odchylka priméru
SRC-1 - steroid receptor coactivator 1, koaktivator steroidniho receptoru 1

T - thymin



TNBS - 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid, kyselina 2,4,6-trinitrobenzensulfonova
TNF-a - tumor necrosis factor a, faktor nekrotizujici nadory a
UC - ulcerative colitis, ulcer6zni kolitida

VDR - vitamin D3 receptor, receptor pro vitamin D3
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1 UVOD

Gastrointestinalni trakt, obzvlast¢ pak stievo, je v neustdlém kontaktu se
symbiotickymi bakteriemi. Kromé& toho je alesponi obcas vystaven pusobeni
mikroorganismi z potravy a vody S patogennim nebo potencialné patogennim uGc¢inkem.
Ztoho vyplyva potieba zvySené obranyschopnosti, a to zejména v obdobi rané
ontogenese, kdy jeSté neni v Cinnosti aparat adaptované imunity, a obrana organismu je
zajiStovana pouze imunitou vrozenou. Vrozena imunita je vyvojové velmi stary
mechanismus a lze ji definovat jako schopnost zachytit a eliminovat patogen bez potieby
ptedchoziho kontaktu. Zakladnim projevem snahy organismu o odstranéni patogenil
a opravu poSkozené tkané je zdnét. KnejucinngSim a nejcastéji vyuzivanym
dochazi vkiafe nadledvin (glandulae suprarenalis) po aktivaci systému
hypothalamus-hypofysa-nadledvina (HPA o0sa) prozanétlivymi cytokiny [McEwen a kol.,
1997], jako jsou naptiklad TNF-a ¢i IL-1B [Besedovsky a del Rey, 1996]. Biologicka
aktivita glukokortikoidi v cilovych tkanich ovSem nezavisi pouze na plasmatické
koncentraci, mnozstvi glukokortikoidnich receptori nebo schopnosti cilové buiky
reagovat na dané podnéty, ale také na jejich lokalnim metabolismu, ktery je katalysovan
11B-hydroxysteroiddehydrogenasami  [Draper a Stewart, 2005]. Zijem o tyto
dehydrogenasy vzrista jiz od 80. let, kdy byla poprvé zjisténa aktivita 1 1BHSD ve stfevni
mukose [Burton a Anderson, 1983]. Vzrust zajmu je spojen s ulohou 11BHSD
V patogenesi lidské obezity a insulinové resistence, Crohnovy choroby, ulcerdzni kolitidy,

glaukomu, osteoporose a také u nadorovych onemocnéni.

Byly popsany dva enzymy, které +idi konverzi neaktivni formy
11-dehydroglukokortikoidu (11-dehydrokortikosteron ¢i kortison) na formu aktivni
11-hydroxykortikoid (kortikosteron ¢i kortisol). 11BHSD1 pracuje in vivo pfevazné jako
reduktasa, ¢imZz produkuje aktivni glukokortikoidy, které se pak mohou navazat na
glukokortikoidni receptory. Kdezto 11BHSD2 pusobi striktné jako dehydrogenasa, ktera
oxidaci méni biologicky aktivni formu glukokortikoidu (kortikosteron a kortisol) v jeji
inaktivni 11-oxo derivat (11-dehydrokortikosteron a kortison). Exprese 11BHSDI je
vysokd zejména v neepithelidlnich bunikdch lamina propria a buiikdch imunitnich. Na

druhou stranu vysokou expresi 11BHSD2 vykazuji buiiky epithelidlni.
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V tad¢ studii bylo prokazano, ze expozice prozanétlivému stimulu, jakym jsou
napiiklad cytokiny TNF-a a IL-1p, vede v nékterych bunkach ke zvySeni exprese
11BHSD1 a naopak ke snizeni exprese 11BHSD2 [Escher a kol., 1997; Thieringer a kol.,
2001; Cooper a kol., 2001; Cai a kol., 2001]. Tyto poznatky vedly k hypothese, Ze
zvySeni mnozstvi uvedenych cytokini pusobi jako zpétna vazba na produkci
glukokortikoidd, ¢imz vyvola zmény v jejich synthese a koncentraci. Tato hypothesa byla
podpofena studiemi na pacientech s kolitidou [Zbankova a kol., 2007] a rovnéZ na
zvitecich modelech in vivo [Ergang a kol., 2008; Bryndova a kol., 2004; Vagnerova a
kol., 2006].

Cilem mé prace bylo ovéfeni téchto studii in vitro na organovych kulturach
distalniho tra¢niku, optimalizace podminek pro udrzeni téchto organovych kultur a volba
vhodnych normalizac¢nich faktorG pro jednotlivé experimenty. Orgénové kultury byly
inkubovany s pfidavkem prozanétlivych cytokint TNF-a a IL-1f, bylo tedy
vytvoreno prostiedi zanétu. Poté byl navrzen experiment pro specifikaci ¢asti tra¢niku,
kde ke zménam exprese 11BHSD dochazi. Pro tento experiment byla vyuzita epithelidlni
bunécna linie HT-29, ktera byla rovnéz inkubovana s prozanétlivymi cytokiny TNF-a

aIL-1.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 GLUKOKORTIKOIDNI HORMONY

2.1.1 STRUKTURA GLUKOKORTIKOIDU

-----

mechanismu chraniciho organismus po zranéni pfed invazi patogenii a opravujiciho
poskozenou tkan. Typické ptiznaky zanétu jsou zarudnuti, otok, teplota a bolest, které
jsou nasledkem uvolnéni prozanétlivych mediatort zanétu (napf. tumor necrosis factor-a;
TNF-a) a zvySeni vazodilatace a kapilarni propustnosti umoziujici ptistup leukocytl

rrrrr

farmakim.

Glukokortikoidni hormony patii mezi C-21 steroidy, jejichz zakladem je
cyklopentanoperhydrofenantrenovy skelet tvofeny sedmnacti uhliky. Fyziologicky ti¢inek
je u vSech glukokortikoidi podminén ptitomnosti hydroxylu na C11. NejvyznamnéjS$imi
glukokortikoidy jsou kortisol u vétSiny savci a u lidi a kortikosteron u hlodavcd, tyto
predstavuji aktivni formy. Naopak kortison a 11-dehydrokortikosteron jsou formy
neaktivni, majici na C11 keto skupinu.

21 22 24 26

l[, e,

II' s
1 18

Obr. 2.1 Cislovani uhlikii steroidniho skeletu (A-C cyklohexanové kruhy,
D cyklopentan).

Vsechny steroidy sdili podobnou cyklopentanoperhydrofenantrenovou strukturu
a také vznikaji témer stejnou cestou, a to proto, ze pro vSechny slouzi jako prekursor
stejna latka, cholesterol (obrazek 2.1). Ten muze byt synthetiSovan de novo z acetatu

(nadledviny, varlata, vajecniky), ale vétSinou slouzi jako zdroj cholesterolu zdsoba
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v plazmatickych LDL lipoproteinech a jeho vyuzivani stimuluji tropni hormony, které

hraji roli hlavné pfi aktivaci steroidogenese [Heikkild a kol., 2002].
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Obr. 2.2 Biosynthesa steroidt (cholesterol side-chain cleavage enzyme - P-450,

cytochrom-P-450 odstépujici postranni fetézec).
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Biosynthesa steroidnich hormond za¢ina v mitochondriich odstépenim
isokaproaldehydu (C6) z molekuly cholesterolu. Proces steroidogenese zobrazuje obrazek
2.2 (str. 14). Za katalysy mitochondridlnim enzymem oznaCovanym jako P450scc
(cholesterol side-chain cleavage enzyme) vznika pregnenolon, ktery je prekursorem vSech
steroidnich hormonti (kromé Kalcitriolu). Pregnenolon je za ucasti enzymu dale
preménovan v endoplasmatickém retikulu ¢i v mitochondriich na steroidni hormony
a jejich prekursory. Z pregnelononu poté vznikaji 17-hydroxysteroidy a 17-deoxysteroidy.
Meziprodukty jsou dale preménovany pomoci enzymu
3B-hydroxysteroiddehydrogenasa-A®*-izomerasy z hladkého endoplasmatického retikula

a jinymi enzymy az na Kortisol a kortikosteron.

2.1.2 REGULACE BIOSYNTHESY GLUKOKORTIKOSTEROIDU

Za normalnich okolnosti jsou steroidni hormony produkovéany po aktivaci systému
hypothalamus-hypofysa-nadledvina, tzv. HPA osy (hypothalamic-pituitary-adrenal axis),
v kiife nadledvin (glandulae suprarenalis), coz jsou parové endokrinni Zlazy umisténé na
hornich pdlech ledvin. U savci se déli na vn&jsi kru a vnitini dien. Dien nadledvin
synthetisuje katecholaminy. Kira je dle slozeni buné€k délena do tii zon. Pod vazivovym
pouzdrem nadledvin se nachazi zona glomerulosa produkujici mineralokortikoidni
hormony (aldosteron), které reguluji hospodafeni s mineraly v téle. Pod ni se nachazeji

zo6na fasciculata a zona reticularis, které ve spolupraci produkuji glukokortikoidy.

Prvnim ¢lankem HPA osy je hypothalamus. Podnétem k jeho aktivaci muze byt
vliv cytokind nebo zpétna vazba plasmatickych glukokortikoidi. Vysledkem této aktivace
je sekrece kortikotropin uvoliiujiciho hormonu (corticotropin releasing hormone, CRH),
ktery pak stimuluje produkci adrenokortikotropniho hormonu (adrenocorticotropic
hormone, ACTH) v hypofyse. ACTH se krevnim fecistém transportuje do kiry nadledvin,
kde stimuluje produkci a sekreci glukokortikoidi. Sekretovany glukokortikoid se v krvi
vyskytuje v mensi mife ve volné form¢, ale hlavné ve form¢ vazané na proteiny. Vazba
probihd zejména s kortikoidy vazajicim globulinem neboli transkortinem (corticoid
binding globulin, CBG) nebo sérovym albuminem. Ve véazané formé¢ jsou pak
glukokortikoidy distribuovany do cilovych tkani. Kromé této byla v fadé tkani popsdna

extraadrenalni synthesa glukokortikoidii bud’ piimo z cholesterolu, nebo z prekursort.
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Mnozstvi takto vzniklého glukokortikoidu je zanedbatelné v porovnani s celkovou
produkci organismem, mize vSak vyznamné parakrinné nebo autokrinné ptisobit lokalné.
Kortisol je u lidi produkovan v porovnani s ostatnimi hormony ve vysokém mnozstvi
(15 mg/den) [Cope, 1958; Esteban a kol., 1991], kortikosteron (2 mg/den) [Peterson

a Pierce, 1960]. Ptiblizn¢ 90% je navazano na CBG a cirkuluje v krevnim ob¢&hu.

2.1.3 UCINKY GLUKOKORTIKOIDU

Hlavnim tkolem endogennich glukokortikoidd je adaptace organismu na stresové
podminky. Tomuto Gcelu také odpovida jejich sekrece. V nestresovych podminkach je
u dospélych jedincii denné vylu¢ovano 15-30 mg kortisolu. Sekrece se méni v zavislosti
na cirkadialnim rytmu a je fizena nepravidelnym pulsnim vyplavovanim ACTH. Vrcholy
jsou dosahovany v ¢asnych rannich hodindch a po jidlech. Ve stresovych situacich se
sekrece muze zvysit az 10x. Glukokortikoidy maji dulezité u¢inky na metabolismus
glukosy, tukt a bilkovin. Tyto G¢inky slouzi jiz zminéné zakladni tloze glukokortikoidu,
kterou je zajisténi dostate¢ného ptisunu energie do zivotné dilezitych tkani s preferenci
mozku, a to zejména ve stresovych situacich. Energie musi byt ve formé okamzité

pouzitelné, tj. ve formé glukosy. Intenzita téchto ucinki je zavisla na mohutnosti sekrece

endogennich glukokortikoidu.

Pivodni predstava byla, Zze endogenni glukokortikoidy funguji jako ,,brzda*
V pocatecni fazi imunitni odpovédi, aby zabranily jejimu ptipadnému prudkému rozvoji,
ktery by mohl byt bez kontroly i smrtelny [Munck a kol., 1984]. Pozdg&ji bylo zjisténo, ze
nahliZzet na glukokortikoidy jako na vyhradni imunosupresiva je pfili§ zjednodusené.
Glukokortikoidy vyrazn€ ovliviiuji metabolické a imunitni funkce, distribuci leukocytd,
buné¢nou diferenciaci a transkripci mnoha gent v glukokortikoid-senzitivnich burnikach
(monocytech, makrofazich, neutrofilech a granulocytech) [Ashwell a kol., 2000; McEwen
a kol., 1997]. Dale také potlacuji transkripci genl kodujicich prozanétlivé mediatory -
véetné IL-10 a IL-1 zvySuji [Barnes, 1998]. Mobilisuji aminokyseliny z extrahepatalnich
tkani a stimuluji glukoneogenesi [Kotelevtsev a kol., 1997]. Urychluji také lipolysu
a snizuji piijem glukosy ve svalové a tukové tkani. Spolu s hormony dien¢ nadledvin jsou

dulezitym prvkem pfi stresovych reakcich organismu [Munck a kol., 1992].
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2.1.4 ODBOURAVANI GLUKOKORTIKOIDU

Jednotlivé kroky odbouravani adrenalnich hormoni zobrazuje obrazek 2.3 (str. 18)
Odbouravani glukokortikoida lze rozdélit do nékolika fazi:

1. konverze 11-hydroxyl slouc¢eniny (kortisolu) na 11-oxo slouceninu (kortison)
ucinkem 11BHSD (11pB-hydroxysteroiddehydrogenasy) [Monder a White, 1993];
metabolismus kortisolu i kortisonu poté probiha po stejnych drahach

2. redukce C4-5 dvojné vazby 5B-reduktasou nebo 5a-reduktasou za wvzniku
dihydrokortisolu nebo dihydrokortisonu a naslednou hydroxylaci C3 oxo skupiny
za vzniku tetrahydrokortisolu nebo tetrahydrokortisonu [McGuire a kol., 1959]

3. tetrahydrokortisol a tetrahydrokortison mohou byt konjugovany s glukuronatem
a vylou¢eny moc¢i [Cope, 1972].

4. dalsi redukci 20-oxo skupiny 20a-hydroxysteroiddehydrogenasou (HSD) nebo
20B-hydroxysteroiddehydrogenasou vzniknou z kortisonu (o, p) kortolony
a z kortisolu (a, B) kortoly [Shackleton, 1993]

5. hydroxylace C6 na 6B-hydroxykortisol

6. Stépeni tetrahydrokortisolu a tetrahydrokortisonu na C19 steroidy

7. oxidace C21 kortoloni a kortolti za vzniku kortolonové a kortové kyseliny
[Monder a Bradlow, 1980]

Ve form¢ tetrahydrokortisonu a tetrahydrokortisolu se vylou¢i asi 50 % kortisolu
a kortisonu, 25 % ve formé kortolt a kortolond, 10 % ve formé& C19 steroidti a 10 % jako
kortolonové a kortové kyseliny. Zbytek metabolitt tvofi volné, nekonjugované steroidy
(kortisol, kortison, 6p- a 200/20B - metabolity kortisolu a kortisonu) [Fukushima a kol.,
1960].
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2.2 PUSOBENI GLUKOKORTIKOIDNICH HORMONU

221 GENOMOVE PUSOBENI

V souladu sbézné uznavanou teorii steroidy ovliviiuji transkripci interakei
s intracelularnimi (nukle4drnimi) receptory, které pak putsobi jako transkripéni faktory
zavislé na ligandech. Po navazani steroidu na receptor dojde k homo- ¢i heterodimerizaci
komplexu ligand - receptor, translokaci do jadra a nasledné k vazbé na palindromickou
specifickou vazebnou doménu zvanou hormone response element (HRE). Poté je
zahajena transkripce spojend s ¢innosti zdkladnich transkripénich komplext, rGznych
koaktivatord, represort a regulatord transkripce [Beato a Klug, 2000]. Toto ptisobeni bylo
nazvano ,,genomové™ vzhledem ke své senzitivité k inhibitorim transkripce a translace.
Exprese genli vyvolana steroidy je modulovéna na proteinové trovni nékolik hodin po
stimulaci steroidy, ackoliv nékteré brzké geny jsou vylucovany jiz jednu hodinu po
stimulaci aldosteronem [Verrey, 1998]. Vazba ligandu na receptor a nasledné akce
ovliviiuji bunééné funkce tim, ze moduluji intracelularni signalni drahy ,,druhych posla*
(second messengers systems, napi. cAMP, cyklicky adenosinmonofosfat) [Nordeen
a kol., 1994]. Genomové ptisobeni steroidii reguluje expresi mnoha gent a spousti fetézce
mnoha jevl, které jsou soucasti témét vSech stranek vyvoje obratlovcu [Evans, 1988;

Beato a kol., 1996; Beato a Klug, 2000].

2.2.1.1 Receptory genomového piisobeni

Glukokortikoidy spousti svlij u€inek v cilovych tkanich navazdnim na specificky
receptor, ktery se nachazi v cytoplasmé bunky, tzv. glukokortikoidni receptor (GR). GR
byl prvni steroidni receptor, ktery byl popsan, prozkoumam a klonovan [Hollenberg
a kol., 1985]. Je znama jedina tfida GR, ktera vaze glukokortikoidy bez prokazatelného
vlivu rtizné afinity v riznych tkénich. Bylo ale objeveno né€kolik variant, které vznikaji
jako disledek odlisSnych posttranskripénich sestfihii a posttransla¢nich tprav. GR-a je
slozen ze 777 aminokyselin a vaze glukokortikoidy. Na druhé strané GR-B je forma

vznikla pfi alternativnim sestfihu, sklada se ze 742 aminokyselin a od GR-a se lisi
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poslednimi 115 - ti aminokyselinami. GR- se vaze na DNA, ale nema schopnost vazat
glukokortikoidy a proto tedy mize potencionalné interferovat s glukokortikoidnim
ucinkem [Bamberger a kol., 1995].
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Obr. 2.4 Struktura lidskych receptorti pro pohlavni a adrenalni hormony. (Vrchni
obrazek wukazuje Sest funkénich domén: A/B, F - modulacni domény;
C - DNA-vazebna oblast; D - oblast spojujici C a E domény; E - hormon - vazajici
region. Ramecky - vysoce konzervované domény; Srafované oblasti - regiony
S nizkou homologii. Pozice okraji domén je udana jako pocet aminokyselin od
amino konce (vlevo). Pro tyto receptory se C doména sklada z 66 aminokyselin.
Receptory jsou pro estrogen (ER), progestin (PR, A a B), glukokortikoidy (GR),
mineralokortikoidy (MR) a androgen (AR).

GR-B vykazuje velmi nizkou expresi ve srovnani s GR-a [Pujols a kol., 2002].
Nasledné po GR byly popsany a klonovany mineralokortikoidni receptor (MR) [Arizza
a kol., 1987], receptor pro estradiol (ER) [Greene a kol., 1986; Krust a kol., 1986],
progesteron (PR) [Loosfelt a kol., 1986; Misrahi a kol., 1987], androgeny (AR) [Chang
a kol., 1988; Lubahn a kol., 1988] a vitamin D3 (VDR) [McDonnell a kol., 1987]. Nékteré

Z téchto receptoril jsou zobrazeny na obrazku 2.4.

Struktura GR byla objasnéna pomoci mistné cilené mutagenese, ktera odhalila
rizné domény [Muller a kol., 1991]. Glukokortikoidy vazajici doména (glucocorticoid-
binding domain, GBD) se nachdzi na C-termindlnim konci molekuly, uprostied se

nalézaji dva zinkové prsty a pak nasleduje N-terminalni doména (11), ktera se ucastni
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trans-aktivace genti. Na cysteiny bohata prostfedni oblast je zodpovédnd za vazbu na
DNA (DNA-binding domain, DBD). V lidském GR se naléza jesté jina trans-aktiva¢ni
doména (1), sousedici S glukokortikoid vazajici doménou. GR mohou byt pozménény
fosforylaci nebo jinymi modifikacemi, které mohou ménit schopnost vazat
glukokortikoidy; ovlivnéni vazby ligandi, pfemisténi do jadra, acinnost trans-aktivace,
interakce protein-protein nebo odCerpavani kofaktori [Bodwell a kol., 1998; Ismaili
a kol., 2004]. Naptiklad existuje velké mnozstvi serinovych/threoninovych zbytkd na

N-terminalni doméné, na kterych muze dojit k fosforylaci GR pomoci riznych Kinas.

2.2.1.2 Interakce hormon - receptor

Predpoklada se, ze lipofilni steroidni hormony se do cilovych bun¢k dostavaji
pomoci prosté difuse, ackoliv jsou zkoumany i teorie aktivniho transmembranového
transportu [Allera a Wildt, 1992]. Cytoplasmatické GR jsou za normalnich okolnosti
vazany na proteiny zndmé jako molekuldrni chaperony, které receptor chrani a zabranuji
pfemisténi do jadra tim, Ze pokryvaji ta mista na receptoru, kterd jsou potebnd pro prinik
ptes jadernou membranu do jadra [Wu a kol., 2004]. K témto molekularnim chaperonim
patii napiiklad 90kDa heat shock protein (hsp90) a 56kDa immunophilin (hsp56)
udrzujici receptor v neaktivni formé s vysokou afinitou pro dany steroid [Pratt a Toft,
1997]. Po navazani glukokortikoidu na GR na hormon-vazajici doméné vedou zmény ve
struktufe receptoru k disociaci téchto chaperonli a k dalSim konformac¢nim zméndm,
kterymi se odkryje DNA-vazebna doména. To zpusobi zvySeni afinity komplexu
glukokortikoid-receptor k DNA a ke zmenSeni velikosti tohoto komplexu. Nasledkem je
rychly transport aktivovaného GR-kortikosteroidniho komplexu do jadra, kde se vaze na
DNA prosttednictvim specifické vazebné domény pro glukokortikoidy, nazyvajici se
hormone-responsive element (HRE). Cely proces pienosu glukokortikoidniho signalu

(genomovy i negenomovy) zobrazuje obrazek 2.5 (str. 22).
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Obr. 2.5 Genomovy a negenomovy mechanismus u¢inku kortisolu (HSP — heat shock protein)

—
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2.2.1.3 Interakce se specifickou vazebnou doménou

Po ptfenosu do jadra se komplex hormon - receptor vaze na palindromickou
sekvenci DNA. U receptori pro glukokortikoidy, mineralokortikoidy, androgeny
a progestiny probihd se stejnou HRE, kterd byla pivodné popséna jako glucocorticoid
response element (GRE). GRE se sklada ze dvou hexanukleotidi, jejichz sekvence jsou
vzajemné zrcadlové prevracené a které jsou oddé€leny tfemi libovolnymi nukleotidy
(5-GGTACANNNTGTTCT-3") [Beato, 1989]. Sesty par basi na obou koncich palindromu
neni pevné definovan a jeho identita neni podstatna pro specifickou vazbu [Scheidereit
a kol., 1983]. Na GRE se vazi dv¢ aktivované molekuly GR jako homodimer (obrazek

2.6) a po ptipojeni dalsich regulacnich faktord se urychluje, resp. zpomaluje transkripce.

Obr. 2.6 Vazba GRE s GR (stercoskopicky pohled na vazbu homodimeru
glukokortikoidniho receptoru, prava c¢ast kazdého obrazku, na GRE,

dvojita Sroubovice DNA zobrazena Zluté v levé ¢asti obrazku).

Pro navazani receptoru je vsak tfeba zpiistupnit HRE na DNA, ktery je ale zhustén
V chromatin. Genetické analysy prokazaly, Ze histony jsou dulezitou soucasti procesu
regulace genli a urcuji, které geny budou transkripéné aktivni a u kterych bude naopak
transkripce potlacena [Beato a Eisfeld, 1997]. Nékteré koaktivatory (jako naptiklad CBP,
cyclic AMP response element binding (CREB) binding protein) steroidnich receptora

vykazuji histon-acetyltransferasovou aktivitu. Acetylace lysinovych residui histont
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témito koaktivatory miize siln¢ redukovat afinitu histoni k DNA a tim umoznit pfistup
steroidnich receptort k prislusnému HRE na DNA [Beato a Klug, 2000; Roth a kol.,
2001]. Je mozné, ze sekvence nukleotidi v DNA a jejich na enzymech zavislé sbalovani
chromatinu kontroluji pfistup jednotlivych transkripénich faktorti k jejich cilovym
vazebnym mistim na DNA [Beato a Eisfeld, 1997].

Interakce komplexu steroid - hormon s HRE je koordinovana existenci zinkovych
prstd, které jsou specifické pro dany steroidni receptor [Beato, 1989]. Tento zinkovy prst
specificky pro steroidni receptor je tvofen Ctyfmi cysteiny v DBD oblasti bohaté na
cysteiny a n€kolika aminokyselinami v oblasti pfilehlé. Zatimco proximalni zinkovy prst
(P-box) je zodpovédny za specifickou interakci s HRE, distalni zinkovy prst (D-box)

vytvafi slabou dimeriza¢ni oblast na DNA-vazajici domén¢ (obrazek 2.7).

CI zinc finger CII zine finger

specific DNA sequence binding interaction with the DNA phosphate backbone

Obr. 2.7 Zinkové prsty steroidniho receptoru

2.2.1.4 Iniciace transkripce indukovana glukokortikoidy

Mnozstvi genti na bunku piimo regulované kortikosteroidy je odhadovano
minimalné¢ na 10 az 100, ale mnoho genl je regulovano i nepiimo pomoci interakce
S jinymi transkripcnimi faktory a koaktivatory. Interakce GR s GRE obvykle vede ke
zvyseni transkripce genu (trans-aktivace), ale byly jiz popsany i opacné situace, kdy se
GR navazal na negativni GRE, coz vedlo k potlaceni transkripce genu (Cis-represe)

[Dostert a kol., 2004]. Aktivace genii kortikosteroidy je asociovana se selektivni acetylaci
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lyzinovych rezidui 5 a 16 na histonu H4, kterda vede ke zvySeni transkripce genti
[Ito a kol., 2000; Ito a kol., 2001]. V jadie komplex steroid - receptor rovnéz reaguje
s koaktivatory transkripce, jako je CBP (CREB binding protein), které jsou aktivovany
prozanétlivymi transkripnimi faktory, napt. nuklearni faktor kB (nuclear factor «B,
NF-kB), a tim dochazi K potladeni transkripce gent, které jsou témito transkripénimi
faktory aktivovany [Yao a kol., 1996; Kurihara a kol., 2002]. Nejlépe popsanymi
koaktivatory steroidy indukované transkripce jsou koaktivator steroidniho receptoru 1
(steroid receptor coactivator 1, SRC-1) [Onate a kol., 1995] nebo jiz zminovany CBP
[Kamei a kol., 1996].

2.2.1.5 Alternativni u¢inky komplexu ligand - receptor (v¢etné netranskrip¢nich)

Glukokortikoidy mohou také ovliviiovat expresi genti diky interakci nuklearnich
receptorit s transkripénimi faktory se specifickou sekvenci. Napiiklad je zndmo, Ze
glukokortikoidy maji vliv na aktivitu NF-kB, coz je vyznamny moduldtor cytokiny
indukovaného zanétu. Glukokortikoidy zvysuji iroven exprese inhibitoru IkB, ¢imz je
NF-xB zachycen v cytoplasmé [Auphan a kol., 1995; Scheinman a kol., 1995]. Navic GR
interaguji s p65, transkripéné aktivni podjednotkou NF-kB, interakci protein-protein [Ray
a Prefontaine, 1994]. VsSechna tato pusobeni se nazyvaji netranskripéni aktivity

klasického steroidniho receptoru.

Dale bylo zjisténo, ze kortikosteroidy mohou modulovat synthesu proteint
snizovanim stability mRNA, diky ¢emuzZ je ve vysledku produkovdno méné proteinu.
Nekteré zanétlivé proteiny jsou regulovany posttranskripéné na urovni stability mRNA
[Anderson a kol., 2004]. Kortikosteroidy mohou mit inhibi¢ni efekt na proteiny, které
stabilizuji RNA, coZ vede k jejimu rychlejSimu zhrouceni a tim i ke sniZeni exprese
zanétlivych proteinii [Bergmann a kol., 2000; Newton a kol., 2001]. Toto by mohl byt
vypnout probihajici produkci zanétlivych proteinti poté, co jiz byly aktivovany zanétlivé

geny.

25



2.2.2 NEGENOMOVE PUSOBENI

Hlavni glukokortikoidni u¢inek je zprostfedkovavan ,klasickymi® steroidnimi
receptory, které jsou umistény v cytosolu a v jadie, a ma vliv na genetickou informaci.
Odezva organismu Vv tomto piipadé nastava v fadu hodin ¢i dokonce dni. V roce 1963 ale
Klein a Henk demonstrovali rychly kardiovaskularni ucinek aldosteronu na ¢lovéka, kdy
se pusobeni 1éku projevilo do péti minut po podani [Klein a Henk, 1963]. Tento pokus
jasné prokdzal existenci negenomovych signalnich drah steroidd, které ke svému a¢inku
vyuzivaji bud’ membranové receptory, ,.klasické* glukokortikoidni receptory, nebo plisobi
bez vazby na receptor. Membranové receptory byly objeveny v mnoha ruznych typech
tkani, napf. v bunkach mozkové tkan¢ [Orchinik a kol., 1991], v lymfocytech [Wehling,
1997], v ledving [Vilella a kol., 1992] a ve stievé [Doolan a kol., 2000].

Mechanismy tG¢inku negenomovych pienost, s ptihlédnutim k odliSnostem
vyplyvajicim zrozdilného typu bunék a studovaného steroidu, jsou mnohdy
zprosttedkovany aktivaci systémit druhotnych pomocnych transportnich proteint
(second-messenger system), zmé&nami iontového fluxu a aktivaci riznych kinasovych
signdlnich drah. Negenomové signalni drdhy lze rozdélit do nékolika kategorii

(Mannheimska klasifikace, obrazek 2.8; str. 27).

Schéma je rozdéleno do dvou hlavnich ¢asti oznafenych A (pfimy steroidni
ucinek) a B (nepfimy steroidni UCinek), které se dale déli na specifickou (II)
a nespecifickou (I) kategorii. Nasleduje dalsi déleni na skupinu a (ucast ,klasického*
steroidniho receptoru) a b (Gcast ,neklasického* steroidniho receptoru). Kategorie BI
a Blla zatim nejsou dostate¢né¢ prozkoumdany a jednd se prozatim jen o hypotetické

kategorie [Falkenstein a kol., 2000].
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(steroid je jedinym agonistou pGsobicim

. (steroid potrebuje partnerského agonistu)
samostatné)

> I. Nespecifické (bez Ucasti receptoru; mohou D
zahrnovat pfipadny vliv steroid( na fluiditu membran)

1. Specifické (ucast ligand-specifického steroidniho receptoru)

—p -a. klasické steroidni nuklearni receptory D LEERRE

— -b. neklasické steroidni receptory —

Obr 2.8 Mannheimska klasifikace negenomovych steroidnich ucinku (Sipky
znacené plnou Carou ukazuji kategorie, jejichz existence je jiz prozkoumana
a n€které priklady jsou uvedeny v textu; teckované Sipky ukazuji hypotetické

kategorie, jejichz ptiklady zatim nejsou znamy).

2.2.2.5 Rychlé ucinky (rapid effects) glukokortikoidi

Jiz dtive bylo popsano, Ze steroidni hormony, produkované nadledvinami jako
odpovéd’ na stresové situace, kromé dlouhodobého ucinku také rychle moduluji funkce
a chovani mozku, stejné jako bunééné odpovédi viibec [Orchinik a kol., 1994; Haller
a kol., 1998]. Neurofysiologické a behavioralni ucinky kortikosteronu byly intenzivné
zkoumany u tarichy zrnité (Taricha granulosa) [Rose a Moore, 1999]. V tomto organismu
byly zmény v elektrofysiologické drazdivosti a schopnosti reagovat na podnéty neuront
zadniho mozku patrné jiz po 3 az 8 minutach po vstfiku kortikosteronu (32nM) [Rose
a kol., 1993]. Podobné rapidni ucinky glukokortikoidii na systémové fizeni neuralni
aktivity byly popsany v hypothalamu rGznych savci vcetné krys, kocek a kralika
[Feldman a Dafny, 1970; Filaretov, 1976; Avanzino a kol., 1984]. Bylo také zjisténo, ze

kortikosteron rychle pusobi jako inhibitor uvoliiovani arginin - vasopresinu Vv fezech
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hypothalamu u krys [Liu a kol., 1995]. Protoze arginin - vasopresin schrava dualezitou
ulohu v regulaci aktivity HPA osy, predpoklada se, ze rychlé glukokortikoidni Géinky
mohou byt do tohoto fizeni rovnéz zahrnuty. VySe popsané rychlé ucinky byly jiz
popsany u riznych zivociSnych druhd, jako je napiiklad krysa [Sandi a kol., 1996],

strnadec bélokorunkaty [Breuner a kol., 1998] ¢i jiz zmifiovana taricha zrnita [Orchinik
a kol., 1991, Rose a Moore, 1999].

2.2.2.6 Glukokortikoidni receptory pro rychlé uéinky (rapid effects)

Vzhledem kvySe popsanym ucinkim glukokortikoidi na tarichu zrnitou je
dilezité poznamenat, Zze v tomto zvifeti byl pro tyto identifikovan a charakterizovan
membranovy receptor [Moore a Orchinik, 1994; Moore a kol., 1995]. Experimenty
s ®H-znagenym kortikosteronem prokazaly pritomnost membranového vazebného mista
s vysokou afinitou as Ky 0,51 nM [Orchinik a kol., 1991]. Tento membranovy receptor
vykazuje podobné chovani jako receptory spiazené s G-proteinem [Orchinik a kol.,
1992]. Tento vazebny protein (receptor) byl u obojzivelnikii popsan jako kysely
glykoprotein s molekulovou hmotnosti 63 kDa [Evans a kol., 2000]. Bylo zjisténo, ze
membranovy protein je vysoce specificky pro kortikosteron a kortisol. Steroidy s vysokou
afinitou ke GR, jako aldosteron a dexametason, nevykazuji vysokou afinitu také k tomuto
membranovému kortikosteron-vazebnému mistu [Orchinik a kol., 1991]. Protoze jsou
vSechny charakteristiky tohoto membranového proteinu nesouhlasné s GR, jevi se jako

pravdépodobné, Ze se jedna o dva rizné receptorové proteiny [Evans a kol., 2000].

Kromé tohoto membranového mista popsaného u obojZivelnikli byla nalezena také
podtiida GR vazana v plasmatické membrané, tzv. mGR [Gametchu a kol., 1999].
S pouzitim protilatek pro GR byl detekovan GR-pfipominajici antigen v membranach
lymfomovych bun¢k S-49 mysi [Gametchu a kol., 1991] a krysich jater [Grote a kol.,
1993]. Studie odhalily nékteré odlisnosti mezi mGR a GR, a to vzhledem k umisténi
Vv bunice, molekulové hmotnosti a ponékud odlisné specifité¢ pro steroidy. Scatchardova
analyza pro dexametason odhalila hodnotu Kg=239 nM pro mGR a hodnotu K4=19,5 nM
pro GR [Powell a kol., 1999]. Na druhé strané byly objeveny také podobnosti obou
proteinti. Napfiklad oba, mGR i GR, vazi stejnou tfidu steroidli, GRE na DNA a stejné
heat shock proteiny a oba mohou byt fosforylovany [Gametchu a kol., 1999]. To vedlo
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k domnénce, ze mGR je modifikovana forma GR. Membranova vazebna mista pro
kortisol byla nalezena v kufecich, mysich a krysich jatrech [Trueba a kol., 1987; 1989;
Ibarrola a kol., 1996]. Membranova vazebna mista pro kortikosteron byla dale nalezena
v mysi [Trueba a kol., 1989], v krysich jatrech, ledviné¢ a mozku [Trueba a kol., 1991;
Ibarrola a kol., 1991; Guo a kol., 1995].

2.3 STEROIDNI DEHYDROGENASY

Dehydrogenasy  steroidtt  patfi jedné ze dvou odlisnych  skupin,
alkoholdehydrogenas/reduktas nebo do aldo-keto reduktas, znichz k nejlépe
prostudovanym patii rodina dehydrogenas/reduktas s kratkym fetézcem (short chain
dehydrogenase/reductase family, SDR). Dalsi skupiny, ke kterym steroidni
dehydrogenasy nalezi, jsou naptiklad Zelezo obsahujici dehydrogenasy [Walter a kol.,
1992], aldoketoreduktasy [Bohren a kol., 1989] a dehydrogenasy/reduktasy se stiedné
dlouhym fetézcem [Nordling a kol., 2002]. Struktura SDR dehydrogenas je tvofena
250-300 aminokyselinami (klasickd rodina) s N-terminalni kofaktor-vazajici doménou
a s aktivnim mistem v stfedni casti. Byly jiZ ale popsany i enzymy, které maji ptes 400
aminokyselin (rozsifena rodina), ale stale nalezi do SDR rodiny [Jornvall a kol., 1995].
V této rodin€ se vyskytuje pouze 15 - 30 % aminokyselinové sekvencni homologie
[Jornvall a kol., 1995], ale vSichni znami ¢lenové této rodiny maji v aktivnim misté
konzervovany tyrosin [Duax a Ghosh, 1998]. V soucasné dobé je znamo okolo 3000

¢lend této rodiny a jednim z nich je i 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa.

2.3.1 11p-HYDROXYSTEROIDDEHYDROGENASA

Prvni zajem 0 aktivitu této dehydrogenasy byl spojen s objevem kortisonu. Hench,
Kendall a Reichstein byli ocenéni Nobelovou cenou za objev glukokortikoidu kortisonu
Vv padesatych letech 20. stoleti [Kendall, 1971]. Studie Copea a Blacka ukazaly, ze
biologickd aktivita jakéhokoliv glukokortikoidu je spojena s piitomnosti hydroxylové
skupiny na pozici C11 steroidniho skeletu, a ze pfeména této skupiny na oxo skupinu

inaktivuje steroid [Cope a Black, 1958]. Kortisol a hlavni glukokortikoid hlodavci,
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kortikosteron, jsou tedy aktivni steroidy, =zatimco kortison a u hlodavci
11-dehydrokortikosteron jsou formy inaktivni, majici na C11 keto skupinu. Enzymaticka
konverze kortisonu na kortisol pomoci 11B-hydroxysteroiddehydrogenasy byla popsana
jiz v roce 1953 [Amelung a kol., 1953].

11p-hydroxysteroiddehydrogenasa (EC 1.1.1.146, 11B-hydroxysteroid: NAD(P*)-
11-oxireduktasa, 11BHSD) byla poprvé nalezena V jatrech [Bush, 1969], placenté
[Osinski, 1960] a ledvinach [Jenkins, 1966]. Patii do rodiny SDR dehydrogenas. Tento
enzym zajiStuje preménu aktivni formy glukokortikoidu na jejich neaktivni
11-oxoderivaty a naopak. Enzym vykazuje jak 11-oxidasovou, tak 11-reduktasovou
aktivitu. O sméru reakce rozhoduje druh a koncentrace kofaktoru. Pokud pievazi
11-oxidasova aktivita (NAD(P")), bude lokaln& snizena koncentrace aktivniho
glukokortikoidu, v ptipad¢ prevladajici 11-reduktasové aktivity (NADH(PH)) bude

koncentrace aktivniho glukokortikoidu lokalné zvySena.

Bylo ovSem zjiSténo, Ze enzym vykazuje Vv riznych tkanich ptevazujici bud’
oxidasovou nebo reduktasovou aktivitu. V placenté a ledvinach plsobi zejména jako
oxidasa [Whitworth a kol., 1989], kdezto v jatrech jako reduktasa [Walker a kol., 1992].
Tim bylo prokazano, ze existuji dva rtzné typy 11BHSD, které se lisi strukturou,
lokalizaci a funkci [Albiston a kol., 1994; Tannin a kol., 1991]. Pfevazné reduktivni
NADP(H)-dependentni typ 1 (11B-hydroxysteroiddehydrogenasa 1, 11BHSD1) nebo také
ojaterni”  isozym  (typ L) a oxidativni = NAD-dependentni typ 2
(11p-hydroxysteroiddehydrogenasa 2, 11BHSD2) nebo ,ledvinovy” isozym (typ K).
Ackoliv oba typy enzymu nalezeji k SDS rodiné, sdileji pouze 21 % homologie.
Vysokoafinitni forma 11BHSD2 (K= 56,3£2,2) byla lokalizovana na povrchu epithelu
a krypt, naproti tomu vyskyt mMRNA pro enzym 11BHSD1 (Kn= 0,95+0,14) byl omezen
na specifické buiiky lamina propria mucosa’ [Whorwood a kol., 1994]. Tato skute¢nost
byla potvrzena zkoumanim 11BHSD1 ve fibroblastech [Hammami a kol., 1991],
makrofazich [Thieringer a kol., 2001] a lymfatickych bunkach [Hennebold a kol., 1996].

Lamina propria mucose je tenka vrstva pojivového vaziva, ktera se nachazi pod epithelem, ve spolupraci
s nimz vytvari mukosu. V tenkém stfevu obsahuje kapilary a mizni cévy. Rovnéz obsahuje kanalky
vybihajici na povrch slizniéniho epithelu, jimiz se sekretuje mukosa.
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Oba enzymy jsou odvozeny od samostatnych genovych produktd [Tannin a kol., 1991,

Albiston a kol., 1994]. Podobnosti a rozdily obou enzym jsou shrnuty v Tabulce 1.

Tabulka 1 Srovnani charakteristik 11BHSD typu 1 a 2

11pHSD1 11BHSD2
Enzymova in vitro obousmérny, in vivo pievazné reduktasa  dehydrogenasova aktivita pro endogenni steroidy
LI nizka substratova afinita (K, - pmol/l) vysoka substratova afinita (K, - nmol/l)
kofaktor NADP/H kofaktor NAD*
Vysoka exprese  jatra, plice, vaje¢niky, hypofysa, mozek ledvina, sttevo, slinné 7lazy, placenta
Molekularni chomozom 1 chromozom 16
bk gen: délka 9kb, Sest exonil gen: délka 6,2 kb, p&t exonti
enzym: 292 aminokyselin, 34 kDa enzym: 405 aminokyselin, 40 kDa
pouze 14 % homologie s 11HSD2 35 % homologie s 17BHSD/KSR2
Funkce invivo  uprava intracelularni koncentrace GC, ochrana MR pted kortisolem a kortikosteronem

organoveé-specifické zvySeni GC ucinku

KSR = ketosteroidni reduktasa, GC - glukokortikoid

2.3.1.1 11p-hydroxysteroiddehydrogenasa 1

11BHSD1 je NADP/NADPH dependentni glykoprotein (34kDa). V aktivnim stavu
se vyskytuje jako homodimer s jednou membranovou doménou. Jeji Ky, in vitro je vice
nez Ofad vyssi nez u 11BHSD2. Protein se sklada z 287 aminokyselin [Monder
a Lakshmi, 1989; Agarwal a kol. 1989], ackoliv sekvence cDNA byla nasledné doplnéna

o nov¢é informace v roce 2002 [Nobel a kol., 2002].

Tento enzym byl nalezen ve velkém mnozstvi tkéni, jako naptiklad v jatrech
[Ricketts a kol., 1998], varlatech [Monder a kol. 1994], vaje¢nicich [Stewart a kol., 1995;
Sun a kol., 1997] ¢i plicich [Hirasawa a kol., 1999]. V klasickych mineralokortikoidnich
cilovych tkanich, jako jsou ledviny, slinné zldzy a distalni stfevo, je exprese 11BHSD1
genu nizka [Whorwood a kol., 1995]. Na rozdil od toho vysoka exprese 11BHSDI genu je
Vv klasickych glukokortikoidnich tkanich, k nimz patii jatra, tukova tkan nebo pohlavni
zlazy [Tanin a kol., 1991]. lIzolace a klonovani cDNA 11BHSDI1 a proteinu probé¢hla
u ¢loveka [Tannin a kol., 1991], mysi [Rajan a kol., 1995], kotula [Moore a kol., 1993],
ovce [Yang a kol., 1992], kralika [Ozols, 1995], prasete [Klemcke a kol., 2003], kravy
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[Tetsuka a kol., 2003] a morcete [Pu a Yang, 2000; Shafgat a kol., 2003]. 11BHSDI
z lidskych jater byla purifikovana v aktivni formé a bylo postulovano, ze existuje ve
form¢ dimeru [Maser a kol., 2002]. Maser a kol. [2002, 2003] objevili neobvyklou
kinetiku mechanismu u¢inku 11BHSDL1 v lidskych jatrech. Stanovili, ze tento enzym se
fidi kinetikou Michaelis-Mentenové ve vztahu ke kortisolu, ale odliSnou kinetikou
u kortisonu. V takovém piipadé mtze 11BHSDI1 pracovat jak pti nanomolarnich, tak pfi

mikromolarnich koncentracich substratu.

Enzym vykazuje obousmérnou aktivitu (redukci a oxidaci) in vitro, ale in vivo se
jevi pouze jako reduktasa konvertujici neaktivni  11-dehydroglukokortikoid
(11-dehydrokortikosteron ¢i kortison) na jeho aktivni formu 11-hydroxykortikoid
(kortikosteron ¢i kortisol) s NADPH jako kosubstratem [Jamieson a kol., 1995; Low
a kol., 1994] (obrazek 2.8).

CH,OH CH,OH
© HO
11p-HSD1
4>
NADPH
O 0
11-dehydrokortikosteron kortikosteron

Obr. 2.8 Konverze biologicky neaktivniho hormonu na aktivni pomoci

11BHSDI1

Toto jednosmérné pusobeni in vivo vede Kk lokalnimu zvyseni koncentrace biologicky
aktivnich glukokortikoidii v bunikdch exprimujicich 11BHSD1. Toto souvisi s typem
tkan¢, fosforylaci enzymu nebo dostupnosti kofaktoru. Bylo zjisténo, ze
Vv endoplasmatickém retikulu mohou byt sousedni enzymy silnymi zdroji kosubstratu
NADPH pro 11BHSD1. Jednim ztéchto enzymi je hexosa-6-fosfatdehydrogenasa
(H6PDH). Ta produkuje NADPH pomoci oxidace riznych hexos-6-fosfati (vcetné
glukosy-6-fosfatu) a tim zajistuje zasobeni 11BHSD1 NADPH, ¢imz reguluje jeji
aktivitu. In vivo tedy bude uptednostnéna NADPH redukce.
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2.3.1.2 11B-hydroxysteroiddehydrogenasa 2

V aktivnim stavu je to monomer o Velikosti 40 kDa, in vivo tvofi také dimer
o 80kDa, ovsem bez biologické aktivity. Tento isozym ma vysokou afinitu ke kortisolu
s Ky 50 nM (100krat vys$si nez 11BHSD1) a 5 nM pro kortikosteron [Brown a kol., 1993;
Albiston a kol., 1994; Stewart a kol., 1994]. Izolace a klonovani ¢cDNA 11BHSD2
probéhla z ledvin ¢lovéka [Albiston a kol.,1994], ovce [Agarwal a kol., 1994], kralika
[Naray-Fejes-Toth a Fejes-Toth, 1995] a mysi [Condon a kol., 1997]. Cely protein
obsahuje asi 405 aminokyselin. Nachazi se na endoplasmatickém retikulu, ve kterém ma
3 transmembranové domény. Katalyticka doména sméfuje do cytosolu a N-terminalni do
endoplasmatického retikula. Gen kodujici 11BHSD2 je ptiblizné 6,2 kb dlouhy a ma

5 exond.

Enzym je produkovan ve velké mife mineralokortikoidnimi cilovymi tkanémi
[Edwards a kol., 1988], jako jsou ledviny [Agarwal a kol., 1994, Albiston a kol., 1994,
Stewart a kol., 1994] ¢i stievo [Whorwood a kol., 1994]. Exprese byla rovnéZ pozorovana
v epithelidlnich bunkach slinnych zlaz [Roland a Funder, 1996], lidské kazi [Kenouch
a kol., 1994] nebo v placenté¢ [Sun a kol., 1997; Krozowski a kol., 1995]. Schopnost
11BHSD2 inaktivovat glukokortikoidy je v placenté velmi silna, coz je podpofeno tim, ze
placenta je nejbohatsi zdroj tohoto enzymu na miligram mokré vahy tkan¢ [Shams a kol.,
1998]. Bylo prokazano, ze exprese obou enzymu 11BHSD, 11BHSDI1 i 11BHSD2,
ledvinou je druhové specificka. V krysich ledvinach, v proximalnich tubulech, byla
naméfena vysoka hladina 11pHSD1 mRNA [Agarwal a kol., 1989], zatimco Vv lidské
a ovéi ledving je uroven 11BHSD1 mRNA sotva méfitelna [Tannin a kol., 1991; Yang
a kol., 1992].
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Obr. 2.9 Inaktivace kortikosteronu pomoci 11HSD2

Enzym 11BHSD2 vykazuje fadové nizsi Kp, jako kofaktor vyuziva NAD®
apracuje pouze jako dehydrogenasa, tj. snizuje ve tkanich lokalni koncentraci
glukokortikoidi (obrazek 2.9). Diky této své vlastnosti brani 11BHSD2 navazani
biologicky ucinnych glukokortikoidi (kortisol, kortikosteron) na mineralokortikoidni
receptory a tim jej chrani. To mé velky fyziologicky vyznam, nebot’ MR vykazuji téméf
stejnou afinitu ke kortisolu  (kortikosteronu) i aldosteronu, tzv. “paradox
mineralokortikoidnych receptori® [Krozowski a Funder, 1983; Arriza a kol., 1987].
Purifikovany mineralokortikoidni receptor vaze in vitro jak aldosteron, tak kortikosteron
s vysokou afinitou okolo 0,5-1 nM [Arriza a kol., 1987]. Za podminek in vivo v§ak MR
vaze pouze aldosteron. Pisobenim 11BHSD2 se glukokortikoidy konvertuji na 11-0xo
derivaty s nizsi afinitou k MR. Specificita MR neni dana samotnym receptorem, nybrz
ucinkem 11BHSD.

2.4 REGULACE ZANETU

Glukokortikoidy mohou kontrolovat zanét blokovanim mnoha aspektli zanétlivého
prozanétlivych. Priklady nékterych efektli glukokortikoidl na transkripci riznych gent
vyznamnych pro zanétlivé procesy jsou uvedeny v Tabulce 2 (str. 36). Glukokortikoidy
zvysuji synthesu lipokortinu-1, 37 kDa proteinu, majiciho inhibi¢ni efekt na fosfolipasu

A, (PLA>), a tak mohou inhibovat produkci lipidovych mediatord. Tvorba lipokortinu-1
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je indukovana v riznych bunkéch a rekombinantni lipokortin-1 mé vyrazné protizanétlivé
vlastnosti [Flower a Rothwell, 1994]. Antagonista receptoru interleukinu IL-1 je cytokin?,
ktery blokuje vazbu interleukinu-1 na jeho receptor. Glukokortikoidy zvysuji jeho
produkci, ¢imz pisobi proti prozanétlivému efektu cytokinu IL-1. Proto 1écba
astmatickych pacienti inhalovanim glukokortikoidi vede ke zvySeni exprese antagonisty
receptoru IL-1 v epithelialnich bunkach dychacich cest in vitro a in vivo [Levine a kol.,
1996; Sousa a kol., 1996]. IL-1 interaguje se dvéma typy povrchovych receptord,
oznaCovanych jako IL-1R1 a IL-1R2. Zanétlivé plisobeni IL-1B je zprostfedkovano
vyhradné IL-1R1, kdezto IL-1R2 nevykazuje zadnou signaliza¢ni aktivitu, vaze ale IL-1,
a tim pusobi jako ,molekuldrni néavnada“, kterd interferuje s ucinkem IL-1.
Glukokortikoidy podporuji tento proces, coz vede k redukci funkéni aktivity IL-1 [Colotta
a Muzio, 1993]. NF-kB je regulovan inhibi¢nim proteinem IkB, ke kterému je vazan
vV cytoplazmé [Barnes a Karin, 1997]. NF-xB je transkripéni faktor aktivujici
imonuregulac¢ni geny, jehoz zakladni forma je heterodimer sloZzeny z podjednotek p50
a p65 [Grilli a kol., 1993]. V nestimulovanych bunkach je tento heterodimer uchovavan
jako neaktivni komplex v cytoplasmé pomoci inhibi¢nich proteint IkBa a IxBp [Baeuerle
a Baltimore, 1988]. Po stimulaci bunky jsou IkBa a IkBf rychle degradovany a uvolnény
dimer NF-xB se pfesouva do jadra, kde aktivuje cilové geny [Grilli a kol., 1993; Beg
a Baldwin, 1993]. Tento proces je piechodny a je ukoncen indukci IkBa s Gcasti NF-xB
jako mediatoru [Beg a Baldwin, 1993; Sun a kol., 1993]. Glukokortikoidy ptsobi jako
ucinné inhibitory aktivace NF-kB a tato inhibice je disledkem indukce exprese IkBa

[Auphan a kol., 1995].

2 Cytokiny: Malé proteiny, které moduluji a reguluji imunitu, zanét a hematopoesu. Jsou produkovany
de novo jako odpovéd na imunitni stimul. Zpravidla (avSak ne vzdy) pusobi na kratké vzdalenosti,
v kratkych Casovych intervalech a ve velmi nizkych koncentracich. Plisobi pomoci vazby na specifické
membranové receptory, které poté prenasi signal do buniky za ucasti kaskady druhych posli, obvykle
tyrosinkinas. Cytokinové piisobeni zahrnuje zvySovani nebo sniZovani exprese membranovych proteint
(vCetné cytokinovych receptori), proliferaci a sekreci efektorovych molekul. Cytokiny se dale déli dle
bunék, které je produkuji, a zptisobu ucinku na lymfokiny (cytokiny tvofené lymfocyty), monokiny
(cytokiny tvoiené monocyty), chemokiny (cytokiny s chemotaktickym ptisobenim) a interleukiny (cytokiny
tvofené jednim leukocytem a pisobici na leukocyt jiny). Cytokiny mohou pisobit na builky, které je
produkuji (autokrinni ptisobeni), na okolni buiiky (parakrinni ptisobeni) nebo na bufiky vzdalené
(endokrinni plsobeni).
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Tabulka 2 Ucinky glukokortikoid{i na transkripci genti

Zvyseni transkripce (trans-aktivace) SniZeni transkripce (trans-represe)
Lipokortin 1 (inhibitor fosfolipasy A,) Cytokiny

IL-1R2 IL-1azIL-6, IL-9, IL-11 az IL-13, IL-16
Antagonista receptoru I1L-1 az [L-18, TNF-a, GM-CSF, SCF

CC10 (inhibitor fosfolipasy A,) Chemokiny

MKP-1 IL-8, MCP-1, MCP-3, MCP-4

IkBa Zanétlivé enzymy

IL-10 (nepiimo) iINOS, cPLA,, COX-2

2.4.1 ULOHA 11p-HYDROXYSTEROIDDEHYDROGENAS

Existuje mnoho dukaz, ze prozanétlivé cytokiny (TNF-a, IL-1B) indukuji expresi
a aktivitu 11BHSDI1 v $irokém spektru bunék a tkani, ale na druhou stranu snizuji expresi
a aktivitu 11BHSD2. V mesangialnich buiikdch dochéazi vlivem prozanétlivych cytokini
TNF-o a IL-1B ke zvySeni aktivity 11BHSD1 [Escher a kol., 1997]. Podobné¢ TNF-a
a IL-1B in vitro zvySuji expresi 11BHSD1 v primarni kultufe lidskych preadipocytd
[Tomlinson a kol., 2001]. Povrchové epithelidlni bunky vaje¢nik exprimuji 11pHSDI
a tato exprese mize byt rovnéz zvysena G¢inkem IL-1 [Yong a kol., 2002]. V prab&éhu
ovulace granulosové bunky produkuji enzym 11BHSD2, ktery chrani folikul pied G¢inky
steroidii. Béhem luteinizaéni faze dojde K prasknuti folikulu a granulosové bunky zahaji
ucinkem IL-1B expresi 11BHSD1 namisto 11BHSD2. ZvySeni exprese a aktivity
11BHSD1 ucinkem prozanétlivych mediatori ve vajecnicich mize tedy slouzit
k minimalizovani poskozeni tkan¢ zanétem po ovulacni ruptufe. Podobna regulace
11BHSD1 a 11BHSD2 byla popsana Vv lidské osteosarkomové linii bunék MG-63 [Cooper
a kol., 2001] a lidskych aortalnich burikach hladké svaloviny [Cai a kol., 2001]. Inkubaci
monocytl s IL-4 a IL-13 1ze zvysit aktivitu 11BHSD1 aZ desetinasobné& a tento efekt je
mozné potlacit IFN-y, coz je funk¢ni antagonista téchto interleukint [Thieringer a kol.,
2001].
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Lze predpokladat, Ze prozanétlivé cytokiny (TNF-a, IL-1B) ve velké mife snizuji
aktivitu 11BHSD?2, coZ je spojeno se vzrustem aktivity 11HSD1 v rtiznych typech bunck
[Cai a kol., 2001; Cooper a kol., 2001]. Tato pozorovani vedou k hypothese, ze zmény
v aktivité obou typti 11BHSD vyvolané u¢inky prozanétlivych cytokini (TNF-a, IL-1P)
pusobi jako zpétna vazba v regulaci zanétu [Escher a kol., 1997; Thieringer a kol., 2001;
Rae a kol., 2004]. Gastrointestinalni systém, obzvlasté pak tlusté a tenké stievo a tracnik,
je neustale vystaven styku s bakteriemi a mikroorganismy (symbiotickymi ¢i
s patogennim nebo potencialné patogennim téinkem). Casto zde tedy dochazi k vyskytu
zanétlh. Pojem ,nespecifické zanéty stieva“ zahrnuje rizna zanétliva onemocnéni
s prekryvajicimi se klinickymi, patologickoanatomickymi a epidemiologickymi nalezy,
ale bez definitivné vyfeSené etiologie [Mercktv manual, ¢eské vydani, 1996, str. 733].
V angli¢tin€ se pro tento jev pouziva termin inflammatory bowel disease (IBD). Tyto
zanéty jsou Vpopulaci pomérné Casté a mezi nejobvyklejsi a zdravotnicky
nejvyznamngjsi patii Crohnova choroba (CD) a ulcerdzni kolitida (UC). K 1é€bé téchto
nemoci se jiz od 50. let vyuzivaji glukokortikoidy. Hlavnim G¢inkem glukokortikoidu je
snizovani mnozstvi prozanétlivych cytokintl. Prozanétlivé cytokiny, jako jsou TNF-a
a IL-1pB, stimuluji HPA osu, ¢imZ zplisobi zvySeni plasmatické hladiny glukokortikoidl
[Besedovsky a del Rey, 1996]. Biologicka aktivita glukokortikoidi v cilovych tkanich
nezavisi pouze na plasmatické koncentraci, mnozstvi glukokortikoidnich receptorti nebo
schopnosti cilové buiiky reagovat na dané podnéty, ale také na jejich lokalnim
metabolismu, ktery je katalysovan 11B-hydroxysteroiddehydrogenasami [Draper
a Stewart, 2005].
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3 CILE PRACE

Po vystaveni zénétlivému stimulu dojde v rGznych typech bunék, jako jsou
osteoblasty [Cooper a kol., 2001], bunky hladké svaloviny [Cai a kol., 2001], adipocyty
[Tomlinson a kol., 2001] a makrofagy [Thieringer a kol., 2001], ke zvyseni exprese
a enzymatické aktivity 1 1BHSD1 a na druhé stran¢ u 11BHSD2 dojde k jejich snizeni. Na
zéklad¢ téchto studii vznikla hypothesa, ze zvySeni mnozstvi prozanétlivych cytokini ma
za nasledek vliv na metabolismus glukokortikoidt, ¢imz zptisobi zmény v jejich synthese
a koncentraci. Tato domnénka byla podpofena vyzkumy jak na zvifecich modelech
in vivo, tak u pacienti s kolitidou. U krys dochazi béhem stfevniho zanétu indukovaného
kyselinou 2,4,6-trinitrobenzensulfonovou (2,4,6-trinitrobenzene sulfonic acid, TNBS)
nebo dextran siranem sodnym (dextran sulfate sodium, DSS) ke zvySeni exprese stievni
11BHSD1 [Bryndova a kol., 2004; Vagnerova a kol., 2006; Ergang a kol., 2008].
U pacientd s ulcerdézni kolitidou rovnéz dochazi k lokalni aktivaci glukokortikoidt
pomoci zvySeni exprese 11BHSDI1 [Zbankova a kol., 2007]. Cilem mé prace bylo
prokazat, zda tyto zmény v lokdlnim metabolismu glukokortikoidi jsou zplisobeny
uc¢inkem prozanétlivych cytokini TNF-a a IL-1B, jejichz exprese je v zanétlivych
tkanich prokazateln¢ zvySena, jak bylo popsano vySe. Dalsi otazkou bylo, zda zvySeni
koncentrace 11BHSD1 neni zpisobeno vcestovanim bunék imunitniho systému do oblasti
zanétu ptimo z krve a naopak zda snizeni exprese 11HSD2 neni nasledkem poskozeni
epithelialnich bun¢k béhem zanétu. Pro eliminaci této domnénky byl zvolen in vitro
experiment s organovymi kulturami, ke kterym byly poté piidany cytokiny TNF-a
a IL-1pB, ¢imzZ se simulovalo zanétlivé prostiedi. Mym ukolem rovnéz bylo optimalizovat
podminky pro udrzeni stfevni primokultury po dobu 3 dni a volba vhodného
normaliza¢niho faktoru pro navrzené experimenty. Po ovéfeni vySe uvedenych otazek
bylo mym ukolem lokalizovat c¢ast tracniku, kde ktémto zménadm v metabolismu
glukokortikoidi dochazi. Byl proto proveden experiment s tkanovou kulturou lidské

epithelialni bunécné linie HT-29.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 EXPERIMENTALNIi MODEL

Na pokusy byla pouzita mladata (samci, stafi 7 dni) potkani Wistar
Z konvencniho chovu. Potkani (rodice) byli chovani ve standardnim chovném cyklu 12/12
hodin den/noc a méli volny pfistup k potravé a vod¢. Mlad’ata byla odebrana matce
a usmrcena dekapitaci s naslednou aseptickou izolaci distalniho tra¢niku v laminarnim

boxu.

4.2 PRIPRAVA TKANOVE KULTURY

Pro experimenty byla pouzita stabilizovana lidska epithelialni bunééna linie
HT-29°. Bun&én4 linie byla ziskédna v zmraZeném stavu z ATCC (American Type Culture
Collection). Po rozmraZeni byla ozivena standardnim zptsobem podle pfedpisu vyrobce.
Buiikky byly rozmraZeny v lazni pfi 37 °C co nejrychleji. Bunétna suspenze byla
centrifugovana pii 700 x g po dobu 3 minut. Bylo odstranéno mrazici medium a bunky
byly 3x promyty DMEM (Dulbecco’s modified Eagle's medium nebo Dulbecco/Vogt
modified Eagle's minimal essential medium, Biochrom) s 10% FBS (fetal bovine serum,

Biochrom) s ptidavkem 0,1 mM penicilinu (Baria), 0,1 mM streptomycinu (Baria)

8 HT-29 (American Type Cell Culture, ATCC, number: HTB-38) je kontinualni lidska epithelialni bunééna
linie odvozena z kolorektalniho adenokarcinomu tra¢niku izolovaného z nadoru Zeny bilé pleti v roce 1964
v Sloan-Kettering Cancer Center. Builky si v této dlouhodobé kultuie podrzely schopnost syntetizovat
hlavni antigeny nadord tra¢niku a dosud vykazuji pfislusnost k ptivodni krevni skupiné ,,darkyné“ nadoru.
Je to adherentni tumorigenni linie s aktivovanymi onkogeny: myc+; ras+; myb+; fos+; sis+; p53+; abl-;
ros-; src-.

Udavané ultrastrukturni vlastnosti buné¢k HT-29 zahrnuji mikrovilli, mikrofilamenty, mitochondrie
obsahujici vzduchové dutinky, hladké a drsné endoplasmatické retikulum s volnymi ribosomy, tukové
kapky, nékolik primarnich a mnoho sekundarnich lysosomt. Bunky produkuji urokinazové receptory, ale
nemaji métitelnou aktivitu aktivatoru plazminogenu (Reiter a kol., 1993). Buitky HT-29 jsou negativni na
CDA4, ale vykazuji povrchovou expresi ceramidu galaktosy (mozného alternativniho receptoru pro HIV).
Vyskytuje se zde G— A mutace v kodonu 273 genu p53 vedouci k Arg—His substituci.
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a 50 uM gentamycinu (Biochrom). Pokud by doslo k poskozeni bunck a vytvofeni

,,shluki®, je doporuceno pouzit na rozvolnéni 0,1% roztok dispasy (Sigma). Vysev bunék

byl 10° bungk /30 cm? plochy lahve v 10 ml DMEM s 10% FBS a suplementaci podle

vyrobce.

Bunky byly pasazovany podle protokolu:

1)
2)

3)

4)

5)

6)
7)

8)

9)

z kultivaéni lahve na kultury podle Rouxe bylo odstranéno staré médium

buiiky byly kratce oplachnuty roztokem 0,25% trypsinu (w/v) a 0,53 mM EDTA
(kyselina ethylendiamintetraoctova, Biochrom), aby se odstranily zbytky FBS

do kultivaéni lahve ptidano 2 -3 ml trypsin/EDTA roztoku tak, aby burky
pokryvala tenkd souvisla vrstva

po 5 az 15 minutach (prubeh trypsinizace byl kontrolovan pod mikroskopem v 5-ti
minutovych intervalech) byla trypsinizace zastavena piidanim ekvivalentniho
objemu DMEM s 10% FBS

buitkky byly opatrné aspirovany pipetou do centrifugacni kyvety typu Falcon
(50 ml) a centrifugovany pii 700 x g a 4 °C po dobu 5 minut ve vykyvném rotoru
supernatant byl odstranén odsatim (lze jej téz slit inverzi)

buniky byly resuspendovany v novém médiu DMEM s 10% FBS a vysety
V poméru 1:8 az 1:9

kultivace probihala pti 37 °C a v atmosféte: vzduch 95 %, CO,5 % a 100% vodni
aktivita

médium bylo vyménovano 2-3 krat do tydne nebo podle potieby

4.3 PRIPRAVA ORGANOVE KULTURY

Izolovany tra¢nik byl podélné roziiznut a peclivé vycistén vicendsobnym

proplachovanim v DMEMu. Pfi¢nym nafezanim vznikly tkaiiové explantaty o rozmérech

1x2 mm, které byly kultivovany v DMEMu s ptidavkem nebo bez ptidavku 10% FBS,

4,2 g/l glukosy a 2,2 g/l NaHCO3 po dobu 24 nebo 48 hodin. Petriho misky se vzorky

byly uloZeny v eksikatoru v atmosféie 5% CO, a 95% O,. Nasledné byly tkanové fezy

vyjmuty, osuSeny od piebytecného média a okamzit¢ homogenizovany sonikaci
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v 1 ml RNA Blue (reagens modifikované metody izolace RNA podle Chomczynského).

Homogenizovana tkan byla uchovavana v mrazici jednotce pfi teploté -80 °C.

4.4 1ZOLACE TOTALNI RNA

Po rozmrazeni byly vzorky 5 minut inkubovany pii laboratorni teploté, poté bylo
ptidano 200 pl chloroformu (p.a., Serva) s naslednym protiepanim (15 vtefin). Nasledné
byl vzorek centrifugovan 10 minut pii 4 °C a 12000 x g. Kapalina vzorku se rozd¢lila na
tf1 faze: horni bezbarvou obsahujici rozpusténou RNA, bilou interfazi (proteiny) a spodni
fazi s DNA. Horni faze byla opatrné odebrdna (pouze maximalni bezpecny objem)
automatickou pipetou a premisténa do Cisté mikrozkumavky typu Eppendorf. Vzorek byl
castecn¢ oc€istén od DNA piidavkem 1/10 objemu isopropanolu. Poté byl vzorek
centrifugovan pii 4 °C a 12000 x g po dobu 5 minut. Supernatant byl opét pfemistén do
Cisté mikrozkumavky typu Eppendorf. Piidavkem isopropanolu (0,5 ml na 1 ml RNA
blue) se RNA precipituje 20 minut pti -20 °C. Centrifugaci pak byla ziskana peleta RNA
na dn¢ mikrozkumavky. Isopropanol se opatrné€ odsal automatickou pipetou, peleta se ve
zkumavce promyla 1 ml 75% etanolu, zkumavka byla dikladné protfepdna a opét
centrifugovana 10 minut pfi 4 °C a 12000 x g. Po odstranéni supernatantu byla peleta
vysusena pi1 50 °C co moZna nejkrats$i dobu (5 minut). Vzorek pti suSeni zménil barvu
zbilé na pruhlednou. Peleta byla rozpusténa v PCR vodé¢ 30 pl (filtrovana

a autoklavovana voda beze stop DNA-as a RNA-as) a zmrazena pii -80 °C.

45 REVERZNI TRANSKRIPCE

Mnozstvi RNA bylo kvantifikovano spektrofotometricky pfi 260 nm na pfistroji
Nanodrop. VSechny vzorky, které byly pouZity pro reverzni transkripci, mély pomér
A260/A280 vétsi nez 1,85. Pro reverzni transkripci (20 pl) byla pouzita souprava
chemikalii M-MLV (cat.no.: 28025-013, Invitrogen) piesné podle piedpisu vyrobce. Do
200 pl sterilni PCR zkumavky byl napipetovan 1 pl Random primeru (Invitrogen,
3 ng/pl) a ptidano 10 ul roztoku RNA s koncentraci 1 pg/10 pl. Zkumavky byly umistény

do piistroje pro PCR cyklicky ménicim teplotu v pfedem naprogramovanych krocich
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(thermocykler, Eppendorf) a byl spustén program RT1 (70 °C na 5 minut a viko pfistroje
80 °C, pak prudce zchladit na 4 °C). V nésledném kroku bylo ke vzorku pfidano 9 pl
Master mixu a pipetou zamichdno a na 5 vtefin zcentrifugovano na stolni centrifuze pfi

nizkych otackach.

Master mix/1vzorek: 5x First strand buffer 4 pl, DTT 2 ul, dNTP mix (obsahujiciho
10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP a 10 mM dTTP) 1 ul, M-MLV 1 ul, RNase
OUT (Recombinant Ribonuclease Inhibitor, rekombinantni ribonukledzovy inhibitor;

Invitrogen) 1 ul.

Byla provedena reverzni transkripce pii 37 °C po dobu 1 hodiny, pak nasledovala

denaturace zbylé RNA pii 95 °C 5 minut. Ziskana cDNA byla 5x nafedéna PCR vodou.

46 Q-PCR (SYBR GREEN)

Ziskana cDNA z ptedchoziho kroku byla pouzita pro relativni kvantifikaci mRNA
jednotlivych geni metodou SYBR Green na pfistroji Lightcycler 1.0 (Roche). PCR
reakce probihala v sklenénych kapilarach (LightCycler Capillaries cat.no: 04929292001)
v objemu 20 pul v hot start Master mixu o slozeni DNA Master Sybr Green I mix, primery
05 uM a MgCl, 4 mM. Cistota PCR produktu byla ovéfena rozpoustéci analyzou
(melting analysis). Primery byly navrzeny v programu DNA STAR a vyrobeny na
objednavku u firmy VBC-Genomics Bioscience Research, Viden, Rakousko. Ptiklady
standardni amplifikacni kiivky pro 18SRNA a rozpoustéci analysy produktu pro 18SRNA
jsou uvedeny na obrazcich 4.6.1 a 4.6.2 (str. 43 a 44).

Sekvence primert a programy:

18SRNA: (5'-3")
sense GTA ACC CGT TGA ACC CCATT
antisense CCA TCC AAT CGG TAG TAG CG

Program 18SRNA:
preinkubace 95 °C 600 vtetin
denaturace DNA 95 °C 10 vtefin
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nasedani primert 58 °C 10 vtefin

akvizice 72 °C 19 vtefin a 40 cykla

rozpoustéci analyza 72 °C 10 vtefin, 97 °C 10 vtefin krok 0,1 °C /vtefina

B-aktin: (5°-3")
sense GGA TCT TCA TGA GGT AGT CTG TC
antisense CCT CGC CTT TGC CGA TCC

Program B-aktin:

preinkubace 95 °C 600 vtetin
denaturace 95 °C 15 vtefin
nasedani primerti 54 °C 10 vtetin

akvizice 72 °C 7 vtefin a 40 cykla

rozpoustéci analyza 72 °C 10 vtefin, 97 °C 10 vtefin krok 0,1 °C /vtefina
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11BHSD1: (5°-3")
sense CCC TGTCGG ATGGCTTTT
antisense ATG, ACT TGC TTG CAG AAT AGG

Program 11BHSD1:

preinkubace 95 °C 600 vtefin
denaturace 95 °C 10 vtefin
nasedani primerti 56 °C 10 vtetin
akvizice 72 °C 12 vtetin a 40 cykla

rozpoustéci analyza 72 °C 10 vtefin, 97 °C 10 vtefin krok 0,1 °C /vtefina
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Obr. 4.6.2 Rozpoustéci analysa produktu pro 18SRNA

44



11BHSD2: (5°-3")
sense ACC GTATTG GAG TTG AAC AGC
antisense TCA CTG ACT CTG TCT TGA AGC

Program 11BHSD2:

preinkubace 95 °C 600 vtetin

denaturace 95 °C 10 vtefin

nasedani primerti 60 °C 20 vtetin

akvizice 72 °C 20 vtefin a 40 cykla

rozpoustéci analyza 72 °C 10 vtetin, 97 °C 10 vtefin krok 0,1 °C /vtefina

47 Q-PCR (TAQMAN)

Pro kvantifikaci mRNA pro 11BHSDI, 11BHSD2 a GAPDH byly pouzity
komeréné dostupné Tagman fluorescenéné znacené hydrolysujici proby od Applied
Biosystems podle navodu. Master mix pro jeden vzorek byl pfipraven smichanim 15 pl
2x TagMan Gene Expression Master Mix (cat.no: 4369016, Applied biosystems), 1 ul
FAM/TAMRA proby pro gen: (11HSD1 Rn00567167 m1,11HSD2 Rn00492539_ml),
1 pl VIC/MGB referenéniho genu (housekeeping) Rat GAPDH (cat.no: 4352338E,
Applied Biosystems) a 12 ul PCR vody. Master mix byl rozdélen pomoci pipety do
mikrotitracni 96-ti jamkové PCR desticky (MicroAmp Optical 96-well reaction plate;
cat.no0.:4306737), poté se do kazdé mikrozkumavky v desticce ptidal 1 pl 5x fedéné
cDNA z rliznych vzork a desti¢ka se pfikryla opticky propustnym vi¢kem (Optical cap;
cat.no: 4323032). Real-time RT-PCR se provadéla v pfistroji Abi prism 7000 podle
programu, kde prvni krok je 50 °C 2 minuty, dale ,,hot start“ 95 °C 10 minut, poté 50
cykli 95 °C po patndcti vtefindch a nasledné 1 minuta akvizice pii 60 °C. Zkoumané geny
a referen¢ni geny (housekeeping) byly méteny v duplexni reakci. Kalibra¢ni ktivky pro
jednotlivé geny byly zkonstruovany ze standardni cDNA desitkovou fedici fadou. Ptiklad

amplifikacni kiivky pro 11BHSDI1 je vyobrazen na obrazku 4.7.1 (str. 46).
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Obr. 4.7.1 Amplifikaéni kiivka pro 11BHSD1

4.8 VYHODNOCENI

Exprese genu byly pfepocitiny pomoci kalibra¢ni kiivky pro jednotlivé geny.
Vysledné relativni exprese byly vyjadfeny jako pomér relativnich koncentraci genu a

koncentrace normaliza¢niho faktoru (housekeeping genu).

4.9 STATISTICKE METODY

Vsechna data byla vyjadiena jako aritmetické praméry + SEM (standard error of
mean) nebo mediany s hodnotami percentil 10 % - 90 %. U vSech vysledki byla
otestovana normalita. U vysledkii z pokusti s organovymi kulturami byl proveden

dvouvybérovy F-test pro rozptyl a dvouvyberovy Studentiiv t-test s nerovnosti rozptyli.
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Hladina vyznamnosti byla zvolena jako P<0,01. Vysledky pokust s bunéénymi liniemi
byly podrobeny analyse rozptylu ANOVA (analysis of variance).
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5 VYSLEDKY

51 OPTIMALIZACE EXPERIMENTALNICH PODMINEK

Nejprve bylo mym tkolem stanovit vhodné experimentalni podminky pro udrzeni
organovych kultur vzorkli 1x2 mm vytvofenych z asepticky odebraného distalniho
tratniku  7dennich potkanich samct. DalSim zaddnim byla volba vhodného

normalizaéniho faktoru pro experimenty S organovymi kulturami i s bunécnou linii

HT-29.

51.1 OPTIMALIZACE PODMINEK PRO UDRZENI STREVNI
PRIMOKULTURY PO DOBU 3 DNi

Byly provedeny dva experimenty, béhem kterych byly stievni explantaty v Petriho
miskach v DMEMu v atmosféte 5% CO, a 95% O,. V prvnim experimentu bylo do
inkuba¢niho média pridano 10% fetalniho séra a v experimentu druhém byl jeho piidavek
vynechan. V obou piipadech byly vzorky uchovavany po dobu 24, 48 a 72 hodin. VVzorky
byly néasledn¢ zpracovany do formy RNA, ¢cDNA a poté byla provedena Q-PCR.
V jednotlivych vzorcich byla méfena exprese mRNA 11BHSD1 a normaliza¢niho
(housekeeping) genu GAPDH. Vysledky ukdézaly, ze pfitomnost fetdlniho séra
signifikantné nezvysuje expresi mRNA 11BHSDI1 po 24 hodinach (obrazek 5.1; str. 49) a
ani po 48 hodinach (obrazek 5.2; str. 49). Pfi udrzovani primokultur po dobu 72 hodin
doslo u vzorkd bez piidavku fetdlniho séra k poskozeni tkané, a tim k jejich

znehodnoceni. Z toho dlivodu byla tato doba pro dalsi pokusy vylou¢ena jako nevhodna.
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Obr. 5.1 Inkubace stievnich fezii v pfitomnosti a bez piitomnosti fetalniho séra po dobu
24 hodin. Hodnoty relativni exprese mRNA 11BHSD1 byly normalizovany pomoci exprese
mRNA normaliza¢niho faktoru GAPDH. Data jsou uvedena jako aritmeticky primér + SEM
(inkubace s fetalnim sérem (s FS), n=4; inkubace bez fetalniho séra (bez FS), n=4).
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Obr. 5.2 Inkubace stievnich fezii v pfitomnosti a bez piitomnosti fetalniho séra po dobu
48 hodin. Hodnoty relativni exprese mRNA 11BHSD1 byly normalizovany pomoci exprese
mRNA normaliza¢niho faktoru GAPDH. Data jsou uvedena jako aritmeticky primér + SEM

(inkubace s fetalnim sérem (s FS), n=4; inkubace bez fetalniho séra (bez FS), n=4).
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51.2 OPTIMALIZACE NORMALIZACNIHO FAKTORU (HOUSEKEEPING
GENU)

Pro vysSe uvedeny experiment byl jako normaliza¢ni faktor zvolen nejéastéji
pouzivany normaliza¢ni gen GAPDH. Po jeho pouziti jako normaliza¢niho faktoru pii
experimentech se studovanymi prozanétlivymi cytokiny vySlo najevo, Ze je jeho exprese
ziejm¢ témito cytokiny ovlivilovdna. Proto byly studiem literatury navrzeny dva jiné
normalizacni faktory (I8SRNA a f-aktin). Pfi méfeni vzorkl stfevnich fezli pomoci
Q-PCR dochézi k nejmensimu rozptylu hodnot Ct (threshold cycle), a tim padem i hodnot
exprese MRNA u genu 18SRNA (obrazek 5.3). 18SRNA byl tedy zvolen jako
normalizaéni faktor pro experimenty se stfevnimi explantaty. Analyza vysledkt Q-PCR
vzorkli bunééné linie HT-29 ukazala, Ze pro tento typ experimentd bude vhodnéjSim
kandidatem [-aktin, protoze rozptyl hodnot Ct je vtomto piipadé oproti 18SRNA

minimalni (obrazek 5.4; str. 51).

Explantaty
22 !

20 +

18

16

14

Ct

| o Median
Bl 10%-90%
“_ Min-Max

GAPDH S18 b-aktin

Obr. 5.3 Hodnoty exprese zvolenych normaliza¢nich faktort GAPDH, 18SRNA a
B-aktinu ve stfevnich expantatech. Data jsou uvedena jako mediany (bilé body),
percentily 10 % - 90 % (Cerné obdélniky) a rozsahy minimalnich az maximalnich

hodnot (Gsecky), Ct - threshold cycle.
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Obr. 5.4 Hodnoty exprese zvolenych normaliza¢nich faktori GAPDH, 18SRNA a
B-aktinu v bunééné linii HT-29. Data jsou uvedena jako mediany (bilé body),
percentily 10 % - 90 % (Cerné obdélniky) a rozsahy minimalnich az maximalnich

hodnot (asecky), Ct - threshold cycle.

5.2 OVLIVNENI STREVNI PRIMOKULTURY A BUNECNE
LINIE HT-29 PRIDAVKEM IL-1p A TNF-a

Pro zjisténi, zda prozanétlivé cytokiny IL-1B a TNF-a zvySuji expresi mRNA
11BHSD1 a naopak snizuji expresi 11BHSD2 jako je tomu u pacientd s Kolitidou
[Zbankova a kol., 2007; Ergang a kol., 2008] také in vitro, byly stfevni explantaty
inkubovany za ptitomnosti IL-18 (10 ng/ml) a TNF-a (10 ng/ml) po dobu 24 a 48 hodin.
Inkubované vzorky ovlivnéné cytokiny a kontrolni vzorky bez ptidavku cytokint byly
zpracovany do formy RNA, cDNA a poté byla provedena Q-PCR. Bylo zjisténo, ze
exprese mMRNA 11BHSD1 ani 11BHSD2 neni délkou ptsobeni danych cytokinil na stfevni
explantaty ovlivnéna, proto jsou uvedend data pouze z méfeni provedenych po

48 hodinach. U¢inkem TNF-a (10 ng/ml) na stievni explantaty po dobu 48 hodin se
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Inkubace stitevnich ezt s TNF-o (10ng/ml)
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Obr. 5.5 Exprese mRNA 11BHSD1 ve stfevnich fezech stimulovanych TNF-o o koncentraci
10 ng/ml a v kontrolnich stfevnich fezech. Hodnoty relativni exprese mRNA 11BHSDI1 byly
normalizovany pomoci exprese mRNA normalizacniho faktoru 18SRNA zvoleného na zaklad¢
vyhodnoceni grafu z kapitoly 5.1.2 (viz obrazek 5.3; str. 50). Data jsou uvedena jako
aritmeticky primér £ SEM (kontrola, n=64; stimulace stfevnich fezii TNF-a (TNF-a), n=46).

Hladina vyznamnosti ¥*P< 0,01 ve srovnani s kontrolami.
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Obr. 5.6 Exprese mRNA 11BHSD2 ve stfevnich fezech stimulovanych TNF-a o koncentraci
10 ng/ml a v kontrolnich stfevnich fezech. Hodnoty relativni exprese mRNA 11BHSD2 byly
normalizovany pomoci exprese mRNA normalizacniho faktoru 18SRNA zvoleného na zakladé
vyhodnoceni grafu z kapitoly 5.1.2 (viz obrazek 5.3; str. 50). Data jsou uvedena jako
aritmeticky pramér £ SEM (kontrola, n=76; stimulace stfevnich fezit TNF-a (TNF-a), n=40).
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Inkubace stfevnich fezi s IL-13 (10ng/ml)
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Obr. 5.7 Exprese mRNA 11BHSDI ve stievnich fezech stimulovanych IL-1p o koncentraci
10 ng/ml a v kontrolnich stfevnich fezech. Hodnoty relativni exprese mRNA 11BHSDI1 byly
normalizovany pomoci exprese mRNA normalizacniho faktoru 18SRNA zvoleného na zaklad¢
vyhodnoceni grafu z kapitoly 5.1.2 (viz obrazek 5.3; str. 50). Data jsou uvedena jako
aritmeticky primér £ SEM (kontrola, n=64; stimulace sttevnich fezi IL-1p (IL-1p), n=25).
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Obr. 5.8 Exprese mRNA 11BHSD2 ve stievnich fezech stimulovanych IL-1f o koncentraci
10 ng/ml a v kontrolnich stfevnich fezech. Hodnoty relativni exprese mRNA 11BHSD2 byly
normalizovany pomoci exprese mRNA normalizacniho faktoru 18SRNA zvolen¢ho na zéklade
vyhodnoceni grafu z kapitoly 5.1.2 (viz obrazek. 5.3; str. 50). Data jsou uvedena jako
aritmeticky prumér + SEM (kontrola, n=76; stimulace stievnich fezt IL-1B (IL-1B), n=32).

Hladina vyznamnosti *P< 0,01 ve srovnani s kontrolami.
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exprese 11BHSDI1 signifikantné zvysila oproti kontrole (obrazek 5.5; str. 52). Na druhé

stran¢ exprese 11BHSD2 nebyla inkubaci s TNF-a (10 ng/ml) ovlivnéna (obrazek 5.6;

str. 52). Naopak ovlivnénim stfevnich explantati IL-1B (10 ng/ml) po dobu 48 hodin

doslo k signifikantnimu zvySeni exprese 11BHSD2 (obrazek 5.8; str. 53), ale exprese
11BHSD1 (obrazek 5.7; str. 53) ovlivnéna nebyla.

Pro zjisténi, zda modulace exprese 11BHSD je zpiisobena pifimym pisobenim

prozanétlivych cytokin TNF-a a IL-1B na epithelidlni bunky stieva byl proveden

experiment s kontinualni lidskou epithelialni buné¢nou linii odvozenou z kolorektalniho

adenokarcinomu tra¢niku HT-29. Tyto bunky byly inkubovany s cytokiny TNF-o o

koncentraci 25 ng/ml a 250 ng/ml a s IL-1p o koncentraci 10 ng/ml a 100 ng/ml.
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Obr. 5.9 Exprese mRNA 11BHSD2 v kultufe bunééné linie HT-29 stimulované IL-1p o
koncentraci 10 ng/ml a 100 ng/ml a v kontrolni kultufe HT-29 bez stimulace. Hodnoty
relativni exprese mRNA 11BHSD2 byly normalizovany pomoci
normaliza¢niho faktoru B-aktinu zvoleného na zakladé vyhodnoceni grafu z kapitoly 5.1.2
(viz obrazek 5.4; str. 51). Data jsou uvedena jako aritmeticky prumér = SEM (kontrola,
n=24; stimulace HT-29 IL-1B3 10 ng/ml (IL-1B (10 ng/ml)), n=11; stimulace HT-29 IL-1

100 ng/ml (IL-1p (100 ng/ml)), n=4).

exprese mMRNA
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V jednotlivych pokusech byla métena pouze exprese 11BHSD2 vzhledem k tomu, Ze
tento enzym je dominantné exprimovam buinikami povrchového epithelu a krypt
[Whorwood a kol., 1994]. Experiment ukazal, ze vlivem IL-1B sice doslo k poklesu
mnozstvi mRNA pro 11BHSD2 v buné&¢né linii HT-29 (obrazek 5.9; str. 54), ale ani jeden
ze zkoumanych cytokinli nemé¢l na tuto linii signifikantni vliv. Vysledky pokusu inkubace

bunééné linie HT-29 s TNF-a zobrazuje obrazek 5.10.

Inkubace bunééné linie HT29 s TNF-a

1,8
1,6

1,4

1,2
® kontrola

B TNF-a (25 ng/ml)
B TNF-o (250 ng/ml)

0,8

0,6

11BHSD2/p-aktin

0,4

0,2

Obr. 5.10 Exprese mRNA 11BHSD2 v kultufe bunééné linie HT-29 stimulované TNF-o o
koncentraci 25 ng/ml a 250 ng/ml a v kontrolni kultufe bunécné linii HT-29 bez stimulace.
Hodnoty relativni exprese mRNA 11BHSD2 byly normalizovany pomoci exprese mRNA
normalizaéniho faktoru B-aktinu zvoleného na zakladé¢ vyhodnoceni grafu z kapitoly 5.1.2
(viz obrazek 5.4; str. 51). Data jsou uvedena jako aritmeticky prumér = SEM (kontrola,
n=24; stimulace HT-29 TNF-a o koncentraci 25 ng/ml (TNF-a (25 ng/ml)), n=8; stimulace
HT-29 TNF-a o koncentraci 250 ng/ml (TNF-a (250 ng/ml)), n=8).
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6 DISKUSE

V piedchozich kapitolach bylo popsano, ze 11BHSD se podili na prereceptorovém
matebolismu glukokortikoidd. Zatimco 11BHSDI se in vivo ucastni premény biologicky
neaktivnich forem glukokortikoidli na formy aktivni, ¢imz umoziiuje navazani na GR,
11BHSD2 ma za ukol jejich op€tovnou biologickou inaktivaci. Zmény v expresi 11BHSD
jsou in vivo spojeny s ptisobenim zandtu u lidi i experimentalnich zvifat [Zbankova a kol.,
2007; Ergang a kol., 2008; Vagnerova a kol., 2006]. Jednim z mych ukoll bylo zjistit, zda
k ttmto zménam dochazi rovnéz v modelu in vitro v prosttedi simulovaného zanétu
vyvolaném piisobenim prozanétlivych cytokini TNF-a a IL-1p. Déle pak zjisténi, zda ke
zméndm dochdazi také v Cisté epithelidlni bunécné linii HT-29. Dal§im zadanim pak bylo
stanoveni vhodnych podminek pro uchovani orgénovych kultur a volba vhodnych

normalizacnich faktort pro jednotlivé navrzené experimenty.

6.1 OPTIMALIZACE PODMINEK PRO UDRZENI STREVNI
PRIMOKULTURY PO DOBU 3 DNi

Pii pfipravé standardni stievni primokultury se jako piidavek do kultivaéniho
media pouziva fetdlni hovézi sérum (FBS) nebo fetdlni teleci sérum (FCS)
v koncentracich 5-20 %. FBS obsahuje ristové faktory (GM-CSF, granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor; EGF, epidermal growth factor; G-CSF,
granulocyte colony-stimulating factor), steroidni hormony a cytokiny. Tyto latky
podporuji rist, diferenciaci a proliferaci bun¢k a umoziluji prezivani a udrZzeni bunécné
kultury hlavné pti vysokych koncentracich FBS. Pfi sledovani vlivu cytokinti na lokalni
metabolismus glukokortikoidit mohou rustové faktory obsazené v FBS negativné ovlivnit
expresi a aktivitu sledovanych genti. FBS rovnéZ riiznymi zptisoby ovliviiuje jednotlivé
vrstvy stfeva, napf. inhibuje synthesu kolagenu ve fibroblastech [Martens a kol., 1992],
zvySuje sekreci mucinu V gobletovych burikach, proliferaci epithelidlnich bun¢k a

synthesu DNA a pomaha udrzet architekturu krypt [Usugane a kol., 1982].

Z vysledkl uvedenych v kapitole 4.1.1 je patrné, Ze ve stfevnich tkdnovych fezech

FBS signifikantné neovliviiuje expresi 11BHSDI1. Z literatury je ale zndmo, Ze ptidavek
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FBS miize negativné ovlivnit experimenty se stimulaci tkanovych tezi IL-1p a TNF-a
napiiklad absorpci téchto cytokini na proteiny FBS. Negativnim disledkem nepouziti

FBS bylo zkraceni zivotaschopnosti tkaniovych fezl o jeden den oproti predpokladu.

6.2 VYBER NORMALIZACNIHO FAKTORU (HOUSEKEEPING
GENU)

Vybér vhodného normalizacniho faktoru (housekeeping genu) je zcela zdsadnim
kritériem pro porovnani genovych expresi mezi jednotlivymi vzorky nebo jednotlivymi
experimenty. Rozdily v expresi sledovanych genti I1ze nejlépe rozpoznat porovnanim
sexpresi mRNA stabilniho genu, jehoz synthesa je konstitutivni a neovlivnéna
experimentalnim zdsahem. Zasadnim problémem pii navrhovani hoousekeeping genu je
fakt, Ze neexistuje gen, jehoz exprese zlstdva neménna v zavislosti na véku, pohlavi, typu

tkané, bunééném cyklu a experimentalnich podminkach [Tricarico a kol., 2002].

Studiem literatury byly urceny tfi geny (GAPDH, 18SRNA a f-aktin), které
mohly byt pro navrZzené experimenty pouZity jako normaliza¢ni geny. Kritériem pro jejich
vybér bylo predchozi pouziti téchto gent jako normaliza¢nich v experimentu
S podobnymi ¢i stejnymi podminkami, frekvence jejich pouziti, vysoka exprese a s ni

spojena snadna métitelnost.

Jednim z nejcasteji pouzivanych housekeeping gentl je
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa (GAPDH). Byly ovSem popsany zasahy, které
mohou jeji expresi ovliviiovat. Naptiklad hypoxie zvySuje expresi GAPDH v kultufe
vaskularnich endothelialnich bunék, jeji expresi lze rovnéz zvysit piidavkem insulinu
Vv nizké koncentraci jako suplementu do kultivacniho média kultury adipocytt a v kultufe
mysich T-lymfocytd je exprese GAPDH zvySena G¢inkem IL-2 [Suzuki a kol., 2000].
Proto byl tento normaliza¢ni faktor pro experimenty s ptidavkem prozanétlivych cytokini

IL-1B a TNF-a povaZzovan za nevhodny.

Druhym pravdépodobné vhodnym kandiddtem na normaliza¢ni gen pro navrzeny
experiment byl gen 18SRNA. Na rozdil od GAPDH neptedstavuje 18SRNA mRNA, ale
rRNA ribosomalni podjednotky. Z toho divodu nemusi vzdy 18SRNA odrazet celkovou
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synthesu mMRNA, jelikoz celkova zména synthesy mRNA nemusi vzdy vyvolat stejnou

zménu rRNA nebo nevyvola zménu zadnou [Suzuki a kol., 2000].

6.3 OVLIVNENI STREVNI PRIMOKULTURY A BUNECNE
LINIE HT-29 PRIDAVKEM IL-1p A TNF-a

V mnoha védeckych studiich jiz bylo prokazano, ze prozanétlivé cytokiny
indukuji nebo zvysSuji expresi 11HSD1 v rtiznych typech tkani. Naptiklad bunécna linie
MG-63 za normdlnich okolnosti neexprimuje mRNA 1IBHSD1 a ani nevykazuje
konverzi kortikosteronu na 11-dehydrokortikosteron. Pokud je tato bunééna linie
vystavena vlivu cytokinti IL-1B a TNF-a, exprese mRNA pro 11BHSDI1 je prudce
zvySena a toto zvySeni je zaroven Casové a koncentraéné zavislé. Exprese mRNA pro
11BHSD2 byla na druhou stranu po pfidavku IL-1p a TNF-a sniZzena. Stejny efekt mély
cytokiny na reduktasovou aktivitu 11BHSDI a oxidasovou aktivitu 11HSD2. Z ostatnich
zkoumanych cytokini mirn€¢ zvysil expresi 11BHSD1 pouze IL-6, kdezto ostatni
zkoumané cytokiny a hormony nemé¢ly na produkci mRNA pro 11BHSD1 Zadny vliv. Zda
se, ze zvyseni exprese mRNA pro 11BHSDI ucinkem téchto cytokint je plné€ reversibilni.
Po maximalni stimulaci bunétné kultury MG-63 (10 ng/ml, 48 hodin) doslo po
48 hodinach po odstranéni IL-1p z média k navratu miry exprese mRNA pro 11HSD1 na
uroven kontrolnich vzorki. Podobny efekt byl pozorovan také u TNF-o [Cooper a kol.,
2001]. Inkubaci glomerularnich mesangialnich bunék (glomerular mesangial cells, GMC)
a bunécné linie KiKi s cytokiny IL-1p a TNF-a Ize pouze mirn¢ zvysit expresi mRNA a
reduktasovou aktivitu 11BHSDI1. Pokud jsou ale GMC inkubovéany v pfitomnosti obou
téchto cytokinil (oba 5 ng/ml), je dosaZeno synergického efektu na expresi 11BHSDI a
tato je zvySena pfiblizn€ 4x V porovnani s neovlivnénymi buinikami. ZvySeni exprese
mRNA pro 11BHSD1 odpovidalo prudkému vzristu exprese proteinu 11BHSDI1
(30nasobny nartst), coz by mohlo znamenat, ze signél je pravdépodobné modulovan na
urovni translace. Zajimavé je, Ze exprese ani aktivita 11BHSD2 nebyla plsobenim
cytokinli IL-1f a TNF-a ovlivnéna [Escher a kol., 1997]. Podobnych vysledki lze
dosdhnout ovlivnénim primarni kultury stromdlnich adipocytl (adipose stromal cells,
ASC) cytokiny IL-1p a TNF-a. Inkubaci primokultury ASC s TNF-a (10 ng/ml) lze

zvysit reduktasovou aktivitu 11BHSD1 17nasobné v porovnani s kontrolami a toto
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zvyseni je koncentracné zavislé. Tento efekt je mozné vyvolat u primokultury ASC
z omentalniho a rovnéz subkutanniho tuku, ale nikoliv u kultury lidskych hepatocyti.
Inkubaci kultury ASC s IL-1p Ize indukovat expresi a aktivitu 11BHSD1 a tato indukce je
zéavisla na koncentraci cytokinu. Zajimavym vysledkem rovnéz je, ze inkubaci kultury
ASC srustovym faktorem IGF-1 Ize v zavislosti na davce snizit aktivitu 11BHSDI1
Vv subkutannim (50% pokles pfi 100 ng/ml) a omentalnim (30% pokles pti 100 ng/ml), ale
ne v primarni kultufe lidskych hepatocyti. Podobné inkubace kultury ASC s leptinem
vedla k narastu aktivity 11BHSD1 o 35 % v omentalnim tuku, ale neméla zadny vliv na

aktivitu 1 1BHSD1 v hepatocytech [Ignatova a kol., 2009].

Jak jiz bylo uvedeno vyse, prozanétlivé cytokiny IL-1p a TNF-a ovliviiuji expresi
a aktivitu 11pB-hydroxysteroiddehydrogenas v raznych typech bunék a tkani [Cai a kol.,
2001; Cooper a kol., 2001]. To vedlo k hypothese, Ze zmény v expresi a aktivit¢ 11pHSD
vyvolané Uc¢inky prozanétlivych cytokinii (TNF-a, IL-18) mohou pusobit jako zpétna
vazba v mechanismu regulace zanétu. Tuto domnénku potvrzuji jak studie provedené na
pacientech sulcerdézni kolitidou, tak na zvifatech s experimentalni kolitidou. Vzorky
Z biopsii zaniceného stieva pacientii s diagnostikovanou ulcerozni kolitidou vykazovaly
zvySenou expresi mRNA pro 11BHSDI1 a pokles exprese 11BHSD2. Rovnéz bylo
zjisténo, ze v téchto vzorcich doslo ke zvysSeni exprese mRNA pro prozanétlivé cytokiny
TNF-a a IL-1B [Zbankova a kol., 2007]. U zvifecich modeli (mysi, potkantl) se zandty
vyvolanymi ptisobenim napt. DSS nebo TNBS rovnéz doslo k nartistu exprese 11pHSDI
a k poklesu exprese 11BHSD2 [Bryndova a kol., 2004; Vagnerova a kol., 2006; Ergang a
kol., 2008].

Lze ptedpokladat, ze k poklesu exprese 11BHSD2 v zaniceném stfevé dochazi
v disledku ztraty pfirozené architektury stfeva a poskozenim epithelidlni vrstvy vlivem
samotného zanétlivého procesu. Tento efekt byl pozorovan u pacientti s IBD [Takahashi a
kol., 1999]. Zmych vysledkd je ovSem patrné, ze ubytek mRNA pro 11pHSD2
lokalizované v epithelu nemusi nutné souviset s poSkozenim epithelu, protoze
Vv podminkdch mych pokusii ziistal epithel zachovan a byl pouze simulovan zanétlivy
proces piidavkem prozanétlivych cytokini TNF-o a IL-1B, a presto doslo k poklesu
mRNA pro 11BHSD2. Faktorem, ktery in vivo mize ovliviiovat aktivitu 11BHSD1 ve
sttevu, je rovnéz pritomnost specifickych populaci imunitnich bunék. Existuje fada praci,

které dokumentuji pfitomnost lokalniho metabolismu v imunitnich butikach. Proces
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diferenciace monocytu na makrofag je spojen s indukci aktivity a transkripéniho produktu
11BHSDI [Thieringer a kol., 1994]. Intraperitonealnim podanim thioglykolatu do mysiho
peritonea lze po tfech hodindch nékolikanasobné zvysit aktivitu 11BHSDI
V peritonealnim vyplachu, ktery je z velké ¢asti tvofen makrofagy a neutrofily [Gilmour a
kol., 2006]. Expresi transkripcniho produktu, proteinu i aktivitu pro 11HSD1 vykazuji
také specializované populace mysich T-lymfocyti CD4", CD8" a dendritické buiky
CD11c". V téchto burikich ale nebyla objevena exprese a ani aktivita 11BHSD2 [Zhang a
kol., 2005]. Thieringer a kol. v roce 2001 demonstrovali, ze expresi mRNA pro 11BHSDI
Ize indukovat v monocytech vlivem IL-4 a IL-13. Na druhou stranu zadny
z prozanétlivych cytokint IL-1f, IL-6 a TNF-a a ani LPS neindukuji expresi mRNA
11BHSD1. Exprese mRNA pro 11BHSDI je ale inhibovana IFN-y, ktery je funkénim
antagonistou cytokinii IL-4 a IL-13. Zajimavym piikladem je také indukce aktivity
11BHSD1 v tymocytech v dasledku popalenin 20 % povrchu mysiho téla a tuto aktivitu
lze inhibovat inhibitorem 11BHSDI kyselinou 18B-glycyrrhetinovou [D’Elia a kol.,
2009]. Dalsim ptispévkem k aktivit¢ 11BHSDI ve stievu by mohly pfedstavovat imunitni
buiky, které pres krevni fecist¢ prochazeji do stfevni vrstvy lamina propria. Naivni
lymfocyty se dostavaji do stifeva ptes kapilary v Peyerovych placich. Zde se stiidavé
pfichycuji a pohybuji podle riznych cytokinovych a chemotaktickych signali. Paklize
nedojde k jejich aktivaci, vraceji se tyto imunitni bunky zpét do krevniho fecisté a cely
proces se opakuje. Kontaktu s burikou reprezentujici antigen (napi. dendriticka burika)
vyvola proliferaci a diferenciaci na vykonné populace bunc¢k. Ty se pak navraceji do
krevniho feCiSt€ a nasledné se prepravuji pouze do tkani, ve kterych dosSlo k prvnimu
kontaktu s antigenem. Tomuto procesu se fika homing of lymphocytes. V pribéhu zanétu
se pak tyto aktivované a 11BSDI1 exprimujici bunky premistuji do mista zanétu ve
velkém mnozstvi a mohou tak zvySovat lokalni metabolismus GC. Z vySe uvedenych
divodu jsem provedla pokus s organovymi kulturami, kde je toto ,,vcestovavani‘
imunitnich bun¢k znemoZznéno. Pokus prokdzal, Ze ke zvySeni 11BHSD1 dochazi vlivem

prozanétlivych cytokind i v in vitro modelu distalniho traéniku.

Vzhledem k tomu, Ze stfevo je velmi komplexni systém skladajici se z fady vrstev,
bylo mym dalS$im ukolem lokalizovat ¢ast tracniku, kde dochazi ke zménam exprese
11BHSD vlivem prozanétlivych cytokini TNF-a a IL-1B. Enzym 11BHSD2 je

lokalizovan zejména v epithelidlnich bunkach, zatimco 11BHSDI1 se nachdzi zejména
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v buiikkach neepithelidlnich [Whorwood a kol., 1994]. Expresi 11BHSDI1 vykazuji
monocyty a makrofagy [Thieringer a kol., 2001], T-lymfocyty [Hennebold a kol., 1996;
Zhang a kol., 2005] a fibroblasty [Hammani a kol., 1991]. Provedla jsem tedy experiment
pro zjisténi vlivu prozanétlivych cytokin TNF-a a IL-1p na kontinudlni lidskou
epithelidlni bunécnou linii odvozenou z kolorektalniho adenokarcinomu tra¢niku HT-29.
Vzhledem k vyse uvedenym studiim byla u této linie méfena pouze zména exprese
11BHSD2. U bunécné linie SW620 doslo Gcinkem TNF-a a 12-myristat-13-acetatu
k poklesu aktivity 11BHSD2 [Kostadinova a kol., 2005]. Pokus s t¢inkem TNF-a a IL-1f
na bunky HT-29 neprokazal ovlivnéni exprese 11BHSD2 ani jednim ze zkoumanych
prozanétlivych cytokinl. Pfi¢inou tohoto vysledku muze byt odlisné chovani
adenokarcinomové linie bun€k od béznych bunék epithelidlnich, jelikoz v buitkdch mohlo
dojit k nddorové transformaci. Je také mozné se domnivat, Ze ke zvySené expresi
11BHSD2 v epithelidlnich buiikdch dochazi v disledku pusobeni jinych bunék stfeva.
HT-29 je cisté epithelidlni linie a doSlo zde tedy ke ztrat€¢ kontaktu téchto bunék

S myofibroblasty, imunitnimi buikami atd.

Mechanismus, jakym TNFo a IL-1B ovliviuji expresi a aktivitu
11B-hydroxysteroiddehydrogenas, neni dosud znam. Existuje ale hypothesa, ze by TNF-a
mohl regulovat 11BHSDI1 pifes p38 MAPK signdlni drdhu. Transfekci bun&cné linie
HEPG2 lidskym promotorem pro 11BHSDI dochazi ke zvySeni aktivity v proximalni
¢asti promotoru v piitomnosti TNF-a nebo i1 bez jeho pfitomnosti. Kotransfekei s
lidskymi C/EBPa a C/EBPB-LAP vektory lze aktivovat promotor pro 11BHSDI1

s nejveétsim efektem [Ignatova a kol., 2009].
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7 ZAVER

Mechanismus, kterym se prozanétlivé cytokiny TNF-a a IL-B zapojuji do
prereceptorového metabolismu glukokortikoidil, a to zejména regulaci exprese a aktivity
11B-hydroxysteroiddehydrogenas typu 1 a 2, neni dosud zcela prozkoumdn. Mnohé
in vitro studie ale prokazaly, ze tyto cytokiny zpusobuji nartst ¢i pokles exprese
11BHSD1 ¢i 11BHSD?2 v riznych typech bunék [Escher a kol., 1997; Cooper a kol., 2001;
Thieringer a kol., 2001]. Rovnéz existuji studie na pacientech s kolitidou [Zbankova a
kol., 2007] a na potkanech s indukovanymi zanéty [Ergang a kol., 2008; Bryndova a kol.,
2004; Vagnerova a kol., 2006], které prokazuji, Ze pusobeni zanétu vyvolava zmény
v expresi 11B-hydroxysteroiddehydrogenas. Ovéfeni téchto studii s pouzitim in vitro
modelu a simulovaného zanétlivého prostiedi bylo jednim z cili mé prace. Mym tkolem
rovnéz byla optimalizace podminek pro uchovani organovych explantati a volba
vhodnych normaliza¢nich faktori pro jednotlivé experimenty. Dal§imi cily mé prace byla
lokalizace ¢asti tracniku, kde ke zménam exprese dochazi, a optimalizace

experimentalnich podminek pro pokusy s orgdnovymi kulturami.

Jako optimalni pro udrzeni organovych kultur distalniho traéniku se ukazala jejich
inkubace bez pfitomnosti fetalniho hovéziho séra po dobu 48 hodin. Jako vhodné
normalizacni faktory byly zvoleny: 18SRNA pro experimenty s inkubaci orgédnovych
kultur s prozanétlivymi cytokiny TNF-a a IL-1B a B-aktin pro méfeni vlivu
prozanétlivych cytokini TNF-o a IL-1B na epithelidlni bunécnou linii HT-29. M¢
vysledky dale ukazaly, Zze puisobeni prozanétlivych cytokini TNF-o a IL-1f vyvolava
v organové kultute distalniho traéniku zmény v expresi mRNA pro 11BHSD1 i 2. Vlivem
TNF-o doslo v organové kultufe distdlniho tracniku ke zvySeni exprese 11BHSDI.
Naproti tomu inkubace této organové kultury s IL-1p vyvolalo pokles exprese 11HSD2.
Podafilo se mi tedy prokazat, Ze in vitro pokus s organovou kulturou distalniho tra¢niku
vykazuje stejné vysledky jako pokusy in vivo. Mé vysledky rovnéz ukazuji zajimavy fakt,
ze studované cytokiny zfejmé pusobi specificky na jednotlivé dehydrogenasy, jelikoz
TNF-a nevyvolal zadny efekt v expresi 11BHSD2 a rovnéz IL-1p nijak neovlivnil expresi
11BHSDI. Uvedené cytokiny nemély Zadny signifikantni vliv na expresi 11HSD2
U bunééné linie HT-29. To mlze byt zpisobeno nadorovou transformaci téchto bunck a

jejich dlouhym pasdZzovanim, které zpisobuji jejich odlisSné chovani od béznych

62



epithelialnich bunék, nebo se zde muze odrazet skuteCnost, Ze efekt cytokind na
epithelialni 11BHSD2 je zprostiedkovan bunkami stfevni sliznice, které jsou pfitomny

v organové kulture, ale chybi v Cisté linii epithelialnich bunék.

Nekteré vysledky ztéto prace byly publikovany V ¢lanku pod nazvem
Upregulation of 11p-hydroxysteroid dehydrogenase 1 in lymphoid organs during
inflammation in the rat v Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology
126 (2011) 19-25, autofi: Peter Ergang, Katefina Vitackova, Jifi Svec, Jana Bryndova,
Ivan Miksik a Jifi Pacha.
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